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BEVEZETES

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET

Az agyi struktarak kialakulasa, kifejlédése és a megfeleld kapcsolatok
létrehozasa egy komplex folyamat, amit in utero genetikai, kornyezeti és farmakologiai
faktorok is befolyasolnak. A genetikai és farmakologiai tényezdk viszonylag széles
korben mar régebb 6Ota vizsgalt faktorok, mivel kdnnyebb azokat valamilyen fejloddési
rendellenességgel 0sszekapcsolni, vagy kiilsd gyogyszertani hatdssal befolydsolni. A
kornyezet kozponti idegrendszeri fejlodésre kifejtett jelentdségét - azon belill is az
ingergazdag kornyezet pozitiv hatasat és annak fontossagat - elészor egy véletlen

kapcsan sikeriilt bizonyitani.

Donald O. Hebb (1. abra), kanadai
neuropszicholégus 1947-ben hazavitt néhany ujsziilott
patkanyt laboratoriumabol gyermekeinek, akik
haziallatnak kaptak a patkanyokat, jatszottak veliik,
ingergazdagga tették az dallatok kornyezetét. Mikor a
gyermekek érdeklddése csokkent az allatok irant, a kutato

visszavitte Oket laborjaba, ahol véletleniil vette észre, hogy

az ideiglenesen ingergazdag kornyezetben tartott allatok

feladatmegold6 képessége jobb lett, mint a folyamatosan 1. ébra- Donald O.
laborban tartott tarsaiké (Hebb, 1947). Hebb (1904-1985)

Hebb elsd észrevételeit kovetden kisérletek sorozata kezdddott meg az
ingergazdag kornyezet hatasaival kapcsolatban. A véletlen felfedezés ota eltelt 68 év
soran sok kutatd, kutatécsoport munkdja altal sikeriilt bizonyitani az ingergazdag
kornyezet szerteagazd pozitiv hatdsait. Az ingergazdag kornyezettel szorosan 9sszefiigg
a neuronalis plaszticitds, a modernkori neurobiologia egyik kozponti témaja. A
kornyezeti ingergazdagsag részletes leirdsa tobb oldalrdl is megkdzelithetd: molekularis
mechanizmusoktol kezdve a cellularis folyamatokon at az allatok és emberek
viselkedésén/magatartasan keresztiil. Annak ellenére, hogy az ingergazdag kornyezettel

kapcsolatos kutatasok immar tobb mint hat évtizedre tekintenek vissza, még ma is a



neurobioloégia aktivan kutatott teriilete, mivel szamtalan kérdés var még

megvalaszolasra.

Az ingergazdag kornyezet kovetkezd tipusait kiilonithetjiik el (Young,
2003):

1. szenzoros ingergazdagsag: vizudlis, olfaktorikus, auditoros és taktilis

stimulusokkal;

2. taplalkozasi ingergazdagsag: az allatok taplalék megszerzési
magatartdsan keresztiil hat (a természetes kdrnyezetet utanozza fogsagban tartott allatok

esetén);

3. manipulativ ingergazdagsag: jatékok, eszkozok segitségével az allatok

crer

4. motoros ingergazdagsag: mozgasi lehetdséget nyajtd eszkdzokkel;
5. szocialis ingergazdagsag: szocialis interakcidkon keresztiil hat.

Az ingergazdag kornyezetben tartott allatok esetén az egyik legfontosabb,
legszembetlinObb valtozas Hebb eredeti megfigyeléseinek megfeleléen egyes motoros,
memoria és tanulasi képességek javulasa. Az ingergazdag kornyezetben tartott egerek a
water-maze tesztet jobban teljesitették, mint hagyomanyos laboratériumi koriilmények
kozott tartott tarsaik (Wainwright et al., 1993). A térbeli memoria tesztekben (T-maze
teszt) is jobb eredményt mutatnak az ingergazdag allatok (Bernstein, 1973). A tanulas
hatékonyabb akkor, ha a tobb mozgast ingergazdagsaggal kombinaljuk, mint ha
ingergazdag kornyezet nélkiil Onmagaban tobb mozgast végeznek az allatok.

(Bekinschtein et al., 2011; Bechara és Kelly, 2013; Xie et al., 2013)

Az ingergazdag kornyezet altal okozott viselkedésbeli valtozasok okai, azok

f6 mechanizmusai részben ismertek:

Megvaltozik a neurotrofikus faktorok expresszidja: az IGF (insulin-like
growth factor, Aberg et al., 2000), a BDNF (brain-derived neurotrophic factor,
Falkenberg et al., 1992; Neeper et al., 1995; Rasika et al., 1999), az NGF (nerve growth
factor, Mohammed et al., 1993; Pham et al., 1999), a GDNF (glial cell line-derived
neurotrophic factor, Young et al., 1999), az FGF (fibroblast growth factor, Kuhn et al.,
1997) szint n6. Ezek kdzosen szintén hozzajarulnak az agyi plaszticitashoz. Ezeken tul

egyes neurotranszmitterek szintjét is befolyasolja a kornyezet. N6 az acetilkolin szintje



(Por et al., 1982), és a szerotonin 1A receptor mennyisége (Rasmuson et al., 1998),
valamint a szerotoninon keresztiili utvonalak aktivalasa (Chaouloff, 1989), igy segiti el6
az ingergazdag kornyezet a Szerotonin hatasat. Fokozott az opioid rendszer aktivitasa

(Sforzo et al., 1986), valamint a noradrenaliné is (Soares et al., 1999).

Ezek mellett az ingergazdag kornyezet csokkenti az apoptozist (Young et
al., 1999), noveli a kapcsolatok szaméat az agykéreg, kisagy €s striatum, valamint a
hippocampus teriiletén, ez utdbbi agyteriileten pedig a glutamat rendszer serkentése
révén javitja a memoriat (Falkenberg et al., 1992; Rosenzweig és Bennett, 1976;
Takuma et al., 2014).

Az ingergazdag kornyezet nemcsak neurokémiai, hanem mikroszkopos és
makroszkopos anatomiai eltérésekhez is vezet: Altman volt az els6 kutatd, aki leirta a
hippocampusban torténd felndttkori neurogenezist. Eredményei arra utalnak, hogy az
agykéregben no a gliogenezis ingergazdag kornyezet hatdsara (Altman, 1962). Féként
az oligodendroglia sejtek szama mutat névekedést, de az astrocyta sejtszam is magasabb
(Szeligo és Leblond, 1977). Az ingergazdagsag sSerkenti a neurogenezist is egyes
agyteriileteken (gyrus dentatus - Kemperman et al., 1997, 1998). Ezen kiviil eldsegiti a
szinapszisok képzddését (Rozenzweig és Bennett, 1976), fokozza az angiogenezist
(Blacket al., 1990), noveli az agy tomegét, a kéreg vastagsagat (Altman et al., 1968;
Klein et al., 1996), valamint a kérgi neuronok perikarion ¢és a sejtmag mérete is nd
(Diamond et al., 1967). Dusabb a dendritek elagazodasa és a fokozott a dendrit tiiskék
szama az ingergazdag kornyezet hatasara (Globus et al., 1973; Greer et al., 1982).

Az ingergazdag kornyezet elektrofiziologiai elvaltozasokat is okoz.
Ingergazdagsag hatasara az excitatoros posztszinaptikus potencial fokozott a gyrus
dentatusban (Foster et al., 2000; Green et al., 1986), valamit a hippocampusban (Sharp
etal., 1985).

Két £6 hipotézis 1étezik azzal kapcsolatban, hogy az ingergazdag kornyezet

pontosan hogyan, milyen mechanizmusokon keresztiil fejti ki fent részletezett hatésat.

1. Az Un. arousal (ébredési) tedria szerint az ingergazdag kornyezet altal
kivaltott ,,€bredési valasz” a dontd tényezo.

2. A tanulasi és memoria hipotézis alapjan viszont a tanulasi folyamat
molekularis mechanizmusai toltenek be lényeges szerepet a morfoldgiai valtozasok

kialakitasaban.



Az utébbi elmélet széles korben elfogadott. Az ingergazdag kornyezet
hatasmechanizmusaval kapcsolatos egyik kérdés, hogy a tanuldshoz, vagy a nagyobb
¢lettérben vald tobb Onkéntes mozgashoz kotheté-e a kivaltott pozitiv hatas? A
szakirodalomban ezzel kapcsolatban tobb, egymassal latszolag ellentétes kutatasi
eredmény olvashat6. Kempermann 1997-ben leirta, hogy a hippocampus teriiletén az
ujsziilottkori neuronok nagyobb szamban tulélnek az ingergazdag kdrnyezet hatasara. A
gyrus dentatusban 57%-al tobb sejt maradt életben, de a sejtproliferaciora a kdrnyezet
nem volt hatdssal. Van Praag ¢és munkatarsai (1999) azt talaltdk, hogy a gyrus
dentatusban tanulas hatidsara nem valtozott a neuronok szama, vagyis a hippocampus-
fliggd tanulasnak nem volt erre vonatkozo hatasa. Ugyanebben az évben Gould és
munkatarsai (1999) megfigyelték, hogy tanulas hatasara a felndttkorban 1étrejovo
idegsejtek szama megduplazodott. A latszolagos ellentét feloldasaként Greenough és
munkatarsai (1999) azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a két munkacsoport kisérletei
kozti jelentds kiilonbség az eltérd technikabol fakadhat. A tanulas hatékonysagara utal
Ambrogini ¢s munkatarsainak (2000) eredménye is, ami megerdsitette Gould és
kollégainak ~ (1999)  felismerését. Az  ingergazdag  kornyezet  hatasainak
manifesztacioihoz sziikséges az abban vald aktiv részvétel. Az ingergazdagsagnak a
megfigyelése egyediill nem jar pozitiv hatasokkal (Ferchmin és Bennett, 1975). Az
onkéntes mozgés befolyasolja a sejtproliferacidt és a neuronok atrendezddését a gyrus
dentatusban (Van Praag et al., 1999). A fentebb emlitett ismeretek alapjan elmondhato,
hogy az ingergazdag kornyezet kiilonbozdé tényezdi (tanulds, mozgis) egyarant
befolyasoljak az agyi plaszticitast. A tobb, részletesebben fel nem térképezett
molekularis és cellularis Utvonalakon keresztiil hato folyamat végsé soron teljesen
azonos, vagy nagyon hasonldo mértékii anatomiai és fiziologiai eredményekhez vezet
(van Praag et al., 2000).

Munkacsoportunk kisérletei soran kiilonboz6 ingergazdag kornyezeti
tipusokat haszndltunk fel allatmodelljeinkben. A Szenzoros, motoros ¢és szocialis
ingergazdagsagot megnovelt élettérbe helyezett kiilonféle targyakkal hoztuk Iétre.
Hasznéltunk specidlis szenzoros ingergazdag kornyezetet (,,zenei ingergazdagsag”) is,
valamint az ingergazdagsag hatasait egyéb, nem kornyezeti faktorral egyiitt is
vizsgaltuk. Ezek kozott negativ hatdsok (asphyxia, glutamat kezelés) és pozitiv hatasok
(PACAP kezelés) szerepeltek. Vizsgaltuk tovabba az ingergazdagsag ellentéteként a

szocialis izolaciot.



A ZENEI INGERGAZDAGSAG

A zenei ingergazdagsag a mar korabbiakban emlitett ingergazdag kdrnyezeti
tipusok szenzoros csoportjahoz sorolhatd. Az alkalmazott auditoros koérnyezeti faktor
foként a hallopalyan keresztiil stimulalja a kozponti idegrendszert, azonban nem csak a
hallokéregben fejti ki hatisat, hanem anndl komplexebben, mas agyteriileteken is

aktivaciot eredményez (Roy et al., 2014).

A zene hatésair6l ember viszonylatdban szdmos tudomanyos vizsgalat,
eredmény sziiletett mar. Ismert a klasszikus zene jotékony pszichologiai hatasa a
mentalis egészségre. Irodalmi adatok igazoljak, hogy mind a szubjektiv kedvre
(McCraty et al., 1998; Sousou, 1997), mind a viselkedésre (Ragneskog et al., 1996;
Yalch és Spangenberg, 2000) hatassal van a zene. Egyes ugynevezett ‘designer’ zenék
(specialis hatasok kivaltasara komponalt miivek) novelni tudjak a mentalis frissességet,
az ellazulast és energizalo hatassal birhatnak, mig egyes alternativ rock zenék novelik
az ellenséges érzéseket, a szomorusagot, a fesziiltséget ¢s a faradtsagot (McCraty et al.,

1998), vagyis az eltérd tipust zenék eltérd hatassal birhatnak.

Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a
zenei képzésben részt vevd emberek verbalis

memoridja, nyelvtanuldsi-, olvasdsi-, és egyéb

kognitiv képességel is szignifikansan jobbak, mint
azoké, akik zenei tanulmanyokat nem folytattak
(Miendlarzewska ¢és Trost, 2014). A zene
emberekre gyakorolt hatdsa kapcsdn kozismert,
elterjedt a Mozart hatasnak nevezett feltételezés.
E szerint a komolyzene (példaul a Mozart
szonatak hallgatdsa) elonydsen hat az emberekre.
A Bellarmine Egyetem vizsgalatai alatamasztjak

ezt a térbeli gondolkodds tekintetében.

Electroencephalografias  (EEG)  vizsgalatok

2. abra: Don Campbell: The
igazoljak, hogy a Mozart szondtdk képesek Mozart Effect cimii kotete

epilepszias betegek esetében az epileptiform jelek
csokkenését eléidézni. Ismert, hogy a klasszikus zene pozitiv hatast a hossz tavi

memoriara, valamint strukturalis és funkcionalis valtozasokat indukal a hippocampus



tertiletén (Groussard et al., 2010). A Mozart effektus a tudomanyon tul azonban a
popularitas iranyaban is teret hoditott, ezt mutatja Don Campbell két ezzel kapcsolatos
kotete (The Mozart Effect: Tapping the Power of Music to Heal the Body, Strengthen
the Mind, and Unlock the Creative Spirit. Quill, 2001, ISBN-10: 0060937203; The
Mozart Effect for Children: Awakening Your Child's Mind, Health, and Creativity with
Music. William Morrow, 2002, ISBN-10: 0380807440) és zenevalogatasa (2. abra).
Fontos megjegyezni azonban, hogy a Mozart hatas tudomanyos cafolatai is megjelentek
(Chabris 1999), igy a hatas ,,mindenhatosagaval” kapcsolatos hittel vagy tévhittel

Osszefliggd kovetkeztetések alapos koriiltekintést igényelnek.

A Klasszikus zene nemcsak az emberek, hanem az allatok magatartasara és
¢lettani folyamataira is hatassal van (Fekete és Theodora, 2013; Fekete és Korsos, 2013;
Fekete et al., 2014). Gvaryahu és munkatarsai (1989) leirtak, hogy csirkékben a
klasszikus zene hatasara a novekedés mértéke nétt, bar ezen kisérlet kapcsan néhany
évvel késdbb Newberry (1995) aggéllyal ¢lt, hogy valdban standardizélva voltak-e a
vizsgalat koriilményei. Viszont egy késobbi vizsgalat (Papoutsoglou et al., 2007) azt
talalta, hogy Mozart szonatdk hatasara a kozonséges pontyok novekedése fokozodott.
Nem csak a novekedésre, de gyulladasos faktorokra is hatdssal van a klasszikus, Mozart
szonatakbol all6 zene: patkany asthma bronchiale modellben csokkent az interleukin és
corticosteron szint az allatokban (Lu et al., 2010). Magatartasvizsgalatok megerdsitik €s
tamogatjak a klasszikus zene potencialisan pozitiv hatdsat az allatok jolétének
fenntartasa kapcsan. Wells és munkatarsai (2002a, 2006, 2008) tanulmanyok sorozatat

végezték Strauss, Mozart, Bach, Grieg és mas klasszikus szerzok alkotésaival.

Egyéb allatmodellek tekintetében is ismertek irodalmi adatok a zene
hatasairol (Wells, 2009). Mar a kés6i gesztacié idészakaban hatassal van az embriora a
kiviilrél érkez6 hanginger (Kim et al., 2006; Rauscher et al., 1998; Sheikhi és Saboory,
2015). Ebben az idGszakban a zajartalom bizonyitottan negativ hatasu: noveli a
prenatalis mortalitast, kdzponti idegrendszeri fejlddési rendellenességek kialakulasdhoz
vezet, hatassal van a késébbi immunrendszeri miikodésre (Lu et al., 2010) és a szocialis
kapcsolatokra (Videan et al., 2007). A szakirodalomban ismertek a prenatalis zene
pozitiv hatasai: elOsegiti az agy fejlédését, fokozza a neurogenezist a hippocampus
teriiletén, valamint pozitiv hatassal van a posztnatalis motoros fejlodésre €s tanulasi
képességekre (Kim et al.,, 2006). A komplex ritmusos zene csirkékben noveli a
synaptophisin és a PSD-95 expressziojat, valamint a 1até és halloérendszer plaszticitasat.

(Roy et al., 2014). Szamos mas tanulmany igazolja, hogy a perinatalis zene tobbféle



mechanizmuson keresztiil hatva (fokozott neurogenezis a hippocampus teriiletén,
fokozott neurotrophin szintézis €s glutamat jelatvitel) moduldlja a ragcsalokban a

kozponti idegrendszer fejlodését és a neuroplaszticitast (Amagdei et al., 2010).

Jonge és munkacsoportja 2008-ban bizonyitotta, hogy a posztnatalis zene
noveli az allatok jatékossagat, vagyis az allatok jolétében fontos szereppel bir. Kutyak
esetén a zene szignifikdnsan csokkentette az ugatds mennyiségét, ezzel parhuzamosan
novelte a nyugalomban eltoltott idot (Wells et al., 2002a). Tengerimalacok esetén a
hattér zaj elmaszkirozasaval a zene az alapjdban véve félénk és ideges természetii
allatfaj esetén szintén pozitiv hatassal rendelkezett (van de Weerd és Baumans, 1995).
A zene patkanyokban a vese erek szimpatikus tonusanak csokkentésén keresztiil a

vérnyomast csokkentette (Nakamura et al., 2007).

