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Osszefoglalas

Bevezetés

Az agyi iszkémia soran jelentkezd agykérgi depolarizacidos hullamok (SD) tovéabb
rontjak a metabolizmus és vérellatas kozotti aranytalansagot, befolydsolva a stroke-os
betegek tulélési esélyeit. Noha a stroke legfontosabb prediktiv tényezdje az életkor, még
egyetlen kutatas sem vizsgalta a kapcsolatot az SD-k el6fordulasi gyakorisaga és az
¢letkor kozott.

Anyagok és modszerek

Miitéteinket him Wistar patkdnyokon végeztilk, melyeket harom csoportra
osztottunk életkor szerint: fiatal (hat hetes ¢életkor; n=7), kdzépidds (9 honapos életkor;
n=6) ¢és idos (2 éves életkor; n=7). Az allatokban 30 perc hosszusagu tranziens arteria
cerebri media okkluziét hoztunk létre és az okkluzio alatt megfigyelhetd
elektrofiziologiai és hemodinamikai valtozdsokat karakterizaltuk multimodalis
képalkotd eljaras segitségével, zart koponyaablakon keresztil. Az ablakot
fesziiltségfliggd festékkel (RH1838) toltottiik fel, melynek fluoreszcencidja a kérgi
membranpotencidl véaltozast jelezte. Az agykérget piros, illetve zld fénnyel vilagitottuk
valtozasaira kovetkeztettlink. Az agyi vérataramlas meghatarozasara Iézer folt-
interferencia kontraszt analizist alkalmaztunk. A multimodalis képalkotd eljaras
regisztratumainak elemzéséhez 0 kiértékeld programot hoztunk 1étre.

Eredmények

Kimutattuk, hogy a vérataramlés kezdeti csokkenése hasonldo minden korcsoportban,
viszont iddsek patkdnyokban tovabbi szignifikans dramlasesés figyelhetd meg (P<0,01).
Az oOregedéssel csokken az SD-k szama (P<0,05), viszont né azon teriileteknek a
nagysaga, amely elnyujtott SD-nek van kitéve (P<0,01). A megnyult SD terjedése

pozitivan korrelal a sulyosan iszkémias teriilet nagysagaval (P<0,01).



Bevezetés

Szomoru tény, hogy ma Magyarorszagon atlagosan 10 percenként legalabb egy
ember stroke-ot kap, s ezen emberek koziil sajnos minden negyediket elveszitjiik. A
Kozponti Statisztikai Hivatal adatai alapjan csak 2012-ben 13081-en halaloztak el
agyér-megbetegedés kovetkeztében, azaz a harmadik leggyakoribb halalok volt
hazankban, mikozben Osszesen 129440 embert veszitettiink el abban az évben.
Altalanossagban pedig elmondhatjuk, hogy kozel ugyanilyen lesujtd a helyzet a tobbi,
fejlett nyugati orszagban is, s nemcsak hogy az egyik leggyakoribb halalokrol
besz¢éliink, hanem a munkaképtelenség legfontosabb okaként is megjeldlhetd, igen nagy
terhet rova ezzel a tarsadalom egészére [1].

A stroke a WHO definicioja szerint ,,az agymiikddés vérellatasi zavara altal okozott
globalis vagy fokalis neurologiai diszfunkcidval jard, gyorsan kialakuld tiinetegyiittes,
mely tobb, mint 24 6ran keresztiil fennall és amelynek bizonyithatéan nincs maés oka,
mint az agy érrendszerében kialakult valtozas.” [2]

Noha az agyér-katasztrofak barmilyen korban el6fordulhatnak, kézismert tény, hogy
gyakorisdga az ¢életkor elérehaladtaval nd, azaz leginkabb az iddsek érintettek [3].
Korabbi klinikai és kutatasi adatok azt mutatjak, hogy azonos méretii okklizid esetén az
infarktus mérete nem kiilonbozik fiatal és idés egyedekben, de id6sebb korban az
infarktus kialakuldsa gyorsabb ¢és a mortalitds magasabb [4,5]. Emellett az is igaz, hogy
az ¢letben maradt stroke-ot elszenvedett korében iddsebb korban a funkciondlis
kimenetel rosszabb és a felépiilés (mar ha beszélhetiink egyaltalan felépiilésrdl) is
lassabb [6,7].

Ezek a tények arra 6sztonzik a kutatokat szerte a vilagon, beleértve a mi laborunkat
is, hogy megkeressék azokat a tényezOket a stroke és az azt kovetd maradandd
karosodasok kifejlédése soran, melyek a korcsoportok kozti kiillonbségeket okozhatjak.
Ezek megtalalasa tobb szempontbdl is felbecsiilhetetlen fontossagi lenne, hiszen
egyfeldl specifikus terdpia kifejlesztésének igéretével kecsegtet, masfeldl pedig esetleg
a marand6 szovédmények sulyossadganak mérséklésével eldsegithetjiik a stroke-ot
elszenvedett emberek hamarabbi visszatérését a mindennapi életbe, illetve csokkenthetd

lenne a magas mortalitasi rata.



A stroke pathomechanizmusa

crer

lehet iszkémias vagy vérzéses eredetli, melyek koziil el6fordulds szerint elébbi joval
gyakoribb (85%). Mivel szakdolgozatom téméjat a hypoxias koriilmények vizsgalata
képezi és az iszkémia talajan kialakuldé események egyébként is joval gyakrabban
figyelhetdk meg, a pathomechanizmus targyalasa sordn csupan eldbbi ismertetésére
szoritkozom. Mindazondltal a vérzéses korképek soran lejatsz6dd valtozasok fobb
vonalaiban, sejt szinten megfelelnek az itt ismertetetteknek.

Az agyi iszkémia az agy vérellatasanak valamilyen okbol bekdvetkezd csokkenését
jelenti, mely tobbnyire kisebb-nagyobb erek elzardédasdhoz kothetd vagy ritkabban a
vérellatas globalis csokkenéséhez. Az elzarodas kialakulhat az (ateroszklerotikus) erek
trombozisa vagy tavoli teriiletekrél érkezé embolia miatt. Ezen események kozds
vonasa, hogy végeredményben elsddlegesen az agyszovet (fokalis vagy globalis)
oxigénellatasanak csokkenéséhez vezetnek, azaz hypoxiat okoznak [8].

Tudjuk azt, hogy az agyszovet kiilondsen érzékeny a vérellatdsban bekdvetkezd
valtozasokra, az éaramlads 3 percnél tovabb tartd felfiiggesztése mar irreverzibilis
karosodasokat képes okozni. Az agy kiemelkedd oxigén- ¢és gliikkozsziikségletét a
normal koriilmények kozott az agy vaszkulatarajan percenként ataramlo 750-800 ml vér
biztositja, s ez az érték legfeljebb 550-600 ml/percre csdokkenhet igy, hogy a normal
agymiikodés még ne szenvedjen kart. Ez az agy méretéhez képest (2%-a a test teljes
tomegének) hatalmas mértékii oxigén- és energiaigény (20%-a a test nyugalmi
energiasziikségletének) nagyrészt a nyugalmi membranpotencial fenntartisara
forditodik, amihez a sziikséges adenozin-trifoszfatot (ATP) szinte kizarolag oxidativ
foszforilacioval képes eldallitani [9].

Ma mar tudjuk azt, hogy a cerebrovaszkularis torténések utani kimenetel nem
csupan az elsddleges karosodds mindségétdl és mértékétdl fligg, hanem gy nevezett
masodlagos folyamatok is legalabb olyan jelentds szerepet jatszanak ebben. Az oxigén-
¢és energiaellatds megsziinése utan fél percen belill az agy sejtjei felélik tartalékaikat,
ami a nyugalmi membranpotencial megsziinéséhez, a neuronok ¢és glidk
depolarizaciojdhoz vezet [10]. Ekkor, a fesziiltségfiiggd csatorndk aktivacidja miatt
Ca*"-ionok aramlanak be a sejtekbe, ez pedig serkentd aminosavak felszabadulasahoz

vezet. Ezzel parhuzamosan az energiadeficit miatt az aminosavak visszavétele is sértil,



igy a posztszinaptikus sejtek folyamatosan aktivalva vannak. gy ozmotikusan aktiv
ionok aramlanak a sejtekbe (ami a sejtek duzzadasdhoz vezet) és egyre tobb Ca?®' is
felgyiilemlik, ami a Ca®"-fliggd, a sejtet karositani képes enzimek aktivalodasahoz vezet
[11,12,13].

