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1. Rövidítések jegyzéke 
 

[K+]e:   káliumion-koncentráció az extracelluláris térben 

2VO:   kétoldali arteria carotis communis elzárás (two-vessel occlusion) 

20-HETE:  20-hidroxieikozatetraénsav 

aCSF:   mesterséges cerebrospinális folyadék (artificial cerebrospinal fluid) 

AD:   anoxiás depolarizáció (anoxic depolarization) 

ANOVA:  varianciaanalízist (analisys of variance) 

APG-2:  Asante Potassium Green 2, fluoreszcens K+ indikátor festék 

AUC:   görbe alatti terület (area under the curve) 

BK csatorna: nagy konduktanciájú, Ca2+-aktivált K+ csatorna 

CA:   hirtelen szívmegállás (cardiac arrest) 

CCA:   arteria carotis communis (common carotid artery) 

CBF:   agyi vérátáramlás (cerebral blood flow) 

CBV:   agyi vérvolumen (cerebral blood volume) 

CGRP:   kalcitonin génhez rendelt peptid (calcitonin-gene related peptide) 

COX:   ciklooxigenáz enzim 

DC:   egyenáram (direct current) 

DCI:   másodlagos iszkémiás károsodás (delayed cerebral ischemia) 

dMCA:  az arteria cerebri media disztális szakasza (distal middle cerebral artery) 

dMCAO: az arteria cerebri media disztális szakaszának elzárása (distal middle cerebral artery 

occlusion) 

DMSO:   dimetil-szulfoxid 

EAAT:   glutamát transzporter (excitaroty amino acid transporter) 

ECoG:   elektrokortikogram (electrocorticogram) 

EEG:   elektroenkefalogram 

EETs:   epoxieikozatriénsavak (epoxyeicosatrienoic acids) 

EP2:   2-es típusú prosztaglandin E2 receptor 

EP3:   3-as típusú prosztaglandin E2 receptor 

EP4:   4-es típusú prosztaglandin E2 receptor 

gl:    szürkeszint (gray level) 

Hb:   hemoglobin 

IOS:   visszaverődő fény (intrinsic optical signal) 

iSD:   iszkémia alatt kiváltott terjedő depolarizáció (ischemic spreading depolarization) 

LASCA:  lézer-folt interferencia kontraszt analízis (laser speckle contrast analysis) 

LDF:   lézer-Doppleres áramlásmérés (laser-Doppler flowmetry) 

LFP:   helyi mezőpotenciál (local field potential) 

MABP:  artériás középnyomás (mean arterial blood pressure) 

MCA:   arteria cerebri media (middle cerebral artery) 

MCAO:  arteria cerebri media elzárás (middle cerebral artery occlusion) 

MRI:   mágneses rezonancia vizsgálat (magnetic resonance imaging) 

NIRS:   közeli infravörös spektroszkópia (near infrared spectroscopy) 

NMDA:  N-metil-D-aszpartát 

NO:   nitrogén-monoxid (nitric oxide) 

NOS:   nitrogén-monoxid szintáz (nitric oxide synthase) 

NR:   neutrálvörös festék (Neutral Red) 

PBS:   foszfáttal pufferolt fiziológiás sóoldat (phosphate-buffered saline, PBS) 
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PGE2:   prosztalgandin E2 

PGES:   prosztaglandin-E-szintáz 

PGF2:   prosztaglandin-F2 

PGs:   prosztaglandinok (prostaglandins) 

ROI:   kijelölt érdeklődési területet (region of interest) 

pHe:   extracelluláris pH 

pHi:   intracelluláris pH 

PLA2:   foszfolipáz A2 

SAH:   szubarachnoideális vérzés (subarachnoid hemorrhage) 

rSD:   visszatérő terjedő depolarizáció (recurrent spreading depolarization) 

SHAM:  áloperált 

SD:   terjedő depolarizáció (spreading depolarization) 

SMC:   simaizomsejt (smooth muscle cell) 

stdev:   szórás (standard deviation) 

TBI:   zárt koponyasérülés (traumatic brain injury) 

TTC:   2,3,5-trifeniltetrazólium-klorid 

VGCC:   feszültségfüggő Ca2+ csatorna (voltage-gated Ca2+ channel)   
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2. Bevezetés 
 

Ma világ szerte az akut agysérülések, köztük a stroke következtében történő elhalálozások 
jelentetik a második leggyakoribb halálokot, míg a tartós egészségkárosodások okai között a 
stroke a harmadik, a zárt koponyasérülés a második helyen áll. A hazai statisztikai adatok is ezeket 
a tendenciákat tükrözik.129 

Az akut neurológiai kórképek kezelése, gyógyítása jelentős kihívás az orvoslás számára, hiszen 
a betegek ellátására, a hirtelen fellépő sérülés következményeinek enyhítésére – a hazai és 
nemzetközi tapasztalatok szerint is – csak órák elteltével kerülhet leghamarabb sor. Az iszkémiás 
stroke-ot elszenvedő betegeknek például jellemzően 8-10 %-a kerül betegellátó intézménybe 
azon a terápiás időablakon belül (4-6 óra), mely a trombolízises terápiát lehetővé teszi, és az 
időben érkezetteknek is mindössze 30-35 %-a számíthat értékelhető állapotjavulásra a 
rekanalizációt követően. Az elsődleges sérülés tehát az esetek döntő többségében már 
visszafordíthatatlan neurológiai károsodással jár. A primér léziót gyakran súlyosbítják másodlagos 
kórfolyamatok, melyek mérséklése a betegek döntő többségénél a kritikus időablakon túl is reális 
célkitűzés lehet. Jelenleg azonban a hetékony terápiás lehetőségek száma erősen korlátozott. 
Hiányosak az ismereteink és a diagnosztikai eszköztár is erősen korlátozott abban a tekintetben, 
hogy melyik betegcsoport esetében van a másodlagos sérülések kialakulásának legnagyobb 
kockázata. A betegcsoportok azonosítása segíthet kiválasztani azt a terápiát, amelyre a beteg 
leginkább reagál, amely az adott betegnél a legjobb eredményt hozhatja.  A másodlagos sérülések 
kockázatának felismerése fontos cél, hiszen az alapozhatja meg az eredményes terápiát. 

Az akut agysérülést követő állapotromlás sikeres visszaszorításának alapja azoknak a 
kórfolyamatoknak a felismerése, amelyek a másodlagos sérülések létrejöttében és 
kifejeződésében (pl. agyödéma, vazospazmus, hypoperfúzió) központi szereppel bírnak. Az akut 
agysérülést követő oxidatív és nitrozatív stressz, a gyulladásos folyamatok és az excitotoxicitás 
régóta ismert jelenségek és lehetséges terápiás célpontok. Sajnos az ilyen irányú gyógyszeres 
kezelések fejlesztése eddig nem váltotta be a hozzá fűzött reményeket.45 Az elmúlt tizenöt évben 
meghatározó klinikai megfigyelések születtek arra vonatkozóan, hogy a másodlagos sérülések 
kialakulását döntő mértékben mozdítja elő az agykérgi terjedő depolarizáció (spreading 
depolarization, SD) ismétlődő megjelenése.164 Az egyre bővülő ismeretanyag alapján a 
közelmúltban olyan vizsgálatok indultak, melyek az SD gátlását az agysérülések kezelésében 
hatékony terápiás célpontként tekintik.40,203 Legújabban kezdeményezték az SD-nek mint 
biomarkernek a monitorozását az idegsebészeti intenzív osztályokon, mert az SD események 
jellemző mintázata jelzi az agysérülések előrehaladását.98,118 Fontolóra vették továbbá, hogy a 
személyre szabott terápiában figyelembe veszik az SD-k előfordulásának mintázatát is.98 

A klinikai vizsgálatok hátterét azok a laboratóriumi vizsgálatok képezik, melyek elsőként írták 
le, majd ismételten bizonyították az SD spontán kialakulását és szövetkárosító hatását az iszkémiás 
stroke és a zárt koponyasérülés (traumatic brain injury, TBI) kísérletes modelljeiben.184,270,314,365 Az 
SD kutatásában a kísérletes eredmények rendszerint megelőzték a klinikai tanulmányokat, ami két 
fő okra vezethető vissza. Egyrészt a klinikumban az SD regisztrálása jelenleg is csak invazív 
eljárással, műtéti beavatkozáson átesett betegek esetén kivitelezhető, a rendelkezésre álló 
módszerek korlátozottak (pl. kraniotómiát követő elektrokortikogram – ECoG – elvezetés); az SD 
kialakulása és időbeli mintázata megjósolhatatlan; és az akut sérülések kezdeti fázisáról (a beteg 
klinikai felvétele előtti eseményekről) nem lehet adatot gyűjteni. Ugyanakkor az SD kísérletesen, 
kontrollált körülmények között kiváltható; invazív módon, több élettani változó monitorozásával 
pontosan jellemezni lehet; és az SD-ben szerepet játszó mechanizmusok farmakológiai 
megközelítéssel azonosíthatók. 

Ezek a kötöttségek állnak annak hátterében, hogy az 1944-ben, nyulakban felfedezett 
jelenséget227 a sérült emberi agyban először ötven évvel később azonosították,252 majd 2002-től 
kezdték szubdurális ECoG elektródák segítségével szubarachnoideális vérzésen (subarachnoid 
hemorrhage, SAH) és TBI-n átesett betegekben módszeresen megfigyelni és jellemezni.108,165,359 Az 
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elmúlt tizenöt évben az SD kórélettani jelentősége a szaporodó klinikai eredmények függvényében 
egyre nagyobb figyelmet és hangsúlyt kapott.96,98,164 Az SD az agyi keringési válaszokat és az 
iszkémiás prekondicionálást vizsgáló kutatók eszköztárának egy eleméből fokozódó érdeklődésre 
számot tartó kórélettani jelenséggé nőtte ki magát. 

A következőkben bemutatásra kerülő kísérletes munka középpontjában az SD, mint az akut 
agysérülésekben szerepet játszó kórélettani jelenség áll. Figyelmünk elsősorban arra irányult, 
hogy megállapítsuk, milyen körülmények kedveznek az SD kialakulásának, milyen térbeli 
jellegzetességekkel terjed az iszkémiának kitett agykéregben, és milyen hemodinamikai és 
metabolikus változásokat von maga után a sérült agyban. Választ kerestünk arra a kérdésre, hogy 
az SD-vel járó hemodinamikai változásokat mely vazoaktív mediátorok közvetítik. Végül kiemelt 
figyelmet szenteltünk annak, hogy az öregedés, mint az iszkémiás agysérülések nem 
befolyásolható kockázati faktora, miként módosítja az SD kialakulását, az SD-vel kapcsolatos 
szövetkárosodás mértékét. Kísérleteinkhez kialakítottunk egy egyedi, optikai elven működő, 
kísérletes képalkotó eljárást az SD és a társuló metabolikus és hemodinamikai változások térbeli 
jellegzetességeinek megfigyelésére. Eredményeink meggyőződésünk szerint transzlációs 
lehetőségeket hordoznak magukban, és a párhuzamosan futó klinikai tanulmányokkal 
összefonódva a klinikumban hasznosulhatnak. 
 

2.1. Az agykérgi terjedő depolarizáció idegélettani és farmakológiai jellemzői 
 

Az SD az ideg- és gliasajtek egy kritikus tömegének (kb. 1 mm3)249,378 együttes depolarizációja, 
mely egy pontszerű fókuszból kiindulva, lizenkefál agykéregben koncentrikusan, girenkefál agyban 
a barázdák mentén terjed tova.227,327,328 A terjedés sebessége jellemzően 2-8 mm/min, melyet 
eredetileg két, egymástól távol elhelyezkedő elvezetési pont segítségével határoztak meg.227,351 Az 
SD tipikus elektrofiziológiai jellemzője a DC potenciál tranziens, negatív kitérése, mely az agykérgi 
spontán elektromos aktivitás (ECoG) egyidejű, átmeneti depresszióvával jár (i.e. „terjedő 
depresszió”)146,351 (2.2.1. ábra). A negatív DC potenciál-kitérés az idegsejtek potenciáljának a 
nyugalmi értékről a 0 mV-ot megközelítő eltolódását jelöli, ami mögött a káliumion extracelluláris 
koncentrációjának ([K+]e) drasztikus emelkedése (3-4 mM-ról 30-60 mM-ra), és ezzel együtt a 
nátrium- és a kálciumion extracelluláris koncentrációjának esése áll (Na+: 140-150 mM-ról 
50-70 mM-ra; Ca2+: 1-1,5 mM-ról 0,2-0,8 mM-ra).297 

Az SD-t iszkémiás körülmények között valószínűleg a magas lokális [K+]e idézi elő. Az 
iszkémiának kitett sejtekből lassú, kifelé irányuló káliumáram figyelhető meg, melyet kísérletesen 
a DC potenciál lassú, negatív irányú csúszása is jelez.153,158 A K+ felszaporodása az extracelluláris 
térben az ATP celluláris szintjének csökkenéséhez köthető, ami az ATP-függő K+-csatornák nyitásán 
keresztül egyrészt a K+ kiáramlását eredményezi,363 másrészt a Na+/K+ pumpa aktivitását gátolva 
akadályozza a K+ visszavételét is.151 Az SD kiváltásában a Na+/K+ pumpa nyilvánvaló szerepére 
világít rá az is, hogy a Na+/K+ pumpát bénító ouabain rámosása az idegszövetre SD-t vált ki.21 A 
felhalmozódó K+ végül elegendően nagy koncentrációt elérve (10-12 mM) feszültségfüggő 
Na+-csatornákat nyit, a Na+ beáramlására pedig bekövetkezik a sejtek depolarizációja, melyhez 
további kifelé irányuló káliumáram társul. Jellemzően a 10-15 mM-ra emelkedő [K+]e teremt az SD 
kiváltásához kedvező feltételeket.355 Ezzel összhangban, magas koncentrációjú KCl oldat topikális 
rámosásával az SD sértetlen agykéregben kísérletesen is kiváltható. 
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2.2.1. ábra. Az agykérgi terjedő 
depolaizáció (spreading depolarization, 
SD) jellemzése élettani változókkal a 
rágcsáló agykéregben. Az SD a helyi 
mezőpotenciál (local field potential, LFP) 
DC módban szűrt tartományában 
tranziens negatív DC potenciál-kitérés 
formájában jelentkezik (kék). A teljes 
vagy kísérleteinkben 30 Hz alatt 
áteresztett LFP regisztrátumon az SD-vel 
egyidejűleg az LFP oszcilláció 
amplitúdójának átmeneti beszűkülése 
jellemző (zöld), amit “terjedő 
depressziókén” (i.e. spreading 
depression) ismer a szakirodalom . A 
perfúziós válasszal egyidőben, 
megbízhatóan kimérhető szöveti acidózis 
jön létre (fekete). Az SD-t a sértetlen 
agykéregben markáns hiperémia kíséri 
(piros), mely az SD hullámfrontjával, az 
SD-hez képest rövid késéssel terjed végig 
az agykérgen. Az eredeti, reprezentatív 
regisztrátumok ép keringésű agykéregből 
származnak. 

 
Az SD kiváltását követően a depolarizáció, mint egy öngerjesztő jelenség, a [K+]e és 

glutamátszint emelkedése révén, volumentranszmisszióval  terjed tovább a szomszédos 
sejtcsoportokra, bár a neurotranszmitterek valószínűleg szinaptikus úton is ürülnek.146,351,397 Az ép 

kérgen átvonuló SD-vel a glutamát koncentrációja az extracelluláris térben 3-3,5 M-ról 

10-11 M-ra emelkedik,177 de anoxia alatt meghaladhatja a 100 M-t is.330 A glutamát 
felszabadulását tekintve több útvonal részesedését is valószínűsítik. A glutamát felszabaduláshoz 
vezethet a neuronok P/Q típusú feszültségfüggő Ca2+ csatornáin beáramló Ca2+,17,297 a 
preszinaptikus NMDA-receptor függő vezikuláris exocitózis,426 a glutamátra átjárható pannexin-1 
csatornák megnyílása,43,87 és az asztrociták glutamát transzportereinek (excitatory amino acid 
transporter, EAAT) megfordulása az SD-re jellemző magas [K+]e hatására.159,245,274 A nagy 
koncentrációban felhalmozódó glutamát valószínűleg szinaptikus és extraszinaptikus NMDA, 
valamint AMPA receptorok ingerlésével járul hozzá az SD terjedéséhez,67,160,339,407 melyet 
alátámaszt az SD gátlása az NMDA receptorokat antagonizáló ketaminnal.40,210,324 Meg kell 
azonban jegyezni, hogy míg ép keringésű vagy enyhe fokú iszkémiának kitett szövetben az NMDA 
recepotorok gátlása hatásosan akadályozza meg az SD létrejöttét, anoxia során az SD-t nem védi 
ki az NMDA receptorok blokkolása.173,297 Az SD terjedését támogató magas [K+]e és glutamátszintet 
fokozhatja továbbá az extracelluláris tér csökkenése.156,295 Az SD-t jellemző ionáramokkal a víz is 
együtt mozog, ami a dendritek és az asztrociták duzzadását, így az extracelluláris tér beszűkülését 
okozza.312 

Az SD utáni repolarizációban döntő szerepet játszik a neuronális Na+/K+ pumpa, mely az 
extracelluláris térben felhalmozódott K+ visszavételéért felelős.244 Központi jelentőségű továbbá 
az asztrociták részesedése az ionhomeosztázis helyreállításában. Az asztrociták K+ felvételében 
részt vesz az asztrocitákon található Na+/K+ pumpa,  a Kir 4.1 típusú befelé egyenirányító kálium 
csatorna, illetve az aquaporin-4 típusú vízcsatorna.230 A glutamát visszavétele az EAAT1 és EAAT2 
típusú glutamát transzporterek révén valósul meg, melyek működése feszültség-függő, így 
hatékonyságukat nagymértékben befolyásolják az interstícium ionkoncentrációi.62 A glutamát 
felvételének 90 %-ért az EAAT2-t tarják felelősnek, továbbá az EAAT2 kifejeződése az asztrocitákra 
jellemző, így a glutamát visszavételében elsősorban az asztrociták szerepe hangsúlyozott.310 
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Összefoglalva megállapítható, hogy az SD kialakulásának a [K+]e emelkedése teremt kedvező 
környezetet. Maga az SD markáns ionáramokkal, az idegszöveti homeosztázis átmeneti 
felborulásával jár, és az SD terjedését az SD során nagy mennyiségben felszabaduló káliumion és 
glutamát közvetíti. Végül az SD utáni repolarizációban a neuronális K+ visszavétel mellett az 
asztrociták K+ és glutamát felvétele játszik fontos szerepet. 
 
A fejezethez vonatkozó összefoglaló közlemény: 

Hertelendy P, Varga DP, Menyhárt Á, Bari F, Farkas E. Direct, live imaging of cortical spreading depression 

and anoxic depolarisation using a fluorescent, voltage-sensitive dye. Neurochem Int. 2018 Oct 15. pii: S0197-

0186(18)30467-4. 

 

2.2. Az agykérgi terjedő depolarizációval összefüggő metabolikus és hemodinamikai 

változások, a vérátáramlási válasz szabályozása 
 

Az SD az egyre gyarapodó kísérleti eredmények szerint olyan metabolikus kihívást jelent az 
idegszövet számára, melyet az SD-hez csatolt, nagymértékű hiperémia sem tud maradéktalanul 
kielégíteni. A szöveti metabolizmust hűen tükrözi a szöveti pH SD-vel bekövetkező változása 
(2.2.1. ábra). Az extracelluláris pH válasz jellemzően három fázisú (a kezdeti, rövid acidózist rövid 
alkalózis, majd a pH választ meghatározó, jelentős acidózis követi), melynek domináns elemével a 
szöveti pH átmenetileg a fiziológiás 7,35-ről 6,95-re csökken.266 Az acidózis jól megfeleltethető a 
fokozott laktát-termelődésnek.266,332 A laktátszint emelkedésével egyidőben a glükóz 
koncentrációja jelentősen csökken, és tartósan alacsony marad.71,132,260 Végül a glükóz-
koncentráció változásának megfelelően az ATP mennyisége is közel felére esik vissza az SD-vel.260 
A bemutatott, SD-re jellemző szöveti metabolikus változások a keringését tekintve ép agykérgben 
jól reprodukálhatóak, de iszkémia alatt jelentősen módosulhatnak. Ezt a problémakört tárgyalja 
alább az 5.4. fejezet. 
 Az SD támasztotta megnövekedett metabolikus igényt az SD-hez csatolt agyi keringési (cerebral 
blood flow, CBF) válaszreakció hivatott kielégíteni (2.2.1. ábra). A CBF válaszreakció alapvető 
tulajdonsága, hogy a hemodinamikai változás lokális, és az SD-vel együtt terjed tova az agykérgen. 
Az SD-vel járó CBF változásnak a legfrissebb elemzések szerint négy, egymást követő komponense 
különböztethető meg16 (2.2.2. ábra, A panel). Az első, rövid, hipoperfúziós szakaszt jelentős 
hiperémia követi, melynek mértéke az alapáramlást akár több, mint 200 %-al is meghaladhatja. A 
hiperémia ereszkedő fázisán egy második, kései áramlásemelkedés is megjelenhet. Végül a CBF a 
kiindulási alapérték alá süllyed, és egy hosszantartó, akár harminc percnél is tovább elhúzódó 
oligémia alakul ki.16 Ritka eset, hogy az SD-t követő áramlási válaszban mind a négy, felsorolt 
komponens jól kivehető. Az első, hipoperfúziós szakasz a [K+]e függvénye, melyet a 6.3. fejezet 
részletez. A csúcs hiperémia mértékét az idegszövet metabolikus krízise befolyásolja, amit 
kutatásaink többszörösen igazoltak (5., 6.1. és 7.1. fejezet). Általánosságban elmondható, hogy az 
iszkémia súlyosbodásával a CBF válaszreakcióban előtrébe kerül a vazokonstrikció, a válasz kezdeti 
hipoperfúziós eleme teret nyer, és hiperémiás komponense ugyanakkor visszaszorul178 (2.2.2. ábra, 

B panel). Ha a hiperémia helyét teljes mértékben átveszi a kezdeti hipoperfúzió, inverz csatolásról, 
illetve terjedő iszkémiáról beszélünk.96,101 A kései hiperémia kísérletes észlelését valószínűleg az 
altatószer megválasztása határozza meg; például patkányban lézer-Doppleres áramlásméréssel 
izoflurán altatásban nem, míg alfa-kloralóz altatásban jól kivehető.367 Végül a CBF változást záró 
oligémia jellemzően csak akkor rajzolódik ki, ha az SD kiváltásakor a szöveti perfúzió optimális, és 
nem korlátozott érelzáródás vagy egy korábbi SD oligémiás szakaszának fennállása miatt (4.1.2. és 
4.2.1. fejezet). 
 A CBF válaszreakció lefutása fajonként is változó. A transzlációs kutatómunka szempontjából 
lényeges, hogy az egéragyban a hipoperfúzió jóval kifejezettebb, mint patkányban, míg az emberi 
agyban tapasztalható perfúziós változások jól megfeleltethetők a patkányban leírtaknak.285 Ezt 
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figyelmbe véve az SD-hez csatolt CBF változásokat szerencsésebb patkányban tanulmányozni, 
mint egérben. 

Az SD-hez csatolt CBF változás szabályozása máig intenzív kutatások tárgyát képezi. A 

szabályozás megértését nehezíti, hogy a válasz többkomponensű, és az egyes elemek egymással 

átfednek. A szabályozás továbbá minden bizonnyal többszörösen összetett. Az SD terjedése során 

azonos helyen és egyidőben, nagy mennyiségben szabadulnak fel vazoaktív metabolitok (pl. 

adenozin, laktát), idegsejtekből kiáramló neurotranszmitterek (pl. glutamát), perivaszkuláris 

idegvégződésekből származó neuropeptidek (pl. kalcitonin relációs peptid, calcitonin-gene related 

peptide, CGRP), és a neurovaszkuláris csatolás asztrocitákhoz kötött „klasszikus” mediátorai (pl. 

prosztanoidok, vagy epoxieikozatriénsavak).16 Abban a kérdésben sincs egyetértés, hogy az SD-vel 

járó hiperémia funkcionális, vagy inkább reaktív jellegű. A téma tehát sok kérdést vet fel, melyeket 

6. fejezet tárgyal részletesen. 

 

 
2.2.2. ábra. Az agykérgi terjedő depolaizációhoz (spreading depolarization, SD) csatolt agyi vérátáramlási 
(cerebral blood flow, CBF) válasz szakaszai és lefutása. A: A CBF válaszreakció sematikus rajza mutatja be 
sértetlen agykéregben a válasz négy, egymást követő fázisát; a kezdeti, rövid hipoperfúziót (), a 
domináns hiperémiát (), a kései hiperémiát (), és a hosszan elhúzódó oligémiát (). B: Rágcsáló 
fokális előagyi iszkémia modellben (arteria cerebri media elzárás, middle cerebral artery occlusion, 
MCAO) az SD-hez csatolt CBF változás lefutása az iszkémia mértékének függvényében változik. Forrás a B 
panelhez: Hoffmann és Ayata, 2013.178 

 

2.3. Az agykérgi terjedő depolarizáció klinikai jelentősége 
 

Az SD montirozása a klinikumban akut agysérülést követően a megfelelő módszer 
kidolgozásával vált lehetővé.359 Az SD-t a hajas fejbőrön elhelyezett elektródákkal nyert 
elektroenkefalogramon (EEG) nem lehet azonosítani, mert a csont és egyéb lágy szövetek erősen 
árnyékolják a jelet, illetve a diagnosztikai EEG elektróda-konfiguráció, szűrési és erősítési 
beállításai, és mintavételezési frekvenciája nem optimális az SD megjelenítéséhez.109,166 Ez 
indokolta a szubdurális ECoG elektródasorok invazív felhelyezését célzottan olyan lézióközeli 
agykérgi felszínre, melyet CT felvételek segítségével határoztak meg.108,122,165 Az ECoG regisztrálás 
invazív jellege miatt az SD monitorozása a trauma vagy stroke súlyos következményei miatt (pl. 
intrakraniális hematóma) koponyaműtéten átesett betegekre korlátozódik. 

A tanulmányokban részt vevő klinikai központokban (http://www.cosbid.org/ about-us/ 
participating-centers) ma már rutinszerűen alkalmazák az ECoG monitorozást, de az adatgyűjtés 
nyilvánvalóan a poszt-operatív időszakra korlátozódik. Ahhoz, hogy adatokat nyerjünk a sérülés 
korábbi szakaszaiban bekövetkező elektrofiziológiai és hemodinamikai változásokról, megfelelő 
kísérletes modellekre van szükség, így a klinikai és kísérletes eredmények együttesen adhatnak 
átfogó képet az SD időbeli mintázatáról. 
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Az SD megjelenésének időbeliségére jellemző, hogy az akut, fokális inzultust (pl. iszkémia 
indukció, koponyatrauma) követően az első esemény perceken belül kialakul.184,271 A fokális 
iszkémia rágcsáló modelljében az ismétlődő SD események az iszkémia kiváltása utáni első két 
órára korlátozódtak, majd előfordulási gyakoriságuk 12 óra elteltével fokozódott ismét.168 A 
barázdált macskaagyban az iszkémia kiváltását követően 14 órán át (a kísérletek végpontjáig) 
regisztráltak ismétlődő SD-ket.320 Végül idegsebészeti intenzív osztályokon monitorozott betegek 
agykérgében az elsődleges, akut sérülést ellátó műtéti beavatkozás után 9-14 napig azonosítottak 
SD eseményeket a több pontból elvezetett ECoG-on.108,122,165 A kísérletes és klinikai megfigyelések 
együttesen azt igazolják, hogy az akut agysérülés után az első SD perceken belül kialakul, és a 
sérülés szub-akut és krónikus fázisában még napokig ismétlődik. 

Az SD-ről régóta feltételezik, hogy az iszkémiás sérüléseket súlyosbítja, kimenetelüket 
rontja.164,170 Az eredeti megfigyelések tanúsága szerint a fokális előagyi iszkémia rágcsáló 
modelljében az infarktus mérete arányosan nő a jelentkező SD-k számával, vagy kumulatív 
időtartamával.89,259 Betegekben a SAH szövődményeként gyakran fellépő másodlagos iszkémiás 
károsodás (delayed cerebral ischemia, DCI) mértékét, illetve a TBI következményeként kialakuló 
kérgi lézió progrediálását hozták összefüggésbe az SD előfordulási gyakoriságával és 
időtartamával.108,167 Annak bizonyítására, hogy az SD hozzájárul az infarktus növekedéséhez – és 
nem a nagyobb kiterjedésű infarktusnak köszönhető adott esetben az SD gyakoribb előfordulása 
– fokális előagyi iszkémia modelljében az iszkémiás területtől távolabb SD-ket váltottak ki. A 
kísérletesen kiváltott SD-k ráterjedtek az iszkémiás penumbrára, és kimutathatóan növelték az 
infarktus méretét.35,370 

Az uralkodó elképzelés szerint az SD-vel összefüggésbe hozható neurodegeneráció hátterében 
az SD-hez csatolt CBF válaszreakció elégtelensége állhat,96 amivel az 5.2. és 5.3. fejezet foglalkozik. 
A hipotézis központ eleme, hogy iszkémia alatt az SD utáni repolarizációhoz, az ATP-től függő 
ionpumpák (pl. a Na+/K+ pumpa) működéséhez szükséges megnövekedett oxigén- és glükózigényt 
a CBF változás nem tudja kielégíteni, mert a hiperémia mértéke alulmarad a szükségeshez képest, 
vagy éppen terjedő iszkémia társul az SD-hez.96,344 A terjedő iszkémiát először a fokális előagyi 
iszkémia egér modelljében, majd TBI betegekben hozták összefüggésbe a szöveti perfúzió 
fokozatos csökkenésével, és az agykérgi lézió méretének növekedésével.176,344 A klinikai 
tanulmányok arra következtetnek, hogy az SD szövetkárosító hatása akkor a legvalószínűbb, 
amikor az SD izoelektromos ECoG mellett alakul ki, az SD ismétlődő mintázatban, ugynevezett 
„cluster”-ekben jelentkezik, és az eseményekhez terjedő iszkémia társul.109,167,176 

Iszkémiás agyszövetben az SD a dendritek duzzadását, és dendrittüske-veszteséget von maga 
után, ami a szinaptikus kapcsolatok sérülését feltételezi.267 A legfrissebb vélemények szerint az 
idegszöveti elemek SD-vel összefüggő duzzadása okozza a citotoxikus ödémát az iszkémiás 
agyszövetben.102 Végül meggyőző eredmények utalnak arra, hogy az extracelluláris glutamát 
koncentráció emelkedése az SD-vel olyan mértékű, ami excitotoxicitáshoz vezet.164,177 Az 
excitotoxicitás alapja az idegsejtek túltelítődése Ca2+-al, ami SD során a neuronális NMDA 
receptorokon túl feszültségfüggő Ca2+ csatornákon keresztül valósulhat meg.306,367 
 Összefoglalva megállapítható, hogy az akut agysérülések szubakut fázisában az SD is felelős az 
infarktus méretének növekedéséért,164,170 a krónikus szakaszban pedig szintén összefüggésbe 
hozható a másodlagos károsodások több mechanizmusával, és így a szekunder léziók 
biomarkereként is szolgálhat.98,164,414 
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2.4. Az életkor jelentősége az agykérgi terjedő depolarizációra nézve 
 

Tekintettel arra, hogy az SD egyre több bizonyíték szerint közrejátszik az akut agysérüléseket 
követő másodlagos károsodások létrejöttében, fontos azonosítani azokat a körülményeket, 
amelyek kedveznek az SD kialakulásának. Az életkor nem befolyásolható rizikófaktora azoknak a 
neurológiai kórképeknek, amelyekben az SD-t kórélettani tényezőnek tekintik (pl. TBI, SAH, 
iszkémiás stroke). A TBI előfordulása például leggyakoribb gyermekkorban (esések), fiatal felnőtt 
korban (motorkerékpáros balesetek), és idős korban (esések).33,162 A SAH ugyanakkor a vérzéses 
stroke leggyakoribb formája fiatal felnőttekben, és a fiatal életkor a kései vazospazmus és a 
gyakori szövődményként fellépő DCI rizikófaktora.47,70,85,241,301 Az iszkémiás stroke leginkább az 
idős korosztályt sújtja, hiszen előfordulási gyakorisága 50 év felett ötévente megduplázódik, és a 
sikeres felépülés esélye is egyre csekélyebb.51,235 Az idős agyban továbbá az iszkémiás penumbra 
gyorsabban válik a menthetetlen infarktus részévé.12 
 Annak ellenére, hogy az iszkémiás stroke gyakrabban fordul elő és súlyosabb kimenetelű az 
idősekben, a kísérletes kutatások zömében fiatal felnőtt rágcsálókra hagyatkoznak. A fiatal 
állatmodellek használatát valószínűleg gyakorlati megfontolások indokolják. A fiatal laboratóriumi 
patkányok vagy egerek beszerzése egyszerű és költséghatékony, a műtéti eljárásokat fiatal állaton 
könnyebben lehet kivitelezni, mint öregen, a kapott eredmények kevésbé szórnak, így kevesebb 
állat felhasználásával lehet statisztikailag meggyőző adatsorokhoz jutni. Azonban az elmúlt 
években sok kritika érte a kísérletes stroke modellek érvényességét. A fiatal rágcsálókban tett 
megfigyelések transzlálhatósága korlátozottnak bizonyult, és a fiatal rágcsálókban hatékonynak 
talált neuroprotektív szerek rendre elbuktak a klinikai próbákon. Ezek a problémák részben az SD 
kutatást is érinthetik, hiszen az SD életkori jellemzőivel – különös tekintettel az öregkorra – 
gyakorlatilag senki nem foglalkozott az ilyen irányú munkánk megkezdése előtt. Az öregedés 
hatását az SD kialakulására és következményeire a 7.1. fejezet taglalja. 
 
A fejezethez vonatkozó összefoglaló közlemények: 

Hertelendy P, Varga DP, Menyhárt Á, Bari F, Farkas E. Direct, live imaging of cortical spreading depression 
and anoxic depolarisation using a fluorescent, voltage-sensitive dye. Neurochem Int. 2018 Oct 15. pii: S0197-
0186(18)30467-4. 
Farkas E, Bari F. Spreading depolarization in the ischemic brain: does aging have an impact? J Gerontol A 
Biol Sci Med Sci. 2014;69(11):1363-70. 
 

2.5. Módszertani megközelítés 
 
 Az SD és a hozzá kapcsolódó agyi pathomechanizmusok tanulmányozására széles körben 
elterjedt az MCAO modell alkalmazása. Az érelzárást követően az SD spontán jelenik meg. A kérgi 
képalkotás során azonban nehézséget jelent az MCA elzárása a hason fekvő, fejénél rögzített 
patkányban. A probléma kiküszöbölésére kísérleteink egy részében a fokális iszkémiát az MCA 
temporális koponyacsont alatti disztális szakaszának elzárásával idéztük elő (5.1. és 7.3.2. fejezet), 
illetve az arteria carotis internába infundált mikrogyöngyök (d<20 µm) segítségével multifokális 
iszkémiát indukáltunk (5.2. fejezet). Bár kísérleteink értékes eredményeket hoztak, nehézséget 
jelentett az, hogy a spontán jelentkező SD-k eredete, terjedési iránya, időbeli mintázata és 
elektrofiziológiai illetve hemodniamiai jellemzői nagy változatosságot mutattak. Másik korlátozó 
tényezőként merült fel, hogy nem-iszkémiás időkontrollt nem tudtunk az iszkémiás SD-k 
jellemzése mellé rendelni. A felvetődött problémák megoldására jó lehetőséget biztosított a 
munkacsoportunkban rutinszerűen alkalmazott globális előagyi iszkémia modell, melyet az arteria 
carotis communisok kétoldali elszorításával („two-vessel occlsuion”, 2VO) hozunk létre 
patkányban. A modell előnye, hogy a teljes agykérgen a fokális iszkémia penumbra régiójára 
jellemző áramlásviszonyokat hoz létre (i.e. 20-40 % között ingadozó CBF), ami az SD kórélettani 
szerepét tekintve a legnagyobb érdeklődésre számot tartó körülmény. A modell másik előnyös 
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adottsága, hogy spontán SD gyakorlatilag csak a 2VO létrehozásakor alakul ki, így a kísérletek 
további szakaszában, iszkémiás háttéren, kontrollált mintázatban válthatunk ki kísérletesen 
(magas koncentrációjú KCl oldat alkalmazásával) SD eseményeket. A permanens 2VO modellt a 
krónikus agyi hipoperfúzióval összefüggő neurodegeneráció és kognitív diszfunkció vizsgálatára 
alkalmazzák széles körben – és alkalmaztuk korábban mi is, hiszen a beavatkozás után a patkányok 
akár egy évig is utánkövethetők a Willis-kör szintjén megvalósuló keringési kompenzáció miatt. A 
2VO után közvetlenül bekövetkező órák eseményei ugyanakkor hűen modellezik az agyi iszkémia 
akut fázisát. 

Az SD fő ismérve az elektrofiziológiai regisztrátumokon jól felismerhető negatív DC potenciál-
kitérés (2.2.1. ábra). Az SD terjedésére vonatkozóan hagyományosan több pontból történő 
elvezetéssel nyerhető megbízható információ. Ennek a módszernek az a hátránya, hogy az SD 
terjedésének irányát, illetve iszkémiás szövetben az infarktushoz viszonyított helyzetét nem lehet 
pontosan meghatározni. Az SD-vel foglalkozó kutatásaink kezdetekor ezért olyan képalkotó 
módszer kidolgozását tartottuk szükségesnek, amely az SD terjedéséről, különösen iszkémiának 
kitett agykéregben, megbízható információval szolgál. 

Az idegszöveti potenciál-változások képi megjelenítésére ígéretesnek tűnt a feszültségfüggő 
festéken alapuló fluoreszcens képalkotás.148,149 Gerjesztő megvilágítás mellett, az idegszöveti 
sejthártyákhoz kötődött feszültségfüggő festék a fluoreszcencia-intenzitás membránpotenciál-
változással arányos erősödésével jelzi az idegszöveti aktivitás fokozódását.148,149 Nagylátóterű 
képalkotás esetén az optikai jel intenzitásváltozása az elektrofiziológiával elvezetett 
mezőpotenciállal arányos. A feszültségfüggő festékek használatának előnye, hogy az idegszöveti 

aktivitás in vivo, valós idejű követését nagy térbeli (20-50 m) és időbeli (milliszekundumos) 
felbontás mellett teszik lehetővé.48 Ezt a módszert adaptáltuk az SD megjelenítésére patkány zárt 
koponyaablak preparátumban, hogy az SD terjedéséről az iszkémiának kitett agykéregben pontos 
képet kapjunk (4.1. fejezet). 

A későbbiekben felmerült az igény a hemodinamikai változók egyidejű megjelenítésére, hiszen 
az agyi iszkémia modellezése során a CBF változásának követése lényeges az iszkémia mértékének 
és az egyes iszkémiás régiók kiterjedésének meghatározására. További, fontos szempont volt az 
SD-ket követő CBF változások (2.2.2. ábra) megjelenítése. Képalkotó módszerünket ezért 
kiegészítettük a CBF monitorozását szolgáló lézer-folt interferencia kontraszt analízissel (laser 
speckle contrast analysis, LASCA). Az agyfelszínről visszaverődő fény intenzitása alapján (intrinsic 
optical signal, IOS) további modalitásokat építettünk képalkotó rendszerünkbe a szöveti 
vérvolumen és a hemoglobin szaturációjának követésére (4.2. fejezet). Végül annak a 
megválaszolására, hogy iszkémia során milyen szöveti pH viszonyok kedveznek az SD 
kialakulásának, vagy mutatnak egybeesést az SD terjedésével, az agykérgi pH változás képi 
megjelenítését is bevezettük a pH indikátor, fluoreszcens neutrálvörös festék (Neutral Red, NR) 
használatával (4.3. fejezet) 
 
A fejezethez vonatkozó összefoglaló közlemény: 

Farkas E, Luiten PG, Bari F. Permanent, bilateral common carotid artery occlusion in the rat: a model for 
chronic cerebral hypoperfusion-related neurodegenerative diseases. Brain Res Rev. 2007;54(1):162-80. 
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3. Célkitűzések 
 

Az elmúlt tíz évben elvégeztt kutatómunkát a következő, átfogó célkitűzések vezérelték: 

 

3.1. Kísérletes, optikai elven alapuló képalkotó eljárások kidolgozása az SD és a társuló 

hemodinamikai és metabolikus változások térbeli megjelenítésére patkány agykéregben; 

3.2. Az SD és a csatolt hemodinamikai és metabolikus változások és az iszkémia viszonyának 

feltárása, az SD-vel összefüggő sérülés mechanizmusainak azonosítása; 

3.3. Az SD-hez csatolt vérátáramlási válaszok mediátorainak meghatározása; 

3.4. Az öregedés hatásának megismerése az SD kórélettani jellemzőire. 

 

4. Optikai elven alapuló, kísérletes, agyi képalkotási módszerek 

kidolgozása az agykérgi terjedő depolarizáció megjelenítésére 
 

 A kísérletes képalkotó eljárások figyelemreméltó fejlődése a 2000-es évek elején az SD 

kutatásban is teret nyert, és lehetővé vált az SD-vel járó helyi sejtduzzadás, illetve a keringési és 

metabolikus válaszreakciók térbeli mintázatának megfigyelése. 

 Régóta ismert, hogy SD során megváltoznak az idegszövet optikai tulajdonságai is, így a 

szövetről visszaferődő fény lokális intenzitásváltozása alapján (intrinsic optical signal, IOS) az SD 

megjeleníthető. Érhálózattól mentes szövetben, mint például az in vitro csirke retina preparátum, 

az IOS változását az SD-vel járó sejtduzzadás okozza.75,84 Az IOS értelmezése altatott kísérleti állat 

agykérgében azonban összetettebb, hiszen a vérvolumen illetve a hemoglobin szaturációjának 

megváltozása döntő mértékben járul hozzá a szövet fényelnyeléséhez, a szöveti szóródáshoz, ill. 

visszaverődéshez (az IOS hez). Zöld, 550 nm hullámhosszú megvilágítás mellett például az IOS 

intenzitása lényegében a szövet hemoglobin tartalmával, azaz a lokális vérmennyiséggel 

arányos.18,52-54,408 

Az SD-hez csatolt markáns CBF változás terjedésének követésére a lézer-folt interferencia 

kontraszt analízisen (LASCA) alapuló áramlási térképek számítása adott lehetőséget.31 A LASCA 

előnye, hogy egyetlen pont helyett a rágcsáló agykéreg egy néhány mm2-es felszínén is 

megjeleníthetőek a CBF változások.15,112 A LASCA vizsgálatok meggyőző, bár indirekt bizonyítékot 

szolgáltattak arra, hogy az SD hozzájárul az iszkémiás infarktus növekedéséhez. A CBF térképek 

tanusága szerint az SD hullámfrontja mögött a CBF tartós csökkenése, így az iszkémiás infarktus 

fokozatos növekedése érhető tetten.112,357 

A mitokondriális red-ox állapot változása is megjeleníthető képalkotás segítségével. A légzési 

lánc elektron-transzportjában részt vesz a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD+) koenzim. A 

NAD+ redukált alakja, a NADH ultraibolya (UV) megvilágítás mellett kékben fluoreszkál, míg maga 

a NAD+ nem emittál. Ezek alapján a fluoreszcencia-intenzitás változásából a mitokondriális red-ox 

állapot változására lehet következtetni, bár a hemoglobin fényelnyelésére a jelet korrigálni 

kell.95,251,376 A módszert DC potenciál-elvezetéssel kombinálva kimutatták, hogy az SD-t a 

fluoreszcencia-intenzitás fokozódása, azaz a NAD+ redukciója kíséri.169,360 

Bár a bemutatott képalkotó technikák mind értékes adatokat szolgáltattak, az eredmények 

értelmezésének korlátot szabott, hogy mind másodlagos, az SD-t követő élettani jelenségeket 

monitoroznak, nem magát a depolarizációt (a primer elektrofiziológiai eseményt). Ezért 

vállalkoztunk arra, hogy kutatásaink szolgálatába létrehozzunk egy olyan nagy látóterű optikai 

képalkotó eljárást, amely közvetlenül az SD-t, az idegsejtek depolarizációját teszi láthatóvá. A 

módszert a felsorolt képalkotó technikákkal (pl. IOS, LASCA) ötvözve válaszokat vártunk azokra a 
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kérdésekre, hogy fokális iszkémia során hol keletkeznek SD-k az iszkémiás maghoz képest, és azok 

miként járul hozzá az iszkémiás lézió növekedéséhez. 

 

4.1. Az ideszöveti potenciálváltozások nyomon követése feszültség-függő festékkel 
 

A SD-vel járó idegszöveti potenciálváltozások hagyományosan elektrofiziológiai módon, a DC 

potenciál elvezetésével mérhetők. A DC potenciál regisztrálása tű vagy üvegkapilláris elektródával 

megbízható, kiváló időbeli felbontása révén az SD lefutását a szövet egy adott pontjában stabilan 

követi, de az SD térbeli terjedéséről kevés információt szolgáltat. Ezért célul tűztük ki egy olyan új 

képalkotó eljárás kidolgozását, amely egy feszültségfüggő festék fluoreszcenciája alapján az SD-re 

jellemző potenciálváltozásokat megfelelő időbeli és térbeli felbontással, képszerűen jeleníti meg. 

Az elképzelés megvalósításához egy olyan, a kereskedelmi forgalomban kapható, feszültségfüggő, 

fluoreszcens festéket választottunk (RH-1838; Optical Imaging Ltd., Rehovot, Izrael), amely az 

idegszövetben a sejthártyához kötődik, és fluoreszcenciájának intenzitása a transzmembrán-

potenciál csökkenésével nő, lényegében a DC módban szűrt helyi mezőpotenciállal (local flied 

potential, LFP) arányos jelet ad. További jelentős előnye, hogy időbeli felbontása 

milliszekundumos pontosságú, térbeli felbontásának pedig csak a jel-zaj viszony szab határt.148 A 

kiválasztott festéknek továbbá a gerjesztési és emissziós hullámhossztartománya is kedvező 

(abszorpciós maximum: =625 nm, emissziós maximum: =690 nm), mivel azok optikai szűrővel 

egymástól biztonsággal elválaszthatók. A szükséges infrastrukturális háttér (pl. fényforrások, 

kamerák, eszközök működésének összehangolása) megteremtése után a módszert in vitro csirke 

retina preparátumon, és altatott patkány agykérgen állítottuk be és teszteltük. Az in vitro csirke 

retina preparátum előnye, hogy az SD a retinán kiválóan modellezhető, ugyanakkor a madárszem 

az emlősökben megtalálható érhártyától mentes, így az optikai képalkotásnak nem kell figyelembe 

vennie a vér fényelnyelését. Patkányban a zárt koponyaablak preparátum ezen túl megfelelően 

reprodukálja az agyszövetben kialakuló SD-t, a képalkotás későbbi felhasználását figyelembe véve 

a rágcsálóban az agyi iszkémia modellezése bevált módszer. A két modell, és a kapott eredmények 

az alábbiakban kerülnek részletes bemutatásra. 

 

4.1.1. In vitro csirke retina preparátum 
 

Módszerek 

A retina preparátumhoz hím házi csirkék (Isabrown, 7-28 napos, n=11) bal szemét használtuk, 

melyet cervikális diszlokáció és dekapitáció után távolítottunk el. A szemet az egyenlítői síkban 

átmetszettük, az üvegtestet váladékelszívóval eltávolítottuk, majd a hátsó féltekét szervkamrába 

helyeztük (4.1.1. ábra). A preparátumon Ringer oldatot áramoltattunk 1 ml/min áramlási 

sebességgel (az oldat összetétele: 100 mM NaCl, 6 mM KCl, 1 mM MgSO4, 30 mM NaHCO3, 

1 mM NaH2PO4, 1 mM CaCl2, 20 mM glükóz; 95 % O2 és 5 % CO2 gázelegyével buborékoltatva). A 

szervkamra hőmérsékletét folyamatosan monitoroztuk, és 32 oC-on tartottuk. Az SD-k kiváltására 

a retina pereméhez közel egy mikrodialízis pumpával (CMA/100, CMA/Microdialysis, Solna, 

Svédország) összekötött acél kanült helyeztünk el, melyből 15 percenként 1 l 0,1 M KCl oldatot 

fecskendeztünk lokálisan a szövet felszínére. 

A helyi mezőpotenciál elvezetésére (LFP) a retina belső szinaptikus rétegébe (stratum 

plexiforme internum) üvegkapilláris elektródát szúrtunk (hegyének külső átmérője: 10 m). 

Referenciaként a szervkamra aljába illesztett Ag/AgCl elektróda szolgált. A jelet felerősítettük, DC 

módban szűrtük (nagy impedanciájú előerősítő: NL 834, további szűrők és erősítők: NL 125, NL 

106; Neurolog System, Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, U.K.), és folyamatosan rögzítettük egy 
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analóg-digitális (A/D) átalakítóval (DASH16, Metrabyte, Keithley Instruments Ltd., Reading, U.K.) 

társított számítógépen. Az elektromos jelet egy ASYST programban írt alkalmazás segítségével 

képernyőn jelenítettük meg (MacMillan Software Co., Keithley Instruments Ltd., U.K.), és később 

ugyanezzel a programmal analizáltuk. 

A kiváltott SD-k áthaladása a preparátumon a retinasejtek ozmotikus duzzadása révén szabad 

szemmel is követhető. A visszavert fény törését és intenzitásváltozását kihasználva így az SD-k 

optikai jelét is rögzítettük. A retinát optikai szál segítségével, hideg, fehér fénnyel világítottuk meg 

(fény-nyaláb beesési szöge 45o a médium felszínéhez képest). A visszavert fényt (intrinsic optical 

signal, IOS) egy sztereomikroszkópra erősített (3,2 × nagyítás; MZ12.5, Leica Microsystems UK 

Ltd., Milton Keynes, U.K.) monokróm CCD kamerával rögzítettük (Qimaging, QICAM modell QIC-F-

M-12; 12-bit digitális kimenet; Media Cybernetics UK, Marlow, U.K.). Számítógépes szoftver 

vezérlésével (ImagePro Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvenciával, 3 perc hosszú 

képsorokat vettünk fel 200 ms-os expozíciós idők mellett. A képsorok analízisét ugyanezzel a 

programmal végeztük. Minden esetben kijelöltünk a képsorokon egy érdeklődési területet (region 

of interest, ROI) (4.1.2. ábra) az SD terjedésével párhuzamosan, majd megadtuk a szürkeszint 

intenzitásának ROI-ra eső átlagát az idő függvényében. 

  

 
4.1.1. ábra. Az in vitro csirke retina preparátum. A szemet egyenlítői síkban metszettük el (A), majd a 
hátsó féltekét szervkamrába helyeztük.  A szervkamrát fehér fénnyel, vagy a feszültségfüggő festék 

(RH-1838) gerjesztő hullámhosszán (=625 nm) piros LED fényforrással világítottuk meg (B). A kiváltott 
terjedő depolarizáció (SD) áthaladása a preparátumon a feszültségfüggő festékkel feltöltött szöveten jól 
követhető (C1: RH-1838 inkubáció előtt; C2-C3: SD lefutásának megjelenítése RH-1838-al feltöltött 
szöveten). A C paneleken az SD-t kiváltó acél kanül a kép felső széléhez közel helyezkedik el; a képek bal 
alsó harmadában a madárszemre jellemző fésűszerv látszik. 

 

Az SD-t jelölő mezőpotenciál-változások optikai megjelenítésére fluoreszcens, feszültségfüggő 

festéket használtunk (RH-1838, Optical Imaging Ltd., Rehovot, Izrael) (4.1.1. ábra). A festéket 

standard Ringer oldatban oldottuk; végső koncentrációját úgy határoztuk meg, hogy a 20 ×-osan 

hígított oldat optikai denzitása spektrofotométerrel mérve (Helios Gamma, Spectronic Analytical 

Instruments, Leeds, U.K.) 580 nm-es megvilágításnál 0,110 és 0,130 értékek közé essen. Az így 

elkészített RH-1838 oldatot -20 oC-on tároltuk, és maximum 5 kísérlethez használtuk ismételten. 

A kísérletek megkezdésekor az RH-1838 oldatot a retina preparátumon 15 percig áramoltattuk 

1 ml/perc sebességgel. Az első SD kiváltását megelőzően újabb 15 percig Ringer oldatos 

átmosással távolítottuk el a festékfelesleget. Az egyes SD-k kiváltása során a szövetben 

felhalmozódott RH-1838-at piros LED fényforrással folyamatosan gerjesztettük (csúcs-

hullámhossz: 625 nm; SLS-0307-A, számítógép-vezérelt tápegység: Sirius LED vezérlő SLC-SA04-U; 

Mightex, Pleasanton, CA, U.S.A.). A kibocsátott fluoreszcenciát egy sztereomikroszkópra erősített 

(4 × nagyítás; MZ12.5, Leica Microsystems UK Ltd., Milton Keynes, U.K.), felüláteresztő szűrővel 

ellátott (>670 nm; 695AF55, Omega Optical, Brattleboro, VT. U.S.A.), monokróm CCD kamerával 

rögzítettük (Pantera 1M30, Dalsa, Gröbenzell, Németország). Számítógépes szoftver vezérlésével 

(ImagePro Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvenciával, 3 perc hosszú képsorokat vettünk 

fel 500 ms-os expozíciós idők mellett. A fluoreszcencia-intenzitás SD-vel összefüggő időbeli 
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változásait az IOS analízishez hasonlóan értékeltük és ábrázoltuk, majd az RH-1838 a felvételi idő 

alatt lineárisnak mért fakulására korrigáltuk. 

Annak érdekében, hogy a különböző elektromos és optikai jelek változásainak mértékét 

egymással összevethessük, a jeleket végül az alapra (0 %) és a maximum kitérésre (100 %) 

vonatkoztatott relatív formában is kifejeztük. Az egyes kísérletekből így kapott idősorokat végül a 

depolarizáció inflexiós pontját figyelembe véve egymásra illesztettük, átlagoltuk, és átlag±stdev 

formában ábrázoltuk. 

 

Eredmények, és azok értelmezése 

 Korábbi közleményekkel összhangban,77,247 a retinán terjedő SD-t a DC potenciál tranziens, 

negatív kitérése (amplitúdó: -17,9±2,3 mV, n=6) és az IOS tranziens emelkedése jellemezte 

(amplitúdó: 366,7±80,4 szürkeszint változás, azaz a QICAM kamera 0-4095 terjedelmű 

szürkeskálája alapján 9,0 % emelkedés; n=6) (4.1.2. ábra). Az IOS SD-vel összefüggő változása 

annyira jelentősnek bizonyult, hogy az SD áthaladása a retina preparátumon szabad szemmel is 

láthatóvá vált. Az egyes kísérletekben ismételten kiváltott SD-k a DC potenciál és az IOS 

tekintetében egymáshoz nagyon hasonló kinetikát mutattak, így a jelenség kísérletesen jól 

reprodukálhatónak bizonyult. Az RH-1838-al feltöltött szöveten az SD-ket a feszültségfüggő festék 

fluoreszcencia-intenzitásának tranziens emelkedése kísérte (amplitúdó: 99,5±31,8 szürkeszint 

változás, azaz a DALSA kamera 0-4095 terjedelmű szürkeskálája alapján 2,4 % emelkedés; n=5) 

(4.1.1. ábra, C2-3 panel). Az egyes kísérletekben ismételten kiváltott SD-k RH-1838 alapú 

fluoreszcens jelintenzitás-változása is jól reprodukálható volt, kivéve a jel SD-vel összefüggő 

maximális kitérését, mely az egymást követő SD-k során fokozatosan csökkent. Ennek oka a 

fluoreszcens festék fakulásával magyarázható. Az adott kísérleti elrendezésben (azaz 625 nm 

hullámhosszcsúcsú megvilágítás és 670 nm felett szűrt fénykibocsátás mellett) RH-1838 

elhagyásával optikai jelet nem tudtunk rögzíteni. Ez a megfigyelés igazolta, hogy az RH-1838 alapú 

optikai jelet nem szennyezte egyéb, endogén eredetű fluoreszcencia. 

 Ahhoz, hogy az RH-1838 SD-vel kapcsolatos fluoreszcencia-intenzitásbeli változásait 

potenciálváltozásnak feleltethessük meg, a DC potenciállal hasonlóságot, az IOS-től pedig eltérést 

vártunk. Megfigyeltük, hogy bár a depolarizáció fázisa a három szignál esetén tökéletes egyezést 

mutatott, a repolarizáció fázisa, illetve az alapvonalra történő visszatérés a három jelre nézve 

eltérően alakult (4.1.2. ábra). Az RH-1838-al megjelenített repolarizáció sebessége a DC potenciál 

visszatérésével egybeesett; ugyanakkor az RH-1838 fluoreszcenciája egy SD-t követő, jól látható 

hiperpolarizációt is jelölt. A hiperpolarizáció fázisa a DC potenciál illetve az IOS esetén nem 

mutatkozott. Az IOS kinetikája jelentősen eltért a DC potenciáltól és az RH-1838-alapú jeltől, mivel 

az IOS alapján a repolarizáció késleltetve alakult ki, illetve a felvett 3 perces időablakban nem 

állapodott meg az SD előtti alapvonalon (4.1.2. ábra). 
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4.1.2. ábra. A feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciájának intenzitásváltozása az idő 
függvényében, az in vitro csirke retina preparátumon átvonuló terjedő depolarizáció (SD) alatt. Az 
RH-1838 jelintenzitás-változását összevetettük a DC potenciál (A) és a visszavert fényintenzitás (intrinsic 
optical signal, IOS) változásival (B). Az egyes vonaldiagrammokat számos SD átlagolásával kaptuk 
(RH-1838: n=5; DC potenciál: n=6; IOS: n=6), és átlag±stdev formában adtuk meg. A DC potenciál SD-t 
jelölő tranziens, negatív kitérését felfelé ábrázoltuk, hogy az optikai jelekkel egyirányba mutasson, és 
azokkal közvetlenül összehasonlítható legyen. A felvétel (B) hűen tükrözi az RH-1838 fluoreszcenciájának 
intenzitás-változását az SD-vel. 

 

 Az eredmények alapján megállapítható, hogy az RH-1838 fluoreszcenciájának 

intenzitásváltozása az SD DC módban elvezetett elektrofiziológiai jellemzőivel erős megegyezést 

mutatott, így az RH-1838 alapú optikai jel a szöveti potenciálváltozásoknak megfeleltethető. A 

hiperpolarizáció fázisára vonatkozó eltérés oka lehet, hogy az optikai jel és a DC potenciál 

keletkezése eltér; míg az elektróda pozíciójánál fogva a retina belső szinaptikus rétegéből 

regisztrált, az RH-1838 festéket feltehetően a retina minden sejttípusa és rétege felvette. Az is 

valószínűsíthető, hogy az RH-1838 gerjesztésére használt fény elsősorban a retina felszíni 

rétegeibe jutott be, így az emisszió döntően itt keletkezhetett. 

Összefoglalva, az RH-1838 feszültségfüggő festék in vitro körülmények között alkalmasnak 

bizonyult az SD-re jellemző mezőpotenciál-változások képi megjelenítésére. A kapott eredmények 

alapján a képalkotó módszert a továbbiakban altatott patkányon készített agykérgi preparátumra 

adaptáltuk. 

 

4.1.2. Zárt koponyaablak altatott patkányon 
 

Módszerek 

Felnőtt, hím Sprague-Dawley patkányokat (260-380 g; Harlan UK Ltd., Bicester, U.K.; n=6) 1,5-

2,0 % halotánnal altattunk N2O:O2 gázkeverék 2:1 arányú elegyében belélegeztetve. Az állatok a 

kísérletek során spontán lélegeztek. Testhőmérsékletüket rektális hőmérővel monitoroztuk, és 

visszacsatolásos elven szabályozott melegítőpárnával 37,1 és 37,4 oC között tartottuk (Harvard 

Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). Az állatok fejét sztereotaxiás befogóba rögzítettük, majd 

fogorvosi fúró segítségével (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svájc) a teljes jobboldali 

parietális koponyacsontot eltávolítottuk. A fúrófejet fiziológiás sóoldattal folyamatosan hűtöttük. 

A csontperemen zárt koponyaablakot alakítottunk ki (4.1.3. ábra): fogászati cementtel 

megmagasítottuk a csarnok oldalát, amely magában foglalt egy bevezető és egy kivezető polietilén 

csövet mesterséges cerebrospinális folyadék áramoltatására (artificial cerebrospinal fluid, aCSF). 

Beépítettünk továbbá a csarnok mediális falába egy mikrodialízis pumpával (CMA/100, 

CMA/Microdialysis, Solna, Svédország) összekötött, nyílásával közvetlenül az agykéreg fölé 
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pozícionált üveg kapillárist, amely a későbbiekben 1 l 1 M KCl kifecskendezése révén SD 

kiváltására szolgált. A koponyaablakot feltöltöttük aCSF-fel (az oldat összetétele: 126,6 mM NaCl, 

3 mM KCl, 1,5 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 24,5 mM NaHCO3-, 6,7 mM urea, 3,7 mM glükóz, 

95 % O2 és 5 % CO2 gázelegyével buborékoltatva), a kemény agyhártyát óvatosan eltávolítottuk, 

majd az ablakot mikroszkópos fedőlemezből méretre vágott (17 × 11 mm) üveg lemezzel zártuk 

le. A fedőlemezbe előzetesen egy 1 mm átmérőjű lyukat fúrtunk az SD kiváltási helyétől 2-3 mm-

re anterior irányba, melyen keresztül az ablakba elektródát és lézer-Doppler szondát építettünk 

be. 

 

 

 
4.1.3. ábra. Zárt koponyaablak kialakítása a patkány 
parietális agykérge felett. Rövidítések: aCSF: 
mesterséges cerebrospinális folyadék (artificial 
cerebrospinal fluid); LDF: lézer-Doppler áramlásmérő 
(Laser-Doppler flowmetry); SD: agykérgi terjedő 
depolarizáció (spreading depolarization). 

 

Elektrofiziológiai regisztrátumok elvezetésére egy aCSF-fel feltöltött üveg kapilláris elektródát 

(hegyének külső átmérője: 20 m) vezettünk 22,5o-os szögben 1,2-1,4 mm mélyre az agykéregbe. 

Referenciaként a nyak bőre alá beültetett Ag/AgCl elektróda szolgált. Az agyi vérátáramlás 

(cerebral blood flow, CBF) változásainak követésére az elektróda mellé lézer-Doppler szondát 

helyeztünk (Probe 411, PeriFlux 5000; Perimed UK Ltd., Bury St Edmunds, U.K.). A szondát a kérgi 

felszín közvetlen közelében úgy pozícionáltuk, hogy piális erektől mentes területet 

monitorozhasson. Az elektróda és a szonda bevezetésére szolgáló lyukat végül fogorvosi 

cementtel zártuk le úgy, hogy a látótérből minimális területet takarjon ki. A zárt koponyaablakban 

a fiziológiás koponyaűri nyomásnak megfelelő viszonyokat úgy reprodukáltuk, hogy a kivezető 

polietilén cső végét kb. 6 cm-rel az agyfelszín fölé emeltük. A koponyaablakban az aCSF-et 

folyamatosan, 25 l/min sebességgel, egy perisztaltikus pumpa segítségével áramoltattuk (Gilson 

Minipuls 3, Anachem Ltd., Luton, U.K.). A lézer-Doppler jelet digitalizáltuk, és a DC potenciállal 

együtt, az in vitro csirke retina preparátumnál leírtakkal azonos módon erősítettük, szűrtük, 

tároltuk, és jelenítettük meg.  A CBF változásokat relatív formában fejeztük ki a felvételek első 5 

percét 100 %-nak, a szívmegállást követő jelet 0 %-nak tekintve. 

A mezőpotenciál változásainak optikai megjelenítéséhez az in vitro csirke retina 

preparátumnál bemutatott RH-1838 festékoldattal inkubáltuk az agykérget. Az RH-1838 oldatot a 

koponyaablakban 80 l/min áramoltatási sebességgel, 2 órán át keringettük, majd a fennmaradó 

festéket aCSF átáramoltatásával, 35 perc alatt mostuk ki. Az optikai képalkotás követte az in vitro 

csirke retina preparátumnál leírt módszereket, a következő módosításokkal. A digitális kamerát 

egy makro lencsével szereltük fel (2 × nagyítás, CCS SE-16SMS; Firstsight Vision, Tongham, U.K.), 

és a megvilágító LED fényforrást sávszűrővel egészítettük ki (620-640 nm; 3RD620-640, Omega 

Optical Inc., U.S.A.). Az expozíciós időt 100 ms-ra csökkentettük, és a festéket gerjesztő 

megvilágítást felvillanó módban, az expozíciós időre korlátoztuk. Végül a képsorok felvételének 

időtartamát 10 perce emeltük. Kísérletenként 4, egymást követő SD-t regisztráltunk, melyeket 15-

21 percenként váltottunk ki. 

A képsorok analízise az in vitro csirke retina preparátumnál leírtak szerint történt. A felvett SD 

események közül minden egyes kísérletből az első (SD1) és a második (SD2) eseményt elemeztük 

részletesen, mivel a csatolt vérátáramlási válaszok kinetikája a két egymást követő eseményre 
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nézve eltért, míg a harmadik és negyedik SD lefutása az SD2-vel megegyező volt.15 Mivel az 

RH-1838 az idő múlásával lineáris fakulást mutatott, a 10 perces képsorokból kapott intenzitás 

görbéket a fakulás meredekségének és a tengelymetszetének ismeretében korrigáltuk. A 

változások számszerűsítéséhez a következő jellemzőket mértük meg: a depolarizáció fél 

amplitúdónál mért időtartama, a depolarizáció és a repolarizáció kialakulásának sebessége, a 

hiperpolarizáció relatív amplitúdója, és az SD terjedési sebessége. A kapott eredményeket 

átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS szoftvert használtunk (IBM SPSS 

Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); egyszempontos varianciaanalízist 

(ANOVA) alkalmaztunk, melyet több csoport esetén Fisher post hoc teszt követett (szignifikancia 

küszöbe: p<0,05). 

