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Az egészséges agyban a neurovaszkularis csatolas biztositja azt, hogy fokozott idegi
mikodés soran a lokalis vér perfuzio fokozodasa fedezze a megnoOvekedett
metabolikus igényeket. A neurovaszkularis csatolas mechanizmusa- habar ezen
alapul pl. az fMRI is- a mai napig nem ismert teljes meélységében. Munkainkban
elsGsorban a kuszo kérgi depolarizacio jelenségét hasznaljuk fel a neurovaszkularis
csatolas mechanizmusanak és dinamikajanak tanulmanyozasara. Ezen jelenség
soran ugyanis az agykérgi depolarizaciét kdvetéen, a regeneracio fazisaban né az
agykéreg egyes pontjainak metabolikus aktivitasa és helyileg fokozédik a véraramlas
is. Kisérleteink egyik részében a depolarizaciokat KCI oldat segitségével valtottuk ki.
Emellett vizsgaltuk az ischemia, ill. az agykérgi hipoperfuzid soran bekovetkezd
spontan depolarizaciokat és a hozzajuk tartozd agykeérgi véraramlasi és lokalis
vérvolumen valtozasait. Kulénds gondot forditottunk az oOregedéssel Osszefuggd
valtozasok jellemzésére. Kisérleteket végeztink a nemek kozotti kulonbségek
kideritésére is. A kisérleti munkaval parhuzamosan, annak részeként intenziv
modszertani és eszkozfejlesztést is végeztink.

Munkankrél mintegy 20 koézleményben (impakt faktor ~ 44) szamoltunk be
szakteruletunk vezet6 nemzetkozi folyoirataiban (J. Cerebral Blood Flow and
Metabolism, Neurobiology of Ageing, Neuroscience sb.), eredményeinket eléadasok
formajaban ismertettik nemzetkézi  (Brainll, Brainl3, FENS stb.) és hazai
kongresszusokon (MIT, MET, Magyar Stroke Tarsasag stb.). A munkaban résztvevé
PhD hallgatok kéziil Dr. Mracské Eva idékézben fokozatot szerzett, Dr. Bere Zséfia
és Hugyecz Marietta doktori eljarasa folyamatban van. A laboratériumban dolgozo
didkkoros hallgatok eredményesen szerepetek helyi és orszagos tudomanyos
diakkori konferenciakon.

A négy éves periddusban szamos kisérleti paradigmat alkalmaztunk: globalis agyi
hipoperfuziot (eléagyi ischemiat), tranziens fokalis ischemiat és multifokalis ischemiat
hoztunk létre, vizsgaltuk a hatasukra kialakulé depolarizacios jelenségeket és a
kapcsolodo véraramlasi mintazatokat. Mind a fokalis (aneurizma elzarasra hasznalt
mikro klippel), mind a multi-fokalis ischemia (mikrogyongyokkel) modelliink uUjszerd,
és eredményeink mar most is jelentés nemzetkozi figyelmet kaptak.

Vizsgaltuk, hogy az akut agyi ischemia és a kronikus agyi hipoperfuzid miként
befolyasolja a spontan kialakul6 agykérgi depolarizaciokat (SD) és a hozzajuk
kapcsolodo agykérgi véraramlasi képeket. A fokalis, vagy globalis agyi ischemia
hatasara spontan létre jov6 peri-infarktus depolarizacidok (PID-k) és az ezeket kisérd
véraramlas valtozasok jelentés szerepet jatszhatnak az iszkémia altal okozott
neuron-karosodas progresszidjaban.

Halotannnal altatott &allatokon dolgoztunk. Vizsgalatainkat zart koponya ablak
technikaval végeztik. A koponyaablakot feszlltségfiuggd festékkel toltottik fel,
melynek fluoreszcenciaintenzitas-nbvekedése a membranpotencial csdkkenését
jelezte. Az agykérget piros (620-640 nm), illetve zo6ld (540-550 nm) fénnyel
vilagitottuk meg, melyek reflektancigjabol a hemoglobin szaturaciojara és a lokalis
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agyi vérvolumen valtozasaira kovetkeztettiink. Az agykérgi vérataramlast |ézerfolt
interferencia kontraszt analizissel hataroztuk meg.

