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1. BEVEZETES

1.1. Az agykérgi kuszo depolarizacio jelensége

A kuszo depolarizacid jelenségét eloszor Aristides Leao irta le (Leao, 1944). A szerzd a
kisérletesen kivaltott epilepszia terjedését kivanta vizsgalni, amikor az elektro-
kortikogrammon (EcoG) az agyi elektromos aktivitds dtmeneti megsziinését észlelte. Késdbb
az ECoG valtozasokkal szinkron, negativ potencidlvaltozast (-5 to -15 mV) vezetett el az
agyfelszinrdl, amelyet agykérgi kuszd depolarizacionak (cortical spreading depression, CSD)
nevezett el. Eloszor Collewijn és Van Harreveld mérte meg az idegsejten beliili potencial
valtozasokat CSD soran, és azt tapasztaltdk, hogy a membran potencial sosem éri el a nulla
érteket (Collewijn and Harreveld, 1966). Az idegsejtek eme kozel teljes depolarizacidjat
(Somjen and Aitken, 1984, Czeh et al., 1993) a membran ellenallas csokkenése (Czeh et al.,
1993), az agyi elektromos aktivitds atmeneti megsziinése (Leao, 1944) (Czeh et al., 1993), az
idegsejtek megduzzadasa (Takano et al., 2007) valamint citotoxikus 6déma (Kraig and
Nicholson 1978; Takano et al 2007) kiséri. Sem idegsejtek tiizelése, sem szinaptikus jelatvitel
nem feltétele a CSD-k keletkezésének (Kow and van Harreveld, 1972, Mori et al., 1976,
Muller and Somjen, 2000). Ugyanakkor, mind az extracellularis kalium mind a glutamat részt

vesz a CSD-k kialakulasaban és terjedésében.
1.2 A kuszoé depolarizaciok szerepe az agyi karosodasban

A CSD Janus arcu jelenség. Egyrészt neuroprotektiv hatassal bir a plaszticitds és a
regeneracio eldsegitésére (Matsushima et al., 1996, Yanamoto et al., 2005) révén, masrészt —
allat ¢és humdan kisérletek alapjan — bizonyitottan szerepet jatszik olyan korképek
koponyasériilés (Lauritzen et al., 2011). A fokozott kalcium bedramlas (25 uM-ig) az egyik
lehetséges mechanizmus, amellyel a CSD idegsejt karosodast képes kivaltani (Dietz et al
2008). Ezzel egyidejlileg az ionhaztartas felboruldsa a glutamat transzporter forditott iranyu
mukodéséhez vezet, amely ennek kovetkeztében ndveli a glutamat kidramlasat a sejtekbol
(Rossi et al 2000). Ugyanakkor, az N-methyl-D-aspartate (NMDA) antagonistdk gatolni
képesek a CSD hullamokat és az infarktus ndvekedését (Iijima et al., 1992, Hossmann, 1994,
Hertle et al., 2012). A normadl szovet akéar tobb CSD-t is képes toleralni (Nedergaard and



Hansen, 1988), de az agyszdvetet érd, CSD-vel jaréo metabolikus stressz jelentdsen fokozodik
pl., ha a vérataramlas jelentésen lecsokken (Hossmann, 1994). Kisérletes iszkémiaban a CSD-
k (az els6 depolarizacié kivételével) a penumbra és a mag (core) hatarar6l indulnak ki és
gyakran az iszkémids mag koriil keringenek (Nakamura et al., 2010). Keletkezésiik
topografiaja szerint ezeket a depolarizacidkat peri-infarktusos depolarizacioként (PID) emlitik
(Hossmann, 1996). A depolarizacids hullamok szdma ill. idétartama Osszefiiggést mutat az

infarktus kiterjedésével (Mies et al., 1993, Dijkhuizen et al., 1999).

1.3 Az agykérgi kuszo depolarizaciokat kiséré hemodinamikai valasz

crer

egyik korai kisérletében (Leao et al., 1944). A CSD-hez kapcsolt aramlds ndvekedés
meghaladja a 100%-ot (Lauritzen, 1994), valamint a hemodinamikai valasz tobb hasonlosagot
mutat a neurovaszkularis egység mikodésével. A {6 dilatator anyagok a calcitonin gén-rokon
peptid (Colonna et al., 1994, Reuter et al., 1998, Bari and Paprika, 2000), a perivaszkularis
idegekbdl szarmaz6 acetilkolin, (Reuter et al., 1998) valamint a nitrogén monoxid (Colonna et
al., 1997). Ezen tilmenden a prosztaglandinok csokkentik az érdsszehuzodas mértékét a
parenchimalis és pidlis erekben (Shibata et al., 1992). A patoldgias kornyezet viszont
megvaltoztathatja a CSD-re adott hemodinamikai valaszt (Bari et al., 1998, Sukhotinsky et al.,
2008, Sonn and Mayevsky, 2012). Példaul a subarachnoidalis vérzés egy patkanymodelljében
a CSD-hez kapcsolt, kifejezett, artérias érdsszehuzodast és hipoperfuziot irtak le (Dreier et al.,
1998). Iijima és munkatarsai (1992) viszont 1ézer Doppleres aramlasmérést (laser Doppler
flowmetry, LDF) alkalmazva azt talaltdk, hogy a PID-hez ko&tott peri-infarct aramlasi
tranziensek (PIT) hiperémiat mutatnak fokalis agyi iszkémiaban (lijima et al., 1992).
Hasonloképp, sajat korabbi munkaink soran azt tapasztaltuk, hogy agyi iszkémidban az LD-
rel gylijtott aramlasi tranziensek 70-90%-a hiperémids és nem mutatnak térbeli heterogenitast.
Ugyanakkor, iszkémia sordn lézer folt interferencia analizisen alapuld képalkotassal (laser
speckle contrast analysis, LASCA) detektalt PIT-ek polimorfnak bizonyultak az egér agyban
(Shin et al., 2006).