 

Eredmények, és azok értelmezése 

 A csirke retina preparátumon tapasztaltakhoz hasonlóan, az RH-1838-al feltöltött patkány 

agykérgen is az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitásának tranziens fokozódása jelezte az SD-ket 

(4.1.4. ábra). Az intenzitásemelkedés az SD-re korábbról ismert és jellemző sebességgel227,351 haladt 

át a látótéren (e.g. SD2: 3,28±0,31 mm/min, n=6). 

 

 
4.1.4. ábra. Terjedő depolarizáció (SD) áthaladása a látótéren a feszültségfüggő festékkel (RH-1838) 
feltöltött patkány agykérgen. A: A zárt koponyaablak elhelyezkedése a parietális kéreg felett. B: A 
koponyaablak területén feltárt kérgi felszínt mutató reprezentatív fotó. C: Az agykérgi fluoreszcencia 
megjelenítése a képalkotó rendszerrel RH-1838 inkubációt követően. Az SD kiváltására használt üveg 
kapilláris hegye a kép bal felső sarkában látszik. C1-15: Reprezentatív képsor az SD optikai megjelenítésére 
feszültségfüggő festékkel. A képsort háttérkivonással és a kontraszt optimalizálásával kaptuk. 

 

 Az RH-1838 fluoreszcenciát a DC potenciálhoz hasonlítva megállapítható, hogy a depolarizáció 

és a repolarizáció fázisát megközelítőleg azonos módon jelezték (4.1.5. ábra). Bár az RH-1838 

fluoreszcencia számszerűsítve lassabb depolarizációt és gyorsabb repolarizációt jelölt, az SD 

időtartama az RH-1838-ra és a DC potenciálra nézve azonos volt (4.1.1. táblázat). Ugyanakkor az 

SD-t követő hiperpolarizáció maximális relatív kitérése RH-1838 esetén jelentősen meghaladta a 

DC potenciál elvezetéssel regisztráltat (4.1.1. táblázat), és ennek függvényében a jel késleltetve tért 

vissza az SD-t megelőző alapértékre (4.1.5. ábra). Az RH-1838 fluoreszcencia és a DC potenciál 

között eltérés adódott az SD-t közvetlenül megelőző, rövid hiperpolarizáció megjelenítésében is. 

A DC potenciál megbízhatóan kirajzolta, míg az RH-1838 fluoreszcencia nem jelölte a 

depolarizációt megelőző, azzal ellenirányú rövid potenciálváltozást (4.1.5. ábra). 
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4.1.5. ábra. A feszültségfüggő festék (RH-1838) 
fluoreszcenciájának intenzitásváltozása az idő 
függvényében, a patkány agykérgen átvonuló 
terjedő depolarizáció (SD) alatt. Az RH-1838 
fluoreszcenciát a DC potenciál és az agyi 
vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) változásával 
vetettük össze. A DC potenciál SD-t jelölő tranziens, 
negatív kitérését felfelé ábrázoltuk, hogy az optikai 
jelekkel egyirányba mutasson, és azokkal 
közvetlenül összehasonlítható legyen. A kiváltott 
négy SD közül az elsőt (SD1) és a másodikat (SD2) 
ábrázoltuk. Az idősorokat több kísérletből származó 
esemény átlagolásával kaptuk (n=6, minden 
vonaldiagrammra nézve). 

 

A vérben található hemoglobin nagyon erős fényelnyelő molekula. Annak megállapítására, 

hogy a hemoglobin fényelnyelése módosítja-e az RH-1838 fluoreszcenciát, az SD-t követő CBF 

változást is kiértékeltük (4.1.5. ábra). Megfigyeltük, hogy kísérleti modellünkben, korábbi 

beszámolókkal összhangban,225 az SD-ket markáns, tranziens hiperémia követte. A CBF változás 

görbéit úgy illesztettük a mezőpotenciál-változást jelölő diagramokhoz, hogy megmértük az 

RH-1838 intenzitásértékeihez használt ROI és az LDF szonda közötti távolságot (1,32±0,31 mm; 

n=6), valamint az SD-k terjedésének sebességét (SD1: 3,20±0,69 mm/min, SD2: 

3,28±0,31 mm/min; n=6). Ezzel a megközelítéssel a hiperémia csúcsa egybeesett a 

hiperpolarizáció minimumpontjával (4.1.5. ábra). A számítások során apró pontatlanságot 

okozhatott, hogy nem tudtuk figyelembe venni az LDF szonda dőlési szögét (így a szövetet 

megvilágító lézernyaláb beesési szögét), és nem tudtuk megbecsülni azt a szöveti térfogatot, 

amelyből a CBF szignál ténylegesen keletkezett. Ezek figyelembevételével elképzelhető, hogy a 

hiperémia csúcsa a hiperpolarizáció minimumához képest kicsit késve jelentkezhetett. 

 

4.1.1. táblázat. A patkány agykérgen kiváltott terjedő depolarizáció (SD) RH-1838 festékkel és DC 
potenciállal kapott kinetikájának számszerűsített jellemzése. 

 
Az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-
analízist (ANOVA) használtunk (p<0,05*; p<0,01**). 

 

Mérlegeltük annak a lehetőségét is, hogy az RH-1838 fluoreszcenciája és a DC potenciál közötti 

eltérést okozhatja, hogy a kéreg nem ugyanazon rétegét monitoroztuk. Az üveg kapilláris 

elektróda hegyét a kéregbe 1,2-1,4 mm mélyre ültettük be, de arra vonatkozóan nem állt 

rendelkezésre adat, hogy a kérgi felszínre mosott RH-1838 a kéregbe milyen mélyen penetrál. Erre 

a célra az egyik állat agyából a kísérlet végén, 1 mm vastag koronális metszeteket készítettünk a 

koponyaablak magasságában, majd a képalkotó rendszerrel felvett fluoreszcens képeken 

meghatároztuk a fluoreszcencia-intenzitást a felszínre merőlegesen lefelé haladva, a kéreg teljes 
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mélységében (4.1.6. ábra). A vizsgálat megmutatta, hogy az RH-1838 a kéreg felső, 700 m vastag 

rétegében halmozódott fel, legintenzívebben a felszín alatti 100-200 m mélységű szövetréteget 

jelölte. 

  

 

 
4.1.6. ábra. A feszültségfüggő festék 
(RH-1838) mélységi eloszlása az agykéregben. 
Egy kísérlet végén az agyat a koponyából 
eltávolítottuk (A), majd a képalkotó 
rendszerrel rögzített fluoreszcens felvétel 

(gerjesztés: =620-640 nm, emisszió: >670 
nm) segítségével igazoltuk a koponyaablak 
helyét (B). Az RH-1838 mélységi eloszlását egy 
reprezentatív koronális metszeten mutatjuk 
be (C). A fluoreszcencia-intenzitást a kérgi 
felszínre merőlegesen mértük (D). Az RH-1838 
felhalmozódása a felső rétegekben a 
felvételeken már jól megfigyelhető (E). 
Méréseinket a szürkeszint alaptól való 
eltéréseként ábrázoltuk az agyfelszíntől mért 
távolság függvényében (F). 

 

 

 Eredményeink szerint az RH-1838 feszültségfüggő festék alkalmas az SD valós idejű, közvetlen 

képi megjelenítésére. Az SD-t tükröző RH-1838 szignál jól reprodukálható, ideális, magas jel-zaj 

viszony jellemzi, és megfelelő térbeli és időbeli felbontással rendelkezik. A legfontosabb 

tulajdonsága, hogy a DC potenciálváltozásokkal analógnak mutatkozott, ami alapján ez az új 

képalkotó módszer - adott korlátok között - a DC potenciál elvezetésnek minden időpontban vett 

két dimenziójú megfelelőjének tekinthető. 

 Megfigyeléseink jelzik, hogy az RH-1838 fluoreszcenciát a mezőpotenciáltól független 

folyamatok is zavarhatják, viszont ezek súlya az SD monitorozása és a jelfeldolgozás során 

elfogadható határon belül maradt. A festék elhagyásával megismételt in vitro kísérleteink 

bizonyították, hogy endogén fluoreszcens források nem járultak hozzá, illetve nem módosították 

az RH-1838 fluoreszcenciáját. A patkány agykérgen végzett megfigyeléseink szerint a hemoglobin, 

mint fényelnyelő molekula, viszont befolyásolta a mért RH-1838 fluoreszcenciát, hiszen a 

fluoreszcens felvételeken a fényelnyelés révén a piális érhálózat sötéten rajzolódott ki (4.1.4. ábra, 

C panel). Ez a megállapítás azért lényeges, mert az SD-hez egy markáns, áramlásnövekedés társul, 

ezért a hemoglobin fényelnyelése az SD során a hiperémia kialakulásával jelentősen növekszik, 

csökkentve az RH-1838 fluoreszcencia intenzitását. Eredményeink szerint az SD-re válaszként 

kialakuló hiperémia csúcsa időben egybeesik az SD-t követő hiperpolarizáció fázisával (4.1.5. ábra), 

és az így megnövekedett fényelnyelés miatt jelöl az RH-1838 jóval kifejezettebb hiperpolarizációt 

illetve fokozatosabb visszatérést az alapvonalra, mint a DC potenciál. A hemoglobin csökkentheti 

az RH-1838 gerjesztését a megvilágító fény részleges abszorpciójával, de ugyanilyen elven az 

emissziót is tompíthatja. Végül számításba vettük, és felvételeinkkel igazoltuk az RH-1838 

korábban már leírt, megvilágítástól függő fakulását.149 Mivel a fakulás az adott időablakra (10 perc) 

nézve lineárisnak mutatkozott, a fluoreszcencia-intenzitás fokozatos csökkenésére 

matematikailag korrigáltuk a kapott görbéket. 
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Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 A kutatókat már régóta foglalkoztatta az SD megfigyelése képalkotó eljárások segítségével 

azért, hogy az SD kísérletes modellekben valós időben, két képi dimenzióban megjeleníthetővé 

váljon, és így terjedésének térbeli tulajdonságai tanulmányozhatóak legyenek. A korábban 

kidolgozott megközelítések viszont olyan változók rögzítésével értek el eredményt, amelyek az SD-

hez társuló áramlási vagy metabolikus válaszokat monitorozták, az SD-t magát nem. Így például a 

CBF lokális változásainak lézer-folt interferencián alapuló képi megjelenítése jól láttatja az SD 

áthaladását a kérgi felszínen,112,225,358 hiszen az SD-t követő CBF változás térben ugyanúgy terjed, 

mint maga az SD.121,284,298 Hasonlóképpen, az SD-vel járó, és a CBF-el jól korelláló lokális 

vérvolumen-változást, illetve az oxigén-felhasználást jelölő hemoglobin-deszaturációt is meg lehet 

képalkotással figyelni.18,54,113 Végül a sejtek redox állapotát tükröző, a NADH autofluoreszcenciáján 

alapuló képalkotó módszert is kidolgoztak az SD követésére.253,372,381 Bár a felsorolt módszerek 

létjogosultsága és alkalmazhatósága vitathatatlan, az SD tekintetében mégis közvetettnek 

tekintendők, hiszen társuló (kór)élettani jelenségeket vizsgálnak. A hemodinamikai változók 

például az SD megőrzött kinetikája mellett is nagy variabilitást mutatnak a szövet metabolikus 

állapotának függvényében,16 ezért monitorozásuk nem ad az SD-re vonatkozó, megbízható 

információt. Az általunk kidolgozott, és itt bemutatott, feszültségfüggő festék fluoreszcenciáján 

alapuló képalkotás közvetlenül az extracelluláris eredetű DC potenciálnak feleltethető meg. Az SD-

re jellemző, negatív, tranziens DC kitérést a festék fluoreszcencia-intenzitásának időben azonos 

lefutású növekedése jelöli. 

 A feszültségfüggő festéket eddig a látókéreg, hallókéreg és a szomatoszenzoros kéreg 

funkcionális szerveződésének feltérképezésére használták.55,130,148,276 Szintén sikeresen 

alkalmazták epilepsziás görcsaktivitás fókuszának azonosítására,240,304 és gátló GABA aktivitás 

keletkezésének és terjedésének követésére.49,86 Eredményeink alapján ez az optikai képalkotó 

eljárás ígéretes az agykérgi iszkémiás sérülések patogenezisének tanulmányozására, és különösen 

az infarktus időbeli és térbeli növekedésének követésére a stroke különböző állatmodelljeiben. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 

Farkas E, Pratt R, Sengpiel F, Obrenovitch TP. Direct, live imaging of cortical spreading depression and anoxic 

depolarisation using a fluorescent, voltage-sensitive dye. J Cereb Blood Flow Metab. 2008;28(2):251-62. 

 

4.2. A hemodinamikai változók szinkron rögzítése 
 

A mezőpotenciál-változásokat monitorozó képalkotó módszer kialakítását követően felmerült 

az igény a CBF egyidejű megjelenítésére, hiszen az agyi iszkémia modellezése során a CBF 

változásának követése lényeges az iszkémia mértékének és az egyes iszkémiás régiók 

kiterjedésének meghatározására. További, fontos szempont volt az SD-ket követő CBF változás 

megjelenítése. 

Az agykéregben a CBF valós idejű követésére elterjedt módszer a lézer-Doppleres 

áramlásmérés. Ennek alapja a Doppler effektus, azaz a mikroérhálózatot megvilágító lézernyaláb 

visszaverődésekor keletkező frekvencia-eltolódás, amely arányos a közeledő vagy távolodó 

vörösvértestek sebességével. A módszer megbízható, kiváló időbeli felbontással rendelkezik, de a 

perfúzió térbeli eloszlásának jellemzésére nem alkalmas. A térbeli felbontás érdekében a lézer-

Doppler elven működő áramlásmérőt továbbfejlesztették, így pásztázó üzemmódban az 

agyfelszínről két dimenziós áramlási térképeket is létre lehet hozni.225 A pásztázás viszont 

időigényes, ami a módszer időbeli felbontását behatárolja.32 

A LASCA-n alapuló áramlásmérést eredetileg különböző szövetek – köztük a bőr és a retina – 

perfúziómegoszlásának vizsgálatára használták sikerrel,31,319,375 majd később az agykérgi felszín 
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áramlásviszonyainak képi megjelenítésére is kiválóan alkalmasnak bizonyult.112 A képalkotás 

alapját a lézernyalábbal megvilágított agy felszínéről kapott szórási interferencia képek adják, 

melyeken a vérátáramlás növekedését a kontraszt csökkenése jellemzi. A LASCA-t a lézer-

Doppleres áramlásméréssel összevetve bebizonyosodott, hogy a két módszerrel nyert 

eredmények jól megfeleltethetők egymásnak. Altatott rágcsálókban a bajuszingerlésre vagy CO2 

belélegeztetésre kialakuló lokális illetve globális áramlásnövekedés, és az arteria cerebri media 

(MCA) elszorításával okozott áramlásesés mértéke LASCA-val mérve jól megközelítette a lézer-

Doppleres áramlásmérés eredményeit.15 A megfigyelésekből azt a következtetést vonták le, hogy 

a LASCA megbízható és jól alkalmazható mérési eljárás, azzal az egyértelmű előnnyel a lézer-

Doppleres módszerhez képest, hogy kiváló időbeli felbontása mellett térbeli felbontást is 

biztosít.15  

A kereskedelmi forgalomban lévő LASCA rendszerek (pl. PeriCam PSI System, Perimed AB, 

Jarfalla, Sweden) a beépített szoftveres háttérrel nagyon hatékonyan működnek, 

felhasználóbarátok, és mára a kísérletes laboratóriumokban elterjedtek. Hátrányuk, hogy más 

optikai modalitásokkal nem, vagy nehezen integrálhatók. Ahhoz, hogy a mezőpotenciál- és szöveti 

perfúzió-változásokat együttesen meg tudjuk jeleníteni, egy a saját kutatási céljainkat szolgáló, 

feszültségfüggő festék fluoreszcenciáján és LASCA-n alapuló duális képalkotó rendszert terveztünk 

meg és állítottunk össze. 

A későbbiekben ezt a két modalitást kibővítettük, kihasználva a hemoglobin fényelnyelő 

tulajdonságait. A bővítés két, jól megforgalmazható célt szolgált: a hemodinamikai változások 

szélesebb körű jellemzését és megértését, valamint potenciális optikai melléktermékek kiszűrését. 

Az agyi vérvolumen (cerebral blood volume, CBV) helyi változásainak nyomon követéséhez 

540-550 nm hullámhosszú zöld fénnyel világítottuk meg az agyfelszínt.114,137,398 Ez a 

hullámhossztartomány a hemoglobinra jellemző izobesztikus pont, azaz az oxigénnel szaturált és 

deszaturált forma fényabszorpciója megegyezik (4.2.1. ábra, A panel). Az elnyelt és a visszavert zöld 

fény intenzitása tehát arányos a vizsgált szövet teljes hemoglobintartalmával, azaz a 

vérmennyiséggel. Mivel a hemoglobin fényelnyelése ezen a hullámhosszon jelentős (4.2.1. ábra, A 

panel), a kapott képeken az agyfelszíni érhálózat erős kontraszttal rajzolódik ki (4.2.1. ábra, B panel). 

A kamerával felvett képek a visszaverődő fény intenzitását tükrözik, így a magasabb 

intenzitásértékek, a kisebb fényelnyeléssel arányban, a CBV csökkenésére engednek 

következtetni. 

A feszültségfüggő festék (RH-1838) 620-640 nm-es, piros gerjesztési hullámhossztartományát 

a szaturált és a deszaturált hemoglobin nem egyformán nyeli el. A deoxigenált forma 

fényabszorpciója magasabb az oxigenált hemoglobinénál (4.2.1. ábra, A panel). Ez az eltérés 

lehetővé teszi, hogy a megvilágított agykéregről visszaverődő piros fény intenzitásából a 

hemoglobin oxigenáltságára következtessünk, azaz a visszaverődő fény intenzitásának 

csökkenését a hemoglobin deszaturációjának feleltessük meg. Az így kapott képek magas 

intenzitásúak, de gyengén kontrasztosak a 620-640 nm hullámhossz-tartományú fény gyenge 

elnyelése miatt (4.2.1. ábra, A panel), és a vénák a deoxigenált hemoglobin magasabb abszorpciós 

tulajdonsága révén határozottabban látszanak, mint az arteriolák (4.2.1. ábra, C panel). Mivel a 

feszültségfüggő festék használata révén ez a fényforrás a képalkotó rendszerbe beépítve eleve 

adott volt, kisebb adaptációval a gerjesztésre és a fényvisszaverődés alapú vizsgálatokra is 

alkalmazni tudtuk. Mindezeket figyelembe véve és kihasználva, a zöld és piros fény alapú 

reflektancia integrálásával a feszültségfüggő festék fluoreszcenciája és a LASCA mellé, célunk volt 

egy multi-modális, valós idejű, optikai elven működő képalkotó rendszer létrehozása. 

 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 24 - 

 
4.2.1. ábra. A hemoglobin oxigenált (Oxi-Hb) és deoxigenált (Deoxi-Hb) formájának fényelnyelési 
spektruma, és a felvett képekre vonatkozó, sávszűréssel meghatározott hullámhossz-tartományok (A). A 
visszavert fény intenzitását (intrinsic optical signal, IOS) megjelenítő reprezentatív képeket a zöld (540-
550 nm) (B) és a piros (620-640 nm) (C) tartományban, azonos látótéren vettük fel a patkány jobb oldali 
parietális kérgi felszínéről. A képek felső széle a medialis, jobb széle a rostralis iránynak felel meg. 
Rövidítések: a: arteriola, v: venula. 

 

4.2.1. Az agyi vérátáramlás képi megjelenítése lézer-folt interferencia kontraszt analízissel: 

duális képalkotás 
 

Módszerek 

A módszertani fejlesztést az előző fejezetben (4.1. fejezet) részleteiben bemutatott, 

feszültségfüggő festékkel (RH-1838) feltöltött, patkány zárt koponyaablak preparátumot 

alkalmazva végeztük (n=6). A bal oldali vena femoralisba polietilén kanült ültettünk be. A kísérleti 

protokoll is egyező volt: 10 perc alapszakasz felvételét követően 20 percenként egymás után négy 

SD-t váltottunk ki. A kísérleteket 1 ml levegő embólus vénás beinjektálásával (vena femoralis 

kanülön keresztül), a szív megállításával fejeztük be. 

Az RH-1838 képalkotás is hasonló volt az előzőekben bemutatottakhoz (4.1. fejezet), a 

következő módosításokkal: a kamerán az RH-1838 emisszió rögzítéséhez a felüláteresztő szűrő 

helyett sávszűrőt használtunk (3RD 670-740; Omega Optical Inc). A mintavételezési frekvenciát 

2 Hz-ről 1 Hz-re csökkentettük az RH-1838 fakulásának lassítása, így a felvételi idő növelése 

érdekében. Az alacsonyabb mintavételezési frekvencia, az SD lassú lezajlása miatt, nem 

akadályozta az SD pontos időbeli követését. Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitásának erősítésére 

a kamera szenzorán 2 × 2 pixelt egybeolvastattunk („binning”), így a kamera maximális 

1024 × 1024 pixel felbontása helyett 512 × 512 pixel felbontású képekkel dolgoztunk. A 3,8 × 3,8 

mm méretű látótérről készült képek nagyítása 3,15 ×-es volt. 

Ugyanazon agykérgi felszínről a LASCA áramlási térképeket lézeres megvilágítással nyertük 

(lézer dióda: Sanyo DL7140-201S; 70 mW; 785 nm). A lézer diódát a tápegység (ITC502, Thorlabs 

Ltd., Cambridge, U.K.) 100 mA áramerősséggel üzemeltette. A nyers interferenciaképeket egy 

második CCD kamerával vettük fel, mely műszaki paramétereit tekintve teljesen megegyezett az 

RH-1838 fluoreszcenciáját rögzítő kamerával. A két kamerát 1:1 binokuláris fénynyaláb elosztóval 

erősítettük a sztereomikroszkópra. Mindkét kamerát egy-egy erre a célra konfigurált, Camera Link 

kártyával felszerelt (Phoenix, PHX-D24CL; Active Silicon Ltd., Uxbridge, U.K.) számítógéphez 

csatlakoztattuk, és a számítógépeken futó ImagePro-Plus szoftveren keresztül vezéreltük (Media 

Cybernetics UK, Marlow, U.K.). A fényforrások és a két kamera együttes működését egy harmadik 
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számítógép időzítette (Metrabyte DAS-20, ASYST Macmillan szoftver; Keithley Instruments Inc., 

Reading, U.K.) úgy, hogy minden egyes másodpercben a piros LED 100 ms-ig villant fel az első 

kamera expozíciójával együtt, majd 20 ms-ig a lézer dióda világított a második kamera 

expozíciójával szinkronban. Megközelítőleg 110 perces, 6600 db képből álló képsorokat vettünk 

fel 1 Hz-es frekvenciával. A felvett, nyers interferenciaképekből LASCA révén MATLAB (The 

MathWorks Inc., Natick, MA, U.S.A,) vagy ImagePro-Plus szoftver környezetben áramlási 

térképeket nyertünk.56,57 A CBF áramlási térképek eredeti 1024 × 1024 pixeles felbontását az 

RH-1838 képekével megegyező 512 × 512 pixelesre csökkentettük az összehasonlíthatóság 

érdekében. 

A képsorokból intenzitásértékeket tetszőlegesen, manuálisan felhelyezett ROI-k (méret: 3 × 3 

pixel) segítségével mértünk. A választott ROI pozíciója minden egymást követő képen és a két 

modalitásban (RH-1838 és CBF) azonos volt. A ROI-k helyét úgy választottuk meg, hogy a képeken 

kirajzolódó erektől mentes területre essenek. A ROI-kból kiolvasott intenzitásértékeket az idő 

függvényében ábrázoltuk. Az adatok számítása, ábrázolása és értékelése megegyezett az előző 

fejezetben (4.1. fejezet), a patkány zárt koponyaablak esetén bemutatottakkal. 

 

Eredmények, és azok értelmezése 

Bár az RH-1838 képalkotás paraméterein az eredeti módszerekhez képest változtattunk, a 

módosításokkal is ugyanolyan jó minőségű képsorokat kaptunk (4.2.2. ábra, A panelsor). Az SD-ket 

az elvártnak megfelelően az RH-1838 fluoreszcenciájának tranziens, tovaterjedő intenzitás-

fokozódása jelezte. Az intenzitás emelkedésének maximális kitérése a kamera szürkeszint 

skáláján, SD1 esetén 142,9±34,0 gl értékű volt, amely az SD-t megelőző alapérték 8,10±1,8 %-

ának, a kamera 12-bites (0-4095) szürkeszint skáláján 3,5 %-os növekedésnek felelt meg. 

Az RH-1838 képsorokkal időben szinkron képzett, monokróm CBF térképek jól szemléltették az 

áramlásnövekedést, amelyet a szürke világosabb árnyalatai jelöltek. Az SD RH-1838-al 

megjelenített hullámfrontjához képest a hiperémia kis késéssel alakult ki és csengett le, és 

diffúzabb formában jelent meg (4.2.2. ábra, B panelsor). A LASCA áramlási tréképek térbeli 

felbontása és jel-zaj aránya kielégítőnek bizonyult, és megfelelt a módszer korábban közölt 

jellemzőinek.15,408 

 

 
4.2.2. ábra. A terjedő depolarizációval (spreading depolarization, SD) járó mezőpotenciál-változások és a 
csatolt vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) válasz egyidejű képi megjelenítése feszültségfüggő, 
fluoreszcens festék (RH-1838) (A) és lézer-folt interferencia kontraszt analízis (laser-speckle contrast 
analysis, LASCA) (B) segítségével. A natív, anatómiai viszonyokat bemutató képeket (A és B) követő 
reprezentatív sorozatokat (A1-7 és B1-7) háttérkivonással kontrasztosítottuk. Az A panel bal alsó sarkában 
látható szaggatott vonal és nyíl az SD hullámfrontját, és a terjedés irányát jelzi. 

 

 Az SD és a hozzá kapcsolódó CBF válaszreakció időbeli kapcsolatát több korábbi tanulmány 

vizsgálta kísérleti körülmények között rágcsáló agykéregben fiziológiás, illetve iszkémiás 

körülmények között. A legkorábbi kutatások során az SD-t K+-szenzitív mikroelektródával 

regisztrálták, a válaszul kialakuló CBF változásra [14C]butanol vagy [14C]jód-antipirin i.v. bólus 
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infúziója után, az in situ gyorsfagyasztott agyból készült metszetek felhasználásával, 

autoradiográfiás módszerrel következtettek.156 A későbbiekben lézer-Doppleres áramlásméréssel 

határozták meg az SD-t követő CBF változást, DC elvezetéshez vagy szöveti kálumszint-méréshez 

társítva.142,284 Végül a CBF megjelenítésére kidolgozott LASCA módszert is alkalmazták SD 

modellekben önmagában,15,358 más optikai jelek regisztrálásával kombinálva,113,408 vagy 

intrakortikális elektróda használata mellett.344 A felsorolt megközelítések egyike sem alkalmas 

arra, hogy a szöveti depolarizációt és az ehhez tartozó CBF válaszreakciót akár több, tetszőleges 

kérgi pozícióban és időpontban, térben és időben teljesen szinkron monitorozza. Az itt 

bemutatott, laborunkban kidolgozott módszer lényeges előrelépés az SD és a hozzá társuló CBF 

változás pontos térbeliségének és időbeliségének meghatározására, mivel az RH-1838 és CBF 

képpárok a látótér bármely területén és bármely időpontban, megfelelő időbeli és két dimenziós 

térbeli felbontással mutatják be a csatolás jellegét. 

 Lényeges előnyt jelent a beültetett elektródákkal, rögzített CBF szenzorokkal szemben, hogy a 

képsorokon utólag jelölhető ki tetszőleges ROI a látótér kiválasztott területein. Amellett, hogy így 

a látótérben kirajzolódó erek elkerülésével jó megközelítéssel a parenchyma áramlásviszonyait 

monitorozhatjuk, ez a tulajdonság különös jelentőséggel bír iszkémia vagy TBI állatmodelljeinek 

esetén. A felvételeken megadott ROI-k lehetővé teszik az SD-CBF kapcsolat összehasonlítását 

eltérően perfundált szöveti zónákon, illetve különösen előnyösek akkor, amikor a spontán 

kialakuló SD-k kiindulási pontja és terjedési tulajdonságai (pl. a terjedés iránya, sebessége, a 

hullámfront egyenetlenségei) előre nem jósolhatók meg. Későbbi munkánk során hatékonyan 

használtuk ki ezt a módszertani adottságot a patkányban modellezett globális és (multi)fokális agyi 

iszkémia során létrejövő SD-k tanulmányozására (5. fejezet). 

A ROI területéről kiolvasott intenzitásváltozásokat az idő függvényében ábrázoltuk (4.2.3. 

ábra), és azt állapítottuk meg, hogy a LASCA-val kapott, SD-hez csatolt CBF változások lényegében 

megfeleltethetőek a korábban ugyanebben a modellben, lézer-Doppleres eljárással mérhetőknek 

(4.1.5. ábra). SD1 estén szembetűnő az SD-vel szinkron kialakuló hiperémia, majd az azt követő, 

hosszan elhúzódó oligémia. Az ismételten kiváltott SD-khez (pl. SD2) társuló CBF változás a 

várakozásoknak megfelelően az SD1 utáni oligémiáról indult, és a hiperémia után oda is tért vissza 

(4.2.3. ábra). Más modellekben gyakori, hogy az SD1-hez csatolt áramlási válasz első, hiperémiát 

megelőző fázisa egy rövid ideig tartó, kismértékű hipoperfúzió.16 A CBF válaszreakciónak ezt a 

korai komponensét a kísérleteink során kialakított zárt koponyaablak preparátumban sem lézer-

Doppleres, sem LASCA-alapú áramlásméréssel nem tapasztaltuk. 

 

 

 
4.2.3. ábra. A feszültségfüggő festék 
(RH-1838) fluoreszcenciájának 
intenzitásváltozása (kék), és a LASCA-val 
monitorozott, csatolt vérátáramlási (cerebral 
blood flow, CBF) válasz lefutása (narancs) az 
idő függvényében, a patkány agykérgen 
átvonuló terjedő depolarizáció (SD) alatt. A 
kiváltott négy SD közül az elsőt (SD1) és a 
másodikat (SD2) ábrázoltuk. Az idősorokat 
több kísérletből származó események 
átlagolásával kaptuk (n=6, minden 
vonaldiagrammra nézve). 
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Az RH-1838 és LASCA alapú képalkotás különösen alkalmas az SD és a csatolt CBF változás 

időbeli kapcsolatának pontos tisztázására. Ennek szemléltetésére egy látótérben két ROI-t vettünk 

fel; az SD kiváltási helyétől mérve a ROI1 közelebb, 2,0 mm-re, a ROI2 távolabb, 2,5 mm-re 

helyezkedett el. A ROI1-re nézve a CBF változás az SD-hez képest 21,3±5,9 másodperccel késett, 

míg a ROI2 esetén a késés 13,5±5,5 másodpercre csökkent (n=6, p<0,04). Méréseink azt sejtetik, 

hogy az SD terjedése során a csatolás időbelisége nem állandó; az SD fókuszától távolodva az SD-

t követő CBF változás rövidebb latenciával alakulhat ki az SD-hez képest. Az ilyen és ehhez hasonló 

jellemzők az itt bemutatott duális képalkotás révén érhetők tetten. 

 Mint minden kísérleti módszernek, a bemutatott duális képalkotásnak is vannak korlátai. Bár 

LASCA alapú CBF térképeket intakt vagy elvékonyított koponyacsonton keresztül is létre lehet 

hozni,15,233 az RH-1838 bemosásához és fluoreszcenciájának akadálymentes regisztrálásához 

koponyaablak kialakítása és a dura eltávolítása szükséges. Ennek egyik következménye, hogy a 

megnyitott koponyacsont hőveszteséget okoz, ami miatt az agykéreg hőmérséklete a 

fiziológiásnál valamennyivel alacsonyabb értéket vesz fel. Kísérleteinkben a koponyaablakba 

beépített hőmérő szerint az ablakot megtöltő aCSF 35 oC-os volt, míg a testhőmérsékletet rektális 

hőmérővel visszacsatolt melegítőpárnával 37 oC-on tartottuk. Ez az enyhe kérgi hipotermia 

iszkémiás állapotokban neuroprotektív tulajdonságú lehet,421 bár az SD kialakulására, úgy tűnik, 

nincs számottevő kihatással.329 Egy másik, a preparátumban potenciálisan neuroprotektív 

körülmény lehet, hogy a koponyaablakon normoglikémiás és oxigenált aCSF-et áramoltattunk át, 

mely enyhén kompenzálhatja a létrehozott iszkémiát. Mindezeket figyelembe véve, a 

koponyaablakot iszkémiás modellben alkalmazva az SD-k feltételezett neurodegeneratív hatása 

mérsékeltebb lehet a reálisan elvárhatónál. 

 Egy másik megfontolásra érdemes körülmény az, hogy az optikai jelek a kéreg milyen 

mélységéből származnak. A fény annál mélyebbre hatol a szövetbe, minél szélesebb a 

hullámhossza. A rendszerünkben a LASCA-hoz használt 785 nm hullámhosszú, közel infravörös 

lézer fény korábbi megfigyelések szerint körülbelül 500 m mélyre jut le a kéreg felszíne alá.275 Az 

előző fejezetben megállapítottuk, hogy az RH-1838 a kéreg felső 700 m vastag rétegében 

halmozódik fel, legintenzívebben a felszín alatti 100-200 m mélységű szövetréteget jelöli 

(4.1.6. ábra). A hozzá tartozó gerjesztő piros fény (=620-640 nm) becsült útja a kéregben 

maximum 300-350 m lehet, tekintve, hogy a fentebb említett közel infravörös fény (=780 nm) 

0,5 mm mélyre jut le, míg az 543 nm hullámhosszú zöld fény ennek az útnak csak a felét teszi 

meg.275 Ezek alapján nem zárható ki, hogy a képalkotással nyert mezőpotenciál és CBF szignál nem 

teljesen azonos kérgi mélységből származik. Ennek a körülménynek akkor van jelentősége, ha az 

SD a kéreg különböző rétegeiben eltérő módon terjed, és a csatolt CBF válaszreakciónak ennek 

függvényében eltérő a kinetikája. Az SD rétegfüggő terjedésére egy korábbi tanulmányban a kéreg 

különböző mélységeiből elvezetett DC potenciál kinetika hozott példát. A tűszúrással kiváltott SD-

k közül volt olyan esemény, mely a patkány agykéregnek csak az 1200 m feletti rétegeiben 

terjedt, illetve olyan SD-t is regisztráltak, amely csak a 800 m alatti szöveti zónában jelent meg.308 

Az esetek többségében azonban az SD terjedésében a teljes kéreg mélysége egységesen részt 

vett.308 Összefoglalva, optikai képalkotó rendszerünk tehát a szövet felszíni, hozzávetőlegesen 

300-500 m vastag rétegéről, az ebben a szöveti sávban terjedő SD-kről szolgáltat megbízható 

információt. 

 

 

  

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 28 - 

4.2.2. Az agyi vérvolumen és hemoglobin deszaturáció lokális változásainak nyomon 

követése: multi-modális képalkotás 
 

Háttér 

A képalkotó eljárás továbbfejlesztése a CBV és a hemoglobin szaturációjának a 

mezőpotenciállal és CBF-el szinkron megjelenítésére, illetve lehetséges optikai melléktermékek 

kiszűrésére irányult. A vizsgálat tárgyaként a keringés hirtelen szívmegálláskor bekövetkező 

leállását, és a pár perces késéssel jelentkező, spontán kialakuló SD jelenségét választottuk. A 

modell előnye, hogy a keringés leállása markáns, jól reprodukálható hemodinamikai változást 

okoz a szövetben, amely lehetőséget teremt az optikai jelek megfelelő értelmezésére. A spontán 

kialakuló SD továbbá megjeleníti az iszkémiás mag régióban, vagy anoxiás szövetben lezajló 

jelenség lefolyását. 

 

Módszerek 

 Hím, felnőtt Wistar patkányok (500-560 g) parietális kérge felett a fentebb bemutatottak 

szerint készítettük zárt koponyaablakot (n=10) (lsd. 4.1.2. fejezet). A bal vena femoralis-ba 

polietilén kanült helyeztünk, hogy a kísérlet egy későbbi, meghatározott szakaszában 0,5 ml 

levegő vagy 1 M KCl beinjektálásával hirtelen szívmegállást idéztünk elő. A bal arteria femoralis-t 

is megkanüláltuk az artériás középnyomás (mean arterial blood pressure, MABP) invazív 

mérésére. A kérgi szövetet a beállított protokoll szerint feszültségfüggő festékkel (RH-1838) 

töltöttük fel (lsd. 4.1.2. fejezet) (n=6). Kontrollként aCSF-et keringettünk a koponyaablakban az 

RH-1838 oldat feltöltésével megegyező áramlási sebességgel (n=4). 

 A kísérletek során 20 perces képsorokat rögzítettünk úgy, hogy 10 perces alapszakasz felvétele 

után okoztunk hirtelen szívmegállást. A 10 perces alap első 5 perce után az aCSF keringetését a 

koponyaablakban leállítottuk, és a koponyaablak kivezető csövét elzártuk. A zárt folyadéktér 

megakadályozta, hogy a szívmegállást követő agyi ödéma miatt az agyfelszín számottevően 

kimozduljon a kamerák fókuszából (szabad kivezető nyílású koponyaablakban az agy 

kidagadásának a nyomás nem szab kellő határt, és a kamerák rögzített fókusztávolsága valamint 

az agyfelszín kidomborodása miatt a felvett képek életlenekké válnak). 

 Az RH-1838 és CBF képalkotást a fentebbiek szerint végeztük (4.2. fejezet). A CBV relatív 

változásainak becslésére a látóteret felvillanó zöld LED fényforrással világítottuk meg, 

másodpercenként 100 ms hosszan (csúcs-hullámhossz: 530 nm, SLS-0304-A, Mightex Systems, 

Pleasanton, CA, U.S.A.). A LED elé optikai sávszűrőt helyeztünk a hemoglobin izobesztikus pontjára 

fókuszálva (540-550 nm, 3RD540-550, Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.). A visszaverődő 

zöld fény alapján a második, LASCA-ra használt kamera készített képsorokat 100 ms-os expozíciós 

időkkel. 

A hemoglobin deszaturációjának meghatározásához az RH-1838 gerjesztő fényforrását, a piros 

LED-et használtuk (maximális intenzitáshoz tartozó hullámhossz: 625 nm; SLS-0307-A, Mightex, 

Pleasanton, CA, U.S.A.) 620-640 nm-es sávszűrővel (620-640 nm; 3RD620-640, Omega Optical Inc., 

U.S.A.) kiegészítve. A visszavert piros fény alapján a második kamera készített képeket (az első 

kamera az RH-1838 fluoreszcencia felvétele miatt sávszűrővel volt felszerelve). A megvilágítás a 

piros LED esetében is felvillanó üzemmódban történt másodpercenként 100 ms-ig (ami egyezett 

az RH-1838 gerjesztésével), de a kamera expozícióját rövidebb időtartamra, 10 ms-ra állítottuk be, 

hogy elkerüljük a piros IOS képek kiégését.  

 A kialakított multi-modális képalkotó rendszer tehát egy sztereomikroszkópból (MZ12.5, Leica 

Microsystems UK Ltd., Milton Keynes, U.K.), az ehhez csatlakoztatott két kamerából (Pantera 

1M30, Dalsa, Gröbenzell, Németország), a két LED fényforrásból (Mightex, Pleasanton, CA, U.S.A.),  

és egy lézer diódából állt (Sanyo DL7140-201S; 70 mW; 785 nm). Az eszközök együttes, 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 29 - 

összehangolt működését három számítógép vezérelte (4.2.4. ábra). Az első kamera csak az 

RH-1838 fluoreszcenciát rögzítette, a jel erősítése érdekében 2  2 binning módban (képek 

mérete: 512  512 pixel, azaz 3,8  3,8 mm; térbeli felbontás: 7,42 m). A második kamera 1  1 

binning mellett, a kamera maximális képfelbontását kihasználva vette fel a LASCA, a zöld, illetve 

piros IOS képeket (képek mérete: 1024  1024 pixel, azaz 3,8  3,8 mm; térbeli felbontás: 

3,14 m). Ebben az esetben a maximális felbontásra a LASCA érdekében volt szükség. A képek 

felbontását feldolgozás után 512  512 pixelre csökkentettük, hogy az RH-1838 képekkel 

közvetlenül összehasonlíthatóak legyenek. Mivel a két kamera egyazon sztereomikroszkóphoz volt 

rögzítve, a felvételeket ugyanarról a látótérről, azonos nagyítással készítették. A kamerákat egy-

egy ImagePro-Plus szoftverrel ellátott Kamera Link kártyán (Phoenix, PHX-D24CL; Active Silicon 

Ltd., Uxbridge, U.K.) keresztül csatlakoztattuk a számítógéphez. Az eszközök összehangolt 

működését egy harmadik, input/output kapacitással és két digitális/analóg csatornával rendelkező 

számítógép vezérelte (Metrabyte DAS-20, ASYST Macmillan szoftver alatt futtatva; Keithley 

Instruments Inc., Reading, U.K.). A vezérlő számítógép TTL szignálok segítségével kommunikált a 

kamerákkal és a fényforrásokkal; a kamerák expozícióját a Kamera Link kártyán keresztül, a 

fényforrások felvillanását a hozzájuk rendelt vezérlőkön keresztül időzítette (4.2.4. ábra). 

 

 
4.2.4. ábra. A multi-modális képalkotó rendszer alkotóelemi, és azok „kapcsolási” rajza. Rövidítések: IOS: 
visszavert fény (intrinsic optical signal), IPP: ImagePro-Plus szoftver, LASCA: lézer-folt interferencia 
kontraszt analízis (laser speckle contrast analysis), RH-1838: feszültségfüggő festék fluoreszcenciája 

 

A fényforrások és a kamerák expozíciójának összehangolását úgy állítottuk be, hogy mind a 

négy modalitásról (RH-1838, LASCA, zöld IOS és piros IOS) másodpercenként egy felvétel készüljön 

(4.2.5. ábra), tehát a mintavételezési frekvencia minden modalitásra nézve 1 Hz volt. A 

fényforrásokat a preparátum körül úgy rendeztük el, hogy a fénynyalábokat egymással átfedésben 

a koponyaablakra fókuszáltuk. A megvilágítás egyenletességét a felvételek megkezdése előtt 

számítógép-képernyőn, valós időben, az ImagePro-Plus szoftver segítségével ellenőriztük. 
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4.2.5. ábra. A fényforrások 
és a kamerák expozíci-
ójának összehangolása. A 
különböző modalitású ké-
pek egy másodpercen be-
lül, adott sorrendben ké-
szültek. A megvilágítás és 
az expozíció szekvenciája a 
kísérletek során 1 Hz-es 
frekvenciával ismétlődött. 

 

Az intenzitás-adatok kiolvasása és feldolgozása megegyezett a fentebb leírtakkal 

(4.2.1. fejezet), azzal a különbséggel, hogy a kiválasztott ROI-kat most a négy, egymással szinkron 

készült modalitáson alkalmaztuk (mezőpotenciál, CBF, CBV, hemoglobin-szaturáció). 

 Kihasználva a zöld IOS képek erős kontrasztját, lehetőségünk nyílt a piális arteriolák 

átmérőjének mérésére is. Az érátmérő-változások analíziséhez 250 s hosszú képsorokat jelöltünk 

ki úgy, hogy a szívmegállás után, spontán jelentkező SD a szekvencia közepére essen. Az 

analízishez a zöld IOS képek eredeti, maximális felbontását (1024  1024 pixel) vettük alapul. A 

képek további feldolgozását és magát az érátmérő-mérést ImagePro-Plus szoftverben végeztük. 

Az analízishez jellemzően 60-100 m alapátmérőjű piális arteriolák elágazásmentes szakaszát 

választottuk. A teljes látóteret lefedő képekből kivágtuk a kiválasztott érszakaszra eső területet, 

és úgy forgattuk, hogy az érszakasz a képernyőn vízszintesen jelenjen meg. A háttér normalizálása 

után, a sötét ér és a világos háttér kontrasztjának érzékelése alapján egy ImagePro-Plus-ban írt 

macro számította minden egyes képkockára nézve az érátmérőt. 

 

Eredmények, és azok értelmezése 

A felvett képsorokból nyert optikai intenzitásváltozások alapján a kísérleteknek öt, egymást 

követő fázisát különítettük el. Ezek sorrendben a következők: az alap szakasz (a felvételek első 

5 perce, azaz 300 s); hirtelen szívmegállás; a keringés rövid, átmeneti visszatérése; SD; és az SD-t 

követő, post mortem változások (azaz a felvételek utolsó, ~6,5  perce, pontosan 400 s). Az optikai 

jelek változásait és a megállapított fázisokat a 4.2.6. ábra szemlélteti. Az áttekinthetőség 

érdekében az öt fázisra vonatkozó eredményeket a továbbiakban külön elemezzük és 

értelmezzük. 
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4.2.6. ábra. Reprezentatív képsorok a hirtelen szívmegállás (cardiac arrest, CA) és a terminális, terjedő 
depolarizáció (spreading depolarization, SD) alatti változások szemléltetésére a négy, párhuzamos 
modalitással. A1 – 4 és AK: a feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciájának mezőpotenciállal 
összefüggő intenzitás-változása; B1 – 4 és BK: a szöveti vérvolumennel korreláló, visszaverődő 

fényintenzitás (intrinsic optical signal, IOS) zöld megvilágítás (=540-550 nm) mellett; C1 – 4 és CK: a 

hemoglobin deszaturációját jelző IOS piros (=620-640 nm) megvilágítás mellett; D1 – 4 és DK: lézer-folt 
interferencia kontraszt analízissel (LASCA) nyert agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) térképek. 
A bal szélső, számozatlan felvételek (A, B, C, D) a látóteret mutatják be a négy modalitás tekintetében 
röviddel az RH-1838 inkubációt követően. A nyíllal jelölt kör az intenzitás-változások kiolvasására 
kiválasztott, érdeklődési területet (region of interest, ROI) illusztrálja. Az A1 - 4, B1 - 4, és C1 - 4 képeket 
háttérkivonással, és a kontraszt fokozásával kaptuk. A CBF térképek (D1 - 4) képsorait 7 pontos 
mozgóátlaggal simítottuk. A monokróm kamerák által készített fekete-fehér felvételeket a B, C és D 
sorozaton szoftveresen pseudo-color alkalmazásával színeztük. A D sorozat képein melegebb színek 
jelölik a magasabb áramlási viszonyokat. Az A1 - 4 képek jobb alsó sarkában jelölt időt a szívmegálláshoz 
képest tüntettük fel. A jobb szélen bemutatott grafikonok (AK, BK, CK, DK) az eredeti, nyers képekből a ROI-
val kiolvasott intenzitás-változások kinetikáját ábrázolják. A szürke árnyalt sávok a felvételek következő 
fázisait különítik el: (a): alap szakasz, (b): hirtelen szívmegállás, (c): a keringés rövid, átmeneti 
visszatérése, (d): SD, (e): az SD-t követő, post mortem változások. A számozott, függőleges, szaggatott 
vonalak a bemutatott képek mintavételi helyét adják meg (a számok a reprezentatív képek jelölésében 
az alsó indexének felelnek meg); a folytonos, függőleges vonal a hirtelen szívmegállást (CA) jelzi. Az 
intenzitásváltozásokat az összehasonlíthatóság érdekében relatív formában fejeztük ki. 

 

Az alap szakaszban meghatároztuk az RH-1838 festék fakulását, és ennek lehetséges hatását a 

zöld és piros IOS intenzitására. Utóbbi feltételezésünk abból indult ki, hogy az RH-1838 fakulása 

vagy kimosódása révén maga a festék kevesebb fényt nyel el, így az RH-1838 fluoreszcenciájának 

gyengülésével az IOS intenzitásának elviekben emelkednie kell. Az optikai jelek fokozatos 

intenzitásváltozását az alap szakaszra (1-300 s) számított meredekséggel jellemeztük, és a 

képeken mért szürkeszint egy percre vonatkozó eltéréseként adtuk meg (gl/min; átlag±stdev). 

Várakozásainkkal és korábbi eredményeinkkel (4.1.1. fejezet) összhangban az RH-1838 intenzitása 

fokozatosan, lineárisan csökkent (-2,91±0,74 gl/min; 4.2.7. ábra). Ugyanakkor a piros és a zöld IOS 

meredeksége ugyanazon szakaszon az RH-1838-hoz hasonló nagyságrendű, de pozitív 

irányultságú volt (5,43±0,67 és 6,07±1,58 gl/min, piros és zöld IOS; 4.2.7. ábra). Összehasonlításul, 

azokban a kísérletekben, amelyeknél az RH-1838-at elhagytuk, a piros és zöld IOS intenzitása 

egyenletes, változatlan maradt az alap szakasz alatt. A megfigyelések alapján arra 
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következtettünk, hogy az RH-1838 fluoreszcenciájának gyengülése (fakulás vagy kimosódás révén) 

a piros és zöld IOS intenzitásának progresszív fokozódásához vezet. Ezek alapján a kísérletek 

későbbi szakaszaira vonatkozó IOS intenzitásváltozásokat, az alap szakaszra megállapított 

meredekséget (és tengelymetszetet) felhasználva, minden egyes regisztrátum feldolgozása során 

korrigáltuk. 

 

 
4.2.7. ábra. Optikai intenzitás-változások a kísérletek alap és post mortem szakaszában. A: A 
reprezentatív vonaldiagramok az optikai jelintenzitásokat szemléltetik egy kiválasztott kísérlet során. A 
törés előtti, alap szakasz a nyers, korrekciótól mentes állapotot ábrázolja. A felvételek törést követő, 
teljes hosszán, az alap szakaszra számított meredekséget és tengelymetszetet felhasználva, lineáris 
korrekciót hajtottunk végre; a bemutatott diagramok törést követő szegmense tehát a korrigált adatsort 
ábrázolja. B: Az oszlop diagram a nyers alap és a korrigált post mortem szakaszra vonatkozó meredekség-
értékeket (átlag±s.e.m.) tünteti fel az A panelen szürke háttérrel kiemelt időtartamokra vonatkoztatva. 
Rövidítések: gl: szürkeszint (gray level), IOS: visszavert fény (intrinsic optical signal), RH-1838: 
feszültségfüggő festék fluoreszcencia-intenzitása (a rövidítést követő negatív jel a festékmentes, a pozitív 
jel a festékkel inkubált kísérleteket különbözteti meg). 

 

 A kísérletek második szakaszaként a szívmegállással együttjáró változásokat határroztuk meg  

(4.2.6. ábra). Az 1 M KCl oldat intravénás injektálásával kiváltott szívmegállást a MABP meredek 

esése igazolta (82±3 Hgmm-ről 12±3 Hgmm-re, azaz a töltési nyomásra). A vérnyomásesést 

követve a piális arteriolák átmérője számottevően csökkent (68±5 m-ről 45±3 m-re; 4.2.8. és 

4.2.9. ábra), de az erek lumene nem esett össze. Ez azt jelzi, hogy a piális arteriolák lumene az 

arteriolák jelentős miogén tónusa miatt kicsi töltési nyomás mellett is megtartott. A legkisebb 

érátmérőt a szívmegálláshoz képest 7,5±0,7 s késéssel mértük. A vérnyomás és az arteriolák 

átmérőjének csökkenését követve a CBF is fokozatosan esett (4.2.9. ábra). Az arteriolák 

kaliberének szívmegállással összefüggő változására több, lehetséges magyarázatot mérlegeltünk. 

Egyrészről felvetettük az aktív vazokonstrikció lehetőségét, másrészt fontolóra vettük az arteriolák 

passzív érátmérő-csökkenését. 

 A kálium extracelluláris koncentrációjának 20 mM-t meghaladó emelkedése markáns 

érösszehúzódást okoz.214 Mivel az anoxiás állapotokban kialakuló SD során az extracelluláris 

kálium koncentrációja jóval meghaladja a 20 mM-t,9 feltételezhető, hogy az eseményhez 

vazokonstrikció társul.344 Azonban az érátmérő itt megfigyelt csökkenése több, mint egy perccel 

megelőzte az SD-t, így az SD-vel járó káliumszint-növekedés nem hozható kapcsolatba az arteriolák 

szívmegállást követő beszűkülésével. 

 Felmerül annak a lehetősége is, hogy a szív megállítása céljából, vénásan beadott KCl az agyi 

érhálózatba jutva fejtett ki érösszehúzó hatást. Ennek azért kicsi a valószínűsége, mert ha 

embolizációval, levegő bejuttatásával állítottuk meg a szívet, a piális arteriolák átmérőjének 
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csökkenését ugyanúgy megfigyeltük, tehát a keringésbe juttatott KCl hiányában is reprodukálható 

volt a jelenség. A legvalószínűbb elképzelés szerint a piális erek a vérnyomás és az áramlás 

hirtelen, drasztikus csökkenésének következtében követték a nyomás- és áramlási viszonyokat. 

A szívmegállás során az IOS és RH-1838 optikai jelekre nézve a következő megállapításokat 

tettük. A vérnyomás, a CBF és az arteriolák átmérőjének csökkenésével a zöld IOS intenzitása 

jelentősen, átlagban 297±28 gl-el emelkedett (4.2.6. ábra). Mivel a zöld megvilágítás a hemoglobin 

izobesztikus pontját (=540-550 nm) célozta, a zöld IOS intenzitásának fokozódása a CBV 

csökkenését jelezte.53,54 Ezek alapján elmondható, hogy a kísérletinkben kiváltott 

kardiovaszkuláris elégtelenség következtében, az agyi erek lumenátmérőjének csökkenésével 

összhangban a CBV is csökkent. 

 

 

4.2.8. ábra. Egy piális arteriola 
átmérőjének szívmegállással 
összefüggő csökkenése (B), és a 
vörösvértestek későbbi aggre-
gációja (C) zöld megvilágításnál 
készült, reprezentatív felvétele-
ken. A képek bal alsó sarkában 
jelölt időt a szívmegálláshoz ké-
pest tüntettük fel. 

 

A piros IOS intenzitása – a zölddel ellentétben – a szívmegállást követően meredeken csökkent 

(-46±7,6 gl; 4.2.6. ábra). Ez arra enged következtetni, hogy a CBV változása piros megvilágítás 

mellett elenyésző mértékben járul hozzá az IOS intenzitásához, valószínűleg azért, mert az adott 

hullámhossztartományban (=620-640 nm) a hemoglobin fényelnyelése igen alacsony a zöld 

tartományhoz (=540-550 nm) képest (4.2.1. ábra). Azonban 620-640 nm hullámhosszon a 

deszaturált hemoglobin fényelnyelése arányaiban számottevően meghaladja az oxigenált 

hemoglobinét (4.2.1. ábra), így szívmegállás után a piros IOS intenzitásának hirtelen esése nagy 

valószínűséggel a deoxigenált hemoglobin arányának emelkedését, azaz a hemoglobin 

deszaturációját tükrözi. 

A piros IOS intenzitásának csökkenésével párhuzamosan, a neuronális transzmembrán-

potenciáltól függetlenül, az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitása is mérséklődött a szívmegállással 

(-18±4,1 gl; 4.2.6. ábra). Lényeges megjegyezni, hogy a piros fény (=620-640 nm) az RH-1838 

gerjesztő hullámhossza. Amennyiben a gerjesztő fényt a deszaturálódó hemoglobin egyre 

hatékonyabban nyeli el (ahogy azt a piros IOS mutatta), kisebb intenzitás jut a festék gerjesztésére, 

ami gyengébb fluoreszcenciát vonhat maga után. A fluoreszcencia mérséklődéséhez hozzájárulhat 

az is, hogy a deszaturált hemoglobin a fluoreszcencia hullámhossztartományában (=670-740 nm) 

is elnyeli a fényt (4.2.1. ábra). Összegezve: a feszültségfüggő festék fluoreszcencia-intenzitását a 

mezőpotenciál-változásoktól függetlenül gyengítheti a hemoglobin deszaturációja. Ez az SD-k 

detektálását azonban nem befolyásolja számottevően, hiszen a hemoglobin teljes deszaturációja 

az RH-1838 fluoreszcenciájában <20 gl intenzitásesést okoz, míg az SD ~140 gl 

intenzitásemelkedéssel jár (lsd. 4.2.1. fejezet). 
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4.2.9. ábra. A szisztémás és agyi keringés élettani 
változóinak alakulása a kísérletek során, hat, 
kiválasztott időpontra lebontva. A kiválasztott 
időpontokat az artériás középnyomás (mean arterial 
blood pressure, MABP) grafikonon számokkal jeleztük: 
(1): alap szakasz (a hirtelen szívmegállást megelőző 
300 s átlaga); (2): a piális arteriolák legkisebb átmérője 
közvetlenül a szívmegállás után; (3): a keringés 
átmeneti visszatérésénél mért vazodilatáció 
maximuma; (4): a terjedő depolarizációt (spreading 
depolarization, SD) közvetlenül megelőző időpont; (5): 
az SD-t jelölő RH-1838 fluoreszcencia intenzitás-
maximuma; (6): az SD maximuma után 60 s-al vett 
időpont. Az x-tengely 0 időpontja jelzi a hirtelen 
szívmegállást. A szürke sáv az SD időtartamát jelöli. Az 
adatokat átlag±stdev formában ábrázoltuk (n=10). 
Rövidítések: CBF: agyi vérátáramlás (cerebral blood 
flow). 

 

 Körülbelül fél perccel a szívmegállás után (34,6±4,5 s) a MABP, az arteriolaátmérők, és a CBF 

rövid időre ismét emelkedett (4.2.6. és 4.2.9. ábra), melyet a keringés átmeneti visszatéréseként 

értelmeztünk. Azt feltételezzük, hogy a vénásan beinjektált, magas koncentrációjú KCl a szívet 

elérve azonnal megállította a szív működését, de az ingerképző rendszer kis idő elteltével még 

néhány szívösszehúzódást kiváltott, mielőtt a szív pumpafunkciója teljesen megszűnt. 

 A jelenséggel párhuzamosan az optikai jelintenzitások csökkentek. A zöld IOS intenzitásának 

hirtelen, számottevő esése (172,5±23,7 gl; 4.2.6. és 4.2.10. ábra) legnagyobb valószínűséggel a CBV 

átmeneti emelkedését jelezte, amely értelemszerűen következik a MABP, az arteriolaátmérő, és 

a CBF ebben az időben tapasztalt növekedéséből. 

 A piros IOS és az RH-1838 fluoreszcenciájának intenzitása kisebb mértékben ugyan, de szintén 

gyengült (piros IOS: -87,4±12,6 gl, RH-1838: -36,8±8,8 gl; 4.2.6. és 4.2.10. ábra). Úgy gondoljuk, 

hogy az agyi érhálózatban megrekedt vérben a hemoglobin erre az időpontra már teljes 

mértékben deszaturálódott, így a keringés visszatérésekor az oxigenált forma minimálisra 

csökkent. Ilyen feltételek mellett a hemoglobin deszaturációja már nem fokozható, a piros IOS 

intenzitás gyengülése a CBV változásait kell, hogy kövesse. Ezért a keringés rövid visszatértekor a 

piros IOS intenzitás csökkenése – a zöld IOS-hez hasonlóan – arányos kellett, hogy legyen a CBV 

emelkedésével. Ahogy a szívmegállás kapcsán részleteztük, az RH-1838 jelintenzitása a piros IOS-

t követte, az RH-1838 gerjesztő fényének és emittált fluoreszcenciájának megnövekedett 

abszorpciója miatt. 

 Az adatok analízise és értelmezése igazolta, hogy a zöld IOS elsősorban a CBV-re érzékeny. 

Ugyanakkor azt is megállapítottuk, hogy olyan állapotokban, amikor a hemoglobin feltehetően 

teljes mértékben deszturálódott, a piros IOS is a CBV változásait tükrözi. Ezek a megállapítások 

fontosak az optikai jelek értelmezéséhez iszkémiás vagy anoxiás kísérleti modellek alkalmazása 

esetén, amikor súlyos metabolikus krizis lép fel a szövet egyes területein. 
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4.2.10. ábra. Az optikai jelintenzitások alakulása a 
kísérletek során, hat, kiválasztott időpontra lebontva. 
A kiválasztott időpontokat a zöld IOS grafikonon 
számokkal jeleztük: (1): alap szakasz (a hirtelen 
szívmegállást megelőző 300 s átlaga); (2): a piális 
arteriolák legkisebb átmérője közvetlenül a 
szívmegállás után; (3): a keringés átmeneti 
visszatérésénél mért vazodilatáció maximuma; (4): a 
terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) 
közvetlenül megelőző időpont; (5): az SD-t jelölő 
RH-1838 fluoreszcencia intenzitás-maximuma; (6): az 
SD maximuma után 60 s-al vett időpont. Az x-tengely 0 
időpontja jelzi a hirtelen szívmegállást. A szürke sáv az 
SD időtartamát jelöli. Az adatokat átlag±stdev 
formában ábrázoltuk (IOS: n=10). Rövidítések: gl: 
szürkeszint (gray level), IOS: visszavert fény (intrinsic 
optical signal), RH-1838: feszültségfüggő festék 
fluoreszcencia-intenzitása (a rövidítést követő negatív 
jel a festékmentes, a pozitív jel a festékkel inkubált 
kísérleteket különbözteti meg). 

 

 A felvételek következő szakaszában kialakuló SD a látótér fronto-laterális sarkából a dorso-

mediális irányba tovaterjedő hullámként jelentkezett (4.2.6. ábra), és 4,5±0,4 mm/min terjedési 

sebességgel haladt. A hullámfrontot az RH-1838 fluoreszcenciájának meredek emelkedése jelezte 

(72,9±4,1 gl), mely a szívmegállást követően 1-2 perccel (83,8±6,1 s) lépett be a látótérbe (4.2.6. 

és 4.2.10. ábra). Mivel ebben az időpontban a hemodinamikai jellemzők (MABP, arteriolaátmérő, 

CBF és CBV) már megközelítőleg megállapodtak a minimum értéknél, az RH-1838 valós 

membránpotenicál-változásokat kellett, hogy mutasson.149 A megfigyelt SD után repolarizáció 

nem következett be: az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitása a megemelkedett szinten maradt 

(4.2.6. és 4.2.10. ábra). Meggyőződésünk szerint a megfigyelt SD azonos a korábban anoxiás 

depolarizációként megismert jelenséggel, azaz a sejtek ionháztartásának visszafordíthatatlan 

felborulásával. Meglátásunkat támasztja alá, hogy az SD jól reprodukálható időbeli kialakulása (i.e. 

1-2 perccel a szívmegállás után) egyezik az anoxiás depolarizáció latenciájával.82,418 Fontos, új 

eredménynek tartjuk, hogy a képalkotó eljárás tanúbizonysága szernit a terminális depolarizáció 

egy térben terjedő jelenség, és nem egyazon időpontban jön létre az agykéreg minden egyes 

területén. Eredményeink lényeges sarokpontját képezik annak az évekkel később kialakult 

nézetnek, mely szerint a külön jelenségekként számon tartott anoxiás depolarizáció, peri-infarktus 

depolarizáció, iszkémiás depolarizáció és SD ugyanazon idegélettani folyamat manifesztációja egy 

jól meghatározható spektrum mentén.107,164 A spektrum végpontjaiként határozható meg 

egyrészről az olyan SD, melyet repolarizáció nem követ („anoxiás depolarizáció”), másrészről az 

intakt kéregben lezajló, rövid, tranziens SD.178 A felvázolt koncepciót az 5.2. fejezetben tárgyaljuk 

részletesen. 

 Kísérleteinkben az SD során, az RH-1838 fluoreszcenciához hasonlóan, a piros és zöld IOS 

intenzitása is jól kivehetően növekedett (4.2.6. és 4.2.10. ábra). A zöld IOS intenzitás-emelkedését 

(229,8±36,4 gl) minden kísérletben megfigyeltük. A piros IOS SD-vel összefüggő változása kisebb 

mértékűnek bizonyult, és kinetikája kísérletről-kísérletre nagyobb változatosságot mutatott. A 

változatosságot az RH-1838 jelenlétének tulajdonítottuk, hiszen a festék elhagyásával végezett 

kísérletekben a piros IOS intenzitása határozottabban, meredekebben emelkedett (45,1±8,3 gl, 

n=4) az RH-1838-al inkubált kísérletekhez képest (22,5±11,5 gl, n=6; 4.2.6. ábra). 
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 Mérlegelve a korábbi megállapítást, hogy a hemodinamikai változók a kísérletek ezen 

szakaszában már a minimumértékekhez közel megállapodtak, okkal feltételezhető, hogy az IOS a 

parenchyma SD-vel összefüggő optikai jellemzőinek keringéstől független változásait tükrözte. Az 

in vitro csirke retina preparátumon végzet kísérleteink (4.1.1. fejezet), és más kutatócsoportok 

eredményei is alátámasztják ezt a nézetet,76 hiszen az érmentes csirke retinán az SD áthaladása a 

megváltozott fénytörés miatt szabad szemmel is látható. Hasonlóképpen, in vitro patkány 

agyszeleten végzett kísérletek tanúsítják, hogy a szeleten áthaladó fény szóródását az SD 

megváltoztatja.78,197 A szövet SD-okozta megváltozott fénytörő tulajdonságának hátterében az SD-

vel fellépő ionáramok állnak, melyek az extracelluláris tér beszűkülésével párhuzamosan156 a 

sejtek térfogatnövekedését vonják maguk után. A legfrissebb kutatások szerint az SD során 

elsősorban a neuronok duzzadnak meg,425 ami nem csak a szómán, hanem a neuronok 

dendritfáján is észlelhető („dendritic beading”)311 a Cl- ion extracelluláris jelenlététének 

függvényében.356 Végezetül a kéreg optikai tuljadonságait a sejtek duzzadásán túl a terminális SD 

során befolyásolhatja a citokróm C oxidáz állapota is, mivel az aktív centrumokban található Fe+3 

(hem) és Cu2+ ionok redukciója megváltoztatja a szövet fényelnyelési tulajdonságait.199 

Összefoglalva, a kísérleteinkben regisztrált, SD-vel társuló IOS intenztiásnövekedés hátterében 

valószínűleg az itt részletezett folyamatok érhetők tetten, melyet a piros IOS estében tompíthat a 

szövetben felhalmozódott RH-1838. 

 A korai post mortem változások (a szívmegállás után fél órán belül) értékeléséhez a kísérletek 

végső szakaszán (i.e. 400 s) regisztrált intenzitásgörbék meredekségét vettük alapul (4.2.7. ábra). 