Ezen kezdeti 1épések mentén tobb (patoldgias) folyamat indul utjara, név szerint az
excitotoxicitas, a periinfarktus-depolarizaciok, steril gyulladas ¢és a sejtek késoi
apoptozisa, melyek mind hozzajarulnak a stroke bekovetkezte utani nekrozis
kifejlodéséhez az elsddleges eseményen (hypoxia) tul [14,15]. Ezek koziil, mivel
szakdolgozatomban csak a az iszkémids korilmények kozott megfigyelhetd

depolarizaciok szerepét vizsgaltuk, kizarolag ezt kivanom részletesen targyalni.
Agykérgi kuszo depolarizacio

Az agykérgi kiisz6 depolarizacidé az agyszovet Osszehangolt, drasztikus mértékii
depolarizacioja, mely hulldmszertien végighalad(hat) az agykérgen. Ezen hullamokat
egyszerl elektrofiziologiai modszerekkel, pl. dc potencidl méréssel lehet detektalni, az
EEG jelen pedig jellegzetesen a spontdn kérgi aktivitds depresszidjaval jar. Eldszor
1944-ben Leao brazil élettandsz detektalta a kérgi kuszo depolarizaciot allat modellben
[16]. Azdéta mar tudjuk azt, hogy az agykérgi kuszo depolarizacid spontan
megfigyelhetd emberekben is és azt is, hogy ép agyszovetben nem jatszik szerepet
sejtkérositd folyamatokban [17,18].

Noha még ma sem értjik a jelenséget minden részletében, jelenleg mar
rendelkeziink egy atfogd képpel, melynek segitségével a kiiszo kérgi depolarizacios
jelenségek (SD) szdmos aspektusa magyarazhatd. Kisérletes koriilmények kozott az SD-
k kivaltasa szamos kiilonb6z6é modon torténhet, példaul kiilonféle anyagok (kalium,
glutamat, stb.) agyfelszinre csepegtetésével, az agyfelszin mechanikai megsértésével
(tliszlras), elektromos drammal, stb. Ekkor a depolarizacié hullamszeriien végighalad az
agykérgen, 2-5 mm/perc sebességgel. A depolarizacio idején a sejtek ionhomeosztazisa
szinte teljesen felborul, elvesztik elektromos aktivitdsukat (ez azonosithaté az EEG-
jelen, mint ellaposodds), és az ozmotikusan aktiv ionok bedramlidsa miatt a sejtek
megduzzadnak, a dendrittiiskék deformaléodnak. A neuronok ¢és a gliasejtek
depolarizacidoja mellett megfigyelhetd az extracellularis térben a kalium- ¢és
glutamatszint ndvekedése [19].

A depolarizaciok terjedését jelenleg tobb, egymast nem kizaré elmélettel



magyarazzak. EgyfelOl szerepet jatszhat benne az extracellularis térben felszaporodo
agensek (glutamat, kalium) diffuzioja (melyek onmagukban is képesek depolarizaciot
kivaltani) a kiinduldsi ponttdl tavolabbi régiokba, illetve torténhet a neuronok vagy
gliasejtek szoros sejtkapcsold struktirain (gap junction) keresztiil [19,20].

Ha mar a depolarizacid bekovetkezett és tovaterjedt, a depolarizalodott sejt
torekszik a membranpotencialjanak helyreallitasara, ami meglehetdsen energiaigényes
folyamat. Elettani koriilmények kozott ekkor funkcionalis hiperémia figyelheté meg és
a megemelkedett vérataramlas képes a megnodvekedett sziikségleteket is kielégiteni.
Ennek hatterében egy neurovaszkularis csatolasnak nevezett funkcionalis egység all,
melyet szomszédos neuronok ¢és gliasejtek alkotnak a hozzajuk kozel esé kapillaris
erekkel egyiitt. Ez a csatolas képes normal esetben rovid latenciaidovel adaptalni a
agyszovetekhez eljutd metabolitok mennyiségét a mindenkori igényeknek megfeleldn,
mely magneses rezonanciavizsgalatokkal kimutathato.

Ep szovetben tehat a neurovaszkularis csatolds segitségével a kérgi kiszo
depolarizaciot egy kérgi kiszo hiperémia koveti a megndvekedett igényeknek
megfelelden, s a depolarizacid6 utdn a membranpotencial igen gyorsan helyreall.
Részletesebben vizsgalva egyébként kimutathatd, hogy a bekovetkezd vérataramlasi
valasz harom komponensbdl all, eldszor egy rovid idétartamu (néhany perces)
aramlascsokkenés (50-75%-o0s hipoperfiizid), majd a mar leirt hiperémia (150-220%-0s
hiperperfuzio), végiil pedig egy hosszu ideig (akar egy Oran at) tartd dramlasi redukcio

(50-75%-o0s hipoperfuzio) figyelheté meg [21,22,23].
Depolarizacio sériilt szovetben

Sériilt agyszovetben, vagy specifikusabban hypoxias-iszkémias koriilmények kozott
a fentebb részletezett kinetika megvaltozik és a valtozd energetikai viszonyoktol
fliggden térben ¢és idében valtozo képet mutat [24,25]. Iszkémids allatmodellben
megfigyelték, hogy az ugy nevezett iszkémias magban, ahol az oxigén- €s energiahiany
a legsulyosabb, az agyszovet visszafordithatatlanul depolarizalddik, ezt nevezik anoxias
depolarizacionak, utalva a kialakulas koriilményeire, mas nevezéktan pedig a
depolarizacio végleges voltat hangsulyozva terminalis depolarizacionak keresztelte el.
Tavolodva az iszkémias magtol a kollateralis erektdl szarmaz6 metabolitok, oxigén
miatt a szovet tilélési esélyei egyre jobban, az itt megfigyelhetd depolarizaciokat térbeli

megfontolasok alapjan nevezhetjiilk peri-infarktus depolarizacioknak (PID) vagy a



kinetika alapjan, mely szerint a depolarizacio utan, noha az nem végleges, de hosszabb
1d6t vesz igénybe a repolarizécid, mint ép szovetben, lehetnek megnyult depolarizaciok
[23].

Hypoxias szovetben a depolarizacids jelenségek vérataramlassal vald kapcsoltsaga
is megvaltozhat [25,26]. A repolarizacié meglehetdsen energiaigényes folyamat, ami a
szoveti hypoxia miatt csak joval lassabban vagy egyaltalan nem tud végbemenni, hiszen
a rendelkezésre allo ATP-készlet és oxigénmennyiség nem képes fedezni a nyugalmi
értékhez vald gyors visszatérés energiaigényét. Igy hosszabb idé alatt felszaporodhatnak
a szOvetben metabolikus bomlastermékek, a novekvO extracellularis kaliumszintet
(mely bizonyos koncentracio felett mar nem vazodilatacidt, hanem -konstrikciot okoz)
az asztroglidk mar nem képesek pufferelni, illetve szadmos olyan mechanizmus
megfigyelhetd, amely a NO vazodilatacios jelutjat (nitroxiderg neuronok degeneracioja,
NO-szintdz inhibitorok felszaporodasa, NO megkotése) valamilyen 1épésben gatoljak
vagy egyszeriien vazokonstrikciot okoznak [27]. Igy Gsszességében a depolarizacioval
kapcsoltan a vérataramlds tovabb mérséklodik, ezt nevezi a szakirodalom inverz
neurovaszkularis csatolasnak és ez a mechanizmus hozzijarulhat a szovet
karosodasahoz stroke-ot kovetden [25,.28]. Ha a szovet egymas utan tobb depolarizacio
hatdsainak van kitéve, akkor az energiasziikséglet ¢és energiakinalat kozotti

aranytalansag tovabb mélytilhet, rontva a szovet talélési esélyeit [29].



