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Bevezetés

Napjainkban vilagszerte az akut agysériilések, koztiik a stroke jelentik a méasodik leggyakoribb
halalokot. A World Health Organization jelentése szerint évente hozzavetélegesen 15 millid
ember szenved el stroke-ot. A stroke-os eseteknek két altipusat kiilonithetjiik el: a
haemorrhagiés, vagyis vérzéses és az érelzarddas okozta iszkémias stroke-ot. Az iszkémias
stroke egy agyi artéria elzarédasanak kovetkeztében kialakulo korkép, melyben az érelzarodas
helyéhez viszonyitva elkiilonithetiink egy mag és egy penumbra régidt. A mag régioban a sejtek
elhalasa az elzarodas utan progressziven zajlik, a magot koriilvevé penumbra karosodéasa egy
ideig reverzibilis, ez foként a teriiletet ellato kollateralis keringésnek kdszonhetd. Amennyiben
a normal szoveti perfuzié nem all helyre, akkor a penumbra sejtjei is irreverzibilisen
karosodnak, igy a mag régié mérete a penumbra rovasara novekszik. A primer 1€ziot gyakran
sulyosbitjdk masodlagos korfolyamatok (pl. agyddéma, vazospazmus, hipoperfuzio), melyek
mérséklése a betegek jelentds hanyada esetén a kritikus idéablakon tal (>6 oOra) is redlis
célkitlizés lehet.

Olyan korképekben, mint az iszkémias és vérzéses stroke, illetve a zart koponyasériilés, a
terjed6 depolarizacié (spreading depolarization; SD) megjelenése hozzajarul a masodlagos
sériilések kialakuldsdhoz és jelentdsen rontja a betegség kimenetelét. Az SD a neuronok és
gliasejtek egy kritikus tomegének egyiittes depolarizacioja, mely egy pontszerii fokuszbol
kiindulva 2-6 mm/perces sebességgel terjed tova. Az SD tipikus elektrofiziologiai jellemzdje a
DC potencial tranziens, negativ kitérése. A negativ DC potencial-kitérés az idegsejtek
potencidljanak a nyugalmi értékrdl a 0 mV-ot megkozelitd eltolodéasat jeloli, ami mogott az
extracellularis kaliumion-koncentracié ([K*]e) markans emelkedése (30-60 mM), és ezzel
egylitt az extracellularis natrium- ¢és a kalciumion-koncentracio csokkenése 4ll
(Na*: 50-70 mM; Ca®": 0,2-0,8 mM). A nétrium, kalcium és klorid bearamlasa a sejtekbe
passziv vizmozgast is okoz, ennek hatdsara pedig megduzzadnak a sejtek. Fokalis agyi iszkémia
kisérletes modelljében a depolarizaciok ismételt megjelenése egyiitt jart az iszkémias 1€zi6
novekedésével. Az utobbi években klinikai megfigyelésekre alapozva kezdeményezték az
SD-nek, mint biomarkernek a monitorozasat az idegsebészeti intenziv osztalyokon, mert az SD
események jellemzd mintazata jelzi az agysériilések elérehaladasat.

Az SD megfigyelheté azonban optimalisan perfundalt agyszovetben is. Ilyen korkép az auras
migrén, melyben az SD a latokéregre terjedve hozza létre a szenzoros diszfunkciot. Kisérletes

koriilmények kozott normal gliikdz- és oxigénellatds mellett az SD nem okoz maradand6



karosodast, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy az iszkémids stroke bekovetkezésének
valdsziniisége nagyobb az auras migrénnel kiizdé emberek korében.

Az agyodéma gyakran megjelenik olyan cerebrovaszkularis korképekben, mint az iszkémias
stroke vagy a zart koponyasériilés. Az 6déma az intrakranialis nyomas fokozasaval jelentdsen
rontja a betegség kimenetelét. Az akutan (stroke-ot kovetd percekben) jelentkezd citotoxikus
0déma soran a viz a sejtekbe aramlik, mely a neuronok ¢és asztrocitak duzzadasat okozza (1.
abra). A fennallo gliikdz- és oxigénhidny kovetkeztében az endotél sejtek transzmembran
ionegyensulya felborul, amelynek eredményeként a sejteket 6sszekapcsolo szoros kapcsolatok
felbomlanak. A metabolikus krizis és a sejtek felborult ionegyensulya a neuronok pusztulasat,
valamint a vér-agy gat megnyilasat, albumin és mas plazmafehérjék sériilt agyszovetbe torténd
bejutasat okozza. Az AQP4 csatorna a legyakrabban eléforduld vizcsatorna az agyban, mely
elsdsorban az asztrocitdk végtalpain lokalizalt. Ennek kdszonhetéen az asztrocitdk kiemelt
szereppel birnak az agyi vizhaztartds szabalyozasaban. Agyi iszkémia kisérletes modelljében
az asztrocitak duzzadasa pozitiv Osszefiiggést mutatott az SD-k hosszaval. Tovabba, az
asztrocitak duzzadasa a spontan megjelend SD-k szamaval egyre noétt, ezzel szemben

