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Roviditések jegyzeke

2VO: a két arteria carotis communis leszoritasa {tessel occlusion)

4VO: 4 ér elzéaras - a két arteria carotis commasis két arteria vertebralis elzarasa (four-
vessel occlusion)

aCSF: mesterséges agy-gerinévédlyadék (artificial cerebrospinal fluid)

AHA: Amerikai Sziv Egyesulet (American Heart Assaiein)

ALS: amyotrophias lateral sclerosis

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

ATP: adenozin-trifoszfat

BBB: vér-agy gat (blood-brain barrier)

BCB: vér-cerebrospinalis-gat (blood-cerebrospihatfbarrel)

CA1: Cornu Ammon 1-es régio

CA3: Cornu Ammon 3-es régio

CAT: katalaz

CBF: agyi véraramlas (cerebral blood flow)

CCA: arteria carotis communis (common carotid gjter

CIA: kronikus ischaemias allapot (chronic ischaeattack)

CREB: cAMP respond element binding

CSF: cerebrospinalis folyadék

DW: desztillalt viz (distilled water)

EAAT: excitatérikus aminosav transzporterek (axoitg aminoacid transporter)

EPSP: serkefitposztszinaptikus potencial (excitatory postsyrmaptitencial)

fEPSP: serkeitposztszinaptikus mézpotencial (excitatory postsynaptic potencial)

FJB: Fluoro-Jade B

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyoid)

GF: novekedési faktor (growth factor)

Glu: glutaméat

GOT: glutamat-oxaletecetsav transzaminaz

GPT: glutamat-piruvéat-transzaminéz

H.O: hidrogén-peroxid

HFS: nagy frekvencias ingerlés (High Frequency Blition)

L.v.: intravénas

ICAM-1: sejten bellli adhéziés molekula-1 (intethgkar adhesion molecule-1)

IL-1B: interleukin-1B

I0: bemenet/kimenet (input/output)

ISF: intersticialis folyadék (interstitial fluid)

KA: kainsav

KAR: kainat receptorok

KV: kivaltott valasz

LTP: szinaptikus attédes tartds megnovekedése (long-term potentiation)

MAPK: mitogén-aktivalta protein kinaz (mitogen-aetied protein kinase)

MCAO: kdzép$ agyi artéria elzaras (middle-cerebral artery cgioko)

MRNS: messenger-ribonukleinsav

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NOS: nitrogén-monoxid-szintetaz

nPr: nucleus principalis



OGD: oxigén-glukéz-megvonas (oxygen-glucose-depiong
OxAc: oxalecetsav (oxaloacetate)

PBS: foszfat-puffer oldat (phosphate-buffer solnfio
PKA/C: Protein Kinaz A/Protein Kinadz C

PLAZ2: foszfolipaz-A2

PM: punctum maximum

Po: posterior nucleus

PSD: posztszinaptikus denzitas

PTP: poszt-tetanikus potencirozodas (post-tetastenpiation)
SEPs: szomatoszenzoros kivaltott valaszok (somagosg evoked potencials)
snC: subnucleus caudalis

snl: subnucleus interpolaris

snO: subnucleus oralis

SOD: szuperoxid-dizmutaz

SSI: el$dleges szomatoszenzoros kéreg

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

TC: talamo-kortikalis

TIA: transient ischaemic attack

TNFa: tumor-nekrozis faktoe:

VPM: a talamusz ventralis postero-medialis magja

WHO: Egészségigyi Vilagszervezet (World Health @rgation)



Bevezetés

Az agyat érind ischaemias allapotok

Hazankban és vilagszerte egyarant, a sziv-, érzendgs a daganatos megbetegedések
mellett a cerebrovascularis és neurodegenerategbéyek, valamint ezek kdvetkezményei
vezetik a halalozasi statisztikdkat. Az idegrendseants betegségek kodzil leggyakrabban
atmeneti vagy tartés veérellatasi zavar alakul kmebyet Osszefoglaldé néven agyér-
katasztrofanak (stroke, szélltés) nevezink. Atfepeotorizalt tarsadalmakban a gyermekek
és fiatal felibttek esetében a baleseti fejsérulés, mint halalagaszintén alkelé helyen all
(Zador és mtsai., 2004; Biki, 2006). A legnagyolels2élynek a kdzlekedésben résztévev
kerékparosok és gyalogosok, valamint az épitkeedsdklgoz6 munkasok vannak kitéve. A
balesetek altal okozott fejsérulések kozvetlen vadyvetett kdvetkezményeként szintén
gyakran ebfordul traumas ischaemias allapot az agyban. Azzgglgyi vilagszervezet
(WHO) 2010-es becslései szerint 2020-ra a sziveétgk €s a stroke lesznek vilagszerte a
vezet okok Ugy a halalozas, mint a rokkantsag tertlederelsrejelzések azt mutatjak, hogy
2020-ra a halalos kimenefieesemények szama 20 millié folé fog emelkedni, ngkéor
2030-ra varhatéan tébb mint évi 24 milli6 emberjdog@z életét vesziteni e betegségek
kovetkeztében. Jelenleg évente 1,4 milli6 embernhed agyér-katasztrofa kdvetkeztében.
Magyarorszagon évente 42 ezer ember szenved s#élatdbl 14 ezren vesztik életiiket
azonnal. A tulalk kozel 24%-at még az élesztendben elveszitjik, mig tovabbi 5%-uk a
masodik évben tavozik azaéél sorabol. Még a stroke utan életben maradtak setoslan
élhetnek teljes életet, hiszen az esetek tobb BM8b-4ban valamilyen mértékkognitiv
leéplilés mutathatd ki. A stroke igy a rokkantsaggk tekintélyes hanyadéért is félel A
betegek 22%-a jarasképtelen, 25-50%-a részben tegsen masok segitségére szorul,
hozzaveilegesen 15%-a beszédzavarban szenved, és toblBdSitra pedig depresszidssa
valik (A Magyar Stroke Tarsasag adatai; 2010). Maz idegrendszert ért negativ hatasok
ilyen elbkels helyen allnak a haldlozési okok kozott, valosldg ennek is szerepe volt
abban, hogy a '90-es éveket az agy évtizedénekadageof the brain) nyilvanitottak, és
ezekben az években az idegtudomanyok korabban &eih fejlbdésének lehettiink a tanui
(Zador és mtsai., 2004). Az elmult évtizedek Uapéas stratégidinak kdoszonben az akut

stroke ma mar a sufgségi ellatas korébe tartozik.



Az emberi agy a normalis, zavartalarikiidéséhez a teljes vérkeringés egynegyedét
hasznalja fel. Ha az agyi vérdramlas (CBF) valaemlyoknal fogva korlatozott, és a
normalérték kortlbelil 40%-a ala esik, akkor azgéxi és tapanyag ellatas csokkenése mar
oly mértéki energiahianyhoz vezet, amelynek kovetkeztébendegi ielektromos aktivitas
zavara alakul ki, és neuroldgiai tinetek jelentiedz(Zador €s mtsai., 2004). Ha a vérellatas
rovid idon beldl helyredll, atmeneti ischaemids esem@ngflA), ha azonban tartésan
fenndll, akkor kronikus ischaemias allapotrol (ClBgszélink. Ezen utébbi allapotra a
leggyakoribb példa az artéria carotis communis@katts erelmeszesedés (atherosclerosis),
amely a véredények bdiiilése altal csokkenti az agyat ellaté vér menmységlobalis
hipoperfuzid). A vérellatas zavaranak helye és ékért meghatarozza azt, hogy helyi
(fokalis), vagy generalizalt (globalis) agyi funknélis zavar, vagy sulyos esetben teljes
funkciovesztés alakul ki (National, 2005; Sauerhe2®06). Az agyer-katasztrofak kozul a
legnagyobb gyakorisdggal azok az esetek fordulnidk amelyekben az agyat ellatd
valamelyik véredényben egy vérrog (trombus) vagp@ia altal akadalyozott a véraramlas.
Ez az esetek 80-85%-at teszi ki, és ischaemidkestrak nevezzik (Bonita, 1992; Sudlow és
Warlow, 1997; Rosamond és mtsai.,, 2007). A fennd@ra5-20%-ba az ugynevezett
vérzéses vagy haemorrhagias stroke eseményeknaktoZKidwell és Warach, 2003) (1.

abra).

Ischaemias stroke Haemorrhagias stroke

vértdl elzart
teriilet

vérzéses teriilet

Egy trombus vagy embdlia A vér egy hasadékon keresztiil
megakadalyozza a folyamatos ki6mlik az érbél a krmyezd
vérdramldst az érben szdvetekbe

1.4bra Az agyér-katasztréfak tipusai és kialakulasuk okai



Saver, 2006-ban ko6zolt kalkulacioi szerint egy gk ischaemias stroke soran
méasodpercenként 32 000 neuront, 230 millié sziriapgs 200 m mielin-hivellyel boritott
idegsejt nyulvanyt veszithetiink el az érintett agifeten, amely, becslések szerint megfelel
36 év alatt tortéh normal Oregedés soran kialakulé valtozasnak. A véiben
kovetkezményeken és a kedéden mortalitasi mutatokon tul tovabbi problémdeje az,
hogy neurologiai és pszichiatriai betegségek aletnbk ki az atmeneti vagy tartés
vérellatasi zavarok hatasara. Az ischaemia az dgyéitdé oka lehet a degenerativ dementiak
kialakulasanak is (Zlokovic, 2005).

A stroke-on éatesett paciensek hatalmas terhet r@na&rsadalomra, a betegellatd
rendszerre és az érintettek csaladjara is. Mivéletegség nagy ardnyban okoz tartésan
rokkantsagot, munkaképtelenséget, a hosszu tawldsekoltségei illetve az egyéb koltségek
(segédeszkoz, rokkantsagi nyugdij, apold csalasitiag csak becsulhik. A rendelkezésre
allo nemzetkdzi adatok szerint az USA-ban az aschdemias stroke-beteg akut ellatasanak
koltségei 10 000 USD korial vannak, mig a beteg la@adaz egészségugyi ellatas,
rehabilitacio koltségei, a beteg kiesett jovedelraehozzéatartozok apolasi koltségeinek
egyuttes 0sszege eléri a 90 000 USD-t (Taylor ésaimt1996; Horner, 1998). A fenti
0sszegek eurdpai adatok szerint 6-12 000 USD dl€80-70 000 USD korul mozognak
(Jorgensen és mtsai., 1999)

Az USA-ban a stroke ellatasra koltott 6sszeg hoetbéagesen 30 milliard dollar,
amely az indirekt koltségeket is beleszamitva elird 43 milliard dollart (White és mtsai.,
2000). A cerebrovascularis betegségek kezelésisdégdi 25 Eurdpai unids tagallamra
vonatkoztatva 2003-ban 21 milliard eurdé volt (Leéa mtsai., 2006). A fejlett orszagok
egeészségugyi kiadasainak kb. 5%-at teszik ki &stetiatas koltségei (Horner, 1998)

Hazankban a stroke betegek atlagéletkora 5-10 @laetsonyabb, mint a fejlett ipari
orszagokban. Magyarorszagon, a nyugati orszagokiépest, rendkivil magas a stroke
orszagokban az akut stroke betegek mortalitAsédaavalatti korcsoportban 8-10/100 000,
addig ez a szam hazankbanéi esetében 40/100 000, férfiaknal 60/100 000 (Nesygntsai.,
2000). A kodzel 9000 beteg adatainak feldolgozaapja@h készilt Stroke Adatbazis (Nagy és
mtsai., 2000)yalamint a GYOGYINFOK adatai szerint, a stroke dkozalélozas az elmdlt
években Magyarorszagon elérte a 180/100 000-etéWAWz50 000 agyi érbetegség miatti
korhazi felvétel kozal, mindéssze 8-10 000 tortéak akut szakban. A stroke kézpontban

ellatott akut ischaemias stroke beteg konzervatezelésének koltsége - az AOK



koltségszamitasi adatai alapjan- atlagosan 380Fb0A kezelés efs14 napjara vetitve. Az
akutan elvégzett trombolizis ezt az 6sszeget kéliillla kétszeresére noveli.

Fontos megemliteni azt, hogy az agyi verellathsamawem csak agyér-katasztrofa
soran alakulhat ki. Szamos baleset vagy betegségn skialakulé szivmegallas
kovetkezményeként is medsuk teljesen az agy vérellatdsa. Eszak-Amerikaban é
Eurdpaban is az (jraélesztések szama évente mdigkézél milliot (Bottiger és mtsai.,
1999; Peberdy és mtsai., 2003; Eckstein és mt8@0D5), ebbl korulbelul 70 000 eset
kapcsolhato infarktushoz. A szivmegallas globadjgi aschaemiat okoz, ugyanakkor az agy
pedig extrém érzékenységet mutat a hypoxias atbépmt J6 példa erre az, hogy a paciens
mar 5-6 masodperces ischaemia esetén elveszitiéetein(Rossen és mtsai., 1943). Az
Ujraélesztést kovéen bekovetkez halalozasok legbb oka az agyat érigitkiterjedt idegi
sérulés, amely a szivmegallas kovetkeztében killakglobalis agyi ischaemia
kovetkezménye (Krause és mtsai., 1986; Laver éaim004). Az Ujraélesztés utan életben
maradd személyek korilbelll fele tartés kognitimkcio karosodast szenved, amely az
dsszpontositasi képesség romlasat vagy akar merki@sast is jelenthet (Lim és mitsai.,
2004; van Alem és mtsai., 2004). Ezen paciensekmeiddssze 5-10%-a képes teljes
mértékben visszatérni a korabbi életviteléhez (Keads mtsai., 1986). Ezek utan éidhet
hogy miért olyan fontos a spontan keringés mihabiatérté visszaallitasa az ischaemias
események bekovetkezése utan.

Az elmult években, évtizedekben az ischaemias dtikdgat koved agykarosodas
mechanizmusait egyre mélyebben sikertlt megismarnilagszerte széles kérben folyd
kutatasoknak kdszonlietn. Mivel a fokalis agyi ischaemia pathomechanizmaisyonatkozo6
ismereteink is rohamosarb\iiltek (Farkas és mtsai., 2002; Sarti és mtsaD22Garkas és
mtsai., 2004; Zlokovic, 2005), mind a prevencidbaimd a terapidban igéretes eredmények
szllettek az allatkisérletes modellekben. A vizasigkbdl azonban az is kiderilt, hogy az
ischaemiat kovét idegrendszeri karosodasok meérséklése vagy medgkadaa nagyon
Osszetett feladat, amely egyetlen tamadaspontea katdszikileg nem valésithaté meg. Ezt
tamasztotta ala a human klinikai vizsgalatokréleatksorozatos kudarcok hire is (Hoyte és
mtsai., 2004). Ezért tovabbi igény mutatkozik aymiakonok kiprébalasara, valamint
alternativ neuroprotektiv stratégidk kidolgozasaraglyek a klinikumban is hasznalhat6ak
lesznek.

A fokalis ischaemiat kovétidegrendszeri rendellenességek vagy sérilése&beset
az érintett agyterllet a nekrotikus kézponti ma@e) és az azt kopenysien korulvev

penumbrara kilénil (Hermann és mtsai., 1999; Re&s mtsai., 2003; Hermann és mtsai.,
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2004). A core régioba éssejtek nekrotizalnak, amely folyamat a sejtek viereibilis
karosodasat, gyors és kiterjedt pusztulasat jelantielyet reaktiv leukocytainfiltracio vesz
kordl, és hegesedés kovet. A penumbra régio leesiitkiérellatasat a helyi kollateralis-
aramlas biztositja, igy ennek &allapota nagyban midgbzza a karosodas meértekét. A
penumbra vérellatdsa a letdlis energiaelégteledst@z elektromos elégtelenség kozott
ingadozik, ezaltal az adott tertletikddése kiesik, de még potencialisan megmeétlinet az
agyi verataramlas ismét normalizalédik (Zador ésamt 2003). Iével azonban a penumbra
terlletén talalhato idegsejtek is belecsuszhatrakirt@verzibilis karosodasba. Az agyi
véraramlas csokkenése molekularis események samraigynevezett ischaemias kaszkadot
inditja be (Tsuchiya és mtsai., 1992). Ezen kasataédményeként az adott sejtek apoptdzis
révén elpusztulnak. Az apoptézis egy genetikailagbalyozott sejtpusztulas, amelyet a
patolégias korulmények indithatnak el a szuksédekwoeabban. Az agyi vérellatasi
zavarokban jelentkéz apoptézist el&dlegesen az oxigén-, szubsztrathidny és a
kovetkezményes ATP-csOkkenés inditja el (Suzukinésai., 1998). A csak kis mértékben
csokkent aramlas (low flow) egészséges agyszoveskem funkcionalis, sem morfologiai
valtozast nem okoz, mert a csokkent oxigénkinal@orbod mechanizmusokkal
kompenzalhaté. A funkcidkarosodas egy hatarig mbiis, azonban adott aramlasi érték
alatt (irreverzibilis dramlasi kiszob) olyan méftiték valik, ami mar visszafordithatatlan
membrankarosodast és egyéb morfologiai elvaltoazsgiil a sejtek pusztulasat okozza
(Jones és mtsai., 1981). Ha a hypoxia kovetkeztgblmtked ATP-hiany szubletélis
mértéki, a dontési fazissal megkérlk az apoptdzis eseménysora, amely a penumbra
terlletére lokalizalodik. Ha azonban az ATP cstkkeannyisége atlép egy bizonyos hatért,

nem apoptozist, hanem nekrozist indukal (Nicotsrenésai., 2000; Zador és mtsai., 2003).

A glutamat szerepe az apoptdzisban

Kdzismert, hogy a glutaméat (Glu) a légb serkert neurotranszmitter a kdzponti
idegrendszerben, amely szamos fiziologias folyaaratlesz részt, de kiemelt szerepet jatszik
a patolégias excitotoxicitas kialakulasaban is, lsgmek soran a korosan megemelkedett Glu
szint karositja és elpusztitja az idegsejteketo{CI988; Choi, 1994).

Az apoptézis kezdeti eseménysordban @loat C&* intracellularis koncentraci6janak
emelkedése. A CGanak az extracellularis tétb az idegsejtekbe jutdsaban harom

mechanizmus jatszik szerepet: 1. az ATP-hiany njééntkes, az aktiv CA pumpahoz
10



2. a M&'-ATP-az csokkent
depolarizaciét okoz, ezaltal fesziltségfag@a* csatornék nyilnak meg; 3. azamino-3-

kotott  transzportjelenség; fikodése sejtmembran-
hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA), majéz N-metil-D-aszpartat (NMDA)
tipusu Glu receptorokkal rendelkemncsatornak nyilnak meg (Jatzke és mtsai., 2d2)n
kivil két endogén Caraktar is megnyilik: az endoplazmatikus retikulésa mitokondrium
(White és mtsai.,, 2000). A €a szintiének folyamatos emelkedése fokozott Glu
felszabadulast okoz az axonterminalisokban, megpgi@itva a posztszinaptikus sejtek
mikodését, ezaltal szoveti szintre emeli az apoptkdieetkezményeit. A megemelkedett
ionkoncentracié az idegsejtben tobb Thiggd enzimet is aktival. llyen példaul a
foszfolipdz-A2 (PLA2), amely a lipidmembran kozestl lizisét eredményezi (Mattson és
mtsai., 2000), valamint a nitrogén-oxid-szintaz @Oami nitrogén-oxid €s peroxi-nitrit
képzése utjan okoz lipid-peroxidaciot (Kruman ésanf 1997; Zador és mtsai., 2003). Az
eddigi folyamatokbdl vildgosan kideril a Glu fonsxerepe az apoptozis kezdeti szakaszaban

és annak tovabbterjedésében (2. 4bra).

Ischaemia
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Ca?* -csatornak nyitasa

AMPA

receptorok

Metabotrép
receptorok

NMDA

receptorok

Y
Ca?* influx
Py #

Emelkedett intracellularis
Ca?* -szint

B

SEJTHALAL

v

Ca?* felszabadulas
intracellularis raktarakbol

2. abra Az ischaemiat kdvétmolekularis mechanizmusok vazlata, amelyek végul
sejthalalhoz vezetnek (Lyden és Wabhlgren, 2000).
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Az apoptézis terjedése szerepet jatszik példaavalabbi neuronok kdrosodasaban (Zhang és
mtsai., 1998), az agyi ischaemiaban (Garcia-GaNoagsmtsai., 2003), a Huntington-kérban
(Storey és mtsai., 1992) és az epilepszias rohdaab&kulasaban is (Dingledine és mitsai.,
1990). A megzavart Ga homeosztazis kulcsszerepet jatszik szamos nelzndestiv
elvéltozas kialakitasdban is, mint példaul az Ailxtee-kor és az  Amyotrophias Lateral
Sclerosis (ALS) (Celsis és mtsai., 1987; Yoshidenésai., 1988; de la Torre, 1999; Karhunen
és mtsai., 2005).

A kronikusan fenndllé lokéalis hypoxia, karosodotltikgpzmetabolizmust és anaerob
glikolizist indukdl, ami laktatszint-novekedést asid6zist von maga utan (Pulsinelli és
mtsai.,, 1982; Beck és mtsai., 1995; Derdeyn és imtsk999). A vascularis és
neurodegenerativ hattepatolégiai folyamatokban egyre nagyobb jebsgget tulajdonitanak
a gliasejtek megvaltozasanak is (Wakita és mt4&94; Rudolphi és Schubert, 1997). A
fiziolégidas korilmények kozott stabil, nyugvdé migim sejtek ischaemia hataséara
aktivalodnak és neurotoxikus anyagokat (protedzokitrogén-monoxid, oxigén-
szabadgyokok, citokinek, interferonok) szabaditafelk Ezek az anyagok a neuronokat
karositva azok halaldhoz vezethetnek. Az ischaesmm@urodegenerativ folyamatok, illetve a
keletked citokinek hatasara a nyugvé asztrocitak szintétivak allapotba kertlnek. A
folyamat kdvetkeztében elveszitik az ion homeoszttdenntartd funkcidjukat, igy me§raz
extracellularis K koncentracio, és tovabb fokozodik a Glu mennyiség@Vakita és mtsai.,
1994; Rudolphi és Schubert, 1997).

A hatasos terapia megtervezésében nagyon fontssla@emias eseményeket kdvet
patomechanizmusok ponto$ixeli behatérolasa.

A / ™ / Excitotoxicitas
/

Depolarizacio a
\  penumbraban Gyulladas

P \ A}p/optozns

Percek Orak Napok Hetek
Ido

Sériilés

-
>

3. abra A fokalis ischaemiat kdvétpatofiziolégias eseménysoriioeli lefutasanak vazlata (Dirnagl és
mtsai., 2003).
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A fentebb részletezett folyamatok kozil a glutametcitotoxicitas, a C&
intracellularis felhalmozédéasa és az oxigén szaygsdik keletkezése az ischaemias periddus
utan perceken belil bekdvetkezik. Az apoptoziszeezael egyilben kialakuld gyulladasos
folyamatok megindulasa orakkal k&b kezddik meg, lefolyasuk pedig az ischaemia
mértéekésl figgéen napokig, de akar hetekig is eltarthat (Dirnagingsai., 2003) (3. abra).

