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Rövidítések jegyzéke 
 

 
2VO: a két arteria carotis communis leszorítása (two vessel occlusion) 
4VO: 4 ér elzárás - a két arteria carotis communis és a két arteria vertebralis elzárása (four-

vessel occlusion) 
aCSF: mesterséges agy-gerincvelői folyadék (artificial cerebrospinal fluid) 
AHA: Amerikai Szív Egyesület (American Heart Association) 
ALS: amyotrophias lateral sclerosis  
AMPA: α-amino-3-hidroxi-5-methilisoxasole-4-proprionát 
ATP: adenozin-trifoszfát 
BBB: vér-agy gát (blood-brain barrier) 
BCB: vér-cerebrospinális-gát (blood-cerebrospinal fluid-barrel) 
CA1: Cornu Ammon 1-es régió 
CA3: Cornu Ammon 3-es régió 
CAT: kataláz 
CBF: agyi véráramlás (cerebral blood flow) 
CCA: arteria carotis communis (common carotid artery) 
CIA: krónikus ischaemiás állapot (chronic ischaemic attack) 
CREB: cAMP respond element binding 
CSF: cerebrospinális folyadék 
DW: desztillált víz (distilled water) 
EAAT: excitatórikus aminosav transzporterek (axcitatory aminoacid transporter) 
EPSP: serkentő posztszinaptikus potenciál (excitatory postsynaptic potencial) 
fEPSP: serkentő posztszinaptikus mező potenciál (excitatory postsynaptic potencial) 
FJB: Fluoro-Jade B  
GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid) 
GF: növekedési faktor (growth factor) 
Glu: glutamát  
GOT: glutamát-oxáletecetsav transzamináz 
GPT: glutamát-piruvát-transzamináz 
H2O2: hidrogén-peroxid 
HFS: nagy frekvenciás ingerlés (High Frequency Stimulation) 
i.v.: intravénás 
ICAM-1: sejten belüli adhéziós molekula-1 (inter-cellular adhesion molecule-1) 
IL-1β: interleukin-1β 
IO: bemenet/kimenet (input/output) 
ISF: interstíciális folyadék (interstitial fluid) 
KA: kainsav 
KAR: kainát receptorok  
KV: kiváltott válasz 
LTP: szinaptikus áttevődés tartós megnövekedése (long-term potentiation) 
MAPK: mitogén-aktiválta protein kináz (mitogen-activated protein kinase) 
MCAO: középső agyi artéria elzárás (middle-cerebral artery occlusion) 
mRNS: messenger-ribonukleinsav 
NMDA: N-metil-D-aszpartát 
NOS: nitrogén-monoxid-szintetáz 
nPr: nucleus principalis 
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OGD: oxigén-glükóz-megvonás (oxygen-glucose-deprivation) 
OxAc: oxálecetsav (oxaloacetate) 
PBS: foszfát-puffer oldat (phosphate-buffer solution) 
PKA/C: Protein Kináz A/Protein Kináz C 
PLA2: foszfolipáz-A2 
PM: punctum maximum 
Po: posterior nucleus 
PSD: posztszinaptikus denzitás 
PTP: poszt-tetanikus potencírozódás (post-tetanic potentiation) 
SEPs: szomatoszenzoros kiváltott válaszok (somatosensory evoked potencials) 
snC: subnucleus caudalis 
snI: subnucleus interpolaris 
snO: subnucleus oralis 
SOD: szuperoxid-dizmutáz 
SSI: elsődleges szomatoszenzoros kéreg 
TBS: theta-burst ingerlés (theta-burst stimulation) 
TC: talamo-kortikális  
TIA: transient ischaemic attack  
TNFα: tumor-nekrózis faktor-α 
VPM: a talamusz ventrális postero-mediális magja 
WHO: Egészségügyi Világszervezet (World Health Organization) 
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Bevezetés 

 
 

Az agyat érintő ischaemiás állapotok 
 
Hazánkban és világszerte egyaránt, a szív-, érrendszeri és a daganatos megbetegedések 

mellett a cerebrovasculáris és neurodegeneratív betegségek, valamint ezek következményei 

vezetik a halálozási statisztikákat. Az idegrendszert érintő betegségek közül leggyakrabban 

átmeneti vagy tartós vérellátási zavar alakul ki, amelyet összefoglaló néven agyér-

katasztrófának (stroke, szélütés) nevezünk. A fejlett, motorizált társadalmakban a gyermekek 

és fiatal felnőttek esetében a baleseti fejsérülés, mint halálozási ok szintén előkelő helyen áll 

(Zador és mtsai., 2004; Büki, 2006). A legnagyobb veszélynek a közlekedésben részt vevő 

kerékpárosok és gyalogosok, valamint az építkezéseken dolgozó munkások vannak kitéve. A 

balesetek által okozott fejsérülések közvetlen vagy közvetett következményeként szintén 

gyakran előfordul traumás ischaemiás állapot az agyban. Az egészségügyi világszervezet 

(WHO) 2010-es becslései szerint 2020-ra a szívbetegségek és a stroke lesznek világszerte a 

vezető okok úgy a halálozás, mint a rokkantság területén. Az előrejelzések azt mutatják, hogy 

2020-ra a halálos kimenetelű események száma 20 millió fölé fog emelkedni, ugyanakkor 

2030-ra várhatóan több mint évi 24 millió ember fogja az életét veszíteni e betegségek 

következtében. Jelenleg évente 1,4 millió ember hal meg agyér-katasztrófa következtében. 

Magyarországon évente 42 ezer ember szenved szélütést, ebből 14 ezren vesztik életüket 

azonnal. A túlélők közel 24%-át még az első esztendőben elveszítjük, míg további 5%-uk a 

második évben távozik az élők sorából. Még a stroke után életben maradtak sem biztosan 

élhetnek teljes életet, hiszen az esetek több mint 60%-ában valamilyen mértékű kognitív 

leépülés mutatható ki. A stroke így a rokkantságok egy tekintélyes hányadáért is felelős. A 

betegek 22%-a járásképtelen, 25-50%-a részben vagy teljesen mások segítségére szorul, 

hozzávetőlegesen 15%-a beszédzavarban szenved, és több mint 30%-a pedig depresszióssá 

válik (A Magyar Stroke Társaság adatai; 2010). Mivel az idegrendszert ért negatív hatások 

ilyen előkelő helyen állnak a halálozási okok között, valószínűleg ennek is szerepe volt 

abban, hogy a ’90-es éveket az agy évtizedének (decade of the brain) nyilvánították, és 

ezekben az években az idegtudományok korábban nem látott fejlődésének lehettünk a tanúi 

(Zador és mtsai., 2004). Az elmúlt évtizedek új terápiás stratégiáinak köszönhetően az akut 

stroke ma már a sürgősségi ellátás körébe tartozik. 
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Az emberi agy a normális, zavartalan működéséhez a teljes vérkeringés egynegyedét 

használja fel. Ha az agyi véráramlás (CBF) valamilyen oknál fogva korlátozott, és a 

normálérték körülbelül 40%-a alá esik, akkor az oxigén és tápanyag ellátás csökkenése már 

oly mértékű energiahiányhoz vezet, amelynek következtében az idegi elektromos aktivitás 

zavara alakul ki, és neurológiai tünetek jelentkeznek (Zador és mtsai., 2004). Ha a vérellátás 

rövid időn belül helyreáll, átmeneti ischaemiás eseményről (TIA), ha azonban tartósan 

fennáll, akkor krónikus ischaemiás állapotról (CIA) beszélünk. Ezen utóbbi állapotra a 

leggyakoribb példa az artéria carotis communisokat érintő érelmeszesedés (atherosclerosis), 

amely a véredények beszűkülése által csökkenti az agyat ellátó vér mennyiségét (globális 

hipoperfúzió). A vérellátás zavarának helye és mértéke meghatározza azt, hogy helyi 

(fokális), vagy generalizált (globális) agyi funkcionális zavar, vagy súlyos esetben teljes 

funkcióvesztés alakul ki (National, 2005; Sauerbeck, 2006). Az agyér-katasztrófák közül a 

legnagyobb gyakorisággal azok az esetek fordulnak elő, amelyekben az agyat ellátó 

valamelyik véredényben egy vérrög (trombus) vagy embólia által akadályozott a véráramlás. 

Ez az esetek 80-85%-át teszi ki, és ischaemiás stroke-nak nevezzük (Bonita, 1992; Sudlow és 

Warlow, 1997; Rosamond és mtsai., 2007). A fennmaradó 15-20%-ba az úgynevezett 

vérzéses vagy haemorrhágiás stroke események tartoznak  (Kidwell és Warach, 2003) (1. 

ábra).  

 

 

1.ábra Az agyér-katasztrófák típusai és kialakulásuk okai 
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Saver, 2006-ban közölt kalkulációi szerint egy átlagos ischaemiás stroke során 

másodpercenként 32 000 neuront, 230 millió szinapszist és 200 m mielin-hüvellyel borított 

idegsejt nyúlványt veszíthetünk el az érintett agyterületen, amely, becslések szerint megfelel 

36 év alatt történő normál öregedés során kialakuló változásnak. A közvetlen 

következményeken és a kedvezőtlen mortalitási mutatókon túl további problémát jelent az, 

hogy neurológiai és pszichiátriai betegségek alakulhatnak ki az átmeneti vagy tartós 

vérellátási zavarok hatására. Az ischaemia az egyik kiváltó oka lehet a degeneratív dementiák 

kialakulásának is (Zlokovic, 2005). 

A stroke-on átesett páciensek hatalmas terhet rónak a társadalomra, a betegellátó 

rendszerre és az érintettek családjára is. Mivel a betegség nagy arányban okoz tartósan 

rokkantságot, munkaképtelenséget, a hosszú távú kezelés költségei illetve az egyéb költségek 

(segédeszköz, rokkantsági nyugdíj, ápoló családtag stb.) csak becsülhetők. A rendelkezésre 

álló nemzetközi adatok szerint az USA-ban az akut ischaemiás stroke-beteg akut ellátásának 

költségei 10 000 USD körül vannak, míg a beteg haláláig az egészségügyi ellátás, 

rehabilitáció költségei, a beteg kiesett jövedelme, a hozzátartozók ápolási költségeinek 

együttes összege eléri a 90 000 USD-t (Taylor és mtsai., 1996; Horner, 1998). A fenti 

összegek európai adatok szerint 6-12 000 USD illetve 60-70 000 USD körül mozognak   

(Jorgensen és mtsai., 1999).  

Az USA-ban a stroke ellátásra költött összeg hozzávetőlegesen 30 milliárd dollár, 

amely az indirekt költségeket is beleszámítva elérheti a 43 milliárd dollárt (White és mtsai., 

2000). A cerebrovasculáris betegségek kezelési költségei 25 Európai uniós tagállamra 

vonatkoztatva 2003-ban 21 milliárd euró volt (Leal és mtsai., 2006). A fejlett országok 

egészségügyi kiadásainak kb. 5%-át teszik ki a stroke ellátás költségei (Horner, 1998). 

Hazánkban a stroke betegek átlagéletkora 5-10 évvel alacsonyabb, mint a fejlett ipari 

országokban. Magyarországon, a nyugati országokhoz képest, rendkívül magas a stroke 

okozta mortalitás/morbiditás az 50 évnél fiatalabbak populációjában. Amíg az EU 

országokban az akut stroke betegek mortalitása az 50 év alatti korcsoportban 8-10/100 000, 

addig ez a szám hazánkban a nők esetében 40/100 000, férfiaknál 60/100 000 (Nagy és mtsai., 

2000). A közel 9000 beteg adatainak feldolgozása alapján készült Stroke Adatbázis (Nagy és 

mtsai., 2000), valamint a GYÓGYINFOK adatai szerint, a stroke okozta halálozás az elmúlt 

években Magyarországon elérte a 180/100 000-et. Az évi 50 000 agyi érbetegség miatti 

kórházi felvétel közül, mindössze 8-10 000 történik az akut szakban. A stroke központban 

ellátott akut ischaemiás stroke beteg konzervatív kezelésének költsége - az AOK 
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költségszámítási adatai alapján- átlagosan 380 000 Ft, a kezelés első 14 napjára vetítve. Az 

akutan elvégzett trombolízis ezt az összeget körülbelül a kétszeresére növeli. 

Fontos megemlíteni azt, hogy az agyi vérellátás zavara nem csak agyér-katasztrófa 

során alakulhat ki. Számos baleset vagy betegség során kialakuló szívmegállás 

következményeként is megszűnik teljesen az agy vérellátása. Észak-Amerikában és 

Európában is az újraélesztések száma évente megközelíti a fél milliót (Bottiger és mtsai., 

1999; Peberdy és mtsai., 2003; Eckstein és mtsai., 2005), ebből körülbelül 70 000 eset 

kapcsolható infarktushoz. A szívmegállás globális agyi ischaemiát okoz, ugyanakkor az agy 

pedig extrém érzékenységet mutat a hypoxiás állapotokra. Jó példa erre az, hogy a páciens 

már 5-6 másodperces ischaemia esetén elveszíti eszméletét (Rossen és mtsai., 1943). Az 

újraélesztést követően bekövetkező halálozások legfőbb oka az agyat érintő kiterjedt idegi 

sérülés, amely a szívmegállás következtében kialakuló globális agyi ischaemia 

következménye (Krause és mtsai., 1986; Laver és mtsai., 2004). Az újraélesztés után életben 

maradó személyek körülbelül fele tartós kognitív-funkció károsodást szenved, amely az 

összpontosítási képesség romlását vagy akár memória kiesést is jelenthet (Lim és mtsai., 

2004; van Alem és mtsai., 2004). Ezen pácienseknek mindössze 5-10%-a képes teljes 

mértékben visszatérni a korábbi életviteléhez (Krause és mtsai., 1986). Ezek után érthető, 

hogy miért olyan fontos a spontán keringés mihamarabb történő visszaállítása az ischaemiás 

események bekövetkezése után. 

Az elmúlt években, évtizedekben az ischaemiás állapotokat követő agykárosodás 

mechanizmusait egyre mélyebben sikerült megismerni a világszerte széles körben folyó 

kutatásoknak köszönhetően. Mivel a fokális agyi ischaemia pathomechanizmusára vonatkozó 

ismereteink is rohamosan bővültek (Farkas és mtsai., 2002; Sarti és mtsai., 2002; Farkas és 

mtsai., 2004; Zlokovic, 2005), mind a prevencióban, mind a terápiában ígéretes eredmények 

születtek az állatkísérletes modellekben. A vizsgálatokból azonban az is kiderült, hogy az 

ischaemiát követő idegrendszeri károsodások mérséklése vagy megakadályozása nagyon 

összetett feladat, amely egyetlen támadásponton hatva valószínűleg nem valósítható meg. Ezt 

támasztotta alá a humán klinikai vizsgálatokról érkező sorozatos kudarcok híre is (Hoyte és 

mtsai., 2004). Ezért további igény mutatkozik új farmakonok kipróbálására, valamint 

alternatív neuroprotektív stratégiák kidolgozására, amelyek a klinikumban is használhatóak 

lesznek. 

A fokális ischaemiát követő idegrendszeri rendellenességek vagy sérülések esetében, 

az érintett agyterület a nekrotikus központi magra (core) és az azt köpenyszerűen körülvevő 

penumbrára különül (Hermann és mtsai., 1999; Plesnila és mtsai., 2003; Hermann és mtsai., 
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2004). A core régióba eső sejtek nekrotizálnak, amely folyamat a sejtek irreverzibilis 

károsodását, gyors és kiterjedt pusztulását jelenti, amelyet reaktív leukocytainfiltráció vesz 

körül, és hegesedés követ. A penumbra régió lecsökkent vérellátását a helyi kollaterális-

áramlás biztosítja, így ennek állapota nagyban meghatározza a károsodás mértékét. A 

penumbra vérellátása a letális energiaelégtelenség és az elektromos elégtelenség között 

ingadozik, ezáltal az adott terület működése kiesik, de még potenciálisan megmenthető, ha az 

agyi vérátáramlás ismét normalizálódik (Zádor és mtsai., 2003). Idővel azonban a penumbra 

területén található idegsejtek is belecsúszhatnak az irreverzibilis károsodásba. Az agyi 

véráramlás csökkenése molekuláris események sorát, az úgynevezett ischaemiás kaszkádot 

indítja be (Tsuchiya és mtsai., 1992). Ezen kaszkád eredményeként az adott sejtek apoptózis 

révén elpusztulnak. Az apoptózis egy genetikailag szabályozott sejtpusztulás, amelyet a 

patológiás körülmények indíthatnak el a szükségesnél korábban. Az agyi vérellátási 

zavarokban jelentkező apoptózist elsődlegesen az oxigén-, szubsztráthiány és a 

következményes ATP-csökkenés indítja el (Suzuki és mtsai., 1998). A csak kis mértékben 

csökkent áramlás (low flow) egészséges agyszövetben sem funkcionális, sem morfológiai 

változást nem okoz, mert a csökkent oxigénkínálat különböző mechanizmusokkal 

kompenzálható. A funkciókárosodás egy határig reverzibilis, azonban adott áramlási érték 

alatt (irreverzibilis áramlási küszöb) olyan mértékűvé válik, ami már visszafordíthatatlan 

membránkárosodást és egyéb morfológiai elváltozást, végül a sejtek pusztulását okozza 

(Jones és mtsai., 1981). Ha a hypoxia következtében jelentkező ATP-hiány szubletális 

mértékű, a döntési fázissal megkezdődik az apoptózis eseménysora, amely a penumbra 

területére lokalizálódik. Ha azonban az ATP csökkent mennyisége átlép egy bizonyos határt, 

nem apoptózist, hanem nekrózist indukál (Nicotera és mtsai., 2000; Zádor és mtsai., 2003). 

 

 

A glutamát szerepe az apoptózisban 

Közismert, hogy a glutamát (Glu) a legfőbb serkentő neurotranszmitter a központi 

idegrendszerben, amely számos fiziológiás folyamatban vesz részt, de kiemelt szerepet játszik 

a patológiás excitotoxicitás kialakulásában is, amelynek során a kórosan megemelkedett Glu 

szint károsítja és elpusztítja az idegsejteket  (Choi, 1988; Choi, 1994).  

Az apoptózis kezdeti eseménysorában döntő a Ca2+ intracelluláris koncentrációjának 

emelkedése. A Ca2+-nak az extracelluláris térből az idegsejtekbe jutásában három 

mechanizmus játszik szerepet: 1. az ATP-hiány miatt jelentkező, az aktív Ca2+ pumpához 
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kötött transzportjelenség; 2. a Na+/K+-ATP-áz csökkent működése sejtmembrán-

depolarizációt okoz, ezáltal feszültségfüggő Ca2+ csatornák nyílnak meg; 3. az α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA), majd az N-metil-D-aszpartát (NMDA) 

típusú Glu receptorokkal rendelkező ioncsatornák nyílnak meg (Jatzke és mtsai., 2002). Ezen 

kívül két endogén Ca2+ raktár is megnyílik: az endoplazmatikus retikulum és a mitokondrium 

(White és mtsai., 2000). A Ca2+ szintjének folyamatos emelkedése fokozott Glu 

felszabadulást okoz az axonterminálisokban, megváltoztatva a posztszinaptikus sejtek 

működését, ezáltal szöveti szintre emeli az apoptózis következményeit. A megemelkedett 

ionkoncentráció az idegsejtben több Ca2+-függő enzimet is aktivál. Ilyen például a 

foszfolipáz-A2 (PLA2), amely a lipidmembrán közvetlen lízisét eredményezi (Mattson és 

mtsai., 2000), valamint a nitrogén-oxid-szintáz (NOS), ami nitrogén-oxid és peroxi-nitrit 

képzése útján okoz lipid-peroxidációt (Kruman és mtsai., 1997; Zádor és mtsai., 2003). Az 

eddigi folyamatokból világosan kiderül a Glu fontos szerepe az apoptózis kezdeti szakaszában 

és annak továbbterjedésében (2. ábra).  

 

2. ábra Az ischaemiát követő molekuláris mechanizmusok vázlata, amelyek végül 
sejthalálhoz vezetnek (Lyden és Wahlgren, 2000). 
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Az apoptózis terjedése szerepet játszik például a távolabbi neuronok károsodásában (Zhang és 

mtsai., 1998), az agyi ischaemiában (Garcia-Galloway és mtsai., 2003), a Huntington-kórban 

(Storey és mtsai., 1992) és az epilepsziás rohamok kialakulásában is (Dingledine és mtsai., 

1990). A megzavart Ca2+ homeosztázis kulcsszerepet játszik számos neurodegeneratív 

elváltozás kialakításában is, mint például az Alzheimer-kór és az  Amyotrophias Lateral 

Sclerosis (ALS) (Celsis és mtsai., 1987; Yoshida és mtsai., 1988; de la Torre, 1999; Karhunen 

és mtsai., 2005).  

A krónikusan fennálló lokális hypoxia, károsodott glükózmetabolizmust és anaerob 

glikolízist indukál, ami laktátszint-növekedést és acidózist von maga után (Pulsinelli és 

mtsai., 1982; Beck és mtsai., 1995; Derdeyn és mtsai., 1999). A vasculáris és 

neurodegeneratív hátterű patológiai folyamatokban egyre nagyobb jelentőséget tulajdonítanak 

a gliasejtek megváltozásának is (Wakita és mtsai., 1994; Rudolphi és Schubert, 1997). A 

fiziológiás körülmények között stabil, nyugvó mikroglia sejtek ischaemia hatására 

aktiválódnak és neurotoxikus anyagokat (proteázok, nitrogén-monoxid, oxigén-

szabadgyökök, citokinek, interferonok) szabadítanak fel. Ezek az anyagok a neuronokat 

károsítva azok halálához vezethetnek. Az ischaemia, a neurodegeneratív folyamatok, illetve a 

keletkező citokinek hatására a nyugvó asztrociták szintén aktivált állapotba kerülnek. A 

folyamat következtében elveszítik az ion homeosztázist fenntartó funkciójukat, így megnő az 

extracelluláris K+ koncentráció, és tovább fokozódik a Glu mennyisége is (Wakita és mtsai., 

1994; Rudolphi és Schubert, 1997).  

A hatásos terápia megtervezésében nagyon fontos az ischaemiás eseményeket követő 

patomechanizmusok pontos időbeli behatárolása.  

 

3. ábra A fokális ischaemiát követő patofiziológiás eseménysor időbeli lefutásának vázlata (Dirnagl és 
mtsai., 2003). 
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A fentebb részletezett folyamatok közül a glutamát excitotoxicitás, a Ca2+ 

intracelluláris felhalmozódása és az oxigén szabadgyökök keletkezése az ischaemiás periódus 

után perceken belül bekövetkezik. Az apoptózis és az ezzel egyidőben kialakuló gyulladásos 

folyamatok megindulása órákkal később kezdődik meg, lefolyásuk pedig az ischaemia 

mértékétől függően napokig, de akár hetekig is eltarthat (Dirnagl és mtsai., 2003) (3. ábra). 

