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Roviditések jegyzéke

- 2VO: 2 ér elzaras (2-vessel occlusion)

- 4VO: 4 ér elzaras (4-vessel occlusion)

- ACA: arteria cerebralis anterior (anterior cerebral artery)

- AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-methilisoxazol-4-proprionat

- BA: arteria basilaris (basilar artery)

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

- CBF: nagyagyi vérellatottsag (cerebral blood flow)

- CCA: arteria carotis communis (common carotid artery)

- COX: ciklooxigenaz (cyclooxygenase)

- CSF: cerebrospinalis folyadék (cerebrospinal fluid)

- CREB: cAMP respond element binding

- DHEA: dehidroepiandroszteron

- DHEAS: dehidroepiandroszteron-szulfat

- DPCPX: 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantin

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

- ECA: arteria carotis externa (external carotid artery)

- ECoG: elektrokortikogram

- EPSP: serkent6 posztszinaptikus potencial (excitatory postsynaptic potential)

- fEPSP: mez6-EPSP (field-EPSP)

- FB: az elsé megjelend tiizelés (first burst)

- GABA: y-amino-vajsav (gamma aminobutyric acid)

- Glu: glutamat

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

- HFS: nagy frekvencias ingerlés (high frequency stimulation)

- ICA: arteria carotis interna (internal carotid artery)

- IL-1: interleukin-1 (interleukin-1)

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

- ISF: intersticialis folyadék (interstitial fluid)

- LTP: szinaptikus attevédés hatékonysaganak tartos megnovekedése (long term
potentiation)

- MMP: matrix metalloproteaz (matrix metalloprotease)

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

- NOS: nitrogén-oxid-szintetaz (nitrogen oxide synthetase)

- NMDA: N-metil-D-aszpartat

- OA: arteria occipitalis (occipital artery)

- OFR: oxigén szabadgyok (oxygen free radical)

- OxAc: oxalecetsav (oxaloacetate)

- PCA: arteria cerebralis posterior (posterior cerebral artery)

- PKA: protein kindz A (protein kinase A)

- PKC: protein kinaz C (protein kinase C)

- PLAZ2: foszfolipaz-A2 (phospholipase-A2)

- PPD: paros impulzus depresszio (paired pulse depression)

- PPF: paros impulzus facilitacio (paired pulse facilitation)

- PTP: poszt-tetanikus potencirozodas (post tetanic potentiation)

- PSD: posztszinaptikus denzitas (postsynaptic density)

- SD: Sprague-Dawley

- ST: arteria thyroidea superior (superior thyreoid artery)

- TBS: téta ritmussal vald ingerlés (theta burst stimulation)

- TIA: tranziens ischaemias esemény (transient ischemic attack)



1. Bevezetés

1.1 Az agyérkatasztrofak jelentésége és tipusai

A haldlesetek évenkénti szama 60 millidhoz kozelit a vilagon, amelyek 60 %-at valamilyen
nem fert6z6 betegség okozza. Ezeknek felét a kardiovaszkularis rendszer megbetegedései
teszik ki (Mathers és mtsai., 2009).

A gazdasagi helyzet szerinti orszdgcsoportokban a vezetd haldlokok meglehetdsen eltérnek
egymastol, azonban valamennyi orszagcsoportban az elsd 6t halalok kozott szerepelnek az
agyi-, és koszoruér-betegségek. JellemzGen az alacsony jovedelmii orszagokban van nagy
szerepe a haldlozdsban a HIV-virusnak, a kiilonb6z6 hasmenéses betegségeknek, az
ujsziilottkori fert6zéseknek, a sziilés koriili haldlozasnak és a malaridnak. A kozepes
jovedelmii orszagokban nagyon magas a kozlekedési balesetekben elhunytak szama, a
magas jovedelmii orszagokban pedig rendkiviil sokan halnak meg rosszindulati daganatos
¢s kiilonbozo oregkori neurodegenerativ betegségekben. Ez utdbbi abbdl is fakad, hogy az
elhunytak 85 %-a 60 év feletti, vagyis joval magasabb az atlagéletkor (Mukherjee és
mtsai., 2011).

A viladg vezetd halalokait 0sszesitd lista €élén a koszoruér-betegségek allnak (évente 7,2
millio haléleset), a lista masodik helyét az agyi érbetegségek foglaljak el (évente 5,7 millio
halaleset), ezzel az egész vilagon bekdvetkezd halalesetek 9,7 %-at adjak (Dal-Re, 2011).

Az agyérkatasztrofa, az agyvérzés a harmadik leggyakoribb halalok
Magyarorszagon is. Az érintett betegek kozel egyharmada egy honapon beliil meghal, egy
masik harmadéanal pedig az agyi infarktus maradvanytiinetekkel gyogyul, tartés karosodast
okoz. A korkép hatterében szamos kockazati tényez6 allhat, melyek 6nmagukban is, illetve
egymassal tarsulva a sztrok kialakulasahoz vezethetnek (Johnston és mtsai., 2009).

Az agyon a vér nyugalmi perctérfogatanak mintegy 15 %-a aramlik at. Ez fiatal
felndttben, nyugalomban 54 ml/100 g/perc, ez a teljes agytomegre szamitva mintegy 756
ml/perc. Az agyi idegszdvet percenkénti oxigénfogyasztasa atlagosan 3,5 ml/100 g, ami 49
ml/perc az egész agyat tekintve (Went, 1962). A fiziologias miikddéshez sziikséges
véraram lecsokkenése az idegszovetben oxigén- és szubsztrathianyt okoz, ezt az allapotot
agyi ischaemianak nevezziik.

A vérellatas zavaranak helyétol, mértékétdl ¢és idStartamatol fiiggéen helyi, vagy

generalizalodo funkcidkiesés alakulhat ki az agyban (Sauerbeck, 2006). Ha a véraramlas az


http://hu.wikipedia.org/wiki/A_sz%C3%ADv_%C3%A9lettana

érintett teriileten rovid idon beliil helyreall, akkor tranziens ischaemias eseményrél (TIA,
transient ischemic attack) beszéliink. Az agyérkatasztrofak azonban hosszabb ideji
keringéskieséssel vagy véraramlas csokkenéssel jarnak mint a TIA. Ezeknek 80-85 %-a

ischaemids sztrok, amelyet az
Haemorrhagias sztrok Ischaemias sztrok

érpalya  valamely  4ganak
elzarodasa okoz (Sudlow és
mtsai., 1997). Az érsziikiilet,
vagy vérrog altal a keringéstol
elzart teriileten agyi ischaemia
alakul ki. Az agyérkatasztrofak

fennmaradoé 15-20 %-a

haemorrhagias sztrok, vagy

A vér kijut az érpalyabol Verrog akadalyozza az ér masnéven koponyatiri vérzés,
az intersticialis térbe taplalta tertlet verellatasat L, s
ahol az érpalya sériilésébol

1. abra: Az agyérkatasztrofdk tipusai, a haemorrhagias és az adodéan a szoveti térbe vér

ischaemias  sztrok  sémdja  (http://www.webmd.com/stroke/ il a sérillés  mogotti
ischemic-versus-hemorrhagic-stroke nyoman moédositva) ’

érszakaszon pedig jelentdsen
csokken a véraramlas (Kidwell és mtsai., 2003). Az oxigén ¢és glikoz ellatas kiesése
mellett az intersticialis térbe kidramlo vér mechanikai terhelést is jelenthet az érintett
teriilet idegszovetére nézve (Sauerbeck, 2006).
Agyi ischaemiat okozhat kiilonb6z6 patologias allapotokbol adodod szivmegallas is,
ilyenkor globalis agyi ischaemia all el6. Az emberi agy Osszes teriiletén egy id6ben
bekovetkezd ischaemids allapot extrém modon megterheli a kozponti idegrendszert, ezt az
a human kisérlet is bizonyitja, amelyben 5-7 masodpercnyi globalis agyi ischaemiat
kovet6en a kisérleti alany eszméletét vesztette (Rossen és mtsai., 1943).
A hosszan tartd csokkent agyi vérellatds nem csak cerebrovascularis karosodas altal okoz
neurologiai deficitet, hanem a megzavart kalciumhomeosztazis révén kulcsszerepet jatszik
szamos koros folyamat, mint példaul az epilepszia, a Huntington-kor, az amyotrophias
lateral sclerosis, az Alzheimer-kér soran észlelt patologias, neurodegenerativ elvaltozasok
kialakitasaban is (Celsis és mtsai., 1987; Yoshida és mtsai., 1988; Leigh ¢s mtsai., 1996;

Karhunen és mtsai., 2005).


http://hu.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9ralvad%C3%A1s

1.2 A kutatasban alkalmazott ischaemias allatmodellek

Az agyi vérellatas zavara ischaemias vagy haemorrhagias sztrok esetében egy adott

kozponti idegrendszeri teriiletet érint, mig a szivmegallasbol adodo globalis ischaemia
bekovetkeztekor a teljes szervezet, és vele egylitt az idegrendszer valamennyi teriilete
oxigén- ¢és szubsztrathianyban szenved. A keringési elégtelenség tipusa, idétartama ¢€s
kimenetelének sulyossaga esetenként valtozik (Hossmann, 2008). A nem teljes agyat
érintd, és a globalisan kialakuld hipoxia és hipoglikémia kiilonb6zé mértékti karosodast
okoz a neuronalis hal6zat miikkdésében, valamint annak plaszticitasaban (Marosi és mtsai.,
2009; Gellert és mtsai., 2011).
Az agyérkatasztrotakkal, hipoperfuzios patologias allapotokkal foglalkozo kutatasokban
tobbféle ischaemids allatmodellt is kialakitottak annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 koros
allapotokat minél jobb  kozelitéssel tudjak
reprodukalni az allatkisérletek soran (Perel és mtsai.,
2007).

Patkany fokalis ischaemias modellként a
hetvenes évek ota alkalmazzak a kozépsé nagyagyi
artétia elszoritasat (MCAO, middle cerebral artery
PCA }/‘ b, occlusion). A verderet annak proximalis szakaszan
| | zarjak el intralumindlisan, az ugynevezett filament
technikaval. Ilyenkor az arteria carotis communis-0n

(CCA, common carotid artery) keresztiil bevezetnek

egy rugalmas, szilikon bevonati szalat, amelynek

Jobb Bal atmérdje Osszemérhetd az MCA-val, és ennek

segitségével a vér d4ramlisa ledllithato, igy
2. abra: Patkany vaszkularis anatomigja,
a f6 nyak- és fejartériak rendszere. (Uluc

és mtsai.,, 2011 nyoman modositva) . : I . :
ACA: a. cerebralis anterior, BA: a. teriletek vérellatasa (Uluc és mtsai.,, 2011). A

basilaris, ECA: a. carotis externa, ICA:  modell segitségével a neocortex mellett a striatum
a. carotis interna, OA: a. occipitalis, )

PCA: a. cerebralis anterior, ST: a.  teriiletén IS kialakithato 1ézi6. A filament modszer
thyroidea superior

megsziintethetd az ehhez az artéridhoz tarozo kérgi

elonye, hogy alkalmazasaval kivalthatd akar
tobbszori tranziens, vagy permanens ischaemias inzultus is (Brint és mtsai.,, 1988;
Duverger és mtsai., 1988; Barone ¢s mtsai., 1992b; Buchan és mtsai., 1992; Xue és mtsai.,
1992; Barone és mitsai., 1997). Fokalis ischaemia kivaltasara szintén széles korben

alkalmazzak a fototrombotikus 1éziot, amelyet 1985-ben eldszor Watson kutatocsoportja irt



le (Watson és mtsai.,, 1985). A modszer Iényege, hogy a trombozis kialakitasahoz egy
fényérzékeny festéket, legtobbszor Bengal Rose-t juttatnak a vérkeringésébe, majd a
megfeleld helyen erds fénnyel megvilagitjak az intakt szovetet, jellemzden az agykérget. A
megvilagitas a keringésben 1évé anyag lokalis aktivalodasahoz és szabadgyokok
képzddéséhez vezet, ami az endothélium peroxidacidjat okozza (Dietrich és mtsai., 1987).
A folyamat végiil a trombocitdk aktivalodasa révén aggregatumok (trombusok)
kialakulasahoz €s a vér-agy gat sériiléséhez vezet (Rosenblum és mtsai., 1977; Lee és
mtsai., 2007), ezaltal fokalis agyi ischaemia alakul ki az érintett teriileten.

A teljes agyat érintd, de nem teljes ischaemiat, vagyis globalis hipoperfuziot a
kétoldali arteria carotis communis reverzibilis vagy irreverzibilis elzarasaval (2VO, 2-
vessel-occlusion) alakitjak ki. A 2VO beavatkozast akut vagy kronikus agyi hipoperfzio
(atherosclerosis, arterio-venosus malformatio) és egyéb csokkent vérellatas soran kialakulo
betegségek pl. Alzheimer-kor (De Jong ¢és mtsai., 1999; Farkas és mtsai., 2001)
modellezésére is hasznaljak. A CCA-k leszoritasa utan az agy vérellatasa azonnal az
egyharmadara csokken (Farkas és mtsai., 2007), azonban a patkanyok Willis-kore teljes
(Farkas és mtsai.,, 2007), ezért a vérellatas redisztribliciojara és a csokkent vérellatas
mérések alapjan elmondhatd, hogy a 2VO csak kis mértékben okoz zavarokat a szinaptikus
plaszticitas folyamataiban (Li és mtsai., 2006; Marosi és mtsai., 2009). Az idegsejtek
karosodasanak és pusztuldsdnak megjelenitésére iranyuld morfologiai vizsgéalatokkal pedig
még nem sikeriilt jelentds kiilonbséget kimutatni az intakt allapothoz képest (Marosi és
mtsai., 2009). A modszer elénye, hogy egyarant alkalmas tobbszori tranziens, és
permanens ischaemia kialakitasara is.

A teljes, globalis agyi ischaemia kialakitasara alkalmas az igynevezett 4 ér-elzaras
modszere (4VO, 4-vessel-occlusion), amelyben az agy vérellatasa meghatarozott idore
teljesen megsziinik (Pulsinelli és mtsai., 1979). Ez a m{itéti beavatkozas a szivmegallast
modellezi. Ezt az allapotot a kétoldali arteria vertebralis elektrokauterrel torténd
irreverzibilis elroncsolasaval és a CCA-k meghatarozott idére torténd reverzibilis
leszoritasaval idézik el6 (Burda és mtsai., 2006; Sas és mtsai., 2008). Mivel a kéreg mellett
a hippocampus CA1l-es régidja a legérzékenyebb agyteriilet az oxigén és tapanyag hianyos
allapotokra (Pulsinelli és mtsai., 1983), ezen az agyi teriileten mar néhany perces 4VO-t
kovetden is kiterjedt, 60-70%-os sejtpusztulas mutathaté ki (Burda és mtsai., 2006; Sas és
mtsai., 2008).



1.3 A Wistar és a Sprague-Dawley patkanytorzsek és kisérleti alkalmazhatosaguk

A tudomanyos kisérletek céljabol elsoként felhasznalt emlds allat a vandorpatkany
(rattus norvegicus) volt. A kozel 220 beltenyésztett torzs koziil napjainkban a tudomanyos
kutatasban a Wistar és a Sprague-Dawley patkanyok valtak a leggyakrabban alkalmazott
kisérleti allatokka (Hedrich, 2000). A ma mar Wistar Charles River néven ismert
patkanytorzs eredetileg a Wistar Intézetbdl szarmazott, amelyet 1947-ben vett at a
Scientific Products Farm, Ltd., amely a mai Charles River Laboratories elédje volt, és
ahova 1975-ben vezették be ennek a térzsnek a tenyésztését (Hedrich, 2000).

A Sprague-Dawley, amelyet bizonyos vandorpatkany torzsek keresztezésébol
els6ként tenyésztett ki a Sprague-Dawley Company 1925-ben, a késébbiekben, 1979-ben
az ARS/Sprague-Dawley-tdl keriilt &t a SASCO vallalathoz. A torzset a Charles River
Laboratories 1996 ota tenyészti, €s elérhetové teszi a tudomdnyos kutatds szamara
(Hedrich, 2000).

Tobb, egymastol fliggetlen kutatocsoport is leirta mar az emberben kialakuld
ischaemias allapotokbol ¢és a kisérleti allatokban eldidézett hasonld ischaemias
beavatkozasokbol szarmazd adatok jelentds eltérését. Nyilvanvalo az, hogy a
cerebrovaszkuldris betegségek allatkisérletes modellezésekor nemcsak az adott korképnek
megfeleld agyi teriiletet érintd, és a megfeleld idObeli elrendezéssel alkalmazott ischaemias
mitéti modszer kivalasztasa, hanem a legmegfelelobb patkanytorzs megvalasztasa is
elengedhetetleniil fontos. Az irodalombol ismert az, hogy vaszkularis anatomiai
kiilonbségek nemcsak a kiilonb6zd fajok kozott, hanem az eltéré torzsek kozott, és az
allattorzseken beliil is felfedezhet6k (Oliff és mtsai., 1995a; Oliff és mtsai., 1995b; Oliff és
mtsai., 1996). A patkany Willis-korének anatomiai szerkezetében Brown mar 1966-ban
leirt hat egymastol eltéré valtozatot (Brown, 1966). A napjainkban alkalmazott kisérleti
allattorzsek specialis tulajdonsagai épp az ilyen jellegli eltérésekbdl szarmazhatnak
(Ginsberg és mtsai.,, 1989; Barone és mtsai., 1992a). Azonos kisérleti elrendezésbol
adodhatnak mas eredmények abban az esetben is, ha az egymassal azonos patkanytorzsek
beszerzése kiilonbozo allattenyészté cégeken keresztiil tortént (Marosi €s mtsai., 2006).
Sok tényezd befolyésolja tehat, hogy a fokélis és globalis ischaemia modellek kisérletes
alkalmazasaval kivalthaté kozponti idegrendszeri sejtpusztulas és funkciokarosodas milyen
mértékben kovetkezik be (Barone és mtsai., 1993).

A Wistar és a Sprague-Dawley (SD) patkanytorzsek élettani folyamatai szamos

tekintetben eltérnek egymastol. A két torzs egymastol vald kiilonbségeit tobbek kozott



leirtdk mar a magatartasvizsgalatokban tapasztalhatd eltérd stresszvalaszaik alapjan is. A
Wistar patkdnyokban nagyobb foku stresszt valtott ki a fénnyel térténd tartdos megvilagitas
modellje, az elkiilonités, amelyet a késobbi aktiv tarsas interakciok idétartaman, azok
gyakorisagan ¢és a tobbi allattal torténd elsé érintkezésig eltelt id6 megmérésén keresztiil
kovettek figyelemmel. Emellett a Wistar patkanyokban az elsd tarsas érintkezés latenciaja
jelentdsen nagyobb mértékben ndtt meg egy erds nyugtatdszerrel, a diazepammal végzett
kezelés hatasara (Rex és mtsai., 2004). Az SD allatok viselkedése nem koliinbozott a
koriilmények valtoztatasa el6tt és utan, valamint a diazepam is csak joval nagyobb
dozisban volt hatasos. A Wistar patkdnyok agyaban ezen kiviil jelentésen magasabb volt a
szerotonin koncentracidja stresszes allapotban. A két patkanytoérzsnek tovabba alapvetéen
eltért a tarsas viselkedési mintazata is (Nunn és mtsai., 1994; Rex és mtsai., 2004; Walker
¢és mtsai., 2009; Valdez és mtsai., 2012). A rovid- és hosszatavi memoria kisérletesen
megnovelt vérnyomds hatdsdra vald leromléasat is megfigyelték a Wistar és az SD
allatokban. Fiziologids sooldat i.v. injekcidja utan az SD allatok jobb eredményeket értek
el az emlékek rovid- és hosszutavu rogziilését teszteld kisérletekben, mint a Wistar
patkanyok. A d-amfetamin kezelés hatasara az SD allatokban kevésbé karosodtak a rovid
tdvi memoria folyamatai, mint a Wistar patkdnyokban. A Ricart és csoportja altal végzett
kisérletekben azonban a Wistar patkdnyok a klasszikus kondiciondlds terén ¢és a
megerdsitéssel kondicionalt magatartasprobak soran jobb hatasfokkal és rovidebb tanulasi
id6 alatt végezték el a feladatokat, mint az SD allatok (Meneses és mtsai., 2011; Ricart és
mtsai., 2011).

Kiilonbségeket mutattak ki a Wistar ¢és az SD patkdnyokban az 4altalanos
érzéstelenités hatdsara torténd biokémiai valtozasokban is. Az 5 6rdn 4t tartd izoflurdn
altatas ideje alatt a Wistar patkdnyokban a vér pH-ja lecsokkent 7.1-re, a laktat szintje 53
%-al megemelkedett, a kreatinin szintje 2.7-szeresére nétt meg, az alanin amino-
transzferaz és az aszpartat amino-transzferaz enzimek az altatas el6tti szintjiik 4-szeresét
érték el, mig a laktat-dehidrogenaz enzim szintje 9-szeresére nétt meg. Ezzel szemben az
SD éllatokban nem tortént semmilyen valtozds a vizsgélt biokémiai és enzimaktivitasi
paraméterekre nézve, azonban az altatds ideje alatt az SD patkdnyok artérids
kozépnyomasa 34 %-al magasabb volt (Siller-Matula és mtsai., 2008).