A korosan megemelkedett glutamat szint csokkeretiéseimedsége

Az utobbi iddben nagy hangsulyt fektettek az agyi glutamat #poderek nagy csaladjanak
vizsgélatara, amelyek megtaldlhatbak mind az aromihalisokon, mind a periszinaptikus
asztrocitakon (Danbolt, 2001). Ezek a "Miaggs excitatorikus aminosav transzporterek
(EAAT-ek) képesek kotni, és felvenni a normalis gdemikddés soran felszabadulo
glutamétot (Gottlieb és mtsai., 2003). Egy serkegtutamaterg szinapszis fizioldgias
miikodése soran a preszinaptikus axonterminalisoldiathato vezikulakbdl Glu-ot szabadit
fel, amely a szinaptikus résekbe Uril, ezaltal @ Ksincentracioja hirtelen ezerszereséi¢In
mM) a nyugalmi allapothoz képest. A felszabadula @dgy része kétlik a posztszinaptikus
membranon nagy szamban jelendévlu receptorokhoz, a feleslegben maraddé molektlaka
pedig felveszik a szinapszist kehely smgr korbedldl glia sejtek, amelyek membranjan nagy
szamban taladlunk EAAT-et. Ez a szinaptikus elreidéz megakadalyozza a serkentés nagy
meértéki térbeli kiterjedését (Rusakov és Kullmann, 1998ytéhenko és Rusakov, 2004;
Savtchenko és Rusakov, 2005). A Glu koncentraadgnt leirt folyamatok révén pillanatok
alatt visszaall 1IM-ra a szinapszisokban és az extracellularis/ititeédss folyadékban (Beart
és O'Shea, 2007) egyarant. A Glu ezen koncentradi@n koérilmények kozott nem
citotoxikusak, és kérosan fokozott aktivitast (earitacié) sem okoznak (Danbolt, 2001).

Az utébbi években azonban bebizonyosodott, hogykutzis Glu felszabadulas
torténik a glia sejtekd is, amely tulmutatva a szinapszisokon egy jovékerjedtebb
serkentést valosithat meg (Montana és mtsai., 20@8ce és mtsai., 2007). Az agyat ért
patolégidas események soran kérosan megnovekdd szintnek a hatterében az infarktus
core és penumbra régiojara jelleiepolarizacio all. A tartdés depolarizacié kévetében a
glidkon talalhaté EAAT-k forditott médon kezdenekikiidni, és Glu-t adnak le (Montana és
mtsai., 2006; Vesce és mtsai., 2007). Ez a ,reverikodés okozza az extrém magas Glu

szintet, amely a kiterjedt karosodast és neuronplést okozhatja.
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Az agyi erek falaban is megtaldlhatd endotheligkgteken elhelyezkédglutamat
transzporterekre (O'Kane és mtsai., 1999) és ezekegére az extracellularis glutamat
koncentracié szabalyozasaban ezidaig kevés figyednamteltek. Az utdbbi években azonban
kiderult az is, hogy az eérendothél faldban szimggy szamban talalhato EAAT-kiikbdése
nem valtozik meg a patolégids kortlmények kozoteqse €s mtsai.,, 2007). Két szorosan
osszefligd kompartmentet kilonboztethetiink meg, amelyekbenaindédon torténik a Glu
transzportja: a vascularis endothéliumot, amelyéaagy-gat (BBB) részét képezi, és a
choroid epithéliumot, amely a veér-cerebrospinabtyddék-gatat (BCB) formazza. Ez az
utébbi choroid plexus, amely aktiv kivalasztassafbotitja el a glutaméatot a cerebrospinalis
folyadékbol a vérbe (Segal és mtsai., 1990). A& etettel kapcsolatban fontos megjegyezni,
hogy az agy erezettsége rendkivil kifejezett, dagas tavolsag két kapillaris kozott
mindossze 10-20 mikron (Pawlik és mtsai., 1981k8li@s mtsai., 2001). Mivel a glutaméat a
transzporterei révén képes atlépni a vér-agy-g&anszirinek fint az, hogy az erek illetve a
vér részt vehet a szinapszisok és az extraceBiil#earstitialis folyadék glutamat
koncentraciéjanak szabalyozasaban. A feltételeaierbben az allt, hogy nem csak a gazdag
agyi érhalozat falaban taldlunk nagy szamban EAAf-khanem az azokat koruldiel
asztrocita végtalpakon is szamos talalhatélbkel(Chaudhry és mtsai., 1995; Lehre és mtsai.,
1995). Ezuton a kapillarisok falaban talalhato EARTBktivan részt vehetnek az agy Glu
.mentesitésében”, a még kevésbé ismert, de naglentis agybodl a vérbe torténGlu-
efflux révén. A folyamat minden olyan patolégiastben fontos szerepet jatszhat, ahol az
agy interstitialis és cerebrospinalis folyadékaladimormalisan magas Glu koncentracidkat
taldlunk. Ez pedig az 0sszes ischaemiés é&llapsi@mnos neurodegenerativ elvaltozésra,
traumas agyi serilésekre, valamint bakterialisggele eredéi fertézésekre egyarant jelledz
(Castillo és mtsai., 1996; Zauner és mtsai., 1966nston és mtsai., 2001).

Az utdbbi évtizedekben bebizonyosodott, hogy a &ére agy felé is toérténhet Glu
transzport, azonban ez a folyamat nagyon lass(e(@ltf, 1971; Sershen és Lajtha, 1976) és
korlatozott (al-Sarraf és mtsai., 1995; al-Sarsafrésai., 1997a; al-Sarraf és mtsai., 1997b; al-
Sarraf és Philip, 2003). Ugyanakkor a Glu efflux agybol a vér iranyaba a kapillarisok
antiluminalis oldalan talalhato Ndiiggs EAAT-eken keresztiil nagyon gyorsan megy végbe
(O'Kane és mtsai.,, 1999). Az EAAT-k legaldbb otipalssal rendelkeznek (Bridges és
Esslinger, 2005; Bunch és mtsai., 2009), azonbdigaad szelektivitdsra és lokalizaciora
vonatkozo részletes ismereteink jelenleg csak haitipusra terjednek ki. (EAAT1, EAAT2,
EAAT3). Az érendotél sejtek abluminalis oldalan gharom altipus kdzel azonos szamban

talalhatd meg (O'Kane és mtsai., 1999), azonbaasafocita végtalpakon az EAAT1 és
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EAAT2-es altipus éfordulasa yakoribb az EAAT3-hoz képe¢Chaudhry és mtsai., 19€
Lehre és mtsai., 1995; Danbolt, 2C.

A Glu koncentracioja az agy interstitialis (ISF) @yebrospinalis folyadékaban (CSF-10
UM, amig a vérben 460 uM. Az agybol a vérbe tort@iGlu efflux az extrcellularis tér és a
vérplazma kozott fennalld kedudlen koncentraci-gradiens ellenére is végbem az
érendotél antiluminalis oldalan talalhat6*-fiiggs transzporterek ikodése révé. Amint az
endotél sejtben Iév Glu koncentraci6 meghaladja a plazmn léw Glu koncentraciot
megindul a Glu facilitatitranszportja a kapillarisok lumene f(O'Kane és mtsai., 19¢ (4.

abra).

AGY ~N VER
- Gin
k Gl 10mM
Asztrocita " 31
"_. Glu J:._. - Clu
o. 4
Glu:
Glu ERESEERREEESRREEEEREREERRERRENR EEEREEREREEEREEREEERREEAES III‘..* (40].|.M)
(CSF/AISF — o
~1 \@ 5
Neuron 4 rMD 3:. i & -
- 5 4
. ": . d ’
A X Glu: 100mM
A7 T - o
R Endotél sejt

4. dbra A Glu koncentraciok alakulasa a kdzponti idegrerdsgCNS) kiilénbdz kompartmentjeibenAz
asztrocita végtalpak felveszik a felhalmozddott -ot az ISFbAI, ahol is a Glu atalakul glutaminna (GIn
glutamin szintetaz altal (1). A keletkezett GIneamlotél sejtek abluminalis membranjandéeutralis aminosa
traszporterek révén atkeril azidotél sejtekbe (2). Itt a GIn visszaalakul-ta a glutaminaz enzimithtdése
révén (3), az igy keletkezett Glu facilitativ trapert révén (4) atjut a vérbe. Az érendotél ablutisr
membranjan is talalunk EAA®k (5), amelyek specidlis fiziolégias patofiziolégias korilmények koz¢
képesek a Glwt kozvetlendl bejuttatni az endotél se (Teichberg és mtsai., 2009).
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Gottlieb és munkatarsai (2003) ezen az alapon diésktazt a hipotézist, hogy az agy
cerebrospinalis/interstitidlis folyadéka és a varpta kozott kialakitott nagyobb Glu
koncentracié gradiens esetén megnovekedik-e aeséiaa agybodl a vérbe tortérglutamat
effluxhoz. A vérplazma csokkent Glu szintjének és&hez a vérben talalhatd enzimeket
hasznaltdk fel. Ezek névszerint a glutamat-pirakgtiszaminaz (GPT), és a glutamét-
oxalacetat-transzaminaz (GOT), amelyek a glutam&zubsztratjainak jelenlétében (piruvét
eés oxalacetat) a glutamatotozetoglutarattd és aszpartatta alakitjak. Ezenafotok

biokémiai hatterét szemlélteti az oxalecetsav (Qxa@setében az 5. abra.

COOH COOH TC}OH COOH
| | i
c=0 ?H-NHE, coT .;I::-_-g CH-NH,
ey T —— + |
e T == Yo
COOH CH ('I.-:H‘? COOH
Oxalecetsav COOH COOH Aszpartat
Glutamat 2-o-ketoglutarat
COOH
GD |

=

il

CH.?_ NH ,

GABA

5. &bra A Glu atalakulas biokémiai hattere, amely magébepi a kérosan megemelkedett Glu-szint
csokkentésének lefistegét is. Az oxdlecetsavat és a glutamatot a ghttamélacetét-transzaminaz enzinu.-2-
ketoglutaratta és aszpartattd alakitja. Tovabbetlsdges folyamat a GABA-va tortértalakulas a glutamét
dekarboxilaz enzim kozvetitette dekarboxilacié révé

GOT: glutamat-oxalacetat-transzaminaz, GD: glutashe&farboxilaz, GABAy-amino-vajsav

A bemutatott Glu atalakulas kétiranya folyamat. Haonban az OxAc-ot magas
koncentraciéban és feleslegben alkalmazzuk, akkolyamat eltolhaté a 2a-ketoglutarat és

aszpartat keletkezés iranyaba, ezzel cstkkénth&@lu szint. Kisérletes bizonyitékok vannak
arra, hogy az intravénasan (i.v.) a keringésbatjitt piruvat és/vagy OxAc lecsokkentette a

vér Glu szintjét, és ezaltal megnovelte az agybddrie tortét Glu-efflux hatékonysagat és
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sebességét (Gottlieb és mtsai.,, 2003). A vér Glintjének detektdlasat Gottlieb és
munkatéarsai fluorometrias modszerrel végemekitro, az agybdl a vérbe torté@rlu efflux
méréséhez pedig radioaktivan jelH] Glu-t injektaltak a jobb oldali oldalsé agykarhea

€s nyomon kovették a vér aktivitasanak valtoz4saihbra).

(a) (b)
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6. abra Glutamat koncentraciok alakulasa a vérben. (a) Agidtamat koncentraciéjanak szazalékban megadott
valtozasa az alapértékhez (100%) képest. A méréaet®d, 15, 30, 45, 60 percben végezték 1 mM-osvpt

(w), 1 mM-os oxalacetatk) és 1 mM-os piruvat és oxalacetat keverékém¢lbéadasa utan. Minden pont négy
figgetlen kisérlet (n=4) atlagat mutatja + SD. fo)ér radioaktivitasanak valtozasa az agykamraltérid
radioaktiv fH] Glu injektalas utan. Minden pont négy fiiggetlésérlet (n=4) atlagat mutatja + SD. (Gottlieb és
mtsai., 2003)

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az agy koérosan nvededlett Glu tartalmat kozvetett
modon mérsékelni lehet a vér Glu szintjének csoldssvel. Ezidaig az OXAc esetleges
neuroprotektiv hatdsait nem tanulmanyoztik, de rav@i pozitiv hatasai allatkisérletes
modelleken az éhgyi ischaemiaban és a vérvesztés soran bekodvetakkos allapotban
mar bizonyitottak (Izumi és mtsai., 1994; Matsumésomtsai., 1994; Ruiz és mtsai., 1998;
Maus és mtsai., 1999; Mongan és mtsai., 1999; kawatsai., 2001). A kisérletek ramutattak,
hogy az OxAc hatékonyabb lehet, mint a piruvat, ehiképes javitani a mitokondrialis
energiafelhaszndlast is a malat-aszpartat atalskodk felgyorsitdsaval. Tovabba ketosav
révén képes semlegesiteni a traumas agysérulések felszabaduld hidrogén-peroxidot
(H20,), amely az egyik legreaktivabb oxigén szarmazekségher és mtsai., 1997). A
legfrissebb kutatasok ramutattak arra, hogy az Ck&fies meggyorsitani a zart feji sérilések
utani gyogyulast, és visszaszoritani az agyddémalakdlasat is (Zlotnik és mtsai., 2006).
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Pre- kontra posztkondicionalas

Az ischaemias posztkondicionalasrél sokan azt dédiidohogy egy vadonatlj koncepcio,
amely 5-6 évvel ezélt jelent meg a szivizomzatot élnischaemia kutatas soran (Tsang és
mtsai., 2005; Zhao, 2007). Masok azt hitték, hagysahaemias prekondicionalas fogalmabdl
(Vinten-Johansen és mtsai., 2005) vagy a részlégeszabalyozott reperflzidbol szarmazik
(Tsang és mtsai., 2005). Az &lriddsitas az ischaemias posztkondicionalasrol méipb fél
évszazada jelent meg (Sewell és mtsai., 1955), yajelal megebzi az ischaemias
prekondicionalas 1964-es (Dirnagl és mtsai.,, 2008)y a részleges és szabalyozott
reperflzié 1960-as évek beli publikalasat (Vintehahsen és mtsai., 2005). Ugyanakkor a
posztkondiciondlast, mint szabalyszeinevezést minddssze 14 évvel éitefogalmaztak
meg (Na és mtsai., 1996), amely igy valoban jovlaead az idben a prekondicionalas
fogalmataol.

Mar az 1950-es években megfigyelték azt, hogy baianfarktust kéveten azonnal
helyre éllitjdk az artérids keringést, akkor kamfibrillacio alakul ki, amely a keringés
dsszeomlasdhoz és haldlhoz vezethet (Sewell €$.,n885). Ez a felfedezés kapcsolatban
all a ma is hasznalatos reperfuziés karosodas rfapall. Sewell és munkatarsai (1955)
kutyasziven veégzett vizsgalataik soran rajotteka,amogy az infarktust kowen a
koszorlerek szakaszos reperfazidja — amely metdfieb a mai ischaemias
posztkondiciondlasnak — megsziinteti a kamrai @i kialakulasat. Ezeket a kisérleteket
ismételték meg 1996-ban macskakon Na és mtsainteneygkiki®l kidertl az, hogy a kamrai
fibrillaci6 megebzésében a posztkondicionalas ugyanolyan hatékomet, lemint a
prekondicionalas. Azo6ta a szivizomzatot ériilsichaemia utani posztkondicionélas jotékony
hatdsait szamos tanulmanyban mégiettek (Zhao és Vinten-Johansen, 2006), beleértve
patkany (Obal és mtsai., 2005), egér (Kin és mt2805), (Krolikowski és mtsai., 2006) és
sertés (lliodromitis és mtsai., 2006) modellekergzett kisérleteket, tovabb# vitro
méréseket is (Dosenko és mtsai., 2006). A poszikmhlas sikeresséddrérkezd szamos
jelentés vegll elvezetett a human klinikai probdgidaig (Staat €s mtsai., 2005).

A kovetked kérdés az lehet, hogy az ischaemias posztkondidismlkalmazhaté-e a
sziven kivll az agyban is? A valasz valosldg abban rejlik, hogy a szivet és az agyat &rint
ischaemia utan beindul6 patologias folyamatok észek ellen iranyul6 terapias kezelések
mennyire hasonlithatéak egymashoz. Korabbi tanuwwmlidmamutattak arra, hogy a szivet és
az agyat éririt ischaemias karosodas mechanizmusai nagyon sokpsm#imdl hasonlitanak

egymashoz. A hasonlosagok kozeé tartozik az ischasgraperfuzios karosodas (Kinouchi és
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mtsai., 1991), a kalpain-fuggnekrotikus utvonal (Yamashima, 2000), a citokrdtkaszpéz
kOzvetitette apoptotikus utvonal (Chen és mts#1981 Zhao és mtsai., 2003), a MAPK
atvonal (Noshita és mtsai., 2002), a protein ki@aZPKC) utvonal (Shimohata és mtsai.,
2007a; Shimohata és mtsai., 2007b) és az Aktdtildional beindulasa is (Zhao és mtsai.,
2005). Tovabba bizonyitott az, hogy az ischaemiékgndicionalas jelefsen csdkkentette
az ischaemia utan kialakul6 sériilés mértékét arzbg az agyban is (Murry és mtsai., 1986;
Perez-Pinzon, 2004). A hasonlésagok és a koraedinggnyek fényében éssineek tint az
ischaemias posztkondicionalas vizsgalata az agydd éschaemias allapotokban is.
Kezdetben az ischaemias prekondicionalas csak id, iszakos szubletdlis inzultusokat
jelentette, amely hatasara a #dlsi ischaemias karosodas elleni védelem, ischaemias
tolerancia alakul ki (Murry és mtsai.,, 1986). Azokaderllt, hogy szamos megeb
szubletalis patofiziolégias stresszor szolgalhaiggarként az ischaemias tolerancia
kialakulasdhoz. Kivalté stresszor lehet tobbek kizodvid ideji, mérsékelt globalis vagy
fokalis iscaemia, enyhe gyulladas, epilepszias sjévékenység, a metabolizmus gétlasa,
hipo- vagy hipertermia, az oxigén szabad gyokokotaitt képddese, terjed kérgi
depolarizacio (cortical spreading depression, CSBlamint oxidativ stressz is (Dirnagl és
mtsai., 2003). Az utdbbi években kiderllt az, hogghany altatészer is alkalmas az
ellenalloképesség javitdsara ischaemias allapofiaano és mtsai., 2007; Wei és mtsai.,
2007). A prekondicionalashoz hasonléan a posztkomtlas is dlidézheé nemcsak egy
vagy tobb rovid, szubletalis ischaemias vagy higseyeriodussal (Pignataro és mtsai., 2008)
vagy megszakitott, szakaszos reperfaziéval (Zsamtéai., 2006), hanem tébb, neurotoxikus
anyag is alkalmazhaté (Burda és mtsai., 2006), migwodik patofizioldégias stresszor. llyen
anyagok kozé tartozik a 3-nitropropionsav, a naradilin, a bradikinin (Burda és mtsai.,
2006; Danielisova és mtsai., 2007) és a Glu ankddgsav (KA) is. A valasztott anyagtoél és
stratégiatol fluggen valtozhat az, hogy a szubakut patofiziolégiasessizort mikor
alkalmazzuk az ischaemias inzultus vagy a repeésfliaezdetéhez viszonyitva. Ha a
beavatkozéas a reperfuzié meginduldsa utan kozvgtleagy 30 percen belll térténik akkor
korai, ha ennél kébb (akar 2 nappal is), akkor Képosztkondicionalasrdl beszélink (Ren
€s mtsai., 2008). Prekondicionalas esetében pethitpr@nciat kivaltd inzultus medgai az
ischaemias periddust.

Az ischaemiés prekondicionalas igéretes klinikeatégia lehetne, ha az ischaemias
inzultus ebre megjosolhaté lenne, de ez legfeljebb csak valasithet.. Azonban sziv- és
agymitétek ebtt, valamint a stroke kockazatnak fokozottan Kkitékttegek esetében

elméletileg ischaemias prekondicionaldssal feltlgbeziteni, ellenalébba lehet tenni az agyat
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(Nagy és mtsai., 2005). A tolerancia kialakitasaindan jeleritsen megneheziti az, hogy a
véddmechanizmusokat mar indukal6é, de még nem kéarosisddamint a mar sejt- és
szOvetkarosodast eredmeéngelaypoxia/ischaemia sem dthrtamaban, sem sulyossagaban
nem all tavol egymastol. Ez pillanatnyilag lehetetié teszi a toleranciaindukcio klinikai
alkalmazasat (Nagy és mtsai., 2005).

Mindezek fényében széleskidwizsgalatok indultak a posztkondicionalas esefiege
neuroprotektiv hatasainak tanulmanyozasara az agydd ischaemias modelleken. Hamar
kiderult az, hogy a posztkondicionalas szamos esdiigyelemreméltd véihatast fejtett ki
(Zhao, 2009). A korai és késischaemias posztkondicionalds is hatasosnak idipres
csokkentette az infarktus kiterjedését a fokali€haemias modelleken, kilonkibz
megszakitott reperfuziés ciklusokat alkalmazva (Zka mtsai., 2006; Zhao, 2007; Gao €s
mtsai., 2008b; Pignataro és mtsai., 2008; Ren 6aimR008). Megvizsgaltak azt is, hogy a
védbhatas mennyi ideig marad fenn, hiszen mas neumgioteljarasoknal, mint példaul a
posztischaemias hipotermia (Dietrich és mtsai., 3199%agy a rovid ischaemias
prekondicionalas (Perez-Pinzon, 2004) kiderultyregialakult tolerancia csak néhany napig
tart. Ugyanakkor a Iényegesen kisebb kiterj@diveti karosodas sem feltétlendl jelenti azt,
hogy az érintett agyterilet funkciéja is megévéssailt (Dumas és Sapolsky, 2001). Hosszu
tava tanulmanyokban kulonb®zmagatartasi vizsgalatokbol kiderilt, hogy az ischis
periodust kovet korai ischaemias posztkondicionalas utan 1 hond@a és mtsai., 2008a),
késsi posztkondicionalas utan pedig akar 2 hénappaln (Re mtsai., 2008) késb is
megmaradtak az érintett agytertlet neuroldgiai éidik A fokalis ischaemia utani védelmet
nemcsak ischaemias utvonalon (megszakitott repédueiklusok), hanem egy elterjedt
altatészer, az izofluran alkalmazéasaval is sikekiltani (Lee és mtsai., 2008). Néhany
kutatdcsoport a globalis iscaemia utani posztkoadétas lehdiségeit vizsgalta meg. Wang
és munkatarsai (2008) patkanyokon végeztek ideRagjisodasra €s magatartasi
vizsgélatokra kiterjetl méréseket. A korai ischaemias posztkondicionalé&ttel a reperfuzio
utén is jelertis védhatast mutatott, hasonléan az egereknél tapasmalilogiai deficit-
csokkenést mutato eredmeényekhez (Rehni és Singff). 28asonléan a fokalishoz, a globalis
ischaemia utani védhatast is sikerllt nemcsak ischaemias posztkontitissal (Burda és
mtsai., 2006), hanem kulonk®neurotoxikus farmakonokkal is kivaltani (Burda réssai.,
2006; Danielisova és mtsai., 2006). Ezek név skzeBmitropropionsav, noradrenalin és
bradikinin. Fontos kiemelni tovabba azt, hogy aitBepropionsav és a noradrenalin akar 2
nappal az ischaemias inzultus utan alkalmazva idsbanak bizonyult (Burda és mtsai.,

2006), amely a klinikai alkalmazhatésag szempontjély igen fontos faktor, hiszen sajnos
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nagyon ritka az, hogy az ischaemiat elszetivpdciens diagnosztizalasa és a megielel
kezelés ketlen rovid idn belll bekdvetkezzen.