1.4 Az agykérgi kilszo depolarizacio, mint lehetséges biomarker a kisérletes és klinikai

Kkutatasban

Kitarto, tobb évtizedes kutatdsok ellenére a rekombindns szoveti plazminogén aktivatorral
végzett thrombolizis az egyetlen elfogadott terapia az ischémias stroke kezelésében az

Amerikai Egyesiilt Allamokban és Eurépaban. A kisérletes és klinikai kutatasok kozotti
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transzlacidos blokkok athidalasara ez egyik lehetéség a biomarkerek alkalmazédsa. A
biomarkerek tobbféle mddon is alkalmazhatok: példaul a diagnozis feléllitasakor, a prognozis
megitélésére, a megfeleld beteganyag kivalasztasara, valamint felvilagositast adhat a betegség
szerepet jatszanak az iszkémias agyi karosodas progresszidjaban (Hossmann, 1996,
Dijkhuizen et al., 1999, Shin et al., 2006, Nakamura et al., 2010), és igy biomarkerként
szolgalhatnak minden CSD-hez kapcsolhatd  korképekben. A CSD-k  klinikai,
elektrofiziologiai észlelése mar most is zajlik invaziv moédon olyan betegeknél, akiknek az
allapota megkoveteli a koponya megnyitasat (pl. subarachnoidalis vérzés, malignus cerebri
media infarktus, és stlyos koponyasériilés) (Hartings et al., 2011) (Drenckhahn et al., 2012).
Ugyanakkor, a CSD-k non-invaziv (koponyan keresztiili) kovetése lehetdvé tenné a
klinikusok szdmdara nagyobb méretli betegpopulacio (pl. 6sszes iszkémias stroke vagy enyhe
fejsériilés) vizsgalatat, raadasul késedelem nélkiil, kozvetleniil a kivaltd esemény utan. A
CSD-k koponyan keresztiili detektalasanak nehézségei miatt fordul egyre inkabb a figyelem
az alternativ biomarkerek, mint pl. a PIT-ek irdnyaba, amelyek tulajdonképpen a CSD-k
hemodinamikai kisérd jelenségei. Az betegagy melletti, non-invaziv aramlasmérésr a kozeli
infravords (near infrared spectroscopy) ¢€és a diffuz korrelacios (diffuse correlation)
spektroszkopia mar jelenleg is rendelkezésre all (Obrig and Villringer, 2003, Durduran et al.,

2010).
1.5 Célkitiizések

Allatkisérletes modellekben teszteltik, hogy a PIT-ek alkalmazhatok-e biomarkerként a
stroke transzlacios kutatasban. Két hasonld lézeroptikai mddszert, a LDF-t és a LASCA-t
alkalmaztunk a hemodinamikai valtozdsok mérésére fokalis agyi ischémiaban. A LDF a
Doppler-effektuson alapuld aramlasméré modszer, amelynek lényege, hogy a lézernyalab
frekvencia eltolodasabol méri a részecskék sebességét. Segitségével a véraramlads valtozéasa
mérhetd egy tetszOleges ponton. Ezzel szemben, a LASCA egy nagy felbontasu, kétdimenzids
aramlasméré modszer. Alapelve azon a megfigyelésen alapul, hogy a szort 1ézer fény egy
random interferencia mintat produkal, amelynek fluktuaciojabol az alatta 1évé médiumban
mozgod részecskék sebességére lehet kovetkeztetni. (Briers, 2001). A PIT-ek kovetkezd

paramétereit mértiik: frekvencia, amplitado és morfologia. A hipotéziseink a kdvetkezok:

I. Feltételeztiik, hogy a PIT-ek es a CSD-k (,,golden standard”) kozott nagyfoka kapcsoltsag

all fenn. Mivel az irodalomban az erre vonatkozd adatok hidnyoztak, filament okkluzios



modellben allapitottuk meg a kapcsoltsag fokat a DC potencialvaltozdsok és az aramlési

tranziensek kozott.

I1. Feltételeztiik, hogy a PIT-ek paraméterei (frekvencia, amplitido) 6nmagukban vagy egyéb
aramldsi paraméterrel (a véraramlds mértéke iszkémia sordn, a reperfizid mértéke)
kombinalva képesek eldjelezni az infarktus méretét, kiterjedését. Ezért, korabbi filament

okkluzios (n=55) kisérletek ,,post hoc” analizisét végeztiik el.

III. Feltételeztiik, hogy a PIT-ek amplituddja €s morfoldgidja térbeli heterogenitast mutat, és
ezaltal alkalmasak az iszkémias mag, a penumbra ¢és a peri-iszkémids régiok elkiilonitésében.
Az aramlasi tranziensek amplitiddinak nagysdgat, ill. a morfologidjuk térbeli eloszlasat

crcr

modelljében vizsgaltuk.