egészséges szovetben az SD-k reverzibilis, rovid ideig fennallo asztrocita 6démat okoztak.
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1. abra Sematikus abra az iszkémias stroke kovetkeztében kialakulé agyodémarol. (a) Idévonal jeloli az
iszkémias stroke bekovetkezésétol eltelt id6t, a kék gorbe az AQP4 expresszidjat, a lila gorbe az agy duzzadasat
mutatja. (b) A kezdeti citotoxikus O6déma soran elsGsorban AQP4 csatornakon keresztil viz aramlik az
asztrocitakba és a neuronokba. (c) A fennallé metabolikus krizis kdvetkezményeként a neuronok pusztulasa és a
vér-agy gat megnyilasa kovetkezik be. (d) Vazogén 6déma soran a sériilt teriileten a vér-agy gat teljes
felbomlasanak kovetkeztében albumin és mas plazmafehérjék jutnak az agyszovetbe. Forras: J. Badaut et al. 2011

alapjan modositva.



Az asztrocitak kdzponti szerepet toltenek be a normal neuronalis mitkodésben. A haromtagu
szinapszis résztvevojeként ezek a sejtek befolyassal vannak a szinaptikus transzmissziora és a
neuronok ingerelhetéségére is. Az asztrocitak felveszik az extracellularis térben felszaporodd
ionokat (pl. K"), illetve neurotranszmittereket (pl. glutamat), ezeket metabolizaljak, majd
eléanyagaikat visszajuttatjdk a neuronokhoz. A bumetanid-szenzitiv Na*/K*/Cl" ko-
transzporter-1 (NKCC1) is részt vesz a K* indukalta asztrocita duzzadasban. Az NKCC1-gyet
az asztrocitak expresszaljak. Az NKCC1 az agy minden teriiletén megtalalhato és mitkodése
iszkémiat kovetéen fokozodik. In vitro primer asztrocita kulturakban kimutattak, hogy az
NKCC1 magas K* koncentracié mellett hozzajarul a sejtek duzzadasdhoz. Az extracellularis
glutamat-koncentracido asztrocitdk altali szabalyozésa elengedhetetlen a neuronalis
ingerelhetdség szabalyozasadban. Szinaptikus ingeriiletatvitel soran a felszabaduld glutamat
csupan 20 %-a kotédik a posztszinaptikus neuronok receptoraihoz. Az extraszinaptikus
glutamat eltavolitasa az asztrocitdk serkentd aminosav transzporterei (EAATI1, EAAT?2) altal
valosul meg. A glutamat visszavétele az egyik legenergiaigényesebb folyamat az agyban,
azonban az iszkémia okozta ATP hiany és a magas extracellularis K* koncentracid
eredményeként az asztrocitdk transzporterei reverz modon kezdenek miikddni, ami glutamat
felhalmozodasahoz vezethet az extracellularis térben A duzzaddsuk miatt az asztrocitdk
térfogatszenzitiv anion csatornaikon (volume regulated anion channel; VRAC) keresztiil
glutamatot iritenek az intersticiumba, mely hozzdjarul a glutamat-koncentracio

emelkedéséhez.

A talél6 agyszeletek hasznalata elterjedt in vitro kisérleti modszer az idegtudomanyban. Az in
vitro preparatumok alkalmazasanak egyik legnagyobb el6nye, hogy a metszetek kornyezete jol
kontrollalhat6, igy a kisérletek megbizhatéan, konnyen reprodukalhatoak. Az agyszelet
preparatumok hasznalatanak tovabbi eldnye, hogy egy allat feldldozasaval tobb agyszelet
nyerhetd, ami jelentdsen csokkenti a felhasznalt allatok mennyiségét (3R elve). Az agyszeletek
egyértelm hatranya az idegsejtek kapcsolatainak atmetszése a szeletkészités soran, igy nincs
lehetdségilink a neuronhdlézatok miikodésének vizsgalatara. Tovabbi hatrany, hogy ebben a
modellrendszerben a vaszkularis valaszok és komplex, szervrendszereket érint valtozasok
vizsgéalata nem kivitelezhetd. Az agyszelet preparatumokon vizsgalhatjuk kiilonféle
hatéanyagok sejtélettanra gyakorolt hatdsat, oxigén és gliikdz megvonasaval modellezhetiink
iszkémiat, a szeletet hipo-ozmotikus kozegbe helyezve pedig agyddéma aspektusai
tanulmanyozhatok. A fent leirtak alapjan hipotéziseink az alabbiak voltak: (1) az SD jelentdsen

csokkenti a szovet életképességét a homeosztatikus egyensuly megbomlasa utdn; (11) illetve



az akut agyodéma kovetkeztében kialakulo asztrocita duzzadds extracelluldris glutamdt és K*
Sfelhalmozoddshoz vezet, ezzel fokozva az istkémids lézio kiterjedését. Hipotéziseink
bizonyitasahoz célul tiztik ki: (1) az SD-k kialakuldsanak dsszehasonlito vizsgdlatat
fiziologias koriilmények kozott és metabolikus, ozmotikus stressznek kitett agyszeletekben.

(1) Az odéma modellezését él6 agyszelet prepardtumokon hipo-ozmotikus oldat segitségével;

tovabba az asztrocitak szerepének meghatarozasdt akut agyédéma sordn.