In vitro tanulmanyokbdl kiderilt, hogy az oxigén és tapanyaegvonasa (OGD)
szintén jeleris neuroprotektiv hatassal bir ischaemias eseményaketben agykeérgi
sejtkultirakban (Pignataro és mtsai., 2008) ésdupmpalis agyszeleteken (Scartabelli és
mtsai., 2008) egyarant. Azéebekhez hasonléan a w@thtastin vitro kdrtilmények kozott
szintén nemcsak ischaemias uton, hanem egy medabGtu receptor agonista vegytilettel, a
3,5-dihidroxi-fenil-glicinnel (Scartabelli és mtsai2008) és a kordbban mar emlitett
izoflurannal (Lee és mtsai., 2008) is sikerult kiséi.

A szamos protektiv hatast alatamaszté tanulmangné&le a posztkondicionalas
sejtszintt  é€s molekularis hattérmechanizmusai javarészt mégneretlenek. A
prekondicionalassal ellentétben az ischaemias kmsdicionalas elkulonitése 6nmagaban a
hosszan tartd ischaemias inzultus utan beindul®ld@iis mechanizmusoktél joforman
lehetetlen, hiszen hatasaik 6sszemosddnak. Hasoméhéz a helyzet a neurotoxikus
anyagok alkalmazasanal, hiszen kdnnyen elképZelinetgy egy vegyillet némileg eléér
hatasokat valt ki egy ischaemias karosodast szetiyegs egy intakt, egészséges agyban.
Ezért a protekciot biztositdé kulonkHposztkondiciondlast hasznald stratégiak sejiszdst
molekuléris hattérmechanizmusainak feltérképezéakimkkihivast jelent a kutatok szaméara.
Mindezek ellenére szamos tanulmany szambavételpjaalakissé részletesebb képet
kaphatunk a posztkondicionalas jotekony hatasalridhb kutatdcsoport is bizonyitotta azt,
hogy fokdlis ischaemiat koven az ischaemias posztkondicionalas javitotta aipbra
régié verellatasat (Zhao és mtsai.,, 2006; Gao ésaimt2008a), amelyet a teljes agyi
vérellatasra vonatkozéan globalis ischaemiat kKiarets leirtak (Wang és mtsai., 2008). Az
azonnali és teljes reperfazio fokozza az oxigénbadagytkok felszabadulasat, amely
apoptozishoz vezet (Chan, 1996), tovabba a kiatakgyulladasos reakciok szintén
sulyosbitjdk az ischaemias karosodas mértékét (Boase mtsai.,, 2006). Az ischaemias
posztkondicionalasroél bebizonyosodott az, hogy ke a szuperoxidok mennyiségét (Zhao
€s mtsai., 2006) és a lipid peroxidaz enzim s#imj¢Xing €s mtsai., 2008). Danielisova és
munkatarsai (2006) pedig kimutattdk azt, hogy 2paapa globalis ischaemias allapot
kialakitasa utan korai posztkondicionalast alkalaaaz antioxidans enzimek, név szerint a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) és katalaz (CAT) aktsatgelentsen megemelkedik az agyban.
A gyulladasos folyamatok soran leukocitak Iépnekaki érpalyabdl az agyszovetbe, és
aktivitasuk soran karositjak a lipidmembranokafelérieket és a DNS-t (Chan, 1996). A

gyulladas a citokinek, agy mint az 1l3¥s a TNk, valamint az adhézidés molekuldk, mint
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példaul az ICAM-1 altal kdzvetitett folyamat (Kri2006). A korai posztkondicionalds 24
oraval a stroke utan csokkenti az agykéregben dopseoxidaz aktivitasat, amely enzim
megjelenése a leukocitak akkumulalodasat jelzi g@s mtsai., 2008). Xing €s munkatarsai
(2008) azt is leirtak, hogy a korai posztkondiclasasokkenti az IL{1 és a TNl mMRNS
expresszidjat, valamint az ICAM-1 fehérje kifejeését az agykéregben. Mindezen tul, Wang
és munkatarsai altal 2008-ban végzett vizsgalatdkbériil, hogy a korai posztkondicionalas
csokkenti a citokrom-c felszabadulasat a mitokamdhol a citoszélba, amely egy kritikus
lépés az apoptdzis folyamatanak beinditasaban.e€ssgében elmondhatd tehat, hogy a
posztkondicionalds gyulladas csokkehatassal bir, valamint képes gatolni a prograntozot
sejthalal folyamatainak indukcidjat, ezaltal mémdédk tudja az ischaemias kéarosodas
mértekeét.

A molekularis folyamatok vizsgalataval foglalkoz@bbratoriumok eredményei
alapjan valészifsithe az, hogy a posztkondicionalds Gédatasdnak kialakitasaban részt
vesz az Akt talél utvonal (Gao és mtsai., 2008b; Pignataro és m@08), a MAPK tuléi
atvonal (Sawe és mtsai., 2008), a protein kinazgemzimek szintjének megvaltozasa (Gao
és mtsai., 2008b), valamint az ATP figl§™ csatornak nyitasa is (Lee és mtsai., 2008). A
fent emlitett molekularis hattérmechanizmusok eiskbe meridl targyalasa azonban

tulmutat ezen dissszertacio keretein.

A kainat receptorok szerepe az idegrendszerben

Az ionotrép Glu receptorok csaladjaba tartozé kiamneéeptorok (KAR-0k), az idegrendszer
szamos teruletén fontos szerepet jatszanak a glteagnjeltovabbitasban és a szinaptikus
plaszticitdsban egyarant (Bleakman és Lodge, 1B68plotto €s mtsai., 1999; Chittajallu és
mtsai., 1999; Frerking és Nicoll, 2000; Kullmani®02; Huettner, 2003; Lerma, 2003; Isaac
és mtsai., 2004; Jaskolski és mtsai., 2005). Amjigea és posztszinaptikusan elhelyezked
KAR-ok specifikus médon képesek szabalyozni a gtikas transzmisszid folyamatait,
addig az extraszinaptikus receptorok az excitalsilgzabalyozasaban vesznek részt (Huettner,
2003; Lerma, 2003). A KAR-ok névelik a neuronalidydmatok valtozékonysagat, mivel G-
fehérje kapcsolt szignalizacids receptorként isekég viselkedni (Rozas és mtsai., 2003;
Lauri és mtsai., 2005). Ezen tul egyre inkabb byimttnak tinik az is, hogy a KAR-ok
szerepet jatszanak a szinapszisok kialakitasabégjlédesében egyarant (Tashiro és mtsai.,
2003; Marchal és Mulle, 2004; Lauri és mtsai., 200%uri és mtsai., 2006). Kuléndsen igaz
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ez a hippocampalis moha rostok szinapszisaira,aK#R-ok képesek irdnyitani az axonalis
filopédiumok mozgasat (Tashiro és mtsai., 2003)glgnfolyamat az Gjonnan formalédé
szinapszisok kezdeti stadiumaban figyebheteg. A KAR-ok farmakoldgiai aktivizalasa a
(Chittajallu és mtsai., 1996; Vignes és mtsai.,&Ilarke és Collingridge, 2002). Ez a hatas
a preszinaptikus oldalon talalhaté receptoroknakatd be, amelyek a felszabaduld Glu
mennyiségét szabalyozzak G-fehérjéhez kotott fohtaknrévén (Frerking és mtsai., 2001;
Lauri és mtsai., 2006). Ezek a preszinaptikus KARategtalalhatok és farmakoldgiai Gton
aktivalhatok a fiatal felétt patkanyokban is, azonban érdekes modon a fgi@o
aktivitasukat csak az Ujszulottkori féjlésben irtak le (Lauri és mtsai.,, 2006). Az
Ujszulottkori patkanyok CAl-es régidjaban a szolfangd preszinaptikus receptorok
tonusosan aktivalt allapotban vannak a jelehl®w-nak kbszénhéen, ezaltal csokkentik a
Glu felszabadulas lehitégét az éretlen szinapszisokban (Lauri és m€Hg). Ez a tonusos
aktivitas a fejpdés soran leszabalyozédik, amely alatdmasztja a -BARszerepét a
glutamaterg szinapszisok érési folyamataiban (\&esk és mtsai., 2007).

A Glu receptor alegységek klbnozasos vizsgalaggjah kiderilt, hogy az azonositott
alegységek két kulénbdzonotrop (vagy nem NMDA tipusu) receptor fajtaitbptnek fel,
név szerint az AMPA és a KAR-okat (Hollmann és leemann, 1994; Bettler és Mulle,
1995). Osszesen 4 AMPA tipusl (GluR1, GluR2, GIéRZIuR4) és 5 KAR tipusl (GIUR5,
GluR6, GIuR7, KA1 és KA2) alegységet azonositottakelyek tetramer kombinacioban
épllnek fel, az AMPA és KAR alegységek kereszt kimdtidjanak lehésége nélkul
(Bettler és Mulle, 1995). Vesikansa és munkatai2ad7) leirtdk, hogy a GIuR5 alegységet
tartalmazd KAR-ok kisérletes aktivalasa jets@n megndvelte, amig ugyanezen receptorok
hosszu tavu gatlasa pedig jelisen lecstkkentette a piramissejtekikddé glutamaterg
szinapszisainak szamat a hippocampus CAl-es régidjéEzek az adatok alatamasztjak a
KAR-ok fontos szerepét a glutaméterg szinapszisalakulasaban és stabilitasaban.

A Glu szerkezeti analégja a kainsav (KA), amelyésedr egy vords alga fajbol a
Digenea simplebdl vontak ki (Nitta és mtsai., 1958; Shinozaki ésnishi, 1970). A KA
ionotrop Glu receptor agonista lévén, egy hataedsest neurotoxin, amely magas ddzisban
alkalmazva excitotoxicitast (Olney és mtsai., 1984) jelens sejtpusztulast is okozhat
(Nadler és mtsai., 1978; Sperk és mtsai., 1983rex érzékeny agyterlleteken. Ezen tul a
KA az egyik legelterjedtebb farmakon az allatkista$ temporalis epilepszia kialakitasaban
is (Nadler, 1981; Ben-Ari, 1985).
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7. dbra A glutamat és analégjanak, a kainsavnak a szeikehr&pitése

A kainsavra és receptoraira vonatkozé ismereteidnyében munkacsoportunkban
megvizsgaltuk azt, hogy a KA alkalmas lehet-e payk&ban a farmakologiai

posztkondicionalés jotékony hatdsainak kivaltasahalzalis hipoperfuziot kovéen.

A fokalis ischaemia modell és az alkalmazott vizdgdodszerek rovid
bemutatasa

Az atmeneti vagy tartos fokalis ischaemias alla@itiézéséhez a leggyakrabban alkalmazott
mobdszerek a kozéppsagyi artéria irreverzibilis vagy reverzibilis etada (middle cerebral
arteriy occlusion, MCAO (Brint és mtsai., 1988; Ruger €és MacKenzie, 1988; Barone és
mtsai., 1992; Buchan és mtsai., 1992; Xue és mt$8D2; Barone és mtsai., 1997) és a
fototrombotikus 1ézid, amelyet @z6r Watson és munkatarsai irtak le 1985-ben (Wiaéso
mtsai., 1985). Az elsmddszer ledfbb hatranya, hogy invaziv, egyik féle kialakitasalao
koponyacsont eltavolitasa sziikséges, amelynek tr@myagolhatd hatasait kidsh mar nem
lehet kikliisz6bolni. Binye azonban, hogy atmeneti fokalis ischaemias dllkjalakitasara is
alkalmas. Munkacsoportunkban a masik elterjedt httodikalmaztunk a fokalis ischaemia
kialakitAsahoz, amelyet a korinwalkalmazhatosaga és j6 reprodukalhatésaga miathez
szerven és szervrendszerben alkalmaznak az agyé@higi(Kleinschnitz és mtsai., 2008).
Szamos kozlemény sziletett a gerinébeh (Madsen és mtsai., 1998), az artéria carotisban
(Shariat-Madar és mtsai., 2006), a bélben (Yanmtéai., 1997) vagy a béldilben (Asai és
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mtsai., 1993) kialakitott fototrombotikus lézidtakhimazd modelleki. A modell tovabbi
elénye, hogy nem invaziv, a fokdalis ischaemias allagitidézése akar az intakt
koponyacsonton keresztil is megtorténhet. A trontbdéaalakitasahoz egy fényérzékeny
anyagot, legtobbszor Bengal Rose-t juttatunk arleigéallat verkeringésébe, majd egy
meghatarozott helyend@ fénnyel megvilagitjuk a véredényeket tartalmaakt szovetet. A
megvilagitas a keringésben vanyag lokalis aktivalédasdahoz és szabad gyokok
kéepzdéseéhez vezet, ami az endothélium peroxidaciojazzk (Dietrich és mtsai., 1987a;
Dietrich és mtsai., 1987b). A folyamat vegul a thwuitak aktivalodasa réven aggregatumok
(trombusok) kialakulasahoz és a vér-agy gat sérliks vezet (Rosenblum és El-Sabban,
1977; Lee és mtsai., 2007). A fototrombotikus léxdpen tul isméfids kérgi kuszo-
depresszids (cortical spreading depression) epkaidikozhat, amelyet az extracellularis Glu
szint jelends ndvekedése kisér (Scheller és mtsai., 2000).

Az akut, fokdlis ischaemias inzultus hisztologigilaimutathatd sejtpusztulast, az
elektrofiziolégia szintjén pedig a szomatoszenzodd&rgi kivaltott valaszok (SEPS)
csokkenését (Lye és mtsai., 1987), kérgi diszichobi(Farkas és mtsai., 2003) valamint az
infarktus  tertiletén regisztralhatdé depolarizaciotkkoo (Mies és mtsai.,, 1993).
Munkacsoportunkban a fototrombozissabiéézett fokélis ischaemia szomatoszenzoros
kérget érind funkciondlis hatasait a kivaltott valaszok (KVp#ségével tanulmanyoztuk.

A SEPs kivaltasahoz a patkanyoknal a leggyakrakdamajussérok (vibrisszak)
mechanikai vagy elektromos ingerlését alkalmaz&inéns, 1983; Lur és mtsai., 2006). A
vibrisszak follikulusait a nervus trigeminus ma&ils ledgazasa, az infraorbitalis ideg
innervalja (Arvidsson, 1982; Rice és mtsai., 1986Jollikulusokban Merkel-testek és szabad
idegvégsdések talalhatdéak (Rice, 1993; Rice és mtsai., 1982 ingerléssel kivaltott
ingerilet a pszeudounipolaris érzéksejtek perigengulvanyain keresztil eljut a Gasser
ducnak nevezett trigeminalis ganglionba, ahol aazaes neuronok sejttestjei talalhatéak. A
ganglionban a bajuszparnakban talalhat6 follikutudarva szomatotédpiaja figyellietmeg.

Az informécié innen a primer érzéksejtek centraligilvanyan keresztlil az agytorzsi
trigeminalis rendszer kilonbéanagvaiba jut (Belford és Killackey, 1980). Ezek szerint:

nucleus principalis (nPr), subnucleus interpolagsl), subnucleus oralis (snO) és a
subnucleus caudalis (snC) (Greuel és mtsai., 188&ia és mtsai., 1992). Az itt talalhato
barreletteknek nevezett strukaralis alegysé@kekiiz informécié a thalamusz ventralis
posterio-medialis (VPM) magjaba és a posterior eusiba (Po) jut (Chiaia és mtsai., 1991a,;
Chiaia és mtsai., 1991b). A thalamuszban a bajusag&ollikulusait reprezentalé elemeket
barreloidoknak nevezzik (Van Der Loos, 1976). Alamekortikalis (TC) axonok a
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patkanyok esetében a legnagyohifriségben az agykéreg IV., barrel-kéregnek nevezett
rétegében védznek (Herkenham, 1980; Jensen és Killackey, 19833, gyors
monoszinaptikus excitaciot biztositanak (Armstrdagres és mtsai., 1992). A barrel-
kéregnek visszacsatolo (feed-back) projekciéi venma/PM-be (Welker és mtsai., 1988),
valamint a trigemindlis subnucleusokba is (Jacd@simtsai., 1990). Az dlxlektrofizioldgia
vizsgélatok a barrel-neuronok, a vibrisszdk ésdtjaik kozott funkcionalis 1-1 vetilést
mutattak (Welker, 1971), késbi munkak soran azonban kiderult, hogy az alkabtisdtato
tipusa és az altatas mélysége novelheti a divei@gamstrong-James és Fox, 1987).

A Fluoro-Jade B (FJB) egy anionos fluoreszcein rmaaek, amely a degeneralodo
neuronokat festi meg (Schmued és Hopkins, 2000am8ed és Hopkins, 2000b). A
neurondlis karosodas szamos kisérleti modelljébaték a Fluoro-Jade és a FJB festések
magas szelektivitasat a degeneralodé neuronokraen€@chmued és Hopkins, 2000a;
Schmued és Hopkins, 2000b; Obernier és mtsai., )2082FJB a Fluoro-Jade festék
tovabbfejlesztett analdgja, amely addjéhez viszonyitva nagyobb affinitassal ddik a
sérult neuronokhoz, igy azokrdl jobb felbontasézietgazdagabb és kontrasztosabb képet ad
(Schmued és Hopkins, 2000a). Annak ellenére, hodituaro-Jade festékek molekularis
szerkezete és felépitése részleteiben ismert (Xuatgai., 1992; Schmued és mtsai., 2005),
nagyon keveset tudunk arrdl, hogy melyik a degddédéaneuronban megjelénendogén
molekulahoz kdtdik valojaban.

Az agykérget érirgt akut, fokalis ischaemias allapotok nem csak a diomdlis
karosodast jetz SEPs csokkenésében mutatkoznak meg (Lye és nit88i7), a neuronok
komoly karosodaséat Fluoro-Jade festéssel is jeledrat az érintett agytertleten (Villa és
mtsai., 2007).

A globalis hipoperfuziés modell és az alkalmaziaggalati médszerek rovid
bemutatasa

Az allatkisérletekben alkalmazott hipoperfuziosisamias modellek kdzul a leggyakoribb
modszer az agyat ellatd valamelyik nagy artéridvag@y artériak irreverzibilis vagy

reverzibilis elzarasa. Az agyi vérellatds csokkénék mértéke hatarozza meg azt, hogy
hogyan valtozik a szinaptikus plaszticitas hatéledgy €s hogy karosodnak-e az érintett
agyterulethez tartozé neurologiai funkciok. A legiinosabb modszer a teljes, globalis agyi

ischaema kialakitdsahoz az un. 4 ér-elzaras ma¢zeressel-occlusion, 4V0), amelyben az
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agy vérelladtdsa meghatarozottérid teljesen megénik. Ezt az allapotot a 2 arteria
vertebralis elektrokauterrel tori@nirreverzibilis elroncsolasaval és a 2 arteria tiaro
communis meghatarozottdk tortérd reverzibilis leszoritasaval idézikée{Burda és mtsai.,
2006; Sas és mtsai., 2008). Mivel a kéreg mellethigpocampus CAl-es régioja a
legérzékenyebb agyteriilet az oxigén és tapanyawgydsaallapotokra (Pulsinelli és mtsai.,
1983), ezért ezen agytertleten mar néhany perc&stdkbveten is kiterjedt, 70-80%-0s
sejtpusztulas detektalhatd (Burda és mtsai., 28@6;és mtsai., 2008). A teljes agyat érint
de nem teljes ischaemias allapotot globalis higoge&mak nevezzik. Ezen allapot
kialakitAsahoz csak a 2 arteria carotis commurasrtitfuk le (2-vessel-occlusion, 2VO)
hosszabb-révidebb déde. A 2VO paradigmat akut vagy krénikus agyi hipdpzd
(atherosclerosis, arterio-venosus malformatio)gg®le csokkent vérallatassal jaro betegségek
pl. Alzheimer-kor (De Jong és mtsai.,, 1999; Farkas Luiten, 2001) modellezésére is
hasznaljak. A carotis-ok leszoritasa utan az agglkéasa azonnal az egyharmadara csdkken
(Farkas és mtsai., 2007), azonban a patkanyokdAkdire teljes (Farkas és mtsai., 2007) ezért
a verellatas redisztribuciojara és a csotkkent \&ésd kompenzaciojara van lebstg. Ennek
koszonheten az érzékeny elektrofiziolégiai mérések alapjmoadhatd, hogy a 2VO csak
kis mértékben okoz zavarokat a szinaptikus plasasidolyamataiban (Li és mtsai., 2006;
Marosi és mtsai., 2009). Az idegsejt karosodasrausztulasra irdnyuld kevésbé érzékeny
morfologiai vizsgalatokkal (FJB, S-100 és Nissliés$ pedig ezidaig egyaltalan nem sikerilt
jelents kulonbséget kimutatni az intakt allapothoz kéestrosi és mtsai., 2009).

