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1. Roviditések jegyzeke

[K*]e:
2VO:
20-HETE:
aCSF:
AD:
ANOVA:
APG-2:
AUC:

BK csatorna:
CA:

CCA:
CBF:
CBV:
CGRP:
COX:

DC:

DCl:
dMCA:
dMCAO:

DMSO:
EAAT:
ECoG:
EEG:
EETs:
EPzZ
EPs:
EP42

gl:

Hb:
10S:
iSD:
LASCA:
LDF:
LFP:
MABP:
MCA:
MCAO:
MRI:
NIRS:
NMDA:
NO:
NOS:
NR:
PBS:

kaliumion-koncentracio az extracellularis térben

kétoldali arteria carotis communis elzaras (two-vessel occlusion)
20-hidroxieikozatetraénsav

mesterséges cerebrospinalis folyadék (artificial cerebrospinal fluid)
anoxids depolarizacio (anoxic depolarization)

varianciaanalizist (analisys of variance)

Asante Potassium Green 2, fluoreszcens K* indikator festék

gorbe alatti tertlet (area under the curve)

nagy konduktanciaju, Ca®*-aktivalt K* csatorna

hirtelen szivmegallas (cardiac arrest)

arteria carotis communis (common carotid artery)

agyi vérataramlas (cerebral blood flow)

agyi vérvolumen (cerebral blood volume)

kalcitonin génhez rendelt peptid (calcitonin-gene related peptide)
ciklooxigenaz enzim

egyendram (direct current)

masodlagos iszkémids karosodas (delayed cerebral ischemia)

az arteria cerebri media disztalis szakasza (distal middle cerebral artery)
az arteria cerebri media disztélis szakaszanak elzarasa (distal middle cerebral artery
occlusion)

dimetil-szulfoxid

glutamat transzporter (excitaroty amino acid transporter)
elektrokortikogram (electrocorticogram)

elektroenkefalogram

epoxieikozatriénsavak (epoxyeicosatrienoic acids)

2-es tipusu prosztaglandin E; receptor

3-as tipusu prosztaglandin E; receptor

4-es tipusu prosztaglandin E; receptor

szlirkeszint (gray level)

hemoglobin

visszaver6dé fény (intrinsic optical signal)

iszkémia alatt kivaltott terjedd depolarizacio (ischemic spreading depolarization)
|ézer-folt interferencia kontraszt analizis (laser speckle contrast analysis)
|ézer-Doppleres dramlasmérés (laser-Doppler flowmetry)

helyi mez6potencial (local field potential)

artérias kozépnyomads (mean arterial blood pressure)

arteria cerebri media (middle cerebral artery)

arteria cerebri media elzaras (middle cerebral artery occlusion)
magneses rezonancia vizsgalat (magnetic resonance imaging)

kozeli infravords spektroszkdpia (near infrared spectroscopy)
N-metil-D-aszpartat

nitrogén-monoxid (nitric oxide)

nitrogén-monoxid szintaz (nitric oxide synthase)

neutralvoros festék (Neutral Red)

foszfattal pufferolt fiziologids sdoldat (phosphate-buffered saline, PBS)
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PGEzl
PGES:

PGFaq:

PGs:
ROLI:
pHe:
pHi:
PLA;:
SAH:
rSD:

SHAM:

SD:
SMC:
stdev:
TBI:
TTC:

VGCC:

prosztalgandin E;

prosztaglandin-E-szintaz

prosztaglandin-Fyq

prosztaglandinok (prostaglandins)

kijelolt érdeklédési tertiletet (region of interest)
extracellularis pH

intracelluldris pH

foszfolipaz A;

szubarachnoidealis vérzés (subarachnoid hemorrhage)
visszatérd terjed6 depolarizacio (recurrent spreading depolarization)
aloperalt

terjed6 depolarizacid (spreading depolarization)
simaizomsejt (smooth muscle cell)

szoras (standard deviation)

zart koponyasériilés (traumatic brain injury)
2,3,5-trifeniltetrazolium-klorid

feszultségfliggd Ca®* csatorna (voltage-gated Ca®* channel)
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2. Bevezetés

Ma vilag szerte az akut agysériilések, koztiik a stroke kovetkeztében torténd elhaldlozasok
jelentetik a masodik leggyakoribb haldlokot, mig a tartés egészségkdrosodasok okai kozott a
stroke a harmadik, a zart koponyasériilés a masodik helyen 3ll. A hazai statisztikai adatok is ezeket
a tendenciakat tukrozik.'?®

Az akut neurolégiai kdrképek kezelése, gydgyitasa jelentds kihivds az orvoslas szamara, hiszen
a betegek ellatasdra, a hirtelen fellép6 sériilés kdvetkezményeinek enyhitésére — a hazai és
nemzetkdzi tapasztalatok szerint is — csak 6rak elteltével keriilhet leghamarabb sor. Az iszkémias
stroke-ot elszenvedd betegeknek példdul jellemzéen 8-10 %-a keril betegellaté intézménybe
azon a terapias id6ablakon beliil (4-6 6ra), mely a trombolizises terapiat lehetévé teszi, és az
id6ben érkezetteknek is minddssze 30-35 %-a szamithat értékelheté dllapotjavulasra a
rekanalizaciot kovetden. Az els6dleges sériilés tehat az esetek donté tobbségében mar
visszafordithatatlan neuroldgiai karosodassal jar. A primér |ézidt gyakran sulyosbitjak masodlagos
kdrfolyamatok, melyek mérséklése a betegek donté tobbségénél a kritikus id6éablakon tul is redlis
célkitlizés lehet. Jelenleg azonban a hetékony terdpids lehet6ségek szama erésen korlatozott.
Hidnyosak az ismereteink és a diagnosztikai eszkoztar is er6sen korlatozott abban a tekintetben,
hogy melyik betegcsoport esetében van a masodlagos sérilések kialakulasanak legnagyobb
kockdazata. A betegcsoportok azonositasa segithet kivalasztani azt a terdpiat, amelyre a beteg
leginkabb reagal, amely az adott betegnél a legjobb eredményt hozhatja. A mdsodlagos sériilések
kockazatanak felismerése fontos cél, hiszen az alapozhatja meg az eredményes terapiat.

Az akut agysérilést kovetd dllapotromlds sikeres visszaszoritdsdnak alapja azoknak a
kérfolyamatoknak a felismerése, amelyek a madsodlagos sérlilések létrejottében és
kifejez6désében (pl. agyodéma, vazospazmus, hypoperflzid) kézponti szereppel birnak. Az akut
agysérulést kovetd oxidativ és nitrozativ stressz, a gyulladasos folyamatok és az excitotoxicitas
régéta ismert jelenségek és lehetséges terapids célpontok. Sajnos az ilyen irdnyu gydgyszeres
kezelések fejlesztése eddig nem valtotta be a hozz4 f(izdtt reményeket.*® Az elmdlt tizendt évben
meghatarozd klinikai megfigyelések sziilettek arra vonatkozdan, hogy a masodlagos sériilések
kialakuldsat dont6 mértékben mozditja el6 az agykérgi terjedé depolarizacié (spreading
depolarization, SD) ismétl6d8 megjelenése.’® Az egyre bdviilé ismeretanyag alapjan a
kozelmultban olyan vizsgélatok indultak, melyek az SD gdatldsat az agysériilések kezelésében
hatékony terdpias célpontként tekintik.*%2%® Legljabban kezdeményezték az SD-nek mint
biomarkernek a monitorozdsat az idegsebészeti intenziv osztalyokon, mert az SD események
jellemz8 mintazata jelzi az agysérilések elérehaladasat.’®'® Fontoldra vették tovabbd, hogy a
személyre szabott terdpidban figyelembe veszik az SD-k el6forduldsdnak mintazatat is.%

A klinikai vizsgalatok hatterét azok a laboratériumi vizsgalatok képezik, melyek elséként irtak
le, majd ismételten bizonyitottak az SD spontan kialakuldsat és szovetkarositd hatasat az iszkémias
stroke és a zart koponyasériilés (traumatic brain injury, TBI) kisérletes modelljeiben. 184270314365 o7
SD kutatasaban a kisérletes eredmények rendszerint megel6zték a klinikai tanulmanyokat, ami két
f6 okra vezethet6 vissza. Egyrészt a klinikumban az SD regisztralasa jelenleg is csak invaziv
eljarassal, m(itéti beavatkozdson atesett betegek esetén kivitelezhets, a rendelkezésre allo
maodszerek korlatozottak (pl. kraniotémiat kovet6 elektrokortikogram — ECoG — elvezetés); az SD
kialakuldsa és idGbeli mintdzata megjésolhatatlan; és az akut sériilések kezdeti fazisarol (a beteg
klinikai felvétele el6tti eseményekrél) nem lehet adatot gy(jteni. Ugyanakkor az SD kisérletesen,
kontrollalt kérilmények kozott kivalthatd; invaziv modon, tdbb élettani valtozé monitorozasaval
pontosan jellemezni lehet; és az SD-ben szerepet jatsz6 mechanizmusok farmakoldgiai
megkozelitéssel azonosithatok.

Ezek a kotottségek allnak annak hatterében, hogy az 1944-ben, nyulakban felfedezett
jelenséget??’ a sériilt emberi agyban el8szoér tven évvel késébb azonositottak,?>? majd 2002-t6l
kezdték szubdurdlis ECoG elektrodak segitségével szubarachnoidealis vérzésen (subarachnoid
hemorrhage, SAH) és TBI-n atesett betegekben mddszeresen megfigyelni és jellemezni, 108165359 Az
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elmult tizenot évben az SD korélettani jelentésége a szaporodd klinikai eredmények fliggvényében
egyre nagyobb figyelmet és hangsulyt kapott.%®%16% Az SD az agyi keringési vdalaszokat és az
iszkémids prekondicionaldst vizsgald kutatdk eszkoztaranak egy elemébdl fokozédé érdeklGdésre
szamot tartd korélettani jelenséggé nétte ki magat.

A kovetkez6kben bemutatasra keril6 kisérletes munka kozéppontjdban az SD, mint az akut
agysérilésekben szerepet jatszé korélettani jelenség all. Figyelmiink elsésorban arra irdnyult,
hogy megallapitsuk, milyen koérilmények kedveznek az SD kialakuldsanak, milyen térbeli
jellegzetességekkel terjed az iszkémidnak kitett agykéregben, és milyen hemodinamikai és
metabolikus valtozasokat von maga utdn a sériilt agyban. Vélaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy
az SD-vel jaré hemodinamikai valtozdsokat mely vazoaktiv mediatorok kozvetitik. Végil kiemelt
figyelmet szenteltink annak, hogy az Oregedés, mint az iszkémids agysériilések nem
befolydsolhatd kockdazati faktora, miként mddositja az SD kialakuldsat, az SD-vel kapcsolatos
szovetkdrosodds mértékét. Kisérleteinkhez kialakitottunk egy egyedi, optikai elven mikodd,
kisérletes képalkotd eljardst az SD és a tarsuld metabolikus és hemodinamikai valtozasok térbeli
jellegzetességeinek megfigyelésére. Eredményeink meggy6z6désiink szerint transzlacids
lehet6ségeket hordoznak magukban, és a parhuzamosan futd klinikai tanulmanyokkal
Osszefonddva a klinikumban hasznosulhatnak.

2.1. Az agykérgi terjedd depolarizacio idegélettani és farmakologiai jellemzdi

Az SD az ideg- és gliasajtek egy kritikus tomegének (kb. 1 mm3)?*9378 egyiittes depolarizacidja,
mely egy pontszer( fékuszbdl kiindulva, lizenkefal agykéregben koncentrikusan, girenkefal agyban
a bardzddk mentén terjed tova.??’3%32 A terjedés sebessége jellemzéen 2-8 mm/min, melyet
eredetileg két, egymdstdl tavol elhelyezkedd elvezetési pont segitségével hataroztak meg.??’%! Az
SD tipikus elektrofiziolégiai jellemzGje a DC potencial tranziens, negativ kitérése, mely az agykérgi
spontan elektromos aktivitds (ECoG) egyidejli, atmeneti depresszidvaval jar (i.e. ,terjedd
depresszid”)1463%1 (2.2.1.4bra). A negativ DC potencidl-kitérés az idegsejtek potencidljanak a
nyugalmi értékrél a 0 mV-ot megkdzelits eltoléddasat jeldli, ami moégott a kaliumion extracellularis

« sz

«sez

50-70 mM-ra; Ca?*: 1-1,5 mM-rél 0,2-0,8 mM-ra).?*’

Az SD-t iszkémias korldlmények kozott valdszinlleg a magas lokalis [K']e idézi el6. Az
iszkémidnak kitett sejtekbdl lassu, kifelé irdnyuld kdliumaram figyelheté meg, melyet kisérletesen
a DC potencial lassu, negativ irdnyl csuszasa is jelez.>>%8 A K* felszaporodasa az extracelluléris
térben az ATP celluldris szintjének csokkenéséhez kdthetd, ami az ATP-fligg6 K*-csatornak nyitasan
keresztiil egyrészt a K* kidramlasat eredményezi,®® masrészt a Na*/K* pumpa aktivitasat gatolva
akaddlyozza a K* visszavételét is.’> Az SD kivéltdsaban a Na*/K* pumpa nyilvanvald szerepére
vildgit rd az is, hogy a Na*/K* pumpat bénité ouabain rdmosdasa az idegszévetre SD-t valt ki.?! A
felhalmozdédo K* végiil elegend6en nagy koncentraciét elérve (10-12 mM) fesziltségfiiggd
Na*-csatorndkat nyit, a Na* bedramlasara pedig bekovetkezik a sejtek depolarizacidja, melyhez
tovabbi kifelé iranyuld kdliumdaram tarsul. Jellemz&en a 10-15 mM-ra emelked§ [K*]. teremt az SD
kivaltdsahoz kedvez§ feltételeket.3>® Ezzel 6sszhangban, magas koncentrdaciéju KCl oldat topikalis
ramosasaval az SD sértetlen agykéregben kisérletesen is kivalthatd.
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Fokalis
iszkémia

Elektréda,
szenzor

Terjedd
depolarizacio

h Terjedé

= B W depresszio
Terjedd
E—=—
i s acidozis
4

1 min

bazikus

2.2.1. dabra. Az agykérgi terjed6
depolaizacié (spreading depolarization,
SD) jellemzése élettani valtozokkal a
ragcsaldo agykéregben. Az SD a helyi
mez8potencidl (local field potential, LFP)
DC moddban szlrt tartomanyaban
tranziens negativ DC potencidl-kitérés
formajaban jelentkezik (kék). A teljes
vagy  kisérleteinkben 30 Hz  alatt
ateresztett LFP regisztratumon az SD-vel
egyidejlileg az LFP oszcillacio
amplituddjanak datmeneti beszlikiilése
jellemzé (zold), amit “terjed6
depresszidokén” (i.e. spreading
depression) ismer a szakirodalom . A
perfuzios valasszal egyidGben,
megbizhatdéan kimérhet6 szoveti acidozis
jon létre (fekete). Az SD-t a sértetlen
agykéregben markdns hiperémia kiséri
(piros), mely az SD hullamfrontjaval, az
SD-hez képest rovid késéssel terjed végig

Terjedd
CBF s hiperémia

Az SD kivaltdsat kovetSen a depolarizacié, mint egy ongerjeszté jelenség, a [K']e és
glutamatszint emelkedése révén, volumentranszmissziéval terjed tovabb a szomszédos
sejtcsoportokra, bar a neurotranszmitterek valdszin(leg szinaptikus Gton is Giriilnek.1#63%13%7 Az ép
kérgen atvonuld SD-vel a glutamat koncentracidja az extracelluldris térben 3-3,5 uM-rél
10-11 uM-ra emelkedik,'’’ de anoxia alatt meghaladhatja a 100 uM-t is.3° A glutamat
felszabadulasat tekintve tobb Utvonal részesedését is valdszinUsitik. A glutamat felszabadulashoz
vezethet a neuronok P/Q tipust fesziiltségfiiggd Ca?** csatorndin bedramlé Ca*,'"%7 a
preszinaptikus NMDA-receptor fliggd vezikuldris exocitdzis,*?® a glutamétra atjarhaté pannexin-1
csatorndk megnyildsa,**®” és az asztrocitdk glutamat transzportereinek (excitatory amino acid
transporter, EAAT) megforduldsa az SD-re jellemz8 magas [K']e hatdsara.’®>?%27% A nagy
koncentraciéban felhalmozédd glutamat valdszinlileg szinaptikus és extraszinaptikus NMDA,
valamint AMPA receptorok ingerlésével jarul hozzd az SD terjedéséhez,®”/160339497 melyet
aldtdmaszt az SD gétldsa az NMDA receptorokat antagonizdlé ketaminnal 29210324 Meg kell
azonban jegyezni, hogy mig ép keringés(i vagy enyhe foku iszkémianak kitett szovetben az NMDA
recepotorok gatldsa hatdsosan akaddlyozza meg az SD létrejottét, anoxia soran az SD-t nem védi
ki az NMDA receptorok blokkoldsa.'”*?%7 Az SD terjedését tdmogatd magas [K*]e és glutamétszintet
fokozhatja tovabba az extracelluldris tér csokkenése.’®?% Az SD-t jellemz6 ionaramokkal a viz is
egyutt mozog, ami a dendritek és az asztrocitdk duzzadasat, igy az extracelluldris tér besz(ikiilését
okozza.3!?

Az SD utani repolarizaciéban dont6 szerepet jatszik a neurondlis Na*/K* pumpa, mely az
extracellularis térben felhalmozddott K* visszavételéért felelés.?** Kézponti jelent8ségl tovabba
az asztrocitak részesedése az ionhomeosztazis helyredllitdsaban. Az asztrocitdk K* felvételében
részt vesz az asztrocitakon taldlhaté Na*/K* pumpa, a Kir 4.1 tipusu befelé egyeniranyitd kalium
csatorna, illetve az aquaporin-4 tipusu vizcsatorna.?®® A glutamat visszavétele az EAAT1 és EAAT2
tipusu glutamat transzporterek révén valdsul meg, melyek miikodése fesziltség-fliggd, igy
hatékonysagukat nagymértékben befolydsoljak az intersticium ionkoncentracioi.?? A glutamat
felvételének 90 %-ért az EAAT2-t tarjak felel&snek, tovabba az EAAT2 kifejez6dése az asztrocitakra
jellemzd, igy a glutamat visszavételében elsésorban az asztrocitdk szerepe hangsulyozott.31°

az agykérgen. Az eredeti, reprezentativ
regisztratumok ép keringés( agykéreghdl
szarmaznak.
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy az SD kialakuldséanak a [K*]e emelkedése teremt kedvezd
kornyezetet. Maga az SD markdns iondaramokkal, az idegszoveti homeosztazis atmeneti
felborulasaval jar, és az SD terjedését az SD soran nagy mennyiségben felszabaduld kaliumion és
glutamat kozvetiti. Végil az SD utani repolarizaciéban a neurondlis K* visszavétel mellett az
asztrocitak K* és glutamat felvétele jatszik fontos szerepet.

A fejezethez vonatkozo dsszefoglalo kézlemény:

Hertelendy P, Varga DP, Menyhdrt A, 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 agykérgiterjed6 depolarizacioval 6sszefliggd metabolikus és hemodinamikai
valtozasok, a vérataramlasi valasz szabdlyozasa

Az SD az egyre gyarapodod kisérleti eredmények szerint olyan metabolikus kihivast jelent az
idegszbvet szamara, melyet az SD-hez csatolt, nagymértékd hiperémia sem tud maradéktalanul
kielégiteni. A szoveti metabolizmust hlen tikrozi a szoveti pH SD-vel bekévetkezé valtozasa
(2.2.1. abra). Az extracellularis pH valasz jellemz6en harom fazisu (a kezdeti, rovid aciddzist rovid
alkaldzis, majd a pH valaszt meghatdarozé, jelent6s acidézis kdveti), melynek dominans elemével a
széveti pH atmenetileg a fizioldgids 7,35-r8l 6,95-re csdkken.?®® Az aciddzis jol megfeleltethetd a
fokozott laktat-termel8désnek.?®%332 A |aktatszint emelkedésével egyidében a glikdz
koncentracidja jelent6sen csokken, és tartdsan alacsony marad.”¥13220 végil a glikdz-
koncentrécié valtozasanak megfelelen az ATP mennyisége is kdzel felére esik vissza az SD-vel.2°
A bemutatott, SD-re jellemz8 szoveti metabolikus valtozdsok a keringését tekintve ép agykérgben
jol reprodukalhatdak, de iszkémia alatt jelent6sen mddosulhatnak. Ezt a problémakort targyalja
aldbb az 5.4. fejezet.

Az SD tamasztotta megndvekedett metabolikus igényt az SD-hez csatolt agyi keringési (cerebral
blood flow, CBF) valaszreakcid hivatott kielégiteni (2.2.1.4bra). A CBF vélaszreakcio alapvet§
tulajdonsaga, hogy a hemodinamikai valtozas lokalis, és az SD-vel egyiitt terjed tova az agykérgen.
Az SD-vel jaré CBF valtozasnak a legfrissebb elemzések szerint négy, egymast kdveté komponense
kilénbéztethetd meg'® (2.2.2.dbra, Apanel). Az elsd, révid, hipoperflzids szakaszt jelentds
hiperémia koveti, melynek mértéke az alaparamlast akar tébb, mint 200 %-al is meghaladhatja. A
hiperémia ereszkedé fazisan egy masodik, kései aramlasemelkedés is megjelenhet. Végiil a CBF a
kiindulasi alapérték ala siillyed, és egy hosszantartd, akar harminc percnél is tovabb elh(zédd
oligémia alakul ki.'® Ritka eset, hogy az SD-t kdvet8 aramlési valaszban mind a négy, felsorolt
komponens jol kivehetS. Az els6, hipoperfuzids szakasz a [K*]e fliggvénye, melyet a 6.3. fejezet
részletez. A csucs hiperémia mértékét az idegszévet metabolikus krizise befolyasolja, amit
kutatdsaink tobbszdrdsen igazoltak (5., 6.1. és 7.1. fejezet). Altaldnossagban elmondhatd, hogy az
iszkémia sulyosbodasaval a CBF valaszreakcidban el6trébe keriil a vazokonstrikcid, a valasz kezdeti
hipoperfuzids eleme teret nyer, és hiperémias komponense ugyanakkor visszaszorul*’®(2.2.2. abra,
B panel). Ha a hiperémia helyét teljes mértékben atveszi a kezdeti hipoperfuzio, inverz csatolasrol,
illetve terjedd iszkémiardl beszéliink.%®°! A kései hiperémia kisérletes észlelését valdszin(leg az
altatészer megvalasztasa hatarozza meg; példaul patkdnyban |ézer-Doppleres dramlasméréssel
izoflurdn altatdsban nem, mig alfa-kloraléz altatdsban jol kivehet8.3¢” Végiil a CBF véltozést zard
oligémia jellemz&en csak akkor rajzolddik ki, ha az SD kivaltasakor a szoveti perfuzié optimalis, és
nem korlatozott érelzarddas vagy egy korabbi SD oligémias szakaszanak fennalldsa miatt (4.1.2. és
4.2.1. fejezet).

A CBF valaszreakcio lefutasa fajonként is valtozé. A transzlacios kutatdmunka szempontjabdl
Iényeges, hogy az egéragyban a hipoperfuzio joval kifejezettebb, mint patkdnyban, mig az emberi
agyban tapasztalhaté perfuzids valtozasok jél megfeleltetheték a patkdnyban leirtaknak.?> Ezt
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figyelmbe véve az SD-hez csatolt CBF valtozasokat szerencsésebb patkanyban tanulmanyozni,
mint egérben.

Az SD-hez csatolt CBF valtozads szabdlyozasa maig intenziv kutatasok targyat képezi. A
szabdalyozas megértését neheziti, hogy a valasz tdbbkomponensd, és az egyes elemek egymassal
atfednek. A szabdlyozds tovabba minden bizonnyal tobbszordsen 6sszetett. Az SD terjedése sordn
azonos helyen és egyid6ben, nagy mennyiségben szabadulnak fel vazoaktiv metabolitok (pl.
adenozin, laktat), idegsejtekbdl kidramlé neurotranszmitterek (pl. glutamdt), perivaszkularis
idegvégzbdésekbdl szarmazo neuropeptidek (pl. kalcitonin relacids peptid, calcitonin-gene related
peptide, CGRP), és a neurovaszkularis csatolads asztrocitakhoz kotott , klasszikus” mediatorai (pl.
prosztanoidok, vagy epoxieikozatriénsavak).!® Abban a kérdésben sincs egyetértés, hogy az SD-vel
jard hiperémia funkciondlis, vagy inkabb reaktiv jellegl. A téma tehat sok kérdést vet fel, melyeket
6. fejezet targyal részletesen.

Ragcsald iszkémias stroke
modell:

B g
- Penumbra

2.2.2. abra. Az agykérgi terjedd depolaizaciéhoz (spreading depolarization, SD) csatolt agyi vérataramlasi
(cerebral blood flow, CBF) valasz szakaszai és lefutasa. A: A CBF valaszreakcio sematikus rajza mutatja be
sértetlen agykéregben a valasz négy, egymast kovetd fazisat; a kezdeti, révid hipoperfuziot (@), a
dominans hiperémiat (@), a kései hiperémiat (®©), és a hosszan elh(zddo oligémiat (@). B: Ragcsald
fokalis el6agyi iszkémia modellben (arteria cerebri media elzards, middle cerebral artery occlusion,
MCAQO) az SD-hez csatolt CBF valtozas lefutdsa az iszkémia mértékének fiiggvényében valtozik. Forras a B
panelhez: Hoffmann és Ayata, 2013.178

2.3. Az agykeérgi terjedd depolarizacio klinikai jelentésege

Az SD montirozasa a klinikkumban akut agysériilést kovetéen a megfelel6 moddszer
kidolgozésaval vélt lehet6vé.?*® Az SD-t a hajas fejbéron elhelyezett elektrédakkal nyert
elektroenkefalogramon (EEG) nem lehet azonositani, mert a csont és egyéb lagy szovetek erésen
arnyékoljdk a jelet, illetve a diagnosztikai EEG elektréda-konfiguracid, szlirési és erdsitési
bedllitasai, és mintavételezési frekvencidja nem optimalis az SD megjelenitéséhez.’?1% Ez
indokolta a szubdurdlis ECoG elektrédasorok invaziv felhelyezését célzottan olyan lézidkozeli
agykérgi felszinre, melyet CT felvételek segitségével hatdroztak meg.198122165 A7 ECoG regisztralas
invaziv jellege miatt az SD monitorozdsa a trauma vagy stroke sulyos kovetkezményei miatt (pl.
intrakranidlis hematéma) koponyam(itéten atesett betegekre korlatozodik.

A tanulmanyokban részt vevs klinikai kozpontokban (http://www.cosbid.org/ about-us/
participating-centers) ma mar rutinszertien alkalmazak az ECoG monitorozast, de az adatgydijtés
nyilvdnvaldan a poszt-operativ idészakra korlatozédik. Ahhoz, hogy adatokat nyerjlink a sériilés
kordbbi szakaszaiban bekodvetkezd elektrofiziologiai és hemodinamikai valtozdsokrél, megfelel
kisérletes modellekre van sziikség, igy a klinikai és kisérletes eredmények egyiittesen adhatnak
atfogd képet az SD id6beli mintazatardl.
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Az SD megjelenésének id6beliségére jellemz8, hogy az akut, fokalis inzultust (pl. iszkémia
indukcié, koponyatrauma) kovetden az els6 esemény perceken belil kialakul.’8%2"1 A fokdlis
iszkémia ragcsald modelljében az ismétl6d6 SD események az iszkémia kivaltasa utani elsé két
orara korldtozddtak, majd el6forduldsi gyakorisdguk 12 dra elteltével fokozddott ismét.’®8 A
bardzdalt macskaagyban az iszkémia kivaltasat kdvetGen 14 dran at (a kisérletek végpontjdig)
regisztraltak ismétl6dé SD-ket.3%° Végiil idegsebészeti intenziv osztalyokon monitorozott betegek
agykérgében az elsédleges, akut sériilést ellaté mdtéti beavatkozas utan 9-14 napig azonositottak
SD eseményeket a tdbb pontbdl elvezetett ECoG-on.108122165 A kisérletes és klinikai megfigyelések
egylttesen azt igazoljak, hogy az akut agysérilés utan az els6 SD perceken belil kialakul, és a
sérilés szub-akut és krénikus fazisdban még napokig ismétlédik.

Az SD-rél régota feltételezik, hogy az iszkémids sériiléseket sulyosbitja, kimeneteliiket
rontja.1®*1’° Az eredeti megfigyelések tanusdga szerint a fokalis elSagyi iszkémia ragcsaléd
modelljében az infarktus mérete aranyosan né a jelentkez6 SD-k szamaval, vagy kumulativ
idétartamaval.®>%° Betegekben a SAH szév8dményeként gyakran fellépé mdsodlagos iszkémias
karosodds (delayed cerebral ischemia, DCI) mértékét, illetve a TBI kovetkezményeként kialakuld
kérgi lézid progredidlasat hoztak Osszefliggésbe az SD el6fordulasi gyakorisdgaval és
id6tartamaval.’?®1%” Annak bizonyitasara, hogy az SD hozzdjarul az infarktus ndvekedéséhez — és
nem a nagyobb kiterjedés(i infarktusnak kdszonhetd adott esetben az SD gyakoribb eléforduldsa
— fokdlis elGagyi iszkémia modelljében az iszkémias terilettdl tavolabb SD-ket valtottak ki. A
kisérletesen kivaltott SD-k raterjedtek az iszkémids penumbrdra, és kimutathatdéan novelték az
infarktus méretét,3>37°

Az uralkodé elképzelés szerint az SD-vel 6sszefliggésbe hozhaté neurodegeneracid hatterében
az SD-hez csatolt CBF valaszreakcid elégtelensége allhat,”® amivel az 5.2. és 5.3. fejezet foglalkozik.
A hipotézis kdzpont eleme, hogy iszkémia alatt az SD utdni repolarizaciéhoz, az ATP-tél fliggd
ionpumpak (pl. a Na*/K* pumpa) mikodéséhez sziikséges megndvekedett oxigén- és glikdzigényt
a CBF véltozas nem tudja kielégiteni, mert a hiperémia mértéke alulmarad a sziikségeshez képest,
vagy éppen terjedd iszkémia térsul az SD-hez.%3%* A terjedd iszkémiat elészor a fokélis elGagyi
iszkémia egér modelljében, majd TBI betegekben hoztdk Osszefliggésbe a szbveti perfuzié
fokozatos csdkkenésével, és az agykérgi 1ézi6 méretének ndvekedésével.l’®34 A klinikai
tanulmanyok arra kovetkeztetnek, hogy az SD szovetkdrositd hatdsa akkor a legvaldszin(ibb,
amikor az SD izoelektromos ECoG mellett alakul ki, az SD ismétl6d6 mintazatban, ugynevezett
Lcluster”’-ekben jelentkezik, és az eseményekhez terjedd iszkémia térsul 109167.176

Iszkémids agyszovetben az SD a dendritek duzzaddsat, és dendrittiiske-veszteséget von maga
utdn, ami a szinaptikus kapcsolatok sériilését feltételezi.?®” A legfrissebb vélemények szerint az
idegszoveti elemek SD-vel Osszefliggé duzzadasa okozza a citotoxikus 6démat az iszkémias
agyszévetben.1%? Végil meggy6z6 eredmények utalnak arra, hogy az extracelluldris glutaméat
koncentracié emelkedése az SD-vel olyan mértékld, ami excitotoxicitdshoz vezet.'®*'”7 Az
excitotoxicitds alapja az idegsejtek tultelitédése Ca**-al, ami SD sordn a neurondlis NMDA
receptorokon tul fesziltségfiiggd Ca®* csatorndkon keresztiil valdsulhat meg.306:3¢7

Osszefoglalva megallapithatd, hogy az akut agysériilések szubakut fazisdban az SD is felel8s az
infarktus méretének novekedéséért,’®#17% a krénikus szakaszban pedig szintén &sszefiiggésbe
hozhatd a masodlagos kdrosodasok tobb mechanizmusaval, és igy a szekunder [éziok
biomarkereként is szolgélhat.%8164414

-10-
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2.4. Az életkor jelent8sége az agykérgi terjed6 depolarizacidra nézve

Tekintettel arra, hogy az SD egyre t6bb bizonyiték szerint kdzrejatszik az akut agysériléseket
kovet6 masodlagos karosodasok létrejottében, fontos azonositani azokat a korilményeket,
amelyek kedveznek az SD kialakuldsanak. Az életkor nem befolydsolhaté rizikéfaktora azoknak a
neuroldgiai korképeknek, amelyekben az SD-t kérélettani tényezének tekintik (pl. TBI, SAH,
iszkémias stroke). A TBI el6forduldsa példaul leggyakoribb gyermekkorban (esések), fiatal feln6tt
korban (motorkerékpéros balesetek), és id8s korban (esések).3*1%2 A SAH ugyanakkor a vérzéses
stroke leggyakoribb formaja fiatal feln6ttekben, és a fiatal életkor a kései vazospazmus és a
gyakori szovédményként fellépé DCI rizikofaktora.?”7085241301 Az jszkémids stroke leginkabb az
idds korosztalyt sujtja, hiszen el6fordulasi gyakorisaga 50 év felett 6tévente megdupldzédik, és a
sikeres felépiilés esélye is egyre csekélyebb.’?% Az id8s agyban tovdbba az iszkémids penumbra
gyorsabban valik a menthetetlen infarktus részévé.!?

Annak ellenére, hogy az iszkémids stroke gyakrabban fordul el6 és sulyosabb kimenetel( az
idésekben, a kisérletes kutatasok zémében fiatal felnStt ragesaldkra hagyatkoznak. A fiatal
allatmodellek hasznalatat valdszin(ileg gyakorlati megfontolasok indokoljak. A fiatal laboratdriumi
patkanyok vagy egerek beszerzése egyszert(i és koltséghatékony, a mitéti eljarasokat fiatal allaton
kénnyebben lehet kivitelezni, mint 6regen, a kapott eredmények kevésbé szdrnak, igy kevesebb
allat felhaszndlasaval lehet statisztikailag meggy6z6 adatsorokhoz jutni. Azonban az elmult
években sok kritika érte a kisérletes stroke modellek érvényességét. A fiatal ragcsalokban tett
megfigyelések transzlalhatdsaga korlatozottnak bizonyult, és a fiatal ragcsalokban hatékonynak
taldlt neuroprotektiv szerek rendre elbuktak a klinikai prébakon. Ezek a problémak részben az SD
kutatdst is érinthetik, hiszen az SD életkori jellemz&ivel — kilonos tekintettel az 6regkorra —
gyakorlatilag senki nem foglalkozott az ilyen iranyd munkank megkezdése el6tt. Az 6regedés
hatdsat az SD kialakuldsara és kbvetkezményeire a 7.1. fejezet taglalja.

A fejezethez vonatkozo ésszefoglalo kézlemények:

Hertelendy P, Varga DP, Menyhdrt A, 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. Mddszertani megkdzelités

Az SD és a hozzd kapcsolddd agyi pathomechanizmusok tanulmanyozdsara széles kdrben
elterjedt az MCAO modell alkalmazasa. Az érelzardst kdvetden az SD spontdn jelenik meg. A kérgi
képalkotds soran azonban nehézséget jelent az MCA elzardsa a hason fekvd, fejénél rogzitett
patkanyban. A probléma kikliszobolésére kisérleteink egy részében a fokalis iszkémiat az MCA
temporalis koponyacsont alatti disztalis szakaszanak elzardsdval idéztik el6 (5.1. és 7.3.2. fejezet),
illetve az arteria carotis interndba infundalt mikrogyongyok (d<20 um) segitségével multifokalis
iszkémiat indukaltunk (5.2. fejezet). Bar kisérleteink értékes eredményeket hoztak, nehézséget
jelentett az, hogy a spontdn jelentkez6 SD-k eredete, terjedési irdnya, id6beli mintazata és
elektrofizioldgiai illetve hemodniamiai jellemzGi nagy véltozatossagot mutattak. Masik korlatozé
tényez6ként merilt fel, hogy nem-iszkémias id6kontrollt nem tudtunk az iszkémias SD-k
jellemzése mellé rendelni. A felvet6dott problémak megoldasara j6 lehetGséget biztositott a
munkacsoportunkban rutinszertien alkalmazott globalis el6agyi iszkémia modell, melyet az arteria
carotis communisok kétoldali elszoritasaval (,two-vessel occlsuion”, 2VO) hozunk létre
patkdanyban. A modell el6nye, hogy a teljes agykérgen a fokalis iszkémia penumbra régidjara
jellemz6 aramlasviszonyokat hoz létre (i.e. 20-40 % kozott ingadozd CBF), ami az SD kérélettani
szerepét tekintve a legnagyobb érdekl6désre szamot tarté korilmény. A modell masik el6nyos
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adottsaga, hogy spontan SD gyakorlatilag csak a 2VO létrehozasakor alakul ki, igy a kisérletek
tovdbbi szakaszdban, iszkémids hattéren, kontrolldlt mintazatban valthatunk ki kisérletesen
(magas koncentraciéju KCl oldat alkalmazasaval) SD eseményeket. A permanens 2VO modellt a
krénikus agyi hipoperfuzioval dsszefliggé neurodegeneracid és kognitiv diszfunkcid vizsgalatdra
alkalmazzdk széles korben — és alkalmaztuk korabban mi'is, hiszen a beavatkozds utan a patkanyok
akar egy évig is utankovethet6k a Willis-kor szintjén megvaldsuld keringési kompenzacié miatt. A
2VO utdn kozvetlenil bekovetkez6 érak eseményei ugyanakkor hiien modellezik az agyi iszkémia
akut fazisat.

Az SD f6 ismérve az elektrofizioldgiai regisztratumokon jol felismerhetd negativ DC potencial-
kitérés (2.2.1.4abra). Az SD terjedésére vonatkozéan hagyomanyosan tobb pontbdl torténé
elvezetéssel nyerhet6 megbizhatd informdcié. Ennek a mddszernek az a hatranya, hogy az SD
terjedésének irdnyat, illetve iszkémias szévetben az infarktushoz viszonyitott helyzetét nem lehet
pontosan meghatdrozni. Az SD-vel foglalkozd kutatasaink kezdetekor ezért olyan képalkoté
maddszer kidolgozasat tartottuk sziikségesnek, amely az SD terjedésérdl, kilondsen iszkémianak
kitett agykéregben, megbizhatd informacidval szolgal.

Az idegszoveti potencial-valtozasok képi megjelenitésére igéretesnek tlint a fesziltségfliggd
festéken alapuld fluoreszcens képalkotds.'®®'4° Gerjeszt8 megvildgitds mellett, az idegszéveti
sejthartydkhoz kot6dott fesziiltségfliggd festék a fluoreszcencia-intenzitds membranpotencidl-
valtozdssal ardnyos erdsddésével jelzi az idegszoveti aktivitds fokozdddsat.*®1%° Nagylatoterd
képalkotds esetén az optikai jel intenzitdsvdltozasa az elektrofizioldgidval elvezetett
mezbpotenciallal aranyos. A fesziltségfligg6 festékek hasznalatanak elénye, hogy az idegszoveti
aktivitas in vivo, valds idejl kovetését nagy térbeli (20-50 um) és idébeli (milliszekundumos)
felbontds mellett teszik lehetévé.*® Ezt a mddszert adaptaltuk az SD megjelenitésére patkany zart
koponyaablak preparatumban, hogy az SD terjedésérél az iszkémidnak kitett agykéregben pontos
képet kapjunk (4.1. fejezet).

A késébbiekben felmeriilt az igény a hemodinamikai valtozok egyidejl megjelenitésére, hiszen
az agyi iszkémia modellezése soran a CBF valtozasanak kovetése lényeges az iszkémia mértékének
és az egyes iszkémias régidk kiterjedésének meghatarozdsara. Tovabbi, fontos szempont volt az
SD-ket koveté CBF valtozasok (2.2.2.4abra) megjelenitése. Képalkoté moddszeriinket ezért
kiegészitettiik a CBF monitorozasat szolgald lézer-folt interferencia kontraszt analizissel (laser
speckle contrast analysis, LASCA). Az agyfelszinrdl visszaver8dé fény intenzitasa alapjan (intrinsic
optical signal, 10S) tovabbi modalitasokat épitettiink képalkotd rendszeriinkbe a szoveti
vérvolumen és a hemoglobin szaturdcidjanak kovetésére (4.2.fejezet). Végul annak a
megvalaszolasdra, hogy iszkémia soran milyen szoéveti pH viszonyok kedveznek az SD
kialakuldsdnak, vagy mutatnak egybeesést az SD terjedésével, az agykérgi pH valtozas képi
megjelenitését is bevezettik a pH indikator, fluoreszcens neutralvoros festék (Neutral Red, NR)
haszndlataval (4.3. fejezet)

A fejezethez vonatkozo dsszefoglalo kézlemény:

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. Célkitlzések

Az elmult tiz évben elvégeztt kutatdmunkat a kovetkez6, atfogd célkitlizések vezérelték:

3.1. Kisérletes, optikai elven alapulé képalkotd eljardsok kidolgozdsa az SD és a tarsuld
hemodinamikai és metabolikus valtozasok térbeli megjelenitésére patkany agykéregben;

3.2. Az SD és a csatolt hemodinamikai és metabolikus valtozdsok és az iszkémia viszonydnak
feltarasa, az SD-vel 0sszefliggd sériilés mechanizmusainak azonositdsa;

3.3. Az SD-hez csatolt vérataramlasi vdlaszok medidtorainak meghatarozasa;

3.4. Az 6regedés hatdsanak megismerése az SD korélettani jellemzéire.

4. Optikai elven alapulo, kisérletes, agyi képalkotasi mddszerek
kidolgozasa az agykérgi terjed6 depolarizacido megjelenitésére

A kisérletes képalkotd eljarasok figyelemreméltd fejlédése a 2000-es évek elején az SD
kutatasban is teret nyert, és lehetévé valt az SD-vel jaré helyi sejtduzzadas, illetve a keringési és
metabolikus valaszreakcidk térbeli mintdzatdnak megfigyelése.

Régdta ismert, hogy SD sordn megvdltoznak az idegszovet optikai tulajdonsdgai is, igy a
szovetrdl visszafer6dd fény lokalis intenzitasvaltozdsa alapjan (intrinsic optical signal, 10S) az SD
megjelenithetd. Erhalézattdl mentes szdvetben, mint példaul az in vitro csirke retina preparatum,
az 10S valtozdsat az SD-vel jard sejtduzzadds okozza.”>®* Az 10S értelmezése altatott kisérleti allat
agykérgében azonban Osszetettebb, hiszen a vérvolumen illetve a hemoglobin szaturaciéjanak
megvaltozasa donté mértékben jarul hozza a szovet fényelnyeléséhez, a széveti szorddashoz, ill.
visszaverGdéshez (az 10S hez). Z6ld, 550 nm hullamhosszi megvilagitas mellett példaul az 10S
intenzitdsa lényegében a szovet hemoglobin tartalmaval, azaz a lokalis vérmennyiséggel
arény05.18'52-54’408

Az SD-hez csatolt markans CBF valtozas terjedésének kovetésére a lézer-folt interferencia
kontraszt analizisen (LASCA) alapulé dramlasi térképek szdmitdsa adott lehet6séget.3? A LASCA
elénye, hogy egyetlen pont helyett a ragcsalé agykéreg egy néhany mm?-es felszinén is
megjelenithetSek a CBF valtozasok.™!'? A LASCA vizsgalatok meggy8z8, bér indirekt bizonyitékot
szolgaltattak arra, hogy az SD hozzdajarul az iszkémids infarktus névekedéséhez. A CBF térképek
tanusdga szerint az SD hulldmfrontja mogott a CBF tartds csokkenése, igy az iszkémids infarktus
fokozatos ndvekedése érhet6 tetten.!23>7

A mitokondrialis red-ox allapot valtozasa is megjelenithetd képalkotas segitségével. A légzési
lanc elektron-transzportjaban részt vesz a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD*) koenzim. A
NAD* redukalt alakja, a NADH ultraibolya (UV) megvilagitas mellett kékben fluoreszkal, mig maga
a NAD* nem emittdl. Ezek alapjan a fluoreszcencia-intenzitds valtozasabdl a mitokondridlis red-ox
allapot valtozasara lehet kovetkeztetni, bar a hemoglobin fényelnyelésére a jelet korrigalni
kell.3>%51376 A mébdszert DC potenciél-elvezetéssel kombindlva kimutattdk, hogy az SD-t a
fluoreszcencia-intenzitds fokozddésa, azaz a NAD* redukcidja kiséri.16%360

Bar a bemutatott képalkotd technikdk mind értékes adatokat szolgaltattak, az eredmények
értelmezésének korldtot szabott, hogy mind mdsodlagos, az SD-t kdvet6 élettani jelenségeket
monitoroznak, nem magat a depolarizaciét (a primer elektrofizioldgiai eseményt). Ezért
vallalkoztunk arra, hogy kutatasaink szolgdalataba Iétrehozzunk egy olyan nagy latéter( optikai
képalkotd eljarast, amely kdzvetlenil az SD-t, az idegsejtek depolarizaciojat teszi lathatova. A
madszert a felsorolt képalkotd technikakkal (pl. 10S, LASCA) 6tvozve valaszokat vartunk azokra a
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kérdésekre, hogy fokalis iszkémia soran hol keletkeznek SD-k az iszkémias maghoz képest, és azok
miként jarul hozza az iszkémias lézié névekedéséhez.

4.1. Az ideszoveti potencialvaltozasok nyomon kovetése fesziltség-fliggd festékkel

A SD-vel jaré idegszoveti potencidlvaltozasok hagyomanyosan elektrofiziolégiai mddon, a DC
potencial elvezetésével mérhetdk. A DC potencial regisztralasa td vagy Gvegkapillaris elektrédaval
megbizhato, kivalé idébeli felbontasa révén az SD lefutasat a szovet egy adott pontjaban stabilan
koveti, de az SD térbeli terjedésérél kevés informaciot szolgdltat. Ezért célul tiztik ki egy olyan Uj
képalkotd eljaras kidolgozasat, amely egy fesziiltségfligg6 festék fluoreszcenciaja alapjan az SD-re
jellemzd potencidlvaltozasokat megfelel6 idGbeli és térbeli felbontassal, képszer(ien jeleniti meg.
Az elképzelés megvaldsitasahoz egy olyan, a kereskedelmi forgalomban kaphatd, fesziiltségfiiggd,
fluoreszcens festéket vélasztottunk (RH-1838; Optical Imaging Ltd., Rehovot, lzrael), amely az
idegszovetben a sejthartydhoz kotédik, és fluoreszcencidjdnak intenzitdsa a transzmembran-
potencial csokkenésével ng, lényegében a DC moédban szlirt helyi mez6potenciallal (local flied
potential, LFP) aranyos jelet ad. Tovabbi jelentés elénye, hogy id6beli felbontasa
milliszekundumos pontossagu, térbeli felbontdsanak pedig csak a jel-zaj viszony szab hatart.*® A
kivalasztott festéknek tovabba a gerjesztési és emisszids hulldmhossztartomanya is kedvez6
(abszorpcidés maximum: A=625 nm, emissziés maximum: A=690 nm), mivel azok optikai sz(irGvel
egymastdl biztonsaggal elvalaszthatdk. A szikséges infrastrukturdlis hattér (pl. fényforrasok,
kamerak, eszk6zo6k miikodésének 6sszehangolasa) megteremtése utan a mddszert in vitro csirke
retina preparatumon, és altatott patkany agykérgen allitottuk be és teszteltiik. Az in vitro csirke
retina preparatum elénye, hogy az SD a retindn kivaléan modellezhet6, ugyanakkor a madarszem
az eml6sokben megtaldlhato érhartyatdl mentes, igy az optikai képalkotasnak nem kell figyelembe
vennie a vér fényelnyelését. Patkdnyban a zart koponyaablak prepardtum ezen tul megfelel6en
reprodukalja az agyszévetben kialakulé SD-t, a képalkotas kés6bbi felhaszndlasat figyelembe véve
aragcsaldban az agyi iszkémia modellezése bevalt mdédszer. A két modell, és a kapott eredmények
az alabbiakban kerilnek részletes bemutatasra.

4.1.1. In vitro csirke retina preparatum

Mddszerek

A retina preparatumhoz him hazi csirkék (Isabrown, 7-28 napos, n=11) bal szemét hasznaltuk,
melyet cervikalis diszlokdcio és dekapitacid utan tavolitottunk el. A szemet az egyenlit8i sikban
atmetszettik, az Gvegtestet valadékelszivoval eltdvolitottuk, majd a hatsoé féltekét szervkamraba
helyeztik (4.1.1. &bra). A prepardtumon Ringer oldatot aramoltattunk 1 ml/min aramlasi
sebességgel (az oldat osszetétele: 100 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgSQO., 30 mM NaHCO;,
1 mM NaH,PO4, 1 mM CaCl,, 20 mM gliikdz; 95 % O, és 5 % CO, gazelegyével buborékoltatva). A
szervkamra h6mérsékletét folyamatosan monitoroztuk, és 32 °C-on tartottuk. Az SD-k kivaltasara
a retina pereméhez kozel egy mikrodializis pumpaval (CMA/100, CMA/Microdialysis, Solna,
Svédorszag) 6sszekotott acél kandlt helyeztlink el, melybdl 15 percenként 1 ul 0,1 M KCl oldatot
fecskendeztlink lokalisan a szovet felszinére.

A helyi mez6potencial elvezetésére (LFP) a retina belsé szinaptikus rétegébe (stratum
plexiforme internum) Uvegkapillaris elektrodat szurtunk (hegyének kilsé atmérdje: 10 um).
Referenciaként a szervkamra aljaba illesztett Ag/AgCl elektrdda szolgalt. A jelet felerGsitettiik, DC
madban sz(irtiik (nagy impedanciaju elGerésité: NL 834, tovabbi szlirék és erdsiték: NL 125, NL
106; Neurolog System, Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, U.K.), és folyamatosan rogzitettik egy
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analég-digitalis (A/D) atalakitéval (DASH16, Metrabyte, Keithley Instruments Ltd., Reading, U.K.)
tarsitott szamitdgépen. Az elektromos jelet egy ASYST programban irt alkalmazas segitségével
képernydn jelenitettiik meg (MacMillan Software Co., Keithley Instruments Ltd., U.K.), és késébb
ugyanezzel a programmal analizaltuk.

A kivaltott SD-k dthaladdsa a preparatumon a retinasejtek ozmotikus duzzadasa révén szabad
szemmel is kdvethetd. A visszavert fény torését és intenzitdsvaltozasat kihaszndlva igy az SD-k
optikai jelét is rogzitettik. A retinat optikai szal segitségével, hideg, fehér fénnyel vilagitottuk meg
(fény-nyalab beesési szoge 45° a médium felszinéhez képest). A visszavert fényt (intrinsic optical
signal, 10S) egy sztereomikroszkdpra erdsitett (3,2 x nagyitds; MZ12.5, Leica Microsystems UK
Ltd., Milton Keynes, U.K.) monokrém CCD kamerdval rogzitettiik (Qimaging, QICAM modell QIC-F-
M-12; 12-bit digitdlis kimenet; Media Cybernetics UK, Marlow, U.K.). Szamitégépes szoftver
vezérlésével (ImagePro Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvenciaval, 3 perc hosszu
képsorokat vettiink fel 200 ms-os expozicids id6k mellett. A képsorok analizisét ugyanezzel a
programmal végeztik. Minden esetben kijeldltiink a képsorokon egy érdeklédési tertiletet (region
of interest, ROI) (4.1.2. dbra) az SD terjedésével parhuzamosan, majd megadtuk a szilirkeszint
intenzitdsanak ROI-ra esé atlagat az id6 fliggvényében.

sk tin: . ey s
A come% X fscI:ra \ kivaltas
% . \'\

g |

\ T, féstiszerv
! /

\ ‘f;;; pecten 3 mm

4.1.1. abra. Az in vitro csirke retina preparatum. A szemet egyenlitGi sikban metszettik el (A), majd a
hatsé féltekét szervkamraba helyeztilk. A szervkamrat fehér fénnyel, vagy a feszlltségfliggd festék
(RH-1838) gerjesztd hulldamhosszan (A=625 nm) piros LED fényforrassal vilagitottuk meg (B). A kivaltott
terjed6 depolarizacié (SD) athaladasa a preparatumon a fesziltségfliggs festékkel feltoltott szoveten jol
kdvethetd (Ci: RH-1838 inkubacié elStt; Ca-Cs: SD lefutdasdanak megjelenitése RH-1838-al feltoltott
szoveten). A C paneleken az SD-t kivaltd acél kaniil a kép felsG széléhez kozel helyezkedik el; a képek bal
alsé harmadaban a madarszemre jellemzé fés(iszerv latszik.

Az SD-t jel6l6 mez6potencial-valtozasok optikai megjelenitésére fluoreszcens, fesziiltségfliggd
festéket hasznaltunk (RH-1838, Optical Imaging Ltd., Rehovot, lzrael) (4.1.1. dbra). A festéket
higitott oldat optikai denzitdsa spektrofotométerrel mérve (Helios Gamma, Spectronic Analytical
Instruments, Leeds, U.K.) 580 nm-es megvilagitasnal 0,110 és 0,130 értékek kozé essen. Az igy
elkészitett RH-1838 oldatot -20 °C-on taroltuk, és maximum 5 kisérlethez hasznaltuk ismételten.
A kisérletek megkezdésekor az RH-1838 oldatot a retina preparatumon 15 percig dramoltattuk
1 ml/perc sebességgel. Az elsé SD kivéltasat megel6z6en Gjabb 15 percig Ringer oldatos
atmosdssal tavolitottuk el a festékfelesleget. Az egyes SD-k kivaltdsa sordn a szOvetben
felhalmozddott RH-1838-at piros LED fényforrassal folyamatosan gerjesztettiik (csucs-
hulldmhossz: 625 nm; SLS-0307-A, szamitégép-vezérelt tapegység: Sirius LED vezérld SLC-SA04-U;
Mightex, Pleasanton, CA, U.S.A.). A kibocsatott fluoreszcenciat egy sztereomikroszkdpra erdsitett
(4 x nagyitds; MZ12.5, Leica Microsystems UK Ltd., Milton Keynes, U.K.), felllatereszt6 szlrével
ellatott (>670 nm; 695AF55, Omega Optical, Brattleboro, VT. U.S.A.), monokrém CCD kameraval
rogzitettik (Pantera 1M30, Dalsa, Grébenzell, Németorszag). Szamitdgépes szoftver vezérlésével
(ImagePro Plus; Media Cybernetics, U.K.), 2 Hz-es frekvenciaval, 3 perc hosszu képsorokat vettiink
fel 500 ms-os expozicids id6k mellett. A fluoreszcencia-intenzitds SD-vel Osszefliggé idGbeli
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valtozasait az 10S analizishez hasonldan értékeltlk és abrazoltuk, majd az RH-1838 a felvételi id
alatt linedrisnak mért fakuldsara korrigaltuk.

Annak érdekében, hogy a kilénboz6 elektromos és optikai jelek valtozdsainak mértékét
egymassal Osszevethessiik, a jeleket végiil az alapra (0 %) és a maximum kitérésre (100 %)
vonatkoztatott relativ formaban is kifejeztiik. Az egyes kisérletekbél igy kapott id6sorokat végil a
depolarizacié inflexios pontjat figyelembe véve egymasra illesztettiik, atlagoltuk, és atlagtstdev
formaban abrazoltuk.

Eredmények, és azok értelmezése

Korabbi kézleményekkel 6sszhangban, a retinan terjedd SD-t a DC potencial tranziens,
negativ kitérése (amplitudo: -17,9+2,3 mV, n=6) és az |0S tranziens emelkedése jellemezte
(amplitudé: 366,7+80,4 szlirkeszint valtozds, azaz a QICAM kamera 0-4095 terjedelmi
szlirkeskaldja alapjan 9,0 % emelkedés; n=6) (4.1.2. abra). Az I0S SD-vel Osszefliggd valtozdsa
annyira jelent&snek bizonyult, hogy az SD athaladasa a retina prepardtumon szabad szemmel is
lathatéva valt. Az egyes kisérletekben ismételten kivaltott SD-k a DC potencial és az 10S
tekintetében egymashoz nagyon hasonld kinetikat mutattak, igy a jelenség kisérletesen jol
reprodukalhaténak bizonyult. Az RH-1838-al feltoltott szoveten az SD-ket a fesziiltségfliggd festék
fluoreszcencia-intenzitdsanak tranziens emelkedése kisérte (amplitidd: 99,5+31,8 szirkeszint
valtozas, azaz a DALSA kamera 0-4095 terjedelm szlirkeskalaja alapjan 2,4 % emelkedés; n=5)
(4.1.1.dbra, Ca3 panel). Az egyes kisérletekben ismételten kivaltott SD-k RH-1838 alapu
fluoreszcens jelintenzitas-valtozasa is jol reprodukdalhatd volt, kivéve a jel SD-vel 6sszefliggd
maximalis kitérését, mely az egymast kdveté SD-k soran fokozatosan csokkent. Ennek oka a
fluoreszcens festék fakuldsaval magyardzhaté. Az adott kisérleti elrendezésben (azaz 625 nm
hulldmhosszcsicsi megvildgitas és 670 nm felett szlrt fénykibocsatds mellett) RH-1838
elhagydsdaval optikai jelet nem tudtunk roégziteni. Ez a megfigyelés igazolta, hogy az RH-1838 alapu
optikai jelet nem szennyezte egyéb, endogén eredetd fluoreszcencia.

Ahhoz, hogy az RH-1838 SD-vel kapcsolatos fluoreszcencia-intenzitasbeli valtozasait
potencialvaltozasnak feleltethessiik meg, a DC potenciallal hasonldsagot, az 10S-t6l pedig eltérést
vartunk. Megfigyeltik, hogy bar a depolarizacié fazisa a harom szignal esetén tokéletes egyezést
mutatott, a repolarizacié fazisa, illetve az alapvonalra torténé visszatérés a harom jelre nézve
eltérGen alakult (4.1.2. 4bra). Az RH-1838-al megjelenitett repolarizacié sebessége a DC potencial
visszatérésével egybeesett; ugyanakkor az RH-1838 fluoreszcencidja egy SD-t kdvetd, jol lathatd
hiperpolarizacidt is jeldlt. A hiperpolarizacioé fazisa a DC potencial illetve az 10S esetén nem
mutatkozott. Az 10S kinetikdja jelentGsen eltért a DC potencialtdl és az RH-1838-alapu jeltél, mivel
az 10S alapjan a repolarizacid késleltetve alakult ki, illetve a felvett 3 perces id6ablakban nem
allapodott meg az SD el6tti alapvonalon (4.1.2. dbra).

77,247
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4.1.2. abra. A fesziiltségfiigg6 festék (RH-1838) fluoreszcenciajanak intenzitasvaltozasa az idd
fliggvényében, az in vitro csirke retina preparatumon atvonuld terjedé depolarizacié (SD) alatt. Az
RH-1838 jelintenzitas-valtozasat dsszevetettiltk a DC potencial (A) és a visszavert fényintenzitas (intrinsic
optical signal, 10S) valtozasival (B). Az egyes vonaldiagrammokat szamos SD 4atlagolasaval kaptuk
(RH-1838: n=5; DC potencial: n=6; I0S: n=6), és atlagtstdev formaban adtuk meg. A DC potencial SD-t
jelol6 tranziens, negativ kitérését felfelé dbrazoltuk, hogy az optikai jelekkel egyirdnyba mutasson, és
azokkal kozvetlenil 6sszehasonlithato legyen. A felvétel (B) hlen tiikrozi az RH-1838 fluoreszcenciajanak
intenzitas-valtozasat az SD-vel.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az RH-1838 fluoreszcencidjanak
intenzitasvdltozdsa az SD DC mddban elvezetett elektrofiziolégiai jellemzGivel er6s megegyezést
mutatott, igy az RH-1838 alapu optikai jel a széveti potenciadlvaltozasoknak megfeleltethets. A
hiperpolarizacié fazisara vonatkozé eltérés oka lehet, hogy az optikai jel és a DC potencial
keletkezése eltér; mig az elektréda pozicidjandl fogva a retina bels6 szinaptikus rétegébdl
regisztralt, az RH-1838 festéket feltehetGen a retina minden sejttipusa és rétege felvette. Az is
valészinUsithet6, hogy az RH-1838 gerjesztésére haszndlt fény els6sorban a retina felszini
rétegeibe jutott be, igy az emisszié dontden itt keletkezhetett.

Osszefoglalva, az RH-1838 fesziiltségfiiggd festék in vitro kériilmények kdzott alkalmasnak
bizonyult az SD-re jellemz8 mez8potencidl-valtozasok képi megjelenitésére. A kapott eredmények
alapjan a képalkoté mddszert a tovabbiakban altatott patkanyon készitett agykérgi preparatumra
adaptaltuk.

4.1.2. Zart koponyaablak altatott patkanyon

Mddszerek

Feln6tt, him Sprague-Dawley patkanyokat (260-380 g; Harlan UK Ltd., Bicester, U.K.; n=6) 1,5-
2,0 % halotdnnal altattunk N,0:0, gdzkeverék 2:1 aranyu elegyében belélegeztetve. Az dllatok a
kisérletek sordn spontdn lélegeztek. Testhmérsékletiiket rektalis h6mérével monitoroztuk, és
visszacsatoldsos elven szabalyozott melegit6parnaval 37,1 és 37,4 °C kozott tartottuk (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). Az dllatok fejét sztereotaxids befogdba rogzitettiik, majd
fogorvosi furd segitségével (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svdjc) a teljes jobboldali
parietdlis koponyacsontot eltavolitottuk. A furdfejet fizioldgids séoldattal folyamatosan hiitottiik.
A csontperemen zart koponyaablakot alakitottunk ki (4.1.3. abra): fogaszati cementtel
megmagasitottuk a csarnok oldalat, amely magaban foglalt egy bevezeté és egy kivezet6 polietilén
csovet mesterséges cerebrospindlis folyadék aramoltatasara (artificial cerebrospinal fluid, aCSF).
Beépitettlink tovabba a csarnok medialis faldba egy mikrodializis pumpaval (CMA/100,
CMA/Microdialysis, Solna, Svédorszag) oOsszekotott, nyildsaval kozvetlenul az agykéreg folé
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pozicionalt Uveg kapillarist, amely a kés6bbiekben 1 ul1 M KCl kifecskendezése révén SD
kivaltasara szolgalt. A koponyaablakot feltéltottik aCSF-fel (az oldat 6sszetétele: 126,6 mM NaCl,
3mM KCl, 1,5mM CaCl;, 1,2 mM MgCl;, 24,5 mM NaHCOs-, 6,7 mM urea, 3,7 mM glikdz,
95 % 0, és 5 % CO, gazelegyével buborékoltatva), a kemény agyhartyat évatosan eltavolitottuk,
majd az ablakot mikroszképos fed6lemezbGl méretre vagott (17 x 11 mm) liveg lemezzel zartuk
le. A fed6lemezbe el6zetesen egy 1 mm atmérdjl lyukat furtunk az SD kivaltasi helyétél 2-3 mm-
re anterior irdnyba, melyen keresztiil az ablakba elektrodat és lézer-Doppler szondat épitettiink
be.

LDF Uvegkapillaris:

szonda elektroda 4.1.3. abra. Zart koponyaablak kialakitasa a patkany
dGRF Pl parietdlis agykérge felett. Réviditések: aCSF:
mesterséges cerebrospindlis  folyadék (artificial
cerebrospinal fluid); LDF: lézer-Doppler aramlasméré
(Laser-Doppler flowmetry); SD: agykérgi terjedd
depolarizacié (spreading depolarization).

Uvegkapillaris:
SD kivaltas

aCSF perfuzio

Elektrofizioldgiai regisztratumok elvezetésére egy aCSF-fel feltoltott Gveg kapillaris elektrodat
(hegyének kiils6 atméréje: 20 um) vezettlink 22,5°-0s szégben 1,2-1,4 mm mélyre az agykéregbe.
Referenciaként a nyak bére ald belltetett Ag/AgCl elektroda szolgalt. Az agyi vérataramlas
(cerebral blood flow, CBF) valtozasainak kovetésére az elektroda mellé 1ézer-Doppler szondat
helyeztink (Probe 411, PeriFlux 5000; Perimed UK Ltd., Bury St Edmunds, U.K.). A szondat a kérgi
felszin kozvetlen kozelében uUgy poziciondltuk, hogy pidlis erekt6l mentes teriiletet
monitorozhasson. Az elektréda és a szonda bevezetésére szolgalé lyukat végil fogorvosi
cementtel zartuk le ugy, hogy a [atétérbbl minimalis terlletet takarjon ki. A zart koponyaablakban
a fiziolégias koponyalri nyomasnak megfelel6 viszonyokat Ugy reprodukaltuk, hogy a kivezetd
polietilén csé végét kb. 6 cm-rel az agyfelszin f6lé emeltilk. A koponyaablakban az aCSF-et
folyamatosan, 25 pl/min sebességgel, egy perisztaltikus pumpa segitségével aramoltattuk (Gilson
Minipuls 3, Anachem Ltd., Luton, U.K.). A lézer-Doppler jelet digitalizaltuk, és a DC potenciallal
egyltt, az in vitro csirke retina preparatumnal leirtakkal azonos mdédon erGsitettiik, szdrtik,
taroltuk, és jelenitettilk meg. A CBF valtozasokat relativ formaban fejeztiik ki a felvételek els6 5
percét 100 %-nak, a szivmegallast kdvets jelet 0 %-nak tekintve.

A mez6potencidl valtozdsainak optikai megjelenitéséhez az in vitro csirke retina
preparatumnal bemutatott RH-1838 festékoldattal inkubaltuk az agykérget. Az RH-1838 oldatot a
koponyaablakban 80 pl/min dramoltatasi sebességgel, 2 éran at keringettiik, majd a fennmaradé
festéket aCSF ataramoltatasaval, 35 perc alatt mostuk ki. Az optikai képalkotas kévette az in vitro
csirke retina preparatumnal leirt mddszereket, a kdvetkez6 mddositasokkal. A digitalis kamerat
egy makro lencsével szereltiik fel (2 x nagyitas, CCS SE-16SMS; Firstsight Vision, Tongham, U.K.),
és a megyvilagité LED fényforrast savsziirével egészitettiik ki (620-640 nm; 3RD620-640, Omega
Optical Inc., U.S.A.). Az expoziciés id6t 100 ms-ra csOkkentettiik, és a festéket gerjeszt§
megvilagitast felvillané mdédban, az expozicids id6re korlatoztuk. Véguil a képsorok felvételének
id6tartamat 10 perce emeltiik. Kisérletenként 4, egymast kovets SD-t regisztraltunk, melyeket 15-
21 percenként valtottunk ki.

A képsorok analizise az in vitro csirke retina preparatumnal leirtak szerint tértént. A felvett SD
események koziil minden egyes kisérletbdl az elsé (SD1) és a masodik (SD2) eseményt elemeztiik
részletesen, mivel a csatolt vératdramlasi valaszok kinetikaja a két egymast kdveté eseményre
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nézve eltért, mig a harmadik és negyedik SD lefutdsa az SD2-vel megegyez8 volt.> Mivel az
RH-1838 az id6 muldsdval linedris fakulast mutatott, a 10 perces képsorokbdl kapott intenzitas
gorbéket a fakulds meredekségének és a tengelymetszetének ismeretében korrigaltuk. A
valtozasok szamszer(sitéséhez a kovetkez6 jellemzéket mértik meg: a depolarizacié fél
amplitiddénal mért idétartama, a depolarizécié és a repolarizacié kialakuldsdnak sebessége, a
hiperpolarizacié relativ amplitiuddja, és az SD terjedési sebessége. A kapott eredményeket
atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztunk, melyet tobb csoport esetén Fisher post hoc teszt kovetett (szignifikancia
kiiszobe: p<0,05).

Eredmények, és azok értelmezése

A csirke retina preparatumon tapasztaltakhoz hasonldéan, az RH-1838-al felt6ltott patkany
agykérgen is az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasdnak tranziens fokozddasa jelezte az SD-ket
(4.1.4.4bra). Az intenzitdsemelkedés az SD-re korabbrél ismert és jellemzé sebességgel??”-*! haladt
at a latétéren (e.g. SD2: 3,28+0,31 mm/min, n=6).

s aigl 605 | o s 6ss] - 70

-~

[ | S -

4.1.4. abra. Terjedd depolarizacié (SD) athaladdsa a |atotéren a fesziiltségfiiggs festékkel (RH-1838)
feltoltott patkany agykérgen. A: A zart koponyaablak elhelyezkedése a parietalis kéreg felett. B: A
koponyaablak teriiletén feltart kérgi felszint mutatd reprezentativ fotd. C: Az agykérgi fluoreszcencia
megjelenitése a képalkotd rendszerrel RH-1838 inkubaciét kdvet6en. Az SD kivaltasara hasznalt Gveg
kapillaris hegye a kép bal fels6 sarkdban latszik. Ci-1s: Reprezentativ képsor az SD optikai megjelenitésére
feszultségfiiggt festékkel. A képsort hattérkivondssal és a kontraszt optimalizalasaval kaptuk.

Az RH-1838 fluoreszcenciat a DC potencidlhoz hasonlitva megallapithatd, hogy a depolarizacio
és a repolarizacio fazisat megkozelitéleg azonos mddon jelezték (4.1.5. abra). Bar az RH-1838
fluoreszcencia szdmszerdsitve lassabb depolarizacidt és gyorsabb repolarizaciét jel6lt, az SD
id6tartama az RH-1838-ra és a DC potencialra nézve azonos volt (4.1.1. tablazat). Ugyanakkor az
SD-t kovetd hiperpolarizacié maximalis relativ kitérése RH-1838 esetén jelentGsen meghaladta a
DC potencial elvezetéssel regisztraltat (4.1.1. tablazat), és ennek fliggvényében a jel késleltetve tért
vissza az SD-t megel6z6 alapértékre (4.1.5. abra). Az RH-1838 fluoreszcencia és a DC potencial
kozott eltérés adddott az SD-t kdzvetlenlil megel6z6, révid hiperpolarizacid megjelenitésében is.
A DC potencidl megbizhatéan kirajzolta, mig az RH-1838 fluoreszcencia nem jeldlte a
depolarizaciét megel6z6, azzal elleniranyu rovid potencialvaltozast (4.1.5. abra).

