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Roviditések jegyzéke

- 4VO: 4 ér elzaras, a két arteria vertebralis elzarasa és a két arteria carotis leszoritasa
(4-vessel occlusion)

- BSR: csendes és tiizeld EC0oG szakaszok aranya (burst supression ratio)

- CAL: Ammon szarv 1-es régi6 (cornum ammon 1)

- CBF: nagyagyi vérellatottsag (cerebral blood flow)

- CCA: arteria carotis communis (common carotid artery)

- DHEA: dehidroepiandroszteron (dehydroepiandrosterone)

- EAAT: excitatorikus aminosav transzporterek (excitatory amino acid transporter)

- ECoG: elektrokortikogram

- fEPSP: mez§-serkent posztszinaptikus potencial (field-excitatory postsynaptic potential)

- FJ-C: Fluoro Jade C

- FB: az els6 megjelend tiizelés (first burst)

- Glu: glutamat (glutamate)

- GOT: glutamat-oxalacetat transzaminaz (glutamate-oxaloacetatae transaminase)

- 1/0O: bemenet/kimenet (input/output)

- ISF: intersticialis folyadék (interstitial fluid)

- LTP: a szinaptikus attevodés hatékonysaganak tartdos megnovekedése (long term
potentiation)

- NF-xB: (,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”)

- NMDA: N-metil-D-aszpartat

- SD: Sprague-Dawley

- TBS: theta ritmussal valo ingerlés (theta burst stimulation)

- TNFa: tumor nekrézis faktor-o

1. Bevezetés

A halalesetek évenkénti szama 60 millidhoz kozelit a vildgon, amelyek 60 %-at valamilyen
nem fert6z0, példaul daganatos vagy neurodegenerativ betegség okozza. Ezeknek felét a
kardiovaszkularis rendszer megbetegedései teszik ki. Az agyi vérellatas zavara ischaemias
vagy haemorrhagias sztrok esetében egy adott kozponti idegrendszeri teriiletet érint, mig a
szivmegallasbol adodo globalis ischaemia bekdvetkeztekor a teljes szervezet, és vele egylitt
az idegrendszer valamennyi teriilete oxigén- ¢és szubsztrathianyban szenved. Az
agyérkatasztrofakkal, hipoperfizids patologias allapotokkal foglalkozé kutatdsokban
tobbféle ischaemids allatmodellt is kialakitottak annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 koros
allapotokat minél jobb kozelitéssel reprodukaljak az allatkisérletek soran. A teljes, globalis
agyi ischaemia kialakitisara alkalmas az ugynevezett 4 ér-elzaras modszere (4VO, 4-vessel-
occlusion), amelyben a nagyagy vérellatdsa meghatarozott idére megszlinik. Tobb,
egymastol fliggetlen kutatocsoport is leirta mar az emberben kialakuld ischaemias
allapotokbol és a kisérleti allatokban el6idézett, hasonld koriilményeket kialakitd ischaemias
beavatkozasokbdl szdrmazo adatok jelentds eltéréseit. Az irodalombol tudhatjuk azt, hogy
vaszkularis anatoémiai kiilonbségek nemcsak a kiilonbozé fajok kozott, hanem az eltérd
torzsek kozott, de akar allattorzseken beliil is felfedezheték. A Wistar és a Sprague-Dawley
(SD) patkanytorzsek élettani folyamatai szamos tekintetben eltérnek egymastol. A két torzs
kozotti kiillonbségeket leirtak mar a magatartas szintjén, a tanulas és memoria folyamataiban,
az enzimatikus aktivitas és a génexpresszio szintjén, valamint fokalis ischaemias inzultus
hatasanak, kimenetelének tekintetében is. Mind a Wistar, mind az SD széles korben
alkalmazott patkanytorzsek az agyi ischaemia kutatasaban, mindkett6t gyakran hasznaljak
globalis ischaemias modellek kialakitdsdhoz is, mint amilyen a 4VO modell. Ezidaig
azonban 6sszehasonlito jelleggel nem irtak le a Wistar és az SD patkanytorzsben a globalis
ischaemia hatasat.