A hosszutavu szinaptikus aktivitas novekedése, azdzTP (long-term potentiation),
amelyet edszor Bliss és Lomo irt le (1973) altatott nydl leppmpuséaban, a mai napig a
legelfogadottabb modszer a memoria és a tanulészisdj mechanizmusainak vizsgalatahoz
(Bliss és Collingridge, 1993; Martin és mtsai., @D0Az LTP kivaltasahoz rovid ideig tartd
nagy frekvencias sorozatingerlést (HFS) vagy thetst ingerlést (TBS) (Rose és
Dunwiddie, 1986; Shors és Matzel, 1997) alkalmazrakagy frekvencids ingerlésdbeli
hossza és frekvencigja jelenti azokat a paramétereknelyek megszabjak a plaszticitas
meértékeét és idbeli lefutasat. Az LTP tipusat tekintve lehet assziv és nem-asszociativ
jellegi. Az asszociativ forma NMDA receptor-fifyg heteroszinaptikus, azaz pre- és
posztszinaptikus valtozasok is térténnek a kétagmmis tarsitasa soran. llyen tipusu LTP
régio piramis sejtjei k6zott meglészinapszisokban (Bliss és Collingridge, 1993). énn
asszociativ forma NMDA-fluggetlen, a preszinaptikuszmitter felszabadulas fokozodasa

idézi eb, amelyet egy adott inger folyamatos ismétlése kia{Kandel és Schwartz, 1982).
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Nem-asszociativ tipusu LTP indukalhatdé a hippocangyrus dentatus szemcsesejtjei €s a
CA3-as piramissejtek szinapszisaiban. Az LTébali lefutasat tekintve beszélhetiink a korai
vagy atmeneti fazisrol, amelyben a tetanikus irgerhatasara felszabadulé Glu a
posztszinaptikus sejt glutamaterg ioncsatornaihodve C&* bearamlast eredményez az
intracellularis térbe. A megndvekedett®Caoncentracid, és az ezaltal elindulé enzimatikus
reakciok hatasara retrogrdd messengerek szabadelnalposztszinaptikus sefth amelyek

a preszinaptikus sejt transzmitter leadasat fokoAkandel és Schwartz, 1982), majd a
folyamat végén tobbek kozott meégraz AMPA receptorok szama a posztszinaptikus
membranban. A kég vagy tartds fazisban fokozddik az 0j szinapdzisétrehozasdhoz
szikséges gének kifejgese és a fehérjeszintézis is (Kandel és Schwh9&2; Bliss és
Collingridge, 1993). A folyamat soran a szinaptikesilet megd, majd a perforacionak
nevezett folyamat végén a dendrit elagazik és imapszist hoz létre (Geinisman és mtsai.,
1991, Harris és mtsai., 2003)(8. abra).

— I L Preszinaptikus dtrendezddés
AMPA receptor beépiilés PSD perforicié Multi-spine szinapszis Szinapszis tibhszoréz6dés

Magas frekvencias
ingerlés (HFS)

I
0 10 Perc 30 Perc 60 Perc Késébb

8. abra Uj szinapszisok keletkezésének sematikus abrazelasagas ferkvencias ingerléssel (HFS) kivaltott
hosszu tava aktivitds fokozddas (LTP) sordn. MarpHdccel a magas frekvencias ingerlést kieeta
megnovekedett GA koncentracié hatdsara Gj AMPA receptorok széliigdd vezikulakba csomagolva a
posztszinaptikus membranba. Mindez a posztszinaptdenzitas (PSD) megndvekedését is eredményezi. 30
perc elteltével megtdrténik a PSD perforacidja,dregy eddig ismeretlen mechanizmus révén létrejtiibb-
tuskés (multi-spine) szinapszis. Retrograd szigaald révén, vélhéen adhéziés molekulak kozvetitésével,
valamivel tébb, mint egy 6ra elteltével megtortéaikzinapszisok teljes szétvaladsa (Luscher és.r264i0).

Az utdbbi évtizedben szdmos tudoméanyos kozleményegjelent kisérleti eredmény
tamasztja ala azt az elképzelést, miszerint az €IR memoria kialakulasanak hatterében a
hippocampusban talalhaté piramis sejtek dendriétigk és a tliskeszinapszisainak az

atrende#dése, szamuk ndvekedése és ezek stabilizaloddSoéth és Harris, 2000; Kandel,
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2001; Kasai és mtsai., 2003). A dendrittiskék adjdgbbb szinaptikus bemeneti helyeket,
igy kulcsszerepet jatszanak az agyat feteépéjtek kapcsolatainak kialakitasaban (Fiala és
mtsai., 2002)(9. abra). A dendrittiiskék plasztgara vonatkozo ismereteink segithetik a
normalis fejbdés, valamint a tanulas és memoria folyamataibdustkesd szinaptikus
valtozasok megértését is. Az utdbbi években a dtikék vizsgalata kulcsfontossagu
szerepet kapott a patolégias folyamatokban, hiszek a fénymikroszképpal is vizsgalhaté
struktarak, kivalo indikatorai a szinaptikus kapesok valtozasainak (Globus és Liversage,
1975; Ryugo és mtsai., 1975). A szinaptogenezidnsegy dinamikus, ujj-szrstruktura, a
filopédium tiremkedik ki a dendritek falabdl és @rkyezetikben talalhatdé axonokkal vagy
axondlis filopodiumokkal Iépnek kontaktusba (Fiads mtsai.,, 1998). Amennyiben a
filopédium kapcsolatot talal, akkor visszahuzédkk&zben magaval vonja a kérnyezetében
talalhatd axont is. A visszafédott filopddium helyén pedig megjelenik az érethdigttiiske

€s megtorténik a szinaptogenezis folyamata (Felatéai., 1998).

9. abra Hippocampus CAl-es régiéban talalhaté piramissegtum radiatum rétegé&bszarmazé dendritikus
szegmensének a rekonstrukcidja. A serkeszinapszisok (vorés) a dendrittiskék megvastagdeién, a gatld
szinapszisok (kék) pedig a dendritek térzsén tatak. Skala: 1lum (Fiala és mtsai., 2002).

A dendrittiskék szerepe nemcsak a szinapszisokktiababan kulcsfontossagu, hiszen az
excitotoxicitas soran megemelkedetGszintet is képesek pufferelni (Yuste és Denk, 1995
Majewska és mtsai., 2000). A hosszabb dendrittiskéialézat szintjén, elektromosan és
biokémiailag lokélisan izolalhatjak az excitotoxikuhatasokat. Ez segitheti a neuront a
posztischaemias agyban &ékéaros folyamatok kivédésében, mint pl. a megenueikeCa -
szint (Calabresi és mtsai., 2003) és a kuszé depdes(Back és mtsai., 1994). A
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dendrittiiskék sokrétfeladatainak fényében lathatd, hogy a patolégigdltezasaik jelertis
hatdssal birhatnak az agyi funkciokra.

Mivel az agy rendkivil érzékeny az oxigén és tapgnyianyos allapotokra, mar 20
perces ischaemia is jelésen karositja a dendrittliskéket, varikozitasok ek ki, amely
késibb szamuk csOkkenéséhez vezet (Park és mtsai.,).1996n ischaemias/hipoxias
allapotot kovet dendrittiskeszam-csokkenést leirtak Gjszulott hdran (Rees és mtsai.,
1999), patkanyok hippocampusaban (Pokorny és mt$882), a nucleus caudatusban
(Norton és Culver, 1977) és a szenzo-motoros kéregigyarant (Akulinin és mtsai., 1997).
Ez a morfoldgiai valtozas raadasul igen gyors lelsstbessége Osszemébhetz LTP
kialakulasanak sebességével (Fischer és mtsai8; 1dacLusky és mtsai.,, 2005). Mar
viszonylag rovid ideig tartd hipoperfuziordl is hmtnyitottak, hogy csokkenti az LTP
indukalhatésagot; 20 perces kétoldali carotis le&® utdn mar nem sikerult tartés LTP-t
kivaltani (Li és mtsai., 2006)n vitro kisérletekben mar ennél is rovidebb hypoxia (R&p
elég volt az LTP indukdlhatésaganak jetsnterontdsdhoz (Gasparova és mtsai., 2008).
Kronikus hipoperfuzié kapcsan a kisérleti allatakulasi képességének csokkenését (Kudo és
mtsai., 1990; de la Torre €s mtsai., 1992; Ohtantsai., 1997) €s a motoros teljesitmény
romlaséat (Sekhon és mtsai., 1997) tobben megfiglyelt

Amennyiben egy ischaemids hatads kovetkeztében zalekul ki a szinaptikus
miikodésekben, azt az LTP kivalthatosaganak csokkeekss az alapvét glutamaterg
szinaptikus transzmisszio romlasaval parhuzamosdendrittiskék szamanak csokkenése is
jelzi. Munkacsoportunkban megvizsgaltuk a 30 penzEgd globalis hipoperfiziéo karos
hatasait, amelyet aztdn megprébaltuk kainsawrsdry posztkondicionalassal kivédeni.
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Celkitizések

1.

2.

3.

4.

Munkacsoportunkban céluliztiik ki a fototrombotikus Iézioval @dézett fokalis agyi
ischaemia karos hatasainak elektrofiziologia tadmyozasat az érintett tertilet core és
penumbra régiéjaban egyarant. Az vivo elektrofiziolégiai mérések eredményeinek

kiegészitéséhez és meggiteséhez szOvettani vizsgalatokat is terveztink.

Az utébbi években tobb kdzlemény is meipdtette az oxélecetsav neuroprotektiv
hatasait zart feji sértilés (Zlotnik és mtsai., J0€8 globalis hipoperfazié (Marosi és
mtsai., 2009) esetében is. Kisérleteinkben az ogtdav utOkezelés esetleges
neuroprotektiv hatasanak vizsgalati#étiik ki célul a fent emlitett fokalis ischaemia

modellben.

A globalis agyi hipoperfuzié funkcionalis kévetkegnyei viszonylag jol ismertek (Li
€és mtsai., 2006), azonban szoévettani elvéltozasokat sikerilt kimutatni még a
hipoxiara leginkabb érzékeny hippocampalis CAléggdban sem 30 percig tartdé 2VO
esetében (Marosi és mtsai., 2009). A masodik naggrletsorozatunkban aa vitro
elektrofiziolégiai vizsgalatok mellett torekedtinlegy megfeldlen érzékeny
morfologiai médszer optimalizasara, amely tukroglabalis hipoperfuzio szinaptikus

kovetkezményeit.

A posztkondicionalas egy viszonylag Uj és kevésimgert neuroprotektiv stratégia.
Munkacsoportunkban célkéniztik ki a kainsavval kilonbézidépontokban tortéh
posztkondicionalas esetleges neuroprotektiv haaissiesgalatat a fent emlitett

globalis agyi hipoperfuziés modellben.
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Anyagok és modszerek

Felhasznalt allatok:

Vizsgalataink soran feéitt him Wistar (N=110) patkanyokat hasznaltunk fd.allatok 220-
300 g sulytak voltak. Az allathazmérsékletét folyamatosan 2@ fokon tartottuk illetve
12:12 oOréds sotét-vilagos periddust biztositottumz allatokat minden esetben kilon,
szabvanyos fflanyag ketrecekben tartottuk allandé szabad hozsifbiztositva az élelemhez
és a vizhez. Hogy elkerlljuk az allatok szenved@s@invaziv beavatkozasokat mély altatott
allapotban végeztik illetve torekedtink a felhakizalatok szamanak minimalizalasara.
Kisérleteink sordn minden esetben betartottuk aor&briumi allatok gondozaséaval
kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacido No. 85-28)Szegedi Tudoméanyegyetem Etikai
Bizottsaga altal jovahagyott allatgondozéassal kalptss protokollt (1998), és az Eurodpai
Kbzosségek Tanacsanak 1986. november 24-i rent@3éi€09/EEC).

Fokalis ischaemia modell:

Az agykeérget érirdt akut, fokalis ischaemia rovid tavl karos kovetkémgreinek és az OxAc
utdkezelés esetleges neuroprotektiv hatasdnak sgal@ahoz funkcionalisin( vivo
elektrofizioldgiai) és hisztologiai kisérleteketgeztink.

Kisérleti allatcsoportok a fokalis ischaemia mobet:

A kisérleteinkhez felhaszndlt kisérleti allatcsapkat az 1. tdblazat mutatja be az éallatok
szamaval és a mortalitasi adatokkal egyutt. A lésgkhez annyi allatot hasznaltunk fel, hogy

minden csoportban minimum 5 darab téléllat keriljon értékelésre.
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N/Mortalitas Elektrofiziol6gia Szdvettan Osszesen

Almitott kontroll csoport 5/0 @ 5/0

Fototrombotikus ézids (FL) 7/2 12/4 19/6
csoport (kezeletlen csoport)

FL + Oxalecetsavval (OxAc) 6/1 6/1 12/2
kezelt csoport (kezelt csoport)

Osszesen 18/3 18/5 36/8

1. tablazat: A fokalis ischaemia modellben alkalmazott allafmdok az elektrofiziologiai és a szovettani
kisérletekhez felhasznalt &llatok szamaval (N) ésoetalitdsi adatokkal. Amig az ittt kontroll csoportban
nem volt, a fototrombotikus 1ézion atesett (FL) msdban hozzavétegesen 31,5%-0s, a FL utan oxalecetsav
(OxAc) kezelésben részesiilt csoportban pedig megikéieg 16,6%-0s mortalitast tapasztaltunk.

Fototrombotikus 1ézio:

Az agykérget érirdt akut fokalis ischaemias allapotot fototrombotikézidval valtottuk ki. A
sebészeti beavatkozasok soran intraperitonealps) (uretan (Sigma-Aldrich, Muinchen,
Németorszag) injekciéval (1,3 g/ ttkg) altattuk &latokat, amely egyenletes, hosszan tartd
mély alvast biztositott, ezaltal alkalmas volt dkooran at tartd mérésekhez. Az allatok
testtbmérsékletét egy rektalis 6mevel o6sszekotdtt feed-back szabalyozassal ellatott
infravoros lampa segitségével folyamatosan 37+@5-6n tartottuk. Miutan pupillareflex
vizsgalattal megbizonyosodtunk az altatas sikegeséle kipreparaltuk, és steril injekcio#tt
(Luer 23G) helyeztink az A&llatok baloldali farokag@ba a ké&bbi i.v. anyagbeadas
megkonnyitéséhez. Ahhoz hogy elkeriljik a wéyet alvadasat, kis mennyisédeparint
(Biochemie, Ausztria) juttattunk a vénaba, majdi adgét Iégmentesen zard dugoval zartuk
le. A patkanyok fejét sztereotaxias készilékbenvi®&opf Instrument, Tujunga, USA)
rogzitettik, majd baloldalon az étdeges szomatoszenzoros kéreg (SSI) feletti teélilet
eltavolitottuk az allatok fefirét és az egyéb kidzovetes elemeket. A koponyacsontot
fiziologids soéoldattal letisztitottuk, hogy a tapekddast megkonnyit mépontok, mint
példaul a Bregma (a sutura sagittalis és a sutwn@nalis taldlkozasa), jol lathatéva valjanak.
A fototrombotikus 1ézié kivaltasdéhoz Bengal Rosegii®a-Aldrich) oldatot (30 mg/ ttkg)

33



juttattunk 1 ml térfogatban az éllatok keringéséhe az ebzéleg elhelyezett kanllén
keresztil. Az anyagbeadast lassan végeztiik, hoggntmies eloszlast biztositsunk az allatok
keringésében. Az oldat beadasat kéeat20 percen keresztil vilagitottuk meg az all&&k
kérgét az intakt koponyacsonton keresztlil, 3 mmégiinh diafragma nyilas mellett, &s,
hideg fénnyel (Fibrolux 150H; 10. abra B). A folsalschaemia kialakitadsa utan az allatok 4
oras tulélést kovéen keriltek dlkészitésre a szovettani vizsgalatokhoz (10. abra A)

In vivo elektrofizioldgia:

A fokalis ischaemia a kozponti idegrendszefikidésére gyakorolt karos hatasait a
szomatoszenzoros keérgi kivaltott valaszok méréséuebgaltuk. Ehhez a patkanyok
trigeminalis rendszerét ingereltik a jobb oldaljusaparnaba szuart bipolarigeiektrodak
segitségével. Az ingerlés 0.3 ms jeltartamu, 4-@mplitudoju és 0.1 Hz-es frekvenciaju
négyszogimpulzusokkal tortént (WPI 301-T, Sarasbtarida, USA). A periférids ingerlés
hatdséara keletkézingerilet az infraorbitélis idegen keresztil &dah nucleus Principalis-on
(nPr), majd a thalamuszon (VPM) éatkereséthe éri el a szomatoszenzoros kérget. Az
ingerlést ugy allitottuk be, hogy aelektrodakon keresztll érk&impulzusok a bajuszparna
még éppen lathatd mozgasat valtsak ki. A ragcsél@kisssrei (vibrisszak) 6t sorban
helyezkednek el, amelyeket a szénkezdidéen nagybdikkel (A-E) jeldlnek. Az egy sorban
helyet foglalé vibrisszak szamozéasa pedig &fikezdidéen szamokkal torténik. Az ingérl
elektrédakat minden esetben a C2-es és C5-0s bajudnllikulusdba szartuk. Az ingerlés
megkezdése utan a gombhifepzist elvezételektrodat az etglleges szomatoszenzoros kérgi
terllet folé helyeztiik, és megkerestik azt a hebfail az adott ingerre a sejtek a legnagyobb
amplitadéval véalaszolnakpgnctum maximum10. abra D pont). Ez a pont az altalunk
hasznalt C2-C5-0s follikulus ingerlés esetébenegBratdl caudalisan 3, lateralisan 5 mm-re
talalhaté egy 250 g-os allat esetébenpunctum maximutal rostralisan é€s caudalisan is
tovabbi 3-3 ponton végeztiink méréseket, igy 6saz&s&kilonb6d méBpontunk volt,
amelyek egy virtudlis vonal mentén helyezkedtek sim-re a kozépvonaltdl (10. abra B). A
meérpontok az ekddleges szomatoszenzoros kéreg teriletén kiviul sdnedgtagi régiot és
részben a parietalis asszociacios kérgi terllstehagaban foglaljak (Paxinos és Watson,
1998). Mivel az elvezetéseket az intakt koponyazielésl végeztik, ezért elektroda-pasztat
alkalmaztunk, hogy biztositsuk a megféleblektromos kontaktust. A regisztratumokat
differencial eésitdo segitségével amplifikaltuk, (Tektronix AM502, Beaton, USA), és a

34



kilsé forrasokbol szdrmazd zajokat adston talalhatd savsé segitségével kiiszoboltik
Ki. A sziirési tartomany alsé hatara 1 Hz, adeisitara pedig 3 kHz volt. A bioldgiai jeleinket
analég-digitalis konverter (Digidata 1200, Axon thasnents, USA) segitségével
digitalizaltuk. Az adatokat szamitogéepen taroltukkosdbbi feldolgozashoz (pClamp 6.0.4.
software, Axon Instruments, USA). A kivaltott vatakat (6/perc) 3 percen keresztil
regisztraltuk minden mépontban, majd ezeket atlagoltuk (18 KV minden panjb A
regisztralas megkezdésételkorulbelul egy éraval megkezdtik az ingerlésigyna kivaltott
valaszok amplitudoja stabilizalodjon a kezdeti gpiy oszcillacié utan. A regisztralas
minden allatcsoportban egy kontroll szakasz felegtd kezddott a fototrombotikus 1€zi6
kivaltasat megékzéen, amely minden egyes mipontot magéaban foglalt. A fokalis ischaemia
kivaltasat koveten a méréssorozatok 1, 2, 3 és 4 oraval az inzutarskezddtek (10. abra
A).
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10. abra A fototrombotikus 1ézi6 kivaltasat és az alkalmazslektrofiziologia mérések protokolljat bemutato
sematikus illusztraciokd: A kivaltott valaszok (KV) vizsgalatara iranyuldrikcionalis kisérletek protokollja. A
fokalis ischaemia kivaltadsat minden esetben egyrkbimegisztratum felvétele éte meg (-60 perc). A Bengal
Rose beadast (30 mg/ttkg, i.v.) egy 20 percig tamEs, hideg fénnyel tortén megvildgitds kovette. A
megvilagitas gpunctum maximurpontban (D) tdrtént az €ldleges szomatoszenzoros kéreg feletti teriileten,
egy 3 mm atméijii rekesznyilason keresztiil. A kezelt csoportba tartilatok ezt kdvéen egy 30 percig tartd
OxAc kezelést (12 mg/ttkg; i.v.), a kezeletlen aatptagjai fizioldgias sdoldatot kaptak. Az anyagtiést
kove® 240 perces periédusban 6ranként mértik a kivaltdthiszok amplitidéinak valtozasaitBapanelen
bemutatott koordinatdkorB: A kivaltott potencialok regisztralasat 7 kulonbokoordinatan végeztik egy
virtualis vonal mentén a kézépvonaltél 5 mm-re riglie iranyban. Az amplitidékunctum maximuan (D), a
bregmétdl caudalisan 3, lateralisan 5 mm-re helydelt el. Rostralis (C, B, A) és caudalis (E, F,ii@hyban
tavolodva gounctum maximutal a kivaltott valaszok regisztralt amplitidoi fidatosan csokkentek.
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Szdovettan, Fluoro-Jade B festés:

A fokalis ischaemia modellben a funkcionalis vidagigk mellett szdvettani vizsgalatokat is
végeztink. A fototrombotikus 1ézi6 kovetkeztébemadtl neuronok szamanak és a keletkezett
|€zi06 kiterjedésének meghatarozasa céljabdl egsifdpes fluorokrém festéket, a Fluoro-Jade
B-t (FJB) hasznaltuk. A szdOvettani vizsgalatok saearebkészitett allatokat transzkardialisan
perfundaltuk foszfat pufferben (0,1 M) oldott 4%-paraformaldehid oldattal. Az agyakat
Ovatosan eltavolitottuk a koponyabdl az atmosas, utéajd egy éjszakan at ugyanebben az
oldatban utdfixaltuk. Masnap az agyakat 24 6rarg-28 szacharGz oldatba helyeztik. Ezt
koveten fagyasztva met§anikrotommal (Frigomobil Modell 1206, Reichert-Jumduf3loch,
Németorszag) 36 um vastag szeleteket metszettitekjems szomatoszenzoros keérgi l€zio
terlletébl. Az agyszeleteket PBS — 0,4%-0s TritonX oldatokvedrékébl zselatinozott
targylemezre huztuk fel, igyelve a szeletek postwsendjére. A metszeteinket dehidrataltuk
felszallo etanol sorban, majd 15 percre 0,06%-disitkdpermanganat oldatba helyeztik. Ezt
kovetben a szeleteket desztillalt vizben mostuk, é&tiel30 percre 0,001%-o0s FJ-B
(Chemicon) oldatba helyeztik. A festés utan a nesétket Ujbdl atmostuk desztillalt vizben
(3x1 perc), és egy napig szaradni hagytuk a satétklaan. A megszaradt metszeteket a festés
utan Fluoromount segitségével demezzel lefedtik.

A sorozatmetszeteket mikroszkép alatt (Olympus BXBdkio, Japan) vizsgaltuk. A
gerjeszb fény hullamhosszéat 470-490 nm-re allitottuk, aokiatott fény hullamhossza 520
nm volt. A jel6bdott sejteket minden metszeten a szamunkra kifgdsspecialis program
segitségével szamoltuk dssze. A kapott adatokadraituk 1 mrh teriiletegységre illetve a

metszetvastagsag ismeretében kikalkulaltuk a Kimdjedését mben.
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. 20 perc ", 30 perc : 240 perc N
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>
? I OxAc f
Bengal Rose perfundailas

11. abra A fototrombotikus l€zi6 kivaltasanak sematikus pkailja a szdvettani vizsgalatok esetébé). (
Fluoro-JadeB festés a szomatoszenzoros kérgenkikattafokalis iscaemia utanB( 60x-0os nagyitas). A
fototrombotikus 1ézi6 hatdsara az agykéregben tellagdy sérilt neuronok jol lathatéan vilagitanakszert: a
Iézionalt terlilet egy részlete 240x-es nagyitasban.