 

 

A kórosan megemelkedett glutamát szint csökkentésének lehetősége 

Az utóbbi időben nagy hangsúlyt fektettek az agyi glutamát transzporterek nagy családjának 

vizsgálatára, amelyek megtalálhatóak mind az axon terminálisokon, mind a periszinaptikus 

asztrocitákon (Danbolt, 2001). Ezek a Na+-függő excitatórikus aminosav transzporterek 

(EAAT-ek) képesek kötni, és felvenni a normális idegi működés során felszabaduló 

glutamátot (Gottlieb és mtsai., 2003). Egy serkentő glutamáterg szinapszis fiziológiás 

működése során a preszinaptikus axonterminálisokban található vezikulákból  Glu-ot szabadít 

fel, amely a szinaptikus résekbe ürül, ezáltal a Glu koncentrációja hirtelen ezerszeresére nő (1 

mM) a nyugalmi állapothoz képest. A felszabaduló Glu nagy része kötődik a posztszinaptikus 

membránon nagy számban jelen lévő Glu receptorokhoz, a feleslegben maradó molekulákat 

pedig felveszik a szinapszist kehely szerűen körbeölelő glia sejtek, amelyek membránján nagy 

számban találunk EAAT-et. Ez a szinaptikus elrendeződés megakadályozza a serkentés nagy 

mértékű térbeli kiterjedését (Rusakov és Kullmann, 1998; Savtchenko és Rusakov, 2004; 

Savtchenko és Rusakov, 2005). A Glu koncentrációja a fent leírt folyamatok révén pillanatok 

alatt visszaáll 1 µM-ra a szinapszisokban és az extracelluláris/interstitiális folyadékban (Beart 

és O'Shea, 2007) egyaránt. A Glu ezen koncentrációi, ilyen körülmények között nem 

citotoxikusak, és kórosan fokozott aktivitást (overexcitáció) sem okoznak (Danbolt, 2001).  

Az utóbbi években azonban bebizonyosodott, hogy vezikuláris Glu felszabadulás 

történik a glia sejtekből is, amely túlmutatva a szinapszisokon egy jóval kiterjedtebb 

serkentést valósíthat meg (Montana és mtsai., 2006; Vesce és mtsai., 2007). Az agyat ért 

patológiás események során kórosan megnövekedő Glu szintnek a hátterében az infarktus 

core és penumbra régiójára jellemző depolarizáció áll. A tartós depolarizáció következtében a 

gliákon található EAAT-k fordított módon kezdenek működni, és Glu-t adnak le (Montana és 

mtsai., 2006; Vesce és mtsai., 2007). Ez a „reverz” működés okozza az extrém magas Glu 

szintet, amely a kiterjedt károsodást és neuronpusztulást okozhatja.  
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Az agyi erek falában is megtalálható endotheliális sejteken elhelyezkedő glutamát 

transzporterekre (O'Kane és mtsai., 1999) és ezek szerepére az extracelluláris glutamát 

koncentráció szabályozásában ezidáig kevés figyelmet szenteltek. Az utóbbi években azonban 

kiderült az is, hogy az érendothél falában szintén nagy számban található EAAT-k működése 

nem változik meg a patológiás körülmények között (Vesce és mtsai., 2007). Két szorosan 

összefüggő kompartmentet különböztethetünk meg, amelyekben eltérő módon történik a Glu 

transzportja: a vasculáris endothéliumot, amely a vér-agy-gát (BBB) részét képezi, és a 

choroid epithéliumot, amely a vér-cerebrospinális folyadék-gátat (BCB) formázza. Ez az 

utóbbi choroid plexus, amely aktív kiválasztással távolítja el a glutamátot a cerebrospinális 

folyadékból a vérbe (Segal és mtsai., 1990). Az első esettel kapcsolatban fontos megjegyezni, 

hogy az agy erezettsége rendkívül kifejezett, az átlagos távolság két kapilláris között 

mindössze 10-20 mikron (Pawlik és mtsai., 1981; Bickel és mtsai., 2001). Mivel a glutamát a 

transzporterei révén képes átlépni a vér-agy-gáton, valószínűnek tűnt az, hogy az erek illetve a 

vér részt vehet a szinapszisok és az extracelluláris/interstitiális folyadék glutamát 

koncentrációjának szabályozásában. A feltételezés hátterében az állt, hogy nem csak a gazdag 

agyi érhálózat falában találunk nagy számban EAAT-ket, hanem az azokat körülölelő 

asztrocita végtalpakon is számos található belőlük (Chaudhry és mtsai., 1995; Lehre és mtsai., 

1995). Ezúton a kapillárisok falában található EAAT-k aktívan részt vehetnek az agy Glu 

„mentesítésében”, a még kevésbé ismert, de nagyon jelentős agyból a vérbe történő Glu-

efflux révén. A folyamat minden olyan patológiás esetben fontos szerepet játszhat, ahol az 

agy interstitiális és cerebrospinális folyadékában abnormálisan magas Glu koncentrációkat 

találunk. Ez pedig az összes ischaemiás állapotra, számos neurodegeneratív elváltozásra, 

traumás agyi sérülésekre, valamint bakteriális és egyéb eredetű fertőzésekre egyaránt jellemző 

(Castillo és mtsai., 1996; Zauner és mtsai., 1996; Johnston és mtsai., 2001).  

Az utóbbi évtizedekben bebizonyosodott, hogy a vérből az agy felé is történhet Glu 

transzport, azonban ez a folyamat nagyon lassú (Oldendorf, 1971; Sershen és Lajtha, 1976) és 

korlátozott (al-Sarraf és mtsai., 1995; al-Sarraf és mtsai., 1997a; al-Sarraf és mtsai., 1997b; al-

Sarraf és Philip, 2003). Ugyanakkor a Glu efflux az agyból a vér irányába a kapillárisok 

antiluminális oldalán található Na+ függő EAAT-eken keresztül nagyon gyorsan megy végbe 

(O'Kane és mtsai., 1999). Az EAAT-k legalább öt altípussal rendelkeznek (Bridges és 

Esslinger, 2005; Bunch és mtsai., 2009), azonban a ligand szelektivitásra és lokalizációra 

vonatkozó részletes ismereteink jelenleg csak három altípusra terjednek ki. (EAAT1, EAAT2, 

EAAT3). Az érendotél sejtek abluminális oldalán mindhárom altípus közel azonos számban 

található meg (O'Kane és mtsai., 1999), azonban az asztrocita végtalpakon az EAAT1 és 



 

EAAT2-es altípus előfordulása g

Lehre és mtsai., 1995; Danbolt, 2001)

A Glu koncentrációja az agy interstitiális (ISF) és cerebrospinális folyadékában (CSF) 1

µM, amíg a vérben 40-60 µM.  Az agyból a vérbe történ

vérplazma között fennálló kedvez

érendotél antiluminális oldalán található Na

endotél sejtben lévő Glu koncentráció meghaladja a plazmába

megindul a Glu facilitatív transzportja a kapillárisok lumene felé 

ábra).  

 

 

 

4. ábra A Glu koncentrációk alakulása a központi idegrendszer (CNS) különböz
asztrocita végtalpak felveszik a felhalmozódott Glu
glutamin szintetáz által (1). A keletkezett Gln az endotél sejtek abluminális membránján lév
traszporterek révén átkerül az érendotél sejtekbe (2). Itt a Gln visszaalakul Glu
révén (3), az így keletkezett Glu facilitatív transzport révén (4) átjut a vérbe. Az érendotél abluminális 
membránján is találunk EAAT-ek (5), amelyek speciális fiziológiás és 
képesek a Glu-ot közvetlenül bejuttatni az endotél sejbe
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fordulása gyakoribb az EAAT3-hoz képest (Chaudhry és mtsai., 1995; 

Lehre és mtsai., 1995; Danbolt, 2001).  

A Glu koncentrációja az agy interstitiális (ISF) és cerebrospinális folyadékában (CSF) 1

60 µM.  Az agyból a vérbe történő Glu efflux az extra

vérplazma között fennálló kedvezőtlen koncentráció-gradiens ellenére is végbemegy

érendotél antiluminális oldalán található Na+-függő transzporterek működése révén

 Glu koncentráció meghaladja a plazmában lévő Glu koncentrációt, 

transzportja a kapillárisok lumene felé (O'Kane és mtsai., 1999)

 

A Glu koncentrációk alakulása a központi idegrendszer (CNS) különböző kompartmentjeiben. 
asztrocita végtalpak felveszik a felhalmozódott Glu-ot az ISF-ból, ahol is a Glu átalakul glutaminná (Gln) a 
glutamin szintetáz által (1). A keletkezett Gln az endotél sejtek abluminális membránján lév

endotél sejtekbe (2). Itt a Gln visszaalakul Glu-tá a glutamináz enzim m
révén (3), az így keletkezett Glu facilitatív transzport révén (4) átjut a vérbe. Az érendotél abluminális 

ek (5), amelyek speciális fiziológiás és patofiziológiás körülmények között 
ot közvetlenül bejuttatni az endotél sejbe (Teichberg és mtsai., 2009).  

(Chaudhry és mtsai., 1995; 

A Glu koncentrációja az agy interstitiális (ISF) és cerebrospinális folyadékában (CSF) 1-10 

 Glu efflux az extracelluláris tér és a 

gradiens ellenére is végbemegy az 

ködése révén. Amint az 

ő Glu koncentrációt, 

(O'Kane és mtsai., 1999) (4. 

 

ő kompartmentjeiben. Az 
ból, ahol is a Glu átalakul glutaminná (Gln) a 

glutamin szintetáz által (1). A keletkezett Gln az endotél sejtek abluminális membránján lévő neutrális aminosav 
tá a glutamináz enzim működése 

révén (3), az így keletkezett Glu facilitatív transzport révén (4) átjut a vérbe. Az érendotél abluminális 
patofiziológiás körülmények között 
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Gottlieb és munkatársai (2003) ezen az alapon tesztelték azt a hipotézist, hogy az agy 

cerebrospinális/interstitiális folyadéka és a vérplazma között kialakított nagyobb Glu 

koncentráció grádiens esetén megnövekedik-e a szívóerő az agyból a vérbe történő glutamát 

effluxhoz. A vérplazma csökkent Glu szintjének eléréséhez a vérben található enzimeket 

használták fel. Ezek névszerint a glutamát-piruvát-transzamináz (GPT), és a glutamát-

oxálacetát-transzamináz (GOT), amelyek a glutamát ko-szubsztrátjainak jelenlétében (piruvát 

és oxálacetát) a glutamátot 2-α-ketoglutaráttá és aszpartáttá alakítják. Ezen folyamatok 

biokémiai hátterét szemlélteti az oxálecetsav (OxAc) esetében az 5. ábra. 

 

 
5. ábra A Glu átalakulás biokémiai háttere, amely magában rejti a kórosan megemelkedett Glu-szint 
csökkentésének lehetőségét is. Az oxálecetsavat és a glutamátot a glutamát-oxálacetát-transzamináz enzim 2-α-
ketoglutaráttá és aszpartáttá alakítja. További lehetséges folyamat a GABA-vá történő átalakulás a glutamát 
dekarboxiláz enzim közvetítette dekarboxiláció révén.      
GOT: glutamát-oxálacetát-transzamináz, GD: glutamát dekarboxiláz, GABA: γ-amino-vajsav 

 

 

A bemutatott Glu átalakulás kétirányú folyamat. Ha azonban az OxAc-ot magas 

koncentrációban és feleslegben alkalmazzuk, akkor a folyamat eltolható a 2-α-ketoglutarát és 

aszpartát keletkezés irányába, ezzel csökkenthető a Glu szint. Kísérletes bizonyítékok vannak 

arra, hogy az intravénásan (i.v.) a keringésbe juttatott piruvát és/vagy OxAc lecsökkentette a 

vér Glu szintjét, és ezáltal megnövelte az agyból a vérbe történő Glu-efflux hatékonyságát és 
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sebességét (Gottlieb és mtsai., 2003). A vér Glu szintjének detektálását Gottlieb és 

munkatársai fluorometriás módszerrel végezték in vitro, az agyból a vérbe történő Glu efflux 

méréséhez pedig radioaktívan jelölt [3H] Glu-t injektáltak a jobb oldali oldalsó agykamrába, 

és nyomon követték a vér aktivitásának változásait (6. ábra).  

 

 
6. ábra Glutamát koncentrációk alakulása a vérben. (a) A vér glutamát koncentrációjának százalékban megadott 
változása az alapértékhez (100%) képest. A méréseket a t=0, 15, 30, 45, 60 percben végezték 1 mM-os piruvát 
(■), 1 mM-os oxálacetát (▲) és 1 mM-os piruvát és oxálacetát keverékének (●) beadása után. Minden pont négy 
független kísérlet (n=4) átlagát mutatja ± SD. (b) A vér radioaktivitásának változása az agykamrába történő 
radioaktív [3H] Glu injektálás után. Minden pont négy független kísérlet (n=4) átlagát mutatja ± SD. (Gottlieb és 
mtsai., 2003) 

 

Összefoglalva elmondható, hogy az agy kórosan megnövekedett Glu tartalmát közvetett 

módon mérsékelni lehet a vér Glu szintjének csökkentésével. Ezidáig az OxAc esetleges 

neuroprotektív hatásait nem tanulmányozták, de a piruvát pozitív hatásai állatkísérletes 

modelleken az előagyi ischaemiában és a vérvesztés során bekövetkező sokkos állapotban  

már bizonyítottak (Izumi és mtsai., 1994; Matsumoto és mtsai., 1994; Ruiz és mtsai., 1998; 

Maus és mtsai., 1999; Mongan és mtsai., 1999; Lee és mtsai., 2001). A kísérletek rámutattak, 

hogy az OxAc hatékonyabb lehet, mint a piruvát, mivel képes javítani a mitokondriális 

energiafelhasználást is a malát-aszpartát átalakulásának felgyorsításával. Továbbá ketosav 

révén képes semlegesíteni a traumás agysérülések után felszabaduló hidrogén-peroxidot 

(H2O2), amely az egyik legreaktívabb oxigén származék (Desagher és mtsai., 1997). A 

legfrissebb kutatások rámutattak arra, hogy az OxAc képes meggyorsítani a zárt feji sérülések 

utáni gyógyulást, és visszaszorítani az agyödéma kialakulását is (Zlotnik és mtsai., 2006).  
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Pre- kontra posztkondícionálás 

Az ischaemiás posztkondícionálásról sokan azt gondolták, hogy egy vadonatúj koncepció, 

amely 5-6 évvel ezelőtt jelent meg a szívizomzatot érintő ischaemia kutatás során (Tsang és 

mtsai., 2005; Zhao, 2007). Mások azt hitték, hogy az ischaemiás prekondícionálás fogalmából 

(Vinten-Johansen és mtsai., 2005) vagy a részleges és szabályozott reperfúzióból származik 

(Tsang és mtsai., 2005). Az első tudósítás az ischaemiás posztkondícionálásról több mint fél 

évszázada jelent meg (Sewell és mtsai., 1955), amely jóval megelőzi az ischaemiás 

prekondícionálás 1964-es (Dirnagl és mtsai., 2003) vagy a részleges és szabályozott 

reperfúzió 1960-as évek beli publikálását (Vinten-Johansen és mtsai., 2005). Ugyanakkor a 

posztkondícionálást, mint szabályszerű elnevezést mindössze 14 évvel ezelőtt fogalmazták 

meg (Na és mtsai., 1996), amely így valóban jóval elmarad az időben a prekondícionálás 

fogalmától.  

Már az 1950-es években megfigyelték azt, hogy ha a szívinfarktust követően azonnal 

helyre állítják az artériás keringést, akkor kamrai fibrilláció alakul ki, amely a keringés 

összeomlásához és halálhoz vezethet (Sewell és mtsai., 1955). Ez a felfedezés kapcsolatban 

áll a ma is használatos reperfúziós károsodás fogalmával. Sewell és munkatársai (1955) 

kutyaszíven végzett vizsgálataik során rájöttek arra, hogy az infarktust követően a 

koszorúerek szakaszos reperfúziója – amely megfeleltethető a mai ischaemiás 

posztkondícionálásnak – megszünteti a kamrai fibrilláció kialakulását. Ezeket a kísérleteket 

ismételték meg 1996-ban macskákon Na és mtsai. Eredményeikből kiderül az, hogy a kamrai 

fibrilláció megelőzésében a posztkondícionálás ugyanolyan hatékony lehet, mint a 

prekondícionálás. Azóta a szívizomzatot érintő ischaemia utáni posztkondícionálás jótékony 

hatásait számos tanulmányban megerősítették (Zhao és Vinten-Johansen, 2006), beleértve a 

patkány (Obal és mtsai., 2005), egér (Kin és mtsai., 2005), (Krolikowski és mtsai., 2006) és 

sertés (Iliodromitis és mtsai., 2006) modelleken végzett kísérleteket, továbbá in vitro 

méréseket is (Dosenko és mtsai., 2006). A posztkondícionálás sikerességéről érkező számos 

jelentés végül elvezetett a humán klinikai próbák fázisáig (Staat és mtsai., 2005). 

A következő kérdés az lehet, hogy az ischaemiás posztkondícionálás alkalmazható-e a 

szíven kívül az agyban is? A válasz valószínűleg abban rejlik, hogy a szívet és az agyat érintő 

ischaemia után beinduló patológiás folyamatok és az ezek ellen irányuló terápiás kezelések 

mennyire hasonlíthatóak egymáshoz. Korábbi tanulmányok rámutattak arra, hogy a szívet és 

az agyat érintő ischaemiás károsodás mechanizmusai nagyon sok szempontból hasonlítanak 

egymáshoz. A hasonlóságok közé tartozik az ischaemiás/reperfúziós károsodás (Kinouchi és 
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mtsai., 1991), a kalpain-függő nekrotikus útvonal (Yamashima, 2000), a citokróm c/kaszpáz 

közvetítette apoptotikus útvonal (Chen és mtsai., 1998; Zhao és mtsai., 2003), a MAPK 

útvonal (Noshita és mtsai., 2002), a protein kináz C (PKC) útvonal (Shimohata és mtsai., 

2007a; Shimohata és mtsai., 2007b) és az Akt túlélő útvonal beindulása is (Zhao és mtsai., 

2005). Továbbá bizonyított az, hogy az ischaemiás prekondícionálás jelentősen csökkentette 

az ischaemia után kialakuló sérülés mértékét a szíven és az agyban is (Murry és mtsai., 1986; 

Perez-Pinzon, 2004). A hasonlóságok és a korábbi eredmények fényében ésszerűnek tűnt az 

ischaemiás posztkondícionálás vizsgálata az agyat érintő ischaemiás állapotokban is.      

Kezdetben az ischaemiás prekondícionálás csak a rövid, időszakos szubletális inzultusokat 

jelentette, amely hatására a későbbi ischaemiás károsodás elleni védelem, ischaemiás 

tolerancia alakul ki (Murry és mtsai., 1986). Azóta kiderült, hogy számos megelőző 

szubletális patofiziológiás stresszor szolgálhat triggerként az ischaemiás tolerancia 

kialakulásához. Kiváltó stresszor lehet többek között rövid idejű, mérsékelt globális vagy 

fokális iscaemia, enyhe gyulladás, epilepsziás görcstevékenység, a metabolizmus gátlása, 

hipo- vagy hipertermia, az oxigén szabad gyökök fokozott képződése, terjedő kérgi 

depolarizáció (cortical spreading depression, CSD), valamint oxidatív stressz is (Dirnagl és 

mtsai., 2003). Az utóbbi években kiderült az, hogy néhány altatószer is alkalmas az 

ellenállóképesség javítására ischaemiás állapotban (Kitano és mtsai., 2007; Wei és mtsai., 

2007). A prekondícionáláshoz hasonlóan a posztkondícionálás is előidézhető nemcsak egy 

vagy több rövid, szubletális ischaemiás vagy hipoxiás periódussal (Pignataro és mtsai., 2008) 

vagy megszakított, szakaszos reperfúzióval  (Zhao és mtsai., 2006), hanem több, neurotoxikus 

anyag is alkalmazható (Burda és mtsai., 2006), mint második patofiziológiás stresszor. Ilyen 

anyagok közé tartozik a 3-nitropropionsav, a noradrenalin, a bradikinin (Burda és mtsai., 

2006; Danielisova és mtsai., 2007) és a Glu analóg kainsav (KA) is. A választott anyagtól és 

stratégiától függően változhat az, hogy a szubakut patofiziológiás stresszort mikor 

alkalmazzuk az ischaemiás inzultus vagy a reperfúzió kezdetéhez viszonyítva. Ha a 

beavatkozás a reperfúzió megindulása után közvetlenül, vagy 30 percen belül történik akkor 

korai, ha ennél később (akár 2 nappal is), akkor késői posztkondícionálásról beszélünk (Ren 

és mtsai., 2008). Prekondícionálás esetében pedig a toleranciát kiváltó inzultus megelőzi az 

ischaemiás periódust.  

Az ischaemiás prekondícionálás ígéretes klinikai stratégia lehetne, ha az ischaemiás 

inzultus előre megjósolható lenne, de ez legfeljebb csak valószínűsíthető. Azonban szív- és 

agyműtétek előtt, valamint a stroke kockázatnak fokozottan kitett betegek esetében 

elméletileg ischaemiás prekondícionálással fel lehet készíteni, ellenálóbbá lehet tenni az agyat 
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(Nagy és mtsai., 2005). A tolerancia kialakítását azonban jelentősen megnehezíti az, hogy a 

védőmechanizmusokat már indukáló, de még nem károsító, valamint a már sejt- és 

szövetkárosodást eredményező hypoxia/ischaemia sem időtartamában, sem súlyosságában 

nem áll távol egymástól. Ez pillanatnyilag lehetetlenné teszi a toleranciaindukció klinikai 

alkalmazását (Nagy és mtsai., 2005).   

Mindezek fényében széleskörű vizsgálatok indultak a posztkondícionálás esetleges 

neuroprotektív hatásainak tanulmányozására az agyat érintő ischaemiás modelleken. Hamar 

kiderült az, hogy a posztkondícionálás számos esetben figyelemreméltó védőhatást fejtett ki 

(Zhao, 2009). A korai és késői ischaemiás posztkondícionálás is hatásosnak bizonyult, és 

csökkentette az infarktus kiterjedését a fokális ischaemiás modelleken, különböző 

megszakított reperfúziós ciklusokat alkalmazva (Zhao és mtsai., 2006; Zhao, 2007; Gao és 

mtsai., 2008b; Pignataro és mtsai., 2008; Ren és mtsai., 2008). Megvizsgálták azt is, hogy a 

védőhatás mennyi ideig marad fenn, hiszen más neuroprotektív eljárásoknál, mint például a 

posztischaemiás hipotermia (Dietrich és mtsai., 1993) vagy a rövid ischaemiás 

prekondícionálás (Perez-Pinzon, 2004) kiderült, hogy a kialakult tolerancia csak néhány napig 

tart. Ugyanakkor a lényegesen kisebb kiterjedésű szöveti károsodás sem feltétlenül jelenti azt, 

hogy az érintett agyterület funkciója is megóvásra került (Dumas és Sapolsky, 2001). Hosszú 

távú tanulmányokban különböző magatartási vizsgálatokból kiderült, hogy az ischaemiás 

periódust követő korai ischaemiás posztkondícionálás után 1 hónappal (Gao és mtsai., 2008a), 

késői posztkondícionálás után pedig akár 2 hónappal (Ren és mtsai., 2008) később is 

megmaradtak az érintett agyterület neurológiai funkciói. A fokális ischaemia utáni védelmet 

nemcsak ischaemiás útvonalon (megszakított reperfúziós ciklusok), hanem egy elterjedt 

altatószer, az izoflurán alkalmazásával is sikerült kiváltani (Lee és mtsai., 2008). Néhány 

kutatócsoport a globális iscaemia utáni posztkondícionálás lehetőségeit vizsgálta meg. Wang 

és munkatársai (2008) patkányokon végeztek idegsejt-károsodásra és magatartási 

vizsgálatokra kiterjedő méréseket. A korai ischaemiás posztkondícionálás 1 héttel a reperfúzió 

után is jelentős védőhatást mutatott, hasonlóan az egereknél tapasztalt neurológiai deficit-

csökkenést mutató eredményekhez (Rehni és Singh, 2007). Hasonlóan a fokálishoz, a globális 

ischaemia utáni védőhatást is sikerült nemcsak ischaemiás posztkondícionálással (Burda és 

mtsai., 2006), hanem különböző neurotoxikus farmakonokkal is kiváltani (Burda és mtsai., 

2006; Danielisova és mtsai., 2006). Ezek név szerint: 3-nitropropionsav, noradrenalin és 

bradikinin. Fontos kiemelni továbbá azt, hogy a 3-nitropropionsav és a noradrenalin akár 2 

nappal az ischaemiás inzultus után alkalmazva is hatásosnak bizonyult (Burda és mtsai., 

2006), amely a klinikai alkalmazhatóság szempontjából egy igen fontos faktor, hiszen sajnos 
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nagyon ritka az, hogy az ischaemiát elszenvedő páciens diagnosztizálása és a megfelelő 

kezelés kellően rövid időn belül bekövetkezzen. 