2. MODSZEREK

2.1 Hipotézis I

Him, felnétt Sprague-Dawley patkdnyokat (290-340g) (n=32) altattunk 1.2 % izoflurén,
valamint 70% NO ¢és 30% O, gazkeverékében. A fiziologiai paramétereket (vérnyomas,
testhdmérséklet, vérgazok) a kisérlet soran végig ellendriztiik. Hanyatt fekvé helyzetben
végeztiik az allatokon a filament okkluziét (Luckl et al., 2009). Réviden, a jobb oldali arteria
carotis communis-t (CCA) izolaltuk a kornyezd kotdszovettdl, majd selyem fonallal
elkotottiik. A 0.39 mm atmérdjii, szilikonnal boritott nejlon fonalat (Doccol Corporation,
Redlands, CA, USA) vezettiink be a CCA-n keresztiil az arteria carotis interna-ba. Ezutan a
fonalat addig toltuk elére az MCA szijadék iranyaba, amig az LDF egy markans
aramlascsokkenést jelzett. Kilencven perc utdn reperfuziot idéztiink el a fonal
visszahtzasaval, majd tovabbi tiz percen at monitoroztuk a véraramlast. Egy laser Doppler
(LD) optod-ot (optodhegy atméré 1mm, optikai szaltdvolsag 0.25 mm) (PeriFlux 4001;
Perimed, Stockholm, Svédorszag) ragasztottunk kb. 1 mm atmérdji, korkorosen elvékonyitott
koponyacsont fol¢ (a kozépvonaltdl 4-5 mm laterdlisan, a Bregma-tol 1-2 mm posterior
iranyban). ECoG-t and DC potencialt regisztraltunk epiduralis eziist klorid elektrodokkal
(kozépvonaltol 4-5 mm lateralisan, a Bregma-to6l 4-5 mm posterior irdnyban) a jobb félteke
MCA ellatési teriilete felett. Az elektrodakat differencial erdsitéhoz kapcsoltuk (Jens Meyer,
Miinchen, Németorszag) ill. analog-digitalis atalakitast végeztiink (Power 1401, Cambridge
Electronic Design Limited, Cambridge, Anglia). @A DC potencialvaltozasokat 200x%

erositéssel, az EEG aktivitast 5000x erdsitésel gytijtottiik.
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A depolarizacidkat, mint nagy (-5 to -15 mV), terjedd, negativ DC potencialvaltozas
azonositottuk. A kapcsoltsag mértékét a PIT és a DC potencialvaltozdsok aranyaként

hataroztuk meg.
2.2 Hipotézis 11

Him, felnétt Sprague-Dawley patkanyok (n=55), 90 perces filament okkluzido-t kovetden 72
orat ¢eltek tal. Az allatok egy csoportja (n=32) 1.2% izofluran, mig a masik csoportja (n=23)

1.2% halotan anesztéziaban részesilt.

Az 4ltalanos sebészeti beavatkozasokat és a filament okkliziot hasonléan végeztiik, ahogy azt

kordbban a 2.1 fejezetben részleteztiik.

Az ischémia (90 perc) és a reperfuzid sordn (10 perc) mért atlagos véraramlast a
kiindulasi érték szazalékaban fejeztiik ki. A PIT-ek felismerésének elveit mar korabban
kidolgoztuk: (Luckl et al 2008; Luckl et al 2009): (a) az aramlasi tranziensek amplitudoja
nagyobb, mint 5 %, az okkluzio elotti kiindulasi értékhez viszonyitva; (b) a PIT-ek iddtartama

hosszabb, mint 60 perc; (c) stabil vérnyomas a tranziensek terjedése soran.

72 ora tulélés utan az infarktus nagysagat 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) festéssel allapitottuk meg (Liickl 2008). Roviden, az agyakat eldszor jeges, fizioldgias
so0 oldatban hiitéttiilk, majd a korondlis sikban, egy matrix segitségével 2 mm-es szeleteket
vagtunk. Az agyszeleteket 2 %-os TTC-t tartalmaz6 foszfat-pufferelt fiziologias s6 oldatban
inkubaltuk 10 percig. A megfestett agyszeleteket digitalizaltuk, majd egy képelemzd szoftver
segitségével analizaltuk. (AIS 6.0; Imaging Research Inc., St. Catharines, ON, Kanada).

2.3. Hipotézis I1l/a

Az altalanos sebészeti beavatkozast (n=10) és a filament okkluziot hasonldan végeztiik, ahogy
azt a 2.1 fejezetben részleteztiik. Az okkluziot hason fekvd helyzetben, egy sztereotaxias
keretben végeztiikk. A koponyacsontot egy 5x5 mm-es nagysagu teriileten (a négyzet alapu
teriilet kozéppontja a Bregma-t6l 5 mm posterior és 4 mm laterdlis iranyban talalhato)
vékonyitottuk el fogaszati furd segitségével. A LD optddot a Bregma-t6l 5 mm-re laterdlisan

ragasztottuk fel.