Jelentds kiilonbségek fedezhetok fel a Wistar és az SD dllatok enzimatikus
aktivitasaban is. A korabbi kisérleteknél mar emlitett diazepam lebontasaban markans
kiilonbségeket mutatott a két patkanytorzs. Az SD allatok majaban a diazepamot elbont6

mikroszomalis p-hidroxilaciés enzimaktivitdas szintje 300-szorosa volt a Wistar
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patkanyokban mérhetd p-hidroxilaz aktividsnak. Imamura és csoportja azt vizsgalta meg,
hogy a Wistar és az SD allatoknak i.v. beadott acetohexamid milyen mértékben alakul at
alkohol metabolitjava a szintén maj mikroszomaban miikodé karbonil reduktaz enzim
aktivitdsanak koszonhetéen. Eredményeik arra mutattak ra, hogy a jelentdsen alacsonyabb
mikroszomalis karbonil reduktaz aktivitdsbol adodoan a Wistar patkdnyok vérplazmajaban
sokkal lassabban csokkent le az ugyanakkora mennyiségben beadott acetohexamid
koncentracidja, mint azonos idOperiodus alatt az SD allatok vérplazmajaban (Saito és
mtsai., 2004; Imamura és mtsai., 2005).

Végeztek tovabba vizsgalatokat a Wistar és az SD patkdnyok génexpresszios
kiilonbségeinek feltarasara is. A 2-acetylaminofluorén lebontdsahoz sziikséges az mdrlb
gén terméke. Az mdrlb gén, a multidrog rezisztenciaért felelés gének egyike, sokkal
kisebb kifejezodést mutatott az SD patkanyokban 2-acetylaminofluorén beadéasat kovetden,
mint a Wistar patkanyokban. A Wistar és az SD patkdnyok majabol vett sejtek kultaraiban
in vitro magasabb volt a gén alapvetd kifejezddése is, mint az SD allatok
majsejttenyészeteiben (Hill és mtsai., 1996).

Fototrombotikus 16zi6 modellben, ahol az MCA falan keresztiil 1ézer fénnyel
aktivaltak az i.v. beadott Bengal Rose fényérzékeny festéket, és ekozben a CCA-kat
leszoritottak, a Wistar patkanyok nagyagykérgén kisebb kiterjedésii (48.4 +/- 26.9 mm3)
1éziot hataroztak meg, mint az SD allatok (130.5 +/- 40.0 mm3) esetében. A mérhet6 1ézid
esetenkénti valtozékonysaga a Wistar allatokban azonban joval nagyobb (55,6 %) volt,
mint az SD patkanyokban (30,7 %). Ezzel szemben a 90 percig tart6 tranziens MCAO utan
a reperfuzio sokkal nagyobb 1éziot eredményezett a Wistar patkanyok neocortexében, mint
az SD éallatok ugyanezen teriiletén. Ugyanakkor a permanens MCAO-t kdvetd vizsgalatok
azt mutattak, hogy az SD patkényok jelentésen nagyobb szoveti karosodast szenvedtek,
mint a Wistar patkanyok (Markgraf és mtsai., 1993; Walberer ¢s mtsai., 2006).

Mind a Wistar, mind az SD (Phillis és mtsai.,, 1994; Vered és mtsai., 1994,
Caragine és mtsai.,, 1998; He és mtsai.,, 2004; Zhou és mtsai.,, 2004) széles korben
alkalmazott patkanytorzsek a kiilonboz6 agyi ischaemias kutatasokban, mindkettt gyakran
hasznaljak globalis ischaemias modellek kialakitasahoz, mint amilyen a 4VO modell.

Mindezidaig azonban nem irtak le a Wistar és az SD patkanytorzsben a globalis
ischaemia hatédsat és legfoképpen a 4VO kimenetelében tapasztalhato kiillonbségeket a két

torzs kozott.
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1.4 Az ischaemiat koveto folyamatok idébelisége

Az ischaemids inzultus hatdsara beinduld folyamatok pontos idébeli behatarolasa
kiemelten fontos a hatasos neuroprotektiv terapiak megtervezésekor. Rogton az agyi
ischaemiat kovetéen az extracellularis térbol bejutd, ¢és intracellularis raktarakbol
felszabadulo Ca®* rohamosan megnoveli az ion-koncentraciot a sejtekben (Suzuki és
mtsai., 1998). Az oxigén szabadgyokok keletkezése az ischaemias periodus utan nagyon
rovid id6n, perceken beliil szintén megtorténik (Olmez és mtsai., 2012). A glutamat (Glu)
koncentracidja az ischaemia kovetkezményeként fellépd depolarizaciobol adoddan
ugyancsak megnd, €s a sejtek tulserkentésével percekben mérhet6 id6 alatt excitotoxikus

allapotot hoz létre (Castillo és mtsai., 1996).

N Excitotoxicitis

Gyulladas

€5 apoptozis

B ||
g | Glutamat IL-1
| ca?* COX-2
| OFR MMP-k
" - Kaszpazok
|
|'I - / ~__ o
L Percek = Orfk——— Napok — —— Hetek —»>

3. abra: Agyi ischaemiat kovetd patologias foyamatok idébeli vazlata (Dirnagl és mtsai., 2003 alapjan
modositva). OFR: oxigén szabadgydk; IL-1: interleukin 1; COX: ciklooxigenaz; MMP: matrix metalloproteaz

A sejtek karosodott funkcidi és a magas intracellularis Ca”" koncentracié miatt bekapcsol
az apoptotikus kaszkad folyamata és ezzel egy id6ben a gyulladasos folyamatok
megindulasa szintén megtorténik. Lefolyasuk az ischaemia mértékétdl fiiggden napokig,
hetekig tarthat (3. abra). A gyulladasos folyamatok soran az ischaemia érintette agyi
régioban jellemzOen megemelkedik az interleukin-1 koncentracidja, valamint az
idegszovetben fokozott ciklooxigendz és matrix metalloprotedz aktivitds mutathato ki
(Dirnagl és mtsai., 2003). Az ischaemias inzultus tipusatol és az érintett teriilet nagysagatol
fliggden a rovid tavu, excitotoxikus folyamatok kivédése is lehet 6nmagaban alkalmazva
teljes mértékben neuroprotektiv, foként akkor, ha az inzultus nem okoz morfolégiai, csak
plaszticitasbeli valtozasokat (Marosi és mtsai., 2009). A nagyobb mértékii karosodassal,
sejtpusztulassal jar6 ischaemias behatast kovetden azonban érdemes lehet mind a révid
tavl, mind a hosszu tavl poszt-ischaemikus folyamatokat visszaszoritani egy esetleges

kombinalt, azaz tobb tAmadasponti kezelés alkalmazéasaval.
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1.5 A glutamat és a programozott sejthalal

A kozponti idegrendszer hipoperfuzids sériilései kovetkeztében a kdrosodott teriilet a
nekrotikus kozponti magra (core) €és az azt kopenyszeriien koriilvevé penumbrara
kiilonitheté (Hermann és mtsai., 1999; Plesnila és mtsai., 2003; Hermann és mtsai., 2004).
A core régioba eso sejtek nekrotizalnak, ez a folyamat a sejtek irreverzibilis karosodasat,
gyors ¢€s kiterjedt pusztuldsat jelenti, amelyet reaktiv leukocita-infiltracid vesz koril, és
hegesedés kovet. A penumbra régiod lecsokkent vérellatasat a helyi kollateralis-aramlas

részben biztositja, igy ennek allapota nagyban meghatirozza a késébbi karosodas

Ischaemia

!

Na*/K* pumpa funkcio karosodasa

l

Depolarizacio | -

/ \

Glutamat felszabadulas CaZ-

/ ‘ A \ csatorna

AMPA Metabotrép NMDA
receptorok receptorok receptorok

' \
Ca’* felszabadulas Ca?* bedramlas
az intracellularis raktarakbél

N\

Megemelkedett intracellularis Ca?* szint

v

SEJT HALAL

4. abra: Ischaemia hatdsa az intracellularis Ca®* koncentracié alakuldsara. (Lyden és Wahlgren, 2000
alapjan modositva)
kiterjedését. Ischaemids sztrokndl az idegszovetben az elzarddas mogotti teriileten az
ellatottsadg hianyaban hypoxia és hypoglikémia egyszerre 1ép fel. Az agyi véraramlas
csokkenése molekularis események sorat, az ugynevezett ischemids kaszkadot inditja be
(Tsuchiya és mtsai., 1992). Az apoptozis egy genetikailag szabalyozott sejtpusztulas,

amelyet a patologias korlilmények indithatnak el a sziikségesnél korabban. Az agyi
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vérellatasi zavarokban jelentkezd apoptdzist elsddlegesen az oxigén-, szubsztrathiany és a
kévetkezményes ATP-szint csokkenés inditja el, amely kdzvetve a Ca®* intracellulris
extracellularis térbdl az idegsejtekbe vald bejutasaban tobb mechanizmus jatszik szerepet
(4. 4bra). Az ATP hianya miatt az aktiv Ca®* pumpahoz kotott transzport diszfunkcidja
mellett, a Na'/K*-ATP-az csokkent miikodése sejtmembran-depolarizaciot okoz, ezaltal
fesziiltség-fliggd Ca®" csatornak nyilnak meg, és a Ca®" szabad bearamlasat teszik lehetévé.
A depolarizacio kovetkeztében az N-metil-D-aszpartat (NMDA) tipusi  Glu kotéhellyel
rendelkez6 ioncsatornak és az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA)
jonotrop csatorndk nyilnak ki (Jatzke és mtsai., 2002). Két endogén Ca®" raktar is
megnyilik, az endoplazmatikus retikulum ¢és az ischaemias karosodasbol adododan a
mitokondriumok (Cali és mtsai., 2012; Zhao és mtsai., 2012). Az intracellularis Ca?*-szint
emelkedése tovabbi Glu felszabadulast okoz az axonterminalisokbol, tulfokozva a
szinaptikusan kapcsolt sejtek miitkodését, excitotoxikus allapotot produkdlva ezzel. Az
ongerjeszté folyamat az apoptotikus kaszkad bekapcsoldsat eredményezi. A
megemelkedett ionkoncentracié az idegsejtekben tobb Ca**-fliggé enzimet is aktival. Ilyen
tobbek kozott a foszfolipdz-A2 (PLA2), amely a lipidmembran kozvetlen lizisét
eredményezi, valamint a nitrogén-oxid-szintetaz (NOS), ami nitrogén-oxid és peroxi-nitrit
képzése utjan okoz lipid-peroxidaciot (Zador és mtsai., 2003). A Glu tehat nem csak az
apoptotikus folyamatok beinditasaban, de azok szdveti terjedésében is prominens szerepet
kapott; kozremikodik példaul a tavolabbi neuronok karosodasaban (Zhang és mtsai.,
1998), az agyi ischemiaban (Garcia-Galloway és mtsai., 2003), a Huntington-kérban
(Storey és mtsai., 1992) és az epilepszias rohamok kialakuldsaban is (Dingledine és mtsai.,
1990).

Az ischaemias allapot kovetkeztében megjelend nagy mennyiségli Glu tehat fokozza az
intracellularis Ca?* koncentraciot és egy ongerjesztd folyamat beinditasan keresztiil tovabb
noveli a Glu felszabadulast, tovabbi Ca?*-ot felszabaditva az intracellularis raktarakbol. A
Glu az apoptotikus folyamatok aktivaldsan tal a penumbra ndvekedéseért is felelds.
Mindezek alapjan indokolt lehet egy 0j neuroprotektiv stratégia, melynek tamadaspontja a

magas extracellularis Glu koncentracio csokkentése az agyszovetben.
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1.6 A glutamat scavenging élettani alapjai

Az extrém moédon magas Glu-szint az emlés agyban jellegzetes koriilménye az olyan
neurodegenerativ behatdsoknak, mint az agyvérzés, vagy a traumas agyi sériilések (Castillo
¢és mtsai., 1996; Zauner és mtsai., 1996; Johnston és mtsai., 2001). A Glu koncertracidjat
az agy extracellularis terében serkenté aminosav transzporterek (EAAT, excitatory amino
acid transporter) tartjak a fiziologias tartomanyban, az excitotoxikus kiiszobérték alatt,

melyek neuronokon, gliasejteken €s az agyi

COO™ COo™
coo- CH, cO0- CH, kapillarisok endothel sejtjein  egyarant
éHz (|3H2 £|:H2 £|:H2 megtalalhatok (O'Kane ¢s mtsai., 1999;
HC—MHS" + (|3:O z £|3:O + Hnlz—NH; Danbolt, 2001; Gottlieb és mtsai., 2003).
Coo™ Co0™ [|300' Coo™ Ezek a  transzporterek a  vérbe

Aszpartat Z-a-ketoglutardt  Oxalacetdt  Glutamat transzportaljak a Glu-t, igy fontos szerepet

Glutamat-Oxalacetat Transzaminaz (GOT) ] )
jatszanak az agy extracellularis Glu-

5. dabra: A GOT enzim altal medialt transzaminacid

kétiranyu, egyensulyi folyamata. (FJ sajat abraja) szintjének csokkentésében, annak gyors
vérplazmaba juttatasaval (Berl és mtsai., 1969). A transzport perceken beliil mérheté Glu
koncentraciobeli kiillonbségeket eredményez az interstitialis folyadék (ISF, interstitial
fluid) és a vérplazma kozott (Gottlieb és mtsai., 2003). Az ISF-ben az uralkodé Glu
koncentraci6é 1-10 uM, mig a vérplazméban 40-60 uM. A meglévd koncentraciod gradiens
ellenére mégis létrejon egy az agybol a vér felé iranyuld Glu transzport a kapillarisok
abluminalis oldal4n talalhat6 Na'-fiiggd EAAT-k segitségével (O’Kane és mtsai., 1999). A
neuroprotekcié kutatasaban az EAAT-K ezidaig elkeriilték a tudomanyos érdeklédést. A
Glu koncentraciogradiense az ISF és a vérplazma ko6zott megndvelhetd, igy maga a
transzport is felgyorsul. A vér Glu szintje oxalecetsavval és piruvattal is csdkkenthetd,
ezek az anyagok ugyanis koszubsztratjai a vérplazma kiemelt fontossagu enzimeinek, a
Glu-oxalecetsav transzaminaznak (GOT) és a Glu-piruvat transzaminaznak (5. abra). Ezek
az enzimek az oxalecetsav €s a piruvat jelenlétében képesek hatékonyan atalakitani a Glu-t
aszpartatta és 2-o-ketoglutaratta a koszubsztratok elégséges koncentracidja mellett, ezzel
koriilmények kozott ,,forditott” mitkodésbe kezdenek mig az endothel sejteken talalhato
EAAT-k zavartalanul miikodnek stabil membranpotencialjuknak kdszonhetéen (Nicholls
és mtsai., 1990). A Glu "szivohatas" fokozasaval az ISF excitotoxicitashoz vezetd korosan
magas Glu koncentracidja igy lecsokkentheté valamint a tulserkentésb6l adodo

funkcidvesztés és a sejtpusztulas pedig mérsékelhetd (Gottlieb és mtsai., 2003).
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1.7 A DHEA mint endogén neuroprotektiv neuroszteroid

A dehidroepiandroszteron (DHEA) és szulfat-észtere, a dehidroepiandroszteron-szulfat
(DHEAS) a legnagyobb mennyiségben el6fordul6 neuroszteroidok az emberi szervezetben.
Ennek ellenére élettani szerepiik, és a hatdsmechanizmusukhoz kothetd koros allapotok
kialakulasa még nem minden részletében ismert (Maninger és mtsai., 2009). Az életkor
elorehaladtaval koncentraciojuk lecsokken a szervezetben, és a csokkenés platd fazisadhoz
rendelhetd életkorban jellemzéen megnd az Oregedés folyamataihoz kapcsolhatd
betegségek kialakulasanak valdsziniisége (Maninger és mtsai., 2009). A DHEA és DHEAS
felfedezése ¢és elsé megszintetizalasa utan nem sokkal, mar 1952-ben irtak a
neuropszichidtriai betegségek neuroszteroidokkal végzett kezelésének sikerességérol
(Sands és mtsai., 1952; Strauss és mtsai., 1952). Az ehhez hasonlé megfigyelések és az
egészen a kilencvenes évek kozepéig felhalmozo6do, alapkutatasbol, valamint a preklinikai
kisérletekbdl szarmaz6 eredmények azt igazoltak, hogy a DHEA kezelés, az oregedéssel
Osszefliggésbe hozhatd betegségek gyogyitasaban igéretes terapias lehet6séget hordoz
magaban (Morales és mtsai., 1994).

A DHEA és DHEAS szamos élettani mechanizmusban részt vehetnek, mint
neuroszteroidok. Egyik legfébb biologiai hatasuk a neuroprotekcid, amelyet
gyulladdscsokkentd aktivitdsukon keresztiil is megvaldsitanak. A DHEA lecsokkenti az
interleukin 6 (IL-6) és a tumor nekrézis faktor a (TNFa) termelését in vitro, ezzel egyuttal
gatolja a TNFa altal kivaltott NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) aktivaciot (Iwasaki és mtsai., 2004). Az NF-kB egy transzkripcios faktor,
amely a gyulladas, az autoimmun vélasz, a sejtosztodas és az apoptozis folyamataiban
kozponti szerepet jatszik az ezeket a mechanizmusokat iranyitd gének szabalyzasaval.
Felépitésiiket tekintve ezek a transzkripciods faktorok a harom féle RelA fehérje, a p50, p52
s p65, valamint a RelB és RelC fehérjék homo- és heterodimerei (Hanausek-Walaszek és
mtsai., 1990). Leggyakoribb formaja a p50 és a p65 alegységekbdl allo heterodimer, amely
a génindukcido leggyakoribb résztvevdje. A DHEAS szintén bizonyitotta in vitro
kisérletekben, hogy a TNFa kivaltotta NF-kB aktivaciot, a H,O, altal kivaltott NF-xB
aktivaciot is képes gatolni, emellett bizonyitott az is, hogy ezt a gatldo hatast kozvetett
moddon, citokinek aktivacigjan keresztiil valositja meg, amely szorosan dsszefligg a reaktiv
oxigén vegyiiletek (ROS, reactive oxygen species) képzodésével (Iwasaki és mtsai., 2004).
A DHEA ezen kivill szintén gyulladascsokkenté hatast fejt ki a kortikoszteroidok

neurotoxikus hatasanak kivédésével in vivo (Karishma és mtsai.,, 2002) és in vitro
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(Kimonides és mtsai., 1999), bar ezeknek a folyamatoknak a pontos hatasmechanizmusa
még nem teljesen ismert.

A DHEA ¢és a DHEAS hasonléan fejtik ki hatasukat a GABAAa receptorok gatlo
moduléaldsaban. Nem-kompetitiv GABAA antagonistaként a DHEAS képes fokozni az
ischaemias toleranciat in vivo (Majewska, 1992; Lapchak és mtsai.,, 2000). Az is
elképzelheté azonban, hogy a DHEA ¢és a DHEAS in vivo alkalmazasuk kozben az €16
szervezetben Aatalakulnak valamilyen GABAa agonista vegyiiletekké, példaul
androszteronnd, és neuroprotektiv hatasuk a receptorok serkentésén keresztiil valosul meg

(Kaminski és mtsai., 2005).

DHEA DHEAS

Dopamin
Norepinefrin

6. abra: Az idegsejtek DHEA és a DHEAS altal befolyasolt folyamatai. (Maninger és mtsai., 2009 nyoman
modositva)

Ismert tény az is, hogy a DHEA és DHEAS befolyasolja a katekolamin szekréciot, a
hormonok transzkripcids szabalyzasanak kikertilésével is, ugyanis fokozzdk a szekrécios
katekolamin vezikuldkat rogzit6 aktin filamentumok depolimerizacidjat. Ennek
eredményeképpen a szekrécids vezikulak képesek eljutni az exocitétikus membranhoz,
vagyis a neuroszteroidok fokozzdk a szekrécios vezikuldk altal termelt katekolaminok
mennyiségét (Charalampopoulos és mtsai., 2005).

A DHEA ¢s DHEAS, az NMDA receptorok serkentésével a kisérlet idébeli elrendezésébdl
adoddan azonban akar fokozhatjadk is az ischaemia utan kialakuld excitotoxicitast

(Cardounel és mitsai., 1999; Kaasik és mtsai.,, 2001). In vitro kisérletekben azonban
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neuroprotektivnak bizonyult a két neuroszteroid. A DHEAS az NMDA, mig a DHEA az
AMPA ¢és a kaindt receptorokhoz kothetd excitotoxicitas kivédésében is hatdsosnak
bizonyult (Cardounel és mtsai., 1999; Kaasik és mtsai., 2001). A neuroszteroidokkal valo
kezelés ischaemias periddushoz viszonyitott idobeli elrendezése donti el azt, hogy az
excitotoxikus allapotot fokozzak, vagy épp ellenkezdleg, kivédik. A DHEA kezelés
globalis ischaemia el6tt €s utan egy oraval jelentésen ndvelte a sejtpusztulast mértékét, mig
az ischaemias inzultus utan 12, 24, és 48 h-val mar egyértelmiien neuroprotektiv volt SD
A két ismertetett neuroszteroid koziil csak a DHEA kezelésrél ismert az, hogy kisagyi
szemcsesejt kultardkban a megndvekedett intracellularis Ca®* koncentracié kialakulasanak
esetében megakadalyozza a Ca®* ionok tulzott mértékii, mitokondridlis matrixba vald
bearamlasat (Kaasik és mtsai., 2003). A mitokondriumok a fiziologias és a koros
allapotokban is adnak, és fogadni is képesek Ca®" szignalokat a citoszolban 1évé Ca®*
felvételével és leadasaval. A mitokondrium matrixdban extrém médon megndvekedd Ca®*
koncentracioé egy tipikus kiinduldépontja az agyi ischaemia utdn meginduld apoptotikus
folyamatoknak (Gouriou és mtsai., 2011).