A 4VO mitét alkalmazasa soran jelentds eltéréseket fedeztiink fel a Wistar és az SD
patkanytorzsek kozott. Korabbi tanulmanyok megerdsitették azt, hogy a citoszolban tartdsan

megnévekedett Ca?* koncentracié kiemelkedd szerepet jatszik a funkcidkérosodas és a



sejtpusztulas  kialakuldsaban. Az ischaemias inzultus utan egy masodik Ca®*
koncentracionovekedés torténik, amely a késébbi apoptotikus folyamatokért felelds. A
lecsokkent aramlast ischaemids periddusban szabadgyokok keletkezhetnek, amelyek
befolyasoljak az idegsejtekbdl torténd serkent aminosav felszabadulast, ez pedig visszahat a
szabadgyokok képz6désének folyamataira. Igy tehat ha a Wistar és az SD patkanytorzsek
kozott  kiilonbségek mutatkoznak a 4VO ischaemias periodus alatti nagyagyi
vérellatottsagban (CBF, cerebral blood flow), akkor ez magyarazatul szolgalhat az altalunk
tapasztalt kiilonbségek mibenlétére.

Masodik kisérleti sorozatunkban egy lehetséges neuroprotektiv stratégia tesztelését végeztiik
el a hippocampus CAl-es régiojaban, két endogén természetii anyaggal 4VO modellben. Az
ischaemids inzultus hatasara beinduld folyamatok pontos idébeli behatarolasa kiemelten
fontos a hatasos sztrokterapidk megtervezésekor. RoOgton az ischaemias allapot
kovetkeztében megjelené nagy mennyiségli glutamat (Glu) az N-metil-D-aszpartat (NMDA)
receptorokon keresztiil fokozza az intracellularis Ca®* koncentraciot, és egy ongerjesztd
folyamat beinditasaval tovabbi Glu felszabadulast eredményez, felszabaditva tovabbi Ca®*-ot
az intracellularis raktarakbol. A glia sejteken 1év6 serkentd neurotranszmitter transzporterek
(EAAT, excitatory amino acid transprter) aktivalodnak ugyan, mikodésiik azonban
forditott” iranyiva valik a magas Glu szint miatti tartds depolarizacié kovetkeztében. Az
EAAT-k ugyanakkor megtalalhatok az agyi endothel sejtek membranjaban, melyek
membranpotencialja sokkal stabilabb ischaemids allapotban. A Glu koncentracidja az
ischaemia kovetkezményeként fellépd depolarizaciobol adédoan tovabb né az intersticialis
folyadékban (ISF, interstitial fluid), és a sejtek tulserkentésével percekben mérhet6 id6 alatt

excitotoxikus allapotot hoz 1étre. Feltehetéen az ISF extrém moddon magas Glu

ISF és a vér kozott, ezzel egy agybol a vérplazma felé iranyuld netto Glu-efflux hozhatd
létre, amely Glu koncentraciocsokkenést okoz az ISF-ben. A vér Glu szintjét tehat
csokkenthetjiik a glutamat-oxalacetat transzaminaz (GOT) enzim aktivitasan keresztiil.

Oxalecetsavat adva a GOT enzim altal medialt biokémiai atalakitashoz, melynek soran az

enzim a glutamatot 2-o-ketoglutaratta, az oxalecetsavat pedig aszpartatta alakitja, lecsokken
a vérplazma Glu koncentracioja. Ezen a jelenségen alapul a Glu-scavenging modszere. A
sejtek karosodott funkciodi, és a magas intracellularis Ca®* koncentracié miatt bekapcsol az
apoptotikus kaszkad, melynek lefutasa, és az ezzel egy id6ben kialakuld gyulladasos
folyamatok megindulasa orakkal az ischaemias periodus utan kezdédik meg. Lefolyasuk az
ischaemia mértékétdl fiiggden napokig, hetekig tarthat. Az inflammatorikus folyamatok
soran az ischaemia érintette agyi régidban jellemzéen megemelkedik az interleukin-1 és az
interleukin-6 koncentracioja. Fokozodik tovabba a tumor nekrézis faktor-oo (TNFa) altal
kivaltott NF-xB (,,huclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”)
transzkripcios faktor kifejezddése, amely a gyulladas, az autoimmun valasz, a sejtosztodas és
az apoptozis folyamataiban is kozponti szerepet jatszik, az ezeket a mechanizmusokat
iranyité gének szabalyzasaval. Ezek a gyulladasos folyamatok mérsékelhetok egy endogén
neuroszteroid, a dehidroepiandroszteron (DHEA) neuroprotektiv hatisanak kdszonhetSen,
amely képes gatolni az NF-kB aktivacidjat és csokkenti az interleukinok mennyiségét. A
DHEA egy masik fontos neuroprotektiv aktivitisa, a Ca?* jonok tulzott mértékii,
mitokondridlis matrixba valdo bedramlasdnak megakadalyozdsa, az extrém moddon
megemelkedett intracellularis Ca®* koncentracio kialakuldsakor, amely az ischaemids
allapotok jellegzetes koriilménye. A DHEA ezen kiviil miikodésbe hozza az Akt kinazt, egy
szerin-threonin protein kinazt, amely aktiv formajaban bizonyitottan gatolja az ischaemias
allapotot kdvetd apoptotikus folyamatokat.