-19-



dc_1649 19

4.1.5. abra. A fesziltségfligg6 festék (RH-1838)

SD1 SD2 fluoreszcencidjanak intenzitdsvaltozasa az id6
25%| flggvényében, a patkany agykérgen atvonuld
? 2 min terjed6 depolarizédcié (SD) alatt. Az RH-1838

fluoreszcenciat a DC potencidl és az agyi
vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) valtozasaval
vetettiik 6ssze. A DC potencial SD-t jel6l6 tranziens,
negativ kitérését felfelé abrazoltuk, hogy az optikai

ool

—— RH-1838 : =t ;

——— DCpotencial ; 25% jelekkel  egyirdanyba mutasson, és  azokkal

CBF Sin kdzvetlenlil 6sszehasonlithatd legyen. A kivaltott

100 %4 négy SD kozil az elsét (SD1) és a masodikat (SD2)

abrazoltuk. Az id&sorokat tobb kisérletbdl szarmazé
esemény atlagolasaval kaptuk (n=6, minden
vonaldiagrammra nézve).

A vérben taldlhatd hemoglobin nagyon erés fényelnyel6 molekula. Annak megallapitasara,
hogy a hemoglobin fényelnyelése mddositja-e az RH-1838 fluoreszcenciat, az SD-t kovetd CBF
valtozast is kiértékeltiik (4.1.5. abra). Megfigyeltik, hogy kisérleti modelliinkben, korabbi
beszdmoldkkal dsszhangban,??® az SD-ket markans, tranziens hiperémia kévette. A CBF véltozds
gorbéit ugy illesztettiik a mez6potencial-valtozast jelolé diagramokhoz, hogy megmértiik az
RH-1838 intenzitasértékeihez hasznalt ROl és az LDF szonda kozotti tavolsagot (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 megkozelitéssel a hiperémia csicsa egybeesett a
hiperpolarizaci6 minimumpontjaval (4.1.5. &bra). A szamitasok soran apré pontatlansagot
okozhatott, hogy nem tudtuk figyelembe venni az LDF szonda délési szogét (igy a szOvetet
megvilagito lézernyaldb beesési szogét), és nem tudtuk megbecsilni azt a szoveti térfogatot,
amelybél a CBF szignal ténylegesen keletkezett. Ezek figyelembevételével elképzelhets, hogy a
hiperémia csucsa a hiperpolarizacié minimumahoz képest kicsit késve jelentkezhetett.

4.1.1. tablazat. A patkany agykérgen kivaltott terjedé depolarizacié (SD) RH-1838 festékkel és DC
potenciallal kapott kinetikdjanak szamszer(sitett jellemzése.

Id6tartam (s) SD1 18.8+6.2 144 +1.6
SD2 17561 165+3.0 ?eizzgéag?édé / ?ef;:?gr:édé
A depolarizécio sebessége (%/s) SD1 38.2+135 20.5+6.6* 5O% ++ereresseh ‘._‘._‘ A depolarizacié
sD2 286+9.0 18.4+3.4* | | idotartama
A repolarizacié sebessége (%/s) SD1 -6.5+21 9.2 +1.9*%
SD2 69+2.1 05596 0% e Y. ...... ... O,
A hiperpolarizdcié amplitidéja (%) SD1 176+ 6.1 -55.6 + 13.3** 14_ A hiperpolarizacié
SD2 -148+7.8 -50.4 + 18.3** ampstiddje

Az adatokat atlagitstdev formdban adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-
analizist (ANOVA) haszndltunk (p<0,05*; p<0,01**).

Mérlegeltiik annak a lehetdségét is, hogy az RH-1838 fluoreszcencidja és a DC potencial kozotti
eltérést okozhatja, hogy a kéreg nem ugyanazon rétegét monitoroztuk. Az lveg kapillaris
elektréda hegyét a kéregbe 1,2-1,4 mm mélyre Ultettik be, de arra vonatkozdéan nem allt
rendelkezésre adat, hogy a kérgi felszinre mosott RH-1838 a kéregbe milyen mélyen penetral. Erre
a célra az egyik allat agyabdl a kisérlet végén, 1 mm vastag koronalis metszeteket készitettiink a
koponyaablak magassagdban, majd a képalkotd rendszerrel felvett fluoreszcens képeken
meghataroztuk a fluoreszcencia-intenzitast a felszinre merélegesen lefelé haladva, a kéreg teljes
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mélységében (4.1.6. dbra). A vizsgdlat megmutatta, hogy az RH-1838 a kéreg fels6, 700 um vastag
rétegében halmozddott fel, legintenzivebben a felszin alatti 100-200 um mélységl szovetréteget
jelolte.

4.1.6. abra. A fesziltségfiigg6 festék
(RH-1838) mélységi eloszlasa az agykéregben.
Egy kisérlet végén az agyat a koponyabdl
eltavolitottuk  (A), majd a képalkotd
rendszerrel rogzitett fluoreszcens felvétel
(gerjesztés: A=620-640 nm, emisszio: A>670
nm) segitségével igazoltuk a koponyaablak
helyét (B). Az RH-1838 mélységi eloszlasat egy
reprezentativ korondlis metszeten mutatjuk
be (C). A fluoreszcencia-intenzitdst a kérgi
felszinre merélegesen mértiik (D). Az RH-1838
felhalmozddasa a fels6 rétegekben a
felvételeken mar jél megfigyelheté (E).
W Méréseinket a szirkeszint alaptdl vald
eltéréseként abrazoltuk az agyfelszint6l mért
tdvolsag fliggvényében (F).

350
300
250
200
150
100

50

Szurkeszint

cortex

-50

-500 250 0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
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Eredményeink szerint az RH-1838 fesziiltségfliggs festék alkalmas az SD valds idejl, kdzvetlen
képi megjelenitésére. Az SD-t tikr6z6 RH-1838 szignal jol reprodukalhato, idedlis, magas jel-zaj
viszony jellemzi, és megfelel§ térbeli és id6beli felbontdssal rendelkezik. A legfontosabb
tulajdonsaga, hogy a DC potencialvaltozasokkal analégnak mutatkozott, ami alapjan ez az Uj
képalkotd modszer - adott korlatok kozoétt - a DC potencial elvezetésnek minden idépontban vett
két dimenzidéju megfelelGjének tekinthet6.

Megfigyeléseink jelzik, hogy az RH-1838 fluoreszcencidt a mez6potencialtdl flggetlen
folyamatok is zavarhatjak, viszont ezek silya az SD monitorozasa és a jelfeldolgozds sordn
elfogadhaté hataron beliil maradt. A festék elhagyasaval megismételt in vitro kisérleteink
bizonyitottak, hogy endogén fluoreszcens forrasok nem jarultak hozzj, illetve nem maddositottak
az RH-1838 fluoreszcenciajat. A patkdny agykérgen végzett megfigyeléseink szerint a hemoglobin,
mint fényelnyel6 molekula, viszont befolyasolta a mért RH-1838 fluoreszcenciat, hiszen a
fluoreszcens felvételeken a fényelnyelés révén a pidlis érhaldzat sotéten rajzolddott ki (4.1.4. dbra,
C panel). Ez a megallapitas azért [ényeges, mert az SD-hez egy markans, aramlasnovekedés tarsul,
ezért a hemoglobin fényelnyelése az SD soran a hiperémia kialakulasaval jelentésen novekszik,
csokkentve az RH-1838 fluoreszcencia intenzitasat. Eredményeink szerint az SD-re valaszként
kialakuld hiperémia cstcsa id6ben egybeesik az SD-t kdvet6 hiperpolarizacié fazisaval (4.1.5. dbra),
és az igy megnovekedett fényelnyelés miatt jel6l az RH-1838 joval kifejezettebb hiperpolarizaciot
illetve fokozatosabb visszatérést az alapvonalra, mint a DC potencial. A hemoglobin csokkentheti
az RH-1838 gerjesztését a megvilagitdé fény részleges abszorpcidjaval, de ugyanilyen elven az
emissziot is tompithatja. Véglil szamitasba vettik, és felvételeinkkel igazoltuk az RH-1838
kordbban mar leirt, megvilagitastdl fiiggs fakulasat.’*® Mivel a fakulds az adott id6ablakra (10 perc)
nézve linedrisnak mutatkozott, a fluoreszcencia-intenzitds fokozatos csokkenésére
matematikailag korrigaltuk a kapott gorbéket.
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Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

A kutatdkat mar régota foglalkoztatta az SD megfigyelése képalkotd eljardsok segitségével
azért, hogy az SD kisérletes modellekben valds id6ben, két képi dimenzidban megjelenithet6vé
valjon, és igy terjedésének térbeli tulajdonsagai tanulmdnyozhatdak legyenek. A korabban
kidolgozott megkdzelitések viszont olyan valtozok rogzitésével értek el eredményt, amelyek az SD-
hez tarsuld dramldsi vagy metabolikus valaszokat monitoroztak, az SD-t magat nem. igy példaul a
CBF lokalis valtozdsainak lézer-folt interferencian alapuld képi megjelenitése jol lattatja az SD
athaladasat a kérgi felszinen,122253%8 hiszen az SD-t kdvetS CBF valtozas térben ugyanugy terjed,
mint maga az SD.1?2842%8 Hasonldoképpen, az SD-vel jard, és a CBF-el jol korelldld lokalis
vérvolumen-valtozast, illetve az oxigén-felhasznalast jel6l6 hemoglobin-deszaturaciot is meg lehet
képalkotdassal figyelni.'®>*113 végiil a sejtek redox allapotat tiikroz8, a NADH autofluoreszcencidjan
alapuld képalkotd mddszert is kidolgoztak az SD kdvetésére.?53372381 B4r 3 felsorolt mddszerek
|étjogosultsaga és alkalmazhatdsaga vitathatatlan, az SD tekintetében mégis kodzvetettnek
tekintend6k, hiszen tarsuld (kor)élettani jelenségeket vizsgdlnak. A hemodinamikai valtozdk
példaul az SD megbrzott kinetikdja mellett is nagy variabilitdst mutatnak a szévet metabolikus
allapotdnak fliggvényében,'® ezért monitorozasuk nem ad az SD-re vonatkozd, megbizhaté
informaciét. Az altalunk kidolgozott, és itt bemutatott, feszilltségfligg6 festék fluoreszcenciajan
alapulé képalkotas kozvetlenil az extracellularis eredetil DC potencidlnak feleltethet6 meg. Az SD-
re jellemzé, negativ, tranziens DC kitérést a festék fluoreszcencia-intenzitasanak id6ben azonos
lefutdsu novekedése jeldli.

A feszilltségfligg6 festéket eddig a latékéreg, hallékéreg és a szomatoszenzoros kéreg
funkciondlis szervezédésének feltérképezésére haszndltak.>>130198276  Szintén  sikeresen
alkalmaztdk epilepszids gorcsaktivitds fokuszanak azonositdsara,?%30* és gatld6 GABA aktivitas
keletkezésének és terjedésének kdvetésére.**® Eredményeink alapjén ez az optikai képalkotd
eljards igéretes az agykérgi iszkémids sériilések patogenezisének tanulmanyozdasara, és kilondsen
az infarktus id6beli és térbeli névekedésének kovetésére a stroke kiilonbozé allatmodelljeiben.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:
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 valtozok szinkron rogzitése

A mez8potencial-valtozasokat monitorozé képalkoté mdédszer kialakitasat kovetGen felmerdlt
az igény a CBF egyidejli megjelenitésére, hiszen az agyi iszkémia modellezése sordn a CBF
valtozdsdnak kovetése lényeges az iszkémia mértékének és az egyes iszkémids régiok
kiterjedésének meghatarozasara. Tovabbi, fontos szempont volt az SD-ket kdveté CBF valtozas
megjelenitése.

Az agykéregben a CBF valds idejl kovetésére elterjedt moddszer a lézer-Doppleres
aramlasmérés. Ennek alapja a Doppler effektus, azaz a mikroérhalézatot megyvilagitd lézernyalab
visszaver6désekor keletkez6 frekvencia-eltolddds, amely aranyos a kozeled6 vagy tdvolodo
vorosvértestek sebességével. A mddszer megbizhatd, kivald idGbeli felbontdssal rendelkezik, de a
perfuzié térbeli eloszlasanak jellemzésére nem alkalmas. A térbeli felbontas érdekében a lézer-
Doppler elven mi{kods aramlasmérét tovabbfejlesztették, igy pdsztazd lGzemmoddban az
agyfelszinrél két dimenzids dramlasi térképeket is létre lehet hozni.??®> A pdsztdzds viszont
id&igényes, ami a mddszer idébeli felbontasat behatarolja.??

A LASCA-n alapuld aramlasmérést eredetileg kiilonb6z6 szovetek — koztiik a bér és a retina —
perfuzidmegoszldsidnak vizsgalatdra hasznéltak sikerrel, 32319375 majd kés6bb az agykérgi felszin
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aramldsviszonyainak képi megjelenitésére is kivaldéan alkalmasnak bizonyult.''?2 A képalkotas
alapjat a lézernyaldbbal megvilagitott agy felszinérél kapott szérasi interferencia képek adjdk,
melyeken a vérataramlds novekedését a kontraszt csokkenése jellemzi. A LASCA-t a lézer-
Doppleres aramlasméréssel 0Osszevetve bebizonyosodott, hogy a két mddszerrel nyert
eredmények j6l megfeleltethet6k egymasnak. Altatott ragcsalékban a bajuszingerlésre vagy CO;
belélegeztetésre kialakuld lokalis illetve globdlis aramlasnévekedés, és az arteria cerebri media
(MCA) elszoritasaval okozott dramlasesés mértéke LASCA-val mérve jol megkdzelitette a lézer-
Doppleres dramlasmérés eredményeit.’> A megfigyelésekbdl azt a kdvetkeztetést vontdk le, hogy
a LASCA megbizhaté és jol alkalmazhatd mérési eljaras, azzal az egyértelm( el6nnyel a lézer-
Doppleres mddszerhez képest, hogy kivald idSbeli felbontdsa mellett térbeli felbontast is
biztosit.'®

A kereskedelmi forgalomban lévé LASCA rendszerek (pl. PeriCam PSI System, Perimed AB,
Jarfalla, Sweden) a beépitett szoftveres hattérrel nagyon hatékonyan miikodnek,
felhaszndldbaratok, és mdra a kisérletes laboratoriumokban elterjedtek. Hatranyuk, hogy mas
optikai modalitasokkal nem, vagy nehezen integralhatdk. Ahhoz, hogy a mez6potencial- és szoveti
perfuzié-valtozasokat egylttesen meg tudjuk jeleniteni, egy a sajat kutatasi céljainkat szolgdld,
feszliltségfliggd festék fluoreszcencidjan és LASCA-n alapuld dudlis képalkotd rendszert terveztiink
meg és allitottunk Ossze.

A késGbbiekben ezt a két modalitast kibdvitettik, kihasznalva a hemoglobin fényelnyel6
tulajdonsagait. A bévités két, jol megforgalmazhatd célt szolgdlt: a hemodinamikai valtozdsok
szélesebb kord jellemzését és megértését, valamint potencidlis optikai melléktermékek kisz(irését.
Az agyi vérvolumen (cerebral blood volume, CBV) helyi valtozasainak nyomon kovetéséhez
540-550 nm hulldmhosszd  zold fénnyel vildgitottuk meg az agyfelszint.1141373% Ez 3
hulldmhossztartomany a hemoglobinra jellemzé izobesztikus pont, azaz az oxigénnel szaturdlt és
deszaturdlt forma fényabszorpcidja megegyezik (4.2.1. dbra, A panel). Az elnyelt és a visszavert zold
fény intenzitdsa tehat aranyos a vizsgadlt szovet teljes hemoglobintartalmaval, azaz a
vérmennyiséggel. Mivel a hemoglobin fényelnyelése ezen a hullamhosszon jelentds (4.2.1. dbra, A
panel), a kapott képeken az agyfelszini érhaldzat erés kontraszttal rajzolodik ki (4.2.1. dbra, B panel).
A kameraval felvett képek a visszaver6d6 fény intenzitdsat tikrozik, igy a magasabb
intenzitasértékek, a kisebb fényelnyeléssel ardnyban, a CBV csokkenésére engednek
kovetkeztetni.

A fesziltségfliggs festék (RH-1838) 620-640 nm-es, piros gerjesztési hulldmhossztartomanyat
a szaturdlt és a deszaturdlt hemoglobin nem egyforman nyeli el. A deoxigenalt forma
fényabszorpcidja magasabb az oxigendlt hemoglobinénal (4.2.1. &bra, A panel). Ez az eltérés
lehetévé teszi, hogy a megvilagitott agykéregrél visszaver6dd piros fény intenzitdsabdl a
hemoglobin oxigendltsdgara kovetkeztessiink, azaz a visszaver6d§ fény intenzitdsanak
intenzitasuak, de gyengén kontrasztosak a 620-640 nm hulldmhossz-tartomanyu fény gyenge
elnyelése miatt (4.2.1. dbra, A panel), és a véndak a deoxigenalt hemoglobin magasabb abszorpcids
tulajdonsaga révén hatdrozottabban latszanak, mint az arteriolak (4.2.1. abra, C panel). Mivel a
fesziltségfliggs festék haszndlata révén ez a fényforras a képalkotd rendszerbe beépitve eleve
adott volt, kisebb adaptacidéval a gerjesztésre és a fényvisszaver6dés alapu vizsgalatokra is
alkalmazni tudtuk. Mindezeket figyelembe véve és kihaszndlva, a z6ld és piros fény alapu
reflektancia integraldsaval a fesziiltségfiigg6 festék fluoreszcenciaja és a LASCA mellé, célunk volt
egy multi-modalis, valds idej(i, optikai elven m(ikodé képalkotd rendszer létrehozasa.
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4.2.1. dbra. A hemoglobin oxigenalt (Oxi-Hb) és deoxigendlt (Deoxi-Hb) formajanak fényelnyelési
spektruma, és a felvett képekre vonatkozo, sdvszliréssel meghatdrozott hulldmhossz-tartomanyok (A). A
visszavert fény intenzitasat (intrinsic optical signal, I0S) megjelenitd reprezentativ képeket a z6ld (540-
550 nm) (B) és a piros (620-640 nm) (C) tartomanyban, azonos latotéren vettiik fel a patkany jobb oldali
parietalis kérgi felszinérél. A képek felsé széle a medialis, jobb széle a rostralis iranynak felel meg.
Roviditések: a: arteriola, v: venula.

4.2.1. Az agyi vérataramlas képi megjelenitése lézer-folt interferencia kontraszt analizissel:
dualis képalkotas

Mddszerek

A modszertani fejlesztést az elGz6 fejezetben (4.1. fejezet) részleteiben bemutatott,
fesziltségfligg6 festékkel (RH-1838) feltoltott, patkany zart koponyaablak preparatumot
alkalmazva végeztiik (n=6). A bal oldali vena femoralisba polietilén kandilt Gltettlink be. A kisérleti
protokoll is egyezd volt: 10 perc alapszakasz felvételét kovet6en 20 percenként egymads utdn négy
SD-t valtottunk ki. A kisérleteket 1 ml levegé embdlus vénas beinjektalasaval (vena femoralis
kanilon keresztiil), a sziv megallitasaval fejeztiik be.

Az RH-1838 képalkotds is hasonld volt az el6z6ekben bemutatottakhoz (4.1. fejezet), a
kovetkezé mddositasokkal: a kameran az RH-1838 emisszid rogzitéséhez a fellilatereszt6 szlir6
helyett savszlir6t haszndltunk (3RD 670-740; Omega Optical Inc). A mintavételezési frekvenciat
2 Hz-r6l 1 Hz-re csokkentettik az RH-1838 fakuldsanak lassitasa, igy a felvételi id6 novelése
érdekében. Az alacsonyabb mintavételezési frekvencia, az SD lassu lezajlasa miatt, nem
akadalyozta az SD pontos idGbeli kovetését. Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitdsanak ergsitésére
a kamera szenzoran 2x2 pixelt egybeolvastattunk (,binning”), igy a kamera maximalis
1024 x 1024 pixel felbontasa helyett 512 x 512 pixel felbontasu képekkel dolgoztunk. A 3,8 x 3,8
mm méret(i l[atotérrél készilt képek nagyitasa 3,15 x-es volt.

Ugyanazon agykérgi felszinrél a LASCA aramlasi térképeket lézeres megvilagitassal nyertik
(Iézer didda: Sanyo DL7140-201S; 70 mW; 785 nm). A lézer diddat a tapegység (ITC502, Thorlabs
Ltd., Cambridge, U.K.) 100 mA aramerd@sséggel lizemeltette. A nyers interferenciaképeket egy
masodik CCD kameraval vettiik fel, mely m(iszaki paramétereit tekintve teljesen megegyezett az
RH-1838 fluoreszcencidjat rogzité kameraval. A két kamerat 1:1 binokularis fénynyalab elosztéval
erdsitettiik a sztereomikroszkdpra. Mindkét kamerat egy-egy erre a célra konfiguralt, Camera Link
kartyaval felszerelt (Phoenix, PHX-D24CL; Active Silicon Ltd., Uxbridge, U.K.) szamitégéphez
csatlakoztattuk, és a szamitdgépeken futd ImagePro-Plus szoftveren keresztiil vezéreltilk (Media
Cybernetics UK, Marlow, U.K.). A fényforrasok és a két kamera egyittes miikodését egy harmadik
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szamitégép idGzitette (Metrabyte DAS-20, ASYST Macmillan szoftver; Keithley Instruments Inc.,
Reading, U.K.) Ugy, hogy minden egyes mdsodpercben a piros LED 100 ms-ig villant fel az els6

« ez

« 707

fel 1 Hz-es frekvencidval. A felvett, nyers interferenciaképekbdl LASCA révén MATLAB (The
MathWorks Inc., Natick, MA, U.S.A,) vagy ImagePro-Plus szoftver kornyezetben aramlasi
térképeket nyertiink.>®°” A CBF dramlasi térképek eredeti 1024 x 1024 pixeles felbontasat az
RH-1838 képekével megegyez6 512 x 512 pixelesre csokkentettik az Osszehasonlithatdsdg
érdekében.

A képsorokbdl intenzitasértékeket tetsz6legesen, manudlisan felhelyezett ROI-k (méret: 3 x 3
pixel) segitségével mértink. A vélasztott ROl pozicidja minden egymast kovet6 képen és a két
modalitasban (RH-1838 és CBF) azonos volt. A ROI-k helyét Ugy valasztottuk meg, hogy a képeken
kirajzolddé erektSl mentes teriiletre essenek. A ROI-kbdl kiolvasott intenzitdsértékeket az id6
fliggvényében dbrazoltuk. Az adatok szamitdsa, abrazolasa és értékelése megegyezett az el6z6
fejezetben (4.1. fejezet), a patkany zart koponyaablak esetén bemutatottakkal.

Eredmények, és azok értelmezése

Bar az RH-1838 képalkotas paraméterein az eredeti mddszerekhez képest valtoztattunk, a
madositasokkal is ugyanolyan jé mindségii képsorokat kaptunk (4.2.2. dbra, A panelsor). Az SD-ket
az elvartnak megfeleléen az RH-1838 fluoreszcencidjanak tranziens, tovaterjed6 intenzitds-
fokozddasa jelezte. Az intenzitds emelkedésének maximalis kitérése a kamera szirkeszint
skaldjan, SD1 esetén 142,9+34,0 gl érték(i volt, amely az SD-t megel6z6 alapérték 8,10+1,8 %-
anak, a kamera 12-bites (0-4095) sziirkeszint skaldjan 3,5 %-os novekedésnek felelt meg.

Az RH-1838 képsorokkal id6ben szinkron képzett, monokréom CBF térképek jol szemléltették az
aramldsnovekedést, amelyet a sziirke vildgosabb drnyalatai jeloltek. Az SD RH-1838-al
megjelenitett hulldmfrontjadhoz képest a hiperémia kis késéssel alakult ki és csengett le, és
diffazabb formaban jelent meg (4.2.2. dbra, B panelsor). A LASCA aramlasi tréképek térbeli
felbontdsa és jel-zaj aranya kielégitének bizonyult, és megfelelt a mddszer kordbban kozoélt
jellemz8inek.1>408

4.2.2. dbra. A terjedd depolarizacidval (spreading depolarization, SD) jaré mez&potencial-valtozasok és a
csatolt vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) valasz egyideji képi megjelenitése fesziiltségfiiggd,
fluoreszcens festék (RH-1838) (A) és lézer-folt interferencia kontraszt analizis (laser-speckle contrast
analysis, LASCA) (B) segitségével. A nativ, anatdmiai viszonyokat bemutatd képeket (A és B) kovetd
reprezentativ sorozatokat (Ai1.7 és B1.7) hattérkivonassal kontrasztositottuk. Az A panel bal alsé sarkaban
lathato szaggatott vonal és nyil az SD hulldmfrontjat, és a terjedés iranyat jelzi.

Az SD és a hozza kapcsolddd CBF valaszreakcid id6beli kapcsolatat tobb korabbi tanulmany
vizsgalta kisérleti korilmények kozott ragesald agykéregben fizioldgias, illetve iszkémias
kortilmények kozott. A legkorabbi kutatdsok soran az SD-t K*-szenzitiv mikroelektrédaval
regisztraltak, a valaszul kialakulé CBF véltozésra [**Clbutanol vagy [**C]jéd-antipirin i.v. bdlus
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infUzidja utan, az in situ gyorsfagyasztott agybdl készilt metszetek felhaszndlasaval,
autoradiografids médszerrel kévetkeztettek.'>® A késébbiekben lézer-Doppleres dramlasméréssel
hatdroztdk meg az SD-t kdvetd CBF valtozast, DC elvezetéshez vagy szoveti kalumszint-méréshez
tarsitva.1#228% Végil a CBF megjelenitésére kidolgozott LASCA mddszert is alkalmaztdk SD
modellekben ®&nmagéban,’>**® mas optikai jelek regisztraldsaval kombinalva,*34% vagy
intrakortikalis elektréda hasznélata mellett.3** A felsorolt megkézelitések egyike sem alkalmas
arra, hogy a szbveti depolarizaciot és az ehhez tartozé CBF valaszreakcidt akar tébb, tetszéleges
kérgi pozicioban és id6pontban, térben és id6ben teljesen szinkron monitorozza. Az itt
bemutatott, laborunkban kidolgozott mddszer |ényeges elGrelépés az SD és a hozzda tarsulé CBF
valtozas pontos térbeliségének és id6beliségének meghatarozasara, mivel az RH-1838 és CBF
képparok a [atotér barmely teriletén és barmely id6pontban, megfelels id6beli és két dimenzids
térbeli felbontdssal mutatjak be a csatolas jellegét.

Lényeges el6nyt jelent a belltetett elektrédakkal, rogzitett CBF szenzorokkal szemben, hogy a
képsorokon utdlag jel6lhet6 ki tetsz6leges ROl a [atotér kivalasztott teriiletein. Amellett, hogy igy
a latétérben kirajzolddo erek elkeriilésével j6 megkozelitéssel a parenchyma aramlasviszonyait
monitorozhatjuk, ez a tulajdonsag kiilonos jelentéséggel bir iszkémia vagy TBI allatmodelljeinek
esetén. A felvételeken megadott ROI-k lehet6vé teszik az SD-CBF kapcsolat dsszehasonlitdsat
eltér6en perfundalt szoveti zénakon, illetve kiilondsen el6nyodsek akkor, amikor a spontan
kialakulé SD-k kiindulasi pontja és terjedési tulajdonsagai (pl. a terjedés iranya, sebessége, a
hullamfront egyenetlenségei) elére nem jésolhaték meg. Késébbi munkank soran hatékonyan
haszndltuk ki ezt a mddszertani adottsagot a patkanyban modellezett globalis és (multi)fokalis agyi
iszkémia soran létrejové SD-k tanulmanyozasara (5. fejezet).

A ROI teriletérdl kiolvasott intenzitasvaltozasokat az id6 fliggvényében dbrazoltuk (4.2.3.
abra), és azt allapitottuk meg, hogy a LASCA-val kapott, SD-hez csatolt CBF véltozasok Iényegében
megfeleltethetSek a kordbban ugyanebben a modellben, |ézer-Doppleres eljarassal mérhet6knek
(4.1.5. abra). SD1 estén szembetlin6 az SD-vel szinkron kialakuld hiperémia, majd az azt kévet6,
hosszan elh(zddd oligémia. Az ismételten kivaltott SD-khez (pl. SD2) tarsulé CBF valtozas a
varakozdsoknak megfelel6en az SD1 utani oligémidrdl indult, és a hiperémia utan oda is tért vissza
(4.2.3. abra). Mas modellekben gyakori, hogy az SD1-hez csatolt dramlasi védlasz elsG, hiperémiat
megel6z8 fazisa egy révid ideig tartd, kismérték( hipoperfuzid.'® A CBF vélaszreakcidnak ezt a
korai komponensét a kisérleteink soran kialakitott zart koponyaablak preparatumban sem lézer-
Doppleres, sem LASCA-alapu aramlasméréssel nem tapasztaltuk.

4.2.3. abra. A fesziltségfiggd festék
(RH-1838) fluoreszcenciajanak
intenzitasvaltozasa (kék), és a LASCA-val
monitorozott, csatolt vérataramlasi (cerebral
blood flow, CBF) valasz lefutdsa (narancs) az
id6 fuggvényében, a patkany agykérgen
atvonuld terjed6 depolarizacié (SD) alatt. A
kivaltott négy SD kozll az els6t (SD1) és a
masodikat (SD2) abrazoltuk. Az id&sorokat
4 min ] tobb  kisérletb6l szarmazd események
R atlagolasaval kaptuk (n=6, minden
vonaldiagrammra nézve).

25%

100 %
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Az RH-1838 és LASCA alapu képalkotas kilonodsen alkalmas az SD és a csatolt CBF valtozas
id6beli kapcsolatanak pontos tisztazdsara. Ennek szemléltetésére egy latotérben két ROI-t vettiink
fel; az SD kivaltasi helyét6l mérve a ROI1 kozelebb, 2,0 mm-re, a ROI2 tdvolabb, 2,5 mm-re
helyezkedett el. A ROI1-re nézve a CBF vdltozds az SD-hez képest 21,3+5,9 mdasodperccel késett,
mig a ROI2 esetén a késés 13,515,5 masodpercre csokkent (n=6, p<0,04). Méréseink azt sejtetik,
hogy az SD terjedése sordn a csatolds id6belisége nem allandd; az SD fékuszatél tavolodva az SD-
t kovet6 CBF valtozds rovidebb latencidval alakulhat ki az SD-hez képest. Az ilyen és ehhez hasonld
jellemzG6k az itt bemutatott dudlis képalkotas révén érhetbk tetten.

Mint minden kisérleti mddszernek, a bemutatott dudlis képalkotasnak is vannak korlatai. Bar
LASCA alapu CBF térképeket intakt vagy elvékonyitott koponyacsonton keresztil is létre lehet
hozni,’>?3 az RH-1838 bemosdsdhoz és fluoreszcencidjanak akaddlymentes regisztraldsadhoz
koponyaablak kialakitasa és a dura eltdvolitasa sziikséges. Ennek egyik kovetkezménye, hogy a
megnyitott koponyacsont héveszteséget okoz, ami miatt az agykéreg hdémérséklete a
fiziolégidasnal valamennyivel alacsonyabb értéket vesz fel. Kisérleteinkben a koponyaablakba
beépitett h6mérd szerint az ablakot megt6lté aCSF 35 °C-os volt, mig a testhGmérsékletet rektalis
hémérdvel visszacsatolt melegitéparndval 37 °C-on tartottuk. Ez az enyhe kérgi hipotermia
iszkémias allapotokban neuroprotektiv tulajdonsagu lehet,*?* bar az SD kialakuldsara, ugy tlinik,
nincs szamottevd kihatdssal.?*® Egy masik, a preparatumban potencidlisan neuroprotektiv
korilmény lehet, hogy a koponyaablakon normoglikémias és oxigendlt aCSF-et dramoltattunk at,
mely enyhén kompenzdlhatja a létrehozott iszkémidt. Mindezeket figyelembe véve, a
koponyaablakot iszkémids modellben alkalmazva az SD-k feltételezett neurodegenerativ hatdsa
mérsékeltebb lehet a redlisan elvarhatonal.

Egy masik megfontoldsra érdemes korlilmény az, hogy az optikai jelek a kéreg milyen
mélységébdl szarmaznak. A fény annal mélyebbre hatol a szovetbe, minél szélesebb a
hulldamhossza. A rendszeriinkben a LASCA-hoz hasznalt 785 nm hulldamhosszu, kozel infravoros
lézer fény korabbi megfigyelések szerint kdrilbelll 500 pm mélyre jut le a kéreg felszine alad.?”> Az
el6z6 fejezetben megadllapitottuk, hogy az RH-1838 a kéreg fels6 700 um vastag rétegében
halmozddik fel, legintenzivebben a felszin alatti 100-200 um mélységl szovetréteget jeldli
(4.1.6. dbra). A hozza tartozd gerjeszté piros fény (A=620-640 nm) becsilt Utja a kéregben
maximum 300-350 um lehet, tekintve, hogy a fentebb emlitett kdzel infravords fény (A=780 nm)
0,5 mm mélyre jut le, mig az 543 nm hulldmhosszu z6ld fény ennek az Utnak csak a felét teszi
meg.?” Ezek alapjan nem zarhatd ki, hogy a képalkotdssal nyert mezépotencial és CBF szignal nem
teljesen azonos kérgi mélységhdl szarmazik. Ennek a kortilménynek akkor van jelentG6sége, ha az
SD a kéreg kiilonb6z6 rétegeiben eltéré mddon terjed, és a csatolt CBF valaszreakcidonak ennek
fliggvényében eltéré a kinetikdja. Az SD rétegfliggd terjedésére egy korabbi tanulmanyban a kéreg
kiilonboz6 mélységeibél elvezetett DC potencidl kinetika hozott példat. A tlszarassal kivaltott SD-
k kozil volt olyan esemény, mely a patkdny agykéregnek csak az 1200 um feletti rétegeiben
terjedt, illetve olyan SD-t is regisztréltak, amely csak a 800 pum alatti széveti zéndban jelent meg.3®
Az esetek tObbségében azonban az SD terjedésében a teljes kéreg mélysége egységesen részt
vett.3%® Osszefoglalva, optikai képalkotd rendszeriink tehat a szévet felszini, hozzavet6legesen
300-500 um vastag rétegérél, az ebben a szoveti savban terjedd SD-krél szolgaltat megbizhatd
informaciét.
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4.2.2. Az agyi vérvolumen és hemoglobin deszaturacid lokalis valtozdsainak nyomon
kovetése: multi-modalis képalkotds

Hattér

A képalkotd eljards tovabbfejlesztése a CBV és a hemoglobin szaturaciéjanak a
mez6potencidllal és CBF-el szinkron megjelenitésére, illetve lehetséges optikai melléktermékek
kiszlirésére iranyult. A vizsgalat targyaként a keringés hirtelen szivmegallaskor bekdvetkezé
ledllasat, és a par perces késéssel jelentkez6, spontan kialakuld SD jelenségét valasztottuk. A
modell elénye, hogy a keringés ledllasa markans, jél reprodukdlhaté hemodinamikai valtozast
okoz a szOvetben, amely lehetGséget teremt az optikai jelek megfelelS értelmezésére. A spontan
kialakuléd SD tovdbbd megjeleniti az iszkémias mag régidban, vagy anoxias szovetben lezajld
jelenség lefolyasat.

Moddszerek

Him, feln6tt Wistar patkanyok (500-560 g) parietalis kérge felett a fentebb bemutatottak
szerint készitettlik zart koponyaablakot (n=10) (Isd. 4.1.2. fejezet). A bal vena femoralis-ba
polietilén kanilt helyeztiink, hogy a kisérlet egy kés6bbi, meghatarozott szakaszaban 0,5 ml
leveg6 vagy 1 M KCl beinjektalasaval hirtelen szivmegallast idéztlink el6. A bal arteria femoralis-t
is megkanilaltuk az artérids koézépnyomas (mean arterial blood pressure, MABP) invaziv
mérésére. A kérgi szbvetet a bedllitott protokoll szerint fesziltségfliiggs festékkel (RH-1838)
toltottik fel (Isd. 4.1.2. fejezet) (n=6). Kontrollként aCSF-et keringettiink a koponyaablakban az
RH-1838 oldat feltoltésével megegyezd aramlasi sebességgel (n=4).

A kisérletek soran 20 perces képsorokat rogzitettiink ugy, hogy 10 perces alapszakasz felvétele
utan okoztunk hirtelen szivmegallast. A 10 perces alap els6 5 perce utan az aCSF keringetését a
koponyaablakban ledllitottuk, és a koponyaablak kivezetd csovét elzartuk. A zart folyadéktér
megakaddlyozta, hogy a szivmegallast kovet6 agyi 6déma miatt az agyfelszin szamottevéen
kimozduljon a kameradk fokuszabol (szabad kivezet6 nyilasi koponyaablakban az agy
kidagaddsanak a nyomdas nem szab kell6 hatart, és a kamerak rogzitett fokusztavolsaga valamint
az agyfelszin kidomborodasa miatt a felvett képek életlenekké valnak).

Az RH-1838 és CBF képalkotast a fentebbiek szerint végeztik (4.2. fejezet). A CBV relativ

valtozasainak becslésére a latéteret felvilland zold LED fényforrdssal vilagitottuk meg,
masodpercenként 100 ms hosszan (csucs-hulldmhossz: 530 nm, SLS-0304-A, Mightex Systems,
Pleasanton, CA, U.S.A.). A LED elé optikai sdvsz(rét helyeztiink a hemoglobin izobesztikus pontjara
fokuszalva (540-550 nm, 3RD540-550, Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.). A visszaver6dd
z6ld fény alapjan a masodik, LASCA-ra hasznalt kamera készitett képsorokat 100 ms-os expozicids
id6kkel.
LED-et hasznaltuk (maximalis intenzitashoz tartozé hullamhossz: 625 nm; SLS-0307-A, Mightex,
Pleasanton, CA, U.S.A.) 620-640 nm-es savsz(lir6vel (620-640 nm; 3RD620-640, Omega Optical Inc.,
U.S.A.) kiegészitve. A visszavert piros fény alapjan a masodik kamera készitett képeket (az elsé
kamera az RH-1838 fluoreszcencia felvétele miatt sdvszlrével volt felszerelve). A megyvilagitas a
piros LED esetében is felvillané Gzemmadban tértént masodpercenként 100 ms-ig (ami egyezett
hogy elkeriljiik a piros 10S képek kiégését.

A kialakitott multi-modalis képalkotd rendszer tehat egy sztereomikroszkdpbol (MZ12.5, Leica
Microsystems UK Ltd., Milton Keynes, U.K.), az ehhez csatlakoztatott két kamerdbdl (Pantera
1M30, Dalsa, Grobenzell, Németorszag), a két LED fényforrasbdl (Mightex, Pleasanton, CA, U.S.A.),
és egy lézer diddabdl allt (Sanyo DL7140-201S; 70 mW; 785 nm). Az eszkdzok egylittes,

-28-



dc_1649 19

Osszehangolt miikodését harom szamitogép vezérelte (4.2.4.3&bra). Az els6 kamera csak az
RH-1838 fluoreszcenciat rogzitette, a jel erGsitése érdekében 2 x 2 binning modban (képek
mérete: 512 x 512 pixel, azaz 3,8 x 3,8 mm; térbeli felbontds: 7,42 um). A masodik kamera 1 x 1
binning mellett, a kamera maximalis képfelbontasat kihasznalva vette fel a LASCA, a zold, illetve
piros 10S képeket (képek mérete: 1024 x 1024 pixel, azaz 3,8 x 3,8 mm; térbeli felbontas:
3,14 um). Ebben az esetben a maximdlis felbontasra a LASCA érdekében volt szilkség. A képek
felbontdsat feldolgozds utan 512 x 512 pixelre csokkentettilk, hogy az RH-1838 képekkel
kozvetlenll 6sszehasonlithatdak legyenek. Mivel a két kamera egyazon sztereomikroszképhoz volt
rogzitve, a felvételeket ugyanarrdl a latotérrél, azonos nagyitassal készitették. A kamerdakat egy-
egy ImagePro-Plus szoftverrel elldtott Kamera Link kartyan (Phoenix, PHX-D24CL; Active Silicon
Ltd., Uxbridge, U.K.) keresztll csatlakoztattuk a szamitégéphez. Az eszk6zok 6sszehangolt
mUkodését egy harmadik, input/output kapacitassal és két digitalis/analdg csatornaval rendelkezé
szamitogép vezérelte (Metrabyte DAS-20, ASYST Macmillan szoftver alatt futtatva; Keithley
Instruments Inc., Reading, U.K.). A vezérl6 szamitdgép TTL szignalok segitségével kommunikalt a

< sz

KEPSOROK ROGZITESE

SrelpliclsSell | Kamera 1 i Kamera 2| [Sz&luliGlo)

Mightex "’ Kamera Kamera m

szoftver Link kartya [ Link kartya

* t LASCA
RH-1838 TTLszignal i} TTL slzignal Z61d 10S
1

Piros 10S

Id6zitést vezérld
szamitégép
TTL szignal TTL szignal

2 \4
LED Lézer
vezeérlé vezerlé
H ]
[LED-ek| [Lézer dioda]
MEGVILAGITAS

4.2.4. dbra. A multi-modadlis képalkoto rendszer alkotéelemi, és azok , kapcsolasi” rajza. Roviditések: 10S:
visszavert fény (intrinsic optical signal), IPP: ImagePro-Plus szoftver, LASCA: |ézer-folt interferencia
kontraszt analizis (laser speckle contrast analysis), RH-1838: feszlltségfiiggs festék fluoreszcencidja

A fényforrasok és a kamerak expozicidéjanak dsszehangolasat ugy allitottuk be, hogy mind a
négy modalitasrdl (RH-1838, LASCA, z6ld I0S és piros 10S) masodpercenként egy felvétel késziiljon
(4.2.5.dbra), tehat a mintavételezési frekvencia minden modalitdsra nézve 1 Hz volt. A
fényforrasokat a preparatum koril ugy rendeztiik el, hogy a fénynyaldbokat egymassal atfedésben
a koponyaablakra fékuszaltuk. A megvilagitds egyenletességét a felvételek megkezdése el6tt
szamitégép-képernydn, valds id6ben, az ImagePro-Plus szoftver segitségével ellendriztik.
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Lézer didda Piros LED Zold LED

(785 nm) (620-640 nm)  (540-550 nm) 4.2.5. abra. A fényforrasok

és a kamerdk expozici-
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] n —

Az intenzitds-adatok kiolvasdsa és feldolgozdsa megegyezett a fentebb leirtakkal
(4.2.1. fejezet), azzal a kilonbséggel, hogy a kivalasztott ROI-kat most a négy, egymassal szinkron
készillt modalitason alkalmaztuk (mez6potencial, CBF, CBV, hemoglobin-szaturacid).

Kihaszndlva a zold 10S képek erds kontrasztjat, lehetGséglink nyilt a pialis arterioldk
atmér6jének mérésére is. Az ératméré-valtozasok analiziséhez 250 s hosszu képsorokat jeldltiink
ki agy, hogy a szivmegallas utan, spontan jelentkez6 SD a szekvencia kozepére essen. Az
analizishez a zoéld 10S képek eredeti, maximalis felbontasat (1024 x 1024 pixel) vettik alapul. A
képek tovabbi feldolgozadsat és magat az érdtmér6-mérést ImagePro-Plus szoftverben végeztiik.
Az analizishez jellemz&en 60-100 um alapatmérdgjli pialis arterioldk eldgazdsmentes szakaszat
valasztottuk. A teljes latéteret lefedd képekbdl kivagtuk a kivalasztott érszakaszra esé teriletet,
és ugy forgattuk, hogy az érszakasz a képerny6n vizszintesen jelenjen meg. A hattér normalizaldsa
utan, a sotét ér és a vildgos hattér kontrasztjanak érzékelése alapjan egy ImagePro-Plus-ban irt
macro szamitotta minden egyes képkockdra nézve az ératmérét.

Eredmények, és azok értelmezése

A felvett képsorokbdl nyert optikai intenzitasvaltozasok alapjan a kisérleteknek 6t, egymast
kovetd fazisat kulonitettlik el. Ezek sorrendben a kévetkez6k: az alap szakasz (a felvételek elsé
5 perce, azaz 300 s); hirtelen szivmegallas; a keringés révid, atmeneti visszatérése; SD; és az SD-t
kovetd, post mortem valtozasok (azaz a felvételek utolsd, ~6,5 perce, pontosan 400 s). Az optikai
jelek valtozasait és a megadllapitott fazisokat a 4.2.6.abra szemlélteti. Az attekinthet6ség
érdekében az ot fazisra vonatkozd eredményeket a tovabbiakban kilén elemezzik és
értelmezziik.
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4.2.6. abra. Reprezentativ képsorok a hirtelen szivmegallas (cardiac arrest, CA) és a terminalis, terjedd
depolarizacié (spreading depolarization, SD) alatti valtozasok szemléltetésére a négy, parhuzamos
modalitdssal. Ai-a és Ax: a feszlltségfiiggd festék (RH-1838) fluoreszcencidjanak mezGpotenciallal
Osszefligg6 intenzitds-valtozasa; Bi-a és Bk: a szoveti vérvolumennel korreldlé, visszaver6dé
fényintenzitas (intrinsic optical signal, 10S) zold megvilagitds (A=540-550 nm) mellett; Ci-4 és Cx: a
hemoglobin deszaturaciojat jelzd 10S piros (A=620-640 nm) megvilagitas mellett; D1-4 és Dx: lézer-folt
interferencia kontraszt analizissel (LASCA) nyert agyi vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) térképek.
A bal széls6, szamozatlan felvételek (A, B, C, D) a latéteret mutatjak be a négy modalitds tekintetében
roviddel az RH-1838 inkubaciot kdvetGen. A nyillal jel6lt kor az intenzitds-valtozasok kiolvasdsara
kivalasztott, érdeklédési teriiletet (region of interest, ROI) illusztralja. Az Ai.a, Bi-a4, és Ci-4 képeket
hattérkivonassal, és a kontraszt fokozasaval kaptuk. A CBF térképek (Di-i) képsorait 7 pontos
mozgdatlaggal simitottuk. A monokrém kamerak altal készitett fekete-fehér felvételeket a B, C és D
sorozaton szoftveresen pseudo-color alkalmazasaval szineztiik. A D sorozat képein melegebb szinek
jeldlik a magasabb daramlasi viszonyokat. Az A1-4 képek jobb alsé sarkaban jel6lt id6t a szivmegallashoz
képest tiintettik fel. A jobb szélen bemutatott grafikonok (A, Bk, Ck, Dk) az eredeti, nyers képekbél a ROI-
val kiolvasott intenzitas-valtozasok kinetikajat dbrazoljak. A sziirke arnyalt savok a felvételek kdvetkezd
fazisait kulonitik el: (a): alap szakasz, (b): hirtelen szivmegallds, (c): a keringés rovid, atmeneti
visszatérése, (d): SD, (e): az SD-t kovetd, post mortem viéltozasok. A szdmozott, fliggbleges, szaggatott
vonalak a bemutatott képek mintavételi helyét adjak meg (a szdmok a reprezentativ képek jelolésében
az also indexének felelnek meg); a folytonos, fligg6leges vonal a hirtelen szivmegallast (CA) jelzi. Az
intenzitasvaltozasokat az 6sszehasonlithatdsag érdekében relativ formaban fejeztik ki.

Az alap szakaszban meghatdroztuk az RH-1838 festék fakuldsat, és ennek lehetséges hatasat a
z6ld és piros I0S intenzitasara. Utdbbi feltételezésiink abbdl indult ki, hogy az RH-1838 fakuldsa
vagy kimosddasa révén maga a festék kevesebb fényt nyel el, igy az RH-1838 fluoreszcencidjanak
gyengiilésével az 10S intenzitdsdnak elviekben emelkednie kell. Az optikai jelek fokozatos
intenzitdsvaltozasat az alap szakaszra (1-300s) szamitott meredekséggel jellemeztiik, és a
képeken mért sziirkeszint egy percre vonatkozo eltéréseként adtuk meg (gl/min; atlagtstdev).
Varakozasainkkal és kordbbi eredményeinkkel (4.1.1. fejezet) 6sszhangban az RH-1838 intenzitasa
fokozatosan, linedrisan csokkent (-2,91+0,74 gl/min; 4.2.7. dbra). Ugyanakkor a piros és a z6ld 10S
meredeksége ugyanazon szakaszon az RH-1838-hoz hasonld nagysagrendli, de pozitiv
iranyultsagu volt (5,43+0,67 és 6,07+1,58 gl/min, piros és z6ld 10S; 4.2.7. dbra). Osszehasonlitésul,
azokban a kisérletekben, amelyeknél az RH-1838-at elhagytuk, a piros és zold 10S intenzitdsa
egyenletes, vdltozatlan maradt az alap szakasz alatt. A megfigyelések alapjan arra
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kovetkeztettiink, hogy az RH-1838 fluoreszcencidjanak gyengiilése (fakulas vagy kimosddas révén)
a piros és zold 10S intenzitdsanak progressziv fokozéddsdhoz vezet. Ezek alapjan a kisérletek
kés6bbi szakaszaira vonatkozdé 10S intenzitasvaltozdsokat, az alap szakaszra megallapitott
meredekséget (és tengelymetszetet) felhasznalva, minden egyes regisztratum feldolgozasa soran
korrigaltuk.

A Alap szakasz Post mortem szakasz B Alap szakasz Post mortem szakasz
(1-3005) (801-1200s5) 20 (1-3005) ) (801-12005)
]
RH-1838 - = [ ]RH-1838 -
RH-1838 é 15 Il RH-1838 +
5 50 gl I Piros 10S ]
RH-1838 + =
e S o . I Z6!d 108 !
2" | . L
Piros 10S = 4 ? % %
108 [—\\i“ $ 5| & &
100 gl 3 2 =
S 0
108 —
200 g 2min 5 !
ZR10% 4 ' n= 4 6 6 6 4 6 10 10

4.2.7. abra. Optikai intenzitas-valtozasok a kisérletek alap és post mortem szakaszaban. A: A
reprezentativ vonaldiagramok az optikai jelintenzitdsokat szemléltetik egy kivalasztott kisérlet sordn. A
torés el6tti, alap szakasz a nyers, korrekciotdl mentes allapotot abrazolja. A felvételek toérést kovetd,
teljes hosszan, az alap szakaszra szamitott meredekséget és tengelymetszetet felhasznalva, linedris
korrekciot hajtottunk végre; a bemutatott diagramok térést kovetd szegmense tehat a korrigalt adatsort
abrazolja. B: Az oszlop diagram a nyers alap és a korrigalt post mortem szakaszra vonatkozé meredekség-
értékeket (atlagts.e.m.) tlinteti fel az A panelen sziirke hattérrel kiemelt id6tartamokra vonatkoztatva.
Roviditések: gl: sziirkeszint (gray level), 10S: visszavert fény (intrinsic optical signal), RH-1838:
feszultségfuggd festék fluoreszcencia-intenzitasa (a roviditést kovets negativ jel a festékmentes, a pozitiv
jel a festékkel inkubalt kisérleteket kilonbozteti meg).

A kisérletek masodik szakaszaként a szivmegallassal egyittjard valtozdsokat hatarroztuk meg
(4.2.6. abra). Az 1 M KCl oldat intravénas injektalasaval kivaltott szivmegallast a MABP meredek
esése igazolta (8243 Hgmm-rél 1243 Hgmme-re, azaz a toltési nyomdsra). A vérnyomasesést
kdvetve a pidlis arterioldk dtmérGje szdmottevéen csdkkent (6815 um-rél 4513 um-re; 4.2.8. és
4.2.9. dbra), de az erek lumene nem esett 6ssze. Ez azt jelzi, hogy a pidlis arterioldk lumene az
arterioldk jelentés miogén ténusa miatt kicsi toltési nyomas mellett is megtartott. A legkisebb
ératmér6t a szivmegallashoz képest 7,5+0,7 s késéssel mértik. A vérnyomas és az arteriolak
atmérdjének csokkenését kovetve a CBF is fokozatosan esett (4.2.9.&bra). Az arteriolak
kaliberének szivmegallassal 6sszefliggd valtozasara tobb, lehetséges magyarazatot mérlegeltiink.
Egyrészrél felvetettiik az aktiv vazokonstrikcid lehetGségét, masrészt fontoldra vettiik az arteriolak
passziv ératméré-csokkenését.

A kalium extracelluldris koncentraciéjanak 20 mM-t meghaladé emelkedése markans
érdsszehlzédast okoz.?'* Mivel az anoxids allapotokban kialakulé SD sordn az extracelluldris
kdlium koncentraciéja joval meghaladja a 20 mM-t,° feltételezhetd, hogy az eseményhez
vazokonstrikcié tarsul.3** Azonban az ératméré itt megfigyelt csdkkenése tdbb, mint egy perccel
megel6zte az SD-t, igy az SD-vel jaro kadliumszint-ndvekedés nem hozhato kapcsolatba az arteriolak
szivmegallast kdvet6 besz(kiilésével.

Felmeril annak a lehetGsége is, hogy a sziv megdllitasa céljabdl, vénasan beadott KCl az agyi
érhaldzatba jutva fejtett ki érdsszehuzd hatast. Ennek azért kicsi a valdszinlisége, mert ha
embolizacidval, levegé bejuttatasaval allitottuk meg a szivet, a pidlis arteriolak atmérGjének
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csokkenését ugyanugy megfigyeltlik, tehat a keringésbe juttatott KCl hianyaban is reprodukalhaté
volt a jelenség. A legvaldszinlbb elképzelés szerint a pialis erek a vérnyomds és az aramlas
hirtelen, drasztikus csokkenésének kovetkeztében kdvették a nyomas- és dramlasi viszonyokat.

A szivmegallas soran az 10S és RH-1838 optikai jelekre nézve a kdvetkezd megdllapitasokat
tettik. A vérnyomas, a CBF és az arteriolak atmérdjének csdkkenésével a zéld 10S intenzitdsa
jelentdsen, atlagban 297128 gl-el emelkedett (4.2.6. abra). Mivel a z6ld megvilagitas a hemoglobin
izobesztikus pontjat (A=540-550 nm) célozta, a zo6ld 10S intenzitdsanak fokozédasa a CBV
csokkenését jelezte.”®>* Ezek alapjan elmondhatd, hogy a kisérletinkben kivaltott
kardiovaszkularis elégtelenség kovetkeztében, az agyi erek lumenatmérdjének csokkenésével
0sszhangban a CBV is csdkkent.

4.2.8. abra. Egy pidlis arteriola
atmérdjének szivmegallassal
Osszefiigg6 csokkenése (B), és a
vorosvértestek kés6bbi  aggre-
gacidja (C) zold megvilagitasnal
késziilt, reprezentativ felvétele-
ken. A képek bal alsé sarkaban
jelolt id6t a szivmegallashoz ké-
pest tlintettlk fel.

A piros 10S intenzitdsa — a zoélddel ellentétben — a szivmegallast kovetéen meredeken csdkkent
(-46%7,6 gl; 4.2.6. dbra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a CBV valtozdsa piros megyvilagitas
mellett elenyész6 mértékben jarul hozza az I10S intenzitasahoz, valdszinlileg azért, mert az adott
hulldmhossztartomanyban (A=620-640 nm) a hemoglobin fényelnyelése igen alacsony a z6ld
tartomanyhoz (A=540-550 nm) képest (4.2.1.4&bra). Azonban 620-640 nm hulldmhosszon a
deszaturalt hemoglobin fényelnyelése ardnyaiban szamottevéen meghaladja az oxigenalt
hemoglobinét (4.2.1. abra), igy szivmegallas utan a piros 10S intenzitdsdnak hirtelen esése nagy
valdszinlséggel a deoxigendlt hemoglobin aranyanak emelkedését, azaz a hemoglobin
deszaturdcidjat tikrozi.

A piros 10S intenzitdsanak csokkenésével parhuzamosan, a neuronadlis transzmembran-
potencialtdl fliggetlenil, az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitdsa is mérséklédott a szivmegallassal
(-18+4,1 gl; 4.2.6. abra). Lényeges megjegyezni, hogy a piros fény (A=620-640 nm) az RH-1838
gerjeszté hulldmhossza. Amennyiben a gerjeszt6 fényt a deszaturdlddé hemoglobin egyre
hatékonyabban nyeli el (ahogy azt a piros I0S mutatta), kisebb intenzitas jut a festék gerjesztésére,
ami gyengébb fluoreszcenciat vonhat maga utan. A fluoreszcencia mérséklédéséhez hozzajarulhat
azis, hogy a deszaturalt hemoglobin a fluoreszcencia hulldmhossztartomdanyaban (A=670-740 nm)
is elnyeli a fényt (4.2.1. abra). Osszegezve: a fesziiltségfiiggd festék fluoreszcencia-intenzitasat a
mez6potencidl-valtozasoktdl fliggetlenll gyengitheti a hemoglobin deszaturacidja. Ez az SD-k
detektalasat azonban nem befolydsolja szamottevGen, hiszen a hemoglobin teljes deszaturacidja
az RH-1838 fluoreszcencidjaban <20gl intenzitasesést okoz, mig az SD ~140gl
intenzitasemelkedéssel jar (Isd. 4.2.1. fejezet).
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128 1 (j) sD 4.2.9. dbra. A szisztémds és agyi keringés élettani
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0 30 60 90 120 150 180  szivmegallast. A szlirke sav az SD id6tartamat jeloli. Az
1d5 (s) adatokat atlagtstdev formdaban abrazoltuk (n=10).
Roviditések: CBF: agyi vérataramlas (cerebral blood

flow).

Koralbelll fél perccel a szivmegallas utan (34,64,5 s) a MABP, az arteriolaatmérgk, és a CBF
rovid idGre ismét emelkedett (4.2.6. és 4.2.9. dbra), melyet a keringés atmeneti visszatéréseként
értelmeztiink. Azt feltételezziik, hogy a vénasan beinjektdlt, magas koncentraciéju KCl a szivet
elérve azonnal megallitotta a sziv m(ikodését, de az ingerképzd rendszer kis id6 elteltével még
néhany szivosszehuzddast kivaltott, miel6tt a sziv pumpafunkcidja teljesen megsziint.

A jelenséggel parhuzamosan az optikai jelintenzitasok csdkkentek. A z6ld 10S intenzitdsanak
hirtelen, szdmottevs esése (172,5+23,7 gl; 4.2.6. és 4.2.10. dbra) legnagyobb valészinliséggel a CBV
atmeneti emelkedését jelezte, amely értelemszerlien kovetkezik a MABP, az arterioladatmérg, és
a CBF ebben az id6ben tapasztalt novekedésébdl.

A piros |0S és az RH-1838 fluoreszcenciajanak intenzitasa kisebb mértékben ugyan, de szintén
gyengiilt (piros 10S: -87,4+12,6 gl, RH-1838: -36,8+8,8 gl; 4.2.6. és 4.2.10. dbra). Ugy gondoljuk,
hogy az agyi érhalézatban megrekedt vérben a hemoglobin erre az id6épontra mar teljes
mértékben deszaturalddott, igy a keringés visszatérésekor az oxigenalt forma minimalisra
csokkent. llyen feltételek mellett a hemoglobin deszaturacidéja mar nem fokozhatd, a piros 10S
intenzitas gyengilése a CBV valtozasait kell, hogy kovesse. Ezért a keringés rovid visszatértekor a
piros 10S intenzitds csdkkenése — a zold 10S-hez hasonldan — ardnyos kellett, hogy legyen a CBV
emelkedésével. Ahogy a szivmegdllas kapcsan részleteztiik, az RH-1838 jelintenzitdsa a piros 10S-
t kovette, az RH-1838 gerjeszt6é fényének és emittalt fluoreszcencidjanak megnoévekedett
abszorpcidja miatt.

Az adatok analizise és értelmezése igazolta, hogy a z6ld 10S elsésorban a CBV-re érzékeny.
Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy olyan allapotokban, amikor a hemoglobin feltehet6en
teljes mértékben deszturdlédott, a piros I0S is a CBV valtozasait tiikrozi. Ezek a megallapitasok
fontosak az optikai jelek értelmezéséhez iszkémids vagy anoxias kisérleti modellek alkalmazasa
esetén, amikor sulyos metabolikus krizis |ép fel a szovet egyes teriiletein.
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0 30 60 90 120 150 180 fluoreszcencia-intenzitdsa (a roviditést kovet6 negativ
1d3 (s) jel a festékmentes, a pozitiv jel a festékkel inkubalt
kisérleteket kiilénbozteti meg).

A felvételek kovetkez6 szakaszdban kialakuld SD a latétér fronto-lateralis sarkabol a dorso-
medialis irdnyba tovaterjedd hullamként jelentkezett (4.2.6. abra), és 4,5+0,4 mm/min terjedési
sebességgel haladt. A hulldmfrontot az RH-1838 fluoreszcencidjanak meredek emelkedése jelezte
(72,9+4,1 gl), mely a szivmegallast kbvetGen 1-2 perccel (83,816,1 s) lépett be a latétérbe (4.2.6.
és 4.2.10. abra). Mivel ebben az id6pontban a hemodinamikai jellemz6k (MABP, arterioladtmérg,
CBF és CBV) mar megkozelitbleg megallapodtak a minimum értéknél, az RH-1838 valds
membranpotenical-valtozasokat kellett, hogy mutasson.’* A megfigyelt SD utdn repolarizacié
nem kovetkezett be: az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasa a megemelkedett szinten maradt
(4.2.6. és 4.2.10. abra). MeggyGz6désiink szerint a megfigyelt SD azonos a korabban anoxids
depolarizaciéként megismert jelenséggel, azaz a sejtek ionhdztartdsanak visszafordithatatlan
felboruldsaval. Meglatasunkat tdmasztja ala, hogy az SD jol reprodukalhaté id6beli kialakulasa (i.e.
1-2 perccel a szivmegallds utdn) egyezik az anoxids depolarizicié latenciajival.t24'® Fontos, Uj
eredménynek tartjuk, hogy a képalkotd eljaras tanubizonysaga szernit a terminalis depolarizacio
egy térben terjedd jelenség, és nem egyazon id6épontban jon létre az agykéreg minden egyes
teriiletén. Eredményeink lényeges sarokpontjat képezik annak az évekkel késébb kialakult
nézetnek, mely szerint a kiilon jelenségekként szamon tartott anoxids depolarizacid, peri-infarktus
depolarizacio, iszkémias depolarizacié és SD ugyanazon idegélettani folyamat manifesztacidja egy
j6l meghatadrozhaté spektrum mentén.1%71%* A spektrum végpontjaiként hatdrozhaté meg
egyrészrél az olyan SD, melyet repolarizacié nem kovet (,anoxias depolarizacid”), masrészrél az
intakt kéregben lezajld, révid, tranziens SD.2® A felvazolt koncepcidt az 5.2. fejezetben targyaljuk
részletesen.

Kisérleteinkben az SD sordn, az RH-1838 fluoreszcencidhoz hasonldan, a piros és zold 10S
intenzitdsa is jol kivehetGen novekedett (4.2.6. és 4.2.10. abra). A z6ld 10S intenzitds-emelkedését
(229,8+36,4 gl) minden kisérletben megfigyeltik. A piros 10S SD-vel 6sszefliggd valtozasa kisebb
mértéklnek bizonyult, és kinetikaja kisérletrél-kisérletre nagyobb valtozatossdgot mutatott. A
valtozatossagot az RH-1838 jelenlétének tulajdonitottuk, hiszen a festék elhagyasaval végezett
kisérletekben a piros 10S intenzitdsa hatarozottabban, meredekebben emelkedett (45,1+8,3 gl,
n=4) az RH-1838-al inkubalt kisérletekhez képest (22,5+11,5 gl, n=6; 4.2.6. bra).

-35-



dc_1649 19

Mérlegelve a korabbi megallapitast, hogy a hemodinamikai valtozdék a kisérletek ezen
szakaszdban mar a minimumértékekhez kézel megéllapodtak, okkal feltételezhetd, hogy az 10S a
parenchyma SD-vel 6sszefliggd optikai jellemz8inek keringéstél figgetlen valtozasait tikrozte. Az
in vitro csirke retina preparatumon végzet kisérleteink (4.1.1. fejezet), és mas kutatocsoportok
eredményei is aldtdmasztjak ezt a nézetet,’® hiszen az érmentes csirke retindn az SD athaladasa a
megvaltozott fénytorés miatt szabad szemmel is lathatd. Hasonldképpen, in vitro patkany
agyszeleten végzett kisérletek tanusitjdk, hogy a szeleten athaladd fény szérédasat az SD
megvaltoztatja.”®!%” A szévet SD-okozta megviéltozott fénytéré tulajdonsaganak hatterében az SD-
vel felléps iondramok allnak, melyek az extracellularis tér beszikilésével parhuzamosan®® a
sejtek térfogatnovekedését vonjak maguk utdn. A legfrissebb kutatasok szerint az SD sordn
els6sorban a neuronok duzzadnak meg,*”® ami nem csak a szdman, hanem a neuronok
dendritfajan is észlelhet6 (,dendritic beading”)®! a CI ion extracelluldris jelenlététének
fuggvényében.3*® Végezetiil a kéreg optikai tuljadonsagait a sejtek duzzadaséan tul a terminalis SD
soran befolyasolhatja a citokrdm C oxidaz éllapota is, mivel az aktiv centrumokban taldlhaté Fe*3
(hem) és Cu®* ionok redukcidja megvaltoztatja a szdvet fényelnyelési tulajdonsdgait.'®
Osszefoglalva, a kisérleteinkben regisztralt, SD-vel tarsuld 10S intenztidsndvekedés hatterében
valészinlileg az itt részletezett folyamatok érhetSk tetten, melyet a piros 10S estében tompithat a
szovetben felhalmozdédott RH-1838.

A korai post mortem valtozasok (a szivmegallas utan fél 6ran belll) értékeléséhez a kisérletek
végsG szakaszan (i.e. 400 s) regisztralt intenzitdsgorbék meredekségét vettik alapul (4.2.7. abra).
Az RH-1838 fluoreszcencidja az SD-t kovetSen egyenletes emelkedést mutatott (10,7+1,4 gl/min).
Hasonloképpen novekedett a zold 10S intenzitasa is (13,2+3,9 gl/min), ugyanakkor a piros 10S
szinten maradt (-0,4+1,7 gl/min). Itt érdemes megemliteni, hogy a vorosvértestek aggregacioja
(,pénztekercs képz6dés”) az arterioldkban az SD kialakuldsakor kezd6dott meg (86,1+8,4 s a
hirtelen szivmegallast kovet6en) (4.2.8. dbra). A jelenség elsG leirdsa szerint a vorosvértestek
Osszetapaddsa a szivhaldl utdni percekben indul meg,'”* amivel megfigyeléseink teljes
Osszhangban allnak. Ez a jelenség lehet az egyik oka annak, hogy a zold I0S intenzitasa az SD utan
fokozddott. Elképzelésiinket aldtamasztja a trombocita-aggregometria optikai alapelve is, mely
szerint egy szuszpenzid fényelnyelése csokken, amikor a benne Iévé partikulumok
aggregalédnak.®® A zéld 10S SD uténi intenzitds-fokozdddsanak egy masik oka lehet, hogy a
sztereotaxids befogdban az allat feje a testhez képest magasabban helyezkedett el, igy a
szivm(ikodés megszlinése utan a gravitacionak kdszonhetéen a vér fokozatosan elszivaroghatott
az agykéreghbdl. Elviekben a piros 10S intenzitdsdanak a z6ldhdz hasonldan jeleznie kellett volna az
érpalydban zajlé post mortem valtozasokat — bar gyengébb jelintenzitas-valtozasokkal, hiszen a
hemoglobin fényelnyelése a piros hulldmhosszon nagyon alacsony a z6ld hulldmhosszhoz képest
(4.2.1. abra). A piros I0S azonban a post mortem szaksz alatt egyenletesnek mutatkozott. Az SD
kapcsan fentebb megfigyeltiik, hogy az ozmotikus viszonyok valtozasat a z6ld 10S jol kéveti, mig a
piros 10S kevéssé érzékeny ra (4.2.6. abra). Ez alapjan a zo6ld 10S intenzitdsanak post mortem
emelkedésére valdszinilibb magyardzat a széveti homeosztazis szivmegallast kdvet6 felboruldsa,*’
melynek sordn az iondramok, a szdveti acidézis és a vér-agy gat funkcié romldsa 6démat,* igy a
szovet fénytorési tulajdonsagainak megvaltozasat vonhatja maga utan. Feltételezhet6, hogy az
RH-1838 fluoreszcencidjanak post mortem intenzitas-fokozddasa is ennek volt kdszonhetd, bar az
adott korilmények kozott nem zdrhatd ki a festék és a sejthartya kozotti interakcid jellegének
megvaltozasa sem. Ezek alapjan az RH-1838 fluoreszcencidjanak post mortem intenzitas-
fokozddasa a membranpotenical-valtozastol figgetlen miiterméknek tekintendé.

Az el6z6 fejezetben (4.1. fejezet) megdéllapitottuk, hogy fizioldgids kortilmények kozétt az
RH-1838 alkalmas az SD képi megjelenitésére. A hirtelen szivmegallas kovetkezményeit vizsgald
kisérleteink tanulsdgai szerint azonban, sulyos ischemids a&llapotokban az RH-1838
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fluoreszcencidjanak értékelésekor figyelembe kell venni az agyi daramlasi viszonyok
megvaltozasaval 6sszefliggs, miterméket képz6 tényezGket. A leglényegesebb kozilik az agyi
érhaldzatban a hemoglobin deszaturacidja, mely az RH-1838 gerjeszt6 és emisszids spektrumadanak
fokozott elnyelése révén csokkenti a festék fluoreszcencia-intenzitasat. Az ischemia indukcidja
utan kialakulé SD-k azonositasat ez a korilmény nem akaddlyozza, bar az SD-k pontos
kinetikdjanak jellemzését jelent6sen megnehezitheti.

Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitdsdnak SD-t
értékelni. A fluoreszcencia-intenzitast minimalisan torzitjak mltermékek, ha az SD athaladasakor
a szoveti mikrokerngésben a hemoglobin szaturacidja megkozelitSleg valtozatlan. llyen allapotnak
tekintjik, amikor a széveti perfuzié az SD bekdvetkezte elStt percekkel leall,® és az SD kialakulasat
megel6zi a hemoglobin teljes deszaturacidja. Az ép keringés(i agykéregben is megbizhatdan jelzi
az RH-1838 az SD-t, ahogy azt a fentebb bemutatott in vitro kisérleteink igazoltak (4.1.1. fejezet).
Fizioldgias koriilmények kozott, kozeli infravords spektroszkdpiai vizsgalatok (near infrared
spectroscopy, NIRS) szerint az SD-vel nem jar hemoglobin deszaturacié. Epp ellenkezéleg, az SD-
re valaszként kialakulé hiperémia révén az oxigenalt hemoglobin ardnya atmenetileg
megemelkedhet.*'® Azonban az iszkémids penumbrin &thaladva az SD gyorsan kimeriti a
hemoglobin oxigéntartalékait, ami a festék fluoreszcencidjdn egy hirtelen és jelentds
intenzitasesést okoz. A nyilvanvalé mitermékkel kés6bbi munkdnk soran szamolnunk kellett
(5.3. fejezet).

Az eredmények ujszeriisége, a kutatds tdviatai

Osszefoglalva, kutatasi céljaink szolgalataban létrehoztunk egy olyan, multi-modalis képalkotd
rendszert, amely a mez6potencial-valtozasokkal szinkronban meg tudja jeleniteni az agykérgi
hemodinamika jellemzé paramétereit is, mint a CBF, a CBV és a hemoglobin deszaturdcidja. A
madszer lényeges és meghatarozé jellemzdje, hogy az agykérgi mez6potencial-valtozasokat és a
csatolt hemodinamikai eseményeket megfelel6 felbontassal, térben és id6ben egyarant meg tudja
feleltetni egymdsnak. Végezetil a képalkotas alkalmazasatdl fokalis iszkéma modellben azt varjuk,
hogy segitségével térben és id6ben meghatarozhatd lesz a spontan kialakulé SD fékusza a primer
iszkémias lézidhoz képest. A mddszer alkalmazdsa vdlaszt adhat a késGbbiekben azokra a
kérdésekre, hogy az iszkémia altal kiilonb6z6 mértékben érintett kérgi teriileteken az SD milyen
sajatossdgokat mutatva terjed, és milyen dinamikdval jarulhat hozzad az iszkémids lézid
névekedéséhez.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemények:

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 agyszoveti pH valtozdsainak megjelenitése pH-fliggd festékkel

Kisérleteink el6rehaladtaval megfogalmazdédott az a hipotézis, hogy az SD-vel jard szbveti
aciddzis meghatdrozé szerepet tolt be az SD-vel 6sszefliggé neurodegeneracid létrejottében.
Kérdésként vet6dott fel az is, hogy iszkémia soran milyen széveti pH viszonyok kedveznek az SD
kialakuldsdnak, vagy mutatnak egybeesést az SD terjedésével. A hipotézis igazoldsara és a
felmeriilt kérdések megvdlaszolasara kézenfekvé megkozelitésnek adddott képalkotd
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rendszeriink kiegészitése egy Uj modalitassal a szoveti pH monitorozasara. Olyan pH indikator
maddszer kidolgozasat tlztlk ki célul, amely nagy érzékenysége révén alkalmas kis pH valtozasok
kimutatasara, megfelel6 térbeli felbontast biztosit, stabil jelet ad, jel-zaj viszonya kedvezd, és a
vizsgalt idegélettani jelenség lefolydsat nem mddositja. Kisérleteink megtervezésekor az agykérgi
pH véltozasok képi megjelenitésére vonatkozd legatfogdbb tanulmanyok a vitalis neutralvoros
(3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin-hidroklorid; Neutral Red, NR) fluoreszcens pH indikator
festék hasznalatara vonatkoztak,*>!'> mely az intracellulris pH (pHi) csékkenését fluoreszcencia-
intenzitdsanak fokozéddsdval jelzi. Az NR idealis idegszoveti pH indikator, mert érzékenysége
pH 6-8 kdzé esik, emisszids spektrumat mas ionok koncentracié-valtozdsai nem befolyasoljak, nem
toxikus az idegsejtekre nézve, valamint szisztémdsan adagolhatd, mert lipofil tulajdonsaganak
kdszdnhetBen atjut a vér-agy gaton.??*?7 Az NR az idegszévet sejttipusai kozott nem tesz
kilonbséget; a neuronokat és a gliasejteket azonos affinitassal jeloli. A festék a sejtek
citoplazmajéban, lizoszdéméakhoz és mitokondriumokhoz asszocidlva halmozédik fel.?!” Az NR
hasznalatat a szoveti pH valtozdsok megjelenitésére kilondsen relevdans megkozelitésnek
tekintettlik, hiszen a kisagyban a terjedd aciddzis és depresszio jelenségét (mely nem azonos az
SD-vel) az NR fluoreszcencidjan alapulé képalkotdssal azonositottak és irtak le.!*

Az agyszoveti pH mérésének hagyomanyos, elektrofiziolégiai moddja az ionszenzitiv
mikroelektrdda alkalmazasa. Az extracelluldris pH (pHe) meghatarozasa egy tiveg mikrokapillarisba
felszivott, protonra érzékeny, ioncseréld folyadékmembran révén valosul meg.”29%2%¢ A mddszer
megbizhatd, nagyon pontos id6beli felbontdssal bir, és a mérések kivitelezésének technikai
nehézségei ellenére évtizedek 6ta a legelfogadottabb eljaras az agyszoveti pH meghatdrozasara.
Ahhoz, hogy az NR-alapu képalkotassal kapott eredmények hitelességét ellendrizzik, és a
képalkotd mddszert validaljuk, laboratériumunkban beallitottuk a pH-szenzitiv mikroelektrodak
hasznalatat is.

Mddszerek

Kisérleteinkhez fiatal felné6tt (2 hdnapos, n=20), him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk.
Az dllatokat spontan légzés mellett orrmaszkon at N,O:0, 70 %:30 % gazelegyében belélegeztetett
1,5-2 % izoflurannal altattuk. TesthGmérsékletiket rektalis hémérével monitoroztuk, és
visszacsatoldsos elven szabalyozott melegitGparnaval 37,1 és 37,4 °C kozott tartottuk (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). A m(itéti beavatkozds megkezdése el6tt az allatokat atropinnal
kezeltiik (0,1 %, 0,05 ml, i.m.) a légz6szervi nydkképz&dés megelGzésére. A bal a. femoralisba
polietilén katétert helyztiink a MABP invaziv, folyamatos monitorozdsdra, és artérias vér-gaz
mintak vételére. Az altatds mélységét szamitdgép képernyGjén folyamatosan megjelenitett MABP
és LFP regisztratumok segitségével ellenériztiik. Végll az allatok fejét sztereotaxidas befogdba
rogzitettiik. Az allatok egy csoportjaban pH-szenzitiv mikroelektrédat lltettliink az agykéregbe, a
masik csoportot NR-alapu agykérgi képalkotdshoz készitettiik el6.

A pH-szenzitiv mikroelektréda beiiltetéséhez a jobboldali parietalis koponyacsonton fogorvosi
furo segitségével (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svajc) két, egymastdl 5 mm
tavolsagban Iév6 kraniotdmiat hozutnk létre (4.3.1. dbra, A panel). A kemény agyhartyat mindkét
koponyaablakban dévatosan megnyitottuk, majd a feltart agykérgi felszineket aCSF-el
folyamatosan nedvesen tartottuk. A pH-szenzitiv livegkapilldris elektroddkat Voipio és Kalila®®?
szerint készitettlik el, majd a rostralis kraniotdmian keresztil mikromanipuldtor segitségével
Gltettik be az agykéregbe. A pH-szenzitiv mikroelektréda kozvetlen szomszédsagaba egy
fizioldgias sooldattal feltdltott UGvegkapillaris referencia-elektrédat helyeztiink (d=20 um) a DC
potencial regisztralasara (4.3.1. dbra, A panel). Az elektrodak k6zos referencidjaként és foldelésként
az allatok nyakbére ala betltetett Ag/AgCl elektroda szolgélt. A mikroelektrédakat Ag/AgCl
szalakkal kétcsatornds, magas bemeneti impedancidju elektrométerhez csatlakoztattuk
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(AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, US.A). A H*' szoveti ionkoncentracidjanak
megfeleltethet6 fesziiltség jelet négycsatornas analdg izolatoron keresztil (NL 820, NeurolLog
System, Digitimer Ltd, U.K.) ugy kaptuk meg, hogy a pH-szenzitiv elektrédaval nyert jelbél egy
differencial-erGsit6 révén (NL 834, NeurolLog System, Digitimer Ltd, U.K.) kivontuk a referencia-
elektréddval regisztralt feszliltséget. A jelet tovabbi szlrés (NL 125, NeuroLog System, Digitimer
Ltd, U.K.) és kondicionalas (NL 530, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) utdn digitalizaltuk
(analdg-digitdlis atalakito: MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és 1kHz-es frekvenciaval
mintavételeztiik. A kisérletek soran a regisztratumokat valds id6ben szamitégép monitoron
jelenitettik meg, és a késGbbi elemzésekhez szamitégépen taroltuk (szoftver: AcgKnowledge
4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). Az extracellulars széveti pH értékeket tovabbi jelfeldolgozas
révén a nyers, mV-os skalardl linearis regresszidval, legkisebb négyzetes mddszer alkalmazdsaval
kaptuk meg.

A lokdlis CBF valtozasainak kovetésére az agyfelszin kozelében a mikoelektrodak kérgi belépési
pontjara iranyitott Iézer-Doppler szondat helyeztiink el (Probe 403, PeriFlux 5000; Perimed AB,
Svédorszag) (4.3.1. dbra, A panel). A |ézer-Doppler jelet a pH regisztratummal és a DC potenciallal
egyutt digitalizaltuk (MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), az elektrofiziolégiai regisztratumokkal
szinkron szamitégép monitoron jelenitettik meg, és kés6bbi feldolgozasra tdroltuk
(AcgKnowledge 4.2.0, Biopac Systems, Inc. U.S.A.). Az elkésziilt preparatum koré Faraday-kalitkat
helyeztiink.

A caudalis kopnyoablakot a késébbiekben SD kivaltdsdra hasznaltuk ugy, hogy 1 M KCl-al
atitatott, méretre vagott szlir6papir darabot helyeztiink a feltart agykérgi felszinre. A
sz(ir6papirdarabkat kozvetlenil minden egyes SD sikeres kivaltdsa utdn eltavolitottuk, és a
koponyaablakot aCSF-el gondosan atmostuk. Tiz perces alapszakasz felvétele utan minden egyes
preparatumon harom SD-t valtottunk ki 15 perces id6kézonként.

B C
Lézer-Doppler
szonda i
o Kapillaris KCI LFP Kaplll'ar'|s K(,:I pH-szenzitiv
pHiszenitly beinjekta- DC potencigl  Peiniektd- mikroelektréda
mikebelektada ldsdra mikroelektroda lasara

Referencia
(bc potenc,ia'l) ) Referencia
elekirada (DC potencial)
/ / elektroda
Nyak bére alatt: Nyak bére alatt: Nyak bére alatt:
foldelés foldelés foldelés

4.3.1. abra. Az agykérgi pH kisérletes monitorozdsahoz készitett preparatumok. A: A széveti pH mérése
elektrofizioldgiai elven. Két kis kraniotémiat alakitottunk ki a patkany jobb oldali parietdlis csontjan
(fekete korok). A caudalis poziciébdl 1 M KCl-el kivaltott terjed6 depolarizacidkat (SD) a rostralis
poziciobdl regisztraltuk. B: A multi-modalis képalkotashoz készitett preparatum. A parietalis
koponyacsonton zart koponyaablakot hoztunk létre a neutralvérés (NR) festékkel feltoltott agykérgeg
vizsgdlatara (pirossal kitoltott feket ellipszis). A koponyaablak medialis peremébe beépitettiink egy
mikrodializis pumpdahoz csatlakoztatott tivegkapilldrist, melyen keresztiil 1 pul 1 M KCl-el valtottunk ki SD-
ket. A koponyaablak lateralis pereme mentén egy intrakortikalis Gvegkapillarist tltettink be az LFP és a
DC potencial regisztraldsara. C: A multi-modalis képalkotas (B) és az elektrofiziolégiai mdodszer (A)
kombinacidja.

Az agykérgi pH valtozasainak NR-alapu, kép megjelenitéséhez a jobb parietalis csonton zart
koponyaablakot alakitottunk ki (4.3.1.4abra, B panel). A koponyaablak elkészitése egyezett a
kordbban bemutatott modszerekkel (4.1. fejezet), annyi mddositassal, hogy az ablak méretét
csokkentettiik. A teljes parietdlis csont eltavolitasa helyett a koponyacsonton egy kb. 4,5 x 4,5 mm
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terlilet(i trepandcidt hoztunk létre. A koponyaablak medialis peremébe beépitettiink egy
mikrodializis pumpahoz (CMA/100, CMA/Microdialysis, Solna, Svédorszag) csatlakoztatott
Uvegkapillarist, melyen keresztiil 1 ul 1 M KClI beinjektdldsaval valtottunk ki SD-ket. Az SD-k
kivaltasa praktikus okok miatt annyiban tért el a fentebb bemutatott elektrofizioldgiai
méréssorozattdl, hogy a KCl a zart koponyaablakban kihigult, mig nyilt koponyaablak esetén az
KCl-lel atitatott papirvatta eltdvolitasat a kérgi felszin gondos aCSF atmosasa kovette. A zart
koponyaablak lateralis széle mentén beililtettiink tovabba egy intrakortikalis Uvegkapillaris
mikroelektrodat (d=20 um), mely az SD-k kivaltasanak helyével szemben, attdl tavol helyezkedett
el az SD kialakulasanak és terjedésének igazolasdra. A mikroelektroda és a nyak bére ald beliltetett
Ag/AgCl referencia elektroda segitségével LFP-t és DC potencialt regisztraltunk.

Az elektrofiziolégiai jeleket magas bemeneti impedanciaju el6erGsitén keresztiil atvezetve
(NL 102G, Neurolog System, Digitimer Ltd, U.K.) differencial-erésitével (NL 106, NeurolLog System,
Digitimer Ltd, U.K.), és a hozza tartozo szlirGkkel és kondicionaldkkal (NL 125, NL 530, NeurolLog
System, Digitimer Ltd, U.K.) regisztraltuk. A haldzati frekvencia-okozta zajt (50 Hz) analdg
lyukszlir6vel klszoboltik ki (HumBug, Quest Scientific Instruments Inc., Kanada). A jelet
digitalizaltuk (analdg-digitalis atalakité: MP 150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és 1 Hz-es
frekvencidval mintavételeztiik. A regisztratumokat valdés id6ben szamitégép monitoron
jelenitettik meg, és a késGbbi elemzésekhez szamitégép merevlemezén taroltuk (szoftver:
AcgKnowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). Egy kisérlet esetén sikeresen kombinaltuk a pH
mérés két, eltér6 moddszerét, azaz a zart koponyaablak preparatumba pH-szenzitiv
mikroelektrodat is Gltettlink (4.3.1. abra, C panel).

Véglil a szovetet NR festékkel (Sigma-Aldrich) toltottiik fel, melyet 30-35 perccel az adatgy(ijtés
megkezdése el6tt, 2 x 1 ml volumenben, 35 mM koncentracidban, fiziolégias sdoldatban oldva,
i.p. adagoltunk az allatoknak.??” Az agyszdévet megkozelitleg 25-30 perc alatt telit6ddtt a festékkel
(4.3.2. abra).

- 1200 4.3.2. adbra. A patkany agykéreg telitGdése
N 1000 - neutrdlvérés  (3-amino-m-dimetilamino-2-
[oE=) metilfenazin-hidroklorid; Neutral Red, NR)
= ,% 800 H festékkel az id6 flggvényében. Az dbrazolt,
.g g 855 reprezentativ kisérletben az NR oldatot (35
g x mM, fiziolégias séoldatban) ismételt
& :g 400 intraperiténedlis (i.p.) injekciéval, sziszté-
$ ~ L i L masan jutattuk be. Az injekciok idejét az
= 200 { @ NRinjekcié NR injekcié i o 2 ]
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Vided felvételek készitéséhez a fentebb bemutatott, laborunkban kialakitott, multi-modalis
képalkotd rendszert hasznaltuk (4.2.2. fejezet). Az eddigiekben bevezetett négy modalitas kozdl
az RH-1838-at az NR-el helyettesitettiik. A képalkotast a kordbbiakhoz képest a kovetkezd
madositasokkal hajtottuk végre. A kéregben felhalmozddott NR-t a sdvszlirGvel felszerelt, z6ld
LED-el gerjesztettik (A=540-550 nm) felvillané izemmaddban, masodpercenként 100 ms hosszan.
Az els6, fluoreszcenciat rogzit6 kamera estén a fény utjdba az NR emisszids spektrumara
optimalizalt, 625 nm hulldmhosszra centrdlt, 50 nm savszélességl optkai savszlirét helyeztiink
(XF3413-625QM50; Omega Optical Inc. Brattleboro, VT, U.S.A.). A z6ld és piros 10S képsorokat az
el6z6ekhez képest valtozatlanul rogzitettlik. A felvett modalitasokat hattérképek felvételével is
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kiegészitettik ugy, hogy a két kamera az NR és a zold 10S felvételeknél alkalmazott 100 ms-os ideig
exponalt a fényforrasok felvillandasa nélkiil. A LASCA dramlasi térképek készitéséhez Uj eszk6zoket
allitottunk be. A 660 nm hullamhosszon vilagito 1ézer diddat (120 mW; HL6545MG, Thorlabs Inc.,
New Jersey, U.S.A.) a tapegység (LDTC0520, Wavelength Electronics, Inc.,, Bozeman, U.S.A.)
160 mA aramerdsséggel lizemeltette. A lézer didda felvilland médban masodpercenként 2 ms
hosszan vildgitotta meg a preparatumot. Az aramlasi térképek szamitdasdhoz egy a
munkacsoportunk kézleményt tekintettiink irdnyaddénak.%* Az eszkéz6k 6sszehangolt miikddését
egy LabView kornyezetben irt, Windows hattéren futd a program segitette.

Az optikai jelintenzitasok valtozasat a mar bevezetett mdodszerrel értékeltiik (4.2.1. fejezet). Az
egymassal parhuzamos képsorokra azonos pozicidban helyeztiink el ROI-kat (19 x 19 pixel;
~70x70 um) az intenzitdsértékek kiolvasasdra. Az NR fluoreszcens képsorokbdl nyert
intenzitasgorbék feldogozasanal fontos szempontnak tekintettlik az RH-1838 esetén ismertetett
m(itermékek kikliszobolését. Az RH-1838 fluoreszcencidjanak feldolgozdsahoz képest az NR
fluoreszcencia-intenzitdsanak helyes értékelése Osszetettebb feladatnak bizonyult, mert a
hemoglobin fényelnyelése az NR gerjeszt6 tartomanyaban (A=540-550 nm) a legjelentdsebb, és
az NR emisszids hulldmhosszan (A=600-650 nm) is szamottevd. Ezen korilmény kovetkezménye,
hogy az SD-vel jar6 hemodinamikai valasz az NR SD-vel 6sszefliggé fluoreszcencia-intenzitdsat
jelentés mértékben, a hemodinamikai vdlasz kinetikaja szerint, szoveti pH-tdl fliggetlendl
mddositja, gyengiti. Koriltekintéen kellett eljdrnunk a festék fakulasanak korrekciéjaval is, mert
az NR fluoreszcenciajanak gyengiilése az id6 muldsaval fokozédott. A nyers, optikai jeleket ezért
olyan, kordbban erre a célra bevezetett matematikai mddszerek felhaszndlasaval korrigaltuk,
melyek a kisérleti modell mindezen tulajdonsagait figyelembe vették.363

A részletes analizis soran az elsé SD-t (SD1) és a kés6bb, ismételten kivaltott SD-ket (rSD) kilon
értékeltik. Ebben a fejezetben az SD-vel jard szoveti pH valtozdsok jellemzésére szoritkozunk; a
hemodinamikai vdlaszokat fentebb részletesen elemeztik (4.1. és 4.2. fejezet), illetve a
disszertacido késGbbi fejezeteiben referenciaként targyaljuk (5.4. fejezet). A pH valtozasok
szamszer(sitéséhez a domindns aciddzis maximalis amplituddjat és a fél amplitudéndl mért
id6tartamat hatdroztuk meg. A kapott eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A
statisztikai analizishez SPSS szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0,
IBM Corp., U.S.A.). Ahol relevansnak adddott, az eredmények értékelését ismételt variancia-
analizissel végeztik (p<0,05*), melyet paronkénti 6sszehasonlitds kovetett.

Eredmények, és azok értelmezése

Az idegszoveti pH; képi megjelenitése sordan minden egyes SD-vel az NR fluoreszcencia-
intenzitdsanak megbizhatdéan reprodukalhatd, tranziens emelkedését figyeltik meg (e.g. rSD-re
vonatkozé maximalis kitérés: 0,234+0,10 AF/F; félamplitidénal mért idStartam: 39,8+13,8s),
mely a kivaltas helyétél kiindulva haladt at a latotéren (4.3.3.abra). Az optikai jelintenzitas
emelkedése kétségkivil az SD-hez tarsuld jelenség volt, mert az SD szinkron kialakuldsat igazolta
az elektréddval elvezetett DC potencial SD-re jellemez§, tranziens, negativ kitérése, és az LFP ezzel
egylttjaré depresszidja. Az NR fluoreszcencia-intenzitdsanak er6sddésével jelzett intracellularis
aciddzis tovabba térben és id6ben egyitt jelentkezett az SD-hez csatolt, LASCA-val rogzitett
hiperémiaval (4.3.3. dbra).

Az NR fluoreszcencia a neuronok és gliasejtek Osszesitett pH; tranzienseit mutatta, ha
elfogadjuk, hogy mindkét sejttipus azonos affinitassal veszi fel a festéket, és hogy az optikai jelhez
a kérgi érhaldzatban keringd NR hozzdjaruldsa elhanyagolhatd.2t” Az ép keringés(i agykéregben az
asztrocitdk pHi-ja megkdzelitéleg 0,28 egységnyit tolddik el alkalotikus irdnyba az SD sordn.®®
Ugyanakkor a neuronok SD-vel 6sszefligg6 pH; valtozdsardl sokkal kevesebbet tudunk. Egy a
kozelmultban végzett tanulmdany a neuronok intracellularis aciddzisara szolgaltatott bizonyitékot
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az SD alatt ugy, hogy neokortikalis agyszeletekben szelektiven az idegsejteket toltotték fel
fluoreszcens, pH-szenzitiv festékkel (BCECF).*> Mindezek alapjin azt feltételezziik, hogy az SD
soran az NR fluoreszcencidval megjelenitett pH; donté mértékben a neuronok aciddzisat tikrozi,
mely felllirja az optikai jelben az asztrocitak alkaldzisat.
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4.3.3. dbra. A nyers (i.e. a hemoglobin fényelnyelésére nem korrigalt) neutrdlvoros (Neutral Red, NR) és
lokalis agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) képsorok, azok meghatarozott pontjaibél (region of
interest, ROI) nyert intenzitasgorbék, és a bedlltetett elektrodaval elvezetett elektrofizioldgiai valtozdk
(DC potencial és mez6potencial — LFP) egy terjed6 depolarizacié (spreading depolarization, SD)
athaladasat szemléltetik a lIatotéren. A: A zart koponyaablak elhelyezkedése a parietalis kéreg felett. B: A
feltart agykérgi felszin zéld megvilagitasnal (A=540-550 nm). Az SD kivaltasanak helyéhez kozel (ROI1) és
attdl tavol (ROI2) olvastuk ki a C panelen megjelenitett intenzitasvaltozasokat. A nyilak az SD kivaltasat
szolgald Uvegkapillaris hegyét (S) és az elektrofizioldgiai véltozdk elvezetése céjabdl belltetett
mikroelektrodat (E) jeldlik. C: Az id6sorok az NR fluoreszcencia-intenzitasanak (piros) és a CBF (fekete)
SD-vel 6sszefliggb valtozasait mutatjak. Az SD kialakuldsat a DC potencidl tranziens, negativ kitérése, és
az LFP atmeneti depresszidja igazolta (z6ld). Az NR intenzitasgorbék felett sorban lefelé mutato fekete
haromszogek a D és E paneleken lathatd felvételparok idSbeli mintavételi helyét jelolik. D: A
reprezentativ felvételeken az SD-hez tarsulé szoveti aciddézist az NR fluoreszcencia-intenzitasanak
emelkedése (melegebb szindrnyalat) jeloli. E: A lézer-folt interferencia kontraszt analizissel (laser speckle
contrast analysis, LASCA) szamitott aramlasi térképek az SD-hez tarsulé CBF valtozast jelenitik meg. A
sorozat képein a melegebb szinek a magasabb aramlasi viszonyoknak felelnek meg. A monokrém
kamerak altal készitett 16 bites fekete-fehér felvételeket a D és E sorozaton szoftveresen pseudo-color
alkalmazasdval szineztiik. A képsoroktdl jobbra feltlintetett szinskaldk a szinezéshez felhasznalt szirke
savtartomanyt jelolik.

Parhuzamos kisérleteinkben, pH-szenzitiv mikorelektrédat alkalmaztunk, és az SD-vel jard pHe
valtozasnak harom, egymast kovetd fazisat azonositottuk. Egy kezdeti, rovid aciddzist egy gyors,
szintén rovid ideig tarté alkalotikus kitérés kovetett, végll egy dominans, hosszabban elhtzédo,
tranziens aciddzis alakult ki (4.3.4. dbra, A panel). A kezdeti aciddzis majdnem teljes bizonyossaggal
mérési artefaktumnak tekinthet6. A mditermék abbdl adddott, hogy a pH-szenzitiv
mikroelektrodaval direkt mért fesziiltségvaltozasbdl kivontuk a referencia-elektrodaval regisztralt
fesziltség jelet, hogy a kett6 kiilonbségébdl addddan valds pH valtozasokat jelenithessiink meg.
Mivel a két elektréda hegyét a legprecizebb mikromanipulatorral sem lehet tokéletesen egy
pontba helyezni, az elektrodak hegyének térbeli eltérése eredményezi a kivonds révén a kezdeti
savas iranyu kitérést.?® Az SD-hez tarsuld pH valasz masodik, alkalotikus eleme a sejtekbdl az
extracellularis térbe daramlé bikarbonatnak, illetve a szoveti laktat koncentracido rovid

-42 -



dc_1649 19

csdkkenésének tulajdonithatd.13%209267 végiil az SD-vel jaré domindans aciddzist déntéen a szdveti
laktat jelent8s mérték(i felszaporodasa eredményezhette.33?

Az elsé SD-vel (SD1) a szoveti aciddzis maximalis kitérése 0,38+0,09 pH egységnyinek bizonyult,
igy a kiindulasi 7,31+0,04 pH értékrél atmenetileg 6,93+0,09-ra csokkent a szovet kémhatasa. Az
aciddzisbdl nagyon lassu visszatérést tapasztaltunk — még a 15 perccel kés6bb kivaltott SD2 el6tt
sem rendezddott a szovet kémahtdsa a kiindulasi alap értékre (pH 7,17+0,11 vs. 7,31+0,04), ami
egyezik a felszaporodott laktat viszonylag lassi Ujrahasznosuldsaval, vagy késleltetett
eltdvolitdsdval a véraram révén.3%332 A sziveti pH fokozatosan, az SD3 kivaltdsat megel&z6en
kozelitette meg ismét az SD1 kivaltasa el6tti kiinduldsi értéket (pH 7,26+0,05) (4.3.3. &bra,
B-C panel). Erdekes egyezés az SD-hez tarsuld széveti pH véltozds és a CBF véltozas kdzott, hogy
tobb, egymast kovet6 SD kivaltdsa esetén jellemzGen csak az SD1 utdn figyelheté meg elhlizédé,
enyhe szoveti aciddzis és a hiperémiat kovetd oligémia is (Isd. 4.1.2. fejezet). A kés6bbi rSD-k
esetén (SD2 és SD3) atlagban 7,26+0,09-rél, az aciddzis maximumandl mért 0,33+0,10 pH
egységgel, 6,93+0,16-ra csokkent a szoveti pH. Szdmszerld mérési adataink teljes 6sszhangban
allnak korabbi megfigyelésekkel.267:350

Az NR fluoreszcencia-intenzitds SD-vel 6sszefligg6 emelkedését az elektrédaval regisztralt
szoveti pH valtozas végs6 elemeként azonositott markans acidozisnak feleltettiik meg (4.3.4. abra,
A-B panel). Az egyezést szemléletesen tadmasztja ald, hogy az aciddzis félamplitudonal mért
id6tartama a két modszerrel kapott pH id6sorokon szinte egyezének adddott (rSD eseményekre
nézve: 39,8+13,8 vs. 40,248,1s; NR alapu képalkotas vs. pH-szenzitiv mikroelektréda). Ez a
megfigyelés azt is sejteti, hogy az SD sordn az NR fluoreszcencidval jelzett és pH-szenzitiv
mikroelektréddval mért intra- és extracellularis aciddzis nagyon hasonlé dinamikat mutat.
Megfigyelésiinket aldtdmasztja, hogy a sejtekben Ujonnan képz6dd laktat laktat-proton
kotranszprot Utjan gyorsan Uril az intersticium felé,*® és hogy a pHi és pHe egymdssal
parhuzamosan csékken a szoveti laktat koncentracié emelkedésének fliggvényében agyi ischemia
soran.%8
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4.3.4. abra. A neutrdlvorés (Neutral Red, NR) fluoreszcencia-intenzitasanak emelkedése és az
elektrédaval regisztralt szoveti pH valtozas Osszehasonlitdsa terjed6 depolarizdcid (spreading
depolarization, SD) soran. A: A pH-szenzitiv elektréddval nyert jel (kék) és az NR fluoreszcencia (piros)
kinetikaja a sorozatban kivaltott masodik SD-re nézve (SD2). A savas iranyu kitérést felfelé abrazoltuk.
Mindkét idGsor (i.e. kék és piros) kilon kisérletekb8l szarmazo SD-k atlagat szemlélteti (n=6, mindkét
vonaldiagramra nézve). B: Reprezentativ pH-szenzitiv mikroelektrodaval regisztralt (kék) és NR
fluoreszcencia (piros) id6sorok a szoveti pH alakuldsat dbrazoljak az SD-k soran, valamint az SD-k kozotti
intervallumokban. Mindkét mdédszerrel kimutathatd, hogy az elsé SD-t kdvetéen (SD1) a szoveti pH
elhtzéddan enyhén savas marad az SD-k kivaltasat megel6z6 alaphoz képest. A szoveti pH-t a sziirke
nyilhegyekkel jelolt id6pontokban a C panelen szamszer(sitve abrazoltuk. C: Széveti pH értékek az SD-k
kozotti intervallumokban, a B panelen nyilheggyel jelzett idGpontokra nézve. Az adatokat atlagtstdev
formaban abrazoltuk (n=6). Az adatok értékelését ismételt variancia-analizissel végeztik (F=5,724;
p<0,05*); a paronkénti 6sszehasonlitds eredményét a grafikonon jeloltiik (p<0,05* vs. SD1).
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A jelek eltér6 forrasa (intra- vs. extracellularis) magyarazhatja tovabba azt, hogy az NR
fluoreszcencia az elektrédaval mért kezdeti alkalotikus kitérést nem jelezte (4.3.4. dbra, A-B panel).
Ha a kezdeti, extracelluldris, tranziens alkaldzist részben a sejtekbdl kidramld bikarbonat
okozza,?®?%7 gkkor az intracelluléris pH ellentétes iranyba kell, hogy kitérjen.

Az eredmények ujszeriisége, a kutatds tdviatai

Osszefoglalva, eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a szoveti pH NR alapu képi
megjelenitését sikeresen valdsitottuk meg az SD-vel jard aciddzis nyomon kdvetésére. Kisérleteink
tovabba egyedildlldak abban a tekintetben, hogy pH-szenzitiv mikroelektrodaval is hitelesitettiik
képalkotd eljarasunkat, melyet minden korabbi, NR fluoreszcencidt kihasznalé vizsgalat
nélkulozott. A mddszer integrdldsa a laboratériumunkban létrehozott multi-modalis képalkotd
rendszerbe tovadbba egyedi lehetdséget biztosit az agykérgi pH- és a hemodinamikai valtozasok
szinkron, térbeli és id6beli monitorozasara. A kidolgozott eljaras tovabbi kutatdsaink soran jol
alkalmazhatdénak bizonyult példaul arra, hogy iszkémia sordn az agykérgi pH valtozasait
Osszefliggésbe hozzuk az agyi keringési valaszokkal (5.4. és 6.2. fejezet), illetve hogy feltarjuk az
SD-vel kapcsolatos szoveti aciddzisra vonatkozé életkori sajatossdgokat (7.4. fejezet).

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

Menyhdrt A, Zolei-Széndsi D, Puskds T, Makra P, M.Téth O, Szepes BE, Téth R, Ivdnkovits-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 iszkémias agykéregben kialakulé agykérgi terjedd
depolarizacio és a csatolt keringési és metabolikus valtozasok
jellegzetességei, korélettani jelent8sége

5.1. Az agykérgi terjed6 depolarizacioé térbeli mintazata iszkémias agykéregben:
permanens, fokalis el6agyi iszkémia

Hdttér

Munkank kezdetén laborunkban bedllitottunk egy fesziltségfliggé festéket alkalamzo
képalkotd rendszert a KCl-al kivaltott SD-k megjenelitésére a sértetlen patkany agykéregben (4.1.
fejezet). Miutdn meggy6z6dtiink a madszer hitelességérél és megbizhatdsagardl, az eljarast a
permanens, fokalis el6agyi iszkémia patkany modelljében alkalmaztuk spontan kialakulé SD
események vizsgalatdra. A klasszikus, intraluminadlis filamentummal létrehozott arteria cerebri
media elzaras (middle cerebral artery occlusion, MCAO) helyett az MCA disztalis szakaszan (dMCA)
végeztilk az érelzarast, melyet a temprolais koponyacsont megnyitdsaval tartunk fel (dMCAQ). A
preparatum elénye az MCAO-hoz képest, hogy a képalkotds céljara hozzaférhet6 agykéregben
idéz el6 iszkémidt a striatum érintettsége nélkiil, és a képalkotashoz sztereotaxias befogdban
rogzitett allaton is létre lehet hozni, mégpedig lgy, hogy kdzben a kérgi latétér szinte megszakitas
nélkil, folyamatosan tanulmdanyozhatd.

Kisérletsorozatunk konkrét célja az volt, hogy megallapitsuk a fokdlis iszkémia akut szakaszaban
spontan jelentkezé SD-k kialakuldsanak helyét, tulajdonsagait (pl. tranziens vagy permanens),
id6beli és térbeli mintazatat. A mddszer korlatait figyelembe véve arra kivantunk kévetkeztetni,
hogy az SD milyen mddon és mértékben jarul hozza az iszkémias 1ézio6 fejl6déséhez, éréséhez.
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Moddszerek

Feln6tt, him Sprague-Dawley patkanyokat (260-380 g; Harlan UK Ltd., Bicester, U.K.; n=10)
1,5-2,0 % halotannal altattunk N,O:0, gazkeverék 2:1 ardnyu elegyében belélegeztetve, majd a
fentebb ismertetett mddon (4.1.2. fejezet) zart koponyaablakot alakitottunk ki a jobb parietalis
kéreg felett a kovetkez6 mddositasokkal. Az SD kisérletes kivaltasara szolgdld Uvegkapillaris
belltetését elhagytuk, mert az iszkémia soran spontan kialakulé SD-ket vizsgdltunk. A
koponyaablakot az agykéreg felett frontalis irdnyba el6rébb helyeztiik a bregma varratra, hogy az
MCA ellatasi teriletét monitorozhassuk (5.1.1.4bra). A jobb tempordlis koponyacsontrdl a
musculus temporalis-t levalasztottuk és elhtztuk, majd a dMCA felett a csonton fogorvosi furot
hasznalva (Technobox 810, Bien-Air Dental S.A., Bienne, Svajc) egy masodik, lateralis kraniotomiat
hoztunk létre, melyben a keményagyhartyat is eltavolitottuk (5.1.1. dbra). A késGbbiekben az igy
feltdrt dMCA elektrokoagulacidjaval indukaltunk permanens fokalis el6agyi iszkémiat. Négy
kisérlet esetén a CBF lokalis valtozasainak kévetésére |ézer-Doppler szondat (Probe 411, PeriFlux
5000; Perimed UK Ltd., Bury St Edmunds, U.K.) épitettiink a parietdlis koponyaablakba (4.1.2.
fejezet) a dMCA ellatasi terilete folé, hogy igazoljuk at iszkémia kialakulasat, és megbecsiiljuk
annak mértékét. Végil az SD-re jellemzd mezbpotencidl-valtozdsokat a mar részletesen
bemutatott optikai képalkotod eljarassal jelenitettiik meg, amely a DC potenciallal analdg jelet adé
RH-1838 fesziiltségfiiggd festék fluoreszcencidjat haszndlja ki (4.1.2. fejezet). Képsoronként
szamos ROI-t helyeztiink el olyan pozicidkban, hogy a megjelend SD-k fokuszahoz kozel és azoktdl
tdvol is kiolvashassuk az RH-1838 fluoreszcencidjanak intenzitdsvdltozat. A kapott
intenztasgorbéket az RH-1838 fakuldsanak korrekcidja utan analizaltuk (4.1.2. fejezet). A kapott
eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizist SPSS szoftverrel végeztik
(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); az értékeléshez ismételt
variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk (p<0,05*), melyet paronkénti 6sszehasonlitds kovetett
(p<0,05*; p<0,01**).

A D 5.1.1. &bra. Koponyaablakok kialakitdsa a
g Dorzélis koponyaablak patkany jobboldali parietalis agykérge felett a
(parietalis csont) bregma varraton (A; flgg6leges szaggatott

) E vonal) optikai képalkoté eljarashoz (B;

B LDF aCSF S fellilnézet), és a jobb tempordlis csonton az
perfuzno/,?!‘., ' arteria cerebri media disztdlis szakaszanak

aCSF _, __( (dMCA) feltardséhoz, majd elzarashoz (C;
perfuzié A oldalnézet). A Dpanel a valds, elkészilt
preparatumot mutatja be. Roviditések: aCSF:

C e mesterséges cerebrospinalis folyadék (artificial

//® ﬁ _ cerebrospinal  fluid); LDF:  |ézer-Doppler
e | Laterdlis koponyaablak  4-3m|3sméré (Laser-Doppler flowmetry).

(tempordlis csont)

Az agyi perfuzio jellegzetességei

Alézer-Doppleres aramlasmérés eredménye megmutatta, hogy a dMCA kérgi ellatasi teriiletén
az artéria elzarasat (dMCAO) kovetéen a CBF hozzavet6legesen 25-47 % kozott mozgott a
kiindulasi alaparamlashoz képest (5.1.2. dbra). A jelent6s szérast az eredményezhette, hogy a
dMCA elagazasi mintazata a Sprague-Dawley patkany torzsben az dllatok kozott jelentés
anatdmiai valtozatossdgot mutat.'*® Hozzéjarulhatott a mérési eredmények szérdsahoz az is, hogy
a lézer-Doppler szondat allatonként valamellyest eltér6 pozicidban, az adott lefutasu pidlis
érhaldzatot elkerilve helyeztik el. A dMCAO-t kévet6, stabilan alacsony CBF igazolta tehat, hogy
a képalkotashoz kialakitott lIatétéren permanens iszkémids allapot jott Iétre. Az aramlasi értékek
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végll arra engedtek kovetkeztetni, hogy j6 megkozelitéssel a fokalis iszkémias géc penumbra
régidjat tanulmanyoztuk, melyre leginkabb a 20-40 %-os CBF tartomény jellemz8.%°

Az SD-hez csatolt CBF valtozas érdekes mdédon csak az elsé SD (SD1) esetén rajzolédott ki jol
lathatéan (5.1.2. dbra). A CBF valaszreakcid kinetikdja a sorozatban ismétl6dé események kozil
tipikusan elsé SD-re jellemz&en alakult,'® azaz a kezdeti dramldsesést markans hiperémia, majd
hosszan elhtizddo oligémia kovette (Isd. 4.1.2. fejezet). A dMCAO utan késébb ismétl6dé SD
eseményekhez (recurrent spreading depolarization, rSD) nem tarsult értékelhet6 CBF valtozas
(5.1.2. dbra), hasonldan egy eléz8 kdzleményben leirtakhoz.?° A CBF valtozas elmaraddsanak oka
lehet, hogy az iszkémia elGidézésekor a vazodilatator adenozin termel6dése fokozddik, és az ATP
szint csokkenése is értagitd a vaszkuldris simaizomsejtek Karp csatorndinak nyitdsa révén.®
Valdszinl, hogy igy az rSD-k megjelenésekor a dMCA ellatasi teriletén az arterioldk mar
maximalisan kitagultak, ami nem tette lehet6vé az SD-hez csatolt hiperémia tovabbi létrejottét.

A 100 W amcao
o\\°/ 75 rSD blokk
w 50 4 . f !

0 sD1 % L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Idd (min)

dMCAO utan eltelt id6 (min)

1 10 20 30 40 50 60 70 80 920
CBF (%) 409**  20x4**  31#3%*  37#4%*% 40+8** 40+16* 44+16* 37+11* 38+12* 39+13*

5.1.2. dbra. Az agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) alakuldsa az arteria cerebri media disztalis
szakaszanak elzardsat kovetSen (distal middle cerebral artery occlusion, dMCAO). A: Reprezentativ CBF
diagram a terjed8 depolarizaciok (spreading depolarization, SD) megjelolésével. Roviditések: SD1: elsd
SD; rSD blokk: ismétlédé SD-k csoportja. B: A CBF relativ valtozasanak szamszer(sitése a dMCAOQ utan. Az
adatokat atlagtstdev formaban adtuk meg (n=3). A statisztikai értékeléshez ismételt variancia-analizist
(ANOVA) haszndltunk (F=153,517; p<0,006**), melyet pdaronkénti Gsszehasonlitds kovetett az
alaparamlashoz (100 %) képest (p<0,05*; p<0,01**).

A terjedd depolarizdciok mintdzata

Az SD1 a dMCAO utan révidesen, atlagban 3,3+0,4 perccel terjedt a latotérbe a koponyaablak
laterdlis pereme fel6l (5.1.3.&bra, Apanel). Az esemény valdszinlileg nem az iszkémiaval
Osszefliggésben, hanem a dMCAO-t kialakité mdtéti beavatkozads eredményeként (i.e. a kéreg
mechanikai érintése révén) alakult ki. Ezt a feltevést tamasztja ald egyrészt az, hogy az SD1 a
tempordlis koponyaablak fel6l érkezett a latdtérbe. Masrészt, ha figyelembe vesszilk a dMCAO és
az SD1 észlelése kozott eltelt id6t (3,320,4 min), valamint az SD1 atlagos terjedési sebességét
(4,2£0,5 mm/min), az SD1 fdékusza szintén megfeleltethet6 volt térben és id6ben a dMCA
elektrokoagulacidjaval. Ezért érdeklédésiink kozéppontjaba a dMCAO utdn kés6bb megjelend, az
iszkémidval 6sszefligg6 rSD események keriltek.

Az rSD-k dont6 tobbsége ponteszer( fékuszbdl, radidlisan szétterjedve jelent meg a latotérben
(5.1.4. dbra). Ritka esetben az rSD a kéreg egy nagyobb teriletén egyidejlileg jott létre, jol
korilhatdré fokusz nélkil (ldsd: rSD1 az 5.1.3.abra A panelén). Nedergaard és Hansen?’
valdszinlleg ugyenzt a jelenséget figyelte meg fokalis iszkémiaban, amikor egymdstdl 1-7 mm
tavolsagra bedlltetett intrakorikalis mikroelektrédakkal az SD-re jellemzd negativ DC potencial
kitérést tébb pontbdl egyidében vezette el.?”3
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Az els6 rSD a dMCAO utan 58,1+8,9 perccel alakult ki. Az id6beliség megfelel az SD-k
mintazatanak a klasszikus, intralumindlis filamentummal létrehozott MCAO modellben, 68280417
bar az eddigi, elektrofiziolégiai megkozelitésen alapuld tanulmdanyok az SD fékuszat nem tudtak
azonositani Az elsé rSD-t gyakran kozel azonos pontbdl kiindulva, 1,5-4 perces id6kozonként
rogton tovabbi 2-3 rSD kovetett. A rSD-k gyors egymds utani mintazata egy jél meghatarozhaté
rSD blokkot alkotott (5.1.5. &bra), mely emlékeztet az SD-k csoportos id6beli mintazatara SAH-on
atesett betegekben.?® Végiil az rSD blokkhoz viszonyitva 20-26 perccel késébb (78,4+2,9 perccel a
dMCAO utdn) ujabb, egymastdl fliggetlen rSD eseményeket azonositottunk (pl. rSD3-4 az 5.1.5.
abran). A kései rSD-k eltértek az rSD blokk eseményeitdl abban a tekintetben is, hogy kivétel nélkiil
pontszerd fokuszbdl indultak ki, az rSD blokk eredetétél tavol (1,5-2 mm).

Az rSD-k fékusza a bregmatdl anterior 1,5 mm és posterior 3 mm kozé, illetve a fissura
longitudinalis-tél lateralisan 1-5 mm kozotti tavolsagra esett. A kései rSD-k az rSD blokkhoz képest
jellemzGen anterior irdnyban alakultak ki (5.1.3. dbra B panel). Az rSD-k fokuszanak topografidja jé
egyezést mutatott egy korabbi kozlemény eredményeivel, ahol a parietalis kéregben a fokalis
iszkémia sordn jelentkez6 SD-ket 10S képalkotassal figyelték meg.>*

5.1.3. abra. Fokalis elGagyi iszkémiaval Osszefliggé
terjed6 depolarizaciok (spreading depolarization, SD)
fokuszpontjai. A: Egy reprezentativ kisérlet soran
azonositott SD-k kiinduldsi helyét vagy hullamfrontjat
szaggatott vonalak jelzik; az SD-k terjedési iranyat nyilak
mutatjak. Az SD1 a tempordlis koponyaablak irdnyabdl
l[épett a latotérbe. Az els§ visszatér6 SD (recurrent
spreading depolarization, rSD1) egyid6ben jelent meg egy
nagyobb szoveti felszinen, azonosithaté fdokuszpont
nélkil. B: A fekete pontok blokkban ismétl6dé rSD-k
fokuszat jeldlik; a fehér pontok késébbi, egyediil all6 rSD-
k kialakuldsi helyét abrazoljdk az 0Osszes kisérletet
Osszegezve (n=6). A vékony vonallal kérilhatarolt tertlet
olyan rSD-re vonatkozik, melynek az A panelen
megjelenitett rSD1  eseményhez hasonléan  jol
korilhatarolhato fokuszpontja nem volt.

A feszlltségfliiggd festékkel végzett elsé kisérleteink szerint az SD-t az intakt keringés(
kéregben az RH-1838 fluoreszcenciajanak erdsodése kisérte (4.1.2. fejezet) (4.1.5.4abra). A
hiperpolarizacié alatt az optikai jel intenzitdsa a kiindulasi érték ald csdkkent, ami annak
tulajdonithatd, hogy az ekkor maximumat elérd, SD-vel jaré hiperémia erGsebben nyeli el a
festéket gerjeszté és emittalt fényt (4.2.1. fejezet) (4.2.3.4bra). A hirtelen szivmegallas utan
megjelend SD vizsgalata soran azt is megallapitottuk, hogy a hemoglobin deszaturacidja is gyengiti
az RH-1838 jelintenzitasat (4.2.2. fejezet) (4.2.7.4bra). A dMCAO modelliinkben az rSD-k
fokuszanal egy sotét foltot (fluoreszcencia gyenglilése) keskeny, vilagos gy(rl vett koril
(fluoreszcencia fokozddasa), majd az SD terjedésével a fokusztol tavolodva a vildgos sav
kiszélesedett. Az RH-1838 fluoreszcencidjanak rSD-t jelz6 valtozdsa a fékuszban és attdél tavolabb
jol lathatdan eltért (5.1.4. dbra). Az intenzitdsvaltozasok értékelése megmutatta, hogy az rSD
fokuszaban a fluoreszcencia hirtelen, rovid ideju, kismérték( intenzitds-fokozddasat dominans,
tranziens gyengilés kovette, mig a terjedd rSD-t dontéen az optikai jel tipikus fokozddasa
jellemezte (5.1.4. dbra). Az rSD fékuszaban az optikai jel gyengliléséért az SD-vel jaré hiperémia
mint fényelnyel6 jelenség nem lehetett felelés, hiszen az rSD-eseményekhez nem tarsult
aramlasemelkedés (5.1.2. abra). Ezért azt feltételezziik, hogy az rSD megjelenésével egyitt a lokalis
mikroérhalézatban a hemoglobin szamottevé deszaturdcidja jatszodott le, és ezt tikrozte az
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RH-1838 jelintenzitdsdnak csokkenése. Elképzelésiink o©sszhangban 4ll azzal a NADH
fluoreszcencidjan alapulé megfigyeléssel, hogy az intakt kéregben terjedd SD soran a szovet oxigén
felhaszndldsa megduplazédik,®? illetve a kapillarisok kdzvetlen szomszédsdgaban hipoxias gdcok
is kialakulhatnak.3”? Az intakt szévetben az SD-hez csatolt hiperémia mértéke meghaladja a szévet
altal tdmasztott metabolikus igényt (,,luxury perfusion”), és a hemoglobin szaturacidja az SD alatt
nem mutat csdkkenést. 3253 |szkémids allapotokban azonban az SD-t kdvetd CBF valaszreakcid
elégtelen,®®3** a szovet oxigénfelhaszndldsa meghaladja a kindlatot, és a hemoglobin
deszaturacidja jelentds.>®® Mindezek alapjan megallapithatd, hogy az rSD fékuszaban tapasztalt
jelintenzitas-csokkenés sulyos metabolikus krizis indikatora lehet.

B afokusztdl 1,5 mm

|30gl

a fokuszban

5.1.4. abra. Reprezentativ képsorok (A) és a fesziltségfliggé festék (RH-1838) fluoreszcencidjanak
valtozdsa (B) egy visszatéré terjed6 depolarizaciéo (recurrent spreading depolarization, rSD)
kialakulasaval, az arteria cerebri media disztalis szakaszanak elzarasa (dMCAO) utan 60 perccel. A: Az
RH-1838-al feltoltott kérgi felszinen a reprezentativ rSD fokuszat szaggatott kdrvonal, az rSD terjedésének
iranyat nyilak jelolik. Az RH-1838 fluoreszcencidjanak intenzitasat két, egymastdl 1,8 mm tavolsagban
elhelyezett érdeklédési teriletetrdl (region of interest, ROI; kék pontok) olvastuk ki. Ai-A7: Az rSD képi
megjelenitése RH-1838 fluoreszcencidja alapjan. A képsort hattérkivonassal és a kontraszt
optimalizalasaval kaptuk. B: Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasanak valtozasa az A panelen megadott
ROI1 (alsé diagram), és ROI2 (felsé diagram) terlletén. A valtozasok mértékének 6sszehasonlitasat segiti,
hogy a két id&sor skalazasa megegyezik. Rovidités: gl: szlirkeszint (gray level).

Az optikai jel gyengiilését azonban nem csak rSD-k fékuszaban tapasztaltuk, hanem adott
feltételek mellett terjed6 eseményekkel is. JellemzGen olyan helyeken kisérte az rSD athaladasat
az RH-1838 fluoreszcenciajanak csokkenése, ahonnan kordbban mar rSD eredt (5.1.5. bra: kései
rSD-k a ROl1-en), vagy az adott eseményt megel6z6en mar szamos rSD haladt at (5.1.5. dbra: rSD4
a ROI3-on). Ha tehat egy adott terileten az rSD-k ismételten haladtak végig, nagyobb eséllyel
tett megdllapitast, hogy az RH-1838 jelintenzitasanak csdkkenése a sulyosboddé metabolikus krizis
indikatora, akkor elmondhatd, hogy az rSD-k ismétl6dése az iszkémia elmélyiiléséhez jarulhatott
hozza. Eredményeink alapjan azt feltételezzilk, hogy az rSD-k keletkezési helye a kéreg azon
teriiletét jelolte ki, amelyet a dMCAO-révén kialakitott iszkémia a legsulyosabban érintett.
Egyrészt iszkémids agykéregben az SD ott alakul ki, ahol a perflziés deficit egy meghatarozott
kiisz6bdt meghalad,?* masrészt, ahogy eredményeink is tanusitjadk, maguk az SD események
sulyosbitjdk a szévet metabolikus krizisét, ezzel egy szovetkarosité ongerjeszté kort hoznak
létre.%®1%* Erre utalnak azok a klinikai adatok is, melyek a tranziens SD-k ndvekvd osszesitett
id6tartamat a neuroldgiai tlinetek sulyosbodasaval hoztdk 0Osszefliggésbe SAH-on atesett
betegekben.1% Feltételezziik tehat, hogy dMCAO modelliinkben a primer kérgi iszkémids infarktus
a kés6bbiekben azon a tertleten alakulhat ki, ahol az rSD eseményeket észleltiik. Elképzelésiinket
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azonban mas megkozelitéssel, példaul a sérilés mértékének szovettani vizsgdlataval a
tovabbiakban igazolni kell.

B; : rSD blokk B, kései rSD-k

50 52 54 56 58 60 62 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96
Idd (min)

5.1.5. abra. VisszatérG terjed6 depolarizaciok (recurrent spreading depolarization, rSD) fokusza és
terjedése (Ai14), és a feszlltségfiggs festék (RH-1838) fluoreszcencidjanak valtozésa (Bi2) egy
reprezentativ kisérletben az arteria cerebri media disztalis szakaszanak elzarasa (dMCAQ) utan. Ai.a: Az
RH-1838-al feltoltott kérgi felszinen az rSD-k kiindulasi helyét piros szaggatott vonalak jelzik; az rSD-k
terjedési iranyat nyilak mutatjak. A képek jobb alsé sarkaban a dMCAO-tdl eltelt id6t adtuk meg. Az
RH-1838 fluoreszcencidjanak intenzitasat harom kijelolt érdekl6dési teriiletetrdl (region of interest, ROI)
olvastuk ki. A ROI-k pozicidjat a kovetkez6k szerint hataroztuk meg: a ROI1-et az rSD blokk fékuszdba, mig
a ROI2-t a kései rSD-k fokuszdhoz kozel helyeztiik el. A ROI3 az rSD-k terjedésének utjaba, az rSD-k
kiindulasi pontjatol tavol kerilt. A ROI-k szine megfelel a Bi> panelen bemutatott diagramok
szinkédoldsaval. Bi-2: Az RH-1838 fluoreszcencia-intenzitasanak valtozasa az A paneleken megadott ROI-
k teriiletén a dMCAO-tdl eltelt id6 fliggvényében. Az rSD1 (A1) mindhdarom ROI-n egyszerre jelent meg
(fuggbleges szaggatott vonal) igazolva, hogy a kéreg egy nagyobb teriletén egyidejlleg jott létre,
pontszer( fékusz nélkul. Az rSD2 (Az) A ROI1-t6l indult el (rSD2a), majd a ROI2 érintése utdn a latétérben
visszakanyarodva (rSD2b) ismét raterjedt a ROI1-re, majd tovabb haladt a ROI3-ra. A kései rSD3 és rSD4
a ROI2 kozelében keletkezett, és radidlisan terjedt tovabb a ROI1-re, majd a ROI3-ra. A kései rSD-k az rSD
blokk fékuszanlal (ROI1) az RH-1838 jelintenzitdsanak csokkenését okoztak. A terjedés iranyat az id6sorok
kozott szarke nyilak illusztraljak.

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

Osszefoglalva, kisérleteink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a fokalis iszkémia kialakulasat
kovetSen egy 6ran belll megkezdddik az SD események ismételt megjelenése. A regisztralt rSD-k
kezdetben blokkba csoportosulva, majd egyenként kilon allva jottek |étre. Az rSD-k kivétel nélkil
mind tranziens depolarizacidk voltak, de ugyanazon a kérgi terileten egymds utan athaladva
feltételezhetSen sulyosbitottak az érintett szoveti zona metabolikus krizisét.

A munka elkészilltekor uttoré jelleglinek szamitott, hiszen az elsé olyan tanulmany volt,
amelyben agyi iszkémia allatmodelljében lehet&ség nyilt az SD események folyamatos kdvetésére,
térben és id6ben egyarant. A mezGpotenciadl monitorozasa lényeges elGrelépésnek bizonyult az
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SD-re adott hemodinamikai valaszt kihasznélé képalkotd eljaradsokhoz képest (pl. LASCA),11%:357:358
hiszen a mez8potencial valtozasainak megjelenitése olyan SD-ket sem téveszt szem eldl,
amelyekhez értékelhet6 CBF valtozas nem tarsul (5.1.2. dbra).

Munkdnk azzal is Ujat hozott, hogy az SD-k fokuszat meg tudtuk hatdrozni, és egy adott
esemény terjedésének jellegzetességei a 1atotér eltéré pontjaiban tetszGlegesen értékelhetévé
valtak. A mddszer adottsaga, hogy az elkésziilt képsorokra az értékeléskor tetsz6leges szamu és
poziciéju ROl helyezhets fel az események térbeliségének ismeretében. igy példaul informéacié
nyerheté arrdl, hogy kiilonb6z6 mértékben perfundalt szoveti zéndkon dathaladva miként
moaddosulhat az SD terjedése.

Az itt bemutatott kisérleteink megel6zték a multi-modalis képalkotd rendszeriink kialakitasat
és hitelesitését (Isd: 4.2. fejezet), igy a szovet lokalis aramlasi viszonyairdl az SD-vel 6sszhangban
nem tudtunk egyértelmi eredményekkel szolgdlni. Kbvetkez6 kisérleteink soran azonban a multi-
modalis képalkotds adottsagait és elényeit kihasznalva az iszkémiaval kapcsolatos és az SD-hez
tarsuldé perfazids valtozdsok térbeliségét is figyelembe vettilk kovetkeztetéseink
megfogalmazasahoz.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

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: Erdé, F., Transworld
Research Network, Kerala, India, pp. 53-71., ISBN: 978-81-7895-385-4.

5.2. Az agykérgi terjedd deplarizacioval jaro hemodinamikai valtozasok: permanens
multifokalis el8agyi iszkémia

Hdttér

Kovetkez6 kisérletsorozatunk tervezésekor mar rendelkezésiinkre allt a kialakitott
multimodalis képaklotd rendszeriink (4.2.2. fejezet). Az elGz6ekhez képest a legfontosabb
el6relépés, hogy az iszkémia mértéke a latotér barmely pontjaban értékelhetévé valt, és az SD-hez
tarsulé hemodinamikai valtozdsokat is nyomon kévethettiik. Kihasznaltuk a médszer azon egyedi
adottsagat, hogy az agykérgi potencidlvaltozdsok és a csatolt hemodinamikai események térben
és id6ben megfeleltethet6k egymasnak.

A mikropartikulumok infdzidjaval indukalt multifokdlis el6agyi iszkémia transzlacios
szempontdl |ényeges és elfogadott patkany stroke modellnek szamit, hiszen hien reprodukalja a
kisebb mikroembdlusos agyi infarktusokat, és a multi-infarktus demencia kérfolyamatait.?>>%63 A
modell szamunkra is igéretesnek tlint az SD-k fékuszanak vizsgalatara, mert egérben a kisérletes
mikroembolizacié ismétléds SD-ket indukal.?®2 Modelliink iszkémids agysérilésekre vonatkozd
érvényességét azonban igazolni kellett, mert a mikroembolizacidval kivaltott SD-ket
tanulmanyozd egér kisérletben agyi infarktust nem figyeltek meg (Nozari et al., 2010).2%2 Az
iszkémids karosodast ezért munkank sordn szovettanilag is jellemeztiik.

Kisérletsorozatunk meghatdrozott célja az volt, hogy az el6z6 fejezet (5.1. fejezet)
eredményeire épitve az iszkémids szOvetben zajlé6 SD események hemodinamikai
kovetkezményeit azonositsuk, az iszkémia mértékével és mintazatdval osszefliggésbe hozzuk, és
mérlegeljik az SD-k kdrélettani jelent6ségét multifokalis el6agyi iszkémiaban.
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Mddszerek

Kisérleteinket 1,5-2,0% halotannal (N;O:0, 2:1) altatott, feln6tt, him, Sprague-Dawley
patkanyokon végeztik (n=13). A jobb oldali arteria femoralis-ba kanilt vezettink a MABP
folyamatos monitorozdsdra és artérias vérgdz mintak gydjtésére. A jobb oldali arteria carotis
communis-t (CCA) a nyak ventralis bérén kozépvonalban ejtett metszés révén tartuk fel. A
nyalmirigyek elhtzdsa utan a musculus sternohyoideus-t és sternomastoideus-t szétvalasztottuk,
majd a CCA-t kiemeltlik, és a nervus vagus artéria mentén futé agait a CCA-rél dvatosan
levalasztottuk. A CCA-n kis bemetszést ejtve polietilén kanllt vezettlink az arteria carotis interna-
ba a koponya alapjaig (1,0 mm OD x 30 cm Intravenous Cannula, Sims Portex , Smith Indrustries,
Hythe, Kent, U.K.), majd a kandilt rogzitettlik. Bar az eljards az agyi vérellatast az egyoldali CCA-n
keresztll gatolja, a patkdny Willis korének jol fejlett anasztomozis rendszere az dramlaskiesést
kielégitéen kompenzdlja. A kanll-okozta elzarédas az adatgydjtés soran SD-t 6nmagdban nem
indukalt (Isd. kontroll allatok ismertetése alabb). A nyak bérének zdrasa utan az allatok fejét
sztereotaxids befogdba rogzitettik, és a fentebb ismertetett mddon (5.1. fejezet) zart
koponyaablakot alakitottunk ki a jobb parietalis kéreg felett. A kérgi felszinrGl a laborunkban
fejlesztett multi-modalis képalkotd rendszerrel 1 Hz-es mintavételezési frekvenciaval készitettiink
parhuzamos képsorokat a mezGpotencial (RH-1838), a CBF (LASCA), a CBV (zold 10S) és a

Tiz perc alapvonal felvétele utan a CCA kanulon mikropartikulumok infuzidjaval (d=45-53 um;
2000 partikulum/0,6 ml 0,02 % Tween-20; 300 pl/min; UVPMS-BY2, Cospheric, Santa Barbara, CA,
U.S.A.; ) agyi mikroembdlusokat hoztunk létre. Az embolizaciot kovetéen 60 percig regisztraltunk,
majd a kisérleteket a halotdn tuladagolasaval fejeztiik be. A szivmegallds utan még 10 percig
rogzitettliink képeket.

A kisérleti modellben kialakuld iszkémids sériilés igazolasara szovettani vizsgalatokat
végeztiink. Tovabbi hét felnétt, him, Sprague-Dawley patkanyt (340-430 g) 1,5-2 % izoflurannal
altattunk N,0:0, gdzelegy 2:1 ardnyu keverékében, és a fent ismertetettek szerint elGagyi
multifokalis iszkémiat indukaltunk. Az allatokat 24 6ras tulélést kdvet6en mély altatdsban
dekapitaltuk, az agyakat gyorsan eltavolitottuk, majd jéghideg 0,1 M foszfattal pufferolt fizioldgias
séoldatban (phosphate-buffered saline, PBS) Oblitettik. Az agyakat patkany ,brain matrix”-ba
helyeztik, és a koronalis sikban mikrotém pengével 2 mm vastag elGagyi szeleteket készitettiink.
A szeleteket 2 % 2,3,5-trifeniltetrazolium-klorid (TTC) 0,1 M PBS oldataban, fényt6l védve,
szobahdn, 20 percig inkubaltuk, végiil 4 % paraformaldehidben fixaltuk, és 4 °C-on taroltuk. A
szinreakcio alapjan (piros szin: ép szbvet, szinreakcid elmaradasa: infarktus) igazoltuk, hogy a
modellben a hipoperfuzié mértéke kelléen sulyos volt iszkémias infarktusok kialakuldsahoz, és
megdllapitottuk a szemmel lathatd infarktusok anatdmiai helyzetét. Mivel a TTC festés a
kiterjedtebb |ézidkat jeloli, és a mikroinfarktusok kimutatasara nem alkalmas, a TTC-festett
szeleteket paraffinba dgyaztuk, és tovabbi, 5 pm vastag metszeteket készitettiink. A paraffinos
metszeteket hematoxilin-eozinnel festettiik, fénymikroszkdppal viszgaltuk, és metszetszkennerrel
digitalizaltuk (Zeiss Mirax Midi Slide Scanner, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Németorszag).

A kisérletek kozil négy esetben nem azonositottunk mikropartikulumokat a latétérben
kirajzolddé pidlis érhalézatban, és SD-k sem jelentkeztek, igy a m(itéti beavatkozdas kontrolljaként
tekintettiik 6ket. Tovabbi 2 allatot kizartunk a késébbi értékelésbdl, mert a CCA kanll felvezetése
soran levegS buborékok keriiltek az agyi érhaldzatba, és az SD-k nagyon nagy frekvenciaval
haladtak at a latétéren, ami sulyos iszkémiara engedett kdvetkeztetni. Ezek utan hét kisérletet
taldltunk minden szempontbdl alkalmasnak az eredmények értékelésére.

Képsoronként szamos ROI-t helyeztiink el olyan poziciékban, hogy a megjelené SD-k
fokuszahoz kozel és azoktdl tavol is kiolvashassuk az optikai jelek intenzitasvaltozasait a kérgi
parenchyman. A kivdlasztott ROI-kat a négy, egymadssal szinkron késziilt modalitdson azonos
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pozicidban alkalmaztuk (RH-1838, CBF, CBV, hemoglobin-szaturacid). Reprezentativ esetekben a
pidlis arterioldk szegmenseire is helyeztiink ROI-kat a LASCA képsorokon ugy, hogy az érlumenbe
rekedt mikropartikulomtdl proximalisan és disztalisan is értékelhet6 legyen az dramlds mértéke.

A CBF valtozasokat relativ formdaban fejeztiik ki az iszkémia indukcidja el6tti alapot 100 %-nak,
a szivmegallast kovet6 jelet 0 %-nak tekintve. A mikroembolizacié-okozta CBF valtozasokat
teljes-kép analizissel is értékeltik. A latotér szélén a koponyacsontot és a kérgi felszinen
kirajzolddé pidlis érhalézatot maszkkal kitakartuk. A megmaradd hasznos teriileten minden egyes
pixelt a kovetkez6 dramlasi sdvokba soroltunk: <40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%
90-100% és >100%. Az egyes aramldsi sdvokba jutd pixelek Osszesitett terlletét relativ formdban
fejeztik ki a teljes hasznos terilethez képest.

Az eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizist SPSS szoftverrel
végeztik (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.); az értékeléshez
egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) haszndltunk (p<0,05*), melyet tobb csoport
Osszehasonlitasa esetén Fisher post hoc teszt kovetett (p<0,05*; p<0,01**).

A multifokdlis el6agyi iszkémia modell jellemzéi

A preparatum élettani valtozdi az iszkémia soran a fizioldgids tartomdanyban alakultak, bar a
CO; parcialis nyomasa alacsonyabbnak mutatkozott (MABP: 10011 Hgmm; vér pH: 7,50+0,04;
p0,: 151415 Hgmm; pCO,: 16,9+7,8 Hgmm). A mikropartikulumok infuziéja utdan a zold 10S
képsorokon jél latszott a mikropartikulumok athaladasa és megrekedése az egyes pialis arteriolak
lumenében (5.2.1. dbra, B1.2 panel). Egy adott mikropartikulum elakadasatdl disztalis érszakaszban
az aramlas hatdrozottan csokkent, melyet a LASCA aramlasi térképekbdl olvastunk ki (5.2.1. dbra,
Bs.a panel). Bar az elzardédott érben a vérdtdramlas teljes megsz(inését vartuk, a kapott érték mégis
40 % korul alakult (5.2.1. abra, Ba panel). A részlegesen fennmaradd perfuzié abbdl adédhatott,
hogy az érelzarddds nem volt teljes, vagy az arterioldra helyezett ROI-bdl nyert értékek az ér alatti
parenchyma dramldsviszonyait is magukban foglaltdk, kilén6sen az érelzdrddas utani allapotban.