Vizsgalataink soran felmeriilt a zenei adaptacié kérdése. A zenei
ingergazdagsag ¢és adaptacio Osszefiiggése kapcsan adatok nem ismertek. Rovid ideji,
egyszer(l hangingerek auditoros adaptacidjarol ismert néhany - foként elektrofiziologiai
¢és cellularis - vizsgdlati eredmény (Abolafia et al., 2011; Herrmann et al., 2015;
Ulanovsky et al., 2004), viszont az altalunk alkalmazott hosszativa és Osszetett

hangingerekkel kapcsolatos adaptacio részletei nem ismertek.

SZOCIALIS IZOLACIO

Mivel a kornyezeti faktorok kozott fontos szerepe van a tarsas
kapcsolatoknak, igy az ingerszegény kornyezet jol modellezhetd szocidlisan izolalt
ragesalo allatmodellben (van Praag et al., 2000). A szocidlis érintkezés jelentds hatdssal
van az idegrendszer alakuldsara, fejlodésére. A szocidlis izolacid soran az elkiilonitett
allatoknal a kozponti idegrendszer szerkezetét és funkcidjat érintd negativ hatdsok
jelentkeznek (Leasure és Decker, 2009; Takemoto et al., 1975), és szdmos sériilés
kimenetele stlyosabb formaban manifesztalodik. Gorcsok esetén szocidlisan izolalt
allatoknal nagyobb mértékii neuron kéarosodas és fokozottabb microglia aktivacio 1ép fel
(Kazl et al., 2009). Ezek az eltérések az esetek tobbségében ellentétes eldjeliick az
ingergazdag kornyezet altal okozott elvaltozdsokhoz képest, ezért valasztottuk

kisérletsorozatunkban mint negativ hatasu kornyezeti faktort.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17363164

Az értekezésben nem csak a kornyezeti faktorokat dnmagukban, hanem
kiilonféle moédon kezelt allatok esetén is vizsgaltuk. A kezelések kozott pozitiv
(hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipeptid) és negativ (natrium-glutamat) hatasa is

volt.

HIPOF{ZIS ADENILAT CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID (PACAP)

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (angol nevének roviditésébol
PACAP) egy neuropeptid, amit eldszor Arimura és munkatarsai (Miyata et al., 1989)
izolaltak birka hipotalamusbol, de késobb igazoltak jelenlétét a kozponti és a kornyéki
idegrendszer mas teriiletein is. A PACAP a VIP-secretin-glukagon peptidcsaladhoz
tartozik, két biologiailag aktiv formaja van, a PACAP27 és a PACAP38. Nem sokkal az
1989-es felfedezést kovetden vilagossa valt, hogy a PACAP eldsegiti a neuronalis
novekedést és differenciaciot, valamint jelentds szerepet jatszik az idegrendszer
fejlodésében is (Basille-Dugay et al., 2013; Holighaus et al., 2012; Kambe és Miyata,
2012; Lee et al., 2015; Nakamachi et al., 2011; Yan et al., 2013).

PACAP génhianyos (KO) egerek makroszkdposan nem kiilonbéznek a vad
egerektol, de alaposabb vizsgalatokkal kimutathatéoan kiilonféle rendellenességeket
mutatnak. Ugyanez jellemzi a PACI receptor hianyos allatokat is (Allais et al., 2007;
Falluel-Morel et al., 2008). Az agy teljes kifejlodését kovetéen a PACAP expresszid
csokkenést mutat, de a neuropeptidnek fontos szerepe van még a felnétt
idegrendszerben. A neuronalis plaszticitas egy sériilést koveté idegrendszeri
atrendezd6dés, ujraszervezodés, ami kiilonb6zé mechanizmusokkal torténik. Az egyik
ilyen mechanizmus a PACAP, ami up-regulalodik kiilonféle sériilések esetén. Jelentds
neuroprotektiv hatdsa van traumads, ischemias és toxikus karosodasok, valamint
kiilonféle neurodegenerativ megbetegedések esetén (Bourgault et al., 2009; Nakamachi
et al., 2012; Reglodi et al., 2011; Tsuchikawa et al. 2012; Waschek, 2013). A PACAP
KO egerek érzékenyebbek kiilonbozo6 toxikus és ischemids karosodasokra (Hori et al.

2013; Purrier et al., 2014; Reglodi et al., 2012; Tsumuraya et al., 2015).

Tanulményunkban a PACAP-pal kapcsolatos kutatas célja egy eddig még
kevéssé vizsgalt teriilet, az ingergazdag kornyezet és PACAP kapcsolata. Bizonyitott,

hogy ingergazdag koriilmények kozott az endogén PACAP részben szerepet jatszik a
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gyrus dentatus teriiletén 1) sejtek képzésében (Ago et al., 2011). A fejlédés korai
idészakaban a PACAP hianyos allatok abnormalis viselkedését az ingergazdag
kornyezet nagymértékben képes befolyasolni és a normalis iranyba elmozditani
(Ischihama et al., 2010). Ezt megerdsitve a kozelmultban Takuma és munkatérsai
(2014) leirtak, hogy az ingergazdag kornyezet csokkenti a PACAP KO egerekben a
hiperaktivitast, az ugrdlé magatartdst, a szocialis kapcsolati problémakat, ¢és
depresszidszerii viselkedést. Az ingergazdag kornyezet képes hosszl tavon csokkenteni

a PACAP KO allatok memoriazavarat.

A PACAP nem csak az idegrendszerben, hanem kiilonb6z6 testnedvekben,
igy példaul az anyatejben is megtalalhato. Munkacsoportunk ezt mar kordbban
kimutatta kiilonféle emldsallatokban, valamint emberben (Csanaky et al., 2012;
Csanaky et al., 2013; Czegledi et al., 2011). Igazoltuk, hogy a tejben a szérum
szintjéhez viszonyitva tizszeres mennyiségben fordul el6 a PACAP. Ennek jelentOsége
egyeldre nem ismert. Feltételezziik, hogy az anyatej PACAP tartalma fontos lehet az

utdédokban a bélrendszer fejlodésében, de hozzajarulhat az idegrendszer fejlédéséhez is.

NATRIUM-GLUTAMAT (MONOSODIUM-GLUTAMAT, MSG)

A glutamat az egyik leggyakrabban el6fordulo excitatoros neurotranszmitter
az agyban, de ugyanakkor excitotoxin is (Segura-Aguilar és Kostrzewa, 2004): a
nagyobb mennyiségben felszabaduld glutamat az NMDA Ca?*-csatorna receptorokon

keresztiil tulserkentést létrehozva neuronpusztulast

idé 5 H-.. ~H

idéz el6 (Chaparro-Huerta et al., 2002; Dawson et N

al., 1981; Pesini et al., 2004). Ennek megfeleléen az N _OMOH
MSG (3. abra) a motoros, valamint kognitiv és O// !:!

egyéb (endokrin) funkcidkban egyarant 3. dbra: A ndtrium-glutamat
karosodasokat hoz 1étre (Archer et al., 2002, 2003; kémiai szerkezete

Beninger et al., 2002; Harry, 1998; Kostrzewa et al., 2003; Palomo et al., 2003; Reddy
et al.,, 2002). A natrium-glutamat élelmiszer adalékanyagként is ismert, izfokozoként
széles korben alkalmazott szer (E621 ételizesitd adalék) az élelmiszeriparban. Felnott
emberben csak minimalis hatast tulajdonitanak a natrium-glutamatnak. Egyik

jelentdsebb, az Gn. kinai étterem szindromaként ismert hiperszenzitiv reakcio, melyet
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nagy mennyiségben az ételekbe adagolt izfokozok hatdsainak tulajdonitanak. A reakcio
az étkezés kozben vagy roviddel utana jelentkezhet hanyingerrel, hideg veritékezéssel,
szédiiléssel, ajulassal, forrosagérzettel az arcon, nyakon, vallakon és a gerinc mentén,
valamint fejfajas, heves szivdobogasérzet kisérheti. Mivel az MSG a kifejlett és
megfelelden zarodott vér-agy gaton normal korilmények koézott nem jut at jelentOs
mennyiségben, igy felndtt emberben maradandé idegrendszeri kérosodast jelenlegi
ismereteink szerint nem okoz (McCall et al., 1979). Ujsziilttkori karos hatasai azonban
bizonyitottak (Gudino-Cabrera et al.,, 2014). Emiatt tobb nemzetkozi (foként az
Egyesiilt Allamokban bejegyzett) szervezet tiltakozik az MSG élelmiszeripari

alkalmazasa ellen, és annak betiltasat kovetelik.

Az 1jsziilott patkanyoknak adott nagy dozisu subcutan MSG kezelés stlyos
elvaltozasokat okoz: neuronpusztuldst a nucleus arcuatusban, a retina belsd rétegeiben
és szamos egyéb agyteriileten (Arees és Mayer, 1970; Beas-Zarate et al., 2002;
Chaparro-Huerta et al., 2002; Gonzalez-Burgos et al., 2001; Heiman és Ben-Jonathan,
1983; Ishikawa et al., 1997; Kubo et al., 1993; Olney, 1969; Pesini et al., 2004;
Stricker-Krongrad és Beck, 2004; van Rijn et al., 1986). A retinalis karosodast és ennek
kivédési lehetdségeit munkacsoportunk mar korabban vizsgalta (Atlasz et al., 2008;
Babai et al., 2005, 2006; Tamas et al., 2004). Ezen kiviil kimutathat6ak endokrinologiai,
neurokémiai €s cirkadian valtozasok (Dawson és Lorden, 1981; Kim et al., 2005;
Lengvari, 1977; Mistlberger és Antle, 1999; Miyabo et al., 1985; Schoelch et al., 2002;
Urena-Guerrero et al., 2003). A glutamat neurotoxicitdsa a motoros, a szenzoros €s a
tanulasi képességek valtozasaiban is megnyilvanul (Dubovicky et al., 1997; Fisher et
al.,, 1991; Iwata et al., 1979; Saari et al., 1990). Irodalmi adatok vannak arra
vonatkozoan, hogy a glutamat-kezelt patkdnyok farokrangasi reflexideje megnytlik, és
mancsuk markolasanak ereje csokken (Fisher et al., 1991; Iwata et al., 1979; Squibb et
al., 1981). A fent emlitetteken til munkacsoportunk korabban mar széles korben
vizsgalta a neurologiai reflexteljesitményre €s motoros koordinaciora vonatkozo
hatasait (Kiss et al., 2005). A lokomotoros aktivitasrdl sz6l6 adatok ugyanakkor nem
egyontetiiek: kiilonb6zé szerz6k mind hyper-, mind hypoaktivitast figyeltek meg
(Araujo és Mayer, 1973; Dubovicky et al., 1997; Hlinak et al., 2005; Iwata et al., 1979,
Katz, 1983; Klingberg et al., 1987; Pizzi és Barnhart, 1976; Poon és Cameron, 1978;
Saari et al., 1990; Seress, 1982), mig masok nem talaltak eltérést ebben a vonatkozasban
(Al et al., 2000; Ishikawa et al., 1997; Klingberg et al., 1987; Sanchis-Segura ¢és
Aragon, 2002).
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Az irodalmi adatokkal egybevagdéan munkacsoportunk a korabbi években
bizonyitotta, hogy natrium-glutamat kezelés hatasidra nem tapasztalhato szignifikdns
eltérés a szomatikus fejlddésben vizsgalt tiinetek megjelenésében, a szemnyitas,
metsz6fog kindvés, fiil kiegyenesedés tekintetében. Ugyanakkor az MSG-kezelt allatok
testsulyanak névekedése a 6. naptdl jelentésen alacsonyabb volt a kezeletlen csoporthoz
képest, és a novekedési zavar az allatok testhosszaban is megnyilvanult, ugyanis az elsé
hét végétdl szignifikansan rovidebb testhosszt értek el a kezelt egyedek. A perinatalis
mortalitds nagyobb volt a kezelt allatok esetében. A megfigyelt reflexek koziil a mells6é
lab rahelyezési- és fogoreflexe, valamint a felegyenesedési reflex (magasbol leejtés)
szignifikansan késobb jelent meg az MSG-kezelt allatoknal. Egyéb reflexek is késébb
jelentek meg, de a kiilonbség nem volt szignifikans. A 1épéshiba tesztekben a kezeletlen
¢és az MSG-kezelt allatok ugyanannyi 1épést tettek meg egy perc alatt, ugyanakkor a
1épéshibak szdma magasabb volt a kezelt csoportban az 5 hetes megfigyelési periodus
folyaman, statisztikailag szignifikans eltéréssel 3 €s 4 hetes életkorban. Mind a mellsd,
mind pedig a hats6 1ab esetén megfigyelhetd volt ez a megemelkedett hibaszam. Az
MSG-kezelt egyedek rosszabb teljesitményt nyujtottak a mokuskeréken, ahol
szignifikansan kevesebb ideig tudtak a forgd keréken maradni, mint kezeletlen tarsaik.
Az MSG-kezelt allatok tjdonsagkeresé magatartdsaban (novelty-seeking) szignifikdns
kiilonbség van a kezeletlen csoporthoz képest. Nemcsak funkciondlis, hanem
morfologia kiilonbségeket is észlelt mar korabban munkacsoportunk az MSG kezeléssel
Osszefliggésben igy, mint a retinadegeneracid mértékének és az alkalmazott natrium-

glutamat dozisainak viszonya (Kiss et al., 2005).

ASPHYXIA

A sziiletés soran kialakuld asphyxia napjaink egyik nagy kihivasa az
ujsziilott- és gyermekgyogyaszati gyakorlatban (De Haan et al., 2006; Morales et al.,
2008; Vannucci, 2000). Az oxigén ellatas ideiglenes hianya stlyos metabolikus
eltéréseket indukal, amik hossza tava idegrendszeri deficitek kialakulasat okozhatjak
(Herrera-Marschitz et al., 2011). Kiilonb6z6 klinikai paraméterek segitségével lehet a
diagnozist felallitani, illetve a sériilés kimenetelét megbecsiilni perinatalis asphyxia
esetén. A klinikai kép a sériillés kovetkeztében az un. hypoxids-ischaemias

encephalopathia. Sarnat és Sarnat 1976-ban Iétrehozott egy klasszifikaciot az
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encephalopathia fokainak besorolasara. A beosztas alapja a fizikalis vizsgalat soran
tapasztalt tudat- és neuromuszkularis allapot, egyes reflex valaszok (példaul a
pupillareflex), szivfrekvencia-, bronchialis szekrécio és nyalelvalasztas-, a bélmotilitas
allapota, myoklonus vagy gorcs megléte illetve hianya, a vegetativ funkciok allapota és
az EEG eredmények (Sarnat és Sarnat, 1976). De enyhe, vagy kozepes foku asphyxia
esetén a hosszu tava kozponti idegrendszeri karosodas ezek alapjan nem megitélhetd
(Leuthner és Das, 2004), ilyenkor a diagnézis a késébbi életkorra tolodik, amikor is
elsésorban a motoros €s kognitiv fejlddésben bekovetkezé elmaradés alapjan keriil sor

kivizsgalasra.

A perinatalis asphyxia kovetkeztében kialakulé neurondlis kérosodas és
sejthalal cellularis mechanizmusai k6zott szerepe van a necrosisnak, apoptosisnak és
autophagianak is. Ezek mértéke nagyban fligg attdl, hogy milyen foku volt az asphyxia,
illetve milyen érettségi allapotban voltak az érintett sejtek (Eisenberg-Lerner et al.,
2009; Ginet et al.,, 2009; Hagberg et al., 2009; Herrera-Marschitz et al., 2011;
Northington et al., 2007). Mind emberi, mind allatkisérletes modellek arra utalnak, hogy
a liquor cerebrospinalis excitatoros aminosav szintje megnd asphyxia hatasara (Chen et
al., 1997; Hagberg et al., 1993; Holopainen és Lauren, 2012; Riikonen et al., 1992).
Széles korben vizsgaljak az idegrendszer és immunrendszer kozotti kapcsolatot annak
érdekében, hogy a kiilonféle gyulladasok hogyan kapcsolddnak a neurotoxikus €s mas
idegrendszeri sériilésekhez (Glass et al., 2010; Lehnardt et al., 2007; Tracey, 2007;
Ziebell et al., 2010). Elfogadott az a tény, hogy a korai megel6zés és neuroprotekcio
fontos a végkimenetel javitasa érdekében. Ez magéba foglalja a kiilonféle potencialisan
karos molekularis Utvonalak, mint az excitotoxicitas, gyulladas, oxidativ stressz ¢€s

sejtpusztulas gatlasat.

Kiilonb6z6 modellek allnak rendelkezésre a perinatalis asphyxia hatdsainak
vizsgalatdhoz. Az egyik széles korben alkalmazott allatmodellben 7 napos patkanyokat
helyeznek hypoxias kornyezetbe. Ebben az életkorban hasonlit a patkany leginkabb az
emberi Gjsziilott fejlettségi allapotara (Vannucci et al., 1993). Mas modellek esetén a
sziilés kozben az anyaallatot, annak uterusat vagy az éppen megsziiletett kispatkanyokat
helyezik hypoxias kornyezetbe, és igy hozzak létre a sériilést (Allende-Castro et al.,
2012; Morales et al., 2007; Ujhazi et al., 2013; Yang et al., 2011).

A hosszu tava deficit jol korreldl a sériilés rovid tavy, rovid idon beliil
megjelend funkcionalis kdvetkezményeivel. A rovid tava sériilés mértékének jelentds

prediktiv értéke van (Ten et al., 2003). Munkacsoportunk mar korabbi kutatasai soran is
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vizsgalta a neonatalis hypoxia kovetkezményeit (Lubics et al., 2005), eredményeink arra
utalnak, hogy a hypoxias hatas stlyos idegrendszeri fejlédési zavarokhoz vezet. A
perinatéalis asphyxia kapcsan korabban kimutattuk, hogy jelentds késés jelentkezik a
neurologiai reflexek fejlédése soran, atlagosan 1-4 nappal késébb jelennek meg, mint a
kontroll csoportnal (Kiss et al., 2009).