Célkituzés

Tudjuk azt, hogy a kor elérehaladtaval patkany modell esetén az ép agyszdvetben az
(kadliummal torténd) SD-k kivalthatosaga csokken a fiatalokhoz képest [21]. Szdmos
klinikai tanulmany megmutatta, hogy az iszkémia (vagy vérzés, trauma) sordn
megfigyelheté SD-k gyakorisaga és a veliik kapcsolt inverz hemodinamikai valtozas
szorosan korreldl a mortalitassal és a neurologiai kimenetellel [27]. Azaz tudjuk, hogy
idosekben kevesebb SD figyelhetd meg normal koriilmények kozott, az SD-k szdma
korreldl a neuroldgiai kimenetellel, de az idésekben mégis rosszabbak a kevesebb SD
ellenére az életkilatasok stroke-ot kovetden, illetve gyorsabban alakul az iszkémids
szovet infarktussa, mint fiatalokban [4]. Viszont egyetlen tanulmany sem vizsgalta még
expliciten a kapcsolatot a depolarizacios események, a veliik kapcsolt hemodinamikai
valtozasok és az ¢életkor kozott.

Azért, hogy ilyen jellegli vizsgélatokat lehetévé tegylink, elsé célunk a laborunk
altal korabban kifejlesztett multimodalis képalkotod eljaras kibovitése volt egy olyan
programmal, amely képes nagy agykérgi terliletek depolarizacios jelenségeinek
azonositasara és osztalyozasara karakterisztika alapjan. Ezutan arra kerestiik a valaszt,
hogy milyen depolarizacios jelenségek és kapcsolt vérataramlas valtozasok figyelhetok
meg rovid, tranziens arteria cerebri media okkluzié sordn fiatal, kdzépidds és idos
patkanyokban. E célbol méréseket végeztiink az arteria cerebri media ellatési teriilete
felett a képalkatd rendszeriinkkel, majd az altalam készitett 0j kiértékeld program

segitségével analizaltuk a regisztralt jeleket.



Anyagok és modszerek

Miitéti protokoll

Mitéteinket him Wistar patkanyokon végeztiik, melyeket harom csoportra
osztottunk életkor szerint: fiatal (hat hetes életkor; n=7), kdzépidds (9 honapos életkor;
n=6) ¢és 1dds (2 éves ¢életkor; n=7). A mitéteket halotan altatasban végeztiik (1,5-2,5%),
I¢legeztetéshez N,O és O, 2:1 ardnyu keverékét hasznaltuk, a patkdnyok a beavatkozas
alatt spontan lélegeztek. A léguti nyakképzddés elkeriilése érdekében az allatoknak
intramuszkularisan atropint adtunk (0.05 ml), illetve testhomérsékletiiket egy flitoparna
segitségével tartottuk allandd értéken (37.0 °C = 0.2 °C). Az artérias kozépnyomas
monitorizalasa preparaltuk a farokartériat.

Az eldkészités soran eldszor a haton fekvd allatok nyakén kozépvonali metszést
ejtettlink. Ezutan felkerestilk mindkét oldalon az arteria carotis communist, amit
ovatosan elvalasztottunk a kornyezd lagyrészektdl, ligyelve arra, hogy a nervus vagus
rostjait is sériilésmentesen eltavolitsuk az erektdl. Majd egy-egy fonallal aladltottiink az

artéridknak mindkét oldalon.

1. Abra: A miitéti el6készités sordn elkészitett koponyaablakok pozicidja

Az allatok koponydjat ezutan (immér hason fekvd pozicidban) egy sztereotaxikus
keretbe rogzitettiik, majd a parietdlis kéreg folott jobb oldalon egy koponyaablakot
(megkozelitdleg 4x4 mm méretben) készitettiink, megkozelitéleg sagittalisan a
parietalis csont kozepén, a kozépvarrattol kiindulva lateralisan. Emellett egy kisebb,
masodik koponyaablakot (2x2 mm méretben) is Iétrehoztunk a haldntékcsonton

keresztiil, az arteria cerebri media disztalis szakasza felett. A koponyaablakok egy
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vizhiitéses fogaszati furd (Technobox 810, Bien-Air Dental SA, Bienne, Svédorszag)
segitségevel késziiltek, mellyel fokozatosan elvékonyitottuk a koponyacsontot egészen
addig, mig attetszévé nem valt, s 6vatosan el nem Ilehetett valasztani a kemény
agyhartyatol. Ezutan fogaszati akrilat felhasznalasaval a fels6 koponyaablak koré gytirii
alakban gatat formaltunk ugy, hogy rajta egy be- és egy kifolyod csé szdmara nyilast is
biztositottunk. Az igy létrejott lireget mesterséges cerebrospinalis folyadékkal (aCSF)
toltottiik fel, melynek dsszetétele a kovetkezd volt mM-ban kifejezve: 26.6 NaCl, 3KCl,
1.5 CaCl,, 1.2 MgCL,, 24.5 NaHCO; , 6.7 urea, 3.7 glikoz. Az allando kémhatas
fenntartdsa érdekében (pH=7,45) a folyadékot 95% O, és 5% CO, keverékével
folyamatosan buborékoltattuk). Ezutan nagy koriiltekintéssel eltavolitottuk az el6zdleg
szabadda tett dura matert, végiil a koponyaablakot egy liveg targylemez segitségével
lefedtiik, melyet a korkoros akrilat gathoz kétkomponensii ragasztéval (UHU GmbH &
Co, KG; Biihl, Németorszag) rogzitettik. Az igy lezart koponyaablakon egy
perisztaltikus pumpa segitségével folyamatosan aramoltattuk az aCSF-et, 25uL/perc
aramlasi sebességgel.

Az oldals6 koponyaablak kemény agyhartydjan csupan egy kis metszést ejtettiink,
melyen keresztiil a disztalis arteria cerebri media eredése hozzaférhetd valt késobbi

leszoritas céljabol. A halantékcsonti ablakot meleg aCSF-fel tartottuk nedvesen.
Kisérleti protokoll

A koponyaablakok elkészitése utan a parietalis ablakot fesziiltség-fiiggd festékkel
(RH-1838, Optical Imaging Ltd., Rehovot, Izrael) toltottiikk fel, mely az idegsejtek
membranjdhoz képes kotdédni [30]. Eldszor 1 o6rdn 4t az aCSF-ben oldott
fesziiltségfliggd festéket 80ul/perc sebességgel keringtettik a koponyaablakon
keresztiil, majd a nem kotott festék kioblitésére tovabbi egy oran keresztiill aCSF-et
aramoltattunk ugyantgy. A késobb részletezendd multimodalis képalkotod eljaras
megvalositdsa érdekében a koponyaablak koré elhelyeztiink egy vords és egy zold
diodat, egy lézer diodat és két CCD-kamerat.

Az optikai rendszer élesitése utan inditottuk el a képrogzitést, eldszor tiz perc alap
rogzitésével. Ezutan egy mikroaneurizma klipet (Sundt AVM Microclip, Codman)
helyeztiink fel a haldntékcsonti koponyaablakon keresztiil az arteria cerebri media
elérhetd legproximalisabb szakaszara, ezzel tranziens arteria cerebri media okkluziot

létrehozva (tMCAOQO). Kozvetleniil ezutan az elokésziiletek soran a carotis
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communisokon atvetett fonalakat elhtiztuk oldalra, ezaltal elzarva azokat. A fonalakat a
sztereotaxikus kerethez rogzitettiik. 30 perc okklazidés periddus felvétele utan
eltavolitottuk a klipet, illetve felengedtik az ereket. Ezutdn egy oran keresztiil
regisztraltuk a reperfuzids fazist, majd az allatok szivét SmL levegd befecskendezésével
(a farokartéria kaniiljén keresztiil) megallitottuk. Végiil 10 perc tigy nevezett biologiai

z¢r6 kertilt rogzitésre.