In vitro tanulmányokból kiderült, hogy az oxigén és tápanyag megvonása (OGD) 

szintén jelentős neuroprotektív hatással bír ischaemiás eseményeket követően agykérgi 

sejtkultúrákban (Pignataro és mtsai., 2008) és hippocampális agyszeleteken (Scartabelli és 

mtsai., 2008) egyaránt. Az előzőekhez hasonlóan a védőhatást in vitro körülmények között 

szintén nemcsak ischaemiás úton, hanem egy metabotróp Glu receptor agonista vegyülettel, a 

3,5-dihidroxi-fenil-glicinnel (Scartabelli és mtsai., 2008) és a korábban már említett 

izofluránnal (Lee és mtsai., 2008) is sikerült kiváltani.  

A számos protektív hatást alátámasztó tanulmány ellenére a posztkondícionálás 

sejtszintű és molekuláris háttérmechanizmusai javarészt még ismeretlenek. A 

prekondícionálással ellentétben az ischaemiás posztkondícionálás elkülönítése önmagában a 

hosszan tartó ischaemiás inzultus után beinduló patológiás mechanizmusoktól jóformán 

lehetetlen, hiszen hatásaik összemosódnak. Hasonlóan nehéz a helyzet a neurotoxikus 

anyagok alkalmazásánál, hiszen könnyen elképzelhető, hogy egy vegyület némileg eltérő 

hatásokat vált ki egy ischaemiás károsodást szenvedett, és egy intakt, egészséges agyban. 

Ezért a protekciót biztosító különböző posztkondícionálást használó stratégiák sejtszintű és 

molekuláris háttérmechanizmusainak feltérképezése külön kihívást jelent a kutatók számára.  

Mindezek ellenére számos tanulmány számbavétele alapján kissé részletesebb képet 

kaphatunk a posztkondícionálás jótékony hatásairól. Több kutatócsoport is bizonyította azt, 

hogy fokális ischaemiát követően az ischaemiás posztkondícionálás javította a penumbra 

régió vérellátását (Zhao és mtsai., 2006; Gao és mtsai., 2008a), amelyet a teljes agyi 

vérellátásra vonatkozóan globális ischaemiát követően is leírtak (Wang és mtsai., 2008). Az 

azonnali és teljes reperfúzió fokozza az oxigén szabad gyökök felszabadulását, amely 

apoptózishoz vezet (Chan, 1996), továbbá a kialakuló gyulladásos reakciók szintén 

súlyosbítják az ischaemiás károsodás mértékét (Bowen és mtsai., 2006). Az ischaemiás 

posztkondícionálásról bebizonyosodott az, hogy csökkenti a szuperoxidok mennyiségét (Zhao 

és mtsai., 2006) és a lipid peroxidáz enzim szintjét is (Xing és mtsai., 2008). Danielisova és 

munkatársai (2006) pedig kimutatták azt, hogy 2 nappal a globális ischaemiás állapot 

kialakítása után korai posztkondícionálást alkalmazva az antioxidáns enzimek, név szerint a 

szuperoxid-dizmutáz (SOD) és kataláz (CAT) aktivitása jelentősen megemelkedik az agyban. 

A gyulladásos folyamatok során leukociták lépnek ki az érpályából az agyszövetbe, és 

aktivitásuk során károsítják a lipidmembránokat, a fehérjéket és a DNS-t (Chan, 1996). A 

gyulladás a citokinek, úgy mint az IL-1β és a TNFα, valamint az adhéziós molekulák, mint 
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például az ICAM-1 által közvetített folyamat (Kriz, 2006). A korai posztkondícionálás 24 

órával a stroke után csökkenti az agykéregben a mieloperoxidáz aktivitását, amely enzim 

megjelenése a leukociták akkumulálódását jelzi (Xing és mtsai., 2008). Xing és munkatársai 

(2008) azt is leírták, hogy a korai posztkondícionálás csökkenti az IL-1β és a TNFα mRNS 

expresszióját, valamint az ICAM-1 fehérje kifejeződését az agykéregben. Mindezen túl, Wang 

és munkatársai által 2008-ban végzett vizsgálatokból kiderül, hogy a korai posztkondícionálás 

csökkenti a citokróm-c felszabadulását a mitokondriumból a citoszólba, amely egy kritikus 

lépés az apoptózis folyamatának beindításában. Összességében elmondható tehát, hogy a 

posztkondícionálás gyulladás csökkentő hatással bír, valamint képes gátolni a programozott 

sejthalál folyamatainak indukcióját, ezáltal mérsékelni tudja az ischaemiás károsodás 

mértékét.  

A molekuláris folyamatok vizsgálatával foglalkozó laboratóriumok eredményei 

alapján valószínűsíthető az, hogy a posztkondícionálás védő hatásának kialakításában részt 

vesz az Akt túlélő útvonal (Gao és mtsai., 2008b; Pignataro és mtsai., 2008), a MAPK túlélő 

útvonal (Sawe és mtsai., 2008), a protein kináz-C izoenzimek szintjének megváltozása (Gao 

és mtsai., 2008b), valamint az ATP függő K+ csatornák nyitása is (Lee és mtsai., 2008). A 

fent említett molekuláris háttérmechanizmusok részletekbe merülő tárgyalása azonban 

túlmutat ezen dissszertáció keretein.   

 

 

A kainát receptorok szerepe az idegrendszerben 

Az ionotróp Glu receptorok családjába tartozó kainát receptorok (KAR-ok), az idegrendszer 

számos területén fontos szerepet játszanak a glutamáterg jeltovábbításban és a szinaptikus 

plaszticitásban egyaránt (Bleakman és Lodge, 1998; Bortolotto és mtsai., 1999; Chittajallu és 

mtsai., 1999; Frerking és Nicoll, 2000; Kullmann, 2001; Huettner, 2003; Lerma, 2003; Isaac 

és mtsai., 2004; Jaskolski és mtsai., 2005). Amíg a pre- és posztszinaptikusan elhelyezkedő 

KAR-ok specifikus módon képesek szabályozni a szinaptikus transzmisszió folyamatait, 

addig az extraszinaptikus receptorok az excitabilitás szabályozásában vesznek részt (Huettner, 

2003; Lerma, 2003). A KAR-ok növelik a neuronális folyamatok változékonyságát, mivel G-

fehérje kapcsolt szignalizációs receptorként is képesek viselkedni (Rozas és mtsai., 2003; 

Lauri és mtsai., 2005). Ezen túl egyre inkább bizonyítottnak tűnik az is, hogy a KAR-ok 

szerepet játszanak a szinapszisok kialakításában és fejlődésében egyaránt (Tashiro és mtsai., 

2003; Marchal és Mulle, 2004; Lauri és mtsai., 2005; Lauri és mtsai., 2006). Különösen igaz 
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ez a hippocampális moha rostok szinapszisaira, ahol a KAR-ok képesek irányítani az axonális 

filopódiumok mozgását (Tashiro és mtsai., 2003), amely folyamat az újonnan formálódó 

szinapszisok kezdeti stádiumában figyelhető meg. A KAR-ok farmakológiai aktivizálása a 

hippocampus CA1-es régiójában erősen csökkenti a glutamáterg szinaptikus jeltovábbítást 

(Chittajallu és mtsai., 1996; Vignes és mtsai., 1998; Clarke és Collingridge, 2002). Ez a hatás 

a preszinaptikus oldalon található receptoroknak tudható be, amelyek a felszabaduló Glu 

mennyiségét szabályozzák G-fehérjéhez kötött folyamatok révén (Frerking és mtsai., 2001; 

Lauri és mtsai., 2006). Ezek a preszinaptikus KAR-ok megtalálhatók és farmakológiai úton 

aktiválhatók a fiatal felnőtt patkányokban is, azonban érdekes módon a fiziológiás 

aktivitásukat csak az újszülöttkori fejlődésben írták le (Lauri és mtsai., 2006). Az 

újszülöttkori patkányok CA1-es régiójában a szóban forgó preszinaptikus receptorok 

tónusosan aktivált állapotban vannak a jelenlévő Glu-nak köszönhetően, ezáltal csökkentik a 

Glu felszabadulás lehetőségét az éretlen szinapszisokban (Lauri és mtsai., 2006). Ez a tónusos 

aktivitás a fejlődés során leszabályozódik, amely alátámasztja a KAR-ok szerepét a 

glutamáterg szinapszisok érési folyamataiban (Vesikansa és mtsai., 2007).  

A Glu receptor alegységek klónozásos vizsgálatai alapján kiderült, hogy az azonosított 

alegységek két különböző ionotróp (vagy nem NMDA típusú) receptor fajtát építhetnek fel, 

név szerint az AMPA és a KAR-okat (Hollmann és Heinemann, 1994; Bettler és Mulle, 

1995). Összesen 4 AMPA típusú (GluR1, GluR2, GluR3 és GluR4) és 5 KAR típusú (GluR5, 

GluR6, GluR7, KA1 és KA2) alegységet azonosítottak, amelyek tetramer kombinációban 

épülnek fel, az AMPA és KAR alegységek kereszt kombinációjának lehetősége nélkül 

(Bettler és Mulle, 1995). Vesikansa és munkatársai (2007) leírták, hogy a GluR5 alegységet 

tartalmazó KAR-ok kísérletes aktiválása jelentősen megnövelte, amíg ugyanezen receptorok 

hosszú távú gátlása pedig jelentősen lecsökkentette a piramissejtek működő glutamáterg 

szinapszisainak számát a hippocampus CA1-es régiójában. Ezek az adatok alátámasztják a 

KAR-ok fontos szerepét a glutamáterg szinapszisok kialakulásában és stabilitásában.  

A Glu szerkezeti analógja a kainsav (KA), amelyet először egy vörös alga fajból a 

Digenea simplex-ből vontak ki (Nitta és mtsai., 1958; Shinozaki és Konishi, 1970). A KA 

ionotróp Glu receptor agonista lévén, egy hatásos serkentő neurotoxin, amely magas dózisban 

alkalmazva excitotoxicitást (Olney és mtsai., 1974) és jelentős sejtpusztulást is okozhat 

(Nadler és mtsai., 1978; Sperk és mtsai., 1983) az arra érzékeny agyterületeken. Ezen túl a 

KA az egyik legelterjedtebb farmakon az állatkísérletes temporális epilepszia kialakításában 

is (Nadler, 1981; Ben-Ari, 1985).  
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7. ábra A glutamát és analógjának, a kainsavnak a szerkezeti felépítése 

 

A kainsavra és receptoraira vonatkozó ismereteink fényében munkacsoportunkban 

megvizsgáltuk azt, hogy a KA alkalmas lehet-e patkányokban a farmakológiai 

posztkondícionálás jótékony hatásainak kiváltásához globális hipoperfúziót követően.  

 

    

A fokális ischaemia modell és az alkalmazott vizsgálati módszerek rövid 
bemutatása  

Az átmeneti vagy tartós fokális ischaemiás állapot előidézéséhez a leggyakrabban alkalmazott 

módszerek a középső agyi artéria irreverzibilis vagy reverzibilis elzárása (middle cerebral 

arteriy occlusion, MCAO (Brint és mtsai., 1988; Duverger és MacKenzie, 1988; Barone és 

mtsai., 1992; Buchan és mtsai., 1992; Xue és mtsai., 1992; Barone és mtsai., 1997) és a 

fototrombotikus lézió, amelyet először Watson és munkatársai írtak le 1985-ben (Watson és 

mtsai., 1985). Az első módszer legfőbb hátránya, hogy invazív, egyik féle kialakításához a 

koponyacsont eltávolítása szükséges, amelynek nem elhanyagolható hatásait később már nem 

lehet kiküszöbölni. Előnye azonban, hogy átmeneti fokális ischaemiás állapot kialakítására is 

alkalmas. Munkacsoportunkban a másik elterjedt modellt alkalmaztunk a fokális ischaemia 

kialakításához, amelyet a könnyű alkalmazhatósága és jó reprodukálhatósága miatt számos 

szerven és szervrendszerben alkalmaznak az agyon kívül is (Kleinschnitz és mtsai., 2008). 

Számos közlemény született a gerincvelőben (Madsen és mtsai., 1998), az artéria carotisban 

(Shariat-Madar és mtsai., 2006), a bélben (Yano és mtsai., 1997) vagy a belső fülben (Asai és 
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mtsai., 1993) kialakított fototrombotikus léziót alakalmazó modellekről. A modell további 

előnye, hogy nem invazív, a fokális ischaemiás állapot előidézése akár az intakt 

koponyacsonton keresztül is megtörténhet. A trombózis kialakításához egy fényérzékeny 

anyagot, legtöbbször Bengal Rose-t juttatunk a kísérleti állat vérkeringésébe, majd egy 

meghatározott helyen erős fénnyel megvilágítjuk a véredényeket tartalmazó intakt szövetet. A 

megvilágítás a keringésben lévő anyag lokális aktiválódásához és szabad gyökök 

képződéséhez vezet, ami az endothélium peroxidációját okozza (Dietrich és mtsai., 1987a; 

Dietrich és mtsai., 1987b). A folyamat végül a trombociták aktiválódása révén aggregátumok 

(trombusok) kialakulásához és a vér-agy gát sérüléséhez vezet (Rosenblum és El-Sabban, 

1977; Lee és mtsai., 2007). A fototrombotikus lézió ezen túl ismétlődő kérgi kúszó-

depressziós (cortical spreading depression) epizódokat okozhat, amelyet az extracelluláris Glu 

szint jelentős növekedése kísér (Scheller és mtsai., 2000). 

Az akut, fokális ischaemiás inzultus hisztológiailag kimutatható sejtpusztulást, az 

elektrofiziológia szintjén pedig a szomatoszenzoros kérgi kiváltott válaszok (SEPs) 

csökkenését (Lye és mtsai., 1987), kérgi diszinhibíciót (Farkas és mtsai., 2003) valamint az 

infarktus területén regisztrálható depolarizációt okoz (Mies és mtsai., 1993). 

Munkacsoportunkban a fototrombózissal előidézett fokális ischaemia szomatoszenzoros 

kérget érintő funkcionális hatásait a kiváltott válaszok (KV) segítségével tanulmányoztuk.  

A SEPs kiváltásához a patkányoknál a leggyakrabban a bajusszőrök (vibrisszák) 

mechanikai vagy elektromos ingerlését alkalmazzák (Simons, 1983; Lur és mtsai., 2006). A 

vibrisszák follikulusait a nervus trigeminus maxilláris leágazása, az infraorbitális ideg 

innerválja (Arvidsson, 1982; Rice és mtsai., 1986). A follikulusokban Merkel-testek és szabad 

idegvégződések találhatóak (Rice, 1993; Rice és mtsai., 1993). Az ingerléssel kiváltott 

ingerület a pszeudounipoláris érzéksejtek perifériás nyúlványain keresztül eljut a Gasser 

dúcnak nevezett trigeminális ganglionba, ahol a szenzoros neuronok sejttestjei találhatóak. A 

ganglionban a bajuszpárnákban található follikulusok durva szomatotópiája figyelhető meg. 

Az információ innen a primer érzéksejtek centrális nyúlványán keresztül az agytörzsi 

trigeminális rendszer különböző magvaiba jut (Belford és Killackey, 1980). Ezek név szerint: 

nucleus principalis (nPr), subnucleus interpolaris (snI), subnucleus oralis (snO) és a 

subnucleus caudalis (snC) (Greuel és mtsai., 1988; Chiaia és mtsai., 1992). Az itt található 

barreletteknek nevezett strukúrális alegységekből az információ a thalamusz ventrális 

posterio-mediális (VPM) magjába és a posterior nucleusba (Po) jut (Chiaia és mtsai., 1991a; 

Chiaia és mtsai., 1991b). A thalamuszban a bajuszpárnák follikulusait reprezentáló elemeket 

barreloidoknak nevezzük (Van Der Loos, 1976). A thalamokortikális (TC) axonok a 
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patkányok esetében a legnagyobb sűrűségben az agykéreg IV., barrel-kéregnek nevezett 

rétegében végződnek (Herkenham, 1980; Jensen és Killackey, 1987), és gyors 

monoszinaptikus excitációt biztosítanak (Armstrong-James és mtsai., 1992). A barrel-

kéregnek visszacsatoló (feed-back) projekciói vannak a VPM-be (Welker és mtsai., 1988), 

valamint a trigeminális subnucleusokba is (Jacquin és mtsai., 1990). Az első elektrofiziológia 

vizsgálatok a barrel-neuronok, a vibrisszák és barreljeik között funkcionális 1-1 vetülést 

mutattak (Welker, 1971), későbbi munkák során azonban kiderült, hogy az alkalmazott altató 

típusa és az altatás mélysége növelheti a divergenciát (Armstrong-James és Fox, 1987).  

A Fluoro-Jade B (FJB) egy anionos fluoreszcein származék, amely a degenerálódó 

neuronokat festi meg (Schmued és Hopkins, 2000a; Schmued és Hopkins, 2000b). A 

neuronális károsodás számos kísérleti modelljében leírták a Fluoro-Jade és a FJB festések 

magas szelektivitását a degenerálódó neuronokra nézve (Schmued és Hopkins, 2000a; 

Schmued és Hopkins, 2000b; Obernier és mtsai., 2002). A FJB a Fluoro-Jade festék 

továbbfejlesztett analógja, amely az elődjéhez viszonyítva nagyobb affinitással kötődik a 

sérült neuronokhoz, így azokról jobb felbontású, részletgazdagabb és kontrasztosabb képet ad 

(Schmued és Hopkins, 2000a). Annak ellenére, hogy a Fluoro-Jade festékek molekuláris 

szerkezete és felépítése részleteiben ismert (Xue és mtsai., 1992; Schmued és mtsai., 2005), 

nagyon keveset tudunk arról, hogy melyik a degenerálódó neuronban megjelenő endogén 

molekulához kötődik valójában. 

Az agykérget érintő akut, fokális ischaemiás állapotok nem csak a funkcionális 

károsodást jelző SEPs csökkenésében mutatkoznak meg (Lye és mtsai., 1987), a neuronok 

komoly károsodását Fluoro-Jade festéssel is jelezni lehet az érintett agyterületen (Villa és 

mtsai., 2007).        

                         

 

A globális hipoperfúziós modell és az alkalmazott vizsgálati módszerek rövid 
bemutatása 

Az állatkísérletekben alkalmazott hipoperfúziós/ischeamiás modellek közül a leggyakoribb 

módszer az agyat ellátó valamelyik nagy artéria, és/vagy artériák irreverzíbilis vagy 

reverzíbilis elzárása. Az agyi vérellátás csökkenésének mértéke határozza meg azt, hogy 

hogyan változik a szinaptikus plaszticitás hatékonysága és hogy károsodnak-e az érintett 

agyterülethez tartozó neurológiai funkciók. A legáltalánosabb módszer a teljes, globális agyi 

ischaema kialakításához az un. 4 ér-elzárás módszere (4-vessel-occlusion, 4VO), amelyben az 
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agy vérellátása meghatározott időre teljesen megszűnik.  Ezt az állapotot a 2 arteria 

vertebralis elektrokauterrel történő irreverzibilis elroncsolásával és a 2 arteria carotis 

communis meghatározott időre történő reverzibilis leszorításával idézik elő (Burda és mtsai., 

2006; Sas és mtsai., 2008). Mivel a kéreg mellett a hippocampus CA1-es régiója a 

legérzékenyebb agyterület az oxigén és tápanyag hiányos állapotokra (Pulsinelli és mtsai., 

1983), ezért ezen agyterületen már néhány perces 4VO-t követően is kiterjedt, 70-80%-os 

sejtpusztulás detektálható (Burda és mtsai., 2006; Sas és mtsai., 2008). A teljes agyat érintő, 

de nem teljes ischaemiás állapotot globális hipoperfúziónak nevezzük. Ezen állapot 

kialakításához csak a 2 arteria carotis communist szorítjuk le (2-vessel-occlusion, 2VO) 

hosszabb-rövidebb időre. A 2VO paradigmát akut vagy krónikus agyi hipoperfúzió 

(atherosclerosis, arterio-venosus malformatio) és egyéb csökkent vérállátással járó betegségek 

pl. Alzheimer-kór (De Jong és mtsai., 1999; Farkas és Luiten, 2001) modellezésére is 

használják. A carotis-ok leszorítása után az agy vérellátása azonnal az egyharmadára csökken 

(Farkas és mtsai., 2007), azonban a patkányok Willis-köre teljes (Farkas és mtsai., 2007) ezért 

a vérellátás redisztribúciójára és a csökkent vérellátás kompenzációjára van lehetőség. Ennek 

köszönhetően az érzékeny elektrofiziológiai mérések alapján elmondható, hogy a 2VO csak 

kis mértékben okoz zavarokat a szinaptikus plaszticitás folyamataiban (Li és mtsai., 2006; 

Marosi és mtsai., 2009). Az idegsejt károsodásra és pusztulásra irányuló kevésbé érzékeny 

morfológiai vizsgálatokkal (FJB, S-100 és Nissl festés) pedig ezidáig egyáltalán nem sikerült 

jelentős különbséget kimutatni az intakt állapothoz képest (Marosi és mtsai., 2009).  