Az RH-1838 fluoreszcenciája az SD-t követően egyenletes emelkedést mutatott (10,7±1,4 gl/min). 

Hasonlóképpen növekedett a zöld IOS intenzitása is (13,2±3,9 gl/min), ugyanakkor a piros IOS 

szinten maradt (-0,4±1,7 gl/min). Itt érdemes megemlíteni, hogy a vörösvértestek aggregációja 

(„pénztekercs képződés”) az arteriolákban az SD kialakulásakor kezdődött meg (86,1±8,4 s a 

hirtelen szívmegállást követően) (4.2.8. ábra). A jelenség első leírása szerint a vörösvértestek 

összetapadása a szívhalál utáni percekben indul meg,171 amivel megfigyeléseink teljes 

összhangban állnak. Ez a jelenség lehet az egyik oka annak, hogy a zöld IOS intenzitása az SD után 

fokozódott. Elképzelésünket alátámasztja a trombocita-aggregometria optikai alapelve is, mely 

szerint egy szuszpenzió fényelnyelése csökken, amikor a benne lévő partikulumok 

aggregálódnak.46 A zöld IOS SD utáni intenzitás-fokozódásának egy másik oka lehet, hogy a 

sztereotaxiás befogóban az állat feje a testhez képest magasabban helyezkedett el, így a 

szívműködés megszűnése után a gravitációnak köszönhetően a vér fokozatosan elszivároghatott 

az agykéregből. Elviekben a piros IOS intenzitásának a zöldhöz hasonlóan jeleznie kellett volna az 

érpályában zajló post mortem változásokat – bár gyengébb jelintenzitás-változásokkal, hiszen a 

hemoglobin fényelnyelése a piros hullámhosszon nagyon alacsony a zöld hullámhosszhoz képest 

(4.2.1. ábra). A piros IOS azonban a post mortem szaksz alatt egyenletesnek mutatkozott. Az SD 

kapcsán fentebb megfigyeltük, hogy az ozmotikus viszonyok változását a zöld IOS jól követi, míg a 

piros IOS kevéssé érzékeny rá (4.2.6. ábra). Ez alapján a zöld IOS intenzitásának post mortem 

emelkedésére valószínűbb magyarázat a szöveti homeosztázis szívmegállást követő felborulása,117 

melynek során az ionáramok, a szöveti acidózis és a vér-agy gát funkció romlása ödémát,147 így a 

szövet fénytörési tulajdonságainak megváltozását vonhatja maga után. Feltételezhető, hogy az 

RH-1838 fluoreszcenciájának post mortem intenzitás-fokozódása is ennek volt köszönhető, bár az 

adott körülmények között nem zárható ki a festék és a sejthártya közötti interakció jellegének 

megváltozása sem. Ezek alapján az RH-1838 fluoreszcenciájának post mortem intenzitás-

fokozódása a membránpotenicál-változástól független műterméknek tekintendő.  

 Az előző fejezetben (4.1. fejezet) megállapítottuk, hogy fiziológiás körülmények között az 

RH-1838 alkalmas az SD képi megjelenítésére. A hirtelen szívmegállás következményeit vizsgáló 

kísérleteink tanulságai szerint azonban, súlyos ischemiás állapotokban az RH-1838 
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fluoreszcenciájának értékelésekor figyelembe kell venni az agyi áramlási viszonyok 

megváltozásával összefüggő, műterméket képző tényezőket. A leglényegesebb közülük az agyi 

érhálózatban a hemoglobin deszaturációja, mely az RH-1838 gerjesztő és emissziós spektrumának 

fokozott elnyelése révén csökkenti a festék fluoreszcencia-intenzitását. Az ischemia indukciója 

után kialakuló SD-k azonosítását ez a körülmény nem akadályozza, bár az SD-k pontos 

kinetikájának jellemzését jelentősen megnehezítheti. 

 Eredményeink arra hívják fel a figyelmet, hogy az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitásának SD-t 

tükröző változását körültekintően, a hemoglobin szaturációjának figyelembe vételével kell 

értékelni. A fluoreszcencia-intenzitást minimálisan torzítják műtermékek, ha az SD áthaladásakor 

a szöveti mikrokerngésben a hemoglobin szaturációja megközelítőleg változatlan. Ilyen állapotnak 

tekintjük, amikor a szöveti perfúzió az SD bekövetkezte előtt percekkel leáll,10 és az SD kialakulását 

megelőzi a hemoglobin teljes deszaturációja. Az ép keringésű agykéregben is megbízhatóan jelzi 

az RH-1838 az SD-t, ahogy azt a fentebb bemutatott in vitro kísérleteink igazolták (4.1.1. fejezet). 

Fiziológiás körülmények között, közeli infravörös spektroszkópiai vizsgálatok (near infrared 

spectroscopy, NIRS) szerint az SD-vel nem jár hemoglobin deszaturáció. Épp ellenkezőleg, az SD-

re válaszként kialakuló hiperémia révén az oxigenált hemoglobin aránya átmenetileg 

megemelkedhet.416 Azonban az iszkémiás penumbrán áthaladva az SD gyorsan kimeríti a 

hemoglobin oxigéntartalékait, ami a festék fluoreszcenciáján egy hirtelen és jelentős 

intenzitásesést okoz. A nyilvánvaló műtermékkel későbbi munkánk során számolnunk kellett 

(5.3. fejezet). 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

Összefoglalva, kutatási céljaink szolgálatában létrehoztunk egy olyan, multi-modális képalkotó 

rendszert, amely a mezőpotenciál-változásokkal szinkronban meg tudja jeleníteni az agykérgi 

hemodinamika jellemző paramétereit is, mint a CBF, a CBV és a hemoglobin deszaturációja. A 

módszer lényeges és meghatározó jellemzője, hogy az agykérgi mezőpotenciál-változásokat és a 

csatolt hemodinamikai eseményeket megfelelő felbontással, térben és időben egyaránt meg tudja 

feleltetni egymásnak. Végezetül a képalkotás alkalmazásától fokális iszkéma modellben azt várjuk, 

hogy segítségével térben és időben meghatározható lesz a spontán kialakuló SD fókusza a primer 

iszkémiás lézióhoz képest. A módszer alkalmazása választ adhat a későbbiekben azokra a 

kérdésekre, hogy az iszkémia által különböző mértékben érintett kérgi területeken az SD milyen 

sajátosságokat mutatva terjed, és milyen dinamikával járulhat hozzá az iszkémiás lézió 

növekedéséhez. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemények: 

Obrenovitch TP, Chen S, Farkas E. Simultaneous, live imaging of cortical spreading depression and associated 

cerebral blood flow changes, by combining voltage-sensitive dye and laser speckle contrast methods 
Neuroimage. 2009;45(1):68-74. 

Farkas E, Bari F, Obrenovitch TP. Multi-modal imaging of anoxic depolarization and hemodynamic changes 

induced by cardiac arrest in the rat cerebral cortex. Neuroimage. 2010;51(2):734-42. 

 

4.3. Az agyszöveti pH változásainak megjelenítése pH-függő festékkel 
 

Kísérleteink előrehaladtával megfogalmazódott az a hipotézis, hogy az SD-vel járó szöveti 

acidózis meghatározó szerepet tölt be az SD-vel összefüggő neurodegeneráció létrejöttében. 

Kérdésként vetődött fel az is, hogy iszkémia során milyen szöveti pH viszonyok kedveznek az SD 

kialakulásának, vagy mutatnak egybeesést az SD terjedésével. A hipotézis igazolására és a 

felmerült kérdések megválaszolására kézenfekvő megközelítésnek adódott képalkotó 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 38 - 

rendszerünk kiegészítése egy új modalitással a szöveti pH monitorozására. Olyan pH indikátor 

módszer kidolgozását tűztük ki célul, amely nagy érzékenysége révén alkalmas kis pH változások 

kimutatására, megfelelő térbeli felbontást biztosít, stabil jelet ad, jel-zaj viszonya kedvező, és a 

vizsgált idegélettani jelenség lefolyását nem módosítja. Kísérleteink megtervezésekor az agykérgi 

pH változások képi megjelenítésére vonatkozó legátfogóbb tanulmányok a vitális neutrálvörös 

(3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin-hidroklorid; Neutral Red, NR) fluoreszcens pH indikátor 

festék használatára vonatkoztak,50,115 mely az intracelluláris pH (pHi) csökkenését fluoreszcencia-

intenzitásának fokozódásával jelzi. Az NR ideális idegszöveti pH indikátor, mert érzékenysége 

pH 6-8 közé esik, emissziós spektrumát más ionok koncentráció-változásai nem befolyásolják, nem 

toxikus az idegsejtekre nézve, valamint szisztémásan adagolható, mert lipofil tulajdonságának 

köszönhetően átjut a vér-agy gáton.22,49,217 Az NR az idegszövet sejttípusai között nem tesz 

különbséget; a neuronokat és a gliasejteket azonos affinitással jelöli. A festék a sejtek 

citoplazmájában, lizoszómákhoz és mitokondriumokhoz asszociálva halmozódik fel.217 Az NR 

használatát a szöveti pH változások megjelenítésére különösen releváns megközelítésnek 

tekintettük, hiszen a kisagyban a terjedő acidózis és depresszió jelenségét (mely nem azonos az 

SD-vel) az NR fluoreszcenciáján alapuló képalkotással azonosították és írták le.115 

Az agyszöveti pH mérésének hagyományos, elektrofiziológiai módja az ionszenzitív 

mikroelektróda alkalmazása. Az extracelluláris pH (pHe) meghatározása egy üveg mikrokapillárisba 

felszívott, protonra érzékeny, ioncserélő folyadékmembrán révén valósul meg.7,209,266 A módszer 

megbízható, nagyon pontos időbeli felbontással bír, és a mérések kivitelezésének technikai 

nehézségei ellenére évtizedek óta a legelfogadottabb eljárás az agyszöveti pH meghatározására. 

Ahhoz, hogy az NR-alapú képalkotással kapott eredmények hitelességét ellenőrizzük, és a 

képalkotó módszert validáljuk, laboratóriumunkban beállítottuk a pH-szenzitív mikroelektródák 

használatát is. 

 

Módszerek 

Kísérleteinkhez fiatal felnőtt (2 hónapos, n=20), hím Sprague-Dawley patkányokat használtunk. 

Az állatokat spontán légzés mellett orrmaszkon át N2O:O2 70 %:30 % gázelegyében belélegeztetett 

1,5-2 % izofluránnal altattuk. Testhőmérsékletüket rektális hőmérővel monitoroztuk, és 

visszacsatolásos elven szabályozott melegítőpárnával 37,1 és 37,4 oC között tartottuk (Harvard 

Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). A műtéti beavatkozás megkezdése előtt az állatokat atropinnal 

kezeltük (0,1 %, 0,05 ml, i.m.) a légzőszervi nyákképződés megelőzésére. A bal a. femoralisba 

polietilén katétert helyztünk a MABP invazív, folyamatos monitorozására, és artériás vér-gáz 

minták vételére. Az altatás mélységét számítógép képernyőjén folyamatosan megjelenített MABP 

és LFP regisztrátumok segítségével ellenőriztük. Végül az állatok fejét sztereotaxiás befogóba 

rögzítettük. Az állatok egy csoportjában pH-szenzitív mikroelektródát ültettünk az agykéregbe, a 

másik csoportot NR-alapú agykérgi képalkotáshoz készítettük elő. 

A pH-szenzitív mikroelektróda beültetéséhez a jobboldali parietális koponyacsonton fogorvosi 

fúró segítségével (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svájc) két, egymástól 5 mm 

távolságban lévő kraniotómiát hozutnk létre (4.3.1. ábra, A panel). A kemény agyhártyát mindkét 

koponyaablakban óvatosan megnyitottuk, majd a feltárt agykérgi felszíneket aCSF-el 

folyamatosan nedvesen tartottuk. A pH-szenzitív üvegkapilláris elektródákat Voipio és Kalila402 

szerint készítettük el, majd a rostralis kraniotómián keresztül mikromanipulátor segítségével 

ültettük be az agykéregbe. A pH-szenzitív mikroelektróda közvetlen szomszédságába egy 

fiziológiás sóoldattal feltöltött üvegkapilláris referencia-elektródát helyeztünk (d=20 m) a DC 

potenciál regisztrálására (4.3.1. ábra, A panel). Az elektródák közös referenciájaként és földelésként 

az állatok nyakbőre alá beültetett Ag/AgCl elektróda szolgált. A mikroelektródákat Ag/AgCl 

szálakkal kétcsatornás, magas bemeneti impedanciájú elektrométerhez csatlakoztattuk 
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(AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, U.S.A.). A H+ szöveti ionkoncentrációjának 

megfeleltethető feszültség jelet négycsatornás analóg izolátoron keresztül (NL 820, NeuroLog 

System, Digitimer Ltd, U.K.) úgy kaptuk meg, hogy a pH-szenzitív elektródával nyert jelből egy 

differenciál-erősítő révén (NL 834, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) kivontuk a referencia-

elektródával regisztrált feszültséget. A jelet további szűrés (NL 125, NeuroLog System, Digitimer 

Ltd, U.K.) és kondicionálás (NL 530, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) után digitalizáltuk 

(analóg-digitális átalakító: MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és 1 kHz-es frekvenciával 

mintavételeztük. A kísérletek során a regisztrátumokat valós időben számítógép monitoron 

jelenítettük meg, és a későbbi elemzésekhez számítógépen tároltuk (szoftver: AcqKnowledge 

4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). Az extracellulárs szöveti pH értékeket további jelfeldolgozás 

révén a nyers, mV-os skáláról lineáris regresszióval, legkisebb négyzetes módszer alkalmazásával 

kaptuk meg. 

A lokális CBF változásainak követésére az agyfelszín közelében a mikoelektródák kérgi belépési 

pontjára irányított lézer-Doppler szondát helyeztünk el (Probe 403, PeriFlux 5000; Perimed AB, 

Svédország) (4.3.1. ábra, A panel). A lézer-Doppler jelet a pH regisztrátummal és a DC potenciállal 

együtt digitalizáltuk (MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), az elektrofiziológiai regisztrátumokkal 

szinkron számítógép monitoron jelenítettük meg, és későbbi feldolgozásra tároltuk 

(AcqKnowledge 4.2.0, Biopac Systems, Inc. U.S.A.). Az elkészült preparátum köré Faraday-kalitkát 

helyeztünk. 

 A caudalis kopnyoablakot a későbbiekben SD kiváltására használtuk úgy, hogy 1 M KCl-al 

átitatott, méretre vágott szűrőpapír darabot helyeztünk a feltárt agykérgi felszínre. A 

szűrőpapírdarabkát közvetlenül minden egyes SD sikeres kiváltása után eltávolítottuk, és a 

koponyaablakot aCSF-el gondosan átmostuk. Tíz perces alapszakasz felvétele után minden egyes 

preparátumon három SD-t váltottunk ki 15 perces időközönként. 

 

 
4.3.1. ábra. Az agykérgi pH kísérletes monitorozásához készített preparátumok. A: A szöveti pH mérése 
elektrofiziológiai elven. Két kis kraniotómiát alakítottunk ki a patkány jobb oldali parietális csontján 
(fekete körök). A caudalis pozícióból 1 M KCl-el kiváltott terjedő depolarizációkat (SD) a rostralis 
pozícióból regisztráltuk. B: A multi-modális képalkotáshoz készített preparátum. A parietális 
koponyacsonton zárt koponyaablakot hoztunk létre a neutrálvörös (NR) festékkel feltöltött agykérgeg 
vizsgálatára (pirossal kitöltött feket ellipszis). A koponyaablak medialis peremébe beépítettünk egy 

mikrodialízis pumpához csatlakoztatott üvegkapillárist, melyen keresztül 1 l 1 M KCl-el váltottunk ki SD-
ket. A koponyaablak lateralis pereme mentén egy intrakortikális üvegkapillárist ültettünk be az LFP és a 
DC potenciál regisztrálására. C: A multi-modális képalkotás (B) és az elektrofiziológiai módszer (A) 
kombinációja. 

 

Az agykérgi pH változásainak NR-alapú, kép megjelenítéséhez a jobb parietális csonton zárt 

koponyaablakot alakítottunk ki (4.3.1. ábra, B panel). A koponyaablak elkészítése egyezett a 

korábban bemutatott módszerekkel (4.1. fejezet), annyi módosítással, hogy az ablak méretét 

csökkentettük. A teljes parietális csont eltávolítása helyett a koponyacsonton egy kb. 4,5  4,5 mm 
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területű trepanációt hoztunk létre. A koponyaablak medialis peremébe beépítettünk egy 

mikrodialízis pumpához (CMA/100, CMA/Microdialysis, Solna, Svédország) csatlakoztatott 

üvegkapillárist, melyen keresztül 1 l 1 M KCl beinjektálásával váltottunk ki SD-ket. Az SD-k 

kiváltása praktikus okok miatt annyiban tért el a fentebb bemutatott elektrofiziológiai 

méréssorozattól, hogy a KCl a zárt koponyaablakban kihígult, míg nyílt koponyaablak esetén az 

KCl-lel átitatott papírvatta eltávolítását a kérgi felszín gondos aCSF átmosása követte. A zárt 

koponyaablak lateralis széle mentén beültettünk továbbá egy intrakortikális üvegkapilláris 

mikroelektródát (d=20 m), mely az SD-k kiváltásának helyével szemben, attól távol helyezkedett 

el az SD kialakulásának és terjedésének igazolására. A mikroelektróda és a nyak bőre alá beültetett 

Ag/AgCl referencia elektróda segítségével LFP-t és DC potenciált regisztráltunk. 

Az elektrofiziológiai jeleket magas bemeneti impedanciájú előerősítőn keresztül átvezetve 

(NL 102G, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) differenciál-erősítővel (NL 106, NeuroLog System, 

Digitimer Ltd, U.K.), és a hozzá tartozó szűrőkkel és kondícionálókkal (NL 125, NL 530, NeuroLog 

System, Digitimer Ltd, U.K.) regisztráltuk. A hálózati frekvencia-okozta zajt (50 Hz) analóg 

lyukszűrővel küszöböltük ki (HumBug, Quest Scientific Instruments Inc., Kanada). A jelet 

digitalizáltuk (analóg-digitális átalakító: MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és 1 Hz-es 

frekvenciával mintavételeztük. A regisztrátumokat valós időben számítógép monitoron 

jelenítettük meg, és a későbbi elemzésekhez számítógép merevlemezén tároltuk (szoftver: 

AcqKnowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). Egy kísérlet esetén sikeresen kombináltuk a pH 

mérés két, eltérő módszerét, azaz a zárt koponyaablak preparátumba pH-szenzitív 

mikroelektródát is ültettünk (4.3.1. ábra, C panel). 

Végül a szövetet NR festékkel (Sigma-Aldrich) töltöttük fel, melyet 30-35 perccel az adatgyűjtés 

megkezdése előtt, 2  1 ml volumenben, 35 mM koncentrációban, fiziológiás sóoldatban oldva, 

i.p. adagoltunk az állatoknak.217 Az agyszövet megközelítőleg 25-30 perc alatt telítődött a festékkel 

(4.3.2. ábra). 

 

 

 
4.3.2. ábra. A patkány agykéreg telítődése 
neutrálvörös (3-amino-m-dimetilamino-2-
metilfenazin-hidroklorid; Neutral Red, NR) 
festékkel az idő függvényében. Az ábrázolt, 
reprezentatív kísérletben az NR oldatot (35 
mM, fiziológiás sóoldatban) ismételt 
intraperitóneális (i.p.) injekcióval, sziszté-
másan jutattuk be. Az injekciók idejét az 
adott kísérlet alapján készült grafikonon 
függőleges szaggatott vonalak jelzik. 

 

 Videó felvételek készítéséhez a fentebb bemutatott, laborunkban kialakított, multi-modális 

képalkotó rendszert használtuk (4.2.2. fejezet). Az eddigiekben bevezetett négy modalitás közül 

az RH-1838-at az NR-el helyettesítettük. A képalkotást a korábbiakhoz képest a következő 

módosításokkal hajtottuk végre. A kéregben felhalmozódott NR-t a sávszűrővel felszerelt, zöld 

LED-el gerjesztettük (=540-550 nm) felvillanó üzemmódban, másodpercenként 100 ms hosszan. 

Az első, fluoreszcenciát rögzitő kamera estén a fény útjába az NR emissziós spektrumára 

optimalizált, 625 nm hullámhosszra centrált, 50 nm sávszélességű optkai sávszűrőt helyeztünk 

(XF3413-625QM50; Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.). A zöld és piros IOS képsorokat az 

előzőekhez képest változatlanul rögzítettük. A felvett modalitásokat háttérképek felvételével is 
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kiegészítettük úgy, hogy a két kamera az NR és a zöld IOS felvételeknél alkalmazott 100 ms-os ideig 

exponált a fényforrások felvillanása nélkül. A LASCA áramlási térképek készítéséhez új eszközöket 

állítottunk be. A 660 nm hullámhosszon világító lézer diódát (120 mW; HL6545MG,Thorlabs Inc., 

New Jersey, U.S.A.) a tápegység (LDTC0520, Wavelength Electronics, Inc., Bozeman, U.S.A.) 

160 mA áramerősséggel üzemeltette. A lézer dióda felvillanó módban másodpercenként 2 ms 

hosszan világította meg a preparátumot. Az áramlási térképek számításához egy a 

munkacsoportunk közleményt tekintettünk irányadónak.94 Az eszközök összehangolt működését 

egy LabView környezetben írt, Windows háttéren futó a program segítette. 

Az optikai jelintenzitások változását a már bevezetett módszerrel értékeltük (4.2.1. fejezet). Az 

egymással párhuzamos képsorokra azonos pozícióban helyeztünk el ROI-kat (19 × 19 pixel; 

~70 × 70 m) az intenzitásértékek kiolvasására. Az NR fluoreszcens képsorokból nyert 

intenzitásgörbék feldogozásánál fontos szempontnak tekintettük az RH-1838 esetén ismertetett 

műtermékek kiküszöbölését. Az RH-1838 fluoreszcenciájának feldolgozásához képest az NR 

fluoreszcencia-intenzitásának helyes értékelése összetettebb feladatnak bizonyult, mert a 

hemoglobin fényelnyelése az NR gerjesztő tartományában (=540-550 nm) a legjelentősebb, és 

az NR emissziós hullámhosszán (=600-650 nm) is számottevő. Ezen körülmény következménye, 

hogy az SD-vel járó hemodinamikai válasz az NR SD-vel összefüggő fluoreszcencia-intenzitását 

jelentős mértékben, a hemodinamikai válasz kinetikája szerint, szöveti pH-tól függetlenül 

módosítja, gyengíti. Körültekintően kellett eljárnunk a festék fakulásának korrekciójával is, mert 

az NR fluoreszcenciájának gyengülése az idő múlásával fokozódott. A nyers, optikai jeleket ezért 

olyan, korábban erre a célra bevezetett matematikai módszerek felhasználásával korrigáltuk, 

melyek a kísérleti modell mindezen tulajdonságait figyelembe vették.363  

A részletes analízis során az első SD-t (SD1) és a később, ismételten kiváltott SD-ket (rSD) külön 

értékeltük. Ebben a fejezetben az SD-vel járó szöveti pH változások jellemzésére szorítkozunk; a 

hemodinamikai válaszokat fentebb részletesen elemeztük (4.1. és 4.2. fejezet), illetve a 

disszertáció későbbi fejezeteiben referenciaként tárgyaljuk (5.4. fejezet). A pH változások 

számszerűsítéséhez a domináns acidózis maximális amplitúdóját és a fél amplitúdónál mért 

időtartamát határoztuk meg. A kapott eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A 

statisztikai analízishez SPSS szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, 

IBM Corp., U.S.A.). Ahol relevánsnak adódott, az eredmények értékelését ismételt variancia-

analízissel végeztük (p<0,05*), melyet páronkénti összehasonlítás követett. 

 

Eredmények, és azok értelmezése 

 Az idegszöveti pHi képi megjelenítése során minden egyes SD-vel az NR fluoreszcencia-

intenzitásának megbízhatóan reprodukálható, tranziens emelkedését figyeltük meg (e.g. rSD-re 

vonatkozó maximális kitérés: 0,234±0,10 F/F; félamplitúdónál mért időtartam: 39,8±13,8 s), 

mely a kiváltás helyétől kiindulva haladt át a látótéren (4.3.3. ábra). Az optikai jelintenzitás 

emelkedése kétségkívül az SD-hez társuló jelenség volt, mert az SD szinkron kialakulását igazolta 

az elektródával elvezetett DC potenciál SD-re jellemező, tranziens, negatív kitérése, és az LFP ezzel 

együttjáró depressziója. Az NR fluoreszcencia-intenzitásának erősödésével jelzett intracelluláris 

acidózis továbbá térben és időben együtt jelentkezett az SD-hez csatolt, LASCA-val rögzített 

hiperémiával (4.3.3. ábra). 

Az NR fluoreszcencia a neuronok és gliasejtek összesített pHi tranzienseit mutatta, ha 

elfogadjuk, hogy mindkét sejttípus azonos affinitással veszi fel a festéket, és hogy az optikai jelhez 

a kérgi érhálózatban keringő NR hozzájárulása elhanyagolható.217 Az ép keringésű agykéregben az 

asztrociták pHi-ja megközelítőleg 0,28 egységnyit tolódik el alkalotikus irányba az SD során.60 

Ugyanakkor a neuronok SD-vel összefüggő pHi változásáról sokkal kevesebbet tudunk. Egy a 

közelmúltban végzett tanulmány a neuronok intracelluláris acidózisára szolgáltatott bizonyítékot 
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az SD alatt úgy, hogy neokortikális agyszeletekben szelektíven az idegsejteket töltötték fel 

fluoreszcens, pH-szenzitív festékkel (BCECF).425 Mindezek alapján azt feltételezzük, hogy az SD 

során az NR fluoreszcenciával megjelenített pHi döntő mértékben a neuronok acidózisát tükrözi, 

mely felülírja az optikai jelben az asztrociták alkalózisát. 

 

 
4.3.3. ábra. A nyers (i.e. a hemoglobin fényelnyelésére nem korrigált) neutrálvörös (Neutral Red, NR) és 
lokális agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) képsorok, azok meghatározott pontjaiból (region of 
interest, ROI) nyert intenzitásgörbék, és a beültetett elektródával elvezetett elektrofiziológiai változók 
(DC potenciál és mezőpotenciál – LFP) egy terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) 
áthaladását szemléltetik a látótéren. A: A zárt koponyaablak elhelyezkedése a parietális kéreg felett. B: A 

feltárt agykérgi felszín zöld megvilágításnál (=540-550 nm). Az SD kiváltásának helyéhez közel (ROI1) és 
attól távol (ROI2) olvastuk ki a C panelen megjelenített intenzitásváltozásokat. A nyilak az SD kiváltását 
szolgáló üvegkapilláris hegyét (S) és az elektrofiziológiai változók elvezetése céjából beültetett 
mikroelektródát (E) jelölik. C: Az idősorok az NR fluoreszcencia-intenzitásának (piros) és a CBF (fekete) 
SD-vel összefüggő változásait mutatják. Az SD kialakulását a DC potenciál tranziens, negatív kitérése, és 
az LFP átmeneti depressziója igazolta (zöld). Az NR intenzitásgörbék felett sorban lefelé mutató fekete 
háromszögek a D és E paneleken látható felvételpárok időbeli mintavételi helyét jelölik. D: A 
reprezentatív felvételeken az SD-hez társuló szöveti acidózist az NR fluoreszcencia-intenzitásának 
emelkedése (melegebb színárnyalat) jelöli. E: A lézer-folt interferencia kontraszt analízissel (laser speckle 
contrast analysis, LASCA) számított áramlási térképek az SD-hez társuló CBF változást jelenítik meg. A 
sorozat képein a melegebb színek a magasabb áramlási viszonyoknak felelnek meg. A monokróm 
kamerák által készített 16 bites fekete-fehér felvételeket a D és E sorozaton szoftveresen pseudo-color 
alkalmazásával színeztük. A képsoroktól jobbra feltüntetett színskálák a színezéshez felhasznált szürke 
sávtartományt jelölik.  

 

 Párhuzamos kísérleteinkben, pH-szenzitív mikorelektródát alkalmaztunk, és az SD-vel járó pHe 

változásnak három, egymást követő fázisát azonosítottuk. Egy kezdeti, rövid acidózist egy gyors, 

szintén rövid ideig tartó alkalotikus kitérés követett, végül egy domináns, hosszabban elhúzódó, 

tranziens acidózis alakult ki (4.3.4. ábra, A panel). A kezdeti acidózis majdnem teljes bizonyossággal 

mérési artefaktumnak tekinthető. A műtermék abból adódott, hogy a pH-szenzitív 

mikroelektródával direkt mért feszültségváltozásból kivontuk a referencia-elektródával regisztrált 

feszültség jelet, hogy a kettő különbségéből adódóan valós pH változásokat jeleníthessünk meg. 

Mivel a két elektróda hegyét a legprecízebb mikromanipulátorral sem lehet tökéletesen egy 

pontba helyezni, az elektródák hegyének térbeli eltérése eredményezi a kivonás révén a kezdeti 

savas irányú kitérést.266 Az SD-hez társuló pH válasz második, alkalotikus eleme a sejtekből az 

extracelluláris térbe áramló bikarbonátnak, illetve a szöveti laktát koncentráció rövid 
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csökkenésének tulajdonítható.132,209,267 Végül az SD-vel járó domináns acidózist döntően a szöveti 

laktát jelentős mértékű felszaporodása eredményezhette.332 

Az első SD-vel (SD1) a szöveti acidózis maximális kitérése 0,38±0,09 pH egységnyinek bizonyult, 

így a kiindulási 7,31±0,04 pH értékről átmenetileg 6,93±0,09-ra csökkent a szövet kémhatása. Az 

acidózisból nagyon lassú visszatérést tapasztaltunk – még a 15 perccel később kiváltott SD2 előtt 

sem rendeződött a szövet kémahtása a kiindulási alap értékre (pH 7,17±0,11 vs. 7,31±0,04), ami 

egyezik a felszaporodott laktát viszonylag lassú újrahasznosulásával, vagy késleltetett 

eltávolításával a véráram révén.132,332 A szöveti pH fokozatosan, az SD3 kiváltását megelőzően 

közelítette meg ismét az SD1 kiváltása előtti kiindulási értéket (pH 7,26±0,05) (4.3.3. ábra, 

B-C panel). Érdekes egyezés az SD-hez társuló szöveti pH változás és a CBF változás között, hogy 

több, egymást követő SD kiváltása esetén jellemzően csak az SD1 után figyelhető meg elhúzódó, 

enyhe szöveti acidózis és a hiperémiát követő oligémia is (lsd. 4.1.2. fejezet). A későbbi rSD-k 

esetén (SD2 és SD3) átlagban 7,26±0,09-ról, az acidózis maximumánál mért 0,33±0,10 pH 

egységgel, 6,93±0,16-ra csökkent a szöveti pH. Számszerű mérési adataink teljes összhangban 

állnak korábbi megfigyelésekkel.267,350 

Az NR fluoreszcencia-intenzitás SD-vel összefüggő emelkedését az elektródával regisztrált 

szöveti pH változás végső elemeként azonosított markáns acidózisnak feleltettük meg (4.3.4. ábra, 

A-B panel). Az egyezést szemléletesen támasztja alá, hogy az acidózis félamplitúdónál mért 

időtartama a két módszerrel kapott pH idősorokon szinte egyezőnek adódott (rSD eseményekre 

nézve: 39,8±13,8 vs. 40,2±8,1 s; NR alapú képalkotás vs. pH-szenzitív mikroelektróda). Ez a 

megfigyelés azt is sejteti, hogy az SD során az NR fluoreszcenciával jelzett és pH-szenzitív 

mikroelektródával mért intra- és extracelluláris acidózis nagyon hasonló dinamikát mutat. 

Megfigyelésünket alátámasztja, hogy a sejtekben újonnan képződő laktát laktát-proton 

kotranszprot útján gyorsan ürül az interstícium felé,405 és hogy a pHi és pHe egymással 

párhuzamosan csökken a szöveti laktát koncentráció emelkedésének függvényében agyi ischemia 

során.198 

 

 
4.3.4. ábra. A neutrálvörös (Neutral Red, NR) fluoreszcencia-intenzitásának emelkedése és az 
elektródával regisztrált szöveti pH változás összehasonlítása terjedő depolarizáció (spreading 
depolarization, SD) során. A: A pH-szenzitív elektródával nyert jel (kék) és az NR fluoreszcencia (piros) 
kinetikája a sorozatban kiváltott második SD-re nézve (SD2). A savas irányú kitérést felfelé ábrázoltuk. 
Mindkét idősor (i.e. kék és piros) külön kísérletekből származó SD-k átlagát szemlélteti (n=6, mindkét 
vonaldiagramra nézve). B: Reprezentatív pH-szenzitív mikroelektródával regisztrált (kék) és NR 
fluoreszcencia (piros) idősorok a szöveti pH alakulását ábrázolják az SD-k során, valamint az SD-k közötti 
intervallumokban. Mindkét módszerrel kimutatható, hogy az első SD-t követően (SD1) a szöveti pH 
elhúzódóan enyhén savas marad az SD-k kiváltását megelőző alaphoz képest. A szöveti pH-t a szürke 
nyílhegyekkel jelölt időpontokban a C panelen számszerűsítve ábrázoltuk. C: Szöveti pH értékek az SD-k 
közötti intervallumokban, a B panelen nyílheggyel jelzett időpontokra nézve. Az adatokat átlag±stdev 
formában ábrázoltuk (n=6). Az adatok értékelését ismételt variancia-analízissel végeztük (F=5,724; 
p<0,05*); a páronkénti összehasonlítás eredményét a grafikonon jelöltük (p<0,05* vs. SD1). 
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A jelek eltérő forrása (intra- vs. extracelluláris) magyarázhatja továbbá azt, hogy az NR 

fluoreszcencia az elektródával mért kezdeti alkalotikus kitérést nem jelezte (4.3.4. ábra, A-B panel). 

Ha a kezdeti, extracelluláris, tranziens alkalózist részben a sejtekből kiáramló bikarbonát 

okozza,209,267 akkor az intracelluláris pH ellentétes irányba kell, hogy kitérjen. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Összefoglalva, eredményeink alapján elmondható, hogy a szöveti pH NR alapú képi 

megjelenítését sikeresen valósítottuk meg az SD-vel járó acidózis nyomon követésére. Kísérleteink 

továbbá egyedülállóak abban a tekintetben, hogy pH-szenzitív mikroelektródával is hitelesítettük 

képalkotó eljárásunkat, melyet minden korábbi, NR fluoreszcenciát kihasználó vizsgálat 

nélkülözött. A módszer integrálása a laboratóriumunkban létrehozott multi-modális képalkotó 

rendszerbe továbbá egyedi lehetőséget biztosít az agykérgi pH- és a hemodinamikai változások 

szinkron, térbeli és időbeli monitorozására. A kidolgozott eljárás további kutatásaink során jól 

alkalmazhatónak bizonyult például arra, hogy iszkémia során az agykérgi pH változásait 

összefüggésbe hozzuk az agyi keringési válaszokkal (5.4. és 6.2. fejezet), illetve hogy feltárjuk az 

SD-vel kapcsolatos szöveti acidózisra vonatkozó életkori sajátosságokat (7.4. fejezet). 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Menyhárt Á, Zölei-Szénási D, Puskás T, Makra P, M.Tóth O, Szepes BÉ, Tóth R, Ivánkovits-Kiss O, 

Obrenovitch TP, Bari F, Farkas E. Spreading depolarization remarkably exacerbates ischemia-induced tissue 

acidosis in the young and aged rat brain. Sci Rep. 2017;7(1):1154. 

 

5. Az iszkémiás agykéregben kialakuló agykérgi terjedő 

depolarizáció és a csatolt keringési és metabolikus változások 

jellegzetességei, kórélettani jelentősége 
 

5.1. Az agykérgi terjedő depolarizáció térbeli mintázata iszkémiás agykéregben: 

permanens, fokális előagyi iszkémia 
 

Háttér 

Munkánk kezdetén laborunkban beállítottunk egy feszültségfüggő festéket alkalamzó 

képalkotó rendszert a KCl-al kiváltott SD-k megjenelítésére a sértetlen patkány agykéregben (4.1. 

fejezet). Miután meggyőződtünk a módszer hitelességéről és megbízhatóságáról, az eljárást a 

permanens, fokális előagyi iszkémia patkány modelljében alkalmaztuk spontán kialakuló SD 

események vizsgálatára. A klasszikus, intraluminális filamentummal létrehozott arteria cerebri 

media elzárás (middle cerebral artery occlusion, MCAO) helyett az MCA disztális szakaszán (dMCA) 

végeztük az érelzárást, melyet a temproláis koponyacsont megnyitásával tártunk fel (dMCAO). A 

preparátum előnye az MCAO-hoz képest, hogy a képalkotás céljára hozzáférhető agykéregben 

idéz elő iszkémiát a striátum érintettsége nélkül, és a képalkotáshoz sztereotaxiás befogóban 

rögzített állaton is létre lehet hozni, mégpedig úgy, hogy közben a kérgi látótér szinte megszakítás 

nélkül, folyamatosan tanulmányozható. 

Kísérletsorozatunk konkrét célja az volt, hogy megállapítsuk a fokális iszkémia akut szakaszában 

spontán jelentkező SD-k kialakulásának helyét, tulajdonságait (pl. tranziens vagy permanens), 

időbeli és térbeli mintázatát. A módszer korlátait figyelembe véve arra kívántunk következtetni, 

hogy az SD milyen módon és mértékben járul hozzá az iszkémiás lézió fejlődéséhez, éréséhez. 
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Módszerek 

Felnőtt, hím Sprague-Dawley patkányokat (260-380 g; Harlan UK Ltd., Bicester, U.K.; n=10) 

1,5-2,0 % halotánnal altattunk N2O:O2 gázkeverék 2:1 arányú elegyében belélegeztetve, majd a 

fentebb ismertetett módon (4.1.2. fejezet) zárt koponyaablakot alakítottunk ki a jobb parietális 

kéreg felett a következő módosításokkal. Az SD kísérletes kiváltására szolgáló üvegkapilláris 

beültetését elhagytuk, mert az iszkémia során spontán kialakuló SD-ket vizsgáltunk. A 

koponyaablakot az agykéreg felett frontális irányba előrébb helyeztük a bregma varratra, hogy az 

MCA ellátási területét monitorozhassuk (5.1.1. ábra). A jobb temporális koponyacsontról a 

musculus temporalis-t leválasztottuk és elhúztuk, majd a dMCA felett a csonton fogorvosi fúrót 

használva (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svájc) egy második, laterális kraniotómiát 

hoztunk létre, melyben a keményagyhártyát is eltávolítottuk (5.1.1. ábra). A későbbiekben az így 

feltárt dMCA elektrokoagulációjával indukáltunk permanens fokális előagyi iszkémiát. Négy 

kísérlet esetén a CBF lokális változásainak követésére lézer-Doppler szondát (Probe 411, PeriFlux 

5000; Perimed UK Ltd., Bury St Edmunds, U.K.) építettünk a parietális koponyaablakba (4.1.2. 

fejezet) a dMCA ellátási területe fölé, hogy igazoljuk at iszkémia kialakulását, és megbecsüljük 

annak mértékét. Végül az SD-re jellemző mezőpotenciál-változásokat a már részletesen 

bemutatott optikai képalkotó eljárással jelenítettük meg, amely a DC potenciállal analóg jelet adó 

RH-1838 feszültségfüggő festék fluoreszcenciáját használja ki (4.1.2. fejezet). Képsoronként 

számos ROI-t helyeztünk el olyan pozíciókban, hogy a megjelenő SD-k fókuszához közel és azoktól 

távol is kiolvashassuk az RH-1838 fluoreszcenciájának intenzitásváltozát. A kapott 

intenztásgörbéket az RH-1838 fakulásának korrekciója után analizáltuk (4.1.2. fejezet). A kapott 

eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízist SPSS szoftverrel végeztük 

(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); az  értékeléshez ismételt 

variancia-analízist (ANOVA) használtunk (p<0,05*), melyet páronkénti összehasonlítás követett 

(p<0,05*; p<0,01**). 

 

 

5.1.1. ábra. Koponyaablakok kialakítása a 
patkány jobboldali parietális agykérge felett a 
bregma varraton (A; függőleges szaggatott 
vonal) optikai képalkotó eljáráshoz (B; 
felülnézet), és a jobb temporális csonton az 
arteria cerebri media disztális szakaszának 
(dMCA) feltárásához, majd elzáráshoz (C; 
oldalnézet). A D panel a valós, elkészült 
preparátumot mutatja be. Rövidítések: aCSF: 
mesterséges cerebrospinális folyadék (artificial 
cerebrospinal fluid); LDF: lézer-Doppler 
áramlásmérő (Laser-Doppler flowmetry). 
 

 

Az agyi perfúzió jellegzetességei 

A lézer-Doppleres áramlásmérés eredménye megmutatta, hogy a dMCA kérgi ellátási területén 

az artéria elzárását (dMCAO) követően a CBF hozzávetőlegesen 25-47 % között mozgott a 

kiindulási alapáramláshoz képest (5.1.2. ábra). A jelentős szórást az eredményezhette, hogy a 

dMCA elágazási mintázata a Sprague-Dawley patkány törzsben az állatok között jelentős 

anatómiai változatosságot mutat.135 Hozzájárulhatott a mérési eredmények szórásához az is, hogy 

a lézer-Doppler szondát állatonként valamellyest eltérő pozícióban, az adott lefutású piális 

érhálózatot elkerülve helyeztük el. A dMCAO-t követő, stabilan alacsony CBF igazolta tehát, hogy 

a képalkotáshoz kialakított látótéren permanens iszkémiás állapot jött létre. Az áramlási értékek 
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végül arra engedtek következtetni, hogy jó megközelítéssel a fokális iszkémiás góc penumbra 

régióját tanulmányoztuk, melyre leginkább a 20-40 %-os CBF tartomány jellemző.10 

Az SD-hez csatolt CBF változás érdekes módon csak az első SD (SD1) esetén rajzolódott ki jól 

láthatóan (5.1.2. ábra). A CBF válaszreakció kinetikája a sorozatban ismétlődő események közül 

tipikusan első SD-re jellemzően alakult,16 azaz a kezdeti áramlásesést markáns hiperémia, majd 

hosszan elhúzódó oligémia követte (lsd. 4.1.2. fejezet). A dMCAO után később ismétlődő SD 

eseményekhez (recurrent spreading depolarization, rSD) nem társult értékelhető CBF változás 

(5.1.2. ábra), hasonlóan egy előző közleményben leírtakhoz.20 A CBF változás elmaradásának oka 

lehet, hogy az iszkémia előidézésekor a vazodilatátor adenozin termelődése fokozódik, és az ATP 

szint csökkenése is értágító a vaszkuláris simaizomsejtek KATP csatornáinak nyitása révén.65 

Valószínű, hogy így az rSD-k megjelenésekor a dMCA ellátási területén az arteriolák már 

maximálisan kitágultak, ami nem tette lehetővé az SD-hez csatolt hiperémia további létrejöttét.  

 

 
5.1.2. ábra. Az agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) alakulása az arteria cerebri media disztális 
szakaszának elzárását követően (distal middle cerebral artery occlusion, dMCAO). A: Reprezentatív CBF 
diagram a terjedő depolarizációk (spreading depolarization, SD) megjelölésével. Rövidítések: SD1: első 
SD; rSD blokk: ismétlődő SD-k csoportja. B: A CBF relatív változásának számszerűsítése a dMCAO után. Az 
adatokat átlag±stdev formában adtuk meg (n=3). A statisztikai értékeléshez ismételt variancia-analízist 
(ANOVA) használtunk (F=153,517; p<0,006**), melyet páronkénti összehasonlítás követett az 
alapáramláshoz (100 %) képest (p<0,05*; p<0,01**). 

 

A terjedő depolarizációk mintázata 

Az SD1 a dMCAO után rövidesen, átlagban 3,3±0,4 perccel terjedt a látótérbe a koponyaablak 

laterális pereme felől (5.1.3. ábra, A panel). Az esemény valószínűleg nem az iszkémiával 

összefüggésben, hanem a dMCAO-t kialakító műtéti beavatkozás eredményeként (i.e. a kéreg 

mechanikai érintése révén) alakult ki. Ezt a feltevést támasztja alá egyrészt az, hogy az SD1 a 

temporális koponyaablak felől érkezett a látótérbe. Másrészt, ha figyelembe vesszük a dMCAO és 

az SD1 észlelése között eltelt időt (3,3±0,4 min), valamint az SD1 átlagos terjedési sebességét 

(4,2±0,5 mm/min), az SD1 fókusza szintén megfeleltethető volt térben és időben a dMCA 

elektrokoagulációjával. Ezért érdeklődésünk középpontjába a dMCAO után később megjelenő, az 

iszkémiával összefüggő rSD események kerültek. 

Az rSD-k döntő többsége ponteszerű fókuszból, radiálisan szétterjedve jelent meg a látótérben 

(5.1.4. ábra). Ritka esetben az rSD a kéreg egy nagyobb területén egyidejűleg jött létre, jól 

körülhatáró fókusz nélkül (lásd: rSD1 az 5.1.3. ábra A panelén). Nedergaard és Hansen273 

valószínűleg ugyenzt a jelenséget figyelte meg fokális iszkémiában, amikor egymástól 1-7 mm 

távolságra beültetett intrakorikális mikroelektródákkal az SD-re jellemző negatív DC potenciál 

kitérést több pontból egyidőben vezette el.273 
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Az első rSD a dMCAO után 58,1±8,9 perccel alakult ki. Az időbeliség megfelel az SD-k 

mintázatának a klasszikus, intraluminális filamentummal létrehozott MCAO modellben,168,280,417 

bár az eddigi, elektrofiziológiai megközelítésen alapuló tanulmányok az SD fókuszát nem tudták 

azonosítani Az első rSD-t gyakran közel azonos pontból kiindulva, 1,5-4 perces időközönként 

rögtön további 2-3 rSD követett. A rSD-k gyors egymás utáni mintázata egy jól meghatározható 

rSD blokkot alkotott (5.1.5. ábra), mely emlékeztet az SD-k csoportos időbeli mintázatára SAH-on 

átesett betegekben.29 Végül az rSD blokkhoz viszonyítva 20-26 perccel később (78,4±2,9 perccel a 

dMCAO után) újabb, egymástól független rSD eseményeket azonosítottunk (pl. rSD3-4 az 5.1.5. 

ábrán). A kései rSD-k eltértek az rSD blokk eseményeitől abban a tekintetben is, hogy kivétel nélkül 

pontszerű fókuszból indultak ki, az rSD blokk eredetétől távol (1,5-2 mm). 

Az rSD-k fókusza a bregmától anterior 1,5 mm és posterior 3 mm közé, illetve a fissura 

longitudinalis-tól laterálisan 1-5 mm közötti távolságra esett. A kései rSD-k az rSD blokkhoz képest 

jellemzően anterior irányban alakultak ki (5.1.3. ábra B panel). Az rSD-k fókuszának topográfiája jó 

egyezést mutatott egy korábbi közlemény eredményeivel, ahol a parietális kéregben a fokális 

iszkémia során jelentkező SD-ket IOS képalkotással figyelték meg.54 

 

 

5.1.3. ábra. Fokális előagyi iszkémiával összefüggő 
terjedő depolarizációk (spreading depolarization, SD) 
fókuszpontjai. A: Egy reprezentatív kísérlet során 
azonosított SD-k kiindulási helyét vagy hullámfrontját 
szaggatott vonalak jelzik; az SD-k terjedési irányát nyilak 
mutatják. Az SD1 a temporális koponyaablak irányából 
lépett a látótérbe. Az első visszatérő SD (recurrent 
spreading depolarization, rSD1) egyidőben jelent meg egy 
nagyobb szöveti felszínen, azonosítható fókuszpont 
nélkül. B: A fekete pontok blokkban ismétlődő rSD-k 
fókuszát jelölik; a fehér pontok későbbi, egyedül álló rSD-
k kialakulási helyét ábrázolják az összes kísérletet 
összegezve (n=6). A vékony vonallal körülhatárolt terület 
olyan rSD-re vonatkozik, melynek az A panelen 
megjelenített rSD1 eseményhez hasonlóan jól 
körülhatárolható fókuszpontja nem volt. 

 

A feszültségfüggő festékkel végzett első kísérleteink szerint az SD-t az intakt keringésű 

kéregben az RH-1838 fluoreszcenciájának erősödése kísérte (4.1.2. fejezet) (4.1.5. ábra). A 

hiperpolarizáció alatt az optikai jel intenzitása a kiindulási érték alá csökkent, ami annak 

tulajdonítható, hogy az ekkor maximumát elérő, SD-vel járó hiperémia erősebben nyeli el a 

festéket gerjesztő és emittált fényt (4.2.1. fejezet) (4.2.3. ábra). A hirtelen szívmegállás után 

megjelenő SD vizsgálata során azt is megállapítottuk, hogy a hemoglobin deszaturációja is gyengíti 

az RH-1838 jelintenzitását (4.2.2. fejezet) (4.2.7. ábra). A dMCAO modellünkben az rSD-k 

fókuszánál egy sötét foltot (fluoreszcencia gyengülése) keskeny, világos gyűrű vett körül 

(fluoreszcencia fokozódása), majd az SD terjedésével a fókusztól távolodva a világos sáv 

kiszélesedett. Az RH-1838 fluoreszcenciájának rSD-t jelző változása a fókuszban és attól távolabb 

jól láthatóan eltért (5.1.4. ábra). Az intenzitásváltozások értékelése megmutatta, hogy az rSD 

fókuszában a fluoreszcencia hirtelen, rövid idejű, kismértékű intenzitás-fokozódását domináns, 

tranziens gyengülés követte, míg a terjedő rSD-t döntően az optikai jel tipikus fokozódása 

jellemezte (5.1.4. ábra). Az rSD fókuszában az optikai jel gyengüléséért az SD-vel járó hiperémia 

mint fényelnyelő jelenség nem lehetett felelős, hiszen az rSD-eseményekhez nem társult 

áramlásemelkedés (5.1.2. ábra). Ezért azt feltételezzük, hogy az rSD megjelenésével együtt a lokális 

mikroérhálózatban a hemoglobin számottevő deszaturációja játszódott le, és ezt tükrözte az 
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RH-1838 jelintenzitásának csökkenése. Elképzelésünk összhangban áll azzal a NADH 

fluoreszcenciáján alapuló megfigyeléssel, hogy az intakt kéregben terjedő SD során a szövet oxigén 

felhasználása megduplázódik,253 illetve a kapillárisok közvetlen szomszédságában hipoxiás gócok 

is kialakulhatnak.372 Az intakt szövetben az SD-hez csatolt hiperémia mértéke meghaladja a szövet 

által támasztott metabolikus igényt („luxury perfusion”), és a hemoglobin szaturációja az SD alatt 

nem mutat csökkenést.113,253 Iszkémiás állapotokban azonban az SD-t követő CBF válaszreakció 

elégtelen,96,344 a szövet oxigénfelhasználása meghaladja a kínálatot, és a hemoglobin 

deszaturációja jelentős.303 Mindezek alapján megállapítható, hogy az rSD fókuszában tapasztalt 

jelintenzitás-csökkenés súlyos metabolikus krízis indikátora lehet. 

 

 
5.1.4. ábra. Reprezentatív képsorok (A) és a feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciájának 
változása (B) egy visszatérő terjedő depolarizáció (recurrent spreading depolarization, rSD) 
kialakulásával, az arteria cerebri media disztális szakaszának elzárása (dMCAO) után 60 perccel. A: Az 
RH-1838-al feltöltött kérgi felszínen a reprezentatív rSD fókuszát szaggatott körvonal, az rSD terjedésének 
irányát nyilak jelölik. Az RH-1838 fluoreszcenciájának intenzitását két, egymástól 1,8 mm távolságban 
elhelyezett érdeklődési területetről (region of interest, ROI; kék pontok) olvastuk ki. A1-A7: Az rSD képi 
megjelenítése RH-1838 fluoreszcenciája alapján. A képsort háttérkivonással és a kontraszt 
optimalizálásával kaptuk. B: Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitásának változása az A panelen megadott 
ROI1 (alsó diagram), és ROI2 (felső diagram) területén. A változások mértékének összehasonlítását segíti, 
hogy a két idősor skálázása megegyezik. Rövidítés: gl: szürkeszint (gray level). 

 

Az optikai jel gyengülését azonban nem csak rSD-k fókuszában tapasztaltuk, hanem adott 

feltételek mellett terjedő eseményekkel is. Jellemzően olyan helyeken kísérte az rSD áthaladását 

az RH-1838 fluoreszcenciájának csökkenése, ahonnan korábban már rSD eredt (5.1.5. ábra: kései 

rSD-k a ROI1-en), vagy az adott eseményt megelőzően már számos rSD haladt át (5.1.5. ábra: rSD4 

a ROI3-on). Ha tehát egy adott területen az rSD-k ismételten haladtak végig, nagyobb eséllyel 

kaptunk a hemoglobin deszaturációjára utaló optikai jelet. Ha elfogadjuk az előző bekezdésben 

tett megállapítást, hogy az RH-1838 jelintenzitásának csökkenése a súlyosbodó metabolikus krízis 

indikátora, akkor elmondható, hogy az rSD-k ismétlődése az iszkémia elmélyüléséhez járulhatott 

hozzá. Eredményeink alapján azt feltételezzük, hogy az rSD-k keletkezési helye a kéreg azon 

területét jelölte ki, amelyet a dMCAO-révén kialakított iszkémia a legsúlyosabban érintett. 

Egyrészt iszkémiás agykéregben az SD ott alakul ki, ahol a perfúziós deficit egy meghatározott 

küszöböt meghalad,374 másrészt, ahogy eredményeink is tanúsítják, maguk az SD események 

súlyosbítják a szövet metabolikus krízisét, ezzel egy szövetkárosító öngerjesztő kört hoznak 

létre.96,164 Erre utalnak azok a klinikai adatok is, melyek a tranziens SD-k növekvő összesített 

időtartamát a neurológiai tünetek súlyosbodásával hozták összefüggésbe SAH-on átesett 

betegekben.108 Feltételezzük tehát, hogy dMCAO modellünkben a primer kérgi iszkémiás infarktus 

a későbbiekben azon a területen alakulhat ki, ahol az rSD eseményeket észleltük. Elképzelésünket 
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azonban más megközelítéssel, például a sérülés mértékének szövettani vizsgálatával a 

továbbiakban igazolni kell. 

 

 
5.1.5. ábra. Visszatérő terjedő depolarizációk (recurrent spreading depolarization, rSD) fókusza és 
terjedése (A1-4), és a feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciájának változása (B1-2) egy 
reprezentatív kísérletben az arteria cerebri media disztális szakaszának elzárása (dMCAO) után. A1-4: Az 
RH-1838-al feltöltött kérgi felszínen az rSD-k kiindulási helyét piros szaggatott vonalak jelzik; az rSD-k 
terjedési irányát nyilak mutatják. A képek jobb alsó sarkában a dMCAO-tól eltelt időt adtuk meg. Az 
RH-1838 fluoreszcenciájának intenzitását három kijelölt érdeklődési területetről (region of interest, ROI) 
olvastuk ki. A ROI-k pozícióját a következők szerint határoztuk meg: a ROI1-et az rSD blokk fókuszába, míg 
a ROI2-t a kései rSD-k fókuszához közel helyeztük el. A ROI3 az rSD-k terjedésének útjába, az rSD-k 
kiindulási pontjától távol került. A ROI-k színe megfelel a B1-2 panelen bemutatott diagramok 
színkódolásával. B1-2: Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitásának változása az A paneleken megadott ROI-
k területén a dMCAO-tól eltelt idő függvényében. Az rSD1 (A1) mindhárom ROI-n egyszerre jelent meg 
(függőleges szaggatott vonal) igazolva, hogy a kéreg egy nagyobb területén egyidejűleg jött létre, 
pontszerű fókusz nélkül. Az rSD2 (A2) A ROI1-től indult el (rSD2a), majd a ROI2 érintése után a látótérben 
visszakanyarodva (rSD2b) ismét ráterjedt a ROI1-re, majd tovább haladt a ROI3-ra. A kései rSD3 és rSD4 
a ROI2 közelében keletkezett, és radiálisan terjedt tovább a ROI1-re, majd a ROI3-ra. A kései rSD-k az rSD 
blokk fókuszánlál (ROI1) az RH-1838 jelintenzitásának csökkenését okozták. A terjedés irányát az idősorok 
között szürke nyilak illusztrálják. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Összefoglalva, kísérleteink arra engednek következtetni, hogy a fokális iszkémia kialakulását 

követően egy órán belül megkezdődik az SD események ismételt megjelenése. A regisztrált rSD-k 

kezdetben blokkba csoportosulva, majd egyenként külön állva jöttek létre. Az rSD-k kivétel nélkül 

mind tranziens depolarizációk voltak, de ugyanazon a kérgi területen egymás után áthaladva 

feltételezhetően súlyosbították az érintett szöveti zóna metabolikus krízisét. 

A munka elkészültekor úttörő jellegűnek számított, hiszen az első olyan tanulmány volt, 

amelyben agyi iszkémia állatmodelljében lehetőség nyílt az SD események folyamatos követésére, 

térben és időben egyaránt. A mezőpotenciál monitorozása lényeges előrelépésnek bizonyult az 
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SD-re adott hemodinamikai választ kihasználó képalkotó eljárásokhoz képest (pl. LASCA),112,357,358 

hiszen a mezőpotenciál változásainak megjelenítése olyan SD-ket sem téveszt szem elől, 

amelyekhez értékelhető CBF változás nem társul (5.1.2. ábra). 

Munkánk azzal is újat hozott, hogy az SD-k fókuszát meg tudtuk határozni, és egy adott 

esemény terjedésének jellegzetességei a látótér eltérő pontjaiban tetszőlegesen értékelhetővé 

váltak. A módszer adottsága, hogy az elkészült képsorokra az értékeléskor tetszőleges számú és 

pozíciójú ROI helyezhető fel az események térbeliségének ismeretében. Így például információ 

nyerhető arról, hogy különböző mértékben perfundált szöveti zónákon áthaladva miként 

módosulhat az SD terjedése. 

Az itt bemutatott kísérleteink megelőzték a multi-modális képalkotó rendszerünk kialakítását 

és hitelesítését (lsd: 4.2. fejezet), így a szövet lokális áramlási viszonyairól az SD-vel összhangban 

nem tudtunk egyértelmű eredményekkel szolgálni. Következő kísérleteink során azonban a multi-

modális képalkotás adottságait és előnyeit kihasználva az iszkémiával kapcsolatos és az SD-hez 

társuló perfúziós változások térbeliségét is figyelembe vettük következtetéseink 

megfogalmazásához. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 

Farkas E, Obrenovitch TP. (2009) Direct, live imaging of stroke-associated cortical spreading depression in 

experimental models. In Recent advances and new strategies in stroke research, Editor: Erdő, F., Transworld 

Research Network, Kerala, India, pp. 53-71., ISBN: 978-81-7895-385-4. 

 

5.2. Az agykérgi terjedő deplarizációval járó hemodinamikai változások: permanens 

multifokális előagyi iszkémia 
 

Háttér 

 Következő kísérletsorozatunk tervezésekor már rendelkezésünkre állt a kialakított 

multimodális képaklotó rendszerünk (4.2.2. fejezet). Az előzőekhez képest a legfontosabb 

előrelépés, hogy az iszkémia mértéke a látótér bármely pontjában értékelhetővé vált, és az SD-hez 

társuló hemodinamikai változásokat is nyomon követhettük. Kihasználtuk a módszer azon egyedi 

adottságát, hogy az agykérgi potenciálváltozások és a csatolt hemodinamikai események térben 

és időben megfeleltethetők egymásnak. 

A mikropartikulumok infúziójával indukált multifokális előagyi iszkémia transzlációs 

szempontól lényeges és elfogadott patkány stroke modellnek számít, hiszen hűen reprodukálja a 

kisebb mikroembólusos agyi infarktusokat, és a multi-infarktus demencia kórfolyamatait.255,263 A 

modell számunkra is ígéretesnek tűnt az SD-k fókuszának vizsgálatára, mert egérben a kísérletes 

mikroembolizáció ismétlődő SD-ket indukál.282 Modellünk iszkémiás agysérülésekre vonatkozó 

érvényességét azonban igazolni kellett, mert a mikroembolizációval kiváltott SD-ket 

tanulmányozó egér kísérletben agyi infarktust nem figyeltek meg (Nozari et al., 2010).282 Az 

iszkémiás károsodást ezért munkánk során szövettanilag is jellemeztük. 

 Kísérletsorozatunk meghatározott célja az volt, hogy az előző fejezet (5.1. fejezet) 

eredményeire építve az iszkémiás szövetben zajló SD események hemodinamikai 

következményeit azonosítsuk, az iszkémia mértékével és mintázatával összefüggésbe hozzuk, és 

mérlegeljük az SD-k kórélettani jelentőségét multifokális előagyi iszkémiában. 
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Módszerek 

 Kísérleteinket 1,5-2,0 % halotánnal (N2O:O2 2:1) altatott, felnőtt, hím, Sprague-Dawley 

patkányokon végeztük (n=13). A jobb oldali arteria femoralis-ba kanült vezettünk a MABP 

folyamatos monitorozására és artériás vérgáz minták gyűjtésére. A jobb oldali arteria carotis 

communis-t (CCA) a nyak ventrális bőrén középvonalban ejtett metszés révén tártuk fel. A 

nyálmirigyek elhúzása után a musculus sternohyoideus-t és sternomastoideus-t szétválasztottuk, 

majd a CCA-t kiemeltük, és a nervus vagus artéria mentén futó ágait a CCA-ról óvatosan 

leválasztottuk. A CCA-n kis bemetszést ejtve polietilén kanült vezettünk az arteria carotis interna-

ba a koponya alapjáig (1,0 mm OD x 30 cm Intravenous Cannula, Sims Portex , Smith Indrustries, 

Hythe, Kent, U.K.), majd a kanült rögzítettük. Bár az eljárás az agyi vérellátást az egyoldali CCA-n 

keresztül gátolja, a patkány Willis körének jól fejlett anasztomózis rendszere az áramláskiesést 

kielégítően kompenzálja. A kanül-okozta elzáródás az adatgyűjtés során SD-t önmagában nem 

indukált (lsd. kontroll állatok ismertetése alább). A nyak bőrének zárása után az állatok fejét 

sztereotaxiás befogóba rögzítettük, és a fentebb ismertetett módon (5.1. fejezet) zárt 

koponyaablakot alakítottunk ki a jobb parietális kéreg felett.  A kérgi felszínről a laborunkban 

fejlesztett multi-modális képalkotó rendszerrel 1 Hz-es mintavételezési frekvenciával készítettünk 

párhuzamos képsorokat a mezőpotenciál (RH-1838), a CBF (LASCA), a CBV (zöld IOS) és a 

hemoglobin deszaturációjának (piros IOS) dinamikájáról (4.2.2. fejezet). 

 Tíz perc alapvonal felvétele után a CCA kanülön mikropartikulumok infúziójával (d=45-53 µm; 

2000 partikulum/0,6 ml 0,02 % Tween-20; 300 l/min; UVPMS-BY2, Cospheric, Santa Barbara, CA, 

U.S.A.; ) agyi mikroembólusokat hoztunk létre. Az embolizációt követően 60 percig regisztráltunk, 

majd a kísérleteket a halotán túladagolásával fejeztük be. A szívmegállás után még 10 percig 

rögzítettünk képeket. 

 A kísérleti modellben kialakuló iszkémiás sérülés igazolására szövettani vizsgálatokat 

végeztünk. További hét felnőtt, hím, Sprague-Dawley patkányt (340-430 g) 1,5-2 % izofluránnal 

altattunk N2O:O2 gázelegy 2:1 arányú keverékében, és a fent ismertetettek szerint előagyi 

multifokális iszkémiát indukáltunk. Az állatokat 24 órás túlélést követően mély altatásban 

dekapitáltuk, az agyakat gyorsan eltávolítottuk, majd jéghideg 0,1 M foszfáttal pufferolt fiziológiás 

sóoldatban (phosphate-buffered saline, PBS) öblítettük. Az agyakat patkány „brain matrix”-ba 

helyeztük, és a koronális síkban mikrotóm pengével 2 mm vastag előagyi szeleteket készítettünk. 

A szeleteket 2 % 2,3,5-trifeniltetrazólium-klorid (TTC) 0,1 M PBS oldatában, fénytől védve, 

szobahőn, 20 percig inkubáltuk, végül 4 % paraformaldehidben fixáltuk, és 4 oC-on tároltuk. A 

színreakció alapján (piros szín: ép szövet, színreakció elmaradása: infarktus) igazoltuk, hogy a 

modellben a hipoperfúzió mértéke kellően súlyos volt iszkémiás infarktusok kialakulásához, és 

megállapítottuk a szemmel látható infarktusok anatómiai helyzetét. Mivel a TTC festés a 

kiterjedtebb léziókat jelöli, és a mikroinfarktusok kimutatására nem alkalmas, a TTC-festett 

szeleteket paraffinba ágyaztuk, és további, 5 m vastag metszeteket készítettünk. A paraffinos 

metszeteket hematoxilin-eozinnel festettük, fénymikroszkóppal viszgáltuk, és metszetszkennerrel 

digitalizáltuk (Zeiss Mirax Midi Slide Scanner, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Németország). 

 A kísérletek közül négy esetben nem azonosítottunk mikropartikulumokat a látótérben 

kirajzolódó piális érhálózatban, és SD-k sem jelentkeztek, így a műtéti beavatkozás kontrolljaként 

tekintettük őket. További 2 állatot kizártunk a későbbi értékelésből, mert a CCA kanül felvezetése 

során levegő buborékok kerültek az agyi érhálózatba, és az SD-k nagyon nagy frekvenciával 

haladtak át a látótéren, ami súlyos iszkémiára engedett következtetni. Ezek után hét kísérletet 

találtunk minden szempontból alkalmasnak az eredmények értékelésére. 