Az elvékonyitott koponyacsontot 1ézer diodaval vilagitottuk meg egyenletesen (Hitachi,
HL 785 1G, 785nm, 50mW, Thorlabs, Newton, NJ, USA). Egy szazalékos hidroxi-cellul6z

géllel, tetején egy vékony, szovettani feddlemezzel boritottuk a csontfeliiletet, csokkentve az
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altala indukalt fényvisszaverddést. A képalkotashoz 12-Bites, TEC hiitott CCD kamerat
(Uniq, Uniq Vision INC, USA) és képanalizalé szoftvert (StreamPix, NorPix, Montreal,
Quebec, Kanada) hasznaltunk. A kamera mésodpercenként tiz felvételt készitett az okkluzio
teljes ideje alatt. Egy 7 x 7 ,,mozg6 ablakot” hasznaltunk a speckle kontraszt képek ill. az
aramlasi térképek kiszamoldsara (Briers, 2001) (Dunn et al., 2001, Durduran et al., 2004). Tiz
aramlasi képet atlagoltunk tovabb javitva a jel-zaj viszonyt. A relativ véraramlasi térképeket
normalizaltuk és korrigaltuk a bioldgiai zérd (szivmegallast kovetden mért dramlési értékek
atlaga) értékével. (Strong et al., 2006, Zhou et al., 2008). Kilenc, relevans vizsgalati tertiletet
(region of interest, ROI) (1. abra) helyeztiink el az aramlasi képeken egyenletesen, ligyelve

arra, hogy lathat6 nagy erek ne keriiljenek aldjuk.

A PIT-eket a terjedésiik alapjan azonositottuk: egy aramlas tranziens legalabb két ROI
szazalékos aranyat minden egyes ROI felett. A csucstol-csucsig mért amplitido nagysagat az
okkluzio6 eldtt mért véraramlas szédzalékaban hatidroztuk meg. Az amplitudok hipoperfuzios €s

hiperémias komponenseit kiilon mértiik.

1. abra. Vazlatos elhelyezkedése a kilenc relevans tartomanynak (ROI 1-9), valamint a lézer Doppler optod

poziciénak a filament okkluzio (A) és a fotokémiai uton indukalt artéria cerebri média okkluzié (B) modelljében.

2.4. Hipotézis I11/b

Him, felnétt Sprague-Dawley patkdnyokat (290-340g) (n=32) altattunk 1.2 % izoflurén,
valamint 70% N,O es 30% O, gazkeverékében. A jobb oldali CCA-t izolaltuk a kornyezd
kotészovettdl, és egy hurkot helyeztiink az ér koré. Az allatot sztereotaxias keretbe helyeztiik,
majd a koponyacsontot egy 6x6 mm-es teriileten (a négyzet alapu teriilet kozéppontja a
Bregma-t6l 3 mm posterior és 4 mm lateralis iranyban taldlhatd) vékonyitottuk el fogaszati

furd segitségével. A musculus temporalist elkiilonitettiik, majd faro segitségével operacios



mikroszkop (Carl Zeiss, Inc.) alatt egy kb. 4 mm nagysagu furatot készitettiink 1 mm-rel az
arcus zygomaticus €s pars squamosa kapcsolddasa eldtt, feltarva az MCA disztalis szakaszat.
Az okkluziét Erythrosin B (MP Biomedicals, Solon, OH, USA) 40 mg/kg ddzisu intravénds
adasaval indukaltuk. Kozvetleniil a festék befecskendezése utan egy 1ézernyaldbot (532 nm,
4mW, LaserGlow Technologies, model LRS-0532-KFM-00030-03) irdnyitottunk 5 percen
keresztiil az MCA-ra. A thrombus az artéria Y eldgazasatol proximalisan keletkezett az

irradiacio helyének megfelelden.

Béar nemcsak a véraramlast monitoroztuk LASCA-val, hanem a szdveti hemoglobin
/oxigénszaturacid valtozasait is nyomon kovettiik fényvisszaverddésen alapuld (intrinsic
optical signal, 10S) optikai képalkotassal (Luckl et al., 2010), a jelen analizisben csak az
aramlasi adatokat dolgoztuk fel. A kisérletekben ugyanazokat a miiszereket (kamera, lencse,

software-t stb) hasznaltuk, mint az el6z6 kisérletsorozat soran (2.3).

Az iszkémia monitorozasa 120 percen at tortént. Két masodpercenként harom darab
IOS ¢és tizenot darab LASCA felvétel késziilt. A nagy térbeli felbontasti dramlasi térképeket
kilenc szektorra osztottuk, amelyekben kilenc relevans vizsgélati teriiletet (ROI, 0.3 mm) (1.
abra) jeloltink ki, iigyelve arra, hogy lathat6 nagy erek ne keriiljenek alajuk. Az &ramlasi
tranziensek paramétereit hasonloan mértiik és elemeztiik, mint ahogy azt mar korabban a 2.3

fejezetben részleteztiik.

24 ora talélés utan az infarktus nagysagat 1.5 mm vastagsagu agyszeleteken, 2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride (TTC) festéssel allapitottuk meg.
2.5 Statisztikai elemzések

A fiziologia paraméterek valtozasait (kiindulasi ill. ischémia sordn mért érték) paros t-

probaval vizsgaltuk minden egyes kisérletsorozatban.