Oxalecetsav kezelés:

A kisérletek soran az elektrofiziologiai és hisatphi méresekre kerdilkezelt csoportba

tartozo Aallatok is 12 mg/ttkg mennyiseg@s 1,5 ml végtérfogati OxAc (Sigma-Aldrich,
Minchen, Németorszag) injekciot kaptak. Az i.v. aglyeadas kozvetlentl a 20 perces
megvilagitas utan (utdkezelés) tortént. Az alkalotiadozist a korabban megjelent, glutaméat
scavengerek hatasat vizsgald szakirodalmi adatagjaal valasztottuk meg (Gottlieb és
mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai., 2007; Teichbergnésai., 2008). Az OxAc egy & sav ezeért

0,2 M-os foszfat pufferben oldottuk fel, hogy a j@H?¢,2-7,4 kozo6tt legyen. Az anyagbeadéast
nagyon lassan végeztuk (50ul/perc) 30 percen kigitelecskend és stopper segitségével,
hogy elkerlljuk a vértérfogat és ezdltal a veérnysnidrtelen megemelkedését, illetve
egyenletes eloszlast biztositsunk a vérben. A kiirdsoportba tartozo allatok a kezeltekkel

megegyeé térfogatu fizioldgias sdoldatot kaptak.
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Alkalmazott statisztikai moédszerek:

A szomatoszenzoros kéreg terllétéelvezetett kivaltott valaszok regisztralt ampdié
értékeit a SPEL advanced Intrasys (v1.3.0.48; Bmmmdria Ltd.) szoftver segitségével
csucstol csucsig, azaz a minimum és a maximum yorkHzott mértik meg (12. abra).
Azért, hogy dsszehasonlithatoak legyenek a kiléhhdatokbdl szarmazé adatok, a kontroll
szakasz atlag értekéhez, mint 100%-hoz normaliz@miamplitido értékeket. A valtozoink
eloszlasdnak vizsgalatahoz, minden esetben a KalgnSmirnoff tesztet, a variancia
homogenitds vizsgalatdhoz pedig a Levene-tesztegeztiék el. A kiloénbdk
allatcsoportokban a punctum maximub®l elvezetett amplitido értékek oiakeli
kulonbségeinek statisztikai analiziséhez a parakostregy-utas ANOVA tesztet végeztink
Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. Az egy allatcsoporton bekiillonbd
koordinatadkon, kildénbdzidépontokban mért értékek statisztikai analiziséhparas-minta-
tesztet alkalmaztuk. A FJB pozitiv sejtek szaméasa aé |€zio kiterjedésére vonatkozé
statisztikai analizist a két fuggetlen-minteeszttel végeztik. A statisztikai szamitasokat az
SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USAgmam segitségével végeztik el.
Minden esetben ad®,05 értéket tekintettik szignifikans kilonbségnek.

0,1 pv

S50 ms

“b

12. dbra EQy Somatoszenzoros kérgi kivaltott valaszt mutat6 eeentativ regisztratum. A potencial
valtozasok amplitidoit a minimum (b) és maximumdsicsok kézott mértiik meg. A bioldgiai jelek mantiim
€s minimum csUcsai az ingerbetérést kéert7-9 ms illetve 11-13 ms késéssel jelentkeztek.
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Globalis hipoperfuziés modell:

A teljes agyat éririt csokkent perfazio rovid tava karos kdvetkezméngsita kainsav (KA)
kezeléssel torténposztkondicionalas, mint esetleges neuroprotdidavatkozas leh&tegeit
funkcionalis {n vitro elektrofizioldgia) és morfolégiai (Golgi-Cox feshéméréssorozatokkal

vizsgaltuk.

Kisérleti allatcsoportok a globalis hipoperfuziésdaellben:

A vizsgalatainkban felhasznalt kisérleti csoportoka allatok szamaval é€s a mortalitasi
adatokkal a 2. tabldzat mutatja be. A globalis pg@iziot elszenveid(2VO) allatcsoportok
kainsavval tortéé posztkondicionalasat az ischaemias esemeényt d@vekilonbos
idépontokban kiséreltik meg: 2VO utan kodzvetlentl (2MOKA), 1 nappal ké&bb (2VO
24h KA) és 2 nappal kébb tortéd KA kezeléssel (2VO 48h KA). Ezekben a csoportokban
valamint az almitott kontroll csoportban az elektrofiziol6giai ésorfologiai méréseket 3
napos tulélést kovéen végeztik el. Az ischaemias inzultust kdeet esetleg spontan (KA
kezelés nelkidl) bekovetkézfunkcionalis javulas vagy romlas vizsgalatahoz,2¥dO-t
koveten kulonbo# tulélési idsvel végeztink elektrofiziolégiai méréseket: 2VO rutd
nappal (2VO 24h), 2 nappal (2VO 48h), 3 nappal (2¥2Zh) és 4 nappal (2 VO 96h). Az
onmagaban (2 VO nélkdl) tortérKA kezelés rovid tava hatadsainak vizsgalatdhonténi

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

Az elektrofiziol6giai mérésekhez annyi allatot hadmnk fel, hogy minden csoportban az
LTP indukcié vizsgélatdhoz minimum 8 darab, az ¢f@be felvételhez min 6 darab mérési
adatsorunk legyen. Ez minimum 4 darab thiléllatot jelent csoportonként. A szdvettani
méréseinkhez minden csoportban 3-3 allatot hasaralffel, hogy elérjik a kelen

reprezentativ detektalt dendrittiske szamot (18sezagysagrend).
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N/csoport Elektrofiziologia Golgi-Cox
allatszam / LTP indukcio / allatszam/ vizsgalt sejtszam/
mortalitas 10 gorbe detektdlt spine szam

Almiitétt 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 Oh KA 8/4 8/0 %]

2VO 24h KA 6/2 8/0 %]

2VO 24h 6/2 8/0 %)
2VO 48h 5/1 8/0 %)

2VO 96h 6/2 8/0 %)

KA 24h 4/0 8/0 %)

KA 48h 4/0 8/0 /]

KA 72h 4/0 8/0 /]
0sszesen: 70/14 96/18 9/180/78764

2. tablazat A globalis hipoperfuziés modellben felhasznaltékistes allatcsoportok. Az elektrofiziologiai
méréseinkhez ¢sszesen 62 db allatot hasznaltunlkedll 14 db pusztult el még a tervezett kisérletaktel
(~22%-0s mortalitas). A szdvettani méréseinkheposonként 3 db allatot, allatonként 20 db CAl-esiron
apikalis dendritjét vizsgaltuk meg. 3 fliggetlenékisted ,vakon” végzett szamolasa eredményeként dsszesen
78764 db dendrittiiskét detektaltunk.
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Kétoldali carotis communis okkluzié (2VO) az imoriélektrofizioldgiahoz és szévettanhoz:

A teljes agyat éririt a&tmeneti hipoperfuziés allapot 6alézéséhez a kétoldali carotis
communisokat (CCA) zartuk el (Tsuchiya és mtsaBP92t Tsuchiya és mtsai., 1993)
reverzibilis modon. Az allatokat @&z6r 10 ml/ ttkg dozisd, intraperitonealisan alkahoit
4%-o0s kloral-hidrat oldattal altattuk el. Aét soran az allatok testmérsékletét allando
értéken (37+0,5 °C) tartottuk egy feedback-szalzdtto infralampa segitségével. A
preparalds soran a legkevesebb vérzést okozva,atorbpncolva feltartuk a CCA-kat,
eltavolitottuk az erekkel egytitt futd vagoszimpasikdegkoteget, cérnara vettik az artériakat,
majd vegul sérilést nem okozé aneurizmas csipefSestulap, B. Braun) 30 percre elzartuk
azokat. A fél éras érelzérast koben eltdvolitottuk a csipeszeket, ezéltal elinditota
reperflziot az allatok agyaban. A tébb napos fdiEglids miatt a niitét soran keletkezett
sebet antibiotikummal (Strepto-Fatol, FATOL Arznébel GmbH) kezeltik az esetleges
fertozések elkertilése érdekében, végul a sebet vartiessaituk. Az almitdtt kontroll (sham
control, s.c.) csoportba tartoz6 patkanyokon a feit folyamatokat hajtottuk végre CCA
okkluzio nélkal. A mitétek, illetve az azt kovétregeneracios idalatt 20%-0s mortalitast
tapasztaltunk az allatoknal, amely valo$itg az altatas és/vagy ditéti beavatkozas soran

felléps nem vart mellékhatasoknak tudhatok be.

13. dbraA: Az arteria carotis communisok (CCA) elhelyezket®sénutaté rajz (Farkas és mtsai, 2002; alapjan
maédositva)B: A leszoritasra varé kipreparalt és fonaliadtt carotisok.
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In vitro elektrofiziologia:

A globdlis hipoperfazio karos hatasait a szinaiklaszticitasra (LTP indukalhatésag) és az
alapved szinaptikus jeltovabbitasra (/O gorbe) tdlébkut agyszeleteken vizsgaltuk. A
vizsgélatok célpontjaul a hippocampus CAl-es r@gioplasztottuk, mivel ez a terilet az
egyik legérzékenyebb az iscaemias allapotokra. l&létlagyszeletek elkészitéséhez az
allatokat dekapitaltuk, majd egy hosszanti vagas sizétnyitottuk az allatok fejlet, hogy
lathatéva véljanak a tajékozodast ségivtarratok a koponyatéh. A koponyan oOvatos
bemetszést végeztiink a sagittalis varrat és kébtmwbemetszést a coronalis varrat mentén,
ezaltal a koponyatét széttarhatjuk az agy serilése nélkil. Egy seliészige segitségével
coronalis metszéseket ejtettiink a bulbusok mogot kisagy é€itt, hogy eltavolithassuk az
agy hippocampust tartalmazé régiojat. Vibratdbmm@argpden Instruments, Egyesult
készitettlink. A metszeést jéghideg, 2-3 °C-0s msstgrs cerebrospinalis folyadékban (aCSF)
veégeztiuk, amelynek az dsszdtemM-ban megadva: 130 NaCl, 3,5 KCI, 1 N&,, 24
NaHCG;, 1 CaC}, 3 MgSQ és 10 D-glukdz. A regisztrald oldat dsszetétetél etemileg
elté: 3 mM CaCht és 1,5 mM MgSQ@et tartalmaz. A metéz oldatban talalhaté
alacsonyabb G4 és magasabb Mgion koncentracié, azért szilkséges hogy lelassitbuk
megakadalyozzuk a metszés soran okozott fizikailé&ekodvetkeztében elinduld nekrotikus
és apoptotikus folyamatok kialakulasat. A metszéa éegisztralas alatt alkalmazott aCSF-et
karbogénnel (95% £ 5% CQ) oxigenaltattuk, hogy a szeletek gazanyagcse@jarialan
legyen. A tuléb agyszeleteket egy Haas-tipusu regisztralo interfemraba helyeztik, és
szobaldmeérsekleten pihentettik. A regisztralo kamrabarolgamatos perfuziot, azaz az
oxigén és tapanyagellatast, valamint a keldtkamyagcsere termékek eltavolitasat az él
agyszelet kdrnyezetéh egy perfliziés pumpa végezte. Az aCSF aramldsessegét 1,5
ml/percre allitottuk be. A regisztralas ideje aktszeleteket 34 °C-on, paradus kdrnyezetben
tartottuk. A Schaffer-kollateralisok orthodromikusyerléséhez egy bipolaris, koncentrikus
fém elektrodot hasznaltunk (Neuron elektrod kftdBpest, Magyarorszag), amelyet a CAl-
es régio stratum radiatum rétegébe helyeztink §bda). Az ingerlés alland6 aranisség
mellett, 0,2 ms-os impulzusokkal 0,033 Hz frekvancitortént (WPI-A310 Accupulser,
Sarasota, Florida, USA).

A Kkivaltott serkent posztszinaptikus mézpotencialokat (fEPSP) a hippocampus

V4

ellendlasu regisztralo aCSF-fel feltoltott Uveg raédektrodokkal tortént. Az ingéristimulus
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intenzitdsat ugy hataroztuk meg, hogy a posztsgkep membranon taldlhat6 NMDA
receptorok is aktivalodjanak a szinaptikus jeltdviédsban. Ennek eléréséhez a szeletekben
maximalis amplitadoju fEPSP-t kivaltdo legkisebb ugus értékének kb. 80-90%-at
hasznaltuk (atlagosan 40-70 pA kdzotti erték).

A fEPSP-ket afsitbvel (Experimetria, AMP-04) amplifikaltuk, majd a Iké kornyezetbl
szarmaz6 zavar6 elektromos jelekirése (als6 hatéar, LF: 1 Hz; félkatar, HF: 3 kHz) utan,
analdég-digitalis konverterrel (Experimetria; AlIFJ08ligitalizaltuk. A regisztralt adatokat
szamitdgépen jelenitettik meg a kisérletek alattiaéoltuk a késbbi kiertekeléshez. Az
elmentett regisztratumok kiértékelését az OriginP7o0 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) szoftver segitségével végeztA CAl-es régioban talalhato
neuronok apikalis dendritje és a Schaffer-kolldieo& kozotti szinapszisokban az LTP
indukciohoz HFS-t (Rose és Dunwiddie, 1986) alkatimak. A HFS soran 5 masodpercig
adtuk a 0,2 ms jelszélesséignpulzusokat 100 HZ frekvencidval. A regisztratasgkezdése
elétt minden esetben a szeleteket 45-60 percen kétgshentettilk kontroll ingerlés mellett
(0,2 ms-os impulzusok, 0,033 Hz frekvencian), amigg nem smt a kezdeti szakaszra
jellemzs enyhe facilitacio, és stabilizalodtak a fEPSP-kphiindoi. Ezt kéveben egy 10
perces kontroll szakasz felvétele kdvetkezett, getetdvetett a HFS alkalmazésa. Az LTP

indukcioja utan a fEPSP-k amplitiddinak valtoza68ipercen keresztil regisztraltuk.
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14. abra A: Az in vitro elektrofiziolégiai méréseknél (LTP indukcié, I/@rpe) alkalmazott ingefl(Ing) és

fEPSP-t abrazold regisztratum. Az amplitiddék naggséaz a és a b pontok kdzott mértik meg a SPEL
advanced Intrasys szoftver segitségével.

Az /0 go6rbék (input/output, bemenet/kimenet) fedlé az alapvét glutamaterg
szinaptikus mMkodés jellemzésére alkalmas. Ezekben a mérésekddntonboz kisérleti
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allatcsoportok fEPSP amplitudd értékeit &brazoltkelonbdz ingerlési aramésseg
alkalmazasa mellett. Az ingérimpulzus értékeit 0 pAst 100 pA-ig valtoztattuk 5 pA-es
lepéskozokkel. Egy allatbol szarmazd agyszeldtieghy tipusi méréshez (LTP és/vagy 1/0
gorbe) maximum két szeletet hasznaltunk fel, arérdiekében, hogy a mintavételezés ikell
mértékben reprezentativ legyen. Tovabba ez debetette az egy csoportba tartozé allatok
kozott jelentked egyéni varianciak kikliszobolését.

Golgi-Cox festés:

A hippocampus CAl-es régiojanak neuronjain tal@lftendrittiiske (spine) szam ésiség
meghatarozasahoz Golgi-Cox festést alkalmaztunkdlif, A). Az allatokat dekapitaltuk, és
a festéshez a hippocampust is tartalmazd, hozidégesen 3-4 mm vastag coronalis
metszés agydarabot eltavolitottuk am vitro elektrofiziologiai alfejezetben taglaltak szerint.
Ezt a blokkot 10 napra Golgi-Cox féstdatba helyeztik és szoldmhérsékleten (22-23 °C)
tartottuk sotétben. A fedldat 3 torzsoldatbol tédik 6ssze A, B és C. A: 5%-0s kalium-
bikromét, B: 5%-0s higany-klorid, és C: 5%-0s kaliaroméat, mindhdrom anyag desztillalt
vizben (DW) oldva. Az egyes torzsoldatokat Glaseé&n der Loos szerint higitottuk, és
kevertik 6ssze Golgi-Cox féstidatta (Glaser és Van der Loos, 1981). Rdovidert 5-
térfogategység A és B oldatot 6sszekevertiink, magifogategység C oldatot kevertink el
10 egység DW-el. Ezt kovetn az AB keveréket lassan, folyamatos Uvegbottdénd
kevergetés mellett ontottik dssze a higitott Ctatjamindezt sotétitett helyiségben. A kész
elegyet sotét Uvegben minimum 5 napig Oregitettifiellaasznalas étt. Ezen id alatt a
taroldliveg aljan kevés csapadék valik ki, amelyjkerélve a festéshez mindig a tiszta
fellliszét hasznéltuk. A festldatot 2-3 naponta lecseréltik az agydarabokorgy ho
csokkentsik a kivalo csapadék altal okozott h&séidés mértékét.

Amikor az impregnacio elkészilt az agyblokkot minm 2-3, maximum 30 napra
30%-0s szahardz oldatba helyeztik églben (4 °C) taroltuk. Ez a Iépéséseqiti, hogy
késibb az agyszeletek rugalmasabbak maradjanak, ésatezzenek szét megszaradas utan.
Amikor az agyszegmensek lesillyedtek a szachametatl tartalmaz6 edény aljara, 100 pm
vastag agyszeleteket készitettink vibratom (Leidd000S, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Németorszag) segitségével. A hippocampuspsbzégidjat tartalmazd szeleteket

6%-0s szachar6z oldatban gpttik 6ssze, és huaztuk fel zselatinozott (2%) dgive
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targylemezekre. Ezutdnisdpapir darabot helyeztiink a felhlGzott szeletekredregly masik
targylemez segitségével enyhe nyomast fejtettiinla knetszetekre hogy az agyszeletek
biztosan felragadjanak a targylemezekre. Ezt Kiareta metszeteket egy éjszakan at sotét
parasité kamraban tartottuk.
Mésnap a metszeteinket fé@sddba helyeztik, majd Gibb és Kolb (1998) szerégeztik az
eléhivast:

1. Mosas DW-el (1 perc).
Témény (30%) ammaonium-hidroxidba (Spektrum 3D) ke8s 30 percre, sttétben.
DW-es mosés (1 perc).
Fixalas Kodak Fix (Eastman Kodak Company) oldat®@upercig, sotétben.

ok~ 0D

Viztelenités felszallo alkohol sorban (50%-0s atiah perc, 70%-0s alkohol 1 perc,
96%-0s alkohol 1 perc, abszolut alkoholban 2x5 ,pe¥giil xylol 10perc).
6. Lefedés fluoromounttal.

A kész ebhivott metszeteket 24 6raig szabad léregzaradni hagytuk a fénymikroszképos
vizsgalatok eitt.

oriens

stratum . ) 1 " puzdlis ek

stratum
pyramidale

stratum
radiatum

vizsgilt teralet

stratum
lacunosum
moleculare

15. dbra A: Golgi-Cox festéssel megjelenitett neuronok a hippguus CAl-es régidjaban (120x-0s nagyitas).
Egy 100 um vastagsagu corondlis agyszelet CA&gidjaban atlagosan 30-35 db piramissejt {elid meg.B:

Egy CAl-es neuron sematikus abrazolasa a hippodemmptegekkel. Az altalunk vizsgalt 100 pm hossgis
szakaszt az apikalis dendrit proximalis és disztélililete kdzott piros négyzettel jeldltik.
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Kvantitativ analizis:

A tiszta Golgi metszeteket fénymikroszképpal (Opgra BX51, Tokio, Japan) morfometriai
vizsgélatoknak vetettik ala, amelyekhez olaj imndsrzobjektiveket hasznéltunk. A
tanulmanyhoz minden szovettani vizsgalatnak aléiv&ieérleti allatcsoportbol 20-20 sejtet
siiriségét analizéltuk az apikdlis dendriteken. A méetseninden esetben ugyanazon a
terlleten, a proximalis és disztalis apikdlis déitars régié kozoétt egy 100 pm-es szakaszon
végeztuk (a sejttedt 100-200 um, 15. abra, B). Azért valasztottuk &zpecialis teruletet
vizsgalataink célpontjaul, mert a Schaffer-kollatesok ebben a régidoban szinaptizalnak a
CA1l-es neuronok dendritjein talalhato tliskékkel.LAP indukcios méreseink soran hasznalt
elvezet elektrédainkat is hasonld okokbdl pozicionaltulargezen terlletre. A vizsgalandoé
apikalis dendriteket egy 100x-0s nagyitasu olaj ermos objektiv alatt valasztottuk ki, és a
latbme®dt a vizsgalandd szakaszra allitottuk. A féenymikkighoz kapcsolt kamera
segitségével sorozatfelvételeket készitettlink ldggy a vizsgalando terilet minden szakasza
legaldbb 1 felvételen fokuszba keriljon. A szanéfiy@ mentett sok résdballé egy
dendritet abrazolé mikroszképos fotokat Mels egy specialis szoftver (ImageJ 1.42q,
National Institutes of Health, USA) segitségévely ekgpfajlba illesztettiik Ossze. A
dendrittiiskék szamolasat szintén aébbl emlitett programmal végeztik. A képeket egy
munkatarsunkkal kodoltattuk, majd 6sszekevertetigik,a szamolasokat 3 fliggetlen ember

,vakon” végezhette el.

Kainsav kezelés:

Az elektrofiziologiai és/vagy morfoldgiai kisérl&tesoran KA kezelésben részesult allatok
minden esetben 5mg/ttkg dozisban és 1 ml végtéifaga kaptak a hatbéanyagot
intraperitonealisan (i.p.) alkalmazva. Az alkalmazbzist a kainsavval kapcsolatos irodalmi
adatok és a sajat cdlisérleteink alapjan hataroztuk meg. Az késérleteink soran a 10

mg/ttkg-os dodzis az esetek 100%-aban letalisna&nlidt, a 7 mg/ttkg-os dozis pedig az

allatok felénél epileptikus gércsrohamot okozoth-Kfiziol6gias séoldatban oldottuk fel.
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Alkalmazott statisztikai moédszerek:

A fEPSP-k amplitudéit a HFS @&ti 10 perces kontroll szakaszhoz, mint 100%-hoz
normalizaltuk az LTP indukalhatésagra vonatkozo6 és€inkben. Az adatok statisztikai
analiziséhez a két figgetlen mintan végzett nerarmeatrikus tesztet (Mann-Whitney U-teszt)
veégeztuk el. Az I/O gorbék statisztikai analiziseheCruskal-Wallis tesztet alkalmaztuk.

A morfolégiai méréseinknél a dendrittiske szam osofx kozotti kiulonbségeinek
vizsgélatdhoz a parametrikus két fliggetlen mintdssztet hasznaltuk. A statisztikai
szamitasokat az SPSS 10.0 for Windows (SPSS imica@o, USA) program segitségével
végeztik el. Minden esetben &(R05, 0,01 és a £0,001 értéket tekintettik szignifikans
kilénbségnek.
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Eredmeények

A fokalis ischaemia modell kisérletsorozatainak egmeényei

In vivo elektrofiziologia:

A fototrombodzis altal élidézett akut, fokalis iscaemias allapot adijddést érink karos
hatasainak vizsgalatahoz az atiit kontroll allatok agykergér elvezetett kivaltott valaszok
ertékei szolgaltatjak az 6sszehasonlitasi alappekiien az allatokban gunctum maximum
pontban és az éttrostralisan és caudalisan elhelyezke®#3 mébpontban is, a kivaltott
valaszok amplitidéi enyhe facilitaciét mutattak ardn keresztil zajl6 regisztralas soran (16.
abra: kontroll). Ez a nem jelgis (5-10%-0s) amplitidé-ndvekedés a statisztikailizisa
alapjan nem adodott szignifikhnsnak, a kisérletakmiadik orajaban meg is is#t, és az
értékek stabilizalodtak.