 Képsoronként számos ROI-t helyeztünk el olyan pozíciókban, hogy a megjelenő SD-k 

fókuszához közel és azoktól távol is kiolvashassuk az optikai jelek intenzitásváltozásait a kérgi 

parenchymán. A kiválasztott ROI-kat a négy, egymással szinkron készült modalitáson azonos 
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pozícióban alkalmaztuk (RH-1838, CBF, CBV, hemoglobin-szaturáció). Reprezentatív esetekben a 

piális arteriolák szegmenseire is helyeztünk ROI-kat a LASCA képsorokon úgy, hogy az érlumenbe 

rekedt mikropartikulomtól proximálisan és disztálisan is értékelhető legyen az áramlás mértéke. 

 A CBF változásokat relatív formában fejeztük ki az iszkémia indukciója előtti alapot 100 %-nak, 

a szívmegállást követő jelet 0 %-nak tekintve. A mikroembolizáció-okozta CBF változásokat 

teljes-kép analízissel is értékeltük. A látótér szélén a koponyacsontot és a kérgi felszínen 

kirajzolódó piális érhálózatot maszkkal kitakartuk. A megmaradó hasznos területen minden egyes 

pixelt a következő áramlási sávokba soroltunk: <40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90% 

90-100% és >100%. Az egyes áramlási sávokba jutó pixelek összesített területét relatív formában 

fejeztük ki a teljes hasznos területhez képest. 

Az eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízist SPSS szoftverrel 

végeztük (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); az  értékeléshez 

egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) használtunk (p<0,05*), melyet több csoport 

összehasonlítása esetén Fisher post hoc teszt követett (p<0,05*; p<0,01**). 

 

A multifokális előagyi iszkémia modell jellemzői 

 A preparátum élettani változói az iszkémia során a fiziológiás tartományban alakultak, bár a 

CO2 parciális nyomása alacsonyabbnak mutatkozott (MABP: 100±11 Hgmm; vér pH: 7,50±0,04; 

pO2: 151±15 Hgmm; pCO2: 16,9±7,8 Hgmm). A mikropartikulumok infúziója után a zöld IOS 

képsorokon jól látszott a mikropartikulumok áthaladása és megrekedése az egyes piális arteriolák 

lumenében (5.2.1. ábra, B1-2 panel). Egy adott mikropartikulum elakadásától disztális érszakaszban 

az áramlás határozottan csökkent, melyet a LASCA áramlási térképekből olvastunk ki (5.2.1. ábra, 

B3-4 panel). Bár az elzáródott érben a vérátáramlás teljes megszűnését vártuk, a kapott érték mégis 

40 % körül alakult (5.2.1. ábra, B4 panel). A részlegesen fennmaradó perfúzió abból adódhatott, 

hogy az érelzáródás nem volt teljes, vagy az arteriolára helyezett ROI-ból nyert értékek az ér alatti 

parenchyma áramlásviszonyait is magukban foglalták, különösen az érelzáródás utáni állapotban. 

Az embolizáció után a parenchymális CBF mintázata is hirtelen megváltozott. Az áramlási 

értékek területi eloszlása nagy változatosságot mutatott egy adott látótéren belül és az egyes 

kísérletek között (5.2.2. ábra). Általánosságban a CBF 50 % alá esett a kérgi terület 8 %-án, 50-90 % 

között mozgott a kérgi felszín kb. 61 %-án, és 90 % felett maradt a terület 31 %-án. A mért adatok 

megfeleltethetők a modellben mágneses rezonancia vizsgálattal (magnetic resonance imaging, 

MRI) megállapított értékeknek.255 A koponyaablak-preparátum korlátaiból adódóan csak a feltárt 

kérgi terület áramlásviszonyait tudtuk jellemezni, azonban a mikroembolizáció szubkortikális 

területeket is érint.255 Munkánk során az iszkémia indukció utáni akut, 60 perces időtartamot 

vizsgáltuk. Hosszabb távú utánkövetés azt igazolta, hogy a CBF csökkenése az iszkémia indukciója 

után 2 hétig is fennáll, melyhez jellemzően iszkémiás léziók kialakulása társul.255 
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5.2.1. ábra. A piális arteriolákban tapasztalt áramláscsökkenés, és szövettani léziók kialakulása a 
mikroembolizációt követően. A: A zárt koponyaablak helyét kék négyzet jelöli a patkány parietális kérge 
felett, a bregmától (Br) kaudálisan. A négyzetet átszelő piros vonal az A1-2 panelen bemutatott koronális 
agyszeletek mintavételi helyét adja meg. A1-2: Nyilak jelölik a 2,3,5-trifeniltetrazólium-klorid (TTC) 
festéssel megjelenített fokális kérgi infarktust (A1), és egy kiterjedt kérgi léziót (A2) reprezentatív 
agyszeleteken. A3-4: Kérgi mikroinfarktusok tipikus képe hematoxilin-eozinnal festett metszeteken. A 
koronális metszeti rajzokon a szövettani felvételek helyét kis négyszögek adják meg. B1: A piális érhálózat 
lefutása a koponyaablak területén zöld megvilágítás mellett (540-550 nm). A felvétel a mikroembolizációt 
követően készült, amikor a mikropartikulumok már megjelentek a piális arteriolákban. A fehér kerettel 
kijelölt terület a B2 panelen kinagyítva jelenik meg. B2: A A B1 felvételből kinagyított területen a fekete 
nyíl két egymás melleti mikropartikulumra mutat (d=45-56 µm), amelyek megrekedtek az érlumenben. 
B3: B2 felvétel kiemelt része, melyen két érdeklődési területet adtunk meg egy arteriolán (vascular region 
of interest, ROIv). A ROIv1 az elakadt mikropartikulumoktól proximálisan (nyugalmi érátmérő: 50 µm), a 
ROIv2 tőlük disztálisan (nyugalmi érátmérő: 33 µm) helyezkedik el. Az áramlás dinamikáját (B4) a ROIv1 
és ROIv2 területéről olvastuk ki a lézer-folt interferencia kontraszt analízissel (LASCA) nyert áramlási 
térképsorokból. A fehér nyilak az áramlás irányát szemléltetik. B4: Az artériás vérátáramlás változása a B3 
panelen megadott pozíciókban. A nyilak a mikropartikulumok elakadásának időpontját jelölik. 

 

 Infarktusos régiók megjelenését mi is igazoltuk 24 órával a mikroembolizáció után. A szövettani 

vizsgálatot külön állatcsoporton hajtottuk végre, mert a koponyaablak preparátum nem tette 

lehetővé az állatok 24 órás túlélését. A szövettani értékelésre előkészített hét állatból öt esetén 

mutatott a TTC festés az ipszilaterális oldalon infarktusos zónát (5.2.1. ábra, A1-2 panel). Három 

állatban kiterjedt kérgi, hippokampális és szubkortikális léziókat figyeltünk meg (5.2.1. ábra, 

A2 panel); további két állat agyában a szubkortikális érintettség mellett a frontoparietális kéregben 

kisebb, fokális léziók jelentek meg (5.2.1. ábra, A1 panel). A hematoxilin-eozin metszeteken jól 

kivehető mikroinfarktusokat azonosítottunk (5.2.1. ábra, A3-4 panel). A fennmaradó két állat 

mintáiban nem találtunk lézióra utaló jellemzőket; ezek valószínűleg megfeleltethetők annak a 

képalkotásra előkészített négy kontroll állatnak, amelyekben a mikropartikulumok nem érték el az 

agykérget. Az eredmények alapján modellünk reprodukálja az iszkémiás agysérülések 

jellegzetességeit. 
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5.2.2. ábra. Az agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) heterogén területi eloszlása 
mikroembolizációt követően. A1-2: A teljes-kép analízishez használt áramlási térképek a CBF 
heterogenitását mutatják be két reprezentatív kísérlet révén. A fekete-fehér felvételeken a látótér piális 
érhálózata rajzolódik ki zöld megvilágításnál (540-550 nm). A hamis színezésű áramlási térképek, melyek 
lézer-folt interferencia kontraszt analízissel (LASCA) az iszkémia indukiója után készültek, a fekete-fehér 
képeken bemutatott látótérnek felelnek meg. A színekkel kódolt CBF tartományokat a B panel 
táblázatában adtuk meg. A CBF térképeken látható az áramlás területi eloszlásának változatossága egy 
adott látótéren belül, és az egyes kísérletek között. B: A táblázatban az egyes CBF tarományokba eső kérgi 
felszín arányát átlag±stdev (n=7) formában adtuk meg a teljes hasznos területhez viszonyítva.  

 

A terjedő depolarizációk fókusza 

 Az iszkémia során spontán jelentkező SD-ket az RH-1838 képsorokon azonosítottuk. A hét 

kísérletben összesen 31 SD-t regisztráltunk, melyek mind a mikroembolizáció után alakultak ki. A 

60 perces felvételeken kísérletenként 2-12 SD eseményt figyeltünk meg. Összesen öt SD fókusza 

esett a látótérre; a többi esemény a feltárt kérgi területen kívülről eredt, és onnan terjedt be a 

koponyaablak alá. Az öt SD-t, melyek a fókuszból radiálisan terjedtek tova, négy állatban 

regisztráltuk, a mikroembolizácó után 20,4±17,6 perccel. Három esetben az események 

fókuszában a szövet gyorsan regenerálódott (tranziens SD), egy esetben a repolarizáció késleltetve 

zajlott le (5.2.3. ábra, és 5.2.4. ábra, A panel), és egy esetben a depolarizációból nem tapasztaltunk 

visszatérést. A fókusztól tovaterjedve 1-1,5 mm távolságban azonban az SD az utóbbi két esetben 

is tranziens depolarizációvá módosult (5.2.4. ábra, A panel). A repolarizáció késése vagy elmaradása 

a szövet elmélyülő metabolikus krízisének jele.353 Az SD fókuszában tapasztaltak ennek alapján 

alátámasztják azt a nézetet, hogy az SD kiindulási pontjában az iszkémia mértéke kritikus. Ez 

különösen igaz az itt megfigyeltek közül arra az SD-re, amelynek a fókuszában a repolarizáció nem 

történt meg; erre a területre későbbi SD-k sem terjedtek rá. Az SD terjedésének mintázatáról 

ismert, hogy az iszkémiás sérülés gócpontjait elkerüli.208 Kísérletünkben a tranziens SD-k 

keletekzési helyére időben később, távolabb kialakuló események ráterjedtek, ami bizonyítéka a 

szöveti homeosztázis rendeződésének tranziens események után. 

Az SD terjedési sebessége a fókusztól távolodva csökkent (a fókusznál 6,5±4 mm/min; 1 mm 

távolságban 3,9±1,6 mm/min; 5.2.4. ábra, B panel). Az SD terjedésének számítógépes modellezése 

szerint a terjedési sebesség akkor magas, ha az SD révén megemelkedett intersticiális K+ szint 

rendeződése gátolt, ha az extracelluláris tér beszűkül (pl. sejtduzzadás miatt), vagy az 

extracelluláris glutamát koncentrációja emelkedik.423 A hipoxia is fokozza a terjedési sebességet, 

a normoxiás körülményekhez képest, kb. 1 mm/min-el.3 Így a terjedési sebességgel kapcsolatos 

eredményeink is azt sejtetik, hogy leginkább az SD fókuszához közel eső szövet van kitéve 

iszkémiás károsodásnak. 
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5.2.3. ábra. Terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) kialakulásának multi-modális, képi 
megjelenítése multifokális előagyi iszkémia mikroembolizációs modelljében. A1-9: A feszültégfüggő festék 
(RH-1838) fluoreszcencia-intenzitásának változása az SD kialakulásának és tovaterjedésének 
függvényében. B1-9: Az agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) megjelenítése lézer-folt interferencia 
kontraszt analízissel (laser speckle contrast analysis, LASCA). A melegebb színek a magasabb áramlású 
területeket jelölik. C1-9: Az agyi vérvolumen (CBV) jellemzése a visszaverődő fény intenzitása alapján (IOS) 

zöld megvilágiítás mellett (=540-550 nm). D1-9: Piros IOS (=620-640 nm) felvételek a hemoglobin 
szaturációjának becslésére (kisebb intenzitás erősebb deszaturációnak feleltethető meg). B, C, D: A teljes 
látótér a különböző modalitásokkal a reprezentatív kísérlet alapszakaszából. Az egyes képeket tíz egymást 
követő eredeti felvétel átlaga adja. A képek rosztrális felét letakartuk, hogy az 1-9 számozású sorozatokon 
bemutatott kaudális régiót kiemeljük. A szaggatott körvonal a vizsgált SD fókuszát jelöli. 
Az 1-9 számozású RH-1838, CBF, zöld és piros IOS képsorokat háttérkivonás, öt pontos mozgóátlag 
alkalmazása, és a kontraszt optimalizálása révén kaptuk. A CBF, zöld és piros IOS képeket szoftveresen 
pseudo-color alkalmazásával színeztük. Az RH-1838 intenzitás-változását és a CBF dinamikáját a 
reprezentatív SD-re nézve az 5.2.4. ábra A panel mutatja be. 

 

 Az SD-k tipikusan ott keletkeztek, ahol a látótéren belül a CBF a legalacsonyabb volt, átlagban 

57±9 %. Ennek megfelelően az SD fókuszától fokozatosan távolodva az SD-t közvetlenül megelőző 

CBF magasabb tartományban mozgott. Így például a fókusztól 1 mm távolságban 87±2 % értéket 

vett fel, a fókuszban mért 57±9 %-hoz képest (5.2.4. ábra, C panel). Az SD kiváltási helyére az SD-hez 

társuló hiperémia nem volt jellemző (n=3; 5.2.4. ábra A panel), vagy elhanyagolható mértékűnek 

bizonyult (n=2). Az SD fókuszától távolodva a terjedő eseménnyel a hiperémia mértéke fokozódott 

(5.2.4. ábra, D panel); az SD elhaladása után a CBF pedig visszatért az SD-t megelőző szintre. 

Mindezek arra utalnak, hogy az SD az egységes szerkezetű kéregben ott alakul ki, ahol a CBF 

csökkenése elér egy kritikus, alacsony küszöbértéket.374 Ezt követően a neurovaszkuláris csatolás 

is ebben a régióban lesz a legkevésbé hatékony. 

 Bár a fokális iszkémia rágcsáló modelljében az SD-k fókuszát korábban a növekvő iszkémiás 

mag régió peremére tették,54,269 kísérleteinkben hasonló összefüggést nem állapítottunk meg. 

Elképzelhető, hogy az iszkémia a kísérleteinkben tanulmányozott, akut, kezdeti 60 perces 

szakaszában a későbbi mag régió helyén még csak mikroinfarktusok jelentek meg,282 melyeket a 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 56 - 

képalkotó rendszer viszonylag alacsony felbontása miatt nem észleltünk. Ugyanakkor MRI 

vizsgálatok tanúsága szerint az iszkémiás szövetben az SD-k nem csupán a mag régió közvetlen 

szomszédságában, hanem attól távol is kialakulhatnak,318 illetve az iszkémia enyhébb formái is 

kiválthatnak SD-t.99 

 

 
5.2.4. ábra. A terjedő depolarizáció (SD) és az agyi vérátáramlás (CBF) jellemzése az SD fókuszának 
közelében. A: Az SD-t megjelenítő feszültségfüggő festék (RH-1838) jelintenzitását, és a csatolt CBF 
változás kinetikáját három kijelölt területetről (region of interest, ROI) olvastuk ki az SD fókuszában (ROI1) 

és attól távolodva (ROI2, ROI3). A ROI-k pozícióját a zöld megvilágításnál (=540-550 nm) készült felvétel 
mutatja be. A képen a fehér szaggatott vonallal megadott körök és nyilak az SD radiális irányú terjedését 
illusztrálják. Az RH-1838 fluoreszcencia-változását szürkeszint-változásként (gl) adtuk meg. B: Az SD 
terjedési sebessége az SD fókuszában, és attól 1 mm távolságban. C: A helyi CBF röviddel az SD 
keletkezése előtt az SD fókuszában, és attól 1 mm távolságban. D: Az SD-vel járó hiperémia maximális 
amplitúdója az SD fókuszában, és attól 1 mm távolságban. Az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg 
(n=5). A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) használtunk (p<0,05*). 

 

A látótéren áthaladó terjedő depolarizációk 

 A távoli fókuszból a látótérbe belépő SD-ket mind tranziens depolarizáció jellemezte. A terjedés 

sebessége 1,8 és 6,2 mm/min közé esett (átlagban 3,02±1,08 mm/min). Az SD-k döntő többsége 

frontális/frontolaterális irányból érkezett (n=19), néhány esemény a laterális perem felől lépett 

be a látótérbe (n=5), ritkán kaudális irányból terjedtek előre (n=2). A terjedés meghatározó iránya 

tehát fronto-kaudális volt. Hasonló terjedési mintázatot írtunk le a hirtelen szívmegállás után 

kialakuló SD kapcsán is (4.2.2. fejezet). Az SD-k irányultsága arra utal, hogy az SD-k zöme a 

frontolaterális kéregben, vagy a kéreg alatti striátumban keletkezett. A striatális eredetet 

támasztják alá azok a megfigyelések, melyek szerint a striátumban kialakuló SD-k a claustrum-on 

és a nucleus accumbens-en áthaladva érik el a kéreg területét.392,401 

 Egy kísérleten belül az egymás után jelentkező SD-k terjedési iránya random módon eltért, 

illetve az SD-k sorába illeszkedve jelentek meg azok a fentebb részletezett események is, amelyek 

fókusza a látótérre esett. A terjedési mintázat és az SD-k eredetének változatossága az iszkémia 

multifokális jellegéből adódott. Az SD-k sokszínűsége miatt az eredményeket nehéz általánosítva 

tárgyalni, ezért az alábbiakban reprezentatív példák révén ismertetjük következtetéseinket. 
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 Több alkalommal figyeltük meg, hogy a látótérbe lépő SD a terjedése során fokozatosan elhal. 

Az 5.2.5. ábra segítségével követhetjük egy ilyen jellegű esemény lecsendesedését. Az SD 

megjelenése előtt a látótérben a CBF egyöntetűen 60 % körül mozgott. Az SD frontolaterális 

irányból terjedt; érkezését a belépési ponthoz legközelebbi ROI-n az RH-1838 fluoreszcencia-

intenzitásának meredek fokozódása és az SD-hez csatolt 130 %-os hiperémia jelezte. A 

koponyaablak kaudomediális pereme felé haladva mind az RH-1838 jelintenzitás, mind a 

hiperémia mértéke fokozatosan csökkent, majd a legtávolabbi mintavételi helyen egyik modalitás 

sem mutatott SD-re jellemző kitérést. Hasonlóképpen a CBV helyi növekedését intenzitás-

csökkenéssel jelző zöld IOS is egyre kisebb mértékű CBV növekedést mutatott. Végül a hemoglobin 

deszaturációját intenzitás-gyengüléssel mutató piros IOS SD-hez társuló kitérése is egyre kisebb 

lett. 

 

 
5.2.5. ábra. A terjedő depolarizáció (SD) fokozatos lecsengése a tanulmányozott kérgi területen. A: A 
reprezentatív SD (az adott kísérletben az SD-k sorozatában a második esemény) a fekete nyíl irányából, a 
koponyaablak frontolaterális pereme felől lépett be a látótérbe, és kaudomediális irányba haladt tovább. 
Az optikai jelek értékelésére a képsorokon négy érdeklődési területet (region of interest, ROI) helyeztünk 
el, az SD hullámfrontjára merőleges vonal mentén, egymástól kb. 400 µm távolságban. A ROI-k pontos 

pozíciója egy zöld megvilágításnál (=540-550 nm) készült felvételen látható. B: A megadott ROI-kból 
kiolvasott intenzitásgörbék az optikai jel változásait mutatják az SD terjedése során, a következő szinkron 
modalitásokon: feszültségfüggő festék (RH-1838), zöld visszaverődő fény (intrinsic optical signal, IOS), 
piros IOS, és agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF). Az RH-1838, a zöld és a piros IOS intenzitás-
változását szürkeszint-változásként (gl) fejeztük ki. 

 

Az SD lecsengését ex vivo csirke retina preparátumban már korábban megfigyelték, a 

preparátum jellegéből adódóan hemodinamikai jellemzők nélkül.247 Az SD-hez csatolt hiperémia 

mértékének az SD terjedése során tapasztalt fokozatos csökkenésére stroke betegek iszkémiás 

agykérgében is találtak példát.415 Nem világos azonban, mi áll az SD lecsengésének hátterében. Az 

SD-t gátló tényező lehet, ha a szövet egy megelőző SD esemény refrakter periódusában van. 

Preparátumainkban a látótéren áthaló SD események kb. 8-10 perces késéssel követték a korábbi, 

tranziens SD-ket. Ez az időtartam elengedően hosszú a nyugalmi membránpotenciál SD-t követő 

helyreállásához, de túl rövidnek bizonyulhat az iszkémiás agykéregben az ionhomesosztázis, és 

különösen a szövet metabolikus egyensúlyának rendeződéséhez. A refrakter állapoton kívül 

gátolhatják az SD terjedését olyan szöveti ion grádiensek, amelyek a depolarizáció kialakulásának 

nem kedveznek; ilyen például a csökkenő extracelluláris K+ szint a sejtek fokozott K+ felvétele 

miatt, vagy a Mg2+ emelkedő koncentrációja.326,395,396 Végül az SD terjedésének gátlásában az 

asztrociták akvaporin csatornáin keresztül zajló elégtelen víztranszport is szerepet játszhat.131 

 Két kísérletben a videókon számos olyan SD-t azonosítottunk, amelyek terjedésük során a 

kéreg egy meghatározott területét kikerülték. A lecsengő SD-ktől eltérően ezeket az eseményeket 

nem az SD fokozatos elhalása jellemezte, hanem éles körvonalak mentén terjedve kerültek ki 

alacsonyan perfundált szöveti régiókat. Ennek megfelelően hullámfrontjuk is szabálytalannak 

mutatkozott. A terjedési tulajdonságokat az 5.2.6. ábrán bemutatott reprezentatív SD szemlélteti. 
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A lecsengő SD-ket megelőző, térben jellemzően egyenletes perfúzióval szemben a szabálytalanul 

tejedő SD-ket heterogén áramlásviszonyok előzték meg. Az áramlás a kiragadott példában 

(5.2.6. ábra) a látótér különböző területein azonos időben 40-100 % között változott. A 

frontolaterális irányból érkező SD a látótér legalacsonyabban perfundált zónáját (kb. 40 %) kerülte 

ki. Az elkerült területen a kísérlet korábbi szakaszában permanens depolarizációt nem 

regisztráltunk. 

 

 
5.2.6. ábra. A terjedő depolarizáció (SD) szabálytalan hullámfronttal hipoperfundált régiót kerül el. A 
reprezentatív SD (az adott kísérletben az SD-k sorozatában a harmadik esemény) a fekete nyíl irányából, 
a koponyaablak frontolaterális pereme felől lépett be a látótérbe. A: Az optikai jelek értékelésére a 
képsorokon három kijelölt területet (region of interest, ROI) helyeztünk el az SD hullámfrontjával 
párhuzamosan, egymástól kb. 1,36 mm távolságban. B-C: Lézer-folt interferencia kontraszt analízissel 
(laser speckle contrast analysis, LASCA) készült agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) térképek a 
CBF területi megoszlását szemléltetik a kísérlet alapszakaszában (B), és közvetlenül az SD előtt (C). A 
képeket szoftveresen pseudo-color alkalmazásával színeztük. A melegebb színek magasabb CBF-nek 
feleltethetők meg. A ROI-kat úgy helyeztük el, hogy eltérő perfúziójú területeket monitorozzanak. A 
fekete szaggatott nyilak az SD térbeli terjedési mintázatát illusztrálják a látótér közepét elfoglaló, 
alacsonyan perfundált területet elkerülve. D: A megadott ROI-kból kiolvasott intenzitásgörbék a 
feszültségfüggő festékre (RH-1838), a zöld visszaverődő fényre (intrinsic optical signal, IOS), a piros 
IOS-re, és a CBF-re vonatkoznak az SD elhaladása során. A ROI2-n, melyet az legalacsonyabban perfundált 
régióra helyeztünk, az SD-re jellemző jelintenzitás-változás nem rajzolódik ki. Az RH-1838, a zöld és a piros 
IOS intenzitás-változását szürkeszint-változásként (gl) fejeztük ki. 

 

Megfigyelésinkhez hasonlóan MRI vizsgálatok hívták fel a figyelmet arra, hogy röviddel a 

patkányban kialakított MCAO után a keletkező SD-k nem terjedtek be olyan kérgi zónákba, melyek 

súlyos perfúziós deficitet szenvedtek.318 LASCA módszerrel pedig a fokális iszkémia patkány és 

macska modelljében azonosítottak a primer iszkémiás fókusz körül keringő SD-ket.269 Az SD az 

iszkémiás sérülés gócpontjait, illetve iktális aktivitás alatt álló régiókat kerül el.207,208 

Kísérleteinkben nem találtunk bizonyítékot arra, hogy az SD által elkerült zónában infarktus alakult 

volna ki, hiszen permanens depolarizáció nem érintette a területet. Az iszkémiás agysérülés 

kiválthat fokális görcsaktivitást,168 amely patkány mikroembolizációs modellben is bizonyítottan 

létre jöhet,390 de módszereink nem tették lehetővé a görcsaktivitás létrejöttének igazolását. A 

rendelkezésünkre álló eredmények alapján tehát azt a megállapítást tehetjük, hogy az SD nem 
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haladt át a látótérben a legsúlyosabban hipoperfundált régión, bár a terület valószínűleg nem 

szenvedett a korábbiakban infarktust. 

A terjedő depolarizációhoz csatolt agyi vérátáramlási válasz jellegzetességei 

 Az SD-t követő CBF változás jellegzetességei a közelmúltban intenzív kutatások tárgyát 

képezték. Az SD-re adott, ép keringésű kéregre jellemző CBF változás fázisai (2.2. fejezet) 

(2.2.2. ábra, A panel) az iszkémia során arányaikban eltolódnak, a perfúziós válasz elégtelenné válik 

(2.2. fejezet) (2.2.2. ábra, B panel).14,178,344  

Kísérleteinkben a megfigyelt SD-khez társuló CBF változás három típusát különítettük el 

(5.2.7. ábra). Az áramlási válaszok zömét határozott, tranziens hiperémia jellemezte (n=30), 

átlagban 130±19 %-os csúcsértékkel, mely 55±21 %-os növekedésnek felelt meg az SD események 

előtt közvetlenül mért perfúzióhoz képest (75±13 %). A CBF változás egymást követő szakaszai 

közül a hiperémiát megelőző hipoperfúziót, illetve a hiperémiát követő oligémiás fázist a LASCA 

áramlási térképek nem jelezték (5.2.7. ábra). A kísérleteinkben tapasztaltakhoz hasonlóan a 

kezdeti, rövid hipoperfúzió és a kései oligémia olyan esetben marad el, amikor a sorban ismétlődő 

SD-k rövid időközönként követik egymást,14 és a szöveti perfúzió az egyes SD-k után tartósan 

szuboptimális szinten marad valószínűleg az érösszehúzó 20-hidroxieikozatetraénsav (20-HETE) 

hosszan fennmaradó szintézisének köszönhetően.134  

 

 
5.2.7. ábra. A terjedő depolarizációt (SD) követő hemodinamikai válasz megfigyelt típusai. Az agyi 
vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) válasz időbeli lefutását bemutató, reprezentatív idősorok (sötét 
vörös) alatt a piros visszaverődő fény (intrinsic optical signal, IOS) intenzitás-változása látható. A piros IOS 
jel eltérő kinetikája alapján, az ábrán jelölt négy típust különböztettük meg. Az SD megjelenését a 
feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciája igazolja. A regisztrátumokat öt pontos mozgóátlaggal 
simítottuk. Az RH-1838 és a piros IOS intenzitás-változását szürkeszint-változásként (gl) fejeztük ki. 

 

A megfigyelt SD-k közül egy esetben, az iszkémia indukciója után kis késéssel, kizárólag 

áramlásesést tapasztaltunk, és a kialakult hipoperfúzió a sorban következő SD bekövetkeztéig (kb. 

8 perc múlva) sem is rendeződött (5.2.7. ábra). A legelfogadottabb nézet szerint, a megfigyelthez 

hasonló lefutású terjedő iszkémia a sérült agykéregben úgy jön létre, hogy a kezdeti hipoperfúzió 

meghatározóvá válik, elfedve a hiperémiás fázist.14,178,344 Az SD és a tipikus CBF változás közötti 

csatolás időbeliségét figyelembe véve a terjedő iszkémia kezdete – a korai hipoperfúzióhoz 

hasonlóan – a depolarizáció meredeken lefutó szakaszára esik (5.2.8. ábra; E-F panel). Az itt 

regisztrált áramláscsökkenés kezdete azonban az SD utáni hiperpolarizációval mutatott időbeli 

egyezést (5.2.7. ábra). A terjedő iszkémia másik jellemzője, hogy a hipoperfúzió során a szövet 

depolarizált marad, a repolarizáció csak a tranziens terjedő iszkémiából történő visszatérés után, 

az áramlás emelkedésével történik meg (5.2.8. ábra, E panel). A megfigyelt SD ellenben tranziens 

esemény volt, a repolarizáció egy percen belül lezajlott az elhúzódó hipoperfúzió mellett 

(5.2.7. ábra). Mindezek alapján azt feltételezzük, hogy a megfigyelt esemény nem terjedő iszkémia, 
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hanem terjedő oligémia volt, a hiperémiás szakasz elmaradása mellett (5.2.8. ábra, C panel). 

Feltételezésünket alátámasztja, hogy az esemény a mikroembolizáció után az SD-k sorában 

elsőként jelentkezett, melyre jellemező az elhúzódó oligémia kialakulása (4.1.5. ábra). Lényeges 

megállapítás tehát, hogy az áramlásesés nem tekinthető minden esetben terjedő iszkémiának. 

Végül az elemzett események közül egy alkalommal az SD-hez társuló CBF változás egyik fázisát 

sem sikerült azonosítani (5.2.7. ábra). A CBF válaszreakció valószínűleg olyan feltételek mellett 

marad el, amikor az iszkémia révén az erek már maximálisan kitágultak, ezzel meghiúsítva a 

további vazodilatációt. Súlyosabb esetben elképzelhető, hogy az iszkémia károsítja a vazodilatácót 

létrehozó jelátviteli utakat is.196 

 

 
5.2.8. ábra. A terjedő depolarizációhoz (SD) csatolt lokális agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) 
válasz lehetséges időbeli mintázata az ép (A) és az iszkémiás agykéregben (B-F), balról jobbra a perfúziós 
elégtelenség súlyosbodásának sorrendjében. A piros görbék a CBF változás lefutásának elmélei 
lehetőségeit ábrázolják saját eredményeink és mások megfigyelései alapján. A fekete szaggatott vonal a 
B-F panelen a CBF változás mintaszerű alakját mutatja az összehasonlíthatóság érdekében. A szürke 
grafikonok az SD-t a DC potenciál kitéréseként adják meg (a negatív irány felfelé mutat), amely tranziens 
(A-D panel), elhúzódó (E panel), illetve terminális (F panel) eseményként jelentkezhet. Az alapáramlást 
(100 %) minden esetben a vízszintes szürke vonal jelöli. 

 

A CBF válaszreakció mellett, 25 SD-t értékelve, a piros IOS intenzitásának kinetikája is 

változatosnak bizonyult (5.2.7.  ábra). A piros IOS jelet alapvetően bifázisosnak tekintettük. A 

kezdeti intenzitás-fokozódást, amely időben a hiperémia felfutó szárának felelt meg, még a 

hiperémia csúcsát megelőzően tranziens intenzitáscsökkenés váltotta fel. A piros IOS intezitásának 

minimuma időben a hiperémia csúcsára esett. A két fázis aránya szerint az SD-hez társuló prios 

IOS jelet négy típusba soroltuk (5.2.7.  ábra). Az első három típus hiperémiához társult. Az 1. 

típusban a kezdeti IOS-intenzitásfokózódás dominált (n=5), a 2. típusban a két fázis részesedése 

közel egyenlő volt (n=7), míg a 3. típust leginkább a tranziens intenzitáscsökkenés jellemezte 

(n=12). A 4. típusnak azt az esetet tekintettük, amikor a hipoperfúzió mellett a piros IOS intenzitás 

már az áramlásesést megelőzően meredeken csökkent, és később fokozatosan, lassan tért vissza. 

A kéreg optimális perfúziója mellett, KCl-al kiváltott SD-vel a piros IOS intenzitás az itt 

megállapított 2. típus szerint alakul,364 melyet a deoxigenált hemoglobin 15-20 %-os 

csökkenésének feleltettek meg.113,364 Kísérleteinkben az 1. típusban az IOS monofázisos 

intenzitásfokozódása a deoxigenált hemoglobin még kifejezettebb csökkenését feltételezi, mely 

az áramlás szinkron emelkedésével együtt a hemoglobin szaturációjára utal. Következésképpen a 

hiperémia, amely a hemoglobin szaturációjával párosul, minden bizonnyal elősegíti a szövet 

metabolkus egyensúlyának rendeződését az SD-t követően, így a funckió helyreállítása 

szempontjából kedvezőnek tekinthető. Összességében az értékelt SD-k feléhez a hipermémia 

mellett 1. vagy 2. típusú piros IOS szignál társult. Ez azt sejteti, hogy mérsékelt iszkémiás feltételek 

mellett az ilyen típusú SD-okozta metabolikus igény teljesül, az egyes SD-k terjedése nem jelent 

közvetlen veszélyt a szövetre. 
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Ugyanakkor a 3. és 4. típusba sorolt piros IOS szignál – az iszkémiás kéregben végzett NIRS 

vizsgálatok eredményeivel összhangban – a hemoglobin deszaturációjának a jele,417 és 

valószínűleg megfelel a NADH SD-vel járó redukciójának oxigényhiányos szövetben.353 Ezek 

alapján a 3. és 4. típusú piros IOS szignál az SD szövetkárosító jellegére utalhat. 

 Megvizsgáltuk azt is, hogy a piros IOS szignál lefutását meghatározza-e az aktuális szöveti 

perfúzió. Az SD-t közvetlenül megelőző áramlásérték, vagy az SD-hez csatolt hiperémia 

csúcsértéke és a piros IOS jel típusa között nem találtunk összefüggést. Ugyanakkor a 

mikroembolizációval létrehozott áramlásesés mértéke előre jelezte a későbbi SD-kkel kialakuló 

hemoglobin-szaturáció dinamikáját (5.2.9. ábra, A panel). Minél nagyobb kezdeti áramlásesét 

mértünk, annál nagyobb valószínűséggel kaptunk az SD eseményekkel a hemoglobin 

deszaturációjára utaló piros IOS jelet (ANOVA: F=5.978, p≤0,009**). 

 

 

5.2.9. ábra. A piros visszaverődő fény (intrinsic 
optical signal, IOS) intenzitás-változásának típusa 
a terjedő depolarizációval (SD) a 
mikroembolizáció-okozta agyi vérátáramlás (CBF) 
csökkenés függvényében. Az adatokat átlag±stdev 
formában adtuk meg (n=5, 7, 12, 1). A statisztikai 
értékeléshez egyszempontos variancia-analízist 
(ANOVA) használtunk (p<0,05*; p<0,01**). A 
statisztikai értékeléshez csak az 1., 2., és 3. típusú 
piros IOS szignálokat vettük figyelembe, mert a 
4. típusból csak egy esetet figyeltünk meg. 

 

Összefoglalva, multifokális előagyi iszkémia modellünkben a spontán jelentkező SD 

eseményekkel túlnyomó részt hiperémiát kaptunk; terjedő iszkémiát egy esetben sem figyeltünk 

meg. Valószínűsíthető, hogy a modellben kialakított iszkémia mértéke kedvezett az SD-k 

kialakulásának, de nem volt kellően súlyos ahhoz, hogy hipoperfúziós áramlási válaszok jöjjenek 

létre. Eredményeink szerint a hiperémia mértéke önmagában nem jelzésértékű az iszkémiás 

agykérgen áthaladó SD metabolikus következményeire nézve. A hiperémia során a hemoglobin 

oxigéntelítettsége az iszkémia mértékének függvényében eltérő dinamikát követve változik, ami 

árnyalja az SD-vel járó anyagcserefolyamatok hatékonyságát. Ha az iszkémia eredendően 

súlyosabb mértékű, az SD-re adott, megtartott hiperémia mellett a hemoglobin deszaturációja 

dominál, ami elégtelen oxigénellátást okozva veszélyeztetheti az idegsejtek túlélését. Munkánk 

alapján az egyes SD események neurodegeneratív következménye nem egyértelmű, viszont az 

ismétlődő események összeadódva, a CBF változás elégtelensége révén szövetkárosító hatásúak 

lehetnek.108 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

Kutatásaink során sikeresen alkalmaztuk a laborunkban kialakított multi-modális képalkotó 

rendszert konkrét idegélettani folyamatok tanulmányozására. Kihasználtuk a módszer azon egyedi 

adottságát, hogy az agykérgi mezőpotenciál-változásokat és a csatolt hemodinamikai 

eseményeket térben és időben egyaránt meg tudja feleltetni egymásnak. 

Fontos megállapításokat tettünk az SD, és az SD-hez társuló CBF változás térbeli mintázatáról 

az iszkémia által különböző mértékben érintett kérgi területeken, illetve a hemoglobin 

oxigéntelítettségének dinamikájáról. Rámutattunk, hogy az SD spontán megjelenése egy 

hipoperfúziós küszöbhöz köthető. Bizonyítottuk, hogy az SD ideálisan egyenletes, radiális irányú 

terjedése a multifokális iszkémiára jellemző, heterogén áramlási viszonyok mellett szabálytalan 

mintázatúvá válik. A csatolt CBF változás lefutása az SD fókuszától távolodva módosul, a 
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hiperémiás komponensnek egyre nagyobb teret adva. Végül megmutattuk, hogy az azonos 

mértékű hiperémiás válaszokkal a hemoglobin szaturációja változatos dinamikát követ, és a 

mikroembolizáció-okozta áramlásesés elmélyülésével az SD során a hemoglobin deszaturációja 

válik egyre hangsúlyozottabbá.  

Munkánk felhívja a figyelmet arra, hogy az ismételten kialakuló SD-k kórélettani szerepet 

tölthetnek be a kisebb mikroembólusos agyi infarktusok, a pulmonáris vagy kardiális 

arteriovenózus sönt komplikációjaként fellépő stroke, és a multi-infarktus demencia esetében. 

Ezért a felsorolt neurológiai állapotokban az SD-k szerepét, kialakulásuk megelőzését vagy 

visszaszorítását érdemes mérlegelni a betegség tüneteinek enyhítésére. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Bere Z, Obrenovitch TP, Kozák G, Bari F, Farkas E. Imaging reveals the focal area of spreading depolarizations 

and a variety of hemodynamic responses in a rat microembolic stroke model. J Cereb Blood Flow Metab. 

2014;34(10):1695-705. 

 

5.3. A terjedő iszkémai jelensége: permanens globális előagyi iszkémia 
 

Háttér 

Az előző két fejezetben fokális előagyi iszkémia modellek segítségével elsősorban az SD-k 

fókuszpontját, terjedési mintázatát, és a csatolt CBF változás jellegzetességeit tanulmányoztuk. A 

hemodinamikai válaszok értékelésekor megfogalmazódott, hogy a modellben az iszkémia 

mérsékelt jellege miatt az SD-vel egyértelműen kóros CBF válaszreakció nem alakult ki. A kapott 

eredményeket kiinduló pontnak tekintve, további kísérleteink tervezésekor szempontként 

szerepelt súlyosabb iszkémiás állapot létrehozása, hogy az SD-vel a terjedő iszkémia 

kialakulásának feltételeit is vizsgálhassuk.  

Fokális agyi iszkémiás inzultusok során a spontán SD-k eredetét iszkémiás határterületekre, 

mint a mag-penumbra határ teszik.164 Nem világos azonban, hogy SD események létrejönnek-e 

globális iszkémás állapotokban, ahol a hipoperfúzió egységesen érinti a teljes előagyat, és a fokális 

inzultushoz hasonló iszkémiás gócpontok nem körvonalazódnak egyértelműen. Globális iszkémia 

állhat elő hipovolémiás sokk, szívinfarktus és szívműtétek esetén, amikor a szisztémás keringés-

megállás időtartama kritikus a neurológiai funckiók épségének megtartása 

szempontjából.117,147,180,186 

Kísérletsorozatunk célja az volt, hogy globális előagyi iszkémiában bizonyítsuk az SD szerepét, 

a kéregre nézve egységes hipoperfúzió mellett meghatározzuk az SD spontán kiváltásának 

körülményeit, és összefüggésbe hozzuk az áramlási válasz lefutását az SD konkrét jellegével. 

 

Módszerek 

 Felnőtt, hím, Sprague-Dawley patkányokat (300-451 g; n=13) 1,5-2,0 % halotánnal (N2O:O2 2:1) 

altattunk. A jobb oldali arteria és vena femoralis-ba kanült vezettünk a MABP folyamatos 

monitorozására, artériás vérgáz minták gyűjtésére, vérlevétellel hipovolémiás hipotenzió 

kialakítására, majd a kísérlet végén 0,5 ml 1 M KCl beinjektálásával a szív megállítására. A CCA-t a 

fentebb ismertetett módon mindkét oldalon kipreparáltuk (5.2. fejezet), és műtéti cérnával lazán 

aláöltöttük az artériák későbbi elzárásához (kétoldali arteria carotis communis elzárás, „two-vessel 

occlusion”, 2VO). A fonalat a nyak bőrén, közvetlenül az erek felett ejtett kis bemetszéseken 

keresztül vezettük ki, majd a bőrt zártuk. Végül az állatok fejét sztereotaxiás befogóba rögzítettük, 

és zárt koponyaablakot alakítottunk ki a jobb parietális kéreg felett (5.1. fejezet).  A kérgi felszínről 

a laborunkban fejlesztett multi-modális képalkotó rendszerrel, 1 Hz-es mintavételezési 
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frekvenciával készítettünk párhuzamos képsorokat a mezőpotenciál (RH-1838), a CBF (LASCA), a 

CBV (zöld IOS) és a hemoglobin deszaturációjának (piros IOS) dinamikájáról (4.2.2. fejezet). 

 Az adatgyűjtést 10 perc alapszakasz felvételével kezdtük, majd 2VO révén globális előagyi 

iszkémiát idéztünk elő. A sikeres érelzárást a baroreceptor reflex jelezte (a MABP hirtelen, 

tranziens emelkedése válaszul a CCA-ban létrejött perfúziós nyomásesésre). Az előagyi iszkémiát 

tíz perc elteltével hipovolémiás hipotenzióval súlyosbítottuk: a femorális katéterek egyikén 

fokozatosan, kb. 10 perc hosszan vért vettünk le addig, amíg a MABP 40 Hgmm-re csökkent. A 

vérlevétel után a MABP 35-40 Hgmm között állapodott meg. Húsz perccel később a kísérleteket 

halotán túladagolásával, vagy KCl i.v. infúziójával fejeztük be. A szívmegállás után a regisztrációt 

még 10 percig folytattuk. 

 A kísérletek során a MABP és a CBF változását a következő mintavételi pontoknál határoztuk 

meg: a): egy perccel a 2VO előtt (alap); b): a 2VO-t röviddel követő CBF minimumnál; c): a 2VO-ra 

adott baroreceptor reflex MABP maximumánál; d): közvetlenül a vérlevétel megkezdése előtt; e): 

a vérlevétel befejezésekor; f): a vérlevétel befejezése után 9 perccel; g): közvetlenül a szívmegállás 

indukciója előtt. Az optikai jelek intenzitás-változásait a fentebb részletezettek szerint olvastuk ki 

és értékeltük (4.2.2. fejezet). Az eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai 

analízist SPSS szoftverrel végeztük (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., 

U.S.A.); az  értékeléshez az adatsor természetétől függően egyszempontos vagy ismételt variancia-

analízist (ANOVA), illetve független T-próbát használtunk (p<0,05*); ANOVA modell esetén több 

csoport összehasonlítására Fisher post hoc tesztet használtunk (p<0,05*; p<0,01**). 

 

A globális előagyi iszkémiával kapcsolatos változások értékelése 

 A hipovolémiás hipotenzióval súlyosbított globális előagyi iszkémia modellben folyamatosan 

követtük a MABP és a CBF változását a hipotenzió visszaigazolására, az iszkémia súlyosságának 

becslésére, és a modell jellemzésére. A 2VO létrehozását először hirtelen vérnyomásesés 

(88±4 Hgmm-ről 70±4 Hgmm-re), majd tranziens vérnyomáskiugrás követte (107±6 Hgmm), 

melyet az intakt baroreceptor reflex jelének tekintettünk.81 Az iszkémia vérlevételt megelőző 

fázisában a MABP az alapértéknél magasabban, 91±4 Hgmm körül állapodott meg, majd a 

vérlevétel eredményeképp, a szisztémás vérmennyiség csökkenésével összhangban,125 

38±3 mmHg-ig süllyedt. A kísérlet további szakaszában a MABP számottevően már nem tért vissza 

az élettani tartományba, a szívmegállás előtt átlagban 43±8 mmHg értéket mértünk (5.3.1. ábra). 

A patkányban korábban megfigyeltekhez hasonlóan,63 a 2VO hatására a CBF 65±5 %-ra esett, a 

vérnyomáskiugrással egyidőben már 78±5 %-ra tért vissza, és a vérlevétel megkezdéséig ettől az 

értéktől már lényegesen nem tért el. A CBF a fokozatos vérlevétellel párhuzamosan egyenletesen 

csökkent, melyet az agyi autoregulációs kapacitás kimerüléseként értelmeztünk.138 A 

hipovolémiás hipotenzió kialakításának végére a CBF már csak 39±5 % körül mozgott (5.3.1. ábra). 

 Az iszkémia indukciója az optikai jelek intenzitását is érintette. A zöld IOS az előagyi iszkémia 

és a későbbi hipovolémiás hipotenzió létrehozása során erősödött, ami a kérgi fényelnyelés 

gyengülését, azaz a CBV nyilvánvaló csökkenését tükrözte (4.2.2. fejezet). A piros IOS intenzitása 

a zölddel ellentétben fokozatosan mérséklődött, melynek legvalószínűbb oka az iszkémiával illetve 

a hipovolémiával kapcsolatos hemoglobin deszaturáció lehetett.411 Az RH-1838 fluoreszcenia-

intenzitása a mezőpotenciáltól függetlenül, a piros IOS jellel szinkron gyengült, amit korábbi 

eredményeink alapján optikai melléktermékként értelmeztünk (4.2.2. fejezet). 
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5.3.1. ábra. Az artériás középnyomás (mean arterial blood pressure, MABP) és az agyi vérátáramlás 
(cerebral blood flow, CBF) változása a globális előagyi iszkémia előidézése (kétoldali arteria carotis 
communis elzárás, „two-vessel occlusion”, 2VO), majd az iszkémiát súlyosbító hipovolémiás hipotenzió 
(vérlevétel az arteria vagy vena femoralis-ból) következtében. Az adatokat átlag±stdev formában adtuk 
meg (n=9). A statisztikai értékeléshez használt ismételt variancia-analízis (ANOVA) a MABP és a CBF 
szignifikáns időbeli változását igazolta (p<0,01**; az alap szakaszhoz képest). A B panel grafikonján szürke 
sáv jelöli a terjedő depolarizációk (SD) spontán kialakulásának helyét a MABP és a CBF változásához 
képest. Az SD-k túlnyomó többsége a hipovolémiás hipotenzió létrehozása közben, 4,6±0,8 perccel a 
vérlevétel kezdete után, 45±2 Hgmm-es MABP és 44±4 %-os CBF mellett  jelentkezett (n=6). Az SD-k 
harmada a hipovolémiás hipotenzió kialakitását követően, a vérlevétel befejezés után 1,3±0,7 perccel, 
34±4 Hgmm-es MABP és 43±15 %-os CBF mellett alakult ki (n=3). 

 

A terjedő depolarizáció kiválthatósági körülményei globális előagyi iszkémiában 

Az iszkémia során spontán jelentkező SD-ket az RH-1838 képsorokon azonosítottuk 

(5.3.2. ábra). Kilenc kísérletben az adatgyűjtési időszak alatt kísérletenként egy SD lépett be és 

haladt át a látótéren 2,8±0,2 mm/min terjedési sebességgel (5.3.2. ábra). Másik négy kísérletben 

nem láttunk az SD-re utaló optikai jelintenzitás-változást. Az SD hullámfrontja nyolc alkalommal a 

koponyaablak frontolaterális széle felől (5.3.2. ábra), egy esetben kaudolaterális irányból érkezett 

a látótérbe, mely összhangban áll a szívmegállás és multifokális iszkémia modellben is tapasztalt, 

domináns, fronto-kaudális irányultsággal (4.2.2. és 5.2. fejezet). Az SD terjedő jellege arra enged 

következtetni, hogy bár a globális iszkémia az előagy minden területét egységesen érintette, az SD 

mégis egy jól kötülhatárolható fókuszból indult, és terjedt tovább. Feltevésünket igazolja, hogy ex 

vivo agyszeleteken az SD pontszerű fókuszból ered a preparátumot térben és időben egységesen 

érintő oxigén-glükóz megvonás eredményeképp.197 Ezek alapján azt a hipotézist állítottuk fel, hogy 

az egyenletesen hipoperfundált idegszövetben az iszkémiára leginkább érzékeny sejtpopulációk 

depolarizálódnak először, kijelölve az SD fókuszát. Az előző fejeztben megállapítottuk, hogy az 

SD-k terjedési iránya alapján a hullám látótéren kívüli kiindulási pontja a striátum lehet 

(5.2. fejezet). A striátum neurokémiailag és funkcionálisan kevert sejtcsoportjainak iszkémiás 

toleranciája nagy változatosságot mutat,61,300 így elképzlehető, hogy a rágcsálóban előidézett 

globális előagyi iszkémia során a parietális kéregre ráterjedő SD-k valóban a striátumból 

erednek.392,401 
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5.3.2. ábra. Terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) terjedésének multi-modális, képi 
megjelenítése globális előagyi iszkémia rágcsáló modelljében. A1-5: A feszültégfüggő festék (RH-1838) 
fluoreszcenciájának SD-vel összefüggő intenzitás-változása. A reprezentatív esemény elhúzódó, tranziens 
SD volt; a repolarizáció 13 perc elteltével zajlott le. B1-5: Az agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) 
megjelenítése lézer-folt interferencia kontraszt analízissel (laser speckle contrast analysis, LASCA). A 
hidegebb színek az alacsonyabb áramlású területeket jelölik. Az SD-hez csatoltan hipoperfúziót kaptunk. 
C1-5: Az agyi vérvolumen (CBV) jellemzése a visszaverődő fény intenzitása alapján (IOS) zöld megvilágiítás 

mellett (=540-550 nm). A jelintenzitás növekedése a CBV csökkenésére enged következtetni. D1-5: Piros 

IOS (=620-640 nm) felvételek a hemoglobin szaturációjának. A kísérlet kiaragdott szakaszában a 
hemoglobin teljes deszaturációja miatt a piros IOS a zöldhöz hasonlóan a CBV csökkenését tükrözte. A 
bal szélső, számozatlan felvételek (A, B, C, D) a látóteret mutatják be a négy modalitás tekintetében 
röviddel az RH-1838 inkubációt követően. Az 1-5 számozású RH-1838, CBF, zöld és piros IOS képsorokat 
háttérkivonás, öt pontos mozgóátlag alkalmazása, és a kontraszt optimalizálása révén kaptuk. A CBF, zöld 
és piros IOS képeket szoftveresen pseudo-color alkalmazásával színeztük. Az RH-1838 intenzitás-
változását és a CBF dinamikáját a reprezentatív SD-re nézve az 5.3.3. ábra B panel mutatja be. 

 

Kísérleteinkben a 2VO és a hipovolémiás hipotenziókezdete között eltelt időben nem alakult ki 

SD, bizonyára azért, mert ebben az időszakban a CBF nem esett 65±5 % alá, vagyis az iszkémia 

enyhe fokú volt. Az SD-t vagy a hipovolémiás hipotenzió létrehozása során, vagy a hipovolémiás 

hipotenzió kialakítását követően regisztráltuk, amikor a CBF 43 % körül mozgott (5.3.1. ábra; 

5.3.1. táblázat). A 40-45 % körüli áramlás tehát a modellben az SD iszkémiás kiválthatósági 

küszöbeként azonosítható. Eredményeinket alátámasztja, hogy a fokális agyi iszkémai patkány 

MCAO modelljében az SD CBF küszöbe 40 ml/100 g/min értékűnek bizonyult a megállapított 

100 ml/100g/min alapáramláshoz képest.374 Kísérleteinkben az SD terjedése az agyi 

autoregulációs sáv elhagyásával is egybeesett, amely összecseng azzal a későbbi klinikai 

tanulmánnyal, amely zárt koponyasérült betegekben az autoreguláció zavarához szövetkárosító 

SD-ket társított.176 

 Az SD-k három típusát határoztuk meg a depolarizáció hossza alapján (5.3.1. táblázat). 

Terminális depolarizációkén definiáltuk az SD-t olyan esetben, amikor a látótérben repolarizáció 
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nem alakult ki a megfigyelési időszak alatt, és a szívmegállást sem követte további SD (n=4) 

(5.3.3. ábra, A panel). Elhúzódó, tranziens SD-t akkor állapítottunk meg, amikor a repolarizáció 

ugyan lezajlott, de 5 percnél hosszabb ideig késlekedett (n=3) (5.3.3. ábra, B panel). Az angol nyelvű 

szakirodalom az ilyen jellegű eseményeket „köztes” (intermediate) SD-nek tekinti.96 Az SD-t rövid, 

tranziens eseményként tartottuk számon, ha a repolarizáció 5 percen belül jelentkezett (n=2) 

(5.3.3. ábra, C panel), bár az ép keringésű kéregben tapasztalt időtartamhoz képest (14-16 s) 

globális előagyi iszkémia alatt a rövid, tranziens SD-k is aránylag hosszan elhúzódtak (37±13 s). Az 

SD huzamosabb időtartama egyrészt jelezheti a szövet metabolikus krízisének növekvő 

súlyosságát, másrészt az SD szövetkárosító hatásának is fokmérője.96 

 

5.3.1. táblázat. A terjedő depolarizáció (spreading depolarization SD) típusai globális előagyi iszkémia 
rágcsáló modelljében 

 
Az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. A CBF változás százalékpontos csökkenését az RH-1838 
SD-vel összefüggő intenzitás-fokozódásának maximumánál határoztuk meg. A statisztikai értékeléshez 
független T-próbát használtunk (p<0,05*; a rövid, tranziens SD-hez képest). Rövidítések: MABP: artériás 
középnyomás (mean arterial blood pressure); N/A: nem értelmezhető. 

 

A terjedő depolarizációval járó hemodinamikai válasz 

Az SD eseményekhez zömében negatív áramlási választ, azaz terjedő iszkémiát kaptunk. Az 

SD-hez társuló CBF változás az SD típusa szerint eltérő mintázatot mutatott (5.3.3. ábra). A 

terminális depolarizációt permanens áramlásesés követte, mely a hipovolémiás hipotenzió 

kialakításával elért 40 % körüli hipoperfúziót még több, mint 10 %-al mélyítette (5.3.3. ábra A panel; 

5.3.1. táblázat). Az elhúzódó, tranziens SD-kkel hasonló nagyságrendű, de átmeneti, az SD 

hosszával arányos időtartamú áramláscsökkenés járt (5.3.3. ábra B panel; 5.3.1. táblázat). A zöld és 

piros IOS intenzitása a hipoperfúzióval szinkron fokozódott (zöld IOS: 15,7±1 pp., n=9; piros IOS: 

4,5±0,6 pp., n=9), és az RH-1838 képsorokon látható SD-vel együtt terjedt (5.3.2. ábra). Figyelembe 

véve, hogy a hemoglobin mind a 2VO által okozott CBV eséssel, mind a hipovolémiával feltehetően 

teljes mértékben deszaturálódott,116,411 az SD-vel a zöld és a piros IOS intenzitás-növekedése is a 

CBV csökkenésére enged következtetni (4.2.2. fejezet). Az SD-hez csatolt hipoperfúziós válaszokat 

fokális előagyi iszkémia modellekben is tapasztaltak, bár az SD térbeli és időbeli lefutásához azokat 

nem tudták társítani.239,344,357 Saját kísérleteinkben az SD-hez társuló hirtelen áramlásesés az 

RH-1838 SD-t jelző meredek intenzitás-fokozódásának felet meg. Ez a jellemző időbeli egyezés a 
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terjedő iszkémia kialakulására utal96,101 (5.2.8. ábra, E-F panel), melyet vélhetően a vazodilatátor 

nitrogén-monoxid (NO) hiányában az extracelluláris térben vazokonstriktív koncentrációt elérő K+ 

hoz létre413 (6.3. fejezet). Elhúzódó, tranziens SD-k esetén megfigyeltük, hogy a repolarizáció a CBF 

visszatérését követte. A jelenség azt a nézetet támasztja alá, hogy a perfúzió elégtelensége 

késlelteti a repolarizációt, így a rövid, tranziens SD elhúzódó, vagy terminális SD-vé alakul, ami 

veszélyezteti a szövet túlélését.96 

A rövid, tranziens SD-kkel egyértelmű CBF változás nem rajzolódott ki (5.3.3. ábra, C panel; 

5.3.1. táblázat), mely emékeztet a multifokális előagyi iszkémia modellben leírt és tárgyalt hasonló 

eseményre (5.2. fejezet) (5.2.7. ábra). 

 

 
5.3.3. ábra. A terjedő depolarizációhoz (spreading depolarization, SD) társuló hemodinamikai válasz 
jellemzői globális előagyi iszkémia rágcsáló modelljében. A reprezentatív kísérletekből származó, eredeti 
regisztrátumokon az SD megjelenését a feszültségfüggő festék (RH-1838) fluoreszcenciája igazolja (kék). 
A zöld visszaverődő fény (intrinsic optical signal, IOS) intenzitás-változása alatt (zöld) az agyi vérátáramlási 
(cerebral blood flow, CBF) válasz időbeli lefutása látható (sötét vörös). A: A terminális depolarizációval 
jellemzően permanens áramláscsökkenés járt. B: Az elhúzódó, tranziens SD-hez tranziens 
áramláscsökkenés társult. C: A rövid, tranziens SD-vel nem rajzolódott ki egyértelmű hemoidinamikai 
válasz. Az RH-1838 és a zöld IOS regisztrátumokat öt pontos, a CBF görbéket kilenc pontos mozgóátlaggal 
simítottuk. Az RH-1838 és a piros IOS intenzitás-változását szürkeszint-változásként (gl) fejeztük ki. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Kutatásaink során bizonyítottuk, hogy az SD a globális iszkémiás sérülések kórélettani 

folyamataiban is szerephez jut. Eredményeink hiánypótlóak, hiszen az SD spontán kialakulását 

eddig csak az iszkémiás vagy traumás agysérülések fokális lézióihoz kötötték. Érdemes tehát 

fontolóra venni az SD hozzájárulását a szisztémás keringés átmeneti megszűnésével, például a 

szívinfarktussal kapcsolatos neurológiai tünetek kialakulásához. 

 Vizsgálataink révén leírtuk és igazoltuk az SD-hez csatolt terjedő iszkémia jelenségét. Előző 

tanulmányaink tükrében megállapítható, hogy a terjedő iszkémia megjelenésénez a kritikusan 

alacsony szöveti perfúzió teremt kedvező feltételeket. Másfelől a terjedő iszkémia tovább mélyíti 

a már fennálló hipoperfúziót, és növekvő időtartama késlelteti az SD-t követő repolarizációt. 

Mindezek alapján a terjedő iszkémia lényeges szerepet tölthet be az előagyi iszkémiával 

kapcsolatos neurodegeneratív kórfolyamatokban. 
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A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Bere Z, Obrenovitch TP, Bari F, Farkas E. Ischemia-induced depolarizations and associated hemodynamic 

responses in incomplete global forebrain ischemia in rats. Neuroscience. 2014;260:217-26. 

 

5.4. Az agykérgi terjedő depolarizációval járó szöveti acidózis: tranziens globális 

előagyi iszkémia és reperfúzió 
 

Háttér 

Az agyi metabolizmus intenzitásának becsléséhez leginkább a szöveti glukóz, laktát és piruvát 

koncentráció mérésére támaszkodnak, de a szöveti pH is hasznos támpontként szolgál. A 

szénhidrátok metabolizmusa során CO2 és laktát képződik, amely hozzájárul az interstíciális 

folyadék savasodásához. A neuronok működésével továbbá erősen savas tartalmú szinaptikus 

vezikulák ürülnek az extracelluláris térbe, ami tovább csökkentheti az extracelluláris tér pH-ját. Az 

agyi interstícium kémhatásának savas irányú eltolódását a különböző puffer rendszerek – mint a 

szénsav-anhidráz enzim rendszer – ellensúlyozzák, valamint az intra- és extracelluláris tér közötti 

pH különbséget proton pumpák egyenlítik ki.58 

A hatékony pufferrendszerek ellenére a neuronális aktivitás fokozódása szinte késés nélkül 

átmeneti szöveti acidózist von maga után, így az idegszövet pH változásait a neuronális 

metabolizmus érzékeny indikátorának tekintik.59 A súlyos mértékű acidózis ugyanakkor 

szövetkárosító hatású, mert módosítja az idegsejtek ingerelhetőségét, előmozdítja a 

szabadgyökök termelődését, gátolja az intracelluláris szignalizációs folyamatokat, és DNS-

töredezést indukál.346 Az ép keringésű patkány agykéregben az SD alatt a szöveti pH átmenetileg 

7,35-ről 6,90-6,95-re csökken (4.3. fejezet), ami mértékét és rövid időtartamát tekintve 

valószínűleg nem káros a neuronokra nézve. Azonban az SD-okozta pH változás a neuronok 

sérülése szempontjából meghatározó lehet, ha az SD az iszkémiás agykéregre jellemzően rövid 

időn belül többször ismétlődik, és az SD-vel járó acidózis hozzáadódik az iszkémiás penumbrát 

jellemző pH 6,9 körüli értékű acidózishoz.237 Kísérleteinket tehát az a hipotézis vezérelte, hogy az 

SD-re jellező savas pH változás az iszkémiás agyban fellépő szöveti acidózist elmélyíti, és a 

szövetkárosító tartományba tolja el. Elképzelésünket alátámasztja, hogy az SD-t kísérő szöveti 

laktát-felhalmozódás iszkémia során jelentősebbnek bizonyult az ép agykéregben tapasztalthoz 

képest.335 Hipotézisünk igazolására patkány iszkémia modellben pH-szenzitív mikroelektródát, és 

optikai, pH-alapú illetve CBF képalkotást alkalmaztunk (4.3. fejezet). 

A kísérleti modell az eddig beállított iszkémia modellektől annyiban tért el, hogy az iszkémiára 

válaszult kialakuló, spontán SD-ken  túl kísérletesen további SD-ket is kiváltottunk. Az SD-k 

kontrollált kiváltásának előnye, hogy időzítésük kiszámítható, az események közötti változatosság 

minimális, és az ép agykéregben kiváltott SD-khez hasonlítva az iszkémiás SD-kre jellemző 

eltérések közvetlenül, megbízhatóan értékelhetők. 

 

Módszerek 

 Kísérleteinket fiatal felnőtt (2 hónapos), hím, Sprague-Dawley patkányokon végeztük (n=20). A 

kísérleti állatok előkészítését, a pH-szenzitív mikroleketródák alkalmazását, ezzel egyidejűleg a 

lézer-Doppleres áramlásmérést, és a szöveti pH-t és CBF változásokat monitorozó optikai 

képalkotó eljárást a 4.3. fejezetben részletesen ismertettük. A globális előagyi iszkémia 

kialakítására a CCA-t mindkét oldalon kipreparáltuk (5.3. fejezet), majd házilag készített műanyag 

okklúdereket fűztünk az erek köré, hogy az artériákat a kísérleti protokoll egy adott fázisában 

elzárjuk. Az állatok egy csoportjában az agykérgi pH változásokat ionszenzitív mikroelektródával, 

egy másik csoportban pH alapú multi-modális képalkotással regisztráltuk (4.3. fejezet). 
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 Ötven perces alapszakasz felvétele után a CCA-kat elzártuk (2VO), majd egy óra elteltével az 

érelzárás feloldásával reperfúziót hoztunk létre. A kísérleteket egy újabb óra elteltével izoflurán 

túldozírozásával fejeztük be. A kísérlet három fázisa során (alap, iszkémia, reperfúzió) egyenként 

3-3 SD-t váltottunk ki 15 perces időközönként (4.3. fejezet) (5.4.1. ábra). A kísérletek egy részében 

a 2VO után perceken belül egy spontán SD is megjelent (5.4.1. ábra). 

A részletes analízis során a spontán és kísérletesen kiváltott SD-ket külön értékeltük. A 

kísérletesen kiváltott eseményeket a kísérletek három szakasza szerint (alap, iszkémia, reperfúzió) 

hasonlítottuk össze, az első SD-t (SD1) elkülönítve. A kapott eredményeket átlag±stdev formában 

adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, 

Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). A statisztikai értékeléshez egyszempontos ANOVA-t használtunk, 

melyet Fisher post hoc teszt követett. 

 

 
5.4.1. ábra. A kísérleti protokoll. A számozott terjedő depolarizációs események (spreading 
depolarization, SD) az 1 M KCl-al, kísérletesen kiváltott SD-ket jelölik. A kísérletek egy részében, az 
iszkémia indukciója után közvetlenül spontán SD (sp. SD) is kialakult, melyet bizonytalan megjelenése 
miatt zárójelesen adtunk meg. A globális előagyi iszkémiát kétoldali arteria carotis communis elzárással 
(two-vessel occlusion, 2VO), a reperfúziót az érelzárás feloldásával hoztuk létre. A kísérleteket az altató 
túladagolásával fejeztük be. 

 

Iszkémia alatt a terjedő depolarizációval markánsabb acidózis jár 

 Az ép kéregben lezajló SD-hez képest az iszkémia alatt kiváltott eseményekkel jelentősen 

határozottabb acidózis alakult ki, melyet jellemzett a nagyobb relatív amplitúdó (0,43±0,15 vs. 