A hosszútávú szinaptikus aktivitás növekedése, azaz az LTP (long-term potentiation), 

amelyet először Bliss és Lomo írt le (1973) altatott nyúl hippocampusában, a mai napig a 

legelfogadottabb módszer a memória és a tanulás sejtszintű mechanizmusainak vizsgálatához 

(Bliss és Collingridge, 1993; Martin és mtsai., 2000). Az LTP kiváltásához rövid ideig tartó 

nagy frekvenciás sorozatingerlést (HFS) vagy theta-burst ingerlést (TBS) (Rose és 

Dunwiddie, 1986; Shors és Matzel, 1997) alkalmaznak. A nagy frekvenciás ingerlés időbeli 

hossza és frekvenciája jelenti azokat a paramétereket, amelyek megszabják a plaszticitás 

mértékét és időbeli lefutását. Az LTP típusát tekintve lehet asszociatív és nem-asszociatív 

jellegű. Az asszociatív forma NMDA receptor-függő, heteroszinaptikus, azaz pre- és 

posztszinaptikus változások is történnek a két szinapszis társítása során. Ilyen típusú LTP 

indukálható a hippocampus CA3-as régiójából kiinduló Schaffer-kollaterálisok és a CA1-es 

régió piramis sejtjei között meglévő szinapszisokban (Bliss és Collingridge, 1993). A nem-

asszociatív forma NMDA-független, a preszinaptikus transzmitter felszabadulás fokozódása 

idézi elő, amelyet egy adott inger folyamatos ismétlése vált ki (Kandel és Schwartz, 1982). 
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Nem-asszociatív típusú LTP indukálható a hippocampus gyrus dentatus szemcsesejtjei és a 

CA3-as piramissejtek szinapszisaiban. Az LTP időbeli lefutását tekintve beszélhetünk a korai 

vagy átmeneti fázisról, amelyben a tetanikus ingerlés hatására felszabaduló Glu a 

posztszinaptikus sejt glutamáterg ioncsatornáihoz kötődve Ca2+ beáramlást eredményez az 

intracelluláris térbe. A megnövekedett Ca2+ koncentráció, és az ezáltal elinduló enzimatikus 

reakciók hatására retrográd messengerek szabadulnak fel a posztszinaptikus sejtből, amelyek 

a preszinaptikus sejt transzmitter leadását fokozzák (Kandel és Schwartz, 1982), majd a 

folyamat végén többek között megnő az AMPA receptorok száma a posztszinaptikus 

membránban. A késői, vagy tartós fázisban fokozódik az új szinapszisok létrehozásához 

szükséges gének kifejeződése és a fehérjeszintézis is (Kandel és Schwartz, 1982; Bliss és 

Collingridge, 1993). A folyamat során a szinaptikus felület megnő, majd a perforációnak 

nevezett folyamat végén a dendrit elágazik és új szinapszist hoz létre (Geinisman és mtsai., 

1991; Harris és mtsai., 2003)(8. ábra).   

 

 

8. ábra Új szinapszisok keletkezésének sematikus ábrázolása a magas ferkvenciás ingerléssel (HFS) kiváltott 
hosszú távú aktivitás fokozódás (LTP) során. Már 10 perccel a magas frekvenciás ingerlést követően a 
megnövekedett Ca2+ koncentráció hatására új AMPA receptorok szállítódnak vezikulákba csomagolva a 
posztszinaptikus membránba. Mindez a posztszinaptikus denzitás (PSD) megnövekedését is eredményezi. 30 
perc elteltével megtörténik a PSD perforációja, majd egy eddig ismeretlen mechanizmus révén létrejön a több-
tüskés (multi-spine) szinapszis. Retrográd szignalizáció révén, vélhetően adhéziós molekulák közvetítésével, 
valamivel több, mint egy óra elteltével megtörténik a szinapszisok teljes szétválása (Luscher és mtsai., 2000). 

 

Az utóbbi évtizedben számos tudományos közleményben megjelent kísérleti eredmény 

támasztja alá azt az elképzelést, miszerint az LTP és a memória kialakulásának hátterében a 

hippocampusban található piramis sejtek dendrittüskéinek és a tüskeszinapszisainak az 

átrendeződése, számuk növekedése és ezek stabilizálódása áll (Sorra és Harris, 2000; Kandel, 
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2001; Kasai és mtsai., 2003). A dendrittüskék adják a legfőbb szinaptikus bemeneti helyeket, 

így kulcsszerepet játszanak az agyat felépítő sejtek kapcsolatainak kialakításában (Fiala és 

mtsai., 2002)(9. ábra). A dendrittüskék plaszticitására vonatkozó ismereteink segíthetik a 

normális fejlődés, valamint a tanulás és memória folyamataiban bekövetkező szinaptikus 

változások megértését is. Az utóbbi években a dendrittüskék vizsgálata kulcsfontosságú 

szerepet kapott a patológiás folyamatokban, hiszen ezek a fénymikroszkóppal is vizsgálható 

struktúrák, kiváló indikátorai a szinaptikus kapcsolatok változásainak (Globus és Liversage, 

1975; Ryugo és mtsai., 1975). A szinaptogenezis során egy dinamikus, ujj-szerű struktúra, a 

filopódium türemkedik ki a dendritek falából és a környezetükben található axonokkal vagy 

axonális filopódiumokkal lépnek kontaktusba (Fiala és mtsai., 1998). Amennyiben a 

filopódium kapcsolatot talál, akkor visszahúzódik és közben magával vonja a környezetében 

található axont is. A visszafejlődött filopódium helyén pedig megjelenik az érett dendrittüske 

és megtörténik a szinaptogenezis folyamata (Fiala és mtsai., 1998). 

 

9. ábra Hippocampus CA1-es régióban található piramissejt stratum radiatum rétegéből származó dendritikus 
szegmensének a rekonstrukciója. A serkentő szinapszisok (vörös) a dendrittüskék megvastagodott fején, a gátló 
szinapszisok (kék) pedig a dendritek törzsén találhatóak. Skála: 1µm (Fiala és mtsai., 2002).  

 

A dendrittüskék szerepe nemcsak a szinapszisok kialakításában kulcsfontosságú, hiszen az 

excitotoxicitás során megemelkedett Ca2+-szintet is képesek pufferelni (Yuste és Denk, 1995; 

Majewska és mtsai., 2000). A hosszabb dendrittüskék a hálózat szintjén, elektromosan és 

biokémiailag lokálisan izolálhatják az excitotoxikus hatásokat. Ez segítheti a neuront a 

posztischaemiás agyban lévő káros folyamatok kivédésében, mint pl. a megemelkedett Ca2+-

szint (Calabresi és mtsai., 2003) és a kúszó depresszió (Back és mtsai., 1994). A 



30 
 

dendrittüskék sokrétű feladatainak fényében látható, hogy a patológiás elváltozásaik jelentős 

hatással bírhatnak az agyi funkciókra.  

Mivel az agy rendkívül érzékeny az oxigén és tápanyag hiányos állapotokra, már 20 

perces ischaemia is jelentősen károsítja a dendrittüskéket, varikozitások alakulnak ki, amely 

később számuk csökkenéséhez vezet (Park és mtsai., 1996). Ilyen ischaemiás/hipoxiás 

állapotot követő dendrittüskeszám-csökkenést leírtak újszülött bárányban (Rees és mtsai., 

1999), patkányok hippocampusában (Pokorny és mtsai., 1982), a nucleus caudatusban 

(Norton és Culver, 1977) és a szenzo-motoros kéregben egyaránt (Akulinin és mtsai., 1997). 

Ez a morfológiai változás ráadásul igen gyors lehet, sebessége összemérhető az LTP 

kialakulásának sebességével (Fischer és mtsai., 1998; MacLusky és mtsai., 2005). Már 

viszonylag rövid ideig tartó hipoperfúzióról is bebizonyították, hogy csökkenti az LTP 

indukálhatóságot; 20 perces kétoldali carotis leszorítás után már nem sikerült tartós LTP-t 

kiváltani (Li és mtsai., 2006). In vitro kísérletekben már ennél is rövidebb hypoxia (3-6 perc) 

elég volt az LTP indukálhatóságának jelentős lerontásához (Gasparova és mtsai., 2008). 

Krónikus hipoperfúzió kapcsán a kísérleti állatok tanulási képességének csökkenését (Kudo és 

mtsai., 1990; de la Torre és mtsai., 1992; Ohta és mtsai., 1997) és a motoros teljesítmény 

romlását (Sekhon és mtsai., 1997) többen megfigyelték.  

Amennyiben egy ischaemiás hatás következtében zavar alakul ki a szinaptikus 

működésekben, azt az LTP kiválthatóságának csökkenésével és az alapvető glutamáterg 

szinaptikus transzmisszió romlásával párhuzamosan a dendrittüskék számának csökkenése is 

jelzi. Munkacsoportunkban megvizsgáltuk a 30 percig tartó globális hipoperfúzió káros 

hatásait, amelyet aztán  megpróbáltuk  kainsavval történő posztkondícionálással kivédeni.  
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Célkitűzések 
 
 

1. Munkacsoportunkban célul tűztük ki a fototrombotikus lézióval előidézett fokális agyi 

ischaemia káros hatásainak elektrofiziológia tanulmányozását az érintett terület core és 

penumbra régiójában egyaránt. Az in vivo elektrofiziológiai mérések eredményeinek 

kiegészítéséhez és megerősítéséhez szövettani vizsgálatokat is terveztünk.   

 

 
2. Az utóbbi években több közlemény is megerősítette az oxálecetsav neuroprotektív 

hatásait zárt feji sérülés (Zlotnik és mtsai., 2008) és globális hipoperfúzió (Marosi és 

mtsai., 2009) esetében is. Kísérleteinkben az oxálecetsav utókezelés esetleges 

neuroprotektív hatásának vizsgálatát tűztük ki célul a fent említett fokális ischaemia 

modellben. 

 

 

3. A globális agyi hipoperfúzió funkcionális következményei viszonylag jól ismertek (Li 

és mtsai., 2006), azonban szövettani elváltozásokat nem sikerült kimutatni még a 

hipoxiára leginkább érzékeny hippocampális CA1-es régióban sem 30 percig tartó 2VO 

esetében (Marosi és mtsai., 2009). A második nagy kísérletsorozatunkban az in vitro 

elektrofiziológiai vizsgálatok mellett törekedtünk egy megfelelően érzékeny 

morfológiai módszer optimalizására, amely tükrözi a globális hipoperfúzió szinaptikus 

következményeit. 

 

  

4. A posztkondícionálás egy viszonylag új és kevésbé ismert neuroprotektív stratégia. 

Munkacsoportunkban célként tűztük ki a kainsavval különböző időpontokban történő 

posztkondícionálás esetleges neuroprotektív hatásának vizsgálatát a fent említett 

globális agyi hipoperfúziós modellben.     
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Anyagok és módszerek 
 

Felhasznált állatok:  

Vizsgálataink során felnőtt hím Wistar (N=110) patkányokat használtunk fel. Az állatok 220-

300 g súlyúak voltak. Az állatház hőmérsékletét folyamatosan 23 °C fokon tartottuk illetve 

12:12 órás sötét-világos periódust biztosítottunk. Az állatokat minden esetben külön, 

szabványos műanyag ketrecekben tartottuk állandó szabad hozzáférést biztosítva az élelemhez 

és a vízhez. Hogy elkerüljük az állatok szenvedését, az invazív beavatkozásokat mély altatott 

állapotban végeztük illetve törekedtünk a felhasznált állatok számának minimalizálására. 

Kísérleteink során minden esetben betartottuk a laboratóriumi állatok gondozásával 

kapcsolatos alapelveket (NIH Publikáció No. 85-23), a Szegedi Tudományegyetem Etikai 

Bizottsága által jóváhagyott állatgondozással kapcsolatos protokollt (1998), és az Európai 

Közösségek Tanácsának 1986. november 24-i rendeletét (86/609/EEC). 

 

 

Fokális ischaemia modell: 

Az agykérget érintő akut, fokális ischaemia rövid távú káros következményeinek és az OxAc 

utókezelés esetleges neuroprotektív hatásának a vizsgálatához funkcionális (in vivo 

elektrofiziológiai) és hisztológiai kísérleteket végeztünk.  

 

 

Kísérleti állatcsoportok a fokális ischaemia modellben: 

A kísérleteinkhez felhasznált kísérleti állatcsoportokat az 1. táblázat mutatja be az állatok 

számával és a mortalitási adatokkal együtt. A kísérletekhez annyi állatot használtunk fel, hogy 

minden csoportban minimum 5 darab túlélő állat kerüljön értékelésre. 
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N/Mortalitás  Elektrofiziológia Szövettan   Összesen 

Álműtött kontroll csoport 5/0 Ø 5/0 

Fototrombotikus léziós (FL) 
csoport (kezeletlen csoport) 

7/2 12/4  19/6 

FL + Oxálecetsavval (OxAc) 
kezelt csoport (kezelt csoport)  

6/1 

 

6/1 12/2 

Összesen 18/3 18/5 36/8 

1. táblázat: A fokális ischaemia modellben alkalmazott állatcsoportok az elektrofiziológiai és a szövettani 
kísérletekhez felhasznált állatok számával (N) és a mortalitási adatokkal. Amíg az álműtött kontroll csoportban 
nem volt, a fototrombotikus lézión átesett (FL) csoportban hozzávetőlegesen 31,5%-os, a FL után oxálecetsav 
(OxAc) kezelésben részesült csoportban pedig megközelítőleg 16,6%-os mortalitást tapasztaltunk.      
 

 

Fototrombotikus lézió: 

Az agykérget érintő akut fokális ischaemiás állapotot fototrombotikus lézióval váltottuk ki. A 

sebészeti beavatkozások során intraperitoneális (i.p.) uretán (Sigma-Aldrich, München, 

Németország) injekcióval (1,3 g/ ttkg) altattuk az állatokat, amely egyenletes, hosszan tartó 

mély alvást biztosított, ezáltal alkalmas volt a több órán át tartó mérésekhez. Az állatok 

testhőmérsékletét egy rektális hőmérővel összekötött feed-back szabályozással ellátott 

infravörös lámpa segítségével folyamatosan 37±0,5 °C –on tartottuk. Miután pupillareflex 

vizsgálattal megbizonyosodtunk az altatás sikerességéről, kipreparáltuk, és steril injekciós tűt 

(Luer 23G) helyeztünk az állatok baloldali farokvénájába a későbbi i.v. anyagbeadás 

megkönnyítéséhez. Ahhoz hogy elkerüljük a vér tűbe alvadását, kis mennyiségű heparint 

(Biochemie, Ausztria) juttattunk a vénába, majd a tű végét légmentesen záró dugóval zártuk 

le. A patkányok fejét sztereotaxiás készülékben (David Kopf Instrument, Tujunga, USA) 

rögzítettük, majd baloldalon az elsődleges szomatoszenzoros kéreg (SSI) feletti területről 

eltávolítottuk az állatok fejbőrét és az egyéb kötőszövetes elemeket. A koponyacsontot 

fiziológiás sóoldattal letisztítottuk, hogy a tájékozódást megkönnyítő mérőpontok, mint 

például a Bregma (a sutura sagittalis és a sutura coronalis találkozása), jól láthatóvá váljanak. 

A fototrombotikus lézió kiváltásához Bengal Rose (Sigma-Aldrich) oldatot (30 mg/ ttkg) 
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juttattunk 1 ml térfogatban az állatok keringésébe i.v. az előzőleg elhelyezett kanülön 

keresztül. Az anyagbeadást lassan végeztük, hogy egyenletes eloszlást biztosítsunk az állatok 

keringésében. Az oldat beadását követően 20 percen keresztül világítottuk meg az állatok SSI 

kérgét az intakt koponyacsonton keresztül, 3 mm átmérőjű diafragma nyílás mellett, erős, 

hideg fénnyel (Fibrolux 150H; 10. ábra B). A fokális ischaemia kialakítása után az állatok 4 

órás túlélést követően kerültek előkészítésre a szövettani vizsgálatokhoz (10. ábra A). 

 

In vivo elektrofiziológia: 

A fokális ischaemia a központi idegrendszer működésére gyakorolt káros hatásait a 

szomatoszenzoros kérgi kiváltott válaszok mérésével vizsgáltuk. Ehhez a patkányok 

trigeminális rendszerét ingereltük a jobb oldali bajuszpárnába szúrt bipoláris tűelektródák 

segítségével. Az ingerlés 0.3 ms jeltartamú, 4-6 V amplitúdójú és 0.1 Hz-es frekvenciájú 

négyszögimpulzusokkal történt (WPI 301-T, Sarasota, Florida, USA). A perifériás ingerlés 

hatására keletkező ingerület az infraorbitális idegen keresztül áthalad a nucleus Principalis-on 

(nPr), majd a thalamuszon (VPM) átkereszteződve éri el a szomatoszenzoros kérget. Az 

ingerlést úgy állítottuk be, hogy a tűelektródákon keresztül érkező impulzusok a bajuszpárna 

még éppen látható mozgását váltsák ki. A rágcsálók bajusszőrei (vibrisszák) öt sorban 

helyezkednek el, amelyeket a szemtől kezdődően nagybetűkkel (A-E) jelölnek. Az egy sorban 

helyet foglaló vibrisszák számozása pedig a fültől kezdődően számokkal történik. Az ingerlő 

elektródákat minden esetben a C2-es és C5-ös bajuszszőr follikulusába szúrtuk. Az ingerlés 

megkezdése után a gömbfejű, ezüst elvezető elektródát az elsődleges szomatoszenzoros kérgi 

terület fölé helyeztük, és megkerestük azt a helyet, ahol az adott ingerre a sejtek a legnagyobb 

amplitúdóval válaszolnak (punctum maximum, 10. ábra D pont). Ez a pont az általunk 

használt C2-C5-ös follikulus ingerlés esetében a Bregmától caudálisan 3, laterálisan 5 mm-re 

található egy 250 g-os állat esetében. A punctum maximumtól rostrálisan és caudálisan is 

további 3-3 ponton végeztünk méréseket, így összesen 7 különböző mérőpontunk volt, 

amelyek egy virtuális vonal mentén helyezkedtek el 5 mm-re a középvonaltól (10. ábra B). A 

mérőpontok az elsődleges szomatoszenzoros kéreg területén kívül a mellső végtagi régiót és 

részben a parietális asszociációs kérgi területet is magában foglalják (Paxinos és Watson, 

1998). Mivel az elvezetéseket az intakt koponya felszínéről végeztük, ezért elektróda-pasztát 

alkalmaztunk, hogy biztosítsuk a megfelelő elektromos kontaktust. A regisztrátumokat 

differenciál erősítő segítségével amplifikáltuk, (Tektronix AM502, Beaverton, USA), és a 



35 
 

külső forrásokból származó zajokat az erősítőn található sávszűrő segítségével küszöböltük 

ki. A szűrési tartomány alsó határa 1 Hz, a felső határa pedig 3 kHz volt. A biológiai jeleinket 

analóg-digitális konverter (Digidata 1200, Axon Instruments, USA) segítségével 

digitalizáltuk. Az adatokat számítógépen tároltuk a további feldolgozáshoz (pClamp 6.0.4. 

software, Axon Instruments, USA). A kiváltott válaszokat (6/perc) 3 percen keresztül 

regisztráltuk minden mérőpontban, majd ezeket átlagoltuk (18 KV minden pontban). A 

regisztrálás megkezdése előtt körülbelül egy órával megkezdtük az ingerlést, hogy a kiváltott 

válaszok amplitúdója stabilizálódjon a kezdeti jellemző oszcilláció után. A regisztrálás 

minden állatcsoportban egy kontroll szakasz felvételével kezdődött a fototrombotikus lézió 

kiváltását megelőzően, amely minden egyes mérőpontot magában foglalt. A fokális ischaemia 

kiváltását követően a méréssorozatok 1, 2, 3 és 4 órával az inzultus után kezdődtek (10. ábra 

A).  
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10. ábra A fototrombotikus lézió kiváltását és az alkalmazott elektrofiziológia mérések protokollját bemutató 
sematikus illusztrációk. A:  A kiváltott válaszok (KV) vizsgálatára irányuló funkcionális kísérletek protokollja. A 
fokális ischaemia kiváltását minden esetben egy kontroll regisztrátum felvétele előzte meg (-60 perc). A Bengal 
Rose beadást (30 mg/ttkg, i.v.) egy 20 percig tartó erős, hideg fénnyel történő megvilágítás követte. A 
megvilágítás a punctum maximum pontban (D) történt az elsődleges szomatoszenzoros kéreg feletti területen, 
egy 3 mm átmérőjű rekesznyíláson keresztül. A kezelt csoportba tartozó állatok ezt követően egy 30 percig tartó 
OxAc kezelést (12 mg/ttkg; i.v.), a kezeletlen csoport tagjai fiziológiás sóoldatot kaptak. Az anyagbeadást 
követő 240 perces periódusban óránként mértük a kiváltott válaszok amplitúdóinak változásait a B panelen 
bemutatott koordinátákon. B: A kiváltott potenciálok regisztrálását 7 különböző koordinátán végeztük egy 
virtuális vonal mentén a középvonaltól 5 mm-re laterális irányban. Az amplitúdók punctum maximuma (D), a 
bregmától caudálisan 3, laterálisan 5 mm-re helyezkedett el. Rostrális (C, B, A) és caudális (E, F, G) irányban 
távolodva a punctum maximumtól a kiváltott válaszok regisztrált amplitúdói fokozatosan csökkentek.              
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Szövettan, Fluoro-Jade B festés: 

A fokális ischaemia modellben a funkcionális vizsgálatok mellett szövettani vizsgálatokat is 

végeztünk. A fototrombotikus lézió következtében elhalt neuronok számának és a keletkezett 

lézió kiterjedésének meghatározása céljából egy specifikus fluorokróm festéket, a Fluoro-Jade 

B-t (FJB) használtuk. A szövettani vizsgálatok számára előkészített állatokat transzkardiálisan 

perfundáltuk foszfát pufferben (0,1 M) oldott 4%-os paraformaldehid oldattal. Az agyakat 

óvatosan eltávolítottuk a koponyából az átmosás után, majd egy éjszakán át ugyanebben az 

oldatban utófixáltuk. Másnap az agyakat 24 órára 20%-os szacharóz oldatba helyeztük. Ezt 

követően fagyasztva metsző mikrotómmal (Frigomobil Modell 1206, Reichert-Jung, Nußloch, 

Németország) 36 µm vastag szeleteket metszettünk a teljes szomatoszenzoros kérgi lézió 

területéről. Az agyszeleteket PBS – 0,4%-os TritonX oldatok keverékéből zselatinozott 

tárgylemezre húztuk fel, ügyelve a szeletek pontos sorrendjére. A metszeteinket dehidratáltuk 

felszálló etanol sorban, majd 15 percre 0,06%-os kálium-permanganát oldatba helyeztük. Ezt 

követően a szeleteket desztillált vízben mostuk, mielőtt 30 percre 0,001%-os FJ-B 

(Chemicon) oldatba helyeztük. A festés után a metszeteket újból átmostuk desztillált vízben 

(3x1 perc), és egy napig száradni hagytuk a sötétkamrában. A megszáradt metszeteket a festés 

után Fluoromount segítségével fedőlemezzel lefedtük.  

A sorozatmetszeteket mikroszkóp alatt (Olympus BX51, Tokió, Japán) vizsgáltuk. A 

gerjesztő fény hullámhosszát 470-490 nm-re állítottuk, a kibocsátott fény hullámhossza 520 

nm volt. A jelölődött sejteket minden metszeten a számunkra kifejlesztett speciális program 

segítségével számoltuk össze. A kapott adatokat átszámoltuk 1 mm2 területegységre illetve a 

metszetvastagság ismeretében kikalkuláltuk a lézió kiterjedését mm3-ben.                                     
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11. ábra  A fototrombotikus lézió kiváltásának sematikus protokollja a szövettani vizsgálatok esetében (A). 
Fluoro-JadeB festés a szomatoszenzoros kérgen kialakított fokális iscaemia után (B; 60x-os nagyítás). A 
fototrombotikus lézió hatására az agykéregben elhalt vagy sérült neuronok jól láthatóan világítanak. Inszert: a 
lézionált terület egy részlete 240x-es nagyításban.   