A globalis eléagyi iszkémiat fokozatosan kétoldali a. carotis okkluzidval (10 perc) és
vénas vérlebocsatassal (artérias kdzépnyomas: <40 Hgmm) hoztunk létre. A vizsgalt
paramétereket 1 6ran at folyamatosan kovettuk nyomon. Depolarizacidos hullam
jellemzéen 41,2+3,7 mmHg-es kozépnyomas eértéknél és 43,4149 %-0s agyi
vérataramlasnal jelentkezett és dontéen anoxias depolarizaciora jellemzd kinetikat
mutatott.

Annak ellenére, hogy az oregedés a stroke fontos rizikotényezéje, keveset tudunk az
SD korfuggé megjelenésérdl. Célunk volt Osszehasonlitani az agyi iszkémia
dinamikajat, az iszkémia soran spontan jelentkezé6 SD-k mintazatat és a reperfuzié
dinamikajat fiatal (3 hénapos) és id8s (2 éves) patkanyokban.

Parietalis  kraniotomian at vezetett Ag/AgCl elektrédaval DC-kapcsolt
elektrokortikogramot, |ézer-Doppler prébaval agyi vérataramlast regisztraltunk a
penumbrabdl. A regisztracid soran 30 perc kontroll utan 30 perces iszkémias, majd
60 perces reperfuzidos szakaszt mértink. Az iszkémiat mikroaneurizma klippel
kialakitott tranziens, disztdlis a. cerebri media okluzidéval és kétoldali a. carotis
communis elzarassal hoztuk létre.

Ischemia indukalasa utan az agyi vérataramlas dinamikaja a két csoportban
hasonlésagot mutatott (fiatalban a csdkkenés az alap 17,5+3,0%-a; mig idésben az
alap 15,71£3,0%-a). Ugyanakkor, mig fiatal allatokban reperfuzié hatasara mérhet6
reaktiv hiperémia jelentkezett (197,9431,2%), addig id6s allatokban ez nem volt
kifejezett (112,5+£29,2%). Fiataloknal 7 kisérletb6l 4 alkalommal 6 SD-t, mig
idéseknél 4 Kkisérletb6l 2 esetben 1-1 SD-t regisztraltunk. Az SD-t kovetd
hemodinamikai valtozasok is kifejezettebben jelentkeztek fiatalokban (kezdeti
hipoperfuzié: 26,3+3,0%; hiperémia: 48,5t4,0%), mint id6ésekben (kezdeti
hipoperfuzié: 9,0+4,0%; hiperémia: 21,7+3,3%).

Eredményeink azt mutatjak, hogy idés allatokban kisebb az SD kivalthatésaga,
ugyanakkor a SD-re adott hemodinamikai valaszok kisebb mértékiek, amely
ndvelheti az ischemia soran keletkez6 SD-k szdvetkarositd hatasat.

Multifokalis iszkémiat 45-53 pm atmeérdji mikrogyongyokkel hoztuk létre, melyet az a.
carotis internaba helyezett kanulon keresztul lassan, 3000 partikulum/300ul/min
sebességgel juttattunk be, a valtozasokat 1 éran keresztul kovettuk nyomon.

Multifokalis iszkémiat kovetben kisérletenként atlagosan 3 PID detektalhaté az
inzultust kdvet6 1 6raban. A depolarizaciot a membranpotencial helyreallasa kovette,
és kovetkezetesen hiperémiaval jart. A deoxigenalt-hemoglobin arany illetve a
vérvolument jellemz6 piros és zold reflektancia-gorbék variabilitasa nagy, ami
jelezheti az iszkémia kulonbdzé sulyossagat. Kisérleteinkkel jellemezni tudjuk a
multifokdlis iszkémiaval egyutt jaré6 hemodinamikai valtozasok és PID-k
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tulajdonsagait. Eredményeink hozzajarulhatnak a multiembolizacié okozta korai
patofiziologiai valtozasok leirasahoz és pontosabb megértésehez.

Az Oregedés megvaltoztatja a PID és a hozza kapcsolédo agykeérgi mikrokeringési
reakciok kinetikajat.