Az apoptozis folyamatainak befolyasolasdban a DHEA ¢és a DHEAS hatdsa teljes
mértékben ellentétes. A DHEA in vitro, 50nM és 100nM koncentracioban neuronalis
prekurzor sejtekben miikodésbe hozza az Akt kinazt, ami egy szerin-threonin protein kindz
(Zhang és mtsai., 2002). Az Akt kinaz gatolja az ischaemias allapotot kdvetd apoptotikus
folyamatokat, és ezzel egyuttal hozzajarul az idegsejtek taléléséhez (Downward, 1998). Az
Osztrogén receptor antagonistjjaval, tamoxifennel ¢és az androgén receptorok
blokkolojaval, flutamiddal végzett kisérletekben sem valtozott meg az Akt kinaz aktivitasa,
igy bizonyitva hogy nem mas vegyiiletté torténd atalakulason keresztiil fejti ki a DHEA az
Akt kinaz aktivalo hatasat. Erdekes modon a DHEA-val azonos mennyiségli DHEAS
ugyanilyen korilmények kozott ellentétes hatast valtott ki, vagyis csokkentette az Akt
kinaz aktivitasat, és ez altal fokozta az apoptdzis mértékét (Zhang és mtsai., 2002).

fgy tehat a DHEA és DHEAS eltéré modon hatnak az apoptotikus folyamatokra, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a két neuroszteroid megfeleld egyensulya nélkiilozhetetlen az
idegrendszer zavartalan fejlddéséhez ¢és miikodéséhez, emellett védOhatasaikbol, és
endogén természetiikbol kifolyolag alkalmasak lehetnek kiilonb6z6 neuroprotektiv

stratégiak kialakitasara.
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1.8 A szinaptikus plaszticitas és az LTP

A kognitiv agyi folyamatok miikodése szoros Osszefiiggésben van a szinaptikus
jeltovabbitas valtozasaval, a szinaptikus plaszticitassal (Bliss és mtsai., 1973). Az
egyedfejlodés soran a szinapszisokban torténd valtozasok teszik lehetdvé a kiilso és belso
kornyezet valtozasaihoz vald adaptiv alkalmazkodast. A tanulds folyamatiaban a
szinaptikus jeltovabbitds hatékonysdga a tanulds fazisaitdl fiiggden is valtakozik. Az uj
informaciok kialakitasdban, az 0j emléknyom Ilétrejottében és az 1j ingerekhez valod
adaptacidban kulcsfontossagl tényezo a szinaptikus plaszticitas, amelynek tanulmanyozasa
kiilonbozé neurologiai betegségek ¢és idegrendszeri sériilések gyodgyitdsadhoz szintén
segitséget nyujthat. A szinaptikus plaszticitas vizsgalata napjaink idegtudomanyi,
idegélettani kutatdsainak egyik kozponti teriilete. A szinaptikus plaszticitast tobbféle

modon, példaul elektrofiziologiai modszerekkel is vizsgalhatjuk (Bliss és mtsai., 1973).

Paros impulzus plaszticitas

A plaszticitds legegyszeriibb formdja a paros impulzus facilitici6 (PPF, paired pulse
facilitation), és ennek ellentétes hatdsu parja, a paros impulzus depresszido (PPD, paired
pulse depression). A legtobb hippocampusban 1év6 szinapszis esetében detektalhato a PPF,
ami a szinaptikus valasz amplitiddjanak novekedésében nyilvanul meg. A paros impulzus
els6 tagjat rovid idével kovetd masodik impulzus valtja ki az aktivitas ndvekedését. A két
kozeli impulzus egyiittes hatdsaként nagyobb mértékben né meg a kisérletek soran
leggyakrabban mért serkentd posztszinaptikus mezépotencial (fEPSP, field-excitatory
postsynaptic potential) amplitiddja, mint abban az esetben, ha a két imuplzus idében
egymastol tavolabb helyezkedik el. Eltérd impulzusok kozotti idéintervallumokkal mérve,
25,50, 75 és 100 ms eltéréssel jelentds kiilonbséget mutat az EPSP amplitudo valtozasa (Li
¢és mtsai., 2005). A PPF hatasfokat, fEPSP noveld hatasat a két ingerlés k6zotti id6 hossza
hatarozza meg, maximumat koriilbeliil 50 ms eltérésnél éri el, mig 500 ms €s annal hosszab
iddintervallum mar exponencialis valaszcsokkenést okoz. A PPF egy preszinaptikus
jelenség (Isaac és mtsai.,, 1998), és gyakran alkalmazzak preszinaptikus valtozasok
befolyasolasara vagy megfigyelésére, tobbek kozott az LTP vizsgalata kozben is (Li és

mtsai., 2005).
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Poszt-tetanikus potencirozdédas

Rovid ideig, 2-5 s-ig tartd nagy frekvencids, 10-200 Hz-ig terjedd ingerlést kovetden egy
gyorsan elcsendesiild aktivitas-novekedés kovetkezik be, amelyet poszt-tetanikus
potencirozodasnak (PTP, post tetanic potentiation) neveznek (Lloyd, 1949). A plaszticitas
ezen formgjat ismétlodd, nagyobb frekvencidju ingerlés indukalja, amelynek
kifejezddéséért valoszinlileg a szabalyos id6kozonként adott, sokszor ismétlddd ingerlés
hatdsara a preszinaptikus axon terminalisban felgyiilemlé Ca®* felelds. Az aktivitis
megnovekedett volta egy percnél nem tart tovabb, a megnétt EPSP visszacsokken az
eredeti értékére. Kisérletes koriilmények kozott ezt a jelenséget is preszinaptikus

valtozasokhoz koti a szakirodalom (Bao és mtsai., 1997).

Az LTP

A szinaptikus plaszticitds sejtszinten legtobbet tanulményozott formaja a hosszu tavu
potencirozodés (LTP, long term potentiation). Az LTP tulajdonképpen egy gytijtéfogalom,
ami tobb kiilonbozd folyamatot is magdban foglal, melyek sordn a szinaptikus valtozasok

nagyban eltérnek a tobbi - szinaptikus mikodésnél megfigyelhetd - rovid tava serkentéstol
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6. abra: A: A Schaffer-kollateralisok stimulalasaval a CA1 régi6 piramis sejtjeiben kivaltott valasz elvezetése
B: Az 1 ingersorozattal kivaltott korai LTP és a 4 ingersorozattal kivaltott késéi LTP 0sszehasolitasa az EPSP
meredekségének kontrollhoz viszonyitott értékével (http://www.pitt.edu/~superl/lecture/ nyoman modositva).

és gatlastol. Az LTP-t, vagyis a hosszi tava szinaptikus hatékonysag fokozdodasat
indukalhatjak egy nagy frekvencias ingerléssel (HFS, high frequency stimulation), vagy
theta burst stimulédcioval is, melyek a szinaptikus valasz gyors és stabil novekedését valtjak
ki. Ennek idébeli lefutdsa tobb ora is lehet, vagyis ez az idétartam Osszemérhetd az
agyszelet preparatum ¢életidejével (Shors és mtsai., 1997) (6. abra). A legtobb LTP kisérlet,
beleértve az intra- és az extracellularis elektrofiziologiai méréseket is, az AMPA

receptorok kozvetitette szinaptikus transzmisszid megfigyelésén alapszik. Intracelluléris
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mérések soran a posztszinaptikus sejtbdl vezethetiink el megndvekedett amplitadoji EPSP-
t, vagy extracellularisan sejtpopulaciora  kiterjedd elektrofiziologiai  torténés
regisztralasakor a fEPSP valtozasat. Az EPSP-spike potencirozddas egy adott mértéki
EPSP okozta akcids potencidl novekedésre, egy meghatarozott méretii fEPSP esetében
pedig ennek megfeleléen a population spike amplitidé ndvekedésére utal. A szinaptikus és
az EPSP-spike potencirozodds mas mechanizmus alapjan mikddik, ezért nem tanacsos

LTP mérése kozben az fEPSP-spike-ot mérni (Bortolotto és mtsai., 1993; Isaac és mtsai.,

1998). A nagy frekvencias ingerlés iddbeli // Tmmfﬂgfeg;abadm. -
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tarsitdsi folyamatnak a pontossagat jelenti,
7. abra: Az LTP preszinaptikus és poszt-

vagyis azt, hogy csak az a szinaptikus kapcsolat  szinaptikus eseményei. (http:/www.aboutmind.
. . . com/memory-brain-neurons nyoman médositva)

er6sodik meg, amelyik az ingerek tarsitasaban

részt vett. A tér- és iddbeli kapcsolat arra utal, hogy az intracellularis folyamatok
lecsengési idétartomanyan beliil kell talalkoznia a két tarsitani kivant ingernek is.

Az LTP, tipusat tekintve, lehet asszociativ és nem-asszociativ. Az asszociativ forma
NMDA-fiiggd, és ebbdl kifolyolag pre- és posztszinaptikus valtozasok is torténnek a két
szinapszis tarsitasa soran, tehat a folyamat 6nmagat tekintve heteroszinaptikus (Kandel és

mtsai., 1982).
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A monoszinaptikus nem-asszociativ forma NMDA-fiiggetlen, egyszeriien egy inger
ismételt addsa valtja ki, ami preszinaptikus transzmitter felszabadulas fokozodast idéz el
(Kandel és mtsai., 1982).

A rovid tdva potencirozodast vagy a paros impulzussal torténd serkentést mar sok
szinapszisnal megfigyelték, és mint kideriilt, a Ca®** koncentracié és a transzmitter
felszabaduldas nem linearis Osszefliiggésén alapulnak (Kandel és mtsai., 1982). Az
asszociativ LTP tetanikus ingerléssel kivaltott indukcidja utdn a preszinaptikus sejtbol
neurotranszmitterként  felszabaduld6 Glu a  posztszinaptikus sejt  glutamaterg
joncsatornaihoz kotédve Ca** bearamlast eredményez  az intracellularis térbe. A
megnovekedett koncentracid lehet6vé teszi a Ca-kalmodulin aktivalasat. A Ca-kalmodulin
figgd CaM kinaz-1I és a PKC aktivitasa egylitt hozzajarul a retrograd messengerek
felszabadulasahoz a posztszinaptikus sejtbdl, amelyek a preszinaptikus sejt transzmitter
leadasat fokozzak (Kandel és mtsai., 1982). Ilyen retrograd messengerek a nitrogén-
monoxid és az arachidonsav. A PKA aktivitdisa az AMPA receptorok foszforilacidja,
amely azok megnovekedett nyitva tartasat eredményezi a Glu bekotodése utan. Ezenkiviil a
PKA aktivitasanak masik célpontjat képezik a “cAMP respond element binding” (CREB)
fehérjék, amelyek az 1j AMPA receptorok génjeinek transzkripciojat fokozzak. Kovetkezd
1épésként az 1) glutamaterg AMPA receptorok expresszalodnak, amelyeket a Ca®" ionok
aktivalta Ca-kalmodulin kindz rogzit a membranon foszforilacié segitségével. Ez segiteni
fogja a koincidencia faktorként mitk6dé NMDA receptorok Mg2+ blokkjanak eltavolitasat -
amely addig a Ca®" ionok bearamlasat gatolta a csatornan keresztiil -, ugyanis az AMPA
receptorok biztositjak az akciés potencial létrejottét a rajtuk keresztiil atfolyd Na® ion
bearamlassal. Az akcids potencidl altal okozott depolarizacio kiloki az NMDA receptor
Mg?* blokkjat, majd a bek6tddé Glu kinyitja az ioncsatornat, és a Ca** ionok szabadon
bearamolhatnak a citoszolba (Kandel és mtsai., 1982) (7. abra).

A stabilizalodas fazisaban érvényesiil a Ca-kalmodulin MAP kindz aktivitas-noveld hatasa,
amely a génexpresszid6 moduldlasan keresztiil segiti a szinaptikus fehérjék szintézisét,
melyeket a protein kinazok altal elvégzett foszforilacio tesz majd alkalmassa a
szinapszisok felépitésére. A kés6i LTP sordn a szinaptikus felillet megnd, majd a
perforaciot kovetden elagazik, és 1) szinapszist hoz létre. Mindezt a génexpresszid és
fehérjeszintézis fokozddasa is kiséri. Iddbeli felosztasban a korai, vagy atmeneti fazis az
LTP expresszidjat jelenti, a retrograd messengerek és az Ujonnan expresszalt AMPA
receptorok megjelenésével bezarolag; a késdi, vagy stabil fazis a stabilizalodast és az 0

szinapszisok keletkezését foglalja magaban (Kandel és mtsai., 1982).
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2. Célkitiizés

1. A 4VO mitét alkalmazasa sordn - nem vart modon - jelentds kiilonbségeket fedeztiink
fel a Wistar és a Sprague-Dawley (SD) patkanytorzsek kozott. Ismert az, hogy a két torzs
kozott jelentOs eltérések tapasztalhatok magatartas vizsgalatokban, a tanulas és memoria
folyamataiban, valamint enzimatikus aktivitas és génexpresszid szintjén is. Feltevésiink
szerint, a két torzs vaszkularis anatomidja is jelentds mértékben kiilonbozik, ebbdl adéddan
a 10 perc globalis agyi ischaemia mas jellegli kérgi elektromos aktivitast és eltéré mértéki
sejtszintli karosodast eredményez a két torzs idegrendszerében. A miitéti beavatkozasok
soran tapasztalt kiillonbségek tisztazasara ezért in vivo elektrofiziologiai méréseket
(elektrokortikogram, ECoG regisztralasa) és hisztologiai festéseket (Fluoro Jade C,

Evans Blue és Cresil-ibolya) végziink.

2. Az oxalecetsav neuroprotektiv hatdsanak vizsgalatat Wistar 4VO modellen végezziik. A
védo hatast a 4VO ischaemias inzultus kovetkeztében lecsokkend szinaptikus plaszticitas
révén kovetjiik figyelemmel in vitro elektrofiziologiai mérésekkel. Korabbi eredményeink
alapjan ismert, hogy az oxalecetsav képes mérsékelni az ischaemids inzultust kovetd
plaszticitascsokkenést. Az oxdlecetsav dozisanak csokkentése érdekében egy masik
endogén természetli anyag, a dehidroepiandroszteron neuroprotektiv hatasat is teszteljiik,
és a két endogén természetii anyaggal kombindlt kezelést adunk a 4VO miitétet
elszenvedett kisérleti allatoknak. Az oxalecetsav védéhatasat in vivo elektrofiziologiai
kisérletekkel (elektrokortikogram regisztralasa) is vizsgaljuk, a kombinalt kezelés
alkalmazhatésagat in vitro elektrofiziologiai eredményekkel (LTP kivalthatésaga és

fenntarthatosaga) tamasztjuk ala.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt allatok

Kisérleteim soran 180-280 g tomegli (N=80) him Wistar és him SD (N=20) patkanyokon
végeztem el a méréseimet. A vizsgalatok soran felhasznalt allatokat kiilon erre a célra
kialakitott allathdzban tartottuk szabvanyos miianyag ketrecekben. Az allathazi szobdban
12:12 o6ras sotét-vilagos periddust és 23 °C homérsékletet biztositottunk. Az allatoknak
szabad, korlatlan hozzaférésiik volt vizhez és élelemhez (CRLT/N ragcsalotap). Szigoru
etikai kritériumokat szem el6tt tartva, minden lehetséges modon megprobaltuk
minimalizalni az éllatok szenvedését és a felhasznalt allatok szamat. A kisérletek soran
minden esetben a laboratoriumi 4llatok gondozéasaval kapcsolatos alapelvek (NIH
Publikacio6 No. 85-23), a Magyar Egészségiligyi Bizottsag altal jovahagyott
allatgondozassal kapcsolatos protokoll (1998) és az Eurdpai kozosségek Tanacsanak 1986.

november 24-i rendelete (86/609/EEC) szerint jartunk el.
3.2 A4VO0 ischaemias modell

A 4VO (4-vessel-occlusion) modszerrel tranziens globalis ischaemiat idéztiink elé Na-
pentobarbitallal (60 mg/kg, i.p.) altatott Wistar és SD patkanyokon (Pulsinelli és mtsai.,
% ? 1979). A 240-280 g testsulyt allatokat a mtét

els0 napjan elaltattuk, majd sztereotaxias

késziilékben (David Kopf. Instruments, Tujunga,

Foramen USA) rogzitettiik. A befogas utdn a fej

alare o q s . ¢ o v . .
il elorebillentésével hozzaférhetové tettik az

lmu,\‘
L’ “ allatok tarkojat. A bor és az alatta 1évé izom

L]

|

8. abra: Az atlasz csigolya; a foramen alare
elhelyezkedése ¢és az arteria vertebralisok
(Pulsinelli 1979 nyoman modositva)

felnyitdsa utdn a mélyebben fekvd izmokat
Arteria vertehralis | csipesszel tompéan - szétfejtettiik, sebterpesszel
kitdmasztottuk. Az atlasz csigolya
megtisztitdsdval mindkét oldalon lathatova valt
a foramen alare, amelyen keresztil a

csigolyatestb6l a csigolyafelszinre emelkedik egy leagazod artéria (8. abra).

Sztereomikroszkop alatt elektrokauter segitségével a foramen alare-ban roncsoltuk a benne
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futd arteria vertebralist. Az égetés, hiités és tisztitas felvaltva kovették egymast, egészen
addig, amig a kialakult furatban az arteria vertebralis egykori foramen alare-ba érkezo és
onnan tavozo szakaszanak elégetett, zart végei fel
nem tlintek (9. abra). Ezt kovetden a sebet
fert6tlenitett varrdcérnaval zartuk. Az
irreverzibilis érelzarast 1 nappal késébb kovette a
kétoldali CCA tranziens okkluzidja, szintén Na-
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) altatisban. A
carotisokat megtisztitottuk a vagoszimpatikus
idegkotegtol, valamint a preparalas kdzben mar a
farokvénat is eldkészitettik az intravénas
anyagbeadasra. A verGereken dathaladdo vér

szinének megfigyelésével az allat aktualis

allapotat ellendriztik. Ha azt ¢élénkvorosnek

lattuk, vagyis az altatds nem volt talzottan mély,

9. abra: A Kkipreparalt atlasz csigolya, és
mindkét kifart foramen alare, benne az arteria
vertebralis bemend (kék nyil) és kimend, agy

nem okozo ércsipeszekkel 10 percre elszoritottuk ~ felé fu}t)é aganak (z0ld nyil) zart végeivel. (FJ
sajat abraja)

¢és igy légzésdeprimacio sem volt, akkor sériilést

a nyaki iitéereket (10. dbra). Az almutott allatok
esetében nem tortént meg a kétoldali CCA leszoritdsa. A carotis elszoritds kovetkeztében

kialakul6 globalis agyi ischaemiat, tobb, szabad szemmel is lathato valtozas jelezte: a

pupilla  kitagulasa, a cornea reflex
megsziinése, tovabba a ,righting reflex*

hianya — ilyenkor az 4&llat nem fordul

vissza a hatardl a hasara —, végiil pedig az
enyhe fajdalomingerre val6 reakcio teljes
hianya. Ebben az allapotban néhany

masodperc  utan  az ECoG is

izoelektromossa valik. A 10 percig tartd

globalis ischaemia ideje alatt 37°C-on

tartott fiitdlapon fekiidt az éallat. Az

10. abra: A kétoldali arteria carotis communis
kiemelve és reverzibilisen elszoritva. (Four-vessel

occlusion manual by Joseph Burda) eltavolitottuk az atraumatikus érszoritdokat

oxigénhianyos periodus végén

mindkét CCA-rdl. Az in vitro kisérleteknél 8 nap talélés utan kovetkezett a dekapitacio és

a hippocampalis agyszelet-preparatumok elkészitése. A hisztologiai festéseknél 8 nap
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talélés utdn az A4llatokat transzkardidlisan perfundéaltuk, az agyat kiemeltik, ¢és
paraformaldehiddel utéfixaltuk. Az in vivo ECoG kisérleteknél nem volt tobb napos

taléles.

3.3 Hatoanyagok dozirozasa, kezelés

Oxalecetsav

Az oxalecetsavat (Sigma, Németorszag) TBS-ben oldottuk fel, és a pH-t 7.3-ra allitottuk be
10 N-os natrium-hidroxiddal. A végtérfogat 1 ml volt. Az oldatot 66 pl/perc sebességgel
egy mikrodializis pumpa segitségével kozvetleniil a reperfuzio kezdetétél adtuk be az
allatok farokvénajaba (11. abra). Kétféle dozist alkalmaztunk: az alacsony dézis (Kis dozis

OxAC) 4 mg/100 g, a magas dozis (Nagy dozis OxAc) pedig 20 mg/100 g volt.

Dehidroepiandroszteron

A dehidroepiandroszteron (DHEA) (Sigma, Németorszag) 97 %-os abszolut alkoholban
oldottuk fel, és kukoricaolajban (Sigma, Germany) diszpergaltuk, az oldat koncentracioja
10 mg/ml lett. Ebbdl az oldatbol adtunk 2 mg/100 g mennyiséget, ami a 250 g testtomegii
allatoknal 0.5 ml végtérfogatban keriilt beadasra (i.p.) 1 nappal a 10 perces tranziens

globalis ischaemia utan (11. abra).