Anyagok és modszerek

Kisérleteinkben him, fiatal feln6tt Sprague-Dawley ¢és Wistar patkanyokat (n=98)
mélyaltatasban dekapitaltunk, agyukbol vibratom segitségével 350 pm-es coronalis
metszeteket készitettlink. A kisérletek soran az agyszeleteket egy “interface” tipusu
szOovetkamraban 32°C-on tartottuk, melyben a karbogénnel buborékoltatott aCSF folyamatos
aramldsat (2,5 ml/perc) biztositottuk. Az LFP méréséhez egy iivegkapillaris-elektrodat
helyeztiink a cortex III-IV. rétegébe. Referenciaként egy, az agyszelet kamra kifoly6 nyildsaba
helyezett Ag/AgCl elektroda szolgalt. A szoveti fehér fény reflektancia méréséhez a szeleteket
halogén lampaval vilagitottuk meg. A képsorokat 1 Hz-es frekvencian CCD kamera

segitségével rogzitettiik, melyet sztereo-mikroszkophoz csatlakoztattunk.

A terjedd depolarizaciok oOsszehasonlitdo vizsgalata ozmotikus és metabolikus
stressznek kitett agyszeleteken

SD-k kivaltasa

Kisérleteink egy részében a szeletek egyenaramu ingerlésével valtottunk ki (ES) SD-ket, az
alkalmazott toltés mennyisége 50 és 1500 pC kozott valtozott. Mas szeletekben az SD-k
kivaltasahoz 1 M-os KCI oldatot alkalmaztunk (kb. 150 picoliter), melyet picospritzer
segitségével juttatunk a szeletekre. A KCI és ES csoportokban 4-5 SD-t valtottunk ki 10-12
perces 1d6kozonként.

Hipo-ozmotikus kezelés soran az inkubaldo aCSF NaCl koncentracidjat csokkentve (130 mM-
ol 100 és 60 mM-ra; HM 100, HMeo) a szeleteket hipo-ozmotikus stressznek tettiik ki. Tiz perces
alapvonal felvételét kovetdéen a hipo-ozmotikus oldatot a szeletekre mostuk, melynek
eredményeként spontan megjelené SD-Ket regisztraltunk.

Oxigén-gliik6z deprivacié (OGD) soran a szeletekre gliikdzmentes aCSF oldatot mostunk és a
gazkeverékbdl megvontuk az oxigént. Az OGD eredményeként minden szeletben spontan

1étrejovo SD-ket regisztraltunk.



Szovettan

Az agyszeletek ¢letképességét TTC festéssel vizsgaltuk. A metszetekrdl fénymikroszkdpos
fotokat készitettiink 10 x-es nagyitdson. A sejtpusztulds még részletesebb vizsgalatdhoz a TTC-
vel festett szeletekbdl 10-um vastagsagu metszeteket készitettiink, melyeket hematoxilin-
eozinnal festettlink meg. A metszetekrdl fénymikroszképos fotokat készitettiink 40 Xx-es

nagyitason.

A szimultan depolarizacio vizsgalata patkany agyszeletekben

A kisérletek soran a szeleteket hipo-ozmotikus stressznek tettiik ki, melyet a fentebb leirt
modszerrel hoztunk létre. A protokoll soran a szeletekre 30 percen keresztil HM oldatot
mostunk, majd ezt kdvetden 2,5 perces anoxiat hoztunk l1étre. A kontroll szeletek esetén SD-t
elektromos ingerléssel valtottunk ki (SD1), majd a kdvetkez6 depolarizaciot (rSD) 2,5 perces
oxigénmegvonassal idéztiik elé6. A hiperozmotikus (HRM) kezelés esetén a normal aCSF
oldathoz 100 mM mannitolt adtunk. A kezelés soran a szeleteket 30 percen keresztiil HM
oldatba helyeztiik, majd az inkubald oldatot HRM oldatra cseréltiik. A HM kezelés hatasara
spontan SD alakult ki, a HRM kezelés alatt depolarizaciot 2,5 perces anoxiaval valtottunk ki.
Farmakolégiai kezelések

Az 6déma farmakologiai csokkentése soran a szeleteket az NKCC1 gatlo bumetanid (1 mM) és
az AQP4 blokkol6 TGN-020 (100 uM) koktéljaval kezeltikk. A térfogat szenzitiv anion
csatornakat DCPIB-vel (20 uM), az NMDA, AMPA ¢és kainat receptorokat MK-801+CNQX-
szel (100 uM; 20 uM) blokkoltuk. Az EAAT2-t TFB-TBOA-val (10 puM; 100 uM)
antagonizaltuk, az asztrocitak metabolizmusanak gatlasara pedig fluorocitratot (0,5; 1 mM)

alkalmaztunk.

Extracellularis glutamat koncentracio mérése
Az extracellularis glutamat koncentraciot glutamat-oxidaz enzim alapu bioszenzor segitségével

mértiik. A bioszenzort az LFP elektrodakkal egyiitt az agykéreg I1I-1V. rétegébe szurtuk.