A fototrombotikus |1€zi6 azonnal bekdvetkeielents amplitid6 csokkenést okozott a
punctum maximuban (16. abra) és a tobbi koordinatan egyarant &bra). A kivaltott
valaszok értekei a 100%-nak tekintett kontroll seakoz viszonyitva 70-75%-al visszaestek
kozvetlenldl a megvilagitas utan. Az elvezetett dm@i potencidlok amplitid6i azonban
spontan javulast mutattak, és az ischaemias irstukdvety masodik 6raban a kontroll
ertékek 40-43%-anal stabilizaldédtak a kisérletayeig (16. abra).

Kozvetlenul a lézid kivaltasat kowetn OxAc kezelésben részesiilt allatok kivaltott
vélaszainak értékei a kezeletlen csoporthoz visremkevesbé, 55-60%-al csokkentek a PM-
ban a kontroll periédushoz képest. Ezt kéeat a potencidlok amplitudoéi jeléist javulast
mutattak, és a megvilagitast kovenasodik-harmadik 6raban a kontroll értékek 78-881%6
elértek. Ez a funkciondlis javulas a méréseink sd@tc? orajaban szignifikdnsan jobbnak

bizonyult a PM-ban a 1ézidn atesett kezeletlen cgbpz képest (16. abra).
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16. abra A kivaltott valaszok normalizalt amplitid6 értékek alakuldsa az é&dfliggvényében gunctum
maximumpontban. A szazalékban kifejezett valtozasokadlamtott kontroll (kontroll), fototrombotikus 1ézion
atesett kezeletlen (1ézid) és Iézion atesett Oxézelésben részesilt (I€zi6 + OxAc) csoportokbarraréll
szakaszhoz, mint 100%-hoz viszonyitottuk. Atlag £.Bl. * szignifikans kiilonbség az aftétt kontroll
csoporthoz viszonyitva; # szignifikans kilonbsd§zion atesett kezeletlen és kezelt csoportok kdzot

*#: P<0,05.

A kivaltott valaszok amplitidéi a PM-tdl (-3;5) todlis vagy caudalis iranyban
tavolodva fokozatosan csokkentek. A fototrombotikézion atesett kezeletlen és OXxAc
kezelt csoportban is a lézio altal kivaltott furiktdlis kdrosodas és az azt kdvevulas
mértéke, aranyaiban hasonlénak bizonyult a PM @onthért valtozasokhoz minden vizsgalt
koordinatan (17. abra A-B). A 17. dbran mutatjuk dekilonb6d koordinatakon meért

amplitudo értékeket a léziot szenvedett kezeldi#grés OxAc kezelt csoportokban (B).
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17. &bra Az elektromos ingerléssel kivaltott szomatoszeogoralaszok normalizalt amplitidéi 7 kulonkoz
koordinatan regisztralva: Kivaltott valaszok véltozasa a fototrombotikusidézatesett, kezeletlen csoportban.
B: Kivaltott valaszok alakulasa a lézion atesett OkAzelt csoportban. Atlag + S.E.M.

* Szignifikans kilonbség a kontroll periddushoz &g # szignifikans kildnbség a megvilagitast kévetés 4.
oraban mért adatok kozott. * #<@,05; ** ##: P<0,01.

A regisztralt adatokat az dsszehasonlithatosadképea a kontroll periddusban mért a

PM-bdl elvezetett értékekhez, mint 100%-hoz normddtiuk. A grafikonokon az ischaemias

inzultust megeizo6 intakt (kontroll) allapotot, valamint a megviladggt utani 1. és 4. éraban
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regisztralt amplitido értékeket mutatjuk be. A déwiatesett kezeletlen csoportban a
megvilagitas utdn mind a 7 kilonkokoordinatan szamottévcsokkenést tapasztaltunk az
elektromos ingerléssel kivaltott bioldgiai valaskak. A 4. 6ra végere a legtdbb koordinatan
megfigyelhetiink egy enyhe funkcionalis javulast, ale eredmények még igy is minden
vizsgalt pontban szignifikansan rosszabbak a kémgesiddusban tapasztaltakhoz képest (17.
abra A). A Iézié utdn OxAc kezelésben részesilpogban egyrészt kisebb mértéledukcid
tortént az iscaemias inzultust kodem, masrészt a 4. 6ra végere a kivaltott potercialo
amplitidai a legtobb vizsgalt pontban elérték atkahperiodus 70-80%-at. Ezek az adatok
mar nem térnek el szignifikhns mértékben a kontsakkaszban regisztralt értékiktA
javulas mértéke a kisérletek végére a PM-ban éstealis iranyban tovabbi két koordinatan
szignifikansnak adodott a megvilagitas utani 1héraviszonyitva (17. abra B).

A minden valtozot (amplitudd, & koordinatak) egyszerre megjelén8 dimenziés
grafikonokon a regisztralt adatok szamértékeit azhaemids inzultus @&ti kontroll
szakaszban regisztralt, PM-bdl elvezetett kivaltathszokhoz normalizaltuk (18. abra A-C).

A kontroll csoportban jol megfigyelhetaz idb elérehaladtaval bekévetkézenyhe
(nem szignifikans) facilitacié, valamint az, hogyP#l-tdl rostralisan vagy caudalisan egyre
tavolodva az elvezetett amplitido értékek |épesesen csokkennek (18. dbra A). A masik
két csoport eredményeit bemutatd grafikonok egitten szemléltetik azt, hogy a
megvilagitast kovét nagyfokd amplitido-csokkenést a 1ézid utan OxAezekest kapott
csoportban egy joval hatarozottabb funkcionalisiljas kéveti a kezeletlen csoporthoz képest.
Ez a jelenis javulas az inzultust koves. illetve 4. éraban a legtdbb koordinatan elérte
kontroll értékek 70-80%-at a kezelt csoportban. &gz a javulas a kezeletlen csoport tagjai
kozott a kontroll értékek minddssze 40-45%-at ések el (18. abra B-C).
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18. abra A kivaltott valaszok amplitiddinak szazalékos vadteai az 6sszes koordinatan a fidggvényében.

A: Az almitétt kontroll csoportba tartozé allatokban regiglttamplitidok szazalékos véaltozasai. Az amplitddok
alakuldsa az ischaemias inzultugteKontroll), illetve azt kdveien 4 O6ran &t regisztralva a 1ézion atesett
kezeletlen B) és OxAc kezelt@) csoportokban.

Hisztoldgia:

A Fluoro-Jade B festéssel megjelenitett, z6ldewréiazkalo elhalt vagy sértilt idegsejtek
fénymikroszkop alatt vizsgalva jol koérllhatarolhatdéziot jelenitenek meg a
sorozatmetszeteken (19. abra A). A teljes 1ézidbld® sorozatmetszeteket gondosan
sorbarendeztilk, és végigvizsgalva megéllapitottuktelies 1ézi6 kiterjedését nhne

vonatkoztatva a fototrombotikus 1ézidn atesett latlen (Lézi0) és a l€zio utan OxAc kezelt

(Lézi6+OxAc) csoport allataiban egyarant (19. dbya
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A Fluoro-JadeB festés
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19. abra A: A fototrombotikus Uton éidézett fokdalis iscaemia utan kialakul6 1éziok nedgpitése Fluoro-
JadeB festés segitségével 120x-0s nagyitasbarprézentativ fotokon zélden fluoreszkalnak az elbalsériilt
idegsejtek, amelyek igy jol korllhatarolhatova esz sérilt agyteriletet (fehér vonalak kozottiitet). A
megvilagitas utani OxAc kezelés (Lézio+OxAc) szemndhatoan csokkentette a |ézidk kiterjedését a
kezeletlen (Lézi6) csoportban tapasztaltakhoz kép@s A 1ézi6 kiterjedésének szamstsitett, mni-re
vonatkoztatott adataib6l szarmazéd oszlopdiagramr. igchaemias inzultust kovein OxAc kezelésben
részesllt csoportban (Lézio+OxAc) szignifikdnsasekb kiterjeddslézidkat tapasztaltunk a kezeletlen (Lézi6)
csoporthoz viszonyitva. Atlag+S.E.M. *<B,05. Lézi6: N=12 (2448 agyszelet), Lézi6+OxAc: N£B536
agyszelet).

A Bengal Rose keringésbe jutattasaval és a hajpdhdeat lokalis megvilagitdsaval
elsidézett ischaemias allapot minden esetben toblinméiler kiterjedés, jol kdrulhatarolhato
léziokat okozott (19. abra A). Az inzultust koddtbzvetlen OxAc kezelés (Lézio+OxAcC)

azonban a léziok térfogatat jelésen, hozzavétegesen 30%-al redukéalta a kezeletlen
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(Lézibé) csoporthoz képest. Ez a kilonbség a stidiszanalizisek alapjan szignifikAnsnak
bizonyult.

A sérllt neuronok szamolasat nagyobb nagyitasB&fx( 600x) készitett fotokon
veégeztuk el. A 360x-0s nagyitasu képeken varatlapembeatnnek fluoreszkalo kapillarisok
(20. abra A), amelyek meglégk, hiszen a FJB festés jél ismert arrdl, hogy reaga
szelektivitAst mutat a sérilt és/vagy elhalt aggkeg. A legkézenfeldbb magyarazatnak az
tanik, hogy a fluoreszcens aktivitas nem a FJB fesiékoszonhét hanem annak, hogy a
fény aktivalta vérlemezke-aggregacio  kovetkeztébem hajszalerekbe  szorult
vorosvértesteknek megvaltoztak a fluoreszcensdoifsdgai. A keringésbe jutatott Bengal
Rose oldat j6l ismert arrél, hogy fény altal akhixaszinglet-oxigén képzés utjan peroxidalja
a kilonbos sejtes elemeket (Girotti €s mtsai., 1985; Rozakavés mtsai., 1999; Wright és
mtsai., 2003). Az eritrocitdk peroxidaciojanak kikeztében medh azok fluoreszcens
aktivitasa az 520 nm-es tartomanyban, 460 nm-gesgdifény mellett (el-Rahman és mtsai.,
1995; Nagababu és Rifkind, 1998; Nagababu és RIfkin004). Ezek a spektralis
tulajdonsagok majdnem azonosak a FJB festésrenglkkkel (525 nm kibocsajtott, 470-490
nm gerjesat fény). Osszehasonlitva a fototrombotikus |ézidasétt kezeletlen allatbol
szarmazo fotot (20. abra A, Lézid) a megvilagittuOxXAc kezelt allatéval (20. dbra A,
Lézio+OxAc) jol lathatd az, hogy a kezelt allatkakapillarisok sokkal kisebb szakaszokban
fluoreszkalnak. Ez feltételezéseink szerint jobkeNatasra utal a kezelt csoportban, de ahhoz
hogy biztonsaggal kijelenthessik ezt, kdzvetlerangnlas mérések lennének szikségesek,
amit nem vegeztink a kisérleteink soran.

A nagyobb (600X) nagyitds mellett még koénnyebbeawnasithatok a zdlden
fluoreszkald FJIB pozitiv idegsejtek (20. abra Byetyek sértlést szenvedtek vagy elhaltak a
fototrombotikus 1€zi6 kovetkeztében kialakult oxigés tapanyaghiany hatasara. A pontos
sejtszamolasi adatok megsitették azt, amit a 1ézio térfogatara vonatkozdaés&nknél
tapasztaltunk. Az OxAc kezelés (20. abra B, LézivA€) kdzvetlenil a megvilagitas utan
alkalmazva szemmel lathatban csokkentette a sédliitagy elhalt neuronok szaméat a
kezeletlen (20. abra B, Lézi6) csoporthoz viszamyitA 20. abra C blokkjaban nimre
vonatkoztatva abrazoltuk oszlopdiagramon a sejtei@sin adatokat. Az OXxAc kezelés
jelensen, korulbelll 30%-al cstkkentette a FIJB+ sejiem@it a kezeletlen csoporthoz

viszonyitva. Ez a kilénbség a statisztikai anabfapjan szignifikAnsnak bizonyult.
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20. abra A-B: A FJB festéssel készllt reprezentativ felvételefotatrombotikus Iézion atesett kezeletlen
(Lézio) és a lézio utan OxAc kezelt (Lézio+OxAcppsrtbol. A 360x-0s nagyitasu fotokoA)(a kezeletlen
csoportban nagyobb a kezelt csoportban kisebb s#fumieszkalo kapillarist lathatunk. A 600x-os néggu
felvételeken B) jol azonosithatok a zdlden fluoreszkal6 elhatv@gy sérilt FIB+ sejtek, amelyeket a kezeletlen
(Lézi6) csoportban nagyobb, az OxAc kezelt (LéziwA€) csoportban kisebb szamban talaluk.A FIB+
sejtek szamanak alakulasa a léziot szenvedett etbearel(Lézio) és kezelt (Lézio+OxAc) csoportbanlads
S.E.M. * P<0,05 Lézi6: N=12 (2448 agyszelet); Lézi6+OxAc: N2836 agyszelet).
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A globalis hipoperfuziés modell kisérletsorozataink eredményei

In vitro elektrofiziologia:

LTP indukalhatésag:

A Shcaffer-kollateralisok magas frekvencias ingagl§HFS) jelerds, korulbellil 45%-0s
fEPSP amplitido-névekedést eredményezett a korsolbortba tartozé allatokban (21. abra
A, kontroll). Ez a novekedés az LTP indukciot kdvét oras regisztracios periédus alatt
tartosan fennmaradt. A 30 percig tartd globalisopgrfuzid 3 napos tulélést kdven
jelentsen rontotta a szinaptikus plaszticitast, mivelSH kdveben joval kisebb mértdik
minddssze 15-20%-0s amplitido-novekedést tapasakal2l. abra A, 2VO). A kialakult,
kevéshé jeleids potencirozodas sem maradt fenn stabilan, hisZER@P-k amplitiddéi az 1
Oras regisztracios periddus alatt folyamatosan keiktendenciat mutattak. Ezek az adatok
jOl Bsszeegyeztethttk a munkacsoportunk korabbi eredményeivel (Maggsmtsai. 2009).
A kainsavas posztkondicionalas esetleges neurdginoteatasait 3 kilonb@zidépontban is
megvizsgaltuk az ischaemias inzultust kéeet (utokezelés a 2VO-t koweD., 24. és 48.
ordban; 21. abra B). A hipoperfuziot ké¥ekdzvetlen kainsavas kezelés (2VO 0Oh KA)
rontotta az LTP funkciot a hippocampus CAl-es r@dpgn, még a kezeletlen csoporthoz
képest is. Ezeknél az allatoknal még a HFS-t kbwéhany percre jellenizposzt-tetanikus
potencirozédas (PTP) jelensége sem volt megfigielh® 24 oraval a 2VO-t kovéen
kainsavas utOkezelésben részesilt csoportban (2¥0 KA) is minddssze 20-25%-0s
amplitudé-ndvekedést figyelhetink meg, amely azonlmak az els 10-15 perces
szakaszban maradt meg az indukciét késet Ezutdn a fEPSP-k amplitidéi fokozatosan
csokkenni kezdtek, és a kozvetlen 2VO-t kdeet KA kezelt csoporthoz hasonléan a
kisérletek végére visszaestek a HFSsttelmért kiindulasi szintre. A kainsavas
posztkondicionalds 48 ¢6raval a 30 percig tartd pepiiziot kovebten (2VO 48h KA)
megleen jo eredményt hozott azéed, korai KA kezelést kapott csoportokhoz képest. Az
LTP indukciot kdveten a fEPSP-k amplitado értekei 35-40%-0s ndvekendeasattak, amely
megkozeliti az dbran szaggatott vonallal jeloltntkoll csoportra jellemi eredményeket. A
megemelkedett mépotencialok értékei stabilan fennmaradtak a kitgkleségéig, amely
0sszevethét az intakt, egészséges éallatok korai LTP-re jellemdajdonsagaival (21. abra
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B). Az LTP indukalhatosagra vonatkoz6 méréseink daim vizsgalt

koveb 3. napon torténtek.
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21. abra A Schaffer-kollateralisok magas frekvencias ingsgléel (HFS: 500 impulzus, 100Hz) kivaltott LTP
alakulasa a hippocampus CA1l-es régiéjaban a kikéntgbportokban (normalizalt atlagok + S.E.M.). Az&b
felsb részén a kisérletes beavatkozasok és vizsgaldibkli elhelyezkedésének sematikus abrazolasa lathato
A: Az almitétt kontroll csoportban (kontroll) a HFS-t kégeh a fEPSPk amplitid6 értékei hozzélegesen
45%-al rttek meg, és egyenletesen megmaradtak a kisénégéig. A 2VO-s csoportban (2VO) az LTP
indukciot kéveben joval kisebb mértékés kevésbé stabil amplitidé névekedést tapasakala A kainsavval
(KA) torténs posztkondicionélas kivédi a 2VO-t kdgat TP funkcidk karosodasat, de a védtas nagyban fligg
az alkalmazas itpontjatol. Hasonléan a 2VO-s allatokhoz a korarepiasdicionalt csoportokban (2VO Oh KA
és 2VO 24h KA) nem lehetett stabil LTP-t kivaltaB0 perces hipoperfazio utan a 48 oéraval KA kezelt
csoportban (2VO 48h KA) az LTP indukalhatésaga megktette a kontroll értékeket, amelyet az abran
szagatott vonallal jeldltink.

A 21. abra A és B részében bemutatott elektrofigiai eredmények 6sszegzéséhez és a
statisztikailag szignifikans kulénbségek bemutdidgda fEPSP-k amplitddobdl box-plot
diagramot készitettiink a HFS-t ké&ed0 perces regisztracios periédusra vonatkozoan (22
abra). Az abran talalhatd négyzetek az egyes cwikib@n regisztralt amplitido eértékek
medianjat, a bennik talalhaté vizszintes vonalakigoaz atlagértékiket jeldlik. A statisztikai
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analizishez a nem-parametrikus Mann-Whitney U-&dsatkalmaztuk. A csoportok kdzott
jelentke® szignifikans kilonbségeket csillaggal jeloltuk.
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22. abra A regisztralt fEPSP-k alakulasa a kilonboesoportokban a HFS-t kovet60 perces periddusra
vonatkozoan. A 30 percig tartd globalis hipoperdi@VO) 3 nappal az ischaemiat késen jelenbsen rontotta

a szinaptikus plaszticitast, hiszen a HFS-t kéeeta fEPSP-k amplitid6i mindéssze 15%-o0s ndvekedést
mutattak az aliitdtt kontroll allatokndl tapasztalt 42-45%-0s eneeléshez képest (kontroll). A 2VO-t koget
korai KA kezelések: kézvetlenil az ischaemia uAnd Oh KA) és 1 nappal kékb (2VO 24h KA) még inkabb
rontottdk az LTP indukalhatésagat. Ezeknél a cgdogpal csak maximum 8-12%-o0s amplitddd ndvekedést
tapasztaltunk. Amennyiben a kainsavval toftéposztkondiciondlas 48 oOraval az ischaemias ingultién
tortént, a regisztralt értékek megkozelitették atiall csoport eredményeit (2VO 48h KA). * szigh#ins
kiilénbség a csoportok kdzott. *@,05; ***; P<0,001.

Egy szisztematikus méréssorozatot végeztink a 2\&@sett allatokon hogy megvizsgaljuk
azt, hogy az ischaemias inzultus koévetkeztébermlatb szinaptikus plaszticitasban esetleg
idével bekovetkezik-e spontdn javulas. Ezekben a leitgdben a 30 percig tartd
hipoperfuziot koveten kulonboad tulélési id utan végeztink az LTP kivalthatosagara
vonatkozaoin vitro meéréseket naprél-napra (23. abra A). Az allatakaegysdl (2VO 24h) 4
napig (2VO 96h) terjesitulélési intervallumban vizsgéaltuk meg. Altalanégisan elmondhaté
az, hogy a 2VO-t szenvedett allatokban nem sikesigbil, kontroll értékeket (szaggatott

vonal) megkdzelé LTP-t kivaltani egyik altalunk vizsgalt égppontban sem.
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23. abra A Schaffer-kollateralisok magas frekvencias ingsgléel (HFS: 500 impulzus, 100Hz) kivaltott LTP

.7z

felsé részén a kisérletes beavatkozasok és vizsgaldibkli elhelyezkedésének sematikus abrazolasa lathatd
A: A 30 percig tart6é globalis hipoperfuzio (2VO) kékezményei az LTP kivalthatésagara a kilortbtinélési
ideji csoportokban. A legrosszabb eredményeket az 1srnapEés csoportban (2VO 24h) tapasztaltuk, de a 2
(2VO 48h), 3 (2VO 72h) és 4 napos (2VO 96h) tukgléBatok amplitid6 értékei sem koézelitették meg az
atlagos kontroll szintet (szaggatott vonalg: Az ©Onmagaban alkalmazott kainsavas kezelés (KA)
kovetkezményei az LTP kivalthatésagara a kulodh@ielési idefi csoportokban. A KA kezelést koveelss
napon (KA 24h) a HFS utan egy robosztus PTP-t flggtéink meg, azonban a fEPSP-k amplitidoi csékkenni
kezdenek, és az 1 6rés regisztracios periddus eégkontroll értékek (szaggatott vonal) ala esnssza. A KA
kezelés utan 2 (KA 48h) illetve 3 nappal (KA 72gyaltalan nem sikerult LTP-t indukalnunk.

A legrosszabb eredményeket a 2VO utani 1 naposlé#ilé2vVO 24h) csoportban

tapasztaltuk. Ezekben az allatokban a HFS-t K@retigyan megjelenik némi poszt-tetanikus
potencirozédas (PTP), azonban a megnévekedett tadqii jelentsen csokkenni kezdenek
és az indukciot kovét30. percben visszatérnek a HF8telszintre. A kisérletek végére a

fEPSP-k amplitudai jéval a kiindulasi értékek akibkkennek, amelynek okai tisztazatlanok.
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A 2VO utén 2 (2VO 48h), 3 (2VO 72h) és 4 naposléde(2VO 96h) allatok amplitadéi a
HFS-t kdveben nem mutatnak jeletg kulonbségeket, ugyanakkor egyik csoport sem kKozel
meg a kontroll értékeket. A 2VO utan 3 napos t@leléllatok LTP kivalthatosagara
vonatkozo eredményeit korabban a 21. abra A részéi@ bemutattuk, de a koénnyebb
dsszehasonlithatosag kedvéért ezen részben istéttik.