Az embolizacié utan a parenchymalis CBF mintdzata is hirtelen megvaltozott. Az dramlasi
értékek tertleti eloszlasa nagy valtozatossagot mutatott egy adott latétéren belll és az egyes
kisérletek kozott (5.2.2. abra). Altalanossagban a CBF 50 % ala esett a kérgi teriilet 8 %-an, 50-90 %
kozott mozgott a kérgi felszin kb. 61 %-an, és 90 % felett maradt a teriilet 31 %-an. A mért adatok
megfeleltethet6k a modellben magneses rezonancia vizsgdlattal (magnetic resonance imaging,
MRI) megéllapitott értékeknek.?>> A koponyaablak-preparatum korlataibél adéddan csak a feltart
kérgi terilet aramlasviszonyait tudtuk jellemezni, azonban a mikroembolizacié szubkortikalis
terileteket is érint.2>> Munkdnk soran az iszkémia indukcid utdni akut, 60 perces idGtartamot
vizsgaltuk. Hosszabb tavu utankovetés azt igazolta, hogy a CBF csdkkenése az iszkémia indukcidja
utan 2 hétig is fennall, melyhez jellemz8en iszkémids léziok kialakuldsa tarsul.?>
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5.2.1. abra. A pialis arterioldkban tapasztalt dramldscsokkenés, és szovettani lézidk kialakuldsa a
mikroembolizaciot kévetden. A: A zart koponyaablak helyét kék négyzet jeldli a patkany parietalis kérge
felett, a bregmatdl (Br) kaudalisan. A négyzetet atszeld piros vonal az A1z panelen bemutatott korondlis
agyszeletek mintavételi helyét adja meg. Ai2: Nyilak jelolik a 2,3,5-trifeniltetrazélium-klorid (TTC)
festéssel megjelenitett fokalis kérgi infarktust (A1), és egy kiterjedt kérgi I1éziot (Az2) reprezentativ
agyszeleteken. As.a: Kérgi mikroinfarktusok tipikus képe hematoxilin-eozinnal festett metszeteken. A
koronalis metszeti rajzokon a szévettani felvételek helyét kis négyszégek adjak meg. B1: A pidlis érhaldzat
lefutdsa a koponyaablak teriletén z6ld megvilagitas mellett (540-550 nm). A felvétel a mikroembolizaciot
kovet6en késziilt, amikor a mikropartikulumok mar megjelentek a pidlis arterioldkban. A fehér kerettel
kijelolt terilet a B2 panelen kinagyitva jelenik meg. Ba: A A Bi1 felvételbdl kinagyitott terileten a fekete
nyil két egymas melleti mikropartikulumra mutat (d=45-56 um), amelyek megrekedtek az érlumenben.
Bs: B2 felvétel kiemelt része, melyen két érdekl&dési teriiletet adtunk meg egy arterioldn (vascular region
of interest, ROIv). A ROIv1 az elakadt mikropartikulumoktdl proximalisan (nyugalmi ératméré: 50 um), a
ROIv2 t6luk disztalisan (nyugalmi ératmérd: 33 um) helyezkedik el. Az aramlas dinamikajat (Bs) a ROIvl
és ROIv2 teriiletérdl olvastuk ki a lézer-folt interferencia kontraszt analizissel (LASCA) nyert aramlasi
térképsorokbdl. A fehér nyilak az aramlds irdnyat szemléltetik. Ba: Az artérias vérataramlds valtozdsa a Bs
panelen megadott pozicidkban. A nyilak a mikropartikulumok elakaddsanak idépontjat jelolik.

Infarktusos régiok megjelenését miis igazoltuk 24 érdval a mikroembolizacié utan. A szovettani
vizsgalatot kilon allatcsoporton hajtottuk végre, mert a koponyaablak prepardtum nem tette
lehet6vé az allatok 24 6ras tulélését. A szovettani értékelésre elGkészitett hét allatbdl 6t esetén
mutatott a TTC festés az ipszilaterdlis oldalon infarktusos zénat (5.2.1. dbra, A1z panel). Harom
allatban kiterjedt kérgi, hippokampalis és szubkortikdlis |éziokat figyeltink meg (5.2.1. abra,
A: panel); tovabbi két allat agydban a szubkortikalis érintettség mellett a frontoparietalis kéregben
kisebb, fokalis 1ézidk jelentek meg (5.2.1. dbra, A: panel). A hematoxilin-eozin metszeteken jol
kivehet6 mikroinfarktusokat azonositottunk (5.2.1.3&bra, Asapanel). A fennmaradd két allat
mintdiban nem talaltunk [ézidra utald jellemz&ket; ezek valdszinlileg megfeleltetheték annak a
képalkotasra elGkészitett négy kontroll allatnak, amelyekben a mikropartikulumok nem érték el az
agykérget. Az eredmények alapjan modellink reprodukdlja az iszkémids agysériilések
jellegzetességeit.
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CBF tartomany (%) | A latétér hanyada (%)

Bl <40 2.62+2.2

B 4050 5.63+4.1

B 5060 10.5746.2
[ 60-70 14.6745.3
] 70-80 17.62+2.2
1 80-90 18.21+4.2
I 90-100 13.7245.7
B >100 16.94+8.0

5.2.2. d4bra. Az agyi vérataramlds (cerebral blood flow, CBF) heterogén terileti eloszlasa
mikroembolizaciot koévetbéen. Ai2: A teljes-kép analizishez haszndlt aramlasi térképek a CBF
heterogenitasat mutatjak be két reprezentativ kisérlet révén. A fekete-fehér felvételeken a latotér pialis
érhaldzata rajzolodik ki zold megvilagitasnal (540-550 nm). A hamis szinezésUl aramlasi térképek, melyek
|ézer-folt interferencia kontraszt analizissel (LASCA) az iszkémia indukidja utan késziiltek, a fekete-fehér
képeken bemutatott latétérnek felelnek meg. A szinekkel kddolt CBF tartomanyokat a B panel
tdblazataban adtuk meg. A CBF térképeken lathatd az dramlas terlleti eloszldsdanak valtozatossaga egy
adott [atétéren belill, és az egyes kisérletek kdzott. B: A tablazatban az egyes CBF taromdanyokba esé kérgi
felszin aranyat atlagtstdev (n=7) formaban adtuk meg a teljes hasznos terilethez viszonyitva.

A terjedd depolarizdciok fokusza

Az iszkémia soran spontan jelentkez6 SD-ket az RH-1838 képsorokon azonositottuk. A hét
kisérletben 6sszesen 31 SD-t regisztraltunk, melyek mind a mikroembolizacié utan alakultak ki. A
60 perces felvételeken kisérletenként 2-12 SD eseményt figyeltiink meg. Osszesen 6t SD fokusza
esett a [atotérre; a tobbi esemény a feltart kérgi terlileten kivilrél eredt, és onnan terjedt be a
koponyaablak ald. Az 6t SD-t, melyek a fékuszbdl radidlisan terjedtek tova, négy allatban
regisztradltuk, a mikroembolizacé utan 20,4+17,6 perccel. Harom esetben az események
fokuszdban a szovet gyorsan regeneralddott (tranziens SD), egy esetben a repolarizacio késleltetve
zajlott le (5.2.3. abra, és 5.2.4. abra, A panel), és egy esetben a depolarizacidbél nem tapasztaltunk
visszatérést. A fokusztdl tovaterjedve 1-1,5 mm tdvolsagban azonban az SD az utdbbi két esetben
is tranziens depolarizacidova mdédosult (5.2.4. abra, A panel). A repolarizacio késése vagy elmaradasa
a szévet elmélyllé metabolikus krizisének jele.>*® Az SD fékuszaban tapasztaltak ennek alapjan
aldtdmasztjdk azt a nézetet, hogy az SD kiinduldsi pontjdban az iszkémia mértéke kritikus. Ez
kiilonosen igaz az itt megfigyeltek kozil arra az SD-re, amelynek a fékuszaban a repolarizacié nem
tortént meg; erre a teriiletre kés6bbi SD-k sem terjedtek ra. Az SD terjedésének mintdzatardl
ismert, hogy az iszkémids sériilés gdcpontjait elkeriili.?®® Kisérletiinkben a tranziens SD-k
keletekzési helyére id6ben kés6bb, tavolabb kialakuld események raterjedtek, ami bizonyitéka a
szOveti homeosztazis rendez6désének tranziens események utan.

Az SD terjedési sebessége a fokusztdl tavolodva csokkent (a fokusznal 6,54 mm/min; 1 mm
tavolsagban 3,911,6 mm/min; 5.2.4. abra, B panel). Az SD terjedésének szamitdgépes modellezése
szerint a terjedési sebesség akkor magas, ha az SD révén megemelkedett intersticidlis K* szint
rendez6dése gatolt, ha az extracelluldris tér beszlkil (pl. sejtduzzadas miatt), vagy az
extracellularis glutamat koncentraciéja emelkedik.*?® A hipoxia is fokozza a terjedési sebességet,
a normoxids korilményekhez képest, kb. 1 mm/min-el.? igy a terjedési sebességgel kapcsolatos
eredményeink is azt sejtetik, hogy leginkdbb az SD fékuszahoz kozel es6 szévet van kitéve
iszkémias karosoddsnak.
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5.2.3. abra. Terjed6 depolarizacié (spreading depolarization, SD) kialakuldasanak multi-modalis, képi
megjelenitése multifokalis elGagyi iszkémia mikroembolizaciés modelljében. A1.o: A feszlltégfiiggs festék
(RH-1838) fluoreszcencia-intenzitdsanak valtozasa az SD kialakuldsanak és tovaterjedésének
flggvényében. Bi.o: Az agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) megjelenitése |ézer-folt interferencia
kontraszt analizissel (laser speckle contrast analysis, LASCA). A melegebb szinek a magasabb aramlasu
terileteket jelolik. Ci-0: Az agyi vérvolumen (CBV) jellemzése a visszaverddd fény intenzitasa alapjan (10S)
z6ld megyvilagiitas mellett (A=540-550 nm). D1.e: Piros 10S (A=620-640 nm) felvételek a hemoglobin
szaturacidjanak becslésére (kisebb intenzitds erésebb deszaturacionak feleltetheté meg). B, C, D: A teljes
Iatotér a kilonb6zé modalitasokkal a reprezentativ kisérlet alapszakaszabdl. Az egyes képeket tiz egymast
kovet6 eredeti felvétel atlaga adja. A képek rosztralis felét letakartuk, hogy az 1-9 szamozasu sorozatokon
bemutatott kaudalis régiot kiemeljiik. A szaggatott kdrvonal a vizsgalt SD fokuszat jeldli.

Az 1-9 szamozasu RH-1838, CBF, zold és piros 10S képsorokat hattérkivonas, 6t pontos mozgdatlag
alkalmazasa, és a kontraszt optimalizalasa révén kaptuk. A CBF, zold és piros 10S képeket szoftveresen
pseudo-color alkalmazasaval szineztiik. Az RH-1838 intenzitds-valtozasat és a CBF dinamikajat a
reprezentativ SD-re nézve az 5.2.4. dbra A panel mutatja be.

Az SD-k tipikusan ott keletkeztek, ahol a l1atétéren beliil a CBF a legalacsonyabb volt, atlagban
5719 %. Ennek megfelelen az SD fékuszatdl fokozatosan tavolodva az SD-t kdzvetlenil megel6z6
CBF magasabb tartomanyban mozgott. igy példaul a fékusztél 1 mm tavolsagban 87+2 % értéket
vett fel, a fokuszban mért 5719 %-hoz képest (5.2.4. dbra, C panel). Az SD kivaltasi helyére az SD-hez
tarsuld hiperémia nem volt jellemz6 (n=3; 5.2.4. dbra A panel), vagy elhanyagolhaté mértéklinek
bizonyult (n=2). Az SD fékuszatdl tdvolodva a terjedd eseménnyel a hiperémia mértéke fokozddott
(5.2.4. dbra, D panel); az SD elhaladasa utan a CBF pedig visszatért az SD-t megel6z6 szintre.
Mindezek arra utalnak, hogy az SD az egységes szerkezetl kéregben ott alakul ki, ahol a CBF
csokkenése elér egy kritikus, alacsony kiiszébértéket.3”* Ezt kévetSen a neurovaszkuléris csatolds
is ebben a régidban lesz a legkevésbé hatékony.

Bar a fokalis iszkémia ragcsaléd modelljében az SD-k fokuszat korabban a novekvé iszkémids
mag régié peremére tették,>2% kisérleteinkben hasonld dsszefliggést nem allapitottunk meg.
Elképzelhet6, hogy az iszkémia a kisérleteinkben tanulmanyozott, akut, kezdeti 60 perces
szakaszaban a késébbi mag régié helyén még csak mikroinfarktusok jelentek meg,?®2 melyeket a
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képalkotd rendszer viszonylag alacsony felbontasa miatt nem észleltiink. Ugyanakkor MRI
vizsgalatok tanusaga szerint az iszkémids szovetben az SD-k nem csupdn a mag régié kozvetlen
szomszédsagaban, hanem attél tavol is kialakulhatnak,3® illetve az iszkémia enyhébb formai is
kivalthatnak SD-t.%°
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5.2.4. abra. A terjedd depolarizacio (SD) és az agyi vérataramlas (CBF) jellemzése az SD fokuszanak
kozelében. A: Az SD-t megjelenits fesziltségfiggd festék (RH-1838) jelintenzitdsat, és a csatolt CBF
valtozas kinetikajat harom kijel6lt teriletetrdl (region of interest, ROI) olvastuk ki az SD fokuszaban (ROI1)
és attol tavolodva (ROI2, ROI3). A ROI-k pozicidjat a z6ld megvilagitasnal (A=540-550 nm) készilt felvétel
mutatja be. A képen a fehér szaggatott vonallal megadott korék és nyilak az SD radialis irdnyu terjedését
illusztraljak. Az RH-1838 fluoreszcencia-valtozasat sziirkeszint-valtozasként (gl) adtuk meg. B: Az SD
terjedési sebessége az SD fdkuszaban, és attél 1 mm tdvolsagban. C: A helyi CBF roviddel az SD
keletkezése el6tt az SD fokuszaban, és attdl 1 mm tavolsagban. D: Az SD-vel jaré hiperémia maximalis
amplitaddja az SD fokuszaban, és attdl 1 mm tavolsagban. Az adatokat atlagtstdev formaban adtuk meg
(n=5). A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk (p<0,05*).

A latotéren dathalado terjedd depolarizdciok

Atavoli fékuszbdl a [atétérbe belépd SD-ket mind tranziens depolarizacio jellemezte. A terjedés
sebessége 1,8 és 6,2 mm/min kozé esett (atlagban 3,02+1,08 mm/min). Az SD-k dont6 tobbsége
frontalis/frontolateralis iranybodl érkezett (n=19), néhany esemény a laterdlis perem felél |épett
be a latdotérbe (n=5), ritkan kauddlis irdanybdl terjedtek elére (n=2). A terjedés meghatarozé irdnya
tehat fronto-kaudalis volt. Hasonlé terjedési mintdzatot irtunk le a hirtelen szivmegallas utan
kialakulé SD kapcsan is (4.2.2. fejezet). Az SD-k iranyultsaga arra utal, hogy az SD-k zome a
frontolaterdlis kéregben, vagy a kéreg alatti stridtumban keletkezett. A striatdlis eredetet
tdmasztjak ala azok a megfigyelések, melyek szerint a stridtumban kialakulé SD-k a claustrum-on
és a nucleus accumbens-en athaladva érik el a kéreg teriiletét,392401

Egy kisérleten bellil az egymas utan jelentkez6 SD-k terjedési irdnya random médon eltért,
illetve az SD-k sordba illeszkedve jelentek meg azok a fentebb részletezett események is, amelyek
fokusza a |atotérre esett. A terjedési mintdzat és az SD-k eredetének valtozatossdga az iszkémia
multifokalis jellegébdl adddott. Az SD-k sokszinlsége miatt az eredményeket nehéz altalanositva
targyalni, ezért az aldbbiakban reprezentativ példak révén ismertetjik kovetkeztetéseinket.
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Tobb alkalommal figyeltiik meg, hogy a latotérbe 1ép6 SD a terjedése soran fokozatosan elhal.
Az 5.2.5. dbra segitségével kovethetjik egy ilyen jellegli esemény lecsendesedését. Az SD
megjelenése el6tt a latétérben a CBF egyontetlien 60 % koril mozgott. Az SD frontolateradlis
irdnybdl terjedt; érkezését a belépési ponthoz legkdzelebbi ROI-n az RH-1838 fluoreszcencia-
intenzitdsanak meredek fokozéddsa és az SD-hez csatolt 130 %-os hiperémia jelezte. A
koponyaablak kaudomedidlis pereme felé haladva mind az RH-1838 jelintenzitds, mind a
hiperémia mértéke fokozatosan csdkkent, majd a legtdvolabbi mintavételi helyen egyik modalitds
sem mutatott SD-re jellemz6 kitérést. Hasonléképpen a CBV helyi névekedését intenzitas-
csokkenéssel jelz6 zold 10S is egyre kisebb mértékl CBV novekedést mutatott. Végil a hemoglobin
deszaturdciéjat intenzitas-gyengliléssel mutatd piros 10S SD-hez tarsuld kitérése is egyre kisebb
lett.

B RH-1838 Zoéld 10S Piros 10S

109l 200gl|__
60s 60s

25% L CBF

60s

60s

5.2.5. dbra. A terjedd depolarizacio (SD) fokozatos lecsengése a tanulmanyozott kérgi terileten. A: A
reprezentativ SD (az adott kisérletben az SD-k sorozataban a masodik esemény) a fekete nyil iranyabdl, a
koponyaablak frontolateralis pereme fel6l 1épett be a |atétérbe, és kaudomedialis irdnyba haladt tovabb.
Az optikai jelek értékelésére a képsorokon négy érdeklGdési teriiletet (region of interest, ROI) helyeztiink
el, az SD hulldmfrontjara merdleges vonal mentén, egymastdl kb. 400 um tavolsagban. A ROI-k pontos
pozicidja egy zold megvilagitasnal (A=540-550 nm) készilt felvételen lathatd. B: A megadott ROI-kbdl
kiolvasott intenzitasgorbék az optikai jel valtozasait mutatjak az SD terjedése soran, a kovetkez6 szinkron
modalitasokon: feszlltségfliggs festék (RH-1838), z6ld visszaver6dé fény (intrinsic optical signal, 10S),
piros 10S, és agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF). Az RH-1838, a z0ld és a piros 10S intenzitas-
valtozasat szirkeszint-valtozasként (gl) fejeztiik ki.

Az SD lecsengését ex vivo csirke retina preparatumban mar korabban megfigyelték, a
prepardtum jellegébél adéddan hemodinamikai jellemz&k nélkiil.2*” Az SD-hez csatolt hiperémia
mértékének az SD terjedése sordn tapasztalt fokozatos csokkenésére stroke betegek iszkémids
agykérgében is taldltak példat.*'> Nem vildgos azonban, mi all az SD lecsengésének hatterében. Az
SD-t gatld tényezl lehet, ha a szovet egy megel6z6 SD esemény refrakter periddusdban van.
Preparatumainkban a latétéren athald SD események kb. 8-10 perces késéssel kovették a korabbi,
tranziens SD-ket. Ez az id6tartam elenged&en hosszu a nyugalmi membranpotencial SD-t kovetd
helyredllasahoz, de tul révidnek bizonyulhat az iszkémids agykéregben az ionhomesosztazis, és
kiilonosen a szbvet metabolikus egyensulyanak rendezédéséhez. A refrakter allapoton kivil
gatolhatjak az SD terjedését olyan szoveti ion gradiensek, amelyek a depolarizacié kialakuldasanak
nem kedveznek; ilyen példaul a csokkend extracelluldris K* szint a sejtek fokozott K* felvétele
miatt, vagy a Mg? emelked8 koncentrdacidja.3263%3% végiil az SD terjedésének gatldsdban az
asztrocitak akvaporin csatorndin keresztiil zajlé elégtelen viztranszport is szerepet jatszhat.!3!

Két kisérletben a videdkon szdmos olyan SD-t azonositottunk, amelyek terjedésiik soran a
kéreg egy meghatarozott teriiletét kikerilték. A lecsengé SD-ktél eltéréen ezeket az eseményeket
nem az SD fokozatos elhaldsa jellemezte, hanem éles kdrvonalak mentén terjedve keriltek ki
alacsonyan perfundalt szoveti régidkat. Ennek megfelel6en hulldmfrontjuk is szabalytalannak
mutatkozott. A terjedési tulajdonsagokat az 5.2.6. abran bemutatott reprezentativ SD szemlélteti.
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A lecsengd SD-ket megel6z6, térben jellemzéen egyenletes perfluzidval szemben a szabdlytalanul
tejed6 SD-ket heterogén dramlasviszonyok el6zték meg. Az aramlas a kiragadott példaban
(5.2.6. abra) a latotér kiilonb6z6 teriletein azonos id6ben 40-100 % kozott valtozott. A
frontolateralis irdnybdl érkez6 SD a latétér legalacsonyabban perfundalt zonajat (kb. 40 %) keriilte
ki. Az elkerllt terlleten a kisérlet kordbbi szakaszdban permanens depolarizaciéot nem
regisztraltunk.
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5.2.6. abra. A terjedd depolarizacié (SD) szabdlytalan hulldmfronttal hipoperfundalt régidt kerul el. A
reprezentativ SD (az adott kisérletben az SD-k sorozatdban a harmadik esemény) a fekete nyil iranyabdl,
a koponyaablak frontolateralis pereme fel6l lépett be a |atétérbe. A: Az optikai jelek értékelésére a
képsorokon harom kijelolt tertletet (region of interest, ROI) helyeztiink el az SD hullamfrontjaval
parhuzamosan, egymastdl kb. 1,36 mm tavolsagban. B-C: Lézer-folt interferencia kontraszt analizissel
(laser speckle contrast analysis, LASCA) készlilt agyi vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) térképek a
CBF teriileti megoszlasat szemléltetik a kisérlet alapszakaszaban (B), és kozvetlenul az SD elétt (C). A
képeket szoftveresen pseudo-color alkalmazdsaval szineztiik. A melegebb szinek magasabb CBF-nek
feleltethet6k meg. A ROI-kat ugy helyeztik el, hogy eltéré perfuzidju terileteket monitorozzanak. A
fekete szaggatott nyilak az SD térbeli terjedési mintazatat illusztraljak a latotér kozepét elfoglald,
alacsonyan perfundalt teriletet elkerlilve. D: A megadott ROI-kbdl kiolvasott intenzitasgorbék a
feszultségfiggd festékre (RH-1838), a zold visszaver6d6 fényre (intrinsic optical signal, 10S), a piros
I0S-re, és a CBF-re vonatkoznak az SD elhaladdsa sordan. A ROI2-n, melyet az legalacsonyabban perfundalt
régiora helyeztlink, az SD-re jellemz6 jelintenzitas-valtozas nem rajzoldédik ki. Az RH-1838, a z6ld és a piros
I0S intenzitds-valtozasat szurkeszint-valtozasként (gl) fejeztiik ki.

Megfigyelésinkhez hasonléan MRI vizsgdlatok hivtdk fel a figyelmet arra, hogy roviddel a
patkanyban kialakitott MCAO utan a keletkez8 SD-k nem terjedtek be olyan kérgi zonakba, melyek
stlyos perfuziés deficitet szenvedtek.3!® LASCA mddszerrel pedig a fokalis iszkémia patkany és
macska modelljében azonositottak a primer iszkémias fokusz koril kerings SD-ket.?®® Az SD az
iszkémids sériilés gbcpontjait, illetve iktdlis aktivitds alatt all6 régidkat keril el.207:208
Kisérleteinkben nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy az SD altal elkerilt zéndban infarktus alakult
volna ki, hiszen permanens depolarizdcié nem érintette a teriletet. Az iszkémids agysériilés
kivalthat fokalis gorcsaktivitast,®® amely patkdny mikroembolizaciés modellben is bizonyitottan
létre j6het,*° de mddszereink nem tették lehetévé a gorcsaktivitds létrejdttének igazolasat. A
rendelkezésiinkre all6 eredmények alapjan tehat azt a megdllapitast tehetjik, hogy az SD nem
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haladt at a latotérben a legsulyosabban hipoperfundalt région, bar a terilet valdsziniileg nem
szenvedett a kordbbiakban infarktust.
A terjedd depolarizdciohoz csatolt agyi vératdaramldsi vdlasz jellegzetességei

Az SD-t kovet6 CBF valtozas jellegzetességei a kozelmultban intenziv kutatasok targyat
képezték. Az SD-re adott, ép keringésl kéregre jellemz& CBF valtozds fazisai (2.2. fejezet)
(2.2.2. abra, A panel) az iszkémia soran aranyaikban eltolédnak, a perfuzids valasz elégtelenné valik
(2.2. fejezet) (2.2.2. abra, B panel).1#178:344

Kisérleteinkben a megfigyelt SD-khez tarsulé CBF valtozds harom tipusat kulonitettik el
(5.2.7. dbra). Az aramlasi vélaszok zomét hatarozott, tranziens hiperémia jellemezte (n=30),
atlagban 130119 %-os csucsértékkel, mely 55121 %-os ndvekedésnek felelt meg az SD események
el6tt kozvetlendl mért perfuzidhoz képest (75+13 %). A CBF valtozas egymast kdvets szakaszai
kozll a hiperémiat megel6z6 hipoperfizidt, illetve a hiperémiat kdvetd oligémias fazist a LASCA
aramlasi térképek nem jelezték (5.2.7.4abra). A kisérleteinkben tapasztaltakhoz hasonldéan a
kezdeti, rovid hipoperfuzié és a kései oligémia olyan esetben marad el, amikor a sorban ismétl6dé
SD-k rovid idékozdonként kovetik egymast,'* és a szoveti perflizié az egyes SD-k utdn tartdsan
szuboptimalis szinten marad valdszin(ileg az érésszehldzd 20-hidroxieikozatetraénsav (20-HETE)
hosszan fennmarado szintézisének kdszénhetéen. 34

Hipoperfuzio CBF valasz &
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5.2.7. abra. A terjed6 depolarizaciot (SD) kovet6 hemodinamikai valasz megfigyelt tipusai. Az agyi
vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) valasz id6beli lefutasat bemutato, reprezentativ id6sorok (sotét
vOros) alatt a piros visszaverddé fény (intrinsic optical signal, 10S) intenzitas-valtozasa lathaté. A piros 10S
jel eltér6 kinetikaja alapjan, az dbran jelolt négy tipust kilonboztettik meg. Az SD megjelenését a
feszultségfiiggd festék (RH-1838) fluoreszcenciaja igazolja. A regisztratumokat 6t pontos mozgdatlaggal
simitottuk. Az RH-1838 és a piros I0S intenzitds-valtozasat szirkeszint-valtozasként (gl) fejeztiik ki.

A megfigyelt SD-k koziil egy esetben, az iszkémia indukcidja utan kis késéssel, kizardlag
aramlasesést tapasztaltunk, és a kialakult hipoperfuzié a sorban kovetkez6 SD bekovetkeztéig (kb.
8 perc mulva) sem is rendez6dott (5.2.7. dbra). A legelfogadottabb nézet szerint, a megfigyelthez
hasonld lefutasu terjedd iszkémia a sériilt agykéregben ugy jon létre, hogy a kezdeti hipoperfuzid
meghatdrozéva valik, elfedve a hiperémias fazist.2*#178344 Az SD és a tipikus CBF valtozas kozotti
csatolds id6beliségét figyelembe véve a terjed6 iszkémia kezdete — a korai hipoperfuzidhoz
hasonléan — a depolarizacié meredeken lefutdé szakaszara esik (5.2.8.abra; E-F panel). Az itt
regisztralt dramlascsokkenés kezdete azonban az SD utani hiperpolarizacidval mutatott idGbeli
egyezést (5.2.7. abra). A terjedd iszkémia masik jellemzGje, hogy a hipoperfuzié soran a szovet
depolarizalt marad, a repolarizacid csak a tranziens terjedd iszkémiabdl térténé visszatérés utan,
az aramlas emelkedésével torténik meg (5.2.8. abra, E panel). A megfigyelt SD ellenben tranziens
esemény volt, a repolarizacid egy percen belil lezajlott az elhuzédd hipoperfazid mellett
(5.2.7. dbra). Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy a megfigyelt esemény nem terjedd iszkémia,
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hanem terjedé oligémia volt, a hiperémias szakasz elmaraddsa mellett (5.2.8.4bra, C panel).
Feltételezésiinket alatdmasztja, hogy az esemény a mikroembolizacid utdn az SD-k sordban
elsGként jelentkezett, melyre jellemezd az elh(zddd oligémia kialakulasa (4.1.5. dbra). Lényeges
megallapitas tehat, hogy az dramlasesés nem tekinthet6 minden esetben terjedd iszkémianak.

Végiil az elemzett események koziil egy alkalommal az SD-hez tarsuld CBF valtozas egyik fazisat
sem sikerllt azonositani (5.2.7. dbra). A CBF valaszreakcid valdsziniileg olyan feltételek mellett
marad el, amikor az iszkémia révén az erek mar maximadlisan kitdgultak, ezzel meghiusitva a
tovabbi vazodilatacioét. Sulyosabb esetben elképzelhetd, hogy az iszkémia karositja a vazodilatacot
létrehozd jelatviteli utakat is.°®

A " .
SD ., SD
2 1 min
1 \3 T
A CBF valasz fazisai: Terjedd Terjedd Nem lathato
1. Tranzienshipoperfizi6  hiperémia oligémia Tranziens Permanens
2. Tranziens hiperémia terjedd iszkémia terjedd iszkémia

3. ElhGz6dé oligémai

5.2.8. abra. A terjed6 depolarizaciéhoz (SD) csatolt lokalis agyi vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF)
vélasz lehetséges idGbeli mintazata az ép (A) és az iszkémias agykéregben (B-F), balrdl jobbra a perfuzids
elégtelenség sulyosbodasanak sorrendjében. A piros goérbék a CBF valtozds lefutasanak elmélei
lehet6ségeit dbrazoljak sajat eredményeink és masok megfigyelései alapjan. A fekete szaggatott vonal a
B-F panelen a CBF valtozds mintaszer( alakjat mutatja az 6sszehasonlithatésag érdekében. A szirke
grafikonok az SD-t a DC potencial kitéréseként adjak meg (a negativ irany felfelé mutat), amely tranziens
(A-D panel), elhtiz6do (E panel), illetve terminalis (F panel) eseményként jelentkezhet. Az alaparamlast
(100 %) minden esetben a vizszintes szlrke vonal jeldli.

A CBF valaszreakcié mellett, 25 SD-t értékelve, a piros I0S intenzitdasanak kinetikdja is
valtozatosnak bizonyult (5.2.7. abra). A piros I0S jelet alapvetGen bifazisosnak tekintettik. A
kezdeti intenzitas-fokozddast, amely id6ben a hiperémia felfutd szaranak felelt meg, még a
hiperémia csucsat megel6z6en tranziens intenzitascsokkenés valtotta fel. A piros I0S intezitdsanak
minimuma id6ben a hiperémia csucsara esett. A két fazis ardnya szerint az SD-hez tarsuld prios
I0S jelet négy tipusba soroltuk (5.2.7. &bra). Az els6 harom tipus hiperémidhoz tarsult. Az 1.
tipusban a kezdeti 10S-intenzitasfokdzédas dominalt (n=5), a 2. tipusban a két fazis részesedése
kozel egyenld volt (n=7), mig a 3. tipust leginkabb a tranziens intenzitascsokkenés jellemezte
(n=12). A 4. tipusnak azt az esetet tekintettiik, amikor a hipoperfuzié mellett a piros 10S intenzitds
mar az aramlasesést megel6z6en meredeken csokkent, és kés6bb fokozatosan, lassan tért vissza.

A kéreg optimalis perfuzidja mellett, KCl-al kivaltott SD-vel a piros I0S intenzitas az itt
megallapitott 2. tipus szerint alakul,*®** melyet a deoxigenalt hemoglobin 15-20 %-os
csokkenésének feleltettek meg.'133%* Kisérleteinkben az 1. tipusban az 10S monofazisos
intenzitasfokozéddsa a deoxigenalt hemoglobin még kifejezettebb csokkenését feltételezi, mely
hiperémia, amely a hemoglobin szaturdciéjaval parosul, minden bizonnyal el6segiti a szovet
metabolkus egyensulyanak rendez6dését az SD-t kovetéen, igy a funckiéd helyredllitasa
szempontjabdl kedvezének tekinthetd. Osszességében az értékelt SD-k feléhez a hipermémia
mellett 1. vagy 2. tipusu piros 10S szignal tarsult. Ez azt sejteti, hogy mérsékelt iszkémias feltételek
mellett az ilyen tipusu SD-okozta metabolikus igény teljesiil, az egyes SD-k terjedése nem jelent
kozvetlen veszélyt a szbvetre.
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Ugyanakkor a 3. és 4. tipusba sorolt piros 10S szignal — az iszkémids kéregben végzett NIRS
vizsgélatok eredményeivel &sszhangban — a hemoglobin deszaturacidjanak a jele,*’ és
valésziniileg megfelel a NADH SD-vel jaré redukcidjanak oxigényhidanyos szévetben.?>® Ezek
alapjan a 3. és 4. tipusu piros 10S szigndl az SD szovetkarosité jellegére utalhat.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a piros 10S szigndl lefutdsat meghatdrozza-e az aktualis szoveti
perfuzié. Az SD-t kozvetlenll megel6z6 aramlasérték, vagy az SD-hez csatolt hiperémia
csucsértéke és a piros 10S jel tipusa kozott nem taldltunk Osszefliggést. Ugyanakkor a
mikroembolizaciéval |étrehozott aramlasesés mértéke el6re jelezte a kés6bbi SD-kkel kialakuld
hemoglobin-szaturacié dinamikajat (5.2.9.4abra, A panel). Minél nagyobb kezdeti aramlasesét
mértink, anndl nagyobb valészinliséggel kaptunk az SD eseményekkel a hemoglobin
deszaturacidjara utald piros 10S jelet (ANOVA: F=5.978, p<0,009**).

5.2.9. abra. A piros visszaver6dé fény (intrinsic

8 60 optical signal, 10S) intenzitas-valtozasanak tipusa
S o i a terjed6 depolarizacioval (SD) a
% % 45 HH mikroembolizacié-okozta agyi vérataramlas (CBF)
B x - * csokkenés fliggvényében. Az adatokat atlagtstdev
L 5 formaban adtuk meg (n=5, 7, 12, 1). A statisztikai
O E 45 értékeléshez egyszempontos variancia-analizist
< D (ANOVA) hasznaltunk (p<0,05*; p<0,01**). A
0 statisztikai értékeléshez csak az 1., 2., és 3. tipusu

1. 2. 3. 4. piros 10S szignalokat vettik figyelembe, mert a

A piros 10S tipusa 4. tipusbdl csak egy esetet figyeltiink meg.

Osszefoglalva, multifokalis elSagyi iszkémia modelliinkben a spontdn jelentkez6 SD
eseményekkel tilnyomo részt hiperémiat kaptunk; terjedé iszkémiat egy esetben sem figyeltiink
meg. Valdszinlsithet6, hogy a modellben kialakitott iszkémia mértéke kedvezett az SD-k
kialakulasanak, de nem volt kell6en sulyos ahhoz, hogy hipoperfuzidés dramlasi vélaszok jojjenek
|étre. Eredményeink szerint a hiperémia mértéke dnmagaban nem jelzésérték(i az iszkémids
agykérgen athaladd SD metabolikus kévetkezményeire nézve. A hiperémia soran a hemoglobin
oxigéntelitettsége az iszkémia mértékének fliggvényében eltéré dinamikat kovetve valtozik, ami
arnyalja az SD-vel jaré anyagcserefolyamatok hatékonysagat. Ha az iszkémia eredendGen
sulyosabb mérték(, az SD-re adott, megtartott hiperémia mellett a hemoglobin deszaturacidja
domindl, ami elégtelen oxigénellatast okozva veszélyeztetheti az idegsejtek tulélését. Munkank
alapjan az egyes SD események neurodegenerativ kovetkezménye nem egyértelm(, viszont az
ismétl6d6 események 6sszeadddva, a CBF valtozds elégtelensége révén szovetkarositd hatasiak
lehetnek.%®

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

Kutatasaink soran sikeresen alkalmaztuk a laborunkban kialakitott multi-modalis képalkotd
rendszert konkrét idegélettani folyamatok tanulmanyozasara. Kihasznaltuk a mddszer azon egyedi
adottsagat, hogy az agykérgi mezbpotencidl-valtozdsokat és a csatolt hemodinamikai
eseményeket térben és id6ben egyarant meg tudja feleltetni egymasnak.

Fontos megadllapitdsokat tettlink az SD, és az SD-hez tarsuld CBF valtozas térbeli mintazatardl
az iszkémia dltal kiilonbozé mértékben érintett kérgi terileteken, illetve a hemoglobin
oxigéntelitettségének dinamikajarél. Ramutattunk, hogy az SD spontan megjelenése egy
hipoperfuzids kiiszobhoz kothetd. Bizonyitottuk, hogy az SD idedlisan egyenletes, radidlis iranyu
terjedése a multifokalis iszkémidra jellemzs, heterogén aramlasi viszonyok mellett szabdlytalan
mintazatuva valik. A csatolt CBF valtozas lefutasa az SD fdékuszatdl tdvolodva modosul, a
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hiperémias komponensnek egyre nagyobb teret adva. Végil megmutattuk, hogy az azonos
mértékd hiperémias valaszokkal a hemoglobin szaturacidja valtozatos dinamikat kovet, és a
mikroembolizacié-okozta aramlasesés elmélyiilésével az SD sordn a hemoglobin deszaturacidja
valik egyre hangsulyozottabba.

Munkank felhivja a figyelmet arra, hogy az ismételten kialakulé SD-k kdrélettani szerepet
tolthetnek be a kisebb mikroembdlusos agyi infarktusok, a pulmondris vagy kardialis
arteriovendzus sont komplikacidjaként fellép6 stroke, és a multi-infarktus demencia esetében.
Ezért a felsorolt neuroldgiai allapotokban az SD-k szerepét, kialakulasuk megel6zését vagy
visszaszoritasat érdemes mérlegelni a betegség tlineteinek enyhitésére.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

Bere Z, Obrenovitch TP, Kozdk 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 terjed§ iszkémai jelensége: permanens globalis el6agyi iszkémia

Hattér

Az el6z6 két fejezetben fokalis elSagyi iszkémia modellek segitségével elsGsorban az SD-k
fokuszpontjat, terjedési mintazatat, és a csatolt CBF valtozas jellegzetességeit tanulmanyoztuk. A
hemodinamikai vdlaszok értékelésekor megfogalmazédott, hogy a modellben az iszkémia
mérsékelt jellege miatt az SD-vel egyértelmUien kdros CBF valaszreakcié nem alakult ki. A kapott
eredményeket kiindulé pontnak tekintve, tovdbbi kisérleteink tervezésekor szempontként
szerepelt sulyosabb iszkémids dllapot létrehozdsa, hogy az SD-vel a terjedd iszkémia
kialakuldsdnak feltételeit is vizsgalhassuk.

Fokalis agyi iszkémids inzultusok soran a spontdn SD-k eredetét iszkémids hatdrteriletekre,
mint a mag-penumbra hatar teszik.’®* Nem vildgos azonban, hogy SD események |étrejdnnek-e
globalis iszkémas allapotokban, ahol a hipoperflzid egységesen érinti a teljes el6agyat, és a fokalis
inzultushoz hasonlé iszkémias gécpontok nem kérvonalazédnak egyértelm(en. Globdlis iszkémia
allhat elS hipovolémids sokk, szivinfarktus és szivmUtétek esetén, amikor a szisztémas keringés-
megdllds  id6tartama  kritikus a  neuroldgiai  funckiok  épségének  megtartasa
szempontjabol.117,147,180,186

Kisérletsorozatunk célja az volt, hogy globdlis elGagyi iszkémiaban bizonyitsuk az SD szerepét,
a kéregre nézve egységes hipoperfuzié mellett meghatdrozzuk az SD spontan kivaltasanak
korilményeit, és 6sszefliggésbe hozzuk az aramlasi valasz lefutasat az SD konkrét jellegével.

Mddszerek

Felndtt, him, Sprague-Dawley patkanyokat (300-451 g; n=13) 1,5-2,0 % halotannal (N,0:0, 2:1)
altattunk. A jobb oldali arteria és vena femoralis-ba kanilt vezettink a MABP folyamatos
monitorozasdra, artérias vérgdz mintak gy(jtésére, vérlevétellel hipovolémias hipotenzid
kialakitasara, majd a kisérlet végén 0,5 ml 1 M KCl beinjektalasaval a sziv megallitasara. A CCA-t a
fentebb ismertetett médon mindkét oldalon kipreparaltuk (5.2. fejezet), és m(itéti cérnaval lazan
alaoltottiik az artériak kés6bbi elzarasahoz (kétoldali arteria carotis communis elzaras, ,,two-vessel
occlusion”, 2V0O). A fonalat a nyak bérén, kozvetlenil az erek felett ejtett kis bemetszéseken
keresztil vezettiik ki, majd a bért zartuk. Végiil az allatok fejét sztereotaxias befogdba rogzitettiik,
és zart koponyaablakot alakitottunk ki a jobb parietalis kéreg felett (5.1. fejezet). A kérgi felszinr6l
a laborunkban fejlesztett multi-modalis képalkotd rendszerrel, 1 Hz-es mintavételezési
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frekvencidval készitettlink parhuzamos képsorokat a mezGpotencial (RH-1838), a CBF (LASCA), a
CBV (z6ld 10S) és a hemoglobin deszaturacidjanak (piros 10S) dinamikajarél (4.2.2. fejezet).

Az adatgydijtést 10 perc alapszakasz felvételével kezdtik, majd 2VO révén globalis elSagyi
iszkémiat idéztink el6. A sikeres érelzarast a baroreceptor reflex jelezte (a MABP hirtelen,
tranziens emelkedése valaszul a CCA-ban létrejott perfuzids nyomasesésre). Az el6agyi iszkémiat
tiz perc elteltével hipovolémids hipotenzidval sulyosbitottuk: a femordlis katéterek egyikén
fokozatosan, kb. 10 perc hosszan vért vettiink le addig, amig a MABP 40 Hgmm-re csdkkent. A
vérlevétel utan a MABP 35-40 Hgmm kozott allapodott meg. Husz perccel késébb a kisérleteket
még 10 percig folytattuk.

A kisérletek sordn a MABP és a CBF valtozasat a kovetkezé mintavételi pontoknal hataroztuk
meg: a): egy perccel a 2VO el6tt (alap); b): a 2VO-t roviddel kévetd CBF minimumnal; c): a 2VO-ra
adott baroreceptor reflex MABP maximumanal; d): kozvetlenil a vérlevétel megkezdése el6tt; e):
a vérlevétel befejezésekor; f): a vérlevétel befejezése utan 9 perccel; g): kdzvetleniil a szivmegallas
indukcidja el6tt. Az optikai jelek intenzitds-valtozasait a fentebb részletezettek szerint olvastuk ki
és értékeltlik (4.2.2. fejezet). Az eredményeket atlagtstdev formdban adtuk meg. A statisztikai
analizist SPSS szoftverrel végeztiik (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp.,
U.S.A.); az értékeléshez az adatsor természetétél fliggben egyszempontos vagy ismételt variancia-
analizist (ANOVA), illetve figgetlen T-prébat hasznaltunk (p<0,05*); ANOVA modell esetén tdbb
csoport 6sszehasonlitasara Fisher post hoc tesztet hasznaltunk (p<0,05*; p<0,01**).

A globdlis el6agyi iszkémidval kapcsolatos vdltozdsok értékelése

A hipovolémias hipotenziéval sulyosbitott globdlis el6agyi iszkémia modellben folyamatosan
kovettik a MABP és a CBF valtozasat a hipotenzid visszaigazoldsara, az iszkémia sulyossaganak
becslésére, és a modell jellemzésére. A 2VO létrehozdsat elGszoér hirtelen vérnyomasesés
(88+4 Hgmm-rél 7014 Hgmm-re), majd tranziens vérnyomaskiugras kovette (10716 Hgmm),
melyet az intakt baroreceptor reflex jelének tekintettiink.2* Az iszkémia vérlevételt megel6z8
fazisaban a MABP az alapértéknél magasabban, 91+4 Hgmm koril allapodott meg, majd a
vérlevétel eredményeképp, a szisztémas vérmennyiség csdkkenésével 6sszhangban,®
38+3 mmHg-ig siillyedt. A kisérlet tovabbi szakaszdban a MABP szamottevéen mar nem tért vissza
az élettani tartomanyba, a szivmegallas elStt dtlagban 4318 mmHg értéket mértink (5.3.1. abra).

A patkdnyban kordbban megfigyeltekhez hasonléan,® a 2VO hatéséra a CBF 6515 %-ra esett, a
vérnyomaskiugrassal egyid6ben mar 785 %-ra tért vissza, és a vérlevétel megkezdéséig ettdl az
értékt6l mar lényegesen nem tért el. A CBF a fokozatos vérlevétellel parhuzamosan egyenletesen
csokkent, melyet az agyi autoreguldcids kapacitds kimeriléseként értelmeztiink.3® A
hipovolémias hipotenzio kialakitasanak végére a CBF mar csak 3915 % koril mozgott (5.3.1. dbra).

Az iszkémia indukcidja az optikai jelek intenzitasat is érintette. A zold 10S az elGagyi iszkémia
és a kés6bbi hipovolémids hipotenzid |étrehozdsa soran er6sodott, ami a kérgi fényelnyelés
gyenglilését, azaz a CBV nyilvanvalé csokkenését tikrozte (4.2.2. fejezet). A piros 10S intenzitasa
a zolddel ellentétben fokozatosan mérséklédott, melynek legvaldsziniibb oka az iszkémiaval illetve
a hipovolémidval kapcsolatos hemoglobin deszaturacié lehetett.*'! Az RH-1838 fluoreszcenia-
intenzitdsa a mezGpotencialtdl fuggetlenil, a piros 10S jellel szinkron gyengiilt, amit korabbi
eredményeink alapjan optikai melléktermékként értelmeztiink (4.2.2. fejezet).
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Valtozék B
Mintavételi pontok MABP 120 4
cBF (%) B9 sb
(Hgmm) =
i —O— MAP
Alap szakasz (a) 8814 1000 9 5 | ®— CBF
2VO-t kéveté CBF minimum (b) 70+4%*  6545%* €
Ab fi 5
a.roreceptor reflex . -
maximuma (c) O 40
Vérlevétel kezdete (d) 91+4  78+7** <§(
20 T LU} T T T L)
Vérlevétel vége (e) 38+3**  3945%* (@) (b)(c) (d)(e) (f) Sziv-
megallas
Vérlevétel utan 9 perccel (f) 4014%*  A8t8** Mintavételi pontok el6tt

5.3.1. abra. Az artérids kozépnyomas (mean arterial blood pressure, MABP) és az agyi vérataramlas
(cerebral blood flow, CBF) valtozasa a globalis el6agyi iszkémia elGidézése (kétoldali arteria carotis
communis elzaras, ,two-vessel occlusion”, 2V0), majd az iszkémiat sulyosbité hipovolémias hipotenzid
(vérlevétel az arteria vagy vena femoralis-bdl) kovetkeztében. Az adatokat atlagtstdev formaban adtuk
meg (n=9). A statisztikai értékeléshez haszndlt ismételt variancia-analizis (ANOVA) a MABP és a CBF
szignifikans id6beli valtozasat igazolta (p<0,01**; az alap szakaszhoz képest). A B panel grafikonjan sziirke
sav jeloli a terjed6 depolarizaciok (SD) spontan kialakulasanak helyét a MABP és a CBF valtozasahoz
képest. Az SD-k tulnyomd tébbsége a hipovolémias hipotenzid létrehozasa kozben, 4,6+0,8 perccel a
vérlevétel kezdete utdn, 45+2 Hgmm-es MABP és 4414 %-os CBF mellett jelentkezett (n=6). Az SD-k
harmada a hipovolémias hipotenzié kialakitasat kovetGen, a vérlevétel befejezés utan 1,310,7 perccel,
34+4 Hgmm-es MABP és 43115 %-os CBF mellett alakult ki (n=3).

A terjedd depolarizdcio kivdlthatdsdgi kériilményei globdlis el6agyi iszkémidban

Az iszkémia sordn spontan jelentkez6 SD-ket az RH-1838 képsorokon azonositottuk
(5.3.2. abra). Kilenc kisérletben az adatgydjtési id6szak alatt kisérletenként egy SD |épett be és
haladt 4t a latotéren 2,8+0,2 mm/min terjedési sebességgel (5.3.2. dbra). Masik négy kisérletben
nem lattunk az SD-re utald optikai jelintenzitas-valtozast. Az SD hulldmfrontja nyolc alkalommal a
koponyaablak frontolateralis széle fel6l (5.3.2. abra), egy esetben kaudolateralis iranybdl érkezett
a latétérbe, mely 6sszhangban all a szivmegallas és multifokalis iszkémia modellben is tapasztalt,
dominans, fronto-kaudalis iranyultsaggal (4.2.2. és 5.2. fejezet). Az SD terjedé jellege arra enged
kovetkeztetni, hogy bar a globalis iszkémia az el6agy minden teriiletét egységesen érintette, az SD
mégis egy jol kotulhatarolhato fokuszbdl indult, és terjedt tovabb. Feltevésiinket igazolja, hogy ex
vivo agyszeleteken az SD pontszer( fokuszbdl ered a preparatumot térben és idGben egységesen
érint6 oxigén-gliikdz megvonds eredményeképp.'®” Ezek alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy
az egyenletesen hipoperfundalt idegszévetben az iszkémiara leginkdbb érzékeny sejtpopuldciok
depolarizdlédnak el6szor, kijeldlve az SD fékuszat. Az el6z6 fejeztben megallapitottuk, hogy az
SD-k terjedési iranya alapjan a hulldm I[3tétéren kivili kiinduldsi pontja a stridtum lehet
(5.2. fejezet). A striatum neurokémiailag és funkciondlisan kevert sejtcsoportjainak iszkémias
tolerancidja nagy valtozatossdgot mutat,®3% gy elképzlehets, hogy a ragcsaléban el8idézett
globalis el6agyi iszkémia soran a parietdlis kéregre raterjedé SD-k valéban a stridtumbdl
erednek.392401
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piros 10S

5.3.2. abra. Terjed6 depolarizacié (spreading depolarization, SD) terjedésének multi-modalis, képi
megjelenitése globdlis el6agyi iszkémia ragcsaldé modelljében. Ais: A fesziltégfiiggs festék (RH-1838)
fluoreszcenciajanak SD-vel 6sszefliggd intenzitas-valtozasa. A reprezentativ esemény elhizédé, tranziens
SD volt; a repolarizacid 13 perc elteltével zajlott le. Bi-s: Az agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF)
megjelenitése lézer-folt interferencia kontraszt analizissel (laser speckle contrast analysis, LASCA). A
hidegebb szinek az alacsonyabb aramlasu terileteket jeldlik. Az SD-hez csatoltan hipoperfuziot kaptunk.
C1.5: Az agyi vérvolumen (CBV) jellemzése a visszaver6d6 fény intenzitasa alapjan (10S) zold megvildgiitas
mellett (A=540-550 nm). A jelintenzitds novekedése a CBV csokkenésére enged kovetkeztetni. Di-s: Piros
I0S (A=620-640 nm) felvételek a hemoglobin szaturacidjanak. A kisérlet kiaragdott szakaszdban a
hemoglobin teljes deszaturacidja miatt a piros I0S a z6ldhoz hasonléan a CBV csokkenését tiikrozte. A
bal széls6, szamozatlan felvételek (A, B, C, D) a latoteret mutatjak be a négy modalitas tekintetében
roviddel az RH-1838 inkubacidt kovetden. Az 1-5 szamozasu RH-1838, CBF, z6ld és piros 10S képsorokat
hattérkivonas, 6t pontos mozgdatlag alkalmazasa, és a kontraszt optimalizalasa révén kaptuk. A CBF, zold
és piros I0S képeket szoftveresen pseudo-color alkalmazasaval szineztilk. Az RH-1838 intenzitas-
valtozasat és a CBF dinamikajat a reprezentativ SD-re nézve az 5.3.3. abra B panel mutatja be.

Kisérleteinkben a 2VO és a hipovolémias hipotenzidkezdete kozott eltelt id6ben nem alakult ki
SD, bizonydra azért, mert ebben az id6szakban a CBF nem esett 655 % ald, vagyis az iszkémia
enyhe fokud volt. Az SD-t vagy a hipovolémias hipotenzié |étrehozasa soran, vagy a hipovolémias
hipotenzié kialakitasat kovet6en regisztraltuk, amikor a CBF 43 % koriil mozgott (5.3.1. abra;
5.3.1. tablazat). A 40-45 % korili aramlds tehat a modellben az SD iszkémids kivalthatdsagi
kiiszObeként azonosithaté. Eredményeinket aldtamasztja, hogy a fokalis agyi iszkémai patkany
MCAO modelljében az SD CBF kiiszébe 40 ml/100 g/min értékiinek bizonyult a megallapitott
100 ml/100g/min alaparamldshoz képest.3’* Kisérleteinkben az SD terjedése az agyi
autoreguldciés sdv elhagydsaval is egybeesett, amely Osszecseng azzal a kés6bbi klinikai
tanulmannyal, amely zart koponyasériilt betegekben az autoreguldcié zavarahoz szévetkdrositd
SD-ket tarsitott.'”®

Az SD-k harom tipusat hataroztuk meg a depolarizacio hossza alapjan (5.3.1. tablazat).
Terminalis depolarizacidkén definialtuk az SD-t olyan esetben, amikor a latétérben repolarizacio
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nem alakult ki a megfigyelési id6szak alatt, és a szivmegallast sem kovette tovabbi SD (n=4)
(5.3.3. abra, A panel). ElhGz6dé, tranziens SD-t akkor allapitottunk meg, amikor a repolarizacié
ugyan lezajlott, de 5 percnél hosszabb ideig késlekedett (n=3) (5.3.3. &bra, B panel). Az angol nyelvi
szakirodalom az ilyen jellegli eseményeket ,kdztes” (intermediate) SD-nek tekinti.®® Az SD-t rovid,
tranziens eseményként tartottuk szdmon, ha a repolarizacié 5 percen belil jelentkezett (n=2)
(5.3.3. dbra, C panel), bar az ép keringésli kéregben tapasztalt idétartamhoz képest (14-16s)
globalis el6agyi iszkémia alatt a rovid, tranziens SD-k is aranylag hosszan elhlGzddtak (37£13 s). Az
SD huzamosabb id6tartama egyrészt jelezheti a szévet metabolikus krizisének novekvé
stlyossdgat, masrészt az SD szovetkarositd hatdsanak is fokmérgje.®

5.3.1. tablazat. A terjed6 depolarizacié (spreading depolarization SD) tipusai globalis el6agyi iszkémia
ragcsaldo modelljében

Az SD tipusa

Ertékelt jellemzd — : - :
Az SD hossza (s/min) 36,5+12,5s(n=2) 9,6+1,6* min (n=3) Repola(r:}z::)lo nincs A

MABP az SD
48.3(0=1 37,3%5,5(n=2)  41,146,5(n=3)  41,243,7(n=6
megjelenésekor (Hgmm) (a=t) (n=2) (n=3) (n=6)

CBF az SD
megjelenésekor (% )

Te”ede,s ' 2,3740,48 (n=2)  3,20%0,37(n=3)  2,70+0,32(n=4)  2,79+0,22 (n=9)
sebesség(mm/min)
A terjedésiranya Frontolateralis — kaudomediélis (n=8); kaudolateralis — frontomedialis (n=1)

SD kialakuldsa a
> > > Igen Igen Nem N/A
szivmegallas utan
: 7 ; = Tranziens Permanens
A CBF valtozas tipusa Hem esyertelmd aramlascsokkenés dramlascsokkenés e

40,6+4,6(n=2) 37,8+11,5(n=3)  49,1+7,3(n=4) 43,4+4,9 (n=9)

A CBF valtozas ke

N/A -17,4%5,2 (n=3 -11,7+5,1 (n=4 N/A
(pp.) u= it

Az adatokat atlagtstdev formaban adtuk meg. A CBF valtozdas szazalékpontos csokkenését az RH-1838
SD-vel Osszefiiggé intenzitas-fokozdédasanak maximumanal hataroztuk meg. A statisztikai értékeléshez
flggetlen T-prébat hasznaltunk (p<0,05%*; a rovid, tranziens SD-hez képest). Roviditések: MABP: artérias
kdzépnyomas (mean arterial blood pressure); N/A: nem értelmezhetd.

A terjedd depolarizdcioval jaré hemodinamikai vdlasz

Az SD eseményekhez zomében negativ aramlasi vdlaszt, azaz terjedd iszkémiat kaptunk. Az
SD-hez tarsulé CBF valtozas az SD tipusa szerint eltéré6 mintazatot mutatott (5.3.3.abra). A
terminalis depolarizaciét permanens aramldsesés kovette, mely a hipovolémias hipotenzid
kialakitasaval elért 40 % korili hipoperfuziét még tébb, mint 10 %-al mélyitette (5.3.3. dbra A panel;
5.3.1. tablazat). Az elhuzédéd, tranziens SD-kkel hasonléd nagysagrend(i, de atmeneti, az SD
hosszaval aranyos id6tartamu dramlascsokkenés jart (5.3.3. abra B panel; 5.3.1. tablazat). A zold és
piros 10S intenzitdsa a hipoperfuzidval szinkron fokozddott (z6ld 10S: 15,7+1 pp., n=9; piros I0S:
4,5+0,6 pp., n=9), és az RH-1838 képsorokon lathatd SD-vel egyiitt terjedt (5.3.2. dbra). Figyelembe
véve, hogy a hemoglobin mind a 2VO éltal okozott CBV eséssel, mind a hipovolémiaval feltehet6en
teljes mértékben deszaturédlédott,!1®41! az SD-vel a zold és a piros 10S intenzitds-ndvekedése is a
CBV csokkenésére enged kovetkeztetni (4.2.2. fejezet). Az SD-hez csatolt hipoperfuzids valaszokat
fokalis el6agyi iszkémia modellekben is tapasztaltak, bar az SD térbeli és id6beli lefutasahoz azokat
nem tudtak tarsitani.3%344357 Sajit kisérleteinkben az SD-hez tarsulé hirtelen dramlasesés az
RH-1838 SD-t jelz6 meredek intenzitas-fokozdédasanak felet meg. Ez a jellemzé idSbeli egyezés a
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terjedd iszkémia kialakuldsara utal®®!%! (5.2.8. dbra, E-F panel), melyet vélhetéen a vazodilatator
nitrogén-monoxid (NO) hidnydban az extracellularis térben vazokonstriktiv koncentraciot eléré K*
hoz |étre*3 (6.3. fejezet). Elhizddé, tranziens SD-k esetén megfigyeltiik, hogy a repolarizacié a CBF
visszatérését kovette. A jelenség azt a nézetet tamasztja ald, hogy a perfluzid elégtelensége
késlelteti a repolarizaciét, igy a rovid, tranziens SD elhizédé, vagy termindlis SD-vé alakul, ami
veszélyezteti a szdvet tulélését.®

A rovid, tranziens SD-kkel egyértelm( CBF valtozds nem rajzolédott ki (5.3.3. dbra, C panel;
5.3.1. tablazat), mely emékeztet a multifokalis el6agyi iszkémia modellben leirt és targyalt hasonld
eseményre (5.2. fejezet) (5.2.7. abra).

A

40¢gl
Zé“'EEL//””-_‘]:;;;: _4[’/122327“\\“’"‘ va,f\“\h./”"’“'-
100¢gl
=60 80 80
40 60 60
ES20 40 40
o e
1 3 5 7 9 11 13 1 3 5 7 9 11 13 1 3 5 7 9 11 13
1d6 (min) Id6 (min) Id6 (min)

5.3.3. dbra. A terjedé depolarizaciéhoz (spreading depolarization, SD) tarsulé hemodinamikai valasz
jellemzéi globalis el6agyi iszkémia ragcsald modelljében. A reprezentativ kisérletekbdl szarmazd, eredeti
regisztratumokon az SD megjelenését a feszliltségfiiggs festék (RH-1838) fluoreszcenciaja igazolja (kék).
A z6ld visszaver6dé fény (intrinsic optical signal, I10S) intenzitas-valtozasa alatt (z6ld) az agyi vérataramlasi
(cerebral blood flow, CBF) valasz id6beli lefutasa lathaté (sotét vords). A: A terminalis depolarizacioval
jellemz6en permanens aramlascsokkenés jart. B: Az elhl(z6dd, tranziens SD-hez tranziens
aramlascsokkenés tarsult. C: A rovid, tranziens SD-vel nem rajzolddott ki egyértelm( hemoidinamikai
valasz. Az RH-1838 és a zold 10S regisztratumokat 6t pontos, a CBF goérbéket kilenc pontos mozgdatlaggal
simitottuk. Az RH-1838 és a piros I0S intenzitds-valtozasat szirkeszint-valtozasként (gl) fejeztiik ki.

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

Kutatasaink soran bizonyitottuk, hogy az SD a globadlis iszkémias sérilések korélettani
folyamataiban is szerephez jut. Eredményeink hianypdtldak, hiszen az SD spontan kialakulasat
eddig csak az iszkémias vagy traumas agysériilések fokalis lézidihoz kototték. Erdemes tehat
fontoléra venni az SD hozzajaruldsat a szisztémas keringés atmeneti megszlinésével, példaul a
szivinfarktussal kapcsolatos neuroldgiai tiinetek kialakuldsahoz.

Vizsgalataink révén leirtuk és igazoltuk az SD-hez csatolt terjed6 iszkémia jelenségét. El6z6
tanulmanyaink tikrében megallapithatd, hogy a terjedd iszkémia megjelenésénez a kritikusan
alacsony szoveti perfuzid teremt kedvez6 feltételeket. Masfel6l a terjedd iszkémia tovabb mélyiti
a mar fennallé hipoperfuziét, és névekvs id6tartama késlelteti az SD-t kdvet6 repolarizaciot.
Mindezek alapjan a terjed6 iszkémia lényeges szerepet tolthet be az elSagyi iszkémidval
kapcsolatos neurodegenerativ kérfolyamatokban.
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A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:
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 terjed6 depolarizacioval jard szoveti acidozis: tranziens globalis
elGagyi iszkémia és reperfuzio

Hattér

Az agyi metabolizmus intenzitdasanak becsléséhez leginkabb a szoveti glukdz, laktat és piruvat
koncentracid mérésére tdmaszkodnak, de a szoveti pH is hasznos tampontként szolgal. A
szénhidratok metabolizmusa soran CO, és laktat képzdédik, amely hozzajarul az intersticidlis
folyadék savasodasahoz. A neuronok mikddésével tovabba erésen savas tartalmu szinaptikus
vezikuldk Urilnek az extracelluldris térbe, ami tovabb csokkentheti az extracellularis tér pH-jat. Az
agyi intersticium kémhatdsanak savas iranyu eltoléddasat a kiilonboz6 puffer rendszerek — mint a
szénsav-anhidrdz enzim rendszer — ellensulyozzak, valamint az intra- és extracellularis tér kozotti
pH kiulénbséget proton pumpak egyenlitik ki.>®

A hatékony pufferrendszerek ellenére a neurondlis aktivitds fokozddasa szinte késés nélkiil
atmeneti szoveti aciddzist von maga utdn, igy az idegszovet pH valtozdsait a neurondlis
metabolizmus érzékeny indikdtordnak tekintik.>® A sidlyos mértékd aciddzis ugyanakkor
szovetkarositd hatdsd, mert modositia az idegsejtek ingerelhet6ségét, el6mozditja a
szabadgyokok termel6dését, gatolja az intracelluldris szignalizacids folyamatokat, és DNS-
téredezést indukal.3* Az ép keringésii patkdny agykéregben az SD alatt a széveti pH dtmenetileg
7,35-r61 6,90-6,95-re csokken (4.3. fejezet), ami mértékét és rovid id6tartamat tekintve
valdszinlileg nem karos a neuronokra nézve. Azonban az SD-okozta pH valtozds a neuronok
sériilése szempontjabdl meghatarozd lehet, ha az SD az iszkémids agykéregre jellemzéen rovid
idén belll tobbszor ismétlédik, és az SD-vel jard aciddzis hozzdadddik az iszkémids penumbrat
jellemz8 pH 6,9 kériili értékd aciddzishoz.? Kisérleteinket tehat az a hipotézis vezérelte, hogy az
SD-re jellez6 savas pH valtozas az iszkémids agyban fellépd szoveti aciddzist elmélyiti, és a
szOvetkarositd tartomanyba tolja el. Elképzelésiinket aldtamasztja, hogy az SD-t kisér6 szoveti
laktat-felhalmozddas iszkémia sordn jelent6sebbnek bizonyult az ép agykéregben tapasztalthoz
képest.>3> Hipotézislink igazoldsdra patkany iszkémia modellben pH-szenzitiv mikroelektrédat, és
optikai, pH-alapu illetve CBF képalkotast alkalmaztunk (4.3. fejezet).

A kisérleti modell az eddig bedllitott iszkémia modellektél annyiban tért el, hogy az iszkémiara
valaszult kialakulé, spontan SD-ken tul kisérletesen tovabbi SD-ket is kivaltottunk. Az SD-k
kontrollalt kivaltasanak el6nye, hogy id6zitésik kiszamithato, az események kozotti valtozatossag
minimalis, és az ép agykéregben kivaltott SD-khez hasonlitva az iszkémids SD-kre jellemz6
eltérések kozvetlenil, megbizhatéan értékelhetdk.

Mddszerek

Kisérleteinket fiatal felngtt (2 hédnapos), him, Sprague-Dawley patkanyokon végeztiik (n=20). A
kisérleti allatok el6készitését, a pH-szenzitiv mikroleketrodak alkalmazasat, ezzel egyidejlileg a
|ézer-Doppleres aramlasmérést, és a szoveti pH-t és CBF valtozasokat monitorozd optikai
képalkotd eljarast a 4.3. fejezetben részletesen ismertettiik. A globalis elGagyi iszkémia
kialakitasara a CCA-t mindkét oldalon kipreparaltuk (5.3. fejezet), majd hazilag készitett mlianyag
okkludereket fliztlink az erek koré, hogy az artéridkat a kisérleti protokoll egy adott fazisaban
elzarjuk. Az allatok egy csoportjdban az agykérgi pH valtozasokat ionszenzitiv mikroelektrédaval,
egy masik csoportban pH alapu multi-modalis képalkotassal regisztraltuk (4.3. fejezet).
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Otven perces alapszakasz felvétele utdn a CCA-kat elzartuk (2V0), majd egy 6ra elteltével az
érelzards feloldasaval reperfuzidt hoztunk létre. A kisérleteket egy Ujabb 6ra elteltével izofluran
tuldozirozasaval fejeztiik be. A kisérlet harom fazisa soran (alap, iszkémia, reperfuzié) egyenként
3-3 SD-t valtottunk ki 15 perces id6kozonként (4.3. fejezet) (5.4.1. abra). A kisérletek egy részében
a 2VO utan perceken belil egy spontdn SD is megjelent (5.4.1. abra).

A részletes analizis sordn a spontdn és kisérletesen kivaltott SD-ket kilon értékeltik. A
kisérletesen kivaltott eseményeket a kisérletek harom szakasza szerint (alap, iszkémia, reperfizio)
hasonlitottuk 6ssze, az elsé SD-t (SD1) elkiilonitve. A kapott eredményeket atlagtstdev formdban
adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). A statisztikai értékeléshez egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk,
melyet Fisher post hoc teszt kovetett.

Iszkémia Reperfuzio Izoflurdn
kivaltasa kezdete tuladagolas
I
SD1 SD2 SD3 (sp.SD) SD4 SD5 SDé6 I SD7 SD8 SD9
1 I. I I 1 1 1 1 IV »Li 77,‘_ >
SD1 Alapszakasz Reperfuzio

5 min I 45 min 60-65 min 60 min

5.4.1. abra. A Kkisérleti protokoll. A szamozott terjed6 depolarizaciés események (spreading
depolarization, SD) az 1 M KCl-al, kisérletesen kivaltott SD-ket jel6lik. A kisérletek egy részében, az
iszkémia indukciéja utan kozvetlenll spontan SD (sp. SD) is kialakult, melyet bizonytalan megjelenése
miatt zardjelesen adtunk meg. A globalis el6agyi iszkémiat kétoldali arteria carotis communis elzardssal
(two-vessel occlusion, 2V0), a reperflzidt az érelzaras feloldasaval hoztuk létre. A kisérleteket az altatd
tuladagolasaval fejeztiik be.

Iszkémia alatt a terjedd depolarizdciéval markdnsabb aciddzis jar

Az ép kéregben lezajléo SD-hez képest az iszkémia alatt kivaltott eseményekkel jelentésen
hatdrozottabb aciddzis alakult ki, melyet jellemzett a nagyobb relativ amplitudé (0,4310,15 vs.
0,36+0,07 pH egységnyi valtozas), a hosszabb fél amplitidénal mért id6 (pH-szenzitiv
mikroelektroda: 93,1+26,3 vs. 40,218,1s; NR képalkotas: 127,5+64,2 vs. 39,8+13,8s), és a
kiterjedtebb gorbe alatti teriilet (AUC, area under the curve) (pH-szenzitiv mikroelektréda:
24154869 vs. 8554322 pH egység x s) (5.4.2. dbra). Az iszkémias agykéregben SD utan lassult a
szoveti pH rendez6dése is, melyet az aciddzis visszatér6 szakaszanak meredeksége adott meg
(pH-szenzitiv mikroelektroda: 0,44+0,33 vs. 0,70+0,26 pH egység/s). A reperfizid fazisa alatt az
SD-khez tarduldé aciddzis a kisérlet alapszakaszara jellemz6 mértékiinek bizonyult (relativ
amplitida: 0,31+0,09 vs. 0,3610,07 pH egységnyi valtozas; fél amplitidénal mért id6: 42,0+8,0 vs.
40,2+8,1s).

Korabbi megfigyelések azt valdszinlsitik, hogy az SD-vel jaré aciddzis a laktat szoveti
felhalmozddasaval fligg 6ssze.6”332 Az SD sordn kialakulé laktat-aciddzis valdszinliségét tamasztja
ald az is, hogy agyi iszkémia sordn az idegszoveti pH csokkenése egyenesen ardnyos a laktat
felszaporoddasaval.l®®?8 Ezek alapjan tehat azt feltételezziik, hogy az iszkémids kéregben az SD-vel
azért alakul ki markansabb aciddzis az ép kéreghez képest, mert az SD iszkémia alatt nagyobb
mértékben fokozza a laktat felszaporoddsat. Az iszkémia alatti jelentésebb laktat termelSdés
mogott az allhat, hogy az SD a sériilt szévetben kizardlag anaerob metabolizmust indit be,?® mig
az ép kéregben az SD-okozta metabolikus igényt kezdetben a gliikéz aerob, majd késébb anaerob
lebontasa fedezi.?>*316
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A terjedd depolarizdciot kévetd hiperémia mértéke csékken iszkémia sordn

A kisérleti modell a latotérben (de globdlis természeténél fogva valdszinlleg a teljes
agykéregben) az iszkémids penumbrara jellemzd viszonyokat teremtett. Az érelzaras utan a CBF
20-40 % kozott mozgott a reperflzid megkezdéséig, mely megfelel az iszkémids penumbra szoveti
perfuziét alapul vevd definicidjanak.l® Eredményeink értékelése szempontjabdl a penumbrara
jellemzd viszonyok vizsgalata nagy jelent6séggel bir, hiszen fokalis iszkémidban az ismétl6dé SD-k
elsésorban a penumbréra nézve karosak.!%

A kivaltott SD eseményekhez az esetek donté tobbségében hiperémia tarsult (5.4.2. dbra). A
kisérletek iszkémids szakaszaban elvétve terjedd iszkémiat is megfigyeltlink, de a terjedd iszkémia
alacsony el6fordulasi gyakorisaga miatt ezeket statisztikailag nem értékeltiik. A hiperémias
valaszok meghatdrozé el6foduldsat okozhatta, hogy az iszkémias inzultust megel6z6 alap
szakaszban SD-ket valtottunk ki. Az ép kéregben indukalt SD-t ugyanis prekondicionald
stimulusként is szamon tartjak, mely néveli az iszkémidval szembeni toleranciat.?*! Elképzelhetd,
hogy az iszkémia sulyosabb kévetkezményekkel jart volna, ha nem el6zi meg ismételt SD kivaltas.