Szovettan

Az asztrocitak duzzadasanak vizsgalatira modositott Golgi-Cox festést végeztiink, majd a
kéreg  II-IV. rétegérdl  reprezentativ  fénymikroszkopos  fotokat  készitettiink.
Elektronmikroszkopos felvételek készitéséhez a szeletekb6l ultravékony metszeteket
készitettlink. Kontrasztozast (5% uranil-acetat és Reynolds-féle 6lom-citrat oldat) kovetden
transzmisszios elektronmikroszkoppal (Jeol JEM 1400 Plus) vizsgaltuk, felvételeket CCD

kamera segitségével készitettiink.



Eredmények

A terjedd depolarizaciok oOsszehasonlitdo vizsgalata ozmotikus és metabolikus
stressznek Kitett agyszeleteken

Elészor az ozmotikus €és metabolikus stressz hatasara kialakuldé SD-k elektrofizioldgiai
paramétereit hasonlitottuk 6ssze fiziologias koriilmények kozott, fokalis stimulussal (KCl, ES)
kivaltott SD-kkel. A HM és OGD csoportban kialakulé spontan SD-k félamplitidohoz tartozo
ideje hosszabb volt, mint a KCI ¢és ES csoportokban kialakulé depolarizacioké (195,65+117,05
vs. 112,14+88,39 vs. 54,75+26,72 vs. 33,95+26,615 s, HM vs. OGD vs. ES vs. KCI). A HM és
OGD csoportokban csak részleges volt a repolarizacid, melyet tiikr6z, hogy a repolarizacio
meredeksége itt Kisebb volt, mint a KCl és ES csoportban kialakuld SD-k esetén (0,30+0,17 vs.
0,12+0,10 vs. 0,50+0,24 vs. 0,45+0,27 mV/s HM vs. OGD vs. ES vs. KCI). Az SD-k fokusza a
HM és OGD csoportokban nagyobb kiterjedésii volt az aCSF-ben KCl és ES stimulusokkal
kivaltott SD-khez képest (2,64+1,27 vs. 2,2340,82 vs. 1,93+0,74 vs. 1,37+0,5 % a teljes kérgi
tertiletnek, HM vs. OGD vs. ES vs. KCI). Tovabba megfigyeltiik, hogy a globalis stimulusra
(HM, OGD) kialakulé SD-k nagyobb kérgi teriiletet érintenek, mint az ES és KCl csoportokban
1étrej6vo depolarizaciok (71,98+13,43 vs. 85,32+5,32 vs. 40,4+20,66 vs. 36,72+9,39 % a teljes
kérgi teriiletnek, HM vs. OGD vs. ES vs. KCI). TTC festéssel vizsgaltuk a szovet életképességét
a depolarizaciokat kovetden. A szovetben a megfestddott szemcsék (partikulumok)
mennyiségének csokkenését tekintettilk az alacsonyabb életképesség indikatoranak. HM és
OGD csoportokban a depolarizaciot kdvetden jelentds mértékben csokkent a megfestodott
partikulumok szdma a KCI csoporthoz képest (26,45+10,64 and 11,44+6,42 vs. 54,33+21,21
partikulum/ 1000 um?, HM and OGD vs. KCI). Azonban fontos megjegyezni, hogy az
elektromos ingerléssel kivaltott SD-k jelentds sejtpusztulast okoztak a KCl csoporthoz
hasonlitva (30,28+9,84 vs. 54,33+21,21 partikulum/ 1000 um? ES vs. KCI). A szovet
integritasat hematoxilin-eozin festéssel is vizsgaltuk, mely soran szintén az OGD és HM
kezelés hatasara kialakulé SD-k bizonyultak a legkarosabbnak, ezekben a szeletekben a
neuronok sejtmagjanak kondenzalodéasa volt megfigyelhetd, mig KCI csoportban a neuronok
sejtmagja jol koriilhatarolt volt. Végiil az SD-altal érintett teriilet és a partikulumok szamanak
vizsgalata sordan negativ korrelaciot talaltunk, vagyis a nagyobb kérgi teriiletet érintd

depolarizaciok alacsonyabb partikulum szdmot eredményeztek.



A szimultan depolarizacio6 vizsgalata patkany agyszeletekben

Korabbi in vivo allatkisérleteinkben megfigyeltiik, hogy 6démas szvetben oxigénmegvonas
hatdsara az agykéreg egy kiterjedt része egyszerre depolarizalodik, ezt a jelenséget szimultan
depolarizacionak (SiD) neveztiik el. Feltételeztiik, hogy az SiD hatterében az asztrocitak koros
duzzadasa all, ezért 6démat az agyszeletekben hipo-ozmotikus kezeléssel idéztiink elé. A hipo-
ozmotikus oldat hatasara a HM csoportban az elsé depolarizacié (SD1) spontan alakult ki, mig
a normal aCSF-ben inkubalt szeletekben elektromos ingerléssel valtottunk ki depolarizaciot. A
2,5 perces anoxia az aCSF csoportban ujabb SD-t (rSD), mig a HM csoportban a szeletek
tobbségében (35 szeletben a 44-bél; 80%) SiD-t eredményezett. Az elsé SD fokusza mindkét
csoportban kis kiterjedésii, pontszeri volt (<1 % a teljes kérgi teriiletnek). SD1 terjedési
sebessége gyorsabb volt a HM csoportban, mint a kontroll szeletek esetében (3,17+0,58 vs.
1,97£0,18 mm/perc, HM vs. aCSF). Megfigyeltiik, hogy az anoxiara kialakult SiD azon a kérgi
teriileten alakult ki, amit méar az SD1 érintett és SiD soran a kéreg jelentds része egyidoben,
szimultdn modon depolarizalddott (>50% a teljes kérgi teriiletnek). Ezek alapjan az ozmotikus
stressznek kitett agyszeletekben a spontan kialakulé SD1 teriilete a kés6bbi, anoxids inzultusra
kialakul6 SiD fokuszanak feleltethetd meg.