Elokésziiletek: Felvétel:
RH-1838 Kimosas Alapvonal Reperfazio Biologiai zér6
festés (aCSF) : % %
— - =_ : . +
60 60 Y . 30 60 1d6 (perc)
I 4

tMCAO (klip felhelyezése)

2. Abra: A kisérleti protokoll
Multimodalis képalkoto eljaras

A méréseinkhez hasznalt tobbkomponensti képalkotd eljarast kutatdocsoportunk
fejlesztette ki kordbban annak érdekében, hogy az agykérgi hemodinamikai és
membranpotencial valtozdsok nagy tér- €s idobeli felbontissal legyenek nyomon
kovethetok patkdny modellben [31]. A mérérendszer Osszeallitasa foként
spektroszkopiai megfontoldsok alapjan tortént. Detektorunk két, monokromatikus,
sztereomikroszkdppal (MZ12,5; Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) kapcsolt,
teljesen azonos CCD kamera volt (1024x1024 pixel maximalis felbontas; Pantera 1
M30, DALSA, Grobenzell, Németorszag), melyekhez egy nyalaboszté (MZ12.5, Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag) segitségével csatoltuk be a sztereomikroszkop
fényét. A detektorok segitségével a koponyaablak felett kiilonb6z6 optikai
gerjesztéseket hasznalva parhuzamosan kérgi reflektancia, lézerfolt interferencia, és

fluoreszcencia méréséket végeztiink, a kamerakkal sorozatfelvételeket készitve.
Kérgi reflektancia mérések

Altalanossagban elmondhat6, hogy a kérgi reflektanciamérések soran alkalmasan

megvalasztott hullamhosszokon megvilagitjuk a koponyaablakot, majd a visszavert fény
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intenzitadsat detektaljuk, annak iddbeli véaltozasat kovetjiik nyomon, gy nevezett
intrinsic optikai jeleket (IOS) detektadlva. Az altalunk alkalmazott rendszer két
kiilonboz6é hullamhosszi gerjesztést hasznal, melyekkel a kovetkezé hemodinamikai

paramétereket monitorozni:
Teljes vértérfogat valtozasa

Megfeleld hullamhosszisagu zold fénnyel (540-550 nm) gerjesztve egy keringési
rendszert, mivel ezen a tartomanyon az oxigenalt €s a deoxigenalt hemoglobin elnyelése
kozel megegyezik (Un. izobesztikus pont), a visszavert fény intenzitasabol a teljes
vértérfogatra lehet kovetkeztetni. Ezért az agyfelszint egy sziirén (540-550 nm
hullamhossz; 3RD620-640, Omega Optical Inc. Brattleboro, VT) atbocsatott z6ld (530
nm centralis hullamhossz; SLS-0304-A, Mightex Systems, Pleasanton, CA) dioda
fényével vilagitottuk meg minden masodpercben 100 ms hosszan. A didda felvillandsa

alatt az elsé szamu detektor végig (100 ms) exponalt.
Deoxi-hemoglobin arany

Voros fényt hasznalva viszont, melynek hullamhossztartomanyaban (620-640 nm)
csak a deoxigendlt hemoglobinnak van szdmottevd elnyelése, ennek ardnyara lehet
kovetkeztetni. E célbol voros (LED; 625 nm centralis hullimhossz; SLS-0307 A,
Mightex Systems, Pleasanton, CA) didda fényével is megvilagitottuk a koponyaablakot
minden masodpercben 100 ms iddre, az elsé szamu detektor pedig a megvilagitas alatt
10 ms hosszan exponalva készitett sorozatfelvételeket. A LED fénye, hogy a mérés
szempontjabol legmegfelelobb hullamhosszat tudjuk alkalmazni, egy excitacios filteren
(620-640 nm hulldmhossz, 3RD620-640, Omega Opitcal Inc. Brattleboro, VT) keresztiil
érte el a koponyaablakot.

Fluoreszcencia mérés

Vezérlés szempontjdbol némileg egyszeriisitette mérérendszeriinket, hogy az
altalunk hasznalt fesziiltségfliggd festék gerjesztofényéiil a fentebb mar emlitett voros
diéda felvillandsa szolgalt. A festék, mint fentebb is olvashatd, az idegsejtek
membranjdhoz kotddik, s fluoreszcencia intenzitdsa a transzmembran potenciallal
egyenesen aranyosan, de ellentétes eldjellel  valtozik, azaz  csokkend
membranpotencialhoz novekvo fluoreszcenciaintenzitas tartozik. A gerjesztés ideje alatt

a képeket a masodik szdmu detektor rogzitette (hiszen ugyanebben az iddben az elsd
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szamu kamera a deoxigenalt hemoglobin aranyat monitorozta), melyet a gerjesztéfény
kisziirésére egy emisszios filterrel (3RD 670-740 emisszios filter; Omega Optical Inc.)

lattunk el. Az expozicids id6 a teljes gerjesztés ideje volt, azaz 100 ms.
Lézerfolt interferencia mérés

Végiil pedig egy, a fluoreszcencia- ¢és reflektanciatartomanyon kiviil es6
hullamhosszti  1ézerdiddat (Sanyo DL7140-201S; 70mW; 736 nm emisszios
hullamhossz) hasznalva 1ézerfolt interferencia méréseket végeztink az agyi
vérataramlas (CBF) mérésére. A megvilagitasi idé ebben az esetben 20 ms volt minden
masodpercben. A didda aramat a megvilagitas alatt egy vezérléberendezés (ITCS502,
Thorlabs Ltd., Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) tartotta alland6 (100 mA) értéken. Az
expoziciot az elsd szamu detektor végezte, a teljes megvilagitas (20 ms) alatt. A nyers
képekbdl egy, a laborunk kordbban 4altal tervezett algoritmus készitette el a
vérataramlasi térképeket az Image Pro Plus (Media Cybernetics UK, Marlaow, Egyesiilt

Kiralysag) nevii program segitségével [32].
Szinkronizacio

Mint a fentiekbdl kiolvashatd, minden gerjesztés (voros, zold, 1ézerdidda) minden
masodpercben felvillant egyszer (azaz 1 Hz frekvencidval), mialatt a CCD-kamerak a
fentebb részletezett expozicids idOkkel sorozatfelvételeket készitettek. Azaz minden
detektalt jelhez (agyi vértérfogat, deoxi-hemoglobin arany, fesziiltségfiiggd festék
fluoreszcencia intenzitasa, agyi vérataramlas) egy monokromatikus képsorozat tartozik,
melyek pixeleinek sziirke szintjei felelnek meg egy-egy agyteriilet megfeleld
modalitasbeli adott id6ponthoz tartozo értékének. A szinkronizacioért felelds
szamitogép (Metrabyte DAS-20) feladatait az ASYST Macmillan program (Keithley

Instruments Inc., Reading, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével hajtotta végre.
Méréstechnikai megjegyzések

A monokromatikus CCD-kamerak maximalis felbontasa 1024x1024 volt, de ezt
méréstechnikai megfontolasok alapjan nem hasznaltuk ki mindkét kamera esetén. Az
els6 szadmu detektorral a felvételek rogzitése a maximalis felbontas mellett tortént azért,
mert a lézerfolt interferencia mérésék esetén idedlis esetben a foltok mérete kozel
megegyezik a kamera pixelméretével, amely feltételnek az elérhetd legmagasabb

felbontas esetén eleget tudtunk tenni. A masodik szdmu kamera esetén, amely csak a
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fesziiltségfliiggd festék fluoreszcencia intenzitdsat detektalta, 2x2-es ugy nevezett
binning modot alkalmaztunk (azaz 4 szomszédos pixelt egy pixelként olvastattunk ki a
chipbdl), amivel a mérés jel/zaj viszonyat javitottuk. A kiolvasas utan, azért, hogy a két
kamera képpontjai Osszehasonlithatok legyenek, az els¢ kamera képét is 512x512-es
felbontasura konvertaltuk. Fontos megemliteni, hogy noha a sztereomikroszkop
haszndlata miatt a két kamera képe nem feleltethetd meg tokéletesen egymasnak, a
kicsiny eltérés miatt ezt vizsgalataink soran elhanyagoltunk.

A mikroszkép nagyitdsa 3,15-sz0rds volt, a vizsgalt teriilet nagysaga pedig igy
3,8%3,8 mm*-esnek adodott, vagyis 512x512-es felbontas mellett egy pixel 7,42x7,42
um?-es kéregrészletnek feleltethetd meg.