0,36±0,07 pH egységnyi változás), a hosszabb fél amplitúdónál mért idő (pH-szenzitív 

mikroelektróda: 93,1±26,3 vs. 40,2±8,1 s; NR képalkotás: 127,5±64,2 vs. 39,8±13,8 s), és a 

kiterjedtebb görbe alatti terület (AUC, area under the curve) (pH-szenzitív mikroelektróda: 

2415±869 vs. 855±322 pH egység x s) (5.4.2. ábra). Az iszkémiás agykéregben SD után lassult a 

szöveti pH rendeződése is, melyet az acidózis visszatérő szakaszának meredeksége adott meg 

(pH-szenzitív mikroelektróda: 0,44±0,33 vs. 0,70±0,26 pH egység/s). A reperfúzió fázisa alatt az 

SD-khez tárduló acidózis a kísérlet alapszakaszára jellemző mértékűnek bizonyult (relatív 

amplitúdó: 0,31±0,09 vs. 0,36±0,07 pH egységnyi változás; fél amplitúdónál mért idő: 42,0±8,0 vs. 

40,2±8,1 s). 

 Korábbi megfigyelések azt valószínűsítik, hogy az SD-vel járó acidózis a laktát szöveti 

felhalmozódásával függ össze.267,332 Az SD során kialakuló laktát-acidózis valószínűségét támasztja 

alá az is, hogy agyi iszkémia során az idegszöveti pH csökkenése egyenesen arányos a laktát 

felszaporodásával.198,283 Ezek alapján tehát azt feltételezzük, hogy az iszkémiás kéregben az SD-vel 

azért alakul ki markánsabb acidózis az ép kéreghez képest, mert az SD iszkémia alatt nagyobb 

mértékben fokozza a laktát felszaporodását. Az iszkémia alatti jelentősebb laktát termelődés 

mögött az állhat, hogy az SD a sérült szövetben kizárólag anaerob metabolizmust indít be,281 míg 

az ép kéregben az SD-okozta metabolikus igényt kezdetben a glükóz aerob, majd később anaerob 

lebontása fedezi.253,316 
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A terjedő depolarizációt követő hiperémia mértéke csökken iszkémia során  

 A kísérleti modell a látótérben (de globális természeténél fogva valószínűleg a teljes 

agykéregben) az iszkémiás penumbrára jellemző viszonyokat teremtett. Az érelzárás után a CBF 

20-40 % között mozgott a reperfúzió megkezdéséig, mely megfelel az iszkémiás penumbra szöveti 

perfúziót alapul vevő definíciójának.10 Eredményeink értékelése szempontjából a penumbrára 

jellemző viszonyok vizsgálata nagy jelentőséggel bír, hiszen fokális iszkémiában az ismétlődő SD-k 

elsősorban a penumbrára nézve károsak.164 

 A kiváltott SD eseményekhez az esetek döntő többségében hiperémia társult (5.4.2. ábra). A 

kísérletek iszkémiás szakaszában elvétve terjedő iszkémiát is megfigyeltünk, de a terjedő iszkémia 

alacsony előfordulási gyakorisága miatt ezeket statisztikailag nem értékeltük. A hiperémiás 

válaszok meghatározó előfodulását okozhatta, hogy az iszkémiás inzultust megelőző alap 

szakaszban SD-ket váltottunk ki. Az ép kéregben indukált SD-t ugyanis prekondicionáló 

stimulusként is számon tartják, mely növeli az iszkémiával szembeni toleranciát.341 Elképzelhető, 

hogy az iszkémia súlyosabb következményekkel járt volna, ha nem előzi meg ismételt SD kiváltás. 

Az SD-vel összefüggő hiperémia kezdete az acidózis kezdetét 24,5±23,5 s késéssel követte. Az 

iszkémia során az SD-vel járó hiperémia relatív amplitúdója jelentősen csökkent (20,8±8,9 vs. 

76,3±119,6 %), hossza pedig megkétszereződött az alap szakaszhoz képest (146,4±49,7 vs. 

61,4±11,6 s) (5.4.2. ábra), mely megfelel korábbi megfigyeléseknek.133 A hiperémia AUC-je 

iszkémia alatt kisebbnek bizonyult (3009±1073 vs. 4428±1436 % x s). A hiperémia csökkenését 

iszkémia alatt okozhatta a neurovaszkuláris csatolás sérülése.196 Ugyanakkor az iszkémia akut 

szakaszában a perfúzió csökkenését metabolikus vazodilatátorok, például adenozin vagy laktát 

gyors felszabdulása, illetve az ADP/ATP arány emelkedése követi, mely az agyi arteriolák 

tágulásához vezet.65 Ebből következik, hogy az erek alaptónusának csökkenése miatt a további 

vazodilatáció tartománya beszűkül, mely magyarázhatja az SD-re válaszul kialakuló hiperémia 

kisebb amplitúdóját az iszkémiás kéregben. 

A reperfúzió fázisában a hiperémia jellemzői javultak az iszkémiás szakaszhoz képest, de relatív 

amplitúdója és AUC-je nem rendeződött az alap szakaszra jellemző értékre (relatív amplitúdó: 

46,9±25,3 vs. 20,8±8,9 vs. 76,3±119,6 %; AUC: 2788±1362 vs. 3009±1073 vs. 4428±1436 % x s; 

reperfúzió vs. iszkémia vs. alap szakasz). Ez megfelel a neurovaszkuláris csatolás részlegesen 

fennmaradó elégtelenségének MCAO-t követő reperfúzió alatt.366 A reperfúzió korai szakaszában 

a depolarizációval összefüggő hiperémia részleges helyreállásának hátterében a periciták 

elhúzódó konstrikciója, és a kapillárisok gyenge átjárhatósága állhat.152,420 

A terjedő depolarizáció jelentősen elmélyíti az iszkémia-okozta idegszöveti acidózist 

 Kísérleteinkben az iszkémia kialakítását követően a szöveti pH átlagban 6,93±0,09-nek adódott, 

hasonlóan ahhoz a tartomáynhoz (i.e. pH 6,9-7,0), amit korábban kísérletes MCAO után a 

penumbra régióra kalkuláltak.290 A kísérletek egy részében, az iszkémia kialakítását követő két 

percben spontán SD jelentkezett. A felvett képsorok tanúsága szerint – a korábbi fejezetekben 

bemutatott megfigyelésekkel egyezően – az esemény frontolaterális (a később kísérletesen 

kiváltott SD-k kiindulási pontjával ellentétes) irányból lépett be a látótérbe (5.4.3. ábra). Az SD 

spontán megjelenésének kedvezett, ha az iszkémia indukciója után a CBF minimumértéke 20 % 

alá esett, illetve ha a szöveti pH iszkémiával összefüggő csökkenése a 0,2 pH egységnyi mértéket 

meghaladta (5.4.4. ábra). Érdekes módon az iszkémia indukcióját megelőző szöveti pH 

alkalotikusabb volt azokban az esetekben, amikor az iszkémia kezdetén spontán SD jelent meg, 

ahhoz képest, amikor spontán SD-t nem tapasztaltunk (pH 7,28±0,06 vs. 7,21±0,04; spontán SD 

megjelenése vs. elmaradása). 
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5.4.2. ábra. A kísérletesen kiváltott terjedő depolarizációval (spreading depolarization, SD) járó szöveti 
acidózis és agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) válasz patkány agykéregben. A: Az SD-vel járó 
szöveti pH-változás (kék és piros) és CBF változás (fekete) a kísérlet három szakaszára lebontva (i.e. alap, 
iszkémia, reperfúzió). A vonaldiagramokat számos kísérletből származó SD-k átlagaként ábrázoltuk 
(átlag±stdev; n=6/8). A kék a pH-szenzitív mikroelektródák révén, a piros a pH-alapú optikai képalkotás 
eredményeként kapott pH változásokat tünteti fel. A pH-alapú optikai képalkotással a reperfúzió 
szakszáról nem nyertünk megbízható adatokat a neutrálvörös (Neutral Red, NR) fakulása miatt. A 
feltüntetett CBF változásokat lézer-Doppleres áramlásméréssel regisztráltuk. B: Az acidózis relatív 
amplitúdóját pH egységnyi változásként adtuk meg. C: A visszatérés sebessége az acidózisból. D: Az 
acidózis és a hiperémia fél amplitúdónál mért időtartama. E: A hiperémia relatív amplitúdója. A B-E 
paneleken az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg, az elemszámokat az oszlopokon tüntettük fel. 
A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) használtunk (p<0,05*; p<0,01**), 
melyet Fisher post hoc teszt követett (p<0,05* és p<0,01** vs. alap szakasz; p<0,01## vs. iszkémia). 

 

A spontán SD a savas szöveti pH viszonyokat jelentős mértékben súlyosbította. Az iszkémiával 

összefüggő szöveti acidózishoz az SD-okozta acidózis hozzáadódott. A spontán SD a szöveti pH-t 

átlagban 6,93±0,09-ról átmenetileg 6,48±0,16-ra tolta el (5.4.4. ábra), mely fokális inzultus esetén 

inkább az iszkémiás mag régióra jellemző érték.  Összehasonlításképpen, a nyúl agykéregben 

kialakított fokális iszkémia a szöveti pH-t 6,64-re csökkentette;258 patkány MCAO modellben az 

infarktus peremén a szöveti pH 6,53-nek adódott.19 Mindezeket figyelembe véve feltételezzük, 

hogy az SD az iszkémiás penumbrán végighaladva a szöveti pH-t átmenetileg az iszkémia mag 

régiójára jellemző, erősen savas tartományba tolja el, ami egy potens, neurodegenerációt 

eredményező kórfolyamat. 
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5.4.3. ábra. A nyers neutrálvörös (Neutral Red, NR) és lokális agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) 
képsorok, azok egy meghatározott pontjából (region of interest, ROI) nyert intenzitásgörbék, és a 
beültetett elektródával elvezetett DC potenciál az iszkémia indukcióját és egy spontán terjedő 
depolarizáció (spreading depolarization, SD) áthaladását szemléltetik a látótéren. A: A reprezentatív 
felvételeken a szöveti acidózist az NR fluoreszcencia-intenzitásának emelkedése (melegebb színárnyalat) 
jelöli. A spontán SD belépését a látótérbe fehér nyíl (A4) szemlélteti. B: A lézer-folt interferencia kontraszt 
analízissel (laser speckle contrast analysis, LASCA) számított áramlási térképek az iszkémia indukciójával 
(kétoldali arteria carotis communis elzárás, two-vessel occlusion; 2VO) okozott áramlásesést, és az SD-
vel járó CBF változást jelenítik meg. A sorozat képein a melegebb színek a magasabb áramlási 
viszonyoknak felelnek meg. A monokróm kamerák által készített 16 bites fekete-fehér felvételeket az A 
és B sorozaton szoftveresen pseudo-color alkalmazásával színeztük. A képsoroktól jobbra feltüntetett 
színskálák a színezéshez felhasznált szürke sávtartományt jelölik. C: Az idősorok az NR fluoreszcencia-
intenzitásának (piros) és a CBF (fekete) iszkémiával és SD-vel összefüggő változásait mutatják. Az SD 
kialakulását a DC potenciál tranziens, negatív kitérése igazolta (zöld). Az NR intenzitásgörbék felett sorban 
lefelé mutató fekete háromszögek az A és B paneleken látható felvételpárok időbeli mintavételi helyét 
jelölik. A megjelenített változásokat a B1 felvételen megadott ROI, és az elektrofiziológiai változók 
elvezetésére beültetett mikroelektróda (E) segítségével jelenítettük meg. 

 

A spontán SD után 10 perccel a szöveti pH savasabban maradt azokhoz a kísérletekhez képest, 

amelyekben az iszkémia előidézése után spontán SD nem jelentkezett (pH 7,09±0,09 vs. 

7,29±0,16); utóbbi esetben 10 perc elteltével a szöveti pH az iszkémiát megelőző értékre tért 

vissza, azaz teljes mértékben rendeződött. Hosszú távon az SD után fennmaradó, enyhébb fokú 

acidózis is sejtkárosító lehet, hiszen az acidózis-indukálta sejtkárosodás küszöbe az acidózis 

fennállásának hosszával arányosan csökken.272 Tekintve, hogy az iszkémiás kéregben az SD-k 

visszatérő mintázatban ismétlődnek,184,270 és eredményeink szerint a szöveti pH az SD után 

legalább 10 percig savas tartományban marad, az SD a szöveti acidózis fenntartása révén is 

növelheti a neuronkárosodás kockázatát. 

Az uralkodó hipotézis szerint az SD-okozta idegszöveti sérülés oka, hogy a csatolt CBF 

változásban a hipoperfúzió domináns szerephez jut, terjedő iszkémia alakul ki, amely mélyíti a 

szövetben fennálló perfúziós deficitet.96,164 Azonban az iszkémiás penumbrán áthaladó SD-knek 

csak egy kis hányadához társul terjedő iszkémia. Az itt bemutatott kísérletek tanúsága szerint is az 

események többségét hiperémia kíséri. Eredményeink arra engednek következtetni, hogy bár az 

SD-vel járó hiperémia mértéke iszkémiás szövetben csökken, és valószínűleg nem elégíti ki teljes 

mértékben a szövet metabolikus igényeit, a szöveti pH csökkenése meghatározó módon járulhat 

hozzá az SD-vel kapcsolatos neurodegenerációhoz. 

Ismert, hogy a szöveti acidózis az iszkémiás sérüléseket súlyosbítja, valamint hogy az iszkémiás 

idegsejt-károsodás mértéke a szöveti acidózissal arányos.345 A bemutatott kísérletek alapján 

megállapítható, hogy az SD az iszkémia során fellépő szöveti acidózist huzamos ideig fenntartja, 

átmeneti időszakokra jelentősen elmélyíti, és a szöveti pH rendeződését gátolja. Eredményeink 

alapján tehát azt feltételezzük, hogy az SD szövetkárosító hatása részben az acidózis révén 

érvényesül. 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 73 - 

 

 
5.4.4. ábra. A szöveti acidózis időbeli mintázata az iszkémiával és a spontán megjelenő terjedő 
depolarizációval (spreading depolarization, SD). A: A vonaldiagramokat számos kísérletből származó 
felvételek átlagaként ábrázoltuk (átlag±stdev). A kísérleteket két csoporta osztottuk aszerint, hogy az 
iszkémia indukciója (kétoldali arteria carotis communis elzárás, two-vessel occlusion; 2VO) utáni 
percekben jelentkezett-e spontán SD () vagy sem (). B: A CBF legalacsonyabb értéke közvetlenül az 
iszkémia indukciója után. C: Az iszkémiával összefüggő szöveti acidózis relatív mértéke közvetlenül a 
spontán SD megjelenése előtt. A B-C paneleken az egyes kísérleteket egy-egy szimbólum jelzi. A 
vízszintes, szaggatott vonal a spontán SD kialakulásának elméleti küszöbértéket szemlélteti. D: A szöveti 
acidózis mértéke. A kék oszlop teljes kitöltéssel az SD-t közvetlenül megelőző pH értéket tünteti fel (2VO), 
a teljes, kiegészített oszlopmagasság az SD-okozta pH változást is hozzáadja.  E: Szöveti pH 12 perccel az 
SD-t követően. . A D-E paneleken az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai értékeléshez 
egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) használtunk (p<0,01** vs. iszkémia spontán SD nélkül). 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Kóros körülmények között először mutattuk meg és fejeztük ki az SD-hez társuló szöveti 

acidózis jellemzőit. Rávilágítottunk arra, hogy az SD-vel járó acidózis mértéke függ az idegszövet 

metabolikus állapotától, így iszkémia alatt a pH csökkenés jóval kifejezettebb, mint optimális 

szöveti perfúzió mellett. Bizonyítottuk, hogy az iszkémia okán fellépő, enyhébb acidózishoz 

hozzáadódik az SD-hez társuló, határozottabb pH csökkenés, mely arra enged következtetni, hogy 

az SD-okozta neuronpusztulás a szöveti acidózissal összefügg. Eredményeink abba az irányba 

mutatnak előre, hogy az extracelluláris tér pufferkapacitásának növelése vagy a laktát 

hatékonyabb eltávolítása eredményes neuroprotektív startégiának bizonyulhat.  

Módszertani előrelépés, hogy a pH-alapú képalkotás révén térben is követni tudtuk az 

idegszövet SD-vel összefüggő pH változásait. A felvételek analízise során azonban még nem 

aknáztuk ki a módszerben rejlő összes lehetőséget. Az 5.2. fejezetben bemutatott, a CBF területi 

megoszlását jellemző teljes kép analízishez hasonlóan például jellemezni lehetne a feltárt agykérgi 

felszínen a szöveti pH változásának térbeli megoszlását is. 

 Eredményeink hasznosíthatósága szempontjából a következő megállapítás tehető. A 

klinikumban az SD-k neurodegenratív hatását az ismétlődő események elektrokortikogramon 

értékelhető kumulatív időtartamával hozzák összefüggésbe.96,108 Megfigyeléseink szerint a szöveti 

pH SD-vel kapcsolatos változásai az iszkémiás sérülés érzékeny indikátorának tekinthetők. Ezek 

alapján az idegsebészeti intenzív osztályon alkalmazott laktát bioszenzor181,288 alkalmas lehet a 

szöveti acidózis indirekt követésére, és az SD-okozta sérülés prognózisára. 

Végül a szöveti pH csökkenése kihasználható a sérült területre korlátozódó 

gyógyszerhatóanyag-bejuttatásra iszkémiás sérülések esetén. Jelenleg futó kísérleteink azt 

vizsgálják, hogy savas pH-ra nyíló, az értágító nimodipint (L-típusú feszültség-függő Ca2+ csatorna 

blokkoló) szállító nanopartikulumok milyen hatékonysággal adják le a hatóanyagot és érnek el 

védő hatást az agyi iszkémia állatmodelljében. A szöveti pH alapján az iszkémiás szövetrégióra 
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leszűkített kezelések révén elkerülhetőek lennének a hatóanyagok nem kívánatos, szisztémás 

mellékhatásai. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Menyhárt Á, Zölei-Szénási D, Puskás T, Makra P, Orsolya MT, Szepes BÉ, Tóth R, Ivánkovits-Kiss O, 

Obrenovitch TP, Bari F, Farkas E. Spreading depolarization remarkably exacerbates ischemia-induced tissue 

acidosis in the young and aged rat brain. Sci Rep. 2017;7(1):1154. 

 

6. Az agykérgi terjedő depolarizációhoz csatolt agyi vérátáramlási 

változás mediátorai, az agyi iszkémia hatása 
 

A szakmai közvélemény szerint az SD-hez társuló CBF változást – a szomatoszenzoros ingerlésre 

kialakuló funkcionális hiperémiához hasonóan – neurovaszkuláris csatolás szabályozza.16 Bár az 

SD-vel kialakuló áramlási válaszban valóban megjelenik egy markáns, hiperémiás komponens, 

ennek mértéke jóval meghaladja a szomatoszenzoros ingerlésre adott funkcionális hiperémiát 

(6.0.1. táblázat). Az SD-hez csatolt áramlási válasz továbbá több komponensű, jellegzetes lefutású, 

amely alapvetően különbözik a neuronális aktivitással együtt járó, klasszikus funkcionális 

hiperémiától.16 Végül az SD-hez csatolt CBF változást követően az agyi érhálózat reaktivitása egyes 

potens stimulusokra (pl. CO2) átmenetileg (akár 60 percig is) szünetel,200,223 míg a funkcionális 

hiperémia lecsengését követően megtartott marad (6.0.1. táblázat). 

 

6.0.1. táblázat. Jellemzők, melyek a szomatoszenzoros ingerlésre és a terjedő depolarizációra válaszul 
kialakuló hiperémiát rágcsáló modellekben megkülönböztetik. 

 
*Ismételten kiváltott események közül az elsőre vonatkozik. Rövidítések: CBF: agyi vérátáramlás (cerebral 
blood flow); EETs, epoxieikozatriénsavak (epoxyeicosatrienoic acids); NO, nitrogén-monoxid; 
PGE2: prosztaglandin E2. 

 

A neurovaszkuláris csatolás mediátorainak (e.g. nitrogén-monoxid, prosztaglandin E2, vagy az 

epoxieikozatriénsavak)11,42,187 szerepét az SD-vel együtt járó CBF válaszreakció kialakításában 

sokan és régóta kutatják, de máig nem sikerült a hiperémiát egy meghatározó vazodilatátor hírvivő 

felszabadulásával egyértelmű összefüggésbe hozni.16 Munkánk során újra gondoltunk és újra 

megvizsgáltunk egy túlhaladottnak tartott elképzelést, mely szerint az SD-t követő 

véráramlásfokozódás a „feed-forward” módban szabályozott funkcionális hiperémia helyett egy 

„feed-back” alapon létrejövő reaktív hiperémia.224 Álláspontunk szerint az SD során nem jellemző 
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a funkcionális hiperémiához vezető neuronális aktivitás-fokozódás – épp ellenkezőleg, az 

idegszövet ingerelhetősége lokálisan percekig gátolt („spreading depression of activity”).227 Míg 

neuronális aktivációra az áramlás-fokozódás másodperceken belül eléri csúcsértékét,277 az SD után 

20-30 másodperc is eltelik a teljes hiperémia kialakulásáig (4.2. fejezet). Végül figyelembe kell 

venni azt a körülmény, hogy az SD-hez csatolt hiperémiát áramlásesés előzi meg (a reaktív 

hiperémia létrejöttének előfeltétele145), mely átmeneti hipoxiás állapotot is előidézhet az érintett 

területen.372 Hipotézisünk szerint tehát az SD-vel járó CBF változás reaktív hiperémia, és metabo-

vaszkuláris csatolás eredményeképpen jön létre, melyben szerep juthat a laktát fokozott 

termelődése révén a szöveti acidózisnak (5.4. fejezet), illetve az SD során drasztikus mértékben 

felszaporodó interstíciális káliumnak351,404 (6.0.1. ábra). A laktát felhalmozódása neuronális 

aktivitás során bizonyítottan értágító hatású,11,144 míg a kálium extracelluláris koncentrációja 

20 mM alatt vazodilatációt, 20 mM felett vazokonstrikciót indukál az agyban.215 

 

 
6.0.1. ábra. Vazoaktív mediátorok feltételezett hozzájárulása a terjedő depolarizációt követő agyi 
vérátáramlási válasz kialakításához. Rövidítések: EETs: epoxieikozatriénsavak; NO: nitrogén-monoxid; 
PGE2: prosztaglandin E2. 

 

Az alábbiakban bemutatott munkánk során tehát célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk, mekkora 

a részesedése a neurovaszkuláris csatolásban fontos szerepet játszó vazodilatátor 

prosztaglandinoknak (PGs) az SD-t követő hiperémia kialakításában. Összefüggéseket kerestünk 

továbbá a szöveti pH és az interstíciális kálium koncentráció-változásai és az SD-hez csatolt CBF 

változások között. Mivel kutatásaink központi témája az agyi iszkémia, és imsert, hogy iszkémia 

során a klasszikus neurovaszkuláris csatolás sérül,196 arra is választ kerestünk, hogy az iszkémiás 

állapot az SD-t követő véráramlási válasz szabályozását miként módosítja. 

 

6.1. Az értágító prosztaglandionok szerepe 
 

Háttér 

 Az SD-hez társuló CBF változás szabályozása meglehetősen összetett folyamat, így vélhetően 

nem is köthető egy adott, specifikus mediátorhoz.16 A szomatoszenzoros ingerléssel kiváltott 

klasszikus neurovaszkuláris csatolás mediátorai között tartják számon a prosztaglandionokat, 

melyek potens vazoaktív metabolitok.11,42 Az értágító prosztaglandinok szintézisében 

meghatározó szerepet tölt be az indukálható ciklooxigenáz-2 (COX-2) enzim, melynek az 

arachidonsav a szubsztrátja. A COX-2-t az agykéregben elsősorban a piramissejtek 

expresszálják,216 és megtalálható a kérgi penetráló arteriolák és kapillárisok mentén a 
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perivaszkuláris idegvégződésekben is.406 Értónust szabályozó szerepét tekintve lényeges, hogy a 

COX-2 – termékeinek révén – bizonyítottan részt vesz a szomatoszenzoros ingerlésre adott 

funkcionális hiperémia kialakításában.42,277 Vazoaktív COX-2 származék a prosztaglandin E2 (PGE2), 

melyet a COX-2 termékeket tovább alakító prosztaglandin E szintáz (PGES) állít elő.286 A PGE2 az 

agyi erek falában is azonosított 2-es és 4-es típusú PGE2 receptorokhoz kötődve (EP2 és EP4) vált ki 

vazodilatációt, és részt vesz a funckionális hiperémia kialakításában.42,216,406 

A COX-2 enzimatikus útvonallal ellentétben a konstitutív COX-1 enzim szerepe a 

neurovaszkuláris csatolásban nem világos.187 A COX-1 szelektív gátlása egyrészt szaglási ingerre, 

vagy a perivaszkuláris asztrocita végtalpakban kísérletesen megnövelt Ca2+ koncentrációra 

válaszul megakadályozta a hiperémia kialakulását,293,371 ugyanakkor a rágcsáló bajuszingerléses 

modellben nem védte ki a neuronális aktivitásra bekövetkező áramlásnövekedést.229,278,315 

Az SD-hez kapcsolódó CBF változás kialakításában joggal feltételezhető az arachidonsav-

metabolitok szerepe, hiszen az SD során az agykéregben jelentős az arachidonsav 

felszaporodása,226 és a cerebrospinális folyadékban visszamérhető a prosztanoidok, köztük az 

PGE2 szignifikánsan megemelkedett szintje.343 Azonban a prosztaglandinok szomatoszenzoros 

ingerlésre adott értágító hatásával szemben42 az SD során felszabaduló arachisonsav-termékek 

érösszehúzó hatásúnak bizonyultak, így például a COX enzimek indometacin kezelés révén elért, 

nem-szelektív gátlása az SD-re válaszul a piális arteriolák fokozott tágulatát okozta.343 Más 

kísérletek tanúsága szerint az SD a cerebrovaszkuláris simaizomsejtekben serkenti a 

vazokonstriktív hatással bíró 20-HETE szintézisét, és a 20-HETE termelésének gátlása enyhíti az SD 

során kialakuló CBF változás oligémiás komponensét.134 A COX-1 és a COX-2 enzim szelektív 

gátlásának hatását az SD-t kísérő CBF változás dinamikájára nem ismerjük, bár a COX-2 szerepe a 

jelátvitelben valószínűsíthető, hiszen az enzimet kódoló mRNS átírása és maga a fehérje 

transzlációja is fokozódik az SD-vel összefüggésben.261 

A COX-2 által katalizált jelátvitel az SD-hez társuló CBF válaszreakcióban különösen releváns 

lehet agyi iszkémia során, hiszen iszkémia alatt a COX-2 kifejeződése nagymértékben növekszik, 

méghozzá abban az időszakban, amikor spontán SD-k alakulnak ki.36,279 Megfigyelték továbbá 

iszkémia alatt az EP4 receptorok expressziójának növekedését,234 melyek a COX enzimatikus 

útvonalon keresztül képződő PGE2 bekötődésére vazodilatációs jelátvitelt indítanak be.42,216,406 

Összefoglalva, bár a COX-2 enzimatikus útvonal szerepét a szomatoszenzoros stimulálással járó 

funkcionális hiperémia kialakításában széles körben elismerik,11,42 az eddigi SD-vel kapcsolatos 

eredmények nagyon szerteágazóak, ellentmondásosak, és nehezen értelmezhetőek.16 Kutatásunk 

során választ kerestünk arra, hogy a COX-1 és COX-2 enzimatikus útvonal, illetve az EP4 receptor 

milyen mértékben járul hozzá az SD-vel kapcsolatos hiperémia kialakításához az intakt 

agykéregben, és iszkémiás körülmények között. Kérdésünk megválaszolására a COX-1 és a COX-2 

enzimeket szelektíven, farmakológiai módszerekkel  gátoltuk, így csökkentettük többek között a 

vazodilatátor PGE2 szintézisét, valamint blokkoltuk a PGE2 EP4 receptorát. 

Vizsgálataink arra is kiterjedtek, hogy megállapítsák a COX-1 és a COX-2 enzimek által termelt 

metabolitok, illetve az EP4 receptor szerepét az SD kialakulásában. Célkitűzésünk azért is időszerű 

volt, mert az agyi iszkémiában hangsúlyozottan kifejeződő COX-2 útvonalon keresztül jelentős 

mennyiségű PGE2-t termelődik. A PGE2 többek között csökkenti az idegsejtek ingerelhetőségét,419 

és az iszkémiás sérülés súlyosbodásában a COX-2 – EP4 receptor jelátviteli útnak is szerepet 

tulajdonítanak.8,234 

 

Módszerek 

Kísérleteinket fiatal felnőtt (2 hónapos), hím, Sprague-Dawley patkányokon végeztük (n=60). A 

kísérleti állatok előkészítése, a koponyaablakok kialakítása (4.3.1. ábra), a globális előagyi iszkémai 

indukciója (n=32), illetve az áloperált, iszkémiára nézve intakt kontroll csoport létrehozása (n=28) 
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egyezett a fentebb leírtakkal (4.3. és 5.4 fejezet). Az iszkémia indukciója után 15 perces 

időközönként négy SD-t váltottunk ki (5.4. fejezet). Az elektrofiziológiai jelet (a DC potenciál 

változása) és a lokális CBF változásokat a már részletezett módón rögzítettük (4.3. fejezet). 

A farmakológiai kezeléseket a rosztrális koponyaablakban végeztük. Az enzimgátlót vagy 

receptor blokkolót tartalmazó oldatokat, illetve a kontrollként használt oldószert (aCSF-ben 1,5 % 

dimetil-szulfoxid, DMSO) azonos volumenben a dura mater eltávolítása után közvetlenül az 

agyfelszínre mostuk (6.1.1. táblázat). A kezeléseket megelőzően referenciának 5 percig rögzítettük 

a DC potenciált és a CBF alapvonalát aCSF topikális rámosása mellett. A használt anyagok 

koncentrációját publikált dózis-hatás görbék, a szelektivitás és a hatékonyság adatai alapján 

választottuk.152,216,268,277,278 A következő farmakonokat használtuk: a szelektív COX-2 gátló 

NS-398-at277 (100 M; Cayman); a szelektív COX-1 gátló SC-560-at278 (25 M; Cayman); és az EP4 

antagonista L161,982-t152,216 (1 µM; Sigma) (6.1.1. táblázat). Az oldatokat 40 perccel az iszkémia 

indukciója, vagy az áloperált csoport esetén az első SD kiváltása előtt mostuk az agykéregre,277 és 

az inkubációt a kísérleti protokoll befejezéséig fenntartottuk. 

A kapott eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS 

szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). Az 

eredmények értékelését kétszempontos ANOVA-val végeztük, melyet szignifikáns eltérés esetén 

Fisher post hoc teszt követett. 

 

6.1.1. táblázat. A kísérleti csoportok áttekintése. 

 
Rövidítések: 2VO: kétoldali arteria carotis communis elzárás (two-vessel occlusion); COX: ciklooxigenáz 
enzim; DMSO: dimetil-szulfoxid; EP4: 4-es típusú prosztaglandin E2 receptor; SHAM: áloperált. 

 

A prosztaglandinok hatása a terjedő depolarizációra 

 Bár a kutatást vezérlő problémafelvetés az SD-hez csatolt CBF változás szabályozásából indult 

ki, az eredmények sorában a kezelések hatását először az SD, azaz a primer jelenség kapcsán 

tárgyaljuk. 

 A intakt kontroll csoportokban a farmakológiai kezelések egyike sem befolyásolta az SD-t jelölő 

negatív DC potenciál kitérés lefutását. Az iszkémiás állatokban azonban az SC-560 és az L161,982 

jelentősen elnyújtotta az SD-t (fél amplitúdónál mért idő: 154±58 és 120±79 vs. 42±14 s; SC-560 

és L161,982 vs. oldószer) (6.1.1. ábra, A panel; 6.1.3. ábra, A panel), és megnövelte a negatív DC 

potenciál kitérés AUC-jét (2104±1056 és 1958±1357, vs. 598±281 mV x s; SC-560 és L161,982 vs. 
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oldószer) (6.1.1. ábra, B panel). Az SC-560 és az L161,982 iszkémia során továbbá csökkentette az 

SD-t követő hiperpolarizációt is (1,16±0,50 és 1,40±0,62, vs. 2,65±0,39 mV; SC-560 és L161,982 vs. 

oldószer). Az NS-398 ezzel szemben az SD egyik mért változójára sem fejtett ki szignifikáns hatást. 

 

 
6.1.1. ábra. A kezelések hatása a terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) jelző negatív 
egyenáramú (direct current, DC) potenciál-kitérés lefutására. A: Az iszkémia során kiváltott, SD-t jelő DC 

potenciál-kitérések (átlagszórás) oldószer, a szelektív ciklooxigenáz-1 (COX-1) gátló SC-560 és a 4-es 
típusú prosztaglandin E2 receptor (EP4) antagonista L161,982 rámosása után. B: Az SD-t jelölő negatív DC 
potenciál-kitérés görbe alatti területe (AUC, area under the curve). Az adatokat átlag±stdev formában 
adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) használtunk 
(p<0,01**), melyet a csoportok összehasonlításához Fisher post hoc teszt követett (p<0,01** vs. intakt; 
p<0,01## vs. oldószer). 

 

 Eredményeink azt mutatják, hogy a COX-1 szelektív gátlása, illetve az EP4 receptor 

antagonizmusa az iszkémiás agykéregben késleltetik az idegszövet SD-t követő regenerációját. 

Nem várt eredmény azoban, hogy a COX-2 gátlása nem módosította az SD lefutását, annak 

ellenére, hogy a COX-2 kifejeződése iszkémia során jelentősen fokozódik, és a COX-2 gátlása 

bizonyítottan neuroprotektív.191 Az irodalmi adatok és a megfigyeléseink közötti eltérés 

valószínűleg abból adódik, hogy vizsgálataink az iszkémia akut szakaszára korlátozódtak, míg a 

COX-2 kifejeződése az iszkémia létrehozása után órák elteltével kezd emelkedni.36,92,279 

 Az iszkémia akut szakaszában ugyan a COX-2 szerepe az SD-k utáni repolarizációban nem 

bizonyosodott be, de megmutattuk a COX-1 enzimatikus útvonal részesedését. Megfigyeléseink 

összefüggést mutatnak azokkal a korábbi eredményekkel, melyek szerint sivatagi futóegérben 

(„gerbil”) az iszkémiát követő reperfúzió korai szakaszában a COX-1, kései szakaszában (i.e. 24 óra 

elteltével) pedig a COX-2 gátlása csökkentette az iszkémiával összefüggő hippokampális PGE2 

szintézist.39 Bár a prosztanoid szignalizációs útvonalak szerteágazóak és összetettek, elképzelhető, 

hogy az iszkémia akut szakaszában az SD során a COX-1 útvonalon termeldőd PGE2 aktiválja az EP4 

receptorokat, ezzel segítve elő a repolarizációt (6.1.4. ábra). Figyelembe véve, hogy az SD elnyúló 

időtartama kiterjedtebb iszkémiás sérülést jelez előre,89 az EP4 receptor aktivációja, így az SD 

rövidülése az idegsejtek túlélését segítheti. Ezt támasztja alá az is, hogy az EP4 receptorok genetikai 

inaktiválása rontja a stroke kimenetelét.8 Végül elképzelhető, hogy az iszkémiás infarktus 

méretének EP4 receptor agonizmusával elért csökkenéséhez4,234 hozzájárul az EP4 receptorok 

aktivációjával révén az SD rövidülése is. 

 Bár munkánk az EP4 receptor szerepére koncentrált, a PGE2 az EP2 receptorokhoz kötődve is 

neuroprotektív hatás fejt ki,256 illetve adott körülmények között az EP3 receptorok aktiválása is 

védő hatású lehet.1,192 Ezek alapján nem zárható ki az a lehetőség, hogy a COX-1 útvonalon 

képződő PGE2 az EP2 vagy EP3 receptorok aktiválása révén is befolyásolhatja az SD időbeni 

lefutását. 
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A prosztaglandionok szerepe a terjedő depolarizációval járó agyi véráramlási változás 

kialakításában 

Az enzimgátló/receptorblokkoló kezelések hatását az SD elektrofiziológiai jellemzőire 

elsősorban az iszkémiás csoportban figyeltük meg. A farmakológiai beavatkozások látható hatása 

a CBF válaszreakcióra ugyanakkor az intakt állatokban jelentkezett. Az iszkémia során a hiperémia 

amplitúdója a már leírtak szerint (5.4. fejezet) drasztikusan csökkent (6.1.2. ábra, A panel), melyre 

az alkalmazott enzimgátlók és az EP4 receptorblokkoló nem voltak további hatással. Eredményeink 

indirket módon igazolni látszanak a neurovaszkuláris csatolás sérülését iszkémia során.196 

Ugyanakkor az is feltételezhető, hogy az iszkémia akut fázisában nagymértékben felszabaduló 

vazokatív metabolitok, mint például az adenozin, a laktát és a kálium, valamint a megnövekedett 

ADP/ATP arány65 felülírják a finomabban szabályozó jelátviteli útvonalakat. Végül fontolóra kell 

venni azt a lehetőséget is, hogy a prosztaglandinok értónus-szabályozó hatása az iszkémia 

szub-akut vagy krónikus fázisában válik nyilvánvalóvá, hiszen a COX-2 mRNS szintjének 

emelkedése kb. hat órával, az EP4 receptor endothéliális erőteljesebb kifejeződése négy órával 

követi az iszkémia kialakulását.232,279 

A három farmakológiai beavatkozás közül a szelektív COX-2 gátló NS-398, és a szelektív COX-1 

gátló SC-560 nem módosította a CBF válaszreakció jellemzőit az intakt kéregben sem. Ugyanakkor 

az EP4 receptor blokkoló L161,982 csökkentette a hiperémia amplitúdóját az SD1 (21±11 vs. 

51±38 %, intakt L161,982 vs. intakt oldószer) (6.1.2. ábra, B panel), és az rSD-k esetén is (50±21 vs. 

76±37 %, intakt L161,982 vs. intakt oldószer). Az L161,982 továbbá elmélyítette az SD1-re jellemző 

oligémiát (58±13 vs. 40±14 %, intakt L161,982 vs. intakt oldószer) (6.1.2. ábra, C panel). Az 

L161,982-re vonatkozó eredmények azt mutatják, hogy a hiperémia csökkenésének és az oligémia 

elmélyülésének mértéke közel egyező volt. Ezek alapján arra következtetünk, hogy az EP4 receptor 

szelektív antagonizmusa a CBF változás során egy olyan vazodilatátor komponenst gátolhatott, 

amely mind a hiperémia, mind az oligémia során folyamatosan érvényesült. Ezt látszik igazolni az 

is, hogy ha a hiperémia csúcsa és az oligémia minimuma közötti különbséget, azaz a vazoregulációs 

tartományt kiszámoljuk (átlagban 87±32 pp.), az intakt L161,982 és oldószeres csoportok között 

nem adódott különbség. 
 Az L161,982 vazodilatációt gátló hatását tükrözi továbbá, hogy a hiperémia kialakulása a 

kezelés hatására lassult az SD1-re (0,75±0,38 vs. 1,88±1,13 %/s, intakt L161,982 vs. intakt oldószer) 

és az rSD-kre nézve is (1,05±0,43 vs. 1,60±0,70 %/s, intakt L161,982 vs. intakt oldószer). Végül a 

hiperémia nagyságát jellemző AUC is markánsan csökkent L161,982 hatására mind az SD1 

(874±462 vs. 2885±2543 % x s, intakt L161,982 vs. intakt oldószer), mind az rSD-k esetén 

(5532±3643 vs. 7448±2072 % x s, intakt L161,982 vs. intakt oldószer). 

 Eredményeink a prosztaglandinok vazoaktív szerepét új megvilágításba helyezték, hiszen az 

SD-t követő hiperémia kialakításában a vazodilatátor prosztanoidok részesedése eddig 

valószínűtlennek tűnt, illetve a prosztanoid szintézis gátlása a hiperémiás reakciót 

potencírozta.16,224,343 Ugyanakkor adataink összhangban állnak azokkal a kísérletes munkákkal, 

melyek a PGE2 EP4 receptor aktivációján keresztül elért agyi értágító hatását bizonyították. Így 

például az EP4 recetpor antagonizmusa gátolta a PGE2-indukálta értágulatot patkány arteria 

meningea media-ban in vivo, és az MCA-ban in vitro.79,268 Az EP4 receptor blokkoló L161,982 

továbbá az itt használt koncentrációban csökkentette az agyi arteriolák NMDA-val kiváltott 

dilatációját, a bajuszingerlésre válaszul kialakuló funkcionális hiperémiát,216 és az agyi mikroerek 

glutamát-okozta tágulatát.152 Vizsgálataink alapján tehát elmondható, hogy az ép agykéregben az 

EP4 receptor aktivációja áramlásnövekedést eredményez az SD-t követően is (6.1.4. ábra). 

 Kísérleteinkben a COX-1 és a COX-2 szelektív gátlása viszont nem befolyásolta érdemben az SD 

kapcsán kialakuló CBF változás egyik elemét sem (6.1.2. ábra), annak ellenére, hogy az NS-398 
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alkalmazásával elért COX-2 gátlás korábban meggyőzően csökkentette a bajuszingerlésre adott 

funkcionális hiperémiát.277 A várt hatás elmaradása mögött az állhat, hogy a COX enzimek SD-vel 

összefüggő fokozott aktivitása nem csak értágító, hanem érösszehúzó prosztanoidok, mint a 

prosztaglandin F2α termelését is elősegíti.16,343 A COX enzimek gátlása tehát valószínűleg háttérbe 

szorítja mind a vazodilatátor, mind a vazokonstriktor prosztanoidok szintézisét. Ha ezek az SD 

során olyan arányban termelődnek, hogy egymással ellentétes hatásuk kioltódik, akkor a COX 

gátlással a CBF változás lefutása sem módosul. Ellenben ha az egyik útvonal effektor receptorát, 

például kísérleteinkben az értágító EP4-et blokkoljuk, a vazoaktív hatás érvényesülése 

megmutatható. 

 Összegezve megállapítható, hogy míg a neuronális aktivitásra válaszul kialakuló funkcionális 

hiperémia határozottan COX-2-függő,229,277,406 az SD-hez társuló hiperémia kialakításában a COX-2 

útvonal szerepét enzimgátlással nem tudtuk bizonyítani. Az eltérés arra enged következtetni, hogy 

az SD-vel járó hiperémia hátterében működő jelátviteli utak eltérnek a fiziológiás neurovaszkuláris 

csatolástól. Feltételezzük, hogy az ép neuronális működés során az érösszehúzó prosztanoidok 

szintézise elhanyagolható, ellenben SD során szignifikáns mértékűvé fokozódik,343 ellensúlyozva 

az ugyancsak termelődő PGE2 egyidejű, értágító hatását. 

 

 
6.1.2. ábra. A farmakológiai kezelések hatása a terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) 
kísérő agyi vérátáramlási válaszra (cerebral blood flow, CBF). Az ábrán bemutatott eredmények az első 

SD-re (SD1) vonatkoznak. A: Az SD-t követő CBF változás (átlagszórás) alakulása a 4-es típusú 
prosztaglandin E2 receptor (EP4) antagonista L161,982 vagy oldószerének rámosása után, intakt és 
iszkémiás kéregben. B: A hiperémia relatív amplitúdója. C: Az oligémia relatív amplitúdója. A B-C panelen 
az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-
analízist (ANOVA) használtunk (p<0,01**), melyet a csoportok összehasonlításához Fisher post hoc teszt 
követett (p<0,01** vs. intakt; p<0,05# vs. oldószer). 

 

 Az SD-hez társuló hiperémia hossza külön megfontolás tárgyát képezi, mivel az ezzel 

kapcsolatos megfigyeléseink jól megfeleltethetők az SD hosszával (6.1.3. ábra, A panel), de eltérnek 

a CBF változásra vonatkozó egyéb, fentebb bemutatott eredményektől (6.1.2. ábra). Az iszkémia 

alatt az SD-hez csatolt hiperémia időtartama jelentősen nőtt, különösen a COX-1 gátló SC-560 és 

az EP4 receptor antagonista L161,982 kezelés mellett (rSD-k esetén: 316±122 és 240±89 vs. 143±67 

s; SC-560 és L161,982 vs. oldószer) (6.1.3. ábra, B panel). A depolarizáció és a hiperémia időtartama 

között továbbá szoros, pozitív korreláció mutatkozott (r=0,825**) (6.1.3. ábra, C panel). Több 

közlemény szerint iszkémia során az elnyúló repolarizáció az energia-igényes ionpumpák 

működése révén fenntartja a szövet emelkedett metabolikus igényét,96 mely késlelteti a 

hiperémia lecsengését is. Ezek alapján feltételezzük, hogy a COX-1 gátlás és az EP4 receptor 

antagonizmus hatására elhúzódó hipermémia az SD megnövekedett időtartamát követte.  
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6.1.3. ábra. A farmakológiai kezelések hatása a terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) és a 
csatolt agyi vérátáramlási válasz (cerebral blood flow, CBF) időtartamára. Az A-B panelen az adatokat 
átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analízist (ANOVA) 
használtunk (p<0,01**), melyet a csoportok összehasonlításához Fisher post hoc teszt követett (p<0,01** 
vs. intakt; p<0,05# és p<0,01## vs. oldószer). A C panelen illusztrált összefüggést egyoldali Pearson-féle 
korrelációs teszttel értékeltük (p**<0,01). 

 

Az EP4 receptor szerepe az iszkémiás toleranciában 

 A fent részletezett vazokonstriktív és repolarizációt késleltető hatásán túl az L161,982 kezelés 

okozta a legnagyobb szórást minden mérési adat tekintetében.  Nem várt eredmény, hogy olyan 

súlyos iszkémiás állapot alakult ki az L161,982 kezelésben részesült, 2VO-n átesett állatok 

harmadánál (6.1.2. táblázat), amelyet sem a COX gátlók, sem az oldószer adagolása mellet nem 

tapasztaltunk. A súlyos iszkémia a kísérleti protokoll pontos kivitelezését számos esetben 

meghiúsította (6.1.2. táblázat). Az L161,982 kedvezőtlen hatásának jeleit a következőkben 

foglaltuk össze (6.1.2. táblázat): (i) Az iszkémia kialakítását követően spontán, hosszan elhúzódó SD 

jelentkezett; (ii) A spontán SD után további rSD-t nem lehetett kiváltani; (iii) A spontán SD-vel 

szokásos, hiperémiás áramlási reakció elmaradt; (iv) A CBF az iszkémiát követő bármely 

tetszőleges időpontban alacsonyabbnak bizonyult a többi kísérleti csoporthoz képest; (v) A 

kísérleti állat néhány esetben a kísérlet végét jelentő túlaltatást megelőzően elpusztult (n=2). Az 

L161,982 kezelés tehát idegélettani (pl. spontán SD megjelenése) és cerebrovaszkuláris (alacsony 

CBF) sérülésre utaló változásokat is okozott, ami jelezheti összehangoltságukat, illetve mind a 

neuronális, mind a vaszkuláris EP4 receptorok részesedését.8,234 

 Adataink megerősítik az EP4 receptor agonizmusa, genetikai kiütése és kifejeződésének 

értékelése révén nyert azon eredményeket, melyek szerint az EP4 receptor aktivációja iszkémiás 

események során elősegíti az idegsejtek túlélését, és javítja az iszkémia kimenetelét.4,8,234 Ennek 

ellenére nem számítottunk az L1161,982 által okozott súlyos károsodásra, mert azok a vizsgálatok, 

amelyek ezzel a farmakonnal tesztelték az EP4 receptor részesedését a neurovaszkuláris 

csatolásban, nem jegyezték meg az L161,982 kezelés potenciálisan káros kimenetelét.152,216 Az 

eddig közölt munkák továbbá nem értékelték az L161,982 idegélettani hatását iszkémiával 

összefüggésben. Összefoglalva, azt feltételezzük, hogy az EP4 receptorok aktivációja lényeges védő 

szerepet tölt be agyi iszkémiás infarktus során az SD időtartamának csökkentése révén.  
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6.1.2. táblázat. Két alcsoport elkülönítése az agyi iszkémia jellemzői alapján, a 4-es típusú prosztaglandin 
E2 receptor (EP4) antagonista L161,982 alkalmazása mellett. 

 
Az adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. Rövidítések: CBF: agyi vérátáramlás (cerebral blood flow); 
SD: terjedő depolarizáció (spreading depolarization). 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Munkánkkal elsőként bizonyítottuk a neurovaszkuláris csatolásban fontos szerepet játszó, 

vazodilatátor prosztaglandinok hozzájárulását az SD-t követő hiperémia kialakulásához. Igazoltuk 

azt a munkahipotézisünkben előre vetített elképzelést (6.0.1. ábra), hogy a PG szignalizáció csak az 

ép agykéregben játszik kimutatható szerepet, míg iszkémia alatt veszít jelentőségéből, a háttérbe 

szorul, illetve más kórfolyamatokban játszik szerepet. 

Az akut agyi sérülést (pl. stroke, SAH, TBI) elszenvedett betegek neurológiai intenzív kezelése 

során az SD előfordulási gyakoriságának csökkentése lényeges célkitűzés, hiszen ismert, hogy az 

SD események növekvő kumulatív időtartama esetén rosszabb a betegség prognózisa.98,108 Az SD-k 

visszaszorítására a klinikumban eddig egyedül az NMDA receptort blokkoló ketamin tűnt 

ígéretesnek,322 illetve állatkísérletekre támaszkodva az NMDA csatorna nyitását moduláló 

magnézium védő hatását is mérlegelték.326,395 

 Bár iszkémiás agysérülések kapcsán régóta elismerik a PGE2 és receptorainak szerepét az 

idegsejtek túlélésének szabályozásában, az SD-vel eddig ezt nem hozták összefüggésbe. Elsőként 

mutattuk meg, hogy a COX-1 vagy az EP4 receptor gátlása elnyújtja az SD-t az agyi iszkémia korai 

szakaszában, tehát a prosztaglandinok felszabadulása és receptoraik aktiválása elősegíti az SD 

utáni repolarizációt (6.1.4. ábra). Megfigyeléseink további kutatások alapját képezik a prosztanoid 

szignalizáció szerepének pontos megismerésére az SD kapcsán. Hosszabb távon a prosztaglandin 

szignalizációs útvonalak azonosított elemei új célpontot jelölhetnek ki az SD-vel összefüggő 

iszkémiás sérülések mérséklésére. 
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6.1.4. ábra. A prosztaglandin E2 bioszintézise, vizsgált értágító jelátviteli útja, és az eredményeink alapján 
feltételezett hatása a terjedő depolarizációra és a csatolt agyi vérátáramlási válaszra. A piros nyílhegyek 
a kísérleteinkben alkalmazott farmakológiai kezelések célpontjait jelölik. Rövidítések: PLA2: foszfolipáz A2; 
COX, ciklooxigenáz enzim; EP4, 4-es típusú prosztaglandin E2 receptor; PGES, prosztaglandin-E-szintáz. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Varga DP, Puskás T, Menyhárt Á, Hertelendy P, Zölei-Szénási D, Tóth R, Ivánkovits-Kiss O, Bari F, Farkas E. 
Contribution of prostanoid signaling to the evolution of spreading depolarization and the associated cerebral 

blood flow response. Sci Rep. 2016;6:31402. 

 

6.1. Az agyszövet kémhatásának szerepe 
 

Háttér 

 Régóra ismert jelenség, hogy a hiperkapnia az agyi erek erőteljes tágulatát okozza, melyet a 

vér és az agyszöveti pH csökkenésével, azaz savas irányú eltolódsával hoznak összefüggésbe.220 Az 

extracelluláris pH lokális csökkenése az agykéregben azonban CO2-tól független módon is értágító 

hatású lehet.28,422 

Az agyszövet savasodásához adott körülmények között hozzájárul a laktát 

felszaporodása.198,283,305 A metabolikus hírvivőként is számon tartott laktát neuronális aktivitás 

során monokarboxilát-transzportereken vagy egyéb csatornákon keresztül az extracelluláris 

káliumszint emelkedésének hatására ürül az asztrocitákból.11,354 A felszabaduló laktát a szövet 

metabolikus állapotának függvényében gátolja a prosztaglandin transzportereket, így lehetővé 

teszi, hogy a PGE2 a 6.1. fejezetben részletezettek szerint kifejtse értágító hatását.144 Az SD során 

az ép agykéregben a laktát koncentrációja megközelítőleg 50 %-os emelkedést mutat,332 mely 

időben megfeleltethető az SD-vel járó acidózisnak332 és hiperémiának.132 Azt is megfigyelték, 

epilepsziás roham során a szöveti pH csökkenése részt vesz a funkcionális hiperémia 

kialakulásában.214 Mindezek alapján azt feltételeztük, hogy az agyszöveti pH csökkenése – 

valószínűleg a laktát szintjének függvényében – hozzájárul az SD-hez csatolt CBF válaszreakció 

kialakulásához. Ennek igazolására célul tűztük ki az SD, a vele járó szöveti acidózis és a 

következményes hiperémia mértéke közötti összefüggés értékelését. Hipotézisünk igazolása 

bizonyítékul szolgálhat arra, hogy az SD-hez társuló hiperémia reaktív jellegű, szabályozása 

metabolikus hírvivőkhöz köthető.  

 

Módszerek 

A kísérleti csoportok és módszerek megegyeznek a 4.3 és az 5.4. fejezetben bemutatott 

elektrofiziológiai kísérleteknél tárgyaltakkal. Az SD-t jelző DC potenicál-kitérés, az SD-vel járó 

acidózis, és a következményes hiperémia amplitúdója és időtartama között átfogó korrelációs 

analízist végeztünk. Az adatsorok közötti összefüggések értékeléséhez kétoldali Pearson-féle 
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korrelációs tesztet alkalmaztunk (p*<0,05; p**<0,01) (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 

22.0, IBM Corp.). 

 

Az alacsony szöveti pH kisebb amplitúdójú SD kialakulását eredményezi 

 Régóta elfogadott nézet, hogy az alacsony szöveti pH mérsékli az SD kiválthatóságát és 

terjedését, melyet abból vezettek le, hogy élő agyszeleteken a fiziológiásnál savasabb kémhatású 

médium rámosása késleltette az SD megjelenését, és lassította terjedését.382,384 Az alacsony 

szöveti pH SD-t mérséklő hatását annak tulajdonították, hogy az extracelluláris térben 

felszaporodó protonok gátolják az NMDA receptorokat,377 vagy módosítják a feszültség-függő K+, 

Na+ és Ca2+ csatornák kapuzását illetve konduktanciáját.383 

Adatelemzésünk során első megközelítésben az SD eseményeket amplitúdójuk alapján két 

csoportra osztottuk, az 5 mV-nál kisebbekre, és az 5 mV-nál nagyobbakra. Azt tapasztaltuk, hogy 

az 5 mV-nál kisebb eseményeket tipikusan alacsonyabb szöveti pH előzte meg (pH 7,20±0,04 vs. 

7,31±0,03) (6.2.1. ábra, B panel). Az ezt követő korrelációs analízis erős pozitív összefüggést tárt fel 

az SD-t megelőző szöveti pH és az SD amplitúdója között sértetlen agykéregben (r=0,909**), mely 

az iszkémia alatt nem volt tettenérhető (r=0,244), a reperfúzió során viszont ismét helyreállt 

(r=0,739*) (6.2.1. ábra, C-D panel). 

 Az 5.2. fejezetben bemutattuk, hogy az SD amplitúdója fokozatosan csökken, ahogy egy 

esemény a terjedése során lecseng (5.2.5. ábra). Ha elfogadjuk, hogy az SD csökkenő amplitúdója 

a lecsengés fázisának feleltethető meg, megfogalmazódik az a magyarázat, hogy az alacsony, de 

még fiziológiás tartományban mozgó szöveti pH nem csak az SD kiválthatóságát és terjedési 

sebességét,384 hanem az SD által megtett távolságot is korlátozza. Ennek fényében érdekes 

megfigyelés, hogy az iszkémiás agykéregben a szöveti pH nem befolyásolja az SD amplitúdóját 

(6.2.1. ábra, C-D panel), azaz feltehetően nem rövidíti az SD által megtett utat. Valószínű, hogy más, 

az iszkémiával kapcsolatos biokémiai változások felülírják az alacsony szöveti pH az SD terjedésére 

gyakorolt gátló hatását. A glutamát például, mely az SD tovaterjedését NMDA receptorok és 

feszültség-függő Ca2+ csatornák aktiválásával illetve nyitásával segíti elő,173,297,397 iszkémia során 

jelentősen felszaporodik az idegszövetben,26,37 így az alacsony pH SD-t gátló hatását hatékonyan 

ellensúlyozhatja. A glutamáthoz hasonlóan a K+ ion is részt vesz az SD fenntartásában,146,297 

iszkémiás agyszövetben koncentrációja az extracelluláris térben sokszorosára emelkedik 

(2-4 mM-ról 9-12 mM-ra), mely kedvez az SD kialakulásának és lefolyásának.154,155 Összefoglalva, 

iszkémiás agykéregben a szöveti pH SD-t mérséklő hatása valószínűleg elhanyagolható a magas 

koncentrációjú glutamát, K+, vagy a kettő kombinációjának SD-t támogató hatásával szemben. 

 

Sértetlen agykéregben az SD intenzitása, a szöveti acidózis és a hiperémia mértéke összefügg  

 Az ion-szelektív elektróda használatán alapuló szöveti pH mérés a módszer jellegéből adódóan 

magában foglalja a DC potenciál elvezetését is (i.e. referencia),402 ezért a két változó direkt 

megfeleltethető egymásnak. Ennek ellenére az SD-t jelző DC potenciál-kitérés és a csatolt acidózis 

számszerűsített jellemzőinek kapcsolatát nem írták le. Azok a kutatások, amelyek az SD 

jellemzésére pH-szenzitív elektródát alkalmaztak, a pH szabályozás sejtszintű mechanizmusait 

tárták fel farmakológiai módszerekkel,267 vagy a szöveti pH és a laktát koncentrációja közötti 

kapcsolatot vizsgálták.332 Későbbi in vitro vizsgálatok az acidózist megelőző, rövid alkalotikus 

kitérésre koncentráltak azzal a céllal, hogy megállapítsák szerepét az SD kialakulásában iszkémiás 

idegszövetben.257,384 
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6.2.1. ábra. Összefüggés a terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) megelőző szöveti pH és 
az SD-t jelölő DC potenciál kitérés amplitúdója között. A: Az értékelt változók reprezentatív ábrázolása. 
B: Az SD-t megelőző szöveti pH értéke a későbbi SD amplitúdója szerinti. A statisztikai analízist független 
T-próbával végeztük (p<0,05*). C: A kétoldali Pearson-féle analízissel kapott korrelációs koefficiensek 
áttekintése a kísérletek három szakaszára nézve (p<0,05*, p<0,01**; n=7/8). A szignifikáns összefüggés 
iszkémiával kapcsolatos megszűnését vastag betűvel emeltük ki. D: Az SD-t megelőző szöveti pH és az 
SD-t jelölő DC potenciál kitérés amplitúdójára vonatkozó reprezentatív diagrammok. Az üres 
szimbólumok a sértetlen, a feket szimbólumok az iszkémiás körülményt jelölik. Rövidítések: pHe: 
extracelluláris pH. 

 

 Adataink értékelése során azt találtuk, hogy a sértetlen agykéregben (i.e. a kísérletek alap 

szakaszában) az SD-vel a DC potenciál-kitérés, az acidózis és a hiperémia amplitúdója szoros pozitív 

korrelációt mutat (6.2.2. ábra). Ezzel szemben a három változó paraméter hossza között nem 

találtunk kapcsolatot (6.2.3. ábra). A mélyebb DC potenciál-kitérés tehát nagyobb amplitúdójú 

acidózist feltételezett. Ha elfogadjuk, hogy a nagyobb amplitúdójú DC potenciál-kitérés 

intenzívebb depolarizációt jelöl, eredményünkösszhangot mutat azokkal a kísérletes és klinikai 

nem-invazív képalkotó vizsgálatokkal, melyek szerint a fokozott neuronális aktivitás arányos 

mértékű intra- és extracelulláris acidózissal jár.59,242 

Adataink szerint ép agykéregben az SD-vel járó acidózis és a következményes hiperémia 

amplitúdója is erősen korrelál egymással. Amennyiben a két változó között az összefüggés nem 

csupán egybeesés, hanem ok-okozati kapcsolat (6.2.4. ábra), igazolódni látszik az SD-t kísérő CBF 

változás metabo-vaszkuláris szabályozására vonatkozó hipotézisünk. 

 

Iszkémia során a hiperémia amplitúdója független, hossza megfelel az SD-nek és az acidózisnak 

 Az iszkémia alatt – a sértetlen kéregtől eltérően – az SD-vel járó hiperémia amplitúdója nem 

korrelált a DC potenciál kitérés vagy az acidózis amplitúdójával, és az eredeti, alap szakasz alatt 

megfigyelt összefüggés a reperfúzió alatt sem állt helyre (6.2.2. ábra). Ugyanakkor az iszkémia nem 

befolyásolta az SD-t jelölő DC potenciál kitérés és az acidózis amplitúdója közötti kapcsolatot 

(r=0,789**) (6.2.2. ábra, B panel). 
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6.2.2. ábra. Korrelációs vizsgálat a terjedő depolarizációt jelölő DC potenciál kitérés, az ezzel összefüggő 
szöveti acidózis, és a következetes hiperémia amplitúdója között. A: Az értékelt változók reprezentatív 
ábrázolása. B: A kétoldali Pearson-féle analízissel kapott korrelációs koefficiensek áttekintése a kísérletek 
három szakaszára nézve (p<0,05*, p<0,01**). A szignifikáns összefüggés megszűnését vastag betűvel 
emeltük ki. C: Az iszkémia hatását az összefüggésekre a DC potenciál kitérés és a hiperémia amplitúdójára 
vonatkozó reprezentatív diagrammok mutatják be (n=8/11). Az üres szimbólumok a sértetlen, a feket 
szimbólumok az iszkémiás körülményt jelölik. Rövidítések: CBF: agyi vérátáramlás (cerebral blood flow), 
pHe: extracelluláris pH. 

 

 Saját, korábbi kísérleti eredményeink is igazolják, hogy iszkémiás állapotban az SD-t követő 

hiperémia amplitúdója jelentősen csökken (5.4. és 6.1. fejezet). Ugyanakkor az iszkémia nincs 

hatással az SD-t jelölő DC potenciál kitérés amplitúdójára (lsd. 7.4. fejezet). Ezek a megfigyelések 

és az itt bemutatott korrelációs vizsgálatok együttesen arra utalnak, hogy bár az SD iszkémiás 

körülmények között intenzitását tekintve megtartott, az eseményhez kapcsolódó CBF változás 

jelentősen módosul, ami a csatolás elégtelenségére enged következtetni. 

 Bár a hiperémia amplitúdója aránytalanul alacsonyabbnak bizonyult iszkémia alatt, időtartama 

az SD és az acidózis hosszának függvényében alakult (6.2.3. ábra). A három változás időbeni 

lefutása ugyanakkor sem az alap szakasz, sem a reperfúzió során nem mutatott korrelációt 

(6.2.3. ábra). Az elnyúló DC potenciál kitérés az iszkémia és az öregkor kapcsolatát tanulmányozó 

kísérleteinkben is hosszabban tartó hiperémiát vont maga után (lsd. 7.4. fejezet). Az SD utáni 

repolarizáció, illetve a neuronális aktivitás visszatérésének késése azt feltételezi, hogy az 

energiaigényes Na+/K+-pumpa ATP hiányában nem képes a nyugalmi membránpotenciál 

helyreállítására.96 Úgy gondoljuk tehát, hogy az iszkémia miatt jelentkező elhúzódó energiaigény 

lehet felelős a hiperémia huzamosabb fenntartásáért. 
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6.2.3. ábra. Korrelációs vizsgálat a terjedő depolarizációt jelölő DC potenciál kitérés, az ezzel összefüggő 
szöveti acidózis, és a következetes hiperémia időtartama között. A: Az értékelt változók reprezentatív 
ábrázolása. B: A kétoldali Pearson-féle analízissel kapott korrelációs koefficiensek áttekintése a kísérletek 
három szakaszára nézve (p<0,05*, p<0,01**). Az iszkémiával kapcsolatos szignifikáns összefüggést vastag 
betűvel emeltük ki. C: Az iszkémia hatását az összefüggésekre a DC potenciál kitérés és a hiperémia 
amplitúdójára vonatkozó reprezentatív diagrammok mutatják be (n=8/11). Az üres szimbólumok a 
sértetlen, a feket szimbólumok az iszkémiás körülményt jelölik. Rövidítések: CBF: agyi vérátáramlás 
(cerebral blood flow), pHe: extracelluláris pH. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Adatértékelésünk legfontosabb megállapítása az, hogy míg a sértetlen agykéregben az SD-t 

követő hiperémia mértéke a depolarizáció intenzitásának, és az ezzel járó szöveti acidózisnak a 

függvénye, addig iszkémia során a hiperémia amplitúdója aránytalanul kisebb, időtartama viszont 

az SD-vel és az acidózissal arányban nyúlik meg. Megfigyeléseink alátámasztják hiptotézisünket, 

amely szerint az SD-hez csatol CBF változás kialakulásában szerepet játszó mediátorok 

meghatározó mértékben tartalmaznak metabolikus komponenseket (például a szöveti pH 

változása) (6.0.1. ábra). Munkánk továbbá rávilágít arra, hogy iszkémiás állapotokban a metabo-

vaszkuláris csatolás egyensúlya felborul, és az érválaszok nem képesek követni a szövet 

metabolikus igényeinek növekedését. Végül megállapítottuk, hogy bár a savasabb pH az élettani 

tartományban gátolja az idegszöveti depolarizációt, iszkémia során egyéb, serkentő metabolitok 

az acidózis az agyszövet aktivitását mérséklő hatását felülírják. 

 

 
6.2.4. ábra. Az iszkémia hatása a szöveti pH, a terjedő depolarizáció és az áramlási válasz amplitúdójának 
feltételezett ok-okozati viszonyára. 

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 88 - 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Menyhárt Á, Zölei-Szénási D, Puskás T, Makra P, Bari F, Farkas E. Age or ischemia uncouples the blood flow 

response, tissue acidosis, and direct current potential signature of spreading depolarization in the rat brain. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2017;313(2):H328-H337. 