A kiilonféle neuroprotektiv stratégiak célja a kozponti idegrendszerben
bekovetkezett kéarosodasok ellenstlyozédsa, kivédése. Szadmos neuroprotektiv
mechanizmust, modszert irtak le allatkisérletekben, amelyek csokkenteni képesek a
perinatalis asphyxia negativ hatasait, példaul hipotermia (Cebral és Loidl, 2011),
nicotinamid (Morales et al., 2010), prekondicionalas (Vlassaks et al., 2013),
erythropoietin (Kumral et al., 2006), melatonin (Alonso-Alconada et al., 2012) és a
calcitriol (Kajta et al., 2009) is. Meg kell azonban jegyezni, hogy emberi alkalmazasban
a hipotermidn kiviil eddig egy megbizhatd neuroprotekcidos modszer sem véltotta be a
hozzé fiiz6tt reményeket. Az ingergazdag kornyezet hatdsa ebben a vonatkozasban nem
a karosodast megel6z6, hanem annak hosszu tavli hatdsait képes mérsékelni, igy a

rehabilitacioban alapvetd fontossagu kornyezeti faktor.

KORAI POSZTNATALIS FEJLODES

A korai posztnatdlis id0szak az idegrendszer fejlodését tekintve fontos
periodus. A fejlédést harom f6 faktor, a kornyezeti tényezdk, a genetikai faktorok és a
gyogyszertani hatdsok kozosen alakitjdk. A korai posztnatdlis idészakban a toxikus,
ischemias hatasok mellett a szocialis izolacionak és ingergazdag kdrnyezetnek is fontos,
a fejlédést meghatarozo szerepe van. Mivel a patkanyok nem teljesen éretten jonnek a
vilagra, igy naluk a korai posztnatalis fejlddés soran a megsziiletéstdl szamitott elsé 10
napban a fizikélis paraméterek fejlodésének befejezése zajlik (szemnyitas, metszéfog
kindvés, fiil kihegyesedés). A harmadik posztnatélis hét végeig befejezddik az alapvetd
neurologiai reflexek fejlédése (fogd-, keresztezett extensor-, felegyenesedési-,
rahelyezési-, elmozduldsi-, szemhéj-, fiilrangds reflex). A motoros koordinacidval
kapcsolatos mechanizmusok fejléddése még ennél is tovabb tart néhany héttel. A fejlodés
egy meghatarozott mintazatot kovet. Az egyes fizikalis paraméterek és neuroldgiai jelek

megjelenése ¢és fejlodése jol korrelal az idegrendszer érésével. Karosodasok esetén jol
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kimutathatéak az okozott eltérések. Emiatt a munkacsoportunk altal az elmult masfél
évtizedben szdmos kisérletben hasznalt tesztrendszer alkalmazhaté a jelen PhD
értekezésben alkalmazott kisérleti 6sszeallitasokban is. Az allatok neurologiai fejlodését
a posztnatalis iddszak els6 harom hetében, a motoros koordinacios vizsgalatainkat pedig

a 3-5. hét kozott végeztiik (Farkas et al., 2009; Kiss et al., 2005; Lubics et al., 2005).

CELKITUZESEK

1. Az ingergazdag kornyezet hatdsainak vizsgalata az 1jsziilott patkanyok
idegrendszeri- és reflex fejlédésére, és motoros koordinacidjara
2. Késleltetett fejlodést allatmodell vizsgalata ingergazdag kdrnyezetben:
a. ujsziilottkori toxikus (natrium-glutamat kezelt) allatmodell
b. 1jsziilottkori asphyxia allatmodell
3. Az ingergazdag kornyezet egy specialis tipusa, a zenei ingergazdagsag
vizsgalata 0jsziiltt patkanyok fejlddése soran:
a. normal fejlédésti allatmodell
b. késleltetett (natrium-glutamat kezelt) fejlodésii allatmodell
4. PACAP27 és -38 szintjének vizsgalata az agy kiilonb6z6 teriiletein ingergazdag
kornyezetben
a. fiatal patkanyok
b. felnétt patkanyok
5. PACAP38 szintjének vizsgalata tengerimalac tejben ingergazdag kdrnyezetben
6. Retinalis valtozasok vizsgalata allatmodellekben és a nemi kiilonbségek
feltérképezése
a. ingergazdag kornyezet modell

b. szocialis izolacio modell
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ANYAGOK ES MODSZEREK

KISERLETI ALLATOK

Az allatok elhelyezése, gondozésa és felhasznélasa ellendrzott protokollok
szerint, az intézeti ajanlasok figyelembevételével tortént (No: BA02/2000-15024/2011,
Pécsi Tudomanyegyetem). 12 6ras sotét-vilagos ciklusban, élelem és viz folyamatos

biztositasa mellett tartottuk az egyedeket.

PATKANY MODELL

Ujsziilstt allatmodelljeink esetén teljes Wistar patkany almokat (egyedszam
8+1 db) vizsgaltunk. Az almokat ugy allitottuk 6ssze, hogy az egy idopontban sziiletett
patkédnyokat 0Osszegylijtottiik tobb alombol, Osszekevertiik, és egyenld szdmban
szétosztottuk az anyak kozott, hogy a genetikus hatasokat minimalizaljuk. Mivel
irodalmi adatok alapjan nincs kiilonbség a korai életperiodusban a him ¢€s ndstény
egyedek fejlédése kozott, a teljes almok adatait értékeltiik (Fernandez et al. 2000; Le
Roy et al., 1999). Az egyedek nemét feljegyeztiik, és kiilon vizsgaltuk eredményeiket az
esetlegesen kimutathatd nemi kiillonbségeket is keresve. A kezelési csoportok random
modon keriiltek kivalasztasra, az Osszes alom tartalmazott kontroll és kezelt allatokat.
Az egyes csoportokat a sajat kontrolljaikhoz hasonlitottunk a statisztikai elemzés soran.
Ujsziilott allatokkal végzett vizsgalatainkhoz sziiletésiiktdl 6t hetes korukig az allatok
adott kornyezetben (kontroll vagy ingergazdag) voltak elhelyezve. Felnétt koru
ingergazdag allatainkkal végzett kisérleteink soran szintén az els6 6t posztnatalis héten
¢éltek ingergazdag kornyezetben, majd ezt kovetden anyjuktol elvalasztva, nemek szerint
szétvalasztva standard laboratoriumi ketrecekbe keriiltek elhelyezésre. Mivel a PhD
munkam tobbféle kisérleten is alapul, igy az atlathatosag érdekében az adott

kisérletekben részt vevo allatok szama a megfeleld fejezetekben keriil feltiintetésre.
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TENGERIMALAC MODELL

Kisérleteink egy részében tengerimalacokat vizsgaltunk (4. abra). A kisérlet
célja tejmintdk PACAP38 koncentraciojanak vizsgalata volt. Egy allatcsoportban 3
ndstény és 1 him allatot helyeztiink el. A ndstényeknek a vemhesség utan atlagosan 2+1
db kolykiik sziiletett, de mi a tovabbiakban csak az anyakat vizsgaltuk, tolikk gyjtottik

a tejmintakat.

4. abra: A tengerimalacok standard dallathazi koriilmények kozott
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KEZELESEK

INGERGAZDAG KORNYEZET

Patkanykisérleteink soran kétféle kornyezeti elrendezést alkalmaztunk. Az
allatok els6 csoportjat a laboratoriumi allattartdsban hagyoméanyosan hasznalt ketrecben
tartottuk, melynek alapteriilete 43x30 cm, magassaga 20 cm. Ez a tartasi korilmény
szolgalt a kontroll, standard (,ingerszegény”) kornyezetnek (5.A abra). Az allatok
masodik csoportjat megnovelt
¢lettérben, vagyis egy tobb, mint 3-szor
nagyobb  alapteriileti  és  2-Szer
magasabb ketrecben tartottuk sziiletésiik
utan (88x50 cm alapteriilet és 44 cm

magassag - 5.B abra). Ezt az elrendezést

csak egyes esetekben, kisérleteink
kezdetén alkalmaztuk annak
vizsgélatara, hogy Onmagaban a
megnovelt éElettér, vagy a komplex
ingergazdagsag (megnovelt éElettér és
jatékok kozosen) felelés-e a kifejtett
hatéasért, illetve hogy van-e kiilonbség a
megnovelt  életteri.  és  komplex
ingergazdag  csoportok  kozott. A

harmadik  csoport, a  komplex

ingergazdag kornyezetii allatok esetében
a nagyobb ketrecbe a megndvelt 5. dbra:

élettéren kiviil kiilonféle formajh, szini A: hagyomanyos ketrec,
B: megnovelt életteér jatékok nélkiil,

¢ anyagh jatekokat (pl. csoveket, C: komplex ingergazdag nagyketrec

korongokat, labdékat, csorgoket)

helyeztiink (6.A, B abra), majd azok felét naponta cseréltiik (6.C abra). Igy elkeriiltiik
azt, hogy teljesen 1j kornyezetet, és ezzel egy stresszfaktort hozzunk 1étre, egyidejiileg
azonban biztositottuk szamukra a valtozatossagot, tovabb ndvelve igy az

ingergazdagsagot (Bengoetxea et al., 2008) (5.C abra).
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6. abra: A: A kiilonféle jatékok a kornyezet fontos elemei, B: Az allatok komplex

ingergazdag kornyezetben nottek fel az anyapatkany mellett, C: A kiilonféle jatékok a

patkanyok kornyezetét ingergazdagga tevo eszkoztar részeit képezték.

Az ingergazdag kornyezettel kapcsolatban végzett kisérletiink elsd részében
(@ kozponti idegrendszer PACAP27 és -38 tartalmanak vizsgalata RIA modszerrel)
kozvetleniil megsziiletésiik utan (1) harom hét id6tartamra kontroll, standard
koriilmények ko6zé helyezett (n=4 db) és (2) harom hétre komplex ingergazdag
kornyezetbe tett (n=5 db) allatokat vizsgaltunk. A kisérlet masodik része 6 honapig
tartott. Harom allatcsoportot vizsgaltunk: (1) kontroll, standard koriilmények kozott €16
csoport (n=5 db), (2) megsziiletés utan 3 hétre komplex ingergazdag kornyezetbe
helyezve, majd ezt kdvetden standard koriilmények kozott felnové csoport (n=4 db),
valamint (3) megsziiletés utan standard koriilmények kozott €16, majd fél éves korukban

felnottként 3 hétre ingergazdag kornyezetbe helyezett csoport (n=5 db).

A tengerimalacokkal végzett Kkisérleteink soran kétféle kornyezeti
elrendezést alkalmaztunk. Az ingergazdag kornyezetben elhelyezett allatok (n=25 db
tejminta RIA méréshez) kétszer akkora élettérben éltek, mint kontroll tarsaik (n=22 db
tejminta RIA méréshez). Ezen kiviil még a komplex ingergazdagsag esetén kiilonféle

formaju, szinli és anyagu jatékokat is behelyeztiink az élettérbe, azok felét naponta
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cseréltiik (a patkany modellhez hasonldan), igy elkertiltiik a teljesen 0j kornyezetet, és
ezzel egy stresszfaktor 1étrehozasat, egyidejiileg biztositva szamukra a valtozatossagot,

az ingergazdagsagot (6.C abra).

Vizsgalataink sordn a tengerimalacok tejét analizaltuk. Tehéntej mintakhoz
(n=10 db minta) hasonlitottuk a tengerimalac tej mintainkat (n=47 db minta). A
tengerimalacok két csoportban, igy két eltérd kornyezetben voltak elhelyezve: kontroll

(n=22 db minta), és ingergazdag (n=25 db minta) koriilmények kozott.

ZENEI INGERGAZDAGSAG

A zenei ingergazdagsag vizsgalatdhoz harom allatcsoportot harom kiilon
Szobaba kiilonitettiink el. Az egyik szobdban a kontroll csoport volt hagyoményos
méretll  ketrecben, csendes kornyezetben. A masodik szobdban standardizalt
koriilmények kozott az allatok Mozart szonatdkat hallgattak (Mozart: 17.
zongorakoncert, symph 24; Concertos; The great composers I-1l; The horn concertos) a
hangforrastél azonos tavolsagban, hagyomanyos méretii ketrecekben elhelyezve. A
patkanyok ¢éjszaka aktivak, ezért este 18:00 oratol reggel 6:00 oraig voltak a zenei
kornyezetben. A zene hangereje atlagosan 60 dB-re volt beallitva. A harmadik szobaban
az allatok a masodik szobahoz hasonldan voltak elhelyezve, a kiilonbség a zene tipusa
volt. A 3. szoba allatai heavy metdl zenét hallgattak kiilonboz6 egyiittesektél 60 dB

atlagos hangerdsséggel.

Kisérletiinknek ebben a részében kontroll korilmények kozott, standard
ketrecekben tartottuk az Osszes patkanyt (n=42 db). Az allatokat harom csoportra
osztottuk. Megsziiletésiik napjatol mindharom csoport mas-mas szobaban volt
elhelyezve, igy mas-mas tipust zenét hallgatott. Az allatok egy része fiziologias
sooldatos, masik része 4 mg/g MSG kezelést kapott. Kisérleteink soran a csendes
kornyezetben 1évé kontroll fiziologias sooldattal kezelt csoport esetén n=17 db
patkanyt, a klasszikus zenét hallgato MSG kezelt csoportban n=16 db allatot, a heavy
metal zenét hallgatdo MSG kezelt csoportban pedig n=9 db patkanyt vizsgaltunk.
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NATRIUM-GLUTAMAT KEZELES

A MSG kezelési protokoll modszertanilag megfelelt a korabban leirtaknak
(Babai et al., 2005, 2006; Kiss et al., 2005, 2006). A natrium-glutamatot subcutan
injekcioként adtuk 100 pl fiziologias so6oldatban oldva az 1, 3, 5, 7, 9. illetve 1, 5, 9.
posztnatalis napokon. Irodalmi leirasoknak ¢€s sajat korabbi megfigyeléseinknek (Babai
et al., 2005, 2006; Dunn és Webster, 1985; Kiss et al., 2005, 2006; Klingberg et al.,
1987; Kubo et al., 1993) megfelelden valasztottuk ki a jelen kisérleteinkben alkalmazott
dozist, ami 2 mg/testtomeg gramm volt retinaval kapcsolatos vizsgalataink, 4
mg/testtomeg gramm volt az idegrendszeri fejlédéssel kapcsolatos vizsgalataink soran,
minden esetben az 1, 5 és 9. posztnatalis napon subcutan adva. A retina vizsgalataihoz
fele akkora dozis alkalmazasara volt sziikségiink, mert megfigyeléseink alapjan a 4
mg/testtomeg gramm MSG kezelés mar annyira stlyos retinalis karosodasokhoz
vezetett, ami esetén védd hatdsra mar nem volt lehetdség. A reflexfejlodésbeli
valtozasokhoz viszont sziikség volt a magasabb 4 mg/testtomeg grammos kezelésre,
mert kisebb dozis nem okozott szdmottevd eltérést a fejlddésben. A kontroll allatok

ugyanezeken a napokon azonos mennyiségii fiziologias s6oldatot kaptak.

Kisérletiinknek ebben a szakaszaban kontroll koriilmények kozott, standard
ketrecekben n=30 db patkanyt, mig komplex ingergazdag kornyezetben, nagyobb
¢lettérben jatékokkal ellatva n=37 db allatot vizsgéltunk. Az &llatok felét fiziologias
sooldattal (kontroll ketrec: n=16 db, ingergazdag ketrec: n=17 db allat), a masik felét
MSG-vel kezeltiik (kontroll ketrec: n=14 db, ingergazdag ketrec: n=20 db patkany).

KETOLDALI ARTERIA CAROTIS COMMUNIS LEKOTESE

A kétoldali carotis régiot isofluran altatasban kozépvonali nyaki metszésbol
tartuk fel. A m. omohyoideus és nyelvcsont alatti izmok eltartasaval feltartuk az artéria
carotis communist, a nervus vagust lepreparalva az eret operacios mikroszkop alatt 4:0
sebészi fonallal elkotottiik. A lekotés permanens volt, reperfizié nem tortént.

Ebben a kisérletiinkben n=49 db feln6étt Wistar patkanyt vizsgaltunk (250-
300 gramm). (1) Egyik allatcsoportunk az aloperalt csoport volt (n=7 db). A tobbick a
kétoldali carotis lekotést kovetden 2 hétig voltak eltérd kornyezetben: (2) standard

méretll ketrecben (n=7 db ndstény, n=7 db him), (3) komplex ingergazdag kornyezetben
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(n=7 db ndstény, n=7 db him), illetve (4) egyesével szocialisan izolalva standard méretli

ketrecekben elhelyezve (n=7 db ndstény, n=7 db him).

ASPHYXIA

Felnott ndstény Wistar patkdnyok kenetét naponta vizsgaltuk. A
spermadugd megjelenésének napjatdl szamitott 22. gesztacids napon az dallatot
megfigyelés ala helyeztiik. A sziilés megindulasa utan, az anyaallatot anesztézia alatt
decapitaltuk (Kiss et al., 2009; Morales et al., 2008; Simola et al., 2008).
Csaszarmetszést végeztiink, az uterus szarvakat feltarva az ujsziilott allatokat kiemeltiik,
majd 1égzésiiket stimulaltuk. A kontroll csoport allatai esetén az ujsziilotteket azonnal
vildgra hoztuk, mig az asphyxids csoportndl 15 percig az 4llatok &llando
testhémérsékletét (37 °C) fenntartva vartunk, és utana tavolitottuk el ket az uterusbol.
Az asphyxias csoport allatai, melyek talélték a megsziiletés utani 40 percet (addig 37
°C-on tartottuk &ket), potanydhoz keriiltek a kontroll csoport allataival keverten. A
tovabbiakban csak a taléld allatokat vettiik be vizsgalatainkba. Az akut posztasphyxias
fazisban az allatok tobb mint 50 %-a pusztult el az asphyxias csoport esetén, mig a
kontroll csoportnal a csaszarmetszés utani kozvetlen elhullas csak 10 % koriil volt. A
késdbbi vizsgalataink sordn 4 db asphyxids allat még elpusztult, mig a kontroll
csoportban nem volt veszteség. A nemek eloszlasa egységes volt (55 % him, 45 %
ndstény).