Az Altalunk alkalmazott kombinalt kezelés képes lehet a jelentGs sejtpusztulast és
funkciokarosodast eredményez6 rovid tava, excitotoxikus, és hosszi tavi poszt-ischaemikus

folyamatok mérséklésére, egy kettés tamadasponti kombinalt kezelés alkalmazasaval.



2. Célkitiizés

1. A 4VO miitét alkalmazasa soran - nem vart modon - jelentds kiilonbségeket fedeztiink fel
a Wistar és az SD patkanytorzsek kozott. Ismert, hogy a két torzs kozott jelentds eltérések
tapasztalhatok magatartas vizsgalatokban, a tanulds és memoria folyamataiban, valamint az
enzimatikus aktivitds és a génexpresszio szintjén is. Feltevésiink szerint, a két torzs agyi
vaszkularis anatomidja is jelentds mértékben kiilonbozik, ebbdl adoéddan a 10 perc globalis
agyi ischaecmia mas jellegii kérgi elektromos aktivitast és eltéré mértékii sejtszintii
karosodast eredményez a két torzs idegrendszerében. A miitéti beavatkozasok soran
tapasztalt kiilonbségek tisztdzasira ezért in vivo elektrofiziolégiai méréseket
(elektrokortikogram regisztralasa) és hisztologiai festéseket (Fluoro Jade C, Evans

Blue és Cresil-ibolya) végziink.

2. Az oxélecetsav neuroprotektiv hatdsanak vizsgalatat Wistar 4VO modellen végezziik. A
védo hatast a 4VO ischaemids inzultus kovetkeztében lecsdkkend szinaptikus plaszticitas
révén kovetjiik figyelemmel. Korabbi eredményeink alapjan ismert az, hogy az oxalecetsav
képes mérsékelni az ischaemids inzultust kovetd plaszticitdscsokkenést. Az LTP
kivalthatosagat és fenntarthatosagat figyeljilk meg in vitro elektrofizioldgiai kisérleteink
soran. Az oxalecetsav dozisanak csOkkentése érdekében egy masik endogén természetii
anyag, a dehidroepiandroszteron neuroprotektiv hatasat is teszteljiik, és a két endogén
természetli anyaggal kombinalt kezelést adunk a 4VO miitétet elszenvedett kisérleti
allatoknak. Az oxalecetsav védéhatasat in vivo elektrofiziologiai kisérletekkel
(elektrokortikogram  regisztralasa) is  vizsgaljuk, a  kombinalt Kkezelés
alkalmazhatésagat in vitro elektrofiziolégiai eredményekkel (LTP regisztralasa)

tamasztjuk ala.

Anyagok és modszerek

Felhasznalt allatok

Kisérleteinkben felndtt Wistar (N=80) és SD (N=20) patkinyokat hasznaltunk fel (Charles
River Laboratories). Az allatok 200-300 g tomegiick voltak. Minden esetben betartottuk a
laboratoriumi allatok gondozasaval kapcsolatos alapelveket (NIH publikacio No. 85-23), az
SZTE Etikai Bizottsaga altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt (1998) és
az Eurdpai Kozosségek Tanacsanak 1986. nov. 24-i rendeletét (86/609/EEC).