Az 6nmagdaban tortérkainsav kezelés (5 mg/ttkg)dideli hatasait a szinaptikus plaszticitasra
egy az dzéekhez hasonlo, szisztematikus méréssorozattal aliekg meg. Az LTP
indukalhatésagat ezekben a kisérletekben a KA &sz&bveien 1 (KA 24h), 2 (KA 48h)
illetve 3 nappal (KA 72) mértik meg az allatok leppmpusanak CAl-es régidjaban (23.
abra B). 24 oraval a KA kezelést kdéeh a Shaffer-kollaterdlisok magas frekvencias
ingerlése utan, egy markans PTP tapasztaltunk. gnihvekedett amplitddok azonban nem
maradtak stabilak, folyamatosan csokkenni kezdigslg kisérletek végére az abran szaggatott
vonallal jelzett atlagos kontroll értékek ala séllyek, amely a szinaptikus plaszticitas
zavaraira utal. A KA kezelés utan 2 (KA 48h) illet8 napos tulélés(KA 72h) csoportokban

a HFS-t kovaten csak egy nagyon csekély méitéRTP figyelhed meg. A fEPSP-k
amplitiddi azonban mindkét csoportban jelentstkkenésbe kezdenek, és az indukciot
kove® 30. percben elérik a HFSo#i kiinduld értékeket, majd tovabb cstkkenve a&HRietek
végére azok alé sillyednek. Az utébbi 2 csopomidiondhat6 tehat, hogy egyaltalan nem

sikerult LTP-t indukalnunk a hippocampus CAl-eddgdpan.

Az alapvet szinaptikus jeltovabbitas vizsgalata:

Megvizsgéltuk azt, hogy a 30 percig tartdé globahgpoperfizié milyen mértékben
befolyasolja az alapwé&tszinaptikus jeltovabbitas folyamatait a CAl-esidgiégn. Ezaltal
kideril az, hogy az ék6 alfejezetben bemutatott szinaptikus plaszticigiskkenésben
szerepet jatszik-e a Shaffer-kollateralisok és al@A régio piramissejtjei kozott talalhato
szinapszisok megvaltozott transzmisszioja. Ezensgétatokat input/output gorbék
felvételével végeztik el az afindtt kontroll (kontroll), a 2VO-n atesett kezeletl2VO) és a
2VO utan 2 nappal KA kezelt (2VO 48h KA) csoportakb(24. abra). Minden csoportban a
beavatkozas utan 3 napos tulélést kdmet hajtottuk végre a kisérleteket. A fEPSP-k
amplitiddinak valtozasait a kuloénkbHzaramedsséd ingerlb impulzusok fliiggvényében
abrazoltuk a 0-10QuA kozotti intervallumban 5 pA-es lépésekben. Araabjol latszik az,
hogy a 2VO-s csoport allataibol regisztralt 1/0 lgdregyértelien és statisztikailag
szignifikansan elvalik a kontroll gorligt azaz a tranziens hipoperflzios inzultus jeisan
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rontotta a szinaptikus jeltovabbitas hatékonysagatzsgélt agyi terileten. A KA kezelés 2
nappal a hipoperfaziét kouetn alkalmazva kivédte a szinaptikus jeltovabbitasba
bekovetke# karosodasokat, mivel a 2VO 48h KA csoport allaihitegisztralt 1/0 gorbek

nem tértek el szignifikansan a kontroll gorkidkt

1/0 —0O— Kontroll
—eo—2VO
1200 . - # 2VO48hKA
) | 1 N=6;6;6
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g. r LT T2
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= ' ¥ = : + l + oo + +
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Ingerlo aramerodsség (LA)

24. abra A szinaptikus jeltovabbitas hatékonysaganak vizegdlO gorbék felvételével az altitt kontroll
(kontroll), a 2VO-s kezeletlen (2VO) és 2VO utam&ppal KA-tal posztkondicionalt csoportokban (2V8h4
KA). A tranziens hipoperfuzié szignifikansan ron#oa szinaptikus transzmissziés folyamatokat, armebnban
az inzultust kdvét 2. napon, KA posztkondicionalassal teljesen kiedillolt. Atlagok + S.E.M. * szignifikans
kiilbnbség a kontroll és 2VO-s csoport kozott. 20@5; **; P<0,001.
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Morfologia:

A dendrittiskek a széveti mikrokdrnyezet valtozesaés szamos korélettani hatasra rendkivl
érzékenyen és gyorsan reagalnak. Ischaemias dpdialakulé oxigén- és tdpanyaghiany
kovetkeztében példaul szamuk dramaian lecsokkemhekolgi-Cox festési eljaras nagy
részletességgel jeleniti meg a neuronok dendritikherizacidjat, beleértve a dendrittiiskéket
is. A jel6lodott piramissejtek szamaban nem, azonban a derskédtt denzitasaban jelést
kilénbség adodott az altalunk vizsgalt csoportokadnippocampus CAl-es régidban (25.,
26. abra).

kontroll 2VO 2VO48hKA

e

legnagyobb szamban az diftditt kontroll (kontroll) csoportban talaljuk a deittliskéket. A 30 perces globalis
hipoperfuzio (2V0O) drasztikusan lecstkkentette addigttiskék firiségét, amelyet az inzultust kédet. napon
kainsavas posztkondicionalassal (2V0O48hKA) jélsah mérsékelni lehet. Skala: 20um.

Az almitott kontroll (kontroll) csoportban atlagosan 182,@b/100 pm dendrittiskét
detektaltunk a CAl-es piramissejtek apikalis dejainek meghatarozott szakaszain. Ezek az
eredmények 6sszhangban allnak més kutatocsopdtadkapott eredményekkel (Gonzalez-
Burgos és mtsai., 2007). A 30 perces globdlis repioiot koveben 3 nappal (2VO) a

dendrittiiskék szama drasztikusan lecsokkent (atB495 db/100 um) a kezeletlen
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csoportban, ugyanakkor a kéros &llapotokban gyakefifordul6 dendritduzzadast nem
tapasztaltunk. A 2VO utan kainsavval posztkondigibréllatokban (2VO 48h KA) a
dendrittiiskék szama a statisztikai analizis alap@agnifikansan jobb eredményeket mutatott
és megkozelitette a kontroll értékeket (atlag:161,@lb/100um; 26. abra). A
posztkondicionalést a korabhivitro elektrofizioldgiai eredmények alapjan minden eseth
nappal az ischaemias inzultus utan végeztik aégil@b pedig mindharom csoportban 3 nap
volt. Ezek a morfolégiai eredmények szoros Osszgdiy mutatnak, és megeftik az

elektrofiziolégiai méréseinket.
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26. abra Oszlopdiagram a dendrittiiskékiréségének valtozasarél az altalunk vizsgalt csopbenk Mar a
tranziens, atmeneti globdlis hipoperfuzié (2vVO)akentisen lecsdkkentette a dentrittiiskék szamat a CAl-es
kainsavas posztkondicionalas 2 nappal az ischaenzidkus utan alkalmazva kdzel a kontroll értélecliitotta
vissza a dendrittiiskékidiségét. Minden csoportban 3-3 allatbdl, allatonk&d20 dendritszakaszt szamolt
meg ,vakon” 3 fiiggetlen kisérlet@zAtlag + S.E.M., kontroll: 182,07 + 3,25; 2VO: 85, + 2,23; 2VO48hKA:
171,96 + 2,58. * szignifikans kilonbség a kontredloporthoz képest. # szignifikdns kilénbség a 2¥a é
2V0O48hKA csoport kozott. *,#: £0,05; *** ###: P<0,001.
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Diszkusszio

Az agyban leggyakrabban ischaemias vagy hypoxiésskdas alakul ki, amely a véraramlas
zavaraval, az idegsejtek karosodasaval, pusztidhgdvés a 3. vezéthalalok az iparilag
fejlett orszagokban (WHO, 2009). A kozponti idegiszer fiziologias mkodéséhez
folyamatos ellatast igényel & fszubsztratokbdl (oxigén, glikéz, ATP). Amennyiban
vérellatas hianya hosszu tavon fennmarad, enerngiazdakul ki a neuronokban (Pulsinelli és
mtsai., 1982; Beck és mtsai., 1995; Derdeyn ésimifi99). Az ATP-hiany kdvetkeztében a
plazmamembranokban taldlhaté energiaigényes iongkmykodése zavart szenved, ezéltal
felborul a sejtek ion-homeosztazisa és a beararaldddok hatasara depolarizalodnak (Leigh
és Meldrum, 1996). Ennek koszonbmi a fesziltségfliggCa -csatornék is aktivalédnak,
ami altal megh a sejtek intracellularis Gakoncentracidja. A fokozott Gabearamlas miatt
a serkert Glu felszabadulasa fokozodik az axonterminalisakbami a sejtek glutamét
receptorainak aktivaciéja Gtjan Gjabb direkt ésrizkt C&* bearamlast okoz. Ezen feluil két
intracellularis C&"-raktar is kinyilik: az endoplazmatikus retikuluns @ mitokondrium
(White és mtsai., 2000). A Glu visszavétele a kbpgea Na -fliggdp EAAT-eken keresztill
szintén zavart szenved (Vesce és mtsai., 2007)okbzbtt Glu felszabadulas hatdséara
excitotoxicitas alakul ki, megvaltozik a kornyezejtek niikodése, és ezzel az ischaemias
esemény hatasai szoveti szintre emelkednek (Whitatéai., 2000). Az emlitett folyamatok
kimozditjak az érintett terlleten talalhatd idetadt az anti- é€s proapoptotikus
egyensulybol, és elindul a programozott sejthaldlyadmata. Amennyiben a hypoxiat
kovetben az ATP-hiany atlép egy kritikus értéket, akka@rmem apoptézis, hanem nekrézis
kovetkezik be (Nicotera és mtsai., 2000).

A legtobb neuroprotekcids stratégia a fent emlitdftamatok megfékezését célozza.
Az ischaemids események hatasara kialakulé valkzaszamos neuroprotektiv
tamadaspontot rejtenek. Az ischaemiads neuronp@sztydatomechanizmusanak egyre
alaposabb ismerete megndvelte a lehetséges netgkgitra iranyulo terapias probalkozasok
szamat (Lyden és Wahlgren, 2000; White és mts@@QR Ennek ellenére, ha 6sszevetjik az
ischaemias stroke allatmodelljeit a human korfolggokkal, kiderll az, hogy a kisérletes
eredmények emberi megbetegedésre vonatkoztatdsemszduktatédt rejt (Hoyte és mtsai.,
2004). A human vizsgalatok sikertelenségénékbf okai lehetnek: 1. az egyes szerek
allatkisérletekben vizsgalt neuroprotektiv hatagpiakran a szubletdlisan karosodott

agytertlet (penumbra) ,visszatérése”, az infarktiterjedésének csokkenése igazolta, de a
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neurologiai funkcié értékelése elmaradt; 2. a bedbgmirtségét doriten meghatarozé
intellektus és a magasabb kérgi funkcidk vizsgadditakisérletekben nem, vagy csak nagyon
attételesen lehetséges; 3. a klinikai kiprébalaspgakran heterogén és kis létszamu a
betegpopulacié, nem optimalis a vizsgalati prothkalamint a szubakut és a kronikus fazis
elemzése és farmakoterapiaja hattérbe szorul (Zslortsai., 2004). Az eddigi tapasztalatok
azt mutatjdk, hogy a tobb tAmadasponton haté gy@mpkombinaciok (terapias koktélok)
alkalmazasa, valamint az agyi plaszticitast setkem¢avatkozasok adhatnak kedvez
eredményt. Ezek fényében szikség van UGjabb és Upaiboprotekcids stratégiak és
farmakonok tesztelésére, amelyek di#s talan sikeresen hasznalhatéak lesznek a human
gybgyaszatban is.

Az ischaemias inzultust kowen kialakuld patologias folyamatok pontossheli
behatarolasa nagyon fontos a hatasos terapia mepésében. Az infarktus kornyekén
kialakulé depolarizacié, a €aintracellularis felhalmozédasa, a glutaméat exoitititas, és
az oxigén szabadgyokok keletkezése (korai kdros@)lesz ischaemids peridbdus utan mar
nagyon rovid idn belll bekdvetkeznek. A folyamatokkal parhuzamas&EP-ok amplitudoi
is jelentsen lecsokkennek (Minamide és mtsai., 1994). A dadott szOvet sejtjeinek
apoptozisa és az ezzel edgiheén kialakulé gyulladasos folyamatok (kEkarosodasok)
megindulasa orakkal az ischaemias periédus utddolldz meg, és lefolyasuk az ischaemia

meértékébl figgéen napokig, hetekig tarthat (Dirnagl és mtsai.,300

Kdzel fél évszazada tudjuk azt, hogy a Glu az abgbéérbe szallitbdhat (Berl és
mtsai., 1961), azonban a folyamat jetesdtgéél és a benne réjlneuroprotekciés beavatkozas
lehetiségeéédl, csak az utobbi években jelentek meg kozleménipaitologias kortlmények
kozott a koordinalatlanul felszabaduld Glu okozza excitotoxicitast, amely a kiterjedt
neuron-karosodast é€s a neuronpusztulast okozzagygrhal6zata igen kifejezett, az atlagos
tavolsag 2 kapillaris k6zott minddéssze 10-20 pny, g kis tdlzassal is, de az agyban
majdnem minden neuron rendelkezik sajat kapillatigBickel és mtsai., 2001). Raadasul az
agyi kapillaris halézat nagyon gazdag EAAT-ben, anaz érfalon, mind az azt kériluvev
asztrocita végtalpakon is szamos transzportedutdé& Chaudhry és mtsai., 1995; Lehre és
mtsai., 1995). Ezek EAAT-ek igy fontos szerepetzatnak az extracellularis térben kérosan
megemelkedett Glu eltavolitasaban az agybdl a véitiérs Glu efflux révén (Vesce és
mtsai., 2007).

A fototrombotikus Uton éidézett ischaemias inzultust kogeh egymast kovétkeérgi

kuszo-depreszios folyamatok jelentkeznek, amelyelzetextracellularis Glu koncentracio
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massziv megemelkedése kisér, és legalabb 5 oérészkigr fennmarad (Scheller és mtsai.,
2000). Mivel a fokalis ischaemia utan kialakuloartus kiterjedését kilonbé§zNMDA
receptor antagonistak hasznalataval sikerllt jésmmt csokkenteni (Kharlamov és mtsai.,
1996; Bordi és mtsai., 1997; Umemura és mtsai.7/198ieg és mtsai., 1999), egyértéira
valt a Glu fontos szerepe az ischaemiat kéettologids folyamatokban. Az intravéndsan a
vérkeringésbe juttatott OXAc a vérben talalhaté duszubsztratjaként a GOT enzim altal
katalizalt folyamatban 2-ketoglutarattd és aszpartattd alakul. Ennek kds#éen a Glu
koncentracidja a vérplazmaban jeles#n lecsokken, ezaltal felgyorsulhat az agybdlraesé
tortérs Glu efflux sebessége (Gottlieb és mtsai., 2002gnEtUimeen az utébbi években
megjelent kdzlemények beszdmolnak az OxAc utokezeddiroprotektiv hatasarol traumas,
zart feji sértilés esetében (Zlotnik és mtsai., 20@Famint globalis hipoperfuziés modellben
(Marosi és mtsai., 2009) egyarant.

Munkacsoportunkban azt vartuk, hogy a fototromhatikézié hatdsara a SEP-ok
amplitudoéi lecsokkennek majd az érintett terlletdmgyan azt korabban szamos alkalommal
az ischaemia korai kdvetkezményeként tapasztaltallds €és mtsai., 1988; Baik és mtsai.,
1990; Liu és mtsai., 1992). Tovabba az irodalmiteklalapjan feltételeztik azt is, hogy az
OxAc kezelés hatdsara sikerll visszaszoritani Kadd infarktus kiterjedését, és a fent
emlitett funkcionalis karosodast jélamplitadd cstkkenés is mérsékethkdsz. Kisérleteink
eredményei O6sszhangban éallnak a feltételezéseinkkefototrombotikus |€zi6 azonnal
bekovetke#, nagy fokua (70-75%-0s) amplitido-csokkenést okbaat érintett agyterileten.
Ezt a jelenis funkciondlis karosodast OxAc kezeléssel szigaifdan csokkenteni lehetett
mind a core, mind a penumbra régidéban. A fototratiklie Uton ebidézett fokalis ischaemia
ugyanakkor tobb milliméter kiterjed@&#ziot és jelerdts idegsejt pusztulast is okozott. Az i.v.
OxAc kezelés azonban az infarktus méretét s aidt elauronok szamat is jelésen (~30%-
al) visszaszoritotta.

Az OxAc kezelés alkalmazéasanak 6adhlaka azonban a patkany esetében
meglehedsen sik: nem telhet el két 6ranal tobb a trauma és alé&eaezott (Gottlieb és
mtsai., 2003; Zlotnik és mtsai., 2007). Ez egybeazal az idtartammal, amely idl alatt a
vérben a Glu koncentracié jelésen megh az ischaemias stroke-ot, vagy a traumas agyi
sérllést koveéen (Faden és mtsai., 1989; Guyot és mtsai., 200Human terapias ablak
ennél jelenisen tdgabb, mivel a megemelkedett Glu-szint a etobk vagy traumas agyi
sérulést kovéen orakkal, &t napokkal késdbb is megfigyelhét (Baker és mtsai., 1993;
Bullock és mtsai., 1998; Vespa és mtsai., 1998).
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Az OxAc szerepe nem merul ki a vér kdzvetitette-8lwonas alsegitésében, hiszen
az agyon belll is kifejtheti j6tékony hatasait. Kégokozni a mitokondrialis energiaterihel
folyamatokat a NAD-flugg malat-aszpartat atalakulas gyorsitasaval, tovabb@bbi keto-
savhoz hasonloan képes csokkenteni az ischaenp@d(ieiés sérilésben kulcsszerepet
jatsz6 hidrogén-peroxid kéfdést is (Traystman és mtsai., 1991; Desagher &&.nt997).
Ezen is tdl kiderillt az, hogy az OxAc kozrgmdhet a kinurenin kinurénsavva toréén
atalakulasaban, amely folyamat transzaminalas rénvegy keresztil (Stone, 1993; Hodgkins
eés mtsai., 1999). A kinurénsav egy endogen konipetinotrop Glu receptor antagonista
révén pedig szintén neuroprotektiv szerepet téldeetaz intracellularis Ga koncentracié
koros megemelkedésének gatlasaval.

Mivel az OxAc ilyen szertedgaz6 szerepet tolt Beexvezetben, tovabbi vizsgalatokat
igényel annak a kideritése, hogy az altalunk taptisaeuroprotektiv hatasokat vajon a veér
kozvetitette Glu-elvonas @degitése, vagy az utdbb emlitett folyamatok réwveti-d ki.
Osszegzésként a funkciondlis és szovettani vizegakaalapjan elmondhato, hogy az OxAc
l.v. alkalmazasa meérsékelte a fototrombotikus Malicebidézett fokalis ischaemia karos
hatasait az érintett agykérgi tertleten. Ez adéhaths mar 4 draval a beavatkozas utan
megmutatkozik, amely 6sszhangban &ll a Zlotnik ésam altal leirt eredményekkel,
amelyben az OxAc és a piruvat neuroprotektiv hatésatén az els néhany o6ran belll
jelentkeztek (Zlotnik és mtsai., 2007; Zlotnik étsai., 2008).

Az OxAc alkalmazasa szamossehyel bir a ,klasszikus” neuroprotektiv szerekkel
szemben: 1. az OxAc kezelés nem receptor modulda@éesztil fejt ki hatasat, ezért nem
akadalyozza azon fiziolégids eseményeket, amelyek agysérilés utani neurorepair
folyamatdban végbemennének, és amelyekben a Glu-makt neurotranszmitternek,
valamint receptorainak jeleit szerepe van (Biegon és mtsai., 2004). 2. A foltam
Onszabalyoz6, ha az agy és a vér kozotti Glu kdreen kulonbség kiegyendidik,
megs#inik a kapillarisok faldban lévfokozott EAAT aktivacio is. 3. Az OxAc endogén
vegyilet szemben szdmos eddig kiprébalt neuroptistesk vélt hatéanyaggal szemben (pl.:
MK-801), ezért alkalmazasa sokkal biztonsagosabétlel. Az elméleti megfontolasokbdl és
a kisérleti eredményeinkbis kovetkezik, hogy a kezelést elég egyszer alkahi rovid
idével az ischaemias inzultust ko%eh. Az ebzéek fényében az OxAc a jéken
remélhetleg az ischaemids események utani neuroprotekerdia része lehet a human

gyogyaszatban is.
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A disszertacié masodik felében bemutatott kisétetmatunkban egy viszonylag 0] és
kevésbé ismert neuroprotekcidés stratégiat, a posdikiondlast teszteltik globalis
hipoperfuzidos modellben. Nagy szamu kisérleti s@laiasztja ala azt a feltételezést, miszerint
az LTP és memoéria sejtszintfolyamataiban kulcsszerepet jatszik a tlskesziiapk
atrendeédése és stabilizdlodasa (Kasai és mtsai., 2003de{a2004). A piramissejtek a
serkend, glutamaterg bemeneteit, szinte kizardlag a timkapszisokon keresztil kapjak
(Fiala és mtsai., 2002), ezért a dendrittiskék éra valtozasa a koros folyamatokban
jelenbsen befolyasoljak a sejtek serk&rfblyamatait és valaszado képességét. Az LTP
kialakulasa soran a dendrittiskék morfolégiaja @dam megvaltozik (Lang és mtsai., 2004;
Matsuzaki és mtsai.,, 2004). Az alakbeli véltozadakvetkeztében a posztszinaptikus
potencialok vezetése (Araya €s mtsai., 2006) étatvivé anyagok eloszlasa is megvaltozik
a dendrittiiskék és a szinaptikus rések kozott (Hegentsai., 2009). Patoldgias kortlmeények
kozo6tt, mint az ischaemias agyban is, a hosszabdbritigiskék képesek a haldzat szintjén a
sejttestet biokémiailag és elektromosan izolalniokdlis excitotoxikus hatasoktdl, igy
megakadalyozhatjdk az apoptoikus folyamatok eliastti (Brown és mtsai.,, 2008). A
folyamat agy torténik, hogy a spine-okban talalh@iskeapparatus képes az excitotoxicitas
folyamataiban megemelkédC&" szintet pufferelni (Yuste és Denk, 1995; Majewsisa
mtsai., 2000). A poszt-ischaemias agyban a kordasz&ént jelentkez dendritikus
plaszticitds képes megvédeni a neuronokat a padsioplyamatoktdl, mint példaul az
excitotoxicitas, a fokozott Gaion bearamlas a sejtekbe (Bano és Nicotera, 208@y a
spontan kialakuld, kusz6 depolarizacié (Risher ésam 2010). A 2VO-val éidézett
globdlis ebagyi hipoperfuzié (nem teljes ischaemia) nem okdassezikus hisztolégiai
modszerekkel kimutathaté sejtpusztulast még azaesoias/hipoxias allapotokra leginkabb
érzékeny agyterileteken sem (Marosi és mtsai., )2082onban a dendrittiskeszam-
csokkenése és az egyéb a dendritikus plaszticitadbekovetked valtozasok mar
onmagukban felések lehetnek az LTP kivalthatésdganak jélentromlaséért a
hippocampalis CAl-es régidban.