Az ischemiat a két a. carotis comm. elszoritasaval és az a. cerebri media 30 perces
elzarasaval hoztuk létre. A kezdeti véraramlas-csokkenés hasonld volt a vizsgalt
csoportokban (fiatal [6 hetes], kozépidds [9 hdnapos] és Oreg [2 éves]), viszont az
Oreg allatokban tovabb csdkkent ischemia alatt (P<0,01). Az id6s kor csokkentette a
spontan megjelen6é SD-k szamat (P<0,05), ugyanakkor jelentésen novelte az SD altal
tartosan depolarizalt szovet méretét (P<0,01). A tartésan depolarizalt szovet mérete
€s a sulyosan ischémias szovet novekedése pozitivan korrelalt az 6reg csoportban
(P<0,01). A tartés SD-k és a tarsulo sulyos hipoperfuzio jelentésen hozzajarulhat az
ischémias agyszovet korai karosodasahoz idés korban, még rovid fokalis ischemia
alatt is. A koézépkoru allatokban a depolarizacios hullamok elnyujtottabbak ugyan,
amelyeket tobbnyire hiperémias kérgi valaszok kovetnek. Ugyanakkor az idds
allatoknal megjelenik a negativ csatolas, azaz a depolarizacios hullam tovaterjedését
oligémia koveti.

Az ischemias agyban, az SD-vel parhuzamosan zajlo tipikus hemodinamikai
valtozasok elmélyitik az érintett szovet metabolikus krizisét és rontjak a regeneracié
esélyét. Célunk olyan modell felallitdsa volt, melyben megbizhatéan reprodukalhato
SD-kapcsolt véraramlas valaszokat mérhetink mind egészséges, mind ischemias
patkanyagyban.

Ezekben a kisérletekben két hdnapos him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk
Tranziens eléagyi ischemiat az a. carotis communisok 40 perces elzarasaval hoztunk
létre (2VO). Kontrollként aloperalt allatokat hasznaltunk. A parietalis cortex felett
kialakitott rostralis koponyaablakba DC-kapcsolt elektrokortikogramm (DC-ECo0G)
merésére alkalmas elektrodat és Laser Doppler aramlasmeérét pozicionaltunk. Egy
caudalis craniotomian keresztil 1 M KCI oldattal valtottunk ki SD-t. Az egészséges és
ischemias szovet SD-re adott tipikus potencial- és aramlasbeli valtozasai kozott
szignifikans kulonbség volt. A 2VO csoportban, a sham-mel szemben, a DC kitérés
amplituddja kisebbnek bizonyult (20,2+2,7 vs. 26,2+1,3 mV), amit elnyujtott plateau-
fazis (28,7+10,63 vs. 8,6+£3,1 s) és kisebb Iéptékl repolarizacié kovetett (0,8+0,3 vs.
2,810,3 mV/s). Az SD-vel 6sszefliggd, lokalis hemodinamikai valasz az ischemias
szbvetben kisebb mértéki (22,619,7 % vs. 35,2748,3), ugyanakkor hosszabb ideig
elhuzédd hyperemiat (27439 % vs. 3716 s), valamint alacsonyabb aramlasi
értékeket mutaté oligemiat (6,31+3,5 vs. 31,6%4,7 %) regisztraltunk.
A modell alkalmas az ischemia alatt Iétrejové SD-k pontos jellemzésére. Az SD-re
adott hemodinamikai valaszok az ischemias agyban kisebb mértékiek, ami ndvelheti
az ischemia alatti SD-k szdvetkarositdé hatasat. Jelenleg ezt a vizsgalatot folytatjuk
id6s allatokon is.
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A neurovaszkularis csatolasban fontos lehet a nemek koézotti kiildonbségek ismerete.
Ezért feln6tt him és ovariektomizalt néstény patkanyokon megvizsgaltuk a tranziens
globalis agyi ischemia (TGl) hatasat harom kapcsolo fehérje (connexin -30, -43 és-
45) expresszidjara (n=42). TGI-t a carotisok leszoritdsaval és szisztémas
hipotenziéval (RR~40 Hgmm) 5 és 10 perc hoztuk létre. A reperfuziét kovetd 3.
napon a hippocampusokbdl (hp) mintat vettink és Western blot analizissel vizsgaltuk
a fehérje expresszié valtozasokat. A connexin 30 (82,7+2,3%) szintben talaltuk a
legmarkansabb eltérést, az alacsonyabb Cx30 érték az apoptotikus szignalok
terjedését akadalyozhatja.