Globalis ischaemias modell

Kétoldali arteria carotis communis és kétoldali arteria vertebralis okkluzio (4V0):

A 4VO miitét segitségével 10 perces globalis agyi ischaemiat idéztiink el§. Az els§ napon
kauter segitségével irreverzibilisen roncsoltuk mindkét arteria vertebralist. A masodik nap a
kétoldali carotis communis (CCA, common carotid artery) preparalashoz az allatokat Na-
pentobarbitallal elaltattuk. A CCA-kat sériilést nem okoz6 csipesszel 10 percre elszoritottuk.
Az almiitott allatok esetében sem a vertebralis roncsolasa, sem a CCA leszoritas nem tortént

meg.

In vitro elektrofiziologia

Az in vitro elektrofizioldgiai mérések 8 nappal a 4VO miitét utan torténtek. A hippocampus
kozEépso részébdl 350 um vastagsagl koronalis szeleteket készitettiink. Ingerld elektrodnak
egy koncentrikus bipolaris fém elektrodot hasznaltunk, amelyet a CA1és CA2 régio hataran
a stratum radiatum rétegbe helyeztiink. A kivaltott serkentd posztszinaptikus
mezGpotencialok (fEPSP, field-excitatory postsynaptic potential) regisztralasa a CAl régid
stratum radiatum rétegéb6l tortént. A CAl piramissejtek és a Schaffer-kollateralisok

szinapszisaiban a hosszll tavl potencirozodas (LTP, long term potentiation) indukcidjahoz



theta burst ingerlést (TBS, theta burst stimulation) alkalmaztunk. Az LTP kivéltisa utan a
megndvekedett fEPSP amlpitidokat 60 percen keresztiil kovettiik figyelemmel.

Az alapvetd gluamaterg szinaptikus funkcid vizsgalatara szolgalt az input/output (1/O)
gorbék felvétele, amelyek értékelésekor a kiilonbozd ingerlési aramerdsségek fliggvényében

abrazoltuk a kapott valaszok amplitado értékeit.

In vivo elektrofiziolégia

Az allatokat sztereotaxids késziilékben rogzitettiik, szabadda tettiik a koponya felszinét.
Sztereomikroszkop alatt faras segitségével megnyitottuk a koponyat a primer motoros
kérgek és a primer szomatoszenzoros kéreg folott. A dura mater megsértése nélkiil mind a
négy furatba gémb fejii eziist elektrodokat helyeztiink. Az elekirodok egy 8 csatornas
elektroenkefalografhoz voltak csatlakoztatva, ahol egy kozos referencia elektroddal szemben
folyt a mérés, amely a koponya kdzépvonalan volt elhelyezve 5 mm tavolsigra a bregmatol,
anterior iranyban. A 15 perc kontroll periddus rogzitése utan 10 perc 4VO-t alkalmaztunk,
majd a reperfuzid soran tovabbi 50 percet regisztraltunk. A mintavételezési frekvencia 200
Hz volt, az alulatereszt6 sziir6 70 Hz-re, a feliilatereszté sziiré pedig 1 Hz-re volt allitva. A
regisztralt epiduralis elektrokortigram (ECoG) adatait tobb adatelemzési modszernek
vetettiik ala. Elemzésre keriilt a burst supression ratio (BSR), szamszertsitettiikk a kérgi

tiizeléseket, valamint megvizsgaltuk az ECoG frekvenciakomponenseinek arany-eltolodasat.

Adatelemzés

BSR analizis

Az ischaemias allapotban jelentkezd "szakaszos" kérgi aktivitast alternald, tiizeléstdl mentes,
azaz csendes (supression), és aktiv (burst) szakaszok alakitjak ki. Az eltérd karakter(i
szakaszok 10 masodperces periddusokon beliili szazalékos aranyat, a BSR%-ot, a csendes
szakaszok szazalékos eléfordulasaval adtam meg. A metodus "0"-at, vagy "1"-et rendel az

ECoG minden pontjahoz. Az EC0oG-bol igy egy binaris adatot hoztunk 1étre, amelyen mar a

BSR analizis elvégezhetd volt. A reperfuzio kezdete utan altalaban 10-15 perccel megjelend
elsé tiizeléstdl (FB, first burst) kezdve vetettiik 6ssze az oxalecetsavval kezelt és a kontroll

allatok ECOG-jat.