Csak az egész kisérleti periodust til€ld allatok adatai keriiltek feldolgozasra
(n=25 db nem asphyxias allat, n=21 db asphyxias patkany). Kisérletiink soran az allatok
mindkét csoportja két tovabbi részre osztottuk: standard korilmények kozé keriild
allatcsoportra (n=10 db nem asphyxias allat, n=9 db asphyxias patkany), valamint
ingergazdag kornyezetbe helyezett csoportra (n=15 db nem asphyxias allat, n=12 db
asphyxias patkany).

A NEUROLOGIAI JELEK ES REFLEXEK VIZSGALATA

A neurologiai fejlédést naponta 12 és 15 6ra kozotti iddpontban vizsgaltuk,
a kezelési periodusban a napi kezeléseket megelé6zden az 1. posztnatalis naptol a 21.

posztnatalis napig. Az esetleges rejtett mérési hibak kikiiszobolésére ugyanazokat az
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eszkozoket hasznaltuk minden allat tesztelésekor. Figyelemmel kovettiink egyes
fizikalis jellemzoket, feljegyeztik a szemnyitds, a metsz6fogkindvés és a fiil

kiegyenesedésének napjat (7.A, B abra) (Smart és Dobbing, 1971a,b).

7. abra: A: 8 napos, B: harom hetes, érett paraméterekkel rendelkezo kispatkany.

Az éllatok sulyat mértilk minden nap (8. abra). A neurologiai jeleket és
reflexeket irodalmi adatok alapjan (Altman és Sudarshan, 1975; Bures et al., 1983; Dam
et al.,, 2000; Hill et al., 1991; Smart és Dobbing, 1971ab) Osszeallitott komplex
tesztrendszer segitségével vizsgaltuk (Kiss et al., 2005, 2006, 2009; Farkas et al., 2009;
Reglddi et al., 2003)

8. abra: A kisérleti allatok testsulyanak mérése.
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FELEGYENESEDESI (RIGHTING) REFLEXEK

(a) A patkanyokat a hatukra forditottuk (9.A dabra), és tizedmasodperc
pontossaggal regisztraltuk, hogy mennyi id6 mulva fordult meg az éllat mind a négy

mancsat a talajra helyezve (9.B, C, D abra).

(b) 50 centiméter magasbol fejjel lefelé egy szivacsra ejtve az allatokat, a

négy végtagjukra érkezésiik elsd napjat jegyeztiik fel (9.E, F és G abra).

9. abra: Felegyenesedési reflexek vizsgalata: hatrol hasra fordulas ideje (A, B, C, D),
és magasbol leejtés (E, F, G).
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NEGATIV GEOTAXIS

Az éllatokat egy 45°-ban megdontott, 30 cm magas racsra helyeztiik fejjel
lefelé ugy, hogy az allat hatso végtagja a racs kozepén legyen (10.A abra). Feljegyeztiik
azt a napot, amikor a patkany megfordult, és felmaszott a racs tetejére (10.B, C, D abra),
azaz amikor mindkét mellsé mancsaval elérte annak legfelsd fokat (10.D abra). Abban
az esetben, ha az 4allat nem teljesitette a feladatot 30 masodpercen beliil, a teszt
eredményét negativnak tekintettiik. A pozitiv teszt megjelenésének napjatol mértiik a

teljesités idejét tizedmasodperc pontossaggal.

10. dbra: A negativ geotaxis vizsgalata.

KERESZTEZETT EXTENSOR REFLEX

A bal hatso végtagon fajdalomingert (csipeszcsipés) alkalmazva vizsgaltuk
az allat reakcigjat. Azt a napot jegyeztiik fel, amikor latszolag eltlint a keresztezett

extensor reflex, vagyis az ellenkezé oldali végtag extensidja elmaradt (11. abra). Az
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allat ilyenkor egy, az egyszerii reflextevékenységnél bonyolultabb, 0Osszetettebb

mechanizmusu elharitd magatartassal valaszolt az inzultusra.

g
—

11. dbra: A keresztezett extensor reflex vizsgadlata

FULRANGAS REFLEX

Vattapalcaval ovatosan megérintettiik a fiil szélét (12. abra), és az erre

bekovetkezo fiilranditas megjelenésének napjat regisztraltuk.

12. abra: A fiilrangas reflex vizsgalata
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SZEMHEJREFLEX

Vattapalcaval ovatosan megérintettiik a szemrést (illetve a szemnyitas napja
eltt annak leendd helyét, a szemhéjak taldlkozisat — 13. abra), és a valaszként

bekovetkezd izomkontrakeid megjelenésének napjat regisztraltuk.

13. dbra: A szemhéj reflex vizsgalata

VEGTAG KONTAKT RAHELYEZESI (PLACING) REFLEX

A mellsé (14.A abra) és hats6 mancs (14.B, C abra) dorsalis felszinét a
vizsgaloasztal széléhez érintettiik, és feljegyeztiik azt a napot, amikor az allat elészor

felemelte az adott végtagot, és rahelyezte az asztalra (14.C abra).
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14. abra: Végtag kontakt rahelyezési reflexek vizsgalata: mellso mancs (4), hatso

mancs (B, C)

TAKTILIS FOGOREFLEX (GRASPING)

Egy vékony raddal érintettiik a patkany mellsé (15. A, B abra) és hatso (15.
C abra) végtagjanak ventralis felszinét, és regisztraltuk az elsé napot, amikor erre az

érintésre a rad megragadasaval valaszolt (15. B 4bra).

15. dbra: A fogoreflex vizsgalata: mellsé végtag (A, B), hatso végtag (C).
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ELMOZDULASI REFLEX (GAIT)

Egy 13 centiméter atmérdjii fehér papirkorong kozepére helyeztik az
allatokat (16. A 4bra). A jel megjelenésének napjatol kezdve tizedmdasodperc
pontossaggal mértiik azt az id6t, ami alatt az allat mindkét mellsé mancsa elhagyta a
korong teriiletét (16. B abra). Abban az esetben, ha az allat 30 masodpercen beliil nem

hagyta el a korongrol, a tesztet negativnak értékeltiik.

16. dbra: Az elmozdulasi reflex: a vizsgalat kiindulasi allapota (A), majd a pozitiv

kimenetele (B).

AKUSZTIKUS MEGRETTENESI REFLEX

Regisztraltuk az els6 napot, amikor az allat egy hirtelen hangingerre (taps)

Osszerezzent (17. 4bra).

17. abra: Az akusztikus megrettenési reflex.
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MOTOROS KOORDINACIO VIZSGALATA

Az éllatokat posztnatalis 2-5 hetes kor kozott teszteltik heti
rendszerességgel. A teszteket az irodalomban elfogadott leirdsok alapjan végeztiik
(Altman és Sudarshan, 1975; Heath ¢és Vink, 1997; Hill et al., 1991), illetve tobb
tanulmany vizsgalomoédszereit egyiittesen alkalmaztuk, hogy még komplexebb képet
kapjunk az allatok neurologiai fejlodésérdl. A fentebb emlitett teszteket az irodalomban
kiilon-kiilon alkalmazzék patkanyok vizsgalatara agyi karosodast kovetd funkciondlis
deficitek kiértékeléséhez (Aronowski et al., 1996; Borlongan et al., 1995; Heath és
Vink, 1997; Markgraf et al., 1992; Regl6di et al, 2003; Rogers et al., 1997; van der
Staay et al., 1996).

LEPESSZAM ES LEPESHIBA TESZT

20x40 cm teriiletd, 2x2 cm-es méterli rozsdamentes acélracsra tettilk az
allatokat, mely a talajszintt6l 1 méter magassagban helyezkedett el. Egy percig
vizsgaltuk az allat mozgasat, és feljegyeztiik a mells6 végtaggal végrehajtott Gsszes
1épés szamat. Ekozben szamoltuk 1épéshibaikat, amikor a racs réseibe léptek, nem
tudtak megfogni a racsot 1épés kozben. Ezt a 1épéshibat mellsé €s hatso végtagra is

feljegyeztiik, kiilonbséget téve a jobb és bal oldal kozott (18.A abra).
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18. dbra: Motoros koordindacio vizsgalata: A: Lépésszam és lépéshiba teszt; B:

Fiiggeszkedeési teszt kotélen; C: Mokuskerék teszt; D: Mozgas inicidacios teszt

FUGGESZKEDESI TESZT KOTELEN

Egy 40 cm magassagban vizszintesen kifliggesztett 4 mm atmérdji kotélre
helyeztiik az allatok mindkét mellsé végtagjat. Mértiik azt az iddt, ameddig
kapaszkodva fenn tudtak maradni a kdtélen. Amennyiben az id6 hosszabb volt, mint 30
masodperc, vagy esetleg a kotélbe kapaszkodva annak végére maszva az allat elhagyta a

berendezést, a tesztet teljesitettnek vettiik (18.B abra).
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ROTAROD (MOKUSKEREK) TESZT

Egy 14 cm atmér6ji mokuskereket motorral hajtottunk meg 13/perces
fordulatszammal (18.C abra), és mértiikk azt az id6t, amennyit az allat a kerék tetején
fenn tudott maradni (maximum idétartam 2 perc, ha az allat még ezutan is fenn volt a
keréken, akkor is befejeztiik a vizsgalatot, és ezt a maximalis id0t jegyeztiik le). Ezt a
tesztet harom hetes korban kezdtiik el. Fiatalabb korban a patkdnyok nem képesek fent

maradni a keréken.

MOZGAS INICIACIOS TESZT

A patkanyokat egy vizszintes felszinre helyeztiikk, melyen egy 10 cm-€s
belso és egy 45 cm atmérdju kiils6 kor volt megjelolve. Mértiik a mozgas kezdés idejét,
ami alatt elhagyta a belsd, kisebb kor teriiletét, valamint a nagyobb kor elhagyasanak
idejét (18.D abra).

KAPASZKODASI TESZT MEGDONTOTT DESZKAN

45°-ban dontott farostlemez deszkdra helyeztikk az allatokat, majd 5
fokonként emeltiik a d6lésszoget (19. abra). Azt a szintet jegyeztiik fel (1-4-es szintig),

ahol az allatok még fenn tudtak maradni a deszkan minimum 5 masodpercig.

19. abra: Kapaszkodasi teszt.
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TEJMINTA GYUJTES (FEJES)

A kisérletet tengerimalac modellen végeztiik, a tejtermelés beindulasa utan
(a sziilés utan 2 nap elteltével), biztositva ezzel a colostrum felvételt. A harmadik naptol
minden nap reggel 8:00-8:30 kozott az Gjsziilotteket 30 percre elvettiik az anyjuktol. Ezt
kovetden mechanikusan, kézzel fejtiik meg az anyaallatokat, mindkét eml6b6l mintat
véve (20. abra). A mintavételeket probaltuk az Gjsziilottek elvonasa nélkiil is, de abban
az esetben nem volt nyerhetd mennyiségli minta. Allatonként naponta atlagosan
koriilbeliil 1 ml mintat sikertilt Eppendorf csdvekbe gylijteniink. A mintavételt dtlagosan

a 13. sziilés utani napig folytattuk, ezt kvetden a tejtermelés elapadt.

20. dbra: Tengerimalac tej mintavétel mechanikus modon.

SZOVETTANI VIZSGALATOK

Jol ismert, hogy a neonatalis MSG-kezelés sulyos idegsejtkarosodast hoz
létre az agy kiilonbozo teriiletein. A morfologiai eltéréseken kiviil biokémiai
valtozasokat is okoz (Beas-Zarate et al., 2002; Chaparro-Huerta et al., 2002; Gonzalez-
Burgos et al., 2001; Ishikawa et al., 1997; Kubo et al., 1993; Pesini et al,. 2004; Seress
et al., 1984; Stricker-Krongrad és Beck, 2004; Tamas et al., 2004; van Rijn et al., 1986).

Az elvaltozasok kozil a nucleus arcuatus és a retina teruletén bekoOvetkezett
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neuronpusztulas vizsgalhat6 a legjobban (Arees és Mayer, 1970; Heiman ¢és Ben-

Jonathan, 1983; Olney, 1969).

Tovabbiakban a retina degeneracio volt részletes vizsgalatunk targya. Ezzel
kapcsolatban munkacsoportunk mar szamos eredményt ért el korabban, mas toxikus
anyagok, illetve hypoxia altal indukalt retinadegeneracios allatmodellekben (Atlasz et
al., 2008; Babai et al., 2005, 2006; Tamas et al., 2004). MSG altal indukalt
retinadegeneracios modelliinkben a modszertani fejezet megfeleld részében mar emlitett
médon harom allatcsoportot hoztunk 1étre: hagyomanyos ketrecben, megndvelt

¢lettérben (nagyobb ketrec) és komplex ingergazdag kornyezetben tartott csoportot.

A neuroldgiai teszteket kovetden, az allatokat 5 hetes korukban talaltattuk,
enuklealtuk, és szemserleg (eye-cup) preparatumot készitettiink. Az enuklealt szemeket
0°C-0s 0,2 M foszfat-pufferbe (PB) raktuk. Bemetszést ejtve a scleran az inhéartya és a
szaruhartya hatarat korbevagtuk. Ezt kovetden a lencsefliggesztd rostokat elszakitva az
livegtestet és a szemlencsét eltavolitottuk. A megmaradt preparatum kizarolagosan az
inhartyabol, az érhartyabol, valamint a retinabol allt. A szemserlegeket 4%-0s
paraformaldehidben (PFA) 24 o6ran keresztiil fixaltuk. A fixalas utan a preparatumokat
0,1 M-os PB-ben 6x10 percig mostuk. Majd a beagyazashoz a szemserleget megfeleld
méreti €s megfelelden orientdlt kisebb részekre vagtuk. A retinadarabokat
szobahdmérsékleten felszallo alkoholsorban dehidraltuk. Ezt kdvetéen a mintakat
propilén-oxidba (2x4 perc) helyeztiik, propilén-oxid-Durcupan ACM-gyanta (Fluka,
Svajc) 1:1 aranya keverékében inkubaltuk (1x30 perc), majd egy ¢éjszakara
polimerizalatlan, tiszta gyantaba helyeztilk. Masnap gyantablokkokat készitettiink,
melyekbe orientalva belehelyeztiik a mar elézéleg felvagott retinadarabokat. Az igy
elkésziilt blokkokat 36 orara 56 °C-os termosztatban inkubdltuk tettiik. A gyanta
tokéletes polimerizacidja utan ultramikrotom (MT-7000 Ultra, USA) segitségével 2-3
pum-es metszeteket készitettiink, amelyeket zselatinos targylemezre helyeztiink fel. A
metszeteket futott fémlap (hot-plate, Velp Scientific Area Heating Magnetic Stirrer)
segitségével 70 °C-on adhézids anyaggal kevert targylemezre szaritottuk. A teljes
felszaradas utan a preparatumokat megfestettiik toluidinkék festékkel (1%-os festdoldat,
Toluidine Blue O, Certified, Sigma + 1 g natriumborat). Az igy kapott metszeteket
szaritas utan DePeX-szel (DPX, Fluka BioChemika) fedtiik.

Az elkésziilt metszeteket Nikon Eclipse 801 fénymikroszkoppal vizsgaltuk,
morfometriai méréseinket Spot Basic, 4.0.4. program segitségével végeztiikk. A retina

rétegek vastagsaganak értékeléséhez az NIH Image 1.55 programot hasznaltunk. Hogy
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Osszehasonlithatd adatokat kapjunk, a kiilonb6z6 rétegek vastagsagat a retina azonos
régioibol késziilt metszeteken mértiik le. Az analizist kdvetden CCD digitalis kameréaval
fényképeket készitettiink, az elkésziilt képeket Adobe Photoshop 7.0 segitségével

tovabbi digitalis feldolgozast (elforgatas, elrendezés, megjelolés) végeztiink.

A morfoldgiai és morfometriai analizishez a kovetkezd paramétereket
vizsgaltuk: (1) a retina keresztmetszete a kiils6 hatdrmembrantél a belso
hatarmembranig (membrana limitans externa-membrana limitans interna, MLE-MLI),
(1) a stratum granulosum externum (SGE), a stratum plexiforme externum (SPE), a
stratum granulosum internum (SGI), a stratum plexiforme internum (SPI) vastagsaga ¢és
(I1) a 100 pum retinahosszra es6 stratum ganglionare (SG) rétegben talalhato sejtek

szama.

RADIOIMMUNOASSAY MERES

Az isofluran altatott allatok dekapitalasa utan az agyakat eltavolitottuk, az
egyes agyteriileteket (hipotalamus, agytorzs, diencephalon, cerebellum, temporalis-,
occipitalis-, frontalis- és parietalis nagyagyi teriiletek) kiilon-kiilon dolgoztuk fel. A
mintavétel soran a korabban is alkalmazott modszertani 1épéseket kovettiik (Kiss et al.,

2007; Jakab et al., 2004; Németh et

\Y— Radioaktiv antigén
al., 2007). A mintakat

*Q ﬁ._ ,Els8” antitest homogenizéltuk majd

centrifugaltuk desztillalt vizben

(12000 rpm, 4 °C, 30 perc). A RIA

01 o Jelbletlen antigén hozzéaddsate)
o

' \‘ o mérésekhez az  igy  kapott
® Radioaktiv antigén (e)helyettesitése
v v p jeléletlen antigénnel (o) feliiluszot hasznaltuk a PACAP27
— és PACAP38 tartalom
Antigén-antitest komplexek precipitacidja
anti-immunglobulinnal (,mdsodik” antitest) analizalasara.
LN

o "o ®__ Swupematdns radioaktivitdsa= szabad antigén
I
“

A PACAP27 méréshez
nyulban  eldallitott  ,,88123-3”
Precipitdtum radioaktivitdsa= kotott antigén
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PACAP38  méréshez  szintén
21. dbra: A RIA modszer elmélete nyulban eldallitott, ,,88111-3”

<+—" Maésodik” antitest
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szamu antiszérumot hasznaltuk. Birka PACAP24-38 C-terminalis fragmentet és PACAP
27-et jodoztunk (21, Izotdp Intézet Kft., Budapest, Magyarorszag), a reakciokeveréket
reverz HPLC oszlopon valasztottuk el. A mono-jodinalt peptidek (**I-PACAP24-38 ¢s
125|_.PACAP27) szolgaltak kés6bb RIA jeloldként. Standardként birka PACAP27-et és
PACAP38-at (Sigma) hasznaltunk (0-1000 fmol/ml) (21. abra).