 

Oxálecetsav kezelés: 

A kísérletek során az elektrofiziológiai és hisztológiai mérésekre kerülő kezelt csoportba 

tartozó állatok is 12 mg/ttkg mennyiségű és 1,5 ml végtérfogatú OxAc (Sigma-Aldrich, 

München, Németország) injekciót kaptak. Az i.v. anyagbeadás közvetlenül a 20 perces 

megvilágítás után (utókezelés) történt. Az alkalmazott dózist a korábban megjelent, glutamát 

scavengerek hatását vizsgáló szakirodalmi adatok alapján választottuk meg (Gottlieb és 

mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai., 2007; Teichberg és mtsai., 2008). Az OxAc egy erős sav ezért 

0,2 M-os foszfát pufferben oldottuk fel, hogy a pH-ja 7,2-7,4 között legyen. Az anyagbeadást 

nagyon lassan végeztük (50µl/perc) 30 percen keresztül fecskendő és stopper segítségével, 

hogy elkerüljük a vértérfogat és ezáltal a vérnyomás hirtelen megemelkedését, illetve 

egyenletes eloszlást biztosítsunk a vérben. A kontroll csoportba tartozó állatok a kezeltekkel 

megegyező térfogatú fiziológiás sóoldatot kaptak.         
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Alkalmazott statisztikai módszerek: 

A szomatoszenzoros kéreg területéről elvezetett kiváltott válaszok regisztrált amplitúdó 

értékeit a SPEL advanced Intrasys (v1.3.0.48; Experimetria Ltd.) szoftver  segítségével 

csúcstól csúcsig, azaz a minimum és a maximum pontjuk között mértük meg (12. ábra).  

Azért, hogy összehasonlíthatóak legyenek a különböző állatokból származó adatok, a kontroll 

szakasz átlag értékéhez, mint 100%-hoz normalizáltuk az amplitúdó értékeket. A változóink 

eloszlásának vizsgálatához, minden esetben a Kolgomorov-Smirnoff  tesztet, a variancia 

homogenitás vizsgálatához pedig a Levene-tesztet végeztük el. A különböző 

állatcsoportokban a punctum maximumból elvezetett amplitúdó értékek időbeli 

különbségeinek statisztikai analíziséhez a parametrikus, egy-utas ANOVA tesztet végeztünk 

Bonferroni post hoc teszt alkalmazásával. Az egy állatcsoporton belül különböző 

koordinátákon, különböző időpontokban mért értékek statisztikai analíziséhez a páros-minta t-

tesztet alkalmaztuk. A FJB pozitív sejtek számára és a lézió kiterjedésére vonatkozó 

statisztikai analízist a két független-minta t-teszttel végeztük. A statisztikai számításokat az 

SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) program segítségével végeztük el. 

Minden esetben a P≤0,05 értéket tekintettük szignifikáns különbségnek.   

      

 
 

12. ábra Egy szomatoszenzoros kérgi kiváltott választ mutató reprezentatív regisztrátum.  A potenciál 

változások amplitúdóit a minimum (b) és maximum (a) csúcsok között mértük meg. A biológiai jelek maximum 
és minimum csúcsai az ingerbetörést követően 7-9 ms illetve 11-13 ms késéssel jelentkeztek.  
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Globális hipoperfúziós modell: 
 

A teljes agyat érintő csökkent perfúzió rövid távú káros következményeit és a kainsav (KA) 

kezeléssel történő posztkondícionálás, mint esetleges neuroprotektív beavatkozás lehetőségeit 

funkcionális (in vitro elektrofiziológia) és morfológiai (Golgi-Cox festés) méréssorozatokkal 

vizsgáltuk. 

 

Kísérleti állatcsoportok a globális hipoperfúziós modellben: 

A vizsgálatainkban felhasznált kísérleti csoportokat az állatok számával és a mortalitási 

adatokkal a 2. táblázat mutatja be. A globális hipoperfúziót elszenvedő (2VO) állatcsoportok 

kainsavval történő posztkondícionálását az ischaemiás eseményt követően különböző 

időpontokban kíséreltük meg: 2VO után közvetlenül (2VO 0h KA), 1 nappal később (2VO 

24h KA) és 2 nappal később történő KA kezeléssel (2VO 48h KA). Ezekben a csoportokban, 

valamint az álműtött kontroll csoportban az elektrofiziológiai és morfológiai méréseket 3 

napos túlélést követően végeztük el. Az ischaemiás inzultust követően esetleg spontán (KA 

kezelés nélkül) bekövetkező funkcionális javulás vagy romlás vizsgálatához, a 2VO-t 

követően különböző túlélési idővel végeztünk elektrofiziológiai méréseket: 2VO után 1 

nappal (2VO 24h), 2 nappal (2VO 48h), 3 nappal (2VO 72h) és 4 nappal (2 VO 96h). Az 

önmagában (2 VO nélkül) történő KA kezelés rövid távú hatásainak vizsgálatához szintén 

különböző túlélési időt követően végeztünk funkcionális vizsgálatokat: KA kezelést követően 

1 nappal (KA 24h), 2 nappal (KA 48h) és 3 nappal (KA 72h). 

Az elektrofiziológiai mérésekhez annyi állatot használtunk fel, hogy minden csoportban az 

LTP indukció vizsgálatához minimum 8 darab, az I/O görbe felvételhez min 6 darab mérési 

adatsorunk legyen. Ez minimum 4 darab túlélő állatot jelent csoportonként. A szövettani 

méréseinkhez minden csoportban 3-3 állatot használtunk fel, hogy elérjük a kellően 

reprezentatív detektált dendrittüske számot (10 ezres nagyságrend).      
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N/csoport Elektrofiziológia Golgi-Cox 

 

állatszám /  

mortalitás 

 

LTP indukció / 

 IO görbe 

állatszám/ vizsgált sejtszám/ 

detektált spine szám 

Álműtött kontroll 4/0 8/6 3/60/32774 

2VO 72h 6/2 8/6 3/60/15036 

2VO 48h KA 4/0 8/6 3/60/30954 

2VO 0h KA 8/4 8/0 Ø 

2VO 24h KA 6/2 8/0 Ø 

2VO 24h  6/2 8/0 Ø 

2VO 48h  5/1 8/0 Ø 

2VO 96h 6/2 8/0 Ø 

KA 24h 4/0 8/0 Ø 

KA 48h  4/0 8/0 Ø 

KA 72h  4/0 8/0 Ø 

összesen: 70/14 96/18 9/180/78764 

 

2. táblázat A globális hipoperfúziós modellben felhasznált kísérletes állatcsoportok. Az elektrofiziológiai 
méréseinkhez összesen 62 db állatot használtunk fel, ebből 14 db pusztult el még a tervezett kísérletek előtt 
(~22%-os mortalitás). A szövettani méréseinkhez csoportonként 3 db állatot, állatonként 20 db CA1-es neuron 
apikális dendritjét vizsgáltuk meg. 3 független kísérletező „vakon” végzett számolása eredményeként összesen 
78764 db dendrittüskét detektáltunk.    
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Kétoldali carotis communis okklúzió (2VO) az in vitro elektrofiziológiához és szövettanhoz: 

A teljes agyat érintő átmeneti hipoperfúziós állapot előidézéséhez a kétoldali carotis 

communisokat (CCA) zártuk el (Tsuchiya és mtsai., 1992; Tsuchiya és mtsai., 1993) 

reverzibilis módon. Az állatokat először 10 ml/ ttkg dózisú, intraperitoneálisan alkalmazott 

4%-os klorál-hidrát oldattal altattuk el. A műtét során az állatok testhőmérsékletét állandó 

értéken (37±0,5 °C) tartottuk egy feedback-szabályozott infralámpa segítségével. A 

preparálás során a legkevesebb vérzést okozva, tompán boncolva feltártuk a CCA-kat, 

eltávolítottuk az erekkel együtt futó vagoszimpatikus idegköteget, cérnára vettük az artériákat, 

majd végül sérülést nem okozó aneurizmás csipesszel (Aesculap, B. Braun) 30 percre elzártuk 

azokat. A fél órás érelzárást követően eltávolítottuk a csipeszeket, ezáltal elindítottuk a 

reperfúziót az állatok agyában. A több napos felépülési idő miatt a műtét során keletkezett 

sebet antibiotikummal (Strepto-Fatol, FATOL Arzneimittel GmbH) kezeltük az esetleges 

fertőzések elkerülése érdekében, végül a sebet varrással bezártuk. Az álműtött kontroll (sham 

control, s.c.) csoportba tartozó patkányokon a fent leírt folyamatokat hajtottuk végre CCA 

okklúzió nélkül. A műtétek, illetve az azt követő regenerációs idő alatt 20%-os mortalitást 

tapasztaltunk az állatoknál, amely valószínűleg az altatás és/vagy a műtéti beavatkozás során 

fellépő nem várt mellékhatásoknak tudhatók be.  

 

 

13. ábra A:  Az arteria carotis communisok (CCA) elhelyezkedését bemutató rajz (Farkas és mtsai, 2002; alapján 
módosítva). B: A leszorításra váró kipreparált és fonálra fűzött carotisok.   
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In vitro elektrofiziológia: 

A globális hipoperfúzió káros hatásait a szinaptikus plaszticitásra (LTP indukálhatóság) és az 

alapvető szinaptikus jeltovábbításra (I/O görbe) túlélő, akut agyszeleteken vizsgáltuk. A 

vizsgálatok célpontjául a hippocampus CA1-es régióját választottuk, mivel ez a terület az 

egyik legérzékenyebb az iscaemiás állapotokra. A túlélő agyszeletek elkészítéséhez az 

állatokat dekapitáltuk, majd egy hosszanti vágás után szétnyitottuk az állatok fejbőrét, hogy 

láthatóvá váljanak a tájékozódást segítő varratok a koponyatetőn. A koponyán óvatos 

bemetszést végeztünk a sagittális varrat és két további bemetszést a coronális varrat mentén, 

ezáltal a koponyatetőt széttárhatjuk az agy sérülése nélkül. Egy sebészeti szike segítségével 

coronális metszéseket ejtettünk a bulbusok mögött és a kisagy előtt, hogy eltávolíthassuk az 

agy hippocampust tartalmazó régióját. Vibratómmal (Campden Instruments, Egyesült 

Királyság) a hippocampus középső régiójából 350 µm vastagságú coronális agyszeleteket 

készítettünk. A metszést jéghideg, 2-3 °C-os mesterséges cerebrospinális folyadékban (aCSF) 

végeztük, amelynek az összetevői mM-ban megadva: 130 NaCl, 3,5 KCl, 1 NaH2PO4, 24 

NaHCO3, 1 CaCl2, 3 MgSO4 és 10 D-glükóz. A regisztráló oldat összetétele ettől némileg 

eltérő: 3 mM CaCl2-t és 1,5 mM MgSO4-et tartalmaz. A metsző oldatban található 

alacsonyabb Ca2+ és magasabb Mg2+ ion koncentráció, azért szükséges hogy lelassítsuk ill. 

megakadályozzuk a metszés során okozott fizikai sérülés következtében elinduló nekrotikus 

és apoptotikus folyamatok kialakulását. A metszés és a regisztrálás alatt alkalmazott aCSF-et 

karbogénnel (95% O2, 5% CO2) oxigenáltattuk, hogy a szeletek gázanyagcseréje zavartalan 

legyen. A túlélő agyszeleteket egy Haas-típusú regisztráló interface kamrába helyeztük, és 

szobahőmérsékleten pihentettük. A regisztráló kamrában a folyamatos perfúziót, azaz az 

oxigén és tápanyagellátást, valamint a keletkező anyagcsere termékek eltávolítását az élő 

agyszelet környezetéből, egy perfúziós pumpa végezte. Az aCSF áramlási sebességét 1,5 

ml/percre állítottuk be. A regisztrálás ideje alatt a szeleteket 34 °C-on, páradús környezetben 

tartottuk. A Schaffer-kollaterálisok orthodromikus ingerléséhez egy bipoláris, koncentrikus 

fém elektródot használtunk (Neuron elektród kft; Budapest, Magyarország), amelyet a CA1-

es régió stratum radiatum rétegébe helyeztünk (14. ábra). Az ingerlés állandó áramerősség 

mellett, 0,2 ms-os impulzusokkal 0,033 Hz frekvencián történt (WPI-A310 Accupulser, 

Sarasota, Florida, USA).  

A kiváltott serkentő posztszinaptikus mező potenciálokat (fEPSP) a hippocampus 

CA1-es régiójának stratum radiatum rétegéből vezettük el (14. ábra). A regisztrálás 1-2 MΩ 

ellenálású regisztráló aCSF-fel feltöltött üveg mikroelektródokkal történt. Az ingerlő stimulus 
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intenzitását úgy határoztuk meg, hogy a posztszinaptikus membránon található NMDA 

receptorok is aktiválódjanak a szinaptikus jeltovábbításban. Ennek eléréséhez a szeletekben 

maximális amplitúdójú fEPSP-t kiváltó legkisebb impulzus értékének kb. 80-90%-át 

használtuk (átlagosan 40-70 µA közötti érték).  

A fEPSP-ket erősítővel (Experimetria, AMP-04) amplifikáltuk, majd a külső környezetből 

származó zavaró elektromos jelek szűrése (alsó határ, LF: 1 Hz; felső határ, HF: 3 kHz) után, 

analóg-digitális konverterrel (Experimetria; AIF-03) digitalizáltuk. A regisztrált adatokat 

számítógépen jelenítettük meg a kísérletek alatt, és tároltuk a későbbi kiértékeléshez. Az 

elmentett regisztrátumok kiértékelését az OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA) szoftver segítségével végeztük. A CA1-es régióban található 

neuronok apikális dendritje és a Schaffer-kollaterálisok közötti szinapszisokban az LTP 

indukcióhoz HFS-t (Rose és Dunwiddie, 1986) alkalmaztunk. A HFS során 5 másodpercig 

adtuk a 0,2 ms jelszélességű impulzusokat 100 HZ frekvenciával. A regisztrálás megkezdése 

előtt minden esetben a szeleteket 45-60 percen keresztül pihentettük kontroll ingerlés mellett 

(0,2 ms-os impulzusok, 0,033 Hz frekvencián), amíg meg nem szűnt a kezdeti szakaszra 

jellemző enyhe facilitáció, és stabilizálódtak a fEPSP-k amplitúdói. Ezt követően egy 10 

perces kontroll szakasz felvétele következett, amelyet követett a HFS alkalmazása. Az LTP 

indukciója után a fEPSP-k amplitúdóinak változásait 60 percen keresztül regisztráltuk. 

 

 

 

14. ábra A:  Az in vitro elektrofiziológiai méréseknél (LTP indukció, I/O görbe) alkalmazott ingerlő (Ing) és 
elvezető (Elv1, Elv 2) elektródák pozíciója a hippocampus CA1-es régiójában, a stratum radiatumban. B: Egy 
fEPSP-t ábrázoló regisztrátum. Az amplitúdók nagyságát az a és a b pontok között mértük meg a SPEL 
advanced Intrasys szoftver segítségével.     
 

Az I/O görbék (input/output, bemenet/kimenet) felvétele az alapvető glutamáterg 

szinaptikus működés jellemzésére alkalmas. Ezekben a mérésekben a különböző kísérleti 
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állatcsoportok fEPSP amplitúdó értékeit ábrázoltuk különböző ingerlési áramerősség 

alkalmazása mellett. Az ingerlő impulzus értékeit 0 µA-től 100 µA-ig változtattuk 5 µA-es 

lépésközökkel. Egy állatból származó agyszeletekből egy típusú méréshez (LTP és/vagy I/O 

görbe) maximum két szeletet használtunk fel, annak érdekében, hogy a mintavételezés kellő 

mértékben reprezentatív legyen. Továbbá ez lehetővé tette az egy csoportba tartozó állatok 

között jelentkező egyéni varianciák kiküszöbölését.  

 

 

Golgi-Cox festés: 
 

A hippocampus CA1-es régiójának neuronjain található dendrittüske (spine) szám és sűrűség 

meghatározásához Golgi-Cox festést alkalmaztunk (15. ábra, A). Az állatokat dekapitáltuk, és 

a festéshez a hippocampust is tartalmazó, hozzávetőlegesen 3-4 mm vastag coronális 

metszésű agydarabot eltávolítottuk az in vitro elektrofiziológiai alfejezetben taglaltak szerint. 

Ezt a blokkot 10 napra Golgi-Cox festőoldatba helyeztük és szobahőmérsékleten (22-23 °C) 

tartottuk sötétben. A festőoldat 3 törzsoldatból tevődik össze A, B és C. A: 5%-os kálium-

bikromát, B: 5%-os higany-klorid, és C: 5%-os kálium-kromát, mindhárom anyag desztillált 

vízben (DW) oldva. Az egyes törzsoldatokat Glaser és Van der Loos szerint hígítottuk, és 

kevertük össze Golgi-Cox festőoldattá (Glaser és Van der Loos, 1981). Röviden: 5-5 

térfogategység A és B oldatot összekevertünk, majd 4 térfogategység C oldatot kevertünk el 

10 egység DW-el. Ezt követően az AB keveréket lassan, folyamatos üvegbottal történő 

kevergetés mellett öntöttük össze a hígított C oldattal, mindezt sötétített helyiségben. A kész 

elegyet sötét üvegben minimum 5 napig öregítettük a felhasználás előtt. Ezen idő alatt a 

tárolóüveg alján kevés csapadék válik ki, amelyet elkerülve a festéshez mindig a tiszta 

felülúszót használtuk. A festőoldatot 2-3 naponta lecseréltük az agydarabokon, hogy 

csökkentsük a kiváló csapadék által okozott háttérfestődés mértékét.  

Amikor az impregnáció elkészült az agyblokkot minimum 2-3, maximum 30 napra 

30%-os szaharóz oldatba helyeztük és hűtőben (4 °C) tároltuk. Ez a lépés elősegíti, hogy 

később az agyszeletek rugalmasabbak maradjanak, és ne töredezzenek szét megszáradás után. 

Amikor az agyszegmensek lesüllyedtek a szacharóz oldatot tartalmazó edény aljára, 100 µm 

vastag agyszeleteket készítettünk vibratóm (Leica VT1000S, Leica Biosystems Nussloch 

GmbH, Németország) segítségével. A hippocampus középső régióját tartalmazó szeleteket 

6%-os szacharóz oldatban gyűjtöttük össze, és húztuk fel zselatinozott (2%) üveg 
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tárgylemezekre. Ezután szűrőpapír darabot helyeztünk a felhúzott szeletekre majd egy másik 

tárgylemez segítségével enyhe nyomást fejtettünk ki a metszetekre hogy az agyszeletek 

biztosan felragadjanak a tárgylemezekre. Ezt követően a metszeteket egy éjszakán át sötét 

párásító kamrában tartottuk.  

Másnap a metszeteinket festőkádba helyeztük, majd Gibb és Kolb (1998) szerint végeztük az 

előhívást:  

1. Mosás DW-el (1 perc). 

2. Tömény (30%) ammónium-hidroxidba (Spektrum 3D) helyezés 30 percre, sötétben. 

3. DW-es mosás (1 perc). 

4. Fixálás Kodak Fix (Eastman Kodak Company) oldatban 30 percig, sötétben. 

5. Víztelenítés felszálló alkohol sorban (50%-os alkohol 1 perc, 70%-os alkohol 1 perc, 

96%-os alkohol 1 perc, abszolút alkoholban 2x5 perc, végül xylol 10perc). 

6. Lefedés fluoromounttal. 

 

A kész előhívott metszeteket 24 óráig szabad levegőn száradni hagytuk a fénymikroszkópos 

vizsgálatok előtt.   

 

 
 

15. ábra  A: Golgi-Cox festéssel megjelenített neuronok a hippocampus CA1-es régiójában (120x-os nagyítás). 
Egy 100 µm vastagságú coronális  agyszelet CA1-es régiójában átlagosan 30-35 db piramissejt jelölődik meg. B: 
Egy CA1-es neuron sematikus ábrázolása a hippocampális rétegekkel. Az általunk vizsgált 100 µm hosszúságú 
szakaszt az apikális dendrit proximális és disztális területe között piros négyzettel jelöltük.  
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Kvantitatív analízis: 
 

 A tiszta Golgi metszeteket fénymikroszkóppal (Olympus BX51, Tokió, Japán) morfometriai 

vizsgálatoknak vetettük alá, amelyekhez olaj immerziós objektíveket használtunk. A 

tanulmányhoz minden szövettani vizsgálatnak alávetett kísérleti állatcsoportból 20-20 sejtet 

használtunk. A hippocampus CA1-es régiójába tartozó neuronok dendrittüskéinek (spine) 

sűrűségét analizáltuk az apikális dendriteken. A méréseket minden esetben ugyanazon a 

területen, a proximális és disztális apikális dendritikus régió között egy 100 µm-es szakaszon 

végeztük (a sejttestől 100-200 µm, 15. ábra, B). Azért választottuk ezt a speciális területet 

vizsgálataink célpontjául, mert a Schaffer-kollaterálisok ebben a régióban szinaptizálnak a 

CA1-es neuronok dendritjein található tüskékkel. Az LTP indukciós méreseink során használt 

elvezető elektródáinkat is hasonló okokból pozícionáltuk ugyanezen területre. A vizsgálandó 

apikális dendriteket egy 100x-os nagyítású olaj immerziós objektív alatt választottuk ki, és a 

látómezőt a vizsgálandó szakaszra állítottuk. A fénymikroszkóphoz kapcsolt kamera 

segítségével sorozatfelvételeket készítettünk úgy, hogy a vizsgálandó terület minden szakasza 

legalább 1 felvételen fókuszba kerüljön. A számítógépre mentett sok részből álló egy 

dendritet ábrázoló mikroszkópos fotókat később egy speciális szoftver (ImageJ 1.42q, 

National Institutes of Health, USA) segítségével egy képfájlba illesztettük össze. A 

dendrittüskék számolását szintén az előbb említett programmal végeztük. A képeket egy 

munkatársunkkal kódoltattuk, majd összekevertettük, így a számolásokat 3 független ember 

„vakon” végezhette el. 

 

 

Kainsav kezelés: 
 

Az elektrofiziológiai és/vagy morfológiai kísérletek során KA kezelésben részesült állatok 

minden esetben 5mg/ttkg dózisban és 1 ml végtérfogatban kapták a hatóanyagot 

intraperitoneálisan (i.p.) alkalmazva. Az alkalmazott dózist a kainsavval kapcsolatos irodalmi 

adatok és a saját előkísérleteink alapján határoztuk meg. Az előkísérleteink során a 10 

mg/ttkg-os dózis az esetek 100%-ában letálisnak bizonyult, a 7 mg/ttkg-os dózis pedig az 

állatok felénél epileptikus görcsrohamot okozott. KA-t fiziológiás sóoldatban oldottuk fel.  
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Alkalmazott statisztikai módszerek: 
 

A fEPSP-k amplitúdóit a HFS előtti 10 perces kontroll szakaszhoz, mint 100%-hoz 

normalizáltuk az LTP indukálhatóságra vonatkozó méréseinkben. Az adatok statisztikai 

analíziséhez a két független mintán végzett nem-parametrikus tesztet (Mann-Whitney U-teszt) 

végeztük el. Az I/O görbék statisztikai analíziséhez a Cruskal-Wallis tesztet alkalmaztuk. 

A morfológiai méréseinknél a dendrittüske szám csoportok közötti különbségeinek 

vizsgálatához a parametrikus két független mintás t-tesztet használtuk. A statisztikai 

számításokat az SPSS 10.0 for Windows (SPSS inc., Chicago, USA) program segítségével 

végeztük el. Minden esetben a P≤0,05, P≤0,01 és a P≤0,001 értéket tekintettük szignifikáns 

különbségnek.                                              
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Eredmények 
 

 

A fokális ischaemia modell kísérletsorozatainak eredményei 
 

In vivo elektrofiziológia: 

A fototrombózis által előidézett akut, fokális iscaemiás állapot agyműködést érintő káros 

hatásainak vizsgálatához az álműtött kontroll állatok agykérgéről elvezetett kiváltott válaszok 

értékei szolgáltatják az összehasonlítási alapot. Ezekben az állatokban a punctum maximum 

pontban és az ettől rostrálisan és caudálisan elhelyezkedő 3-3 mérőpontban is, a kiváltott 

válaszok amplitúdói enyhe facilitációt mutattak a 4 órán keresztül zajló regisztrálás során (16. 