OxAc DHEA
24h *‘ 24h *‘
1 | 4V0 1 [
fi- g i ]
I 4 L] 1 i I i 1
a. vertebralis a. carotis dekapitacio
elekirokauterizalds leszoritas 8 nap
10 perc

11. abra: Az oxalecetsav ¢s DHEA kezelés valamint a 4VO miitét és a 8 napos talélés idobeli elrendezése
(FJ sajat abraja)
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3.4 In vivo elektrofizioldgia

A 250-300 g tomegli Wistar és SD allatokat Na-pentobarbital (60 mg/kg i.p.) altatdsban
készitettiik eld az extraduralis ECoG regisztralasahoz. Sztereotaxias késziilékben (David
Kopf. Instruments, Tujunga, USA) rogzitettiik az allat fejét. A fejboron ejtett bemetszés
mentén felnyitottuk azt, és a csonthartya eltavolitasaval szabadda tettiik a koponya
felszinét. Sztereomikroszkop alatt furas segitségével nyitottuk meg a koponyat a primer

motoros (M1R/L) kéreg és a primer szomatoszenzoros (SS1R/L) kéreg folott. Az emlitett

kérgi teriiletek sztereotaxikus

koordinatai: MI1R/L (jobb/bal

oldali primer mozgatdé kéreg):

1,7 mm anterior és 3 mm

lateralis  irdnyban;  SS1R/L
(jobb/bal oldali primer

szomatoszenzoros kéreg): 3 mm

poszterior ¢s 5 mm lateralis

iranyban a  Paxinos-féle . . L )
12. abra: Patkany koponya az ECoG rogzitéséhez hasznalt

patkiany agyatlasz adatainak  sztereotaxikus pontok jelolésével. Az MIR és MIL a jobb és bal
] ) primer motoros kérget, az SSIR és SSIL a jobb és bal primer
megfelelden (Paxinos és mtsai.,  szomatoszenzoros kérget jeloli (Paxinos és mtsai., 1980 nyoméan

1980) (12. abra). A dura mater modositva).

megsértése nélkil mind a négy furatba gombfejii eziist elektrodokat helyeztiink. Az
elektrodok teljes vezetd feliiletének kihasznaldsa érdekében kontakt gélt vittiink fel az
eziistfejek felszinére. Az elektrodokat egy 8 csatornds elektroenkefalograthoz
csatlakoztattuk (EEG 8S-4769, Medicor, Magyarorszag). Egy k6zos referencia elektroddal
szemben folyt a mérés, amely a koponya kdzépvonalan volt elhelyezve 5 mm tavolsagra a
bregmatol anterior irdnyban. Az elsd 15 perc kontroll periddus régzitése utan 10 perc 4VO-
t alkalmaztunk az ECoG folyamatos regisztralasa mellett, az ezt kovetd reperfuziobol
pedig tovabbi 50 perces szakaszt rogzitettiink. A mintavételezési frekvencia 200 Hz volt,
az alulateresztd sziirdé 70 Hz-re, a feliilateresztd sziiré pedig 1 Hz-re volt allitva. Az
elektrofiziologiai adatokat Axon Digidata 1200B konverterrel digitalizaltuk, és Axoscope
8.0 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) rendszer segitségével
regisztraltuk, majd szamitogépen taroltuk. Az adatok off-line elemzését MATLAB 2010b
¢és Stimfit 0.10 programok segitségével végeztiik.
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3.5 In vitro elektrofiziologia

A patkanyok dekapitdlasa utan vibratommal (Campden Instruments, UK) 350 pm
vastagsagu koronalis szeleteket készitettiink a hippocampus bregma -3,3 és -4,3 mm
kozotti részébdl. A metszést jéghideg, 2-5°C-os mesterséges cerebrospindlis folyadékban
(aCSF) végeztiik, melynek Osszetevéi mM-ban megadva az alabbiak voltak: 130 NaCl, 3,5
KCI, 1 NaH,POy4, 24 NaHCOs3, 1 CaCl,, 3 MgSO4 és 10 D-gliikoz, melyet karbogénnel (95
% Oy, 5 % COy,) telitettiink a szeletek zavartalan oxigén ellatasa érdekében. A szeleteket
ezutan egy Haas-tipust regisztrald kamraba helyeztilk, majd ott szobahdmérsékleten

inkubaltuk egy o6ran at, hogy azok a regisztraciéo kozben hasznalt oldatban pihenjenek. A

Ingerlés /> Elvezetés
‘}‘ /// //;Q

4

13. abra: Az in vitro elektrofiziologiai mérések kisérleti elrendezése koronalis hippocampalis agyszeleten
(http://www.stanford.edu/group/maciverlab/hippocampal.html nyoman modositva)

regisztrald folyadék Osszetétele két értékben eltért a metszésnél hasznalttdl, u.i. 3 mM
CaCl; és 1,5 mM MgSOq-ot tartalmazott. A folyadék aramlasi sebessége 1,5-2 ml/perc
volt, és a kisérletek 34°C-on zajlottak. Az ingerld elektrodot a CA1 és CA2 régi6 hatarahoz
kozel fekvd stratum radiatum-ba helyeztiikk. Orthodromikusan ingereltiik a Schaffer-
kollateralisokat 4llandé aram mellett, 0,3 ms-os impulzusokkal, 0,05 Hz frekvencidval. A
field-EPSP-ket a stratum radiatum-bol vettiik fel (13. abra). A kisérlet soran 1-2 MOhm
ellenallasu, regisztrald folyadékkal feltoltott mikroelektrodokat hasznaltunk, amelyeket
foldelt, magas bemend ellendlldsu bemenet segitségével egy elderdsitdhoz kapcsoltunk

szazszoros erfsités és 5 KHz-es felsd sztrd alkalmazasa mellett. A teszt stimulus
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intenzitasat itt 30-60 pA kozti értékre allitottuk be abbdl a célbol, hogy az ingerlés a
kontroll szeletekben a maximalis EPSP-t kivaltdé minimalis impulzus intenzitdsnak
koriilbeliil az 50 %-a legyen. A 4VO utan 8 nappal készitett agyszelet preparatumokon
végzett kisérletekben az ingerlésre egy titanium-iridium 6tvozetb6l késziilt koncentrikus
bipolaris fém elektroédot hasznaltunk (Neuronelektrod Kft, Budapest). A CAl piramissejtek
apikalis dendritjei és a Schaffer-kollateralisok kozti szinapszisok hossza tava
potencirozasara theta burst (TBS) ingerlést alkalmaztunk. A 40 ms hosszasaga 100 Hz
frekvenciaji 4 db impulzusbdl all6 burst-oket 350 ms-os sziinet valasztotta el egymastol.
Osszesen 20 db burst-tel, vagyis 80 db impulzussal indukaltuk az LTP-t a tesztstimulus
100 %-os intenzitdsa mellett. A theta burst utan az EPSP valtozasait 60 percen keresztiil
kovettik. Az alapvetd glutamaterg szinaptikus miikodés  felmérésére 1/O
(bemenet/kimenet) goérbéket regisztraltunk. Az EPSP-k digitalizalt formaban keriiltek
elmentésre egy Digidata 1200 konverter és egy Axoscope 10.0 (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, USA) regisztralé rendszerrel ellatott szamitogépen. Az
elmentett adatok kiértékelését pedig az Origin 6.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA) program segitségével végeztiik.

3.6 Hisztologia

A 10 perces globalis agyi ischaemiat kovetden, 8 nap tuléléssel az allatokat 4 %-os kloral-
hidrat oldat intraperitonealis injekcigjaval tilaltattuk, és transzkardialisan perfundaltuk 0,1
M koncentracidju  jéghideg foszfatpufferrel (PBS, pH=7,4), majd 4 %-0s
paraformaldehiddel. Az éllatok agyat kiemeltiik, és 4 %-os paraformaldehidben 4 °C-on
posztfixaltuk egy éjszakan 4t, majd 20 um vastagsagli koronalis metszeteket készitettiink a
bregma -2,3 mm-t6l -4,3 mme-ig terjedd sztereotaxikus koordinatak kozott. A metszeteket 2

%-os zselatinnal bevont targylemezekre huztuk fel.

Fluoro Jade C

A neuronalis degeneracio lathatova tételéhez Fluoro Jade C (Chemicon, Millipore
Ltd, Magyarorszag) festést alkalmaztunk, amely nagy szelektivitassal festi meg a
degeneralodott neuronok szomajat, dendritjeit, axonjait és axonterminalisait is (Schmued
és mtsai., 2005). Az erre a festésre szant metszeteket lefedtiik Fluoromount-tal, és sotét

helyen taroltuk. A Fluoro Jade C festett metszeteket fluoreszcens mikroszkop alatt
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vizsgaltuk (BX51, Olympus,Tokio, Japan). A fluoreszcens fény gerjesztési hullamhossza

of 470-490 nm, az emisszio hullamhossza 520 nm volt.

Cresil-ibolya

A Cresil-ibolya (Sigma, Németorszag) festést, amely az intakt sejteket képes
megfesteni, annak a leggyakrabban alkalmazott 1 %-os sziirt oldataval végeztiik. A
felhasznalt oldatok, sorrendben a hozzajuk tartozé mosasi idékkel, az alabbiak voltak: 95
%-0s etanol 15 percig, 70 %-os etanol 1 percig, 50 %-os etanol 1 percig, desztillalt viz 2
percig, desztillalt viz 1 percig, Cresil-ibolya 1 %-os oldata 5 percig, desztillalt viz 1 percig,
50 %-os etanol 1 percig, 70 %-o0s etanol 2 percig, 95 %-os etanol 2 percig, 100 %-os etanol

1 percig.

Evans Blue festés

Evans Blue festést a permanens 4VO miitéten atesett allatokon végeztiink. Ez a
beavatkozas, fobb 1épéseit tekintve megegyezik a 4VO modellel. Annyi valtoztatast
tettiink, hogy az arteria vertebralisok elektrokauterizacidja utan, 24 ora eltelte nélkiil
rogton elvégeztilk a kétoldali CCA leszoritast is. Ezt ugy tettiik, hogy mindkét nyaki
verdérre két ligatirat helyeztiink fel, amelyek megszoritasa utan az artéridkat a két kotés
kozott elvagtuk, kizarva ezzel a szivargés lehetdségét. Abbol a célbdl, hogy az esetlegesen
az erekben maradt vér ne befolydsolja az Evans Blue festddés intenzitasat,
transzkardialisan perfundaltuk az allatot 0,1 M koncentracioju jéghideg fosztatpufferrel
(PBS, pH=7,4), ezutan kovetkezett az 50 ml 3 %-0s Evans Blue fluoreszcens festék
perfuzidja. Az agyat rogton a festés utan eltavolitottuk, és egy éjszakan at utéfixaltuk 4°c-
on. Az agyakbol 20 um vastagsagu szeleteket készitettiink az in vivo elektrofiziologiai
mérés elektrodainak megfeleld sztereotaxikus koordinatak helyeirél. A metszeteket 2 %-0S
zselatinba martott targylemezekre huztuk, és lefedtiik Fluoromount-tal, majd sotétben
taroltuk. A fluoreszcens metszeteket (BX51, Olympus, Tokio, Japan) fluoreszcens
mikroszkop alatt vizsgaltuk. A fluoreszcens fény gerjesztési hullamhossza of 470-490 nm,

az emisszio hullamhossza 520 nm volt.
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3.7 Adatelemzés

3.7.1 BSR analizis

A 4VO allatok epiduralis ECoG hullammintazata, az ECoG kontroll szakaszan
tapasztalhatd tiizelési striséghez és amplitidokhoz viszonyitva jelentds kiilonbségeket
mutat a reperfuzié elsé tiizelés (FB, first burst) utani szakaszanak kiilonboz6

idopillanataiban. Az ischaemiéas allapotban jelentkezd "szakaszos" kérgi aktivitast

I 10percavo Reperfuizié I I I ' I

Kontroll 15perc 20perc 30perc  35perc 40perc
Kontroll :,»'J»‘ -J"’*‘ﬂ'\-ﬂt_.",v‘,‘.';.l.f,‘,.-\r,hlI-‘L,',,:.‘."":"AIL‘)?A ‘.*[.'J_V\m _'J/_"“/ I\NH".""r“i\ly"""l}""‘\: 30perc [’ S s S el e e
15perc gt ey P Possiicaicanmnie RSy i 35perc |f il | am e /LA ey o~ [ s, At
|
| |

20perc LAsiMALad d v mant] s o ™M g A ] | 40peTC LA

14. abra: Tranziens globalis ischaemia epiduralis ECoG regisztratuma Wistar patkany primer
szomatoszenzoros kérgén. A 10 perces kétoldali CCA leszoritas utani reperfuzio 15., 20., 30., 35., 40.
percében lathatok az ECoG hullimok 10 masodperces szakaszai; a tiizel6 és a csendes szakaszok alternalod
megjelenése. (FJ sajat abraja)
alternald, tiizelést6l mentes, vagyis csendes (supression), ¢s aktiv (burst) szakaszok
alakitjak ki (14. abra). Az eltéré karakterti szakaszok meghatarozott periodusokon beliili
szazalékos aranyat (BSR, burst supression ratio) a csendes szakaszok szazalékos
eléfordulasaval adtuk meg (Rampil és mtsai., 1992). A kiiszob feletti tiizelés azonositasara
Vijn és Sneyd metddusat hasznaltuk (Vijn és mtsai., 1998). A metddus "0"-at, vagy "1"-et
rendel az ECoG minden pontjahoz, igy a modszer alkalmazasaval az ECoG-bol egy binaris
adatsort lehet eldallitani. Az elemzés felbontasa 10 s volt. Az attekinthetdség és az
egyszeriibb tovabbi felhasznalds érdekében az elemzéskor, a két hozzarendelhetd értéket
egymastol elvalasztd kiiszobérték mellett, az ugynevezett csuszoablakot alkalmaztuk.

Ennek az volt a funkcidja, hogy segitségével a csiisz0 ablak iddszakaszan beliil ujra
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bekovetkezd, azonos hozzéarendelt értékii eseményeket dsszevonjuk. A csiiszéablak hossza
200 ms volt, ami azt jelenti, hogy a kérgi aktivitas fesziiltségkiiszobot atlépd eseményei s
az ezt 200 ms-on beliil kovetd tjabb kiiszob feletti események k6zotti ECoG szakaszhoz is
"0"-at rendel az elemzO algoritmus (15. abra). Az adatokat 1.5-50 Hz-es savsziirével
sztrtiik, mert a 10 perc 4VO-t kovetden az FB eldtti szakaszon, egy koriilbeliill 1.5 Hz

frekvencidji hullam volt lathato, ami csokkentette volna az analizis érzékenységét. A BSR

WrTwrTm T I,

30.0 305 31.0 315 32.0
16 (s)

15. abra: Vijn és Snejd modszere az ECoG binaris adatta alakitasahoz (Vijn és Sneyd, 1998 nyoman modositva)

meghatarozashoz a fesziiltségkiiszob értékét addig csokkentettiik egy 5 perc hosszliisagu
kontroll ECoG szakaszon, amig az nem eredményezett 5 %-nal kisebb BSR-t, ez 4tlagosan
20-25 pV korili érték volt. Az analizis érzékenységét tovabb novelendd, minden allat
valamennyi ECoG csatornajan kiilon elvégeztik az 5 perc kontroll szakaszhoz valo
viszonyitast, ezzel kikiiszobolve a kisérleti koriilményekbdl adodd csatorndk kozti
eltéréseket. Emellett a reperfuzid kezdete utani és az elsd tiizelést még megel6z6 ECoG 1
perces szakaszéan is elvégeztiik a BSR elemzést, amely véarhatéan 100 %-os eredményt
adott. Ha ennél mégis kisebb BSR értéket kaptunk, akkor a kiiszobfesziiltséget a kontroll
szakasz alapjan meghatarozott kiiszob értek 20 %-aval noveltiik, ezzel kiiktatva a kisérleti
koriilményekbdl adodo zaj torzitd hatasat. Ezutan a kapott kiiszobértékkel futtattuk le az
elemzést az ECoG reperfuzid szakaszan, a kapott adatokat pedig az elso tiizelés pillanatatol

hasznaltuk fel és abrazoltuk. Az analizis MATLAB 2010b-vel tortént.
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77 7

3.7.2 Kiiszob feletti kérgi aktivitas szamszertsitése

A globalis agyi ischaemiat koveti egy burst periodus, amelynek lefutasi ideje koriilbeliil 30
perc. Ebben a szakaszban nagyobb amplitidoval és nagyobb gyakorisaggal fordulnak el
ECoG tiiskék. Az adatokat 1.5-50 Hz kozotti savsziiréssel tettiik alkalmassa a tliskeszam

meghatarozasara. A poszt-ischaemikus burst periddusra jellemzd nagyobb szamu kiiszob

feletti elektromos esemény szdmszertsitése céljabol, a fesziiltség kiiszob megallapitasat a

Wistar

il
(M b ! T
TR I

!l|n|!ﬂu‘xn§g|h\.u s M ol Do b ALl o il bl
i By lifg 11, L.LH il Bt 1L H b lbi}i L__i' S
Kontroll szakasz Poszt-ischaemikus szakasz
Pozm\{ esemerlyek =992 tu%ele'r:'. SUM = 1682 tiizelés Pozm\{ esemet\yek =1997 tu?ele’s SUM = 3206 tizelés
Negativ események = 690 tuzelés Negativ események = 1209 tlzelés
1perc

16. abra: 10 perc globalis ischaemiat kovetd reperfizios fazis FB utani 30 perces szakasza; a poszt-
ischaemikus burst periodus kezeletlen Wistar patkanyban. A szomatoszenzoros kérgen a pozitiv és negativ
elojelil fesziiltségkiiszobot atlépd aktivitas szamszertisitése Stimfit 0.10-ben. (FJ sajat abraja)

BSR analizis algoritmusaval végeztiik. Az elemzés felbontasa itt is 10 masodperc volt. Az
FB utani 30-35 perc ECoG abszolut értékén végeztik el a BSR elemzést, tobbszor
megismételve azt, kdzben folyamatosan ndvelve a kiiszobfesziiltség értékét, amig a BSR
értéke el nem érte a >98 %-ot. Ezutan az FB-t kovetd 30 perc ECoG tiiske szamat mértiik
meg (16. abra), majd minden 5 perc ECoG tiiske szamat meghataroztuk, és elosztottuk az
FB utani 30-35 perces szakaszon kapott tiiskék szamaval. Az elemzés MATLAB 2010b-
vel és Stimfit 0.10-el tortént.

3.7.3 Frekvencia-komponensek teljesitmény spektruma

Az ECoG adatokat az id6 dimenziobol frekvencia dimenzidba alakitottuk diszkrét Fourier
transzformacioval, amely kiilonb6z6 frekvenciaja trigonometrikus fiiggvényeket hasznal
fel az id6beli Osszefiiggések kozelitésére. Welch metodussal periodogramot készitettiink az
ECoG kiilonboz6 frekvencidkra vonatkozo teljesitmény spektruméanak meghatarozasara.
Minden regisztralt csatornan készitettiink teljesitmény spektrumot az FB utani 5 perc
ECo0G-janak els6 1 percére. A Welch periodogram szamolasahoz a szegment hosszisag

300 adatpont volt 50 %-os atfedéssel. Az analizis MATLAB 2010b-vel késziilt.
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3.7.4 Statisztikai analizis

Az LTP eredmények statisztikai analiziséhez a fEPSP amplitudokat a 10 perc alapvonalon
mérheté mezdpotencial amplitidok értékeihez normalizaltuk. A Shapiro-Wilk normalitas-
vizsgalat szignifikans volt, vagyis az LTP adatok TBS utani szakaszan nem mutattak
normal eloszlast a fEPSP amplitudo értékek, az elvégzett Levene-teszt alapjan pedig a
variancia homogenitds nem teljesiilt ugyanezen adathalmazra. A tovabbi elemzést ezért
Kruskal-Wallis teszttel és két mintas nem-paraméteres Mann-Whitney U-teszttel végeztiik.
Az 1/0 gorbék statisztikai analizise soran szintén nem-paraméteres Kruskal-Wallis
ANOVA tesztet végeztiink.