A méréseknél a RIA-hoz alkalmazott 1 ml foszfat-puffer (PBS) tartalmazott
(0,05 mol/l, pH: 7,4) 0,1 mol/l NaCl-ot, 0,05% NaN3-t és 0,25% BSA-t (bovine serum
albumine - Sigma). A pufferbe 100 pl antiszérumot (a ,,88111-3” szamu antiszérum
munkahigitasa: 1:100000; a ,,88123-3" szamu antiszérum munkahigitasa 1:45000), 100
ul RIA jelolét (5000 cpm/csd) és 100 pl standardot vagy ismeretlen mintdt mértiink

polipropilén csdvekbe.

48-72 éra 4 °C-on torténd inkubaciot kovetden az antitesthez kotdtt peptidet
elvalasztottuk 100 pl szeparacios oldat segitségével (10 g szén, 1 g dextran, 0,2 g
sovany tejpor 100 ml desztillalt vizben). Centrifugalds utan (3000 rpm, 20 min, 4 °C)
gamma counterben mértiik a radioaktivitast. A mintdk PACAP27 és PACAP38
tartalmat kalibracios gorbér6l olvastuk le, és fmol/mg sulyra adtuk meg. Annak
érdekében, hogy a kiilonbségeket €s valtozdsokat jobban érzékelhetové tegyiik, az
eredményeket relativ valtozasként szazalék formajadban adtuk meg, minden esetben a

kontoll csoport fmol/mg-os eredményét 100%-nak véve.

STATISZTIKAI ELEMZES

Az eredmények atlag + standard hiba (standard error of the mean, SEM)

formajaban tiintettiik fel.

A fizikalis jelek megjelenését ANOVA teszttel, majd az egyes csoportokat
Newman-Keul post-hoc analizissel hasonlitottuk  Ossze. A  napi  értékek
Osszehasonlitdsaira homogenitasvizsgalatot kovetéen Student féle t-tesztet s

hasznaltunk.

A negativ geotaxis, felegyenesedési reflex és az elmozdulési reflexidék napi
értékeinek javulasat ismételt varianciaanalizissel értékeltiik, mig az egyes csoportok

reflexidejét ugyancsak Newman-Keul teszttel vizsgaltuk a varianciaanalizist kdvetden.
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Az allatok sulya és a neuroldgiai jelek megjelenése kozotti korrelaciot a Spearman-féle
korrelacidanalizissel végeztiik. Szignifikancia szintként p<0,05 értékeket hataroztunk
meg. Az abrakon *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001 jelolések keriiltek alkalmazasra a

csoportok kozotti szignifikans kiillonbségek jeldlésére.

A retina metszetekbol komplex morfometriai analizis soran mért adatok
elemzéséhez az SPSS és a Microsoft Excel segitségével ANOVA tesztet hasznaltunk,
amit Tukey’B post hoc analizis kovetett. Szignifikancia szintként p<0,05 értékeket
hataroztunk meg. Az dabrdkon *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001 jeloléseket

alkalmaztam a csoportok kozotti szignifikans kiillonbségek jelolésére.
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EREDMENYEK

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ UJSZULOTTKORI NATRIUM-
GLUTAMAT KEZELESRE

SZOMATIKUS FEJLODES

A TESTTOMEG VALTOZASA

Munkacsoportunk mar korabban leirta (Kiss et al., 2005), hogy az
ujsziilottkori MSG kezelés hatasara szignifikansan csokken a standard koriilmények
kozott tartott allatok tomegndvekedése az elsd posztnatalis hetekben. Ezt jelen
kisérletiink alapjan is meg tudjuk erdsiteni (22. abra). Az ingergazdag allatcsoport
esetében azt tapasztaltuk, hogy nem alakult ki szignifikdns testtomeg kiilonbség a
fiziologias sooldattal és a natrium-glutamattal kezelt allatok kozott, vagyis az MSG
kezelés testtomeg csOkkentd hatdsa ingergazdag kornyezetben elmaradt. Az
eredmények alapjan elmondhato, hogy 6nmagaban az ingergazdag kdrnyezet nem vezet
szignifikans sulyndvekedéshez, a standard és ingergazdag koriilmények kozott tartott
fiziologias sooldattal kezelt csoportok testtomeg ndvekedése kozott nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést (22. abra). Az eredmények alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a

neonatalis excitotoxikus 1ézi6 esetén az ingergazdag kornyezet védé hatassal birt.
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22. abra: A testtomeg valtozasa az elso harom héten
(*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontroll MSG kezelt csoport vs. minden mds

csoport).

FIZIKALIS PARAMETEREK ES REFLEXFEJLODES

Munkacsoportunk korabbi eredményeihez hasonléan (Kiss et al., 2005),
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll fiziologias sooldattal és kontroll
MSG-vel kezelt csoportok kozott a kiillonféle fizikalis paraméterek (szemnyitas,
metszofog kindvés ¢és flil kiegyenesedés) megjelenésének idejét tekintve. Az
ingergazdag kornyezet nem befolyasolja ezen fizikalis paraméterek megjelenését (23.A
abra). Ehhez hasonléan nem volt eltérés a szemhéj- és a fiilrangds reflexek

megjelenésében sem (23.B édbra).
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23. abra: A: A fizikadlis paraméterek fejlodése: szemnyitds, metszofog kinovés és fiil

kiegyenesedés. B: A fiilrangds- és szemhéj reflex megjelenése

A tobbi neurologiai reflexet vizsgalva enyhe, nem szignifikans késés
jelentkezett a reflexek megjelenésében az MSG kezelt kontroll allatok esetén korabbi
megfigyeléseinknek megfeleléen. Ezzel szemben az ingergazdag kornyezetben tartott
allatok esetén a legtobb reflex korabban jelent meg, de a kiilonbségek nem voltak
szignifikansak. Bizonyos reflexek (elmozduldsi reflex, rahelyezési reflexek)
kivitelezéséhez sziikséges id6t vizsgalva nem talaltunk kiilonbséget a kontroll és
komplex ingergazdag kornyezetben fejlodd, fiziologias sooldattal kezelt csoportok
kozott (24. abra). Azonban az MSG kezelt kontroll allatoknak szignifikansan tobb idébe
telt ezeknek a feladatoknak a végrehajtasa (24.A, B abra). Ez a kiilonbség az
ingergazdag csoport MSG ¢és fiziologias sooldattal kezelt csoportjai kozott nem

mutatkozott (24. abra). A negativ geotaxis és a felszini rahelyezési reflex vizsgalata
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soran azt tapasztaltuk, hogy — bar nem szignifikans — a fiziologias sooldattal és MSG-

vel kezelt, mind kontroll, mind ingergazdag csoportok teljesitménye kozott kiillonbség

volt (24.C, D abra). Az MSG kezelt allatok rosszabb teljesitményt nyujtottak a negativ

geotaxis kivitelezése soran (24.D abra). Ez a kiilonbség az ingergazdag patkanycsoport

esetén a késébb eltint.
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24. abra: A: Elmozdulasi reflex teljesitmény a posztnatalis 10. napon. B: Levegobol

Eletkor (nap)

leesés rahelyezesi reflex fejlodése. C: Felszinre rahelyezési reflex teljesitmény

posztnatalis 8-10. napokon. D: Negativ geotaxis teljesitmény posztnatalis 18-19.
napokon. (*: p<0,05)

MOTOROS KOORDINACIO

egyik legmegbizhatobb indikatora a 1épésszam és 1épéshiba teszt (Kiss et al.,

Farkas et al., 2009, Lubics et al.,

Tapasztalataink alapjan a motoros koordindcioval kapcsolatos vizsgalataink

2005,

2005). A racson megtett 1épéseket szamolva azt

talaltuk, hogy a posztnatalis 3. héten a komplex ingergazdag kornyezetben felnévo
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allatok tobbet mozogtak, mint a kontroll patkanyok, a 4. heti vizsgalatok soran azonban
ez a kiilonbség mar nem mutatkozott a kétféle kornyezetben nevelkedett allatok kozott
(25.A abra). A 1épéshiba tesztben a 4. héten a kontroll MSG kezelt patkanyok t6bb hibat
ejtettek, mint az ingergazdagok, viszont az ingergazdag csoporton beliil a kontroll és
MSG kezelés kozott nem mutatkozott kiillonbség (25.B abra). A patkanyok altalaban a
hibazéast a mellsé végtaggal végzik, igy azt kiilon vizsgaltuk. Ebben a kontroll MSG
kezelt csoport szignifikdnsan tobbet hibazott, mint az ingergazdag MSG kezelt allatok
(25.D abra). Az allatok Osszes 1épéshibaja ¢és a 1épésszama aranya szintén szignifikans
kiilonbséget mutatott az elébb emlitett két allatcsoport kozott (25.C abra). Az emlitett
szignifikans kiilonbségeket foként a 4. héten tapasztaltuk, a 3. posztnatalis héten csak
enyhe kiilonbségek mutatkoztak a kétféle kornyezetben €16 allatcsoport kozott. Az
adatok arra utalnak, hogy a motoros koordinacio fejlédése, ami sziikséges a racsokon
vald hiba nélkiili jardshoz, az MSG kezelés altal késett, de ezt a fejlddési késedelmet az

ingergazdag kornyezet kompenzalni tudta.
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25. dbra: Motoros koordindcié tesztjei I. A: Lépésszam vizsgalata. B: Osszes lépéshiba.

C: Osszes hiba/dsszes lépés szdazalékos ardnya. D: Mellsé lab hibaszam. (*: p<0,05)
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A kotélen vald filiggeszkedési teszt ¢€s megdontott deszkan végzett
kapaszkodasi teszt arra utalt, hogy a komplex ingergazdagsagban €16 allatok enyhén
jobb teljesitményt mutattak, mint a kontroll tarsaik, de a kiilonbség nem volt
szignifikans (26.A, B 4bra). A harmadik heti mokuskerék tesztek nem mutattak
kiilonbséget az allatcsoportok kozott (26.C abra), néhdny masodperc utan minden allat
leesett a kerékrol, fejlettségiik nem volt megfeleld. A negyedik héten a rotarod teszten
mar jobb teljesitményt nyujtottak, jelentds mértéki fejlodést mutatva a 3. héthez képest.
Ezzel szemben a kontroll MSG kezelt csoport teljesitményében nem mutatkozott
fejlodés, csak nagyon rovid ideig voltak képesek fent maradni a mokuskeréken.
Ingergazdag MSG kezelt allatoknal ezzel ellentétben fejlodés mutatkozott a harmadik és
negyedik hét kozott (26.C abra). A mozgas iniciacids tesztet végezve az Volt
megfigyelhetd, hogy mind a harmadik, és mind az 6todik héten joval tobb id6t toltottek
el a kontroll MSG kezelt patkdnyok a belsd korben, mint a masik harom allatcsoport, ez

szintén fejlodésbeli lemaradasra utal (26.D abra).
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26. abra: Motoros koordindcio tesztjei Il. A: Kotélen filiggeszkedés teszt. B:
Kapaszkodasi teszt megdontott deszkan. C: Mokuskerék teszt (Rotarod). D: Mozgas

inicidacios teszt — belsé kor
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AZ INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ ASPHYXIA-INDUKALT
KESLELTETETT FEJLODESRE

Munkacsoportunk korabbi asphyxias kisérleteihez (Kiss et al., 2009)
hasonldan az asphyxias allatok kozott mind az akut mortalitas, mind a kés6bbi elhullas

aranya joval magasabb volt, mint a kontroll csoport allatai kozott.

SZOMATIKUS FEJLODES

A TESTTOMEG VALTOZASA

Az asphyxias allatok testtomeg novekedése szignifikansan kisebb volt, mint
a kontroll allatoké, kiilondsen a megfigyelés masodik hetében (27. abra). Az
ingergazdag kornyezetben tartott asphyxias allatok esetén az elsd hetet kovetden nem
volt kiilonbség a testtomegben a kontroll csoporthoz képest. A korabbiakban
emlitettekhez hasonloan az ingergazdag kornyezet dnmagdban nem vezet testtomeg
novekedéshez a nem-asphyxids, normdl fejlédésli csoport esetén. Ezen eredmények
alapjan az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az ingergazdag kornyezet kivédi az

ujsziilottkori asphyxia altal indukalt csokkent testtomeg gyarapodast.
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27. abra: A testtomeg valtozdasa az elsé két héten (***: p<0,001 Kis ketrec kontroll
VS.kis ketrec asphyxias csoport; ### p < 0,001 kis ketrec asphyxias csoport vs. komplex

ingergazdag asphyxids csoport).

FIZIKALIS PARAMETEREK ES REFLEXFEJLODES

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a szemnyitas, fiil kiegyenesedés ¢és
metsz6fog kinovés megjelenési napjat tekintve a kontroll kis ketrecben tartott és
ingergazdag kornyezetben tartott allatok kozott (28. abra). Ezzel szemben a perinatalis
asphyxia hatasara szignifikans fejlodési késés alakult ki. 1-2,5 nappal késobb jelent meg
a szemnyitds, fiil kiegyenesedés és metszéfog kindvés az asphyxids csoportokban a
kontroll allatokhoz képest (28. abra). Ez a késés a szemnyitas tekintetében az
ingergazdag allatcsoportnal szignifikans kisebb volt, mint a kisketreces allatok fejlodése
esetén. Bar nem szignifikans, de ez a tendencia lathatdo volt a metszéfog kindvés

tekintetében is (28. abra).
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28. abra: A fizikadlis paraméterek fejlodése: szemnyitds, fiil kiegyenesedés és metszofog
kinovés. (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001).

Munkacsoportunk korabbi megfigyeléseihez (Kiss et al., 2009) hasonléan
kozel az Osszes reflex késve jelent meg az asphyxias allatcsoport esetén (29. abra). Tobb
mint két napos késést figyeltiink meg a fiilrangas reflex és a keresztezett extensor reflex
megjelenésében a hypoxia esetén. A komplex ingergazdag kornyezet onmagaban kis
mértékben gyorsitotta a keresztezett extensor és akusztikus megrettenési reflexek
kialakulasat. Az ingergazdag kornyezet képes volt szignifikansan csokkenteni a
keresztezett extensor reflexnél asphyxias allatokban a fejlodési késést (29.A abra). A
végtag rahelyezési reflexek vizsgalatakor megfigyelhetd volt, hogy az asphyxia
szignifikans késést okozott mind a mells6, mind a hatsé végtag reflexeinek
megjelenésében (29.B, C abra). Az ingergazdag kornyezet mind a mells6, mind a hatso
végtag kontakt rahelyezési reflex megjelenését elOsegitette, azaz a komplex
ingergazdagsag segitett kivédeni az asphyxia negativ hatasait. Ehhez hasonl6
eredményeket kaptunk a taktilis fogoreflexek vizsgalata sordn. Asphyxids 1€zi0 esetén
mind a mellsd, mind a hatso végtag reflexei késébb jelentek meg, de ingergazdag
kornyezetbe helyezett allatoknal ez a késés jelent6sen csokkent (29.B, C abra). Ez a
csOkkenés a mellsé végtag esetén szignifikans volt. Jelentds eltérések mutatkoztak a

magasbol valo leejtés soran jelentkezd felegyenesedési reflex tekintetében is. Az
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asphyxia kb. 1,5 napos késést okozott a reflex megjelenésében, ezt az idéeltolodast az

ingergazdag kornyezet szignifikdnsan nem tudta csdkkenteni (29.D abra).
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29. abra: A: Keresztezett extensor-, fiilrangas-, szemhéj- és akusztikus megrettenési
reflex megjelenése. B: Mellso végtag kontakt rahelyezési- és taktilis fogoreflex
megjelenése. C: Hatso végtag kontakt rahelyezési- és taktilis fogoreflex megjelenése. D:
Magasbol ejtés soran bekivetkezd felegyenesedési reflex megjelenése. (*: p<0,05, **:

p<0,01, ***: p<0,001).

A csoportok kozott nem volt jelentds kiilonbség a negativ geotaxis és az
elmozdulasi reflex idébeni megjelenésében (30.A abra), bar a reflex megjelenésének
tendenciaja megmutatkozik a kis ketrecben felnovo asphyxias allatcsoport esetén. A gait
(elmozdulasi) teszt esetén a kis ketrecben €16 asphyxias allatcsoportnak szignifikdnsan
tobb id6re volt sziiksége, mint a kontroll allatoknak. Ez az elmozdulasi id6 az
ingergazdag allatoknal kevesebb volt, de szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (30.B
abra).
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30. dbra: A: Negativ geotaxis és elmozduldsi reflex megjelenése. B: Az elmozdulasi

reflex teljesitmény a 11-19. nap kozétt. (*: p<0,05, **: p<0,01 a kis ketrec kontroll vs.

kis ketrec asphyxias allatcsoport kézott).

MOTOROS KOORDINACIO

A motoros koordinaci6 tesztjeit tekintve korabbi vizsgalataink sordn az
egyik legmegbizhatobb vizsgalatnak a 1épésszam ¢és 1épéshiba teszt bizonyult (Farkas et
al., 2009; Kiss et al., 2005; Lubics et al., 2005). Az allatok 1épéseit szamolva a 4. héten
lathaté volt — a kiilonbség nem szignifikins —, hogy a Kis ketrecben kontroll
kortilmények kozott tartott patkanyok kevesebbet 1éptek, mozogtak, mint barmelyik
masik ketrec allatai (31.A 4abra). A 1épéshiba vizsgalata azt mutatta — az el6zetes
feltételezésnek megfeleléen —, hogy az asphyxias allatok jelentésen tobbet hibaztak a

rdcson valé mozgas kdzben. Az ingergazdag kontoll csoport viszont kevesebb hibat
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vétett mozgasa soran, mint a kis ketrecben é16 kontroll csoport. Hasonlé tendencia volt
megfigyelheté a kis ketrec asphyxids és komplex ingergazdag asphyxids csoportok
kozott is (31.B abra).
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31. abra: Motoros koordindcio tesztjei a negyedik. héten: Lépésszam és lépéshiba teszt.
A: Lépések szama osszesen. B: Osszes hiba/dsszes 1épés szdzalékos ardanya. (*: p<0,05,

**: p<0,01).
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A ZENEI INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ UJSZULOTTKORI
NATRIUM-GLUTAMAT KEZELESRE

SZOMATIKUS FEJLODES

A zenei kornyezet a fizioldgias sooldattal kezelt allatok esetében nem
eredményezett valtozast a csendes kornyezetben ¢él6 kontroll csoporthoz képest, igy

ezen allatcsoport eredményeit kiilon nem tiintettiik fel.