 

6.3. A kálium extracelluláris felszaporodásának szerepe 
 

A káliumion, mely fokozott neuronális aktivitás során felhalmozódik az extracelluláris térben, 

nagyon hatékonyan szabályozza az érátmérőt. Koncentráció-függő módon, 20 mM alatt tágítja, 

20 mM felett összehúzza az ereket.215 Az SD-vel az idegszövet extracelluláris kálium koncentrációja 

([K+]e) több, mint tízszeresére, a 3-4 mM-os nyugalmi alapértékről akár 30-60 mM-ra is 

emelkedhet.16,349 Bár az SD-t jelző negatív DC potenciál-kitérés minimum pontja és az SD-hez 

társuló CBF változás korai hipoperfúziós komponense időben jól megfeleltethető egymásnak,16 

nincs kísérletes bizonyíték arra, hogy a korai vazokonstrikció direkt módon a magas [K+]e-nak 

tulajdonítható. 

A K+ bonyolult jelátviteli utakon keresztül éri el vazoaktív hatását (6.3.1. ábra). Az extracelluláris 

térben felhalmozódó, felesleges K+-ot az asztrociták veszik fel, valószínűleg Kir4.1-es kálium 

csatornákon keresztül,205 majd a K+-ot részben a végtalpaikon elhelyezkedő nagy konduktanciájú, 

Ca2+-aktivált K+ csatornákon (BK csatorna) át ürítik a perivaszkuláris térbe.140 A perivaszkuláris [K+] 

koncentráció akkor érheti el a vazokonstriktív tartományt, ha az asztrocita-végtalpakban a BK 

csatornák aktivációját szabályozó Ca2+ koncentrációja 300-400 nM-ról 700-800 nM-ra 

emelkedik,140 ami a BK csatorna megnyílásának esélyét egyes becslések szerint tizenhatszorosára 

emeli.183 A perivaszkuláris [K+] emelkedése a depolarizáció irányába tolja el az érsimaizomsejtek 

membránpotenciálját, megnyitja a simaizomsejtek feszültségfüggő Ca2+ csatornáit (voltage-gated 

Ca2+ channel, VGCC), így a vaszkuláris simaizomsejtbe Ca2+ áramlik be, ami vazokonstrikciót 

eredményez.206 Kísérleteink célja tehát az volt, hogy bizonyítsuk a K+ meghatározó szerepét az 

SD-hez kapcsolódó korai vazokonstrikció létrejöttében (6.3.1. ábra, A panel), és hogy 

meghatározzuk az asztrociták végtalpain elhelyezkedő BK csatornák, valamint az érsimaizom 

feszültségfüggő Ca2+ csatornáinak részesedését a hipoperfúzió kialakulásában (6.3.1. ábra, 

B-C panel). 

Korábbi kísérleti eredmények arra is utaltak, hogy az SD-vel együtt jelentkező korai 

hipoperfúziót erősítheti, ha az SD-t megelőző, vagy SD-k közötti időszakban a szövetben az alap 

[K+]e meghaladja a fiziológiás értéket.97 A fokális agyi iszkémia vagy SAH kísérletes rágcsáló 

modelljeiben az alap [K+]e a fiziológiás 2-4 mM-ról tipikusan 6-9 mM-ra emelkedik.153,158,294 A 

magas alap [K+]e nem csak cerebrovaszkuláris hatással bír; in vitro agyszelet preparátumban 

megfigyelték, hogy elnyújtj az SD időtartamát is.106 Ezek alapján tehát arra is kíváncsiak voltunk, 

hogy az SD-t megelőző alap [K+]e miként befolyásolja az SD-re jellemző, drasztikus [K+]e 

felszaporodás mértékét és kinetikáját, ezzel a CBF változását. 
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6.3.1. ábra. A munkahipotézis, és a farmakológiai beavatkozások célpontjai. A: A terjedő depolarizáció 
(spreading depolarization, SD; szürke folytonos vonal a panel alján) az extracelluláris térben a glutamát 
és a K+ felszaporodását eredményezi.297,351 A felesleges K+-ot az asztrociták veszik fel ().219 Ezzel 
párhuzamosan az asztrocitákban feldúsul a Ca2+ úgy, hogy Ca2+ áramlik a sejtekbe feszültségfüggő Ca2+ 
csatornákon keresztül,231 illetve a glutamát az asztrociták metabotróp glutamát receptorain hatva Ca2+-ot 
szabadít fel az intracelluláris raktárakból11 (). Az asztrocitákban megemelkedett Ca2+ szint az asztrocita-
végtalpakon nyitja a Ca2+ aktivált K+ csatornákat (BK csatorna), és a K+ a perivaszkuláris térbe ürül ().140 
A perivaszkuláris tér K+ koncentrációjának növekedése (>20 mM) a vaszkuláris simaizomsejt (smooth 
muscle cell, SMC) membránpotenciálját a depolarizáció irányába tolja (), ami az SMC feszültségfüggő 
Ca2+ csatornáinak (voltage-gated Ca2+ channel, VGCC) nyitásához (), Ca2+ beáramláshoz (), végül 
vazokonstrikcióhoz () vezet.206 Hipotézisünk szerint ez a jelátviteli út alakítja ki az SD-t követő 
vérátáramlási válasz (piros szaggatott vonal) első, hipoperfúziós komponensét (piros folytonos vonal). B: 

A BK csatornákat blokkoló paxillin 1 M koncentráció alatt szeketíven az asztrocita-végtalpak BK 
csatornáira hat,140 gátolja a K+ feldúsulását a perivaszkuláris térben, így az SMC membránját 
hiperpolarizálja. Az SMC-n elhelyezkedő VGCC-k így zárva maradnak, és az érátmérő nem szűkül. 
Mindezek alapján azt várjuk, hogy a paxillin kezelés kivédi az SD-t kísérő CBF változás korai vazokonstriktív 
komponensének kialakulását. C: A nimodipin egy szelektív L-típusú VGCC antagonist,5 amely nem 
befolyásolja a perivaszkuláris K+ koncentrációt. A nimodipin kezelés tehát megakadályozza a VGCC-n 
keresztül a Ca2+ beáramlását az SMC-be, így csökkenti a vazokonstrikciót. Kísérleteinkben a nimodipin 
alkalmazásától azt várjuk, hogy csökkenti az SD-hez csatolt CBF változás korai vazokonstriktív 
komponensének mértékét. 

 

A [K+]e-ot hagyományosan K+-szenzitív mikorelektródák segítségével mérik.158,404 A néhány 

meghatározott pontba beültetett elektródákkal és a lézer-Doppleres áramlásmérővel szimultán 

regisztrált változók összevetése nem teszi lehetővé a neurovaszkuláris csatolás idő- és térbeli 

mintázatának pontos elemzését.  A közelmúltban egy újonnan fejlesztett, fluoreszcens K+ indikátor 

segítségével (Asante Potassium Green 2, APG-2; TEFLabs, Inc., Austin, TX, USA) sikeresen tették 

láthatóvá az [K+]e változásait görcsaktivitás során patkány agykéregben.25 A módszertani újítást 

kihasználva arra vállalkoztunk, hogy két-foton mikroszkópiával, térben és időben képezzük le az 

[K+]e változásait SD során egér agykéregben. A [K+]e-t mutató optikai jelet továbbá összevetettük 

rodamin-dextránnal feltöltött kérgi arteriolák átmérőváltozásaival. Külön kísérletsorozatban az 

[K+]e és a CBF összefüggéseinek kvantitatív értékelésére K+-szenzitív mikroelektródát és lézer-

Doppleres áramlásmérést alkamaztunk. Ebben a kísérletsorozatban a kiindulási [K+]e és az SD 

során bekövetkező [K+]e felszaporodás kapcsolatát is értékeltük. Végül a BK csatornák és az 

L-típusú VGCC-k szelektív farmakológiai gátlásával kívántuk bizonyítani az egyes csatornák 

részesedését az SD-t követő korai hipoperfúzió kialakításában (6.3.1. ábra). 
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Módszerek 

Két-foton mikorszkópia 

 C57Bl/6 egereket (n=8) 1 % Avertinnel altattunk (20 l/g, i.p.), az állatokat melegítőpárnára 

fektettük, majd fejüket sztereotaxiás befogóba rögzítettük. A jobboldali parietális koponyacsontot 

megnyitottuk (d=3 mm), és a kérgi felszínről a dura matert eltávolítottuk. A feltárt agyfelszínre 

Ringer-HEPES oldatban (150 mM NaCl; 5,2 mM KCl; 2,2 mM CaCl2; 0,2 mM MgCl2; 6 mM NaHCO3; 

5 mM HEPES; 2,8 mM D-glükóz; pH=7,4), 0,76 mM koncentrációban APG-2-t mostunk (TEFLabs, 

Inc., Austin, TX, U.S.A.) (n=7), vagy kontrollként a Ringer-HEPES oldatot önmagában alkalmaztuk 

(n=1). A koponyaablakot mikroszkópos fedőlemezzel zártuk, majd tőle rostralis irányban egy 

második kraniotómiát hoztunk létre SD-k kiváltására (6.3.2. ábra, A panel). Nyílását a feltárt kérgi 

területre irányozva egy 1 M KCl-al feltöltött üvegkapillárist rögzítettünk fogászati cementtel a 

koponyacsonthoz, és a kapillárist mikrodialízis pumpához csatlakoztattuk (CMA/100, 

CMA/Microdialysis, Solna, Svédország). Az erek egyértelmű azonosítására az agyi érhálózatot 

rodamin-dextránnal töltöttük fel, melyet retro-orbitális úton juttatottunk be (D1841, Life 

Technologies Magyarország Kft., Budapest, Magyarország; 2-10 mg/100 l Ringer-HEPES oldat). 

Az in vivo intrakraniális mikroszkópos vizsgálatot egy FEMTO2D-Alba mikroszkóppal végeztük 

(Femtonics Ltd., Budapest, Magyarország) 20-as nagyítású víz immerziós objektívet (XLUMPLFLN-

20XW, Olympus) és a mikroszkóp számítógépes MES programját használva (v4.6.2336, 

Femtonics). Az APG-2 és a rodamin együttes, két-fotonos gerjesztést 810 nm hullámhosszon egy 

Mai Tai HP típusú titán-zafír lézerrel értük el (RK TECH Ltd., Budapest, Magyarországy). Megfelelő 

színszűrők alkalamzása mellett az emissziót gallium- és arzén-foszfiddal bevont fotoelektron-

sokszorozóval detektáltuk. A lézer teljesítményét a képalkotási mélység függvényében (0-300 m) 

10-40 %-ra állítottuk, a fotoelektron-sokszorozót 70 % feszültségérték mellett üzemeltettük. Az 

arteriolák és venulák azonosítására z-stack képsorokat vettünk fel 5 m-es léptékkel az 

agyfelszínre merőleges irányban. A kiválasztott keresztmetszeti síkban 1 m/pixel térbeli és 

0,8-2 Hz időbeli felbontással megközelítőleg 10 perces képsorokat rögzítettünk. Az alapszakasz 

felvétele után a rostralis koponyaablakból 15-20 perces időközönként SD-ket váltottunk ki úgy, 

hogy 1-4 l 1 M KCl-ot fecskendeztünk a rögzített üvegkapilláris és a mikrodialízis pumpa 

segítségével az agyfelszínre. Az APG-2 és rodamin képsorokat FIJI24-ben automatikus 

képkiegyenlítés után összevontuk, és RGB színskálára helyeztük át az érátmérők manuális 

méréséhez.333 

 

Elektrofiziológia és agyi vérátáramlás-mérés 

 Az egereket (n=15) 1,5-2 % izofluránnal altattunk N2O:O2 gázkeverék 2:1 arányú elegyében 

belélegeztetve; testhőmérsékletüket rektális hőmérővel visszacsatolt melegítőpárnával 37 oC-on 

tartottuk (Harvard Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). Az állatok jobb parietális koponyacsontján a 

fejet sztereotaxiás befogóba rögzítve két kraniotómiát hoztunk létre. A rostralis ablakban később 

SD-ket váltottunk ki, míg a caudalis ablakból K+-szenzitív mikroelektródával [K+]e-t regisztráltunk, 

referencia elektródával DC módban szűrt LFP-t vezettünk el, és lézer-Doppleres áramlásméréssel 

a CBF változásait követtük. 

 Az ionszelektív elektródákat Viitanen et al., (2010) módszere szerint készítettük. Üvegkapilláris 

mikroelektródák hegyét (külső átmérő: 10-12 m) ioncserélő folyadékmembránnal (Potassium 

ionophore I - cocktail A; Sigma), az elektródák nyakát 100 mM KCl-el töltöttük fel.25 A K+-szenzitív 

mikroelektródákat ismert koncentrációjú KCl oldatok segítségével több pontra kalibráltuk (1, 3, 5, 

10, 30, 50, 100 mM). A kalibrált K+-szenzitív elektródákat mikromanipulátorral az altatott egerek 

agykérgébe ültettük be, közvetlenül egy 150 nM NaCl-al és 1 mM HEPEST-el feltöltött referencia-

elektróda mellé (d=20 m), mellyel DC módban szűrt LFP-t regisztráltunk. A közös földelést a nyak 
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bőre alá beültetett Ag/AgCl elektróda szolgálta. A mikroelektródákat Ag/AgCl szálakkal egy a 

laboratóriumunkban erre a célra készített, két csatornás, magas bemeneti ellenállású 

elektrométerhez kötöttük (beépítve: AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, U.S.A.). A 

referencia elektródával elvezetett feszültségjelet differenciálerősítőn és megfelelő szűrőkön 

(NL106 és NL125, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) átvezetve vontuk ki a K+-szenzitív 

elektródával felvett jelalakból, hogy a [K+]e-nak megfeleltethető feszültségváltozásokat kapjunk. 

Végül a jelet digitalizáltuk (analóg-digitális átalakító: MP150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és 

folyamatosan, 1 kHz frekvenciával rögzítettük. A regisztrátumokat valós időben számítógép 

monitoron jelenítettük meg, és a későbbi elemzésekhez számítógép merevlemezén tároltuk 

(szoftver: AcqKnowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). A valós [K+]e értékeket további 

jelfeldolgozás révén a nyers, mV-os skáláról lineáris regresszióval, legkisebb négyzetes módszer 

alkalmazásával kaptuk meg. A CBF változásait lézer-Doppleres áramlásméréssel regisztráltuk (4.3. 

fejezet). A kész preparátumra az elektromos zaj csökkentése érdekében Faraday-kalitkát 

helyeztünk. 

 

Farmakológiai beavatkozások, és terjedő depolarizáció (SD) kiváltása 

 A kísérletek kezdeti fázisában 15 perces időközönként 2-3 SD-t váltottunk ki, majd a caudalis 

koponyaablakra paxillint (BK csatorna gátló, aCSF-ben oldva, 500 nM koncentrációban, n=6) vagy 

nimodipint (L-típusú VGCC gátló, 0,1 % DMSO-t tartalmazó aCSF-ben oldva, 100 M;307 n=5) 

mostunk. A paxillin koncentrációjának kiválasztásához előkísérleteinkben korábbi irodalmi adatok 

alapján 100, 500 és 1000 nM koncentrációjú oldatokat teszteltünk.140 A preparátumot az 

anyagokkal 20 percig inkubáltuk, majd a kísérletek további szakaszában a csatornablokkolókat 

tartalmazó oldatokat 10 percenként frissítettük a koponyaablakban. Kontroll kísérleteinkben az 

agyfelszínt 10 percenként aCSF-fel mostuk át (n=4). Kontrollnak tekintettük továbbá a paxillinnel 

és nimodipinnel kezelt állatokból a farmakológiai kezelések megkezdése előtt kiváltott SD-ket. 

 Az rostralis koponyaablakban az SD-k kiváltásához 1 M KCl-el átitatott papírvattát helyeztünk 

a kérgi felszínre, amit közvetlenül minden egyes SD kialakulása után eltávolítottunk, majd az 

agyfelszínt aCSF-el öblítettük. Néhány esteben (n=4) a papírvattát a koponyaablakban hagytuk, így 

biztosítva az SD-k közötti alap [K+]e fokozatos emelkedését a regisztráló ablakban. Ezekben a 

kísérletekben határoztuk meg a lehetséges összefüggést az emelkedő alap [K+]e, az SD és a 

kapcsolódó CBF változás jellegzetességei között.  

 

 Adatgyűjtés, és az eredmények értékelése 

 Az APG-2 fluoreszcenciájának intenzitásváltozását egy ImagePro-Plus-ban írt macro 

segítségével értékeltük (Media Cybernetics, Rockville, MD, U.S.A.) (4.1. fejezet). Az 

intenzitásértékeket a parenchyma területére helyezett 15 × 15 µm-es ROI-kból nyertük, és azokat 

az idő függvényében ábrázoltuk. A ROI-k mérete megfelelt a K+-szenzitív mikroelektródák 

hegyének átmérőjének. Az érátmérőváltozásokat ImageJ programban becsültük meg (National 

Institute of Health, Bethesda, U.S.A.). Az első SD-vel (SD1) járó változásokat a későbbi, visszatérő 

(rSD) eseményektől külön értékeltük (4.2. fejezet). A rodamin-dextránnal feltöltött piális és 

penetráló arteriolákat, valamint a parenchymában futó venulákat a két-foton mikroszkóppal 

felvett z-stack képsorok 3D rekonstrukióján azonosítottuk (6.3.3. ábra, A-B panel). A 3D 

képrekonstrukciókat az ImageJ saját 3D Viewer-ének segítségével, 1.5i Java-val 1.6.0_24 (64 bit) 

hoztuk létre. Az érátmérőméréshez a videók fókuszsíkjában látható penetráló arteriolák és 

venulák keresztmetszét, illetve a piális arteriolák hosszmetszeti képét választottuk ki. Az analízisbe 

bevont erek kiválasztásánál a következő szempontokat vettük figyelembe: (i) Az SD-t jelölő K+ 

hullám az ér közvetlen szomszédságában a parenchymán teljes mértékben átvonult; (ii) A 

penetráló arteriolák alapátmérője 10 µm-nél nagyobb volt, hogy az ér összehúzódást a 
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pixelméretre való tekintettel (i.e. 1 µm) biztonsággal  és elfogadható hibával mérni tudjuk; (iii) A 

kiválasztott penetráló arteriolák egy piális arteriola első rendű oldalágai voltak; (iv) A penetráló ér 

ideálisan szabályos keresztmetszetben látszott. 

 A számszerűsített adatokat átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS 

szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0, IBM Corp., U.S.A.). Az 

adatsorokat egyszempontos ANOVA-val, majd Fisher-féle post hoc teszttel, vagy egyoldali 

Pearson-féle korrelációs analízissel értékeltük (p<0,05* és p<0,01**). Az egyes adatsorokra 

alkalmazott statisztikai próbákat az eredményeket bemutató ábrák magyarázatában adjuk meg. 

 

A terjedő depolarizációval járó káliumhullám két-foton mikroszkópiával láthatóvá tehető 

 Az APG-2 fluoreszcencia-intenzitása minden egyes SD-vel lokálisan, meredeken emelkedett 

(35,5±5,3 mM [K+]e-nak megfelelő 14,00±0,03 F/F értékű maximális kitérés) (6.3.2. ábra), ami 

hullámszerűen, az SD-re jellemző 3,36±1,67 mm/min terjedési sebességgel haladt át a látótéren. 

A kontroll kísérletben, az APG-2 elhagyásával, az SD kialakulását csak a jól kivehető érreakció 

bizonyította, parenchymális optikai jelintenzitás-változást nem tapasztaltunk. A kontroll kísérlet 

tehát igazolta, hogy az APG-2 kísérletekben felvett optikai jel valóban specifikus a K+ indikátor 

festékre,25 és ezen a hullámhosszon, az alkalmazott intenzitású megvilágítás és szűrés mellett nem 

ozmotikus duzzadásból származó IOS. Az APG-2 a K+-szenzitív elektródákhoz képest rövidebb ideig 

tartó, de nagyságrendileg egyező hosszúságú [K+]e emelkedést jelzett, (29,8±9,0 vs. 57,7±17,8 s) 

(6.3.2. ábra, C panel). Az eredményeket összegezve elmondható, hogy az APG-2 meggyőzően 

jelenítette meg az SD-vel járó [K+]e hullámot. 

 

 
6.3.2. ábra. Az APG-2 fluoreszcenciájának intenzitás-fokozódása megfelel az extracelluláris K+ 
koncentráció meredek növekedésének terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) során. A: A 
preparátum sematikus rajzán a felvételek (B1-7) készítéséhez használt koponyaablakot zöld szín jelzi. Az 
SD-ket a kisebb körrel jelölt, közvetlenül a bregma (br) mögött kialakított, rostralis koponyaablakból 
váltottuk ki 1 M KCl-al. B1-7: A hamis-színezésű, a képi kontraszt fokozásával nyert két-foton mikorszkópos 
felvételek tanusága szerint az APG-2 fluoreszcencia-intenzitása (zöld) az SD megjelenésével erősödött. A 
reprezentatív SD a jobb felső sarokból, rostro-caudalis irányból terjedt a látótérbe. Az APG-2 optikai jelét 
a zöld csatornán háttérkivonással emeltük ki. Az agykérgi érhálózat az intravaszkuláris rodamin-dextrán 

(piros) révén jelenik meg. A felvételek 50-55 m-es kérgi mélységből származnak. C: Az ion-szenzitív 
mikroelektródával mért, SD-re jellemző [K+]e változás (fekete vonaldiagram, 7 SD esemény átlaga) 
igazolja, hogy a két-foton mikroszkópos képsorokra tetszőlegesen elhelyezett érdeklődési területekről 
(ROI) nyert APG-2 optikai jel (zöld vonaldiagram, 6 SD esemény átlaga) megfelel az elektrofiziológiai 
regisztrátumoknak. 
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A terjedő depolarizációt kísérő érválasz egér agykéregben 

 Az SD terjedésére csak az arteriolák válaszoltak kezdeti, markáns konstrikcióval, ugyanakkor a 

venulák átmérője megtartott maradt (6.3.3. ábra). Ez a megfigyelés azt bizonyítja, hogy az 

arteriolák átmérőcsökkenése aktív vazokonstrikció eredménye, és nem az idegsejtek vagy a 

dendritek SD-vel összefüggő duzzadása következtében kialakuló fizikai kompresszió 

következménye.311,372,425 

  

 
6.3.3. ábra. Az első terjedő depolarizációval (SD1) jelentkező, gyors [K+]e emelkedés hullámfrontja időben 
és térben egybeesik a penetráló arteriolák összehúzódásával. A: A jobb felső sarokban a preparátum 
sematikus ábrája segíti a B-D paneleken bemutatott képek orientációját. A képalkotáshoz használt 
koponyaablak zöld színű. A két-foton mikroszkópos felvétel egy reprezentatív, 130 képkockából álló z-

projekciót mutat be a kéreg 200 m mélységéről. Az érhálózatot az intravaszkuláris rodamin dextrán 
emeli ki (piros), illetve az abluminális felszínre kirakódott APG-2 határolja (zöld/sárga). Az „a”-val jelölt 
nyilak arteriolákra, a „v”-vel jelöltek venulákra mutatnak. A venulák tipikusan APG-2 kontúrtól mentesek. 
A fehér kerettel kiemelt terület rekonstrukciója a B panelen látható. B: A különböző típusú erek 

azonosítását a két-foton mikroszkóppal a pásztázott, 200 m vastag agykérgi szövetben háromdimenziós 
z-stack rekonstrukció segíti. Az „a” jelű nyíl egy penetráló arteriolát, a „v” jelzésű egy mellette futó 
venulát jelöl, melyek a C-D1-6 paneleken kiemelve, keresztmetszeti síkban jelennek meg. C: Az érátmérők 
becsléséhez használt képsor első felvétele. A hamis-színezésű, a képi kontraszt fokozásával nyert, 

reprezentatív két-foton mikroszkópos felvétel az agykéreg 50-55 m mélységében készült. A 
parenchymában felhalmozódott APG-2 zöld, az ereket megjelenítő rodamin dextrán piros színű. A felvétel 
fehér keretes részletét a D1-6 paneleken nagyítottuk ki. D1-6: A képsorozat egy penetráló arteriola SD1-re 
adott összehúzódását mutatja be; a szomszédos kis venula átmérője változatlan maradt. E: A piros 
vonaldiagram és a kimográf a penetráló arteriola konstrikcióját; a kék vonaldiagram az SD1-re nem 
reagáló venula átmérőjét jeleníti meg. A zöld regisztrátum az APG-2 fluoreszcencia-intenzitásának 
változását mutatja be az érátmérő-változással együtt. A kimográf FIJI-ben készült. Először a szöveti 
struktúrák elmozdulását a mozgáskövetésre írt Template Matching plugin alkalmazásával korrigáltuk,188 
majd az érkeresztmetszetre illesztett vonal mentén KymographBuilder plugin (DOI 
10.5281/zenodo.591877) segítségével rajzoltuk meg a kimográfot. 
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Az SD1 és rSD-k közötti különbségek értékeléséhez a penetráló arteriolák válaszreakcióját 

vettük alapul. Az SD1 csupán vazokonstrikciót, azaz érátmérő-csökkenést váltott ki 

(17,2±3,4 µm-ről 7,1±3,6 µm-re) (6.3.4. ábra). A későbbi rSD-k esetén a kezdeti érösszehúzódást 

(16,4±3,2 µm-ről 6,7±5,1 µm-re) hosszabban elhúzódó értágulat követte (18,5±3,2 µm-re) 

(6.3.4. ábra). A vazokonstrikció mértéke hasonló volt az SD1 és rSD-kre nézve, de annak időtartama 

rSD-k esetén szignifikánsan rövidebbnek bizonyult (15,7±5,1 vs. 23,4±3,5 s) (6.3.4. ábra). 

Az érátmérő-változásokkal összefüggő CBF változásokat egy másik kísérleti csoportban lézer-

Doppleres áramlásméréssel igazoltuk (6.3.5. ábra, C panel). Összességében az SD-hez társuló CBF 

válaszreakció kezdetben átmeneti hipoperfúziót jelölt (SD1: 100,0±0,8 %-ról 74,0±91 %-ra, rSD: 

60,4±5,1 %-ról 47,4±11,7 %-ra). Visszatérő SD-k (rSD) után a hipoperfúzót hiperémia követte, 

melynek csúcsa az SD1-okozta oligémiáról indulva 77,9±8,1 %-ot ért el, és az áramlásfokozódás 

átlagban 99,1±61,7 másodpercig maradt fenn. Az egér agykéregre vonatkozó korábbi kutatások is 

hasonló eredményre jutottak. LASCA módszerrel az rSD után gyors, rövid hipoperfúziót, majd 

hiperémiát mértek,15,344 illetve két-foton mikroszkópiával mutatták meg a penetráló arteriolák 

elsődleges összehúzódását, majd az ezt követő tágulatát.393 

 

 

6.3.4. ábra. A penetráló 
arteriolák átmérőjének 
abszolút és relatív 
változása, valamint az 
érösszehúzódás 
időtartama az első (SD1) és 
visszatérő terjedő 
depolarizációkra (rSD) 
nézve. Az eredményeket 

átlagstdev formában 
adtuk meg. Az értékelésbe 
bevont arteriolák számát 
az oszlopdiagramon 
jelöltük. A statisztikai 
analízishez 
egyszempontos 
varianciaanalízist (ANOVA) 
használtunk (p<0,05* és 
p<0,01**). 

 

Az agykérgi arteriolák összehúzódása terjedő depolarizáció során az [K+]e gyors emelkedésével 

egyidejűleg valósul meg 

Az arteriolák konstrikciója térben és időben pontosan akkor jelentkezett, amikor az APG-2 

jelintenzitás-növekedés egy adott ér közvetlen szomszédságába ért, így szoros csatolást 

állapítottunk meg az [K+]e markáns emelkedése és a piális és penetráló arteriolák konstrikciója 

között (6.3.5. ábra). Az arteriolák összehúzódása lényegében akkor indult meg, amikor az SD-re 

jellemző, meredek [K+]e emelkedés elérte a maximumát (6.3.5. ábra, C panel), tehát a 

vazokonstrikciót külső stimulus, a magas [K+]e váltotta ki. Ez a megállapítás azért lényeges, mert 

egy másik munkacsoport az erek belső konduktanciáját (az endothél sejtek egymás közötti 

kommunikációja réskapcsolatokon keresztül,190 tette felelőssé az SD-vel járó CBF változás 

terjedéséért.30 Véleményüket arra alapozták, hogy a CBF változás hiperémiás komponensének 

hátterében álló piális arteriola-tágulat gyorsabban terjedt, mint az SD maga.30 Ezzel összhangban 

először izolált agykérgi penetráló arteriolákon, majd később az agyi mikrokeringésre összpontosító 

in vivo kísérletekben is megmutatták, hogy a perivaszkuláris K+ koncentráció mérsékelt 

emelkedése endothél-függő retrográd vazodilatációt okoz.182,238 Az említett kísérletekben 
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azonban a stimulusként alkalmazott perivaszkuláris K+ koncentráció-emelkedés a klasszikus 

neurovaszkuláris csatolásra jellemző, alacsony, vazodilatátor (<10 mM) tartományban maradt. 

Eredményeink azt mutatják, hogy az SD-hez csatolt CBF változás korai, vazokonstriktív eleme 

közvetlenül a magas [K+]e függvénye, és nem előzi meg az SD-re jellemző K+ hullámot sem térben, 

sem időben. A látszólagos ellentmondás hátterében a következő jelenségek állhatnak. Az 

arteriolák saját konduktanciája nyilvánvalóan az erek lefutását követi, míg az SD – terjedési irányát 

tekintve – független az érhálózat szerkezetétől, és az ép keringésű lissenchephal rágcsáló 

agykérgen egyenletesen terjed tova. A vaszkuláris konduktancia valószínűleg nem érhető tetten, 

ha az SD terjedésének iránya nem párhuzamos egy adott piális arteriolával, vagy ellentétes a 

vaszkuláris konduktancia irányával. A másik, megfontolásra érdemes körülmény, hogy az 

arteriolák saját konduktanciáját bizonyító vizsgálatok stimulusként mérsékelten növelték a [K+]e-t 

(5-10 mM), ami értágulatot vont maga után.182,238 Saját munkánk során azonban az SD-vel 

drasztikus [K+]e emelkedést hoztunk létre (~35 mM), mellyel vazokonstrikció járt. Ezek a drasztikus 

változások kellően meghatározóak lehetnek ahhoz, hogy elfedjék a háttérben finomabban 

működő érátmérő-szabályozó mechanizmusokat, mint például a vaszkuláris konduktancia. 

Következésképpen feltételezzük, hogy az SD-vel járó, kezdeti vazokonstrikciót az SD 

hullámfrontján jelentősen megemelkedő [K+]e váltja ki. 

  

 

 
6.3.5. ábra. A visszatérő terjedő depolarizációval (recurrent spreading depolarization, rSD) jelentkező, 
gyors [K+]e emelkedés hullámfrontja időben és térben egybeesik a piális és penetráló arteriolák 
összehúzódásával. A: Az érátmérők becsléséhez használt képsor első felvétele. A hamis-színezésű, a képi 

kontraszt fokozásával nyert, reprezentatív két-foton mikroszkópos felvétel az agykéreg 50-55 m 
mélységében készült. A parenchymában felhalmozódott APG-2 zöld, az ereket megjelenítő rodamin 
dextrán piros színű. A felvétel fehér keretes részletét a B1-5 paneleken nagyítottuk ki. A nyíl arra a venulára 
mutat, amelynek az átmérő-változását a C panelen ábrázoltuk. B: A hosszmetszetben látszó piális és a 
keresztmetszetben kirajzolódó penetráló arteriola átmérőjét (d) úgy mértük meg, hogy a kiválasztott 
érszakaszokhoz és a parenchymára helyezett érdeklődési területhez (ROI) az rSD APG-2-vel megjelenített 
K+ hullámfrontja (szaggatott fehér vonal) egyszerre érkezzen. Ebben az elrendezésben jellemezni tudtuk 
az [K+]e emelkedés és az érválaszok időbeli viszonyát. B1-5: A képsorozat egy reprezentatív piális és egy 
penetráló arteriola rSD-re adott érreakcióját mutatja be. A B1-3 felvételeken az érösszehúzódás, míg a B4-5 
képeken a későbbi értágulat látszik. C: A zöld vonaldiagram a B panelen jelzett ROI-ból nyert APG-2 
jelintenzitás-változást ábrázolja. A piros vonaldiagramok a csatolt arteriolaátmérő-változásokat, a kék az 
A panelen kijelölt venula reakcióját mutatja be. A lefelé mutató fekete háromszögek a B panel képeinek 
felvételét jelölik. A fekete vonaldiagram egy reprezentatív lokális agyi vérátáramlási választ ad meg, 
melyet lézer-Doppleres áramlásméréssel regisztráltunk egy másik kísérletben. 
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Munkánk technikai korlátja az volt, hogy sem az ion-szelektív mikroelektróda, sem az APG-2 

fluoreszcenciáján alapuló képalkotás nem biztosít olyan térbeli felbontást, amely lehetővé tenné 

a perivaszkuláris tér elkülönítését az idegszöveti interstíciumtól. Munkahipotézisünkben azt 

fogalmaztuk meg, hogy az asztrociták közvetítik a K+ szignált az arteriolák felé úgy, hogy a 

felszaporodott extracelluláris K+-ot felveszik, és a perivaszkuláris térbe juttatják. Az asztrociták 

részvétele a vazoaktív K+ eltávolításában (asztrocita „szifon” funkció)205 feltételezhetően 

időigényes, ami magyarázatot adhat arra, hogy az SD-vel járó, kezdeti vazokonstrikció akkor 

kezdődik meg, amikor az [K+]e meredek emelkedése már elérte csúcsértékét (6.3.3. és 6.3.5. ábra). 

 

A terjedő depolarizációra válaszul jelentkező kezdeti hipoperfúzió mértéke az [K+]e függvénye 

 Az akut agyi sérülések az [K+]e mérsékelt emelkedését vonják maguk után, majd percekkel 

később spontán SD jelenik meg.153,158 Az iszkémia létrejöttével az [K+]e 3 mM-ról fokozatosan 

10 mM-ra nő, ami kedvez az SD kialakulásának.153,158 Kísérleteink egy részében azt vizsgáltuk, hogy 

a fokozatosan emelkedő alap [K+]e önmagában, az iszkémia más komponenseitől (pl. lakát acidózis, 

korlátozott glükóz kínálat, ATP hiány) függetlenül miként befolyásolja a kiváltott SD tulajdonságait. 

 

 
6.3.6. ábra. Az [K+]e és a terjedő depolarizációhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti 
hipoperfúzió közötti összefüggés. A: Kísérleti elrendezés az elektrofiziológiai adatrögzítéshez. A 
regisztrátumokat a caudalis koponyaablakból vettük fel, SD-ket a rostralis ablakban váltottuk ki topikális 
KCl adagolással. B: A reprezentatív kísérlet idővonalán a részletesen értékelt visszatérő SD eseményeket 
(rSD) függőleges vonalak jelzik. Az idővonalon felfelé mutató vonalak a C panelen látható rSD-k, a lefelé 
mutató vonalak a 6.3.7. ábra korrelációs analízisébe bevont rSD-k. C: Az rSD-k (szürke), az SD-vel járó [K+]e 
emelkedés (fekete) és a csatolt lokális agyi vérátáramlási válasz (cerebral blood flow, CBF) (piros) 
kinetikája az alap [K+]e függvényében (fekete vonaldiagramok első szegmense) módosul. Rövidítés: LDF: 
lézer-Doppleres áramlásmérés (laser-Doppler flowmetry) LFP: helyi mezőpotenciál (local field potential), 
SD1: a kiváltott SD események sorában az első. 

 

A [K+]e és az SD-t kísérő CBF változás kezdeti hipoperfúziós komponense közötti összefüggés 

kvantitatív vizsgálatát az elektrofiziológiai mérések tették lehetővé. A változók közötti szoros 

kapcsolatot egy reprezentatív kísérletet révén ismertetjük (6.3.6. és 6.3.7. ábra). A választott 

kísérlet több szempontból is ideálisnak bizonyult: (i) Az ismétlődő rSD-k a keringését tekintve ép 

agykéregben egyre emelkedő alap [K+]e mellett  alakultak ki (2,86 mM-ról 18,08 mM-ra) 
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(6.3.6. ábra) – Az alap [K+]e grádiens a fiziológiás nyugalmi szintről indulva a sérült agyszövetre 

jellemző, magas értéket vett fel, de mindvégig a vazodilatátor koncentrációs tartományban 

maradt; (ii) A mikroelektródák és a lézer-Doppler szonda egymáshoz képest rögzített helyzete 

lehetővé tette, hogy a [K+]e és a CBF viszonyának változását SD-ről SD-re pontosan ugyanabból a 

szöveti pozícióból értékeljük; (iii) A tervezett korrelációs vizsgálatokhoz az adott kísérletből kellően 

magas számú rSD-t regisztráltunk és analizáltunk (n=8). 

 Az adatok értékelése igazolta, hogy a vizsgált tartományban az alap [K+]e emelkedése és a 

nyugalmi CBF között nem állt fenn összefüggés (egyoldali Pearson-féle korrelációs analízis: r=-

0,171; p=0,342). A növekvő alap [K+]e azonban előre vetítette az SD-re jellemző [K+]e kitérés időbeli 

elhúzódását (r=0,821; p=0,006**) (6.3.7. ábra, A panel), igazolva az élő agyszelet preparátumban 

korábban leírt összefüggést.106 Az alap [K+]e emelkedése ugyanakkor nem befolyásolta a [K+]e 

kitérés abszolút értékben kifejezett amplitúdóját (r=0,580; p=0,132). Az eredményekből levonható 

legfontosabb következtetés az, hogy a magas alap [K+]e gátolja a visszatérést az SD-re jellemző 

[K+]e kitérésből. Mivel az SD elnyúló időtartama – mely a [K+]e kitérés hosszának megfelel – növeli 

az iszkémiás infarktus növekedésének esélyét,96,164 azt feltételezzük, hogy az SD-t megelőző, vagy 

az ismétlődő SD események közötti alap [K+]e indikátora lehet, és fontos szerepet játszik az 

iszkémiás lézió súlyosbodásában. 

Eredményeink megmutatták, hogy a [K+]e kitérés növekvő hossza nagyobb mértékű kezdeti 

hipoperfúzióval esett egybe, melyet [K+]e kitérés hossza és a hipoperfúzió minimumpontja, 

valamint AUC-je közötti pozitív korreláció jelzett (6.3.7. ábra, B-C panel). A [K+]e kitérés csúcsértéke 

és a hipoperfúzió mértéke között nem találtunk összefüggést (hipoperfúzió minimumpontjára 

nézve: r=-0,147; p=0,364; a hipoperfúzió AUC-re nézve: r=0,282; p=0,249). 

 Az SD-vel összefüggésben jelentkező kezdeti hipoperfúzió leginkább az iszkémiás agykéregre 

jellemző, és a metabolikus stressz alatt lévő szövet túlélését veszélyezteti.178 A nitrogén-monoxid 

szintáz (nitric oxide synthase, NOS) gátlása magas [K+] mellett az SD megjelenésével a lokális 

szöveti perfúzió közvetlen esését okozta – ez a hirtelen perfúzió-csökkenés vált tejredő iszkémia 

néven ismertté.96,101 Kísérleteink új bizonyítékot szolgáltattak arra, hogy a [K+]e önmagában, az ép 

keringésű kéregben is megszabhatja az SD-hez csatolt kezdeti hipoperfúzió mértékét, tehát a [K+]e 

központi szerepet tölt be a hipoperfúzió szabályozásában. 

 

 
6.3.7. ábra. Korrelációs vizsgálat az alap [K+]e és a visszatérő terjedő depolarizácóra (rSD) jellemző [K+]e 
kitérés időtartama (A), a [K+]e kitérés időtartama és a csatolt kezdeti hipoperfúzió mélysége (B), valamint 
a [K+]e kitérés időtartama és a hipoperfúzió görbe alatti területe (area under the curve, AUC) (C) között. 
A statisztikai analízishez egyoldali Pearson korrelációs modellt alkalmaztunk (n=8; p<0,05* és p<0,01**) 
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A vazokonstrikció létrehozásában a BK csatorna és az L-típusú VGCC vesz részt 

 A munka további részében arra kerestük a választ, hogy a magas [K+]e milyen szignalizációs 

útvonalon keresztül hozza létre az érösszehúzódást. Hipotézisünk a BK csatornák és az L-típusú 

VGCC szerepét valószínűsítette (6.3.1. ábra). Elképzelésünk igazolására a két csatorna szelektív 

blokkolóját, a paxillint és a nimodipint mostuk az agyfelszínre. Választásunk a következők miatt 

esett a két vegyületre. A paxillin 1-2 µM-os koncentrációban hatékonyan védte ki a fokozott 

neuronális aktivitásra válaszul létrejövő arteriola-tágulatot élő agyszelet preparátumban, és a 

bajuszingerléssel kiváltott funkcionális hiperémiát rágcsáló szomatonszezoros kéregben.140,201,206 

Az említett tanulmányok szerint a BK csatornák a neurovaszkuláris csatolás során központi 

szerepet töltenek be az értónus szabályozásában. A nimodipin intravénás adagolása enyhítette az 

SD-hez társuló terjedő iszkémiát, melyet a magas [K+]e és a szövetből felszabaduló NO 

megkötésének kombinációjával értek el.100,101 Később izolált arteria cerebri media preparátumra 

mosva a nimodipin kivédte a magas [K+]-al indukált vazokonstrikciót is.413 A bíztató eredmények 

birtokában terveztük meg a paxillin és a nimodipin alkalmazásán alapuló kísérleteinket. 

 

 
6.3.8. ábra. A nagy konduktanciájú, Ca2+-aktivált K+ (BK) csatornák és az L-típusú feszültségfüggő Ca2+ 
csatornák (voltage-gated Ca2+ channel, VGCC) gátlása paxillinnel és nimodipinnel. A: A reprezentatív 
regisztrátumok a paxillin és a nimodipin hatását szemléltetik az SD-t jelölő DC potenciál kitérésre (szürke), 
a gyors [K+]e emelkedésre (fekete), és a csatolt lokális agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) 
válaszra (piros). A vízszintes, piros szaggatott vonalak a CBF változás minimum és maximum pontját jelölik 
a kontroll kísérletben, és referenciaként szolgálnak a paxillin és a nimodipin CBF változásra kifejtett 
hatásának szemléltetésére. A szürkével árnyalt sáv a kontroll kísérletben a vazokonstrikció időtartamát 
fedi le, és szintén referencia szegmens a paxillin és a nimodipin áramlást növelő hatásának kiemelésére. 
Észrevehető, hogy a kontroll kísérlethez képest a paxillin és a nimodipin a szürke referencia-
tartomáynban már a hiperémiás komponens felé tolta el az áramlást. B: A kördiagramok a kezdeti 

hipoperfúziós komponenst tartalmazó (Hipoperfúzió , piros), illetve attól mentes (Hipoperfúzió , 
szürke) CBF válaszreakciók arányát szemléltetik az összes vizsgált SD-t (100 %) tekintve. 

 

A farmakológiai kísérletekből gyűjtött adatok értékelése az SD-t kísérő CBF változás kezdeti 

hipoperfúziós elemére koncentrált. A csatornablokkolóknak csak az rSD eseményekre gyakorolt 

hatását vizsgáltuk, mert az SD1 események a farmakológiai kísérletek első, kezelés szempontjából 

kontroll szakaszára estek. Ahhoz, hogy a csatornablokkolók várhatóan hipoperfúzió-csökkentő 

hatása látható legyen, a kontroll körülmények között egy jelentős hipoperfúzió jelenti az ideális 

referenciát. Fentebb bemutattuk, hogy magasabb alap [K+]e mellett az SD-hez társuló kezdeti 

hipoperfúzió kifejezetebb (6.3.6. és 6.3.7. ábra). Ezeket a megállapításokat figyelembe véve a 

farmakológiai adatelemzés olyan rSD eseményekre korlátozódott, amelyeket 10 mM-nál 

magasabb alap [K+]e előzött meg. Ugyanezt a logikát követve lényegesnek tartottuk, hogy az rSD-t 

megelőző alap [K+]e az egyes kísérleti csoportokra nézve közel azonos legyen. Az adatok értékelése 

azt bizonyította, hogy ez a kritérium teljesült ([K+]e: 16,5±3,6 vs. 17,0±3,2 vs. 14,9±3,1 mM, 

nimodipin vs. paxillin vs. kontroll; egyszempontos ANOVA: f=1,175; p<0,322). 
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Az SD-hez kapcsolódó CBF változás kezdeti hipoperfúziós komponensét a paxillin és a nimodipin 

is jelentősen gátolta (6.3.8. ábra). Különösen a paxillin bizonyult hatékonynak, hiszen 7-ből 6 

esetben nem alakult ki a kezdeti hipoperfúzió (6.3.8. ábra, B panel). Bár a nimodipin hatása nem 

volt ennyire szembetűnő, a hipoperfúzió mértékét (AUC) a nimodipin is a kontroll érték felére 

csökkentette (6.3.9. ábra, A panel). Eredményeink alátámasztják a munkahipotézisünket 

(6.3.1. ábra), és rávilágítanak a BK csatornák és az L-típusú VGCC szerepére az SD-t követő kezdeti 

vazokonstrikcióban. Érdekes megjegyezni, hogy míg az eddig elvégzett vizsgálatokban a paxillin a 

mérsékelt [K+] emelkedéssel (<10 mM) összefüggő vazodilatációt gátolta,140 addig saját 

eredményeink azt mutatják, hogy a paxillin a magas [K+]e-al (<20 mM) kiváltott hipoperfúzió 

kialakulását gátolja. A nimodipin hipoperfúziót antagonizáló hatása az SD során megfelel azoknak 

a klinikai megfigyeléseknek, melyek szerint javította a felépülés esélyét aneurizma ruptúrát követő 

SAH-ból.380 A nimodipin előnyös hatása a DCI előfordulásának és súlyosságának csökkentésével 

érvényesült, és nem az angiográfiával igazolt tartós  vazospazmus gátlása révén.6,119,292 

 A CBF változásra gyakorolt hatása mellett a paxillin és a nimodipin csökkentette az rSD 

amplitúdóját is (11,8±6,2 vs. 11,00±5,3 vs. 19,3±4,5 mV; nimodipin vs. paxillin vs. kontroll 

(6.3.9. ábra, B panel). Végül mindkét csatornablokkoló gátolta az SD-vel a [K+]e gyors növekedését, 

amit a kisebb relatív amplitúdó (16,4±6,5 vs. 12,7±7,5 vs. 22,2±2,7 mM; nimodipin vs. paxillin vs. 

kontroll), a kisebb abszolút amplitúdó (32,9±4,4 vs. 29,7±5,4 vs. 37,0±3,5 mM; nimodipin vs. 

paxillin vs. kontroll), és a lassab ütemű [K+]e emelkedés bizonyított (a görbe meredeksége: 

0,89±0,72 vs. 0,54±0,27 vs. 2,57±0,89 mM/s; nimodipin vs. paxillin vs. kontroll) (6.3.9. ábra, 

C-D panel). 

 

 
6.3.9. ábra. A paxillin és a nimodipin hatásának kvantitatív analízise. A: A farmakológiai kezelések 
szignifikánsan csökkentették a terjedő deplarizációhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti 
hipoperfúzió mértékét, melyet a görbe alatti területtel (area under the curve, AUC) jellemeztünk 
(f=3,802; p<0,038*). A paxillinnél jelölt 1-es elemszám annak köszönhető, hogy a paxillin kezelés mellett 
csak egy esetben jött létre kezdeti hipoperfúzió. B: A csatornablokkolók hatékonyan csökkentették az SD 
amplitúdóját (f=7,683; p<0,003**). C: Az SD-t megelőző [K+]e mindhárom csoportban hasonló átlagérték 
körül mozgott (az oszlopok szürke vonallal megerősített alapja, és a szórást jelölő hibavonal; f=1,175; 
p<0,322). A paxillin és a nimodipin csökkentette a [K+]e kitérés relatív amplitúdóját (egyszempontos 
ANOVA: f=6,702; p<0,004**). D: A [K+]e kitérés sebességét, melyet a görbe meredekségével jellemeztük, 
mindkét csatornablokkoló csökkentette (f=22,791; p<0,0001**). 

Az adatokat minden oszlopdiagramon átlagstdev formában adtuk meg. Az értékelésbe bevont SD-k 
számát az egyes oszlopokon jelöltük. A statisztikai analízishez egyszempontos ANOVA-t használtunk, 
melyet a csoportpárok összehasonlítására Fisher-féle post hoc teszt követett (p<0,05*; p<0,01**).  

 

 Az agyszeleteken végzett kísérletek eredményei alátámasztották az in vivo méréseket. A 

paxillin csökkentette az rSD amplitúdóját az azonos szeletben, kontrollként aCSF rámosása mellett 

kiváltott SD1-hez képest (-9,1±5,3 vs. -15,7±6,6 mV), és más szeletekben aCSF-ben kiváltott 
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rSD-khez képest is (-9,1±5,3 vs. -17,2±5,5 mV) (6.3.10. ábra). Azokban az agyszeletekben, melyeket 

nem kezeltünk paxillinnel (i.e. aCSF kontroll), az rSD-k amplitúdója nem különbözött az SD1 

amplitúdójától (-17,2±5,5 vs. -15,3±5,3 mV) (6.3.10. ábra).  

A paxillin és a nimodipin SD-re kifejtett gátló hatása felveti a kérdést, hogy a hipoperfúzió 

mérséklését közvetlenül, vagy az SD modulálásán keresztül okozzák. Az SD-t jelző DC potenciál 

kitérés csökkenése szorosan összefügg az SD-vel járó [K+]e csökkenésével, hiszen a DC potenciál 

változását döntően a [K+]e változása szabja meg.158 A paxillin kezeléssel kapott eredmények azt az 

új elképzelést vetik fel, hogy az SD során a K+ kiáramlása az idegsejtekből részben BK csatornákon 

keresztül valósul meg. A kilencvenes évekből származó tanulmányok whole-cell patch-clamp 

technikával bizonyították, hogy az ionáramok az idegsejtek  membránján keresztül az SD 

felfutásakor nem-szelektív Na+(Ca2+)/K+ konduktanciát jeleznek, ami számos ioncsatorna 

megnyílása révén jelentős K+ kiáramlást jelent.72,73 Ugyan a befelé egyenirányító és a kései kifelé 

egyenirányító K+ csatornákat blokkoló tetraetil-ammónium, vagy a befelé egyenirányító és 

A-típusú K+ csatornákat blokkoló 4-amino-piridin kezelések nem gátolták az SD-t teljesen, mégis 

felfedték a felsorolt csatornák részesedését az SD létrejöttében.2,351 A K+ metabolikus stressz 

esetén ATP-szenzitív K+ csatornákon keresztül is elhagyhatja az idegsejteket.351 Bár a leírt 

nem-szelektív Na+(Ca2+)/K+ konduktanciák valószínűleg számottevő részt vállalnak az SD 

iniciálásában, a BK csatornák további, jelentős szerepére tanulmányunk világított rá először. 

  

 
6.3.10. ábra. A nagy konduktanciájú, Ca2+-aktivált K+ (BK) csatornák farmakológiai gátlása paxillinnel in 
vitro élő agyszelet-preparátumon. A: Az agyszeleteken elektromos ingerléssel váltottunk ki terjedő 
depolarizációt (spreading depolarization, SD), és DC módban vezettünk el agykérgi mezőpotenciált (local 
field potential, LFP). B: A reprezentatív regisztrátumok azt szemléltetik, hogy kontroll körülmények között 
(aCSF) a visszatérő SD-k (rSD) lefutása egyezik a referenciaként használt első SD-vel (SD1) (szürke), míg 
500 nM paxillin hozzáadásával az rSD-k amplitúdója csökken (fekete). Az ábrázolt rSD-k az adott 
agyszeletben a harmadik vagy negyedik kiváltott esemény volt, és kb. 50 perccel követte a referenciaként 
használt SD1-et. C: Az SD-t jelölő, negatív DC potenciál kitérés amplitúdója. Az SD1-et a kontroll és a 
paxillinnel kezelt szeleteken is aCSF inkubáció mellett váltottuk ki, és referenciának tekintettük. A paxillint 
8 perccel az rSD-k kiváltása előtt mostuk a szeletekre. Az adatokat átlag±szórás formában ábrázoltuk. Az 
elemszámot az oszlopokon adtuk meg. A statisztikai értékelést egyszempontos ANOVA-val és Fisher-féle 
post hoc teszttelvégeztük (p<0,05* vs. SD1 pár; p<0,01## vs. kontroll rSD). Rövidítések: CPu: caudate 
putamen, cx: cortex cerebri. 
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A paxillin gátló hatását az általunk használtnál (500 nM) nagyobb, 1 µM-os koncentrációban 

specifikusnak találták az asztrocita-végtalpak BK csatornáira vonatkozóan, az idegsejtek BK 

csatornáinak érintettsége nélkül.140 Ha kísérleteinkben a paxillin valóban szelektíven az asztrocita 

BK csatornákon hatott, akkor a BK csatornák nem csak a perivaszkuláris végtalpakon, hanem az 

asztrociták felszínén, az idegsejtek közötti nyúlványokon is előfordulhattak, és így járulhattak 

hozzá az SD-re jellemző [K+]e emelkedéshez. Mégsem zárható ki az a lehetőség, hogy a paxillin az 

alacsony koncentráció ellenére kísérleteinkben neuronális BK csatornákat is gátolt. A BK csatornák 

ugyanis az idegsejtek szómáját és dendirthálózatát gazdagon borítják, az idegsejtek 

ingerelhetőségét szabályozzák,221, és hipoxia alatt aktiválásuk csökkenti az idegszövet 

érzékenységét az SD-re.172 A neuronális BK csatornák blokkolása szisztémásan adagot paxillinnel 

(2,2 µg=testsúlykilogramm) továbbá hatékonyan gátolta a kísérletesen kiváltott görcsaktivitást,340 

amely az SD-hez mechanisztikusan legközelebb álló kórélettani jelenség az agyban, és az SD-vel 

együttesen is előfordul akut agysérülések esetén.105,123 Mindezek alapján a paxillin a hipoperfúzió 

gátlását elérhette indirekt úton, a neuronális BK csatornákon kiáramló K+ szintjének 

csökkentésével, vagy direkt módon, az asztrocita-végtalpak BK csatornáit blokkolva. Ha azonban 

figyelembe vesszük, hogy a paxillin az SD-re jellemző [K+]e kitérést nem vitte a vazokonstriktív 

tartomány alá (a kezelés után a [K+]e kitérés amplitúdója még mindig a 20 mM feletti 29,7±5,4 mM 

volt) (6.3.9. ábra, C panel), mégis szinte teljes mértékben kivédte a kezdeti hipoperfúziót 

(6.3.8. ábra, B panel; 6.3.9. ábra, A panel), feltételezhető, hogy hipoperfúziót gátló hatását 

elsősorban a perivaszkuláris asztrocita-végtalpakon fejtette ki. 

 A nimodipin is jelentősen módosította az SD lefutását. Az L-típusú VGCC-t a vaszkuláris SMC 

mellett a neuronok is kifejezik. A neuronális L-típusú VGCC pedig részt vesz a neuronok 

ingerelhetőségének hangolásában,265 és jól ismert neuroprotektív célpont a neuronok Ca2+ 

telítődésének gátlására központi idegrendszeri betegségek, ezen belül iszkémiás agysérülés 

esetén.302,334 Az itt használt koncentrációban a nimodipin korábban mérsékelten gátolta az rSD-k 

frekvenciáját, latenciáját és amplitúdóját patkány agykéregben.307 Saját eredményeink szerint a 

nimodipin mérsékelten csökkenti az SD-re jellemző [K+]e kitérés amplitúdóját (6.3.9. ábra, C panel), 

és jelentősen lassítja annak sebességét (6.3.9. ábra, D panel). Megfigyeléseinket alátámasztja, hogy 

a nimodipin 50 %-ban gátolta az akciós potenciálra jellemző, Ca2+-függő és feszültségfüggő K+ 

áramot, amit whole-cell patch-clamp technikával mértek ki patkány hipppocampális 

sejtkultúrában.41  Azt is kimutatták, hogy az L-típusú VGCC kapuzza a kérgi piramissejtek BK 

csatornáit.69 Ezek alapján elképzelhető, hogy a nimodipin az SD-hez társuló, korai hipoperfúziót 

nem csak direkt, az SMC L-típusú VGCC-n hatva, hanem indirekt, a neuronális, kifelé irányuló K+ 

áramok lassítása révén is mérsékelhette. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Kísérleteinkkel átfogó bizonyítékot gyűjtöttünk arra, hogy az SD-hez csatolt CBF változás 

kezdeti, hipoperfúziós szakasza [K+]e-függő, és az érösszehúzódás szabályozásában meghatározó 

mértékben vesznek részt a BK csatornák. Bár a [K+]e érösszehúzódásban játszott szerepét régóta 

valószínűsítik,16 azt nem hozták összefüggésbe meghatározott ioncsatornák működésével.101 

Eredményeink bizonyítékot szolgáltatnak arra, hogy SD során az érátmérő-szabályozásaában BK 

csatornák is részt vesznek, továbbá a mechanizmusban az L-típusú VGCC szerepe is tetten érhető. 

 Munkánk technikai szempontból is úttörőnek számít, hiszen az APG-2 és a két-foton 

mikroszkópia alkalmazásával olyan in vivo képalkotó módszert vezettünk be altatott egéren, amely 

a [K+]e és az értónus közötti kapcsolat térbeli és időbeli, részletes, és pontos feltérképezéséhez. 

 Végül rávilágítottunk arra, hogy a fiziológiástól eltérő, magas idegszöveti [K+]e megnyújtja a 

bekövetkező SD események időbeni lefutását, potencírozza a vazokonstrikciót, így SAH, TBI vagy 

iszkémiás stroke esetén előre vetíti az ismétlődő SD események neurodegeneratív hatását.96,98,164 
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 Az ebben az irányban folytatott további kutatásainkban a BK csatornákon túl más K+ 

csatornáknak, mint pl. a befelé egyenirányító, illetve ATP-szenzitív K+ csatornáknak a részesedését 

vizsgáljuk az SD-hez csatolt CBF változás modulálásában. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Menyhárt Á, Farkas AE, Varga DP, Frank R, Tóth R, Bálint AR, Makra P, Dreier JP, Bari F, Krizbai IA, Farkas E. 
Large-conductance Ca2+-activated potassium channels are potently involved in the inverse neurovascular 

response to spreading depolarization. Neurobiol Dis. 2018;119:41-52. 

 

6.4. Összefoglalás 
 

Az SD terjedése az idegszövetben markáns ionáramokat, neurotranszmitter-felszabadulást és 

metabolikus változásokat okoz, melyek mind vazoaktív hatással bírnak A következményes CBF 

változások számos jelátviteli úton jutnak érvényre, így komoly kihívást jelent egy adott 

szignalizációs mechanizmus részesedését meghatározni. A konkluzív vizsgálatokat nehezíti 

továbbá, hogy  az érintett agyterület metabolikus állapotának függvényében a CBF változás nagy 

változatosságot mutat a fajok között (még pl. egér és patkány esetében is).16 

Mivel ismerjük az SD-hez társuló CBF vátozások egymást követő, jól elkülönülő elemeit 

(2.3. fejezet), a szabályozás meghatározó mediátorait is érdemes a CBF változás fázisai szerint 

vizsgálni.  A 6. fejezetben bemutatott kísérleteink bizonyították, hogy a CBF válaszreakció 

hiperémiás fázisának létrehozásában szerep jut az EP4 receptorok aktiválásának, illetve a szöveti 

acidózisnak, míg a kezdeti hipoperfúzió mértékét a magas [K+]e növeli. Végül a végső, elhúzódó 

oligémia fázisában is antagonizáló lehet az EP4 receptorok aktivációja. Ezek az eredmények a 

keringését tekintve ép agykéregre vonatkoznak, iszkémiás körülmények között az értágító 

prosztaglandin útvonalat egyéb, a kísérleteinkben egyértelműen nem azonosított tényezők 

háttérbe szorítják, vagy felülírják. 

Részben igazoltuk kiindulási hipotézisünket, amely szerint az SD-hez társuló hiperémia reaktív 

jellegű, és azt döntő mértékben metabovaszkuláris csatolás szabályozza. A hiperémiát megelőzi 

egy [K+]e-tól függő vazokonstrikció (a vazokonstrikció vagy hipoperfúzió a reaktív hiperémia 

létrejöttének előfeltétele), és ép kéregben az azt követő hiperémiát potencírozza a tranziens 

szöveti acidózis.  Elképzelésünket azonban árnyalja, hogy a neurovaszkuláris csatolás egy 

meghatározó szignalizációs útját, az értágító prosztaglandin útvonalat is azonosítottuk a 

hiperémia hátterében. Összefoglalva, kísérletes eredményeink alátámasztják a 6.0.1. ábrán 

felvázolt elképzelést, mely szerint a neurovaszkuláris csatolás és a metabovaszkuláris csatolás 

aránya az SD-t kísérő CBF változás létrehozásában a szöveti perfúzió elégtelenségével a 

metabovaszkuláris csatolás irányába tolódhat el. 
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7. Az életkor hatása az agykérgi terjedő depolarizáció kialakulására, 

lefutására 
 

Minden olyan központi idegrendszeri kórképnek, amelyben az SD-nek szerepet tulajdonítanak, 

az életkor független rizikófaktora. Ilyen az iszkémiás stroke és a SAH, melyek előfordulási 

gyakorisága az életkor előrehaladtával exponenciálisan nő.51,194 A TBI életkorfüggésében 3 csúcs 

rajzolódik ki: az első a korai gyermekkorban, majd a serdülő és fiatal felnőttkorban valamint 

időskorban.33,162 Az aneurizma ruptúrát követő SAH gyakori komplikációja a DCI, melynek 

indikátora lehet az SD-k ismétlődő megjelenése, és azok hosszú kumulatív időtartama.108,361 Egy 

logisztikus regressziós modell alapján a fiatal életkor az aneurizmás SAH-ra jellemző DCI 

rizikófaktora.85 Ugyanakkor az iszkémiás stroke kedvezőtlen kimenetele idős korban valószínű, ami 

mögött többek között az áll, hogy a potenciálisan ugyan megmenthető penumbra régió 

gyorsabban válik az irreverzibilisen károsult infarktus részévé.12,299 Ebben a folyamatban is 

lényeges szerepet tulajdonítanak az SD-nek.164 

Mivel az SD-k növekvő előfordulási gyakorisága és hosszabb kumulatív időtartama az iszkémiás 

károsodás mértékét kísérletes körülmények között bizonyítottan növeli,89,270 fontos kérdés, hogy 

melyik az az életkor, amikor az SD-k a legnagyobb valószínűséggel és frekvenciával alakulnak ki a 

sérült agykéregben. Lényeges azt is megérteni, hogy a már létrejött SD milyen életkorra jellemző 

sajátoságokat mutat, amelyek magyarázhatják az SD által okozott neurodegeneráció súlyosságát. 

A neonatális agy még nem elég fejlett ahhoz, hogy SD keletkezzen a szürkeállományban. 

Patkányban az SD kísérletesen a 12-15. posztnatális napon váltható ki először,34,309 és a 

kiválthatósági küszöb felnőtt korig csökken.351 Megfogalmazódott továbbá az a vélemyény, hogy 

az SD kiválthatósága az interstíciális tér beszűkülése révén idős korban tovább fokozódik.351 Ezt a 

nézetet azonban későbbi kutatások cáfolni látszottak, hiszen leírták, hogy az idősödő 

idegszövetben egyre magasab koncentrációjú KCl szükséges az SD kísérletes kiváltásához,248 és az 

életkor előrehaladtával az SD terjedése is lassul.150 Megválaszolatlan kérdés tehát, hogy a fiatal 

felnőttől az idősig tartó életkori tartományban milyen valószínűséggel alakulhatnak ki SD 

események. 

Mivel az SD-vel összefüggő, iszkémiás károsodásokért az elégtelen CBF válaszreakciót teszik 

felelőssé,96 kérdésként merül fel az is, hogy a CBF változásnak vannak-e életkori sajátosságai. A 

szomatoszenzoros ingerléssel járó funkcionális hiperémia mértéke idős rágcsálókban 

csökken.386,387 Az öregedő agyban a neurovaszkuláris csatolás hatékonyságának gyengülését az 

agyi mikroérhálózat ritkulása,120 az erek falában a kötöszövetes állomány feldúsulása, az érfal 

merevebb szerkezete,127 az érreaktivitás oxidatiív stresszel kapcsolatos sérülése,287 és az 

érújdonképződés képességének csökkenése120 magyarázhatja. 

A következőkben fiatal felnőtt, középkorú, és idős patkányokon végzett kísérleteink 

eredményeit foglaljuk össze. Elsődleges független változóként az életkort tekintettük az SD 

kiválthatóságára, annak elektrofiziológiai jellemzőire, és a kapcsolódó CBF változásra nézve. A 

sorrend az életkor előrehaladását követi. Az SD keletkezését és jellemzőit befolyásoló életkori 

sajátosságok megállapítása hozzájárulhat ahhoz, hogy azonosítsuk az SD vel kapcsolatos 

agysérülésekre leghajlamosabb életkorcsoportot. 
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7.1. Az agykérgi terjedő depolarizáció kiválthatósági küszöbének életkorfüggése 
 

Célkitűzés 

Kísérleteinkben azt tűztük ki célul, hogy az SD elektromos kiválthatósági küszöbének 

meghatározásával azonosítsuk azt az életkort serdülő, fiatal felnőtt, és középkorú patkányban, 

amikor az SD kialakulásának valószínűsége a legnagyobb. Mivel az SD kiválthatóságát az agykéreg 

szövettani szerveződésével hozták kapcsolatba,351 összefüggést kerestünk továbbá az SD 

kiválthatósági küszöbe és az agykéreg mikrostruktúrális szerveződése között, melyet a 

dendrittüskék sűrűségével jellemeztünk. Végül szem előtt tartva, hogy az agyi keringés 

szabályozása életkori sajátosságokkal bír,388 a CBF változás jellemzőit kívántuk az életkor 

függvényében meghatározni. 