A BSR adatok normal eloszlasat a 150-es elemszamra valo tekintettel Shpiro-Wilk teszttel
vizsgaltuk meg, melynek szignifikdns lett az eredménye, tehdt az adatok nem voltak
normal eloszlasuak, emellett a Levene-teszt nem mutatott variancia homogenitast. Ennek
megfeleléen két fliggetlen mintas nem-paraméteres Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk
a BSR adatok statisztikai analizisére. A fesziiltség kiiszobot atlépd kérgi aktivitast
szamszerlisité adatok normal eloszlast mutattak a Shpiro-Wilk teszt eredményei szerint,
igy egymintds T-probat alkalmaztunk, hogy megallapitsuk a két csoport kiilonbségeinek
szignifikancia szintjét. A statisztikai analizist SPSS Statiscics 17.0 (SPSS Inc. Chicago,
USA) programmal végeztiik.
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4. Eredmények

4.1 A Wistar és az Sprague-Dawley torzsek jellegzetes kérgi aktivitasa
ischaemia alatt és utan

A globalis ischaemia kivaltasara 4VO miitétet alkalmaztunk (Pulsinelli és mtsai., 1979). A
neuroprotekcié leghatékonyabb vizsgalatahoz az sziikséges, hogy a sejtpusztulas és a
kisérleti allatok mortalitasa ko6zott a lehetd legelonydsebb egyensulyt alakitsuk ki a
kiilonb6z6 idétartamu globalis ischaemids inzultusokkal. A miitét gyakorlati részleteinek
kidolgozéasakor SD patkanyokat hasznaltunk fel, melyek a miitét elsé és masodik napjan
torténd sebészeti beavatkozas soran is Na-pentobarbital altatasban voltak. Az alkalmazott
anesztetikum adagoldsakor figyelembe kellett venni az allatok korat is, ami a Na-
pentobarbital dozirozasahoz tartozo letalitasi gorbét jelentésen képes eltolni (Emmett B.
Charmichael, 1937). A valasztott (60 mg/kg i.p) dozis a kisérletekhez felhasznalt 250-300
g-os allatoknal megfeleld ideig biztositotta a kelléen mély alvast, igy az elokésziileteket, a
preparalast és a 10 perc globalis ischaemiat kovetden elegendd id6 allt rendelkezésiinkre a
mitéti seb bezardsidra. A 20 perces, vagy anndl hosszabb globdlis ischaemia kivaltasa
esetében ugyanezt a Na-pentobarbital doézist alkalmaztuk. A globdlis ischaemia tényleges
kialakuldséanak jelei nem minden kisérleti allat esetében voltak megfigyelhetok, valamint
eléfordult az is, hogy a SD patkanyok felébredtek az anesztetikum hatasanak
gyengiilésekor, és visszafordultak a hasukra a 4VO kozben.

Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a 4VO modszer alapjait lefektetd
publikéciokhoz felhasznalt Wistar, és az altalunk hasznalni kivant SD patkanyok kdzponti
idegrendszeri vérellatasaban alapveté kiilonbségek lehetnek. A tényleges globalis
ischaemia kialakulasat kovetden az ECoG izoelektromossa valik (Pulsinelli és mtsai.,
1979). Kezdetben a mitéti modszer megfelelé alkalmazasanak ellendrzése céljabol
végeztiink validalo ECoG méréseket mind Wistar, mind pedig SD allatokon, ahol szintén
az izoelektromos vonal megjelenését vartuk a globalis agyi ischaemia 10 perces
periodusaban. A Wistar-ral szemben az SD allatok ECoG-jan egy csokkent amplitudoji, de
folyamatosan jelen 1év6 kérgi aktivitas volt megfigyelheté (20. abra). Tobb elemzésnek is
alavetettiik a két patkany torzsbol rogzitett ECoG adatokat.
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4.1.1 BSR analizis

Megvizsgaltuk a burst supression ratio (BSR) valtozasat a Wistar és az SD allatok globalis
ischaemias allapotaban, valamint az ezt kovetd reperfuzid elsd 35 percében. A BSR
analizist a Wistar és SD allatok regisztratumain egyarant lefuttattuk (17. abra). A 10
perces globalis agyi ischaemia kezdetekor a Wistar patkdnyok elektrokortikogramja

izoelektromossa valt, és a kétoldali CCA leszoritds kozben végig az is maradt. Az
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17. abra: BSR analizis. Felill Wistar allat primer szomatoszenzoros kérgi teriiletérdl elvezetett ECoG
lathato kontroll, majd 10 perc 4VO globalis ischaemia soran és a reperfiizio fazisaban. Az ECoG alatt a
csatorna adataihoz rendelhetd BSR értékeket a BSR% ¢és az id6 fuggvényében abrazoltuk (W). Alul SD
allat szintén primer szomatoszenzoros kérgérél elvezetett ECoG-ja lathatd a kontroll, 10 perc 4VO ¢és
reperfuzid szakaszaban és alatta a regisztratumhoz rendelheté BSR elemzés eredményét mutatjuk be a
BSR% ¢és az id6 fiiggvényében abrazolva (SD). A kék nyil a 10 perc 4VO kezdetét, a fekete nyil a 10 perc
4VO végét, a piros nyil pedig az FB-t mutatja. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman modositva)

atraumatikus ércsipeszek carotisokrol torténd eltavolitdsa utan atlagosan 10-15 perc
elteltével jelent meg az FB, majd a kérgi aktivitas heves tiizelésként, egy poszt-
ischaemikus burst periddusként folytatodott. Ennek a révid, am megndvekedett
amplitadoju tiizelésekbdl és izoelektromos rovidebb szakaszok véltakozasabol allo
periddusnak atlagosan 25 perc volt a lefutasi ideje. Az SD allatok esetében a 10 perces
globalis ischaemia elsé par masodpercében valt kisebb amplitudojuva a kérgi aktivitas,
illetve izoelektromossa az ECoG. Bizonyos esetekben az izoelektromos szakasz, vagyis a
kérgi aktivitas sziinetelése teljesen el is maradt, és a kérgi aktivitas amplitadoja sem
csokkent jelent6sen. Igy az FB joval a reperfuzid megkezdése el6tt mar megjelent. A
kétoldali carotis leszoritds megsziintetésekor az ECoG amplitadoi a kontroll szakaszon
mérhetd amplitidokhoz valtak hasonlova. Ezt igazolta a BSR% alakulasa is, amely a

Wistar patkanyok esetében a 10 perces 4VO teljes ideje alatt 100 % volt, és a reperfizid
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elsd 10-15 percében, az FB megjelenéséig szintén 100 %-0s értéket ért el. Az FB-t
kovetéen a BSR% lecsokkent 40-50 % koriili értékre, és még 35 perccel késébb sem esett

35-40 % ala. Az SD allatok esetében a kontroll szakaszon 5 % alatti BSR értéket ado
fesziiltség kiiszobbel mérve, a 100 %-os értéket csak néhany pont erejéig érte el a BSR%,
majd lecsokkent és a reperfuzid kezdetét megel6z0 5 percben mar 15 % alatti értékeket

mutatott. A carotis véraramlasanak ujrainditasaval ez az érték 5 % alattira csokkent, vagyis

BSR analizis
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18. abra: BSR analizis. A Wistar és az SD allatok BSR% értékei az id6 fiiggvényében az FB pillanatatol
abrazolva. Minden allat esetében négy csatorna atlagabol tevodtek Ossze az adatok. *** = p<0,001 a neagtiv
kontrollhoz viszonyitott szignifikancia szinteket jelolik. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman mddositva)

a kontroll szakasz BSR% értékeit mutatta. Erdekes megfigyelni a Wistar patkédnyok
adataibol all6 BSR% grafikont, és annak FB + 5 perctdl FB + 25 percig tartd szakaszat,
ahol a poszt-ischaemikus burst megnovekedett amplitidoju tiizelései altal kirajzolt ivet a
BSR% adatai is kovetik (18. abra). Tehat a legnagyobb amplitidoja spike-ok a magasabb
BSR% értékti iddpillanatokban jelennek meg, ahol a leghosszabb izoelektromosnak
tekinthetd6 ECoG szakaszok alkotjdk a poszt-ischaemikus burst peridodus szakaszos
aktivitasat. A Wistar és SD allatok BSR% eredményei kozott a kiilonbség szignifikans az
FB utani negyedik perctdl kezdve.
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A két Charles River torzs allataibol a globalis ischaemia utani reperfizio soran, az FB-t6l

idében azonos tavolsagra, 15 percre regisztralt tipikus ECoG hullamformak jelentdsen
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19. abra: Wistar és SD patkanyok tipikus ECoG hullamformai FB + 15 percnél. A Wistar patkanyok
kontroll szakaszon és a poszt-ischaemikus periddusban megfigyelhetd kérgi aktivitasat abrazoltuk feliil
(W). Az SD allatok kontroll szakaszban és FB utani 15. percben regisztralt ECoG-ja alul lathato (SD).
(Fuzik és mtsai., 2012 nyoman modositva)

kiilonboznek egymastol. A Wistar patkdnyok esetében a nagy amplitidoju tiizelések
izoelektromos sziinetekkel elvalasztott hullammintazatat figyelhetjiik meg, amely
jelentdsen eltér a kontroll szakaszban lathatd hulldmkarakterisztikatol. Az SD allatok

poszt-ischaemikus EC0oG-ja ezzel szemben hasonlé a kontrollhoz mind az amplitudé, mind
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20. abra: A Wistar (W) és az SD allatok ECoG-janak FB utani els6 20 masodperce a két Charles River
patkanyvonalban. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman modositva)

a kérgi aktivitas folytonossaga, zavartalansaga tekintetében (19. abra). Tovabbi kiilonbség
figyelheté meg a két patkanyvonal globalis agyi ischaemia utani kérgi aktivitdsaban az FB
megjelenésekor lathatd tlizelési mintdzatban is. A Wistar patkanyok esetében az elsd
tiizelést 4-5 db Ujabb tlizelés koveti az FB utani els6 20 masodpercben, amelyek
egyenletesen elosztva, 3-5 masodpercenként kovetik egymast. Az SD patkanyok FB utani
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elsd 20 masodpercében atlagosan 4-8 masodperces iktalis periodusokra emlékeztetd,
szakaszokbol allo strli tlizelés figyelhetd meg. Ezeket a szakaszokat kérgi aktivitastol
mentes, a siirlin tiizeld szakaszok hosszanal révidebb izoelektromos epizddok valasztjak el
egymastol (20. abra).

77 7

4.1.2 Kiiszob feletti kérgi aktivitas szamszerisitése

Minden allat esetében az Osszes csatorna adatait elemeztiik, melynek eredményeként
késziilt az az oszlopdiagram, amely csoportonként 16 csatorna 5 perces szakaszonként

Osszegzett tlizelésszamat abrazolja (21. abra). Az eredmények jol mutatjak azt, hogy a
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21. abra: A Wistar és az SD allatok FB utani 0-30 percének kiiszob fesziiltséget atlépé ECoG tiiskéinek
szamszerUsitett adatai az FB utani 30-35 percre normalizalva. ** = p<0,01; *** = p<0,001 a két csoport
eredményei kozotti kiilonbség szignifikancia szintjeit jelolik. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman modositva)

Wistar patkanyok ECoG-ja a poszt-ischaemikus periddusban jelentdsen nagyobb ECoG-
spike szamértéket mutat. Az FB utani 15-20 perc 5 perces szakaszaban kozel 340 %-0s, FB
utani 30-35 perc adataira normalizalt EC0G tiiskeszamot kaptunk. A poszt-ischaemikus
burst periddus FB utani 5-25 perce kozotti szakaszon a Wistar allatok BSR diagramja
koveti az ECoG ugyanezen ideje alatt 1athato tiizeléseinek megnovekedett amplitudoit. A

fesziiltségkiiszob feletti kérgi tevékenység szamszeriisitését abrazold diagramon az FB
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utani 5. és 25. perc kozott 5 percenként meghatarozott tiizelési szam is ugyanezt a
tendenciat mutatja. Az SD allatok kiiszob feletti tiizelésszama joval alacsonyabb, csak az
FB utani 30. percre éri el az FB utani 30-35 perc kozotti tiizelésszamot, értéke az ezt
megel6zé 5 perces periodusokban mindvégig alacsonyab marad. Megfigyelhetd az is, hogy
az FB utani 10-15 percig tartd iddintervallumban koriilbeliil 10 %-al magasabb értéket
latunk, mint az utana kdvetkezd, FB utani 15-20 percig tart6 idészakaszban. Ennek oka az,
hogy az FB az SD patkanyok ECoG-jan a 10 perces globalis ischaemia kezdete utan
néhany tiz masodperccel jelenik meg, vagyis a kétoldali CCA okkluzié megsziintetése €pp
az FB utani 10-15 perces id0szakaszba esik. Az analizis soran az atraumatikus ércsipeszek
eltavolitasaval bevitt mérési zajt tartalmazo ECoG szakaszt kihagytuk az elemzésbdl, igy a
latott tlizelésszam-ndvekedés a nyaki verderek véraram Ujrainduldsénak, és az ebbdl adodo

nagyagykérgi elektromos aktivitasngvekedésnek tudhato be.

4.1.3 A frekvencia komponensek teljesitmény-spektruma

Az eltér6 mintazati FB utani tiizeléseket, amelyek valdsziniileg a két patkanyvonal
kozponti idegrendszeri vérellatasanak kiilonbségeib6l adodtak, az ECoG frekvencia-
Osszetételének elemzésével hasonlitottuk Ossze. A regisztralt ECoG adatokat az 1dd
dimenziobol frekvencia dimenzidba alakitottuk at, és az egyes frekvencidkra eso spektralis
teljesitményt Welch metddussal elkészitett periodogramon abrazoltuk (22. abra). A
frekvencia-analizis nagyobb pontossaga érdekében kivagtuk a Wistar és az SD patkanyok
ECoG adataibodl az FB-t kovetd elsd perc tiizeléseit. Wistar patkanyokban ezek rovidebb,
mig az SD allatok esetében joval hosszabb, 4-6 masodperces tiizeléssorozatok voltak.
Ezzel a modszerrel a két patkdnyvonal FB utani egy percének atlagos tlizelési frekvenciajat
hataroztuk meg. A Wistar patkanyok periodogramjan a 2-4 Hz kozotti delta frekvenciak
teljesitmény spektruma masfélszeres értéket mutat az SD 4llatok periodogramjan
ugyanehhez a frekvencia tartomanyhoz tartozo értékekhez képest. A 2 Hz alatti delta
spektrum Osszevetésekor azt lathatjuk, hogy a Wistar allatoknal az SD csoport 2 Hz alatti
teljesitmény spektrumahoz képest kétszer akkora értékeket mutat a periodogram. Nagyobb
iddintervallumot kitdltd ECoG szakaszok frekvenciaelemzésekor a 2 Hz alatti tartomény a
regisztralas folyamatossagabol, €és igy az arteficialis zajok bekeriilésének lehetdségébdl
adodoan kevésbé konzekvens, de a 2 Hz alatti frekvenciasav ebben az analizisben, ahol az
alapvonal hulldmzasa ki van zarva, valos kiilonbséget mutat. Két frekvenciacsucs is

megfigyelhetd az SD patkanyok adataibdl szarmazo periodogramon, 5,5 Hz-nél és 11 Hz-
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nél. Ugyanezeknél a frekvencidknal a Wistar allatok periodogramjan szinte megegyezd
értékek lathatok, viszont a két frekvenciacsucs kozott, és a 10,5 Hz-es cstcs utan, a
magasabb frekvencidknal magasabb értékeket olvashatunk le a Wistar patkanyok tlizelési
frekvenciait elemz6 periodogramrdl. A két patkanyvonal jellemzé ECoG hulldmainak

tipikus frekvencia-osszetételét megvizsgaltuk a 10 perces 4VO kezdete utan, az FB
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22. abra: A Wistar és a SD patkanyok tranziens globalis ischaemiat kdvetd, az FB utan megjelend tipikus
hulldmformainak, tlizeléssorozatai frekvenciaeclemzésének eredményei, a frekvenciak és a rajuk esé6 dB/Hz-
ben megadott spektralis teljesitmény fiiggvényében abrazolva. Mindkét allattorzs FB-t kovetd
tiizeléssorozatainak Welch periodogramjait bemutatjuk, A: Wistar B: SD. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman
modositva)

megjelenését6l szamitott minden 5 perc elsé 1 percében (23. abra). Megfigyeléseink
szerint a Wistar patkanyok periodogramjain tipikusan megjelent az FB utan 0-5 percig
tartd szakaszon egy frekvenciacsucs 11 Hz-nél, amely szinte minden esetben megtalalhato
volt ebben a peridodusban. Az FB utani 25-30 percig tart6 szakaszon eredményként kapott
periodogramot Osszevetettik a 10 perc 4VO kezdete eldtti kontroll szakaszon kapott
periodogrammal. Itt a két teljesitmény spektrum nem fedte egymast, vagyis az ischaemias
inzultus hatasa, a frekvencia-komponensek aranyanak eltolédasa nem allt helyre az FB
utani 30 percen belill a Wistar allatok esetében. Ezzel szemben az SD patkanyok
periodogramjait végigkdvetve, az FB utani 30. percben azt lathatjuk, hogy a kontroll
szakasz 1 percének Welch periodogramja szinte megegyezik az FB utani 25-30 perc

kozotti ECoG teljesitmény spektrumaval, vagyis a 4VO beavatkozds ellenére a
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23. abra: A Wistar és az SD patkanytorzsek ECoG-janak frekvenciaelemzése a kontroll szakasz 1 percén,
¢és az FB utani els6 5 perc els6 percében, FB utani 5-10 és FB utani 25-30 percének elsé perceiben. Az
eredményeket Welch periodogramon abrazoltuk a frekvencia és a rajuk esé teljesitmény-spektrum dB/Hz-
ben kifejezett értékének fiiggvényében. A Wistar patkdnyok egy reprezentativ ECoG regisztratuma a
szomatoszenzoros kéregrol az abra felsé részén lathatd, 5 perc kontrollal, és az FB utdni 35 perces
szakasszal, alatta a fent emlitett idintervallumokhoz készitett Welch periodogramok talalhatok (W). Az SD
allatok egy reprezentativ, szomatoszenzoros kéregrél elvezetett ECoG-ja alul lathato, alatta az ugyanazokra
az FB-hez viszonyitott idéintervallumokra elkészitett Welch periodogramok talalhatok (SD). (Fuzik és
mtsai., 2012 nyoman modositva)

teljesitmény spektrum eltolodasa az FB utani 30. percre visszadll a kontrolléhoz hasonld

értékekre. Emellett megfigyelhetd az FB utani 0-5 percben kapott periodogramon két

frekvenciacstcs is, amelyek 5,5 Hz-nél és 11 Hz-nél jelennek meg, hasonld6 mdodon a 25.

abran latottakhoz.
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4.1.4 Hisztologiai eredmények

A Wistar és Sprague-Dawley allatok agya intakt allapotban és permanens 4VO utan

Makroszkdpikusan is jol lathatd, hogy az intakt Wistar és SD patkany torzsek agyaban

transzkardialis Evans Blue festés utan egyarant erds jelolddés figyelhetdé meg. Ez a

Kontroll 4VO

Wistar

Sprague-Dawley

24. abra: A transzkardialisan Evans Blue-val perfundalt intakt és
4V O beavatkozast elszenvedett Wistar és Sprague-Dawley allatok
agyanak makroszkopikus képei. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman
modositva)

homogén jelolodés a
cerebellumban, a cerebrumban,
a  bulbus olfactoricusban,
valamint a gerincvelé rovid
megmaradt szakaszaban
egyforman erbteljes. A
permanens 4VO beavatkozast
elszenvedett Wistar  allatok
agyan jol kivehet6 a kiilonbség
az intakt 4llatok agyanak
festddéséhez képest. A
cerebellumban  tapasztaltunk
némi festddést, amely gyenge,
de egyenletes  jelolodést
okozott. A cerebrum és a
bulbus olfactoricus, a 4VO-nak
koszonhetéen,  kimaradt a
fluoreszcens festékkel torténd
perfuziobol, igy jeldletlentil
maradtak ezek a teriiletek.
Emellett azt is észre kell venni,
hogy sem az Evans Blue el6tti
foszfat pufferes transzkardialis

perfuzidval torténd atmosas,

sem maga a fluoreszcens festékkel végzett perfundalas nem volt elegend6 ahhoz sem, hogy

a nagyagykéregbdl az Osszes vért maradéktalanul kimossa, ezért maradt meg a kérgi

teriiletek rozsaszines tonusa. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az emlitett teriileten

a 4VO alatti nettd6 perfizidé mértéke a nullahoz kozelitett. A transzkardialis perfuzid
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sikerességérdl tanuskodik a gerincveld megmaradt részének intakt allatokéval megegyezd
intenzitasu jelolédése. Az SD allatok agyaban a permanens 4VO beavatkozast kdvetden
jelentdsen erdteljesebb Evans Blue jelolodést lathatunk. A cerebellum egységesen ¢és
sokkal erO0sebben festédott permanens 4VO utan, mint a Wistar allatokban. Ugyanez
mondhaté el a bulbus olfactoricusrdl is. A cerebrum esetében egy homogén, de halvany
jelolodést lathatunk, vagyis a 4VO allapotaban is volt valamilyen mértékii perfuzio a kérgi
teriileteken. A perfuzid sikerességét az SD allatok esetében is jelzi a gerincveld megmaradt

szakaszanak erdteljes, kontrolléhoz hasonlo intenzitasu jelolodése (24. dbra).

A Wistar és Sprague-Dawley allatok hippocampalis metszetei
Wistar Sprague-Dawley

200 pm

25. abra: Az Evans Blue-val transzkardilisan perfundélt permanens 4VO-s Wistar ¢s SD allatok
fluoreszcens mikroszkopos képei (A). A 4VO miitéten atesett Wistar és SD (SD) allatok 8 napos talélést
kovetd paraformaldehides fixalds utani Fluoro Jade C (B), és Cresil-ibolya (C) festéssel jelolt
hippocampalis metszetei lathatok, a CA1 régioban. (Fuzik és mtsai., 2012 nyoman mddositva)
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A permanens 4VO allapotidban Evans Blue-val transzkardidlisan perfundalt SD allatok
agyabol készitett metszeteken jol latszik, hogy a homogén fluoreszcens parenchimalis
hattérbol egyértelmiien kitlinnek az Evans Blue-val jel616dott sejtek. A Wistar patkanybol
szarmazo ugyanilyen modon készitett mintdk esetében a szintén meglévd vilagos
fluoreszcens hattéren nem latszanak Evans Blue pozitiv sejtek (25. abra, A panel).