A TESTTOMEG VALTOZASA

Az allatok testtomeg valtozasat vizsgalva az els6 két hét sordn a 4 mg/g
MSG kezelés hatasa lathato volt mind a klasszikus MSG, mind a metal MSG kezelt
csoport esetében. Az MSG kezelt allatok testtomege szignifikansan alacsonyabb Volt,
mint a kontroll fizioldgias sooldattal kezelt allatoké, a normal testtomeg gyarapodas
MSG kezelés hatasara elmaradt, illetve szignifikansan kisebb mértéki volt (32. abra). A
két zenés csoport kozott kiilonbség nem volt. Ez alapjan egyik tipusu zene sem

rendelkezett a masiktol eltérd, védo hatassal.
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32. dbra: A testtomeg valtozdsa az elsé két héten. (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001

kontroll fiziologias sooldat kezelt vs.klasszikus MSG kezelt csoport; #: p < 0.05,

##: p <0.01 kontroll fiziologias sooldattal kezelt vs.metal MSG kezelt csoport).

FIZIKALIS PARAMETEREK ES REFLEXFEJLODES

A fizikalis paraméterek vizsgalata soran a szemnyitds megjelenése a

klasszikus MSG kezelt csoport esetén szignifikansan késébb jelent meg, mint a kontroll

fiziologias sooldattal kezelt allatok, illetve mint a heavy metal zenét hallgaté MSG

kezelt patkanyok esetén (33.A abra). A fiil kiegyenesedésének megjelenésében is a

szemnyitashoz hasonldé eredményt kaptunk, a klasszikus MSG kezelt csoportnal

szignifikdnsan késébb jelent meg, de itt csak a csendes koriilmények kozott €16

fiziologias sooldattal kezelt csoporthoz képest, a heavy metal zenés MSG kezelt és a

klasszikus zenés MSG kezelt allatok kozott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott

(33.B abra).
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33. dbra: A fizikalis paraméterek fejlédése: A: szemnyitas, B: fiil kiegyenesedés.
(*: p<0,05, **: p<0,01).

A reflexfejlodés vizsgalata soran a mellsé végtagok taktilis fogoreflexe az
elézéekben targyalt szemnyités és fiil kiegyenesedés megjelenéséhez hasonl6 tendenciat
mutatott, a klasszikus zenét hallgaté MSG kezelt csoportndl jelent meg legkésdbb, bar a
taktilis fogoreflex esetén a kiilonbség nem volt szignifikans (34.A abra). A magasbol
torténd leejtés soran mutatkozo felegyenesedési reflex megjelenése a heavy metal zenés
MSG kezelt csoportndl szignifikdnsan kordbban jelentkezett, mint a madsik két
allatcsoportndl. Ennél a felegyenesedési reflexnél nem mutatkozott kiilonbség a csendes
kornyezetben €16 fizioldgias sooldattal kezelt és a klasszikus zenés MSG kezelt csoport
kozott (34.B abra). Az akusztikus megrettenés vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget
talaltunk az allatcsoportok kozott. A klasszikus zenés MSG kezelt allatoknal

szignifikdnsan késébb jelent meg, mint a csendben ¢él6 fiziologias sooldattal kezelt,
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vagy a heavy metal zenés MSG-s allatoknal (34.C abra). Ez utobbi két csoport kdzott

nem taldltunk kiilonbséget.
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34. abra: A: Mellso végtag taktilis fogoreflex megjelenése. B: Magasbol ejtés soran
bekévetkezo felegyenesedési reflex megjelenése. C: Akusztikus megrettenési reflex

megjelenése. (*: p<0,05, **: p<0,01).

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET KOZPONTI IDEGRENDSZERI PACAP
SZINTET BEFOLYASOLO HATASA FIATAL ES FELNOTT PATKANYOKBAN

Vizsgalataink sordn szenzitiv €s specifikus radioimmunoassay modszer
alkalmazéséaval lehetdségiink nyilt a PACAP27 és PACAP38-szerli immunreaktivitas
mérésére. Ezt a modszert munkacsoportunk mar korabban is alkalmazta (Kiss et al.,
2007). Korabbi eredményeinkhez és a masok altal talaltakhoz hasonldan, jelen
kisérletiinkben is kb. 10x magasabb PACAP38 szinteket mértiink, mint a PACAP27
szintje. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 kort, és eltéré kornyezetben felnévo allatokbol vett
mintdk eredményeit megfelelden 0ssze tudjuk hasonlitani, az Anyagok és moddszerek
fejezetben leirtaknak megfeleléen mindig a kontroll csoporthoz viszonyitva,

szazalékban adtuk meg a mért adatokat.
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PACAP SZINTEK A 3 HETES PATKANYOK KOZPONTI IDEGRENDSZEREBEN

Az ingergazdag kornyezetben tartott 3 hetes patkdnyok mintaibol kapott
eredmények azt mutatjak, hogy az agytorzs, cerebellum, hypothalamus és telencephalon
teriiletein szignifikansan alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje a
kontroll, standard élettérben tartott allatokhoz viszonyitva (35.A, B abra).
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35. abra: A: PACAP27 szintek (%). B: PACAP38 szintek (%) a kozponti idegrendszer
egyes teriiletein 3 hetes patkanyokban. A komplex ingergazdag kornyezetben él6 csoport
ertékeit a kontroll csoportéhoz viszonyitottuk, ez utobbit vettiik 100%-nak. (*: p<0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001).
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A telencephalon lebenyeit kiilon-kiilon is megvizsgalva lathato volt, hogy ez
a szignifikdns kiilonbség minden lebeny esetén (frontalis, temporalis, occipitalis és

parietalis lebeny) kiilon-kiilon is megjelent a PACAP27 és -38 esetén is (36.A, B abra).
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36. abra: A: PACAP27 szintek (%). B: PACAP3S8 szintek (%) a nagyagy egyes
teriiletein 3 hetes patkanyokban. A komplex ingergazdag kornyezetben él6 csoport
ertékeit a kontroll csoportéhoz viszonyitottuk, ez utobbit vettiik 100%-nak. (*: p<0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001).

PACAP SZINTEK A FELNOTT PATKANYOK KOZPONTI IDEGRENDSZEREBEN

Kisérletlink masodik részében 6 hodnapos allatok mintaibol mértiik a
PACAP27- és PACAP38-szerli immunreaktivitast. Allatainkat harom csoportra

osztottuk, kontroll, standard koriilmények kozott felnovd, korai posztnatalis

56



ingergazdag és késdi ingergazdag kornyezetben tartott csoportra. A korai, megsziiletés
utan 3 hétig biztositott ingergazdag kornyezet hatdsara a 6 honapos allatokban a
PACAP szintekben egy kivétellel nem talaltunk jelentds eltérést a kontroll csoporthoz
képest. Eltéré volt a PACAP27szintje az agytorzs teriiletén, ami szignifikansan
magasabb volt a korai 3 hétig tarté ingergazdag kornyezet hatasara, mig a diencephalon
teriiletén szignifikansan alacsonyabb PACAP27 szintet talaltunk (37.A abra). A
PACAP38-at vizsgalva (37.B abra) a telencephalon mutatott csak eltérést, itt a korali
ingergazgadsag hatasara csokkent a PACAP szint. Ezzel szemben a felndttkorban
biztositott 3 hetes ingergazdagsag azt eredményezte, hogy legtobb agyteriileten
szignifikansan megndtt a PACAP neuropeptid szintje. A kés6i komplex ingergazdag
kornyezet a PACAP27 esetén mind az agytorzs, cerebellum, diencephalon ¢&s
telencephalon szignifikansan magasabb szintet mutatott, mint a kontroll csoport. A
PACAP38 szintjét vizsgalva a telencepalon mintai adtak szignifikdns eredményt (37.A,
B abra).
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37. abra: A: PACAP27 szintek (%). B: PACAP38 szintek (%) a felnétt (6 honapos)
patkanyok kozponti idegrendszerének egyes teriiletein korai posztnatdlis és késoi
posztnatalis ingergazdag kornyezet hatasara. A komplex ingergazdag kornyezetben él6

csoportok értékeit a kontroll csoportéhoz viszonyitottuk, ez utobbit vettiik 100%-nak.
(*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001).

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET PACAP SZINTET BEFOLYASOLO HATASA
TENGERIMALAC TEJBEN

Munkacsoportunk kordbban mar vizsgalta a PACAP el6fordulédsat
kiilonb6z6 allatok és ember tejmintaiban is (Czegledi et al., 2011; Tamas et al., 2015
poszter). Az azonban még nem Volt ismert, hogy az ingergazdag kdrnyezet befolyasolja-
e a tejben 1évé PACAP mennyiségét. Ezt tengerimalacokban vizsgaltuk.

A tengerimalacok tejében kornyezettdl fiiggetleniil szignifikdnsan kevesebb

a PACAP, mint a tehéntejben (38. abra). A tengerimalacok tejében 1évé PACAP
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mennyiségére a kornyezet jelentds hatassal van, a komplex ingergazdag kornyezet

hatasara szignifikansan alacsonyabb PACAP szintet mértiink a tejmintakbol (38. abra).

ETehéntej Kontroll tengerimalac tej BIngergazdag tengerimalac tej

* %k %k

120,0

110,0 -

100,0 -

90,0 -

80,0 ~

% PACAP38

70,0 -

60,0 ~

50,0

38. abra: PACAP3S8 szintek (%) tejmintakban. A tengerimalac csoportok értékeit a

tehén mintakhoz viszonyitottuk, ez utobbit vettiik 100%-nak. (*: p<0,05, ***: p<0,001).

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET ES SZOCIALIS IZOLACIO ALTAL
INDUKALT NEMI KULONBSEGEK ISCHEMIAS RETINA LEZIOS
PATKANYMODELLBEN

Munkacsoportunknak szamos toxikus és ischemias allatmodell retinaval
kapcsolatos vizsgalata volt mar. Az MSG-indukalta toxikus retinakarosodas esetén az
ingergazdagsag védo hatasu volt (Kiss et al., 2011). Ezek az eredmények nem alkotjak a
jelen tanulmany szerves részét, viszont elézményként és magyarazatul szolgélnak arra,

hogy miért kezdtiik el vizsgalni a kdrnyezet hatasat az ischemias retina 1ézi6 modellben.
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A KETOLDALI ARTERIA CAROTIS COMMUNIS LEKOTES HATASA KIS KETRECBEN
VALO REGENERACIO ESETEN

Az aloperalt allatok (SHAM) retinaja normal képet mutatott (39.A abra).
Korabbi eredményekkel megegyez6 modon nem talaltunk kiillonbséget az aloperalt és
intakt, nem operalt allatok retinaja kozott (Atlasz et al., 2007). A SHAM operalt allatok
retinjan a sejtrétegek jol elkiiloniiltek: stratum pigmenti retinae, str. bacilli et coni (PL),
str. plexiforme externum (OPL), str. plexiforme internum (IPL), str. granulosum
externum (ONL), str. granulosum internum (INL) és str. ganglionare (GCL). Nem volt
nemi kiilonbség a SHAM operalt allatok retindjaban. Az arteria carotis communis
kétoldali két hetes lekotése eredményeként — munkacsoportunk korabbi eredményeivel
megegyez0 modon (Atlasz et al., 2007; Szabadfi et al., 2010) - sulyos szerkezeti
karosodas alakult ki a retindban (39.D abra). A retina egyes rétegeinek vastagsaga
szignifikansan csokkent, a legnagyobb mértékii csokkenést a str. granulosum internum
¢és a str. plexiforme internum rétegeiben talaltuk (40.B abra). Ennek kovetkeztében a
tavolsag a membrana limitans externa (OLM) és a membrana limitans interna (ILM)
szignifikansan csokkent, a retina teljes vastagsaganak jelentds csokkenéséhez vezetve
(40.A abra). Szamos egyéb szerkezeti abnormalitast lehetett felfedezni: A sejtes
rétegekben (ONL és INL) jelent6s szamu iires teriilet volt talalhato az épen maradt
idegsejtek perykarionjai kozott. A stratum ganglionare szamos sejtje szintén sulyos
degeneracié képét mutatta (39.D abra). Erzékelhetd volt a lecsokkent sejtszam az ONL
és GCL rétegekben (40.C, D abra). A kis ketrecben él6 him és ndstény allatok

retingjaban kiilonbséget nem lehetett felfedezni.

A KETOLDALI ARTERIA CAROTIS COMMUNIS LEKOTES HATASA KOMPLEX
INGERGAZDAG KORNYEZETBEN VALO REGENERACIO ESETEN

Ha az allatokat a kétoldali carotis lekotés utan két hétig komplex
ingergazdag kornyezetben tartottuk, akkor a retindjuk sokkal jobb, megtartottabb
szerkezetet mutatott, a kis ketrecben tartott allatokéhoz viszonyitva (39.B, C és D abra).
Ez a pozitiv hatds mind a him, mind a ndstény allatcsoport esetében megmutatkozott.
Az ONL ¢és INL retina rétegeknél kisebb mértékli degeneracid volt az ingergazdag him
¢és nOstény allatoknal. Ez szignifikdnsan nagyobb OLM-ILM tavolsagot eredményezett

(40.A és B 4abra), a retina vastagabb volt. Az ingergazdag kornyezetnek nem volt
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szignifikans hatasa a stratum plexiforme rétegeinek vastagsagara (40.B abra). A Kis
ketrec patkanyaival ellentétben az ingergazdag kornyezet esetén mar nemi kiilonbséget
is felfedeztiink. A sejtes rétegek szerkezete ndstény allatoknal kevésbé jol megtartott
maradt, mint a himeknél. A néstények esetén tendencidzusan vékonyabb retina rétegek
fordultak eld, mint a himeknél, ez a kiilonbség az OPL és INL rétegeknél szignifikans
volt. A ndstények esetén az INL rétegben iires, sulyosabban karosodott teriiletek is
megfigyelhetéek voltak, mig ezek a himek esetén szinte teljesen hianyoztak (39.B, C
abra). A stratum ganglionare 100 um-es szakaszait vizsgalva a sejtek szama a BCCAO-
n atesett, majd ingergazdag kornyezetbe helyezett him allatok esetén magasabb volt,
mint a BCCAO utan kis ketrecbe helyezett patkanyoknal (40.D abra). Ez utdbbi
eredményben taldltuk az ingergazdag kornyezetben regenerdlodd him és ndstény
csoport kozott a legjelentdsebb kiilonbséget: a ndstény csoportnal az ingergazdag
kornyezet a ganglionsejt réteg védelme szempontjabol nem mutatott védo hatast (40.D
abra). Hasonlo eredményt talaltunk az ONL réteg tekintetében is: a sejtek szama a

néstényeknél alacsonyabb volt, mint a himek esetén (40.C abra).

A KETOLDALI ARTERIA CAROTIS COMMUNIS LEKOTES HATASA SZOCIALISAN
IZOLALT KORNYEZETBEN VALO REGENERACIO ESETEN

A kétoldali arteria carotis communis lekdtést kdvetden a szocidlis izolaciot
elszenvedett him patkanyok ¢és a kis ketrecbe helyezett allatok kozott nem talaltunk
jelentds kiilonbséget (39.D és E abra, 40. abra). A BCCAO-t kovetden szocialisan
izolalt ndstény allatok retinaja azonban stilyosabb mértékben karosodott, mint az azonos
koriilmények kozott tartott himeké (39.E, F abra). A morfometriai analizis szignifikans
kiilonbséget mutatott a him és ndstény patkanyok koézott az OLM-ILM tavolsag €s az
ONL vastagsag tekintetében (40.A, B abra). Az OPL mind a him, mind a néstény
csoport esetében szignifikdnsan vékonyabb volt a BCCAOQO hatdsira, mint a kis
ketrecben tartott allatoknal (40.B abra). Az ONL-ben és INL-ben lathataok voltak a
sejtek kozott tires teriiletek (39.E, F abra). A legsulyosabb sériilés érintette az ONL és
INL valamint az IPL teriiletét (39.F és 40.B abra). A kvantitativ analizis szignifikans
kiilonbséget mutatott a GCL és az ONL rétegekben a kis ketreces €s a szocidlisan izolalt
csoportok kozott (40.C és D abra). A him és ndstény szocialisan izolalt csoportok kdzott
a GCL-ben nem, de az ONL-ben szignifikansan jobb eredményt mutatott a him
patkanyoknal (40.C, D ébra).

61



e YD
[ PR ‘:ia, h
)

Dy « ~ctr Eg®d 2 . ccL
39. dbra: Reprezentativ fényképek a toluidin kékkel festett retina metszetekrol

A: dloperalt (SHAM) csoport; B: him BCCAO-n dtesett, majd ingergazdag kornyezetbe
helyezett csoport;C: nostény BCCAO-n dtesett, majd ingergazdag kornyezetbe helyezett

csoport; D: BCCAO-n atesett, majd kis ketrecbe visszahelyezett csoport; E: him
BCCAO-n atesett, majd szocialisan izolalt csoport; F: nosteny BCCAO-n atesett, majd

szocialisan izolalt csoport.
A hosszegység a kepeken 20 um.
Roviditések: PL: str. bacilli et coni; ONL: str. granulosum externum; OPL.: str.
plexiforme externum; INL: str. granulosum internum; IPL: str. plexiforme internum;

GCL: str. ganglionare.
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40. abra: Morfometriai analizis a kiilonbozo allatcsoportok retinaibol.