Annak bizonyitasara, hogy az asztrocitdk duzzadasa hozzajarul az SiD kialakulasahoz,
meghataroztuk az ozmotikus stressz okozta szoveti duzzadast. Az aCSF-ben inkubalt szeletek
esetén az SD1-gyel kismértékii felszin-ndvekedést figyeltiink meg (1,09+0,68 %), SD1 utan a
szelet felszinének teriilete visszatért az alapvonali allapothoz (0,19+0,15 %.). Az anoxiara
kialakulé6 masodik SD soran nagyobb mértékli duzzadast tapasztaltunk SDI1-hez képest
(4,75+1.33 vs. 1,09+0,68 %., rSD vs. SD1), de a duzzadas ismét reverzibilis €s tranziens volt.
A HM csoportban a szelet térfogatnovekedése a HM oldat ramosasakor kezdddott, és a szelet
jelentds duzzadast mutatott a spontan kialakulé SD1 el6tt (4,59+1,14 vs. 4,15+1,11 vs.
0,07+0,09 %., HMeo vs. HMaigo vs. aCSF). Az SD1-gyet kovetden a szeletek duzzadasa
megtartott volt, nem tért vissza a depolarizacio el6tti szintre. Fontos megjegyezni, hogy a HM
csoportban a szoveti duzzadas megeldzte a spontdn SD kialakuldsat, mig ezzel szemben az
aCSF csoportban csak depolarizacids eseményekhez kapcsolt duzzadast figyeltiink meg.
Szakirodalombol ismert megfigyelés, hogy az asztrocitak ozmotikus stressz hatasara
megduzzadnak, ezért feltételeztiik, hogy az asztrocita 6déma nagymértékben hozzajarul a HM
kezelés hatasara kialakuld SiD-hez. Az asztrocitak duzzadasa mind a Golgi-Cox-szal festett

mind az elektronmikroszkopos metszeteken jol lathatdo volt. Az elektronmikroszkopos



felvételeken megfigyeltiik, hogy az asztrocitak citoplazméja és nyualvanyai is jelentdsen
megduzzadtak a HM kezelés hatasara.

Feltételeztiik, hogy az asztrocitdk duzzadasa a neurondlis ingerelhetdség fokozdsaval is
hozzajarul az SiD kialakulasahoz, ezért meghataroztuk a kivaltott potencialok amplitadojat. A
kivaltott potencidlok amplitiddja a HM csoportban szignifikansan nagyobb volt, mint az aCSF
csoportban (171,0+11,8 vs. 184,3+7,4 vs. 93,1£9,3 uV, HMeo vS. HM1oo vs. aCSF). Az SiD
vagy rSD kialakuldsanak latencidja (az anoxia kezdetétdl a depolarizacio kezdetéig eltelt id0)
révidebb volt a HM csoportban (46,9+24,3 vs. 45,9+18,2 vs. 86,9+28,7 s; SiD HMeo vs. HM100
vs. rSD aCSF-ben). Tovabba, a depolarizaciok kivalthatosagi kiiszobértéke jelentdsen csokkent
a HM kezelés hatasara (50,1+15,7 vs. 52,5+18,4 vs. 1214,3+470,6 nC, HMeo vS. HMuoo VS.
aCSF). Azt, hogy asztrocitak duzzadasa csokkenti az SD elektromos kivalthatosagi kiiszobét
igazolta az a megfigyelésiink is, hogy a fluorocitrattal kezelt szeletekben a HM csoporthoz
hasonloan csokkent az SD kivaltasi kiiszob (51,0+22,9 vs. 52,5£18,4 uC, fluorocitrat vs.
HM100).

Az SD-rdl ismert, hogy hozzjarul az iszkémids penumbra régi6 mag régiova alakuldsédhoz.
Tovabba tudjuk, hogy a citotoxikus 6déma szintén Osszefiiggésben all az SD okozta
sejtkarosodassal. Kisérleteink soran feltételeztiik, hogy az asztrocita- 6déma és az SiD fokozza
a szoveti karosodds mértekét. Az SiD soran minden szelet esetében nagyobb teriilet
depolarizalodott, mint SD1 alatt (76,8+11,4 vs. 60,9+10,7 %, SiD vs. SD1). llletve a TTC-vel
festett metszeteken is jol latszodott, hogy az SiD sokkal nagyobb mértékli sejtkdrosodast
okozott a HM kezelés alatt spontan kialakulo SD1-hez képest. A TTC-vel festddott
partikulumok szdma jelentdsen lecsokkent azokban a szeleteken, ahol SiD is kialakult (5,0+1,1
vs. 35,8+3,0 vs. 43,5+1,0 partikulum/ 1000 um?, SiD HM-ben vs. SD1 HM-ben vs. aCSF).