A fluoreszcens Fluoro Jade C festés, amely nagy szelektivitassal festi a degeneralodott
neuronokat, az SD allatokbol szarmazo, 4VO miitétet kovetd 8 napos tulélés utan késziilt
hippocampalis metszeteken csak sporadikus jelolddést mutatott. A tranziens globalis
ischaemiat elszenvedett Wistar patkanyok metszetein fluoreszcens mikroszkop alatt
intenziv jelolédést lattunk a hippocampalis CAl régidé stratum pyramidale egész
hosszaban. A gyrus dentatus mindkét vonalban intakt maradt (25. bra, B panel).

A Cresil-ibolya festés eredményeinél jol latszik, hogy a 10 perc 4VO kovetkezményeként
piramissejtek alakja normalis maradt, nyoma sem volt a sejttestek zsugorodasanak, vagy
magi eredetli kondenzatumok megjelenésének. A Wistar allatokndl azonban a CAl
régidoban jelentds sejpusztulds zajlott le, igy joval kevesebb Cresil-ibolya jelolodést
lathatunk. Emellett a magi kromatin irreverzibilis kondenzacidja is végbement a jelolt
sejtek egy részében. Megfigyelhetd volt tovabba a Cresil festés altal 1athatova tett reaktiv
asztroglidzis és a makrofagok infiltracigja a hippocampalis CA1 régioban (25. abra, C

panel).
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4.2 Az oxalecetsavval és DHEA-val végzett kombinalt kezelések

Az oxalecetsav neuroprotektiv hatdéanyagként torténd alkalmazasat 4VO ischaemia
modellen is teszteltik. Az el6z6 kisérletsorozatban bemutatott eredmények alapjan
egyértelmiivé valt az, hogy a 4VO globalis ischaemia a rendelkezésiinkre all6 Charles
River patkanytorzsek koziil csak a Wistar-al valosithaté meg, mert ezekben az allatokban
ténylegesen megsziintethetd az agyi vérellatds, amely jelentdés neuron pusztulast okoz az
érintett agyi terlileteken. Az oxalecetsav neuroprotektivnek bizonyult a korabban
részletezett 2VO kisérleteinkben, igy igéretes védOhatast vartunk a globalis ischaemias
patkanymodell esetében is. Ismert, hogy ischaemias inzultus utan az agy intersticiumaban
ugrasszerlien megnovekszik a Glu koncentracidja (Castillo és mtsai., 1996). Fiziologias
koriilmények kozott az intersticialis térben Glu mikrodializis bioszenzorral mérhet6 4.2 +
1.5 uM Glu koncentracio a 10 perces 4VO hatasara kozel hatvanszorosara, 255.7 + 72.8
uM-o0s koncentraciora novekszik (Caragine és mtsai., 1998). Ennek megfeleléen a Glu-
scavenging kellé hatékonysagahoz jelentésen nagyobb koncentracioban kell alkalmazni az
oxalecetsavat, mint a 2VO kisérletek esetében, ahol a kialakuld excitotoxikus allapot
Kizarolag szinaptikus plaszticitasbeli csokkenéshez vezetett, mig sejtpusztulas, vagy
sejtkarosodas nem tortént (Marosi és mtsai., 2009). A megfelelé oxalecetsav koncentracio
megkereséséhez kezdetben egy alacsonyabb (kis dézis OxAc: 4 mg/100 g), mig a
késdbbiekben egy magasabb dozist (nagy dozis OxAc: 20 mg/100 g) alkalmaztunk. A 20
mg/100 g-os mennyiség a kisérleti alkalmazasabol kapott eredmények alapjan igéretesnek
bizonyult. A neuroprotekcid tovabbi fokozéasa érdekében azonban nem az intravéndsan
beadott oxalecetsav mennyis€¢gét noveltiik, hanem egy masik, szintén endogén természetii
neuroprotektiv anyagot, a DHEA-t vontuk be az altalunk alkalmazott neuroprotektiv

stratégia hatékonysaganak novelése érdekében.

4.2.1 In vitro elektrofiziologiai eredmények

A Wistar patkanyok koronalis hippocampalis agyszeletein végzett in vitro
elektrofiziologiai mérésekkel a CAl régio stratum pyramidale rétegében helyet foglald
piramissejtek apikalis dendritjei és a CA3 régi6 piramissejtjeinek axonjaibol allo Schaffer-
kollateralisok kozott 1étrejott szinapszisok plaszticitasat vizsgaltuk. A kisérletekben az LTP

kivélthatosagat és fenntarthatosagat teszteltik. Az extracellularis elvezetések soran a
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fEPSP amplitidok nagysaganak alakulasat kovettiik figyelemmel a TBS-sel torténd LTP

indukcié és LTP fenntartds folyaman, melynek értékeit a 10 perces kontroll szakasz

értékeire normalizalva adtuk meg minden esetben.

4.2.1.1 A 4VO hatasa az LTP kivalthatosagara
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26. abra: 10 perc 4VO globalis ischaemiat elszenvedett (4VO), intakt kontroll (SHAM) allatok
hippocampalis CA1 régidjaban kivaltott LTP. A fEPSP amplitadok értékét S.E.M.-el abrazoltuk az id6
fuggvényében. *** = p<0,001 a negativ kontrollhoz viszonyitott szignifikancia szinteket jelolik. (FJ nem
publikalt megfigyelése)

Az intakt allatok CA1 régidjaban kivalthatdé LTP 150 %-0S novekedést mutatott a 10

perces kontroll szakasz fEPSP amplitidoihoz képest. A TBS ingerlést koveté 1 oras

regisztralas soran a megndvekedett mezdpotencial amplitidok valtozatlanul 150 % kortili

értéken maradtak. A 4VO mitéten atesett, 8§ napot talélt allatok csoportjdban az LTP

kivalthatosag maximuma 130 % volt. A 60 perces kdvetés sordn folyamatosan csdkkent a

fEPSP-k amplitudoja, de az 1 oOras regisztralas végére sem érte el a kontroll szintet. Az

LTP indukciot kovetd elsd perctdl kezdve szignifikans a kontroll és a 4VO csoport fEPSP

amplitadobeli kiilonbsége (26. abra).
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4.2.1.2 Az oxalecetsav hatasa a 4VO allatok szinaptikus plaszticitasara
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27. abra: 10 perc 4VO globalis ischaemias (4VO), intakt kontroll (SHAM), kis dozis oxalecetsavval
(4VO+Kis dozis OxAc) valamint nagy dozis oxalecetsavval (4VO+Nagy doézis OxAc) kezelt allatok
hippocampalis CA1 régiojaban kivaltott LTP. A fEPSP amplitidok értékét S.E.M.-el abrazoltuk az id6
figgvényében. ** = p<0,01; a negativ kontrollhoz viszonyitott, és ## = p<0,01 a pozitiv kontrollhoz
viszonyitott szignifikancia szinteket jelolik. (FJ nem publikalt megfigyelése)

Az oxélecetsav Glu-scavenging hatasa az alkalmazott kis, 4 mg/100 g dézisban kevésnek
bizonyult ahhoz, hogy javitsa a globalis ischaemia okozta funkcidkarosodast. A nagy, 20
mg/100 g oxalecetsav intravénas dozisa ezzel szemben jelentds fEPSP
amplitidonovekedést okozott az LTP indukcid utdn. A hosszitavi potencirozddas
kivaltasa a 4VO+Nagy dozis OxAc csoportnal a TBS utéani elsé percekben elérte a 135 %-
ot, majd az egy Oras kovetés végére sem csokkent le 130 % ald a normalizalt
mezOpotencidl amplitadok értéke. A TBS utani 23. perctdl szignifikans, p<0.01 kiilonbség
mutatkozott a nagy dozis oxalecetsavval kezelt, 4VO beavatkozast elszenvedett
allatcsoport és a pozitiv kontroll csoport fEPSP amplitado értékei kozott. Emellett a TBS
utani 60 perces kovetés 4. percétdl kezdve szignifikans p<0.01 kiilonbséget lathatunk a 20
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mg/100 g oxalecetsavat kapott allatok és az intakt kontroll allatok fEPSP amplitadoé értékei
kozott (27. ébra).
4.2.1.3 A DHEA hatasa 4VO allatok szinaptikus plaszticitasara
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28. abra: 10 perc 4VO globalis ischaemiat elszenvedett (4VO), intakt kontroll (SHAM) és a DHEA-val
kezelt allatok hippocampalis CA1 régidjaban kivaltott LTP. A fEPSP amplitadok értékét S.E.M.-el
abrazoltuk az id6 fiiggvényében. ** = p<0,01; a neagtiv kontrollhoz viszonyitott szignifikancia szintet jeloli.
(FJ nem publikalt megfigyelése)

A 24 oraval az ischaemids inzultus utdn 2 mg/100 g DHEA kezelést kapott allatcsoport
hippocampuséaban, 8 napot kovetd talélés utan, a TBS hatdsara a kezelést nem kapott
allatok eredményeihez képest nagyobb potencirozddast lattunk. Ez a kiilonbség a pozitiv
kontroll eredményeihez viszonyitva azonban nem volt szignifikans. A theta burst ingerlés
utani percekben a legmagasabb értékii amplitidonovekedés 140 % volt, de a 60 perces
kovetés teljes ideje alatt lecsokkentek a fEPSP amplitadok, a 60. percre elérve a 115 %-ot.
A neuroprotektiv hatas nem volt szignifikans. A negativ kontrollhoz képest a 6. perctdl
kezdve szignifikans p<0,01 kiilonbséget lathattunk a DHEA kezelt csoport esetében (28.
abra).
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4.2.1.4 Az oxalecetsav és a DHEA kombinalt kezelés hatasa a 4VO allatok

szinaptikus plaszticitasara
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29. abra: 10 perc 4VO globalis ischaemias (4VO), intakt kontroll (SHAM) és a kombinalt kezelést kapott
(4VO + Nagy dozis OxAc+DHEA) allatok hippocampalis CAl régidjaban kivaltott LTP. A fEPSP
amplitddok értékét S.E.M.-el abrazoltuk az id6 fiiggvényében. # = p<0,05; ## = p<0,01 a pozitiv
kontrollhoz viszonyitott szignifikancia szinteket jelolik. (FJ nem publikalt megfigyelése)
A két endogén természetli anyag, az oxdlecetsav és a DHEA egyiittes alkalmazasa az
Anyagok és modszerekben leirt idébeli elrendezéssel, latvanyos funkciomegdrzést okozott
a hippocampus CAI
kisérleteinkben a 4 mg/100 g-os dozis nem volt eredményes a globalis ischaemia okozta
szinaptikus plaszticitascsokkenésének kivédésében, ezért a jelentdsen nagyobb LTP
kivalthatésagot eredményezd 20 mg/100 g oxalecetsav dozist alkalmaztuk a kombinalt
kezelés soran. A 10 perces 4VO utan 24 oraval adott 2 mg/100 g DHEA dozis, egyiitt
alkalmazva a reperfuzié kezdetekor adott 20 mg/100 g oxalecetsavval, képes volt a 4VO

hatdsara bekovetkezd szinaptikus plaszticitdscsokkenést kivédeni. A kombinalt kezelést
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kapott csoport TBS utani fEPSP amplitid6 értékei a kovetés elsd perceiben 150 %-ra
emelkedtek, majd a 60 perces kdvetés hatra levo részében 139 - 146 %-os értékek kozott
maradtak. A statisztikai analizis eredményei szerint a kombinalt kezelést kapott csoport
LTP kivaltas utani fEPSP amplitidoi nem kiilonboznek szignifikdnsan az intakt kontroll
csoport eredményeitol. A 10 perc 4VO-S pozitiv kontroll csoport fEPSP amplitadé értékei
¢és a kombinalt kezelést kapott allatcsoport LTP indukcid utani mezépotencial amplitadoi
kozott szignifikdns kiilonbség mutatkozott. Ez a kiilonbség a 60 perces TBS utani
regisztracio 6. percétdl a 28. percéig p<0,01 szignifikancia szintet, a 29. percétdl a 60.
percéig pedig mar p<0,001szignifikancia szintet mutatott. A két endogén természetii
anyaggal adott kombinalt kezelés tehat sikeresnek bizonyult a tranziens globalis ischaemia
okozta szinaptikus plaszticitascsokkenés kivédésében a hippocampus CA1l régid
piramissejtek apikalis dendritjei és a Schaffer-kollateralisok axonterminalisai kozotti

szinapszisokban (29. abra).

4.2.1.5 Az 1/0 gorbék

Az alapvetd glutamaterg transzmisszié vizsgalatara 1/O gorbéket készitettiink. A
szinaptikus tulajdonsagok ilyenfajta vizsgalataval azt akartuk kideriteni, hogy a
kisérletesen eldidézett 10 perces 4VO milyen mértékben karositotta a Schaffer-
kollateralisok és a hippocampus CAl piramissejtek kozotti alapvetd szinaptikus
transzmissziot. Az 1/O gorbék regisztralasakor az egyre ndvekvd ingerlé aramokra
valaszként kapott fEPSP amplitadok értékét kovettiik figyelemmel. Az ingerlé aramlépcsé
5 pA-enként haladt 0-50 pA kozott, 50-100 pA kozott pedig 10 pA-enként. A 10 perces
4VO globalis ischaemiat elszenvedett csoportnal jelentdsen alacsonyabb fEPSP amplitudo
értékeket kaptunk a SHAM csoport eredményeihez képest. Mar a 20 pA-es ingerlésnél fele
akkora mezdpotencial amplitidokat mérhettiink a 4VO csoport esetében, az 1/0O gorbe
késObbi szakaszan ez a kiilonbség csak egyre novekedett. Ebbdl tehat azt a kovetkeztetést
vonhattuk le, hogy a CAl-es régi6 alapvetd szinaptikus funkciodit erdteljesen érintette a
4VO beavatkozas. A DHEA csoport esetében latszott neuroprotektiv hatds, ahogyan a
Nagy dozis OxAC csoportnal is, €s itt valamivel nagyobb fEPSP amplitidokat mérhettiink,
mint a DHEA kezelt csoportban. A két kezelés 6nmagaban azonban nem adott szignifikans
kiilonbséget a pozitiv kontrollhoz képest. A hippocampalis haldézat komplexitdsanak

csokkenése, amely a szinaptikus kapcsolatok karosodasabol adodott, jelentésen kisebb

51



mértékit volt a 20 mg/100 g oxalecetsav és 2 mg/ 100 g DHEA kezelést kombindltan
kapott csoportban. Az 1/O gorbék regisztraldsakor az ingerlés 35 pA felett adott
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30. abra: Az almitétt (SHAM), a 10 perc globalis ischaemiat elszenvedett (4VO), a DHEA kezelt
(DHEA), a nagy (20 mg/100 g) dozisu oxalacetattal kezelt (Nagy dozis OxAc) és a kombinalt kezelést
(Nagy dozis OxAc + DHEA) kapott allatok /0O gorbéi a fEPSP értékek és az ingerlé aramok nagysaganak
figgvényében. ### = p<0,001 a pozitiv kontrollhoz viszonyitott szignifikancia szinteket jelolik. (FJ nem
publikalt megfigyelése)
szignifikans p<0,001 kiilonbséget a fEPSP amplitidok nagysagaban a 4VO beavatkozast
elszenvedett pozitiv kontroll és a két endogén természetli anyaggal kombindltan kezelt

csoport kozott (30. abra).
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4.2.2 In vivo elektrofizioldgiai eredmények

In vivo elektrofiziologiai kisérleteinkben nyomonkovettik a 4VO miitéten atesett
kezeletlen (Kontroll), és az oxdlecetsav kezelést kapott (OxAc) allatok BSR%-anak,
kiiszob feletti kérgi tevékenység szamszerti értékének és az ECoG frekvencia-

OsszetevOinek Glu-scavenging hatasara torténd valtozasat.

4.2.2.1 BSR analizis

Lefuttattuk a BSR analizist a kontroll és a 20mg/100 g oxalecetsavat kapott csoportok

EC0G-jan az FB-t kdvetd 25 perces peridduson.
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31. abra: BSR analizis. A Kontroll és a 20 mg/100 g oxalacetat kezelést kapott (OxAc) allatok BSR%
értékeit az id6 fiiggvényében abrazoltuk az FB pillanatatol kezdve. Minden éllat esetében négy csatorna
atlagabol tevédtek Ossze az adatok. *** = p<0,001 a neagtiv kontrollhoz viszonyitott szignifikancia
szinteket jelolik. (FJ nem publikalt megfigyelése)

A kontroll csoport esetében a BSR% értéke 45-50 %-0s volt az FB utani els6 percekben, a
25. FB utani percben pedig 35-45 %-os étéket vett fel. A BSR% a oxalecetsavval kezelt
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csoport esetében 15 %-ra esett le az FB utani 4. percben, és nem valtozott a reperfizio
tovabbi szakaszaban sem, vagyis az FB utani 25. percben is 15 % koriili értéket adott. Az
oxalecetsavval kezelt csoport eredményei szignifikansa p<0,001 kiilonbséget mutattak a
kezeletlen, pozitiv kontroll csoport BSR% értékeihez képest az FB utani 4. perctdl (31.

abra).

4.2.2.2 Kiiszob feletti kérgi aktivitas szamszerisitése

Meghataroztuk a kérgi események szamat a kezeletlen kontroll és az oxalecetsavval kezelt
csoportok FB utani 30 percében. Ha a fél oras idGintervallum egészén hatarozzuk meg a

kiiszobot  atlépd  események szamat, akkor azt lathatjuk, hogy a kezeletlen

Kiiszob feletti tiizelések szama
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32. abra: Az oxalecetsavval (OxAc) kezelt és kontroll allatok FB utani 0-30 percének kiiszob fesziiltséget
atlép6 ECoG tiiskéinek szamszerisitett adatai az FB utani 30-35 percre normalizalva. ** = p<0,01; *** =
p<0,001 a két csoport eredményei kdzotti kiilonbség szignifikancia szintjeit jelolik. (FJ nem publikalt
megfigyelése)

pozitiv kontroll allatokban a 10 perc 4VO-t kovetd 30 perces szakaszon a tiizelésszam
jelentésen alacsonyabb, mint az oxalecetsavval kezelt allatok esetében. Részletesebb
elemzés gyanant meghataroztuk a fesziiltségkiiszobot atlépd események szamat az FB
utani 5 perces szakaszokon, és a kapott értékeket az FB utani 30-35. perc szakaszan kapott

tiizelésszam értékére normalizaltuk. A eredmények azt mutattak, hogy a 20 mg/100 g
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oxalecetsavas kezelés, amelyet a kétoldali CCA leszoritds utan intravénasan adtunk, mar az
FB utani 0-5 perc kozotti idészakaszban szignifikans p<0,01kiilonbséget eredményezett a
fesziiltségkliszob feletti tiizelésszam értékeiben. Az FB utani 5. perctél az FB utani 20.
percig tartd periddusban alacsonyabb tiizelésszamot kaptunk, mint az FB utani 0-5 perc
kozotti szakaszon, azonban itt mar p<0,001 szignifikancidjl kiilonbség volt a kontroll és az
oxalecetsav kezelt csoport eredményei kdzott. A Glu-scavenging soran tehat olyan mértékii
Glu koncentracio csokkenés torténhetett az agy intersticialis terében, amely lecsokkentette
a kontroll 4allatok esetében mar latott poszt-ischaemikus burst periddusra jellemzo
fesziiltségkiiszob feletti tiizelésszamot. Az oxalecetsav kezelt csoportban az ECoG tiiskék
szama az FB utani 5. perctdl kezdve folyamatosan emelkedett, de még az FB utani 30.
percre sem érte el az FB utani 30-35. perc kozotti értéket, ahol még mindig p<0,001
szignifikancidju kiillonbség mutatkozott a kontroll és az oxdlecetsav kezelt patkdnyok

eredményei kozott (32. abra).