Mivel mérérendszeriink képes mind a deoxigenalt és az oxigenalt hemoglobin
egyiittes, mind a deoxigenalt hemoglobin kiilon térténd monitorizalasara, ezért jogosan

meriilhet fel a kérdés, hogy ezt miért nem hasznaljuk fel az altalunk hasznalt

crer

crer

csak relativ valtozasokat detektalunk. Tovabbad nem ismerjiik az altalunk vizsgalt
szovetrészlet abszorpcids koefficiensét, illetve annak hullimhosszfliggését, igy csupan a
mérdrendszer  jelentds  kiterjesztésével, tovabbi spektroszkopiai mérésekkel
(kalibralassal) tudnank a szaturdcid szadmszeri értékét meghatarozni, a jelenlegi

felépités ehhez nem elegendd.
Jelanalizis

A mérdrendszer altal rogzitett monokromatikus képsorozatok megfeleltethetok
sorrendben a piros, zold IOS-, agyi vératdramlas- ¢és fesziiltségfiiggd festék
fluoreszcencia intenzitasgorbék két dimenzidés pillanatfelvételeinek, melyek
segitségével az adott jelek idébeli valtozadsa nyomon kdvethetd. A sztereotaxias rogzités
miatt jO kozelitéssel minden egyes kép egy adott pixele ugyanannak az agyfelszini

teriiletnek a valtozasat koveti nyomon a kiillonb6z6 modalitdsokban.
Egy-pont analizis

El6szor a laborunk altal mar koradbban is alkalmazott médon azonositottuk a
depolarizacios jelenségeket, illetve megallapitottuk, hogyan kapcsoltak ezen SD-k a

véraramlassal [31,32]. Ehhez egyfeldl a fesziiltségfiiggd képekbdl dsszeflizott videdkon
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azonositottuk az SD-ket, mint pozitiv fluoreszcencia véltozasokat (hiszen csdkkend
membranpotenciallal a festék intenzitdsa nd), melyek végighaladnak a koponyaablak
teriiletén [30]. Minden detektalt esemény sebességét, alakjat és terjedési iranyat
meghataroztuk. Masfeldl a rogzitett képeken lehetdleg minden patkany esetén
megkozelitdleg ugyanazon anatomiai teriilet felett egy kis teriiletet (3x3 pixel)
valasztottunk ki, melyeken végigkovettiik a kiilonb6zé modalitasokban (fesziiltségfiiggd
festék fluoreszcencia intenzitas-, CBF- és zold 1OS jel) a sziirke szintek valtozésait a
mérési peridodus alatt. A depolarizaciokat tranziens depolarizacidkként azonositottuk, ha
a fesziiltségfiiggd jel az intenzitdsndvekedés utan 200 masodpercen beliil visszatért az
eredeti értékre, maskiilonben elnyujtott depolarizacionak cimkéztiik. A zdld 10S jelek
analizise is megtortént, melyen a tranziens depolarizaciok esetén egy gyors, negativ
iranyu kitérés lathatd, amit egy lassabb, pozitiv iranyu kitérés kovet lassu visszatéréssel,
azaz a valasz bifazisos. Megnyult depolarizaciok esetén a zold jelen is lathatd egy gyors
eltolodas, amit nem kovet visszatérés.

Emellett meghataroztuk, hogy az adott pontban a depolarizaciok idOpontjaban
(aktualis CBF) milyen hemodinamikai valasz (csatolas) figyelhetd meg, amit szdzalé¢kos
értekben fejeztiink ki (relativ CBF) a kovetkez0 modon: a 10 perc bioldgia zérd
atlagértékét kivonva a jelbdl, a mérés kezdetekor felvett elsd 30 masodperc atlagértékét
100 szazaléknak (alap CBF) véve relativ vérataramléds valtozassa szamoltuk a mérési
adatokat, azaz:

aktualis CBF

lativ CBF =
retatty alap CBF

Az egy-pont analizist az ImagePro Plus 5.1 (Media Cybertnetics) program

segitségével hajtottuk végre.
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3. Abra: A tranziens és megnyilt depolarizaciok tipikus képe egy-
pont analizis soran vagy a referenciapontokban a kiilonbozo
modalitdsokban

Teljes-ablak analizis

Az analizis sordn eldszor elkészitettiik az agyi vérataramlas €s potencialvaltozas tér-
idoébeli térképeit, melyeket az eredeti képsorozatokbdl a nagyobb, lathatd erek
eltavolitasaval nyertiink. Ez minden esetben az elsd zold I0S kép segitségével tortént,

mert ez az a modalitas, amelyen a leginkabb megitélhetd az agyfelszin erezete (azaz itt
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kiiloniil el legkontrasztosabban az erezet és a parenchyma). Tobbnyire az erek
intenzitdsa néhany nagysagrenddel a parenchyma intenzitasa alatt marad, ezért minden
képpont, amelynek az elsd zold képen az intenzitsértéke az atlagintenzitas 100-120%-a
alatt wvolt, eltavolitdsra keriilt, megkapva az érmentes agyfelszin pixeleit. A
kiiszobszazalék meghatidrozdsa minden patkany esetén manudlisan tortént, hiszen az ér-
parenchyma ardny kiillonb6zott patkanyrdl patkanyra és a lehetd legtobb ér eltavolitasa
mellett igyekeztiink megdrizni az érmentes parenchyma lehetd legnagyobb részét. Majd
tér-(5x5-0s normalt atlagolomaszk) és iddbeli (alulateresztd sziiri, 150 masodperc

hosszl mozgoatlag haromszori végigfuttatasa) sziirést végezve redukaltuk a mérés zajat.

4. Abra: Az dbrin a teljes-ablak analizis bevezetd
lépései lathatok, ahogy a regisztratum elsé zold képe
(felso kép) alapjan a program segitségével kivalasztjuk
az eérmentes agyfelszint. Eloszor megkeressiik a
kiiszobintenzitas alatti  pontok pozicioit (kozépen,
feketével), majd ezen pontokat kizarjuk az analizisbol,
megtartjuk az érmentes agyszévet pontjai (alul). A
kiiszobérték meghatarozasa minden patkany esetén
vizualisan tortént.
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Azért, hogy a pixelek idésorainak automatikus analizisét lehetdvé tegyiik, elészor az
érmentes agyfelszin véletlenszerlien valasztott pixeleinek fesziiltségfliggd festék
fluoreszcencia intenzitds-, CBF- és zold 10S jelét manudlisan kiértékeltiik minden
patkany esetén harom kiilonbdz6 pontban, melyek késébb az analizis referenciapontjaiul
szolgaltak. A referenciapontok analizise teljes mértékben megfelel a fentebb leirt egy-
pont analizisnek.

A cél olyan program készitése volt, amely a koponyaablakon keresztiil lathato
agyfelszin teljes teriiletén, minden pixel esetén képes az ott megfigyelhetd Osszes
depolarizacios jelenségek azonositdsara és osztilyozésara. Ezért a referenciapontok
elemzése alapjan olyan kritériumrendszert allitottunk fel, melynek segitségével az
altalam irt program a referenciapontokban minden esetben a manudlis analizissel
tokéletesen egyezé eredményt ad. Az egy-pont analizisnél mar leirtakkal 6sszhangban
az talaltuk, hogy VS-jeleken kétféle jol megkiilonboztethetd depolarizacios kinetika
figyelhetd meg, melyek minden esetben nemcsak az idésorokon, hanem a képekbdl
0sszeflizott videokon is jol latszodnak.

A tranziens kuszo depolarizaciok a fesziiltségfiiggd festék jelén egy 80-100
masodperc hosszii depolarizacids-repolarizacids jelenségként azonosithatok, melyek
minden esetben egylitt jarnak egy bifazisos, hurokszerii valtozéassal a zold jelen is. Ez a
parhuzamos valtozas, mint a késdbbiekben latni fogjuk, nagyon jol felhasznalhat6 az
automatikus analizis segitségével talalt aldepolarizaciok kiszlirésére, ami nagyban
noveli a modszer specificitasat.

Az elnyUjtott kiszd depolarizaciok hirtelen, meredek potencidlvaltozasként
ismerhetok fel, melyeket megkozelitdleg konstans potenciali szakasz kdvet és nem
figyelhetd meg repolarizaci6 legalabb 200 masodpercig, nagyon gyakran pedig
egyaltalan nem is all helyre az adott teriilet potencidlja. Az elnyujtott kuszé kérgi
depolarizaciokat megtigyeléseink szerint az okkluzio ideje alatt egyetlen esetben sem
kovette ujabb depolarizacios jelenség.