A tovabbiakban feltételeztiik, hogy az 6déma indukalta glutamat felszabadulas, illetve az
asztrocitdk glutamat visszavételének csokkenése tehetd leginkabb feleldss¢ az SiD
kialakuldsaért. Az elképzelést alatamasztja az a korabbi kisérletes megfigyelés, miszerint az
asztrocitdk ozmotikus stressz hatasara megduzzadnak, melynek kovetkeztében glutamatot
uritenek az extracellularis térbe.

Az ozmotikus stressznek Kitett szeletekben az extracellularis glutamat koncentracidja
folyamatosan emelkedett a sejtduzzadassal egyiitt, az SD1 soran mar 10 uM-os glutamat
koncentraciot mértiink. A glutamat extracellularis szintje az SD1 utan tovabb emelkedett (15
uM) és nem tért vissza a korabbi szintre, majd az SiD egy ijabb glutamat csucsot eredményezett

(>20 uM).



Az asztrocita AQP4 és NKCCL1 blokkolasa TGN+Bumetaniddal, illetve a térfogat szenzitiv
csatornak DCPIB-vel torténd gatlasa jelentdsen csokkentette a szdveti duzzadast. Tovabba,
TGN+Bumetanid és a DCPIB kezelések hatiasara csokkent az SD1-gyel jard glutamat
felszabadulas. Mindkét kezelés szignifikansan csokkentette a SiD el6forduldsanak gyakorisagat
(2/16 (13%) vs. 3/23 (13%) vs. 28/33 (85%) szelet; TGN+Bum vs. DCPIB vs. HMgo). Fontos
megjegyezni, hogy a kezelt szeletek tobbségében anoxiara egy masodik rSD alakult ki, szemben
a HM csoportban anoxiara kialakuld SiD-vel. A kezelés hatdsara az rSD-k fokusza is kisebb
volt (<1 % a teljes kérgi teriiletnek), mig az SiD fokusza a HM csoportban a kéreg 55,5+7,2 %-
at érintette.

Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy az asztrocitdk metabolizmusanak gatlasa igazolja-e az
asztrocita diszfunkci6 szerepét az SiD kivaltasaban. A szeleteket az asztrocitak citratkorét gatlo
fluorocitrattal kezeltilk. A fluorocitrat kezelés hatasara ugyanazt figyeltik meg, mint az
ozmotikus stressznek kitett szeletek esetén, vagyis (i) az SD Kkivalthatosagi kiiszobértéke
csokkent; (i) az SD1 spontan alakult ki (5-b6l 4 szelet esetében), és (iii) az anoxia SiD-t
eredményezett (5-b6l 3 szelet esetén). Az asztrocita EAAT2 gatlasa nagymértéki
extracellularis glutamat felhalmozodast idézett el6 (29,5+9,9 uM), és a kezelés alatt anoxiara
valaszul SiD jott létre. A TBOA-val kezelt szeletek esetén az extracellularis glutamat
felhalmozddas az SiD alatt még intenzivebb volt (65,3+18,1 uM).

Az extracellularis glutamat forrasdnak meghatarozasa érdekében gatoltuk az AMPA, NMDA
¢s kainat receptorokat. Az ionotrop glutamat receptorok antagonizmusa az SiD kialakulasat
gatolta, viszont a szoveti duzzadast csak kismértékben tudta csokkenteni. Tovabb4, ez a kezelés
csOkkentette legkevésbé az extracellularis glutamat felhalmozodast. Ezen eredményeink is
bizonyitjak, hogy 6démas szovetben az extracellularis glutamat felhalmozodasahoz nem csak a
neuronokbdl felszabaduld glutamat, hanem az asztrocitak korlatozott glutamat-felvétele vagy
glutamat-iiritése is jelentésen hozzajarul.

Tovabbi kisérleteinkben feltételeztiik, hogy a szoveti 6déma visszaforditasa hiperozmotikus
kezeléssel (HRM) csokkentheti az extracellularis glutamat-koncentraciot, és gatolhatja az SiD
kialakulasat. A HRM kezelés visszaforditotta az ozmotikus stressz altal kialakul6 sejtduzzadast
és helyreallitotta a fiziologias glutamat szintet. Tovabba, a HRM kezelés alatt anoxiaval nem
tudtunk depolarizaciot kivaltani. Az SD kivalthatosagi kiiszobértéke jelentdsen emelkedett a
kezelés hatasara (2422,5+341,7 vs. 54,0£2,1 vs. 1220,0+6,2 uC, HRM vs. HM1q0 vs. aCSF). A
szoveti duzzadds és az extracelluldris glutamat felhalmozodas pozitiv korrelaciot mutatott.