A filament okkluzios allatokban az egyes anesztézia csoportok kozott esetlegesen
fennallo kiilonbségeket az aramlasi paraméterekben és a szovettani kimenetelben kétmintas t-
probaval vizsgaltuk. Szorodési gorbe alapjan csoportositottuk az allatokat annak megfelelden,
hogy az adott allatban jelentés vagy csekély nagysdgu kortikalis infarktus fejlodott ki.
Binomialis logisztikus regressziot végeztiink az egyes biomarkerek analiziséhez R Software
felhasznalasaval. Az 0nall6 biomarkerek esetében, ez egy diszkrimindcidos pont
meghatarozasat jelzi, amely elkiiloniti az allatokat a jelentds (infarktus> 80mm?) ill. csekély

kortikalis infarktus megléte alapjan. A helyesen megbecsiilt allatok (correctly predicted
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animals, CPA) szadmat, amely segit a kiilonb6z6é biomarkerek rangsoroldsaban, a
diszkriminacids pont alapjan szamoltuk ki. A modell alkalmazdsaval meghatarozhatok azok a
,hatarok”, amelyen tal az allatok 95%-os bizonyossaggal sorolhatok az egyik vagy a masik
csoportba. Az elobb részletezett analizis alkalmas biomarkerek kettds kombinacidjanak
elemzésére is, azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben egy diszkrimindcids vonalat
hatarozunk meg. Annak eldontésére, hogy egy tovabbi paraméter kombindlasa elényt jelent-e

(kettds kombinacid versus harmas kombindcio), a valoszinliségi arany tesztet végeztiik el.

Ezen felil, az 0Osszegyljtott adatokat egy matrixba helyeztiik el, hogy tovabbi
Osszefliggéseket talaljunk a szovettani kimenetel és a kiilonb6z6 aramlasi paraméterek kozott.
Ebbdl a célbdl Spearman korrelacios analizist végeztiink kiilon mind a halotan, mind az
izofluran és a kombinalt (izofluran+halotdn) csoporton. A regresszids analizist nem

korrigaltuk tobbszoros teszttel.

Kétutas variancia analizist (ANOVA) végeztink minden egyes LASCA
kisérletsorozatban (hipotézis Ill/a és I1I/b), hogy teszteljiik, a PIT-ek morfologidja ill. hogy a
véraramlas ischémia sordn mutat-e regionalis heterogenitast. Szintén mindegyik LASCA
kisérletsorozatban vizsgaltuk a kétmintas t-proba segitségével, hogy az amplitidok nagysaga
(cstcestol-csucsig, hiperémia ill. hipoperfuziv komponens) mutat-e kiilonbséget a penumbra ¢és
a peri-ischemids teriiletek kozott. Statisztikailag szignifikdnsnak a 0.05-nél kisebb p-értékeket

fogadtuk el.
3. EREDMENYEK

Az élettani paraméterek a normal tartoméanyban voltak minden egyes allatban, mind a sebészi

elokészités mind az ischémids allapot alatt.
3.1. Hipotézis I.

46 CSD-t, és hozza kapcsoltan 41 PIT-et regisztraltunk (a kapcsoltsag aranya 89%) filament
okklazio soran (n=12) (2. abra). A kapcsoltsag aranya csak 76% volt azon allatokban, ahol az
iszkémia sordn mért aramlas kisebb volt, mint a kiindulési értek 20%-a. Még tovabbi hlisz
allattal kibdvitve az eredeti kisérletsorozatot (n=32), arra a felismerésre jutottunk, hogy a

CSD-PIT kapcsoltsag foka 93%.
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2. abra Epiduralis DC, ECoG és véraramlas (cerebral blood flow, CBF) mérés filament okkluzi6é soran. A két
eziist-klorid elektroda (négyzettel jelolve) (frontalis (fr) and posterior (occ)) 2 ill. 3 mm-rel a lézer Doppler optdd
(korrel jelolve) mogott let elhelyezve.

3.2. Hipotézis 11

A szovettani vizsgalat az agyi infarktusok bimodalis eloszlasat mutatta. Harminckilenc
allatban (71%) alakult ki karosodas mind a basalis ggl.-ok teriiletén, mind az agykéregben
(atlagosan 130-140 mm>, de sosem kevesebb, mint 89 mm?). A tobbi 4llatban (n=16) a basalis
ggl. mindig érintve volt, de a kéregben egyaltalan nem, vagy csak csekély mértékii infarktus

alakult ki.

A regresszios analizis (1. tablazat) azt mutatta, hogy ha egyenként vizsgaljuk a
biomarkereket, akkor a PIT-ek szdma a legpontosabb marker minden egyes anesztézia
csoportban. Példaul a kombindlt anesztézia csoportban (n=55) negyvenot allat esetében
lehetett a kimenetelt megjosolni a diszkriminaciés pont (3.8) segitségével. Fontos
megjegyezni, hogy ha a diszkriminaciés pontot képletesen az értéktartomanyon kiviil
helyeznénk el, a ,legrosszabb eset”-ben akkor is lenne 39 megfeleléen megjosolt allatunk.

Mivel a helyesen megjosolt allatok szama a legtobb biomarker (amplitudo, ischémia soran
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mért véraramlas, reperfizid stb) esetében kozel van a ,legrosszabb eset“-hez, ezért ezek a

markerek valojaban nem alkalmasak a szovettani kimenetel megbecslésére.

1. tablazat Az egyes biomarkerek logisztikai regresszios analizise
kiilonb6z6 anesztézia csoportokban.