Kiiszob feletti kérgi aktivitas szamszeriisitése

A globalis cerebralis ischaemiat kovetden a tobbnyire 10-15 perces izoelektromos ECoG
szakasz utan egy poszt-ischaemikus burst periodus kovetkezik, amelynek lefutasi ideje
koriilbeliil 30 perc. Ebben a szakaszban nagyobb amplitidoval és nagyobb gyakorisaggal
fordulnak el6 ECoG tiiskék. Az analizis soran az FB-t kdveté minden 5 perc tiiskeszamat
meghataroztuk, és elosztottuk az FB utdni 30 - 35 perces szakaszon kapott ECoG

tiiskeszammal.

Frekvenciakomponensek teljesitményspektruma

Az ECoG adatokon diszkrét Fourier transzformaciot végeztiink, amely kiilonbozé
frekvenciaju trigonometrikus fliggvényeket hasznal az idébeli Osszefliggések kozelitésére.
Welch metodussal periodogramot készitettiink az ECoG kiilonb6z6 frekvenciakra vonatkozo
teljesitményspektrumanak meghatarozasara. A Welch periodogram szamolasahoz a

szegment hosszisag 300 adatpont volt 50 %-os atfedéssel.

Staisztikai analizis

Az LTP eredmények statisztikai analizisekor az indukci6 utani 60 perces regisztralas adatait
a 10 perc kontroll mezdpotencial amplitidok értékeire normalizaltuk. A Shapiro-Wilk
normalitas vizsgélat szignifikans volt, vagyis az LTP adatok TBS utdni szakaszdn nem
mutattak normal eloszlast a fEPSP amplitidd értékek, tovabba az elvégzett Levene-teszt
alapjan pedig a variancia homogenitas Sem teljesiilt ugyanezen adathalmazra. A tovabbi
elemzést ezért Kruskal-Wallis teszttel és két mintas nonparametrikus Mann-Whitney U-
teszttel végeztik. Az I/O gorbék statisztikai analizise soran szintén nonparametrikus

Kruskal-Wallis ANOVA tesztet végeztiink. A BSR adatokat Shpiro-Wilk teszttel vizsgaltuk



meg, melynek szignifikins volt az eredménye, tehat az adatok szintén nem voltak normal
closzlasuak, emellett a Levene-teszt sem mutatott variancia homogenitast. Ennek
megfelel6en két fiiggetlen mintas non-parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk a
BSR adatok statisztikai analizisére. A fesziiltség kiiszobot atlépd kérgi aktivitast
szamszerusitd adatok normal eloszlast mutattak a Shpiro-Wilk teszt eredményei szerint, igy
az adatokra egy mintas T-probat alkalmaztunk. Minden esetben * = p<0,05; ** = p<0,01;
**% = p<0,001 értekeket tekintettiik szignifikansnak.

Szovettan

A szovettani vizsgalatokra szant allatokat 4%-os paraformaldehiddel transzkardialisan
perfundaltuk. A 4VO 4éllatoknal 20 um vastagsigu koronalis metszeteket készitettiink a fel,
amelyek megszoritasa utan az artéridkat a két kotés kozott elvagtuk, kizarva ezzel a
szivargas lehet8ségét. Ezutan perfundaltunk at 50 ml 3 %-0s Evan Blue fluoreszcens
festéket. Az agyat kozvetlenill a festés utan eltavolitottuk, és egy éjszakan at posztfixaltuk
4°C-on. Az agyakbol 20 pm vastagsagi szeleteket készitettiink az in vivo elektrofiziologiai
mérés elektrodainak megfeleld sztereotaxikus koordinatak helyérél. A metszeteket 2 %-0s
zselatinba martott targylemezekre huztuk, és lefedtiik Fluoromount-tal, majd sotétben

taroltuk. A fluoreszcens metszeteket fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk.

Hatéanyagok dozirozasa, kezelés

Oxalecetsav

Az oxalecetsavat TBS-ben oldottuk fel és pH=7.3-ra 10 N natrium hidroxiddal allitottuk be.
A végtérfogat 1ml volt. Az oldatot egy mikrodializis pumpa segitségével kozvetleniil a
reperfuzié kezdetétdl szamitott 15 perc alatt adtuk be a farokvénaba. Kétféle dozist

alkalmaztunk. Az alacsony dézis 4 mg/100 ttg volt, a magas dézis pedig 20 mg/100 ttg.

