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1. Bevezetés

A perinatalis iddszak alapvetd fontossagli az idegrendszer fejlddésében. Az ebben az
id6szakban bekovetkezo karositd hatasok sulyos kovetkezményekkel jarhatnak, melyek a
felnott ¢élet mindségét is befolyasolhatjak. A hypoxias/ischaemias ¢és kiilonféle toxikus
1€zi6k hosszu tdva hatasai szdmos vonatkozasban jol ismertek (Berger €s Garnier, 1999).
A kiilonb6z0 perinatalis kdrosoddsokat kovetden a rehabilitacid legfontosabb feladata a
fejlodést minél el6bb a normalis szintre hozni (Beaulieu, 2002). Az idegrendszer -féleg
gyermekkorban- nagyfoku plaszticitassal és regeneracios képességgel bir, amely
tulajdonsagok lehetévé teszik a karosodasok kovetkezményeinek kivédését. Igen fontos
azonban mindazon kornyezeti faktorok vizsgdlata is, melyek ezt az at- és 0jjaépitési
folyamatot befolydsolhatjak. Azonban a korai, kdzvetleniil a posztnatalis idészakot érintd
valtozasokrol keveset tudunk annak ellenére, hogy az irodalomban mar felhivtak a
figyelmet a korai elvaltozasok prognosztikai jelentoségére, még allatkisérletes
modellekben is (Ten et al., 2003).

Patkdnyokban a sziiletés utdni elsé két hét egy kritikus fejlédési periddusa az
idegrendszernek, mely embernél az utolsé intrauterin honapok torténéseinek felel meg.
Az ujsziilott patkany az emberhez képest sokkal fejletlenebb, szeme ¢és kiilsé halldjarata
zarva van. Ezek kinyitasa a metszéfog attdrés napjaval egyiitt meghatarozott idépontban
torténik. A normal fejlédés sordan a patkdnyok motoros képességei folyamatosan
javulnak. A kiilonb6z6 poszturalis és komplex lokomotoros reflexek fokozatosan
jelennek meg, végiil a harmadik posztnatalis hét végére érik el a felndttkorra jellemzd
fejlettségi szintet. A normalis fejlddési mintazat szerint a mellsé végtag mindig megeldzi
fejlettségben a hatsot, és a reflexteljesitmények javulasa is meghatarozott mintézatot
kovet (Altman és Sudarshan, 1975; Donatelle, 1977; Markus és Petit, 1987). Ugyanakkor
a bonyolultabb motoros koordinacio fejlddése néhany héttel tovabb tart az elemi
reflexekénél. Az Osszetettebb motoros képességekkel péarhuzamosan fejlodo
ujdonsagkeresd, un. novelty-seeking magatartds vizsgalata onmagéban is kiilonosen

érzékeny a pszichomotoros stimuldnsok hatdsanak mérésére (Kabbaj et al., 2000;



Stansfield et al., 2004; Zheng et al., 2004). A legérzékenyebb életkor ennek vizsgalatara a
korai adoleszcens periddus (Stansfield et al., 2004). Ebben az életkorban, hdrom-négy
hetesen mutatja a patkdny a legélénkebb aktivitast, majd az id6 elérehaladtaval enyhén

visszaesik és bedll a felndttkorra jellemz0 szintre.

Jelen PhD dolgozat alapjaul szolgalé Kkisérleteinkben ujsziilott patkanyokat

kiilonb6zo kezeléseknek vetettiik ala.

Négy kiilonbozo kezelési modszert alkalmaztunk kisérleteink soran.

Ezek kozil kettd kezelés célja az volt, hogy a kiillonb6zo karositd tényezdkkel, a natrium-
glutamattal kivaltott toxikus és hypoxids/ischaemids idegrendszeri karosodast
modellezziik patkdnyon, és kidolgozzunk egy altalanosan alkalmazhaté tesztrendszert a
korai elvaltozasok kimutatdsara.

Ezenkiviil a plaszticitast nagymértékben eldsegité ingergazdag kornyezet hatasait is
megvizsgaltuk az idegrendszeri fejlddésére és karositd agensek hatdsainak kivédésére.
Negyedik modellként a neurotréfikus faktorok csaladjaba tartozd hypophysis adenilat
cikldz aktivald polypeptid (PACAP) altalanos fejlédési és esetleges neuroprotektiv
hatésait vizsgaltuk.

Az 1jszilott patkanyok neuronalis fejlédését elsdsorban funkcionalis tesztekkel
vizsgaltuk az éllatok fizikalis paramétereinek és neurologiai reflexeinek mérésével. A
motoros koordinacid fejlodését is vizsgaltuk kiilonféle tesztekkel, valamint az un. open-
field magatartést és az exploracids, ijdonsagkeresd magatartast is megfigyeltiik az egyes

kezeléseket kovetden.