Az SD-vel 6sszefligg6 hiperémia kezdete az aciddzis kezdetét 24,5+23,5 s késéssel kdvette. Az
iszkémia soran az SD-vel jard hiperémia relativ amplitiddja jelentGsen csokkent (20,8+8,9 vs.
76,3+119,6 %), hossza pedig megkétszerez6dott az alap szakaszhoz képest (146,4+49,7 vs.
61,4+11,6 s) (5.4.2.4bra), mely megfelel kordbbi megfigyeléseknek.’® A hiperémia AUC-je
iszkémia alatt kisebbnek bizonyult (3009+1073 vs. 4428+1436 % x s). A hiperémia csokkenését
iszkémia alatt okozhatta a neurovaszkularis csatolds sériilése.’®® Ugyanakkor az iszkémia akut
szakaszdban a perfuzié csokkenését metabolikus vazodilatatorok, példdul adenozin vagy laktat
gyors felszabduldsa, illetve az ADP/ATP arany emelkedése koveti, mely az agyi arterioldk
tadguldsahoz vezet.%> Ebb6| kdvetkezik, hogy az erek alaptdnusanak csékkenése miatt a tovabbi
vazodilatdcié tartomdnya besz{kil, mely magyarazhatja az SD-re valaszul kialakuld hiperémia
kisebb amplituddjat az iszkémias kéregben.

A reperfuzié fazisdban a hiperémia jellemzdi javultak az iszkémids szakaszhoz képest, de relativ
amplituddja és AUC-je nem rendez6dott az alap szakaszra jellemzd értékre (relativ amplitudo:
46,9+25,3 vs. 20,8+8,9 vs. 76,3+119,6 %; AUC: 2788+1362 vs. 3009+1073 vs. 442811436 % X s;
reperfuzid vs. iszkémia vs. alap szakasz). Ez megfelel a neurovaszkularis csatolds részlegesen
fennmaradé elégtelenségének MCAO-t kdvetd reperflzié alatt.>®® A reperfuzié korai szakaszaban
a depolarizacioval 06sszefligg6 hiperémia részleges helyredllasanak hatterében a pericitak
elhizédo konstrikcidja, és a kapillarisok gyenge atjarhatdsaga allhat, 15420
A terjedd depolarizdcio jelentdsen elmélyiti az iszkémia-okozta idegszéveti acidozist

Kisérleteinkben az iszkémia kialakitasat kovetGen a szoveti pH atlagban 6,93+0,09-nek adédott,
hasonléan ahhoz a tartomaynhoz (i.e. pH 6,9-7,0), amit korabban kisérletes MCAO utan a
penumbra régidra kalkulaltak.>® A kisérletek egy részében, az iszkémia kialakitdsat kévets két
percben spontdn SD jelentkezett. A felvett képsorok tanusaga szerint — a korabbi fejezetekben
bemutatott megfigyelésekkel egyez6en — az esemény frontolateralis (a késGbb kisérletesen
kivaltott SD-k kiindulasi pontjaval ellentétes) iranybdl lépett be a |atétérbe (5.4.3. dbra). Az SD
spontdan megjelenésének kedvezett, ha az iszkémia indukcidja utdan a CBF minimumértéke 20 %
ald esett, illetve ha a szoveti pH iszkémiaval 6sszefliggé csokkenése a 0,2 pH egységnyi mértéket
meghaladta (5.4.4.3bra). Erdekes médon az iszkémia indukcidjat megel6z8 szoveti pH
alkalotikusabb volt azokban az esetekben, amikor az iszkémia kezdetén spontan SD jelent meg,
ahhoz képest, amikor spontan SD-t nem tapasztaltunk (pH 7,28+0,06 vs. 7,21+0,04; spontan SD
megjelenése vs. elmaradasa).
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5.4.2. abra. A kisérletesen kivaltott terjedd depolarizaciéval (spreading depolarization, SD) jard szoveti
acidozis és agyi vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) valasz patkdny agykéregben. A: Az SD-vel jard
szoveti pH-valtozas (kék és piros) és CBF valtozas (fekete) a kisérlet harom szakaszara lebontva (i.e. alap,
iszkémia, reperfuzid). A vonaldiagramokat szamos kisérletb6l szarmazé SD-k atlagaként abrazoltuk
(atlagtstdev; n=6/8). A kék a pH-szenzitiv mikroelektrédak révén, a piros a pH-alapu optikai képalkotas
eredményeként kapott pH valtozasokat tinteti fel. A pH-alapu optikai képalkotdssal a reperfuzid
szakszardl nem nyertiink megbizhaté adatokat a neutrdlvorés (Neutral Red, NR) fakuldsa miatt. A
feltlintetett CBF valtozasokat |ézer-Doppleres aramlasméréssel regisztraltuk. B: Az acidozis relativ
amplitudéjat pH egységnyi valtozasként adtuk meg. C: A visszatérés sebessége az aciddzisbol. D: Az
acidozis és a hiperémia fél amplitudondl mért idétartama. E: A hiperémia relativ amplitidéja. A B-E
paneleken az adatokat atlagtstdev formdaban adtuk meg, az elemszamokat az oszlopokon tiintettiik fel.
A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk (p<0,05*; p<0,01**),
melyet Fisher post hoc teszt kdvetett (p<0,05* és p<0,01** vs. alap szakasz; p<0,01# vs. iszkémia).

A spontdn SD a savas szoveti pH viszonyokat jelentés mértékben sulyosbitotta. Az iszkémiaval
Osszefliggd szoveti aciddzishoz az SD-okozta aciddzis hozzdadddott. A spontdn SD a szbveti pH-t
atlagban 6,93+0,09-rél 4tmenetileg 6,48+0,16-ra tolta el (5.4.4. dbra), mely fokdlis inzultus esetén
inkdbb az iszkémids mag régidra jellemzd érték. Osszehasonlitisképpen, a nyul agykéregben
kialakitott fokalis iszkémia a széveti pH-t 6,64-re csdkkentette;**® patkdny MCAO modellben az
infarktus peremén a szoveti pH 6,53-nek adddott.’® Mindezeket figyelembe véve feltételezziik,
hogy az SD az iszkémids penumbran végighaladva a szoveti pH-t dtmenetileg az iszkémia mag
régidjara jellemz8, er6sen savas tartomanyba tolja el, ami egy potens, neurodegenerdciét
eredményezé korfolyamat.
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5.4.3. abra. A nyers neutralvoros (Neutral Red, NR) és lokalis agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF)
képsorok, azok egy meghatdrozott pontjabdl (region of interest, ROI) nyert intenzitdsgorbék, és a
belltetett elektrodaval elvezetett DC potencidl az iszkémia indukcidjat és egy spontan terjedd
depolarizacio (spreading depolarization, SD) athaladasat szemléltetik a latotéren. A: A reprezentativ
felvételeken a szoveti acidézist az NR fluoreszcencia-intenzitdsanak emelkedése (melegebb szinarnyalat)
jeldli. A spontan SD belépését a latétérbe fehér nyil (As) szemlélteti. B: A |ézer-folt interferencia kontraszt
analizissel (laser speckle contrast analysis, LASCA) szamitott aramlasi térképek az iszkémia indukcidjaval
(kétoldali arteria carotis communis elzaras, two-vessel occlusion; 2VO) okozott dramlasesést, és az SD-
vel jar6 CBF valtozast jelenitik meg. A sorozat képein a melegebb szinek a magasabb daramlasi
viszonyoknak felelnek meg. A monokrém kamerak altal készitett 16 bites fekete-fehér felvételeket az A
és B sorozaton szoftveresen pseudo-color alkalmazasaval szineztiik. A képsoroktdl jobbra feltiintetett
szinskaldk a szinezéshez felhaszndlt sziirke savtartomdnyt jeldlik. C: Az id6sorok az NR fluoreszcencia-
intenzitasanak (piros) és a CBF (fekete) iszkémiaval és SD-vel Gsszefliggd valtozasait mutatjak. Az SD
kialakulasat a DC potencial tranziens, negativ kitérése igazolta (z61d). Az NR intenzitasgorbék felett sorban
lefelé mutatd fekete haromszogek az A és B paneleken lathato felvételparok id6beli mintavételi helyét
jelolik. A megjelenitett valtozasokat a Bi felvételen megadott ROI, és az elektrofizioldgiai valtozék
elvezetésére belltetett mikroelektroda (E) segitségével jelenitettiik meg.

A spontan SD utan 10 perccel a szoveti pH savasabban maradt azokhoz a kisérletekhez képest,
amelyekben az iszkémia elGidézése utan spontan SD nem jelentkezett (pH 7,09+0,09 vs.
7,29+0,16); utdbbi esetben 10 perc elteltével a szoveti pH az iszkémiat megel6z6 értékre tért
vissza, azaz teljes mértékben rendez6dott. Hosszu tadvon az SD utdn fennmaradd, enyhébb foku
aciddzis is sejtkarositd lehet, hiszen az acidézis-indukalta sejtkdarosodas kiiszobe az aciddzis
fennélldsanak hosszdval ardnyosan csékken.?’? Tekintve, hogy az iszkémids kéregben az SD-k
visszatér6 mintdzatban ismétl6dnek,®+?"° és eredményeink szerint a széveti pH az SD utdn
legalabb 10 percig savas tartomdnyban marad, az SD a szoveti aciddzis fenntartdsa révén is
novelheti a neuronkdrosodas kockazatat.

Az uralkodd hipotézis szerint az SD-okozta idegszoveti sériilés oka, hogy a csatolt CBF
valtozasban a hipoperfuzid dominans szerephez jut, terjedé iszkémia alakul ki, amely mélyiti a
szévetben fenndllé perfuzids deficitet.%®1%* Azonban az iszkémids penumbran athaladd SD-knek
csak egy kis hanyadahoz tarsul terjedé iszkémia. Az itt bemutatott kisérletek tanisaga szerint is az
események tobbségét hiperémia kiséri. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy bar az
SD-vel jaré hiperémia mértéke iszkémias szévetben csékken, és valdszinlleg nem elégiti ki teljes
mértékben a szovet metabolikus igényeit, a sz6veti pH csokkenése meghatarozé mddon jarulhat
hozza az SD-vel kapcsolatos neurodegenerdcidhoz.

Ismert, hogy a szoveti aciddzis az iszkémids sériiléseket sulyosbitja, valamint hogy az iszkémias
idegsejt-kdrosodas mértéke a szoveti aciddzissal ardnyos.3* A bemutatott kisérletek alapjan
megallapithatd, hogy az SD az iszkémia soran fellépd szoveti aciddzist huzamos ideig fenntartja,
atmeneti id6szakokra jelent6sen elmélyiti, és a szoveti pH rendez6dését gatolja. Eredményeink
alapjan tehat azt feltételezziik, hogy az SD szOvetkarosité hatdsa részben az aciddzis révén
érvényesdl.
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5.4.4. abra. A szoveti aciddzis id6beli mintdzata az iszkémiaval és a spontdn megjelené terjedé
depolarizaciéval (spreading depolarization, SD). A: A vonaldiagramokat szamos kisérletb6l szarmazé
felvételek atlagaként abrazoltuk (atlagtstdev). A kisérleteket két csoporta osztottuk aszerint, hogy az
iszkémia indukcidja (kétoldali arteria carotis communis elzaras, two-vessel occlusion; 2VO) utani
percekben jelentkezett-e spontan SD () vagy sem (). B: A CBF legalacsonyabb értéke kézvetlendiil az
iszkémia indukcidja utan. C: Az iszkémiaval 6sszefliggd szoveti acidozis relativ mértéke kozvetlendl a
spontdn SD megjelenése el6tt. A B-C paneleken az egyes kisérleteket egy-egy szimbdlum jelzi. A
vizszintes, szaggatott vonal a spontan SD kialakuldsanak elméleti kiiszbértéket szemlélteti. D: A szdveti
aciddzis mértéke. A kék oszlop teljes kitoltéssel az SD-t kbzvetleniil megel6z6 pH értéket tiinteti fel (2VO),
a teljes, kiegészitett oszlopmagassag az SD-okozta pH valtozast is hozzaadja. E: Szoveti pH 12 perccel az
SD-t kdvetBen. . A D-E paneleken az adatokat atlagtstdev formdaban adtuk meg. A statisztikai értékeléshez
egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk (p<0,01** vs. iszkémia spontan SD nélkl).

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tavlatai

Koros korilmények kozott el6szor mutattuk meg és fejeztiik ki az SD-hez tarsuld szoveti
aciddzis jellemzGit. Ravilagitottunk arra, hogy az SD-vel jaré aciddzis mértéke fligg az idegszovet
metabolikus allapotatdl, igy iszkémia alatt a pH csokkenés joval kifejezettebb, mint optimalis
szoveti perfuzid mellett. Bizonyitottuk, hogy az iszkémia okan felléps, enyhébb aciddzishoz
hozzdadddik az SD-hez tarsuld, hatdrozottabb pH csokkenés, mely arra enged kévetkeztetni, hogy
az SD-okozta neuronpusztulds a szoveti aciddzissal 6sszefligg. Eredményeink abba az irdnyba
mutatnak el6re, hogy az extracellularis tér pufferkapacitasanak novelése vagy a laktat
hatékonyabb eltavolitdsa eredményes neuroprotektiv startégianak bizonyulhat.

Mddszertani el6relépés, hogy a pH-alapu képalkotds révén térben is kovetni tudtuk az
idegszovet SD-vel Osszefliggé pH valtozasait. A felvételek analizise sordn azonban még nem
aknaztuk ki a mddszerben rejlé sszes lehetbséget. Az 5.2. fejezetben bemutatott, a CBF terileti
megoszlasat jellemz6 teljes kép analizishez hasonldan példaul jellemezni lehetne a feltart agykérgi
felszinen a szoveti pH valtozasanak térbeli megoszlasat is.

Eredményeink hasznosithatésaga szempontjabdl a kovetkez6 megallapitds tehet6. A
klinikumban az SD-k neurodegenrativ hatasat az ismétl6dé események elektrokortikogramon
értékelhetd kumulativ id6tartamaval hozzak dsszefiiggésbe > Megfigyeléseink szerint a szdveti
pH SD-vel kapcsolatos valtozasai az iszkémias sériilés érzékeny indikatoranak tekintheték. Ezek
alapjan az idegsebészeti intenziv osztdlyon alkalmazott laktat bioszenzor®28 alkalmas lehet a
szOveti aciddzis indirekt kovetésére, és az SD-okozta sérlilés progndzisara.

Végiil a szoveti pH csokkenése kihaszndlhaté a sérilt teriletre korlatozddd
gyogyszerhatdanyag-bejuttatdsra iszkémids sérilések esetén. lJelenleg futd kisérleteink azt
vizsgaljak, hogy savas pH-ra nyild, az értagité nimodipint (L-tipusu fesziiltség-fliggé Ca?* csatorna
blokkold) szallité nanopartikulumok milyen hatékonysaggal adjak le a hatéanyagot és érnek el
véd6 hatdst az agyi iszkémia allatmodelljében. A szoveti pH alapjan az iszkémias szovetrégidra
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leszlikitett kezelések révén elkerilhetGek lennének a hatdanyagok nem kivanatos, szisztémas
mellékhatasai.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

Menyhdrt A, Zélei-Széndsi D, Puskds T, Makra P, Orsolya MT, Szepes BE, Toth R, Ivdnkovits-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 terjedd depolarizaciohoz csatolt agyi vérataramlasi
valtozas mediatorai, az agyi iszkémia hatasa

A szakmai kozvélemény szerint az SD-hez tarsulé CBF valtozast —a szomatoszenzoros ingerlésre
kialakulé funkciondlis hiperémidhoz hasondan — neurovaszkuldris csatolds szabélyozza.'® Bar az
SD-vel kialakulé aramldsi valaszban valéban megjelenik egy markdans, hiperémids komponens,
ennek mértéke jéval meghaladja a szomatoszenzoros ingerlésre adott funkcionalis hiperémiat
(6.0.1. tablazat). Az SD-hez csatolt aramlasi valasz tovabba tébb komponens(, jellegzetes lefutdsu,
amely alapvetéen kilonbozik a neurondlis aktivitassal egylitt jard, klasszikus funkciondlis
hiperémiatdl.1® Végiil az SD-hez csatolt CBF valtozést kdvetSen az agyi érhaldzat reaktivitasa egyes
potens stimulusokra (pl. CO,) dtmenetileg (akar 60 percig is) sziinetel,?°>2% mig a funkciondlis
hiperémia lecsengését kovet6en megtartott marad (6.0.1. tablazat).

6.0.1. tablazat. Jellemz&k, melyek a szomatoszenzoros ingerlésre és a terjed6 depolarizacidra valaszul
kialakuld hiperémiat ragcsaléo modellekben megkiilonboztetik.

Jellemzé Bajuszingerlés

Terjed6 depolarizacio*

A hiperémia relativ
amplitiddja a 100 % alaphoz 10-30 pp. 40-120 pp.
képest

A CBF visszatérése Alapértékre 5-20 pp.-vel az alapérték ala

Az agyi erek CO, reaktivitasa
az eseményt kévetéen

Tovabbi szomatoszenzoros ) .
. ) ) Kialakul Nem alakul ki
ingerlésre adott CBF valasz

A vazodilatacio mediatorai NO, PGs, EETs Nincs megegyezés

Megtartott Atmenetileg kiesik

*|smételten kivaltott események koziil az elsére vonatkozik. Roviditések: CBF: agyi vérataramlas (cerebral
blood flow); EETs, epoxieikozatriénsavak (epoxyeicosatrienoic acids); NO, nitrogén-monoxid;
PGE:2: prosztaglandin Ea.

A neurovaszkularis csatolas mediatorainak (e.g. nitrogén-monoxid, prosztaglandin E,, vagy az
epoxieikozatriénsavak)'4>®7 szerepét az SD-vel egyiitt jaré CBF vélaszreakcid kialakitdsdban
sokan és régodta kutatjak, de maig nem sikerdilt a hiperémiat egy meghatarozo vazodilatator hirvivé
felszabadulasaval egyértelm(i 6sszefliggésbe hozni.'® Munkank soran udjra gondoltunk és Ujra
megvizsgdltunk egy tulhaladottnak tartott elképzelést, mely szerint az SD-t kovet6
véraramlasfokozédas a ,feed-forward” médban szabalyozott funkcionalis hiperémia helyett egy
,feed-back” alapon Iétrejévé reaktiv hiperémia.??* Allaspontunk szerint az SD soran nem jellemzé
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a funkcionalis hiperémiahoz vezeté neurondlis aktivitas-fokozdédas — épp ellenkezéleg, az
idegszévet ingerelhet&sége lokalisan percekig gatolt (,spreading depression of activity”).2?” Mig
neurondlis aktivacidra az dramlds-fokozddas masodperceken beliil eléri cstcsértékét,?’” az SD utdn
20-30 masodperc is eltelik a teljes hiperémia kialakuldsaig (4.2. fejezet). Végiil figyelembe kell
venni azt a koriilmény, hogy az SD-hez csatolt hiperémiat aramldsesés el6zi meg (a reaktiv
hiperémia létrejottének eléfeltétele!®®), mely dtmeneti hipoxids dllapotot is elSidézhet az érintett
teriileten.?”2 Hipotézisiink szerint tehat az SD-vel jaré CBF valtozas reaktiv hiperémia, és metabo-
vaszkularis csatolds eredményeképpen jon létre, melyben szerep juthat a laktat fokozott
termel6dése révén a szoveti acidozisnak (5.4. fejezet), illetve az SD soran drasztikus mértékben
felszaporodé intersticidlis kaliumnak3®14% (6.0.1. abra). A laktat felhalmozddasa neurondlis
aktivitds sordn bizonyitottan értagitd hatdsu,'*** mig a kalium extracelluldris koncentrdcidja
20 mM alatt vazodilataciét, 20 mM felett vazokonstrikciét indukal az agyban.?®®

[] Metabolizmus: k*, laktat, ATP/ADP  [Jl] PGE, [] EETs [} NO

Szomatoszenzorosingerlés: Terjed6 depolarizacio

Ep szovet Ep sz6vet Iszkémia
Neurovaszkularis csatolas Metabovaszkularis csatolas
(sejt-sejt kommunikacid) (metabolit-ér kommunikacid)

6.0.1. abra. Vazoaktiv mediatorok feltételezett hozzajaruldsa a terjed6 depolariziciot kovets agyi
vératdramlasi valasz kialakitdsahoz. Roviditések: EETs: epoxieikozatriénsavak; NO: nitrogén-monoxid;
PGE:2: prosztaglandin Ea.

Az aldbbiakban bemutatott munkank soran tehat célul tlztiik ki, hogy megvizsgaljuk, mekkora
a részesedése a neurovaszkuldaris csatoldsban fontos szerepet jatszd vazodilatator
prosztaglandinoknak (PGs) az SD-t kdvetd hiperémia kialakitasaban. Osszefiiggéseket kerestiink
tovdbba a szoveti pH és az intersticialis kdlium koncentracié-valtozasai és az SD-hez csatolt CBF
valtozdsok kozott. Mivel kutatdsaink kdzponti témaja az agyi iszkémia, és imsert, hogy iszkémia
sordn a klasszikus neurovaszkuldris csatolds sériil,**® arra is vélaszt kerestiink, hogy az iszkémias
allapot az SD-t kovetd vérdramlasi valasz szabalyozasat miként mddositja.

6.1. Az értagitd prosztaglandionok szerepe

Hattér

Az SD-hez tarsuld CBF valtozas szabdlyozdsa meglehetGsen Gsszetett folyamat, igy vélhet6en
nem is kdthetd egy adott, specifikus medidtorhoz.’®* A szomatoszenzoros ingerléssel kivaltott
klasszikus neurovaszkuldris csatolds mediatorai kozott tartjdk szdmon a prosztaglandionokat,
melyek potens vazoaktiv metabolitok.!'** Az értdgitd prosztaglandinok szintézisében
meghatarozd szerepet tolt be az indukalhaté ciklooxigendz-2 (COX-2) enzim, melynek az
arachidonsav a szubsztratja. A COX-2-t az agykéregben elsGsorban a piramissejtek
expresszaljak,?’® és megtaldlhaté a kérgi penetrdlé arterioldk és kapilldrisok mentén a
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perivaszkularis idegvégzédésekben is.*% Ertdnust szabalyozd szerepét tekintve lényeges, hogy a
COX-2 — termékeinek révén — bizonyitottan részt vesz a szomatoszenzoros ingerlésre adott
funkciondlis hiperémia kialakitasdban.*??’” Vazoaktiv COX-2 szarmazék a prosztaglandin E; (PGE>),
melyet a COX-2 termékeket tovabb alakitd prosztaglandin E szintdz (PGES) allit el5.2%% A PGE; az
agyi erek faldban is azonositott 2-es és 4-es tipusu PGE; receptorokhoz két6dve (EP; és EP4) valt ki
vazodilataciot, és részt vesz a funckiondlis hiperémia kialakitdsaban.*2-216:406

A COX-2 enzimatikus utvonallal ellentétben a konstitutiv COX-1 enzim szerepe a
neurovaszkuldris csatoldsban nem vildgos.’®” A COX-1 szelektiv gatldsa egyrészt szagldsi ingerre,
vagy a perivaszkuldris asztrocita végtalpakban kisérletesen megnévelt Ca** koncentraciéra
valaszul megakadalyozta a hiperémia kialakuldsat,>®>3"! ugyanakkor a ragcsalé bajuszingerléses
modellben nem védte ki a neuronalis aktivitdsra bekévetkez dramlasnévekedést. 29278315

Az SD-hez kapcsolédd CBF valtozas kialakitdasaban joggal feltételezhetdé az arachidonsav-
metabolitok szerepe, hiszen az SD sordn az agykéregben jelent6s az arachidonsav
felszaporoddsa,??® és a cerebrospinalis folyadékban visszamérhet8 a prosztanoidok, kdztik az
PGE, szignifikdnsan megemelkedett szintje.3*® Azonban a prosztaglandinok szomatoszenzoros
ingerlésre adott értagité hatdsaval szemben® az SD soran felszabadulé arachisonsav-termékek
érosszehuzo hatasunak bizonyultak, igy példaul a COX enzimek indometacin kezelés révén elért,
nem-szelektiv gatldsa az SD-re valaszul a pidlis arterioldk fokozott tigulatdt okozta.’*® Mds
kisérletek tanusdga szerint az SD a cerebrovaszkuldris simaizomsejtekben serkenti a
vazokonstriktiv hatdssal biré 20-HETE szintézisét, és a 20-HETE termelésének gatlasa enyhiti az SD
soran kialakulé CBF valtozas oligémias komponensét.’3 A COX-1 és a COX-2 enzim szelektiv
gatlasdnak hatdsat az SD-t kiséré CBF vdltozds dinamikdjara nem ismerjik, bar a COX-2 szerepe a
jelatvitelben valdszinGsithetS, hiszen az enzimet kddold mRNS atirdsa és maga a fehérje
transzlacidja is fokozdédik az SD-vel dsszefiiggésben.?®!

A COX-2 3ltal katalizalt jelatvitel az SD-hez tarsuld CBF valaszreakcidban kiilondsen relevans
lehet agyi iszkémia soran, hiszen iszkémia alatt a COX-2 kifejez6dése nagymértékben névekszik,
méghozza abban az id&szakban, amikor spontdn SD-k alakulnak ki.3®27° Megfigyelték tovabba
iszkémia alatt az EP, receptorok expresszidjdnak névekedését,®* melyek a COX enzimatikus
Utvonalon keresztiil képz8d6 PGE, bekdtédésére vazodilatacids jelatvitelt inditanak be 2216406

Osszefoglalva, bar a COX-2 enzimatikus Utvonal szerepét a szomatoszenzoros stimulaldssal jaré
funkcionélis hiperémia kialakitdsaban széles kdrben elismerik,1**? az eddigi SD-vel kapcsolatos
eredmények nagyon szertedgazdak, ellentmondasosak, és nehezen értelmezhet8ek.'® Kutatdsunk
soran valaszt kerestlink arra, hogy a COX-1 és COX-2 enzimatikus Utvonal, illetve az EP, receptor
milyen mértékben jarul hozza az SD-vel kapcsolatos hiperémia kialakitasdhoz az intakt
agykéregben, és iszkémias koriilmények kdzott. Kérdésiink megvalaszoldsdra a COX-1 és a COX-2
enzimeket szelektiven, farmakoldgiai mddszerekkel gatoltuk, igy csdkkentettiik tobbek kdzott a
vazodilatator PGE; szintézisét, valamint blokkoltuk a PGE; EP,4 receptorat.

Vizsgdlataink arra is kiterjedtek, hogy megallapitsak a COX-1 és a COX-2 enzimek 3ltal termelt
metabolitok, illetve az EP, receptor szerepét az SD kialakuldsaban. Célkit(izésiink azért is idGszeri
volt, mert az agyi iszkémidban hangsulyozottan kifejez6dé COX-2 uUtvonalon keresztiil jelentés
mennyiség(i PGE,-t termel&dik. A PGE, tébbek k6zdtt csdkkenti az idegsejtek ingerelhetdségét,*t®
és az iszkémids sériilés sulyosbodasaban a COX-2 — EP4 receptor jelatviteli Utnak is szerepet
tulajdonitanak.®%*

Mddszerek

Kisérleteinket fiatal felnétt (2 hdnapos), him, Sprague-Dawley patkanyokon végeztiik (n=60). A
kisérleti allatok el6készitése, a koponyaablakok kialakitasa (4.3.1. dbra), a globalis el6agyi iszkémai
indukcidja (n=32), illetve az aloperalt, iszkémiara nézve intakt kontroll csoport létrehozasa (n=28)
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egyezett a fentebb leirtakkal (4.3.és 5.4 fejezet). Az iszkémia indukcidja utan 15 perces
id6kozonként négy SD-t véltottunk ki (5.4. fejezet). Az elektrofiziolégiai jelet (a DC potencidl
valtozdasa) és a lokalis CBF valtozasokat a mar részletezett modon rogzitettiik (4.3. fejezet).

A farmakoldgiai kezeléseket a rosztralis koponyaablakban végeztik. Az enzimgatlét vagy
receptor blokkolét tartalmazé oldatokat, illetve a kontrollként hasznalt olddszert (aCSF-ben 1,5 %
dimetil-szulfoxid, DMSQ) azonos volumenben a dura mater eltavolitdsa utan kozvetlenil az
agyfelszinre mostuk (6.1.1. tablazat). A kezeléseket megel&z6en referencidnak 5 percig rogzitettik
a DC potencidlt és a CBF alapvonaldt aCSF topikdlis ramosdsa mellett. A hasznalt anyagok
koncentraciéjat publikadlt doézis-hatds gorbék, a szelektivitds és a hatékonysag adatai alapjan
valasztottuk,15%216:268277.278 - o kgvetkez8 farmakonokat hasznéltuk: a szelektiv COX-2 gétlé
NS-398-at?’” (100 uM; Cayman); a szelektiv COX-1 gatld SC-560-at*>’® (25 uM; Cayman); és az EP4
antagonista L161,982-t5221 (1 uM; Sigma) (6.1.1. tablazat). Az oldatokat 40 perccel az iszkémia
indukcidja, vagy az aloperialt csoport esetén az elsd SD kivaltdsa el6tt mostuk az agykéregre,?’” és
az inkubaciot a kisérleti protokoll befejezéséig fenntartottuk.

A kapott eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS
szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). Az
eredmények értékelését kétszempontos ANOVA-val végeztilk, melyet szignifikans eltérés esetén
Fisher post hoc teszt kdvetett.

6.1.1. tablazat. A kisérleti csoportok attekintése.

Kisérleti Iszkémia

csoport Beelc indukcié

SHAM

Oldoszer
(1,5 % DMSO aCSF-ben)

2VO 7
100 uM NS-398 SHAM 7
(COX-2 gatlas)

2VO 6
25 uM SC-560 SHAN 7
(COX-1 gatlas) V0 7
1uM L161,982 SHAM 6

(EP, receptor blokkolds)
2V0 12

Roviditések: 2VO: kétoldali arteria carotis communis elzaras (two-vessel occlusion); COX: ciklooxigendz
enzim; DMSO: dimetil-szulfoxid; EP4: 4-es tipusu prosztaglandin Ez receptor; SHAM: aloperalt.

A prosztaglandinok hatdsa a terjedé depolarizdciora

Bar a kutatast vezérl6 problémafelvetés az SD-hez csatolt CBF valtozas szabalyozasabdl indult
ki, az eredmények soraban a kezelések hatasat el6szor az SD, azaz a primer jelenség kapcsan
targyaljuk.

A intakt kontroll csoportokban a farmakoldgiai kezelések egyike sem befolyasolta az SD-t jel6ld
negativ DC potencidl kitérés lefutasat. Az iszkémids allatokban azonban az SC-560 és az L161,982
jelent8sen elnyujtotta az SD-t (fél amplitidonal mért id§: 154158 és 120+79 vs. 42114 s; SC-560
és L161,982 vs. olddszer) (6.1.1. dbra, A panel; 6.1.3. dbra, A panel), és megnovelte a negativ DC
potencidl kitérés AUC-jét (2104+£1056 és 1958+1357, vs. 5984281 mV x s; SC-560 és L161,982 vs.
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oldészer) (6.1.1. dbra, B panel). Az SC-560 és az L161,982 iszkémia soran tovabba csékkentette az
SD-t koévet6 hiperpolarizacidt is (1,16+0,50 és 1,40+0,62, vs. 2,65+0,39 mV; SC-560 és L161,982 vs.
oldészer). Az NS-398 ezzel szemben az SD egyik mért valtozéjara sem fejtett ki szignifikans hatast.

A B * %k i
3500 an M
Iszkémia Iszkémia Iszkémia ® [J  Intakt
. = 3000 Bl Iszkémi
Oldészer SC-560 L161,982 s szkemia
o — 2500
il
e A £ x 2000 { ANOVA
2 % 1500 | F=9.063**
DC| 8~ 1000
5mV : 8 500
2 min oL - -
QO VO O OV O
Yo oS 488S
€495 84853
5202 5Z0¢%
Kisérleti csoportok

6.1.1. dbra. A kezelések hatdsa a terjed6 depolarizaciét (spreading depolarization, SD) jelzé negativ
egyendramu (direct current, DC) potencial-kitérés lefutasara. A: Az iszkémia sordn kivaltott, SD-t jel6 DC
potencial-kitérések (atlagtszoéras) olddszer, a szelektiv ciklooxigenaz-1 (COX-1) gatlé SC-560 és a 4-es
tipusu prosztaglandin Ez receptor (EP4) antagonista L161,982 ramosdasa utan. B: Az SD-t jel6l6 negativ DC
potencial-kitérés gorbe alatti teriilete (AUC, area under the curve). Az adatokat atlagtstdev formaban
adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk
(p<0,01**), melyet a csoportok dsszehasonlitasahoz Fisher post hoc teszt kdvetett (p<0,01** vs. intakt;
p<0,01* vs. olddszer).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a COX-1 szelektiv gdtldsa, illetve az EPs receptor
Nem vart eredmény azoban, hogy a COX-2 gdatldsa nem mddositotta az SD lefutdsat, annak
ellenére, hogy a COX-2 kifejez6dése iszkémia sordn jelentésen fokozddik, és a COX-2 gatlasa
bizonyitottan neuroprotektiv.’®® Az irodalmi adatok és a megfigyeléseink kdzotti eltérés
valdszinlileg abbdl adddik, hogy vizsgdlataink az iszkémia akut szakaszdara korldtozédtak, mig a
COX-2 kifejez8dése az iszkémia létrehozdsa utdn 6rak elteltével kezd emelkedni.36°%27

Az iszkémia akut szakaszaban ugyan a COX-2 szerepe az SD-k utani repolarizaciéban nem
bizonyosodott be, de megmutattuk a COX-1 enzimatikus Utvonal részesedését. Megfigyeléseink
Osszefliggést mutatnak azokkal a kordbbi eredményekkel, melyek szerint sivatagi futdéegérben
(,,gerbil”) az iszkémiat kdvetd reperfuzid korai szakaszdban a COX-1, kései szakaszaban (i.e. 24 6ra
elteltével) pedig a COX-2 gatlasa csokkentette az iszkémidval 6sszefliggé hippokampalis PGE;
szintézist.3 Bar a prosztanoid szignalizacids Utvonalak szertedgazdak és dsszetettek, elképzelhetd,
hogy az iszkémia akut szakaszdban az SD soran a COX-1 utvonalon termeld&d PGE; aktivalja az EP,4
receptorokat, ezzel segitve el6 a repolarizaciot (6.1.4. abra). Figyelembe véve, hogy az SD elnyulé
idétartama kiterjedtebb iszkémids sériilést jelez elére,® az EP, receptor aktivacidja, igy az SD
rovidilése az idegsejtek tulélését segitheti. Ezt tdmasztja ald az is, hogy az EP, receptorok genetikai
inaktivdldsa rontja a stroke kimenetelét.® Végiil elképzelhet, hogy az iszkémids infarktus
méretének EP, receptor agonizmusdval elért csokkenéséhez*?** hozzajirul az EP, receptorok
aktivacidéjaval révén az SD rovidilése is.

Bar munkank az EP, receptor szerepére koncentralt, a PGE; az EP; receptorokhoz kétédve is
neuroprotektiv hatas fejt ki,?*® illetve adott kériilmények kdzétt az EPs receptorok aktivdldsa is
véd6 hatdsu lehet.2'92 Ezek alapjdn nem zarhatd ki az a lehet8ség, hogy a COX-1 Utvonalon
képz6d6 PGE, az EP, vagy EP; receptorok aktivaldsa révén is befolydsolhatja az SD idGbeni
lefutdsat.
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A prosztaglandionok szerepe a terjed6 depolarizdcidval jdré agyi vérdramldsi vdltozds
kialakitasaban

Az enzimgatld/receptorblokkoldé kezelések hatasat az SD elektrofizioldgiai jellemzGire
elsGsorban az iszkémias csoportban figyeltik meg. A farmakolégiai beavatkozasok lathatd hatdsa
a CBF vélaszreakciora ugyanakkor az intakt allatokban jelentkezett. Az iszkémia soran a hiperémia
amplitiddja a mar leirtak szerint (5.4. fejezet) drasztikusan csokkent (6.1.2. dbra, A panel), melyre
az alkalmazott enzimgatldk és az EP, receptorblokkolé nem voltak tovabbi hatdssal. Eredményeink
indirket mddon igazolni latszanak a neurovaszkuldris csatolds sériilését iszkémia soran.'®®
Ugyanakkor az is feltételezhetS, hogy az iszkémia akut fazisdban nagymértékben felszabaduld
vazokativ metabolitok, mint példaul az adenozin, a laktat és a kdlium, valamint a megnovekedett
ADP/ATP arany® felilirjdk a finomabban szabalyoz6 jelatviteli Utvonalakat. Végul fontoldra kell
venni azt a lehet6séget is, hogy a prosztaglandinok érténus-szabdlyozé hatdsa az iszkémia
szub-akut vagy kronikus fazisdban valik nyilvdnvaléva, hiszen a COX-2 mRNS szintjének
emelkedése kb. hat draval, az EP4 receptor endothélidlis er6teljesebb kifejez6dése négy oraval
koveti az iszkémia kialakulasat.?3%27

A harom farmakoldgiai beavatkozas koziil a szelektiv COX-2 gatld NS-398, és a szelektiv COX-1
gatld SC-560 nem moédositotta a CBF valaszreakcid jellemzGit az intakt kéregben sem. Ugyanakkor
az EP,4 receptor blokkold L161,982 csokkentette a hiperémia amplituddéjat az SD1 (2111 vs.
51+38 %, intakt L161,982 vs. intakt olddszer) (6.1.2. dbra, B panel), és az rSD-k esetén is (5021 vs.
76137 %, intakt L161,982 vs. intakt oldészer). Az L161,982 tovabba elmélyitette az SD1-re jellemzé
oligémiat (5813 vs. 40+14 %, intakt L161,982 vs. intakt olddszer) (6.1.2.4abra, Cpanel). Az
L161,982-re vonatkozd eredmények azt mutatjak, hogy a hiperémia csdkkenésének és az oligémia
elmélytlésének mértéke kozel egyezs volt. Ezek alapjan arra kévetkeztetlink, hogy az EP4 receptor
szelektiv antagonizmusa a CBF valtozds sordn egy olyan vazodilatator komponenst gatolhatott,
amely mind a hiperémia, mind az oligémia soran folyamatosan érvényesiilt. Ezt latszik igazolni az
is, hogy ha a hiperémia cslcsa és az oligémia minimuma kozotti kiilonbséget, azaz a vazoregulacids
tartomanyt kiszamoljuk (atlagban 87+32 pp.), az intakt L161,982 és olddszeres csoportok kdzott
nem adodott kilonbség.

Az L161,982 vazodilataciot gatléd hatdsat tikrozi tovabbd, hogy a hiperémia kialakuldsa a
kezelés hatdsara lassult az SD1-re (0,75+0,38 vs. 1,88+1,13 %/s, intakt L161,982 vs. intakt olddszer)
és az rSD-kre nézve is (1,05+0,43 vs. 1,60+0,70 %/s, intakt L161,982 vs. intakt olddszer). Végil a
hiperémia nagysagat jellemz6 AUC is markansan csokkent L161,982 hatasara mind az SD1
(8741462 vs. 288542543 % x s, intakt L161,982 vs. intakt olddszer), mind az rSD-k esetén
(553243643 vs. 744812072 % x s, intakt L161,982 vs. intakt olddszer).

Eredményeink a prosztaglandinok vazoaktiv szerepét Uj megvildgitasba helyezték, hiszen az
SD-t koveté hiperémia kialakitasaban a vazodilatator prosztanoidok részesedése eddig
valoszinltlennek tlint, illetve a prosztanoid szintézis gdatldsa a hiperémids reakciot
potencirozta.1®2243% Ugyanakkor adataink dsszhangban dllnak azokkal a kisérletes munkakkal,
melyek a PGE, EP, receptor aktivaciéjan keresztiil elért agyi értagité hatasat bizonyitottak. igy
példdul az EP, recetpor antagonizmusa gatolta a PGE;-indukalta értdgulatot patkany arteria
meningea media-ban in vivo, és az MCA-ban in vitro.”>?%® Az EP, receptor blokkolé L161,982
tovdbba az itt hasznalt koncentrdciéban csokkentette az agyi arterioldk NMDA-val kivaltott
dilatdcidjat, a bajuszingerlésre vélaszul kialakuld funkciondlis hiperémiat,?!® és az agyi mikroerek
glutamat-okozta tdgulatat.’? Vizsgalataink alapjén tehat elmondhatd, hogy az ép agykéregben az
EP, receptor aktivacidja aramlasnévekedést eredményez az SD-t kbvetSen is (6.1.4. dbra).

Kisérleteinkben a COX-1 és a COX-2 szelektiv gatlasa viszont nem befolyasolta érdemben az SD
kapcsan kialakulé CBF valtozas egyik elemét sem (6.1.2. dbra), annak ellenére, hogy az NS-398
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alkalmazasaval elért COX-2 gatlas korabban meggydz6en csokkentette a bajuszingerlésre adott
funkciondlis hiperémiat.?”” A vért hatds elmaradasa mégott az allhat, hogy a COX enzimek SD-vel
Osszefliggd fokozott aktivitdsa nem csak értagité, hanem érdsszehuzd prosztanoidok, mint a
prosztaglandin F2a termelését is el&segiti.’®3** A COX enzimek gdtlasa tehat valdszindleg hattérbe
szoritja mind a vazodilatdtor, mind a vazokonstriktor prosztanoidok szintézisét. Ha ezek az SD
soran olyan aranyban termel8dnek, hogy egymassal ellentétes hatdsuk kioltddik, akkor a COX
gatlassal a CBF valtozds lefutdsa sem maddosul. Ellenben ha az egyik utvonal effektor receptorat,
példdul kisérleteinkben az értagitd EPs-et blokkoljuk, a vazoaktiv hatds érvényesilése
megmutathaté.

Osszegezve megallapithatd, hogy mig a neuronalis aktivitasra valaszul kialakuld funkcionalis
hiperémia hatdrozottan COX-2-fligg8,%2%2774% 3z SD-hez tarsulé hiperémia kialakitdsdban a COX-2
Utvonal szerepét enzimgatlassal nem tudtuk bizonyitani. Az eltérés arra enged kovetkeztetni, hogy
az SD-vel jard hiperémia hatterében mikodd jelatviteli utak eltérnek a fizioldgids neurovaszkularis
csatolastol. Feltételezziik, hogy az ép neurondlis m(ikodés soran az érdsszehlzé prosztanoidok
szintézise elhanyagolhatd, ellenben SD sordn szignifikdns mértékiivé fokozddik,>** ellensulyozva
az ugyancsak termel6d6 PGE; egyidejd, értagitd hatasat.
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6.1.2. dbra. A farmakoldgiai kezelések hatasa a terjedd depolarizaciét (spreading depolarization, SD)
kisér6 agyi vérataramlasi valaszra (cerebral blood flow, CBF). Az abran bemutatott eredmények az elsé
SD-re (SD1) vonatkoznak. A: Az SD-t koveté CBF valtozas (atlagtszoras) alakulasa a 4-es tipusu
prosztaglandin E2 receptor (EPs) antagonista L161,982 vagy olddszerének ramosasa utan, intakt és
iszkémias kéregben. B: A hiperémia relativamplitiddja. C: Az oligémia relativamplitiddja. A B-C panelen
az adatokat atlagistdev formdban adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-
analizist (ANOVA) hasznaltunk (p<0,01**), melyet a csoportok 6sszehasonlitasahoz Fisher post hoc teszt
kévetett (p<0,01** vs. intakt; p<0,05* vs. olddszer).

Az SD-hez tarsuld hiperémia hossza kilon megfontolds targyat képezi, mivel az ezzel
kapcsolatos megfigyeléseink jol megfeleltethet6k az SD hosszdval (6.1.3. dbra, A panel), de eltérnek
a CBF valtozasra vonatkozd egyéb, fentebb bemutatott eredményektdl (6.1.2. dbra). Az iszkémia
alatt az SD-hez csatolt hiperémia id6tartama jelentGsen nétt, kiilondsen a COX-1 gatldé SC-560 és
az EP4receptor antagonista L161,982 kezelés mellett (rSD-k esetén: 3161122 és 240+89 vs. 143167
s; SC-560 és L161,982 vs. olddszer) (6.1.3. dbra, B panel). A depolarizacio és a hiperémia idGtartama
kozott tovabba szoros, pozitiv korrelacid mutatkozott (r=0,825**) (6.1.3. dbra, C panel). Tobb
kozlemény szerint iszkémia soran az elnyuld repolarizacid az energia-igényes ionpumpak
miikddése révén fenntartja a szovet emelkedett metabolikus igényét,®® mely késlelteti a
hiperémia lecsengését is. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a COX-1 gatlas és az EP, receptor
antagonizmus hatdsdra elhlizédd hipermémia az SD megnodvekedett id6tartamat kovette.
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6.1.3. dbra. A farmakoldgiai kezelések hatasa a terjed6 depolarizacio (spreading depolarization, SD) és a
csatolt agyi vérataramlasi valasz (cerebral blood flow, CBF) id6tartamara. Az A-B panelen az adatokat
atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai értékeléshez egyszempontos variancia-analizist (ANOVA)
hasznaltunk (p<0,01**), melyet a csoportok 6sszehasonlitdsahoz Fisher post hoc teszt kévetett (p<0,01**
vs. intakt; p<0,05" és p<0,01%" vs. olddszer). A C panelen illusztralt dsszefiiggést egyoldali Pearson-féle
korrelacios teszttel értékeltik (p**<0,01).

Az EP, receptor szerepe az iszkémids tolerancidban

A fent részletezett vazokonstriktiv és repolarizaciot késleltet6 hatasan tul az L161,982 kezelés
okozta a legnagyobb szérast minden mérési adat tekintetében. Nem vart eredmény, hogy olyan
sulyos iszkémids allapot alakult ki az L161,982 kezelésben részesiilt, 2VO-n atesett allatok
harmadanal (6.1.2. tablazat), amelyet sem a COX gatlok, sem az olddszer adagolasa mellet nem
tapasztaltunk. A sulyos iszkémia a kisérleti protokoll pontos kivitelezését szamos esetben
meghilsitotta (6.1.2. tablazat). Az L161,982 kedvez6tlen hatdsanak jeleit a kovetkez6kben
foglaltuk 6ssze (6.1.2. tablazat): (i) Az iszkémia kialakitasat kovet6en spontan, hosszan elhizédé SD
jelentkezett; (ii) A spontan SD utan tovdbbi rSD-t nem lehetett kivaltani; (iii) A spontan SD-vel
szokasos, hiperémids aramlasi reakcid elmaradt; (iv) A CBF az iszkémiat kovetd barmely
tetsz6leges idGpontban alacsonyabbnak bizonyult a tobbi kisérleti csoporthoz képest; (v) A
kisérleti allat néhany esetben a kisérlet végét jelentd tulaltatast megel6z6en elpusztult (n=2). Az
L161,982 kezelés tehat idegélettani (pl. spontan SD megjelenése) és cerebrovaszkularis (alacsony
CBF) sérilésre utalé valtozasokat is okozott, ami jelezheti 6sszehangoltsagukat, illetve mind a
neuronadlis, mind a vaszkularis EP,4 receptorok részesedését.®23*

Adataink megerdsitik az EPs receptor agonizmusa, genetikai kilitése és kifejez6désének
értékelése révén nyert azon eredményeket, melyek szerint az EP4 receptor aktivacidja iszkémias
események soran el8segiti az idegsejtek tulélését, és javitja az iszkémia kimenetelét.*®2* Ennek
ellenére nem szamitottunk az L1161,982 altal okozott sulyos kdrosoddsra, mert azok a vizsgalatok,
amelyek ezzel a farmakonnal tesztelték az EP, receptor részesedését a neurovaszkularis
csatoldsban, nem jegyezték meg az L161,982 kezelés potencidlisan karos kimenetelét.>>216 Az
eddig kozolt munkdk tovabbad nem értékelték az L161,982 idegélettani hatdsat iszkémiaval
dsszefliiggésben. Osszefoglalva, azt feltételezziik, hogy az EP4 receptorok aktivacidja lényeges védé
szerepet tolt be agyi iszkémias infarktus sordn az SD id6tartamanak csdkkentése révén.
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6.1.2. tablazat. Két alcsoport elkiilonitése az agyi iszkémia jellemzdi alapjan, a 4-es tipusu prosztaglandin
E2 receptor (EP4) antagonista L161,982 alkalmazdsa mellett.

Teljes kisérleti Meghiusult kisérleti
protokoll (n=8) protokoll (n=4)

Spontan SD kialakulasa Nincs (0/8) Van (3/4)

Az elsé kivaltott SD (teljes protokoll) vagy a
spontan SD (meghiusult protokoll) id6tartama 95+64 520+328
(s)

rSD kivalthatdsaga Kivalthato Nem valthato ki

Az iszkémia indukciot kdveté CBF minimum (%) 33,7+19,8 12,3+7,0

Ertékelt jellemz6

Az elsé kivaltott SD-hez (teljes protokoll) vagy a
spontan SD-hez (meghiusult protokoll) csatolt Hiperémias Nem értékelhet6
CBF valasz lefutasa

CBF a kisérleti protokoll végén (%) 25,1+15,0 15,1+10,9

Az adatokat atlagtstdev formaban adtuk meg. Roviditések: CBF: agyi vérataramlas (cerebral blood flow);
SD: terjedd depolarizacid (spreading depolarization).

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

Munkankkal els6ként bizonyitottuk a neurovaszkularis csatolasban fontos szerepet jatszo,
vazodilatator prosztaglandinok hozzdajarulasat az SD-t kovetd hiperémia kialakuldsahoz. Igazoltuk
azt a munkahipotézisiinkben elére vetitett elképzelést (6.0.1. dbra), hogy a PG szignalizacié csak az
ép agykéregben jatszik kimutathato szerepet, mig iszkémia alatt veszit jelentéségébdl, a hattérbe
szorul, illetve mas kdrfolyamatokban jatszik szerepet.

Az akut agyi sériilést (pl. stroke, SAH, TBI) elszenvedett betegek neuroldgiai intenziv kezelése
soran az SD el6fordulasi gyakorisaganak csokkentése lényeges célkitlizés, hiszen ismert, hogy az
SD események névekvé kumulativ idétartama esetén rosszabb a betegség progndzisa.?®1% Az SD-k
visszaszoritasara a klinikumban eddig egyedidl az NMDA receptort blokkolé ketamin tlint
igéretesnek,??? illetve allatkisérletekre tdmaszkodva az NMDA csatorna nyitdsat moduldléd
magnézium védé hatasat is mérlegelték.3263%

Bar iszkémias agysériilések kapcsan régota elismerik a PGE, és receptorainak szerepét az
idegsejtek tulélésének szabdlyozdsdban, az SD-vel eddig ezt nem hoztak 6sszefliggésbe. Elséként
mutattuk meg, hogy a COX-1 vagy az EP4 receptor gatlasa elnyljtja az SD-t az agyi iszkémia korai
szakaszdban, tehat a prosztaglandinok felszabaduldsa és receptoraik aktivaldsa el6segiti az SD
utani repolarizaciot (6.1.4. abra). Megfigyeléseink tovabbi kutatasok alapjat képezik a prosztanoid
szignalizacid szerepének pontos megismerésére az SD kapcsan. Hosszabb tavon a prosztaglandin
szignalizacids Utvonalak azonositott elemei Uj célpontot jelolhetnek ki az SD-vel Osszefliggd
iszkémias sérllések mérséklésére.

-82-



dc_1649 19

ntakt kéreg

Membrdn
oszfolipidek

] Repolarizaci
Iszkémia

6.1.4. abra. A prosztaglandin Ez bioszintézise, vizsgalt értagito jelatviteli Utja, és az eredményeink alapjan
feltételezett hatasa a terjedd depolarizaciéra és a csatolt agyi vérataramlasi valaszra. A piros nyilhegyek
a kisérleteinkben alkalmazott farmakolégiai kezelések célpontjait jeldlik. Roviditések: PLA2: foszfolipdz Az;
COX, ciklooxigenaz enzim; EPa4, 4-es tipusl prosztaglandin E2 receptor; PGES, prosztaglandin-E-szintaz.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

Varga DP, Puskds T, Menyhdrt A, Hertelendy P, Zélei-Széndsi D, Téth R, Ivdnkovits-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 agyszovet kémhatasanak szerepe

Hdttér

Régdra ismert jelenség, hogy a hiperkapnia az agyi erek erételjes tagulatat okozza, melyet a
vér és az agyszoveti pH csdkkenésével, azaz savas irdnyu eltolddsaval hoznak 6sszefiiggésbe.??° Az
extracellularis pH lokalis csokkenése az agykéregben azonban CO,-tdl fliggetlen mddon is értagitd
hatdsu lehet.?®42

Az agyszovet savasoddsdhoz adott korllmények kozott hozzajarul a  laktat
felszaporoddsa.l®%83305 A metabolikus hirvivéként is szamon tartott laktat neurondlis aktivitas
soran monokarboxilat-transzportereken vagy egyéb csatorndakon keresztil az extracelluldris
kdliumszint emelkedésének hatdsara uril az asztrocitdkbdl.'*2** A felszabaduld laktat a szbvet
metabolikus allapotanak fliggvényében gatolja a prosztaglandin transzportereket, igy lehetévé
teszi, hogy a PGE; a 6.1. fejezetben részletezettek szerint kifejtse értdgitd hatdsat.!** Az SD soran
az ép agykéregben a laktat koncentracidja megkozelitéleg 50 %-os emelkedést mutat,®*? mely
id6ben megfeleltethet6 az SD-vel jard aciddzisnak®? és hiperémidnak.'®? Azt is megfigyelték,
epilepszids roham soran a szoveti pH csokkenése részt vesz a funkcionalis hiperémia
kialakuldsaban.?’* Mindezek alapjan azt feltételeztiik, hogy az agyszéveti pH csdkkenése —
valdszinlileg a laktat szintjének fliggvényében — hozzajarul az SD-hez csatolt CBF valaszreakcio
kialakuldsdhoz. Ennek igazoldsara célul tlztik ki az SD, a vele jaré szoveti acidézis és a
kovetkezményes hiperémia mértéke kozotti Osszefliggés értékelését. Hipotézisiink igazolasa
bizonyitékul szolgalhat arra, hogy az SD-hez tarsuld hiperémia reaktiv jellegl, szabalyozasa
metabolikus hirvivékhoz kéthet6.

Mddszerek

A kisérleti csoportok és moddszerek megegyeznek a 4.3 és az 5.4. fejezetben bemutatott
elektrofizioldgiai kisérleteknél targyaltakkal. Az SD-t jelz6 DC potenical-kitérés, az SD-vel jaré
acidozis, és a kovetkezményes hiperémia amplitidéja és idGtartama kozott atfogd korreldcids
analizist végeztiink. Az adatsorok kozotti Osszefliggések értékeléséhez kétoldali Pearson-féle
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korrelacids tesztet alkalmaztunk (p*<0,05; p**<0,01) (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
22.0, IBM Corp.).

Az alacsony széveti pH kisebb amplituddju SD kialakuldsdt eredményezi

Régodta elfogadott nézet, hogy az alacsony szoveti pH mérsékli az SD kivalthatésagat és
terjedését, melyet abbdl vezettek le, hogy é16 agyszeleteken a fizioldgidsnal savasabb kémhatasu
médium ramosasa késleltette az SD megjelenését, és lassitotta terjedését.3®>38* Az alacsony
szoveti pH SD-t mérsékl6 hatdsat annak tulajdonitottdk, hogy az extracellularis térben
felszaporodd protonok gétoljdk az NMDA receptorokat,®”” vagy mddositjak a fesziiltség-fliggs K*,
Na* és Ca?* csatornak kapuzasat illetve konduktanciajat.3®

Adatelemzésiink soran elsé megkozelitésben az SD eseményeket amplitiddjuk alapjan két
csoportra osztottuk, az 5 mV-nal kisebbekre, és az 5 mV-nal nagyobbakra. Azt tapasztaltuk, hogy
az 5 mV-nal kisebb eseményeket tipikusan alacsonyabb széveti pH el6zte meg (pH 7,20+0,04 vs.
7,31+0,03) (6.2.1. &bra, B panel). Az ezt kdvets korreldcids analizis erGs pozitiv 6sszefliggést tart fel
az SD-t megel6z6 szbveti pH és az SD amplituddéja kozott sértetlen agykéregben (r=0,909**), mely
az iszkémia alatt nem volt tettenérhet6 (r=0,244), a reperfuzié sordn viszont ismét helyreallt
(r=0,739%*) (6.2.1. abra, C-D panel).

Az 5.2. fejezetben bemutattuk, hogy az SD amplitiddja fokozatosan csokken, ahogy egy
esemény a terjedése soran lecseng (5.2.5. dbra). Ha elfogadjuk, hogy az SD csokkend amplituddja
a lecsengés fazisdnak feleltetheté meg, megfogalmazddik az a magyardzat, hogy az alacsony, de
még fizioldgias tartomanyban mozgd széveti pH nem csak az SD kivalthatdsagat és terjedési
sebességét,®®* hanem az SD altal megtett tavolsigot is korldtozza. Ennek fényében érdekes
megfigyelés, hogy az iszkémias agykéregben a szbveti pH nem befolyasolja az SD amplitudéjat
(6.2.1. abra, C-D panel), azaz feltehet6en nem roviditi az SD altal megtett utat. Valdszint, hogy mas,
az iszkémiaval kapcsolatos biokémiai valtozasok feliilirjak az alacsony szoveti pH az SD terjedésére
gyakorolt gatlé hatdsat. A glutamat példaul, mely az SD tovaterjedését NMDA receptorok és
feszlltség-fiiggd Ca?* csatornak aktivalasaval illetve nyitasaval segiti el8,7>297:397 jszkémia sorédn
jelent8sen felszaporodik az idegszévetben,?®3’ igy az alacsony pH SD-t gatlé hatdsat hatékonyan
ellensulyozhatja. A glutamathoz hasonldéan a K* ion is részt vesz az SD fenntartasaban,462%7
iszkémids agyszovetben koncentracidja az extracelluldris térben sokszorosara emelkedik
(2-4 mM-rél 9-12 mM-ra), mely kedvez az SD kialakuldsanak és lefolyasanak.'>**>> Osszefoglalva,
iszkémids agykéregben a szoveti pH SD-t mérséklé hatasa valdszinlleg elhanyagolhaté a magas
koncentraciéju glutamat, K*, vagy a ketté kombindaciéjanak SD-t tdmogatd hatdsaval szemben.

Sértetlen agykéregben az SD intenzitdsa, a széveti aciddzis és a hiperémia mértéke Gsszefligg

Az ion-szelektiv elektréda hasznalatadn alapuld szoveti pH mérés a mddszer jellegébdl adéddan
magdaban foglalja a DC potencial elvezetését is (i.e. referencia),*®? ezért a két valtozd direkt
megfeleltethetd egymasnak. Ennek ellenére az SD-t jelz6 DC potencial-kitérés és a csatolt aciddzis
szamszerd(sitett jellemz8inek kapcsolatat nem irtak le. Azok a kutatdsok, amelyek az SD
jellemzésére pH-szenzitiv elektrodat alkalmaztak, a pH szabalyozas sejtszintli mechanizmusait
tartak fel farmakolégiai médszerekkel,?®” vagy a szdveti pH és a laktat koncentracidja kdzotti
kapcsolatot vizsgaltdk.33? Kés6bbi in vitro vizsgalatok az aciddzist megel6z8, rovid alkalotikus
kitérésre koncentraltak azzal a céllal, hogy megdllapitsdk szerepét az SD kialakuldsdban iszkémias
idegszdvetben.257384
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6.2.1. abra. Osszefiiggés a terjedd depolarizaciét (spreading depolarization, SD) megel6z6 széveti pH és
az SD-t jelol6 DC potencial kitérés amplitudoja kozott. A: Az értékelt valtozok reprezentativ dbrazolasa.
B: Az SD-t megel6z6 szoveti pH értéke a késGbbi SD amplitiddja szerinti. A statisztikai analizist figgetlen
T-prébaval végeztiik (p<0,05*). C: A kétoldali Pearson-féle analizissel kapott korrelaciés koefficiensek
attekintése a kisérletek harom szakaszara nézve (p<0,05*, p<0,01**; n=7/8). A szignifikans 6sszefliggés
iszkémiaval kapcsolatos megsz(inését vastag betlivel emeltiik ki. D: Az SD-t megel6z6 szoveti pH és az
SD-t jelol6 DC potencidl kitérés amplitiddjara vonatkozd reprezentativ diagrammok. Az (res
szimbdlumok a sértetlen, a feket szimbdlumok az iszkémids korilményt jeldlik. Roviditések: pHe:
extracellularis pH.

Adataink értékelése soran azt taldltuk, hogy a sértetlen agykéregben (i.e. a kisérletek alap
szakaszaban) az SD-vel a DC potencial-kitérés, az acidozis és a hiperémia amplitiddja szoros pozitiv
korrelaciét mutat (6.2.2. dbra). Ezzel szemben a harom véltozé paraméter hossza kdzott nem
talaltunk kapcsolatot (6.2.3. dbra). A mélyebb DC potencial-kitérés tehat nagyobb amplituddju
aciddzist feltételezett. Ha elfogadjuk, hogy a nagyobb amplitudéjud DC potencidl-kitérés
intenzivebb depolarizaciét jelol, eredménylinkdsszhangot mutat azokkal a kisérletes és klinikai
nem-invaziv képalkoté vizsgdlatokkal, melyek szerint a fokozott neuronalis aktivitas aranyos
mértékd intra- és extracelullaris acidézissal jar.>%242

Adataink szerint ép agykéregben az SD-vel jaré aciddzis és a kovetkezményes hiperémia
amplituddja is er6sen korreldl egymdssal. Amennyiben a két valtozé kdzott az 6sszefliggés nem
csupan egybeesés, hanem ok-okozati kapcsolat (6.2.4. dbra), igazolddni latszik az SD-t kiséré CBF
valtozds metabo-vaszkularis szabdlyozasara vonatkozé hipotézisiink.

Iszkémia sordn a hiperémia amplituddja fiiggetlen, hossza megfelel az SD-nek és az acidozisnak

Az iszkémia alatt — a sértetlen kéregtdl eltéréen — az SD-vel jard hiperémia amplitudéja nem
korrelalt a DC potencial kitérés vagy az acidézis amplituddjaval, és az eredeti, alap szakasz alatt
megfigyelt 6sszefliggés a reperflzié alatt sem allt helyre (6.2.2. abra). Ugyanakkor az iszkémia nem
befolydsolta az SD-t jel6l6 DC potencidl kitérés és az acidézis amplituddja kozoétti kapcsolatot
(r=0,789**) (6.2.2. dbra, B panel).
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6.2.2. abra. Korreldacids vizsgalat a terjed6 depolarizaciét jel6l6 DC potencidl kitérés, az ezzel 6sszefliggd
szoveti aciddzis, és a kdvetkezetes hiperémia amplituddja kozott. A: Az értékelt valtozok reprezentativ
abrazoldsa. B: A kétoldali Pearson-féle analizissel kapott korrelacids koefficiensek attekintése a kisérletek
harom szakaszara nézve (p<0,05*, p<0,01**). A szignifikdns Osszefliggés megsz(inését vastag betivel
emeltiik ki. C: Az iszkémia hatasat az 6sszefliggésekre a DC potencial kitérés és a hiperémia amplitiddjara
vonatkozé reprezentativ diagrammok mutatjak be (n=8/11). Az lres szimbdlumok a sértetlen, a feket
szimbdlumok az iszkémias korilményt jelolik. Roviditések: CBF: agyi vérataramlas (cerebral blood flow),
pHe: extracelluldris pH.

Sajat, korabbi kisérleti eredményeink is igazoljak, hogy iszkémias allapotban az SD-t koévetd
hiperémia amplituddja jelentésen csokken (5.4. és 6.1. fejezet). Ugyanakkor az iszkémia nincs
hatdassal az SD-t jel6l6 DC potencial kitérés amplituddjara (Isd. 7.4. fejezet). Ezek a megfigyelések
és az itt bemutatott korreldcids vizsgalatok egyiittesen arra utalnak, hogy bar az SD iszkémids
kortilmények kozott intenzitasat tekintve megtartott, az eseményhez kapcsolédd CBF valtozas
jelentésen mddosul, ami a csatolas elégtelenségére enged kdvetkeztetni.

Bar a hiperémia amplituddja aranytalanul alacsonyabbnak bizonyult iszkémia alatt, id6tartama
az SD és az acidézis hosszanak fliggvényében alakult (6.2.3.abra). A harom valtozas id6beni
lefutdsa ugyanakkor sem az alap szakasz, sem a reperfuzié soran nem mutatott korrelaciét
(6.2.3. abra). Az elnyuld DC potencidl kitérés az iszkémia és az 6regkor kapcsolatat tanulmanyozé
kisérleteinkben is hosszabban tarté hiperémiat vont maga utan (Isd. 7.4. fejezet). Az SD utani
repolarizacio, illetve a neuronadlis aktivitds visszatérésének késése azt feltételezi, hogy az
energiaigényes Na*/K*-pumpa ATP hidnydban nem képes a nyugalmi membranpotencial
helyreallitasara.?® Ugy gondoljuk tehat, hogy az iszkémia miatt jelentkezd elhiz6dé energiaigény
lehet felel6s a hiperémia huzamosabb fenntartasaért.
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6.2.3. dbra. Korreldacids vizsgalat a terjed6 depolarizaciét jel6l6 DC potencidl kitérés, az ezzel 6sszefliggd
szoveti acidozis, és a kovetkezetes hiperémia id6tartama kozott. A: Az értékelt valtozék reprezentativ
abrazolasa. B: A kétoldali Pearson-féle analizissel kapott korrelacids koefficiensek attekintése a kisérletek
harom szakaszara nézve (p<0,05*, p<0,01**). Az iszkémidval kapcsolatos szignifikdns 6sszefliggést vastag
betlivel emeltiik ki. C: Az iszkémia hatasat az 6sszefiiggésekre a DC potencial kitérés és a hiperémia
amplitidéjara vonatkozé reprezentativ diagrammok mutatjak be (n=8/11). Az Ures szimbdlumok a
sértetlen, a feket szimbdélumok az iszkémias kortlményt jelolik. Roviditések: CBF: agyi vérataramlas
(cerebral blood flow), pHe: extracelluldris pH.

Az eredmények ujszertisége, a kutatds tdvlatai

Adatértékelésiink legfontosabb megallapitdsa az, hogy mig a sértetlen agykéregben az SD-t
kovetd hiperémia mértéke a depolarizacid intenzitasanak, és az ezzel jaré szoveti aciddzisnak a
fliggvénye, addig iszkémia soran a hiperémia amplitiddja ardnytalanul kisebb, id6tartama viszont
az SD-vel és az aciddzissal aranyban nydlik meg. Megfigyeléseink aldtamasztjak hiptotézisiinket,
amely szerint az SD-hez csatol CBF vdltozas kialakuldsaban szerepet jatszd6 medidtorok
meghatarozé mértékben tartalmaznak metabolikus komponenseket (példdul a szoveti pH
valtozasa) (6.0.1. dbra). Munkank tovabba ravilagit arra, hogy iszkémias allapotokban a metabo-
vaszkuldris csatolas egyensulya felborul, és az érvalaszok nem képesek kdvetni a szovet
metabolikus igényeinek névekedését. Végil megallapitottuk, hogy bar a savasabb pH az élettani
tartomanyban gatolja az idegszoveti depolarizacidt, iszkémia soran egyéb, serkenté metabolitok
az acidozis az agyszovet aktivitasat mérséklé hatasat feltlirjak.

Valtozé: Alap A DC kitérés A szdveti acidozis A hiperémia
szbveti pH amplitudéja amplituddja amplituddja

A korrelécié o

tipusa: a

Iszkéemia Iszkémia

6.2.4. abra. Az iszkémia hatasa a széveti pH, a terjedd depolarizacio és az aramlasi valasz amplituddjanak
feltételezett ok-okozati viszonydra.
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A fejezethez vonatkozo eredeti k6zlemény:

Menyhdrt A, Zélei-Széndsi D, Puskds 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 kalium extracellularis felszaporodasanak szerepe

A kdliumion, mely fokozott neuronadlis aktivitas sordn felhalmozddik az extracellularis térben,
nagyon hatékonyan szabalyozza az ératmérét. Koncentracio-fliggéd modon, 20 mM alatt tagitja,
20 mM felett 6sszehlzza az ereket.?’® Az SD-vel az idegszdvet extracelluldris kalium koncentracidja
([K*]e) tobb, mint tizszeresére, a 3-4 mM-os nyugalmi alapértékrél akar 30-60 mM-ra is
emelkedhet.’®3% Bar az SD-t jelz6 negativ DC potencial-kitérés minimum pontja és az SD-hez
tarsulé CBF viéltozas korai hipoperfuziés komponense idében jél megfeleltethetd egymasnak,*®
nincs kisérletes bizonyiték arra, hogy a korai vazokonstrikcié direkt médon a magas [K*]e-nak
tulajdonithaté.