Sajat munkaval, fizikus kollégak segitségével laser speckle kontraszt analizisre
alkalmas eszkozt fejlesztettlink ki. Ennek segitségével els6szér ujszuloétt malac
agykérgi mikrokeringését vizsgaltuk és optimalizaltuk a képanalizishez megfelel6
expozicios idbket. Ezt kdovetben a modszert adaptaltuk patkanyokra is. Munkank
azért nagy jelentéségli, mert az agyfelszin mikrokeringésében szamos sebesség
komponens talalhaté és nem volt korabban ismert, hogy mennyire figg a felbontas a
képalkotashoz hasznalt 10-100 msec os id6ablaktal.

Tovabb gondoltuk a foltinterferencia analizis matematikai modelljét és ennek
megfeleléen Uj optimalizald algoritmust fejlesztettink ki, melynek segitségével az
expozicios idéket jobban tudtuk illeszteni a vizsgalandé problémahoz (aktualisan a
kilonbdz6é véraramlasi profilokhoz (nagyobb arteriolak, kapillarisok, ill. venulak,
vénak). Az uj algoritmus kidolgozasa mellett 6nallé6 miiszerfejlesztést is végeztink és
a vilagon egyedulalléan korszer(i készulék prototipusat készitettik el az SZTE TTIK
Optikai és Kvantumelektronikai tanszéke segitségével (prof. Hopp Béla és mtsai.) A
kifejlesztett Uj mddszert és eszkozt teszteltuk patkanyokon és ujszul6tt malacokon is.
Ezen eredményeiket tobb folydirat cikkben is k6zoltuk, ill. nemzetkozi konferenciakon
mutattuk be.

Elkezdtik egy két hulldamhosszon dolgoz6 foltinterferencia analizalé készulék
megeépitést a készllék segitségével lehetdség nyilik tobb penetracios mélyséegbdl
szerezni mikrokeringési informaciot, azaz segitségével az agykéreg egymas folotti
rétegeit tudjuk vizsgalni. Az els6 készuléket 2014-ben laboratériumunkban
kisérletekbe allitottuk és a vele végzett mérésekrél benyujtottuk az elsé publikaciot.

Kordbban optikai eljarassal (pH-szenzitiv festékkel) mértik az agykéreg
extracellularis terében a pH valtozasokat depolarizacios események soran. Az
alkalmazott festék gerjesztési hullamhossza azonban atfedést mutat a tdbbi
modalitdas mérésére hasznalt savokkal, igy szikség volt elektrokémiai moddszer
kifejlesztésére is. Jelenleg ezen dolgozunk, hiszen egyre valészin(ibb, hogy a
metabolikus aktivitadst és az elégtelen csatolast nem csupan acidddis, hanem
atmeneti alkalozis is koveti, amely tovabb sulyosbithatia a késdbb kialakuld
neuronalis karosodast.
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A kutatas soran szamos problémaval kellett megkizdenunk. Elsésorban a
munkacsoporton beldli fluktuacié (3 kollégand szult, tObben kulfoldon vallaltak
munkat) lassitotta a munkat, hiszen az ujonnan belép6knek hosszabb id6t igényelt
az igen nehéz mikrosebészi technikak elsajatitasa, valamint a hatalmas mennyiségu
adat feldolgozasa. Szerencsére a csoport tudomanyos utanpétlasa megoldhato, az
id6kdzben csatlakozott PhD hallgatok és tudomanyos diak kordsok kiemelkedd
tehetségl és szorgalmu fiatalok.

Szerencsés, hogy egyre szorosabban tudunk egyuttmikodni az SZTE TTIK
fizikusaival is, akik a modszerek fejlesztéséhez és az eszkdzok épitéséhez tudnak
potolhatatlan segitséget nyujtani.

Osszefoglalva:

Csoportunk a nem vart jelentés személyi fluktuacio ellenére tovabbra is eredményes
munkat tudott végezni. Megmaradt nemzetkdzi versenyképessegunk és
eredményeinket a szakma magasan jegyzett folydirataiban tudtuk kozolni. A
tématerulet tovabbi miveléséhez megteremtettlk, ill. stabilizaltuk az eszkdézparkot és
folyamatosan tudunk kiképezni a kisérletes orvostudomany ezen agahoz érté fiatal
szakembereket. Munkankat tovabbra is jelentés hazai és nhemzetkdzi beagyazottsag
mellett végezzuk.