ábra: kontroll). Ez a nem jelentős (5-10%-os) amplitúdó-növekedés a statisztikai analízis 

alapján nem adódott szignifikánsnak, a kísérletek harmadik órájában meg is szűnt, és az 

értékek stabilizálódtak. 

A fototrombotikus lézió azonnal bekövetkező, jelentős amplitúdó csökkenést okozott a 

punctum maximumban (16. ábra) és a többi koordinátán egyaránt (17. ábra). A kiváltott 

válaszok értékei a 100%-nak tekintett kontroll szakaszhoz viszonyítva 70-75%-al visszaestek 

közvetlenül a megvilágítás után. Az elvezetett biológiai potenciálok amplitúdói azonban 

spontán javulást mutattak, és az ischaemiás inzultust követő második órában a kontroll 

értékek 40-43%-ánál stabilizálódtak a kísérletek végéig (16. ábra).  

Közvetlenül a lézió kiváltását követően OxAc kezelésben részesült állatok kiváltott 

válaszainak értékei a kezeletlen csoporthoz viszonyítva kevésbé, 55-60%-al csökkentek a PM-

ban a kontroll periódushoz képest. Ezt követően a potenciálok amplitúdói jelentős javulást 

mutattak, és a megvilágítást követő második-harmadik órában a kontroll értékek 78-80%-át is 

elérték. Ez a funkcionális javulás a méréseink utolsó 2 órájában szignifikánsan jobbnak 

bizonyult a PM-ban a lézión átesett kezeletlen csoporthoz képest (16. ábra). 
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16. ábra A kiváltott válaszok normalizált amplitúdó értékeinek alakulása az idő függvényében a punctum 
maximum pontban. A százalékban kifejezett változásokat az álműtött kontroll (kontroll), fototrombotikus lézión 
átesett kezeletlen (lézió) és lézión átesett OxAc kezelésben részesült (lézió + OxAc) csoportokban a kontroll 
szakaszhoz, mint 100%-hoz viszonyítottuk. Átlag ± S.E.M. * szignifikáns különbség az álműtött kontroll 
csoporthoz viszonyítva; # szignifikáns különbség a lézión átesett kezeletlen és kezelt csoportok között.  
*,#: P≤0,05. 
 

  

A kiváltott válaszok amplitúdói a PM-tól (-3;5) rostrális vagy caudális irányban 

távolodva fokozatosan csökkentek. A fototrombotikus lézión átesett kezeletlen és OxAc 

kezelt csoportban is a lézió által kiváltott funkcionális károsodás és az azt követő javulás 

mértéke, arányaiban hasonlónak bizonyult a PM pontban mért változásokhoz minden vizsgált 

koordinátán (17. ábra A-B). A 17. ábrán mutatjuk be a különböző koordinátákon mért 

amplitúdó értékeket  a léziót szenvedett kezeletlen (A) és OxAc kezelt csoportokban (B).  
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17. ábra Az elektromos ingerléssel kiváltott szomatoszenzoros válaszok normalizált amplitúdói 7 különböző 
koordinátán regisztrálva. A:  Kiváltott válaszok változása a fototrombotikus lézión átesett, kezeletlen csoportban. 
B: Kiváltott válaszok alakulása a lézión átesett OxAc kezelt csoportban. Átlag ± S.E.M.  
* Szignifikáns különbség a kontroll periódushoz képest; # szignifikáns különbség a megvilágítást követő 1. és 4. 
órában mért adatok között. *,#: P≤0,05; **,##: P≤0,01.   

 

A regisztrált adatokat az összehasonlíthatóság érdekében a kontroll periódusban mért a 

PM-ból elvezetett értékekhez, mint 100%-hoz normalizáltuk. A grafikonokon az ischaemiás 

inzultust megelőző intakt (kontroll) állapotot, valamint a megvilágítás utáni 1. és 4. órában 
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regisztrált amplitúdó értékeket mutatjuk be. A lézión átesett kezeletlen csoportban a 

megvilágítás után mind a 7 különböző koordinátán számottevő csökkenést tapasztaltunk az 

elektromos ingerléssel kiváltott biológiai válaszokban. A 4. óra végére a legtöbb koordinátán 

megfigyelhetünk egy enyhe funkcionális javulást, de az eredmények még így is minden 

vizsgált pontban szignifikánsan rosszabbak a kontroll periódusban tapasztaltakhoz képest (17. 

ábra A). A lézió után OxAc kezelésben részesült csoportban egyrészt kisebb mértékű redukció 

történt az iscaemiás inzultust követően, másrészt a 4. óra végére a kiváltott potenciálok 

amplitúdói a legtöbb vizsgált pontban elérték a kontroll periódus 70-80%-át. Ezek az adatok 

már nem térnek el szignifikáns mértékben a kontroll szakaszban regisztrált értékektől. A 

javulás mértéke a kísérletek végére a PM-ban és a rostrális irányban további két koordinátán 

szignifikánsnak adódott a megvilágítás utáni 1. órához viszonyítva (17. ábra B).  

A minden változót (amplitúdó, idő, koordináták) egyszerre megjelenítő 3 dimenziós 

grafikonokon a regisztrált adatok számértékeit az ischaemiás inzultus előtti kontroll 

szakaszban regisztrált, PM-ból elvezetett kiváltott válaszokhoz normalizáltuk (18. ábra A-C).  

A kontroll csoportban jól megfigyelhető az idő előrehaladtával bekövetkező enyhe 

(nem szignifikáns) facilitáció, valamint az, hogy a PM-tól rostrálisan vagy caudálisan egyre 

távolodva az elvezetett amplitúdó értékek lépcsőzetesen csökkennek (18. ábra A). A másik 

két csoport eredményeit bemutató grafikonok egyértelműen szemléltetik azt, hogy a 

megvilágítást követő nagyfokú amplitúdó-csökkenést a lézió után OxAc kezelést kapott 

csoportban egy jóval határozottabb funkcionális javulás követi a kezeletlen csoporthoz képest. 

Ez a jelentős javulás az inzultust követő 3. illetve 4. órában a legtöbb koordinátán elérte a 

kontroll értékek 70-80%-át a kezelt csoportban. Ugyanez a javulás a kezeletlen csoport tagjai 

között a kontroll értékek mindössze 40-45%-át érte csak el (18. ábra B-C). 
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18. ábra A kiváltott válaszok amplitúdóinak százalékos változásai az összes koordinátán az idő függvényében. 
A:  Az álműtött kontroll csoportba tartozó állatokban regisztrált amplitúdók százalékos változásai. Az amplitúdók 
alakulása az ischaemiás inzultus előtt (Kontroll), illetve azt követően 4 órán át regisztrálva a lézión átesett 
kezeletlen (B) és OxAc kezelt (C) csoportokban.  

 

    

 

Hisztológia:   

A Fluoro-Jade B festéssel megjelenített, zölden fluoreszkáló elhalt vagy sérült idegsejtek 

fénymikroszkóp alatt vizsgálva jól körülhatárolható léziót jelenítenek meg a 

sorozatmetszeteken (19. ábra A). A teljes léziót felölelő sorozatmetszeteket gondosan 

sorbarendeztük, és végigvizsgálva megállapítottuk a teljes lézió kiterjedését mm3-re 

vonatkoztatva a fototrombotikus lézión átesett kezeletlen (Lézió) és a lézió után OxAc kezelt 

(Lézió+OxAc) csoport állataiban egyaránt (19. ábra B).  
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19. ábra A:  A fototrombotikus úton előidézett fokális iscaemia után kialakuló léziók megjelenítése Fluoro-
JadeB festés segítségével 120x-os nagyításban. A reprezentatív fotókon zölden fluoreszkálnak az elhalt és sérült 
idegsejtek, amelyek így jól körülhatárolhatóvá teszik a sérült agyterületet (fehér vonalak közötti terület).  A 
megvilágítás utáni OxAc kezelés (Lézió+OxAc) szemmel láthatóan csökkentette a léziók kiterjedését a 
kezeletlen (Lézió) csoportban tapasztaltakhoz képest. B: A lézió kiterjedésének számszerűsített, mm3-re 
vonatkoztatott adataiból származó oszlopdiagramm. Az ischaemiás inzultust követően OxAc kezelésben 
részesült csoportban (Lézió+OxAc) szignifikánsan kisebb kiterjedésű léziókat tapasztaltunk a kezeletlen (Lézió) 
csoporthoz viszonyítva. Átlag±S.E.M. * P≤0,05. Lézió: N=12 (2448 agyszelet), Lézió+OxAc: N=8 (1536 
agyszelet).        

 

A Bengal Rose keringésbe jutattásával és a hajszálérhálózat lokális megvilágításával 

előidézett ischaemiás állapot minden esetben több milliméter kiterjedésű, jól körülhatárolható 

léziókat okozott (19. ábra A). Az inzultust követő közvetlen OxAc kezelés (Lézió+OxAc) 

azonban a léziók térfogatát jelentősen, hozzávetőlegesen 30%-al redukálta a kezeletlen 
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(Lézió) csoporthoz képest. Ez a különbség a statisztikai analízisek alapján szignifikánsnak 

bizonyult.  

 A sérült neuronok számolását nagyobb nagyításban (360x; 600x) készített fotókon 

végeztük el. A 360x-os nagyítású képeken váratlanul szembetűnnek fluoreszkáló kapillárisok 

(20. ábra A), amelyek meglepőek, hiszen a FJB festés jól ismert arról, hogy magas 

szelektivitást mutat a sérült és/vagy elhalt agysejtekre. A legkézenfekvőbb magyarázatnak az 

tűnik, hogy a fluoreszcens aktivitás nem a FJB festésnek köszönhető, hanem annak, hogy a 

fény aktiválta vérlemezke-aggregáció következtében a hajszálerekbe szorult 

vörösvértesteknek megváltoztak a fluoreszcens tulajdonságai. A keringésbe jutatott Bengal 

Rose oldat jól ismert arról, hogy fény által aktiválva szinglet-oxigén képzés útján peroxidálja 

a különböző sejtes elemeket (Girotti és mtsai., 1985; Rozanowska és mtsai., 1999; Wright és 

mtsai., 2003). Az eritrociták peroxidációjának következtében megnő azok fluoreszcens 

aktivitása az 520 nm-es tartományban, 460 nm-es gerjesztőfény mellett (el-Rahman és mtsai., 

1995; Nagababu és Rifkind, 1998; Nagababu és Rifkind, 2004). Ezek a spektrális 

tulajdonságok majdnem azonosak a FJB festésre jellemzőekkel (525 nm kibocsájtott, 470-490 

nm gerjesztő fény). Összehasonlítva a fototrombotikus lézión átesett kezeletlen állatból 

származó fotót (20. ábra A, Lézió) a megvilágítás után OxAc kezelt állatéval (20. ábra A, 

Lézió+OxAc) jól látható az, hogy a kezelt állatban a kapillárisok sokkal kisebb szakaszokban 

fluoreszkálnak. Ez feltételezéseink szerint jobb vérellátásra utal a kezelt csoportban, de ahhoz 

hogy biztonsággal kijelenthessük ezt, közvetlen véráramlás mérések lennének szükségesek, 

amit nem végeztünk a kísérleteink során.  

 A nagyobb (600X) nagyítás mellett még könnyebben azonosíthatók a zölden 

fluoreszkáló FJB pozitív idegsejtek (20. ábra B), amelyek sérülést szenvedtek vagy elhaltak a 

fototrombotikus lézió következtében kialakult oxigén és tápanyaghiány hatására. A pontos 

sejtszámolási adatok megerősítették azt, amit a lézió térfogatára vonatkozó méréseinknél 

tapasztaltunk. Az OxAc kezelés (20. ábra B, Lézió+OxAc) közvetlenül a megvilágítás után 

alkalmazva szemmel láthatóan csökkentette a sérült és/vagy elhalt neuronok számát a 

kezeletlen (20. ábra B, Lézió) csoporthoz viszonyítva. A 20. ábra C blokkjában mm2 –re 

vonatkoztatva ábrázoltuk oszlopdiagramon a sejtszámolási adatokat. Az OxAc kezelés 

jelentősen, körülbelül 30%-al csökkentette a FJB+ sejtek számát a kezeletlen csoporthoz 

viszonyítva. Ez a különbség a statisztikai analízis alapján szignifikánsnak bizonyult.  
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20. ábra A-B:  A FJB festéssel készült reprezentatív felvételek a fototrombotikus lézión átesett kezeletlen 
(Lézió) és a lézió után OxAc kezelt (Lézió+OxAc) csoportból. A 360x-os nagyítású fotókon (A) a kezeletlen 
csoportban nagyobb a kezelt csoportban kisebb számú fluoreszkáló kapillárist láthatunk. A 600x-os nagyítású 
felvételeken (B) jól azonosíthatók a zölden fluoreszkáló elhalt és/vagy sérült FJB+ sejtek, amelyeket a kezeletlen 
(Lézió) csoportban nagyobb, az OxAc kezelt (Lézió+OxAc) csoportban kisebb számban találunk. C: A FJB+ 
sejtek számának alakulása a léziót szenvedett kezeletlen (Lézió) és kezelt (Lézió+OxAc) csoportban. Átlag± 
S.E.M. * P≤0,05 Lézió: N=12 (2448 agyszelet); Lézió+OxAc: N=8 (1536 agyszelet). 
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 A globális hipoperfúziós modell kísérletsorozatainak eredményei  
 

In vitro elektrofiziológia: 
 

LTP indukálhatóság: 

A Shcaffer-kollaterálisok magas frekvenciás ingerlése (HFS) jelentős, körülbelül 45%-os 

fEPSP amplitúdó-növekedést eredményezett a kontroll csoportba tartozó állatokban (21. ábra 

A, kontroll). Ez a növekedés az LTP indukciót követő 1 órás regisztrációs periódus alatt 

tartósan fennmaradt. A 30 percig tartó globális hipoperfúzió 3 napos túlélést követően  

jelentősen rontotta a szinaptikus plaszticitást, mivel a HFS-t követően jóval kisebb mértékű, 

mindössze 15-20%-os amplitúdó-növekedést tapasztaltunk (21. ábra A, 2VO). A kialakult, 

kevésbé jelentős potencírozódás sem maradt fenn stabilan, hiszen a fEPSP-k amplitúdói az 1 

órás regisztrációs periódus alatt folyamatosan csökkenő tendenciát mutattak. Ezek az adatok 

jól összeegyeztethetőek a munkacsoportunk korábbi eredményeivel (Marosi és mtsai. 2009). 

A kainsavas posztkondícionálás esetleges neuroprotektív hatásait 3 különböző időpontban is 

megvizsgáltuk az ischaemiás inzultust követően (utókezelés a 2VO-t követő 0., 24. és 48. 

órában; 21. ábra B). A hipoperfúziót követő közvetlen kainsavas kezelés (2VO 0h KA) 

rontotta az LTP funkciót a hippocampus CA1-es régiójában, még a kezeletlen csoporthoz 

képest is. Ezeknél az állatoknál még a HFS-t követő néhány percre jellemző poszt-tetanikus 

potencírozódás (PTP) jelensége sem volt megfigyelhető. A 24 órával a 2VO-t követően 

kainsavas utókezelésben részesült csoportban (2VO 24h KA) is mindössze 20-25%-os 

amplitúdó-növekedést figyelhetünk meg, amely azonban csak az első 10-15 perces 

szakaszban maradt meg az indukciót követően. Ezután a fEPSP-k amplitúdói fokozatosan 

csökkenni kezdtek, és a közvetlen 2VO-t követően KA kezelt csoporthoz hasonlóan a 

kísérletek végére visszaestek a HFS előtt mért kiindulási szintre. A kainsavas 

posztkondícionálás 48 órával a 30 percig tartó hipoperfúziót követően (2VO 48h KA) 

meglepően jó eredményt hozott az előző, korai KA kezelést kapott csoportokhoz képest. Az 

LTP indukciót követően a fEPSP-k amplitúdó értékei 35-40%-os növekedést mutattak, amely 

megközelíti az ábrán szaggatott vonallal jelölt, kontroll csoportra jellemző eredményeket. A 

megemelkedett mezőpotenciálok értékei stabilan fennmaradtak a kísérletek végéig, amely 

összevethető az intakt, egészséges állatok korai LTP-re jellemző tulajdonságaival (21. ábra 
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B). Az LTP indukálhatóságra vonatkozó méréseink minden vizsgált csoportban a 2VO-t 

követő 3. napon történtek.  

 

21. ábra A Schaffer-kollaterálisok magas frekvenciás ingerlésével (HFS: 500 impulzus, 100Hz) kiváltott LTP 
alakulása a hippocampus CA1-es régiójában a különböző csoportokban (normalizált átlagok ± S.E.M.). Az ábrák 
felső részén a kísérletes beavatkozások és vizsgálatok időbeli elhelyezkedésének sematikus ábrázolása látható. 
A:  Az álműtött kontroll csoportban (kontroll) a HFS-t követően a fEPSPk amplitúdó értékei hozzávetőlegesen 
45%-al nőttek meg, és egyenletesen megmaradtak a kísérletek végéig. A 2VO-s csoportban (2VO) az LTP 
indukciót követően jóval kisebb mértékű és kevésbé stabil amplitúdó növekedést tapasztaltunk. B: A kainsavval 
(KA) történő posztkondícionálás kivédi a 2VO-t követő LTP funkciók károsodását, de a védőhatás nagyban függ 
az alkalmazás időpontjától. Hasonlóan a 2VO-s állatokhoz a korán posztkondícionált csoportokban (2VO 0h KA 
és 2VO 24h KA) nem lehetett stabil LTP-t kiváltani. 30 perces hipoperfúzió után a 48 órával KA kezelt 
csoportban (2VO 48h KA) az LTP indukálhatósága megközelítette a kontroll értékeket, amelyet az ábrán 
szagatott vonallal jelöltünk.     

 

A 21. ábra A és B részében bemutatott elektrofiziológiai eredmények összegzéséhez és a 

statisztikailag szignifikáns különbségek bemutatásához a fEPSP-k amplitúdóból box-plot 

diagramot készítettünk a HFS-t követő 60 perces regisztrációs periódusra vonatkozóan (22. 

ábra). Az ábrán található négyzetek az egyes csoportokban regisztrált amplitúdó értékek 

mediánját, a bennük található vízszintes vonalak pedig az átlagértéküket jelölik. A statisztikai 
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analízishez a nem-parametrikus Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk. A csoportok között 

jelentkező szignifikáns különbségeket csillaggal jelöltük.  

 

22. ábra A regisztrált fEPSP-k alakulása a különböző csoportokban a HFS-t követő 60 perces periódusra 
vonatkozóan. A 30 percig tartó globális hipoperfúzió (2VO) 3 nappal az ischaemiát követően jelentősen rontotta 
a szinaptikus plaszticitást, hiszen a HFS-t követően a fEPSP-k amplitúdói mindössze 15%-os növekedést 
mutattak az álműtött kontroll állatoknál tapasztalt 42-45%-os emelkedéshez képest (kontroll). A 2VO-t követő 
korai KA kezelések: közvetlenül az ischaemia után (2VO 0h KA) és 1 nappal később (2VO 24h KA) még inkább 
rontották az LTP indukálhatóságát. Ezeknél a csoportoknál csak maximum 8-12%-os amplitúdó növekedést 
tapasztaltunk. Amennyiben a kainsavval történő posztkondícionálás 48 órával az ischaemiás inzultus után 
történt, a regisztrált értékek megközelítették a kontroll csoport eredményeit (2VO 48h KA). * szignifikáns 
különbség a csoportok között. *: P≤0,05; ***: P≤0,001.      

 

Egy szisztematikus méréssorozatot végeztünk a 2VO-n átesett állatokon hogy megvizsgáljuk 

azt, hogy az ischaemiás inzultus következtében leromlott szinaptikus plaszticitásban esetleg 

idővel bekövetkezik-e spontán javulás. Ezekben a kísérletekben a 30 percig tartó 

hipoperfúziót követően különböző túlélési idő után végeztünk az LTP kiválthatóságára 

vonatkozó in vitro méréseket napról-napra (23. ábra A). Az állatokat az egytől (2VO 24h) 4 

napig (2VO 96h) terjedő túlélési intervallumban vizsgáltuk meg. Általánosságban elmondható 

az, hogy a 2VO-t szenvedett állatokban nem sikerült stabil, kontroll értékeket (szaggatott 

vonal) megközelítő LTP-t kiváltani egyik általunk vizsgált időpontban sem. 
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23. ábra A Schaffer-kollaterálisok magas frekvenciás ingerlésével (HFS: 500 impulzus, 100Hz) kiváltott LTP 
alakulása a hippocampus CA1-es régiójában a különböző csoportokban (normalizált átlagok ± S.E.M.). Az ábrák 
felső részén a kísérletes beavatkozások és vizsgálatok időbeli elhelyezkedésének sematikus ábrázolása látható. 
A:  A 30 percig tartó globális hipoperfúzió (2VO) következményei az LTP kiválthatóságára a különböző túlélési 
idejű csoportokban. A legrosszabb eredményeket az 1 napos túlélésű csoportban (2VO 24h) tapasztaltuk, de a 2 
(2VO 48h), 3 (2VO 72h) és 4 napos (2VO 96h) túlélésű állatok amplitúdó értékei sem közelítették meg az 
átlagos kontroll szintet (szaggatott vonal). B: Az önmagában alkalmazott kainsavas kezelés (KA) 
következményei az LTP kiválthatóságára a különböző túlélési idejű csoportokban. A KA kezelést követő első 
napon (KA 24h) a HFS után egy robosztus PTP-t figyelhetünk meg, azonban a fEPSP-k amplitúdói csökkenni 
kezdenek, és az 1 órás regisztrációs periódus végére a kontroll értékek (szaggatott vonal) alá esnek vissza. A KA 
kezelés után 2 (KA 48h) illetve 3 nappal (KA 72h) egyáltalán nem sikerült LTP-t indukálnunk.   

 

A legrosszabb eredményeket a 2VO utáni 1 napos túlélésű (2VO 24h) csoportban 

tapasztaltuk. Ezekben az állatokban a HFS-t követően ugyan megjelenik némi poszt-tetanikus 

potencírozódás (PTP), azonban a megnövekedett amplitúdók jelentősen csökkenni kezdenek 

és az indukciót követő 30. percben visszatérnek a HFS előtti szintre. A kísérletek végére a 

fEPSP-k amplitúdói jóval a kiindulási értékek alá csökkennek, amelynek okai tisztázatlanok. 
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A 2VO után 2 (2VO 48h), 3 (2VO 72h) és 4 napos túlélésű (2VO 96h) állatok amplitúdói a 

HFS-t követően nem mutatnak jelentős különbségeket, ugyanakkor egyik csoport sem közelíti 

meg a kontroll értékeket. A 2VO után 3 napos túlélésű állatok LTP kiválthatóságára 

vonatkozó eredményeit korábban a 21. ábra A részében már bemutattuk, de a könnyebb 

összehasonlíthatóság kedvéért ezen részben is feltüntettük.  