A K* bonyolult jelatviteli utakon keresztil éri el vazoaktiv hatasat (6.3.1. dbra). Az extracellularis
térben felhalmozdédo, felesleges K*-ot az asztrocitdk veszik fel, valdszin(ileg Kird.1-es kalium
csatornakon keresztiil,?®> majd a K*-ot részben a végtalpaikon elhelyezked6 nagy konduktanciajq,
Ca?*-aktivélt K* csatorndkon (BK csatorna) &t Uritik a perivaszkularis térbe.'° A perivaszkuldris [K*]
koncentracié akkor érheti el a vazokonstriktiv tartomdnyt, ha az asztrocita-végtalpakban a BK
csatorndk aktivacidjat szabdlyozé Ca** koncentracidja 300-400 nM-rél  700-800 nM-ra
emelkedik,*® ami a BK csatorna megnyildsanak esélyét egyes becslések szerint tizenhatszorosara
emeli.’® A perivaszkuldris [K*] emelkedése a depolarizacié irdnyéaba tolja el az érsimaizomsejtek
membranpotencialjat, megnyitja a simaizomsejtek feszultségfliggd Ca?* csatorndit (voltage-gated
Ca?* channel, VGCC), igy a vaszkuldris simaizomsejtbe Ca?* dramlik be, ami vazokonstrikciét
eredményez.?%® Kisérleteink célja tehat az volt, hogy bizonyitsuk a K* meghatarozé szerepét az
SD-hez kapcsolédd korai vazokonstrikcié létrejottében (6.3.1.4bra, Apanel), és hogy
meghatdrozzuk az asztrocitak végtalpain elhelyezked6 BK csatorndk, valamint az érsimaizom
feszuiltségfiiggd Ca®* csatorndinak részesedését a hipoperfuzié kialakuldsaban (6.3.1.abra,
B-C panel).

Korabbi kisérleti eredmények arra is utaltak, hogy az SD-vel egyitt jelentkezé korai
hipoperfuzidt erdsitheti, ha az SD-t megel6z6, vagy SD-k kdzotti id6szakban a szévetben az alap
[K*]e meghaladja a fiziologias értéket.”” A fokdlis agyi iszkémia vagy SAH kisérletes ragcsaléd
modelljeiben az alap [K']e a fizioldgids 2-4 mM-rdl tipikusan 6-9 mM-ra emelkedik.'>31582%4 A
magas alap [K*]le nem csak cerebrovaszkuldris hatassal bir; in vitro agyszelet prepardtumban
megfigyelték, hogy elnydjtj az SD idStartamat is.’% Ezek alapjan tehat arra is kivancsiak voltunk,
hogy az SD-t megel6z6 alap [K*]e miként befolydsolja az SD-re jellemz8, drasztikus [K']e
felszaporodas mértékét és kinetikajat, ezzel a CBF valtozasat.
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6.3.1. abra. A munkahipotézis, és a farmakoldgiai beavatkozasok célpontjai. A: A terjedd depolarizacié
(spreading depolarization, SD; sziirke folytonos vonal a panel aljan) az extracellularis térben a glutamat
és a K* felszaporodasat eredményezi.??’3>! A felesleges K*-ot az asztrocitdk veszik fel (©).2*° Ezzel
parhuzamosan az asztrocitdkban felddsul a Ca?* Ugy, hogy Ca®* dramlik a sejtekbe fesziiltségfiiggd Ca’*
csatornakon keresztiil, 23! illetve a glutamat az asztrocitdk metabotrép glutamat receptorain hatva Ca?*-ot
szabadit fel az intracelluldris raktarakbdl'! (@). Az asztrocitdkban megemelkedett Ca?* szint az asztrocita-
végtalpakon nyitja a Ca* aktivalt K* csatorndkat (BK csatorna), és a K* a perivaszkuléris térbe iriil (®).14°
A perivaszkularis tér K* koncentracidjanak novekedése (>20 mM) a vaszkuldris simaizomsejt (smooth
muscle cell, SMC) membranpotencialjat a depolarizacio irdnyaba tolja (@), ami az SMC fesziltségfliggs
Ca?* csatornainak (voltage-gated Ca?* channel, VGCC) nyitdsdhoz (@), Ca?* bedramlashoz (©), végiil
vazokonstrikcidhoz (@) vezet.?®® Hipotézisiink szerint ez a jelatviteli Ut alakitja ki az SD-t kévetd
vérataramlasi valasz (piros szaggatott vonal) els, hipoperfuziés komponensét (piros folytonos vonal). B:
A BK csatorndkat blokkolé paxillin 1 uM koncentrdcié alatt szeketiven az asztrocita-végtalpak BK
csatorndira hat,’*® gatolja a K* feldlsuldsdt a perivaszkularis térben, igy az SMC membrdnjat
hiperpolarizalja. Az SMC-n elhelyezked§ VGCC-k igy zarva maradnak, és az érdtméré nem sz(ikiil.
Mindezek alapjan azt varjuk, hogy a paxillin kezelés kivédi az SD-t kisér6 CBF valtozas korai vazokonstriktiv
komponensének kialakuldsat. C: A nimodipin egy szelektiv L-tipusi VGCC antagonist,” amely nem
befolyasolja a perivaszkularis K* koncentraciét. A nimodipin kezelés tehat megakadalyozza a VGCC-n
keresztiil a Ca%* bedramlédsat az SMC-be, igy csékkenti a vazokonstrikciét. Kisérleteinkben a nimodipin
alkalmazdasatdl azt varjuk, hogy csokkenti az SD-hez csatolt CBF valtozas korai vazokonstriktiv
komponensének mértékét.

A [K*]e-ot hagyomanyosan K*-szenzitiv mikorelektroddk segitségével mérik.158%04 A néhany
meghatdrozott pontba beliltetett elektrodakkal és a lézer-Doppleres aramlasmérével szimultan
regisztralt valtozdk Osszevetése nem teszi lehetévé a neurovaszkuldris csatolds id6- és térbeli
mintdzatanak pontos elemzését. A kdzelmultban egy Ujonnan fejlesztett, fluoreszcens K* indikator
segitségével (Asante Potassium Green 2, APG-2; TEFLabs, Inc., Austin, TX, USA) sikeresen tették
ldthatdéva az [K*]e valtozédsait gorcsaktivitds sordn patkany agykéregben.> A mddszertani Ujitast
kihaszndlva arra vallalkoztunk, hogy két-foton mikroszkdpiaval, térben és id6ben képezziik le az
[K*]e valtozasait SD soran egér agykéregben. A [K*].-t mutatod optikai jelet tovabba 6sszevetettiik
rodamin-dextrannal feltoltott kérgi arterioldk atmérdévaltozasaival. Kiilon kisérletsorozatban az
[K*]e és a CBF 0Osszefliggéseinek kvantitativ értékelésére K*-szenzitiv mikroelektrédat és lézer-
Doppleres aramlasmérést alkamaztunk. Ebben a kisérletsorozatban a kiindulasi [K*]. és az SD
soran bekovetkezé [K*]e felszaporodds kapcsolatat is értékeltiik. Végil a BK csatornak és az
L-tipusi VGCC-k szelektiv farmakoldgiai gatlasaval kivantuk bizonyitani az egyes csatornak
részesedését az SD-t kdvet6 korai hipoperfuziod kialakitasaban (6.3.1. dbra).

-89 -



dc_1649 19

Mddszerek

Két-foton mikorszkdpia

C57BI/6 egereket (n=8) 1 % Avertinnel altattunk (20 ul/g, i.p.), az allatokat melegit6parnara
fektettiik, majd fejiket sztereotaxias befogdba rogzitettiik. A jobboldali parietdlis koponyacsontot
megnyitottuk (d=3 mm), és a kérgi felszinr6l a dura matert eltavolitottuk. A feltart agyfelszinre
Ringer-HEPES oldatban (150 mM NaCl; 5,2 mM KCl; 2,2 mM CacCly; 0,2 mM MgClz; 6 mM NaHCOs;
5 mM HEPES; 2,8 mM D-gliikéz; pH=7,4), 0,76 mM koncentracidban APG-2-t mostunk (TEFLabs,
Inc., Austin, TX, U.S.A.) (n=7), vagy kontrollként a Ringer-HEPES oldatot 6nmagaban alkalmaztuk
(n=1). A koponyaablakot mikroszképos fed6lemezzel zartuk, majd t6le rostralis irdnyban egy
masodik kraniotomiat hoztunk Iétre SD-k kivaltasara (6.3.2. dbra, A panel). Nyildsat a feltart kérgi
teriletre irdanyozva egy 1 M KCl-al feltoltott Gvegkapillarist rogzitettiink fogdszati cementtel a
koponyacsonthoz, és a kapillarist mikrodializis pumpahoz csatlakoztattuk (CMA/100,
CMA/Microdialysis, Solna, Svédorszag). Az erek egyértelm{ azonositasara az agyi érhalézatot
rodamin-dextrannal toltottik fel, melyet retro-orbitdlis Uton juttatottunk be (D1841, Life
Technologies Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag; 2-10 mg/100 ul Ringer-HEPES oldat).
Az in vivo intrakranidlis mikroszkdpos vizsgalatot egy FEMTO2D-Alba mikroszképpal végeztik
(Femtonics Ltd., Budapest, Magyarorszag) 20-as nagyitasu viz immerzios objektivet (XLUMPLFLN-
20XW, Olympus) és a mikroszkép szamitdogépes MES programjat haszndlva (v4.6.2336,
Femtonics). Az APG-2 és a rodamin egylttes, két-fotonos gerjesztést 810 nm hulldmhosszon egy
Mai Tai HP tipusu titan-zafir ézerrel értiik el (RK TECH Ltd., Budapest, Magyarorszagy). Megfeleld
szinsz(rék alkalamzdsa mellett az emissziét gallium- és arzén-foszfiddal bevont fotoelektron-
sokszorozéval detektdltuk. A 1ézer teljesitményét a képalkotdsi mélység figgvényében (0-300 pum)
10-40 %-ra allitottuk, a fotoelektron-sokszorozét 70 % fesziiltségérték mellett lizemeltettiik. Az
arterioldk és venuldk azonositdsdra z-stack képsorokat vettiink fel 5 pum-es Iéptékkel az
agyfelszinre merdleges iranyban. A kivalasztott keresztmetszeti sikban 1 pum/pixel térbeli és
0,8-2 Hz id6beli felbontassal megkozelitéleg 10 perces képsorokat rogzitettiink. Az alapszakasz
felvétele utan a rostralis koponyaablakbdl 15-20 perces id6kozonként SD-ket valtottunk ki gy,
hogy 1-4 ul 1 M KCl-ot fecskendeztliink a rogzitett lvegkapillaris és a mikrodializis pumpa
segitségével az agyfelszinre. Az APG-2 és rodamin képsorokat FlJI24-ben automatikus
képkiegyenlités utan Osszevontuk, és RGB szinskalara helyeztiik at az ératmérGk manudlis
méréséhez.3*

Elektrofizioldgia és agyi vérataramlds-mérés

Az egereket (n=15) 1,5-2 % izoflurdnnal altattunk N»O:0, gazkeverék 2:1 aranyu elegyében
belélegeztetve; testhémérsékletiiket rektalis h6mérdvel visszacsatolt melegit6parnaval 37 °C-on
tartottuk (Harvard Apparatus, Holliston, MA, U.S.A.). Az allatok jobb parietdlis koponyacsontjan a
fejet sztereotaxias befogdba rogzitve két kraniotdmiat hoztunk létre. A rostralis ablakban késébb
SD-ket valtottunk ki, mig a caudalis ablakbdl K*-szenzitiv mikroelektrédaval [K*]e-t regisztraltunk,
referencia elektréddval DC mdédban szlirt LFP-t vezettiink el, és |ézer-Doppleres aramlasméréssel
a CBF valtozasait kovettiik.

Az ionszelektiv elektréddakat Viitanen et al., (2010) mddszere szerint készitettiik. Uvegkapillaris
mikroelektréddk hegyét (kiilsé atmér6: 10-12 um) ioncserél6 folyadékmembréannal (Potassium
ionophore | - cocktail A; Sigma), az elektrédak nyakat 100 mM KCl-el téltottiik fel.? A K*-szenzitiv
mikroelektrodakat ismert koncentracidéju KCl oldatok segitségével tobb pontra kalibraltuk (1, 3, 5,
10, 30, 50, 100 mM). A kalibralt K*-szenzitiv elektrodakat mikromanipulatorral az altatott egerek
agykérgébe Ultettik be, kozvetlenil egy 150 nM NaCl-al és 1 mM HEPEST-el feltoltott referencia-
elektroda mellé (d=20 um), mellyel DC mdédban sziirt LFP-t regisztraltunk. A kozos foldelést a nyak
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bére ald belltetett Ag/AgCl elektrdoda szolgalta. A mikroelektrédakat Ag/AgCl szalakkal egy a
laboratériumunkban erre a célra készitett, két csatornds, magas bemeneti ellendlldsu
elektrométerhez kotottuk (beépitve: AD549LH, Analog Devices, Norwood, MA, US.A)). A
referencia elektrédaval elvezetett fesziiltségjelet differencidlerésitén és megfeleld sz(ir6kon
(NL106 és NL125, NeuroLog System, Digitimer Ltd, U.K.) atvezetve vontuk ki a K*-szenzitiv
elektrodaval felvett jelalakbdl, hogy a [K*]e-nak megfeleltethets fesziiltségvaltozasokat kapjunk.
Végiil a jelet digitalizdltuk (analég-digitalis atalakité: MP150, Biopac Systems, Inc., U.S.A.), és
folyamatosan, 1 kHz frekvencidval rogzitettik. A regisztratumokat valds id6ben szamitdgép
monitoron jelenitettilk meg, és a kés6bbi elemzésekhez szamitégép mereviemezén taroltuk
(szoftver: AcqKnowledge 4.2.0; Biopac Systems Inc., U.S.A.). A valds [K*]. értékeket tovabbi
jelfeldolgozas révén a nyers, mV-os skdalardl linedris regresszidval, legkisebb négyzetes médszer
alkalmazasaval kaptuk meg. A CBF valtozasait 1ézer-Doppleres dramlasméréssel regisztraltuk (4.3.
fejezet). A kész preparatumra az elektromos zaj csokkentése érdekében Faraday-kalitkat
helyeztiink.

Farmakoldgiai beavatkozdsok, és terjed6 depolarizacio (SD) kivaltdsa

A kisérletek kezdeti fazisdban 15 perces id6kozonként 2-3 SD-t valtottunk ki, majd a caudalis
koponyaablakra paxillint (BK csatorna gatlé, aCSF-ben oldva, 500 nM koncentraciéban, n=6) vagy
nimodipint (L-tipusd VGCC gatld, 0,1 % DMSO-t tartalmazé aCSF-ben oldva, 100 uM;*%’ n=5)
alapjan 100, 500 és 1000 nM koncentracidju oldatokat teszteltiink.'® A prepardtumot az
anyagokkal 20 percig inkubaltuk, majd a kisérletek tovabbi szakaszdban a csatornablokkoldkat
tartalmazo oldatokat 10 percenként frissitettiik a koponyaablakban. Kontroll kisérleteinkben az
agyfelszint 10 percenként aCSF-fel mostuk at (n=4). Kontrollnak tekintettiik tovabba a paxillinnel
és nimodipinnel kezelt dllatokbdl a farmakoldgiai kezelések megkezdése el6tt kivaltott SD-ket.

Az rostralis koponyaablakban az SD-k kivaltasahoz 1 M KCl-el atitatott papirvattat helyeztiink
a kérgi felszinre, amit kozvetlenlil minden egyes SD kialakuldsa utan eltavolitottunk, majd az
agyfelszint aCSF-el 6blitettiik. Néhany esteben (n=4) a papirvattat a koponyaablakban hagytuk, igy
biztositva az SD-k kozotti alap [K*]e fokozatos emelkedését a regisztralé ablakban. Ezekben a
kisérletekben hataroztuk meg a lehetséges Osszefliggést az emelkedd alap [K*]e, az SD és a
kapcsoldodod CBF valtozas jellegzetességei kozott.

Adatgylijtés, és az eredmények értékelése

Az APG-2 fluoreszcencidjanak intenzitdsvdltozasat egy ImagePro-Plus-ban irt macro
segitségével értékeltik (Media Cybernetics, Rockville, MD, U.S.A)) (4.1. fejezet). Az
intenzitasértékeket a parenchyma teriletére helyezett 15 x 15 pum-es ROI-kbdl nyertiik, és azokat
az id6 fuggvényében dabrazoltuk. A ROI-k mérete megfelelt a K*-szenzitiv mikroelektrédak
hegyének atmérGjének. Az ératmérbvaltozasokat Imagel programban becsiltik meg (National
Institute of Health, Bethesda, U.S.A.). Az elsé SD-vel (SD1) jaro valtozasokat a késébbi, visszatérd
(rSD) eseményektdl kilon értékeltiik (4.2. fejezet). A rodamin-dextrannal feltoltott pialis és
penetralé arteriolakat, valamint a parenchymdban futdé venuldkat a két-foton mikroszkdppal
felvett z-stack képsorok 3D rekonstrukidjan azonositottuk (6.3.3.4abra, A-Bpanel). A 3D
képrekonstrukciokat az Imagel sajat 3D Viewer-ének segitségével, 1.5i Java-val 1.6.0_24 (64 bit)
hoztuk létre. Az ératmér6méréshez a videdk fokuszsikjaban lathatdé penetrald arteriolak és
venuldk keresztmetszét, illetve a pialis arterioldk hosszmetszeti képét valasztottuk ki. Az analizisbe
bevont erek kivalasztasanal a kdvetkezé szempontokat vettiik figyelembe: (i) Az SD-t jelols K*
hulldm az ér kozvetlen szomszédsagaban a parenchyman teljes mértékben atvonult; (i) A
penetrdléd arterioldk alapatméréje 10 um-nél nagyobb volt, hogy az ér 0Osszehlzdédast a
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pixelméretre valé tekintettel (i.e. 1 um) biztonsaggal és elfogadhato hibaval mérni tudjuk; (iii) A
kivalasztott penetrald arteriolak egy pidlis arteriola els6 rend(i oldaldgai voltak; (iv) A penetrald ér
idedlisan szabdlyos keresztmetszetben latszott.

A szamszer(sitett adatokat atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS
szoftvert hasznaltunk (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 korrelacids analizissel értékeltiik (p<0,05* és p<0,01**). Az egyes adatsorokra
alkalmazott statisztikai probakat az eredményeket bemutatd dbrak magyarazatdban adjuk meg.

A terjedd depolarizdcidval jard kaliumhullam két-foton mikroszkdpidval Iathatdvd teheté

Az APG-2 fluoreszcencia-intenzitdsa minden egyes SD-vel lokdlisan, meredeken emelkedett
(35,5%5,3 mM [K*]e-nak megfelel6 14,00+0,03 AF/F értékl maximalis kitérés) (6.3.2. abra), ami
hulldmszerien, az SD-re jellemz§ 3,36+1,67 mm/min terjedési sebességgel haladt at a latétéren.
A kontroll kisérletben, az APG-2 elhagyasaval, az SD kialakuldsat csak a jol kivehetS érreakcio
bizonyitotta, parenchymalis optikai jelintenzitas-valtozdst nem tapasztaltunk. A kontroll kisérlet
tehdt igazolta, hogy az APG-2 kisérletekben felvett optikai jel valdban specifikus a K* indikator
festékre, és ezen a hulldmhosszon, az alkalmazott intenzitdsi megvildgitas és sz(irés mellett nem
ozmotikus duzzadasbol szarmazé 10S. Az APG-2 a K*-szenzitiv elektrédakhoz képest révidebb ideig
tartd, de nagysagrendileg egyez6 hosszlisagu [K*]. emelkedést jelzett, (29,849,0 vs. 57,7+17,8 s)
(6.3.2. abra, Cpanel). Az eredményeket O0sszegezve elmondhatd, hogy az APG-2 meggy6z6en
jelenitette meg az SD-vel jaré [K*]e hullamot.

C

= APG-2 fluoreszcencia-intenzitas
— [K*]. (ion-szelektiv mikroelektréda)

| 0.05
AF/F

Bs

|10mM

60 s

168.75's

6.3.2. abra. Az APG-2 fluoreszcencidjanak intenzitas-fokozéddsa megfelel az extracelluldris K*
koncentracié meredek novekedésének terjed depolarizacio (spreading depolarization, SD) soran. A: A
preparatum sematikus rajzdn a felvételek (B17) készitéséhez hasznalt koponyaablakot z6ld szin jelzi. Az
SD-ket a kisebb korrel jelolt, kozvetlenll a bregma (br) mogott kialakitott, rostralis koponyaablakbol
valtottuk ki 1 M KCl-al. B1.7: A hamis-szinezés(, a képi kontraszt fokozasaval nyert két-foton mikorszképos
felvételek tanusaga szerint az APG-2 fluoreszcencia-intenzitasa (z6ld) az SD megjelenésével ersodott. A
reprezentativ SD a jobb felsé sarokbdl, rostro-caudalis irdanybdl terjedt a |atétérbe. Az APG-2 optikai jelét
a z0ld csatornan hattérkivonassal emeltik ki. Az agykérgi érhaldzat az intravaszkularis rodamin-dextran
(piros) révén jelenik meg. A felvételek 50-55 um-es kérgi mélységbdl szarmaznak. C: Az ion-szenzitiv
mikroelektrodaval mért, SD-re jellemz8 [K*]e valtozds (fekete vonaldiagram, 7 SD esemény atlaga)
igazolja, hogy a két-foton mikroszképos képsorokra tetszélegesen elhelyezett érdeklédési teriletekrdl
(ROI) nyert APG-2 optikai jel (z6ld vonaldiagram, 6 SD esemény atlaga) megfelel az elektrofizioldgiai
regisztratumoknak.
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A terjedd depolarizdciot kiséré érvdlasz egér agykéregben

Az SD terjedésére csak az arterioldk vélaszoltak kezdeti, markans konstrikciéval, ugyanakkor a
venuldk atmérdje megtartott maradt (6.3.3.4bra). Ez a megfigyelés azt bizonyitja, hogy az
arterioldk atmér6écsokkenése aktiv vazokonstrikcié eredménye, és nem az idegsejtek vagy a
dendritek SD-vel Osszefligg6 duzzadasa kovetkeztében kialakuld fizikai kompresszid
kévetkezménye 311372425
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6.3.3. dbra. Az elsé terjed6 depolarizaciéval (SD1) jelentkezd, gyors [K*]e emelkedés hullamfrontja id6ben
és térben egybeesik a penetradld arterioldak 6sszehuzddasaval. A: A jobb felsé sarokban a preparatum
sematikus abrdja segiti a B-D paneleken bemutatott képek orientdcidjat. A képalkotashoz hasznalt
koponyaablak zéld szinli. A két-foton mikroszkdpos felvétel egy reprezentativ, 130 képkockabdl all6 z-
projekciot mutat be a kéreg 200 um mélységérdl. Az érhaldzatot az intravaszkuldris rodamin dextran
emeli ki (piros), illetve az abluminalis felszinre kirakédott APG-2 hatérolja (zold/sarga). Az ,a”-val jelolt
nyilak arteriolakra, a ,v’-vel jeloltek venuldkra mutatnak. A venulak tipikusan APG-2 konturtél mentesek.
A fehér kerettel kiemelt terllet rekonstrukcidja a B panelen lathatd. B: A kilonb6z6 tipusu erek
azonositasat a két-foton mikroszkdppal a pasztazott, 200 um vastag agykérgi szévetben haromdimenzids
z-stack rekonstrukcié segiti. Az ,,a” jell nyil egy penetrald arteriolat, a ,v” jelzésl egy mellette futd
venulat jeldl, melyek a C-D1.6 paneleken kiemelve, keresztmetszeti sikban jelennek meg. C: Az ératmér6k
becsléséhez hasznalt képsor elsé felvétele. A hamis-szinezésl, a képi kontraszt fokozdsdval nyert,
reprezentativ két-foton mikroszképos felvétel az agykéreg 50-55 um mélységében készilt. A
parenchymaban felhalmozddott APG-2 z6ld, az ereket megjelenitd rodamin dextran piros szind. A felvétel
fehér keretes részletét a D1.s paneleken nagyitottuk ki. Di-s: A képsorozat egy penetrald arteriola SD1-re
adott Osszehtizdddsat mutatja be; a szomszédos kis venula dtmérGje valtozatlan maradt. E: A piros
vonaldiagram és a kimograf a penetrald arteriola konstrikcidjat; a kék vonaldiagram az SD1-re nem
reagald venula atmérgjét jeleniti meg. A zold regisztratum az APG-2 fluoreszcencia-intenzitasanak
valtozasat mutatja be az ératmér6-valtozassal egyltt. A kimograf Flll-ben készilt. ElGszor a szoveti
struktdrdk elmozduldsit a mozgaskdvetésre irt Template Matching plugin alkalmazéasdval korrigaltuk,®
majd az érkeresztmetszetre illesztett vonal mentén KymographBuilder plugin  (DOI
10.5281/zen0do0.591877) segitségével rajzoltuk meg a kimografot.
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Az SD1 és rSD-k kozotti kilonbségek értékeléséhez a penetrdld arteriolak valaszreakcidjat
vettiik alapul. Az SD1 csupan vazokonstrikciot, azaz ératmérd-csokkenést valtott ki
(17,243,4 um-r6l 7,1£3,6 um-re) (6.3.4. dbra). A késGbbi rSD-k esetén a kezdeti érésszehuzddast
(16,443,2 um-ré6l 6,7+5,1 um-re) hosszabban elhlzédo értagulat kovette (18,5%3,2 um-re)
(6.3.4. dbra). A vazokonstrikcio mértéke hasonld volt az SD1 és rSD-kre nézve, de annak idGtartama
rSD-k esetén szignifikdnsan révidebbnek bizonyult (15,7+5,1 vs. 23,4+3,5 s) (6.3.4. dbra).

Az ératmérd-valtozasokkal 6sszefliggé CBF valtozdsokat egy masik kisérleti csoportban lézer-
Doppleres aramldsméréssel igazoltuk (6.3.5. abra, C panel). Osszességében az SD-hez tarsulé CBF
valaszreakcid kezdetben atmeneti hipoperfuziot jelolt (SD1: 100,0+0,8 %-rdl 74,0191 %-ra, rSD:
60,415,1 %-rol 47,4+11,7 %-ra). Visszatér6 SD-k (rSD) utdn a hipoperfuzét hiperémia kovette,
melynek cslcsa az SD1-okozta oligémiardl indulva 77,9+8,1 %-ot ért el, és az dramlasfokozddas
atlagban 99,1+61,7 masodpercig maradt fenn. Az egér agykéregre vonatkozé korabbi kutatasok is
hasonlé eredményre jutottak. LASCA mddszerrel az rSD utan gyors, rovid hipoperfuziot, majd
hiperémiat mértek,'>*** illetve két-foton mikroszképidval mutattdk meg a penetrald arteriolak
elsédleges 6sszehtzddasat, majd az ezt kdvetd tagulatat.3*

6.3.4. abra. A penetrald
arteriolak atmérGjének
abszolut és relativ
—] sp1 \{é!_tozésa: ,v?lamint az
&l sp érosszehizodas
30 id6tartama az elsé (SD1) és
25 J_ . visszatérd terjedd
depolarizacidkra (rSD)
nézve. Az eredményeket
15 atlagtstdev formaban
adtuk meg. Az értékelésbe
bevont arterioldk szamat
5 az oszlopdiagramon
0 jeloltik. A statisztikai
SD tipus analizishez
egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA)
hasznaltunk (p<0,05* és
p<0,01**).

relativ valtozas (%)

Arteriola-atmérd (um)
Arteriola-atméré:

Duration of vasoconstriction (s)

Az agykérgi arterioldk 6sszehuzdddsa terjedd depolarizdcio soran az [K*]. gyors emelkedésével
egyidejlileg valdsul meg

Az arterioldk konstrikcidja térben és id6ben pontosan akkor jelentkezett, amikor az APG-2
jelintenzitds-novekedés egy adott ér kozvetlen szomszédsagaba ért, igy szoros csatolast
allapitottunk meg az [K*]e markans emelkedése és a pialis és penetrdld arterioldk konstrikcidja
kozott (6.3.5. dbra). Az arterioldk 6sszehuzddasa lényegében akkor indult meg, amikor az SD-re
jellemz6, meredek [K']le emelkedés elérte a maximumat (6.3.5.4&bra, Cpanel), tehat a
vazokonstrikciét kilsé stimulus, a magas [K*]. valtotta ki. Ez a megallapitds azért lényeges, mert
egy masik munkacsoport az erek bels6 konduktancidjat (az endothél sejtek egymas kozotti
kommunikécidja réskapcsolatokon keresztiil,’° tette felel6ssé az SD-vel jaré CBF vaéltozés
terjedéséért.® Véleményiiket arra alapoztdk, hogy a CBF valtozas hiperémids komponensének
hatterében all6 pidlis arteriola-tagulat gyorsabban terjedt, mint az SD maga.3® Ezzel 8sszhangban
el6szor izolalt agykérgi penetrald arterioldkon, majd kés6bb az agyi mikrokeringésre 6sszpontositéd
in vivo kisérletekben is megmutattak, hogy a perivaszkuldris K* koncentracid mérsékelt
emelkedése endothél-fliggd retrograd vazodilatciét okoz.'®22% Az emlitett kisérletekben
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azonban a stimulusként alkalmazott perivaszkularis K* koncentracid-emelkedés a klasszikus
neurovaszkularis csatoldsra jellemzd, alacsony, vazodilatator (<10 mM) tartomanyban maradt.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az SD-hez csatolt CBF valtozas korai, vazokonstriktiv eleme
kozvetlenil a magas [K*]e flggvénye, és nem el6zi meg az SD-re jellemz6 K* hulldmot sem térben,
sem id6ben. A latszdélagos ellentmondas hatterében a kovetkez6 jelenségek allhatnak. Az
arterioldk sajat konduktancidja nyilvanvaléan az erek lefutasat koveti, mig az SD —terjedési iranyat
tekintve — fliggetlen az érhaldzat szerkezetétdl, és az ép keringésl lissenchephal ragcsalo
agykérgen egyenletesen terjed tova. A vaszkularis konduktancia valdszin(ileg nem érhetd tetten,
ha az SD terjedésének iranya nem parhuzamos egy adott pidlis arteriolaval, vagy ellentétes a
vaszkularis konduktancia iranyaval. A masik, megfontoldsra érdemes korilmény, hogy az
arterioldk sajat konduktancidjat bizonyitd vizsgdlatok stimulusként mérsékelten novelték a [K*]e-t
(5-10 mM), ami értagulatot vont maga utdn.'®2%® Sgjat munkdnk sordn azonban az SD-vel
drasztikus [K*]e emelkedést hoztunk Iétre (~¥35 mM), mellyel vazokonstrikcié jart. Ezek a drasztikus
valtozasok kell6en meghatdrozdak lehetnek ahhoz, hogy elfedjék a hattérben finomabban
m(ikod6 érdtméré-szabdlyozé mechanizmusokat, mint példdul a vaszkularis konduktancia.
Kovetkezésképpen feltételezzilk, hogy az SD-vel jard, kezdeti vazokonstrikciot az SD
hulldmfrontjan jelent6sen megemelkedd [K*]e valtja ki.
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6.3.5. dbra. A visszatérg terjedd depolarizacidval (recurrent spreading depolarization, rSD) jelentkezé,
gyors [K*]le emelkedés hullamfrontja id6ben és térben egybeesik a pidlis és penetrdld arterioldk
osszehuzddasaval. A: Az ératmérGk becsléséhez hasznalt képsor elsé felvétele. A hamis-szinezésd, a képi
kontraszt fokozdsaval nyert, reprezentativ két-foton mikroszképos felvétel az agykéreg 50-55 um
mélységében késziilt. A parenchymaban felhalmozddott APG-2 z6ld, az ereket megjelenit6é rodamin
dextran piros szind. A felvétel fehér keretes részletét a Bis paneleken nagyitottuk ki. A nyil arra a venulara
mutat, amelynek az 4tmér6-valtozasat a C panelen abrdzoltuk. B: A hosszmetszetben latszé pidlis és a
keresztmetszetben kirajzolédd penetrdld arteriola atmérgjét (d) ugy mértik meg, hogy a kivalasztott
érszakaszokhoz és a parenchymara helyezett érdekl&dési terlilethez (ROI) az rSD APG-2-vel megjelenitett
K* hulldmfrontja (szaggatott fehér vonal) egyszerre érkezzen. Ebben az elrendezésben jellemezni tudtuk
az [K*]le emelkedés és az érvdlaszok idGbeli viszonyat. Bis: A képsorozat egy reprezentativ pialis és egy
penetrald arteriola rSD-re adott érreakcidjat mutatja be. A B1.3 felvételeken az érdsszehlzddas, mig a Bas
képeken a késGbbi értagulat latszik. C: A z6ld vonaldiagram a B panelen jelzett ROI-bdl nyert APG-2
jelintenzitas-valtozast abrazolja. A piros vonaldiagramok a csatolt arterioladtmérg-valtozasokat, a kék az
A panelen kijel6lt venula reakcidjat mutatja be. A lefelé mutatd fekete haromszogek a B panel képeinek
felvételét jelolik. A fekete vonaldiagram egy reprezentativ lokdlis agyi vérataramlasi valaszt ad meg,
melyet lézer-Doppleres aramlasméréssel regisztraltunk egy masik kisérletben.
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Munkank technikai korlatja az volt, hogy sem az ion-szelektiv mikroelektréda, sem az APG-2
fluoreszcencidjan alapulé képalkotds nem biztosit olyan térbeli felbontdst, amely lehetévé tenné
a perivaszkularis tér elkilonitését az idegszoveti intersticiumtél. Munkahipotézisiinkben azt
fogalmaztuk meg, hogy az asztrocitdk kozvetitik a K* szigndlt az arterioldk felé ugy, hogy a
felszaporodott extracellularis K*-ot felveszik, és a perivaszkularis térbe juttatjak. Az asztrocitak
részvétele a vazoaktiv K* eltdvolitdsdban (asztrocita ,szifon” funkcid)?® feltételezhetSen
idGigényes, ami magyarazatot adhat arra, hogy az SD-vel jard, kezdeti vazokonstrikcié akkor
kezd6dik meg, amikor az [K*]e meredek emelkedése mar elérte cstcsértékét (6.3.3. és 6.3.5. abra).

A terjedd depolarizdcidra vdlaszul jelentkez6 kezdeti hipoperfuzié mértéke az [K*]. fliggvénye

Az akut agyi sérilések az [K*]e mérsékelt emelkedését vonjak maguk utan, majd percekkel
kés6bb spontdn SD jelenik meg.>3'® Az iszkémia létrejéttével az [K*]e 3 mM-rdl fokozatosan
10 mM-ra n8, ami kedvez az SD kialakuldsdnak.>*1°8 Kisérleteink egy részében azt vizsgaltuk, hogy
a fokozatosan emelked6 alap [K*]e 6nmagéban, az iszkémia mas komponenseitdl (pl. lakat aciddzis,
korlatozott glikdz kinalat, ATP hiany) fliggetlenil miként befolyasolja a kivaltott SD tulajdonsagait.

A B A C panelen bemutatott,
K*-szenzitiv reprezentativ SD események
Vel mikroelektréda 1 11 l 1 1 )

br i/ Referencia- I I I I I I I I
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(CBF) események

J10%

LFP i) . s Rl
| v |18 V -
2N 3 min

6.3.6. abra. Az [K']e és a terjed6 depolarizacidhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti
hipoperfuziéd kozotti Osszefliggés. A: Kisérleti elrendezés az elektrofizioldgiai adatrogzitéshez. A
regisztratumokat a caudalis koponyaablakbdl vettiik fel, SD-ket a rostralis ablakban valtottuk ki topikalis
KCl adagolassal. B: A reprezentativ kisérlet id6vonalan a részletesen értékelt visszatér6é SD eseményeket
(rSD) fuggdleges vonalak jelzik. Az idévonalon felfelé mutatd vonalak a C panelen lathaté rSD-k, a lefelé
mutato vonalak a 6.3.7. abra korrelacios analizisébe bevont rSD-k. C: Az rSD-k (sziirke), az SD-vel jaré [K*]e
emelkedés (fekete) és a csatolt lokalis agyi vérataramlasi valasz (cerebral blood flow, CBF) (piros)
kinetikdja az alap [K*]e fliggvényében (fekete vonaldiagramok elsé szegmense) mdédosul. Rovidités: LDF:
Iézer-Doppleres dramlasmérés (laser-Doppler flowmetry) LFP: helyi mezépotencial (local field potential),
SD1: a kivaltott SD események soraban az elsé.

P

3 min

A [K*]e és az SD-t kiséré CBF valtozas kezdeti hipoperfluzids komponense kdzotti 6sszefliggés
kvantitativ vizsgalatat az elektrofiziolégiai mérések tették lehetévé. A valtozdk kozotti szoros
kapcsolatot egy reprezentativ kisérletet révén ismertetjik (6.3.6.és 6.3.7. abra). A valasztott
kisérlet tobb szempontbdl is idealisnak bizonyult: (i) Az ismétl6dé rSD-k a keringését tekintve ép
agykéregben egyre emelked6 alap [K']e mellett alakultak ki (2,86 mM-rél 18,08 mM-ra)
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(6.3.6. abra) — Az alap [K*]e gradiens a fizioldgias nyugalmi szintrél indulva a sérilt agyszovetre
jellemz6, magas értéket vett fel, de mindvégig a vazodilatdtor koncentraciés tartomanyban
maradt; (ii) A mikroelektrodak és a lézer-Doppler szonda egymashoz képest rogzitett helyzete
lehet6vé tette, hogy a [K*]. és a CBF viszonyanak valtozdsat SD-rél SD-re pontosan ugyanabbdl a
szoveti poziciébdl értékeljuk; (iii) A tervezett korrelacios vizsgdlatokhoz az adott kisérletbdl kell6en
magas szamu rSD-t regisztraltunk és analizaltunk (n=8).

Az adatok értékelése igazolta, hogy a vizsgalt tartomanyban az alap [K*]e emelkedése és a
nyugalmi CBF kozott nem allt fenn 6sszefliggés (egyoldali Pearson-féle korrelacids analizis: r=-
0,171; p=0,342). A névekvd alap [K*]e azonban el6re vetitette az SD-re jellemzd [K*]e kitérés idGbeli
elhldzddasat (r=0,821; p=0,006**) (6.3.7. abra, A panel), igazolva az él6 agyszelet preparatumban
kordbban leirt dsszefliggést.%® Az alap [K*]e emelkedése ugyanakkor nem befolyasolta a [K*]e
kitérés abszolut értékben kifejezett amplitudojat (r=0,580; p=0,132). Az eredményekbdl levonhaté
legfontosabb kovetkeztetés az, hogy a magas alap [K*]e gatolja a visszatérést az SD-re jellemzé
[K*]e kitérésbél. Mivel az SD elnyulé id6tartama — mely a [K*]e kitérés hosszanak megfelel — noveli
az iszkémids infarktus ndvekedésének esélyét,?®154 azt feltételezziik, hogy az SD-t megel8z68, vagy
az ismétl6dé SD események kozotti alap [K*]e indikatora lehet, és fontos szerepet jatszik az
iszkémias 1ézi6 sulyosboddsaban.

Eredményeink megmutattak, hogy a [K*]e kitérés névekvé hossza nagyobb mértékil kezdeti
hipoperfuziéval esett egybe, melyet [K']e kitérés hossza és a hipoperfuzié6 minimumpontja,
valamint AUC-je kOz06tti pozitiv korrelacié jelzett (6.3.7. dbra, B-C panel). A [K*]e kitérés csucsértéke
és a hipoperfluzié mértéke kozoétt nem taldltunk Osszefliggést (hipoperfuzid minimumpontjara
nézve: r=-0,147; p=0,364; a hipoperfuzié AUC-re nézve: r=0,282; p=0,249).

Az SD-vel 6sszefliggésben jelentkezé kezdeti hipoperfuzid leginkabb az iszkémids agykéregre
jellemz8, és a metabolikus stressz alatt [évé szdvet tulélését veszélyezteti.l’® A nitrogén-monoxid
szintaz (nitric oxide synthase, NOS) gatlasa magas [K*] mellett az SD megjelenésével a lokalis
szoveti perfuzid kozvetlen esését okozta — ez a hirtelen perfuzié-csokkenés valt tejredd iszkémia
néven ismertté.%%! Kisérleteink uj bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a [K*]c 5Snmagéban, az ép
keringés(i kéregben is megszabhatja az SD-hez csatolt kezdeti hipoperfuzié mértékét, tehat a [K*].
kozponti szerepet tolt be a hipoperflzié szabalyozasaban.
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6.3.7. abra. Korreldcios vizsgalat az alap [K*]e és a visszatérd terjedd depolarizdcéra (rSD) jellemzd [K*]e
kitérés idGtartama (A), a [K*]e kitérés id6tartama és a csatolt kezdeti hipoperfizié mélysége (B), valamint
a [K*]e kitérés id6tartama és a hipoperfuzid gérbe alatti terilete (area under the curve, AUC) (C) kozott.
A statisztikai analizishez egyoldali Pearson korreldciés modellt alkalmaztunk (n=8; p<0,05* és p<0,01**)
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A vazokonstrikcio létrehozdsdban a BK csatorna és az L-tipusu VGCC vesz részt

A munka tovabbi részében arra kerestik a valaszt, hogy a magas [K*]e milyen szignalizacids
Utvonalon keresztlil hozza létre az érosszehuzddast. Hipotézisiink a BK csatorndk és az L-tipusu
VGCC szerepét valdszin(sitette (6.3.1. abra). Elképzelésiink igazoldsara a két csatorna szelektiv
blokkoldjat, a paxillint és a nimodipint mostuk az agyfelszinre. Valasztasunk a kévetkezék miatt
esett a két vegyiletre. A paxillin 1-2 uM-os koncentracidban hatékonyan védte ki a fokozott
neuronalis aktivitdsra valaszul létrejové arteriola-tagulatot él6 agyszelet preparatumban, és a
bajuszingerléssel kivaltott funkciondlis hiperémiat ragcsald szomatonszezoros kéregben,14%:201,206
Az emlitett tanulmanyok szerint a BK csatorndak a neurovaszkuldris csatolas soran koézponti
szerepet téltenek be az értdnus szabalyozasaban. A nimodipin intravénds adagolasa enyhitette az
SD—hez térsulé terjedé’ iszkémiét meret a magas [K"]e és a szévetbc’il felszabadulé NO
mosva a nimodipin kivédte a magas [K*]-al indukalt vazokonstrikciét is.*'3 A biztaté eredmények
birtokaban terveztiik meg a paxillin és a nimodipin alkalmazasan alapuld kisérleteinket.

Kontroll Paxillin Nimodipin

N_ w Kontroll
[K*]. —N
ey ' 0
= “ Paxillin

N
Nimodipin

B Hipoperfazié v/
110 s 110s 110s I Hipoperfizié &
6.3.8. dbra. A nagy konduktanciaju, Ca?*-aktivalt K* (BK) csatornak és az L-tipusu fesziiltségfiigg6 Ca*
csatornak (voltage-gated Ca?* channel, VGCC) gétldsa paxillinnel és nimodipinnel. A: A reprezentativ
regisztratumok a paxillin és a nimodipin hatasat szemléltetik az SD-t jel6l6 DC potencial kitérésre (szlrke),
a gyors [K*]e emelkedésre (fekete), és a csatolt lokalis agyi vératdramlasi (cerebral blood flow, CBF)
valaszra (piros). A vizszintes, piros szaggatott vonalak a CBF valtozas minimum és maximum pontjat jel6lik
a kontroll kisérletben, és referenciaként szolgalnak a paxillin és a nimodipin CBF valtozasra kifejtett
hatasanak szemléltetésére. A szirkével arnyalt sav a kontroll kisérletben a vazokonstrikcié id6tartamat
fedi le, és szintén referencia szegmens a paxillin és a nimodipin dramldst novel6 hatdsanak kiemelésére.
Eszrevehetd, hogy a kontroll kisérlethez képest a paxillin és a nimodipin a sziirke referencia-
tartomdynban mar a hiperémias komponens felé tolta el az dramlast. B: A kordiagramok a kezdeti
hipoperflziés komponenst tartalmazé (Hipoperflzié v/, piros), illetve attdl mentes (Hipoperfuzié &,
szlirke) CBF valaszreakcidk ardnyat szemléltetik az 6sszes vizsgalt SD-t (100 %) tekintve.

15% o B \“"“-‘v'""

A farmakoldgiai kisérletekbdl gydjtott adatok értékelése az SD-t kiséré CBF valtozas kezdeti
hipoperfuzids elemére koncentralt. A csatornablokkoldknak csak az rSD eseményekre gyakorolt
hatdsat vizsgdltuk, mert az SD1 események a farmakoldgiai kisérletek elsd, kezelés szempontjabal
kontroll szakaszdra estek. Ahhoz, hogy a csatornablokkolék varhatdan hipoperfuzié-csékkentd
hatdsa lathaté legyen, a kontroll kérilmények kozott egy jelent8s hipoperfuzid jelenti az idealis
referenciat. Fentebb bemutattuk, hogy magasabb alap [K*]e mellett az SD-hez tarsulé kezdeti
hipoperfuzio kifejezetebb (6.3.6.és 6.3.7. abra). Ezeket a megallapitasokat figyelembe véve a
farmakolodgiai adatelemzés olyan rSD eseményekre korlatozodott, amelyeket 10 mM-nal
magasabb alap [K*]e el6z6tt meg. Ugyanezt a logikat kbvetve Iényegesnek tartottuk, hogy az rSD-t
megel6z6 alap [K*]e az egyes kisérleti csoportokra nézve kdzel azonos legyen. Az adatok értékelése
azt bizonyitotta, hogy ez a kritérium teljesilt ([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 kapcsolddd CBF valtozas kezdeti hipoperfuzids komponensét a paxillin és a nimodipin
is jelentésen gatolta (6.3.8. abra). Kiilondsen a paxillin bizonyult hatékonynak, hiszen 7-bél 6
esetben nem alakult ki a kezdeti hipoperfuzié (6.3.8. dbra, B panel). Bar a nimodipin hatasa nem
volt ennyire szembetiing, a hipoperfuzié mértékét (AUC) a nimodipin is a kontroll érték felére
csokkentette (6.3.9.4bra, Apanel). Eredményeink alatdmasztjdk a munkahipotézisiinket
(6.3.1. abra), és ravilagitanak a BK csatornak és az L-tipusu VGCC szerepére az SD-t kovetd kezdeti
vazokonstrikcidban. Erdekes megjegyezni, hogy mig az eddig elvégzett vizsgalatokban a paxillin a
mérsékelt [K*] emelkedéssel (<10 mM) 6sszefiigg6 vazodilataciét gatolta,'®® addig sajat
eredményeink azt mutatjak, hogy a paxillin a magas [K*]e-al (<20 mM) kivaltott hipoperfizié
kialakuldsat gatolja. A nimodipin hipoperfuziét antagonizalé hatdsa az SD soran megfelel azoknak
a klinikai megfigyeléseknek, melyek szerint javitotta a felépiilés esélyét aneurizma rupturat kovetd
SAH-b41.38 A nimodipin el8nyds hatdsa a DCI eléforduldsanak és sulyossaganak csdkkentésével
érvényesiilt, és nem az angiografidval igazolt tartés vazospazmus gatlasa révén 5119292

A CBF vadltozasra gyakorolt hatdsa mellett a paxillin és a nimodipin csdkkentette az rSD
amplituddjat is (11,8+6,2 vs. 11,00+5,3 vs. 19,3+4,5 mV; nimodipin vs. paxillin vs. kontroll
(6.3.9. abra, B panel). Végil mindkét csatornablokkold gatolta az SD-vel a [K*]e gyors novekedését,
amit a kisebb relativ amplitudé (16,4+6,5 vs. 12,7+7,5 vs. 22,2+2,7 mM; nimodipin vs. paxillin vs.
kontroll), a kisebb abszolit amplitudd (32,944,4 vs. 29,7+5,4 vs. 37,043,5 mM; nimodipin vs.
paxillin vs. kontroll), és a lassab (tem{ [K*]e emelkedés bizonyitott (a gérbe 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. abra,

C-D panel).
A B C D 1 Kontroll
40 , I raxillin
Kisérleti csoportok =45 — '~ | 3 Nimodipin
s |OU0 0 £ B35
() © —40 * =
& = 1400 i 12| 14 » O K% 3 = 3.0
S 2 1200 = @ 535 ==
N e 25 = 025
< ¢ 1000 :3/ + =30 = 200
2= 800 S -10 =3 LoD %
oZ S o 25 + X145
2 ¢ 600 §15 Egzo L3t
£ X - @ )
<g 100 g %% 2 g 15 : : = g:)g %
2 200 A -20 bk = 7| 2 B
0 %) 1 10 b—mrmeerer 0.0
Kisérleti csoportok  -25 Kisérleti csoportok Kisérieti csoportok

6.3.9. abra. A paxillin és a nimodipin hatdsanak kvantitativ analizise. A: A farmakoldgiai kezelések
szignifikansan csokkentették a terjed6é deplarizacidhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti
hipoperfuzié mértékét, melyet a gorbe alatti terilettel (area under the curve, AUC) jellemeztlink
(f=3,802; p<0,038*). A paxillinnél jelolt 1-es elemszam annak kdszénhetd, hogy a paxillin kezelés mellett
csak egy esetben jott |étre kezdeti hipoperfuzid. B: A csatornablokkoldk hatékonyan csokkentették az SD
amplitudoéjat (f=7,683; p<0,003**). C: Az SD-t megel6z6 [K*]e mindharom csoportban hasonlé atlagérték
korial mozgott (az oszlopok sziirke vonallal megerGsitett alapja, és a szérast jelolé hibavonal; f=1,175;
p<0,322). A paxillin és a nimodipin csokkentette a [K*]e kitérés relativ amplitiddjat (egyszempontos
ANOVA: f=6,702; p<0,004**). D: A [K*]e kitérés sebességét, melyet a gorbe meredekségével jellemeztiik,
mindkét csatornablokkold csékkentette (f=22,791; p<0,0001**).

Az adatokat minden oszlopdiagramon atlagtstdev formaban adtuk meg. Az értékelésbe bevont SD-k
szamat az egyes oszlopokon jeldltik. A statisztikai analizishez egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk,
melyet a csoportparok 6sszehasonlitasara Fisher-féle post hoc teszt kdvetett (p<0,05*; p<0,01**).

Az agyszeleteken végzett kisérletek eredményei aldtdmasztottdk az in vivo méréseket. A

paxillin csokkentette az rSD amplituddéjat az azonos szeletben, kontrollként aCSF ramosdsa mellett
kivaltott SD1-hez képest (-9,1%5,3 vs. -15,7+6,6 mV), és mas szeletekben aCSF-ben kivaltott
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rSD-khez képest is (-9,15,3 vs. -17,2+5,5 mV) (6.3.10. abra). Azokban az agyszeletekben, melyeket
nem kezeltiink paxillinnel (i.e. aCSF kontroll), az rSD-k amplitiddja nem kiilonbdz6tt az SD1
amplituddjatdl (-17,245,5 vs. -15,3+5,3 mV) (6.3.10. dbra).

A paxillin és a nimodipin SD-re kifejtett gatld hatdsa felveti a kérdést, hogy a hipoperfuzio
mérséklését kozvetleniil, vagy az SD modulalasan keresztil okozzdk. Az SD-t jelz6 DC potencidl
kitérés csokkenése szorosan Osszefligg az SD-vel jard [K*]e csokkenésével, hiszen a DC potencial
valtozasat dontben a [K*]e véltozdsa szabja meg.’>® A paxillin kezeléssel kapott eredmények azt az
Uj elképzelést vetik fel, hogy az SD soran a K* kidramlasa az idegsejtekbdl részben BK csatornakon
keresztul valésul meg. A kilencvenes évekbdl szarmazé tanulmanyok whole-cell patch-clamp
technikaval bizonyitottdk, hogy az iondaramok az idegsejtek membranjan keresztil az SD
felfutdsakor nem-szelektiv Na*(Ca?*)/K* konduktanciat jeleznek, ami szamos ioncsatorna
megnyildsa révén jelentds K* kidramlast jelent.”>’® Ugyan a befelé egyenirdnyitd és a kései kifelé
egyeniranyitd K* csatornakat blokkold tetraetil-ammadnium, vagy a befelé egyenirdnyitd és
A-tipusu K* csatorndkat blokkold 4-amino-piridin kezelések nem gdtoltdk az SD-t teljesen, mégis
felfedték a felsorolt csatornak részesedését az SD létrejottében.3>! A K* metabolikus stressz
esetén ATP-szenzitiv K* csatorndkon keresztil is elhagyhatja az idegsejteket.?®! Bar a leirt
nem-szelektiv Na*(Ca?*)/K* konduktancidk valdsziniileg szdmottevé részt véllalnak az SD
inicidlasaban, a BK csatornak tovabbi, jelent6s szerepére tanulmanyunk vilagitott ra elGszor.

A LFP B SD1 rSD C Kontroll  Paxillin
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6.3.10. abra. A nagy konduktancidju, Ca?*-aktivalt K* (BK) csatornak farmakoldgiai gatlédsa paxillinnel in
vitro él6 agyszelet-preparatumon. A: Az agyszeleteken elektromos ingerléssel valtottunk ki terjedé
depolarizaciot (spreading depolarization, SD), és DC mddban vezettiink el agykérgi mezépotencialt (local
field potential, LFP). B: A reprezentativ regisztratumok azt szemléltetik, hogy kontroll kériilmények kézott
(aCSF) a visszatérd SD-k (rSD) lefutasa egyezik a referenciaként hasznalt elsé SD-vel (SD1) (szlirke), mig
500 nM paxillin hozzdadasaval az rSD-k amplitudéja csokken (fekete). Az abrazolt rSD-k az adott
agyszeletben a harmadik vagy negyedik kivaltott esemény volt, és kb. 50 perccel kdvette a referenciaként
hasznalt SD1-et. C: Az SD-t jel6l6, negativ DC potencial kitérés amplitiddja. Az SD1-et a kontroll és a
paxillinnel kezelt szeleteken is aCSF inkubacié mellett valtottuk ki, és referencianak tekintettik. A paxillint
8 perccel az rSD-k kivaltasa el6tt mostuk a szeletekre. Az adatokat atlagtszéras formaban dbrazoltuk. Az
elemszamot az oszlopokon adtuk meg. A statisztikai értékelést egyszempontos ANOVA-val és Fisher-féle
post hoc teszttelvégeztiik (p<0,05* vs. SD1 par; p<0,01# vs. kontroll rSD). Réviditések: CPu: caudate
putamen, cx: cortex cerebri.
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A paxillin gatld hatasat az altalunk hasznaltnal (500 nM) nagyobb, 1 uM-os koncentracidban
specifikusnak taldltdk az asztrocita-végtalpak BK csatorndira vonatkozdan, az idegsejtek BK
csatornainak érintettsége nélkil.}*® Ha kisérleteinkben a paxillin valdban szelektiven az asztrocita
BK csatorndakon hatott, akkor a BK csatornak nem csak a perivaszkularis végtalpakon, hanem az
asztrocitak felszinén, az idegsejtek kozotti nydlvanyokon is el6fordulhattak, és igy jarulhattak
hozzd az SD-re jellemz6 [K*]e emelkedéshez. Mégsem zarhatd ki az a lehetGség, hogy a paxillin az
alacsony koncentracid ellenére kisérleteinkben neuronalis BK csatorndakat is gatolt. A BK csatornak
ugyanis az idegsejtek szomdjat és dendirthalézatat gazdagon boritjdk, az idegsejtek
ingerelhet8ségét szabdlyozzak,??', és hipoxia alatt aktivalasuk csékkenti az idegszdvet
érzékenységét az SD-re.!’? A neurondlis BK csatornak blokkolasa szisztémdsan adagot paxillinnel
(2,2 pg=testsulykilogramm) tovéabba hatékonyan gatolta a kisérletesen kivaltott gércsaktivitast,34
amely az SD-hez mechanisztikusan legkozelebb allé kérélettani jelenség az agyban, és az SD-vel
egylttesen is el6fordul akut agysériilések esetén.%123 Mindezek alapjan a paxillin a hipoperfuzié
gatlasat elérhette indirekt Uton, a neuronadlis BK csatorndkon kiaramléd K* szintjének
csokkentésével, vagy direkt modon, az asztrocita-végtalpak BK csatornait blokkolva. Ha azonban
figyelembe vesszik, hogy a paxillin az SD-re jellemz6 [K*]e kitérést nem vitte a vazokonstriktiv
tartomany ala (a kezelés utan a [K*]e kitérés amplituddja még mindig a 20 mM feletti 29,7+5,4 mM
volt) (6.3.9.4abra, Cpanel), mégis szinte teljes mértékben kivédte a kezdeti hipoperfuziot
(6.3.8. dbra, B panel; 6.3.9.4bra, A panel), feltételezhet6, hogy hipoperfuziot gatlé hatadsat
els6sorban a perivaszkularis asztrocita-végtalpakon fejtette ki.

A nimodipin is jelent6sen mddositotta az SD lefutdsat. Az L-tipusu VGCC-t a vaszkularis SMC
mellett a neuronok is kifejezik. A neuronalis L-tipusi VGCC pedig részt vesz a neuronok
ingerelhetéségének hangoldsidban,?® és jol ismert neuroprotektiv célpont a neuronok Ca%
telit6désének gdtldsdra kozponti idegrendszeri betegségek, ezen belll iszkémids agysériilés
esetén.39233% Az itt hasznalt koncentracidéban a nimodipin kordbban mérsékelten gatolta az rSD-k
frekvencidjat, latencidjat és amplitiddjat patkdny agykéregben.3%” Sajat eredményeink szerint a
nimodipin mérsékelten csokkenti az SD-re jellemz6 [K*]e kitérés amplitudojat (6.3.9. abra, C panel),
és jelentBsen lassitja annak sebességét (6.3.9. abra, D panel). Megfigyeléseinket alatamasztja, hogy
a nimodipin 50 %-ban gatolta az akcids potencidlra jellemz6, Ca**-fliggd és fesziltségfiiggs K*
aramot, amit whole-cell patch-clamp technikdval mértek ki patkany hipppocampalis
sejtkultdrdban.*’ Azt is kimutattdk, hogy az L-tipusi VGCC kapuzza a kérgi piramissejtek BK
csatorndit.®® Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a nimodipin az SD-hez tarsuld, korai hipoperfuziét
nem csak direkt, az SMC L-tipusi VGCC-n hatva, hanem indirekt, a neurondlis, kifelé irdnyuld K*
aramok lassitdsa révén is mérsékelhette.

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tdvlatai

Kisérleteinkkel atfogd bizonyitékot gy(jtottiink arra, hogy az SD-hez csatolt CBF valtozas
kezdeti, hipoperflzids szakasza [K*]-fligg6, és az érosszehuzddas szabalyozdsdban meghatdrozé
mértékben vesznek részt a BK csatorndk. Bar a [K*]. érosszehuzdéddasban jatszott szerepét régdta
valdszin(sitik,’® azt nem hoztdk dsszefliggésbe meghatdrozott ioncsatorndk miikddésével, 1t
Eredményeink bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy SD soran az ératmérG-szabalyozdsaaban BK
csatornak is részt vesznek, tovabbda a mechanizmusban az L-tipusu VGCC szerepe is tetten érhetd.

Munkank technikai szempontbdl is attérének szamit, hiszen az APG-2 és a két-foton
mikroszkdpia alkalmazasaval olyan in vivo képalkoté mddszert vezettiink be altatott egéren, amely
a [K*]e és az értdnus kozotti kapcsolat térbeli és idGbeli, részletes, és pontos feltérképezéséhez.

Végiil ravilagitottunk arra, hogy a fizioldgidstdl eltéré, magas idegszoveti [K*]e megnyljtja a
bekovetkez6 SD események idGbeni lefutdsat, potencirozza a vazokonstrikciot, igy SAH, TBI vagy

iszkémids stroke esetén elére vetiti az ismétl6dS SD események neurodegenerativ hatdsat.%%9%164
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Az ebben az iranyban folytatott tovabbi kutatdsainkban a BK csatorndkon tul mas K*
csatornaknak, mint pl. a befelé egyeniranyitd, illetve ATP-szenzitiv K* csatornaknak a részesedését
vizsgaljuk az SD-hez csatolt CBF valtozas modulalasaban.

A fejezethez vonatkozd eredeti k6zlemény:

Menyhdrt A, Farkas AE, Varga DP, Frank R, Téth R, Bdlint AR, Makra P, Dreier JP, Bari F, Krizbai IA, Farkas E.
Large-conductance Ca®*-activated potassium channels are potently involved in the inverse neurovascular
response to spreading depolarization. Neurobiol Dis. 2018;119:41-52.

6.4. Osszefoglalds

Az SD terjedése az idegszovetben markans iondramokat, neurotranszmitter-felszabadulast és
metabolikus valtozasokat okoz, melyek mind vazoaktiv hatdssal birnak A kdvetkezményes CBF
valtozadsok szamos jelatviteli Uton jutnak érvényre, igy komoly kihivast jelent egy adott
szignalizdciés mechanizmus részesedését meghatarozni. A konkluziv vizsgdlatokat neheziti
tovabba, hogy az érintett agyterilet metabolikus dllapotdnak fliggvényében a CBF valtozas nagy
véltozatossdgot mutat a fajok kdzott (még pl. egér és patkdny esetében is).®

Mivel ismerjik az SD-hez tarsuld CBF vatozdsok egymast kovetd, jol elkilonilé elemeit
(2.3. fejezet), a szabalyozds meghatarozé mediatorait is érdemes a CBF valtozas fazisai szerint
vizsgdlni. A 6. fejezetben bemutatott kisérleteink bizonyitottdk, hogy a CBF vdalaszreakcio
hiperémias fazisanak létrehozdsdban szerep jut az EP, receptorok aktivaldasanak, illetve a szoveti
aciddzisnak, mig a kezdeti hipoperfluzido mértékét a magas [K*]. noveli. Végil a végsé, elhizédo
oligémia fazisaban is antagonizdlé lehet az EP4 receptorok aktivacidja. Ezek az eredmények a
keringését tekintve ép agykéregre vonatkoznak, iszkémids koriilmények kozott az értagitd
prosztaglandin dtvonalat egyéb, a kisérleteinkben egyértelmiien nem azonositott tényezék
hattérbe szoritjak, vagy felllirjak.

Részben igazoltuk kiindulasi hipotézislinket, amely szerint az SD-hez tarsuld-hiperémia reaktiv
jellegd, és azt donté mértékben metabovaszkularis csatolas szabalyozza. A hiperémiat megelG6zi
egy [K']e-tél fligg6 vazokonstrikcid (a vazokonstrikcid vagy hipoperfluzié a reaktiv hiperémia
|étrejottének el6feltétele), és ép kéregben az azt kévet6 hiperémiat potencirozza a tranziens
szOoveti aciddzis. Elképzeléslinket azonban drnyalja, hogy a neurovaszkuldris csatolds egy
meghatarozd szignalizacios utjat, az értagitd prosztaglandin dtvonalat is azonositottuk a
hiperémia hatterében. Osszefoglalva, kisérletes eredményeink aldtdmasztjadk a 6.0.1. abran
felvazolt elképzelést, mely szerint a neurovaszkuldris csatolds és a metabovaszkuldris csatolas
aranya az SD-t kisér6 CBF valtozas létrehozasdban a szoveti perfuzid elégtelenségével a
metabovaszkularis csatolds irdnyaba tolddhat el.
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7. Az életkor hatasa az agykérgi terjedd depolarizacio kialakulasara,
lefutasara

Minden olyan kdzponti idegrendszeri korképnek, amelyben az SD-nek szerepet tulajdonitanak,
az életkor fliggetlen rizikofaktora. llyen az iszkémias stroke és a SAH, melyek el&fordulasi
gyakorisdga az életkor el6rehaladtaval exponencidlisan n8.>1% A TBI életkorfiiggésében 3 cstics
rajzolddik ki: az elsé a korai gyermekkorban, majd a serdiilé és fiatal feln6ttkorban valamint
idéskorban.33%2 Az aneurizma ruptlrat kévet6 SAH gyakori komplikicidja a DCI, melynek
indikatora lehet az SD-k ismétl6dé megjelenése, és azok hosszi kumulativ id6tartama. %8361 Egy
logisztikus regressziés modell alapjan a fiatal életkor az aneurizmds SAH-ra jellemzé DCI
rizikdfaktora.®> Ugyanakkor az iszkémidas stroke kedvezétlen kimenetele id8s korban valészind, ami
mogott tobbek kozott az all, hogy a potencidlisan ugyan megmentheté penumbra régid
gyorsabban viélik az irreverzibilisen karosult infarktus részévé.'>?*® Ebben a folyamatban is
lényeges szerepet tulajdonitanak az SD-nek.%*

Mivel az SD-k névekvé el6forduldsi gyakorisaga és hosszabb kumulativ id6tartama az iszkémias
karosodas mértékét kisérletes kdrilmények kdzott bizonyitottan néveli, 327 fontos kérdés, hogy
melyik az az életkor, amikor az SD-k a legnagyobb valdszintiséggel és frekvencidval alakulnak ki a
sérilt agykéregben. Lényeges azt is megérteni, hogy a mar létrejott SD milyen életkorra jellemzé
sajatosagokat mutat, amelyek magyarazhatjak az SD altal okozott neurodegeneracio sulyossagat.

A neonatalis agy még nem elég fejlett ahhoz, hogy SD keletkezzen a sziirkedllomdanyban.
Patkdnyban az SD kisérletesen a 12-15. posztnatélis napon valthatd ki el8szér,3+3%° és a
kivalthatosagi kiiszoéb felnétt korig csékken.>>! Megfogalmazddott tovabba az a vélemyény, hogy
az SD kivalthatdsaga az intersticidlis tér besziikilése révén idSs korban tovabb fokozddik.3>! Ezt a
nézetet azonban késGbbi kutatdsok cafolni Il4tszottak, hiszen leirtak, hogy az id6s6dé
idegszdvetben egyre magasab koncentracidju KCl szilkséges az SD kisérletes kivaltasahoz,?* és az
életkor el6rehaladtaval az SD terjedése is lassul.’®® Megvalaszolatlan kérdés tehat, hogy a fiatal
feln6tt6l az id6sig tartd életkori tartomanyban milyen valdszinliséggel alakulhatnak ki SD
események.

Mivel az SD-vel Osszefliggd, iszkémias karosodasokért az elégtelen CBF vélaszreakciot teszik
felel6ssé,*® kérdésként meriil fel az is, hogy a CBF véltozasnak vannak-e életkori sajatossagai. A
szomatoszenzoros ingerléssel jard funkciondlis hiperémia mértéke id6s ragcsaldkban
csokken. 38387 Az dregedd agyban a neurovaszkuldris csatolds hatékonysdgdnak gyengiilését az
agyi mikroérhaldzat ritkuldsa,'? az erek faldban a kétdszdvetes allomény feldusuldsa, az érfal
merevebb szerkezete,'*” az érreaktivitds oxidatiiv stresszel kapcsolatos sériilése,®” és az
érujdonképzédés képességének csokkenése?® magyarazhatja.

A kovetkez6kben fiatal felndtt, kozépkoru, és id6s patkanyokon végzett kisérleteink
eredményeit foglaljuk 6ssze. ElsGdleges fliggetlen véltozoként az életkort tekintettiik az SD
kivalthatésagara, annak elektrofizioldgiai jellemz8ire, és a kapcsolddd CBF valtozasra nézve. A
sorrend az életkor elGrehaladdsat koveti. Az SD keletkezését és jellemzGit befolydsold életkori
sajatossagok megallapitasa hozzajarulhat ahhoz, hogy azonositsuk az SD vel kapcsolatos
agysérilésekre leghajlamosabb életkorcsoportot.
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7.1. Az agykérgi terjed6 depolarizacio kivalthatdsagi kiiszobének életkorfliggése

Célkitiizés

Kisérleteinkben azt tlztik ki célul, hogy az SD elektromos kivalthatdsagi kiiszobének
meghatarozasaval azonositsuk azt az életkort serdilé, fiatal feln6tt, és kozépkord patkdnyban,
amikor az SD kialakuldsdnak valészinlsége a legnagyobb. Mivel az SD kivalthatésagat az agykéreg
szbvettani szervez8désével hoztdk kapcsolatba,®! osszefliggést kerestiink tovabbd az SD
kivalthatésagi klszobe és az agykéreg mikrostruktirdlis szervezédése kozott, melyet a
dendrittliskék sdrlségével jellemeztiink. Végil szem el6tt tartva, hogy az agyi keringés
szabalyozasa életkori sajatossagokkal bir,38 a CBF viéltozas jellemz8it kivantuk az életkor

fliggvényében meghatarozni.

Moddszerek

Izoflurdnnal altatott, kiilonboz6 életkord (7.3.1. tablazat), fiatal felnStt, him Sprague-Dawley
patkanyokon (n=38) a 4.3. és 5.4 fejezetben leirtak szerint 2VO-val valtottunk ki globalis el6agyi
iszkémiat. Egy arteria femoralis kanllon keresztlil a MABP-t folyamatosan monitoroztuk, és
artérids vérgdz mintakat gy(jtottiink. A DC mddban sz(irt és nyers LFP, illetve a lokdlis CBF
méréséhez, valamint SD-k kivaltdsdhoz a 6.3. fejezetben bemutatott mddon két, nyitott
koponyaablakot alakitottunk ki a parietdlis kéreg felett (6.3.6. dbra, A panel). A bioldgiai jelek
felvételét a 4.3. fejezetben részletezett mlszerezettséggel végeztiik. Az iszkémia indukcidja el6tt
és utan 20 perces id6k6zonként 3-3 SD-t valtottunk ki.

7.1.1. tablazat. A kisérleti csoportok dsszetétele életkor szerint.

7 276x14

5
8 332+11 4 e
7-10 hetes (,,serdlls”) 21
348+11 5
10 377%10 7
12 40319 6 : 2
12-16 hetes (,fiatal feln6tt”) 12
16 465+12 6
30 608+37 5 30 hetes (,,kdzépkoru”) 5

A testtomeget atlagtstdev formaban fejeztiik ki.