Anesztézia Aramlasi Erték Diszkriminaciés Alsé Felsé CPA
paraméterek  tartomany pont hatar hatar
CBF % 9-74 62 12 112 26
PIT-ek szama 1-12 2.8 -1.2 6.8 27
ISO
(M=32)  Reperfiizio %  65-302 75 6 144 26
Amplitadé % 4-39 41 -15 98 25
CBF % 17-76 56 -36 149 14
PIT-ek szama 2-10 5.1 2.6 7.6 20
HALO
(n=23)  Reperfizio %  67-196 103 21 186 17
Amplitadé % 5-37 20 -9 49 15
CBF % 9-76 59 0 118 41
PIT-ek szama 1-12 3.8 0.2 7.4 45
ISO+HALO
(n=55)  Reperfazi6 %  65-302 85 1 171 41
Amplitadé % 4-39 31 -18 80 36

Az ischémia soran mért véraramlas (cerebral blood flow, CBF), az amplitado, és a reperfuzio a kiindulasi
(okkluzio elotti) értek szazalékaban van meghatarozva. CPA= correctly predicted animals (helyesen megjosolt

allatok szama).

A biomarker-kombinaciok elemzése soran azt talaltuk, hogy az ischémia soran meért
véraramlas ¢és a PIT-ek szama egyiittesen a legjobb prediktor a szdvettani kimenetelt illetéen
mindegyik anesztézia csoportban (CPAjs0:31/32, CPApaL0:20/23, CPAso+naro: 50/55) (3.
abra). A valoszinliségi arany teszt alapjan, egy esetleges harmadik biomarker hozzaadéasa a
legjobb kettés kombindciohoz mar nem noveli annak prediktiv értékét (legjobb kettds
kombinacio + amplitadd; D=2.158, p=0.14) (legjobb kettés kombinacio+ reperfuzio;
D=0.00062, p=0.98)).
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3. abra A logisztikai regresszids analizis eredménye az Osszes allatban kettds biomarker kombinacidkat
vizsgalva. A kordk jelképezik a jelentdés nagysagl infarktussal, mig a haromszogek a csekély nagysagu
infarktussal rendelkez6 allatokat (A-F). Az egyenes vonalak kiilonitik el a két allatcsoportot a statisztikai
elemzésnek megfeleléen. A szaggatott vonal jelzi a hatdrokat, amelyen tul a statisztikai modell 95%-os eséllyel

becsiil. CPA= correctly predicted animals (helyesen megjosolt allatok szama).

A Spearman analizis soran négy olyan szignifikans 0Osszefiiggést talaltunk, amely
mindegyik anesztézia csoportban kozos volt. A PIT-ek szdma pozitiv korreldciot mutat a
kortikalis infarktus és az 6déma nagysagaval, mig a PIT-ek amplitiddja negativ dsszefliggést
mutat az infarktus nagysagaval. Az ischémia soran mért dramlds pozitivan korrelal az
amplitidok nagysagéaval. Fontos megjegyezni, hogy a Spearman analizist megfeleld

kortiltekintéssel kell értékelni, mivel a szignifikancia szintet nem korrigaltuk.
3.3 Hipotézis I1l/a

Az iszkémia sordn mért atlag véraramlas értékek 36-54% kozott alakultak a kiilonbozé ROI-k
felett. Az atlagos véraramlas a medidlis sorban (ROI 7-9: 47-54%) szignifikdnsan magasabb
(p <0.001) volt, mint a kdzéps6 (ROI 1-3: 38-39%), és lateralis (ROI 4-6: 36-42%) sorokban.
Anterior-posterior iranyu heterogenitast nem észleltiink az dramlési értékekben. A szdvettani
szeleteket Osszehasonlitva az dramlasi térképpel megallapitottuk, hogy a medialis sor (ROI 7-

9) reprezentalja a peri-iszkémias teriileteket, amely 6sszhangban van az itt mérheté magasabb
12



aramlasi értékekkel (arteria cerebri anterior-MCA hatarzona). A PIT-ek atlagos szdma
allatonként 4.6+1.8/90 min. 90 perc alatt 396 4ramldsi esemény volt lathaté a kilenc ROI

felett a tiz allatban.

Ot kiilonbozé morfologiaji PIT-et kiilonboztettink meg (4. abra): I monofizisos,
hiperémias, II.-11I. bifazisos (hiperémia vagy hipoperfuzio dominans); IV.-V. monofazisos,

hipoperfuzios (tranziens vagy elnyujtott).

L tipus A hiperémds PIT-ek képviselik az 0sszes esemény 45.7%-at (181/396). Az 1. tipus
eléfordulasa a medidlis sorban (peri-ischémids teriilet, ROI 7-9) szignifikansan gyakoribb,

mint a lateralisabb sorokban (penumbra) (p <0.01).

II-11I. tipus Az Osszes esemény 33.3%-a (132/396) bifazisos. A III. tipus eléforduldsa
szignifikansan gyakoribb (p <0.01) a penumbra felett.
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4. abra A peri-infarct tranziensek morfologidjanak térbeli heterogenitasa. A panelek a kiilonboz6 relevans
vizsgalati teriiletet (ROI 1-9) és a LD optod feletti relativ aramlasvaltozasokat illusztraljak. Amig a peri-
iszkémias (ROI 7-9) teriileteket foleg a nagy amplitud6ju hiperémias tranziensek jellemzik, addig a hipoperfuziv

jellegti tranziensek (II1, IV, V) elsésorban a penumbra (ROI 1-6) felett jelennek meg..