A kainat tipusu ionotrép Glu receptorok (KARs) d¢2m dond szerepet jatszanak az
idegrendszeri plaszticitas és a glutamaterg sakegptranszmisszids folyamatokban egyarant
(Bortolotto és mtsai., 1999). A KARs kiemelt szesepatszanak a szinaptikus faesben
(Tashiro és mtsai., 2003; Marchal és Mulle, 200Bpesek szabdélyozni a filopddiumok
mozgasat a hippocampus moha rostjain (Tashiro &mimi2003), amely a szinapszisok
kialakulasanak egy korai lépése. A szinapszisolséfrgéz és a pre- és posztszinaptikus

folyamatok megéisitéséhez sziikség van a GIUR5 és GIuR6 alegys#tgihtazd KARs-ra a
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CA3-as régiéban (Marchal és Mulle, 2004). A KARdatalmazd CAl-es interneuronok egy
ionotrop folyamat révén depolarizéljak a sejttegtgbssart és mtsai., 1998; Rodriguez-
Moreno és mtsai., 2000), amig a KARs masik popdjaciG-fehérjéhez kapcsolt
mechanizmussal cstkkenti a kivaltott IPSC-k amgbjat és a GABA felszabadulast (Clarke
€és mtsai., 1997; Mulle és mtsai., 2000; Rodriguerévio és mtsai., 2000; Christensen és
mtsai.,, 2004). A CAl-es régidban a GIuR5 alegysdgatlmazé KARs farmakologiai
aktivacidja jelenisen visszaveti a glutamaterg jeltovabbitas intéeait (Vignes és mtsai.,
1998; Clarke és Collingridge, 2002) a preszinaikeceptorok G-fehérje fugaktivacioja
altal (Frerking és mitsai., 2001; Lauri és mtsaD0&). Ugyanakkor a GIuR5 alegység
huzamosabb ideig tarté aktivacioja a PKC aktivaéi@n specifikusan és tartésan megnoveli
a glutamaterg szinapszisok szamat a CAl-es régidhasikansa és mtsai.,, 2007).
Felteheten a CA3-as és CAl-es régioban is ugyanazon a Kiggfmodon és a G-
fehérjéhez kotott szignalizacios folyamatok koziikirdésével stabilizalddnak a szinapszisok.
Egyuttal fontos megemliteni azt is, hogy ezen reme endogén aktivacidja csak a 8eib,
fiatal allatok idegrendszerében zajlik le, de ad#]| érett hippocampusban azonban mar nem
(Lauri és mtsai., 2006).

A kainsav (KA) serkerdt €s neurotoxikus anyag is egyben (Olney és mtsav4),
amely alkalmazasa lokalisan vagy szisztémasarrjddteneurodegeneraciot okoz az agyban,
legfoképpen a hippocampus teriletén (Sperk és mts&5)18 folyamatot a CA3-as, a CAl-
es és a Hylus kornyékén is jeléstsejtpusztulas kisérheti (Nadler és mtsai., 1Sp&rk és
mtsai., 1983). Ezzel egydben a KA kezelés neurogenezist indukal a gyrusadienteriletén
(Gray és Sundstrom, 1998; Jaako és mtsai., 200®)raddlis szinaptikus kapcsolatokat és
neuronalis hal6zatokat kialakitva, amelyek befabjjak a hippocampdlis funkcidkat
(Scharfman és mtsai., 2000). A magas dozisbanmadaadtt KA status epileptikus-t okoz,
visszaté$ rohamokkal és a térbeli memoria és tanulasi fobtak jelends romlasaval
(Mikati és mtsai., 1994; Sutula és mtsai., 1995).kénvulziot kivalté doézis a proto-
onkoproteinek, Ugy mint a Fra, c-Fos és Jun fekésjépresszidjat is indukalja (Mikati és
mtsai., 1994; Sutula és mtsai., 1995). A lokaliskifejezodésben bekdvetkézvaltozasok
kapcsolatban allnak a KA altal indukalt rohamokdivdéden jelentke# hippocampalis
neuronok pusztulasdval és tulélésével (Xia és mt48i95). Ezen tul a KA aktivélja a
mitogén-aktivalt kindzokat (MAPKS) is. Ezek kozil @Jun N termindlis kindz (JNK)
nemcsak szamos apoptozissal Osszéfifginériét (c-Jun, p53, Bcl-2) aktival, hanem a
kaszpaz-kaszkadot is (Haydar és mtsai., 1999). l&idtd/kalmodulin kinaz Il (CAMK 1)

kulcsszerepet jatszik a hipoxas/hipoglikémias allakat kdved apoptotikus folyamatok
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kozvetitésében (Hajimohammadreza és mtsai., 14353 KA kezelést kovétn leirtdk az
enzim aktivitasanak fokozédasat (Lee és mtsai.3200

A fent emlitettek és az eredményeink alapjan elrhat@ hogy a magas dozisban
alkalmazott KA kezelés a faitt patkanyok intakt idegrendszerében karositjaimaptikus
plaszticitdst, amig az altalunk is hasznalt alagabb do6zis (5mg/ttkg) posztischaemias
kortlmények kozoétt képes helyredllitani a glutangatezinaptikus jeltovabbitas folyamatait
és normalizalni a dendrittiskéekréségét a hippocampus tertletén.

A posztkondicionalas ©nallé hatasait sajnos nagyeehéz kilonvalasztva
tanulmanyozni magatél az ischaemias esenééngz azonban bizonyosnaknik, hogy a
KARs fiziologiai aktivacidja soran elindul6 folyatwkkal sok k6z6s pontot mutatnak. de
novo szintetizalodo fehérjék, mint példaul & tsokk fehérjék (Kirino és mtsai., 1991,
Kitagawa és mtsai., 1991; Liu és mtsai., 1993), @& 2B (Shimazaki és mtsai., 1994),
szuperoxid-dizmutaz (MnSOD) (Bordet és mtsai., 2080az apoptdzis gatld, tidéiehérje
(inhibitor-of-apoptosis, IAP) (Tanaka és mtsai., 02D hozz4jarulnak a kéks ischaemias
tolerancia kialakulasahoz és képesek megfékezaskelketett neuronpusztulast akar 2 nappal
az ischaemias inzultust koven. Ha a posztkondicionalast megéken vagy azzal
parhuzamosan a fehérjek szintézisét gatld ciklohmlat is jutattunk az allatokba, a
posztkondiciondlas pozitiv hatasai elmaradnak (8ésl mtsai., 2006; Danielisova és mtsai.,
2006). Az utdbbi években kiderult az is, hogy azpkendicionalas képes megakadalyozni a
citokrom-c és a MnSOD citoplazmaba Urilését, m@iséla kaszpaz-3 és iINOS aktivitasat
globdlis ischaemiat kovétn (Kravcukova és mtsai., 2010).

A munkacsoportunk eredményei alapjan elmondhatégy ha KA-al tortéi
posztkondicionalas globalis hipoperfuziot kaest képes indukalni a dendrittliskék
kialakulasét is jelzi. Az Uj kapcsolatok altal kkitott hippocampdlis neurondlis hal6zatok az
in vitro elektrofizioldégiai méréseink alapjan ,normalisdohkcionaltak. A KA, mint masodik
patofiziologias stresszor, csak az ischaemias tnguulkovet masodik napon bizonyult
hatasosnak, amely egy sajatos terapidsnidrvallumot jelent. Ez 6sszhangban all mas
kutatécsoportok altal tapasztalt eredményekkel dible az ischaemias és farmakolbgia
posztkondiciondlast is, amelyek hatasossaga aalinbdadatok alapjan 6 6ratol (Ren és
mtsai., 2008) 2 napig (Burda és mtsai., 2005; Béslantsai., 2006; Danielisova és mtsai.,
2008; Danielisova és mtsai., 2009) terjed.
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Tovabbi kisérletek szilkségesek azonban az itt kotutKA altal kozvetitett
védbhatasok hatterében all6 mechanizmusok alaposabbértéeghez, valamint mas,

posztkondicionalashoz hasznalhato stresszoroletésehez egyarant.
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Osszefoglald

Az idegrendszert érifitbetegségek kozul leggyakoribb eset az, amikor @¢theagy tartos
vérellatasi zavar alakul ki (hipoperfuzid, stroké)z ischaemias allapot kovetkeztében a
fiziologiasnal joval tobb glutamat (Glu) szabadel 2 neuronokbdl az agy intersticialis
folyadékaba. Fizioldgias korulmeények kotott a Gaukent) neurotranszmitterként vesz részt
az idegrendszer szinaptikus folyamataiban. A kdrossmgas Glu koncentracié azonban
excitotoxicitast okoz, amely az idegsejtek haldahezethet. A folyamat soran méga
Ca*-ion bearamlas a sejtekbe, ami megemeli az infrades C&" koncentraciot. A
megemelkedett G&szint pedig kilonbdgz enzimek aktivalasaval apoptotikus folyamatokat
indit be.

Az utébbi években kiderilt az, hogy az agyban félgwylett felesleges Glu-ot a keringésbe
jutatott oxalecetsav (OxAc) képes lecsokkentenémkdzvetitésével. A megemelkedett Glu-
szintet normal esetben a NEiggd serkent aminosav traszporterek (EAAT-k) csokkentik le.
Ezek a transzporterek megtalalhatok az idegsejtedntarminalisain az asztrocitakon,
valamint az agyi endotél falaban is. Ez utdébbialagybdl a vérbe torténGlu transzportért
felelések. A vérben talalhaté glutamat-oxalecetsav tramézaz (GOT) enzim a Glu és
koszubsztratja (OxAc) jelenlétében a Glu-wtketoglutarattd alakitia at. Ha a vérben
megnoveljuk az OxAc szintjét, akkor azzal lecs6kketjik a vér Glu-tartalmat, és igy ezzel
egy “szivohatast” alakithatunk ki a megemelkedgyi &lu-szint szamara, fokozva az agybdl

a vérbe tortéh Glu-transzport mértékét (netto Glu efflux).

1.,2.

Az el kisérletsorozatunkban him Wistar patkanyokat hasznk, amelyek agykérgén
fototrombotikus lézidval idéztink &lfokalis ischaemias allapotot. Az ischaemias in@ilt
koveen egy egyszeri, 30 percen at tartd OxAc kezeléstr{g/ttkg) alkalmaztunk. A lézid
kivaltasat koveien a seérllés kiterjedését és az elhalt idegsefi@k &t Fluoro-Jade B (FJB)
festés segitségével hataroztuk meg. A FIB egydluom festék, amely szelektiven &dik a
sérllt neuronokhoz. A tulélésiddutdn korondlis agyszeleteket készitettiink a tdgeg
teriletébl, fagyasztva metgzmikrotom segitségével. A FJIB festés utan a somuiaizeteket
fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk .medezion atesett kezeletlen (pozitiv
kontroll) és a lézio utan OxAc kezelt csoportbammisgvizsgaltuk a 1ézio térfogatat és az

elhalt, FIB-pozitiv sejtek szamat.
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Az OxAc kezelés a hisztologiai eredmények alapj@éaroprotektivnek bizonyult, hiszen
csokkentette a fokalis agykérgi ischaemia altal zokb karosodas mértékét. A
fototrombotikus 1éziét kovéen az esetleges funkcionalis kdrosodasokat is roegaftukin
vivo elektrofiziologiai meérések segitségével. A vizatgikhoz az allatok trigeminalis
rendszerét aktivaltuk a bajuszparnak elektromosrigdgével, majd a szomatoszenzoros kéreg
feletti ép koponyacsont fellletér kivaltott potenciadlokat vezettik el kilonkbz
koordinatakrél. Az ischaemias inzultus a szomatezamws kérgi kivaltott valaszok (SEPSs)
amplitddinak jerits csokkenését eredményezte, amelyet azonban az OGtdkezeléssel
szignifikdnsan mérsékelni lehetett. Feltételeziketiiogy az OxAc neuroprotektiv hatasat a
vér Glu tartalmanak redukalasa révén fejti ki, anfekozza az agybél a vérbe torééGlu
efflux mértékeét, ezaltal lecsokkentve a korosan asa@lu szintet az agyban. Az OxAc
kezelés csOkkenti a penumbra kiterjedését, javdjasérult szovet veérellatasat eés

oxigenaltsagat, tovabba mérsékli a fokalis ischaeitial okozott funkciondlis karosodast is.

A globdlis hipoperfuzié kozponti idegrendszert #irkdovetkezményei a 2VO-t
koveten jelentked kevésbé jeleds szinaptikus plaszticitas-romlasatol a 4VO utan
tapasztalhaté kiterjedt sejtpusztuldsig terjedhBzek a karosodasok ésorban az
ischaemias/hipoxias allapotokra leginkdbb érzélkamyterileteken figyelhék meg, mint a
hippocampus CAl-es régioja. A hosszutavu szinaptikliozddas jelensége, azaz az LTP a
legelfogadottabb mddszer a memaria és a tanulészsdj mechanizmusainak vizsgalatahoz.
A hipoperfazi6 nem okoz hisztolégiai modszerekkehltathatd sejtpusztulast, azonban a
dendrittliskék szamanak csokkenése mar 6nmagaladsfedhet az LTP kivalthatbésaganak
jelents romlasaban a hippocampélis CAl-es régidban, raidandrittiiskék adjak a |€dib
serkend, glutamaterg bemeneteket a neuronokon. Patoldgil@mények kozott, mint az
ischaemias agyban is, a dendrittiskékisege €s morfolégidja jeldisten megvaltozhat. A
hosszabb dendrittiiskék képesek a hal6zat szintgajtiestet biokémiailag és elektromosan
izolalni a lokalis excitotoxikus hatasoktol, igy gakadalyozhatjdk az apoptoikus folyamatok
elindulasat.

Az ischaemias posztkondicionalas célja az ischa@raf@erfuzios karosodas kivédése, mind
sziv, mind agyi infarktust kovéen. A kdzelmultban kiderult az, hogy a posztkoratidias
sokféle, bnmagaban karos anyag utélagos alkalmeadsi&althatd, amelyeket igy masodik
patofiziologias stresszornak tekinthetink. Az uEhés idpontja az alkalmazott anyagtol és

stratégiatol figgen néhany perél, akar 2 napig is terjedhet.
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Az ionotrép Glu receptorok csaladjaba tartozé kiamnegeptorok (KAR-0k), az idegrendszer
szamos teruletén fontos szerepet jatszanak a glieagnjeltovabbitasban és a szinaptikus
plaszticitdsban egyarant. Az emlitett receptoroéneiaja a Glu analég kainsav (KA), egy
neurotoxikus anyag, amelyetsf6r aDigenea simplekdl vontak ki.

A disszertaci6 masodik felében bemutatott kiséstetmatban a KA posztkondicionalas
esetleges neuroprotektiv hatédsait vizsgaltuk ahammias inzultust kovéen kiulonboa

idépontokban alkalmazva.

3.,4.

Atmeneti, 30 percig tarté globalis éalgyi hipoperfiziét a két arteria carotis communis
reverzibilis leszoritasaval (2VO) idéztunlkéehim Wistar patkanyokon. A 2VO funkcionalis
hatasait a Schaffer kollateralisok és a CAl-esnpssejtek kozotti szinapszisokban az LTP
kivalthatbsagaval, az alapveglutamaterg jeltovabbitas folyamatait pedig inputput (I/O)
gorbék felvételével tanulmanyoztuk hippocampdliysagleteken. Az ischaemias inzultus
altal kivaltott morfolégiai karosodasokat a CAl-pgamissejtek apikalis dendrittiiske-
denzitas valtozasan keresztll vizsgaltuk.

Az in vitro elektrofiziologiai mérésekhez korondlis agyszddetekészitettiink, amelyek a
hippocampust is tartalmaztak. Az LTP kivaltasdhgy &vid kontroll periédust kdvéen
magas frekvencias ingerlést (HFS) alkalmaztunk 6spércen keresztll vizsgaltuk a
mezpotencialok (fEPSPs) amplitiddinak valtozasait. Aendrittiskék szamanak
meghatarozasdhoz Golgi-Cox festést hasznaltunkd midjratom segitségével koronalis
agyszeleteket készitettink, amelyeket fénymikrogpkbd vizsgaltunk. A 2VO jelefis

A KA-al torténs posztkondicionalas (5 mg/ttkg) az ischaemias tnsukéveben kdzvetlendl
vagy 24 oOra utan alkalmazva nem bizonyult neur@btdtnek. Azonban, ha a kezelés 48
oraval a 2VO-t kovéen tortént az LTP kivalthatéosaga, az /O gorbélka édendrittiiskék
denzitasa megkozelitette a kontroll értékeket.

Kisérleti eredményeink alapjan elmondhaté az, hagiA-al torté® posztkondicionalas
globalis hipoperfaziét kovéen képes indukalni a dendrittiiskék kégeséet a hippocampus
CAl-es régidjaban, amely egyuttal az 0j, serkestinapszisok kialakulasat is jelzi. Az Uj
kapcsolatok altal kialakitott neuronalis halézatak in vitro elektrofiziolégiai méréseink
alapjan ,normalisan” funkcionaltak. A KA, mint mask patofiziologias stresszor, csak az
ischaemias inzultust kdviemasodik napon bizonyult hatdsosnak, amely egycsajarapias

idéintervallumot jelent.
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Summary

Glutamate (Glu) is the major excitatory amino aeelrotransmitter in the central nervous
system. It mediates a number of physiological pses, but it is involved in the pathological
processes of excitotoxicity too. Traumatic brairjuiy, focal brain lesion or global
hypoperfusion are followed by acute excitotoxicity,result of overexcitation of the Glu
receptors and a cellular calcium overload causedhbypresence of abnormally high Glu
levels in the cerebrospinal and interstitial fluiddese changes are among the key factors of
cell death in brain ischaemia.

It has recently been demonstrated that excess rGhind brain can be eliminated by the
intravenous administration of oxaloacetate (OxA@)u transporters located on the brain
vasculature play an important role in controllindracellular Glu levels via a brain-to-blood
Glu efflux. The brain-to-blood Glu efflux mediatdéy N& dependent excitatory amnioacid
transporters and greatly enhanced by the bloodsGuenger OxAc which, upon intravenous
administration activate the blood-resident glutevataloacetate transaminase, respectively,
causing Glu deamination inte-ketoglutarate. The scavenging of blood Glu incesathe
driving force for a brain-to-blood Glu efflux andadds to a neuroprotective decrease in the
excess Glu present in the brain extracellular fuid

In this study, we subjected rats to a photothrombtdsion and treated them after the
illumination with a single 30-min long administrati of OxAc (12 mg/bwkg, i.v.). Following
induction of the lesion, we measured the infarze 9y Fluoro-Jade B (FJB) staining. FJB
binds sensitively and specifically to damaged nesyavith increased contrast during acute
neuronal stress. Coronal sections (30 pum) werewdtht a freezing microtome and the
sections were stained with FJB. The sections wabbsexjuently analyzed with a fluorescent
microscope. The volume of the hemispheric lesiahtAe number of FIB-positive cells were
calculated for each animal. The administration &A©resulted in a reduction in the volume
of the ischemia-induced cortical damage.

We also examined the functional consequences oplleéothrombotic lesion by measuring
the amplitudes of the somatosensory evoked potent&EPs). SEPs were induced in the
contralateral primary somatosensory cortex by atadtstimulation of the right whisker pad
and were transcranially recorded. The photothromabésion resulted in appreciably

76



decreased amplitudes of SEPs, but OxAc adminigtrasignificantly attenuated this
reduction.

We suggest that the neuroprotective effects of Ogle due to its blood Glu scavenging
activity, which, by increasing the brain-to-blooduGefflux, reduces the excess Glu in the
brain. This limits the size of the penumbra, im@®the tissue perfusion and oxygenation and
reduces the ischemia-related functional damage.

The cerebral consequences of global hypoperfusaarrange from slight changes in synaptic
plasticity, as seen after 2-vessel occlusion (2%Dgxtensive cell death in vulnerable brain
areas including the hippocampal CAl region afteedsel-occlusion (4VO). The cortex and
hippocampus are highly sensitive to hypoperfus®O (only the bilateral common carotid
arteries are clamped) reduces the blood flow to-thimd in rats. Through glutamatergic
synapses, long-term potentiation (LTP) involvedlutat mechanisms of learning and
memory expresses mainly dendritic spines in thepdgpmpus and cortex. Any LTP
malfunction in the ischemic hippocampus is paratldby changes in dendritic spine density
through remodeling of spines. Ischemic postconaiiig is referred to preventing
ischaemia/reperfusion injury in both myocardial aedebral infarction. It has benn recently
demostrated that postconditioning can be induced byoad range of stimuli within minutes
to days after an ischemic insult in the brain. &ggal form is elicited by pharmacological
intervention called second pathophysiological str&sinic acid (KA), obtained first from the
red algaDigenea simplexis a potent agonist of the kainate class of impt glutamatergic
receptors, and hence a potent neuroexcitant threxgtotoxicity.

The next study aimed to evaluate possible neuregptige effects of kainate postconditioning
with onsets 0, 24 and 48 h after the ischemic trmukhe hippocampal synaptic plasticity.
Transient global hypoperfusion was induced in mAlistar rats by two-vessel occlusion
(2VO) for 30 min. The hippocampal function was ¢éelsby LTP measurements of Schaffer
collateral-CA1 pyramidal cell synapses in acuteesliand the changes in density of dendritic
spines on pyramidal cells at CA1 region.

For electrophysiological recordings we preparedocal slices from the middle part of
hippocampi. Field excitatory postsynaptic poterscidEPSPs) were monitored and after a
control period, LTP of the Schaffer collateral-CAynaptic response was induced by high-
frequency stimulation (HFS). After the HFS the fEERSvere recorded for at least a further 60

min-long period. In order to determine the numbleamical dendritic spines we used Golgi-
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Cox staining. When the impregnation was ready ardorain sections were cut by
vibratome. The clear Golgi sections have been at@tliby light microscopical stereology.
2VO causes inhibition of protein synthesis and $etacthe decrease of dendritic spine number
and resulted in an impaired long-term potentia(iohP) function in the hippocampal CA1l
region. Postconditioning 0 and 24 h after ischewaa not protective, whereas the application
of kainate (5 mg/kg) 48 hours after the 2VO restdree damaged LTP function to the control
level in parallel with the reappearance of a norspahe density.

Our experiments have demonstrated that KA treatnmahices spine-genesis in the adult
hippocampal CA1 subfield after incomplete globa&hismia, which results in a normal-like
functioning neural network. KA can be used as amlaaological postconditioner only at the
second post-ischemic day, revealing a very spettigcapeutic window. These data clearly
demonstrate the onset dependence of postcondigiamiglobal ischemia, with restoration of

the structural plasticity and hippocampal function.
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