DHEA

A dehidroepiandroszteront (DHEA) 97 %-os abszolit alkoholban oldottuk fel, és
diszpergaltuk kukoricaolajban, az oldat koncentracidja igy 10 mg/ml lett. Ebbdl adtunk 2
mg/100 ttg mennyiséget, ami a 250 g testtomegii allatoknal 0.5 ml végtérfogatban kerilt
beadasra intraperitonealisan 1 nappal a 10 perc tranziens globalis ischaemia utan.

bregma -2,3 mm-t6l -4,3 mm-ig terjedd sztereotaxikus koordinatak kozott.

Fluoro Jade-C festés:

A Fluoro Jade-C (FJ-C) egy kifejezetten degeneralddott neuronok megfestésére alkalmas
floureszcens festék. A FJ-C festett metszeteket fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk. A
fluoreszcens fény gerjesztési hullamhossza of 470-490 nm, az emisszié hullamhossza 520

nm volt.

Cresil-ibolya festés

A Cresil-ibolya festés a koros folyamatokon at nem esett, intakt sejteket képes megfesteni.

Evan Blue festés

Permanens 4VO mitétet hajtottunk végre azokon az allatokon, melyeket késébb Evans Blue-
val megfestettiink. A 4VO modell alkalmazasahoz képest annyi volt az eltérés, hogy az
arteria vertebralisok elektrokauterizacioja utan, 24 ora eltelte nélkiil, azonnal elvégeztiik a

kétoldali CCA leszoritast is. Ennek soran mindkét nyaki veréérre két ligatarat helyeztiink



Eredmények megbeszélése

1. Az in vivo elektrofizioldgiai mérések, az ECoG regisztratumok elemzésekor azt lattuk,
hogy az SD patkanyok kérgi aktivitisa nem sziinik meg teljesen a 10 perc 4VO ideje alatt, és
a reperflizié fazisaban nincs poszt-ischaemikus burst periddus sem. A Wistar patkanyokban
ezzel szemben izoelektromos ECoG-ot regisztraltunk a 4VO 10 perce és a reperfuzio elsé
10-15 perce alatt, amelyet egy 30 perces lefutist poszt-ischaemikus burst periddus kovetett.
A BSR elemzés megmutatta azt, hogy ebben a burst periédusban az izoelektromos szakaszok
aranya megnétt a folyamatos tiizeléshez képest, vagyis szakaszosabba valt a kérgi aktivitas.
A BSR% 40-50% kozotti értékeket mutatott a Wistar allatok FB utani 25 percében. Az SD
patkanyok BSR%-a mar a 4VO ideje alatt lecsokkent 5-10%-ra, ¢és a reperfuzié kezdetekor
0%-ra, vagyis a 4VO-t megel6z6 kontroll szakaszhoz valt hasonlova az ECoG. A kérgi
aktivitast az ECoG tiiskék szamanak valtozasaval is jellemeztiik. Az SD éllatoknal a 4VO
utani poszt-ischaemikus burst periddus hianyat a tiiskeszamok valtozasa is igazolta, mig a
Wistar patkanyokban a poszt-ischaemikus burst ideje alatt tobb mint 300%-os névekedést is
tapasztaltunk az FB utani 15. percben. A frekvenciakomponensek aranya mindkét
patkanyvonalban eltolodott a 10 perc 4VO hataséara, azonban az SD 4llatokban mar az FB
utani 30. percre az ECoG frekvencidk aranya visszaallt a 4VO el6tti allapotban tapasztalhatd
Osszetételre. A Wistar patkanyok esetében az FB utani 30. perc és a kontroll szakasz
teljesitménygorbéje kozott még jelentds kiilonbség mutatkozott. Az FJ-C és Cresil-ibolya
festés eredményei azt igazoltak, hogy az SD allatokban a 4VO beavatkozas jelentdsen kisebb
mértékli hippocampalis sejtpusztuldshoz vezetett. Az ECoG regiszralds koordinatainak
megfeleltethetd kérgi teriileten talalhaté neuronok pedig nagyobb mértékii Evans blue
jelolédést mutattak a permanens 4VO-t kovetd floureszeens festékkel torténd transzkardialis
perfundalas utan, mint a Wistar allatok kortikalis idegsejtjei. A nagyagykérgi teriiletek
atperfundaltsagaban is kiilonbozik a két patkanytorzs, ezt makroszkopikus hisztologiai
vizsgalataink is igazoltdk. A Wistar patkdnyok permanens 4VO-ja kozben a kérgi