IV-V. tipus A hipoperfuziv dramlasi tranziensek az 0sszes esemény 14.9%-at (59/396) teszik
ki. A leggyakrabban (16-31%) az MCA antero-lateralis (ROI 1,2,4,5) teriiletén fordul el6. Az

V. tipusban a hipoperfizié6 permanens, mig a IV. tipusban rendszerint 2-3 percen beliil az
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aramlas visszatér a normal szintre. A IV/V. tipus eléforduldsa szignifikansan gyakoribb (p

<0.01) a lateralis (penumbra) sorban, mint a medialisban (ROI 7-9).

A csucstol-csticsig mért (p <0.01) amplitudod, ill. annak hiperémia komponense (p=0.01)

szignifikdnsan magasabb volt a peri-ischémias vs penumbra teriileteken.
3.4 Hipotézis I11/b.

Az iszkémia soran mért atlag véraramlas értékek 34-64% kozott alakultak a kiilonb6zé ROI-k
felett. A PIT-ek elsOsorban a medialis (ROI 7-9) és a kozépsé (ROI 4-6) felett fordultak eld,
mig 6sszesen csak 3-4 dramlasi eseményt €szleltliink a lateralis sor felett, amely feltehetdleg
az iszkémids magot reprezentdlja. Az 4tlagos véraramlas a medidlis sorban (ROI 7-9: 54-64%)
szignifikansan magasabb (p <0.001) volt, mint a k6zépsé (penumbra) (ROI 4-6: 34-45%), és
lateralis (mag) (ROI 1-3: 35-39%) sorokban. A szOvettani szeleteket Osszehasonlitva az
aramlasi térképpel megallapithat6, hogy a medialis sor (ROI 7-9) képviseli a peri-iszkémias

teriletet.

Hasonloan az el6z0 kisérletsorozathoz (3.3), itt is Osszesen 5 kiilonb6z6 aramlasi
tranzienst tudtunk megkiilonbdztetni. Osszesen 201 aramlasi eseményt detektaltunk a
penumbra és a peri-iszkémias teriilet felett (ROI 4-9). A IL. (p <0.001), a IIL. (p <0.01) és a
IV/V tipus mutatott ( p<0.05) regionalis heterogenitast, mig az I. tipus nem I (p=0.06). A III.,
¢s IV./V. tipus a penumbra felett, mig a II. tipus a peri-iszkémias teriiletek felett fordul el
gyakrabban. A csucstol-csucsig mért (p <0.001) amplitado, ill. annak hiperémia komponense

(p <0.001) szignifikdnsan magasabb volt a peri-iszkémids vs penumbra teriileteken.
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4. MEGBESZELES

Munkénk célja az volt, hogy megvizsgaljuk, a PIT-ek paraméterei (szam, amplitado,
morfologia) alkalmazhatdak-e biomarkerként a stroke kutatdsban. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy a PIT-ek és a DC potencialvaltozasok kozotti kapcsoltsag megfelelen
nagyfoku, valamint a PIT-ek szdma az iszkémia soran mért véraramlads mértékével egylitt
kivaloé, korai biomarker az infarktus nagysadganak megitélésében. Tovabba a PIT-ek
amplitidoja és morfologiaja informaciot hordoz az agyszovet hemodinamikai €s funkcionalis

allapotarol.
4.1 A PIT-ek és a DC potencialvaltozasok kozotti kapcsoltsag foka

Ahogy azt kordbban emlitettiik (2.2.), a PIT-ek felismerésének elveit mar kordbban
kidolgoztuk (Luckl et al 2008; Luckl et al 2009). Mint kovetkez6 1épés, tudni szerettiik volna,
a PIT-ek és a ,,golden standard”-nak mindsiil6 CSD-k kozotti kapcsoltsag fokat. Nagyszamu
allatkisérletben azt talaltuk, hogy a kapcsoltsadg igen nagyfokd, mintegy 93%.

4.2 A PIT-ek szamanak prediktiv értéke a hisztolégiai kimenetelt illetéen

Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a CSD-k jelentds szerepet jatszanak a szdveti
karosodas progresszidjaban fokalis agyi iszkémiaban. (Dijkhuizen et al 1999; Hossmann
1996; Nakamura et al 2010; Shin et al 2006). Hasonloképp, a filament okkluzios kisérletek
post-hoc analizisét elvégezve azt talaltuk, hogy a PIT-ek szdma szignifikdnsan (p<0.01)
magasabb azokban az allatokban, amelyekben jelentds nagysagu infarktus alakult ki. A
binomidlis regresszids analizis kimutatta, hogy a kiilonb6zé aramlasi paraméterek kozott, a
PIT-ek szama a legjobb biomarker, azonban ennek ellenére prediktiv értéke nem kielégito.
Ugyanakkor, ha az ischémia soran mért atlag véraramlas mértékével kombinaljuk, akkor egy
nagyon pontos prediktor lesz. Az adataink azt sugalljak, hogy a penumbra egy esetlegesen
jobb kollateralis keringés mellett is rizikonak van kitéve, ha nagyszamu CSD halad &t rajta.
Ellenkezobleg, az agyszovet egy sulyosabb foku iszkémiat is képes tulélni, ha a rajta athalado
CSD-k szama csekély. A CSD mellett a perfuzios deficit jelentdségét a 1€zi6 nagysaga
szempontjabol egy tjabb kozleményben is ismertették (Dreier et al., 2013).