 

Módszerek 

 Izofluránnal altatott, különböző életkorú (7.3.1. táblázat), fiatal felnőtt, hím Sprague-Dawley 

patkányokon (n=38) a 4.3. és 5.4 fejezetben leírtak szerint 2VO-val váltottunk ki globális előagyi 

iszkémiát. Egy arteria femoralis kanülön keresztül a MABP-t folyamatosan monitoroztuk, és 

artériás vérgáz mintákat gyűjtöttünk. A DC módban szűrt és nyers LFP, illetve a lokális CBF 

méréséhez, valamint SD-k kiváltásához a 6.3. fejezetben bemutatott módon két, nyitott 

koponyaablakot alakítottunk ki a parietális kéreg felett (6.3.6. ábra, A panel). A biológiai jelek 

felvételét a 4.3. fejezetben részletezett műszerezettséggel végeztük. Az iszkémia indukciója előtt 

és után 20 perces időközönként 3-3 SD-t váltottunk ki. 

 

7.1.1. táblázat. A kísérleti csoportok összetétele életkor szerint. 

 
A testtömeget átlagstdev formában fejeztük ki. 

 

 Az SD-k kiváltásához, és az elektromos kiválthatósági küszöb meghatározásához egy 

koncentrikus, bipoláris tűelektródát (méret: 40 m, Neuronelektród Kft., Magyarország) 

érintettünk a dura felszínéhez a rostralis koponyaablakban. Az elektródát összekötöttük egy 

egyenáram-kimenetű opto-elektronikus izolátorral (NL 800, Digitimer Ltd, Egyesült Királyság), egy 

pulzusgenerátorral (NL301), egy szélesség-késleltető panellel (NL405), és egy impulzus pufferrel 

(NL510), melyekkel az ingerlés amplitúdóját és hosszát szabályoztuk. Az ingerlést egyedülálló 

négyszögjellel végeztük. A leadott töltést a Q[μC]=I[mA]×t[ms] egyenlettel számítottuk, és az SD 

kiváltásáig 2 percenként 100 C-os lépcsőkben emeltük. Az optimális érintkezés érdekében a 

tűelektróda hegyét a dura felszínén szükség esetén újrapozícionáltuk. Az SD sikeres kiváltását a 

DC potenciál 5 mV-ot meghaladó negatív kitésére, illetve a nyers LFP depressziója igazolta 

(7.1.1. ábra). 

 A dendrittüske-sűrűség becsléséhez további 8 hetes (n=5) és 30 hetes (n=5) patkányokat klorál-

hidrát túladagolásával (i.p.) altattunk, az állatokat jégen hűtött, fiziológiás sóoldattal 
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transzkardiálisan perfundáltuk, dekapitáltuk, és az agyakat eltávolítottuk. Az előagyakat a 

koronális síkban két, egyforma méretű darabra vágtuk, és Golgi-COX oldatba helyeztük (5 % 

kálium-dikromát, 5 % kálium-kromát, Molar Chemicals Kft, Magyarország; 5 % higany-klorid, VWR 

International, LLC).141 A szövetblokkokat az oldatban 10 napig inkubáltuk, az oldatot a mintákon 

2-3 naponta frissítettük, végül a blokkokat további 10 napig 30 % szukróz oldatban tároltuk 

4 oC-on. A mintákból vibratómmal 200 m vastag koronális metszeteket készítettünk, a szeleteket 

zselatinnal bevont mikroszkópos tárgylemezre vettük fel, és egy éjszakára nedves kamrába 

helyeztük. A festést 30 % ammónium-hidroxiddal, és Carestream Kodak Fixálóval (Sigma) hívtuk 

elő. A kész metszeteket dehidráltuk és EUkitt-tel (O.Kindler, Németország) fedtük le. A megfestett 

agyszeleteket fénymikroszkóppal vizsgáltuk (Nikon Eclipse E600). Az agykéreg 3-as rétegében 

minden állat esetén 15-16 piramissejtet választottunk ki a vizsgálatra. A proximális apikális 

denritek másod- és harmadrendű ágainak 50 m hosszú szakaszán becsültük meg a dendrittüske-

sűrűséget (7.1.4. ábra, A panel). A kiválasztott dendritszakaszokról a mikroszkóphoz illesztett 

digitális kamerával (SPOT RT Slider, 1600 × 1200 dpi, 8 bit), és a megfelelő számítógépes 

szoftverrel (Image Pro Plus 4.5; Media Cybernetics, Bethesda, U.S.A.) kétdimenziós z-stack 

rekonstrukciókat készítettünk. A megadott 50 m hosszú dendrit-szakaszokon a kísérleti 

csoportokat nem ismerve négy független kutató számolta meg a dendrittüskéket Image J 

szoftverrel (v1.44, National Institute of Health, Bethesda, U.S.A.). Az egy állatban 15-16 

piramissejtre vonatkozó számolás eredményeit átlagoltuk, így a statisztikai analízishez állatonként 

egy értékkel dolgoztunk tovább. 

A kapott eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS 

szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). 

Egyszempontos ANOVA-t választottunk a CBF változás és a dendrittüske-sűrűség esetén, 

kétszempontos ANOVA-t az SD elektromos kiválthatósági küszöb elemzéséhez, és ismételt 

ANOVA-t a CBF alapvonal változásának analíziséhez. A kísérleti csoportok összehasonlítását 

Fisher-féle post hoc teszttel végeztük (p<0,05* és p<0,01**). 

 

 

 

7.1.1. ábra. Reprezentatív helyi 
mezőpotenciál (local field 
potential, LFP), DC potenciál és 
lokális agyi vérátáramlás 
(cerebral blood flow, CBF) 
regisztrátumok egy 8 hetes 
állatból. Az LFP oszcilláció 
amplitúdójánK beszűkülése, a 
DC potenciál tranziens, negatív 
kitérése és csatolt hiperémia 
együttesen jelzik a terjedő 
depolarizációk (spreading 
depolarization, SD) 
megjelenését. Globális előagyi 
iszkémiát kétoldali arteria 
carotis communis elzárással 
(„two-vessel occlusion”, 2VO) 
hoztunk létre. A nyilak a DC 
potenciál regisztrátum alatt az 
SD kiváltásához használt 
elektromos ingerlés helyét 
jelzik. A 2VO-t egy spontán is SD 
követte. 
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Élettani változók, és a terjedő depolarizációk általános jellemzése 

 Az adatok előzetes értékelése nem mutatott életkor-függő eltéréseket az SD elektromos 

kiválthatósági küszöbére nézve a 7-10 hetes, és a 12-16 hetes állatok között (7.1.3. ábra), így az 

eredeti korcsoportok összevonásával a későbbiekben három kísérleti csoporttal dolgoztunk 

(7.1.1. táblázat). A MABP az alapszakaszban a három csoportban hasonló értékeket mutatott (98±4, 

95±3 és 107±10 Hgmm, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes). Az iszkémia indukciója mérsékelten, 

életkortól függetlenül emelte a MABP-ot (105±5, 96±4 és 114±2 Hgmm, 7-10 hetes, 12-16 hetes 

és 30 hetes). Az artériás vérgáz értékek az élettani tartományban mozogtak; sem az életkor, sem 

az iszkémia nem fejtett ki hatást a pCO2-re vagy a pH-ra. 

Az artériás vércukorszint mérése azért volt lényeges, mert ismert, hogy a magas vércukorszint 

(i.e. 23-24 mmol/l) mellett az SD-t nehézkes kiváltani,179 így a kiválthatósági küszöb 

életkorfüggésére vonatkozó következtetéseinknél fontos figyelembe venni. A vércukorszint az 

alapszakasz és az iszkémia során hasonló értékeket vett fel (e.g. 9,231,7 vs. 9,201,2 mmol/l, 

iszkémia vs. alapszakasz a 7-10 hetes csoportban), ugyanakkor az életkor előrehaladtával 

szignifikánsan emelkedett (e.g. 11,951,6 vs. 10,081,0 vs. 9,21,2 mmol/l, 30 hetes vs. 12-

16 hetes vs. 7-10 hetes az alapszakaszban). 

Az elektromos ingerlésre az agykéregben SD-k jelentkeztek. A kísérletek több, mint felében (25 

esetben a 38-ból) az iszkémia indukciója után közvetlenül egy spontán SD esemény is kialakult 

(7.1.1. ábra), a spontán SD-ket azonban jellemzőik nagy változatossága miatt számszerűsítve nem 

értékeltük. Az SD-hez csatolt CBF változást az alapszakasz és az iszkémia alatt is minden 

korcsoportban a hiperémiás fázis dominálta. A 4.1.2. és a 4.2.1. fejezetben bemutatott 

eredményeknek megfelelően az első SD-hez csatolt CBF változás a visszatérő SD-ktől abban 

különbözött, hogy a hiperémiás fázist gyakran rövid hipoperfúzió előzte meg, és minden esetben 

elhúzódó oligémia követte (4.1.5. ábra). 

 

Az iszkémia lefolyása, az áramláscsökkenésre adott kompenzáció dinamikája 

Az érhálózat kompenzációs képességét az iszkémiát indukáló áramlásesésre úgy mértük fel, 

hogy a kísérleti protokoll során az SD-k között számos mintavételi pontból meghatároztuk a CBF-et 

(7.1.2. ábra). A legfiatalabb, 7-10 hetes korcsoportban a CBF az iszkémia indukciója után 

közvetlenül 18±6 %-ra esett, az első iszkémia alatt kiváltott SD (iSD) előtt 37±12 %-ra tért vissza, 

és 30 % körül maradt az iszkémia hátralevő részében. A 30 hetes korcsoportban a CBF esés 

minimuma alacsonyabbnak, 11±6 %-nak bizonyult, az első iSD előtt csak 20±13 %-ra rendeződött, 

és az iszkémiás periódusban már nem emelkedett 20 % fölé (7.1.2. ábra). Az eredmények arra 

engednek következtetni, hogy az idősebb, 30 hetes korcsoportban az iszkémia ellen ható 

kompenzációs mechanizmusok kevésbé hatékonyak, mint a fiatalabb, 7-10 hetes csoportban. Bár 

az öregedés folyamatának része az agyi érhálózat megritkulása120 vagy az érfalak 

megvastagodása,127 az itt vizsgált fiatal felnőtt életkorban az idős korra jellemző, az optimális agyi 

keringést hátráltató patológiai elváltozások még nem alakulhattak ki. Úgy gondoljuk tehát, hogy a 

kompenzáció 30 hetes korcsoportban tapasztalt romlása a vazorekativitás életkorral összefüggő 

gyengülésének köszönhető. Ennek oka lehet az adenzoin szignalizáció hatékoynságának romlása, 

az NO korlátozott elérhetősége, vagy az ATP-szenzitív K+-csatornák nyítási karakterisztikájának 

megváltozása.218 
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7.1.2. ábra. Az agyi vérátáramlás (cerebral 
blood flow, CBF) változása a legfiatalabb 
(7-20 hetes) és a legidősebb (30 hetes) 
kísérleti csoportokban a terjedő 
depolarizáció (spreading depolarization, 
SD) események között. Az adatokat 

átlagszórás formában ábrázoltuk. A 
statisztikai elemzést ismételt ANOVA-val 
végeztük az életkor, mint faktor 
figyelembevételével (p<0,01**). A post hoc 
analízis a (c) és (d) mintavételi pontnál 
adott szignifikáns különbséget (p<0,05*). 
Mintavételi pontok: (a) közvetlenül az 
iszkémia indukciója előtt; (b) az iszkémia 
indukcióját követő legalacsonyabb áramlási 
érték; (c) közvetlenül az első iszkémia alatt 
kiváltott SD (iSD) előtt; (d) közvetlenül a 
második iSD előtt; (e) közvetlenül a 
harmadik iSD előtt; (f) a harmadik, utolsó 
iSD után. 

 

A terjedő depolarizáció kiválthatóságának elektromos küszöbe 

 A későbbi, 7.2. és 7.3. fejezetben bemutatásra kerülő munkáink során azt tapasztaltuk, hogy az 

öregedő patkányagyban az SD kiváltásához magasabb K+ koncentráció szükséges, a visszatérő SD 

események frekvenciája csökken, és az SD spontán kialakulásának valószínűsége is kisebb. 

Agyszelet preparátumot vizsgálva is rávilágítottak arra, hogy az életkor előrehaladtával az SD 

kiválthatósági küszöbe emelkedik.248 Ugyanakkor juvenilis életkorban az agy érésével az SD 

kiválthatósági küszöbe csökken.351 Kíváncsiak voltunk tehát arra, hogy az SD kialakulásának 

valószínűsége melyik életkorban a legnagyobb, illetve a kiválthatósági küszöb korai felnőttkorban 

mikor kezd emelkedni. 

 Definíció szerint az SD elektromos kiválthatósági küszöbe az a legalacsonyabb töltésmennyiség, 

ami az SD provokációjához elegendő. Az elektromos ingerlés a küszöbérték meghatározására azért 

előnyös, mert a KCl-os kiváltással szemben finoman hangolható, pontosan számszerűsíthető, és a 

korcsoportok közötti, várhatóan kicsi eltérések így jó eséllyel kimutathatók. 

 Az SD elektromos kiválthatósági küszöbe iszkémia alatt az alapszakaszhoz képest minden 

vizsgált korcsoportban emelkedett (7.1.3. ábra, A panel). Az SD kiváltásához az életkor 

előrehaladtával is egyre nagyobb töltésmennyiségre volt szükség, mind az alapszakasz (4743±1282 

vs. 3076±915 vs. 1661±649 µC, 30 hetes vs. 12-16 hetes vs. 7-10 hetes), mind az iszkémia alatt 

(8447±1763 vs. 5343±2170 vs. 2514±1032 µC, 30 hetes vs. 12-16 hetes vs. 7-10 hetes) (7.1.3. ábra, 

A panel). Az életkor emelkedésével továbbá egyre nagyobb különbség adódott a kiválthatósági 

küszöbértékben az iszkémia és az alapszakaszban kiváltott SD-k között. Másként szólva, ötször 

akkora töltéskülönbséget számoltunk ki az alapszakasz és az iszkémia között a 30 hetes állatokban, 

mint a 7-10 hetes korcsoportban (4278±2352 vs. 853±839 µC, 30 hetes vs. 7-10 hetes). Végül a 

kiválthatósági küszöb és a CBF kapcsolatának értékelése azt mutatta, hogy minél alacsonyabb 

értéken mozgott a CBF közvetlenül az SD kiváltása előtt, annál nagyobb töltésmennyiség 

leadásával lehetett az SD-t kiváltani (r=-0,403**) (7.1.3. ábra, C panel). 

 Eredményeink felvetik annak a lehetőségét, hogy az SD-t iszkémia alatt azért nehezebb 

kiváltani, mert az SD kiválthatósága a szövet metabolikus állapotának függvénye. Ezt bizonyítja 

például, hogy a hiperglikémia (i.e. 23-24 mmol/l) az SD kiválthatóságát gátolja.179 A magas 

glükózkoncentráció hatását kísérleteinkben azonban kizárhatjuk, egyrészt azért, mert a mért 

vércukorszintek a normoglikémiás tartományban maradtak (e.g. 9-11 mmol/l) – messze az SD-t 
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gátló, hiperglikémiás koncentráció alatt, másrészt azért, mert az alapszakasz és az iszkémia fázisa 

során vett artériás vérminták között glükózkoncentrációban nem mutattunk ki különbséget. 

 Fontolóra vettük a szöveti pH hatását is, mert élő agyszelet preparátumban azt találták, hogy 

ha a médiumot CO2-vel dúsítják, vagy megvonják belőle a bikarbonátot, a létrehozott acidózis 

(pH 6,67-6,97) gátolja az SD kiváltását és terjedését.384 A csökkenő szöveti pH valószínűleg úgy 

akadályozza az SD terjedését, hogy gátolja az NMDA receptorok aktivitását.377 Ismert, hogy az 

iszkémia során acidózis lép fel az idegszövetben; globális előagyi iszkémia modellünkben például 

a kérgi pH 7,3-ról akár pH 6,8-ra is csökkenhet (5.4. fejezet). Ezek alapján logikus azt feltételezni, 

hogy az SD iszkémia alatt tapasztalt magasabb kiválthatósági küszöbe a szöveti acidózisnak 

tudható be. A 6.2. fejezetben részletezett vizsgálataink szerint azonban a szöveti pH csökkenése 

csak az ép keringésű kéregben gátolja az SD-t, iszkémia során az összefüggés nem érhető tetten. 

 A fentiek alapján azt tartjuk a legvalószínűbbnek, hogy az iszkémiás állapotokra jellemző magas 

K+ konduktancia, az idegsejteket hiperpolarizálja, illetve a repolarizációt támogatja. Ennek 

eredményeképp a neuronok ingerelhetősége csökken,338 ami az SD kiválthatóságát is behatárolja. 

 

 

 
7.1.3. ábra. A terjedő depolarizáció 
(spreading depolarization, SD) elektromos 
kiválthatósági küszöbe, és annak 
összefüggése az agyi vérátáramlással 
(cerebral blood flow, CBF). 
A: Az SD elektromos kiválthatósági 
küszöbének változása az életkor 
függvényében, ép és iszkémiás agykéregben 
(alapszakasz: fehér, iszkémia: fekete 
szimbólum). B: A 7, 8, 9, és 10 hetes 
csoportokat, valamint a 12-16 hetes 
csoportokat összevontuk, mert a 
kiválthatósági küszöb az életkorral itt még 
nem módosult. Az A és B panelen az adatokat 

átlagstdev formában ábrázoltuk. A 
statisztikai elemzést kétszempontos 
ANOVA-val végeztük (szempontok: életkor és 
iszkémia; p<0,01**); az életkor hatását 
Fisher-féle post hoc teszttel értékeltük 
(p<0,01## vs. 7-10 hetes; p<0,01++ vs. 
12-16 hetes). C: Negatív korreláció az SD 
elektromos kiválthatósági küszöbe és az SD-t 
közvetlenül megelőző CBF érték között. Az 
analízisbe minden SD-t bevontunk, 
függetlenül a kísérleti szakasztól vagy az 
életkortól. Az adatértékeléshez kétoldali 
Pearson korrelációs tesztet alkalmaztunk 
(p<0,01**). 

 

A dendrittüske-sűrűség, és a terjedő depolarizáció kiválthatósága az életkor függvényében 

 Vizsgálataink abból a feltételezésből indultak ki, hogy a kéreg mikrostruktúrájának korfüggő, 

dinamikus változása, melyet a dendrittüskék sűrűségével jellemeztünk, hatással lehet az SD 
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kiválthatóságára. A kísérleteket naív állatokon végeztük; a dendrittüskék iszkémiával vagy SD-vel 

összefüggő átrendeződését nem tanulmányoztuk.  

 A dendrittüske-sűrűséget az agykéreg 3-as rétegében, a piramissejtek proximális apikális 

denritjének másod- és harmadrendű ágain határoztuk meg (7.1.4. ábra, A panel). A dendrittüskék 

jellemzően kisebb csoportokba rendeződve fordultak elő; a 30 hetes állatokban nagyobbak és 

alakjukat tekintve összetettebbek voltak, mint a 8 hetes csoportban (7.1.4. ábra, B panel). A 

dendirttüskék sűrűsége a 30 hetes állatokban szignifikánsan meghaladta a 8 hetes életkorban 

becsültet (554 vs.512 tüske/50 µm dendritszegmens, 30 hetes vs. 8 hetes) (7.1.4. ábra, C panel). 

 A dendrittüskéken a serkentő szinapszisok poszt-szinaptikus elemei találhatók. A dendrittüskék 

tanulmányozását indokolta, hogy kialakulásuk vagy visszahúzódásuk az agy érésével és 

öregedésével dinamikusan változik,88,161 az SD terjedésében meghatározó szerepet töltenek be,174 

valamint ismert, hogy az SD-k spontán ismétlődése a dendrittüskék akut sérüléséhez vezet.311 A 

két vizsgált korcsoport közötti különbség bizonyította, hogy a patkány agykéreg szövettani 

szerveződése a 8-30 hetes életkortartományban mérhető változáson megy keresztül. Az 

eredmények alapján elképzelhető, hogy a felnőttkor első szakaszában az SD kiválthatósága az 

életkor előrehaladtával az agykéreg szövettani és biokémiai érésével, és az idegsejtek közötti 

kapcsolatok megszilárdulásával összefügg. 

 

 
7.1.4. ábra. A dendrittüske-sűrűség a piramissejtek proximális apikális denritjének másod- és 
harmadrendű ágain, az agykéreg 3-as rétegében. A: A vizsgált dendritszakaszokat egy kérgi piramissejt 

sematikus rajzán jelöltük meg. B: Egy 8 hetes és egy 30 hetes állatból származó, reprezentatív, 50 m 
hosszú dendritszakasz képrekonstrukciója. A felvételeket az eredeti z-stack képekből a kontraszt és a 
fényerő optimalizásála (azaz a nem specifikus háttérzaj minimalizálása) után nyertük. C: Dendrittüske-

sűrűség a két vizsgált korcsoportban. Az adatokat átlagstdev formában ábrázoltuk. A statisztikai 
értékelést egyszempontos ANOVA-val végeztük (n=5/csoport; F=6,263; p<0,05*). 

 

A terjedő depolarizációhoz csatolt vérátáramlási változás 

Az SD-hez kapcsolódó CBF változás értékeléséhez külön analizáltuk az SD1-et, az alapszakasz 

alatt kiváltott rSD-ket, és sz iszkémia során kiváltott iSD-ket (7.1.5. ábra, A panel). Korábbi 

megfigyeléseinkkel összhangban (4.1.2. és 4.2.1. fejezet) az rSD-k alacsonyabb CBF értékről 

indultak, mint az SD1 (pl. 90±30 vs. 102±12 %, rSD vs. SD1 a 7-10 hetes csoportban Az iSD-hez 

társuló CBF változás ennél jóval alacsonyabb alapáramlásról indult (39±15 és 38±11 %, 7-10 hetes 

és 12-16 hetes); az alap különösen alacsony volt a 30 hetes csoportban (23±14 %). Az rSD-hez 

csatolt hiperémia csúcsa 160-170 % körül mozgott (163±45, 160±61 és 170±69 %, 7-10 hetes, 

12-16 hetes és 30 hetes), kb. 20-30 %-al magasabban, mint az SD1-el járó hiperémia maximális 

amplitúdója (129±23, 131±17 és 149±24%, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes). Az iSD-t követő 

CBF válaszreakció a maximális kitérésnél jelentősen alacsonyabb értéket vett fel (59±23 és 
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61±18 %, 7-10 hetes és 12-16 hetes), különös tekintettel a 30 hetes csoportra (39±22 %). Bár a 

30 hetes állatok elmaradása a fiatalabb csoportoktól szemmel látható volt (pl. iSD-k esetén a 

hiperémia csúcsa a 30 hetes állatokban a fiatalabb csoportok iSD-t megelőző alapáramlását sem 

érte el) (7.1.5. ábra, B panel), a különbség mégsem bizonyult statisztikai szempontból 

szignifikánsnak. Az SD-k időtartama az SD1-nél bizonyult a legrövidebbnek (30±12, 33±7 és 

39±23 s, 7-10 hetes, 12-16 hetes 30 hetes), növekedett az rSD-k esetén (58±14, 56±11 és 50±10 s, 

7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes), és minimum kétszeresére emelkedett az iSD-k során 

(154±61, 137±68 és 150±52 s, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes) (5.1.5. ábra, C panel). A 

hiperémia hosszát az életkor nem befolyásolta. 

A hiperémia jellemzőit iszkémia során, kontrollált körülmények között (értsd: nem spontán 

jelentkező, hanem kiváltott SD-k) az 5.4. és a 6.1 fejezetben már érintettük. A fiatal felnőtt 

korcsoportokra vonatkozó eredményeink, melyek szerint iszkémia során az SD-hez csatolt 

hiperémia amplitúdója csökken, időtartama elnyúlik, előző megfigyeléseinket és más 

munkacsoportok eredményeit133 egyaránt igazolják. A hiperémia késleltett lecsengésére a 

következő magyarázat szolgál. Az elnyúló hiperémia hosszabb LFP depresszióval és az SD-t jelző 

hosszab DC kitéréssel esik egybe (7.3. fejezet).96 A nyugalmi membránpotenciál helyreállításában 

az SD után meghatározó szerepet játszik a K+/Na+ pumpa. Addig, míg a nyuglami 

membránpotenciál nem rendeződik, a pumpa folyamatosan fennálló ATP igénye hozzájárul a 

hiperémia fenntartásához. Ezek alapján a hiperémia hosszát az SD időtartama szabja meg.96 

 A vizsgált korcsoportokban (7-30 hét) nem azonosítottuk az életkor hatását az SD-hez 

kapcsolódó CBF változásokra. Igaz ugyan, hogy az idegszövet az életkor előrehaladtával kevésbé 

hajlamos az SD-re, az azt követő CBF változás fiatal felnőtt korban megtartott marad. 

 

 
7.1.5. ábra. A terjedő depolarizációhoz (spreading depolarization, SD) csatolt agyi vérátáramlási (cerebral 
blood flow, CBF) válasz értékelése. A: Az első SD (SD1), az alapszakasz alatt kiváltott SD-k (rSD), és az 

iszkémia során provokált SD-k (iSD) amplitúdóját, fél amplitúdónál mért időtartamát (T), és az SD-t 
megelőző alapáramlást értékeltük. B: A hiperémia csúcsértéke (oszlopok csúcsa), és az SD-t megelőző 
áramlásérték (oszlopok alapja). C: A hiperémia fél amplitúdónál mért időtartama. Az adatokat 

átlagstdev formában ábrázoltuk. A statisztikai elemzéshez minden egyes életkorcsoportra 
egyszempontos ANOVA-t használtunk (p<0,01**). Az SD-k típusai közötti különbség értékelésére Fisher-
féle post hoc tesztet alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01** vs. SD1; p<0,01## vs. rSD). 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 A patkányban itt tanulmányozott 7-30 hetes életkor az emberben a serdülő, fiatal felnőtt-, és 

középkornak feleltethető meg.336 Eredményeink egyediek, hiszen azok a kutatások, amelyek az 

agyi iszkémiás sérülések patomechanizmusát, annak életkori sajátosságait tanulmányozzák, 

elsősorban az élet nagyon korai szakaszára (pl. neonatális aszfixia), vagy az idős korra (pl. iszkémiás 

stroke) koncentrálnak. A bemutatott eredményeink felhívják a figyelmet olyan idegélettani 

változásokra, melyek a felnőttkor kezdetén játszódnak le az agyban, és megfelelnek azoknak a 
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véleményeknek, melyek szerint az agy érése, az idegsejthálózatok strukturális és biokémiai 

szerveződése még fiatal felnőtt korban is zajlik.348 

 Eredményeink olyan szempontból is jelentősek, hogy a TBI, melyben az SD-k kórélettani 

szerepe mára vitathatatlan,165,176,250,385 serdülő és fiatal felnőtt korban fordul elő nagy 

gyakorisággal.33,162 Azonban a fiatal betegek kilátásai a sikeres felépülésre jobbak, mint az 

időseké.189 Eredményeink ezekkel az adatokkal ellentmondásosak lennének, ha minden SD 

egyforma szövetkárosító hatással bírna. Azonban ismert, hogy az SD akkor hordozza magában a 

legnagyobb veszélyt, ha terjedő iszkémiával jár,96 illetve abban az esetben, ha autoregulációs 

zavarral társul.176 Az is megalapozott vélemény, hogy a másodlagos sérülések mértéke a visszatérő 

SD-k növekvő kumulatív időtartamával függ össze.89,108 Azonban ez az időtartam független lehet 

az SD-k számától, hiszen a visszatérés az egyes SD-kből, különösen az idős agyban, jelentősen 

késhet. Eredményeink szerint fiatal korban az SD kiváltásának alacsony küszöbe kedvez az 

ismétlődő SD-k kialakulásának. További kutatások és klinikai vizsgálatok tárgyát képezi, hogy ez a 

léziók növekedésének szempontjából mennyire tekintendő súlyozott faktornak. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 
Hertelendy P, Menyhárt Á, Makra P, Süle Z, Kiss T, Tóth G, Ivánkovits-Kiss O, Bari F, Farkas E. Advancing age 

and ischemia elevate the electric threshold to elicit spreading depolarization in the cerebral cortex of young 

adult rats. J Cereb Blood Flow Metab. 2017;37(5):1763-1775. 

 

7.2. Az agykérgi terjedő depolarizáció az idősödő, krónikusan hipoperfundált agyban 
 

Háttér és célkitűzés 

 Az iszkémiás agysérülések pathomechnizmusait tanulmányozó kísérletes kutatások zömében 

fiatal felnőtt rágcsálókra hagyatkoznak, ami az eredmények transzlálhatóságát jelentősen 

megnehezíti,90,91 hiszen az iszkémiás agysérülések elsősorban az időseket érintik. Az iszkémiás 

stroke előfordulási gyakorisága például 50 éves kor felett minden egyes évtizedben 

megduplázódik, kimenetele pedig az agy öregedésével súlyosbodik.12,51,235 Lényeges tehát idősödő 

rágcsálókban is megállapítani, hogy az SD, mint az iszkémiás infarktus kiterjedésének 

növekedésében szerepet játszó tényező, milyen életkori jellegzetességekkel bír. 

Az életkori tényezők hatását középkorú (10 hónapos) patkányokban vizsgáltunk tovább. Az 

öregedéssel járó idegrendszeri tüneteiket krónikus agyi hipoperfúzióval is súlyosbítottuk. Az SD 

kiválthatóságát ezekben a kísérletekben az azonos kiváltó stimulusra adott SD gyakorisággal, vagy 

az egymást követő SD-k között eltelt idővel jellemeztük. Az SD-k elektrofiziológiai jellemzőin túl a 

CBF változások elemzésére is kiemelt figyelmet fordítottunk. 

 

Módszerek 

 A kísérleti csoportokat a 7.2.1. táblázat foglalja össze. Röviden, az SD mintázatának vizsgálatakor 

középkorú, 10 hónapos Wistar patkányokon még 2 hónapos korban, klorál-hidrát (400 mg/kg, i.p.) 

altatásban krónikus agyi hipoperfúziót indukáltunk permanens 2VO-val (5.3. fejezet) (n=8). 

Kontrollként áloperációt hajtottunk végre (n=8). Az életkor szerinti kontroll csoportot az SD-k 

vizsgálatakor fiatal, 2 hónapos, az operáció szempontjából naív állatok alkották (n=6). 

 

  

dc_1649_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



- 112 - 

7.2.1. táblázat. A kísérleti beavatkozások és csoportok áttekintése. 

 
A testtömeget átlagstdev formában adtuk meg. A statisztikai analízist egyszempontos ANOVA-val, és 
Fisher-féle post hoc teszttel végeztük (p<0,01** vs. Fiatal, és p<0,01## vs. Középkorú). Rövidítések: 2VO: 
kétoldali arteria carotis communis elzárás (two-vessel occlusion); SD: terjedő depolarizáció (spreading 
depolarization); N/A: nem alkalmazható, vagy nincs adat. 

 

 Az SD-k mintázatát felmérő kísérleti napon halotán altatásban (4.1.2. fejezet) a baloldali arteria 

és vena femoralisba polietilén kanült helyeztünk a MABP folyamatos monitorozására, és a 

kísérletet befejező, a szívet megállító levegő embólus beinjektálására. A jobb parietális 

koponyacsonton két koponyaablakot alakítottunk ki az SD-k kiváltására (caudalis) és az események 

elektrofiziológiai és lézer-Doppleres elvezetésére (rostralis) (4.3.1. fejezet). Az SD-ket 

folyamatosan úgy provokáltuk, hogy a caudalis koponyaablakban egy méretre vágott, 1 M KCl 

oldattal átitatott szűrőpapírt helyeztünk a dura mentes agyfelszínre. A kétórás regisztráció során 

a szűrőpapírt 15 percenként frissítettük. 

 A rostralis koponyaablakból egy intrakortikális üvegkapilláris elektróda segítségével LFP-t és DC 

potenciál jelet vezettünk el a nyak bőre alá beültetett Ag/AgCl referencia-elektródához képest, a 

4.1.1. fejezetben megadott paraméterek szerint. A lokális CBF változásokat a 4.1.2. fejezetben 

megadott módszerek alkalmazásával, lézer-Doppleres áramlásméréssel rögzítettük. 

 Az SD eseményeket legmegbízhatóbban az LFP tranziens depressziója és a szinkron jelentkező 

CBF változás együttesen jelezte. A DC potenciál negatív kitérése nem rajzolódott ki teljességében 

minden egyes eseményre olyan esetben, amikor az SD-k nagy frekveniával követték egymást. Ezek 

alapján az SD előfordulásának gyakoriságát (SD események száma az egymást követő 15 perces 

időablakokban), és latenicáját (az első SD megjelenése a KCl topikális alkalmazásához képest, ill. 

az első és második SD között eltelt idő) az LFP segítségével számoltuk ki. Az első SD esetén 

meghatároztuk az LFP depresszió időtartamát is. 

A kapott eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízishez SPSS 

szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). Az SD-k 

frekvenciájának értékeléséhez ismételt ANOVA-t, az összes további változó elemzéséhez 

egyszempontos ANOVA-t és Fisher-féle post hoc tesztet alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01**). Az 

adatsorok közötti lehetséges összefüggéseket kétoldali Pearson-féle korrelációs teszttel vizsgáltuk 

(p<0,05* és p<0,01**). 

 

A terjedő depolarizációk gyakorisága 

 A két óra hosszan folyamatosan jelen lévő stimulus (KCl) mellett az SD-k ismétlődő mintázatban 

jelentek meg. Az SD-k mindkét középkorú csoportban kisebb gyakorisággal alakultak ki, mint a 

fiatalok esetén (7.2.1. ábra). Tizenötperces időablakokra lebontva, az SD-k száma az idő 

előrehaladtával egyre nőtt: az első 15 percben a fiatal csoportban 6±1, az utolsó 15 percben 21±1 

SD-t regisztráltunk. A középkorú és a középkorú+iszkémiás csoportban az első 15 percben csak 

2±1 és 1±0, az utolsó időablakban pedig a fiatalnál jóval kisebb számú, 6±1 és 7±1 SD-t 

azonosítottunk a regisztrátumokon (7.2.2. ábra, A panel). A két középkorú csoportot 
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összehasonlítva azt tapasztaltuk, hogy a krónikus iszkémiás állapot az ismételten jelentkező SD-k 

gyakoriságára nem volt további hatással. 

 

 
7.2.1. ábra. Az életkor hatása a kísérletesen kiváltott, ismétlődő, terjedő depolarizáció (spreading 
depolarization, SD) gyakoriságára. A diagram az SD események időbeli eloszlását szemlélteti a három 
kísérleti csoportra nézve. A függőleges vonalak csoportonként minden állat minden egyes SD 
eseményének megjelenését jelölik az idő függvényében. 

 

 Az SD-k eloszlása a kétórás kísérleti periódus első felében a fiatal csoportban közel 

egyenletesnek mutatkozott, ugyanakkor a középkorú állatok esetén ugyanezen a szakaszon egy 

20-30 perces, eseménymentes időszak rajzolódott ki (7.2.1. ábra). Az SD-k ritka előfordulásának 

hátterében két okot azonosítottunk: (i) Az első SD jelentős késéssel alakult ki a stimuláció 

megkezdéséhez képest a középkorú+iszkémiás csoport egyes állataiban (latencia: 20,0±11,1 vs. 

2,6±0,04 vs. 2,2±0,7 min, középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal), bár a nagy szórás miatt a 

különbséget statisztikai szempontból nem tekinthettük meghatározónak. Ez a változó a szövet 

ingerelhetősségét jellemzi. (ii) Az első és második SD között eltelt idő azonban mindkét középkorú 

csoportban számottevően megnövekedett (33±11 vs. 39±4 vs. 11±3 min, középkorú+iszkémia vs. 

középkorú vs. fiatal) (7.2.2. ábra, B panel). A két SD között eltelt idő indikátora egyrészt annak, hogy 

a szövet milyen mértékben hajlamos az SD kialakulására, másrészt azt mutatja meg, hogy az első 

esemény után milyen hatékonyan áll helyre a kéreg ingerelhetősége. Megfigyelésünk egybecseng 

az SD idős korra jellemző, lassab terjedési sebességével, melyet 24 hónapos patkányokban 

határoztak meg,150 és azt az agykéreg ingerelhetőségének gyengülésével hozták 

összefüggésbe.352,373,412 Eredményeink ellentmondani látszanak azzal a megfigyeléssel, mely 

szerint idős patkányból származó agyszeleteken az anoxiával provokált SD kisebb latenciával 

alakult ki, mint a fiatal állatokból nyert szeleteken,313 de egyeznek azokkal az eredményekkel, 

melyek szerint 10 hónapos (a saját kísérleteinkkel egyező életkor) patkány agyszeleten az SD 

kiváltásához szignifikánsan magasabb K+ koncentráció szükséges, mint 8 hetes kontrollok 

esetén.248 Az itt bemutatott adataink teljes összhangaban állnak a 7.1. fejezet tanulságaival, mely 

szerint az SD elektromos kiválthatósági küszöbe felnőtt korban emelkedni kezd. Mindezek alapján 

elmondható, hogy az SD kialakulásának valószínűsége ugyanazon körülmények mellett az életkor 

előrehaladtával csökken. 
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7.2.2. ábra. A terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) keletkezésének valószínűsége az 
életkor függvényében. A: Az SD-k összesített száma 15 perces időablakokra bontva, folyamatos KCl 
ingerlés mellett. B: A második SD esemény késése (i.e. a refrakter fázis hossza) az első SD eseményhez 

képest. Az adatokat szórásstdev formában ábrázoltuk. Az eredményeket statisztikailag egyszempontos 
ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt alkalamzásával értékeltük (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal). 

 

A terjedő depolarizációra jellemző LFP depresszió életkori sajátosságai 

 Az LFP oszcillációjának beszűkülése, azaz az agykérgi elektromos aktivitás átmeneti 

lecsendesedése az idegsejtek depolarizációjával, és a Na+ csatornák ezt követő inaktivációjával 

függ össze, melynek következtében akciós potenciál nem váltható ki. Az LFP depresszió, mely tehát 

az SD során a szinaptikus aktivitás átmeneti szünetelését jelzi, az első SD-vel a fiatal állatokban 

átlagban 2 percnél hosszabb ideig állt fenn (139±7 s), míg a középkorú csoportokban ez az 

időtartam a felére csökkent (63±8 és 59±14 s, középkorú és középkorú+iszkémia) (7.2.3. ábra). A 

krónikus hipoperfúzió az LFP depresszió időtartamát továbbá érdemben nem befolyásolta 

(7.2.3. ábra). Az eredmények azt sugallják, hogy a középkorú csoportokban az SD után a szinaptikus 

aktivitás hamarabb tért vissza, mint a fiatalban. Ez egyrészt jelezheti azt, hogy az SD 

hullámfrontján egy adott időpillanatban kevesebb sejt depolarizálódik, így a hullámfront térben 

„keskenyebb” lesz, ami meggyorsítja az idegsejtek aktivitásának visszatérését. Másrészt, ahogy 

alább tárgyalni fogjuk, az SD-hez csatolt CBF válaszreakció életkortól függő jellegzetességeivel is 

magyarázható. 
 

Az agyi vérátáramlási változások életkortól függő jellegzetességei 

 Az első SD-vel járó CBF változást annak három szakaszára nézve (kezdeti, rövid hipoperfúziót, 

domináns hiperémia, és a hosszan elhúzódó oligémia; 2.2. fejezet) értékeltük. A három fázis 

mindegyik kísérleti csoportban jól azonosítható, de eltérő mértékű volt (7.2.4. ábra). A kezdeti 

hipoperfúzió a fiatal állatokban szembetűnőnek, míg a középkorú csoportokban ehhez képest 

jelentősen kisebb mértékűnek bizonyult (görbe alatti terület: 3,6±1,7 vs. 3,5±1,6 

vs. 13,02,2 %min; középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal) (7.2.4. ábra, C panel). Mivel 

korábbi kutatások eredményei szerint a kezdeti hipoperfúzió mértékét a hipotenzió súlyosbítja,362 

megvizsgáltuk, hogy korcsoportjaink között vérnyomás tekintetében van-e különbég. 
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7.2.3. ábra. A helyi mezőpotanciál 
(local field potential, LFP) terjedő 
depolarizációt (spreading 
depolarization, SD) jelölő átmeneti 
depressziójának időtartama. A: 
Reprezentatív LFP regisztrátumok 
mutatják be az első SD eseménnyel 
járó LFP depressziót a három 
kísérleti csoportra nézve. B: A 
depresszió időtartamának 
kvantitatív értékelése. Az adatokat 

szórásstdev formában ábrázoltuk. 
Az eredményeket statisztikailag 
egyszempontos ANOVA, majd 
Fisher-féle post hoc teszt 
alkalamzásával értékeltük (p<0,05* 
és p<0,01**, vs. Fiatal). 

 

Aznos altatási paraméterek mellett a középkorú állatok vérnyomása átlagban 10 Hgmm-rel 

magasabb érték körül mozgott, mint a fiatal állatoké (MABP: 87±2 vs. 86±2 vs. 77±3 Hgmm; 

középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal). Az eredmények alapján indokoltnak tekintettük, 

hogy összefüggést keressünk a kezdeti hipoperfúzió mértéke és a MABP között. A vizsgálat 

igazolta, hogy alacsonyabb MABP mellett a kezdeti hipoperfúzió elmélyül (7.2.5. ábra, A panel). 

Feltételezzük tehát, hogy a középkorú csoportokban a kezdeti hipoperfúzió mértéke a magasabb 

vérnyomás függvényében csökkent. Elképzelésünk szerint a fiatal állatokban az alacsonyabb 

MABP mellett a (cerebro)vaszkuláris simaizom ellazultabb állapotban van, hogy az alacsonyabb 

perfúziós nyomást kompenzálja. Az ellazult simaizom az erek falában pedig határozottab 

vazokonstrikciót eredményez. 

 A korai hipoperfúzió mértéke az LFP depresszióval is szoros kapcsolatot mutatott. Az első SD-re 

nézve, az elmélyülő kezdeti hipoperfúzió és az LFP depresszió hossza között erős, pozitív 

korrelációt állapítottunk meg (7.2.5. ábra, B panel). Eredményeink egybe csengenek korábban leírt 

összefügésekkel, mely szerint a markánsabb kezdeti hipoperfúzió korrelál az SD-t jelző negatív DC 

potenciál kitérés hosszával.15,362 Feltételezzük, hogy a kezdeti hipoperfúzió az idegszövetben a 

metabolitok utánpótlásának átmeneti elégtelenségét okozza, ami késlelteti az idegi elektromos 

aktivitás visszatérését. 

A hiperémia mértéke az életkor előrehaladtával csökkent, amelyet a krónikus hipoperfúzió 

tendenciózusan tovább fokozott (görbe alatti terület: 8,9±2,1 vs. 18,1±4,9 vs. 32.8±12.6 %min; 

középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal; egyszempontos ANOVA: p<0,098) (7.2.4. ábra, 

C panel). A hiperémia lassabb ráta mellett érte el csúcsértékét a középkorú csoportban, mint a 

fiatalban, és a krónikus hipoperfúzió a hiperémia felfutását tovább lassította (4,1±0,4 vs. 5,7±0,5 

vs. 7.1±0.5 %/s; középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal) (7.2.4. ábra, D panel). A krónikus 

iszkémia hiperémiát hátráltató hatását igazolja, hogy az MCAO után 24 órával kísérletesen 

kiváltott SD-kkel a hiperémia amplitúdója és görbe alatti területe kisebb volt azokban az 

állatokban, amelyekben az infarktus a kérget is érintette.427 A hiperémia mértékének a középkorú 

csoportban tapasztalt elmaradása a fiataltól hasonló azokhoz az eredményekhez, melyek az agyi 

érválaszok, köztük elsősorban a neurovaszkuláris csatolás hatékonyságának romlását az életkor 

előrehaladtával hozzák kapcsolatba.379,386,394 Az öregedéssel gyengülő agyi érválaszok hátterében 

egyrészt a neurovaszkuláris csatolásban központi szerepet betöltő asztrociták funkció-

módosulása, másrészt az endotélium szabadgyökök által okozott sérülése állhat.379 
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7.2.4. ábra. Az agyi vérátáramlás (cerebral blood flow, CBF) lokális változása az első terjedő 
depolareizációval (spreading depolarization, SD). A: Az első SD-hez csatolt CBF változást az egyes 
csoportokban kapott regisztrátumok átlagaként fejeztük ki (az elemszámokat a vonaldiagramok mellett 
tüntettük fel). B: A CBF változás három, egymást követő fázisának mértékét a görbe alatti területtel (area 
under the cruve, AUC) jellemeztük egy 5 perces szakaszon, melynek első percét a hiperémiás komponens 
félamplitúdójához képest határoztuk meg. C: A CBF változás három fázisának (i.e. kezdeti hipoperfúzió, 
hiperémia és elhúzódó oligémia) mértéke. D: A hiperémia kialakulásának félamplitúdónál mért, 

maximális sebessége. Az adatokat átlagstdev formában ábrázoltuk. Az eredményeket statisztikailag 
egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt alkalamzásával értékeltük (p<0,05* és p<0,01**, 
vs. Fiatal; p<0,05#, vs. Középkorú). 

 

Végül a CBF változás harmadik fázisa, az elhúzódó oligémia is kisebb mértékűnek adódott a 

középkorú csoportokban (görbe alatti terület: 50,8±7,7 vs. 35,6±8,9 vs. 80,8±15,6 %/s; 

középkorú+iszkémia vs. középkorú vs. fiatal) (7.2.4. ábra, C panel). Jelenlegi ismereteink szerint az 

SD a cerebrovaszkuláris simaizomsejtekben serkenti a vazokonstriktív hatással bíró 20-HETE 

szintézisét, mely hozzájárul SD-vel járó CBF változás oligémiás komponensének kialakulásához.134 

Az idősödő agyi érhálózatban azonban a 20-HETE szignalizáció megváltozik; a fiatal, hipertenzív 

rágcsálókból izolált MCA például képes a miogén tónus 20-HETE alapú adaptációjára, az idős 

agyból származó MCA azonban nem.388 

 Összefoglalva, a fiatalhoz képest a középkorú csoportokban az SD-hez csatolt CBF változás 

mind a három fázisa kisebbnek bizonyult, és a középkorú állatokban a hiperémiát a krónikus agyi 

hipoperfúzió tovább csökkentette. Az agyi érreakciók hatékonysága – legyenek azok konstriktív 

vagy dilatátor természetűek –az életkor előrehaladtával mérséklődött. Mivel a 7.1. fejezetben 

bemutatott életkortartományban a CBF változások még nem mutattak értékelhető különségeket, 

megállapítható, hogy patkányban 10 hónapos korban figyelhetők meg először az agyi érreaktivitás 

gyengülésének jelei. 
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7.2.5. ábra. Korreláció az első terjedő depolarizációhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti 
hipoperfúzió mértéke és az artériás középnyomás (a felvételek első 15 percén vett átlag) (A), valamint a 
helyi mezőpotenciál (local field potential, LFP) depressziójának időtartama között (B). Az összefüggéseket 
kétoldali Pearson-féle korrelációs teszttel értékeltük (p<0,05* és p<0,01**). 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Elsőként hívtuk fel a figyelmet arra, hogy az agy öregedése során folyamatosan fennálló 

stimulus esetén az agykéregben egyre ritkábban ismétlődésének az SD-k. A változás  oka vagy az 

idegszövet ingerelhetőségének gyengülése, vagy az egyes SD-k utáni regeneráció idejének 

megnyúlása. A munkánkat megelőző nézet szerint az SD kiválthatósága az életkor előrehaladtával 

fokozódik, mert az interstíciális tér beszűkül.351 Ez a vélemény azonban olyan kísérletek alapján 

fogalmazódott meg, amelyeket juvenilis rágcsálókon végeztek;195,246 idős állatokra vonatkozó 

adatok viszont nem álltak rendelkezésre. Munkánk tehát hiánypótló, és új ismeretekkel bővítette 

az SD-re vonatkozó szakirodalmat. 

 Az iszkémiás agysérülések, köztük elsőként a stroke előfordulási gyakorisága 50 éves kor felett 

minden egyes évtizedben megduplázódik, kimenetele pedig az agy öregedésével 

súlyosbodik.12,51,235 Az iszkémiás agysérülések pathomechnizmusait tanulmányozó kísérletes 

kutatásokat korábban zömében fiatal felnőtt rágcsálókon végezték, ami nehezíti az eredmények 

transzlálhatóságát.90,91 Az agy öregedésére koncentráló kutatásaink – különös tekintettel az 

iszkémia és az SD jelenségére – tehát fontos kérdéskört vizsgálnak, és lényeges, új eredményekkel 

járulhatnak hozzá agysérülések hátterében álló pathomechanizmusok megértéséhez. 

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemény: 

Farkas E, Obrenovitch TP, Institóris Á, Bari F. Effects of early aging and cerebral hypoperfusion on spreading 

depression in rats. Neurobiol Aging. 2011;32(9):1707-15. 
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7.3. Az agykérgi terjedő depolarizáció az idős, akut iszkémiának kitett agyban 
 

Háttér és célkitűzés 

 Az életkor hatásával foglalkozó tanulmányainkat folytatva  az iszkémia és az öregedés további 

összefüggéseit mutatjuk be. Ezeket a kísérleteket az emberi öregkornak megfeleltethető, kétéves 

patkányokon végeztük, és eredményeinket fiatalokkal (1,5-2 hónapos) vagy középkorúakkal 

(9 hónapos) vetettük össze. Az alkalmazott globális és fokális előagyi iszkémia modellekben közös, 

hogy mindkét esetben az iszkémiás penumbrára jellemző állapotot idéztünk elő, hiszen a CBF a 

kísérletes érelzárást követően, a monitorozott kérgi területen, a penumbrában általánosan 

uralkodó 20-40 % körül mozgott.10,19 Az SD terjedésének tanulmányozása az iszkémiás penumbrán 

transzlációs szempontból jól megalapozott, hiszen az SD iszkémiás sérülések során a penumbra 

régiót veszélyezteti leginkább.164 

 

7.3.1. Globális előagyi iszkémia 
 

Módszerek 

 Kísérleteink során az 5.3. és 5.4. fejezetben leírtak szerint Sprague Dawley vagy Wistar 

patkányok két korcsoportjában (2 hónapos és 2 éves, n=26), izoflurán vagy halotán altatásban, 

2VO-val 40 percig tartó globális előagyi iszkémiát idéztünk elő (fiatal: n=8, idős: n=6). Kontrollként 

álműtött vagy naív állatok szolgáltak (fiatal: n=6, idős: n=6). A jobb parietális koponyacsonton két 

kraniotómiát hoztunk létre az SD-k kiváltására (caudalis) és a jelenségek elektrofiziológiai és 

lézer-Doppleres megfigyelésére (rostralis) (4.3.1. fejezet). Az SD-ket 10 perccel a 2VO létrehozása 

után, a 7.2. fejezetben részletezett módszerrel, folyamatosan provokáltuk. Az idős állatokban az 

1 M KCl az SD sikeres kiváltásához gyakran túl alacsony koncentrációnak bizonyult, ezért vagy 

3 M KCl oldatot használtunk, vagy ha így sem sikerült SD-t kiváltani, egy apró KCl kristályt 

helyeztünk a feltárt, dura mentes agyfelszínre. A kísérleteket az állatok túlaltatásával fejeztük be. 

 A rostralis koponyaablakból egy intrakortikális üvegkapilláris elektróda segítségével LFP-t 

(ebből szűréssel választottunk le a DC potenciál jelet) vezettünk el. Referenciaként a nyak bőre alá 

beültetett Ag/AgCl elektróda szolgált (a paramétereket a  4.1.1. fejezetben ismertettük). A lokális 

CBF változásokat a 4.1.2. fejezetben megadott módszerek alkalmazásával, lézer Doppleres 

áramlásméréssel rögzítettük. 

Az eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. Az SD-t jelölő DC potenciál-kitérés és a CBF 

változás paramétereinek statisztikai analízisét SPSS szoftvertben (IBM SPSS Statistics for Windows, 

Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.) egyszempontos ANOVA modellel, majd Fisher-féle post hoc 

teszttel végeztük (p<0,05* és p<0,01**). A CBF válaszreakciók típusainak eloszlását a kísérleti 

csoportok között nem-parametrikus Fisher-féle egzakt próbával értékeltük (p<0,001**). 

 

Perfúziós változások az iszkémiás periódus során 

 A 2VO-t követően a CBF meredeken esett: a fiatal iszkémiás csoportban az alapáramlásnak 

tekintett 100 %-ról 41±9 %-ra, az idős iszkémiás csoportban 38±18 %-os értékre csökkent. A 

40 perces iszkémiás periódus végén a fiatal állatokban a kérgi perfúzió átlagban 43±22 % körül 

állapodott meg. Ugyanakkor az idős csoportban alacsonyabb értéken, 18±14 %-on stabilizálódott, 

ami szignifikánsan elmaradt a fiatal állatokban mérthez képest (p<0,024*), és az idős csoportban 

a 2VO után közvetlenül mért perfúziós értékhez képest is tovább csökkent (p<0,028*). 

Az iszkémiát okozó hirtelen áramlásesés lassú, részleges kompenzációja kollaterálisokon 

keresztül valósulhat meg.218 Az idős állatokban az áramlásesés kompenzációja nem következett 

be, sőt, a kérgi perfúzió tovább, 20 % alá csökkent. Ismert, hogy a 20 % alatti perfúziós 
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tartományban az idegszövet elektromos aktivitása nem tartható fenn.10 Ez a megfigyelés 

kísérleteinkben is igazolódott: idős állatokban az alacsony áramlással szinkron tartós LFP 

depressziót tapasztaltunk. Bár az idős állatokban az érhálózat életkorral összefüggő megritkulása 

indokolhatná az alacsony kompenzációs kapacitást,120 a CBF változásokra vonatkozó 

eredményeink tükrében a kép összetettebbnek tűnik. Eredményeink arra engednek következtetni, 

hogy a huzamosan fennálló perfúziócsökkenésben SD-hez társuló terjedő iszkémia is szerepet 

játszik. 

 

A terjedő depolarizáció mintázatának változása iszkémia és öregedés hatására 

 A folyamatosan fennálló KCl-os ingerlés hatására – a 7.2. fezetben ismertetettekhez hasonlóan 

(7.2.1. ábra) – az SD-k rendszertenelnül ismétlődő mintázatban alakultak ki. Míg a fiatal állatok 

esetén az 1 M KCl koncentráció mindig elegendőnek bizonyult az SD-k kiváltásához, addig az idős 

csoportokban jellemzően 3 M KCl oldattal vagy egy apró KCl kristállyal sikerült csak SD-t 

provokálni. Az SD kiválthatósági küszöbének az életkor előrehaladtával összefüggő emelkedését 

(lsd. 7.1. és 7.2. fejezet) így idős, kétéves állatokban is igazoltuk. 

 Az SD-ket jellemzően a DC potenciál tranziens, negatív kitérése jelezte (7.3.1. ábra, A panel) egy 

idős, iszkémiának kitett állat kivételével, amelyben az KCl-es ingerlés rögtön az első eseménynél 

terminális depolarizációt idézett elő (i.e. a DC potenciál nem tért vissza az alapra, és az LFP is 

izoelektromos maradt a kísérlet befejeztéig). A fiatal és idős iszkémiás csoportban a KCl-es ingerlés 

kezdetétől az iszkémia végéig eltelt 30 perces időintervallumban 2-3 SD-t, a kontroll csoportokban 

ugyanezen idő alatt 4-5 eseményt figyeltünk meg. Az SD-k előfordulásának ritkulása egybecseng 

azzal a 7.1. fejezetben bemutatott eredménnyel, hogy az iszkémia az SD-k elektromos 

kiválthatósági küszöbét emeli (7.1.3. ábra). 

 Az első SD értékelése szerint, az iszkémia alatt kiváltott SD után a nyugalmi LFP a kontrollhoz 

képest késve rendeződött (SD időtartama: 66,2±22,8 vs. 21,4±4,1 s, fiatal iszkémia vs. fiatal). Az 

idős kor az SD-t követő visszatérést tovább késleltette (95,8±46,2 s; idős iszkémia) (7.3.1. ábra, 

B panel). Ezzel összhangban, a depolarizáció és a repolarizáció kisebb meredekségével alakult ki 

(depolarizáció: 14,5±11,4 vs. 4,4±2,9 mV/s, fiatal iszkémia vs. fiatal; repolarizáció: 0,7±0,5 

vs. 2,6±0,7 mV/s, fiatal iszkémia vs. fiatal) (7.1.3. ábra, C-D panel). Az idős kor önmagában is 

mérsékelte a depolarizációs rátát (1,9±0,9 vs. 2,6±0,7 mV/s, idős vs. fiatal) (7.1.3. ábra, C panel). Az 

eredmények megfelelnek annak megfigyelésnek, hogy fokális iszkémiában az iszkémiás góc 

irányából az érintetlen szöveti zóna felé haladó SD-k egyre gyorsabb lefutásúak.270,344 

 Az SD-k megnyúlása inkább a lassabb lefutású depolarizációnak és a lassabb repolarizációnak, 

mint a depolarizáció elnyúló platójának tudható be. A depolarizáció  során Na+ áramlik az 

idegsejtekbe, amellyel egyidejűleg nagymértékű K+ kiáramlás történik.158,351 Iszkémiás 

agyszövetben az intra- és extracelluláris tér között fennálló ionkoncentráció-grádiens ugyan még 

mindig számottevő, de a fiziológiásnál alacsonyabb (i.e. [Na+]e 140 mM-ról 80 mM-ra csökken, 

[K+]e 2-4 mM-ról 10-12 mM-ra emelkedik; az intracelluláris koncentrációk ellenkező irányú 

változásaival egyidőben).111,317,351 A K+ kiáramlás és a Na+ beáramlás hajtóereje tehát gyengülhet, 

ami a depolarizáció lassulásában tükröződhet. A repolarizáció oldaláról nézve a folyamatot, a 

nyugalmi membránpotenciál helyreállításához nélkülözhetetlen az ATP-t felhasználó Na+/K+ 

pumpa zavartalan működése. Iszkémia esetén az oxidatív szubsztrátok utánpótlása gátolt, az ATP 

mennyisége csökken, a Na+/K+ pumpa aktivitása elégtelenné válik, a repolarizáció pedig késve 

valósulhat meg.96,151,244 

 Az időskor tovább növelte az iszkémia során kiváltott SD-k hosszát, illetve egy állat esetében 

repolarizációt egyáltalán nem tapasztaltunk. Ismert, hogy a repolarizáció az SD-t követő CBF 

változás mintázatának függvénye. Ha az SD-hez terjedő iszkémia társul, a repolarizáció előfeltétele 

annak mérséklődése.96 Kísérleteinkben az idős csoportban gyakran tapasztaltunk terjedő 
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iszkémiát (lásd alább), ami magyarázatot adhat az időskorban jellemző elhúzódó SD-kre. Tekintve, 

hogy a hosszabb idejű SD-k  elősegítik a másodlagos sérülések progresszióját,89,108,270 elképzelhető, 

hogy az SD számottevően hozzájárul az iszkémiás sérülések életkorral kapcsolatos 

súlyosbodásához.12,235,236,299 

 Végül az SD-t követő hiperpolarizáció amplitúdóját az iszkémia, és különösképpen az idős kor 

csökkentette (2,9±2,9 vs. 5,1±1,2 mV, idős vs. fiatal) (7.3.1. ábra, F panel). A hiperpolarizáció 

jelensége mögött valószínűleg a Na+ extracelluláris koncentrációjának túllövése, vagy a Cl- túlzott, 

átmeneti felszaporodása állhat.158  

 

 
7.3.1. ábra. Az iszkémia és az öregedés hatása a sorozatban kiváltott első terjedő depolarizációt 
(spreading depolarization, SD) jelző DC potenciál kitérésre. A: Az SD-t jelölő DC kitérés átlaga (±stdev ) az 
egyes csoportokra nézve. Az elemszámokat a vonaldiagramok mellett tüntettük fel. B: Az SD fél 
amplitúdónál mért időtartama. C: A depolarizáció maximális sebessége (a depolarizáció meredeksége). 
D: A repolarizáció maximális sebessége (a repolarizáció meredeksége). E: A depolarizáció relatív 

amplitúdója. F: A repolarizáció relatív amplitúdója. Az oszlopdiagramokon az adatokat átlagstdev 
formában ábrázoltuk. Az eredményeket statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle post hoc 
teszt alkalamzásával értékeltük (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05# és p<0,01##, vs. Idős; p<0,05+, 
vs. Fiatal iszkémia). 

 

Az idős agyban nagy valószínűséggel alakul ki terjedő iszkémia 

 Elemeztük az SD hatására kialakuló CBF változásokat, amelyeket lefutásuk mintázata szerint 

hat jellegzetes alcsoportba soroltunk (T1-T6) (7.3.2. ábra, A panel). A fiziológiásnak tekintett 

válaszreakcióból (T1-T2) indultunk ki, majd a CBF változásokat a korai hipoperfúzió növekvő 

mértéke szerint rendeztük sorba (T3-T5). Az utolsó csoportot a terjedő iszkémia képezte (T6) 

(7.3.2. ábra, A panel). Néhány SD-t nem kísért értékelhető áramlási változás. Csoportosításunk 

alapját azok a közlemények képezték, amelyek szerint az áramlási válasz első komponense, a 

kezdeti hipoperfúzió az iszkémiára jellemző csökkenő perfúziós nyomással arányosan válik egyre 

meghatározóbbá.178 Így a kezdeti hipoperfúzió mértékét tekintettük osztályozási 

szempontnak,106,178 melynek megfelelően a kezdeti hipoperfúzió hossza a T1-T6 sorrend szerint 

növekedett (7.3.2. ábra, B panel). 
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 A következőkben meghatároztuk, hogy az SD1-hez csatolt CBF válaszreakció a négy kísérleti 

csoportban milyen típusok szerint oszlott meg. Míg a fiatal kontroll csoportban csak fiziológiás 

áramlási válaszok jelentkeztek (T1: n=4/6; T2: n=2/6), a fiatal iszkémiás állatokban az SD1-hez 

T3-T5 típusú CBF mintázatok társultak; közülük a T4 bizonyult a leggyakoribbnak (n=5/8) 

(7.3.2. ábra, C panel). Az idős kontroll állatok esetén az áramlási változások T1-T4 között oszlottak 

meg, egy esemény kivételével, amikor az SD1-hez nem társult értékelhető CBF változás. A fiatalhoz 

képest az idős csoportban gyakrabban jelentkeztek kifejezettebb korai hipoperfúziót mutató 

választípusok. Az idős iszkémiás állatokban T4 és T6 típusú CBF változásokat figyeltünk meg, 

melyek között szembeötlően gyakori volt a terjedő iszkémia (T6) (n=4/6) (7.3.2. ábra, C panel). Az 

iszkémiás állapotban jelentkező CBF válaszreakciók típusai szinte teljes egyezést mutattak 

iszkémiás stroke-ot elszenvedett betegek agykérgéből regisztrált áramlási mintázatokkal.415 A 

kezdeti hipoperfúzió az iszkémia alatt elhúzódott (36,817,5 vs. 7,96,8 s; fiatal iszkémia vs. 

fiatal), ami az idős iszkémiás csoportban a gyakori terjedő iszkémia hatására révén tovább 

fokozódott (13441047 s) (7.3.2. ábra, D panel). 

 

 
7.3.2. ábra. A terjedő depolarizációval (spreading depolarization, SD) járó agyi vérátáramlási (cerebral 
blood flow, CBF) változások jellemzői. A: A megfigyelt áramlási változások minden egyes típusát egy-egy 
reprezentatív regisztrátum szemlélteti. A CBF változásokat a fiziológiásnak tekintettből (T1-T2) kiindulva 
a korai hipoperfúzió növekvő mértéke szerint (T3-T5) a terjedő iszkémiával bezárólag (T6) osztályoztuk. 
B: Az SD-t követő CBF változás korai hipoperfúziós komponensének fél amplitúdónál mért időtartama az 
egyes csoportokban. Az egyszempontos ANOVA-t követő Fisher-féle poszt hoc teszt a T6 vs. T1 közötti 
eltérést jelezte szignifikánsnak (p<0,001**). C: Az SD1-el járó CBF változások összegzett jellemzői. Az 
eredményeket statisztikai szempontból nem-parametrikus, Fisher-egzakt teszttel értékeltük (p<0,001**). 
D: A CBF változás első, korai hipoperfúziós komponensének fél amplitúdónál mért időtartama az egyes 
kísérleti csoportok szerint. Az egyszempontos ANOVA-t követő Fisher-féle poszt hoc teszt alapján az idős 
iszkémiás csoport tért el az összes többi csoporttól meghatározó mértékben (p<0,001**). 

 

 A tranziens hiperémiát is magukban foglaló áramlási válaszreakciók (i.e. T1-T5) számszerűsített 

értékelése szerint az iszkémia során a fiatal és az idős állatokban is jelentősen csökkent a 

hiperémia amplitúdója (57±10,1 vs. 156±47,7 %, fiatal iszkémia vs. fiatal; 30±17,9 vs. 181±72,7 %, 

idős iszkémia vs. idős) (7.3.3. ábra). Ugyanakkor a hiperémia időtartama iszkémia alatt az intakt 

kéregben regisztrálthoz képest  jelentősen elhúzódott (237±97 vs. 37±12 s, fiatal iszkémia 

vs. fiatal; 122±75 vs. 46±14, idős iszkémia vs. idős). Az iszkémia hatásával kapcsolatos eredmények 

teljes összhangban állnak az 5.4. és 6.1. fejezetben bemutatottakkal (5.4.2. és 6.1.2. ábra). 

 Új eredményeinket szerint (i) az idős agyban gyakrabban jelentkezik az SD kapcsán kifejezett 

korai hipoperfúzió; (ii) az idős hipoperfundált agyban jelentősen emelkedik a terjedő iszkémia 

kockázata, és (iii) az arteria carotis communisok elzárását követően az agykérgi perfúzió az idős 

agyban fokozatosan csökken, a hatékony kompenzációs mechanizmusok hiányát jelezve. 
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 Ahogy a 6.3. fejezetben bemutattuk, az SD-t követő CBF változás korai hipoperfúziós  fázisát a 

magas [K+]e emeli ki, míg a terjedő iszkémia hátterében a tartósan magas [K+]e mellett az értágító 

NO hiánya valószínűsíthető.413 Iszkémia során az NO a szuperoxid anionnal peroxinitritet képez, 

ami inkább citotoxikus mint értágító hatású.410 A fiziológiás öregedés során az NO szöveti 

koncentrációja és az NO-tól függő vazodilatáció csökken, feltehetően a fokozott 

szabadgyöktermelődés miatt.254,394 Mindezek növelik az SD során a terjedő iszkémia 

kialakulásának esélyét, amely fokozza a perfúzió elégtelenségét. 
 