artéridkban és kapillarisokban rekedt vér sem mosodott ki teljesen, mig az SD allatok

nagyagykérge csaknem teljesen vérmentes volt. A kérgi neuronok az ischaemias allapot
kovetkeztében felvehették az inzultus hatdsara a vér-agy-gaton atjutd Evans Blue-jelolt
szérum albumint, igy jol detektalhatdo Evans blue jelolddést mutattak az SD allatokban. A
neuroprotekcios kisérletekhez olyan patkanymodellre volt sziikségiink, amely a 10 perc 4VO
kovetkeztében a neuroprotektiv hatas kimutatasdhoz megfeleld mértékii szinaptikus
karosodast és sejtpusztulast okoz. A 4VO modellhez az idealis patkanytdrzs kivalasztasakor
a Wistar vonal bizonyult a legalkalmasabbnak.

2. Az in vitro kisérletek soran a hippocampalis agyszeleteken végzett LTP mérésekben a
4VO csoport maximalisan 130%-0s potencirozoédast mutatott, amely a 60 perces
monitorozas ideje alatt folyamatosan csokkent, de nem érte el a 10 perc kontroll szakasz
szintjét. A negativ kontroll csoportban 150%-0s LTP-t mértiink, amely stabil volt az egy oras
regisztralas teljes ideje alatt. A Kisebb, azaz 4 mg/ 100 g oxalecetsav dozissal kezelt csoport
a 4VO allatokhoz hasonl6 eredményt adott: nem lattunk novekedést az LTP kivaltas utani
fEPSP amplitadok értékein. A magasabb, 20 mg/ 100g oxalecetsav azonban jelentds javulast
okozott az LTP kivalthatosagaban is, 135%-0s LTP-t kaptunk, amely stabil maradt a 60
perces kovetés teljes ideje alatt. Az eredmények az LTP kivaltas utani 23. perctdl jelentdsen
kiilonboztek a pozitiv kontroll, és a 4. perctdl szignifikdnsan eltértek a negativ kontroll
eredményeitél. A DHEA mutatott neuroprotekciot a 10 perc tranziens globalis ischaemian
atesett allatok szinaptikus plaszticitasan, de az LTP nem tért el jelentésen a 4VO csoport
eredményeit6l. A 20 mg/100 g oxalecetsavval és 2 mg/100 g DHEA-val kombinaltan kezelt
csoport esetében erételjes neuroprotekiv hatast lattunk. Az oxalecetsav nagymértékben
kivédte az excitotoxikus allapotot a glutamat-elszivo hatdsan keresztiil, a DHEA pedig
sikeresen csOkkentette az ischaemids inzultus utdn orakkal, napokkal kés6bb megindulod
gyulladasos folyamatokat, ezzel csokkentve a sejt- és funkciovesztést. Az LTP
eredményekben a kombinalt kezelést kapott csoport esetében nem lattunk szignifikans
eltérést a negativ kontroll eredményeitdl, azaz a neuroprotekci6 jelentds mértékii volt, a
kontroll csoport értékeihez kozel hozta a 4VO-n atesett allatok megndvekedett fEPSP
amplitadoit, amely tekintve az ischaemids inzultus idejét és mértékét, nagyon erds

neuroprotektiv hatasként konyvelhetd el.