Az SD-k kivaltdsdhoz, és az elektromos kivalthatdsagi kiisz0b meghatdrozasahoz egy
koncentrikus, bipolaris tlelektrédat (méret: 40 um, Neuronelektréd Kft.,, Magyarorszag)
érintettiink a dura felszinéhez a rostralis koponyaablakban. Az elektrédat osszekotottiik egy
egyendram-kimenet(i opto-elektronikus izolatorral (NL 800, Digitimer Ltd, Egyesiilt Kiralysag), egy
pulzusgeneratorral (NL301), egy szélesség-késleltet6 panellel (NL405), és egy impulzus pufferrel
(NL510), melyekkel az ingerlés amplituddjat és hosszat szabalyoztuk. Az ingerlést egyediilalld
négyszogjellel végeztiik. A leadott toltést a Q[uC]=I[mA]xt[ms] egyenlettel szamitottuk, és az SD
kivaltasdig 2 percenként 100 uC-os lépcs6kben emeltiik. Az optimalis érintkezés érdekében a
tlielektréda hegyét a dura felszinén sziikség esetén Ujrapoziciondltuk. Az SD sikeres kivaltasat a
DC potencial 5 mV-ot meghaladdé negativ kitésére, illetve a nyers LFP depresszidja igazolta
(7.1.1. dbra).

A dendrittiiske-s(ir(iség becsléséhez tovabbi 8 hetes (n=5) és 30 hetes (n=5) patkanyokat kloral-
hidrat tuladagolasaval (i.p.) altattunk, az allatokat jégen h(tott, fizioldgids soéoldattal
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transzkardialisan perfundaltuk, dekapitaltuk, és az agyakat eltavolitottuk. Az el6agyakat a
korondlis sikban két, egyforma méretl darabra vagtuk, és Golgi-COX oldatba helyeztik (5 %
kalium-dikromat, 5 % kalium-kromat, Molar Chemicals Kft, Magyarorszag; 5 % higany-klorid, VWR
International, LLC).1*! A szévetblokkokat az oldatban 10 napig inkubaltuk, az oldatot a mintdkon
2-3 naponta frissitettlik, végil a blokkokat tovdbbi 10 napig 30 % szukréz oldatban taroltuk
4 °C-on. A mintakbdl vibratdmmal 200 um vastag koronalis metszeteket készitettiink, a szeleteket
zselatinnal bevont mikroszkdpos targylemezre vettik fel, és egy éjszakdra nedves kamraba
helyeztik. A festést 30 % ammodnium-hidroxiddal, és Carestream Kodak Fixaléval (Sigma) hivtuk
el6. A kész metszeteket dehidraltuk és EUkitt-tel (O.Kindler, Németorszag) fedtik le. A megfestett
agyszeleteket fénymikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon Eclipse E600). Az agykéreg 3-as rétegében
minden allat esetén 15-16 piramissejtet valasztottunk ki a vizsgalatra. A proximdlis apikadlis
denritek masod- és harmadrend( againak 50 um hosszu szakaszan becsiiltik meg a dendrittiiske-
slrlséget (7.1.4.4abra, A panel). A kivdlasztott dendritszakaszokrél a mikroszképhoz illesztett
digitalis kameraval (SPOT RT Slider, 1600 x 1200 dpi, 8 bit), és a megfeleld szamitdgépes
szoftverrel (Image Pro Plus 4.5; Media Cybernetics, Bethesda, U.S.A.) kétdimenzids z-stack
rekonstrukciokat készitettlink. A megadott 50 um hosszu dendrit-szakaszokon a kisérleti
csoportokat nem ismerve négy fliggetlen kutatd szamolta meg a dendrittliskéket Image)
szoftverrel (v1.44, National Institute of Health, Bethesda, U.S.A.). Az egy allatban 15-16
piramissejtre vonatkozd szamolas eredményeit atlagoltuk, igy a statisztikai analizishez allatonként
egy értékkel dolgoztunk tovabb.

A kapott eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS
szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.).
Egyszempontos ANOVA-t valasztottunk a CBF valtozds és a dendrittiske-s(ir(iség esetén,
kétszempontos ANOVA-t az SD elektromos kivalthatdsagi kiiszob elemzéséhez, és ismételt
ANOVA-t a CBF alapvonal valtozasanak analiziséhez. A kisérleti csoportok Osszehasonlitasat
Fisher-féle post hoc teszttel végeztiik (p<0,05* és p<0,01**).

7.1.1. abra. Reprezentativ helyi
mezGpotencial  (local  field
potential, LFP), DC potencial és
lokalis agyi vérataramlas
(cerebral blood flow, CBF)
regisztratumok egy 8 hetes
allatbol. Az LFP oszcillacio
amplitiddjanK besziikilése, a
DC potencial tranziens, negativ
kitérése és csatolt hiperémia
f t t t f B t egylttesen jelzik a terjedd
10 mV depolarizacidk (spreading
depolarization, SD)
CBF . . . ot
50 % megjelenését. Globdlis elGagyi
iszkémiat  kétoldali  arteria
carotis communis elzarassal
2Vo (,two-vessel occlusion”, 2VO)
Alapszakasz fr—— |sZkémia =— hoztunk létre. A nyilak a DC
potencial regisztratum alatt az
SD kivaltasahoz hasznalt
elektromos ingerlés helyét
jelzik. A 2VO-t egy spontan is SD

kovette.

LFP

CBF DC potencial

10 min
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Elettani vdltozdk, és a terjedd depolarizdcidk ditaldnos jellemzése

Az adatok elGzetes értékelése nem mutatott életkor-fligg6 eltéréseket az SD elektromos
kivalthatdsagi kiiszobére nézve a 7-10 hetes, és a 12-16 hetes allatok kozott (7.1.3. dbra), igy az
eredeti korcsoportok Osszevonasaval a kés6bbiekben harom kisérleti csoporttal dolgoztunk
(7.1.1. tablazat). A MABP az alapszakaszban a harom csoportban hasonld értékeket mutatott (984,
9543 és 107+10 Hgmm, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes). Az iszkémia indukcidja mérsékelten,
életkortdl fuggetlenil emelte a MABP-ot (10545, 9614 és 11442 Hgmm, 7-10 hetes, 12-16 hetes
és 30 hetes). Az artérias vérgaz értékek az élettani tartomanyban mozogtak; sem az életkor, sem
az iszkémia nem fejtett ki hatast a pCO»-re vagy a pH-ra.

Az artérias vércukorszint mérése azért volt [ényeges, mert ismert, hogy a magas vércukorszint
(i.e. 23-24 mmol/l) mellett az SD-t nehézkes kivaltani,'”® igy a kivalthatdsdgi kiiszéb
életkorfliggésére vonatkozd kovetkeztetéseinknél fontos figyelembe venni. A vércukorszint az
alapszakasz és az iszkémia soradn hasonld értékeket vett fel (e.g. 9,23+1,7 vs. 9,20+1,2 mmol/I,
iszkémia vs. alapszakasz a 7-10 hetes csoportban), ugyanakkor az életkor elGrehaladtéval
szignifikdnsan emelkedett (e.g. 11,95+1,6 vs. 10,08%1,0 vs. 9,24+1,2 mmol/I, 30 hetes vs. 12-
16 hetes vs. 7-10 hetes az alapszakaszban).

Az elektromos ingerlésre az agykéregben SD-k jelentkeztek. A kisérletek tobb, mint felében (25
esetben a 38-bdl) az iszkémia indukcidja utan kozvetleniil egy spontan SD esemény is kialakult
(7.1.1. dbra), a spontan SD-ket azonban jellemz&ik nagy valtozatossaga miatt szamszerdsitve nem
értékeltik. Az SD-hez csatolt CBF valtozdst az alapszakasz és az iszkémia alatt is minden
korcsoportban a hiperémids fazis domindlta. A 4.1.2. és a 4.2.1. fejezetben bemutatott
eredményeknek megfelel6en az elsé6 SD-hez csatolt CBF vdltozds a visszatéré SD-kt6l abban
kiilonbozott, hogy a hiperémids fazist gyakran révid hipoperfuzié elzte meg, és minden esetben
elhlizdda oligémia kovette (4.1.5. dbra).

Az iszkémia lefolydsa, az dramldscs6kkenésre adott kompenzdcid dinamikdja

Az érhaldzat kompenzacids képességét az iszkémiat indukald aramldsesésre ugy mértik fel,
hogy a kisérleti protokoll soran az SD-k k6zo6tt szamos mintavételi pontbdl meghataroztuk a CBF-et
(7.1.2. abra). A legfiatalabb, 7-10 hetes korcsoportban a CBF az iszkémia indukcidja utan
kozvetlenll 1816 %-ra esett, az elsd iszkémia alatt kivaltott SD (iSD) el6tt 37+12 %-ra tért vissza,
és 30 % kordl maradt az iszkémia hatralevé részében. A 30 hetes korcsoportban a CBF esés
minimuma alacsonyabbnak, 11+6 %-nak bizonyult, az elsd iSD el6tt csak 20£13 %-ra rendez6dott,
és az iszkémias periddusban mar nem emelkedett 20 % folé (7.1.2. dbra). Az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az idésebb, 30 hetes korcsoportban az iszkémia ellen haté
kompenzaciés mechanizmusok kevésbé hatékonyak, mint a fiatalabb, 7-10 hetes csoportban. Bar
az Oregedés folyamatdnak része az agyi érhaldézat megritkuldsa® vagy az érfalak
megvastagodasa,?’ az itt vizsgilt fiatal feln6tt életkorban az idés korra jellemz6, az optimalis agyi
keringést hatraltatd patoldgiai elvaltozasok még nem alakulhattak ki. Ugy gondoljuk tehat, hogy a
kompenzacié 30 hetes korcsoportban tapasztalt romlasa a vazorekativitas életkorral dsszefiliggé
gyengililésének kdszonhet6. Ennek oka lehet az adenzoin szignalizacié hatékoynsaganak romlasa,
az NO korlatozott elérhet6sége, vagy az ATP-szenzitiv K*-csatornak nyitasi karakterisztikajanak
megvéltozasa.?®
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7.1.2. dbra. Az agyi vérataramlas (cerebral
blood flow, CBF) valtozasa a legfiatalabb
(7-20 hetes) és a legid6sebb (30 hetes)

Fiq5=89.343* ~( 7-10 hetes kisérleti ~ csoportokban a  terjedd

90 1 Feletkor=4.833" —@— 30 hetes depolarizacié (spreading depolarization,

26 | Finterakcio=0.261 SD) események kozott. Az  adatokat

atlagtszoras formaban abrazoltuk. A

;\S‘ 60 - statisztikai elemzést ismételt ANOVA-val

A végeztik az  életkor, mint faktor

8 45 1 figyelembevételével (p<0,01**). A post hoc

30 | analizis a (c) és (d) mintavételi pontnal
adott szignifikans kilonbséget (p<0,05*).

15 - Mintavételi pontok: (a) kozvetlenul az

. iszkémia indukcidja el6tt; (b) az iszkémia

indukcidjat kdvet6 legalacsonyabb aramlasi
érték; (c) kozvetlenil az els6 iszkémia alatt

(a) | (b) (c) (d (e) ®
A kisérlet fazisa kivéltott SD (iSD) elétt; (d) kozvetlenil a
masodik iSD el6tt; (e) kozvetlendl a

harmadik iSD el6tt; (f) a harmadik, utolsd
iSD utdn.

A terjedd depolarizdcio kivalthatdsdgdnak elektromos kiiszébe

A késbbbi, 7.2. és 7.3. fejezetben bemutatdasra keril6 munkaink soran azt tapasztaltuk, hogy az
oregedd patkanyagyban az SD kivaltdsdhoz magasabb K* koncentracid sziikséges, a visszatérd SD
események frekvencidja csokken, és az SD spontan kialakuldsdnak valdszintisége is kisebb.
Agyszelet prepardtumot vizsgalva is ravilagitottak arra, hogy az életkor el6rehaladtaval az SD
kivalthatosagi kiiszobe emelkedik.?*® Ugyanakkor juvenilis életkorban az agy érésével az SD
kivalthatdsagi kiszobe csékken.®®! Kivancsiak voltunk tehdt arra, hogy az SD kialakuldsanak
valdszinlsége melyik életkorban a legnagyobb, illetve a kivalthatdsagi kiiszob korai felnéttkorban
mikor kezd emelkedni.

Definicid szerint az SD elektromos kivalthatésagi kiiszobe az a legalacsonyabb toltésmennyiség,
elényos, mert a KCl-os kivaltassal szemben finoman hangolhatd, pontosan szamszer(sithetd, és a
korcsoportok kozotti, varhatdan kicsi eltérések igy j6 eséllyel kimutathatok.

Az SD elektromos kivalthatdsagi kiiszobe iszkémia alatt az alapszakaszhoz képest minden
vizsgalt korcsoportban emelkedett (7.1.3.4bra, Apanel). Az SD kivaltdsdhoz az életkor
el6rehaladtaval is egyre nagyobb toltésmennyiségre volt sziikség, mind az alapszakasz (474311282
vs. 30761915 vs. 16614649 uC, 30 hetes vs. 12-16 hetes vs. 7-10 hetes), mind az iszkémia alatt
(844741763 vs. 534342170 vs. 251441032 uC, 30 hetes vs. 12-16 hetes vs. 7-10 hetes) (7.1.3. bra,
A panel). Az életkor emelkedésével tovabba egyre nagyobb kilonbség adddott a kivalthatdsagi
kiiszobértékben az iszkémia és az alapszakaszban kivaltott SD-k kozott. Masként szélva, 6tszor
akkora toltéskilonbséget szamoltunk ki az alapszakasz és az iszkémia kozott a 30 hetes allatokban,
mint a 7-10 hetes korcsoportban (4278+2352 vs. 853+839 uC, 30 hetes vs. 7-10 hetes). Végil a
kivalthatésagi kiszob és a CBF kapcsolatanak értékelése azt mutatta, hogy minél alacsonyabb
értéken mozgott a CBF kozvetlenil az SD kivaltdsa el6tt, annal nagyobb toltésmennyiség
leadasaval lehetett az SD-t kivaltani (r=-0,403**) (7.1.3. abra, C panel).

Eredményeink felvetik annak a lehetGségét, hogy az SD-t iszkémia alatt azért nehezebb
kivaltani, mert az SD kivalthatdsdga a szovet metabolikus allapotanak fliggvénye. Ezt bizonyitja
példaul, hogy a hiperglikémia (i.e. 23-24 mmol/l) az SD kivalthatésidgat gatolja.'’”® A magas
glikdzkoncentracid hatdsat kisérleteinkben azonban kizarhatjuk, egyrészt azért, mert a mért
vércukorszintek a normoglikémias tartomanyban maradtak (e.g. 9-11 mmol/l) — messze az SD-t
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gatlo, hiperglikémias koncentracid alatt, masrészt azért, mert az alapszakasz és az iszkémia fazisa
soran vett artérids vérmintak kozott glilkdzkoncentracidéban nem mutattunk ki kiilénbséget.
Fontoléra vettiik a széveti pH hatdsat is, mert él6 agyszelet preparatumban azt talaltdk, hogy
ha a médiumot CO,-vel dusitjak, vagy megvonjak bel6le a bikarbonatot, a Iétrehozott acidozis
(pH 6,67-6,97) gatolja az SD kivaltasat és terjedését.3* A csdkkend szoveti pH valdszinlileg ugy
akadalyozza az SD terjedését, hogy gatolja az NMDA receptorok aktivitdsat.’”” Ismert, hogy az
iszkémia sordn aciddzis 1ép fel az idegszovetben; globdlis el6agyi iszkémia modelliinkben példaul
a kérgi pH 7,3-rél akar pH 6,8-ra is csokkenhet (5.4. fejezet). Ezek alapjan logikus azt feltételezni,
hogy az SD iszkémia alatt tapasztalt magasabb kivalthatdsagi kiiszobe a szoveti aciddzisnak
tudhaté be. A 6.2. fejezetben részletezett vizsgdlataink szerint azonban a széveti pH csdkkenése
csak az ép keringés( kéregben gatolja az SD-t, iszkémia sordn az sszefliggés nem érhetd tetten.
A fentiek alapjan azt tartjuk a legvaldszinlibbnek, hogy az iszkémias allapotokra jellemz6 magas
K* konduktancia, az idegsejteket hiperpolarizalja, illetve a repolarizaciét tdmogatja. Ennek
eredményeképp a neuronok ingerelhet8sége csdokken,3*® ami az SD kivalthatdsagat is behatarolja.

A o #2000 S A # 7.1.3. abra. A terjed6 depolarizacié
#1000 & Iszkémis Y (spreading depolarization, SD) elektromos
‘% 9000 kivalthatosagi kiiszébe, és annak
R L Osszefliggése az agyi vérdtdramlassal
T :93 % (cerebral blood flow, CBF).
X2 g, 0000 A: Az SD elektromos kivélthatésagi
"
g é 4500 . (} kiisz6bének valtozasa az életkor
S e F .. 1 fliggvényében, ép és iszkémids agykéregben
£ F“”“‘ "_3'6 209 (alapszakasz:  fehér, iszkémia: fekete
i 1500 R imbélum). B: A 7, 8 9, és 10 het
B [TY] F-,-_e,,(:.,=5.298“ szimpolum). 8 ’ D , €s etes
= 0 csoportokat, valamint a  12-16 hetes
! S csoportokat Osszevontuk, mert a
= 'o.,."Ele1t.§or EEEU kivélthatdsagi kuszob az életkorral itt még
n g ety nem maédosult. Az A és B panelen az adatokat
E ¥ 4500 7500 atlagtstdev  formaban  abrazoltuk. A
£ &f 2000 5000 statisztikai elemzést kétszempontos
= ‘% 1500 Rl 2500 ANOVA-val végeztiik (szempontok: életkor és
£ 0 0 iszkémia; p<0,01**); az életkor hatdsat
+ 5 ac o
2~ Eeﬁﬂ'%ﬁ)‘q”" Efﬁr'9'10§§60" Fisher-féle post hoc teszttel értékeltik
= TR smame” S (p<0,01" vs. 7-10 hetes; p<0,01** vs.
Froarakie=0.292 Friarazis=0.307 . L
12-16 hetes). C: Negativ korrelacio az SD
C g 12000 | elektromos kivalthatdsagi kiiszobe és az SD-t
._% 10000 aa kOZ\ll'e"cIEnul mege;ozo CBSF ertekbkozott. A;(z
£o i e (=0 403% a'ha izis e" mll‘j ,en . D-t levontun ,
® = 1 % g fliggetlentl a kisérleti szakasztdél vagy az
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s = (p<0,01**).
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CBF azSD kivaltdsa elott (%)

A dendrittiiske-s(ir(iség, és a terjedd depolarizdcio kivdlthatdsdga az életkor fliggvényében
Vizsgalataink abbdl a feltételezésbél indultak ki, hogy a kéreg mikrostrukturajanak korfliggd,
dinamikus valtozasa, melyet a dendrittliskék strlségével jellemeztiink, hatassal lehet az SD
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kivalthatdsagara. A kisérleteket naiv allatokon végeztiik; a dendrittiiskék iszkémiaval vagy SD-vel
Osszefliggd dtrendezédését nem tanulmanyoztuk.

A dendrittiske-slrliséget az agykéreg 3-as rétegében, a piramissejtek proximalis apikalis
denritjének masod- és harmadrend(i dgain hataroztuk meg (7.1.4. dbra, A panel). A dendrittiskék
jellemzGen kisebb csoportokba rendezédve fordultak elS; a 30 hetes allatokban nagyobbak és
alakjukat tekintve Osszetettebbek voltak, mint a 8 hetes csoportban (7.1.4.abra, B panel). A
dendirttiiskék s(rlisége a 30 hetes dllatokban szignifikdinsan meghaladta a 8 hetes életkorban
becsultet (5544 vs.51+2 tiske/50 um dendritszegmens, 30 hetes vs. 8 hetes) (7.1.4. abra, C panel).

A dendrittliskéken a serkenté szinapszisok poszt-szinaptikus elemei talalhaték. A dendrittiiskék
tanulmdnyozasat indokolta, hogy kialakuldsuk vagy visszahuzdédasuk az agy érésével és
dregedésével dinamikusan valtozik,®% az SD terjedésében meghatdrozd szerepet toltenek be,’*
valamint ismert, hogy az SD-k spontan ismétlédése a dendrittiiskék akut sériiléséhez vezet.3! A
két vizsgalt korcsoport kozotti kilonbség bizonyitotta, hogy a patkdny agykéreg szovettani
szervez6dése a 8-30 hetes életkortartomdnyban mérheté valtozdson megy keresztiil. Az
eredmények alapjan elképzelhet6, hogy a felnGttkor els6 szakaszaban az SD kivalthatdsdga az
életkor el6rehaladtdval az agykéreg szovettani és biokémiai érésével, és az idegsejtek kozotti
kapcsolatok megszilarduldsaval 6sszefiigg.

A B 8hetes 30hetes Cc ] 8 hetes
I 30 hetes
65
()] *
oL
» N 60 1
24
<3 O
»n £ 55 |
o g
Az analizishez § = 55
<— kivalasztott £ D
szakaszok 5 B
ST 45
0

rEml .

Kisérleti csoportok

7.1.4. abra. A dendrittiske-slrliség a piramissejtek proximalis apikalis denritjének masod- és
harmadrend( 4gain, az agykéreg 3-as rétegében. A: A vizsgalt dendritszakaszokat egy kérgi piramissejt
sematikus rajzan jeloltiik meg. B: Egy 8 hetes és egy 30 hetes allatbdl szarmazd, reprezentativ, 50 um
hosszu dendritszakasz képrekonstrukcioja. A felvételeket az eredeti z-stack képekbdl a kontraszt és a
fényer6 optimalizdsala (azaz a nem specifikus hattérzaj minimalizalasa) utan nyertik. C: Dendrittiiske-
slrlség a két vizsgalt korcsoportban. Az adatokat atlagtstdev formaban adbrazoltuk. A statisztikai
értékelést egyszempontos ANOVA-val végeztik (n=5/csoport; F=6,263; p<0,05*).

A terjedd depolarizdcidhoz csatolt vérdatdramldsi valtozds

Az SD-hez kapcsolddd CBF valtozas értékeléséhez kilon analizaltuk az SD1-et, az alapszakasz
alatt kivaltott rSD-ket, és sz iszkémia sordn kivaltott iSD-ket (7.1.5.4bra, A panel). Korabbi
megfigyeléseinkkel Osszhangban (4.1.2. és 4.2.1. fejezet) az rSD-k alacsonyabb CBF értékrdl
indultak, mint az SD1 (pl. 90+30 vs. 102+12 %, rSD vs. SD1 a 7-10 hetes csoportban Az iSD-hez
tarsuld CBF valtozas ennél joval alacsonyabb alaparamldsrél indult (39£15 és 38111 %, 7-10 hetes
és 12-16 hetes); az alap kilondsen alacsony volt a 30 hetes csoportban (23114 %). Az rSD-hez
csatolt hiperémia cslcsa 160-170 % koriil mozgott (163145, 160+61 és 170469 %, 7-10 hetes,
12-16 hetes és 30 hetes), kb. 20-30 %-al magasabban, mint az SD1-el jaré hiperémia maximalis
amplituddja (129423, 131+17 és 149+24%, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes). Az iSD-t kovetd
CBF valaszreakcié a maximalis kitérésnél jelentGsen alacsonyabb értéket vett fel (59+23 és

-109 -



dc_1649 19

61118 %, 7-10 hetes és 12-16 hetes), kiilonos tekintettel a 30 hetes csoportra (39122 %). Bar a
30 hetes allatok elmaradasa a fiatalabb csoportoktdl szemmel lathaté volt (pl. iSD-k esetén a
hiperémia csulcsa a 30 hetes allatokban a fiatalabb csoportok iSD-t megel6z6 alaparamldsat sem
érte el) (7.1.5.abra, Bpanel), a kilonbség mégsem bizonyult statisztikai szempontbol
szignifikdnsnak. Az SD-k id6tartama az SD1-nél bizonyult a legrévidebbnek (30112, 3317 és
39+23 s, 7-10 hetes, 12-16 hetes 30 hetes), novekedett 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 soran
(154461, 137468 és 150+52 s, 7-10 hetes, 12-16 hetes és 30 hetes) (5.1.5.4abra, Cpanel). A
hiperémia hosszat az életkor nem befolyasolta.

A hiperémia jellemzéit iszkémia soran, kontrolldlt kérilmények kozott (értsd: nem spontan
jelentkez6, hanem kivaltott SD-k) az 5.4. és a 6.1 fejezetben mar érintettiik. A fiatal feln6tt
korcsoportokra vonatkozé eredményeink, melyek szerint iszkémia sordn az SD-hez csatolt
hiperémia amplituddja csokken, id6tartama elnyulik, el6z6 megfigyeléseinket és mas
munkacsoportok eredményeit'®® egyarant igazoljdk. A hiperémia késleltett lecsengésére a
kovetkez6 magyardazat szolgal. Az elnylld hiperémia hosszabb LFP depresszidval és az SD-t jelz6
hosszab DC kitéréssel esik egybe (7.3. fejezet).®® A nyugalmi membranpotencial helyredllitasdban
az SD utdn meghatdrozd szerepet jatszik a K'/Na* pumpa. Addig, mig a nyuglami
membranpotencidl nem rendezédik, a pumpa folyamatosan fennallé ATP igénye hozzajarul a
hiperémia fenntartasdhoz. Ezek alapjan a hiperémia hosszat az SD id6tartama szabja meg.%®

A vizsgalt korcsoportokban (7-30 hét) nem azonositottuk az életkor hatdsat az SD-hez
kapcsoldédd CBF valtozdsokra. Igaz ugyan, hogy az idegszovet az életkor elGrehaladtaval kevésbé
hajlamos az SD-re, az azt kovet6 CBF valtozas fiatal feln6tt korban megtartott marad.

A B 220{F=51.510** F=11.379** F=7.845** C ?EDl

*% l Il SD
SD1 rSDs iSDs 80| | i -
............................. 7y F:57201**

: o 2
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elétt - 1 g 8 % F=20.976**
rsD = N O G
elstt Amplitado 60 by . o
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el6tt 20 ® ‘5—— b
7-10 12-16 30 &
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7.1.5. dbra. A terjedd depolarizidcidhoz (spreading depolarization, SD) csatolt agyi vérataramlasi (cerebral
blood flow, CBF) valasz értékelése. A: Az els6 SD (SD1), az alapszakasz alatt kivaltott SD-k (rSD), és az
iszkémia soran provokalt SD-k (iSD) amplitudojat, fél amplitidonal mért id6tartamat (AT), és az SD-t
megel6z8 alaparamlast értékeltiik. B: A hiperémia cstcsértéke (oszlopok csucsa), és az SD-t megel6z6
aramlasérték (oszlopok alapja). C: A hiperémia fél amplitidénal mért id6tartama. Az adatokat
atlagtstdev formaban abrazoltuk. A statisztikai elemzéshez minden egyes életkorcsoportra
egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk (p<0,01**). Az SD-k tipusai kozotti kiilénbség értékelésére Fisher-
féle post hoc tesztet alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01** vs. SD1; p<0,01%* vs. rSD).

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tavlatai

A patkdnyban itt tanulmanyozott 7-30 hetes életkor az emberben a serdiilg, fiatal feln6tt-, és
kézépkornak feleltetheté meg.3*® Eredményeink egyediek, hiszen azok a kutatdsok, amelyek az
agyi iszkémias sériilések patomechanizmusat, annak életkori sajatossagait tanulmanyozzak,
elsGsorban az élet nagyon korai szakaszara (pl. neonatalis aszfixia), vagy az idGs korra (pl. iszkémias
stroke) koncentrdlnak. A bemutatott eredményeink felhivjdk a figyelmet olyan idegélettani
valtozasokra, melyek a felnGttkor kezdetén jatszédnak le az agyban, és megfelelnek azoknak a
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véleményeknek, melyek szerint az agy érése, az idegsejthdlézatok strukturdlis és biokémiai
szervez8dése még fiatal feln6tt korban is zajlik.3#®

Eredményeink olyan szempontbdl is jelent6sek, hogy a TBI, melyben az SD-k kérélettani
szerepe mara vitathatatlan,'6>176250385 gserdijl§ és fiatal felnStt korban fordul el nagy
gyakorisaggal.3*1%2 Azonban a fiatal betegek kildtdsai a sikeres felépiilésre jobbak, mint az
idGseké.’® Eredményeink ezekkel az adatokkal ellentmonddsosak lennének, ha minden SD
egyforma szovetkarosité hatassal birna. Azonban ismert, hogy az SD akkor hordozza magaban a
legnagyobb veszélyt, ha terjed8 iszkémidval jar,*® illetve abban az esetben, ha autoregulacids
zavarral tarsul.}’® Az is megalapozott vélemény, hogy a masodlagos sériilések mértéke a visszatérd
SD-k ndvekvé kumulativ id6tartamaval fligg 6ssze.8>'% Azonban ez az idStartam fiiggetlen lehet
az SD-k szdmdatdl, hiszen a visszatérés az egyes SD-kbél, kiilonodsen az id6s agyban, jelentésen
késhet. Eredményeink szerint fiatal korban az SD kivaltasanak alacsony kiliszébe kedvez az
ismétl6d6 SD-k kialakuldsanak. Tovabbi kutatdsok és klinikai vizsgalatok targyat képezi, hogy ez a
|ézidk novekedésének szempontjabdl mennyire tekintendd sulyozott faktornak.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:

Hertelendy P, Menyhdrt A, Makra P, Siile Z, Kiss T, Téth G, Ivdnkovits-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 terjed6 depolarizacio az id6sdd6, krénikusan hipoperfundalt agyban

Hdttér és célkitiizés

Az iszkémids agysérilések pathomechnizmusait tanulmdanyozé kisérletes kutatasok zomében
fiatal felnStt ragcsaldokra hagyatkoznak, ami az eredmények transzldlhatdsagat jelentGsen
megneheziti,>°! hiszen az iszkémids agysériilések elsésorban az idéseket érintik. Az iszkémids
stroke el6fordulasi gyakorisdga példdul 50 éves kor felett minden egyes évtizedben
megdupldzddik, kimenetele pedig az agy 6regedésével sulyosbodik.?>°12> Lényeges tehat id8s6d6
ragcsalékban is megallapitani, hogy az SD, mint az iszkémias infarktus kiterjedésének
novekedésében szerepet jatszd tényez6, milyen életkori jellegzetességekkel bir.

Az életkori tényez6k hatasat kozépkorud (10 hdnapos) patkdnyokban vizsgdltunk tovabb. Az
Oregedéssel jaro idegrendszeri tiineteiket kréonikus agyi hipoperfizidval is sulyosbitottuk. Az SD
kivalthatésagat ezekben a kisérletekben az azonos kivalté stimulusra adott SD gyakorisaggal, vagy
az egymast kdvet6 SD-k kozott eltelt idével jellemeztiik. Az SD-k elektrofizioldgiai jellemz6in tul a
CBF valtozasok elemzésére is kiemelt figyelmet forditottunk.

Mddszerek

A kisérleti csoportokat a 7.2.1. tablazat foglalja 6ssze. Roviden, az SD mintazatanak vizsgalatakor
kozépkoru, 10 hdnapos Wistar patkanyokon még 2 hénapos korban, kloral-hidrat (400 mg/kg, i.p.)
altatasban krénikus agyi hipoperfuziét indukdltunk permanens 2VO-val (5.3. fejezet) (n=8).
Kontrollként aloperaciot hajtottunk végre (n=8). Az életkor szerinti kontroll csoportot az SD-k
vizsgalatakor fiatal, 2 hdnapos, az operacié szempontjabdl naiv allatok alkottak (n=6).

-111 -



dc_1649 19

7.2.1. tablazat. A kisérleti beavatkozasok és csoportok attekintése.

Kronikus agyi hipoperfuzio létrehozasa SD-k regisztralasa
. Eletkor Eletkor
o) Testtomeg (g) ool Testtomeg (g)
Fiatal (n=6) N/A N/A N/A 2 315+17
Kozépkoru (n=8) Aloperalt 2 286+9 10 657+17**
i il 2V0 2 28045 10 585+19%* /4

Iszkémia (n=8)

A testtomeget atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizist egyszempontos ANOVA-val, és
Fisher-féle post hoc teszttel végeztiik (p<0,01** vs. Fiatal, és p<0,01# vs. K6zépkoru). Réviditések: 2VO:
kétoldali arteria carotis communis elzaras (two-vessel occlusion); SD: terjed6 depolarizacid (spreading
depolarization); N/A: nem alkalmazhatd, vagy nincs adat.

Az SD-k mintazatat felmérg kisérleti napon halotan altatasban (4.1.2. fejezet) a baloldali arteria
és vena femoralisba polietilén kanilt helyeztiink a MABP folyamatos monitorozdsara, és a
kisérletet befejez6, a szivet megallitd levegd embdlus beinjektdlasara. A jobb parietdlis
koponyacsonton két koponyaablakot alakitottunk ki az SD-k kivaltasara (caudalis) és az események
elektrofiziologiai és lézer-Doppleres elvezetésére (rostralis) (4.3.1. fejezet). Az SD-ket
folyamatosan ugy provokaltuk, hogy a caudalis koponyaablakban egy méretre vagott, 1 M KCl
oldattal atitatott szlirGpapirt helyeztlink a dura mentes agyfelszinre. A kétdras regisztracié soran
a szlrGpapirt 15 percenként frissitettik.

A rostralis koponyaablakbdl egy intrakortikalis Givegkapillaris elektréda segitségével LFP-t és DC
potencial jelet vezettiink el a nyak bére ala belltetett Ag/AgCl referencia-elektrédahoz képest, a
4.1.1. fejezetben megadott paraméterek szerint. A lokalis CBF valtozdsokat a 4.1.2. fejezetben
megadott mddszerek alkalmazasaval, |ézer-Doppleres aramlasméréssel rogzitettik.

Az SD eseményeket legmegbizhatdbban az LFP tranziens depresszidja és a szinkron jelentkezd
CBF valtozas egylttesen jelezte. A DC potencial negativ kitérése nem rajzolédott ki teljességében
minden egyes eseményre olyan esetben, amikor az SD-k nagy frekveniaval kovették egymast. Ezek
alapjan az SD el6forduldasanak gyakorisagat (SD események szama az egymast kdvet6 15 perces
id6ablakokban), és latenicdjat (az els6é SD megjelenése a KCl topikalis alkalmazasahoz képest, ill.
az els6 és masodik SD kozott eltelt id6) az LFP segitségével szamoltuk ki. Az els6 SD esetén
meghataroztuk az LFP depresszid id6tartamat is.

A kapott eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizishez SPSS
szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.). Az SD-k
frekvencidjanak értékeléséhez ismételt ANOVA-t, az Osszes tovabbi valtozd elemzéséhez
egyszempontos ANOVA-t és Fisher-féle post hoc tesztet alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01**). Az
adatsorok kozotti lehetséges osszefliggéseket kétoldali Pearson-féle korrelaciods teszttel vizsgdltuk
(p<0,05* és p<0,01**).

A terjedd depolarizdciok gyakorisdga

A két 6ra hosszan folyamatosan jelen [évé stimulus (KCI) mellett az SD-k ismétl6d6 mintazatban
jelentek meg. Az SD-k mindkét kdzépkoru csoportban kisebb gyakorisaggal alakultak ki, mint a
fiatalok esetén (7.2.1.4bra). Tizenotperces id&ablakokra lebontva, az SD-k szama az id6
el6rehaladtaval egyre nétt: az els6 15 percben a fiatal csoportban 611, az utolsé 15 percben 2111
SD-t regisztraltunk. A kdzépkoru és a kozépkoru+iszkémias csoportban az elsé 15 percben csak
2+1 és 110, az utolsé idGablakban pedig a fiatalndl joval kisebb szamu, 6+1 és 7+1 SD-t
azonositottunk a regisztrdtumokon (7.2.2.abra, Apanel). A két kozépkord csoportot
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Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a krénikus iszkémias allapot az ismételten jelentkezé SD-k
gyakorisagara nem volt tovabbi hatdssal.
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7.2.1. abra. Az életkor hatdsa a kisérletesen kivaltott, ismétl6d8, terjedé depolarizacid (spreading
depolarization, SD) gyakorisagara. A diagram az SD események id6beli eloszlasat szemlélteti a harom
kisérleti csoportra nézve. A fiigg6leges vonalak csoportonként minden allat minden egyes SD
eseményének megjelenését jeldlik az id6 fuggvényében.

Az SD-k eloszlasa a kétdéras kisérleti peridodus elsé felében a fiatal csoportban kozel
egyenletesnek mutatkozott, ugyanakkor a kdzépkoru allatok esetén ugyanezen a szakaszon egy
20-30 perces, eseménymentes idGszak rajzolddott ki (7.2.1. dbra). Az SD-k ritka el6forduldasanak
hatterében két okot azonositottunk: (i) Az elsé SD jelentGs késéssel alakult ki a stimulacié
megkezdéséhez képest a kdzépkoru+iszkémids csoport egyes allataiban (latencia: 20,0+11,1 vs.
2,620,04 vs. 2,2+0,7 min, kozépkoru+iszkémia vs. kozépkoru vs. fiatal), bar a nagy széras miatt a
kiilonbséget statisztikai szempontbdl nem tekinthettiik meghatarozénak. Ez a valtozd a szbvet
ingerelhet8sségét jellemzi. (ii) Az els6 és masodik SD kozott eltelt id6 azonban mindkét kbzépkoru
csoportban szamottevGen megnovekedett (33111 vs. 3914 vs. 11+3 min, kozépkoru+iszkémia vs.
kozépkoru vs. fiatal) (7.2.2. dbra, B panel). A két SD kozott eltelt id6 indikatora egyrészt annak, hogy
a szovet milyen mértékben hajlamos az SD kialakuldsara, mdsrészt azt mutatja meg, hogy az elsé
esemény utan milyen hatékonyan all helyre a kéreg ingerelhet6sége. Megfigyelésiink egybecseng
az SD id6s korra jellemz6, lassab terjedési sebességével, melyet 24 hdnapos patkdnyokban
hatdroztak meg,® és azt az agykéreg ingerelhetéségének gyengiilésével hoztak
dsszefliggésbe. 352373412 Eredményeink ellentmondani latszanak azzal a megfigyeléssel, mely
szerint id6s patkanybdl szarmazd agyszeleteken az anoxidval provokalt SD kisebb latenciaval
alakult ki, mint a fiatal allatokbdl nyert szeleteken,?®® de egyeznek azokkal az eredményekkel,
melyek szerint 10 hénapos (a sajat kisérleteinkkel egyez6 életkor) patkany agyszeleten az SD
kivaltdsahoz szignifikdansan magasabb K* koncentracié sziikséges, mint 8 hetes kontrollok
esetén.?®® Az itt bemutatott adataink teljes 8sszhangaban éllnak a 7.1. fejezet tanulsagaival, mely
szerint az SD elektromos kivalthatdsagi kiiszobe felnétt korban emelkedni kezd. Mindezek alapjan
elmondhatd, hogy az SD kialakuldsanak valészinlisége ugyanazon korilmények mellett az életkor
el6rehaladtaval csokken.

-113 -



dc_1649 19

— 1 Fiatal
& 3 e
A 257 .o Fiatal E ‘g 7721 Kozépkoru
—7— Kozépkort 5 ~ 60 | mm Kozépkoru+
20 { -+w- Kozépkori+iszkémia Q g% iszkémia
el N 50 |
@ 15 Ismételt varianciaanall'zis @ §'§ wx X
g F=28,130; p<0,001 Q » (/D) 40 |
ML i | g o x
<. 0 =3 a0
a <8
2 a9 © £ 20 |
o8
0 - <0 10
0
)
T T T T T T T T g 0
15 30 45 60 75 90 105 120 Kiséreti csoportok
Latencia a KCI indukcidhoz képest (min) ANOVA: F=5450; p<0,013"

7.2.2. abra. A terjed6 depolarizacié (spreading depolarization, SD) keletkezésének valdszinlisége az
életkor fuggvényében. A: Az SD-k Gsszesitett szdama 15 perces id6ablakokra bontva, folyamatos KCI
ingerlés mellett. B: A masodik SD esemény késése (i.e. a refrakter fazis hossza) az elsé SD eseményhez
képest. Az adatokat szérdststdev formaban abrazoltuk. Az eredményeket statisztikailag egyszempontos
ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt alkalamzasaval értékeltiik (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal).

A terjedd depolarizdciora jellemzé LFP depresszio életkori sajatossdgai

Az LFP oszcilldcidjanak beszlikiilése, azaz az agykérgi elektromos aktivitds atmeneti
lecsendesedése az idegsejtek depolarizdcidjaval, és a Na* csatornak ezt kovetd inaktivacidjaval
flgg 6ssze, melynek kbvetkeztében akcids potencial nem valthatd ki. Az LFP depresszid, mely tehat
az SD soran a szinaptikus aktivitas atmeneti szlinetelését jelzi, az els6 SD-vel a fiatal dllatokban
atlagban 2 percnél hosszabb ideig allt fenn (13947 s), mig a kozépkoru csoportokban ez az
id6tartam a felére csokkent (6318 és 59114 s, kozépkoru és kdzépkoru+iszkémia) (7.2.3. dbra). A
krénikus hipoperfuzié az LFP depresszié id6tartamat tovabba érdemben nem befolydsolta
(7.2.3. abra). Az eredmények azt sugalljak, hogy a kozépkoru csoportokban az SD utan a szinaptikus
aktivitds hamarabb tért vissza, mint a fiatalban. Ez egyrészt jelezheti azt, hogy az SD
hullamfrontjan egy adott id6pillanatban kevesebb sejt depolarizalddik, igy a hullamfront térben
,keskenyebb” lesz, ami meggyorsitja az idegsejtek aktivitdsanak visszatérését. Masrészt, ahogy
alabb targyalni fogjuk, az SD-hez csatolt CBF valaszreakcio életkortdl fliggd jellegzetességeivel is
magyarazhato.

Az agyi vératdramldsi vdltozdsok életkortdl fiiggd jellegzetességei

Az els6 SD-vel jaré CBF véltozast annak harom szakaszara nézve (kezdeti, rovid hipoperfuziot,
dominans hiperémia, és a hosszan elh(zédé oligémia; 2.2. fejezet) értékeltiik. A harom fazis
mindegyik kisérleti csoportban jél azonosithatd, de eltéré6 mértéki volt (7.2.4. dbra). A kezdeti
hipoperfuzid a fiatal allatokban szembetiinének, mig a kozépkoru csoportokban ehhez képest
jelentésen kisebb mértéklinek bizonyult (gorbe alatti tertlet: 3,6+1,7 wvs.3,5%1,6
vs. 13,04£2,2 %xmin; kozépkoru+iszkémia vs. kozépkoru vs. fiatal) (7.2.4. &bra, Cpanel). Mivel
kordbbi kutatdsok eredményei szerint a kezdeti hipoperflzié mértékét a hipotenzid sulyosbitja,36?
megvizsgaltuk, hogy korcsoportjaink kozott vérnyomas tekintetében van-e kiilonbég.
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Kisérleti csoportok

Aznos altatdsi paraméterek mellett a kdzépkoru allatok vérnyomdsa atlagban 10 Hgmme-rel
magasabb érték koril mozgott, mint a fiatal allatoké (MABP: 87+2 vs. 8612 vs. 77+3 Hgmm;
kozépkoru+iszkémia vs. kozépkoru vs. fiatal). Az eredmények alapjan indokoltnak tekintettik,
hogy Osszefliggést keressiink a kezdeti hipoperfuzid mértéke és a MABP kozott. A vizsgalat
igazolta, hogy alacsonyabb MABP mellett a kezdeti hipoperfuzié elmélyil (7.2.5. dbra, A panel).
Feltételezzlk tehdt, hogy a kozépkoru csoportokban a kezdeti hipoperfuzié mértéke a magasabb
vérnyomas flggvényében csokkent. Elképzelésiink szerint a fiatal allatokban az alacsonyabb
MABP mellett a (cerebro)vaszkularis simaizom ellazultabb allapotban van, hogy az alacsonyabb
perfuziés nyomast kompenzalja. Az ellazult simaizom az erek faldban pedig hatarozottab
vazokonstrikciét eredményez.

A korai hipoperfuzié mértéke az LFP depresszidval is szoros kapcsolatot mutatott. Az els6 SD-re
nézve, az elmélyilé kezdeti hipoperfuzid és az LFP depresszid hossza kozott erds, pozitiv
korrelaciét allapitottunk meg (7.2.5. abra, B panel). Eredményeink egybe csengenek korabban leirt
Osszefligésekkel, mely szerint a markansabb kezdeti hipoperfizié korreldl az SD-t jelz6 negativ DC
potencial kitérés hosszaval.'>*%? Feltételezziik, hogy a kezdeti hipoperfuzid az idegszdvetben a
metabolitok utanpdétlasanak atmeneti elégtelenségét okozza, ami késlelteti az idegi elektromos
aktivitds visszatérését.

A hiperémia mértéke az életkor el6rehaladtaval csokkent, amelyet a krénikus hipoperfuzié
tendencidzusan tovabb fokozott (gorbe alatti terllet: 8,9+2,1 vs. 18,1+4,9 vs. 32.8+£12.6 %xmin;
kozépkoru+iszkémia vs. kozépkora vs. fiatal; egyszempontos ANOVA: p<0,098) (7.2.4.4abra,
Cpanel). A hiperémia lassabb rata mellett érte el csicsértékét a kozépkoru csoportban, mint a
fiatalban, és a krénikus hipoperfuzié a hiperémia felfutasat tovabb lassitotta (4,1+0,4 vs. 5,7+0,5
vs. 7.120.5 %/s; kozépkoru+iszkémia vs. kbzépkoru vs. fiatal) (7.2.4. abra, D panel). A kronikus
iszkémia hiperémiat hatraltaté hatdsat igazolja, hogy az MCAQO utan 24 éraval kisérletesen
kivaltott SD-kkel a hiperémia amplitiddja és gorbe alatti terlilete kisebb volt azokban az
allatokban, amelyekben az infarktus a kérget is érintette.*?” A hiperémia mértékének a kézépkoru
csoportban tapasztalt elmaradasa a fiataltél hasonld azokhoz az eredményekhez, melyek az agyi
érvalaszok, koztlik els6sorban a neurovaszkuldaris csatolas hatékonysaganak romlasat az életkor
elérehaladtival hozzak kapcsolatba.?7938:3% Az dregedéssel gyengiild agyi érvélaszok hatterében
egyrészt a neurovaszkularis csatoldsban kozponti szerepet betolté asztrocitdk funkcio-
médosuldsa, mésrészt az endotélium szabadgydkok altal okozott sériilése allhat.>™
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Kisérleti csoportok

7.2.4. abra. Az agyi vérataramlas (cerebral blood flow, CBF) lokalis valtozasa az els6 terjedé
depolareizaciéval (spreading depolarization, SD). A: Az els6 SD-hez csatolt CBF valtozast az egyes
csoportokban kapott regisztratumok atlagaként fejeztiik ki (az elemszamokat a vonaldiagramok mellett
tiintettuk fel). B: A CBF valtozas harom, egymast kovet6 fazisanak mértékét a gorbe alatti tertlettel (area
under the cruve, AUC) jellemeztiik egy 5 perces szakaszon, melynek elsé percét a hiperémias komponens
félamplitiddjahoz képest hataroztuk meg. C: A CBF valtozas harom fazisanak (i.e. kezdeti hipoperfuzio,
hiperémia és elhizédd oligémia) mértéke. D: A hiperémia kialakuldasanak félamplitidonal mért,
maximalis sebessége. Az adatokat atlagtstdev formaban abrazoltuk. Az eredményeket statisztikailag
egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt alkalamzasaval értékeltik (p<0,05* és p<0,01**,
vs. Fiatal; p<0,05*, vs. K6zépkoru).

Végiil a CBF valtozds harmadik fazisa, az elhizddo oligémia is kisebb mértéklinek adodott a
kozépkori csoportokban (gérbe alatti terilet: 50,8%7,7 vs.35,6%8,9 vs. 80,8+15,6 %/s;
kozépkoru+iszkémia vs. kdzépkoru vs. fiatal) (7.2.4. dbra, C panel). Jelenlegi ismereteink szerint az
SD a cerebrovaszkularis simaizomsejtekben serkenti a vazokonstriktiv hatdssal biré 20-HETE
szintézisét, mely hozzajarul SD-vel jaré CBF véltozas oligémias komponensének kialakuldsdhoz.'**
Az id6s6d6 agyi érhaldzatban azonban a 20-HETE szignalizacié megvaltozik; a fiatal, hipertenziv

« sz

agybdl szirmazé MCA azonban nem 3%

Osszefoglalva, a fiatalhoz képest a kdzépkoru csoportokban az SD-hez csatolt CBF valtozas
mind a harom fazisa kisebbnek bizonyult, és a kozépkoru allatokban a hiperémiat a kronikus agyi
hipoperfuzié tovabb csokkentette. Az agyi érreakcidk hatékonysaga — legyenek azok konstriktiv
vagy dilatator természetliek —az életkor elGrehaladtaval mérséklédott. Mivel a 7.1. fejezetben
bemutatott életkortartomanyban a CBF valtozdsok még nem mutattak értékelhetd kilonségeket,
megallapithatd, hogy patkanyban 10 hdnapos korban figyelhet6k meg elGsz0r az agyi érreaktivitas
gyengiilésének jelei.
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7.2.5. abra. Korrelacié az elsé terjed6 depolarizacidhoz (spreading depolarization, SD) csatolt kezdeti
hipoperfuzié mértéke és az artérias kozépnyomas (a felvételek els6 15 percén vett atlag) (A), valamint a
helyi mez6potencial (local field potential, LFP) depresszidjanak id6tartama kozott (B). Az 6sszefliggéseket
kétoldali Pearson-féle korrelacios teszttel értékeltik (p<0,05* és p<0,01**).

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tavlatai

Els6ként hivtuk fel a figyelmet arra, hogy az agy oregedése soran folyamatosan fennallé
stimulus esetén az agykéregben egyre ritkabban ismétl6désének az SD-k. A valtozas oka vagy az
idegszovet ingerelhet6ségének gyengllése, vagy az egyes SD-k utdni regeneracié idejének
megnyuldsa. A munkdnkat megel6z6 nézet szerint az SD kivalthatdsaga az életkor elérehaladtaval
fokozddik, mert az intersticidlis tér besz(ikiil.**! Ez a vélemény azonban olyan kisérletek alapjan
fogalmazddott meg, amelyeket juvenilis ragcsaldkon végeztek;%>2*¢ idgs éllatokra vonatkozd
adatok viszont nem alltak rendelkezésre. Munkdnk tehat hianypétld, és uj ismeretekkel bdvitette
az SD-re vonatkozé szakirodalmat.

Az iszkémids agysériilések, koztilik els6ként a stroke el6fordulasi gyakorisdga 50 éves kor felett
minden egyes évtizedben megduplazddik, kimenetele pedig az agy Oregedésével
stlyosbodik.'>*12% Az iszkémids agysériilések pathomechnizmusait tanulmanyozd kisérletes
kutatasokat korabban zomében fiatal feln6tt ragcsalokon végezték, ami neheziti az eredmények
transzldlhatdsagat.®%°! Az agy 6regedésére koncentrald kutatdsaink — kilonds tekintettel az
iszkémia és az SD jelenségére — tehat fontos kérdéskort vizsgalnak, és |ényeges, Uj eredményekkel
jarulhatnak hozza agysériilések hatterében allé6 pathomechanizmusok megértéséhez.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemény:
Farkas E, Obrenovitch TP, Institdris A, 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 terjed6 depolarizacio az id8s, akut iszkémianak kitett agyban

Hattér és célkitlizés

Az életkor hatdsaval foglalkozé tanulmanyainkat folytatva -az iszkémia és az 6regedés tovabbi
Osszefliggéseit mutatjuk be. Ezeket a kisérleteket az emberi 6regkornak megfeleltethetd, kétéves
patkanyokon végeztiik, és eredményeinket fiatalokkal (1,5-2 honapos) vagy kodzépkoruakkal
(9 hénapos) vetettiik 6ssze. Az alkalmazott globalis és fokalis el6agyi iszkémia modellekben kdzos,
hogy mindkét esetben az iszkémias penumbrara jellemz6 allapotot idéztiink eld, hiszen a CBF a
kisérletes érelzarast kovet6en, a monitorozott kérgi teriileten, a penumbraban 3altaldnosan
uralkodé 20-40 % koériil mozgott.1%*° Az SD terjedésének tanulmanyozésa az iszkémias penumbran
transzlaciés szempontbdl jol megalapozott, hiszen az SD iszkémias sériilések sordn a penumbra
régiot veszélyezteti leginkabb.¢*

7.3.1. Globalis el6agyi iszkémia

Mddszerek

Kisérleteink sordn az 5.3. és 5.4. fejezetben leirtak szerint Sprague Dawley vagy Wistar
patkanyok két korcsoportjaban (2 honapos és 2 éves, n=26), izofluran vagy halotan altatasban,
2V0-val 40 percig tarté globalis el6agyi iszkémiat idéztiink el6 (fiatal: n=8, id&s: n=6). Kontrollként
almitott vagy naiv allatok szolgéltak (fiatal: n=6, idds: n=6). A jobb parietalis koponyacsonton két
kraniotdmiat hoztunk létre az SD-k kivaltasara (caudalis) és a jelenségek elektrofizioldgiai és
|ézer-Doppleres megfigyelésére (rostralis) (4.3.1. fejezet). Az SD-ket 10 perccel a 2VO létrehozasa
utan, a 7.2. fejezetben részletezett modszerrel, folyamatosan provokaltuk. Az idés allatokban az
1 M KCI az SD sikeres kivaltasahoz gyakran tul alacsony koncentracionak bizonyult, ezért vagy
3 M KCI oldatot haszndltunk, vagy ha igy sem sikerilt SD-t kivaltani, egy apré KCl kristalyt
helyeztiink a feltart, dura mentes agyfelszinre. A kisérleteket az allatok tulaltatasaval fejeztiik be.

A rostralis koponyaablakbdl egy intrakortikdlis livegkapillaris elektroda segitségével LFP-t
(ebbdl szliréssel valasztottunk le a DC potencial jelet) vezettiink el. Referenciaként a nyak bére ala
beultetett Ag/AgCl elektréda szolgdlt (a paramétereket a 4.1.1. fejezetben ismertettiik). A lokalis
CBF valtozdsokat a 4.1.2. fejezetben megadott mddszerek alkalmazdsdval, |ézer Doppleres
aramlasméréssel rogzitettiik.

Az eredményeket atlagtstdev formdaban adtuk meg. Az SD-t jel6l6 DC potencial-kitérés és a CBF
valtozas paramétereinek statisztikai analizisét SPSS szoftvertben (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.) egyszempontos ANOVA modellel, majd Fisher-féle post hoc
teszttel végeztik (p<0,05* és p<0,01**). A CBF valaszreakciok tipusainak eloszlasat a kisérleti
csoportok kozott nem-parametrikus Fisher-féle egzakt prébaval értékeltiik (p<0,001**).

Perfuzids vdltozdsok az iszkémids periddus sordn

A 2VO-t kovet6en a CBF meredeken esett: a fiatal iszkémids csoportban az alapdramlasnak
tekintett 100 %-rol 4119 %-ra, az id6s iszkémids csoportban 38118 %-os értékre csokkent. A
40 perces iszkémids periddus végén a fiatal allatokban a kérgi perflzio atlagban 4322 % kordl
allapodott meg. Ugyanakkor az idés csoportban alacsonyabb értéken, 18+14 %-on stabilizalédott,
ami szignifikdnsan elmaradt a fiatal allatokban mérthez képest (p<0,024*), és az idés csoportban
a 2VO utan kozvetlenil mért perfuzids értékhez képest is tovabb csdkkent (p<0,028*).

Az iszkémiat okozd hirtelen dramldsesés lassu, részleges kompenzacidja kollateralisokon
keresztiil valdsulhat meg.2*® Az idés allatokban az dramldsesés kompenzacidja nem kévetkezett
be, s6t, a kérgi perfuzié tovabb, 20 % ald csokkent. Ismert, hogy a 20 % alatti perfizids
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tartomanyban az idegszdvet elektromos aktivitdsa nem tarthatdé fenn.®° Ez a megfigyelés
kisérleteinkben is igazoldédott: idds allatokban az alacsony dramlassal szinkron tartds LFP
depressziot tapasztaltunk. Bar az id6s allatokban az érhalézat életkorral 6sszefligg6 megritkuldsa
indokolhatnd az alacsony kompenzacidés kapacitast,’®® a CBF valtozasokra vonatkozd
eredményeink tiikrében a kép 0sszetettebbnek tlinik. Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni,
hogy a huzamosan fenndllé perfuzidcsokkenésben SD-hez tarsuld terjedd iszkémia is szerepet
jatszik.

A terjedd depolarizdcié mintdzatdnak vdltozdsa iszkémia és 6regedés hatdsdra

A folyamatosan fennalld KCl-os ingerlés hatasara —a 7.2. fezetben ismertetettekhez hasonldan
(7.2.1. abra) — az SD-k rendszertenelniil ismétl6d6 mintazatban alakultak ki. Mig a fiatal allatok
esetén az 1 M KCl koncentracié mindig elegendének bizonyult az SD-k kivaltasahoz, addig az id6s
csoportokban jellemzéen 3 M KCl oldattal vagy egy apré KCl kristdllyal sikeriilt csak SD-t
provokalni. Az SD kivalthatdsagi kiiszobének az életkor elérehaladtaval 6sszefliggé emelkedését
(Isd. 7.1. és 7.2. fejezet) igy idGs, kétéves allatokban is igazoltuk.

Az SD-ket jellemz6en a DC potencial tranziens, negativ kitérése jelezte (7.3.1. bra, A panel) egy
id8s, iszkémidnak kitett allat kivételével, amelyben az KCl-es ingerlés rogton az els6 eseménynél
terminalis depolarizaciot idézett el6 (i.e. a DC potencidl nem tért vissza az alapra, és az LFP is
izoelektromos maradt a kisérlet befejeztéig). A fiatal és idGs iszkémids csoportban a KCl-es ingerlés
kezdetétdl az iszkémia végéig eltelt 30 perces idGintervallumban 2-3 SD-t, a kontroll csoportokban
ugyanezen id6 alatt 4-5 eseményt figyeltiink meg. Az SD-k el6fordulasanak ritkuldasa egybecseng
azzal a 7.1. fejezetben bemutatott eredménnyel, hogy az iszkémia az SD-k elektromos
kivalthatésagi kiiszobét emeli (7.1.3. dbra).

Az els6 SD értékelése szerint, az iszkémia alatt kivaltott SD utan a nyugalmi LFP a kontrollhoz
képest késve rendez6dott (SD idGtartama: 66,2+22,8 vs. 21,4+4,1 s, fiatal iszkémia vs. fiatal). Az
id&s kor az SD-t kovets visszatérést tovabb késleltette (95,8146,2 s; id6s iszkémia) (7.3.1. dbra,
B panel). Ezzel 6sszhangban, a depolarizacio és a repolarizacio kisebb meredekségével alakult ki
(depolarizacié: 14,5+11,4 vs. 4,4%2,9 mV/s, fiatal iszkémia vs. fiatal; repolarizacié: 0,7+0,5
vs. 2,620,7 mV/s, fiatal iszkémia vs. fiatal) (7.1.3. 4bra, C-D panel). Az id&s kor onmagaban is
mérsékelte a depolarizacids ratat (1,9£0,9 vs. 2,6+0,7 mV/s, id4s vs. fiatal) (7.1.3. dbra, C panel). Az
eredmények megfelelnek annak megfigyelésnek, hogy fokalis iszkémidaban az iszkémids goc
irdnyabdl az érintetlen széveti zéna felé haladd SD-k egyre gyorsabb lefutdsiak.270344

Az SD-k megnyulasa inkdbb a lassabb lefutasu depolarizdcidnak és a lassabb repolarizacidnak,
mint a depolarizacid elnyuld platéjanak tudhaté be. A depolarizacid sordn Na* aramlik az
idegsejtekbe, amellyel egyidejlileg nagymérték(i K* kidramlas tdrténik.1*®3%1 |szkémids
agyszovetben az intra- és extracellularis tér kozott fennalld ionkoncentracid-gradiens ugyan még
mindig szamottevd, de a fiziolégidsnal alacsonyabb (i.e. [Na*]e 140 mM-rél 80 mM-ra csékken,
[K*]le 2-4 mM-rél 10-12 mM-ra emelkedik; az intracellularis koncentraciok ellenkez6 irdnyu
véltozdsaival egyidSben). 111317351 A K* kidramlds és a Na* bedramlds hajtdereje tehat gyengiilhet,
ami a depolarizacié lassuldasaban tiikr6z6dhet. A repolarizacié oldalarél nézve a folyamatot, a
nyugalmi membranpotencidl helyredllitisahoz nélkilozhetetlen az ATP-t felhaszndlé Na*/K*
pumpa zavartalan miikédése. Iszkémia esetén az oxidativ szubsztratok utanpdtlasa gatolt, az ATP
mennyisége csokken, a Na*/K* pumpa aktivitasa elégtelenné valik, a repolarizicié pedig késve
valdsulhat meg.%6151.244

Az id6skor tovabb novelte az iszkémia soran kivaltott SD-k hosszat, illetve egy allat esetében
repolarizaciot egyaltalan nem tapasztaltunk. Ismert, hogy a repolarizaciéd az SD-t kéveté CBF
valtozas mintazatanak fliggvénye. Ha az SD-hez terjedé iszkémia tarsul, a repolarizacio el6feltétele
annak mérséklédése.’® Kisérleteinkben az id8s csoportban gyakran tapasztaltunk terjedd
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iszkémiat (lasd aldbb), ami magyarazatot adhat az id6skorban jellemz6 elhizédé SD-kre. Tekintve,
hogy a hosszabb idej(i SD-k el&segitik a masodlagos sériilések progresszidjat,319270 e|képzelhetd,
hogy az SD szamottev8en hozzajarul az iszkémids sériilések életkorral kapcsolatos
stlyosbodédsahoz. 12235236299

Végiil az SD-t kévets hiperpolarizacié amplitidéjat az iszkémia, és kilonosképpen az id6s kor
csokkentette (2,9+2,9 vs. 5,1+1,2 mV, id6s vs. fiatal) (7.3.1. abra, F panel). A hiperpolarizacié
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7.3.1. abra. Az iszkémia és az Oregedés hatdsa a sorozatban kivaltott elsé terjedd depolarizaciot
(spreading depolarization, SD) jelz6 DC potencidl kitérésre. A: Az SD-t jel6l6 DC kitérés atlaga (tstdev ) az
egyes csoportokra nézve. Az elemszamokat a vonaldiagramok mellett tlintettiik fel. B: Az SD fél
amplitidéndl mért idGtartama. C: A depolarizacié maximalis sebessége (a depolarizacié meredeksége).
D: A repolarizaci6 maximalis sebessége (a repolarizdci6 meredeksége). E: A depolarizacié relativ
amplitaddja. F: A repolarizacid relativ amplituddja. Az oszlopdiagramokon az adatokat atlagtstdev
formaban abrazoltuk. Az eredményeket statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle post hoc
teszt alkalamzasaval értékeltiik (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05* és p<0,01*, vs. 1d8s; p<0,05*,
vs. Fiatal iszkémia).

Az id8s agyban nagy valdsziniiséggel alakul ki terjedd iszkémia

Elemeztlik az SD hatdsara kialakulé CBF valtozasokat, amelyeket lefutasuk mintazata szerint
hat jellegzetes alcsoportba soroltunk (T1-T6) (7.3.2.&bra, A panel). A fiziologidsnak tekintett
valaszreakcidbdl (T1-T2) indultunk ki, majd a CBF valtozasokat a korai hipoperfuzié névekvd
mértéke szerint rendeztlik sorba (T3-T5). Az utolsd csoportot a terjedd iszkémia képezte (T6)
(7.3.2. abra, A panel). Néhany SD-t nem kisért értékelhetd dramlasi valtozas. Csoportositasunk
alapjat azok a kozlemények képezték, amelyek szerint az dramldsi vélasz els6 komponense, a
kezdeti hipoperfuzié az iszkémiara jellemzd csokkend perfuziés nyomadssal ardnyosan valik egyre
meghatdrozobba.'’® gy a kezdeti hipoperfuzid6 mértékét tekintettiik osztalyozasi
szempontnak,1%1’® melynek megfelel6en a kezdeti hipoperfuzidé hossza a T1-T6 sorrend szerint
novekedett (7.3.2. abra, B panel).
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A kovetkez6kben meghataroztuk, hogy az SD1-hez csatolt CBF valaszreakcid a négy kisérleti
csoportban milyen tipusok szerint oszlott meg. Mig a fiatal kontroll csoportban csak fizioldgias
aramlasi valaszok jelentkeztek (T1: n=4/6; T2: n=2/6), a fiatal iszkémias allatokban az SD1-hez
T3-T5 tipust CBF mintazatok tarsultak; kozulik a T4 bizonyult a leggyakoribbnak (n=5/8)
(7.3.2. dbra, C panel). Az id6s kontroll allatok esetén az aramlasi valtozdsok T1-T4 kozott oszlottak
meg, egy esemény kivételével, amikor az SD1-hez nem tarsult értékelhet6 CBF valtozas. A fiatalhoz
képest az id6s csoportban gyakrabban jelentkeztek kifejezettebb korai hipoperfuziéot mutatd
valasztipusok. Az id6s iszkémids allatokban T4 és T6 tipusu CBF vdltozasokat figyeltlink meg,
melyek kozott szembebtiGen gyakori volt a terjedd iszkémia (T6) (n=4/6) (7.3.2. bra, C panel). Az
iszkémids allapotban jelentkez6 CBF valaszreakcidk tipusai szinte teljes egyezést mutattak
iszkémids stroke-ot elszenvedett betegek agykérgébdl regisztralt dramlasi mintdzatokkal.**> A
kezdeti hipoperfuzié az iszkémia alatt elhuzédott (36,8+17,5 vs. 7,916,8 s; fiatal iszkémia vs.
fiatal), ami az id6s iszkémias csoportban a gyakori terjedd iszkémia hatasara révén tovabb
fokozddott (134441047 s) (7.3.2. abra, D panel).
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7.3.2. abra. A terjedd depolarizaciéval (spreading depolarization, SD) jaro agyi vérataramlasi (cerebral
blood flow, CBF) véltozasok jellemzéi. A: A megfigyelt aramlasi valtozasok minden egyes tipusat egy-egy
reprezentativ regisztratum szemlélteti. A CBF valtozasokat a fizioldgiasnak tekintettbél (T1-T2) kiindulva
a korai hipoperflzié névekvé mértéke szerint (T3-T5) a terjed6 iszkémiaval bezardlag (T6) osztalyoztuk.
B: Az SD-t kdvet6 CBF valtozas korai hipoperfuzids komponensének fél amplitidonal mért id6tartama az
egyes csoportokban. Az egyszempontos ANOVA-t kdvet6 Fisher-féle poszt hoc teszt a T6 vs. T1 kozotti
eltérést jelezte szignifikansnak (p<0,001**). C: Az SD1-el jaré CBF valtozasok 6sszegzett jellemzGi. Az
eredményeket statisztikai szempontbdl nem-parametrikus, Fisher-egzakt teszttel értékeltiik (p<0,001**).
D: A CBF valtozas elsd, korai hipoperfuziés komponensének fél amplitidonal mért id6tartama az egyes
kisérleti csoportok szerint. Az egyszempontos ANOVA-t kdvetd Fisher-féle poszt hoc teszt alapjan az idés
iszkémias csoport tért el az 6sszes tobbi csoporttdl meghatarozéd mértékben (p<0,001**).

A tranziens hiperémiat is magukban foglalé aramlasi valaszreakciok (i.e. T1-T5) szamszer(isitett
értékelése szerint az iszkémia soran a fiatal és az idés dllatokban is jelentésen csdkkent a
hiperémia amplitudéja (57£10,1 vs. 156+47,7 %, fiatal iszkémia vs. fiatal; 30+17,9 vs. 181+72,7 %,
id6s iszkémia vs. idGs) (7.3.3. abra). Ugyanakkor a hiperémia idGtartama iszkémia alatt az intakt
kéregben regisztralthoz képest jelentGsen elhlzdédott (237497 vs. 3712 s, fiatal iszkémia
vs. fiatal; 122475 vs. 46114, idGs iszkémia vs. id3s). Az iszkémia hatasaval kapcsolatos eredmények
teljes 6sszhangban allnak az 5.4. és 6.1. fejezetben bemutatottakkal (5.4.2. és 6.1.2. dbra).

Uj eredményeinket szerint (i) az idés agyban gyakrabban jelentkezik az SD kapcsdn kifejezett
korai hipoperfuzio; (ii) az idés hipoperfundalt agyban jelentésen emelkedik a terjed6 iszkémia
kockazata, és (iii) az arteria carotis communisok elzarasat kbvetSen az agykérgi perfuzio az idés
agyban fokozatosan csokken, a hatékony kompenzaciés mechanizmusok hianyat jelezve.
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Ahogy a 6.3. fejezetben bemutattuk, az SD-t kbvetG CBF valtozas korai hipoperflzids fazisat a
magas [K*]e emeli ki, mig a terjedd iszkémia hatterében a tartdsan magas [K*]e mellett az értagitéd
NO hidnya valdszin(sithet8.4 Iszkémia sordn az NO a szuperoxid anionnal peroxinitritet képez,
ami inkdbb citotoxikus mint értagité hatdsu.*'® A fizioldgids dregedés sordn az NO szdveti
koncentraciéja és az NO-tél flggdé vazodilatdcié csokken, feltehetéen a fokozott
szabadgydktermel6dés miatt.>*3** Mindezek névelik az SD sordn a terjedd iszkémia
kialakuldsdnak esélyét, amely fokozza a perfuzié elégtelenségét.

7.3.3. dbra. Az els6 terjed6
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7.3.2. Fokalis el6agyi iszkémia

Mddszerek

A beavatkozasokat felngtt, him Wistar patkanyok harom korcsoportjaban (6 hetes, fiatal, n=7;
9 hénapos, kdzépkoru, n=6; és 2 éves, id6s, n=7) halotan altatasban végeztiik (4.1.2. fejezet). Az
artérias kozépnyomast (mean arterial blood pressure, MABP) a farokartéridba vezetett polietilén
kanilon keresztll (PE50) folyamatosan kovettik. Fokalis, tranziens iszkémiat kétoldali arteria
carotis communis okkltziéval (2VO) (5.3. fejezet) és a jobboldali arteria cerebri media disztalis
szakaszdnak egylittes elzardsdval hoztunk létre (distal middle cerebral artery occlusion, dMCAQ)
(5.1. fejezet). A dMCAO-t egy mikroklipp felhejezésével valdsitottuk meg, hogy a Kklipp
eltdvolitadsival kés6bb reperfuzidt hozhassunk 1étre.%® Az ipszilateralis parietdlis koponyacsonton
zart koponyaablakot alakitottunk ki, majd a feltart agykérget fesziltségfiiggd festékkel (RH-1838)
toltottik fel (4.1.2. fejezet). A koponyaablakban multi-modalis képalkotassal kovettiik a
mez6potencidl és az agyi vérataramlas valtozasait (4.2. fejezet).