 

7.3.3. ábra. Az első terjedő 
depolarizációval (spreading 
depolarization, SD) járó agyi 
vérátáramlási (cerebral blood 
flow, CBF) változás értékelése. A: 
A CBF változások mintázatának 
átlaga az egyes kísérleti csoportok 

szerint (stdev). A vízszintes 
szaggatott vonal az SD-t megelőző 
nyugalmi CBF átlagát jelöli. Az idős 
iszkémiás csoportban megfigyelt 
terjedő iszkémiát (n=4) szürkével 
külön ábrázoltuk. B: A hiperémia 
fél amplitúdónál mért időtartama 

(átlagstdev). Az eredményeket 
statisztikailag egyszempontos 
ANOVA, majd Fisher-féle post hoc 
teszt alkalamzásával értékeltük 
(p<0,001**, vs. Fiatal; p<0,05+ és 
p<0,001++, vs. Fiatal iszkémia). 

 

 

7.3.2. Fokális előagyi iszkémia 
 

Módszerek 

 A beavatkozásokat felnőtt, hím Wistar patkányok három korcsoportjában (6 hetes, fiatal, n=7; 

9 hónapos, középkorú, n=6; és 2 éves, idős, n=7) halotán altatásban végeztük (4.1.2. fejezet). Az 

artériás középnyomást (mean arterial blood pressure, MABP) a farokartériába vezetett polietilén 

kanülön keresztül (PE50) folyamatosan követtük. Fokális, tranziens iszkémiát kétoldali arteria 

carotis communis okklúzióval (2VO) (5.3. fejezet) és a jobboldali arteria cerebri media disztális 

szakaszának együttes elzárásával hoztunk létre (distal middle cerebral artery occlusion, dMCAO) 

(5.1. fejezet). A dMCAO-t egy mikroklipp felhejezésével valósítottuk meg, hogy a klipp 

eltávolításával később reperfúziót hozhassunk létre.66 Az ipszilaterális parietális koponyacsonton 

zárt koponyaablakot alakítottunk ki, majd a feltárt agykérget feszültségfüggő festékkel (RH-1838) 

töltöttük fel (4.1.2. fejezet). A koponyaablakban multi-modális képalkotással követtük a 

mezőpotenciál és az agyi vérátáramlás változásait (4.2. fejezet). 

 Tízperces alapszakasz felvétele után az iszkémiát 30 percig tartottuk fenn, majd az artériák 

elzárását megszüntettük, és a monitorozott változókat további 1 órán át regisztráltuk. A kísérletek 

végén a szívet a farokartériás kanülön keresztül 5 ml levegő embólus beinjektálásával állítottuk 

meg, majd a regisztrációt további 10 perc után fejeztük be. Az RH-1838 és LASCA képsorokon 

tetszőlegesen kiválasztott ROI-k segítségével egypontanalízist, majd teljes kép analízist végeztünk 

(5.2. fejezet). 
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A nem-parametrikus adatokat (az SD-k számát) medián és kvartilisekként kifejezve, a teljes kép 

analízis eredményeit átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai analízist SPSS szoftvertben 

(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.) végeztük. A nem-parametrikus 

adatsorokra rangokon végzett ANOVA-t és Student-Newman-Keuls vagy Kruskal-Wallace próbát, 

a parametrikus adatokra egyszempontos ANOVA modellt, majd Fisher-féle post hoc tesztet 

alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01**). 

 

Perfúziós változások az iszkémiás periódus során 

 A 7.3.1. fejezetben egypont analízissel leírtuk, hogy globális előagyi iszkémia során az idős 

agyban az érelzárást követő 40 perc alatt a kérgi CBF fokozatosan csökken, míg a fiatal állatokban 

szinten marad. Az elvégzett teljes kép analízis szerint a fokális iszkémia modellben a fiatal 

állatokban a perfúzió csökkenése megközelítőleg egységesen érintette a feltárt agykérget; az 

iszkémia kiváltása után rövid idővel a legtöbb pixel értéke a 20-60 % közötti CBF tartományba esett 

(a látótér 76,93,9 %-a) (7.3.4. ábra). A középkorú, és különösen az idős csoportban azonban a 

20-60 % közötti perfúziós tartomány részesedése kisebb felszínt érintett (56,06,7 és 53,67,9 %; 

középkorú és iIdős) a 20 % alatti és a 60 % feletti CBF tartomány javára, tehát az idősebb 

korcsoportokban a perfúziócsökkenés a látótérben kevésbé volt egységes és egyenletes 

(7.3.4. ábra). A 30 perces iszkémiás inzultus végére a kérgi keringés térbeli mintázata 

átrendeződött. Míg a fiatal és középkorú csoportokban a 20 % alatti áramlási sávba eső kérgi 

felszín elhanyagolható arányúra csökkent (9,25,2-ről 0,70,4 %-ra és 13,68,0-ról 1,51,3 %-ra; 

fiatal és középkorú), addig az idős állatokban a drasztikusan hipoperfundált felszín a látótér felét 

lefedve meghatározó mértékben növekedett (14,48,6-ról 49,815,7 %-ra) (7.3.4. ábra). A globális 

előagyi iszkémiában tett megállapításaink, melyek szerint az idős állatokban az iszkémiát okozó 

áramlásesés kompenzációja valószínűleg az SD-vel járó terjedő iszkémia miatt nem következik be 

(7.3.1. fejezet), hatványozottan igazolódott a fokális iszkémia modellünkben is (az SD-hez csatolt 

CBF válaszreakciók elemzését lásd alább). 

 

A terjedő depolarizációk mintázata 

A felvételeken 20 állatban összesen 62 SD eseményt azonosítottunk; ezek közül 55 SD az 

iszkémia során, 7 SD a reperfúzió alatt jelentkezett. Az SD-ket tranziens vagy terminális típusba 

soroltuk. Fontos megállapítani, hogy ha a feszültségfüggő festékkel nyert felvételek teljes-kép 

analízise során egy adott pixelen terminális SD-t regisztráltunk, a későbbiekben azon a pixelen 

további SD nem jelentkezett. A 30 perces iszkémiás periódus alatt az idős csoportban 

jelentősebben kevesebb SD alakult ki, mint a fiatal és középkorú csoportokban (7.3.5. ábra). 
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7.3.4. ábra. Perfúziós sávok relatív területi megoszlása az iszkémiás parietális kérgen kialakított látótéren 
a három korcsoportban (Fiatal, Középkorú, Idős). A perfúziós sávtartományokat az alap agyi 
vérátáramláshoz (cerebral blood flow, CBF) képest (100 %) relatív formában adtuk meg, és a 
reprezentatív lézer-folt interferencia kontraszt analízissel kapott (laser speckle contrast analysis, LASCA) 
áramlási térképeken a színezéssel kódoltuk. Az eredményeket két válaszott időpontban, közvetlenül az 
iszkémia kiváltása után  és 30 perccel később szemléltetjük. A táblázatban kiemelt perfúziós 

sávtartományokhoz (0-20, 20-60 és >60 %) tartozó területi lefedettség eredményeket átlagstdev 
formában adtuk meg. Az adatokat statisztikailag ismételt ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt 
alkalamzásával értékeltük (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05# és p<0,001##, vs. Kezdeti). 

 

Az idős csoportban számottevően kevesebb az SD alakult ki. Az előforduló események közül a 

terminláis SD-k elsősorban az idős csoportban, míg a tranziens SD-k jellemzően a fiatal és a 

középkorú csoportban jelentkeztek (7.3.1. táblázat). Ezek alapján elképzelhető, hogy az idős 

csoportban azért alakult ki kevesebb SD, mert azok zöme terminális eseménynek bizonyult. Az SD 

gyakoriságát az idős csoportban továbbá az is csökkenthette, hogy az életkorral emelkedett a 

kiválthatósági küszöbb (7.1., 7.2. és 7.3.1. fejezet). 

 

 

7.3.5. ábra. A terjedő depolarizációk (spreading 
depolarization, SD) száma állatonként, az iszkémia 
alatt, a három korcsoportra nézve (Fiatal, n=7; 
Középkorú, n=6; és Idős, n=7). Az adatokat 

átlagkvartilis formában adtuk meg. Az adatok 
statisztikai értékeléséhez nem-parametrikus, 
rangokon végzett ANOVA-t és Student-Newman-
Keuls post hoc próbát használtunk (p<0,05*). 
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A kiválthatósági küszöb életkortól függő emelkedésének oka lehet az idegszövet 

ingerelhetőségének gyengülése, mely a reaktív oxigén gyökök fokozott termelődésével, ezáltal a 

redox egyensúlyra érzékeny K+ csatornák megváltozott működésével hozható összefüggésbe.24,337 

Az oxidatív stressz módosítja az SD kialakításában részt vevő feszültségfüggő K+ csatornák és BK 

csatornák oligomereinek felépülését, kapuzását és permeabilitását.337 Hasonlóképp, az SD 

terjedésében szerepet játszó NMDA receptorok is érzékenyek a szabadgyökök emelkedő 

koncentrációjára.23,93 Funkciójuk sérülése az öregedés folyamán tetten érhető a szinaptikus 

ingerületátvitel hatékonyságának gyengülésében, és a kognitív képességek romlásában.212 Végül 

az idős agyban az NMDA receptorok NR2A és NR2B szabályozó alegységei, amelyek az SD 

lefolyásában bizonyítottan szerepet játszanak,339,407 kisebb mértékben fejeződnek ki mind RNS, 

mind fehérje szinten.212,243,424 

 

7.3.1. táblázat. A terjedő depolarizációk (spreading depolarization, SD) és a csatolt agyi vérátáramlási 
(cerebral blood flow, CBF) válasz típusai a vizsgált korcsoportok szerint. 

 
A CBF értékeket az iszkémia indukciója előtt felvett alaphoz (100 %) viszonyítva adtuk meg.  Az 

eredményeket átlagstdev formában adtuk meg. 

  

A teljes kép analízis módszerével azt is meghatároztuk, hogy feszültségfüggő festék 

fluoreszcenciáján alapuló képsorokon a látható kérgi felszín mekkora hányadát érintette 

tranziens, illetve terminális SD. Az analízishez minden csoportban közel azonos kérgi felszínt (i.e. 

a csontszélek, a visszahajtott dura mater és a piális érhálózat kitakarása után visszamaradt terület; 

7.3.6. ábra, A panel) vettünk figyelembe (2,9±1,5 vs. 2,2±0,6 vs. 2,6±0,6 mm2; idős vs. középkorú 

vs. fiatal). A tranziens SD-k a fiatal és középkorú csoportban egymáshoz hasonló, míg az idős 

csoportban jelentősen kisebb kérgi területre terjedtek rá (34±15 vs. 82±8 vs. 91±5 %; idős 

vs. középkorú vs. fiatal). Ennek megfelelően a terminális SD-k az Idős csoportban érintették a 

legnagyobb felszínt (62±15 vs. 17±12 vs. 14±7 %; idős vs. középkorú vs. fiatal) (7.3.6. ábra). 

Az idős csoportban tehát nagyobb eséllyel alakult ki terminális SD, amit igazolt a terminális 

SD-ben részt vevő kérgi terület kiterjedésének növekedése is. Az SD utáni repolarizációt a 

neuronok és az asztrociták Na+/K+ pumpái segítik,96,230 melyek aktivitása az idős agyban 

csökken.27,44,68,83,204 Eredményeink összhangban állnak azzal a megfigyeléssel is, mely szerint a 

Na+/K+ pumpa iszkémiát követő hiperaktivitása az idős agyra kisebb mértékben jellemző, mint a 

fiatalra.400 Elképzelhető, hogy a terminális SD hangsúlyozottabb előfordulása a Na+/K+ pumpa 

öregedéssel kapcsolatos funkció-romlásának következménye. 
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7.3.6. ábra. A terminális terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) kiterjedése az RH-1838 
képsorokon, a teljes kép analízis módszerével jellemezve. A: Reprezentatív depolarizációs térképek a 
terminális SD-k kiterjedésének szemléltetésére a három vizsgált korcsoportban. A fekete pixelek a 
kitakart, analízisből kizárt területet ábrázolják (i.e. piális érhálózat). A zölddel színkódolt pixelek részt 
vettek a terminális SD-ben, míg a fehéren hagyott pixelekre nem terjedt rá a terminális SD. B: A terminális 

SD-ben részt vevő terület aránya a teljes hasznos kérgi területhez képest. Az eredményeket átlagstdev 
formában fejeztük ki. Az adatok statisztikai értékeléséhez ANOVA-t és Student-Newman-Keuls post hoc 
próbát használtunk (p<0,05*). 

 

 A multimodális képalkotó módszer lehetővé teszi, hogy megbízhatóan értékeljük az SD-k 

hullámfrontjának alakját, a terjedés irányát, és sebességét. A hullámfront alakja szerint 

megkülönböztettünk (i) egyenes, szabályos, a teljes látótéren áthaladó, és (ii) szabálytalan, 

időnként osztott frontú, a látótér egy részére korlátozódó SD-ket (7.3.7. ábra). Az idős állatokra a 

szabálytalanul terjedő SD mintázat volt jellemző (az összes esemény 70 %-a), míg a fiatalok esetén 

gyakoribbak voltak a látótéren szabályosan átvonuló SD-k (az összes esemény 64 %-a). A 

megfigyelt terjedési mintázatokat a 7.3.7. ábra mutatja be. A fiatal és középkorú csoportokban az 

SD-k zöme frontolaterális irányból lépett be a látótérbe (80 vs. 89 %; középkorú vs. fiatal), 

összhangban a korábban a multifokális és a globális előagyi iszkémia modelljeinkben 

megfigyeltekkel (4.2., 5.2. és 5.3. fejezet). Néhány alkalommal a látótérre esett az SD fókusza, és 

a terjedés radiális irányt mutatott (20 vs. 7 %; középkorú vs. fiatal), vagy a látótér mediális szélétől 

laterális irányba haladt (0 vs. 4 %; középkorú vs. fiatal). Az idős állatokban az SD terjedési 

mintázata sokkal változatosabbnak mutatkozott. Több esetben az eltérő irányból egyidejűleg 

érkező hullámok a látótér közepén egybeolvadtak, majd kioltódtak (14 %), vagy a látótér közepe 

felé haladó SD a központi zónában ketté oszlott, és eltérő irányokba haladt tovább (43 %) 

(7.3.7. ábra). Az idős agyban a fiatalra jellemező, megközelítőleg egységes, domináló, 

frontolaterális fokális zónától eltérően az SD-k kiindulási pontja véletlenszerűen váltakozott. A 

változatos mintázat az idős agyban jelezhette az iszkémia inhomogenitását, illetve egyidejűleg 

több iszkémiás góc kialakulását. Ezt valószínűsíti az a megfigyelés is, hogy az SD az iszkémiás mag 

régiót elkerüli, annak peremén halad el.269 

 A terjedés sebességére az életkor nem volt hatással (2,19±0,28 vs. 2,65±0,16 

vs. 2,81±0,16 mm/s; idős vs. középkorú vs. fiatal). Érdemes megjegyezni, hogy a terjedési 

sebesség becslése képsorok alapján sokkal reálisabb, mint a két-pontos elektrofiziológiai 

elvezetéssel számolt eredmények. Ha a két elvezetési pont közötti távolság és idő révén 

számolunk terjedési sebességet, és az SD a két pont között nem a legrövidebb utat teszi meg, a 

valósnál lassabb SD terjedsére következtetünk. A képalkotó módszer ezzel szemben figyelembe 

tudja venni a terjedés változó, aktuális irányát. 
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7.3.7. ábra. A terjedő depolarizáció (spreading depolarization, SD) iránya és mintázata (reprezentatív 
ábrázolások), és a mintázattípusok előfordulási gyakorisága (kördiagrammok) a három kísérleti 
korcsoportban. A felvételek zöld megvilágítás mellett (540-550 nm) készültek. A felvételeken a fehér 
vonalak sematikusan jelölik a megkülönböztetett SD terjedési mintázatokat. 

 

A vérátáramlási válaszok típusai, életkori sajátosságai 

 Az SD-hez csatolt CBF változád típusait egypont-analízis révén értékeltük (7.3.1. táblázat). A 

fiatal csoportban leggyakrabban előforduló tranziens SD-k (n=26) többnyire hiperémiás CBF 

válaszreakciót vontak maguk után (a hiperémia mértéke: 34,5±14 %, n=21), illetve elvétve 

értékelhető CBF változás nélkül terjedtek tova (n=5). A fiatal csoportban mindössze két terminális 

SD-t figyeltünk meg, melyekkel hipoperfúzió járt együtt (a hipoperfúzió mértéke: -22,2±16 %). A 

fiatal állatokhoz hasonlóan a középkorú csoportban is a tranziens SD-k (n=17) és a hozzájuk társuló 

hiperémiás CBF változások voltak a legjellemzőbbek (a hiperémia mértéke: 41,2±17 %, n=12). 

Négy esetben nem alakult ki CBF változás, egy esetben pedig hipoperfúziót figyeltünk meg 

(mértéke: -17,2 %). A középkorú csoportban egy alkalommal jelentkezett terminális SD, amelyhez 

hipoperfúzió társult (mértéke: -30 %). Bár az idős csoportban mindössze 13 SD-t figyeltünk meg, 

ezek fele (n=7) terminálisnak bizonyult, melyet hipoperfúzió, azaz terjedő iszkémia kísért 

(mértéke: -32.7±11 %). Végül az idős csoportban megfigyelt három tranziens SD-t követően nem 

tapasztaltunk CBF változást, másik három esetben mérsékelt hiperémia alakult ki (mértéke: 

27,0±12 %). 

 Eredményeink a 7.3.1. fejezetben bemutatottakkal összhangban azt bizonyítják, hogy az 

iszkémiának kitett öregedő agyban jelentősen nő az SD-hez társuló terjedő iszkémia 

előfordulásának esélye. A 6.3. és a 7.3.1. fejezetben megbeszéltek szerint a terjedő iszkémia 

kialakulásának hátterében az állhat, hogy az agyi értónus-szabályozás hatékonysága az öregedés 

során romlik. Az idős agyban az SD-vel a terjedő iszkémia kialakulásának kedvezhet a fokozozzabb 

oxidatív stressz, amely háttérbe szorítja a vazodilatátor mechanizmusokat és csökkenti a Na+/K+ 

pumpa aktivitását. Mindezek eredőjeként lassulhat az extracelluláris K+ visszavétele, és teret 

nyerhetnek a vazokonstriktív mechanizmusok. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Az öregedés és az SD kölcsönhatását célzó kutatásaink egyedülállóak, így meghatározó és 

központi jelentőségűek. Munkánk során bizonyítottuk, hogy bár az SD-k előfordulása az idős 

agyban kevésbé valószínű, a megjelenő események mégis súlyosabb neurodegenerációt 

vonhatnak maguk után, melyet elektrofiziológiai megközelítésben a repolarizáció késlekedése, 

vagy teljes elmaradása jelöl. Az öregedés az SD-hez társuló CBF változásokat is kedvezőtlenül 
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érinti. Amennyiben az idős agyban az SD-vel áramlásfokozódás jár, annak mértéke alul marad a 

fiatal agyban tapasztalthoz képest. Végül az idős agyban jelentősen megnő a terjedő iszkémia 

kialakulásának valószínűsége, mely tartósan alacsony perfúziót okoz. Valószínű, hogy a 

bemutatott vazokonstriktív irányba tolódó áramlási válaszok jelentősen hozzájárulnak az 

iszkémiás infarktus idős agyra jellemző, fokozott növekedéséhez.12,299  

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemények: 

Menyhárt Á, Makra P, Szepes BÉ, Tóth OM, Hertelendy P, Bari F, Farkas E. High incidence of adverse cerebral 

blood flow responses to spreading depolarization in the aged ischemic rat brain. Neurobiol Aging. 

2015;36(12):3269-3277. 

Clark D, Institoris Á, Kozák G, Bere Z, Tuor U, Farkas E, Bari F. Impact of aging on spreading depolarizations 

induced by focal brain ischemia in rats. Neurobiol Aging. 2014;35(12):2803-2811. 

 

7.4. Az agykérgi terjedő depolarizációhoz csatolt pH változások módosulása az idős 

agyban 
 

Az előző, 7.3 fejezetben megállapítottuk, hogy idős korban az SD azért jelent fokozott veszélyt 

a stroke által okozott károsodás kimenetelére nézve, mert az SD-t az idős hipoperfundált agyban 

nagyobb gyakorisággal követi terjedő iszkémia. Azonban nem mérlegeltük, hogy az SD-hez társuló 

hiperémiás válaszok hordoznak-e magukban további kockázatot. Az 5.4. fejezetben bemutattuk, 

hogy az SD-vel számottevő szöveti acidózis alakul ki hiperémiás áramlási válasz mellett. 

Eredményeinkre építve az a hipotézis fogalmazódott meg, hogy az idős agyban az SD-vel járó 

szöveti pH csökkenés kifejezettebbé válhat, ami további kedvezőtlen feltételeket teremt a 

penumbra régió regenerációjához. A 6.2. fejezetben rámutattunk arra is, hogy az SD-hez társuló 

szöveti acidózis mértéke ép szövetben összefügg az SD-hez csatolt hiperémia amplitúdójával, míg 

iszkémia során a hiperémia amplitúdójával nem, hosszával viszont jól korrelál. Kérdésként merült 

fel tehát, hogy idős agyban módosul-e a szöveti pH és a hiperémia kapcsolata. A hipotézis 

igazolására és a kérdés megválaszolására korábbi kísérleteinket idős patkányokban is 

megismételtük. 

 

Módszerek 

Kísérleteinket fiatal felnőtt (2 hónapos, n=20), és idős (18 hónapos, n=18), hím, Sprague-

Dawley patkányokon végeztük (n=20). A kísérleti állatok előkészítését, a pH-szenzitív 

mikroleketródák alkalmazását, ezzel egyidejűleg a lézer-Doppleres áramlásmérést, és a szöveti 

pH-t és CBF változásokat monitorozó optikai képalkotó eljárást a 4.3. fejezetben részletesen 

ismertettük. A globális előagyi iszkémia kialakítására a CCA-t mindkét oldalon kipreparáltuk 

(5.3. fejezet), majd horgászdamilból készített okklúdereket fűztünk az erek köré, hogy az artériákat 

a kísérleti protokoll egy adott fázisában elzárjuk. Az állatok egy csoportjában az agykérgi pH 

változásokat ionszenzitív mikroelektródával, egy másik csoportban pH alapú multi-modális 

képalkotással regisztráltuk (4.3. fejezet). 

 Ötven perces alapszakasz felvétele után a CCA-kat elzártuk (2VO), majd egy óra elteltével az 

érelzárás feloldásával reperfúziót hoztunk létre. A kísérleteket egy újabb óra elteltével izoflurán 

túladagolásával fejeztük be. A kísérlet három fázisa során (alap, iszkémia, reperfúzió) 15 perces 

időközönként 3-3 SD-t váltottunk ki (4.3. fejezet) (5.4.1. ábra). A kísérletek egy részében a 2VO után 

perceken belül egy spontán SD is megjelent (7.4.2. ábra). 

A részletes analízis során a spontán kialakuló és a kísérletesen kiváltott SD-ket külön értékeltük. 

A kísérletesen kiváltott eseményeket a kísérletek két szakaszára nézve (alap, iszkémia) 

hasonlítottuk össze, tekintve, hogy a reperfúzió fázisában a pH-indikátor festék (Neutral red, NR) 
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nem adott optikai jelet. A kapott eredményeket átlag±stdev formában adtuk meg. A statisztikai 

analízishez SPSS szoftvert használtunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., 

U.S.A.). A statisztikai értékeléshez egyszempontos ANOVA-t használtunk, melyet Fisher post hoc 

teszt követett (p*<0,05; p**<0,01). Az SD-t jelző DC potenicál-kitérés, az SD-vel járó acidózis, és a 

következetes hiperémia amplitúdója és időtartama között átfogó korrelációs analízist végeztünk. 

Az adatsorok közötti összefüggések értékeléséhez kétoldali Pearson-féle korrelációs tesztet 

alkalmaztunk (p*<0,05; p**<0,01) (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0, IBM Corp.). 

 

Az idős agyban az SD után a szöveti pH rendeződése elégtelen 

 A képalkotással végzett kísérletek tanúsága szerint a kísérletesen kiváltott SD-vel járó acidózis 

maximuma az idős állatokban nem tért el a fiatalokétól. Bár az életkor optimális kérgi perfúzió 

mellett („intakt”) az SD-vel járó acidózis hosszát sem befolyásolta, iszkémiás körülmények között 

az idős agyban az acidózis jelentősen hosszabb ideig maradt fenn (197,2±116,7 vs. 127,5±64,2 s, 

idős vs. fiatal) (7.4.1. ábra, A-B panel). A szöveti pH rendeződésének hatékonyságát az acidózis 

csúcsértékét követő visszatérés rátájával jellemeztük (i.e. a görbe egyenes szakaszán mért 

meredekség). A visszatérés sebessége az idős állatokban mind intakt (0,006±0,003 vs. 

0,009±0,005 ΔF/F /s, idős vs. fiatal), mind iszkémiás kondíció mellett jellegzetesen csökkent 

(0,002±0,001 vs. 0,004±0,002 ΔF/F /s, idős vs. fiatal) (7.4.1. ábra, C panel). 

 

 
7.4.1. ábra. Az idős agyban a terjedő depolarizációval (spreading depolarization, SD) járó szöveti acidózis 
elhúzódik. A: Az SD-vel járó szöveti pH-változás a kísérlet iszkémia szakaszában a két életkorcsoportban. 
A vonaldiagramokat, amelyek az optikai képalkotás eredményeként kapott pH változásokat tüntetik fel, 
a kísérletekből származó SD-k átlagaként ábrázoltuk (átlag±stdev; n=6/8). B: Az alap szakasz (intakt) és az 
iszkémia során kiváltott SD-vel járó szöveti acidózis fél amplitúdónál mért időtartama. C: A visszatérés 
sebessége az SD-vel járó szöveti acidózisból az alap szakasz (intakt) és az iszkémia során. Az eredményeket 

átlagstdev formában adtuk meg. Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle 
post hoc teszt alkalamzásával értékeltük (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05# és p<0,001##, vs. Intakt). 

  

Az iszkémia indukciója utáni percekben, spontán kialakuló SD-k amplitúdójában nem 

jelentkezett életkorral összefüggő eltérés. Az elektrofiziológiai kísérletekben mért pH értékek 

szerint a spontán SD a fiatal csoportban átlagban pH 6,48±0,16-re, az idős csoportban 

pH 6,76±0,20-ra mélyítette a szöveti acidózist. A spontán SD-k esetén (a kiváltott SD-kkel 

ellentétben) a szöveti pH a 15 perccel később kísérletesen kiváltott SD előtt nem tért vissza a 

kiindulási alap értékre.  Az idős állatokban a fennmaradó, enyhe szöveti acidózis 10 perccel az SD 

elhaladása után jelentősebbnek bizonyult, mint a fiatalokban (pH 6,94±0,08 vs. 7,09±0,09, idős vs. 

fiatal) (7.4.2. ábra) 
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7.4.2. ábra. Az idős agyban a spontán terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) követően a 
szöveti pH savasabb szintre rendeződött, mint fiatalban. A: A vonaldiagramokat, amelyek pH-szenzitív 
mikroelektródák révén kapott pH változásokat tüntetik fel, a kísérletekből származó SD-k átlagaként 
ábrázoltuk (átlag±stdev). Globális előagyi iszkémiát kétoldali arteria carotis communis elzárással (two-
vessel occlusion, 2VO) hoztunk létre. B: Az idős csoportban minden elektrofiziológiai kísérletben 
megfigyeltük a spontán SD kialakulását (), míg a fiatal állatok felénél ezt nem tapasztaltuk (). A 
grafikonok a spontán SD után 10 perccel tapasztalt szöveti pH szintet ábrázolják. Az eredményeket 

átlagstdev formában adtuk meg. Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle 
post hoc teszt alkalamzásával értékeltük (p<0,01**, vs. ; p<0,05#, vs. Fiatal). 

 

 Mint a 6.2. fejezetben tárgyaltuk, az SD-vel járó tranziens acidózis időtartamának növekedése, 

illetve az SD után fennmaradó, enyhébb fokú acidózis is sejtkárosító lehet, hiszen az acidózis által 

indukált sejtkárosodás mértéke acidózis fennállásának hosszával arányosan nő.272 Eredményeink 

szerint az idős, iszkémiás agyban az SD-vel járó szöveti acidózis elhúzódik, illetve SD után a szöveti 

pH rendeződése elégtelen. Feltételezhető, hogy az idős agyban még a hiperémiával járó, 

ismétlődő mintázatban előforduló SD-k is szövetkárosító hatásúak, hiszen tartósan egy a 

fiziológiásnál savasabb környezetet tartanak fenn, és ezzel veszélyeztethetik a penumbra szövet 

túlélési esélyeit. 

 

Az idős agyban az SD-hez társuló szöveti acidózis és hiperémia közötti összefüggés gyengül 

 A 6.2. fejezetben ismertetett korrelációs analízis szerint, míg a fiatal állatok intakt agykérgében 

az SD-vel járó hiperémia amplitúdója egyenes arányosságot mutatott a DC potenciál változás 

nagyságával és az acidózis mértékével (r= 0,819* és 0,871**), addig az idős csoportban ilyen 

összefüggéseket nem találtunk. A DC kitérés csúcsának és az acidózis mértékének összefüggése 

viszont idős korban is meggyőzően szorosnak bizonyult (r=0,998**) (7.4.3. ábra). 
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7.4.3. ábra. Az életkor hatása a terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) jelző DC potenciál 
kitérés, a társuló szöveti acidózis, és a hiperémia mértéke közötti összefüggésre az intakt patkány 
agykéregben. A: Az értékelt változók elektrofiziológiával (DC potenciál és pH-szenzitív mikroelektróda) és 
lézer-Doppleres áramlásméréssel (cerebral blood flow, CBF) nyert megjelenítése egy reprezentatív 
eseményre nézve. B: A kétoldali Pearson korrelációval kapott koefficiensek áttekintése (p<0,05*, 
p<0,01**). C: Az életkor hatását az acidózis és a hiperémia maximuma közötti összefüggésre 
reprezentatív korrelációs grafikonok szemléltetik (n=8/10; p<0,01**). 

 

 Az életkor hatása a vizsgált változók időtartamának viszonyára iszkémia során jelentkezett 

szembetűnően. A fiatal csoportban a DC potenciál-kitérés, az acidózis és a hiperémia hossza jól 

korrelált egymással (7.4.4. ábra). Az idős állatokban azonban az acidózis időtartama függetlenné 

vált a DC potenciál-kitérésétől (r=0,482) és a hiperémiáétól is (r=0,286) (7.4.4. ábra, C panel). Míg a 

fiatal állatokban az acidózis hossza 40 %-kal haladta meg a DC potenciál-kitérés hosszát, az idős 

csoportban az acidózis időtartama majdnem megduplázódott a DC potenciál-kitéréshez képest. 

Feltűnő életkorbeli külnbség volt az is, hogy míg a fiatal állatok estén a hiperémia hossza 

arányában túlnyúlt az acidózis időtartamán, addig az idős csoportban az acidózis bizonyult 

hosszabbnak a hiperémiához képest. 

 

 
7.4.4. ábra. Az életkor hatása a terjedő depolarizációt (spreading depolarization, SD) jelző DC potenciál 
kitérés, a társuló szöveti acidózis, és a hiperémia időtartama közötti összefüggésre az iszkémiás patkány 
agykéregben. A: Az értékelt változók elektrofiziológiával (DC potenciál és pH-szenzitív mikroelektróda) és 
lézer-Doppleres áramlásméréssel (cerebral blood flow, CBF) nyert megjelenítése egy reprezentatív 
eseményre nézve. B: A kétoldali Pearson korrelációval kapott koefficiensek áttekintése (n=8/11; p<0,05*, 
p<0,01**). C: Az SD-vel járó acidózis és hiperémia relatív időtartama a DC potenciál kitérés időtartamához 
viszonyítva (100 %) iszkémia során. A vízszintes oszlopok színkódja az A panel-t követi (i.e. DC potenciál: 
zöld, szöveti pH: kék, CBF: piros). Az oszlopokban jelölt relatív értékeket a zárójelben megadott abszolút 
értékekből számoltuk (mean±stdev; n=8-11). Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd 
Fisher-féle post hoc teszt alkalamzásával értékeltük (p<0.01**, vs. DC potenciál; p<0.01##, vs. acidózis).  
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A korrelációs vizsgálatok eredményei arra engednek következtetni, hogy az idős agyban az SD 

által okozott acidózisból késlekedik a visszatérés. Az SD-vel járó acidózis hátterében az irodalmi 

adatok alapján a laktát felhalmozódása jár,267,332,335  amit az idős agyban a korlátozott laktát-

eltávolítás okozhat. A laktátot a cerebrovaszkuláris endothélsejteken elhelyezkedő 

monokarboxilát-transzporter-1 (MCT1) facilitált diffúzióval juttatja az interstíciumól a 

véráramba.296 Egy régi tanulmány arra hívja fel a figyelmet, hogy iszkémiás stroke esetén az MCT1 

diszfunkciója hozzájárulhat az acidózis által okozott neurodegenerációhoz.110 A fejlődő agyban az 

MCT1 kifejeződése erősen életkorfüggőnek bizonyult.291 Arra nézve viszont nincs adat, hogy az 

MCT1 expressziója vagy aktivitása miként módosulhat öregedés során. Elképzelhető, hogy az 

MCT1 életkorral összefüggő csökkent kifejeződése vagy diszfunkciója hátráltathatja az idős agyban 

az SD során felhalmozódott laktát eltávolítását, ami gyorsabb ütemű neurodegenerációt 

eredményezhet. Ha ez az elképzelés igazolódna, az MCT1 funkciójának javítása terápiás célpont 

lehetne, amit további kutatások tárgyát képezi. 

 

Az eredmények újszerűsége, a kutatás távlatai 

 Munkánk során rávilágítottunk arra, hogy SD-t követően az idős agyban késléssel valósul meg 

a szöveti pH rendeződése a fiziológiás értékre. Ez a megfigyelés olyan lehetséges sejtkárosító 

folyamatot tár fel, amely az idős agyban az SD-hez társuló hiperémia mértékétől függetlenül is 

veszélyeztetheti az iszkémia által érintett szövet túlésének esélyét.   

 
A fejezethez vonatkozó eredeti közlemények: 

Menyhárt Á, Zölei-Szénási D, Puskás T, Makra P, Orsolya MT, Szepes BÉ, Tóth R, Ivánkovits-Kiss O, 

Obrenovitch TP, Bari F, Farkas E. Spreading depolarization remarkably exacerbates ischemia-induced tissue 

acidosis in the young and aged rat brain. Sci Rep. 2017;7(1):1154. 

Menyhárt Á, Zölei-Szénási D, Puskás T, Makra P, Bari F, Farkas E. Age or ischemia uncouples the blood flow 

response, tissue acidosis, and direct current potential signature of spreading depolarization in the rat brain. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2017;313(2):H328-H337. 

8. Összefoglalás, kutatásaink távlatai 
 

 A dolgozat az elmúlt tíz év kutatómunkájának – melynek középpontjában az SD vizsgálata állt 

– eredményeit tekinti át tematikus rendben. Mint arra a korábbiakban rámutattunk, az SD 

összetett idegélettani/kórtani jelenség, amely meghatározó szerepet játszik az akut 

agysérüléseket követő másodlagos károsodások kialakulásában.96,107,164 

 A bemutatott kísérletek kiindulópontja az volt, hogy megállapítsuk fokális iszkémia során az SD 

keletkezésének helyét az iszkémiás mag régióhoz képest. Arra voltunk továbbá kíváncsiak, hogy 

miként járul hozzá az SD az iszkémiás lézió kiterjedéséhez. A megfogalmazott célkitűzések 

eléréséhez kialakítottunk egy egyedi, nagy látószögű, kísérletes képalkotó rendszert, mely 

lehetővé tette az SD-vel összefüggő események térbeli jellegzetességeinek megfigyelését 

(4. fejezet). A képalkotóeljárás több lépcsős fejlesztésével célunk volt az SD minél több 

jellemzőjének vizuális, egyidejű megjelenítése. A feszültségfüggő festék használatával elsőként 

tettük láthatóvá az agykérgi depolarizációt és annak dinamikus változását. Azon túl, hogy a 

készített képsorokon tetszőleges számú és pozíciójú ROI-ból nyerhető időbeli információ, a 

teljes-kép analízis módszerével a látótérben az áramlás térbeli eloszlásának értékelésére is 

alkalom nyílt (5.2. fejezet). Bár megközelítésünk sok szempontból lényeges előrelépést jelentett 

az egy-pont elvezetésekhez (pl. beültetett elektróda) képest, legerősebb korlátja az maradt, hogy 

jellegénél fogva csak a kérgi felszín vizsgálatára alkalmas, mélység információ nem nyerhető vele. 

Ehhez képest előrelépést jelent a két- vagy multi-foton mikroszkópia módszere, mely a kéreg 
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mélyebb rétegeibe is betekintést enged (6.3. fejezet). A két-foton mikorszkópia további 

sajátossága a nagy felbontás révén nyerhető részletgazdagság, bár ez a látótér jelentős 

csökkenése mellett érhető el. A nagy felbontás fontos előnye, hogy kedvez a sejtszintű szabályozó 

mechanizmusok tanulmányozásának (6.3. fejezet). Bár a két-foton mikroszkópia a kéreg mélyebb 

rétegeinek vizsgálatára is lehetőséget ad, a kéreg alatti struktúrák in vivo megjelenítése optikai 

elven működő képalkotással továbbra is kihívást jelent, és csak a kéreg részleges eltávolításával 

oldható meg.143,264 Ezt a problémát oldja fel az MRI célzott használata, mely a legfrissebb 

tanulmányok szerint alkalmas az iszkémiás infarktus növekedésén túl az SD időbeli és térbeli 

követésére is. Dinamikus T2-súlyozott MRI módszerrel például főemlősökben igazolták, hogy 

embolizációval létrehozott agyi érelzáródás SD kialakulását vonja maga után.74 Diffúzió-súlyozott 

MRI vizsgálattal egerekben azt mutatták meg, hogy az SD tovaterjedése az agykéregről a kéreg 

alatti szürkeállományra (pl. striátum) farmakológiai úton meggátolható.38 Végül funkcionális MRI 

vizsgálatok segítségével bizonyították az NMDA receptor NR2B alegységének szerepét az SD 

kiváltásában és terjedésében.339 Képalkotó eljárásunk azonban továbbra is egyedi lehetőséget 

kínál az SD és a hozzá kapcsolható folymatok tanulmányozására, hiszen a beépített modalitások 

révén lehetőséget teremt az SD és a velejáró hemodinamikai és metabolikus változások tér- és 

időbeli kapcsolatának feltárására. 

 Az eredeti célkitűzésekre válaszul azt a megfigyelést tettük, hogy az SD kialakulásához egy a 

penumbrára jellemző áramlási küszöb rendelhető (5.2. fejezet), melyet például hipertenzív 

patkányokban a fokális iszkémia létrehozása utáni percekben ∼40 ml/100 g szövet/min 

abszolútértékben határoztak meg.374 Eredményeink alapján megállapítható, hogy fokális iszkémia 

során az SD a penumbra régió területén jön létre, és onnan terjed tova. További kutatások 

alátámasztották ezt a nézetet, illetve kiegészítették azzal, hogy az SD kialakulásához a szövet 

fokozott lokális oxigén-felhasználása, valamint hipotenziós tranziensek teremtenek kedvező 

feltételeket (8.1. ábra).403 Ez utóbbi egybecseng azzal, hogy globális előagyi iszkémia modellünkben 

az SD az iszkémiát súlyosbító hipovolémiás hipotenzióra válaszul, az autoregulációs tartomány 

elhagyásakor jelent meg (5.3. fejezet). Az autoregulációs sáv elhagyásakor keletkező SD-khez 

kísérleteinkben rendszerint terjedő iszkémia társult (5.3. fejezet), ami alajpján az autoregulációs 

diszfunckió a szövetkárosító terjedő iszkémia rizikófaktorának tekinthető. A hipotézist jelentősen 

megerősíti az a klinikai tanulmány, mely zárt koponyasérülést elszenvedett betegekben a terjedő 

iszkémiát szintén az elégtelen autoregulációhoz kötötte.176,385 A terjedő iszkémia ugyanakkor az 

SD-vel összefüggésben kialakuló szövetkárosodás közvetítőjeként, kulcsszereplőjeként ismert, 

hiszen a metabolikus krízis elmélyítése révén késlelteti az SD utáni repolarizációt (8.1. ábra).96 A 

repolarizáció késése, a hosszan elhúzódó depolarizáció pedig egyrészt hozzájárul a másodlagos 

sérülések kialakulásához (8.1. ábra), másrészt a neurodegeneráció és a neurológiai károsodás 

súlyosbodását jelzi.108,164 
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8.1. ábra. A terjedő depolarizációhoz (spreading 
depolarization, SD) csatolt terjedő iszkémia 
központi szerepet tölt be az akut agysérüléseket 
követő másodlagos károsodások létrejöttében.385 
A sérült szürkeállományban a kínálatot 
meghaladó metabolikus igény (pl. elégtelen 
vérátáramlás okán) SD-t vált ki. Az SD-t, 
különösen az autoregulációs mechanizmusok 
károsodása esetén, terjedő iszkémia kísérheti. A 
terjedő iszkémia gátolja az idegszövet  
működéséhez szükséges vér és tápanyagellátást, 
így a Na+/K+ pumpa működését is, ami késlelteti a 
repolarizációt. A tartós depolarizáció az 
idegsejtek károsodását okozza. 

 

 Mivel a terjedő iszkémia késlelteti a repolarizációt, globális iszkémia modelljeinkben 

(hipovolémiás hipotenzióval súlyosbított előagyi iszkémia, ill. szívmegállás) a spontán jelentkező 

depolarizáció hosszan elnyúló illetve terminális anoxiás depolarizáció volt (4.2.2. és 5.3. fejezet). 

Kísérleteink alapozták meg azt a mára már általánosan elfogadott véleményt, hogy az anoxiás 

depolarizáció (AD) az SD-hez hasonlóan terjed. Így a korábban a külön jelenségekként számon 

tartott AD, peri-infarktus depolarizáció, iszkémiás depolarizáció és SD ugyanazon idegélettani 

illetve kórfolyamat manifesztációja egy jól meghatározható spektrum mentén.107,164  Munkáink 

jelentősen befolyásolták az AD további jellemzőinek tanulmányozát.164 Az elmúlt évben megjelent 

klinikai tanulmányok, elsőként bizonyították a terjedő AD jelenségét az emberi agyban, és 

felhívták a figyelmet az AD klinikai monitorozásának jelentőségére a neurológiai állapot 

felmérésének és az agyhalál megállapításának szempontjából.13,103 Jelenlegi kutatásaink is az 

AD-re koncentrálnak.  Célunk, hogy AD során megismerjük az extracelluláris 

glutamát-felhalmozódás eredetét és idegsejtkárosító hatásának mechanizmusát. 

 

 
8.2. ábra. A szomatoszenzoros ingerlésre (bajuszpárna-stimuláció) adott funckionális hiperémia és a 
terjedő depolarizációhoz csatolt lokális agyi vérátáramlási (cerebral blood flow, CBF) közötti eltéréseket 
reprezentatív, alfa-kloralózzal altatott patkányból származó, eredeti felvételek szemléltetik (Szabó et al., 
2019). A két felvétel skálázása (az idő és az áramlásváltozás mértéke) az összehasonlíthatóság érdekében 
azonos. 

 

 A terjedő iszkémiával összefüggő cerebrovaszkuláris szabályozás pontosabb megértése fontos 

lépést jelent a terjedő iszkémia, és az ennek következtében fellépő neurodegeneráció megelőzése 

szempontjából. Ugyanakkor az SD-hez csatolt „klasszikus” CBF változás mediátorainak pontosabb 

megismerése is további kihívásokat jelent (6. fejezet). Az SD-vel együttjáró CBF változások 

értelmezésése során gyakran analógiának tekintik a szomatoszenzoros ingerlésre adott 

funckionális hiperémia mechanizmusát,16 munkáink azonban számos vonatkozásban 

megkérdőjelezték ezt a nézetet. Felhívtuk a figyelmet arra, hogy az átmeneti áramlásfokozódás e 
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két típusa között lényegi különbségek vannak a válasz fázisait, mértékét és következményeit 

tekintve (6.1.1. táblázat, 8.2. ábra). 

 A szabályozás megértését célzó munkáink kiindulópontja az volt, hogy az SD-t követő 

hiperémia jellegét tekintve inkább a reaktív, mint a funkcionális (6.0.1. ábra). A reaktív hiperémia 

iszkémiára, elsősorban vazoaktív metabolitok révén, feed-back módon kialakuló válaszreakció, 

míg a neurovaszkuláris csatolás feed-forward szabályozás eredményeként hoz létre 

áramlásfokozódást.190 A két szabályozástípus között azonban nem lehet éles határvonalat húzni, 

mert az idegi aktivitás fokozódása is termel lokálisan értónust szabályozó metabolitokat. Az SD-hez 

csatolt CBF változások szabályozásának értelmezését nehezíti, hogy az SD markáns 

neurotranszmitter-felszabadulással, ionháztartásbeli és metabolikus változásokkal jár, melyek 

mind vazoaktív hatással bírnak.16 Ha az SD iszkémiás/hipoxiás agyban alakul ki, a CBF szabályozása 

még összetettebb, hiszen önmagában az iszkémia/hipoxia is vazoaktív metabolitok, laktát és 

adenozin, felszaporodást eredményez. 

 Munkánk során feltártuk, hogy az SD az iszkémiás agyban jelentősen növeli a szöveti acidózis 

mértékét, amely valószínűleg olyan környezetet teremt, ami növeli a szövetkárosodás lehetőségét 

(5.4. fejezet). Az SD vel összefüggésben kialakuló szöveti pH csökkenés mértéke ép keringésű 

agykéregben jól korrelált az SD-vel járó hiperémia amplitúdójával, míg iszkémás állapotban csak 

az acidózis és a hiperémia időtartama között találtunk értékelhető összefüggést (6.2. fejezet). Az 

SD-vel járó acidózis kialakulásában meghatározó jelentőségű a laktát felhalmozódása.132,267,332 A 

CBF szabályozásának szempontjából lényeges, hogy ismert az anaerob metabolízis során keletkező 

laktát értónusszabályozó tulajdonsága.11 Érdekes összefüggés, hogy az extracelluláris K+ kálium 

felhalmozódása (mely az SD egyik legismertebb jellemzője) elősegíti a laktát felszabadulását,11,354 

ami a vazodilatátor PGE2 visszavételéért felelős prosztaglandin-transzporter gátlásához vezet.144 A 

folyamat eredménye, hogy a PGE2 tartósabban fejtheti ki értágító hatását. 

 A PGE2 forrását és szerepét a neurovaszkuláris csatolásban korábban meggyőzően 

tisztázták.11,42,216,406 Ugyanakkor az SD-hez társuló CBF változásokban játszott szerepére 

vonatkozóan csak közvetett bizonyítékok álltak rendelkezésre. A PGE2 termelődésében részt vevő 

enzimek és a PGE2 EP4 receptorának farmakológiai gátlása révén sikerült bizonyítanunk, hogy a 

vazodilatáció PGE2 útvonala jelentősen hozzájárul az SD-hez kapcsolódó hiperémia kialakulásához 

(6.1. fejezet). Az ép agykéregben azonosított szabályozási folyamat azonban iszkémia során nem 

jut érvényre (6.1. fejezet). Talán épp az értágító folyamatok háttérbe szorulása emeli ki iszkémiás 

agyban az SD-t követő CBF változás vazokonstriktív komponenseit, és magát a terjedő iszkémiát.24 

 Az SD-hez kapcsolódó CBF változások modulálásában a vazokonstriktív prosztanoidok, például 

a prosztaglandin-F2 (PGF2) részvétele is felmerül. Ez az útvonal inkább a vazodilatáció 

lefékezésében, illetve a CBF válaszreakció utolsó, oligémiás komponensének mediálásában tűnik 

érdemlegesnek.139,342 A PGF2 pontosabb szerepét jelenleg mi is vizsgáljuk.368 A vazokonstrikció 

egy másik útvonalának tekintettük a [K+]e SD-vel összefüggő drasztikus emekedését (i.e. > 20 mM). 

Munkánk során bizonyítást nyert, hogy az SD-vel járó magas [K+]e, mely eredményeink szerint 

meghatározó részben az asztrocita-végtalpak BK csatornáin keresztül áramlik a perivaszkuláris 

térbe, az agykérgi arteriolák direkt összehúzódását váltja ki (6.3. fejezet). A kutatás azt is igazolta, 

hogy a magas [K+]e- által okozott vazokonstrikció részben a cerebrovaszkuláris simaizomsejtek 

L-típusú VGCC-in, az intracelluláris kálciumszint emelkedésén keresztül valósul meg (6.3. fejezet). 

Ezt támasztják alá legfrisseb eredményeink is, melyek szerint az L-típusú VGCC-k  gátlása fokozza 

a CBF változás  hiperémiás komponensét.367 A K+-alapú vaszkuláris csatolásban és a K+ 

homeosztázis SD utáni rendezésében központi szerepet tölt be az asztrociták hálózata, hiszen a K+ 

egyrészt BK csatonáikon keresztül ürülhet a perivaszkuláris térbe,140,206 másrészt Kir4.1 csatornáik 

révén valósul meg a K+ pufferelése.193,205 A K+-alapú szabályozásra irányuló új kutatásainkban ezért 

az asztrocita hálózat dinamikus működését, az asztrociák közötti kommunkáció jellegét vizsgáljuk. 
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Elsősorban az SD során citotoxikus koncentrációban felhalmozódó K+ és glutamát pufferelésével 

összefüggő mechanizmusokra koncentrálunk. 

 Az életkor fontos rizikófaktora azoknak a neurológiai kórképeknek, melyekben az SD 

kórélettani jelentőséggel bír, mégis hosszú évtizedekig elkerülték a figyelmet az SD életkorfüggő 

sajátosságai. Egy brazil kutatócsoport ugyan kitartóan tanulmányozza a kora életkor, a laktáció és 

a tápláltsági állapot hatását az SD terjedésére egészséges agyban,80,124,128,150,347 azonban az időskori 

elváltozásokat, vagy azok átfedését az iszkémiával nem vizsgálták. Munkánk ebből a szempontból 

a mai napig egyedülálló a tématerületen.126,175 Többszörösen bizonyítottuk, hogy az SD 

kiválthatósága fiatal felnőttkortól az időskorig fokozatosan csökken (7. fejezet). Ugyanakkor 

megállapítást nyert az is, hogy az idős sérült agyban kialakuló SD után a repolarizáció késik, az SD 

szövetkárosító hatása hangsúlyozottabbá válik (7.3. fejezet). Összességében az az álláspont 

fogalmazódott meg, hogy bár az idős agyban az SD kisebb valószínűséggel jelenik meg, mint a 

fiatalban, terjedése mégis nagyobb metabolikus terhet ró az idegszövetre, és az iszkémiás 

károsodást ezért az életkor előrehaladtával jelentősen elmélyíti. 

 A megállapítást alátámasztják az agyi keringésre vonatkozó megfigyeléseink is. Az SD-hez 

csatolt CBF változás hiperémiás komponense kisebb az idős agyban, ami a szabályozás 

hatékonyságának romlását feltételezi (8.3. ábra). Ugyanakkor a terjedő iszkémia kialakulásának 

esélye a kor előrehaladtával szembetűnően megnő (7.3. fejezet). Valószínűleg ez az oka annak is, 

hogy az idős agyban az iszkémiára válaszul működésbe lépő CBF kompenzáció nem kielégítő; az 

áramlás részleges javulása helyett további fokozatos áramláscsökkenés tapasztalható. 

Eredményeink zömében az agykéreg egy adott pontjából elvezetett áramlási dinamikára 

hagyatkoztak, bár a teljeskép-analízis módszerével az agykérgi véráramlás területi eloszlásáról is 

nyertünk adatokat (5.2. és 7.3.2. fejezet). Jelenleg is dolgozunk a CBF területi eloszlásának 

életkorfüggő értékelésén LASCA módszerrel számított áramlási térképek felhasználásával. A 

4.2. fejezetben bemutatott piális arteriolaátmérő-becslés módszerével arra is keressük a választ, 

hogy az agyi érreaktivitást miként befolyásolja az életkor. Végül abból a megalapozott 

feltételezésből kiindulva, hogy az idős agyban az agyi érhálózat megritkulása alapját képezheti az 

alacsonyabb perfúziónak,120 a patkány agykéreg 3D mikroCT rekonstrukciójával határozzuk meg 

az agykérgi érhálózat sűrűségét. 

  

 
8.3. ábra. A terjedő depolarizációhoz (spreading depolarizatin, SD) csatolt hiperémia szabályozásának 
jellege az öregedéssel összefüggésben. Munkahipotézisünk szerint az SD-vel járó hiperémia 
szabályozásában központi szerepet töltenek be a vazoaktív metabolitok. A funckionális és reaktív 
hiperémia közötti spektrumon az SD elképzelésünk szerint a reaktív hiperémiához áll közelebb, melyet 
valószínűsít az is, hogy a hiperémia a CBF változás első, hipoperfúziós komponensét követi. Feltételezzük, 
hogy az idős agyban az értónust szabályozó csatolás érzékenysége, hatékonysága gyengül. 

 

 Fiatal rágcsálókon végzett kísérleteink eredményei alapján megfogalmaztuk a hipotézist, hogy 

az acidózis szövetkárosító hatású (5.4. fejezet), és hogy az acidózis a laktát felhalmozódása révén 

szabályozhatja az agykérgi arteriolák átmérőjét (6.2. fejezet). Az eredményekből kiindulva 

kíváncsiak voltunk arra, hogy az életkor miként módosítja az SD-vel járó acidózis mértékét és a CBF 
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változáshoz való viszonyát. Az acidózis maximuma ugyan nem tért el a fiatal agyban tapasztalthoz 

képest, de az idős iszkémiás agyban a szöveti pH az SD-t követően nem tért vissza a kiindulási 

értékre. Az SD hullámfrontja mögött a fiziológiáshoz képest kedvezőtlen, enyhén savas szöveti 

kémhatás maradt fenn (7.4 fejezet). Az acidózis időtartamát az idős agyban továbbá nem követte 

a hiperémia hossza, a két változó közötti összefüggés megbomlott (7.4 fejezet). A szöveti acidózis 

vizsgálatával gyűjtött tapasztalataink alapján született az elképzelés, hogy a szöveti pH 

csökkenését a sérült területre korlátozódó gyógyszerhatóanyag-bejuttatásra használjuk ki 

iszkémiás sérülések esetén. Jelenlegi kísérleteinkben azt vizsgáljuk, hogy savas pH-ra nyíló, 

értágító nimodipint (6.3. fejezet) szállító nanopartikulumok milyen hatékonysággal adják le a 

hatóanyagot és ezen az úton elérhető-e védő hatás az agyi iszkémia állatmodelljében. A szöveti 

pH alapján, az iszkémiás szövetrégióra leszűkített kezelések révén elkerülhetőek lennének a 

hatóanyagok nem kívánatos, szisztémás mellékhatásai. 

 A tudományterület dinamikus fejlődése fokozatosan újabb lehetőségeket kínál az SD és a 

neurovaszkuláris csatolás kutatásában. Az altatott állatokban leírt agyi értónus-szabályozó 

mechanizmusok pontosabb megismerésében például egyre nagyobb teret nyer az éber, szabadon 

mozgó állatmodellek alkalmazása, hiszen az altatószerek a serkentő ingerületátvitel gyengítésével 

és a gátló transzmisszó támogatásával a neuronális aktivitást és a hemodinamikai válaszokat 

módosítják.389 Az altatószerek neuroprotektív hatása is szorgalmazza az éber modellek 

széleskörűbb elterjedését, mert számos altató, köztük a kísérleteink zömében használt izoflurán 

csökkenti az SD előfordulásának valószínűségét,202,211 a csatolt hiperémia mértékét,367,369 és magát 

az iszkémiás sérülést.321,409 Az SD előidézése szabadon mozgó, éber állatban új megoldások 

kidolgozását igényli, melyek közül elegáns megközelítés az SD optogenetikai kiváltása.64,185 Az új 

módszerek alkalmazásától azt remélhetjük, hogy a kísérletes eredmények nagyobb 

hatékonysággal és pontosabban transzlálhatók a neurológiai kórfolyamatok megértéséhez. 

 Az orvos-biológiai kutatások sarkallatos pontja a transzlációs potenciál. Ez igaz a különböző 

emlősősökön, első sorban rágcsálókon végzett SD vizsgálatok esetén is. Azóta, hogy direkt 

bizonyítást nyert az SD előfordulása akut agysérülést elszenvedett betegek agykérgében,252,359 

egyre nagyobb figyelmet kap a jelenség szerepének tisztázása a másodlagos sérülések 

kialakulásában.96,164 A kórfolyamatok megismerésére építve elérhető céllá vált az SD 

kialakulásának gátlása és a csatolt hemodinamikai válasz kedvező irányú befolyásolása.325 

Bemutatott és folyamatban lévő kutatásaink ezekbe az irányokba tettek, tesznek lényeges 

előrelépéseket. 

 Hetvenöt évvel az SD felfedezése után227 egy neurológusokból, idegsebészekből és kísérletes 

kutatókból álló, elhivatott nemzetközi csoport (Co-Operative Studies on Brain Injury 

Depolarizations, COSBID; www.cosbid.org), amelynek mi is aktív részesei lettünk, meghatározó 

előrelépést tett az SD jelentőségének felismerésében. Az elmúlt tizenöt év során közös 

erőfeszítéssel megalkották és optimalizálták azokat a módszereket, melyekkel az SD események a 

betegek agykérgéből elvezethetők és számszerűen jellemezhetők.104,122,165,167,359 Leírták, hogy a 

koponyaműtétet követő napokban és hetekben az SD rendszeresen kialakul a SAH-ban, a TBI-ben 

és a súlyos iszkémiás stroke-ban szenvedő betegekben.108,167,415 Megállapították, hogy az SD 

ismétlődő előfordulása az elsődleges sérülés rosszabb kimenetelét vetíti előre.96,108,176 

Felismerték, hogy az SD meghatározott körülmények között agyi vazokonstrikciót, áramlásesést 

vált ki (5.3. fejezet). 101,176,415 Igazolták, hogy az SD progresszív, metabolikus okokra visszavezethető 

funkcionális károsodást okoz108 (5. fejezet). Megfigyelték, hogy az SD lefutása farmakológia úton 

modulálható, így az SD gátlása neuroprotektív terápiák célpontjaként jelölhető meg 

(6.3. fejezet).40,100,306,307,322,323,324,367,413 Végül felvetették annak a lehetőségét, hogy az SD 

monitorozását diagnosztikai eszközként használják az idegsebészeti intenzív osztályokon.96,98 
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Meghatározó felfedezéseik kétséget kizáróan tanusítják az SD kutatásának létjogosultságát, és 

termékeny táptalajt biztosítanak a további transzlációs kutatómunkának. 
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9. Új megállapítások 
 

9.1. Kísérletes bizonyítékokat szolgáltattunk arra vonatkozóan, hogy agyi iszkémia során az SD-hez 

kóros CBF reakció társul, és a súlyosbodik a szöveti acidózis mértéke is, amelyek együttesen 

felelősek lehetnek az SD szövetkárosító hatásáért. Több kísérleti modellben igazoltuk az 

SD-hez társuló terjedő iszkémia jelenségét. Kimutattuk, hogy a kritikusan alacsony szöveti 

perfúzió kedvező feltételeket teremt a terjedő iszkémia kialakulásához, amely során tovább 

csökken az agykéreg vérellátása. Mindezek alapján a terjedő iszkémia lényeges szerepet 

tölthet be az előagyi iszkémiával kapcsolatos neurodegeneratív kórfolyamatokban. 

 

9.2. Lényeges megállapításokat tettünk annak igazolására, hogy az SD és az AD egyazon 

idegélettani jelenség időbeli lefutásában eltérő kifejeződése. Bizonyítottuk, hogy a terminális 

AD – az SD-hez hasonlóan – terjedő jelenség, mivel terjedési sebességeik megegyeznek. 

Eredményeink megalapozták azt a nézetet, mely szerint a külön jelenségekként számon 

tartott AD, peri-infarktus depolarizáció, iszkémiás depolarizáció valamint SD ugyanazon 

idegélettani folyamat manifesztációja egy jól meghatározható spektrum mentén. 

Bemutattuk, hogy az SD/AD szepet játszik a globális előagyi iszkémiás sérülések kórélettani 

folyamataiban. Eredményeink hiánypótlóak, hiszen kutatásainkat megelőzően a „spontán” 

kialakuló SD-ket csak iszkémiás vagy traumás agysérülések fokális léziói kapcsán ismerték. 

 

9.3. Több erededi megfigyelést tettünk az SD-vel összefüggő CBF változások szabályozására 

vonatkozóan. Bizonyítottuk, hogy ép agykéregben az SD-t követő hiperémia kialakulásában 

fontos szerepe van a vazodilatátor PGE2/EP4 útvonalnak. Kimutattuk, hogy iszkémiás 

körülmények között ez a szignalizáció károsodik. Megmutattuk, hogy ép agykéregben az 

SD-hez társuló korai érösszehúzódás az extracelluláris K+ felhalmozódásának következménye. 

Feltártuk a BK csatornák meghatározó szerepét az érösszehúzódás kialakításában, illetve 

bizonyítottuk az L-típusú VGCC-k részvételét is. További bizonyítékokat szolgáltattunk arra 

vonatkozóan is, hogy ép agyszövetben az SD-hez kapcsolódó CBF változás mediátorai 

meghatározó mértékben tartalmaznak metabolikus komponenseket. 

 

9.4. Feltártuk, hogy az életkor előrehaladtával csökken az SD kiválthatósága, ellenben súlyosbodik 

az SD-hez köthető metabolikus krízis. Rávilágítottunk arra, hogy az idős agyban az SD 

erőteljesebb szövetkárosító hatása mögött SD-hez társuló CBF változás elégtelensége állhat, 

hiszen az idős agyban jelentősen megnő a terjedő iszkémia kialakulásának valószínűsége. 

Végül rámutattunk arra, hogy az idős agyban SD-t követően késleltetett a szöveti pH 

helyreállása az SD-t megelőző korábbi fiziológiás értékre. 

 

9.5. Kutatási céljaink szolgálatában létrehoztunk egy egyedi, multi-modális, optikai elven működő, 

képalkotó rendszert, amelyet az elmúlt évek során kísérleti céljaink érdekében sokrétűen 

fejlesztettünk. Módszereink alkalmasak az agykérgi mezőpotenciál, a pH, a K+ koncentráció a 

vérátáramlás, a vérvolumen és a hemoglobin szaturáció változásainak képi megjelentésére. A 

megfelelő időbeni felbontással készített és tárolt képekből pontos idősor és korrelációs 

analízis végezhető a megfigyel agykérgi terület teszőleges pontjain. 
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10. Etikai engedélyek 
 
A kísérleteket a Brit Belügyminisztérium érvényes, állatkísérletekre vonatkozó rendelkezései 

szerint hajtottuk végre (British Home Office Animals (Scientific Procedures) Act 1986), illetve a 
Szegedi Tudományegyetem Munkahelyi Állatetikai Bizottsága és a Csongrád Megyei 
Kormányhivatal Népegészségügyi és Élelmiszerlánc-biztonsági Főosztálya hagyta jóvá, a Magyar 
Tudományos Akadémia Állatkísérleti Tudományos Bizottsága állásfoglalásával, az 
állatkísérletekről szóló 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelettel, és a 2010/63/EU európai parlamenti 
és tanácsi irányelvvel összhangban. 
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14. Szcientometriai paraméterek 
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15. Köszönetnyilvánítás 
 

A kutatói pályám alakulásában betöltött meghatározó szerepükért köszönettel tartozom 

Mentoraimnak: 

Hálás vagyok Fekete Éva Professzor Asszonynak, hogy szakdolgozati témát kereső, diákkörös 

hallgatóként az idegrendszer kutatása felé irányította figyelmemet, és egyedülálló lehetőséget 

teremtett a pályámat meghatározó első tapasztalatok megszerzéséhez. 

Nagy szeretettel gondolok vissza Paul Luiten Professzorra, aki PhD hallgatói ösztöndíjat kínált 

munkacsoportjában Groningenben, megismertetett az agyi keringés kutatásával, és szülői 

gondoskodással támogatta szakmai előrehaladásomat. 

Köszönöm Tiho Obrenovitch Professzornak, hogy a bradfordi laboratóriumában töltött poszt 

doktori tanulmányút során bevezetett az optikai képalkotás rejtelmeibe, átadta lelkesedését és 

elhivatottságát a terjedő depolarizációk kutatása iránt, és meghatározó segítséget nyújtott a 

kísérletes képalkotó laboratórium létrehozásában Szegeden. 

Külön köszönöm Bari Ferenc Professzornak, hogy visszatérésemkor Szegedre lehetőséget kínált 

munkacsoporjában az agyi keringés kutatásának folytatására, folyamatosan újabb célok kitűzésére 

és elérésére sarkallt, megosztotta szakmai tapasztalatait, kritikus gondolkodásra és különböző 

perspektívák mérlegelésére tanított, és töretlenül támogatja kutatói pályámat. 

 

Köszönöm minden munkatársamnak, hallgatónak az együttműködést, a közösen elért, szép 

eredményeket. Nagy örömmel és szeretettel gondolok vissza a közösen eltöltött időre Jian Liu-val, 

Nico Noormannal, Süle Zoltánnal, és Institóris Ádámmal. Külön köszönöm Menyhárt Ákosnak az 

inspiráló beszélgetéseket az elmúlt öt évben. 

 

Köszönöm Szüleimnek, hogy a környezetére kíváncsi gyerekként megismerhettem a felfedezés és 

az alkotás örömét, hogy választott tanulmányaimban és törekvéseimben támogattak. Köszönöm 

férjemnek, Rajmondnak, és kisfiamnak, Zsigának a feltétel nélküli szeretetüket, a bennünket 

körülvevő otthont, és hogy mellettem álltak akkor is, amikor a szakmai feladatok teljesítéséhez a 

nekik járó figyelemből és időből áldoztam. 
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