Az önmagában történő kainsav kezelés (5 mg/ttkg) időbeli hatásait a szinaptikus plaszticitásra 

egy az előzőekhez hasonló, szisztematikus méréssorozattal vizsgáltuk meg. Az LTP 

indukálhatóságát ezekben a kísérletekben a KA kezelést követően 1 (KA 24h), 2 (KA 48h) 

illetve 3 nappal (KA 72) mértük meg az állatok hippocampusának CA1-es régiójában (23. 

ábra B). 24 órával a KA kezelést követően a Shaffer-kollaterálisok magas frekvenciás 

ingerlése után, egy markáns PTP tapasztaltunk. A megnövekedett amplitúdók azonban nem 

maradtak stabilak, folyamatosan csökkenni kezdtek, és a kísérletek végére az ábrán szaggatott 

vonallal jelzett átlagos kontroll értékek alá süllyedtek, amely a szinaptikus plaszticitás 

zavaraira utal. A KA kezelés után 2 (KA 48h) illetve 3 napos túlélésű (KA 72h) csoportokban 

a HFS-t követően csak egy nagyon csekély mértékű PTP figyelhető meg. A fEPSP-k 

amplitúdói azonban mindkét csoportban jelentős csökkenésbe kezdenek, és az indukciót 

követő 30. percben elérik a HFS előtti kiinduló értékeket, majd tovább csökkenve a kísérletek 

végére azok alá süllyednek. Az utóbbi 2 csoportról elmondható tehát, hogy egyáltalán nem 

sikerült LTP-t indukálnunk a hippocampus CA1-es régiójában.  

 

Az alapvető szinaptikus jeltovábbítás vizsgálata: 

Megvizsgáltuk azt, hogy a 30 percig tartó globális hipoperfúzió milyen mértékben 

befolyásolja az alapvető szinaptikus jeltovábbítás folyamatait a CA1-es régióban. Ezáltal 

kiderül az, hogy az előző alfejezetben bemutatott szinaptikus plaszticitás-csökkenésben 

szerepet játszik-e a Shaffer-kollaterálisok és a CA1-es régió piramissejtjei között található 

szinapszisok megváltozott transzmissziója. Ezen vizsgálatokat input/output görbék 

felvételével végeztük el az álműtött kontroll (kontroll), a 2VO-n átesett kezeletlen (2VO) és a 

2VO után 2 nappal KA kezelt (2VO 48h KA) csoportokban (24. ábra). Minden csoportban a 

beavatkozás után 3 napos túlélést követően hajtottuk végre a kísérleteket. A fEPSP-k 

amplitúdóinak változásait a különböző áramerősségű ingerlő impulzusok függvényében 

ábrázoltuk a 0-100 µA közötti  intervallumban 5 µA-es lépésekben. Az ábrán jól látszik az, 

hogy a 2VO-s csoport állataiból regisztrált I/O görbe egyértelműen és statisztikailag 

szignifikánsan elválik a kontroll görbétől, azaz a tranziens hipoperfúziós inzultus jelentősen 
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rontotta a szinaptikus jeltovábbítás hatékonyságát a vizsgált agyi területen. A KA kezelés 2 

nappal a hipoperfúziót követően alkalmazva kivédte a szinaptikus jeltovábbításban 

bekövetkező károsodásokat, mivel a 2VO 48h KA csoport állataiból regisztrált I/O görbék 

nem tértek el szignifikánsan a kontroll görbéktől. 

  

 

24. ábra  A szinaptikus jeltovábbítás hatékonyságának vizsgálata I/O görbék felvételével az álműtött kontroll 
(kontroll), a 2VO-s kezeletlen (2VO) és 2VO után 2 nappal KA-tal posztkondícionált csoportokban (2VO 48h 
KA). A tranziens hipoperfúzió szignifikánsan rontotta a szinaptikus transzmissziós folyamatokat, amely azonban 
az inzultust követő 2. napon, KA posztkondícionálással teljesen kivédhető volt. Átlagok ± S.E.M. * szignifikáns 
különbség a kontroll és 2VO-s csoport között. *: P≤0,05; **: P≤0,001.  
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Morfológia: 

A dendrittüskék a szöveti mikrokörnyezet változásaira és számos kórélettani hatásra rendkívül 

érzékenyen és gyorsan reagálnak. Ischaemiás állapotban kialakuló oxigén- és tápanyaghiány 

következtében például számuk drámaian lecsökkenhet. A Golgi-Cox festési eljárás nagy 

részletességgel jeleníti meg a neuronok dendritikus arborizációját, beleértve a dendrittüskéket 

is. A jelölődött piramissejtek számában nem, azonban a dendrittüskék denzitásában jelentős 

különbség adódott az általunk vizsgált csoportokban a hippocampus CA1-es régióban (25., 

26. ábra).  

 
25. ábra  Reprezentatív fotók a Golgi-Cox festéssel megjelenített dendrittüskék számának változásáról a 3 
különböző kísérleti állatcsoportban az általunk vizsgált CA1-es piramissejtek apikális dendritikus régiójában. A 
legnagyobb számban az álműtött kontroll (kontroll) csoportban találjuk a dendrittüskéket. A 30 perces globális 
hipoperfúzió (2VO) drasztikusan lecsökkentette a dendrittüskék sűrűségét, amelyet az inzultust követő 2. napon 
kainsavas posztkondícionálással (2VO48hKA) jelentősen mérsékelni lehet. Skála: 20µm.  

 

Az álműtött kontroll (kontroll) csoportban átlagosan 182,07 db/100 µm dendrittüskét 

detektáltunk a CA1-es piramissejtek apikális dendritjeinek meghatározott szakaszain. Ezek az 

eredmények összhangban állnak más kutatócsoportok által kapott eredményekkel (Gonzalez-

Burgos és mtsai., 2007). A 30 perces globális hipoperfúziót követően 3 nappal (2VO) a 

dendrittüskék száma drasztikusan lecsökkent (átlag: 84,95 db/100 µm) a kezeletlen 
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csoportban, ugyanakkor a kóros állapotokban gyakorta előforduló dendritduzzadást nem 

tapasztaltunk. A 2VO után kainsavval posztkondícionált állatokban (2VO 48h KA) a 

dendrittüskék száma a statisztikai analízis alapján szignifikánsan jobb eredményeket mutatott 

és megközelítette a kontroll értékeket (átlag:171,96 db/100µm; 26. ábra). A 

posztkondícionálást a korábbi in vitro elektrofiziológiai eredmények alapján minden esetben 2 

nappal az ischaemiás inzultus után végeztük a túlélési idő pedig mindhárom csoportban 3 nap 

volt. Ezek a morfológiai eredmények szoros összefüggést mutatnak, és megerősítik az 

elektrofiziológiai méréseinket.    

 
26. ábra Oszlopdiagram a dendrittüskék sűrűségének változásáról az általunk vizsgált csoportokban. Már a 
tranziens, átmeneti globális hipoperfúzió (2VO) is jelentősen lecsökkentette a dentrittüskék számát a CA1-es 
piramissejtek apikális dendritjeinek általunk vizsgált régiójában az intakt (kontroll) állatokéhoz képest. A 
kainsavas posztkondícionálás 2 nappal az ischaemiás inzultus után alkalmazva közel a kontroll értékekre állította 
vissza a dendrittüskék sűrűségét. Minden csoportban 3-3 állatból, állatonként 20-20 dendritszakaszt  számolt 
meg „vakon” 3 független kísérletező. Átlag ± S.E.M., kontroll: 182,07 ± 3,25; 2VO: 84,95 ± 2,23; 2VO48hKA: 
171,96 ± 2,58. * szignifikáns különbség a kontroll csoporthoz képest. # szignifikáns különbség a 2VO és a 
2VO48hKA csoport között. *,#: P≤0,05; ***,###: P≤0,001.   
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Diszkusszió 
 
 
Az agyban leggyakrabban ischaemiás vagy hypoxiás károsodás alakul ki, amely a véráramlás 

zavarával, az idegsejtek károsodásával, pusztulásával jár és a 3. vezető halálok az iparilag 

fejlett országokban (WHO, 2009). A központi idegrendszer fiziológiás működéséhez 

folyamatos ellátást igényel a fő szubsztrátokból (oxigén, glükóz, ATP). Amennyiben a 

vérellátás hiánya hosszú távon fennmarad, energiazavar alakul ki a neuronokban (Pulsinelli és 

mtsai., 1982; Beck és mtsai., 1995; Derdeyn és mtsai., 1999). Az ATP-hiány következtében a 

plazmamembránokban található energiaigényes ionpumpák működése zavart szenved, ezáltal  

felborul a sejtek ion-homeosztázisa és a beáramló Na+ ionok hatására depolarizálódnak (Leigh 

és Meldrum, 1996). Ennek köszönhetően a feszültségfüggő Ca2+-csatornák is aktiválódnak, 

ami által megnő a sejtek intracelluláris Ca2+ koncentrációja. A fokozott Ca2+-beáramlás miatt 

a serkentő Glu felszabadulása fokozódik az axonterminálisokban, ami a sejtek glutamát 

receptorainak aktivációja útján újabb direkt és indirekt Ca2+ beáramlást okoz. Ezen felül két 

intracelluláris Ca2+-raktár is kinyílik: az endoplazmatikus retikulum és a mitokondrium 

(White és mtsai., 2000). A Glu visszavétele a sejtekbe a Na+ -függő EAAT-eken keresztül 

szintén zavart szenved (Vesce és mtsai., 2007). A fokozott Glu felszabadulás hatására 

excitotoxicitás alakul ki, megváltozik a környező sejtek működése, és ezzel az ischaemiás 

esemény hatásai szöveti szintre emelkednek (White és mtsai., 2000). Az említett folyamatok 

kimozdítják az érintett területen található idegsejteket az anti- és proapoptotikus 

egyensúlyból, és elindul a programozott sejthalál folyamata. Amennyiben a hypoxiát 

követően az ATP-hiány átlép egy kritikus értéket, akkor már nem apoptózis, hanem nekrózis 

következik be (Nicotera és mtsai., 2000).  

A legtöbb neuroprotekciós stratégia a fent említett folyamatok megfékezését célozza. 

Az ischaemiás események hatására kialakuló változások számos neuroprotektív 

támadáspontot rejtenek. Az ischaemiás neuronpusztulás patomechanizmusának egyre 

alaposabb ismerete megnövelte a lehetséges neuroprotekcióra irányuló terápiás próbálkozások 

számát (Lyden és Wahlgren, 2000; White és mtsai., 2000). Ennek ellenére, ha összevetjük az 

ischaemiás stroke állatmodelljeit a humán kórfolyamatokkal, kiderül az, hogy a kísérletes 

eredmények emberi megbetegedésre vonatkoztatása számos buktatót rejt (Hoyte és mtsai., 

2004). A humán vizsgálatok sikertelenségének főbb okai lehetnek: 1. az egyes szerek 

állatkísérletekben vizsgált neuroprotektív hatását gyakran a szubletálisan károsodott 

agyterület (penumbra) „visszatérése”, az infarktus kiterjedésének csökkenése igazolta, de a 
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neurológiai funkció értékelése elmaradt; 2. a beteg életminőségét döntően meghatározó 

intellektus és a magasabb kérgi funkciók vizsgálata állatkísérletekben nem, vagy csak nagyon 

áttételesen lehetséges; 3. a klinikai kipróbálásban gyakran heterogén és kis létszámú a 

betegpopuláció, nem optimális a vizsgálati protokoll, valamint a szubakut és a krónikus fázis 

elemzése és farmakoterápiája háttérbe szorul (Zador és mtsai., 2004). Az eddigi tapasztalatok 

azt mutatják, hogy a több támadásponton ható gyógyszer-kombinációk (terápiás koktélok) 

alkalmazása, valamint az agyi plaszticitást serkentő beavatkozások adhatnak kedvező 

eredményt. Ezek fényében szükség van újabb és újabb neuroprotekciós stratégiák és 

farmakonok tesztelésére, amelyek később talán sikeresen használhatóak lesznek a humán 

gyógyászatban is.  

Az ischaemiás inzultust követően kialakuló patológiás folyamatok pontos időbeli 

behatárolása nagyon fontos a hatásos terápia megtervezésében. Az infarktus környékén 

kialakuló depolarizáció, a Ca2+ intracelluláris felhalmozódása, a glutamát excitotoxicitás, és 

az oxigén szabadgyökök keletkezése (korai károsodások) az ischaemiás periódus után már 

nagyon rövid időn belül bekövetkeznek. A folyamatokkal párhuzamosan a SEP-ok amplitúdói 

is jelentősen lecsökkennek (Minamide és mtsai., 1994). A károsodott szövet sejtjeinek 

apoptózisa és az ezzel egyidőben kialakuló gyulladásos folyamatok (késői károsodások) 

megindulása órákkal az ischaemiás periódus után kezdődik meg, és lefolyásuk az ischaemia 

mértékétől függően napokig, hetekig tarthat (Dirnagl és mtsai., 2003). 

 

Közel fél évszázada tudjuk azt, hogy a Glu az agyból a vérbe szállítódhat (Berl és 

mtsai., 1961), azonban a folyamat jelentőségéről és a benne rejlő neuroprotekciós beavatkozás 

lehetőségéről, csak az utóbbi években jelentek meg közlemények. Patológiás körülmények 

között a koordinálatlanul felszabaduló Glu okozza az excitotoxicitást, amely a kiterjedt 

neuron-károsodást és a neuronpusztulást okozza. Az agy érhálózata igen kifejezett, az átlagos 

távolság 2 kapilláris között mindössze 10-20 µm, így ha kis túlzással is, de az agyban 

majdnem minden neuron rendelkezik saját kapillárissal (Bickel és mtsai., 2001). Ráadásul az 

agyi kapilláris hálózat nagyon gazdag EAAT-ben, mind az érfalon, mind az azt körülvevő 

asztrocita végtalpakon is számos transzportert találunk (Chaudhry és mtsai., 1995; Lehre és 

mtsai., 1995). Ezek EAAT-ek így fontos szerepet játszhatnak az extracelluláris térben kórosan 

megemelkedett Glu eltávolításában az agyból a vérbe történő Glu efflux révén (Vesce és 

mtsai., 2007).  

A fototrombotikus úton előidézett ischaemiás inzultust követően egymást követő kérgi 

kúszó-depresziós folyamatok jelentkeznek, amelyeket az extracelluláris Glu koncentráció 
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masszív megemelkedése kísér, és legalább 5 órán keresztül fennmarad (Scheller és mtsai., 

2000). Mivel a fokális ischaemia után kialakuló infarktus kiterjedését különböző NMDA 

receptor antagonisták használatával sikerült jelentősen csökkenteni (Kharlamov és mtsai., 

1996; Bordi és mtsai., 1997; Umemura és mtsai., 1997; Stieg és mtsai., 1999), egyértelművé 

vált a Glu fontos szerepe az ischaemiát követő patológiás folyamatokban. Az intravénásan a 

vérkeringésbe juttatott OxAc a vérben található Glu ko-szubsztrátjaként a GOT enzim által 

katalizált folyamatban 2-α-ketoglutaráttá és aszpartáttá alakul. Ennek köszönhetően a Glu 

koncentrációja a vérplazmában jelentősen lecsökken, ezáltal felgyorsulhat az agyból a vérbe 

történő Glu efflux sebessége (Gottlieb és mtsai., 2003). Ezen túlmenően az utóbbi években 

megjelent közlemények beszámolnak az OxAc utókezelés neuroprotektív hatásáról traumás, 

zárt feji sérülés esetében (Zlotnik és mtsai., 2007) valamint globális hipoperfúziós modellben 

(Marosi és mtsai., 2009) egyaránt.  

Munkacsoportunkban azt vártuk, hogy a fototrombotikus lézió hatására a SEP-ok 

amplitúdói lecsökkennek majd az érintett területen, ahogyan azt korábban számos alkalommal 

az ischaemia korai következményeként tapasztalták (Ladds és mtsai., 1988; Baik és mtsai., 

1990; Liu és mtsai., 1992). Továbbá az irodalmi adatok alapján feltételeztük azt is, hogy az 

OxAc kezelés hatására sikerül visszaszorítani a kialakuló infarktus kiterjedését, és a fent 

említett funkcionális károsodást jelző amplitúdó csökkenés is mérsékelhető lesz. Kísérleteink 

eredményei összhangban állnak a feltételezéseinkkel. A fototrombotikus lézió azonnal 

bekövetkező, nagy fokú (70-75%-os) amplitúdó-csökkenést okozott az érintett agyterületen. 

Ezt a jelentős funkcionális károsodást OxAc kezeléssel szignifikánsan csökkenteni lehetett 

mind a core, mind a penumbra régióban. A fototrombotikus úton előidézett fokális ischaemia 

ugyanakkor több milliméter kiterjedésű léziót és jelentős idegsejt pusztulást is okozott. Az i.v. 

OxAc kezelés azonban az infarktus méretét és az elhalt neuronok számát is jelentősen (~30%-

al) visszaszorította.  

Az OxAc kezelés alkalmazásának időablaka azonban a patkány esetében 

meglehetősen szűk: nem telhet el két óránál több a trauma és a kezelés között (Gottlieb és 

mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai., 2007). Ez egybevág azzal az időtartammal, amely idő alatt a 

vérben a Glu koncentráció jelentősen megnő az ischaemiás stroke-ot, vagy a traumás agyi 

sérülést követően (Faden és mtsai., 1989; Guyot és mtsai., 2001). A humán terápiás ablak 

ennél jelentősen tágabb, mivel a megemelkedett Glu-szint a stroke-ot, vagy traumás agyi 

sérülést követően órákkal, sőt napokkal később is megfigyelhető (Baker és mtsai., 1993; 

Bullock és mtsai., 1998; Vespa és mtsai., 1998).  
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Az OxAc szerepe nem merül ki a vér közvetítette Glu-elvonás elősegítésében, hiszen 

az agyon belül is kifejtheti jótékony hatásait. Képes fokozni a mitokondriális energiatermelő 

folyamatokat a NAD-függő malát-aszpartát átalakulás gyorsításával, továbbá a többi keto-

savhoz hasonlóan képes csökkenteni az ischaemiás/reperfúziós sérülésben kulcsszerepet 

játszó hidrogén-peroxid képződést is (Traystman és mtsai., 1991; Desagher és mtsai., 1997). 

Ezen is túl kiderült az, hogy az OxAc közreműködhet a kinurenin kinurénsavvá történő 

átalakulásában, amely folyamat transzaminálás révén megy keresztül (Stone, 1993; Hodgkins 

és mtsai., 1999). A kinurénsav egy endogen kompetitív ionotróp Glu receptor antagonista 

révén pedig szintén neuroprotektív szerepet tölthet be az intracelluláris Ca2+ koncentráció 

kóros megemelkedésének gátlásával.  

Mivel az OxAc ilyen szerteágazó szerepet tölt be a szervezetben, további vizsgálatokat 

igényel annak a kiderítése, hogy az általunk tapasztalt neuroprotektív hatásokat vajon a vér 

közvetítette Glu-elvonás elősegítése, vagy az utóbb említett folyamatok révén fejti-e ki. 

Összegzésként a funkcionális és szövettani vizsgálataink alapján elmondható, hogy az OxAc 

i.v. alkalmazása mérsékelte a fototrombotikus lézióval előidézett fokális ischaemia káros 

hatásait az érintett agykérgi területen. Ez a védőhatás már 4 órával a beavatkozás után 

megmutatkozik, amely összhangban áll a Zlotnik és mtsai. által leírt eredményekkel, 

amelyben az OxAc és a piruvát neuroprotektív hatásai szintén az első néhány órán belül 

jelentkeztek (Zlotnik és mtsai., 2007; Zlotnik és mtsai., 2008).  

Az OxAc alkalmazása számos előnnyel bír a „klasszikus” neuroprotektív szerekkel 

szemben: 1. az OxAc kezelés nem receptor moduláción keresztül fejt ki hatását, ezért nem 

akadályozza azon fiziológiás eseményeket, amelyek az agysérülés utáni neurorepair 

folyamatában végbemennének, és amelyekben a Glu-nak, mint neurotranszmitternek, 

valamint receptorainak jelentős szerepe van (Biegon és mtsai., 2004). 2. A folyamat 

önszabályozó, ha az agy és a vér közötti Glu koncentráció különbség kiegyenlítődik, 

megszűnik a kapillárisok falában lévő fokozott EAAT aktiváció is. 3. Az OxAc endogén 

vegyület szemben számos eddig kipróbált neuroprotektívnek vélt hatóanyaggal szemben (pl.: 

MK-801), ezért alkalmazása sokkal biztonságosabb lehet. 4. Az elméleti megfontolásokból és 

a kísérleti eredményeinkből is következik, hogy a kezelést elég egyszer alkalmazni rövid 

idővel az ischaemiás inzultust követően. Az előzőek fényében az OxAc a jövőben 

remélhetőleg az ischaemiás események utáni neuroprotekciós terápia része lehet a humán 

gyógyászatban is. 

 



69 
 

A disszertáció második felében bemutatott kísérletsorozatunkban egy viszonylag új és 

kevésbé ismert neuroprotekciós stratégiát, a posztkondícionálást teszteltük globális 

hipoperfúziós modellben. Nagy számú kísérleti adat támasztja alá azt a feltételezést, miszerint 

az LTP és memória sejtszintű folyamataiban kulcsszerepet játszik a tüskeszinapszisok 

átrendeződése és stabilizálódása (Kasai és mtsai., 2003; Kandel, 2004). A piramissejtek a 

serkentő, glutamáterg bemeneteit, szinte kizárólag a tüskeszinapszisokon keresztül kapják 

(Fiala és mtsai., 2002), ezért a dendrittüskék számának változása a kóros folyamatokban 

jelentősen befolyásolják a sejtek serkentő folyamatait és válaszadó képességét. Az LTP 

kialakulása során a dendrittüskék morfológiája alaposan megváltozik (Lang és mtsai., 2004; 

Matsuzaki és mtsai., 2004). Az alakbeli változások következtében a posztszinaptikus 

potenciálok vezetése (Araya és mtsai., 2006) és a jelátvivő anyagok eloszlása  is megváltozik 

a dendrittüskék és a szinaptikus rések között (Hugel és mtsai., 2009). Patológiás körülmények 

között, mint az ischaemiás agyban is, a hosszabb dendrittüskék képesek a hálózat szintjén a 

sejttestet biokémiailag és elektromosan izolálni a lokális excitotoxikus hatásoktól, így 

megakadályozhatják az apoptoikus folyamatok elindulását (Brown és mtsai., 2008). A 

folyamat úgy történik, hogy a spine-okban található tüskeapparátus képes az excitotoxicitás 

folyamataiban megemelkedő Ca2+ szintet pufferelni (Yuste és Denk, 1995; Majewska és 

mtsai., 2000). A poszt-ischaemiás agyban a korai válaszként jelentkező dendritikus 

plaszticitás képes megvédeni a neuronokat a patológiás folyamatoktól, mint például az 

excitotoxicitás, a fokozott Ca2+ ion beáramlás a sejtekbe (Bano és Nicotera, 2007) vagy a 

spontán kialakuló, kúszó depolarizáció (Risher és mtsai., 2010). A 2VO-val előidézett 

globális előagyi hipoperfúzió (nem teljes ischaemia) nem okoz klasszikus hisztológiai 

módszerekkel kimutatható sejtpusztulást még az ischaemiás/hipoxiás állapotokra leginkább 

érzékeny agyterületeken sem (Marosi és mtsai., 2009). Azonban a dendrittüskeszám-

csökkenése és az egyéb a dendritikus plaszticitásban bekövetkező változások már 

önmagukban felelősek lehetnek az LTP kiválthatóságának jelentős romlásáért a 

hippocampális CA1-es régióban. 