Tizperces alapszakasz felvétele utdn az iszkémiat 30 percig tartottuk fenn, majd az artéridk
elzarasat megsziintettik, és a monitorozott valtozdkat tovabbi 1 6ran at regisztraltuk. A kisérletek
végén a szivet a farokartérias kan(ilon keresztll 5 ml levegé embdlus beinjektalasaval allitottuk
meg, majd a regisztraciét tovdbbi 10 perc utan fejeztiik be. Az RH-1838 és LASCA képsorokon
tetsz6legesen kivalasztott ROI-k segitségével egypontanalizist, majd teljes kép analizist végeztink
(5.2. fejezet).
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A nem-parametrikus adatokat (az SD-k szamat) median és kvartilisekként kifejezve, a teljes kép
analizis eredményeit atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai analizist SPSS szoftvertben
(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp., U.S.A.) végeztiik. A nem-parametrikus
adatsorokra rangokon végzett ANOVA-t és Student-Newman-Keuls vagy Kruskal-Wallace prébat,
a parametrikus adatokra egyszempontos ANOVA modellt, majd Fisher-féle post hoc tesztet
alkalmaztunk (p<0,05* és p<0,01**).

Perfuzids vdltozdsok az iszkémids periddus sordn

A 7.3.1. fejezetben egypont analizissel leirtuk, hogy globalis el6agyi iszkémia sordn az idGs
agyban az érelzarast kbvet6 40 perc alatt a kérgi CBF fokozatosan csékken, mig a fiatal allatokban
szinten marad. Az elvégzett teljes kép analizis szerint a fokdlis iszkémia modellben a fiatal
allatokban a perfuzié csokkenése megkozelitbleg egységesen érintette a feltart agykérget; az
iszkémia kivaltasa utan révid id6vel a legtobb pixel értéke a 20-60 % kdzotti CBF tartomanyba esett
(a latotér 76,9+3,9 %-a) (7.3.4. dbra). A kozépkoru, és kilénbsen az id6s csoportban azonban a
20-60 % kozotti perfuzids tartomany részesedése kisebb felszint érintett (56,0+6,7 és 53,6+7,9 %;
kozépkoru és ild6s) a 20 % alatti és a 60 % feletti CBF tartomany javara, tehat az id6sebb
korcsoportokban a perfuzidocsokkenés a [atotérben kevésbé volt egységes és egyenletes
(7.3.4.dbra). A 30 perces iszkémias inzultus végére a kérgi keringés térbeli mintazata
atrendez6dott. Mig a fiatal és kozépkoru csoportokban a 20 % alatti aramldsi savba esé kérgi
felszin elhanyagolhatd ardnyura csdkkent (9,2+5,2-r61 0,7+0,4 %-ra és 13,648,0-rél 1,5+1,3 %-ra;
fiatal és kozépkoru), addig az idds allatokban a drasztikusan hipoperfundalt felszin a latotér felét
lefedve meghatarozé mértékben novekedett (14,4+8,6-rél 49,8+15,7 %-ra) (7.3.4. abra). A globdlis
el6agyi iszkémidban tett megallapitdsaink, melyek szerint az id6s allatokban az iszkémiat okozd
aramlasesés kompenzacidja valdszinlleg az SD-vel jard terjedd iszkémia miatt nem kovetkezik be
(7.3.1. fejezet), hatvanyozottan igazolédott a fokalis iszkémia modelliinkben is (az SD-hez csatolt
CBF valaszreakciok elemzését lasd aldbb).

A terjedd depolarizdciok mintdzata

A felvételeken 20 allatban Osszesen 62 SD eseményt azonositottunk; ezek kozil 55 SD az
iszkémia soran, 7 SD a reperfuzié alatt jelentkezett. Az SD-ket tranziens vagy termindlis tipusba
soroltuk. Fontos megallapitani, hogy ha a fesziiltségfliggd festékkel nyert felvételek teljes-kép
analizise sordn egy adott pixelen termindlis SD-t regisztraltunk, a kés6bbiekben azon a pixelen
tovdbbi SD nem jelentkezett. A 30 perces iszkémids periddus alatt az id6s csoportban
jelent6sebben kevesebb SD alakult ki, mint a fiatal és k6zépkoru csoportokban (7.3.5. abra).
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Kozvet-
lendl
iszkémia-

iszkémia- 'R}
indukcio
utan

0-20 9,2+5,2 0
20-60 76,943,9  68,0£8,4
>60 16,0%4,7 33,519,3

60%-
50-60%
40-50%
30-40%
20-30%
10-20%
0-10%

Kezdef {o]

13,6:8.0  1,5¢1,3  14,448,6 49,8+15,7#
56,0467 | 57.9:7.6 || 53,6t79" | 37.0+118
30,3+10,0 40,617,6 32,0412,2 13,3%9,5*

7.3.4. abra. Perfuzids savok relativ teriileti megoszlasa az iszkémids parietalis kérgen kialakitott Iatotéren
a harom korcsoportban (Fiatal, Kozépkord, |d6s). A perfuziés savtartomdanyokat az alap agyi
vérataramlashoz (cerebral blood flow, CBF) képest (100 %) relativ formdban adtuk meg, és a
reprezentativ |ézer-folt interferencia kontraszt analizissel kapott (laser speckle contrast analysis, LASCA)
aramlasi térképeken a szinezéssel kodoltuk. Az eredményeket két valaszott idGpontban, kozvetlenil az

iszkémia kivaltasa utan

és 30 perccel kés6bb szemléltetjik. A tablazatban kiemelt perfizids

savtartomanyokhoz (0-20, 20-60 és >60 %) tartozo teriileti lefedettség eredményeket atlagtstdev
formaban adtuk meg. Az adatokat statisztikailag ismételt ANOVA, majd Fisher-féle post hoc teszt
alkalamzasaval értékeltiik (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05* és p<0,001%, vs. Kezdeti).

Az id6s csoportban szamottevéen kevesebb az SD alakult ki. Az el6forduld események koziil a
terminldis SD-k els6sorban az id6s csoportban, mig a tranziens SD-k jellemz&en a fiatal és a
kozépkoru csoportban jelentkeztek (7.3.1.tablazat). Ezek alapjan elképzelhetS, hogy az idds
csoportban azért alakult ki kevesebb SD, mert azok zéme terminalis eseménynek bizonyult. Az SD
gyakorisagat az idGs csoportban tovabba az is csokkenthette, hogy az életkorral emelkedett a
kivalthatdsagi kiiszobb (7.1., 7.2. és 7.3.1. fejezet).

Az SDk gyakorisaga

(n/30 min)
o = N w » (9] [e)]

|

I I )
Fiatal Kézépkoru 1d8s

7.3.5. abra. A terjed6 depolarizacidk (spreading
depolarization, SD) szama allatonként, az iszkémia
alatt, a harom korcsoportra nézve (Fiatal, n=7;
Kozépkord, n=6; és IdGs, n=7). Az adatokat
atlagtkvartilis formaban adtuk meg. Az adatok
statisztikai ~ értékeléséhez =~ nem-parametrikus,
rangokon végzett ANOVA-t és Student-Newman-
Keuls post hoc probat hasznaltunk (p<0,05*).
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A kivalthatdsagi kiszob életkortdl fligg6 emelkedésének oka lehet az idegszovet
ingerelhet&ségének gyengiilése, mely a reaktiv oxigén gyckok fokozott termel6désével, ezaltal a
redox egyensulyra érzékeny K* csatorndk megvaltozott mikdédésével hozhatd dsszefiiggésbe.?*337
Az oxidativ stressz modositja az SD kialakitasaban részt vevé fesziltségfliggé K* csatorndk és BK
csatorndk oligomereinek felépiilését, kapuzdsit és permeabilitasat.3®” Hasonldképp, az SD
terjedésében szerepet jatsz6 NMDA receptorok is érzékenyek a szabadgyokok emelkedd
koncentracidjara.2>% Funkcidjuk sériilése az dregedés folyaman tetten érhetd a szinaptikus
ingeriiletatvitel hatékonysaganak gyengiilésében, és a kognitiv képességek romlasidban.?'? Végiil
az id6s agyban az NMDA receptorok NR2A és NR2B szabalyozé alegységei, amelyek az SD
lefolydsaban bizonyitottan szerepet jatszanak,>3%%” kisebb mértékben fejez6dnek ki mind RNS,
mind fehérje szinten.21%243:424

7.3.1. tablazat. A terjed6 depolarizacidk (spreading depolarization, SD) és a csatolt agyi vérataramlasi
(cerebral blood flow, CBF) vélasz tipusai a vizsgalt korcsoportok szerint.

Korcsoport SD tipusa

Tranziens Terminalis

CBF valasz tipusa
| n [ Méréke (%)| n | 0 |[Mertske (%) n | Mérteke (%)

21 34,5+13,8 5 - - 2 ik L)
Kézépkort 12 41,4171 4 1 17,2 1 -30,0
Idés 3 27,0+12,0 3 - N 7 -32,7+11,1

A CBF értékeket az iszkémia indukcidja elStt felvett alaphoz (100 %) viszonyitva adtuk meg. Az
eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg.

A teljes kép analizis moddszerével azt is meghataroztuk, hogy fesziltségfiiggd festék
fluoreszcencidjan alapuld képsorokon a l|athatd kérgi felszin mekkora hanyadat érintette
tranziens, illetve termindlis SD. Az analizishez minden csoportban kdzel azonos kérgi felszint (i.e.
a csontszélek, a visszahajtott dura mater és a pialis érhaldzat kitakarasa utdn visszamaradt terilet;
7.3.6. abra, A panel) vettiink figyelembe (2,9+1,5 vs. 2,2+0,6 vs. 2,620,6 mm?; id8s vs. kézépkoru
vs. fiatal). A tranziens SD-k a fiatal és kozépkoru csoportban egymashoz hasonlé, mig az id6s
csoportban jelentGsen kisebb kérgi terlletre terjedtek ra (34115 vs. 828 vs. 91+5 %; idGs
vs. kozépkoru vs. fiatal). Ennek megfelel6en a terminalis SD-k az Idés csoportban érintették a
legnagyobb felszint (62415 vs. 1712 vs. 1417 %; id6s vs. kozépkoru vs. fiatal) (7.3.6. dbra).

Az id8s csoportban tehat nagyobb eséllyel alakult ki terminalis SD, amit igazolt a terminalis
SD-ben részt vevé kérgi terilet kiterjedésének novekedése is. Az SD utani repolarizaciét a
neuronok és az asztrocitdk Na*/K* pumpdi segitik,”®%° melyek aktivitdsa az id&s agyban
csokken, 27446883204 Eredményeink 6sszhangban allnak azzal a megfigyeléssel is, mely szerint a
Na*/K* pumpa iszkémiat kovet6 hiperaktivitasa az idGs agyra kisebb mértékben jellemz8, mint a
fiatalra.*® Elképzelhetd, hogy a termindlis SD hangsulyozottabb eléforduldsa a Na*/K* pumpa
oregedéssel kapcsolatos funkcid-romlasanak kévetkezménye.
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A . o2 5 ~ B
Fiatal Kézépkoru Idés — Fiatal
; 3 Kozépkoru
. 6s

%

7.3.6. abra. A termindlis terjedé depolarizacid (spreading depolarization, SD) kiterjedése az RH-1838
képsorokon, a teljes kép analizis modszerével jellemezve. A: Reprezentativ depolarizacios térképek a
termindlis SD-k kiterjedésének szemléltetésére a hdrom vizsgalt korcsoportban. A fekete pixelek a
kitakart, analizisb&l kizart teriletet dbrazoljak (i.e. pidlis érhalézat). A zélddel szinkddolt pixelek részt
vettek a terminalis SD-ben, mig a fehéren hagyott pixelekre nem terjedt ra a termindlis SD. B: A terminalis
SD-ben részt vevd teriilet aranya a teljes hasznos kérgi teriilethez képest. Az eredményeket atlagtstdev
formdban fejeztik ki. Az adatok statisztikai értékeléséhez ANOVA-t és Student-Newman-Keuls post hoc
probat hasznaltunk (p<0,05%*).

A multimodalis képalkoté mddszer lehet6vé teszi, hogy megbizhatéan értékeljiik az SD-k
hulldmfrontjanak alakjat, a terjedés iranyat, és sebességét. A hulldmfront alakja szerint
megkilonboztettink (i) egyenes, szabalyos, a teljes latotéren athaladd, és (ii) szabdlytalan,
idénként osztott frontu, a latotér egy részére korlatozddéd SD-ket (7.3.7. abra). Az idGs allatokra a
szabalytalanul terjed6 SD mintazat volt jellemzd (az 6sszes esemény 70 %-a), mig a fiatalok esetén
gyakoribbak voltak a I3tétéren szabdlyosan datvonulé SD-k (az Osszes esemény 64 %-a). A
megfigyelt terjedési mintazatokat a 7.3.7. abra mutatja be. A fiatal és kozépkoru csoportokban az
SD-k zome frontolaterdlis iranybdl lépett be a latotérbe (80 vs. 89 %; kozépkoru vs. fiatal),
O0sszhangban a kordbban a multifokalis és a globdlis el6agyi iszkémia modelljeinkben
megfigyeltekkel (4.2., 5.2. és 5.3. fejezet). Néhany alkalommal a [atétérre esett az SD fokusza, és
a terjedés radialis irdnyt mutatott (20 vs. 7 %; kozépkoru vs. fiatal), vagy a |atotér medidlis szélétdl
lateralis irdnyba haladt (0vs. 4 %; kdzépkoru vs. fiatal). Az idGs dllatokban az SD terjedési
mintdzata sokkal valtozatosabbnak mutatkozott. Tobb esetben az eltéré iranybdl egyidejlileg
érkezd hulldmok a latotér kozepén egybeolvadtak, majd kioltédtak (14 %), vagy a latotér kozepe
felé haladé SD a kozponti zéndban ketté oszlott, és eltéré irdnyokba haladt tovabb (43 %)
(7.3.7.4bra). Az idGs agyban a fiatalra jellemezd, megkozelit6leg egységes, dominald,
frontolateralis fokalis zénatdl eltéréen az SD-k kiinduldsi pontja véletlenszerlen valtakozott. A
valtozatos mintazat az idds agyban jelezhette az iszkémia inhomogenitasat, illetve egyidejlileg
tobb iszkémids gdc kialakuldsat. Ezt valdszindsiti az a megfigyelés is, hogy az SD az iszkémias mag
régiot elkerdli, annak peremén halad el.?°

A terjedés sebességére az életkor nem volt hatassal (2,19+0,28 vs.2,65+0,16
vs. 2,8120,16 mm/s; idSs vs. kdzépkoru vs. fiatal). Erdemes megjegyezni, hogy a terjedési
sebesség becslése képsorok alapjan sokkal redlisabb, mint a két-pontos elektrofizioldgiai
elvezetéssel szamolt eredmények. Ha a két elvezetési pont kozotti tavolsag és id6 révén
szamolunk terjedési sebességet, és az SD a két pont koz6tt nem a legrovidebb utat teszi meg, a
valosnadl lassabb SD terjedsére kovetkeztetiink. A képalkoté mddszer ezzel szemben figyelembe
tudja venni a terjedés valtozo, aktualis irdnyat.
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frontolateralis > koézép 2 medialis > frontolaterdlis>  osztott > kdzép
dorzomedialis radialis lateralis kézép = radialis

I frontolateralis > dorzomedialis
1 kézép = radialis

[ medialis 2 lateralis

1 frontolateralis > kdzép 2 radialis
Fiatal Kézépkord Idés I osztott > kdzép

7.3.7. abra. A terjedd depolarizacié (spreading depolarization, SD) irdnya és mintazata (reprezentativ
abrazolasok), és a mintazattipusok el6fordulasi gyakorisaga (kordiagrammok) a harom kisérleti
korcsoportban. A felvételek zold megvilagitas mellett (540-550 nm) késziiltek. A felvételeken a fehér
vonalak sematikusan jeldlik a megkilonboztetett SD terjedési mintazatokat.

A vérdatdramldsi vdlaszok tipusai, életkori sajatossdgai

Az SD-hez csatolt CBF valtozad tipusait egypont-analizis révén értékeltiik (7.3.1. tablazat). A
fiatal csoportban leggyakrabban el6forduld tranziens SD-k (n=26) tobbnyire hiperémias CBF
valaszreakciot vontak maguk utdn (a hiperémia mértéke: 34,5+14 %, n=21), illetve elvétve
értékelhetd CBF valtozas nélkil terjedtek tova (n=5). A fiatal csoportban mind&ssze két terminalis
SD-t figyeltiink meg, melyekkel hipoperfuzio jart egyiitt (a hipoperfizié mértéke: -22,2+16 %). A
fiatal allatokhoz hasonldan a kézépkoru csoportban is a tranziens SD-k (n=17) és a hozzajuk tarsuld
hiperémias CBF valtozasok voltak a legjellemz6bbek (a hiperémia mértéke: 41,2117 %, n=12).
Négy esetben nem alakult ki CBF valtozas, egy esetben pedig hipoperfizidt figyeltiink meg
(mértéke: -17,2 %). A kozépkoru csoportban egy alkalommal jelentkezett terminalis SD, amelyhez
hipoperfuzio tarsult (mértéke: -30 %). Bar az id6s csoportban minddssze 13 SD-t figyeltiink meg,
ezek fele (n=7) terminalisnak bizonyult, melyet hipoperflzié, azaz terjedd iszkémia kisért
(mértéke: -32.7+11 %). Végll az id6s csoportban megfigyelt harom tranziens SD-t kovetéen nem
tapasztaltunk CBF valtozast, masik hdarom esetben mérsékelt hiperémia alakult ki (mértéke:
27,012 %).

Eredményeink a 7.3.1. fejezetben bemutatottakkal 6sszhangban azt bizonyitjdk, hogy az
iszkémidnak kitett Oregedd agyban jelentésen né az SD-hez tdarsuld terjedd iszkémia
el6fordulasanak esélye. A 6.3. és a 7.3.1. fejezetben megbeszéltek szerint a terjed6 iszkémia
kialakuldsdnak hatterében az allhat, hogy az agyi értdnus-szabalyozas hatékonysaga az 6regedés
soran romlik. Az idGs agyban az SD-vel a terjedé iszkémia kialakulasanak kedvezhet a fokozozzabb
oxidativ stressz, amely hattérbe szoritja a vazodilatator mechanizmusokat és csdkkenti a Na*/K*
pumpa aktivitdsat. Mindezek eredGjeként lassulhat az extracelluldris K* visszavétele, és teret
nyerhetnek a vazokonstriktiv mechanizmusok.

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tavlatai

Az Oregedés és az SD kolcsOnhatdsat célzé kutatdsaink egyediilalléak, igy meghatarozo és
kozponti jelentéségliek. Munkank soran bizonyitottuk, hogy bar az SD-k el6forduldsa az idds
agyban kevésbé valdszinl, a megjelen6 események mégis sulyosabb neurodegeneraciot
vonhatnak maguk utdn, melyet elektrofiziolégiai megkdzelitésben a repolarizacié késlekedése,
vagy teljes elmaradasa jelol. Az 6regedés az SD-hez tarsulé CBF valtozdsokat is kedvezGtlendl
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érinti. Amennyiben az id&s agyban az SD-vel aramlasfokozddas jar, annak mértéke alul marad a
fiatal agyban tapasztalthoz képest. Végil az idds agyban jelentésen megné a terjedé iszkémia
kialakulasanak valdszinlisége, mely tartdsan alacsony perfluziét okoz. Valdszinl, hogy a
bemutatott vazokonstriktiv iranyba tolédé aramldsi valaszok jelentésen hozzajarulnak az
iszkémids infarktus idés agyra jellemz8, fokozott névekedéséhez.122%°

A fejezethez vonatkozo eredeti k6zlemények:

Menyhdrt A, Makra P, Szepes BE, Téth 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 A, Kozdk 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 terjedd depolarizacidhoz csatolt pH valtozdsok modosuldsa az idds
agyban

Az el6z6, 7.3 fejezetben megallapitottuk, hogy id6s korban az SD azért jelent fokozott veszélyt
a stroke altal okozott karosodas kimenetelére nézve, mert az SD-t az id6s hipoperfundalt agyban
nagyobb gyakorisaggal kdveti terjedd iszkémia. Azonban nem mérlegeltiik, hogy az SD-hez tarsuld
hiperémias vdlaszok hordoznak-e magukban tovabbi kockdzatot. Az 5.4. fejezetben bemutattuk,
hogy az SD-vel szdmottevd szoveti aciddzis alakul ki hiperémids dramlasi valasz mellett.
Eredményeinkre épitve az a hipotézis fogalmazddott meg, hogy az idés agyban az SD-vel jard
szoveti pH csokkenés kifejezettebbé valhat, ami tovabbi kedvezStlen feltételeket teremt a
penumbra régié regeneracidjahoz. A 6.2. fejezetben ramutattunk arra is, hogy az SD-hez tarsuld
szoveti aciddzis mértéke ép szbvetben 6sszefligg az SD-hez csatolt hiperémia amplitudéjaval, mig
iszkémia soran a hiperémia amplituddjaval nem, hosszaval viszont jol korreldl. Kérdésként merdilt
fel tehat, hogy id6s agyban mddosul-e a szoveti pH és a hiperémia kapcsolata. A hipotézis
igazoldsara és a kérdés megvalaszolasara korabbi kisérleteinket idGs patkanyokban is
megismételtiik.

Mddszerek

Kisérleteinket fiatal feln6tt (2 hénapos, n=20), és id6s (18 hdnapos, n=18), him, Sprague-
Dawley patkdnyokon végeztiik (n=20). A kisérleti allatok el6készitését, a pH-szenzitiv
mikroleketrodak alkalmazdasat, ezzel egyidejlileg a lIézer-Doppleres daramlasmérést, és a szoveti
pH-t és CBF valtozdsokat monitorozé optikai képalkotd eljarast a 4.3. fejezetben részletesen
ismertettiik. A globalis el6agyi iszkémia kialakitasara a CCA-t mindkét oldalon kipreparaltuk
(5.3. fejezet), majd horgaszdamilbodl készitett okkludereket fliztiink az erek koré, hogy az artéridkat
a kisérleti protokoll egy adott fazisdban elzarjuk. Az allatok egy csoportjdban az agykérgi pH
valtozasokat ionszenzitiv mikroelektrodaval, egy masik csoportban pH alapd multi-modalis
képalkotassal regisztraltuk (4.3. fejezet).

Otven perces alapszakasz felvétele utan a CCA-kat elzartuk (2V0), majd egy 6ra elteltével az
érelzards feloldasaval reperfuzidt hoztunk létre. A kisérleteket egy Ujabb dra elteltével izoflurdn
tuladagolasaval fejeztiik be. A kisérlet harom fazisa soran (alap, iszkémia, reperfizid) 15 perces
id6kozonként 3-3 SD-t valtottunk ki (4.3. fejezet) (5.4.1. dbra). A kisérletek egy részében a 2VO utan
perceken beliil egy spontan SD is megjelent (7.4.2. dbra).

A részletes analizis soran a spontan kialakuld és a kisérletesen kivaltott SD-ket kiilon értékeltiik.
A kisérletesen kivaltott eseményeket a kisérletek két szakaszdra nézve (alap, iszkémia)
hasonlitottuk 6ssze, tekintve, hogy a reperflzié fazisaban a pH-indikator festék (Neutral red, NR)
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nem adott optikai jelet. A kapott eredményeket atlagtstdev formaban adtuk meg. A statisztikai
analizishez SPSS szoftvert hasznaltunk (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, IBM Corp.,
U.S.A.). A statisztikai értékeléshez egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk, melyet Fisher post hoc
teszt kdvetett (p*<0,05; p**<0,01). Az SD-t jelz6 DC potenical-kitérés, az SD-vel jaré acidozis, és a
kovetkezetes hiperémia amplituddja és id6tartama kozott atfogéd korrelacids analizist végeztiink.
Az adatsorok kozotti Osszefliggések értékeléséhez kétoldali Pearson-féle korreldcids tesztet
alkalmaztunk (p*<0,05; p**<0,01) (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0, IBM Corp.).

Az id8s agyban az SD utdn a széveti pH rendezbdése elégtelen

A képalkotassal végzett kisérletek tanusaga szerint a kisérletesen kivaltott SD-vel jaré aciddzis
maximuma az idds allatokban nem tért el a fiatalokétdl. Bar az életkor optimalis kérgi perfazio
mellett (,intakt”) az SD-vel jaro aciddzis hosszat sem befolydsolta, iszkémids kérilmények kozott
az idd@s agyban az aciddzis jelentésen hosszabb ideig maradt fenn (197,24116,7 vs. 127,5+64,2 s,
id6s vs. fiatal) (7.4.1. dbra, A-B panel). A szOveti pH rendez6désének hatékonysagat az acidozis
csucsértékét kovetd visszatérés ratdjaval jellemeztik (i.e. a gbrbe egyenes szakaszan mért
meredekség). A visszatérés sebessége az idGs allatokban mind intakt (0,006+0,003 vs.
0,009+0,005 AF/F /s, id6s vs. fiatal), mind iszkémias kondicié mellett jellegzetesen csdkkent
(0,002+0,001 vs. 0,004+0,002 AF/F /s, idBs vs. fiatal) (7.4.1. 4bra, C panel).

A S B C Kisérleti csoportok
Iszkémia ¢ ] Intakt g 0000
] s L+ BB Iszkémia @
lugos = 2 0004
Fiatal P s *% 8 -0. G
min = Fiatal H o e
3 ® @ 0008 = %
= Id6s % L #
0,2 % N % @ 5 0012
AFIF ¢ [ ## N
Id6s = @ 0016 { — Intakt
:: Bl Iszkémia
0 90 180 270 360 450 0020 © 3
Fiatal Id6s

Az acidozis iddtartama (s)

7.4.1. dbra. Az idGs agyban a terjed6 depolarizaciéval (spreading depolarization, SD) jaré szoveti aciddzis
elhtzddik. A: Az SD-vel jaro szoveti pH-valtozds a kisérlet iszkémia szakaszaban a két életkorcsoportban.
A vonaldiagramokat, amelyek az optikai képalkotas eredményeként kapott pH valtozasokat tiintetik fel,
a kisérletekbdl szarmazé SD-k atlagaként dbrazoltuk (atlagtstdev; n=6/8). B: Az alap szakasz (intakt) és az
iszkémia soran kivaltott SD-vel jard szoveti aciddzis fél amplitidonal mért idGtartama. C: A visszatérés
sebessége az SD-vel jard szoveti aciddzisbél az alap szakasz (intakt) és az iszkémia soran. Az eredményeket
atlagtstdev formdban adtuk meg. Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle
post hoc teszt alkalamzéasdval értékeltiik (p<0,05* és p<0,01**, vs. Fiatal; p<0,05" és p<0,001%, vs. Intakt).

Az iszkémia indukcidja utdni percekben, spontan kialakuld SD-k amplitiddjaban nem
jelentkezett életkorral 6sszefliggs eltérés. Az elektrofizioldgiai kisérletekben mért pH értékek
szerint a spontdn SD a fiatal csoportban Aatlagban pH 6,4810,16-re, az idds csoportban
pH 6,76+0,20-ra mélyitette a szoveti aciddzist. A spontan SD-k esetén (a kivaltott SD-kkel
ellentétben) a szoveti pH a 15 perccel kés6bb kisérletesen kivaltott SD el6tt nem tért vissza a
kiindulasi alap értékre. Az id6s allatokban a fennmaradd, enyhe szoveti aciddzis 10 perccel az SD
elhaladasa utan jelentGsebbnek bizonyult, mint a fiatalokban (pH 6,94+0,08 vs. 7,09+0,09, id&s vs.
fiatal) (7.4.2. abra)
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7.4.2. abra. Az idGs agyban a spontan terjed6 depolarizaciot (spreading depolarization, SD) kdvetGen a
szoveti pH savasabb szintre rendez6do6tt, mint fiatalban. A: A vonaldiagramokat, amelyek pH-szenzitiv
mikroelektréodak révén kapott pH valtozasokat tiintetik fel, a kisérletekb8l szarmazé SD-k atlagaként
abrazoltuk (atlagtstdev). Globalis el6agyi iszkémiat kétoldali arteria carotis communis elzarassal (two-
vessel occlusion, 2VO) hoztunk létre. B: Az id6s csoportban minden elektrofiziolégiai kisérletben
megfigyeltilk a spontdn SD kialakuldsat (M), mig a fiatal allatok felénél ezt nem tapasztaltuk (E). A
grafikonok a spontan SD utan 10 perccel tapasztalt szoveti pH szintet abrazoljak. Az eredményeket
atlagtstdev formdban adtuk meg. Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd Fisher-féle
post hoc teszt alkalamzasaval értékeltiik (p<0,01**, vs. [¥l; p<0,05*, vs. Fiatal).

Mint a 6.2. fejezetben targyaltuk, az SD-vel jard tranziens aciddzis idGtartamanak névekedése,
illetve az SD utan fennmaradd, enyhébb foku aciddzis is sejtkarosité lehet, hiszen az acidozis altal
indukalt sejtkdrosodas mértéke aciddzis fenndlldsanak hosszaval ardnyosan né.2”2 Eredményeink
szerint az idGs, iszkémias agyban az SD-vel jard szoveti aciddzis elhidzodik, illetve SD utdn a szoveti
pH rendez6dése elégtelen. Feltételezhet, hogy az idGs agyban még a hiperémiaval jaro,
ismétl6d6 mintazatban el6forduld SD-k is szovetkdrositd hatdsuak, hiszen tartdsan egy a
fiziolégidsnal savasabb kdrnyezetet tartanak fenn, és ezzel veszélyeztethetik a penumbra szovet
tulélési esélyeit.

Az id8s agyban az SD-hez tdrsuld széveti acidozis és hiperémia kézotti 6sszefliggés gyengdil

A 6.2. fejezetben ismertetett korreldcids analizis szerint, mig a fiatal allatok intakt agykérgében
az SD-vel jaré hiperémia amplitiddja egyenes aranyossagot mutatott a DC potencidl valtozas
nagysagaval és az aciddzis mértékével (r= 0,819* és 0,871**), addig az idGs csoportban ilyen
Osszefliggéseket nem taldltunk. A DC kitérés csldcsanak és az aciddzis mértékének 6sszefliggése
viszont id6s korban is meggy6z6en szorosnak bizonyult (r=0,998**) (7.4.3. abra).
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Az aciddzis amplituddja (pH)

7.4.3. abra. Az életkor hatdsa a terjedd depolarizaciét (spreading depolarization, SD) jelz6 DC potencial
kitérés, a tarsuld szoveti aciddzis, és a hiperémia mértéke kozotti Osszefliggésre az intakt patkdny
agykéregben. A: Az értékelt valtozdk elektrofiziolégiaval (DC potencial és pH-szenzitiv mikroelektréda) és
Iézer-Doppleres aramlasméréssel (cerebral blood flow, CBF) nyert megjelenitése egy reprezentativ
eseményre nézve. B: A kétoldali Pearson korrelaciéval kapott koefficiensek attekintése (p<0,05*,
p<0,01**). C: Az életkor hatdsat az aciddzis és a hiperémia maximuma kozotti Osszefliggésre
reprezentativ korrelacios grafikonok szemléltetik (n=8/10; p<0,01**).

Az életkor hatdsa a vizsgdlt valtozék idGtartamanak viszonydra iszkémia sordn jelentkezett

szembetilinGen. A fiatal csoportban a DC potencidl-kitérés, az aciddzis és a hiperémia hossza jol
korreladlt egymassal (7.4.4. abra). Az id6s allatokban azonban az acidézis id6tartama fliggetlenné

valt a DC potencial-kitérésétdl (r=0,482) és a hiperémiaétdl is (r=0,286) (7.4.4. abra, C panel). Mig a
fiatal allatokban az aciddzis hossza 40 %-kal haladta meg a DC potencial-kitérés hosszat, az id6s
csoportban az aciddzis idétartama majdnem megduplazédott a DC potencidl-kitéréshez képest.

Feltlin6 életkorbeli kiilnbség volt az is, hogy mig a fiatal allatok estén a hiperémia hossza

aranyaban tulnyult az aciddzis id6tartamdn, addig az id6s csoportban az acidézis bizonyult
hosszabbnak a hiperémiahoz képest.

A B C
Id6tartam Fiatal
100 % (90447 s
DC kitérés & o 140 % (98+36 s
acidézis  °23> g for 172 % (154:64
Hiperémia & 4 % Id6s
DC kitérés 0.634 0.657 100 % (40+15 s
R 192 % (78434 s)**
Hlper.erpl? 0.681* 0.286 167 % (67+21 s)**
acidozis

7.4.4. abra. Az életkor hatasa a terjedd depolarizaciot (spreading depolarization, SD) jelz6 DC potencial
kitérés, a tarsulo szoéveti aciddzis, és a hiperémia id6tartama kozotti 6sszefliggésre az iszkémias patkany
agykéregben. A: Az értékelt valtozdk elektrofizioldgidval (DC potencial és pH-szenzitiv mikroelektroda) és
|ézer-Doppleres aramlasméréssel (cerebral blood flow, CBF) nyert megjelenitése egy reprezentativ
eseményre nézve. B: A kétoldali Pearson korreldcidval kapott koefficiensek attekintése (n=8/11; p<0,05%*,
p<0,01**). C: Az SD-vel jaré aciddzis és hiperémia relativ idGtartama a DC potencial kitérés id6tartamahoz
viszonyitva (100 %) iszkémia sordn. A vizszintes oszlopok szinkddja az A panel-t koveti (i.e. DC potencial:
z0ld, szoveti pH: kék, CBF: piros). Az oszlopokban jelolt relativ értékeket a zaréjelben megadott abszolut
értékekbdl szamoltuk (meantstdev; n=8-11). Az adatokat statisztikailag egyszempontos ANOVA, majd
Fisher-féle post hoc teszt alkalamzasaval értékeltiik (p<0.01**, vs. DC potencial; p<0.01#, vs. aciddzis).
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A korreldcids vizsgalatok eredményei arra engednek kévetkeztetni, hogy az idGs agyban az SD
altal okozott aciddzisbdl késlekedik a visszatérés. Az SD-vel jard aciddzis hatterében az irodalmi
adatok alapjan a laktat felhalmozddésa jar,267-3233 amit az id8s agyban a korlatozott laktat-
eltdvolitds okozhat. A laktatot a cerebrovaszkularis endothélsejteken elhelyezkedd
monokarboxildt-transzporter-1 (MCT1) facilitadlt diffazidval juttatja az intersticiumdl a
vérdramba.?®® Egy régi tanulmany arra hivja fel a figyelmet, hogy iszkémias stroke esetén az MCT1
diszfunkcidja hozzajarulhat az aciddzis altal okozott neurodegeneréaciéhoz.!'’ A fejl6d6 agyban az
MCT1 kifejez8dése erdsen életkorfiiggének bizonyult.®* Arra nézve viszont nincs adat, hogy az
MCT1 expresszidja vagy aktivitdsa miként mddosulhat oregedés soran. Elképzelhetd, hogy az
MCT1 életkorral 6sszefliggd csokkent kifejez6dése vagy diszfunkcidja hatraltathatja az id6s agyban
az SD soran felhalmozdédott laktat eltavolitdsat, ami gyorsabb Utem{ neurodegenerdaciot
eredményezhet. Ha ez az elképzelés igazolddna, az MCT1 funkcidjanak javitasa terdpids célpont
lehetne, amit tovabbi kutatasok targyat képezi.

Az eredmények ujszerlisége, a kutatds tavlatai

Munkank soran ravilagitottunk arra, hogy SD-t kovetSen az idGs agyban késléssel valosul meg
a szoveti pH rendez6dése a fizioldgias értékre. Ez a megfigyelés olyan lehetséges sejtkarositd
folyamatot tar fel, amely az id&s agyban az SD-hez tarsuld hiperémia mértékétdl figgetlendl is
veszélyeztetheti az iszkémia altal érintett szovet tulésének esélyét.

A fejezethez vonatkozo eredeti kézlemények:

Menyhdrt A, Zolei-Széndsi D, Puskds T, Makra P, Orsolya MT, Szepes BE, Téth R, Ivdnkovits-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.

Menyhdrt A, Zélei-Széndsi D, Puskds 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. Osszefoglalds, kutatdsaink tavlatai

A dolgozat az elmult tiz év kutatdmunkdjanak — melynek kézéppontjaban az SD vizsgalata allt
— eredményeit tekinti at tematikus rendben. Mint arra a korabbiakban ramutattunk, az SD
Osszetett idegélettani/kortani jelenség, amely meghatdrozé szerepet jatszik az akut
agysériléseket kévetd masodlagos karosodéasok kialakuldsaban 107,164

A bemutatott kisérletek kiinduldpontja az volt, hogy megallapitsuk fokalis iszkémia soran az SD
keletkezésének helyét az iszkémias mag régidohoz képest. Arra voltunk tovabba kivancsiak, hogy
miként jarul hozza az SD az iszkémias |ézid kiterjedéséhez. A megfogalmazott célkitlizések
eléréséhez kialakitottunk egy egyedi, nagy latdszogl, kisérletes képalkotd rendszert, mely
lehetévé tette az SD-vel 0Osszefligg6 események térbeli jellegzetességeinek megfigyelését
(4. fejezet). A képalkotdeljaras tobb lépcsés fejlesztésével célunk volt az SD minél tobb
jellemz6jének vizualis, egyidejli megjelenitése. A fesziiltségfliggé festék haszndlataval elséként
tettik lathatéva az agykérgi depolarizdciét és annak dinamikus valtozdsat. Azon tul, hogy a
teljes-kép analizis mddszerével a latétérben az aramlas térbeli eloszlasdnak értékelésére is
alkalom nyilt (5.2. fejezet). Bar megkdzelitésiink sok szempontbdl Iényeges elGrelépést jelentett
az egy-pont elvezetésekhez (pl. beliltetett elektréda) képest, legerdsebb korlatja az maradt, hogy
jellegénél fogva csak a kérgi felszin vizsgalatdra alkalmas, mélység informacié nem nyerheté vele.
Ehhez képest el6relépést jelent a két- vagy multi-foton mikroszképia modszere, mely a kéreg
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mélyebb rétegeibe is betekintést enged (6.3. fejezet). A két-foton mikorszképia tovabbi
sajatossdga a nagy felbontas révén nyerhetd részletgazdagsdg, bar ez a latotér jelentGs
csokkenése mellett érhetd el. A nagy felbontas fontos el6nye, hogy kedvez a sejtszintl szabalyozd
mechanizmusok tanulmanyozasanak (6.3. fejezet). Bar a két-foton mikroszkdpia a kéreg mélyebb
rétegeinek vizsgdlatdra is lehetGséget ad, a kéreg alatti struktirak in vivo megjelenitése optikai
elven mikodd képalkotassal tovabbra is kihivast jelent, és csak a kéreg részleges eltdvolitasaval
oldhaté meg.}#32% Ezt a problémat oldja fel az MRI célzott haszndlata, mely a legfrissebb
tanulmanyok szerint alkalmas az iszkémias infarktus novekedésén tul az SD idGbeli és térbeli
kovetésére is. Dinamikus T2-sulyozott MRI mddszerrel példaul féemlGsokben igazoltak, hogy
embolizacidval létrehozott agyi érelzarddés SD kialakuldsat vonja maga utdn.” Diffuzié-sulyozott
MRI vizsgdlattal egerekben azt mutattdk meg, hogy az SD tovaterjedése az agykéregrél a kéreg
alatti sziirkedllomanyra (pl. stridtum) farmakoldgiai Uton meggatolhatd.2® Végil funkcionalis MRI
vizsgalatok segitségével bizonyitottak az NMDA receptor NR2B alegységének szerepét az SD
kivaltdsaban és terjedésében.3® Képalkotd eljardsunk azonban tovabbra is egyedi lehet8séget
kinal az SD és a hozza kapcsolhaté folymatok tanulmdanyozasara, hiszen a beépitett modalitasok
révén lehetGséget teremt az SD és a velejar6 hemodinamikai és metabolikus valtozasok tér- és
idébeli kapcsolatanak feltarasara.

Az eredeti célkitlizésekre valaszul azt a megfigyelést tettiik, hogy az SD kialakuldsdhoz egy a
penumbrara jellemz6 aramlasi kiszob rendelhetd (5.2. fejezet), melyet példaul hipertenziv
patkanyokban a fokalis iszkémia l|étrehozdsa utdni percekben ~40ml/100g szdvet/min
abszolutértékben hatdroztak meg.3’* Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy fokalis iszkémia
soran az SD a penumbra régié teriletén jon létre, és onnan terjed tova. Tovabbi kutatasok
aldtamasztottdk ezt a nézetet, illetve kiegészitették azzal, hogy az SD kialakuldsdhoz a szbvet
fokozott lokalis oxigén-felhaszndldsa, valamint hipotenzids tranziensek teremtenek kedvezd
feltételeket (8.1. abra).**® Ez utdbbi egybecseng azzal, hogy globdlis el&agyi iszkémia modelliinkben
az SD az iszkémiat sulyosbitd hipovolémias hipotenzidra valaszul, az autoregulacids tartomany
elhagyasakor jelent meg (5.3. fejezet). Az autoregulacids sav elhagyasakor keletkezé SD-khez
kisérleteinkben rendszerint terjedd iszkémia tarsult (5.3. fejezet), ami alajpjan az autoregulaciés
diszfunckid a szovetkarosité terjedé iszkémia rizikéfaktoranak tekintheté. A hipotézist jelent&sen
megerdsiti az a klinikai tanulmany, mely zart koponyasériilést elszenvedett betegekben a terjed6
iszkémiat szintén az elégtelen autoregulacidhoz kototte. 176385 A terjedd iszkémia ugyanakkor az
SD-vel 6sszefliggésben kialakuld szovetkarosodas kozvetitGjeként, kulcsszerepl6jeként ismert,
hiszen a metabolikus krizis elmélyitése révén késlelteti az SD utani repolarizaciét (8.1. abra).”® A
repolarizacio késése, a hosszan elhizédé depolarizacid pedig egyrészt hozzajarul a masodlagos
sériilések kialakuldasdahoz (8.1. abra), masrészt a neurodegenerdacid és a neuroldgiai karosodas
sulyosbodésat jelzi. 108164
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MASODLAGOS SERULES 8.1. dbra. A terjedd depolarizaciéhoz (spreading
depolarization, SD) csatolt terjed6 iszkémia

A kdzponti szerepet tolt be az akut agysériléseket
Késleltetett repolarizacio kovetd masodlagos kidrosodasok létrejéttében.38
y N A sérilt szirkedllomanyban a kinalatot
Terjedd iszkémia meghaladé metabolikus igény (pl. elégtelen

_ vérataramlas okan) SD-t valt ki. Az SD-t,

T 2 i kilonosen az autoreguldcids mechanizmusok
Terjed6 depolarizacié

karosodasa esetén, terjedd iszkémia kisérheti. A

_ terjed6 iszkémia gatolja az idegszovet

A metabolikus igény meghaladja a kinalatot miikodéséhez sziikséges vér és tapanyagellatast,
/ \ igy a Na*/K* pumpa m(ikodését is, ami késlelteti a

repolarizaciét. A tartés depolarizacié az
idegsejtek karosoddsat okozza.

AKUT AGYSERULES: ELSODLEGES KAROSODAS
Mivel a terjed6 iszkémia késlelteti a repolarizaciét, globdlis iszkémia modelljeinkben
(hipovolémids hipotenzidval sulyosbitott elGagyi iszkémia, ill. szivmegallas) a spontan jelentkezé
depolarizacié hosszan elnyuld illetve termindlis anoxids depolarizacié volt (4.2.2. és 5.3. fejezet).
Kisérleteink alapoztdk meg azt a mdra mar altaldnosan elfogadott véleményt, hogy az anoxids
depolarizacié (AD) az SD-hez hasonldan terjed. igy a kordbban a kiilén jelenségekként szamon
tartott AD, peri-infarktus depolarizacio, iszkémias depolarizdcié és SD ugyanazon idegélettani
illetve kdrfolyamat manifesztacidja egy jol meghatarozhatd spektrum mentén.'%1%* Munkaink
jelent8sen befolyédsoltdk az AD tovébbi jellemz&inek tanulmanyozat.’®* Az elmult évben megjelent
klinikai tanulmanyok, els6ként bizonyitottdk a terjed6 AD jelenségét az emberi agyban, és
felhivtdk a figyelmet az AD klinikai monitorozasdnak jelent6ségére a neuroldgiai allapot
felmérésének és az agyhaldl megéllapitisanak szempontjabdl.?*1% Jelenlegi kutatdsaink is az
AD-re koncentrdlnak. Célunk, hogy AD soran megismerjik az extracellularis
glutamat-felhalmozédas eredetét és idegsejtkarositd hatasanak mechanizmusat.

b)

A CBF valasz elemei:

a) Kezdeti hipoperfuzio
2 min b) Cstcs-hiperémia
. c) Kései hiperémia
d) EIhtzddé oligémia

Funkcionélis hiperémia I 50 9%

/N

Ingerlés: = - = d)

Terjed6 depolarizacio

8.2. abra. A szomatoszenzoros ingerlésre (bajuszparna-stimulacid) adott funckionalis hiperémia és a
terjedd depolarizaciéhoz csatolt lokalis agyi vérataramlasi (cerebral blood flow, CBF) kozotti eltéréseket
reprezentativ, alfa-kloralézzal altatott patkanybdl szarmazo, eredeti felvételek szemléltetik (Szabé et al.,
2019). A két felvétel skalazasa (az idG és az aramldsvaltozas mértéke) az 6sszehasonlithatosag érdekében
azonos.

A terjedé iszkémiaval 6sszefligg6 cerebrovaszkularis szabalyozas pontosabb megértése fontos
|épést jelent a terjedd iszkémia, és az ennek kdvetkeztében fellépd neurodegeneracié megel6zése
szempontjabdl. Ugyanakkor az SD-hez csatolt ,klasszikus” CBF valtozas mediatorainak pontosabb
megismerése is tovabbi kihivasokat jelent (6. fejezet). Az SD-vel egylittjar6 CBF valtozasok
értelmezésése soran gyakran analdgidnak tekintik a szomatoszenzoros ingerlésre adott
funckiondlis hiperémia mechanizmusét,’®* munkdink azonban szdmos vonatkozdsban
megkérdGjelezték ezt a nézetet. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy az atmeneti aramlasfokozddas e
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két tipusa kozott lényegi kiilonbségek vannak a valasz fazisait, mértékét és kovetkezményeit
tekintve (6.1.1. tablazat, 8.2. 4bra).

A szabdlyozas megértését célzd munkdink kiindulépontja az volt, hogy az SD-t kovets
hiperémia jellegét tekintve inkdbb a reaktiv, mint a funkciondlis (6.0.1. abra). A reaktiv hiperémia
iszkémidra, elsGsorban vazoaktiv metabolitok révén, feed-back mddon kialakulé valaszreakcid,
mig a neurovaszkuldris csatolds feed-forward szabalyozds eredményeként hoz létre
aramlasfokozddast.’ A két szabélyozéstipus kézdtt azonban nem lehet éles hatarvonalat hizni,
mert az idegi aktivitas fokozddasa is termel lokdlisan értdnust szabalyozé metabolitokat. Az SD-hez
csatolt CBF valtozasok szabalyozasanak értelmezését neheziti, hogy az SD markans
neurotranszmitter-felszabaduldssal, ionhaztartasbeli és metabolikus valtozasokkal jar, melyek
mind vazoaktiv hatdssal birnak.'® Ha az SD iszkémias/hipoxias agyban alakul ki, a CBF szabalyozésa
még Osszetettebb, hiszen 6nmagaban az iszkémia/hipoxia is vazoaktiv metabolitok, laktat és
adenozin, felszaporodast eredményez.

Munkdank sordn feltartuk, hogy az SD az iszkémids agyban jelent&sen noveli a szoveti aciddzis
mértékét, amely valdszintileg olyan kornyezetet teremt, ami noveli a szovetkdrosodas lehet6ségét
(5.4. fejezet). Az SD vel 6sszefliggésben kialakuld széveti pH csokkenés mértéke ép keringést
agykéregben jél korreldlt az SD-vel jaré hiperémia amplitiddjaval, mig iszkémds allapotban csak
az aciddzis és a hiperémia id6tartama kozott taldltunk értékelhetd Gsszefliggést (6.2. fejezet). Az
SD-vel jaré aciddzis kialakuldsdban meghatédrozo jelent8ségli a laktat felhalmozddasa. 132267332 A
CBF szabalyozdsanak szempontjabol [ényeges, hogy ismert az anaerob metabolizis soran keletkez6
laktat érténusszabalyozé tulajdonsiga.'! Erdekes dsszefiiggés, hogy az extracellularis K* kalium
felhalmozddasa (mely az SD egyik legismertebb jellemz&je) elSsegiti a laktat felszabaduldsat, 3%
ami a vazodilatdtor PGE, visszavételéért felel8s prosztaglandin-transzporter gatldasdhoz vezet. A
folyamat eredménye, hogy a PGE, tartésabban fejtheti ki értagitd hatasat.

A PGE, forrasat és szerepét a neurovaszkularis csatoldsban korabban meggy6z6en
tisztaztak.114%2164%  ygyanakkor az SD-hez tdrsuld CBF valtozdsokban jatszott szerepére
vonatkozdan csak kdzvetett bizonyitékok alltak rendelkezésre. A PGE; termel6désében részt vevé
enzimek és a PGE;, EP, receptoranak farmakolégiai gatlasa révén sikerilt bizonyitanunk, hogy a
vazodilatdcié PGE; Utvonala jelentGsen hozzajarul az SD-hez kapcsolédé hiperémia kialakulasahoz
(6.1. fejezet). Az ép agykéregben azonositott szabdlyozasi folyamat azonban iszkémia sordn nem
jut érvényre (6.1. fejezet). Talan épp az értagito folyamatok hattérbe szorulasa emeli ki iszkémias
agyban az SD-t kdévetd CBF véltozas vazokonstriktiv komponenseit, és magat a terjed6 iszkémiat.?

Az SD-hez kapcsoldédd CBF valtozasok modulalasaban a vazokonstriktiv prosztanoidok, példaul
a prosztaglandin-Fy, (PGF2q) részvétele is felmeril. Ez az atvonal inkdbb a vazodilatacié
lefékezésében, illetve a CBF valaszreakcid utolsd, oligémias komponensének medidlasaban tiinik
érdemlegesnek.39342 A PGF,, pontosabb szerepét jelenleg mi is vizsgaljuk.3®® A vazokonstrikcid
egy masik Utvonalanak tekintettik a [K*]. SD-vel 6sszefliggd drasztikus emekedését (i.e. > 20 mM).
Munkank soran bizonyitast nyert, hogy az SD-vel jaré6 magas [K']e, mely eredményeink szerint
meghatarozd részben az asztrocita-végtalpak BK csatornain keresztil dramlik a perivaszkularis
térbe, az agykérgi arteriolak direkt 6sszehuzddasat valtja ki (6.3. fejezet). A kutatds azt is igazolta,
hogy a magas [K']e- dltal okozott vazokonstrikcid részben a cerebrovaszkularis simaizomsejtek
L-tipust VGCC-in, az intracellularis kalciumszint emelkedésén keresztil valdsul meg (6.3. fejezet).
Ezt tdmasztjak ala legfrisseb eredményeink is, melyek szerint az L-tipusu VGCC-k gdtldsa fokozza
a CBF valtozds hiperémids komponensét.>®” A K*-alapu vaszkuldris csatoldsban és a K*
homeosztazis SD utani rendezésében kdzponti szerepet tolt be az asztrocitak haldzata, hiszen a K*
egyrészt BK csatonaikon keresztiil Griilhet a perivaszkuldris térbe,4%2% masrészt Kird.1 csatorndik
révén valésul meg a K* pufferelése.1932% A K*-alapu szabélyozésra irdnyuld Uj kutatdsainkban ezért
az asztrocita halézat dinamikus mikodését, az asztrociak kozotti kommunkacid jellegét vizsgaljuk.
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Els6sorban az SD soran citotoxikus koncentracidoban felhalmozddé K* és glutamat pufferelésével
0sszefliggd mechanizmusokra koncentralunk.

Az életkor fontos rizikéfaktora azoknak a neuroldgiai kdrképeknek, melyekben az SD
kérélettani jelent&séggel bir, mégis hosszu évtizedekig elkeriilték a figyelmet az SD életkorfliggd
sajatossdgai. Egy brazil kutatdcsoport ugyan kitartdan tanulmdnyozza a kora életkor, a laktacio és
a taplaltsagi dllapot hatdsat az SD terjedésére egészséges agyban, 8124128150347 9760nban az idGskori
elvaltozdsokat, vagy azok atfedését az iszkémidval nem vizsgaltak. Munkank ebbdl a szempontbdl
a mai napig egyediildllé a tématerileten.!?®'’> Tébbszérésen bizonyitottuk, hogy az SD
kivalthatésaga fiatal feln6ttkortdl az idGskorig fokozatosan csdkken (7. fejezet). Ugyanakkor
megdllapitast nyert az is, hogy az idds sériilt agyban kialakulé SD utdn a repolarizacié késik, az SD
szOvetkdrositd hatdsa hangsulyozottabba viélik (7.3. fejezet). Osszességében az az alldspont
fogalmazddott meg, hogy bdar az id6s agyban az SD kisebb valdszinliséggel jelenik meg, mint a
fiatalban, terjedése mégis nagyobb metabolikus terhet ré az idegszovetre, és az iszkémias
karosodast ezért az életkor elérehaladtaval jelent6sen elmélyiti.

A megillapitast alatdmasztjdk az agyi keringésre vonatkozd megfigyeléseink is. Az SD-hez
csatolt CBF valtozds hiperémids komponense kisebb az id6s agyban, ami a szabalyozas
hatékonysaganak romlasat feltételezi (8.3. dbra). Ugyanakkor a terjedd iszkémia kialakuldasanak
esélye a kor el6rehaladtdval szembetiin6en megné (7.3. fejezet). Valdszin(ileg ez az oka annak is,
hogy az idds agyban az iszkémiara valaszul m(ikédésbe 1ép6 CBF kompenzacié nem kielégitd; az
aramlds részleges javuldsa helyett tovabbi fokozatos daramldscsokkenés tapasztalhatd.
Eredményeink zémében az agykéreg egy adott pontjabdl elvezetett dramldsi dinamikara
hagyatkoztak, bar a teljeskép-analizis mddszerével az agykérgi véraramlas terileti eloszlasardl is
nyertink adatokat (5.2. és 7.3.2. fejezet). Jelenleg is dolgozunk a CBF teriileti eloszldsanak
életkorfliggd értékelésén LASCA mddszerrel szamitott aramldsi térképek felhasznaldsaval. A
4.2. fejezetben bemutatott pialis arterioladatméré-becslés mddszerével arra is keressiik a valaszt,
hogy az agyi érreaktivitdast miként befolyasolja az életkor. Végil abbdl a megalapozott
feltételezésbdl kiindulva, hogy az idés agyban az agyi érhdldzat megritkuldsa alapjat képezheti az
alacsonyabb perfuzidnak,'?® a patkany agykéreg 3D mikroCT rekonstrukcidjaval hatarozzuk meg
az agykérgi érhalézat s(iriségét.

A csatolas hatékonysaga Idds

8.3. abra. A terjedd depolarizaciéhoz (spreading depolarizatin, SD) csatolt hiperémia szabdlyozasanak
jellege az oOregedéssel Osszefliggésben. Munkahipotézisiink szerint az SD-vel jaré hiperémia
szabdlyozdsaban kozponti szerepet toltenek be a vazoaktiv metabolitok. A funckionalis és reaktiv
hiperémia kozo6tti spektrumon az SD elképzelésiink szerint a reaktiv hiperémiahoz all kozelebb, melyet
valészin(sit az is, hogy a hiperémia a CBF valtozas els6, hipoperfuzidos komponensét koveti. Feltételezziik,
hogy az idds agyban az értdnust szabdalyozd csatolas érzékenysége, hatékonysaga gyengiil.

Fiatal rdgcsaldkon végzett kisérleteink eredményei alapjan megfogalmaztuk a hipotézist, hogy
az acidozis szovetkarositd hatasu (5.4. fejezet), és hogy az aciddzis a laktat felhalmozdddsa révén
szabalyozhatja az agykérgi arterioldk atmérgjét (6.2. fejezet). Az eredményekbdl kiindulva
kivancsiak voltunk arra, hogy az életkor miként médositja az SD-vel jaré acidozis mértékét és a CBF
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valtozashoz valé viszonyat. Az aciddzis maximuma ugyan nem tért el a fiatal agyban tapasztalthoz
képest, de az id6s iszkémias agyban a szoéveti pH az SD-t kdvetéen nem tért vissza a kiindulasi
értékre. Az SD hulldmfrontja mogott a fizioldgiashoz képest kedvezbtlen, enyhén savas szoveti
kémhatds maradt fenn (7.4 fejezet). Az aciddzis idGtartamat az id6s agyban tovabba nem kovette
a hiperémia hossza, a két valtozo kozotti 6sszefliggés megbomlott (7.4 fejezet). A szoveti acidozis
vizsgalataval gy(ijtott tapasztalataink alapjan szlletett az elképzelés, hogy a szoveti pH
csokkenését a sérilt terlletre korldtozddd gydgyszerhatdanyag-bejuttatasra haszndljuk ki
iszkémids sériilések esetén. Jelenlegi kisérleteinkben azt vizsgdljuk, hogy savas pH-ra nyild,
értagité nimodipint (6.3. fejezet) szallité nanopartikulumok milyen hatékonysaggal adjak le a
hatéanyagot és ezen az Uton elérhetS-e védé hatas az agyi iszkémia allatmodelljében. A szoveti
pH alapjan, az iszkémias szovetrégiora leszlkitett kezelések révén elkeriilhetéek lennének a
hatdanyagok nem kivanatos, szisztémas mellékhatdsai.

A tudomanyteriilet dinamikus fejlédése fokozatosan Ujabb lehet&ségeket kinal az SD és a
neurovaszkuldris csatolds kutatdsdban. Az altatott dallatokban leirt agyi értdnus-szabalyozé
mechanizmusok pontosabb megismerésében példaul egyre nagyobb teret nyer az éber, szabadon
mozgo dllatmodellek alkalmazasa, hiszen az altatészerek a serkenté ingeriiletatvitel gyengitésével
és a gatld transzmisszd tamogatasdval a neurondlis aktivitast és a hemodinamikai valaszokat
médositjak.3®® Az altatészerek neuroprotektiv hatdsa is szorgalmazza az éber modellek
széleskorlibb elterjedését, mert szamos altatd, koztiik a kisérleteink zomében hasznalt izofluran
csokkenti az SD eléforduldsanak valdszinliségét, %221 a csatolt hiperémia mértékét,373%° és magat
az iszkémids sérilést. 32149 Az SD elGidézése szabadon mozgd, éber dllatban Gj megoldasok
kidolgozésat igényli, melyek kéziil elegdns megkézelités az SD optogenetikai kivéltasa.®*!8> Az (j
madszerek alkalmazdsatdl azt remélhetjik, hogy a kisérletes eredmények nagyobb
hatékonysaggal és pontosabban transzlalhaték a neuroldgiai kérfolyamatok megértéséhez.

Az orvos-biolégiai kutatasok sarkallatos pontja a transzlaciés potencial. Ez igaz a kilonboz6
emlBs6sokon, elsé sorban ragcsaldokon végzett SD vizsgalatok esetén is. Azdta, hogy direkt
bizonyitast nyert az SD el&forduldsa akut agysériilést elszenvedett betegek agykérgében,?%3>°
egyre nagyobb figyelmet kap a jelenség szerepének tisztdzdsa a masodlagos sériilések
kialakuldsdban.®®%* A kérfolyamatok megismerésére épitve elérhet6 célld valt az SD
kialakuldsanak gatldsa és a csatolt hemodinamikai vélasz kedvez8 iranyl befolydsoldsa.3?
Bemutatott és folyamatban lévé kutatdsaink ezekbe az irdnyokba tettek, tesznek lényeges
el6relépéseket.

Hetvenot évvel az SD felfedezése utan®*’ egy neuroldégusokbdl, idegsebészekbdl és kisérletes
kutatékbol allé, elhivatott nemzetkdzi csoport (Co-Operative Studies on Brain Injury
Depolarizations, COSBID; www.cosbid.org), amelynek mi is aktiv részesei lettlink, meghatarozo
el6relépést tett az SD jelentdségének felismerésében. Az elmult tizenot év sordan kozos
erdGfeszitéssel megalkottdk és optimalizaltak azokat a médszereket, melyekkel az SD események a
betegek agykérgébdl elvezethet6k és szamszer(en jellemezhet8k.104122165167.359 | oirtik, hogy a
koponyam(itétet kovet6 napokban és hetekben az SD rendszeresen kialakul a SAH-ban, a TBl-ben
és a sulyos iszkémids stroke-ban szenvedd betegekben.10®167415 Megdllapitottdk, hogy az SD
ismétl6dS eléforduldsa az els6dleges sériilés rosszabb kimenetelét vetiti elGre.%®108176
Felismerték, hogy az SD meghatarozott kérilmények kozott agyi vazokonstrikciot, aramlasesést
valt ki (5.3. fejezet). 101176415 |gazoltak, hogy az SD progressziv, metabolikus okokra visszavezethetd
funkcionélis kdrosodast okoz!®® (5. fejezet). Megfigyelték, hogy az SD lefutdsa farmakolégia Gton
modulalhaté, igy az SD gatldsa neuroprotektiv terapidk célpontjaként jel6lheté meg
(6.3. fejezet).20100,306,307,322,323,324,367,413  yégij| felvetették annak a lehet6ségét, hogy az SD
monitorozasat diagnosztikai eszkozként haszndljdk az idegsebészeti intenziv osztalyokon.%®

227
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Meghatarozo felfedezéseik kétséget kizardan tanusitjak az SD kutatdsanak létjogosultsagat, és
termékeny tdptalajt biztositanak a tovabbi transzlacids kutatémunkanak.
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9. Uj megallapitasok

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

Kisérletes bizonyitékokat szolgdltattunk arra vonatkozdan, hogy agyi iszkémia soran az SD-hez
kdros CBF reakcid tarsul, és a sulyosbodik a szoveti acidézis mértéke is, amelyek egyiittesen
felelések lehetnek az SD szovetkarositdé hatasaért. Tobb kisérleti modellben igazoltuk az
SD-hez térsuld terjedd iszkémia jelenségét. Kimutattuk, hogy a kritikusan alacsony szoveti
perfuzié kedvezd feltételeket teremt a terjeds iszkémia kialakuldsdhoz, amely sordn tovabb
csokken az agykéreg vérelldtdsa. Mindezek alapjan a terjed6 iszkémia Iényeges szerepet
tolthet be az el6agyi iszkémiaval kapcsolatos neurodegenerativ korfolyamatokban.

Lényeges megdllapitasokat tettlink annak igazoldsara, hogy az SD és az AD egyazon
idegélettani jelenség id6beli lefutdasaban eltérd kifejez6dése. Bizonyitottuk, hogy a terminalis
AD — az SD-hez hasonldan — terjedé jelenség, mivel terjedési sebességeik megegyeznek.
Eredményeink megalapoztak azt a nézetet, mely szerint a kiilon jelenségekként szamon
tartott AD, peri-infarktus depolarizacié, iszkémids depolarizacié valamint SD ugyanazon
idegélettani folyamat manifesztdcidja egy jol meghatdrozhatdé spektrum mentén.
Bemutattuk, hogy az SD/AD szepet jatszik a globalis el6agyi iszkémias sériilések korélettani
folyamataiban. Eredményeink hidnypdtléak, hiszen kutatdsainkat megel6z6en a ,spontan”
kialakuld SD-ket csak iszkémias vagy traumas agysérilések fokalis 1ézidi kapcsan ismerték.

Tobb erededi megfigyelést tettlink az SD-vel Osszefliggé CBF vdltozdsok szabalyozdsara
vonatkozdan. Bizonyitottuk, hogy ép agykéregben az SD-t kbvet6 hiperémia kialakulasaban
fontos szerepe van a vazodilatdtor PGE,/EP; uUtvonalnak. Kimutattuk, hogy iszkémias
korilmények kozott ez a szignalizacid kdrosodik. Megmutattuk, hogy ép agykéregben az
SD-hez tarsuld korai érosszehuzddas az extracellularis K* felhalmozéddasanak kovetkezménye.
Feltartuk a BK csatornak meghatarozd szerepét az érosszehuzddas kialakitdsdban, illetve
bizonyitottuk az L-tipusti VGCC-k részvételét is. Tovabbi bizonyitékokat szolgdltattunk arra
vonatkozdan is, hogy ép agyszovetben az SD-hez kapcsolédd CBF valtozds mediatorai
meghatarozé mértékben tartalmaznak metabolikus komponenseket.

Feltartuk, hogy az életkor el6rehaladtaval csokken az SD kivalthatdsaga, ellenben sulyosbodik
az SD-hez kotheté metabolikus krizis. Ravilagitottunk arra, hogy az id6s agyban az SD
erételjesebb szovetkarositd hatdsa mogott SD-hez tarsuld CBF valtozas elégtelensége allhat,
hiszen az id6s agyban jelent6sen megnd a terjed6 iszkémia kialakulasanak valdszin(isége.
Véglil rdmutattunk arra, hogy az id6s agyban SD-t kovetSen késleltetett a szbveti pH
helyreallasa az SD-t megel6z6 korabbi fizioldgids értékre.

Kutatasi céljaink szolgdlataban |étrehoztunk egy egyedi, multi-modalis, optikai elven m{kodd,
képalkoté rendszert, amelyet az elmult évek soran kisérleti céljaink érdekében sokrétiien
fejlesztettliink. Mddszereink alkalmasak az agykérgi mezépotencial, a pH, a K* koncentracid a
vérataramlas, a vérvolumen és a hemoglobin szaturacio valtozasainak képi megjelentésére. A
megfelel6 id6beni felbontdssal készitett és tarolt képekbél pontos idésor és korrelacids
analizis végezhet6 a megfigyel agykérgi terllet tesz6leges pontjain.
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10. Etikai engedélyek

A kisérleteket a Brit Belligyminisztérium érvényes, allatkisérletekre vonatkozé rendelkezései
szerint hajtottuk végre (British Home Office Animals (Scientific Procedures) Act 1986), illetve a
Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsdga és a Csongrad Megyei
Kormanyhivatal Népegészségiigyi és Elelmiszerlanc-biztonsagi Féosztalya hagyta jova, a Magyar
Tudomdanyos Akadémia Allatkisérleti Tudomanyos Bizottsaga allasfoglalasaval, az
allatkisérletekrdl sz6l6 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelettel, és a 2010/63/EU eurdpai parlamenti
és tandcsi iranyelvvel 6sszhangban.

11. Tamogatok

Az értekezésben elvégzett kutatdsokat tdmogatta a Szegedi Tudomanyegyetem; a Magyar
Tudomanyos Akadémia, a Wellcome Trust (Egyesilt Kirdlysag); az Orszagos Tudomanyos és
Kutatdsi Alap és az EGT Norvég Finanszirozadsi Mechanizmusok; a Nemzeti Agykutatdsi Program, a
Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacids Hivatal; a Gazdasagfejlesztési és Innovacids Operativ
Program; az Emberi Er6forras Fejlesztési Operativ Program; és a L'OREAL-UNESCO a N&kért és a
Tudomanyért program.
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14. Szcientometriai paraméterek
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15. Koszonetnyilvanitas

A kutatdi palyam alakuldasaban betoltoétt meghatdrozd szereplkért kodszonettel tartozom
Mentoraimnak:

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

Nagy szeretettel gondolok vissza Paul Luiten Professzorra, aki PhD hallgatéi 6sztondijat kindlt
munkacsoportjaban Groningenben, megismertetett az agyi keringés kutatdsaval, és szllGi
gondoskodassal tdmogatta szakmai el6rehaladasomat.

Kdszonom Tiho Obrenovitch Professzornak, hogy a bradfordi laboratériumaban toltott poszt
doktori tanulmanyut sordn bevezetett az optikai képalkotas rejtelmeibe, atadta lelkesedését és
elhivatottsagat a terjedd depolarizacidk kutatdsa irdnt, és meghatarozé segitséget nyujtott a
kisérletes képalkotd laboratdrium létrehozasdban Szegeden.

Kilon kbszondm Bari Ferenc Professzornak, hogy visszatérésemkor Szegedre lehet6séget kindlt
munkacsoporjdban az agyi keringés kutatdsanak folytatdsdara, folyamatosan Ujabb célok kitlizésére
és elérésére sarkallt, megosztotta szakmai tapasztalatait, kritikus gondolkodasra és kilonb6z6
perspektivak mérlegelésére tanitott, és toretlenil tamogatja kutatoi palyamat.

K6szondm minden munkatarsamnak, hallgatonak az egylttm(ikodést, a kézosen elért, szép
eredményeket. Nagy 6rommel és szeretettel gondolok vissza a kdzosen eltoltott idére Jian Liu-val,
Nico Noormannal, Siile Zoltannal, és Institéris Addammal. Kiilon kdszéndm Menyhart Akosnak az
inspirald beszélgetéseket az elmult 6t évben.

K6sz6ndm Szileimnek, hogy a kérnyezetére kivancsi gyerekként megismerhettem a felfedezés és
az alkotds 6romét, hogy valasztott tanulmanyaimban és torekvéseimben tdmogattak. K6szonom
férjemnek, Rajmondnak, és kisfiamnak, Zsiganak a feltétel nélkili szeretetiiket, a benniinket
kortlvevd otthont, és hogy mellettem alltak akkor is, amikor a szakmai feladatok teljesitéséhez a
nekik jaro figyelembdl és id6b6l dldoztam.
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