A kiértékelés soran minden egyes pixel fesziiltségfiiggd jelének iddsoran
megkerestiik az 6sszes lokalis maximumot, mint lehetséges depolarizacios csucsokat.
Azt tapasztaltuk és ezt a szakirodalom is alatamasztja [33], hogy a tranziens kuszo6 kérgi
depolarizécios jelenségeket kovetden megtigyelhetd egy koriilbeliil 2 perc hosszusaga

abszolut refrakterperiodus, ezért minden lokéalis maximumot, amely egy nagyobb
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sz€lséérték kozvetlen kornyezetében volt, kizartuk az analizisb6l (minimum
csucstavolsag kritérium). Ezutan a szélséértekek kornyezetében vizsgaltuk a jel
meredekségét gy, hogy a minimum csucstavolsagon beliil megkerestiik a lokalis
maximumhoz legkdzelebb esd, azt megel6z6 ¢és kovetd lokalis minimumokat.
Feltételezve azt, hogy a depolarizacid és a repolarizécio alatt a novekedés és csokkenés
linearis, meghatdroztuk az igy talalt lokalis minimumokon atmend, a maximumon
keresztiil huzott egyenesek meredekségét, melyre a referenciapontok segitségével egy
kiiszobértéket hatdroztunk meg (minimum meredekség kritérium). Azon maximumokat,
melyeknek de- és repolarizacidja kelléen meredek és a zold jelen ezen szélsdértékekkel

kozel egyidoben megfigyelhetd egy bifazisos valtozas, tranziens depolarizaciokként

azonositottuk.
€ >
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‘1; Megnyilt SD
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5. Abra: A depolarizdciékeresé algoritmus mitkodése elve sematikusan. Elsé

lépeskent a program megtalalta a lokadlis maximumokat (nyilakkal jelélve), majd

a szelektalas soran kizarta az elsé csucsot, hiszen a minimum csucstavolsagon

beliil helyezkedett el egy nagyobb csucshoz. A masodik csucs megfelelt minden

kritéeriumnak, igy tranziens SD-ként lett cimkézve. A harmadik maximum
meredeksége kiiszobérték alatti volt, ahogy a negyediké is. Utobbi viszont nem is
tért vissza a depolarizacio utan, igy megnyult SD-ként azonosithato.

A fesziiltségfiiggo jel utolsé megtalalt tranziens depolarizacidja utan (ha egyaltalan
nem 1is volt, akkor a jel els0 masodpercétdl kezdve) megvizsgéltuk a jel lokalis
maximumait, hogy eleget tesznek-e a megnyult depolarizacid kritériumainak. Ez a fajta
eljaras azért indokolt, mert az egy-pont analizisek soran azt talaltuk, hogy a megnyult

depolarizaciokat sosem koveti sem tranziens, sem Ujabb megnyult esemény, azaz

megnyult depolarizacidt csak olyan jelen (vagy jelszakaszon) érdemes keresni, ahol
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tranziens depolarizacid mar nem vagy egyaltalan nem talalhatd. A referenciapontokban
latott  karakterisztikanak megfelelden a megnyult depolarizaciok 1is hasonlo
meredekséggel érnek fel a maximumig (minimum meredekség kritérium), majd pedig
legalabb 200 masodpercig kicsiny szoérdssal a maximum érték szintjén maradnak
(stabilitas kritérium). Ha egy maximum eleget tett a kritériumok mindegyikének, akkor
megnyult depolarizacioként azonositottuk.

Az agyi vérataramlasi térképek a lézer speckle képek alapjan késziiltek, ugyanazon
pixeleket megtartva, melyeket a fesziiltségfiiggd festék jelének analizisekor is
hasznaltunk. A jelek tér- (5x5-6s normalt atlagolomaszk) €s idébeli (3 masodperces
mozgodatlag) sziirése utan a 10 perc bioldgia zéro atlagértékét nulla, a mérés kezdetekor
felvett els6 30 masodperc atlagértékét 100 szazaléknak véve relativ vérataramlas
valtozassa szamoltuk a mérési adatokat (ahogyan az egy-pont analizis esetén is tortént).
Ezutan meghatiroztuk minden egyes pixel esetén az okklizido utdni els¢ harminc
masodperc, illetve kozvetleniil a klip levétele eldtti harminc mésodperc atlagértékét,
hogy informaciot nyerjiink arr6l, hogyan valtozott a koponyaablak vérataramlasa az
okkluzid kozel 30 perce alatt. A pixelekhez tartozoé szézalékos értékeket ezutdn nagysag
szerint 7 csoportba osztottuk aszerint, hogy a vérataramlas az okkluzio kezdetekor és a
végeén a kezdeti vérataramléas (az alapvonal) hany szazaléka volt: 0-10%, 10-20%, 20-
30%, 30-40%, 40-50% vagy >60%.

A fesziiltségfliggd festék jeléhez nagyon hasonld modon tortént az agyi
vérataramlasi térképek zajsziirése, azzal a nem elhanyagolhat6 kiilonbséggel, hogy itt
nem volt sziikkség olyan széles intervallumu cstszo atlagok hasznélatara, hiszen nem
események, csucsok azonositisa és osztdlyozasa tortént, hanem rovid iddbeli
atlagértékek meghatarozasa. Ebben az esetben nemcsak hogy felesleges, hanem karos
nagyobb intervallumokon atlagolni, hiszen az iddbeli felbontast ez jelentésen csokkenti.

A fentebb leirt teljes-ablak analizis Osszes programozasi feladatdt MATLAB
(R2012a, The MathWorks, Inc.) kérnyezetben valositottam meg.

Statisztika

A statisztikai kiértékeléseket az SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS Inc.) program segitségével végeztik. A megadott értékek atlagtszoras vagy
atlag+standard hiba formaban vannak megadva (attol fiiggden, hogy az adott adatokra

melyik volt alkalmasabb), a nemparaméteres értékek (a kiisz6 depolarizacios jelenségek
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teljes szdma) esetén pedig median €s kvartilisek szerepelnek. A kusz6 depolarizaciok
teljes szamanak  Osszehasonlitisa a  csoportok  kozott  Kruskal-Wallis-féle
varianciaanalizissel tortént, a csoportok egymassal torténd Osszehasonlitasat Student-
Newman-Keuls post hoc teszttel végeztiik.

A tranziens ¢és a megnyult kusz6 kérgi depolarizaciok relativ teriiletét egy-utas
ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze a csoportok kozott, majd Fisher-féle legkisebb
szignifikans differencia (LSD) post hoc tesztet végeztiink. A kezdeti és végso
vérataramlasi értékek csoportok kozotti dsszehasonlitdsara ismételt-méréses ANOVA-t
alkalmaztunk, amit LSD post hoc teszt kovetett. A tranziens €s megnyult kiszé
depolarizaciok relativ teriilete és a sulyosan iszkémids agyteriilet kézotti kapcesolatot
Pearson-féle linearis korrelacios teszttel kerestiik.

Az elfogadott szignifikancia szint p<0,05 volt és a szignifikancia szinteket a

kovetkezoképpen jeloltiik minden analizis esetén: *p < 0.05 és **p < 0.01.
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Eredmények

Uj analizis
Fontos, 0nalldé 1) eredménynek tekinthetd, hogy sikeriilt olyan algoritmust
kidolgoznom, amely a koponyaablak minden pontjdban képes a tobbi ponttdl fiiggetlen

analizisre, azaz gyakorlatilag 1étrejohetett a mérési adatok uj, az eddigiekhez képest

nagysagrendekkel tobb pontban torténd szimultan analizise.