(r=0,819**). Ezek alapjan elmondhatd, hogy az extracellularis glutaméat felhalmozo6das szoros



Osszefiiggésben all a szoveti 6démaval, illetve az 6déma csokkentése hat¢konyan mérsékelte a

glutamat-felhalmozodast, és gatolta az SiD-t.
Diszkusszio

A terjedd depolarizaciok osszehasonlito vizsgalata ozmotikus és metabolikus
stressznek Kitett agyszeleteken

Kisérletes munkank sordn dsszehasonlitottuk az ozmotikus vagy metabolikus stressz hatasara
spontan kialakul6 és a fiziologias koriilmények kozott, fokalis ingerléssel kivaltott terjedd
depolarizaciokat. Kisérleteinkben vizsgaltuk az SD-k elektrofiziologiai paraméterei mellett a
depolarizaciok tér- ¢és idObeli tulajdonsdgait szoveti fehér fény reflektancia- alapu
képalkotassal. Tovabba, szovettani modszerek segitségével az SD-K sejtkarositdo hatasat
kovettiik nyomon.

Globalis iszkémias (szivmegallast modellez6) allapotot oxigén-glilkoz megvonassal (OGD)
idéztiink el6. Az OGD egy széleskorben alkalmazott modell iszkémia létrehozasara, melynek
segitségével az iszkémias mag régioban lejatsz6do folyamatokat lehet vizsgalni. Az ozmotikus
stresszt a szeletekben hipo-ozmotikus kezeléssel hoztuk 1étre, mellyel agyodémat
modelleztiink. A kontroll szeletek egy részében 1 M-0s KCI oldat befecskendezésével
valtottunk ki depolarizaciokat. Ezek a fokalis kivaltassal l1étrejové SD-k leginkabb az aurds
migrén soran kialakuld6 SD-knek feleltethetdk meg. A kontroll szeletek masik hanyadaban
elektromos ingerléssel hoztunk 1étre SD-ket. Ezt a modellt gyakran alkalmazzak azzal, a céllal,
hogy meghatarozzak a depolarizaciok elektromos kivalthatosagi kiiszobét.

Mind a HM mind az OGD kezelés hatasara spontan SD-k alakultak ki, melyeket lasst
repolarizacio kovetett, és az agykéreg jelentds részén végig terjedtek. A 15-20 percig fennallo
OGD kezelés soran a spontan kialakulé SD nagymértékii sejtpusztulast okozott minden kérgi
rétegben, amely magyarazza, hogy ebben a modellben masodik depolarizacids esemény nem
volt kivélthat6. Az 6déma modelliinkben kialakulé SD-k is kiterjedt sejtkarosodést idéztek eld,
de ez kisebb mértékii volt, mint az OGD-nek Kkitett szeletek esetén. A kontroll szeletekben mind
elektromos mind KCl-os ingerléssel 4-5 egymast kdveté depolarizacio volt kivalthato, amely
jelzi, hogy a fokalis ingerlés sokkal kevésbé csokkentette a szeletek életképességét. Az
alkalmazott fokalis stimulusok koziil legkevésbé karosnak a KClI-os ingerlés bizonyult, ezekben
a szeletekben az altalunk alkalmazott szovettani modszerek nem mutattak Ki sejtkarosodast.

Ezzel szemben az elektromos ingerléssel kivaltott SD-k utdn a neuronok pusztulasa igen
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jelentds volt. Ennek oka lehet, hogy az SD kivaltasahoz sziikséges toltésmennyiség leadasakor

az ingerld elektroda helyén, az ingerlés eredményeként nekrotikus 1ézi6 alakul ki.

Eredményeink 6sszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy kisérleteinkben modelleztiik (i) az intakt
agyszovetben kialakuld6 minimalis karos hatassal jar6 SD-ket, (ii) a hipo-ozmotikus
koriilmények kozott kialakuld elnyujtott, szovetkarositd potenciallal bird depolarizaciokat, (iii)
¢s az iszkémids szovetben kialakuld termindlis SD-ket. Az altalunk létrehozott modellekben
kialakulo depolarizaciok tulajdonsagai jol jellemzik a szovet metabolikus allapotat. Példaul a
lasst repolarizacios fazis indikatora a nem megfeleld K* és glutamat visszavételnek, melyet
OGD alatt az ATP hidny kovetkeztében kialakulo Na*/K* ATPaz diszfunkci6o okozhat. A
lassabb repolarizacios fazis és az elnyujtott depolarizaciok hatterében a HM kezelés alatt a
gliasejtek/asztrocitak sériilt K* és glutamat felvétele allhat. Osszességében tehat elmondhatjuk,
hogy a Na'/K* ATPaz diszfunkcidja és az asztrocitdk sériilt pufferkapacitisa eredményezi,
hogy a metabolikus és ozmotikus krizisnek kitett szeletekben az SD-k hosszabb ideig tartanak,

nagyobb kiterjedésiiek, és fokozzak az iszkémias 1ézi6 kiterjedését.