A kainát típusú ionotróp Glu receptorok (KARs) szintén döntő szerepet játszanak az 

idegrendszeri plaszticitás és a glutamáterg szinaptikus transzmissziós folyamatokban egyaránt 

(Bortolotto és mtsai., 1999). A KARs kiemelt szerepet játszanak a szinaptikus fejlődésben 

(Tashiro és mtsai., 2003; Marchal és Mulle, 2004), képesek szabályozni a filopódiumok 

mozgását a hippocampus moha rostjain (Tashiro és mtsai., 2003), amely a szinapszisok 

kialakulásának egy korai lépése. A szinapszisok éréséhez és a pre- és posztszinaptikus 

folyamatok megerősítéséhez szükség van a GluR5 és GluR6 alegységet tartalmazó KARs-ra a 
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CA3-as régióban (Marchal és Mulle, 2004). A KARs-at tartalmazó CA1-es interneuronok egy 

ionotróp folyamat révén depolarizálják a sejttestet (Cossart és mtsai., 1998; Rodriguez-

Moreno és mtsai., 2000), amíg a KARs másik populációja G-fehérjéhez kapcsolt 

mechanizmussal csökkenti a kiváltott IPSC-k amplitúdóját és a GABA felszabadulást (Clarke 

és mtsai., 1997; Mulle és mtsai., 2000; Rodriguez-Moreno és mtsai., 2000; Christensen és 

mtsai., 2004). A CA1-es régióban a GluR5 alegységet tartalmazó KARs farmakológiai 

aktivációja jelentősen visszaveti a glutamáterg jeltovábbítás intenzitását (Vignes és mtsai., 

1998; Clarke és Collingridge, 2002) a preszinaptikus receptorok G-fehérje függű aktivációja 

által (Frerking és mtsai., 2001; Lauri és mtsai., 2006). Ugyanakkor a GluR5 alegység 

huzamosabb ideig tartó aktivációja a PKC aktiváció révén specifikusan és tartósan megnöveli 

a glutamáterg szinapszisok számát a CA1-es régióban (Vesikansa és mtsai., 2007). 

Feltehetően a CA3-as és CA1-es régióban is ugyanazon a KAR-függő módon és a G-

fehérjéhez kötött szignalizációs folyamatok közreműködésével stabilizálódnak a szinapszisok. 

Egyúttal fontos megemlíteni azt is, hogy ezen receptorok endogén aktivációja csak a fejlődő, 

fiatal állatok idegrendszerében zajlik le, de a felnőtt, érett hippocampusban azonban már nem 

(Lauri és mtsai., 2006).  

A kainsav (KA) serkentő és neurotoxikus anyag is egyben (Olney és mtsai., 1974), 

amely alkalmazása lokálisan vagy szisztémásan, kiterjedt neurodegenerációt okoz az agyban, 

legfőképpen a hippocampus területén (Sperk és mtsai., 1985). A folyamatot a CA3-as, a CA1-

es és a Hylus környékén is jelentős sejtpusztulás kísérheti (Nadler és mtsai., 1978; Sperk és 

mtsai., 1983). Ezzel egy időben a KA kezelés neurogenezist indukál a gyrus dentatus területén 

(Gray és Sundstrom, 1998; Jaako és mtsai., 2009) abnormális szinaptikus kapcsolatokat és 

neuronális hálózatokat kialakítva, amelyek befolyásolják a hippocampális funkciókat 

(Scharfman és mtsai., 2000). A magas dózisban alkalmazott KA status epileptikus-t okoz, 

visszatérő rohamokkal és a térbeli memória és tanulási folyamatok jelentős romlásával 

(Mikati és mtsai., 1994; Sutula és mtsai., 1995). A konvulziót kiváltó dózis a proto-

onkoproteinek, úgy mint a Fra, c-Fos és Jun fehérjék expresszióját is indukálja (Mikati és 

mtsai., 1994; Sutula és mtsai., 1995). A lokális génkifejeződésben bekövetkező változások 

kapcsolatban állnak a KA által indukált rohamokat követően jelentkező hippocampális 

neuronok pusztulásával és túlélésével (Xia és mtsai., 1995). Ezen túl a KA aktiválja a 

mitogén-aktivált kinázokat (MAPKs) is. Ezek közül a c-Jun N terminális kináz (JNK) 

nemcsak számos apoptózissal összefüggő fehérjét (c-Jun, p53, Bcl-2) aktivál, hanem a 

kaszpáz-kaszkádot is (Haydar és mtsai., 1999). A kálcium/kalmodulin kináz II (CAMK II) 

kulcsszerepet játszik a hipoxás/hipoglikémiás állapotokat követő apoptotikus folyamatok 
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közvetítésében (Hajimohammadreza és mtsai., 1995), és a KA kezelést követően leírták az 

enzim aktivitásának fokozódását (Lee és mtsai., 2003).  

A fent említettek és az eredményeink alapján elmondható, hogy a magas dózisban 

alkalmazott KA kezelés a felnőtt patkányok intakt idegrendszerében károsítja a szinaptikus 

plaszticitást, amíg az általunk is használt alacsonyabb dózis (5mg/ttkg) posztischaemiás 

körülmények között képes helyreállítani a glutamáterg szinaptikus jeltovábbítás folyamatait 

és normalizálni a dendrittüskék sűrűségét a hippocampus területén.  

A posztkondícionálás önálló hatásait sajnos nagyon nehéz különválasztva 

tanulmányozni magától az ischaemiás eseménytől, az azonban bizonyosnak tűnik, hogy a 

KARs fiziológiai aktivációja során elinduló folyamatokkal sok közös pontot mutatnak. A de 

novo szintetizálódó fehérjék, mint például a hő sokk fehérjék (Kirino és mtsai., 1991; 

Kitagawa és mtsai., 1991; Liu és mtsai., 1993), a Bcl-2 (Shimazaki és mtsai., 1994), 

szuperoxid-dizmutáz (MnSOD) (Bordet és mtsai., 2000) és az apoptózis gátló, túlélő fehérje 

(inhibitor-of-apoptosis, IAP) (Tanaka és mtsai., 2004) hozzájárulnak a késői ischaemiás 

tolerancia kialakulásához és képesek megfékezni a késleltetett neuronpusztulást akár 2 nappal 

az ischaemiás inzultust követően. Ha a posztkondícionálást megelőzően vagy azzal 

párhuzamosan a fehérjék szintézisét gátló cikloheximidet is jutattunk az állatokba, a 

posztkondícionálás pozitív hatásai elmaradnak (Burda és mtsai., 2006; Danielisova és mtsai., 

2006). Az utóbbi években kiderült az is, hogy a posztkondícionálás képes megakadályozni a 

citokróm-c és a MnSOD citoplazmába ürülését, mérsékelni a kaszpáz-3 és iNOS aktivitását 

(Danielisova és mtsai., 2009), továbbá jelentősen csökkentheti a Glu koncentrációját átmeneti 

globális ischaemiát követően (Kravcukova és mtsai., 2010).  

A munkacsoportunk eredményei alapján elmondható, hogy a KA-al történő 

posztkondícionálás globális hipoperfúziót követően képes indukálni a dendrittüskék 

képződését a hippocampus CA1-es régiójában, amely egyúttal az új, serkentő szinapszisok 

kialakulását is jelzi. Az új kapcsolatok által kialakított hippocampális neuronális hálózatok az 

in vitro elektrofiziológiai méréseink alapján „normálisan” funkcionáltak. A KA, mint második 

patofiziológiás stresszor, csak az ischaemiás inzultust követő második napon bizonyult 

hatásosnak, amely egy sajátos terápiás időintervallumot jelent. Ez összhangban áll más 

kutatócsoportok által tapasztalt eredményekkel beleértve az ischaemiás és farmakológia 

posztkondícionálást is, amelyek hatásossága az irodalmi adatok alapján 6 órától (Ren és 

mtsai., 2008) 2 napig (Burda és mtsai., 2005; Burda és mtsai., 2006; Danielisova és mtsai., 

2008; Danielisova és mtsai., 2009) terjed.  
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További kísérletek szükségesek azonban az itt bemutatott KA által közvetített 

védőhatások hátterében álló mechanizmusok alaposabb megértéséhez, valamint más, 

posztkondícionáláshoz használható stresszorok teszteléséhez egyaránt.  
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Összefoglaló  
     
 
Az idegrendszert érintő betegségek közül leggyakoribb eset az, amikor átmeneti vagy tartós 

vérellátási zavar alakul ki (hipoperfúzió, stroke). Az ischaemiás állapot következtében a 

fiziológiásnál jóval több glutamát (Glu) szabadul fel a neuronokból az agy intersticiális 

folyadékába. Fiziológiás körülmények kötött a Glu serkentő neurotranszmitterként vesz részt 

az idegrendszer szinaptikus folyamataiban. A kórosan magas Glu koncentráció azonban 

excitotoxicitást okoz, amely az idegsejtek halálához vezethet. A folyamat során megnő a 

Ca2+-ion beáramlás a sejtekbe, ami megemeli az intracelluláris Ca2+ koncentrációt. A 

megemelkedett Ca2+-szint pedig különböző enzimek aktiválásával apoptotikus folyamatokat 

indít be.  

Az utóbbi években kiderült az, hogy az agyban felgyülemlett felesleges Glu-ot a keringésbe 

jutatott oxálecetsav (OxAc) képes lecsökkenteni a vér közvetítésével. A megemelkedett Glu-

szintet normál esetben a Na+-függő serkentő aminosav traszporterek (EAAT-k) csökkentik le. 

Ezek a transzporterek megtalálhatók az idegsejtek axonterminálisain az asztrocitákon, 

valamint az agyi endotél falában is. Ez utóbbiak az agyból a vérbe történő Glu transzportért 

felelősek. A vérben található glutamát-oxálecetsav transzamináz (GOT) enzim a Glu és 

koszubsztrátja (OxAc) jelenlétében a Glu-ot α-ketoglutaráttá alakítja át. Ha a vérben 

megnöveljük az OxAc szintjét, akkor azzal lecsökkenthetjük a vér Glu-tartalmát, és így ezzel 

egy “szívóhatást” alakíthatunk ki a megemelkedett agyi Glu-szint számára, fokozva az agyból 

a vérbe történő Glu-transzport mértékét (netto Glu efflux). 

 

1.,2.  

Az első kísérletsorozatunkban hím Wistar patkányokat használtunk, amelyek agykérgén 

fototrombotikus lézióval idéztünk elő fokális ischaemiás állapotot. Az ischaemiás inzultust 

követően egy egyszeri, 30 percen át tartó OxAc kezelést (12 mg/ttkg) alkalmaztunk.  A lézió 

kiváltását követően a sérülés kiterjedését és az elhalt idegsejtek számát Fluoro-Jade B (FJB) 

festés segítségével határoztuk meg. A FJB egy fluorokróm festék, amely szelektíven kötődik a 

sérült neuronokhoz. A túlélési idő után koronális agyszeleteket készítettünk a teljes lézió 

területéről, fagyasztva metsző mikrotom segítségével. A FJB festés után a sorozatmetszeteket 

fluoreszcens mikroszkóp segítségével vizsgáltuk meg. A lézión átesett kezeletlen (pozitív 

kontroll) és a lézió után OxAc kezelt csoportban is megvizsgáltuk a lézió térfogatát és az 

elhalt, FJB-pozitív sejtek számát.  
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Az OxAc kezelés a hisztológiai eredmények alapján neuroprotektívnek bizonyult, hiszen 

csökkentette a fokális agykérgi ischaemia által okozott károsodás mértékét. A 

fototrombotikus léziót követően az esetleges funkcionális károsodásokat is megvizsgáltuk in 

vivo elektrofiziológiai mérések segítségével. A vizsgálatokhoz az állatok trigeminális 

rendszerét aktiváltuk a bajuszpárnák elektromos ingerlésével, majd a szomatoszenzoros kéreg 

feletti ép koponyacsont felületéről kiváltott potenciálokat vezettük el különböző 

koordinátákról. Az ischaemiás inzultus a szomatoszenzoros kérgi kiváltott válaszok (SEPs) 

amplitúdóinak jentős csökkenését eredményezte, amelyet azonban az OxAc utókezeléssel 

szignifikánsan mérsékelni lehetett. Feltételezhetjük, hogy az OxAc neuroprotektív hatását a 

vér Glu tartalmának redukálása révén fejti ki, amely fokozza az agyból a vérbe történő Glu 

efflux mértékét, ezáltal lecsökkentve a kórosan magas Glu szintet az agyban. Az OxAc 

kezelés csökkenti a penumbra kiterjedését, javítja a sérült szövet vérellátását és 

oxigenáltságát, továbbá mérsékli a fokális ischaemia által okozott funkcionális károsodást is.  

 

A globális hipoperfúzió központi idegrendszert érintő következményei a 2VO-t 

követően jelentkező kevésbé jelentős szinaptikus plaszticitás-romlásától a 4VO után 

tapasztalható kiterjedt sejtpusztulásig terjedhet. Ezek a károsodások elsősorban az 

ischaemiás/hipoxiás állapotokra leginkább érzékeny agyterületeken figyelhetők meg, mint a 

hippocampus CA1-es régiója. A hosszútávú szinaptikus fokozódás jelensége, azaz az LTP a 

legelfogadottabb módszer a memória és a tanulás sejtszintű mechanizmusainak vizsgálatához. 

A hipoperfúzió nem okoz hisztológiai módszerekkel kimutatható sejtpusztulást, azonban a 

dendrittüskék számának csökkenése már önmagában felelős lehet az LTP kiválthatóságának 

jelentős romlásában a hippocampális CA1-es régióban, mivel a dendrittüskék adják a legfőbb 

serkentő, glutamáterg bemeneteket a neuronokon. Patológiás körülmények között, mint az 

ischaemiás agyban is, a dendrittüskék sűrűsége és morfológiája jelentősen megváltozhat. A 

hosszabb dendrittüskék képesek a hálózat szintjén a sejttestet biokémiailag és elektromosan 

izolálni a lokális excitotoxikus hatásoktól, így megakadályozhatják az apoptoikus folyamatok 

elindulását.  

Az ischaemiás posztkondícionálás célja az ischaemiás/reperfúziós károsodás kivédése, mind 

szív, mind agyi infarktust követően. A közelmúltban kiderült az, hogy a posztkondícionálás 

sokféle, önmagában káros anyag utólagos alkalmazásával kiváltható, amelyeket így második 

patofiziológiás stresszornak tekinthetünk. Az utókezelés időpontja az alkalmazott anyagtól és 

stratégiától függően néhány perctől, akár 2 napig is terjedhet.  
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Az ionotróp Glu receptorok családjába tartozó kainát receptorok (KAR-ok), az idegrendszer 

számos területén fontos szerepet játszanak a glutamáterg jeltovábbításban és a szinaptikus 

plaszticitásban egyaránt. Az említett receptorok agonistája a Glu analóg kainsav (KA), egy 

neurotoxikus anyag, amelyet először a Digenea simplex-ből vontak ki.  

A disszertáció második felében bemutatott kísérletsorozatban a KA posztkondícionálás 

esetleges neuroprotektív hatásait vizsgáltuk az ischaemiás inzultust követően különböző 

időpontokban alkalmazva. 

 

3.,4.  

Átmeneti, 30 percig tartó globális előagyi hipoperfúziót a két arteria carotis communis 

reverzibilis leszorításával (2VO) idéztünk elő, hím Wistar patkányokon. A 2VO funkcionális 

hatásait a Schaffer kollaterálisok és a CA1-es piramissejtek közötti szinapszisokban az LTP 

kiválthatóságával, az alapvető glutamáterg jeltovábbítás folyamatait pedig input/output (I/O) 

görbék felvételével tanulmányoztuk hippocampális agyszeleteken. Az ischaemiás inzultus 

által kiváltott morfológiai károsodásokat a CA1-es piramissejtek apikális dendrittüske-

denzitás változásán keresztül vizsgáltuk.   

Az in vitro elektrofiziológiai mérésekhez koronális agyszeleteket készítettünk, amelyek a 

hippocampust is tartalmazták. Az LTP kiváltásához egy rövid kontroll periódust követően 

magas frekvenciás ingerlést (HFS) alkalmaztunk és 60 percen keresztül vizsgáltuk a 

mezőpotenciálok (fEPSPs) amplitúdóinak változásait. A dendrittüskék számának 

meghatározásához Golgi-Cox festést használtunk, majd vibratom segítségével koronális 

agyszeleteket készítettünk, amelyeket fénymikroszkóppal vizsgáltunk. A 2VO jelentős 

funkcionális károsodást és morfológiai elváltozást okozott a hippocampus CA1-es régiójában. 

A KA-al történő posztkondícionálás (5 mg/ttkg) az ischaemiás inzultust követően közvetlenül 

vagy 24 óra után alkalmazva nem bizonyult neuroprotektívnek. Azonban, ha a kezelés 48 

órával a 2VO-t követően történt az LTP kiválthatósága, az I/O görbék és a dendrittüskék 

denzitása megközelítette a kontroll értékeket.  

Kísérleti eredményeink alapján elmondható az, hogy a KA-al történő posztkondícionálás 

globális hipoperfúziót követően képes indukálni a dendrittüskék képződését a hippocampus 

CA1-es régiójában, amely egyúttal az új, serkentő szinapszisok kialakulását is jelzi. Az új 

kapcsolatok által kialakított neuronális hálózatok az in vitro elektrofiziológiai méréseink 

alapján „normálisan” funkcionáltak. A KA, mint második patofiziológiás stresszor, csak az 

ischaemiás inzultust követő második napon bizonyult hatásosnak, amely egy sajátos terápiás 

időintervallumot jelent. 
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Summary 
 

 

Glutamate (Glu) is the major excitatory amino acid neurotransmitter in the central nervous 

system. It mediates a number of physiological processes, but it is involved in the pathological 

processes of excitotoxicity too. Traumatic brain injury, focal brain lesion or global 

hypoperfusion are followed by acute excitotoxicity, a result of overexcitation of the Glu 

receptors and a cellular calcium overload caused by the presence of abnormally high Glu 

levels in the cerebrospinal and interstitial fluids. These changes are among the key factors of 

cell death in brain ischaemia.  

It has recently been demonstrated that excess Glu in the brain can be eliminated by the 

intravenous administration of oxaloacetate (OxAc). Glu transporters located on the brain 

vasculature play an important role in controlling extracellular Glu levels via a brain-to-blood 

Glu efflux. The brain-to-blood Glu efflux mediated by Na+ dependent excitatory amnioacid 

transporters and greatly enhanced by the blood Glu scavenger OxAc which, upon intravenous 

administration activate the blood-resident glutamate-oxaloacetate transaminase, respectively, 

causing Glu deamination into α-ketoglutarate. The scavenging of blood Glu increases the 

driving force for a brain-to-blood Glu efflux and leads to a neuroprotective decrease in the 

excess Glu present in the brain extracellular fluids.  

In this study, we subjected rats to a photothrombotic lesion and treated them after the 

illumination with a single 30-min long administration of OxAc (12 mg/bwkg, i.v.). Following 

induction of the lesion, we measured the infarct size by Fluoro-Jade B (FJB) staining. FJB 

binds sensitively and specifically to damaged neurons, with increased contrast during acute 

neuronal stress. Coronal sections (30 µm) were cut with a freezing microtome and the 

sections were stained with FJB. The sections were subsequently analyzed with a fluorescent 

microscope. The volume of the hemispheric lesion and the number of FJB-positive cells were 

calculated for each animal. The administration of OxAc resulted in a reduction in the volume 

of the ischemia-induced cortical damage.  

We also examined the functional consequences of the photothrombotic lesion by measuring 

the amplitudes of the somatosensory evoked potentials (SEPs). SEPs were induced in the 

contralateral primary somatosensory cortex by electrical stimulation of the right whisker pad 

and were transcranially recorded. The photothrombotic lesion resulted in appreciably 
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decreased amplitudes of SEPs, but OxAc administration significantly attenuated this 

reduction. 

We suggest that the neuroprotective effects of OxAc are due to its blood Glu scavenging 

activity, which, by increasing the brain-to-blood Glu efflux, reduces the excess Glu in the 

brain. This limits the size of the penumbra, improves the tissue perfusion and oxygenation and 

reduces the ischemia-related functional damage.   

  

The cerebral consequences of global hypoperfusion can range from slight changes in synaptic 

plasticity, as seen after 2-vessel occlusion (2VO) to extensive cell death in vulnerable brain 

areas including the hippocampal CA1 region after 4-vessel-occlusion (4VO). The cortex and 

hippocampus are highly sensitive to hypoperfusion. 2VO (only the bilateral common carotid 

arteries are clamped) reduces the blood flow to one-third in rats. Through glutamatergic 

synapses, long-term potentiation (LTP) involved cellular mechanisms of learning and 

memory expresses mainly dendritic spines in the hippocampus and cortex. Any LTP 

malfunction in the ischemic hippocampus is paralleled by changes in dendritic spine density 

through remodeling of spines. Ischemic postconditioning is referred to preventing 

ischaemia/reperfusion injury in both myocardial and cerebral infarction. It has benn recently 

demostrated that postconditioning can be induced by a broad range of stimuli within minutes 

to days after an ischemic insult in the brain. A special form is elicited by pharmacological 

intervention called second pathophysiological stress. Kainic acid (KA), obtained first from the 

red alga Digenea simplex, is a potent agonist of the kainate class of ionotropic glutamatergic 

receptors, and hence a potent neuroexcitant through excitotoxicity. 

The next study aimed to evaluate possible neuroprotective effects of kainate postconditioning 

with onsets 0, 24 and 48 h after the ischemic insult on the hippocampal synaptic plasticity.  

Transient global hypoperfusion was induced in male Wistar rats by two-vessel occlusion 

(2VO) for 30 min. The hippocampal function was tested by LTP measurements of Schaffer 

collateral-CA1 pyramidal cell synapses in acute slices and the changes in density of dendritic 

spines on pyramidal cells at CA1 region.  

For electrophysiological recordings we prepared coronal slices from the middle part of 

hippocampi. Field excitatory postsynaptic potencials (fEPSPs) were monitored and after a 

control period, LTP of the Schaffer collateral-CA1 synaptic response was induced by high-

frequency stimulation (HFS). After the HFS the fEPSPs were recorded for at least a further 60 

min-long period. In order to determine the number of apical dendritic spines we used Golgi-
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Cox staining. When the impregnation was ready coronal brain sections were cut by 

vibratome. The clear Golgi sections have been evaluated by light microscopical stereology.  

2VO causes inhibition of protein synthesis and leads to the decrease of dendritic spine number 

and resulted in an impaired long-term potentiation (LTP) function in the hippocampal CA1 

region. Postconditioning 0 and 24 h after ischemia was not protective, whereas the application 

of kainate (5 mg/kg) 48 hours after the 2VO restored the damaged LTP function to the control 

level in parallel with the reappearance of a normal spine density.  

Our experiments have demonstrated that KA treatment induces spine-genesis in the adult 

hippocampal CA1 subfield after incomplete global ischemia, which results in a normal-like 

functioning neural network. KA can be used as a pharmacological postconditioner only at the 

second post-ischemic day, revealing a very specific therapeutic window. These data clearly 

demonstrate the onset dependence of postconditioning in global ischemia, with restoration of 

the structural plasticity and hippocampal function.     
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és Gellért Leventének, hogy megosztották velem hasznos tanácsaikat és nemcsak szakmailag, 
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elmúlt években részesítettek.   
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