Vérataramlas valtozasok tMCAQO alatt

CBF Fiatal Kozépidés 1dés
(az alap %o-|  kezdeti végsd kezdeti végsd kezdeti  végsd
a) (teriilet%) (teriilet%) |(teriilet%) (teriilet%) | (teriilet%) (teriilet%)

0-10 0.5+1.1 0.006+0.01*| 1.0+£2.3  0.04+0.08* | 0.63+1.3 16.1+23.9
10-20 8.7+13.2  0.64+1.0* |12.6+18.4 1.5£3.1* | 13.8421.6 33.6+26.0
20-30 | 185143  99+14.1 |13.5¢15.0 7.8£7.9 13.3£15.2 16.9£19.0
30-40 25.6£8.6  20.2+11.7 | 12.749.6  14.7£9.2 |11.05£10.9 7.7+8.4
40-50 20.0£8.6  21.4+8.7 | 14484  17.3+6.9 | 13.9£10.8 6.6+8.3
50-60 12.7£7.5 16.5+6.6 | 15.549.6  18.1£6.3 | 15.3£10.7 5.7£7.3

60- 16.0£12.5% 33.5+24.6*%*|30.3+24.4 40.6+18.6** | 32.0+32.3 13.3+25.1

1. Tablazat: Verataramlasi értékek korcsoportonként a tMCAQO kezdetén és vegen, az
alapvonal szazalékaban kifejezve

30-40%

20-30%

Rl it
6. Abra: Reprezentativ hamis szines vérdtaramldsi térképek minden korcsoportbél a
tMCAO kezdetén és vegén
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Fiatal patkanyok esetén a kozvetleniil a tMCAO kivaltasa utdni vérataramlasi
értékek a perfuizids tartomanyok kozott egyenléen oszlottak meg, kivéve a 10% alatti
értekeket, amely alig volt megfigyelhetd. Meglepd, de a jol perfundalt (>60% perfizid)
teriiletek aranya szignifikdnsan nagyobb az okkluzidé kezdetén kozépidds és 1dds
patkanyok (30.3+£24.4% és 32.0+32.3%) esetén, mint fiatalokban (16.0+12.5%), illetve
korcsoporton beliil is magasabbnak talaltuk a tobbi perfiizios tartomanyhoz képest.

Meéréseink alapjan elmondhato, hogy a perfizidés mintdzat az iszkémias periddus
végére Ujrarendez0dott. Amig a fiatal és kdzépidds csoportban a jol perfundalt teriilet
aranya emelkedett (33.5£24.6% ¢és 40.6£18.6%9, addig idés patkanyokon ez a
tartomany jelentésen csokkent (13.3+£25.1%). Ezzel parhuzamosan a rosszul perfundalt
(10-20%) teriilet fiatalokban (8.7+13.2%-r61 0.64+1.0%-ra) ¢és kozépiddsekben
(12.6£18.4%-r01 1.5+£3.1%-ra) besziikiilt, mig iddsekben kiterjedt (13.84+21.6%-r6l
33.6+26.0%-ra). Az iszkémia altal leginkabb sujtott teriilet nagysaga (<10%)
fiatalokban és kozépidosekben gyakorlatilag eltiint (0.006+£0.01% és 0.04+0.08%),
1désekben pedig jelentdsen kiterjedt (16.1+ 23.9%).

A tranziens és megnyult SD-k gyakorisaga és térbeli Kkiterjedése

Osszeszamoltuk, hogy a mérések sordan hany SD-t regisztraltunk a kiilonbdzd
korcsoportokban allatonként. Azt talaltuk, hogy fiatal (ql1= 4, median=4, q3=4.75) és
kozépidds (q1=3, median=3.5, q3=4) patkanyokban szignifikansan t6bb SD figyelhetd
meg, mint idésekben (ql=1, medidn=2, q3=2.75) a 30 perc okkluzios periddus alatt.
Osszesen 62 SD-t sikeriilt rogzitiink méréseink soran, melyek koziil 55 SD az okkluzi6

alatt fejlodott ki, s csupan 7 SD esett a reperfuzio idejére.
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Fiatal K'Ozéi:idés Idlt')s

7. Abra: Az SD-k  dtlagos  szama
korcsoportonként

Meghataroztuk azon teriiletek ardnyat, ahol tranziens vagy megnyult
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depolarizacié megfigyelheté volt az iszkémia soran. Azt talaltuk, hogy ebbdl a
szempontbol a korcsoportok kozott nem figyelhetd meg jelentds kiilonbség (fiatal:
98+2%; kozépidds: 87+15%; 1dds: 87+15%), azaz nagyjabdl ugyanakkora teriilet vett
részt a depolarizaciok terjedésében mindegyik esetben. Viszont, ha kiilonbséget tesziink
tranziens €s megnyult depolarizaciok kozott, akkor azt taldljuk, hogy joval nagyobb
tertilet depolarizalodik tranziensen fiatalok (91+£5%) és kozépiddsek (82+8%) esetén,
mint idésekben (34+15%). Ezzel parhuzamosan pedig megnyualt depolarizécio
szignifikansan nagyobb teriileten fejlédik ki idésekben (62+15%), mint fiatalokban
(14+£7%) vagy kozépiddsekben (17+12%).

[ Fiatal .
= 100 1 [ Kozépidés . 100 7 = Fiatal
=) T . 1d6s 2 0 Kozépidés
= 2 . 1d6s .
=2 s £ 807
= = 60 -
ek
40 1

%
2520 5% 20 1 |
E B
= =

8. Abra: A tranziensen vagy megnyiiltan depolarizalédott teriiletek a teljes teriilet
szdzalékaban kifejezve

Fiatal Kozépidos Ido6s

20 [ Tranziens SD .- 20 [ Tranziens SD . °° [ Tranziens SD
cu I Megnvule SD = Il Megnvult SD = I Megnnlt SD
= 215 g 13

= = =

Do B B

= = =i

& 03 & o3 =

0.0

9. Abra: Feliil: Reprezentativ hisztogramok korcsoportonként egy patkdanybdl, melyek a
30 masodpercenként dsszegzett tranziens és megnyult depolarizdaciok szamat mutatjak.
Alul: Ugyanezen patkanyokban megfigyelt megnyultan depolarizalodo agyteriileteit
(pixeleit) jeloltiik zélddel.
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Kapcsolat az SD tipusa és a hemodinamikai valasz kozott

Az egy-pont analizisek soran elemzett teriileten (minden patkany esetén
megkozelitdleg ugyanazon agykérgi részlet felett) kozel ugyanannyi depolarizacids
eseményt lattunk, mint a teljes-ablak analizis soran (azaz a legtobb esemény athaladt a
kivalasztott ponton is). Az egy-pont analizis sordn észlelt tranziens SD-k (n=49)
legnagyobb része hiperémidval kapcsoltan jelentkezett (n=36) vagy vérataramlas
valtozas nélkiil (n=12), s csupan egyetlen esetben figyeltiink meg inverz csatoléast (n=1).
A megnyult depolarizaciok minden esetben hipoperfizioval jartak. Korcsoportok
kozotti kiillonbség is mutatkozott, a fiatal és kozépidds patkanyok esetén a megfigyelt
események legnagyobb része nem jart az dramlés redukciojaval (fiatal: 28-bol 26
esemény; kozépidds: 18-bol 16), mig idésekben a megfigyelt 13 eseménybdl 7 volt

inverzen csatolt.

Fiatal

Megnyult SD (n=2)

CBF-csdkkenés

-22.2415.7% (n=2)

Tranziens SD (n=26)

nincs CBF-valtozas

n=5

CBF-novekedés

34.5+13.8 % (n=21)

Kozépidos

Megnyult SD (n=1)

CBF-csdkkenés

-30.0% (n=1)

Tranziens SD (n=17)

CBF-csokkenés

-17.2% (n=1)

nincs CBF-valtozas

n=4

CBF-novekedés

41.2+17.1 % (n=12)

Idos

Megnyult SD (n=7)

CBF-csdkkenés

-32.7+11.1% (n=7)

Tranziens SD (n=6)

2. Tablazat: A megfigyelt depolarizaciok és a veliik kapcsolt vérataramlasi valtozas az

alapvonalhoz viszonyitva

nincs CBF-valtozas

n=3

CBF-novekedés

27.0+12.0 % (n=3)

Kapcsolat az SD tipusa és a sulyosan iszkémias teriilet nagysaga kozott
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Osszehasonlitva a megnytlt SD-k relativ teriiletét a stlyosan iszkémias teriilet
relativ nagysagaval a tMCAOQO végén, szignifikans pozitiv korrelaciot (P<0.01) talaltunk.
Azon teriileteket tekintettiik sulyosan iszkémiasnak, ahol a vérataramléas az alapvonal
vérataramlasi értékének 20%-a alatt volt az adott iddintervallumban. A tranziens SD-k
relativ teriiletét hasonlitva viszont ugyanezen teriilethez, inverz kapcsolatot talaltunk
(P<0.05). Osszességében elmondhatd, hogy ha a koponyaablak felett tranziens
eseményeket regisztraltunk, akkor a klippelés utani értékhez képest a vérataramlas

novekedett az okkluzi6 végére, mig megnyult depolarizaci6 esetén az iszkémia mélyilt

ugyanekkor.
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10. Abra: A siulyosan iszkémids teriilet nagysdgdnak vdltozdsa a
tranziensen depolarizalodott teriilet nagysaganak fiiggvényében
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11. Abra: A silyosan iszkémids teriilet nagysdgdnak vdltozdsa a
megnyultan depolarizalodott teriilet nagysaganak filiggvényében

27



Megbeszélés

Uj analizis

Korabban a laborunk munkatarsai altal kifejlesztett multimodalis képalkoto eljaras,
noha potencidlisan képes volt a teljes koponyaablak eseményeinek detektalasara
[31,32], ez nagyrészt kihasznalatlan maradt kelld kapacitas hidnyaban.