4.2.2.3 Frekvencia-komponensek teljesitmény spektruma

A két csoport, azaz, a kontroll és az oxalecetsav kezelést kapott allatok jellemzé ECoG
hullamainak tipikus frekvencia Gsszetételét megvizsgaltuk a 10 perces 4VO utan, az FB
megjelenésétdl szamitott minden 5 perces idOszakasz elsé 1 percében (33. dbra). A kontroll
allatok FB utani 0-5 perc kozotti periodogramjan szinte minden allat esetében feltiint egy
teljesitménycsucs, amely a 11 Hz-es frekvencia értékhez tartozott. Ez a cstcs egy esetben
sem volt lathato az oxalecetsavas kezelést kapott allatok ugyanezen iddszakasz
periodogramjan. Az FB wutani 25-30 percig tartd szakasz teljesitmény-gorbéjét
Osszevetettiik a kontroll szakaszon kapott periodogrammal. Itt jol lathato, hogy a két
teljesitmény spektrum nem fedi egymast, vagyis a frekvencia-komponensek teljesitmény
spektrumanak ischaemias inzultus hatasara valo eltolddasa nem allt helyre az FB utani 30
percen beliil a kontroll allatok esetében. Az oxalecetsavval kezelt allatok esetében, ezzel
szemben azt a tendenciat mutattak, hogy az FB utani 25-30 percig tartd szakaszon kapott
Welch periodogram gorbéje atfed a kontroll szakasz 5 perces intervallumara kapott
teljesitmény-gorbével. Ezek alapjan feltételezhetjiik azt, hogy a Glu-scavenging
sikerességéb8l adodéan a Glu excitotoxikus hatisa altal fellépd intracellularis Ca®*
koncentracid6 novekedése, és ezzel a kérgi neuronhaldzat irregularis tiizelése kisebb
mértékben alakul ki. Mindez a teljesitmény-gorbéken jol lathatod, a kontroll szakaszhoz

képest jelentkezd kiilonbségek pedig rovidebb idé alatt tlinnek el. Az in vivo kisérletek
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eredményei jol kiegészitik az in vitro elektrofiziologiai eredményeket. A globalis
ischaemia utan kozvetleniil végzett oxalecetsavval torténé Glu-scavenging képes volt az
ischaemia szinaptikus plaszticitascsokkenést el6idézo folyamatait gatolni.
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33. abra: A 10 perc 4VO-n atesett kontroll (Kontroll) és a 10 perc 4VO-n atesett, majd oxalecetsav
kezelést kapott (OxAc) allatok ECoG-janak frekvenciaelemzése a kontroll szakasz 1 percén, az FB utani
elsd 5 perc elsd percében, az FB utani 5-10 és FB utani 25-30 percének elsé perceiben. Az eredményeket
Welch periodogramon abrazoltuk a frekvencia és az azokra esé teljesitmény spektrum dB/Hz-ben kifejezett
értékének fliggvényében. Az abra felsd részén lathatd a kontroll allatok egy reprezentativ ECoG
regisztratuma a szomatoszenzoros kéregrol, 5 perc kontroll szakasszal, és az FB utani 35 perces szakasszal,
alatta pedig a fent emlitett idéintervallumokrol készitett Welch periodogramok talalhatok (Kontroll). Az
OxAc allatok egy reprezentativ, szomatoszenzoros kéregrdl elvezetett ECoG-jat mutatjuk be az abra also
részén, 5 perc kontroll és az FB utani 35 perces szakasszal, legalul pedig az ugyanazokra az FB-hez

viszonyitott idéintervallumokra elkészitett Welch periodogramok (OxAc). (FJ nem publikalt megfigyelése)
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5. DiszKusszio

Kisérleteink céljaul kezdetben azt thztik ki, hogy az oxalecetsavas kezeléssel
megvalosithatd neuroprotekcié hatékonysagat 4VO globalis ischaemia modellen vizsgaljuk
meg. A 4VO modell kivitelezésekor azonban, nem vart modon, markans kiilonbségeket
fedeztiink fel a Wistar és az SD patkanytorzsek kozott. Barmely neuroprotektiv stratégia
tesztelésére csak olyan modell alkalmas, ahol stabilan és megismételheté moddon
eloidézhetd jelentds mértékli sejtpusztulds és szinaptikus plaszticitascsokkenés megy
végbe. Kezdeti megfigyeléseink soran azt allapitottuk meg, hogy a két patkanytdrzsben
eltér6 mértéki sejtpusztulas zajlott le a 10 perces globalis ischaemiat kovetden.

Korabbi nyoma is van az irodalomban annak, hogy az agyi vérellatas (CBF, cerebral blood
flow) csak ~15 %-ra csokken az SD allatok esetében a minden részletében Pulsinelli 1979-
es cikke alapjan kivitelezett 4VO mitét soran. Az agyi véraram teljes leallitdsdhoz
Caragine 11VO miitétet hajtott végre (1998). A beavatkozas annyiban tért el a Pulsinelli
metodustol, hogy az arteria bazilaris disztalis szakaszat, az arteria pterygopalatinust, az
arteria thyroidea superiort és az arteria occipitalisokat elektrokauterizaltak, és elvagtak.
Ennek a mutéti eljarasnak koszonhetéen a CBF 5 %-ra esett vissza, és az extracellularis
Glu cstcs is alacsonyabb volt (Caragine és mtsai., 1998). A hosszabb ideig, percekig is
receptor aktivacio pedig excitotoxicitdst okoz, valamint fokozott intracellularis Ca*
koncentraciondvekedést (Dirnagl és mtsai., 2003). Korabbi tanulmanyok megerdsitették
azt, hogy a citoszolban tartésan megndvekedett Ca®* koncentracio kiemelkedd szerepet
jatszik a szinaptikus plaszticitas karosodasaban és a sejtpusztulas kialakulasaban (Lipton,
1999; Hou és mtsai.,, 2002; Brostrom és mtsai.,, 2003). Az ischaemias inzultus utani
reperfuzié soran egy masodik Ca®* koncentracionovekedés torténik, amely a késébbi
apoptotikus folyamatokért felelds (Siesjo és mtsai.,, 1999). A CBF mennyisége tehat
alapvetden meghatarozza az ischaemias allapotbol ad6do karosodas mértékét. A lecsokkent
aramlast ischaemids periddusban alacsony az oxigén ellatottsdg ¢és szabadgyokok
keletkezhetnek, amelyek befolydsoljak az idegsejtekbdl torténd serkentd amindsav
felszabadulast, ez pedig visszahat a szabadgyokok képzodésének folyamataira (Pellegrini-
Giampietro és mtsai., 1990). Igy tehat ha a Wistar és az SD patkanytorzsek kozott
kiillonbségek mutatkoznak a 4VO ischaemids periodus alatti CBF-ben, akkor ez

magyarazatul szolgdlhat az altalunk tapasztalt kiilonbségekre.
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A 4VO modell Wistar és SD patkanytorzseken valo alkalmazhatosdganak felmérésére
elektrofiziologiai és hisztologiai kisérleteket végeztiink (Fuzik és mtsai., 2012). In vivo
ECoG méréseink eredményeinek elemzésekor megvizsgaltuk a BSR%-ot, a poszt-
ischaemias periddus ideje alatt tapasztalhaté megndvekedett ECoG tiiskeszam értékét, és
az ischaemids inzultus el6tti és utani idoperiodusok ECoG-janak frekvenciadsszetételét.

A BSR analizis (Rampil és mtsai., 1992), amely egy a kérgi aktivitas folyamatos in vivo
monitorozasara kialakitott moédszer, lehetoséget ad a megfeleld off-line adatfeldolgozasra
iIS. A BSR analiziséhez sziikséges fesziiltségkiiszOb megvalasztasahoz Vijn és Sneyd
metodusat alkalmaztuk (1998). gy lehetségessé valt a poszt-ischaemias ECoG mintazat
vizsgalata, amely csendes, izoelektromos, ¢és aktivan tiizeld szakaszok alternalo
megjelenésébdl all (Pulsinelli és mtsai., 1979; Geocadin és mtsai., 2002; Moldovan és
mtsai., 2004; Koenig és mtsai., 2006). A BSR analizisben az SD allatok esetében a BSR%
értéke mar a 10 perc 4VO ideje alatt lecsokkent 15 %-ra, majd a reperfizid kezdetétdl 25
percen at szinte egyenletesen 0 % volt. A Wistar patkanyokban 40-50 %-os érték elérése
utan az FB-t kovetd 25. percben is 40 % koriili volt a BSR%. Valoszintisiheté az, hogy
ezek a kiilonbségek Osszefiiggésbe hozhatok az ATP anyagcsere és az idegszovet
perfundaltsaganak kiillonbségeivel a két patkanytdrzsben. Az ischaemia és reperfuzio
soran, az oxigénhianyos allapotbdl adédodan, az energiasziikségletek fedezését biztositando
rohamosan né az intracellularis ATP lebontas. A lebontasbdl szarmazo adenozin agyi
extracellularis terekben vald koncentraciondvekedését Wistar patkanyon végzett in vivo
mérések eredményeként Van Wylen és csoportja mar 1986-ban leirta (Van Wylen és
mtsai., 1986). Az igy felszabadult adenozin Al-adenozin receptoron keresztiil gatolja a
szinaptikus jeltovabbitast in vitro és in vivo (Gervitz és mtsai., 2001; Gervitz és mtsai.,
2003). Az 1,3-dipropil-8-ciklopentilxantin (DPCPX), egy Al-adenozin receptor
antagonista, amelynek in vivo i.p. beadasaval csokkenteni tudtak a BSR% értékét, vagyis
mérsékelni lehetett az Al receptoron keresztil megvalosuld szinaptikus gatlast a
mérésekhez felhasznalt Wistar patkanyok nagyagykérgén (Ilie és mtsai., 2009). A nagy
mennyiségi adenozin hatdsara ATP-szenzitiv K'-csatornak is kinyilnak, amelyek igy
szintén gatolhatjak a talzott depolarizaciot, vagyis neuroprotektivek (Heurteaux €s mtsai.,
1995; Dirnagl és mtsai., 2003). A poszt-ischaemikus periddus tipikus szakaszos aktivitasa
tehat adodhat az oxigénhiany miatt fellépd magas exracellularis adenozin koncentracié
szinaptikus miikodést gatld hatasabol. A 4VO-s SD allatokban az agyi véraramlas nem
szlinik meg teljesen, ennek kovetkeztében az adenozin koncentracioja az extracellularis

térben feltehetden nem nd meg olyan mértékben, mint a Wistar patkanyok esetében.
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A poszt-ischaemids kérgi aktivitdas ECoG tiiskeszama is jelentdsen eltért a két
patkédnytorzsben. A Wistar patkdnyoknal, a kontroll szakasz tiizelésszamanak akar
haromszorosat is meghalad6 aktivitas volt tapasztalhato az ischaemias inzultus utan. Az
SD allatokndl az ischaemias periddus kisebb behatassal volt a kérgi miikodés
fokozodasara. A kiilonbség adodhat a globalis ischaemia okozta excitotoxikus allapot
eltéré6 mértékébol a két patkanytorzsben. A 4VO alatt a nagyagykérgi CBF 15 %-ra
csokken az SD patkanyokban, és bar ez nagyobb extracellularis Glu cstcsot 0koz, mint a
11VO elvégzése utan mérheté joval kisebb, 5 %-0s CBF (Caragine és mtsai., 1998), a
késobbi apoptotikus folyamatokért az ischaemids inzultus utani reperfiizié soran
bekdvetkezé masodik Ca®* koncentraciondvekedés a felel6s (Siesjo és mtsai., 1999). A
folyamatos, 15 %-0s vérellatasbol adédoan az SD allatok esetében nem beszélhetiink a szo6
szoros értelmében vett reperfuziordl. Az SD patkdnyokban a 4VO soran az ECoG
folyamatos kérgi aktivitast mutat, amely ugyan kisebb ECoG tiiske amplitudoval, de a
globalis ischaemia teljes ideje alatt folyamatosan mérhet6 (Fuzik és mtsai., 2012).

A nagyagykéreg III.,, V. és VI rétegének idegsejtjei extrém modon érzékenyek az
ischaemias inzultusokra, ebbdl adoddan az oxigénhianyos allapotban az EEG illetve az
ECoG hullammintazatai iS megvaltoznak (Jordan, 2004). A fiziologias allapot
fenntartdsahoz sziikséges szoveti perfuzio lecsokkenésekor a kérgi aktivitds magasabb
frekvencia komponensei esnek ki el6szor, vagyis ezek spektralis teljesitménye csokken le a
leghamarabb. Az alacsonyabb frekvencidk spektralis teljesitménye csak a vérellatas
hozamanak jelentds lecsokkenésével gyengiil meg (Foreman és mtsai., 2012). A Wistar és
az SD éllatok primer szomatoszenzoros kérgérdl és primer motoros kérgérdl elvezetett
ECoG frekvenciaclemzése is azt mutatta, hogy mind a két térzsben csokkentek a magas
frekvenciak teljesitmény-spektrumai a 10 perces 4VO hatésara. Az SD allatok esetében az
FB utani 30. perc és az ischaemids periodus eldtti szakasz periodogramjainak gorbéi szinte
fedték egymast, vagyis a feltehetden alacsonyabb véraramlas-kiesés kisebb karos
behatdssal volt a nagyagykérgi neuronhdlozat milkddésére. Mindez csak kozvetett
bizonyiték, feltételezésiink kdzvetlen bizonyitasara, esetiinkben a CBF mérése adott volna
lehetéséget, ami nem allt moédunkban. A kollateralisok és anasztomoézisok szamat és
elhelyezkedését illetden, patkanytorzsek kozotti és torzseken beliili vaszkularis anatémiai
kiilonbségeket is kimutattak mar korabban (Oliff és mtsai.,, 1997). A nagyagykérgi
teriiletek perfundaltsdgaban tehat kiilonbozik a két patkanytorzs, ezt sajat makroszkopikus
hisztologiai vizsgalataink is igazoltak. Emellett hisztologiai eredményeinkben a kisebb

mértéki hippocampalis sejtpusztulast is igazoltuk az SD patkanyok esetében, amely
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szintén a globalis ischaemia sordn megmutatkoz6, keringésbeli kiillonbségeknek tudhatd
be. Szintén torzsek kozotti és torzseken beliili kiilonbségeket irtak le az ischaemia utdni
infarktus kiterjedésében (OIliff és mtsai., 1995a; OIliff és mtsai., 1995b), a hippocampus
(Marosi ¢és mtsai.,, 2006), valamint az MK-801 vonalanként valtozd neuroprotektiv
hatasaban (Oliff és mtsai., 1996) is. Ezeken a megfigyeléseken kiviil azonban ismert azt is,
hogy az agyi vaszkularizacié anatomiai kiilonbségeinek megléte mellett, a kiilonboz6
torzsek kollateralis keringésének lumindlis felszine megkozelitdleg azonos nagysagu
(Brown, 1966; OIiff és mtsai., 1997). Oliff és munkatarsai azt a kdvetkeztetést vontak le,
hogy a mikrovaszkularis eltérések mellett az ischaemiara adott szdveti valasz is eltér a
torzsek kozott, és a két jelenség egyiittesébdl adodik az ischaemias 1ézid kiterjedésében
tapasztalt kiilonbség (Oliff és mtsai., 1997).

Az Evans Blue nagy affinitassal kotédik a szérum albumin fehérjéihez (Wolman és mtsai.,
1981). Az agyi ischaemia a vér-agy-gat sériilésével jar egyiitt, (Dobbin és mtsai., 1989),
ennek kovetkeztében a szérumfehérjék, igy az albumin is, kijut a vérpalyabol, és az
idegsejtek az extracellularis térbol azt felveszik. Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal a
neuronokban 1évé Evans Blue-val jelolt albumin nyomonkdvethetd (Sasaki és mtsai.,
1976; Rakos és mtsai., 2007). A makroszkdpikus hisztologiai eredményeink arra mutattak
ra, hogy az SD patkanyok nagyagykérgében mar nem detektalhatd, kimosodott vér, és a
kéregben talalhatd Evans Blue jel616dott idegsejtek jelenléte a nagyobb mértékii 4VO alatt
megmaradd6 CBF-nek koszonhetd. A globalis ischaemia sordn is fennmaradé lasst
véraramlast, Caragine és csoportja "slow flow"-ként irta le SD allatokban (1998). A
Wistar patkanyok kérgi teriiletein nem mosodott ki teljesen a kapillarisokban rekedt vér,
valamint Evans Blue sem jutott a nagyagykéregbe, igy fluoreszcens Evans Blue jel616dést
sem tapasztaltunk a kérgi idegsejtekben. Nem tudjuk felmérni azt, hogy vajon a Wistar
patkanyoknal a vér-agy-gat az alacsonyabb vérellatas, vagyis a ,,slow flow” hianyabol
adodoan nagyobb karosodast szenvedett-e, mint az SD patkdnyok esetében, mert a
permanens 4VO elrendezésében nem juthatott vér a nagyagykérgi kapillarisokba. A 10
perces 4VO-t kdvetd 8 napos talélés utan is végeztiink, hisztologiai vizsgalatokat, amelyek
jelentds piramissejt pusztulast mutattak ki a Wistar patkanyok hippocampalis CAl
mtsai., 1991; Sas és mtsai., 2008; Gellert és mtsai., 2011). Az SD allatok hippocampalis
metszetein ugyanakkor nagyon kis mértékii, szorvanyos sejtpusztulast tapasztaltunk,

vagyis csekélyebb volt az ischaemias allapot okozta karosodas. Eddigi eredményeink
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OsszegzEésébdl tehat arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tovabbi 4VO kisérleteinkben a
Wistar torzset alkalmazzuk, mert benniik a 10 perc globalis ischaemia megismételhetd és
jelentds mértéki sejtpusztulast idéz elo.

Az ischaemia sulyossagatol fiiggden a folyamatnak szamos végkimenetele lehetséges
(Farkas és mitsai., 2007), egészen a csak fiziologiailag mérhetd plaszticitascsokkenéstol
(Marosi és mtsai., 2009) a hippocampalis sejtpusztulasig, ahogyan azt a 4VO globalis
ischaemianal is lathatjuk (Gellert és mtsai., 2011). Az agyi ischaemia altal eldidézett
allapot milyensége szoros Osszefliggésben all az agyszovet Glu szintjének novekedésével
emelkedése okozza az ischemias koriilmények kedvezoitlen kimenetelét (Gottlieb és mtsai.,
2003). A két ismert Glu-scavenger, a piruvat és az oxalecetsav koziil 4VO kisérleteink
soran az utdbbit vizsgaltuk, ugyanis korabbi kutatasok is eldjelezték, hogy a piruvatnal
hatékonyabbnak mindsiil az oxalecetsav az agyi Glu koncentracié csokkentésében
(Gottlieb és mtsai., 2003). Zlotnik és munkatarsainak kulcsfontossagii megfigyelése volt
az, hogy az oxalecetsav plaszticitast novel hatdsa elmaradt akkor, ha az intravénasan
allatokba, illetve, hogy az oxalecetsav beadasa 1 mmol/100 g mennyiségben 40 %-0s Glu
koncentraci6 csokkenést eredményez a vérben (2007). Ehhez kapcsolodd agyi
mikrodializis kisérletek is bizonyitjdk az oxalecetsav hatasossagat a Glu koncentracid
csokkentését illetden (Teichberg és mtsai., 2009).

A neurotranszmittert fogadod receptorok stabilitisa ¢€s miikddése mellett a
neurotranszmitter mennyiségére, és az erre hatd transzportokra is érdemes figyelmet
forditani a neuroprotektiv stratégidk kialakitdsa soran. A bevezetésben mar emlitett
oxalecetsav kivaltotta szivoerd, amely a Glu-t az agy extracellularis terébdl a vérpalyaba
juttatja, Glu-transzporterek segitségével valosul meg. A vér-agy-gat endothel sejtjei kozti
zonula occludens-ek (tight junction) a legtobb molekula szamara atjarhatatlanok. Foleg
azok jutnak at, amelyek lipid-oldékonyak, vagy sajat transzportutakkal rendelkeznek. A
vér-agy-gaton keresztiili Glu transzportot elészor Oldendorf W. és Szabd J. irtak le (1976).
A tovabbiakban koncentraco gradiens ellenében torténd, energia befektetést igényld aktiv
Glu transzportot is mértek (Drewes és mtsai., 1977a). Valamivel kés6bb mar pontosan
elkiilonithetové valt a kutatok szamara az a hdrom transzporter tipus, amelynek késdbb
human analégjait is felfedezték. Ez a harom tipus a GLAST, a GLT-1, patkany vaszkularis
elemeibdl izolalt transzporterek, és az EAACI volt, amelyet nyul agyszovetébdl izolaltak.

Human analégjai genetikailag 95 %-ban megegyeznek az eldbbiekkel. Az EAATI a
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GLAST megfeleldje, az EAAT2 a GLT-1 megfeleldje, az EAAT3 pedig az EAACI-el
mutat legtobb hasonlosagot (O'Kane ¢és mtsai.,, 1999). Ezeket a transzportereket
molekuléris biologiai moddszerekkel hataroztak meg, majd az expresszidjukat kovették
nyomon. Igy ma mar tudjuk, hogy az asztrocitikon talalhatok az EAATI és EAAT2, a
neuronokon pedig az EAAT3. Az EAAT transzporterek megtalalhatok a kapillarisok
endothel sejtjein is. A kapillaris endothel sejtek membranpotencialja fiziologias allapotban
stabil, és ischaemias allapotban is az marad (Nicholls és mtsai., 1990). Kiilonboz6
kinetikai vizsgéalatok soran fény deriilt arra is, hogy a hdrom transzporter, az EAATI,
EAAT2 és az EAAT3 egymashoz viszonyitott aktivitasi ardnya 1:3:6, ezt a transzporterek
egyenkénti blokkolasaval allapitottdk meg. Emellett fény deriilt a transzporterek Na'-
érzékenységére, ugyanis Na' ion hidnyaban 50-70 %-al csokkent a fehérjék aktivitasa. Az
még nem tisztazott, hogy a Glu transzportja soran kettd, vagy harom Na® ion kisér egy
Glu-t (O'Kane és mtsai., 1999). Ezek a transzporterek biztositjak tehat a vér-agy gat
ablumindlis felszinén torténé Na'-fiiggd aktiv Glu-transzportot, ezt ekdzben segiti egy
facilitativ transzportfolyamat a luminalis oldalon, amely a Glu-t a vérbe juttathatja. Az
asztrocitakon 1évé transzporterek a sejt intracellularis terébe juttatjdk a Glu-t, ott
glutaminnd alakitjak, és ezt kovetéen az visszakeriil az extracellularis térbe. Ha a Glu-
tobblet a neuronokba keriil, akkor ott képes raktarozodni, és a késObbiekben a sejt
felhasznalja a szinaptikus jelatvitelhez. Ha az endothelben halmozodik fel a Glu, akkor a
Glu bearamlas mellett, a sejtekben glutamin Glu-va alakulasa zajlik le, ezaltal a Glu
koncentracioja magasabb lesz az intracelluléaris térben, mint a vérplazmaban, és facilitativ
modon kertil 4t a vérbe. Ischaemia vagy hypoxia esetén depolarizdlodnak a neuronok, és az
asztrocitak, ennek hatasara a rajtuk elhelyezkedd transzporterek ,forditva” kezdenek
(Nicholls és mtsai., 1990; Szatkowski és mtsai., 1990). Ezzel szemben a kapillaris endothel
sejtjeinek stabil marad a membranpotencialja az ischaemia ideje alatt, igy a rajtuk talalhato
EAAT transzporterek miikodése nem valtozik meg (Teichberg és mtsai., 2009). A
hipoperfiizié soran a kapillarisok endothel sejtjei és az asztrocita végtalpak a legkevésbé
érintettek, mert viszonylag kis szubsztrat igényiilk van. Az asztrocita sejttestek és a
neuronok teljesitményéhez, anyagcseréjéhez szabott kiemelkedd cukor, valamint oxigén
igény miatt az ischemids koriilmények kovetkeztében csak a legnagyobb cukor és oxigén
igényt teriileteken fordul meg a transzport iranya. (O'Kane és mtsai., 1999). Igy csak az
endothel sejtek talalhato transzporterek azok, amelyek normal miikddésre képesek

ischemiés koriilmények kozott, €s csokkenthetik az agy megemelkedett Glu szintjét
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(Teichberg és mtsai., 2009). Rendeltetés szerinti miikodésiik esetén tehat (Oldendorf és
mtsai., 1976; Drewes és mtsai., 1977b; Gottlieb és mtsai., 2003) ezek a transzporterek az
agybol a vérbe torténd Glu transzport kozvetitésével képesek megvédeni az agyszdvetet az
excitotoxicitastol, ezzel csokkentve a sériilés sulyossagat. Az agybdl a vérbe torténd Glu
aramlas fokozasa a Glu scavenging modszer alapja (Gottlieb és mtsai., 2003). Az
ischaemias modell alkalmazasakor figyelembe kell venni az oxalecetsavas kezelés
viszonylag sziik iddablakat is, amely patkdnyok esetében legfeljebb két ora az
oxigénhianyos allapot utan (Gottlieb és mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai., 2007). Ez alatt az
idOperiddus alatt marad megemelkedett szinten a Glu a traumas agyi sériilések utan (Faden
¢és mtsai., 1989; Guyot és mtsai., 2001). Ezzel szemben human terapias vonatkozasban a
traumas sériilés utani magas Glu szint akar tobb napon at is mérheté (Baker és mitsai.,
1993; Bullock és mtsai., 1998; Vespa és mtsai., 1998).