A szimultan depolarizacio vizsgalata patkany agyszeletekben

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a kisérletesen 1étrehozott akut agyédéma
spontan kialakulé SD-t eredményezett, melyet kovetéen az 6démas szdvetben létrehozott
anoxia az agykéreg nagy kiterjedésti, szimultan depolarizaciojat idézte eld6. Az SiD altal érintett
kérgi teriilet nagymértékben atfed a korabbi, spontan kialakul6 SD fokuszaval. Az SiD
kialakulasat eldsegitette az asztrocitak duzzadésa. A hipo-ozmotikus koriilmények kozott
1étrejovo glia duzzadast jelzi a glutamat extracelluléris térben vald felhalmozddasa, mely az
SiD alatt még intenzivebbé valt. Tovabb4, az SiD a neuronok és az asztrocitak pusztuldsat is
okozza, ezzel is alatdmasztva azt, hogy az SiD nagymértékben hozzajarul az iszkémias 1€zid
novekedéséhez. A hiperozmotikus kezelés hatékonyan csokkentette a szovet ingerelhetdségét,
illetve megel6zott minden olyan folyamatot, amelyet az SiD kialakulasaval Osszefiiggésbe
hoztunk.

Kisérleteinkben elséként vizsgaltuk az SiD mechanizmusat. Ugyan a szakirodalomban mar
tesznek emlitést a kéregben kialakuld szimultan depolarizaciorol, de ezt eddig kisérleti
eredményekkel nem tamasztottdk ald. Illetve, SiD-szerli depolarizacidkat figyeltek mar meg
agyszelet preparatumokon hipo-ozmotikus, anoxias inzultus eredményeként, de a jelenség
pontosabb mechanizmusait nem irtak le. Hangsulyozza az SiD koérélettani szerepét, hogy

stroke-on atesett beteg agyaban a paciens halala el6tt is megfigyelhetd volt ezt a jelenség. Ez a
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megfigyelés is alatamasztja azt, hogy az SiD-nek a klinikumban is van relevancidja, illetve
patofiziologiai jellemzdinek pontosabb megismerése kiemelt fontossagu.

In vitro agyszelet modelliinkben hipo-ozmotikus oldattal hoztunk 1étre 6démat, Gigy hogy az
inkubald aCSF oldat Na* tartalméat 100, illetve 60 mM-ra csdkkentettiik le. Ez a modell az SiD
tanulmanyozasat szolgalta, valodi korképet minden komplexitdsaban nem reprodukal.
Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a Na* extracellularis koncentracidja SD soran,
lokalizaltan 50-70 mM-ra csdkkenhet.

A modelliinkben 6déma hatasara kialakuldo SiD elsdsorban az asztrocitak diszfunckidjaval
hozhato Gsszefiiggésbe, melyet bizonyit az is, hogy a gliak metabolizmusanak fluorocitrattal
torténd gatlasa ugyanugy SiD-t hozott 1étre, mint a HM kezelés. Az asztrocita végtalpakon
talalhato AQP4 csatornak részt vesznek az ozmotikus vizmozgasban, ennek kdszonhetéen az
asztrocitak membranja sokkal atjarhatobb a vizre nézve, mint a neuronoké. Ugyanakkor, az
SD-vel jar¢ citotoxikus duzzadés az asztrocitdk mellett a neuronokat is érinti, hiszen mindkét
sejten talalhatok Na*/K*/ CI- ko-transzporterek, amelyeken keresztiil a bearamld C1- ionokat
passzivan a viz is koveti. A HM kezelésnek kitett szeletekben az asztrocitdk duzzadasat
tapasztaltuk, az AQP4 és az NKCC1 gatlasa megeldzte az 6déma kialakulasat és gatolta az SiD-
t. Ezek az eredmények is ravilagitanak az asztrocitdk kozponti szerepére az SiD kialakuldsaban.
Az asztrocitdk duzzadasuk soran, annak érdekében, hogy csokkenjen térfogatuk VRAC
csatornaikon keresztiil ozmolitot, glutamatot tritenck. Mindemellett, a duzzadt asztrocitak
EAAT2-n keresztiili glutamat felvétele gatolt. A két folyamat egyiittesen az extracellularis
glutamatszint novekedését eredményezi. Kisérleteinkben a VRAC gatlasa megel6zte az
extracellularis glutamat-koncentracié novekedést, csokkentette a depolarizaciok fokuszanak
méretét €s gatolta az SiD kialakulasat. Ugyanakkor az EAAT?2 gatlasa SiD-t eredményezett. Az
AMPA ¢és NMDA receptorok antagonizalasa csak részben volt hatékony az SiD ellen. Ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy az extracellularis glutamat felhalmozodasaért elsdsorban az
asztrocitak teheték felelossé. Bar a terjedé depolarizacid egy, els6sorban a neuronokat érint6
jelenség, eredményeink hangstlyozzdk az asztrocitdk elengedhetetlen szerepét ebben a
folyamatban.

Az agyodéma klinikai kezelése akut sériilés esetén jelenleg az intrakranialis nyomas
csokkentésével és az agyi keringés fenntartasaval (0zmoterapia, hipotermia) valdsithatd meg.
Eredményeinkre tamaszkodva elmondhatjuk, hogy a hiperozmotikus kezelés csokkentette az
idegszovet ingerelhetdségét €s gatolta az agykéreg egyidejl, kiterjedt depolarizaciojat, ezaltal

felvetve 0 terapias lehetdségek 1étrehozasat az akut agysériilés klinikai kezelésében.
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