Egy korabbi tanulmanyunk szintén, indirekt médon ad bizonysagot arra, hogy a PIT-ek
alkalmasak a kimenetel megbecslésére. Két kiilonbozdé anesztetikum hatasat hasonlitottuk
Ossze filament okklizié soran. (Luckl et al., 2008). Nagyobb szamu PIT-t, és ennél fogva
nagyobb infarktust észleltiink o-chloralose hasznalata soran, mint az izoflurdan altatott
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allatokban. Hasonl6 konkliziora jutottak mas tanulményokban is (Saito et al., 1997, Takeda

etal., 2011).
4.3 A PIT-ek amplitadojanak és morfologiajanak prediktiv értéke

A PIT-ek morfologiai heterogenitasat két kiilonboz6 ischémia modellben tanulmanyoztuk. Az
MCA disztalis okkluzidja elsdsorban a fronto-parietalis lebenyekben okoz karosodast, mig az
ér proximalis okkluzidja (filament okklizid) sokkal nagyobb teriileteket érint (basalis
ganglion, frontalis, parietdlis és temporalis lebeny). Az MCA disztalis okklizidja soran a
koponyacsontot egy 6x6 mme-es teriileten vékonyitottuk el, amely lehetové tette szamunkra,
hogy mind a magot, a penumbra-t és a peri-iszkémids teriileteket egyarant vizsgalhassuk.
Hasonl6 nagysagu ,koponyaablakot” hasznalva vizsgaltuk a penumbra és a peri-ischémids
régio egy részét filament okklazid sordn. Jobb véraramlés, nagyobb amplitido egylittesen a
hiperémias jellegi (I. és II. tipus) aramlési tranziensekkel a peri-iszkémias teriiletekre
jellemzd. A véraramlds gyakori megforduldasa (steal a kollateradlisokon keresztiil) az
artériakban arra utal, hogy az artéridk kozotti anasztomozis aktiv/funkcionalis (Pinard et al.,
2002). Ezzel szemben, alacsonyabb véraramlés, kisebb amplitudok és hipoperfuzio jellegi
aramlasi tranziensek (IV., V. tipus) nagyobb eldfordulasa jellemzé a penumbra-ra, ott is
elsdsorban a maghoz kozel fekvo teriiletekre. Hasonléan, Kumagai és munkatarsai (2011)
arrol szamoltak be, hogy monoféazisos, aramlascsokkenés jellemz6 a penumbra maghoz kozeli
részein, mig attél tdvolodva a tranziensek egyre inkdbb bifazisosak ill. hiperémidsak. Az
aramlasi tranziensek hasonlo térbeli heterogenitasat irtak le tovabbi tanulmanyok patkdnyban

(Nakamura et al 2010; Takeda et al 2011) ill. macskéaban (Strong et al., 2007).
4.6 A PIT-ek, mint lehetséges biomarkerek a klinikai kutatasban

Evtizedeken keresztiil tartotta magat az a tévhit, hogy a CSD-k feltehetéleg nem jatszanak
szerepet a human, agyi karosodéasok kialakulasaban. A szkepticizmus egyik oka az volt, hogy
nem tudtak a betegekben depolarizacids hullimokat non-invaziv médon észlelni (Back et al.,
2000). Az elmult években a COSBID (Co-Operative Study on Brain Injury Depolarizations,
www.cosbid.org) csoport tevékenysége révén sikeriilt zart koponyasériilés (Hartings et al.,
2008), subarachnoidalis vérzésben (Dreier et al 2009) valamint malignus MCA thrombosis
(Dohmen et al., 2008) soran a betegekben invaziv médon CSD-t regisztralni. A CSD-vel
kapcsolatos egyre szaporodd ismereteink segitenek jobban megismerni eme korképek

crer

esélyt ad terapia alkalmazéséara az érintett betegekben. Azonban eldszor meg kell allapitani,
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hogy mekkora szamu/hosszusagu CSD karos. Vizsgalni kell, hogy a CSD-k valoban a
kedvezdtlen kimenetellel vannak-e Osszefliggésben, fiiggetleniil mas klasszikus
rizikdfaktoroktdl (Lauritzen et al., 2011). Egy masik iranya lehetne a kutatdsnak olyan
vegyliletek kifejlesztése €s tesztelése, amelyek gatoljak a CSD-k terjedését, ill. csokkentik
karos hatasait. Példaul egy 0j tanulméany szerint a ketamin és egyéb NMDA antagonistak
hatésos terdpiaként szolgalhatnak (Hertle et al., 2012). Fontos megjegyezni, hogy a jelenlegi
modszerek invaziv jellege (kraniotémia) gatolja az indikacid bdvitését a tanulmanyokban. A
CSD-k non-invaziv észlelése lehetdvé tenné a klinikusok szamara a sokkal nagyobb
betegpopulacié (pl. Osszes ischaemias stroke vagy enyhe koponyasériilés) vizsgalatat,
raadasul késedelem nélkiil, kdzvetleniil a kivalté esemény utdn. A jovében a transzkranidlis
optikai képalkot6 technikdk, mint pl. a diffuz korrelaciés spektroszkopia vagy (Durduran et al
2010) vagy az ultrahang altal modositott infravords kozeli spektroszkopia (Schytz et al.,

2012) megoldast jelenthet eme cél megvaldsitasaban.
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