Rendszeriink meglehetdsen jo tér- €és idébeli felbontassal képes az agykéreg felett
mérésre, amivel bizonyos aspektusaiban megeldzi az dramlasmérés €és potencialmérés
arany standardjainak tekinthetd 1ézer Doppler aramlasmérést és kérgi elektrodaval
torténd potencidlméréseket. Modszeriink igazan nagy elénye az, hogy pontosan
ugyanabban a pontban képesek vagyunk egy idében detektalni a kiillonbozé modalitasok
valtozasait, mindezt igen nagy teriileten, mig a fentebb emlitett méréeszk6zok egy-pont
méréseket képesek végezni, s az aramlasmérés tipikus elrendezés esetén nem is azokban
a pontokban torténik, ahol a potencialmérés.

Viszont a CCD-detektorok altal adott nagy térbeli felbontds csak olyan formaban
képezte a rendszer eldonyét, hogy a mérések elvégzése utdn szabadon valaszthattuk meg
a kiértékelni kivant mérési ponto(ka)t. Az ésszerli hatdrok kozott elemezhetd pontok
szamat viszont behatdrolta a tény, hogy minden pont esetén az iddigényes analizist
manudlisan kellett kivitelezni, azaz az elméletileg rendelkezésre all6 512* mérési pont
koziil csak néhanyat értékeltiik ki valojdban. Igaz, ezen pontok megvalasztasaban igen
nagy szabadsag allt rendelkezésiinkre. Tovabba a két dimenzids képek segitségével a
kaszo kérgi depolarizacids jelenségek terjedési mintdzata is jellemezhetd és
osztalyozhatd tipus, gyakorisag, terjedési sebesség, irdny szerint. Azonban a néhany
Onkényesen valasztott pont kiértékelése miatt a térbeli trendek és vérataramlassal valo
kapcsoltsag leirasdbol nem lehetett altalanos kovetkeztetéseket levonni a koponyablak
vagy az iszkémia teljes teriiletére €s nem lehetett pontos, Osszehasonlité térbeli
elemzéseket végezni csoportok kdzott, bizonyos szempontbdl megmaradva az egy-pont-
analizisek szintjén.

Ezért kiilonds fontossagt a jelen fejlesztés, ami lehetévé teszi, hogy a
mérdrendszerben rejld potencialt kiakndzzuk. Segitségével a koponyaablak teljes
teriiletén minden pixelnek megfeleld teriilet kiilon analizalhatd, az egyes képpontok

kiilonb6zé modalitdsai Osszevethetové valnak egymassal, és a tobbi képponttal
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ugyanugy. Emellett a tér- és idébeli trendek nagyon pontos nyomon kdovetése,
szamszerl leirasa lehetové valik, ami kiilonb6zd csoportok kozotti 6sszehasonlitasra is
lehetoséget biztosit. Ez egyfeldl késobbi kisérletek tervezésénél nyujt nagyobb
szabadsagot, masfeldl a fent részletezett kisérletsorozat nagy pontossagu kiértékelése is

megtorténhetett.
Az oregedés hatasa

Munkacsoportunknak eldszor sikeriilt kimutatni azt, hogy az 6regedd patkanyok
agya iszkémiara (1) kevesebb, de gyakran megnyult kuszo depolarizaciot general
Osszehasonlitva a fiatal és kozépidds allatokkal, (2) a megnyult kiaszo depolarizaciok
szama korreldl az iszkémia progressziojaval. Ezen megfigyelések korfliggése valdszind,
hiszen a kozépidds patkdnyok mind az idds, mind a fiatal patkanyokra jellemzd
karakterisztikat mutattak.

Tudjuk azt, hogy a kor elérehaladtaval az SD-k kivalthatosaga csokken, ugyanolyan
mérték stimulus (kalium csepegtetése az agyfelszinre) idosebb patkanyokban kevesebb
depolarizaciot okoz, mint fiatalokban [21]. Ezt a korral torténd valtozast emberekben is
kimutattdk traumas agysériilések utdn, fiatal paciensekben sokkal gyakrabban fordultak
elé SD-k, mint idés betegekben [34]. A jelenség magyarazata sokrétli, kapcsolatban
allhat azzal, hogy idésekben a gliasejtekhez viszonyitva relativan kevesebb neuron
talalhat6 és az SD-k kivalthatosaga ott a legjobb, ahol a legnagyobb a neuronok aranya
[35,36,37]. Tovabba a korral csokken a fesziiltségérzékeny ioncsatorndk szama és

aktivitasa, illetve az extracellularis tér nagysaga is kiterjed [20,38].
Kiterjedtebb megnytltan depolarizalédé teriiletek idosekben

Iddsekben nagyon gyakran lattuk azt, hogy az agyszdvet mar az okkluzio kezdete
utan nem sokkal depolarizalodik, melyeket teljes-ablak analizisiink megnyutlt
depolarizacioként cimkézett, viszont az egy-pont analizisek azt sugalljak, hogy ezen
események nemcsak hogy elnyujtott repolarizacios kinetikat mutatnak, hanem tébbnyire
termindlisak is (legalabbis abban az értelemben, hogy a reperfizié kezdetéig nem
rendezddik a potencial). Ezzel 6sszhangban egyetlen esetben sem figyeltiink meg ijabb
depolarizacios eseményt az okkluzié ideje alatt elnyujtott depolarizaciot kdvetden.

Fiatalabb patkdnyok esetén csak kis teriileteken észleltiink elnyujtott

depolarizaciokat, ami arra utal, hogy az agyszovet még képes repolarizalddni.
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Iddsekben viszont a kiterjedt megnyultan depolarizdlodd teriiletek utalhatnak a
rendelkezésre allo energia csokkenésére, vagy a repolarizacioért felelds ionpumpak
csokkent funkciojara, ami a neurovaszkularis egység inverz kapcsoltsdga miatt tovabb
rontja a szovet energia- €s oxigénellatasat, egyfajta 6rdogi korbe kényszeritve az

agyszovetet [23].

Az iszkémia talajan kialakulo stroke, amint azt mar a bevezetében is emlitettiik, az
egyik vezetd haldlok, és noha minden életkorban eléfordul, leginkdbb az iddsek
veszélyeztetettek. Ezért elengedhetetleniil fontos, hogy tisztdban legyiink azokkal az
idegrendszerben bekovetkezd valtozasokkal, melyek az életkorhoz kothetdk és az agy
fokozott sériilékenységét eredményezik. Ez hosszutavon segithet benniinket abban,
hogy uj, specifikusabb terapidkat tudjunk kidolgozni, illetve a betegségmodelleken
keresztiil a korral jar6 alapvetd ideg- ¢és keringésélettani valtozdsokat is jobban

megérthetjiik
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Roviditések jegyzéke
aCSF

ATP
CBF
I0S

NO
PID

SD

tMCAO
VS

artificial cerebrospinal fluid, mesterséges
cerebrospinalis folyadék

adenozin-trifoszfat

cerebral blood flow, agyi vérataramlas
intrinsic optical signal, bels6 (sajat)
optikai jel

nitrogén-monoxid

peri-infarct depolarization, periinfarktus
depolarizécio

spreading depolarization, kaszé (kérgi)
depolarizacios jelenség

transient arteria cerebri media okkluzid

voltage-sensitive, fesziiltségfiiggd
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