A: A retina OLM-ILM kézétti vastagsaga; B: Az ONL, OPL, INL, IPL rétegek
vastagsagai; C: A sejtek szama az ONL 1000 ,umz-es teriiletén; D: A sejtek szama a
GCL 100 um-es szakaszain (*: p<0,001 a SHAM csoporthoz viszonyitva; #: p<0,001 a
kisketreces BCCAO-n dtesett csoporthoz viszonyitva).

Roviditéesek: OLM: membrana limitans externa; ILM: membrana limitans interna;
ONL_: str. granulosum externum; OPL: str. plexiforme externum; INL: str. granulosum

internum; IPL: str. plexiforme internum; GCL: str. ganglionare.
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MEGBESZELES

A laboratériumi allatok ingergazdag kornyezetben (41. ébra) vald
vizsgalataval kapcsolatban jogosan meriil fel a kérdés, hogy a természetben, természetes
¢l6helyiikon ezek az ¢ldlények valdjadban hogyan €lnek. Az éllatkisérletek nagy része a
standard ketrecekben tartott
allatokat  vizsgalja, ez a
természetes életkoriilményeket
tekintve egy szikds,
ingerszegény életteret jelent a
legtobb esetben. Igy felvetddik
a kérdés, hogy milyen hatésai
vannak a mindennapokban

végzett kisérleteink sordn a

standard koriilményeknek

41. abra: Ingergazdag kornyezet a
laboratoriumban

(azaz ingerszegény
kornyezetnek) az  allatokra.
Mivel az irodalom az ingergazdag kornyezet és a standard kornyezet kozotti
kiilonbségeket vizsgalja, mi is ezt az Osszehasonlitast vettilk alapul, és vizsgalataink
soran ezzel a megkozelitéssel vizsgaltuk ingergazdag kornyezet problematikajanak

kérdéskorét (van Praag et al., 2000).

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ UJSZULOTTKORI NATRIUM-
GLUTAMAT KEZELESRE

Vizsgalataink sordn sikeriilt bizonyitani, hogy az ingergazdag kdrnyezet a
korai idegrendszeri fejlodést jelentésen nem befolyasolja, de csokkenteni tudja az

excitotoxikus MSG kezelés fejlodést késleltetd hatésait.

Az MSG kezelt 0jsziilott patkdnyok egyik legszembetiindbb fizikalis tiinete
a testtomeg gyarapodas elmaradasa volt. Az ingergazdagsag ezt a negativ hatast teljes
mértékben el tudta tiintetni. Néhany tanulmany beszdmolt az ingergazdag kornyezet

testtomeg csokkentd hatasarol (Mesa-Gresa et al., 2013), de mi nem talaltunk ilyen
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kiilonbséget a fiziologias sooldattal kezelt ingergazdag allatok esetében. Az, hogy az
ingergazdagsag ellenstlyozni képes az MSG kezelés testtomeg kapcsan kifejtett negativ
hatésait, arra utal, hogy az ingergazdag kornyezet jelentés védelemmel bir az MSG

neurotoxikus hatasaval szemben.

Ismert, hogy az MSG kezelés ujsziilott patkdnyok esetén kiilonbozo
biokémiai-, endokrinologiai- és magatartasvaltozasokhoz vezet (Bodnar et al., 2001;
Dawson, 1986; Dubovicky et al., 1997; Miquel et al., 2003). Kezdetben lassabban
novekszik a testtomegiik, majd adoleszcens kortoél fokozottan né a tomegiik, de
testhossznovekedésiik ehhez képest elmarad, és obesek lesznek. MSG hatasara a
kozponti idegrendszerben az egyik leginkdbb degeneralodo teriilet a nucleus arcuatus és
a retina, de neurondlis karosodasok ¢s morfologiai elvaltozasok a cortex ¢&s
hippocampus teriiletén is bekdvetkeznek (Beas-Zarate et al., 2002; Chaparro-Huerta et
al., 2002; Kiss et al., 2005; 2007; Tamas et al., 2004). A magatartasvaltozasok
tekintetében az ujdonsagkeresd magatartdsban ismertek eltérések (Kiss et al., 2007),
leirtak a habituacio és a lokomocié csokkenését is (Hlinak et al., 2005), valamint az
exploracidos magatartas eltérését is (Dubovicky et al., 1997). Munkacsoportunk mar
korabban vizsgélta, és leirta, hogy a neonatalis MSG kezelés fejlodésbeli késést okozott,
ami megkésett reflexfejlodést, lassabb motoros koordindcios fejlédést és zavart
ujdonsagkeres6 magatartast eredményezett (Kiss et al., 2005; 2007). Azt is igazolta mar
munkacsoportunk, hogy az ingergazdag kornyezet védd hatast az MSG indukalta
retinadegeneracio ellen (Szabadfi et al., 2009). Jelen vizsgalataink sordn igazoltuk, hogy
az ingergazdag kornyezet hatasa altalanos: csokkenteni tudja az MSG kezelt 0jsziilott
allatok lassabb idegrendszeri fejlddését. Mindazonaltal az MSG negativ hatasai nem
teljes mértékben és nem minden teriileten kivédhetok az ingergazdagsaggal. Ennek oka
pontosan nem ismert, de hasonlod szelektiv protektivitas figyelhetd meg mas védo

hatasmechanizmusok esetén is (Reglddi et al., 2003).

Az ingergazdag kornyezet népszerli protektiv megkozelités kiilonféle
neuropatologiai allapotokban. Szamos viselkedésmintazat korrelal az ingergazdag
tartasi koriilményekkel. Ingergazdag kornyezet hatasara kevesebb sztereotip ismétlodo
mozgas jelenik meg (Reynolds et al., 2013), csdkken a kor elérehaladtaval bekdvetkezo
memoriavesztés (De Carvalho Mendes et al., 2013), csokkennek a depresszioszerii
tiinetek (Richter et al., 2013), enyhébbek a pszichostimulansokra adott valaszreakciok
(Ravenelle et al., 2013). Az ingergazdagsag elényos hatasai kozott leirtak a traumas,

ischémias és toxikus karosodas esetén mutatkoz6 védd hatasat (Johnson et al., 2013,
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Schneider et al., 2001). Az ingergazdag kornyezet csOkkenti mind a funkcionalis
deficitet, mind a morfologiai elvaltozasokat kiilonféle sériilések sordn, mint példaul a 6-
OHDA indukalt nigrostriatalis 1ézi6 (Urakawa et al., 2007), agykérget érint6 traumas
agykarosodas (Monaco et al., 2013), valamint neonatalis hypoxias-ischémias (Rojas et
al., 2013) sériilés. Az ingergazdag kornyezet az érzé funkcidkra szintén hatdssal van:
jobb a latas retinadegeneracios modellben (Baroncelli et al., 2013; Szabadfi et al.,
2009).

Azonban az ingergazdag kornyezetnek nem mindenhol vannak pozitiv, védo
hatasai. Leirtdk tobbek kozott, hogy a metamfetamin neurotoxikus és pozitiv megerdsitd
hatasaira az ingergazdagsag nincs befolyassal (Thiriet et al., 2011), illetve az
apolipoprotein-E deficiens egerekben sem csokkentette az idegrendszeri deficiteket
(Lestaevel et al., 2013). Fontos viszont azokat a lézidkat feltérképezni, ahol az
ingergazdagsag védd hatasa megnyilvanul. Az MSG indukélta toxikus retinakarosodas
szignifikansan csokkenthetd, ha az éllatokat nagyobb, jatékokkal ellatott ketrecekben
tartjuk (Szabadfi et al., 2009). Fischer és munkatarsai leirtdk, hogy az MSG indukalta
tanulasi problémak szintén javithatok ingergazdag kornyezettel (Fischer et al., 1991). A
maternalis szepardci® magatartasra kifejtett negativ hatasait is képes kivédeni az
ingergazdag kornyezet (Vivinetto et al., 2013). Ezen eredmények mind egybevagnak a

jelen vizsgalataink soran talaltakkal.

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ ASPHYXIA-INDUKALT
KESLELTETETT FEJLODESRE

Kisérletiink ezen részében eredményeink azt mutattak, hogy az ingergazdag
kornyezet képes volt csdokkenteni a perinatalis asphyxia indukalta késleltetett fejlodést.
Azt taldltuk, hogy a perinatdlis asphyxia jelentds szomatikus- ¢€s reflexfejlédésbeli
késést eredményezett, valamint a motoros koordinaci6 fejlédése is zavart szenvedett.
Ezek az eredmények parhuzamban dallnak munkacsoportunk kordbban végzett
megfigyeléseivel (Kiss et al., 2009). Munkacsoportunk korabban azt is leirta mar, hogy
az ingergazdag kornyezet képes ellensulyozni az ujsziilottkori MSG kezelés
excitotoxikus karosité hatasait (Horvath et al., 2013). Asphyxidval kapcsolatos jelen

vizsgalataink soran ismét sikeriilt bizonyitani az ingergazdag kornyezet véddé hatasat,
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ezzel pedig egy tjabb allatkisérletes bizonyitékkal tudtuk erdsiteni azt az allaspontot,

ami szerint az ingergazdagsag hatékony lehet a perinatalis asphyxia kezelése soran.

A perinatalis asphyxia kognitiv, lokomotoros ¢és mas magatartasbeli
zavarokhoz vezet (Morales et al., 2010). A negativ hatasok hatterében szamos
biokémiai ¢€s morfologiai eltérés huzodik. Tobbek kozott azt talaltdk, hogy a
neurotranszmitter szintekben és a metabolikus paraméterekben eltérés van a
hippocampus ¢és a cortex teriiletén (Bustamante et al., 2007; Frizzo et al., 2010; Souza et
al.,, 2013). A hippocampus teriiletén kés6i sejthalalt, valamint postszinaptikus
denzitasbeli kiilonbséget talaltak (Cebral és Loidl, 2011; Dell’Anna et al., 1997;
Morales et al., 2010). Az asphyxia némely esetekben fokozhatja a sejtproliferaciot és a
gliogenezist a hippocampus ¢és a gyrus dentatus piramissejt rétegében (Keilhoff et al.,
2010). A postszinaptikus fehérje ubiquitinacidban valtozast indukal (Capani et al.,
2009). Leirtak, hogy asphyxiat kovetden az agyban egy akut proinflammatorikus vélasz
jatszodik le (Bonestroo et al., 2013; Maslinska et al., 2002). A striatum és substantia
nigra teriiletén fokozott az apoptdzis és a neuron pusztulas (Klawitter et al., 2007; Van
de Berg et al., 2002). Az asphyxia indukalta valtozasok nem csak az agyban, hanem az
érzérendszer teriiletén a periférian is megjelennek (Bonestroo et al., 2013; Strata et al.,
2010). Munkacsoportunk korabban mar leirta, hogy a perinatalis asphyxia sulyos
mértékli retinadegeneraciohoz vezet patkanyoknal, és za idegrendszer fejléddésének

jelentds késését eredményezi (Kiss et al., 2009).

Megfigyeltiik tobbek kozott, hogy a testtomeg gyarapodas csokkent titemii,
a reflexek megjelenése megkésett az asphyxiat elszenvedett allatokban. Ingergazdag
kornyezet hatdsdra nem talaltunk jelentds kiilonbséget az elsd hét utdn az allatok
testtomegében. A szemnyitas és a metsz6fog kinovés tovabbra is megkésett volt, de a
reflexek megjelenésében €és a motoros koordinacié fejlédésében az ingergazdagsag

jelentds pozitiv valtozast eredményezett.

Az ingergazdag kornyezet pozitiv hatdsai ismertek mar az elsd, vagyis a
XX. szazad kozepén tortént leirasa ota (Hebb, 1947), amikor otthon, haziallatként tartott
kisérleti patkanyokon kognitiv vizsgalatokat végeztek, és azt talaltak, hogy jelentdsen
jobb teljesitményt nyljtottak. Azota ismertté valt, hogy az ingergazdagsag hatéssal van
az idegrendszer ¢és latorendszer fejlodésére (Landi et al., 2009; Ortuzar et al., 2011). Az
ingergazdag kornyezet a magatartast is befolyasolja: csokkenti a sztereotip ismétlodod
mozgasokat (Reynolds et al., 2013), csokkenti az id6sddéssel kapcsolatos tanulési

problémakat (Fernandez-Teruel et al., 1997), csokkenti a depresszidszerii magatartast
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(Richter et al., 2013), és a pszichostimulansokra adott valaszreakciot (Ravenelle et al.,
2013). Az ingergazdagsag védi az idegrendszert kiilonféle karositdo hatasoktol is.
Ilyenek lehetnek az ischemids, toxikus és traumas sériilések (Johnson et al., 2013;
Schneider et al., 2001). Részletesebben vizsgalva az ingergazdag kornyezet mind a
funkcionalis karosodas, mind a morfologiai sériilés nagysagat csokkentette 6-OHDA
indukalta 1ézi6 esetén (Nobrega et al., 1992), kortikalis traumas sériilés esetén (Monaco
et al., 2013), és jsziilottkori hipoxias-ischémids sériilésnél (Rojas et al., 2013). Az
ingergazdagsag ujsziilottkori hatdsa a szocialis izolacid negativ kovetkezményeinek

kivédése is (Imanaka et al., 2008).

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az ingergazdagsag képes csokkenteni
a neonatalis MSG kezelés idegrendszeri fejlédésre kifejtett karos hatdsait, valamint
védé hatasu excitotoxikus retinadegeneracié ellen (Horvath et al., 2013; Kiss et al.,
2009). Neonatalis frontalis lebenysériilésnél az ingergazdagsag nagyobb kérgi
vastagsagot és jobb kognitiv teljesitmény eredményezett (Comeau et al., 2008).
Perinatalis alkoholkezelés, valamint post-traumas stressz esetén ha ingergazdag
kornyezetben voltak az allatok, akkor a magatartasproblémak szignifikdnsan kisebb
mértékben jelentkeztek (Hannigan et al., 2007; Imanaka ez al., 2006). Néhany
tanulmany ujsziilottkori hipoxias sériilések esetén leirja az ingergazdagsag jotékony
hatasat. Egyes vizsgalatok példaul azt talaltdk, hogy a memoria javult, mig a
hippocampus- és a cortex atrophiara nem volt hatassal az ingergazdag kornyezet
(Pereira et al., 2007). Egy masik tanulmany szerint a neonatélis anoxia stlyos szocialis
¢és viselkedésbeli kovetkezményekkel jart, amit az ingergazdagsdg nagymértékben

vissza tudott forditani (Adrian et al., 2006).

Az asphyxia indukalta folyamatok, amik a sejt haldldhoz vezetnek foként a
mitokondrialis energia mechanizmusokkal kapcsolatosak. Ilyenek apoly-ADP ribdz
polimeraz fokozott aktivitdsa, a mitokondridlis membran permeabilitast lehetdvé tevd
porusok nyitasa, kulcsfontossdgi metabolikus enzimek (példaul piruvat dehidrogenaz
komplex) inaktivalasa (Robertson et al., 2009). Az ingergazdag kornyezet védo
hatasanak pontos molekularis mechanizmusa nem teljesen ismert. Mindazonaltal
szdmos jotékony molekuléris Gtvonal ismert ingergazdag kornyezet allatmodelljeiben.
Az ingergazdagsag hatassal van a mitokondridlis és nem mitokondrialis apoptotikus
aktivaciora, amik a Bax és a Bad proteineket, kaszpazokat és mitogén aktivalta protein
kinazokat (pl. p38 MAPK) foglalja magaba (Sun et al., 2008; Robertson et al., 2009).

Ezen kiviil a nitrogén-monoxid szintetaz expresszidjaban irtak le valtozast, valamint
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csokkent az oxidativ stressz markerek szintje (Yu et al., 2013). Tovabba ismert, hogy az
ingergazdagsag stimulalja a neurogenezist, ndveli a dendrittiiskék szamat, fokozza a
kiilonféle neurotrofikus faktorok (BDNF, IGF, NGF) expressziojat (Baldini et al, 2013;
Landi et al., 2009; Olsson et al., 1994; Vazquez-Sanroman et al., 2013). Ezek a
novekedési faktorok szinaptogenezist indukalnak, valamint eldsegitik a motorproteinek
valtozasat, ami elengedhetetlen az agyi plaszticitashoz kiilonféle sériiléseket kdvetden
(Kondo et al., 2012). Anoxias patkanyok esetén ingergazdag kornyezetben leirtdk a
szerotonin receptorok denzitdsanak normalizalodasat (Adriani et al., 2006), valamint a
hippocampus teriiletén a noradrenalin stimulalt kalcium nodvekedést (Kusaka et al.,
2004). Az ingergazdagsag hatdssal van a hippocampusban talalhat6 gliikkokortikoid
Habar a molekularis Gtvonalak még nem teljes mértékben feltérképezettek, az
ingergazdag kornyezet egy igéretes stratégia az asphyxias Ujsziilottek kezelésére
emberben is. Ez hasonlo a taktilis stimulusok idegrendszert védé hatasahoz, amit
elészor patkanyokban irtak le, de ma mar az emberi gyogyaszatban is alkalmazott

eljaras (Clayton et al., 2003).

A ZENEI INGERGAZDAG KORNYEZET HATASA AZ UJSZULOTTKORI
NATRIUM-GLUTAMAT KEZELESRE

A zene az allatok magatartasara és élettani folyamataira is hatassal van
(Fekete és Theodora, 2013; Fekete és Korsos, 2013; Fekete et al., 2014). Az irodalom a
klasszikus zene normal novekedésre kifejtett pozitiv hatasat irta le (Gvaryahu et al.,
1989; Papoutsoglou et al., 2007). Magatartasvizsgalatok megerdsitik €s tamogatjak a
klasszikus zene potencidlisan pozitiv hatasat az allatok jolétének fenntartasaban (Wells
et al., 2002a; 2006; 2008). Az irodalomban ismertek a prenatalis zene pozitiv hatasai is:
elésegiti az agy fejlédését, fokozza a neurogenezist a hippocampus teriiletén, valamint
pozitiv hatassal van a posztnatalis motoros fejlddésre és tanulasi képességekre (Kim et
al., 2006).