A Glu-scavenging metddusat alkalmaztuk a globalis ischaemias 4VO modellen is, és arra
voltunk kivancsiak, hogy képes-e a modszer olyan mértékben lecsdkkenteni az
excitotoxicitastdl. Az eredmények targyaldsanal bemutattuk, hogy az oxalecetsav képes
novelni az LTP kivalthatosagat 4VO utan. A szivmegéllast mimikalé 4VO ischaemias
modell kivitelezése soran nagy mennyiségli Glu szabadul fel. A 10 perc 4VO globalis
ischaemiat kdvetden a kérgi és hippocampalis Glu koncentréaci6 az inzultust megel6z6 1-10
umol-r6l 150 pmol-ra valtozik (Asai és mtsai., 1996). Kisérleteinkkel kozvetetten
igazoltuk, hogy az oxalecetsav megndvelte €s felgyorsitotta a hippocampus extracellularis
terébdl torténd Glu kidramlast a vérbe, a vérben miikodé Glu-scavenger aktivitasanak
koszonhetden. Elképzelhetd ugyanakkor az is, hogy valamilyen oxalecetsav éltal kivaltott
korrekcid tortént a neuronok energiahaztartdsdban is, az ischaemia okozta mitokondrialis
funkciocsokkenést kikiiszobolendd. Az oxalecetsav részt vesz a gliikoneogenezis, a
citromsav- és az urea-ciklus korfolyamataiban és az amindsav anyagcserében is. Az ATP
szintézishez elengedhetetlen a jelenléte, és folyamatos utanpotlasa is az, mert nélkiile a
citromsav-ciklus és ezzel egyiitt a terminalis oxidacio elektrontranszport-lanca képtelen
miikodni (Campos és mtsai., 2012).

Az oxélecetsav mellett a kései ischaemids események kivédésére, mérséklésére DHEA-,
egy masik endogén neuroprotektiv tulajdonsdgi anyagot is alkalmaztunk. A DHEA
szamos kisérletben bizonyitotta neuroprotektiv hatdsait. A 12 nappal a nem teljes eldagyi
ischaemiat megeldz6en DHEA kezelést kapott him Wistar patkanyokban jelentosen

csokkent a neuronalis sériilés mértéke (Li és mtsai., 1997). Intravénas DHEA kezeléssel
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ischaemias toleranciat tudtak kialakitani nyulban (Lapchak és mtsai., 2000). A DHEA-nak
¢s szulfatjdnak, mindezek mellett kompetitiv . GABAAa receptor antagonistaként valo
alkalmazasat is leirtak (Majewska, 1992), amely hatast a bicucculine GABAA receptor
antagonista adasaval gatolni lehetett, mert a DHEA neuroprotektiv jellegét nem engedte
megnyilvanulni (Lapchak és mtsai., 2000). In vitro kisérletekben is megsziint a DHEA
neuroprotektiv hatdsa, ha azt a GABAa agonista barbiturattal, vagy antagonista
picrotoxinnal egyiitt adtdk (Kaasik és mtsai., 2001). A DHEA neuroprotektivnek
mutatkozott az a-amino-3-hidroxi-5-methilisoxasole-4-proprionat (AMPA) és a kainat
receptorhoz kothetd excitotoxicitas kivédésében is, valamint a subcutan adott DHEA képes
volt az NMDA excitotoxicitasbol adodd hippocampdlis 1€zi6 méretének csokkentésére is
(Kimonides és mtsai., 1998). A DHEA tovabba in vitro, 50nM és 100nM koncentracioban
neuronalis prekurzor sejtekben miikodésbe hozza az Akt kinazt, ami egy szerin-threonin
protein kinaz (Zhang és mtsai., 2002), az Akt kinaz pedig gatolja az ischaemias allapotot
kovetd apoptotikus folyamatokat, és ezzel egyuttal hozzajarul az idegsejtek taléléséhez is
(Downward, 1998).

A fentiekben részletezett kisérleti adatok alapjan a DHEA-t vélasztottuk a Wistar 4VO
modellre alkalmazott neuroprotektiv stratégiank hatasanak erdsitéséhez, ezzel kialakitva az
oxalecetsavat és DHEA-t tartalmaz6 kombindlt kezelést. Az oxalecetsav alkalmazott
dozisanak megszabasakor figyelembe kellett venni azt is, hogy ez az anyag nagy
koncentracioban a vér kalcium ionjaival képes kéalcium-oxalat kristalyok kialakitasara
(Chutipongtanate és mtsai., 2010). A beadott koncentraciot tehat joval kisebbre allitottuk
be, mint azon kisérletek esetében, ahol traumas fejsériilést kovetden mar akar neurologiai
vizsgalatokkal is kimutathatd volt a neuroprotekcioé (Zlotnik és mtsai., 2009; Zlotnik és
mtsai., 2012). Ezidaig 4VO kisérletekben nem tesztelték az oxalecetsav védéhatasat. A
DHEA doézisanak kialakitasakor az volt az elsédleges szempont, hogy a neuroszteroid
Osztrogénné vagy tesztoszteronna torténd atalakuldsat megeldzziik, annak érdekében, hogy
ténylegesen @ DHEA ¢lettani hatdsaibol adodd neuroprotektcidt mérhessiik meg. Li és
csoportja az altalunk valasztott dozissal azonos mennyiségii tesztoszteront adott be 4VO-t
kovetden, és nem tapasztaltak a DHEA kezelés eredményéhez hasonlé neuroprotekciot (Li
€s mtsai., 2009).

A jovében az oxalecetsav onmagaban, illetve az ugyancsak endogén természetti DHEA-val
kombinaltan alkalmazva, 0j teriileteket nyithat a neuroprotekci6 iranyaba. A Glu receptor
antagonistakkal torténd kisérletes megkozelitéshez, és a mindeddig sikertelen klinikai

probalkozasokhoz képest az oxalecetsav hatasa teljesen mas mechanizmuson alapul,
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ugyanis a Glu-scavengerek aktivitasa egy visszacsatolas folytan dnszabalyzd, hiszen a Glu
vérbol az agyba torténd dramlasa lelassul, ha a transzportereket aktivaldo Glu koncentracio
a kiiszobérték ala esik. Emellett a Glu-savengerek nincsenek kozvetlen hatassal az ionotrop
Glu receptorokra, mig az antagonistdk nyilvanvaloan igen ¢és igy el6bbick nem
akadalyozzak meg az agyi sériilések soran beindulé ,,neuroepair” folyamatokat, amelyeket
a Glu indit el (Biegon és mtsai., 2004).

A kombinalt kezelés alkalmazasaval jelentdsen jobb eredményeket értiink el, mint az
oxalecetsav ¢s a DHEA kezeléssel kiilon-kiilon. Az oxalecetsav dozist igy nem volt

sziikséges tovabb ndvelni az erdsebb neuroprotektiv hatas elérésének érdekében.
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6. Osszefoglalo

Az agyi vérellatas zavara ischaemias vagy haemorrhagias sztrok esetében egy adott
kozponti idegrendszeri teriiletet érint, mig a szivmegallasb6l adddo globalis ischaemia
bekovetkeztekor a teljes szervezet, és vele egylitt az idegrendszer valamennyi teriilete
oxigén- és szubsztrathianyban szenved. Az agyérkatasztréfakkal, hipoperfuzios patologias
allapotokkal foglalkozo kutatdsokban tobbféle ischaemids allatmodellt is kialakitottak
annak ¢érdekében, hogy a kiilonb6zé koros allapotokat minél jobb kozelitéssel
reprodukaljdk az allatkisérletek soran. A teljes, globalis agyi ischaemia kialakitdsara
alkalmas az ugynevezett 4 ér-elzaras modszere (4VO, 4-vessel-occlusion), amelyben a
nagyagy vérelldtdsa meghatdrozott idére megsziinik. Tobb, egymastol fliggetlen
kutatocsoport is leirta mar az emberben kialakuld ischaemias allapotokbol és a kisérleti
allatokban eldidézett, hasonld koriilményeket kialakitdé ischaemids beavatkozasokbol
szarmazd adatok jelentds eltéréseit. Az irodalombdl tudhatjuk azt, hogy vaszkuldris
anatomiai kiilonbségek nemcsak a kiillonbozo fajok kozott, hanem az eltérd torzsek kozott,
de akar allattorzseken beliil is felfedezhetok. A Wistar és a Sprague-Dawley (SD)
patkanytorzsek élettani folyamatai szamos tekintetben eltérnek egymastol. A két torzs
kozotti  kiilonbségeket leirtdk mar a magatartas szintjén, a tanulas és memoria
folyamataiban, az enzimatikus aktivitds és a génexpresszié szintjén, valamint fokalis
ischaemias inzultus hatasanak, kimenetelének tekintetében is(Markgraf és mtsai., 1993;
Walberer és mtsai., 2006). Mind a Wistar, mind az SD széles korben alkalmazott
patkanytorzsek az agyi ischaemia kutatasaban, mindkettét gyakran hasznaljak globalis
ischaemias modellek kialakitdsahoz is, mint amilyen a 4VO modell. Ezidaig azonban
Osszehasonlito jelleggel nem irtdk le a Wistar és az SD patkénytérzsben a globalis
ischaemia hatasat.

A 4VO mitét alkalmazasa sordn jelentds eltéréseket fedeztiink fel a Wistar és az SD
patkanytorzsek kozott. Korabbi tanulmanyok megerdsitették azt, hogy a citoszolban
tartosan megndvekedett Ca®" koncentréacio kiemelkedd szerepet jatszik a funkciokarosodas
és a sejtpusztulds kialakuldsiban. Az ischaemids inzultus utan egy masodik Ca**
koncentraciondvekedés torténik, amely a késébbi apoptotikus folyamatokért felelds. A
lecsokkent aramlast ischaemids periodusban szabadgyokok keletkezhetnek, amelyek
befolyasoljak az idegsejtekbdl torténd serkenté aminosav felszabadulast, ez pedig visszahat

a szabadgyokok képzSdésének folyamataira. {gy tehat ha a Wistar és az SD patkanytorzsek
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kozott  kiilonbségek mutatkoznak a  4VO ischaemids periodus alatti nagyagyi
vérellatottsagban (CBF, cerebral blood flow), akkor ez magyarazatul szolgalhat az altalunk
tapasztalt kiilonbségek mibenlétére.

Masodik kisérleti sorozatunkban egy Ilehetséges neuroprotektiv stratégia tesztelését
modellben. Az ischaemids inzultus hatasara beindulé folyamatok pontos iddébeli
behataroldsa kiemelten fontos a hatdsos sztrokterapiak megtervezésekor. Rogton az
ischaemias allapot kovetkeztében megjelend nagy mennyiségli glutamat (Glu) az N-metil-
D-aszpartat (NMDA) receptorokon keresztiil fokozza az intracellularis Ca”" koncentraciot,
és egy oOngerjesztd folyamat beinditdsaval tovabbi Glu felszabaduldst eredményez,
felszabaditva tovabbi Ca**-ot az intracellularis raktarakbél. A glia sejteken 1évd serkentd
neurotranszmitter transzporterek (EAAT, excitatory amino acid transprter) aktivalodnak
ugyan, mikodésiik azonban ,forditott” irdnyiva valik a magas Glu szint miatti tartos
depolarizacio kovetkeztében. Az EAAT-k ugyanakkor megtaldlhatok az agyi endothel
sejtek membranjaban, melyek membranpotencialja sokkal stabilabb ischaemids allapotban.
A Glu koncentracidja az ischaemia kovetkezményeként fellépd depolarizaciobol addddan
tovabb nd az intersticialis folyadékban (ISF, interstitial fluid), és a sejtek tulserkentésével

percekben mérhet6 id0 alatt excitotoxikus allapotot hoz 1étre. Feltehetéen az ISF extrém

crer
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novelhetd a gradiens az ISF és a vér kozott, ezzel egy agybol a vérplazma felé iranyulo
netto Glu-efflux hozhato 1étre, amely Glu koncentraciocsokkenést okoz az ISF-ben. A vér
Glu szintjét tehat csokkenthetjiik a glutamat-oxalacetat transzaminidz (GOT) enzim
aktivitdsan keresztiill. Oxalecetsavat adva a GOT enzim 4altal medidlt biokémiai
atalakitdshoz, melynek soran az enzim a glutamatot 2-a-ketoglutarattd, az oxalecetsavat
pedig aszpartatta alakitja, lecsokken a vérplazma Glu koncentracioja. Ezen a jelenségen
alapul a Glu-scavenging modszere. A sejtek karosodott funkcioi, és a magas intracellularis
Ca?* koncentracio miatt bekapcsol az apoptotikus kaszkad, melynek lefutdsa, és az ezzel
egy iddben kialakulé gyulladasos folyamatok megindulésa ordkkal az ischaemids periodus
utan kezdddik meg. Lefolyasuk az ischaemia mértékétdl fiiggden napokig, hetekig tarthat.
Az inflammatorikus folyamatok sordan az ischaemia érintette agyi régioban jellemzden
megemelkedik az interleukin-1 és az interleukin-6 koncentracioja. Fokozodik tovabba a
tumor nekrozis faktor-a (TNFa) altal kivaltott NF-kB (,,nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells”) transzkripcios faktor kifejezddése, amely a gyulladas, az

67



autoimmun valasz, a sejtosztddas és az apoptozis folyamataiban is kdzponti szerepet
jatszik, az ezeket a mechanizmusokat irdnyitd gének szabalyzasaval. Ezek a gyulladasos
folyamatok mérsékelhetok egy endogén neuroszteroid, a dehidroepiandroszteron (DHEA)
neuroprotektiv hatdsanak koszonhetden, amely képes gatolni az NF-kB aktivaciojat és
csokkenti az interleukinok mennyiségét. A DHEA egy masik fontos neuroprotektiv
aktivitasa, a Ca®" ionok tllzott mérték(i, mitokondrialis matrixba valé bedramlasanak
megakadalyozasa, az extrém modon megemelkedett intracelluléris Ca®*" koncentracid
kialakulasakor, amely az ischaemids allapotok jellegzetes koriilménye. A DHEA ezen
kiviil miikodésbe hozza az Akt kindzt, egy szerin-threonin protein kinazt, amely aktiv
formdjaban bizonyitottan gatolja az ischaemidas allapotot kovetd apoptotikus folyamatokat.
Az Altalunk alkalmazott kombinalt kezelés képes lehet a jelentds sejtpusztuldst és
funkciokarosoddst eredményezd rovid tava, excitotoxikus, €s hosszii tavll poszt-
ischaemikus folyamatok mérséklésére egy kettds tamadasponti kombinalt kezelés

alkalmazasaval.

68



7. Summary

Disturbance of the blood supply of the brain is one of the most frequent cerebrovascular
diseases. Only a particular area of the brain is involved during hemorrhagic and ischemic
stroke, but the whole body, including all regions of the brain, suffers from the lack of
oxygen and substrates when cardiac arrest occurs. Accordingly, different experimental
models of ischemia are required which correspond to the various clinical
pathophysiological situations. The 4-vessel-occlusion (4VO) model is suitable for inducing
global cerebral ischemia ischemia in experimental animals. Many independent research
groups have reported significant discrepancies between the data recorded in human
pathophysiological states and the data obtained from animal experiments. It should be
borne in mind that there is a considerable diversity in cerebral vascular architecture in the
different species, and there are also interstrain and even intrastrain anatomical differences
in the vasculature of rats. There are striking differences in the physiological functions of
Sprague-Dawley (SD) and Wistar rat strains at many levels, e.g. behavior, learning and
memory, enzymatic activity, gene expression and focal ischemic injury. Both Wistar and
SD rats are widely used in experiments involving global ischemia, such as 4VO. No
previous data demonstrate whether any difference in cerebral cortical activity and the
consequent histological changes can be observed following global cerebral ischemia in
Wistar and SD rats supplied by the same vendor (Charles-River Laboratories). It should
also be emphasized that such differences can greatly influence the results of experiments
and even the clinical application of neuroprotective strategies.

We discovered striking differences between SD and Wistar rats when we applied 4VO
surgical intervention. It has already been published that a highly increased cytosolic
concentration of Ca®* ions plays a prominent role in the functional and cellular loss after
ischemia. A second elevation of Ca®* occurs after the ischemic insult, which is responsible
for the apoptotic effects following hypoperfusion. Free radicals are formed as a result of
the reduced blood flow. These influence the excitatory transmitter release of neurons
which can enhance the processes of free radical formation. Thus, if there are huge
discrepancies in the cerebral blood flow (CBF) of SD and Wistar rats during 4VO, this can
explain the differences seen between the two rat strains.

In a second series of experiments we investigated a possible new neuroprotective strategy
applied as combined treatment with two endogenous compounds. The treatment was

designed to moderate both the early and the late ischemic events and to protect the
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hippocampal pyramids from the loss of synaptic function and from cell death. The excess
glutamate (Glu) which appears in the interstitial fluid (ISF) immediately after the start of
ischemic period, increases the intracellular Ca®* concentration through the activation of N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. The high Ca®* concentration leads to the release of
Ca’* from the intracellular storages. Although glial cells have their excitatory amino acid
transporters (EAAT) activated, these work in a reversed way when the Glu level is
extremely high. The membrane potential of the endothelial cells with EAAT transporters in
their membrane is much more stable during ischemic conditions and may therefore reduce
the excess Glu when ischemia occurs. It is reasonable to say that the extremely high Glu
level of the ISF could be a valuable point of attack a neuroprotective strategy. The
concentration gradient between the ISF and the blood plasma can be increased by
decreasing the Glu concentration of the blood plasma by activating the glutamate-
oxaloacetate transaminase (GOT) enzyme. Through its transaminase activity GOT converts
glutamate to 2-a-ketoglutarate and oxaloacetate (OxAc) to aspartate. The Glu efflux from
the brain to the blood is enhanced when the Glu level in the blood plasma decreases. This
is the phenomenon of Glu scavenging. Early consequences of the ischemic insult are
handled by the Glu-scavenger OxAc, but late ischemic events such as inflammatory events
take place a few hours or days after the insult. During these processes the affected area is
characterized by elevated interleukin-1 and interleukin-6 concentration. The expression of
tumor necrosis factor o (TNFa)-activated NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), which regulates the major genes responsible for
inflammation, cell proliferation and apoptosis, is also increased. Dehydroepiandrosterone
(DHEA), an endogenous neurosteroid, has been proved to moderate inflammation due to
its numerous neuroprotective effects. DHEA is capable of decreasing the activation of NF-
kB and the level of interleukins. Under ischemic conditions, when the extremely high
intracellular Ca®* concentration is close to its cytotoxic level, DHEA treatment can prevent
Ca®* ions from flowing into the mitochondrial matrix. Furthermore, DHEA activates Akt
kinase, a serine-threonine kinase, which is known to contribute to inhibition of the
apoptotic cascade in its active form.

With our combined treatment, we are able to moderate both the early ischemic and the late
ischemic events following an ischemic period which can result in significant functional and
cell loss. Thus, the application of combined treatment to diminish excitotoxic and

inflammatory processes is expected to lead to much more effective neuroprotection.
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