Az in vivo kisérletekben az oxalecetsav kérgi aktivitasra gyakorolt hatasat is meg vizsgaltuk
kozvetlenill a 4VO utan. Az ECoG BSR analizisének segitségével lathatova valt, hogy a
4VO-t kovetd reperfizio 15. percétdl koriilbeliil a 35. percéig egy poszt-ischaemias burst
zajlik le. Az elemzés megmutatta azt, hogy ebben a 20 perces periddusban az izoelektromos
szakaszok aranya megnétt a folyamatos tiizeléshez képest, vagyis szakaszosabba valt a kérgi
aktivitas. A BSR% 40-50% kozott volt az FB utani 25 percben. Az oxalecetsav 20 mg/100 g
dézisa rogton a 4VO utan beadva csokkentette a BSR% értékeket, vagyis a fiziologiashoz
hasonlobba tette az ECoG-ot. Az FB utani 30 percben az ECoG tiiskeszam valtozasat is
nyomon kovettiik. Azt tapasztaltuk, hogy az oxalecetsavval kezelt allatokban a poszt-
ischaemikus periodusnak megfeleld idészakaszban kevesebb kérgi tiizelést lattunk, vagyis az
oxalecetsav glutamat-elszivo aktivitdsan keresztiil csokkentette az ischaemids inzultust
kozvetlenill kovetd excitotoxicitas mértékét. Az ECoG frekvenciakomponens aranyanak
4VO utani visszaallitasat is segitette az oxalecetsav. A 4VO utdn a magasabb frekvencidk
tlinnek el elBszor, az ECoG teljesitményspektruma pedig a reperfizios id6 elteltével egyre
inkabb visszaall a kontroll szakaszban lathatd Gsszetételre. A kezeletlen csoport esetében
jelentés eltérés volt lathatd a kontroll és a 4VO-t kovetd FB utani 30. perc
teljesitményspektruma kozott, az oxalecetsavval kezelt allatokban azonban ez a két
teljesitménygorbe Osszefekiidt, vagyis a kezelés hatdsara gyorsabban visszaallt a kontroll

szintre a frekvenciakomponensek aranya a 10 perc globalis ischaemia utan.

Konkluzio

Eredményeink alapjan elmondhaté az, hogy a megfeleld ischaemias modell megvalasztasa és
a modell alkalmazasanak idébeli elrendezése mellett elengedhetetleniil fontos a kutatasban
hasznalni kivant legalkalmasabb allattorzs Kivalasztasa. A 4VO globalis ischaemias allapot
kimenetelét a Wistar és az SD torzsek esetében elektrofiziologiai és hisztologiai
kisérletekkel hasonlitottuk Ossze. Eltérd kérgi aktivitast tapasztaltunk a két allatorzs 4VO
periédusaban. Az ischaemids ECoG adatok elemzése megmutatta, hogy a BSR% értéke, az
ischaemias tiizelések szama, az FB jellege és a frekvenciakomponensek aranya is eltér a két
patkanytorzsben 4VO ischaemidban. Az FJ-C ¢és cresil-ibolya festések szorvanyos
sejtpusztulast mutattak az SD patkanyok, és joval nagyobb mértéki sejtveszteséget a Wistar
allatok esetében. Az eredményeink Osszességében azt mutattdk, hogy a 4VO modell
alkalmazasara az SD-vel szemben a Wistar patkanytorzs messzemenden alkalmas, f6leg
abban az esetben, ha kisérleteinkben neuroprotekcios stratégidk hatasossagat szeretnénk
igazolni.

Egy endogén természetii anyagokkal végzett kombindlt kezelést, mint lehetséges
neuroprotektiv stratégiat is teszteltiink. Az oxalecetsav neuroprotektivnek bizonyult a 4VO
Wistar modellen. A DHEA alkalmazott ddézisa 6nmagaban csak tendenciaszerii javulast
okozott a CAl régi6 plaszticitasdban 1 nappal a 4VO utan. A kombinalt kezelés azonban
er6s neuroprotekciot eredményezett. Az in vivo mérések is azt igazoltdk, hogy az
oxalecetsav védo hatasa mar fél 6raval a 10 perc 4VO utan is egyértelmiien tapasztalhato.
Eredményeinkbdl az is latszik, hogy elegendd egyszeri kezelést alkalmazni, rovid idével az
inzultus utdn. A DHEA a kései ischaemias eseményeknek, a gyulladasos folyamatoknak éllja
utjat, az oxalecetsav pedig az ischaemiat kdvetd korai excitotoxicitas kivédésével fejti ki
neuroprotektiv hatasat. Mindkét vegyiilet endogén, azaz természetes koriilmények kozott is
eléfordul a szervezetben, igy a két anyag kombinalt kezelése joval biztonsadgosabb lehet
barmilyen tervezett vagy tervezés alatt allo szintetikus molekulak alkalmazasaval szemben.
A kombinalt kezelés a klinikumi alkalmazasban is megallhatja a helyét, és egy hatékony

neuroprotektiv kezelést jelenthet a jovoben.
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