Vizsgélataink soran MSG-indukalta toxikus &llatmodellben azt talaltuk,
hogy a testtomegnovekedést jelentdsen nem befolyasolta a zene (klasszikus vagy heavy
metal), az MSG testtomeggyarapodasra kifejtett negativ hatasat nem lehetett a zenével

kivédeni. Toxikus allatmodelliinkben a kiilonféle tipust (klasszikus vagy heavy metal)
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zenék kozott kiilonbségek voltak az idegrendszer fejlodésére kifejtett hatasukban. Egyes
fizikalis paraméterek, illetve reflexek megjelenése a heavy metalt hallgato MSG kezelt
allatcsoport esetén korabban mutatkozott, mint a klasszikus MSG kezelt patkanyoknal.
A toxikus kezelésen atesett heavy metal csoport néhol még a fiziologias sooldattal
kezelt kontroll csoportnal is kordbban mutatott egyes fejlédési jeleket. Szamos
tanulmany igazolta, hogy a perinatalis zene tobbféle mechanizmuson keresztiil hatva
(fokozott neurogenezis a hippocampus teriiletén, fokozott neurotrophin szintézis és
glutamat jelatvitel) modulélja a ragcsalokban a kozponti idegrendszer fejlodését és a
neuroplaszticitast (Amagdei et al., 2010). Bizonyitottak, hogy a posztnatalis zene noveli
az allatok jatékossagat, az allatok jolétében fontos (Jonge et al., 2008). Vizsgalati
eredményeink igazoltak, hogy ez eltérd zenetipusok eltérd hatasokkal rendelkeznek, de
a klasszikus és heavy metdl zene Osszehasonlitdsa kapcsan a nemzetkozi irodalombol
adatok még nem ismertek, igy tovabbi vizsgdlatokat igényel a pontos molekularis

mechanizmus, és jelatviteli utvonalak feltérképezése.

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET KOZPONTI IDEGRENDSZERBEN ES
TEJBEN EXPRESSZALODO PACAP SZINTET BEFOLYASOLO HATASA

Vizsgalataink soran sikeriilt bizonyitanunk, hogy az ingergazdag kdrnyezet
feln6tt patkanyokban fokozta az endogén PACAP szintet az agy kiilonb6z6 teriiletein.
Ezzel szemben fiatal, 3 hetes allatokban cs6kkent PACAP szintek mérhetok.
Tengerimalac tejben a 3 hetes patkdnyokhoz hasonloan alacsonyabb, a kontroll
csoporthoz viszonyitva csokkent PACAP38 szintet mértiink. Munkacsoportunk
korabban mar kimutatta a PACAP cirkadian valtozésait (Jozsa et al., 2001), és az agyi
PACAP szintek éhezésre és a kasztraciora adott érzékeny valaszreakcigjat (Kiss et al.,
2007; Nemeth et al., 2006). Azon tal, hogy a kdrnyezeti tényezok és a PACAP szintek
kozott Osszefliggés van, nem sok részlet ismert. Vizsgalatok bizonyitjdk, hogy a
PACAP egyfajta kornyezeti szenzorként mikodik, és az eltéré korlilményekre
expresszid valtozassal reagal (Nicot és DiCicco-Bloom, 2001). Vizsgalataink soran azt
talaltuk, hogy az ingergazdag kornyezet kiilonb6z6 PACAP szinteket eredményez eltérd

fiatal postnatalis és feln6tt allatok esetén.

A PACAP egy neurotrofikus hatasokkal is rendelkez6é neuropeptid, aminek

kiilonboz6 fejlédésre kifejtett hatdsai vannak. A sziiletés utani csokkend szintje
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upregulalhatd kiilonféle kiils6 hatasokkal. Kiilonb6zé neonatalis sériilések hatdsara
példaul emelkedik a szintje (Somogyvari-Vigh et al., 2004). A megfigyelésiink, hogy a
PACAP szintje felndttkorban ndé, nem meglepd, mivel a PACAP szintek
osszefliiggésben vannak a neuropeptid védé és trofikus hatasaval. Ugy gondoljuk, hogy
az ingergazdag kornyezet védo hatasahoz feln6ttkorban részben hozzajarul a megnovelt
PACAP expresszio, hasonldéan a mar bizonyitott NGF, BDNF és NT-3- hoz, amik a
neurotrophin csalad tagjai, és hosszutavi ingergazdagsag hatdsara emelkedett szintet
mutatnak (Ickes et al., 2000). A kiilonféle novekedési faktorok adjdk részben a
molekuléris alapjat az ingergazdag kornyezet hatadsmechanizmusanak (Ickes et al.,
2000). Az ingergazdag kornyezet kapcsan a BDNF fontossaga szamos tanulmanyban
igazolodott mar (Gelfo et al., 2011; Landi et al., 2009; Vedovelli et al., 2011). Az is
bizonyitott, hogy a BDNF egy lehetséges biomarker az ingergazdagsadg hatdsanak
vizsgalata soran (Vedovelli et al., 2011). Az idegrendszer novekedési faktorai kozott
tobb esetében talaltak Osszefiiggést az ingergazdag kornyezettel. Az IGF szerepe

kiemelhet6 az ingergazdagsag retinalis védo hatasaban (Landi et al., 2009).

Vizsgalataink soran azt taldltuk, hogy fiatal korban az ingergazdagsag
hatasara a felnéttkori PACAP  szintnovekedéssel szemben annak csokkenése
tapasztalhatd. Ezen eredményekhez kapcsolodva tengerimalac tejmintdkban is
alacsonyabb PACAP szinteket mértiink. A fiatal korban, illete ezen ¢letszakaszhoz
kapcsolodoan a tejben talalt alacsonyabb PACAP szintekre lehet egy feltételezett
magyarazat, hogy a fejléddés korai fazisdban a magas szint egyszerre sokféle novekedési
faktorbol felesleges lehet. A PACAP és az ingergazdag kornyezet hatdsa nagyban atfed,
mint példaul az apoptozis szabdlyozasa, a glia sejt differenciacié és a sejtciklusra vald
hatas teriiletén is (Paban et al., 2011), emiatt lehetséges, hogy az egyik faktor
megnodvekedése a tobbi csokkenését eredményezi. Ismert, hogy a ndvekedési faktorok
kiilonbozoképpen szabalyozottak 1jsziilottek és felndttek esetén. Fiziologids és
patologias stimulusok esetében a gén expresszios profilban valtozast irtak le 0jsziilott €s
feln6tt hatsd gyokér ganglionaris neuronokban. Ez a valtozas az Gjsziil6tt és felndttkor
kozottt NGF-re valo érzékenység kiilonbségével magyarazhatd (Zhu és Oxford, 2011).
Az ingergazdag kornyezetre adott korfliggd valasz kiilonboz6 NGF szintekben
manifesztalodik: ingergazdagsag hatasara idésebb korban magasabb NGF szint
detektalhatd (Badowska-Szalewska et al., 2009). Az ingergazdagsag neuroplasztikus
hatasanak kifejtésében egy masik novekedési faktor, a BDNF is fontos szerepet jatszik.
Ez szintén korfiiggd valtozast mutat: feln6tt allatok esetén megnovekedett BDNF szint

mérhetd ingergazdag kornyezetben, mig fiatal 4llatokban nem taléltak eltérést a normal
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koriilményekhez képest (Simpson et al.,, 2012). Eredményeink parhuzamban allnak
Parks és munkatarsainak megfigyeléseivel (Parks et al., 2008). Ok azt talaltak, hogy a
prenatélis alkoholkezelés noveli, az ingergazdagsag pedig csokkenti a neurotrophin
szinteket (NGF, BDNF, NT3) az agy kiilonboz6 teriiletein. Ok ugy Osszegezték
eredményeiket, hogy fiatal korban a funkcionalis fejlodést eldsegitdé ingergazdagsag

nem ndvekedési faktorokon keresztiil fejti ki hatasat (Parks et al., 2008).

AZ INGERGAZDAG KORNYEZET ES SZOCIALIS IZOLACIO ALTAL
INDUKALT NEMI KULONBSEGEK ISCHEMIAS RETINA LEZIOS
PATKANYMODELLBEN

Eredményeink azt mutattak, hogy a kornyezeti tényezdk képesek jelentdsen
befolyasolni az ischemias retinakérosodas kiterjedését felndtt patkdnyokban annak
ellenére, hogy a feln6tt idegrendszer plaszticitasa és regeneracios potencialja csokkent.
Sok tanulmany igazolta, hogy a protektiv mechanizmusok - amik hatékonyak fiatal
allatok esetén — sem morfologiai, sem funkcionalis szempontbol nem rendelkeztek védo
hatassal felnéttekben. A PACAP mint neuroprotektiv peptid hatékonyan védett fiatal
him patkdnyokndl a substantia nigra sériilése esetén, viszont idos allatok esetén a
védelem jelentdsen kisebb meértékii volt (Regldédi et al., 2006). Ehhez hasonldéan az
ingergazdag/ingerszegény kornyezet hatasa is kor-fiiggd (Arranz et al., 2011; Takemoto
et al., 1975; van Praag et al., 2000). Mindazondltal szdmos tanulmany igazolta tobbféle
allatmodell és sériilés esetén, hogy az ingergazdag kornyezet jotékony volt felnétt

allatokban is (Mainardi et al., 2010; Yang et al., 2012).

A kozelmultban egy vizsgalat azt talalta, hogy feln6tt patkédnyoknal
ingergazdag kornyezetben jobb volt a kimenetele a retinasériilésnek kiillonb6zé modon
létrehozott ischemias modellek esetén (Dorfman et al., 2013). Ezekkel az
eredményekkel korrelalnak vizsgalataink eredményei, amikkel egy masik
retinakarosodast 1étrehoz6 modellben is igazoltuk az ingergazdagsag hatékonysagat. A
1ézi6t kovetd morfoldgiai javulas altaldban jobb funkcidval jar egyiitt (Young et al.,
2012), mig a funkcionalis javulds nem mindig jelenik meg anatémiailag, szovettanilag.
Ezt a jelenséget az ingergazdag kornyezet esetén is leirtdk maér. Martinez és

munkacsoportja azt talalta, hogy traumas agykérgi sériilést kovetden az ingergazdagsag
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hatassal volt a mells6 végtag funkcidjara, de a kérgi szovettani vizsgalatok nem
mutattak valtozast. Ennek ellenkezdjét is leirtdk viszont a hippocampus teriiletén:
fokozott funkciondlis javuldssal parhuzamosan fokozott ischemias sejthalélt detektaltak
(Farrell et al., 2001). Hogy jelen vizsgalatunkban talalt morfologiai valtozast kovette-e
funkcionalis javulas, azt specialis erre vonatkozd vizsgalat hianyaban nem tudtuk
biztosan megmondani. Mindazonaltal korabban munkacsoportunk electroretinographia
modszerével igazolta mar, hogy a morfologiai javulast hasonlé mértékii funkcionalis
valtozas koveti (Danyadi et al., 2014; Varga et al., 2011). Az ingergazdag kornyezet
BCCAO indukalta 1ézioban betoltott szerepét a kozponti idegrendszer egyéb részeiben
vizsgaltak mar. Kimutattak, hogy a fiatal felndtt allatok alapvetden alacsony plasticitasa
hippocampus hypoperfazidé esetén ingergazdag kornyezet hatasara javult (Zhu et al.,
2011). A hatas kifejez6déséért a megnovekedett pCREB, synaptophysin és MAP2
expresszid volt felelds. Ingergazdag koriilmények kozott a GABAerg és glutamaterg
neurotranszmisszid valtozasai is jelentOsen hozzdjarultak a szinaptikus erdsség és -
plaszticitas javulasahoz (Mainardi et al., 2010). A BDNF ¢s az IGF is hozzajarult az

ingergazdag kornyezet hatdsainak kifejezddéséhez a retindban (Landi et al., 2009).

Jelen vizsgalataink egyik legfontosabb eredménye az volt, hogy az
ingergazdag kornyezettel ellentétben az ingerszegénység, - amit szocialis izolacidval
modelleztiink — stilyosabb mértékii retinadegeneracidhoz vezetett. A szocidlis 1zolacio
egy sz€les korben alkalmazott modell a gyogyszer-indukalta viselkedésvaltozasok, a
stressz ¢s kiilonféle pszichiatriai korképek vizsgalatara (Fabricius et al., 2011; Jain et
al., 2013; Lee et al., 2013; Sale et al., 2007; Zakharova et al., 2012). Nagyon kevés adat
ismert az ingerszegény kornyezet retindlis hatdsairol. Leirtak, hogy a fényszegény
koriilmények kozott a nervus opticus sériilés gyogyulasa csokkent volt (Prilloff et al.,
2010). Azt még nem vizsgaltdk korabban, hogy milyen hatasai vannak a szocialis
izolacionak a retina lézidra. Eredményeink parhuzamban allnak mas kutatasokkal, amik
a szocialis izolacio negativ hatasait mutatjak be mas modellekben, példaul a kainatsav-

indukalta gércsok esetén (Kazl et al., 2009).

Nemi kiilonbség fedezhetd fel kiillonb6zd neurologiai kéarosodasok
patofiziologidja és kimenetele sordn. Példaul az ischemia, gyogyszer indukélta
neurotoxicitas vagy a neurotrauma (Alkayed et al., 1998; Chen et al., 2005; Stein, 2001;
Suzuki et al., 2003). Szamos bizonyiték igazolta, hogy a nemi hormonok hatassal
vannak a neurodegeneracid kialakuldsara, progresszidjara és az akut sériilés utani

regeneraciora is. A nem befolyasolhatja a neuroprotektiv faktorok hatékonysagat is. A
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nem mint befolyasold tényez6 jelent meg az ischemias kozponti idegrendszerben (Lang
és McCullough, 2008). Leirtak, hogy a kappa opioid receptor agonista protektiv hatast
him patkdnyokban, ndstényekben viszont nem (Zeynalov et al.,, 2006). Stroke
modellben a him allatok sériilése nagyobb mértékii volt, mint a ndstényeké, viszont a
1ézidt kovetben az ingergazdag kornyezet pozitiv hatasa a himekben fokozottan
érvényesiilt (Saucier et al., 2007; 2010). Egy masik tanulmany ismertette, hogy agyi
traumat kovetd ingergazdagsag himeknél elésegitette a kognitiv funkcidk javulasat, de
ndstények esetén ez a hatds nem jelentkezett (Wagner et al., 2002). Alzheimer korban a
himekre nagyobb hatassal volt az ingergazdag kornyezet (Arranz et al., 2011). Jelen
eredményeink ezekhez hasonloan az mutattdk, hogy az ingergazdagsag ndstényekben
kevésbé protektiv, mint himekben. A szocidlis izolacid kapcsén szintén megjelenhet
nemi kiilonbség (Zakharova et al., 2012). Szdmos tanulméany azt talalta, hogy a
ndstények fokozottabban reagaltak a szocialis izolaciora, mint a himek (Mester et al.,
2009; Westenbroek et al., 2005). Arranz és munkatarsai szerint a ndstény allatok
érzékenyebbek az ingergazdagsag elvonasara (Arranz et al., 2011). Eredményeink tehat
parhuzamban allnak a nemzetk6zi irodalommal, és azt mutatjdk, hogy ingerszegény
koriilmények kozott a ndstény patkanyok érzékenyebbek, sériilékenyebbek az ischemiés

retinaléziora.

OSSZEFOGLALAS ES TAVLATI CELOK

e A komplex ingergazdag kornyezet védoé hatasu toxikus karosodas esetén, az
MSG kezelés testtomeg csokkentd hatdsa ingergazdag kornyezetben
elmarad.

o A legtobb reflex normal koriilmények kozotti fejlddésére az ingergazdag
kornyezet nincs hatdssal, de az MSG hatédsara bekovetkezd elmozdulasi
reflex teljesitmény ¢és rahelyezési reflex megjelenése ingergazdag
kornyezetben eltiinik.

e Motoros koordinaciés tesztekben az MSG kezelt, de ingergazdag
kornyezetben €16 allatok szignifikdnsan jobban teljesitenek, mint az MSG
kezelt kontroll patkanyok, vagyis a koOrnyezet pozitiv hatasa itt is

megmutatkozott.
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e Asphxias 1ézi6 esetén az ingergazdag csoport testtdmeg gyarapodasa
szignifikansan jobb, mint a standard koriilmények kozott €16 asphyxias
allatoké.

e A szemnyités, keresztezett extensor reflex, taktilis fogoreflex és kontakt
rahelyezési reflex esetén is szignifikdnsan jobb teljesitményt nytjtanak az
ingergazdag asphyxias allatok a standard ketreces asphyxias csoportnal.

e A zenei ingergazdag kornyezet is hatassal van a neurologiai fejlédésre,
eltérd stilust zenék kis mértékben, de kiilonbozo hatast fejtenek ki.

e A kozponti idegrendszerben a PACAP27 ¢és -38 szintek is szignifikansan
csokkennek 3 hetes allatokban ingergazdag kornyezet hatasara, fél éves
patkdnyokban viszont késdi ingergazdag kornyezet hatdsdra szignifikéns
novekedést talaltunk.

e A PACAP38 szint a tengerimalacok tejében az ingergazdag kornyezet
hataséra szignifikansan alacsonyabb szintet mutat.

e Az ingergazdag kornyezet ischemids retinalézid esetén védo hatas.

e A szocidlis izolaci6 negativan befolyasolja az ischemias retinaléziot.

e Az koOrnyezet hatdsa nem-fliggd, a ndstények kevésbé reagalnak az
ingergazdag kornyezet pozitiv hatdsaira, valamint a szocialis izolaci6 esetén

sériilékenyebbek az ischemias retina modell esetén.

A kornyezeti faktorok jelentds befolydssal vannak a kdzponti
idegrendszerre, igy a tudatos alkalmazdsuk mindenképpen hasznos lenne az emberi
gyogyaszatban is. Reményeink szerint az alapkutatasban szerzett eredmény évek mulva
elegendé lehet ahhoz, hogy az orvostudomany teriiletén sokszor kizarolagosként
alkalmazott gyogyszeres terapiat kiegészitse (Hannan, 2014), hatékony eszkozt adva az
orvosok kezébe, amit sikerrel lehetne bevezetni a kozponti idegrendszert érintd
megbetegedések gyodgyitdsdban, és az azt kovetd hossza tava rehabilitacios

kezelésekben.
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