1.1. A natrium glutamat (monosodium-glutamate, MSG)

Szamos neurotoxinrdl ismert, hogy karosodast idéz eld ujsziilott patkanyokban a
neuronalis fejlédésben és a motoros, valamint kognitiv funkcidkban (Archer et al., 2002,
2003; Beninger et al., 2002; Harry, 1998; Kostrzewa et al., 2003; Palomo et al., 2003;
Reddy et al., 2002). A glutamat a leggyakoribb excitatoros neurotranszmitter az agyban,



de ugyanakkor excitotoxin is (Segura-Aguilar és Kostrzewa, 2004), mivel a nagyobb
mennyiségben felszabaduld glutamat az NMDA receptorokon keresztiil neuronpusztuldst
valt ki kiilonb6z6 korfolyamatokban. A natrium-glutamat élelmiszer adalékanyag,
izfokozoként széles korben alkalmazott szer az élemiszeriparban. Felndttben csak
minimalis hatdsa van (pl. az Gn. ,kinai étterem szindroma”: az étkezés kdzben vagy
roviddel utdna jelentkezd hanyinger, hideg veriték, szédiilés, ajulas, forrosagérzet az
arcon, nyakon, vallakon és végig a gerincen, fejfajas, szivdobogasérzet). Mivel érett vér-
agy gaton nem jut at jelentés mennyiségben, igy maradand6 idegrendszeri karosodast
jelenlegi ismereteink szerint nem okoz. Ugyanakkor az 0jsziilott ragesaloknak adott nagy
dozisu subcutan glutamat kezelés stlyos elvaltozasokat okoz: neuronpusztulast a nucleus
arcuatusban, a retina belsd rétegeiben és szdmos 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 is vizsgalta (Atlasz
et al., 2008; Babai et al., 2005, 2006, Tamas et al., 2004). Ezenkiviil endokrinoldgiai,
neurokémiai €s cirkadian valtozasok is kimutathatoak (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 neurotoxicitasa a motoros, szenzoros
¢és tanulasi képességek valtazasaiban is megnyilvanul (Dubovicky et al., 1997; Fisher et
al.,, 1991; Iwata et al., 1979; Saari et al., 1990). Irodalmi adatok vannak arra, hogy a
glutamat-kezelt patkanyok farokrangasi reflexideje megnytlik és mancsuk markolasanak
ereje is csokken (Fisher et al., 1991; Iwata et al., 1979; Squibb et al., 1981), azonban
ezeken kiviil kevés adat van a neurologiai reflexteljesitmény €s motoros koordinacid
vonatkozasaban. A lokomotoros aktitivasrol szolo adatok ugyanakkor nem egydntetiiek:
kiilonb6z6 szerzOk mind hyper-, mind pedig hypoaktivitast leirtak (Araujo és Mayer,
1973; Katz, 1983; Klingberg et al., 1987; Saari et al., 1990; Dubovicky et al., 1997; Pizzi
¢s Barnhart, 1976; Poon és Cameron, 1978; Iwata et al., 1979; Seress, 1982; Hlinak et al.,
2005), mig masok nem talaltak eltérést ebben a vonatkozasban (Klingberg et al., 1987;
Ishikawa et al., 1997; Ali et al., 2000; Sanchis-Segura és Aragon, 2002). Glutamat



kezelés hatasarol patkanyok novelty-seeking magatartasara, ennek a magatartasformanak

a ismert fontossaga ellenére is csak kevés adat van, ezért valasztottuk kisérleteinkhez.

1.2. Hypoxias/ischaemias 1€zio

A hypoxids/ischemids agykarosodas a fejlett modern sziilészeti és csecsemdellatasi
lehetoségek ellenére is egy komoly probléma, mind érett, mind pedig éretlen
ujszilottekben, korasziilottekben, mivel sulyos maradandé sériiléseket okozhat. Ezért is
fontos egy olyan Kkisérletes 4llatmodell, melyben tanulmanyozhat6 a karosodas
pathomechanizmusa (Andine et al., 1990). A leggyakrabban alkalmazott ilyen modell az
egyoldali arteria carotis communis lekotéssel 1étrehozott ischemias, majd ezt kovetd
hypoxias expozicid. Kevés az adat arra vonatkozoan, hogy az altalunk hasznalt
tesztekben milyen teljesitményt nyujtanak a hypoxias/ischaemids 1€zion atesett allatok,
pedig a neuroldgiai reflexek és a motoros koordinacid fejlodésének vizsgalata jol
tiikkrozik a posztnatalis neurondlis fejlédést (Altman et al., 1975; Donatelle, 1977; Fox,
1965; Hill et al., 1991; Smart et al, 1971). Korabbi kisérletekben kimutattak, hogy néhany
neurologiai reflex, pl. a felegyenedési reflex és a geotaxis hogyan valtozik révid tdvon
egy hypoxias 1éziot kdvetden, valamint milyen korrelacidban vannak ezek a korai
eltérések a hossza tavh funkcionalis deficitekkel, melyeket water-maze teszttel vizsgaltak
egérben (Ten et al. 2003). A szerzok felhivjak a figyelmet a korai elvaltozasok prediktiv
értékére, és azok meghatarozasanak fontossagara.

Ezeken az adatokon alapulva masodik 1ézio tipusnak a fentebb emlitett hypoxids modellt
alkalmaztuk. Ezenkiviil célunk volt még az altalunk alkalmazott motoros koordinécios, €s
open-field magatartast vizsgald teszteket is elvégezni, ezekrél ugyanis ellentmondasos

adatok allnak csak rendelkezésre az irodalomban.

1.3. A hypophysis adenilat ciklaz aktivalé polypeptid (PACAP)

A PACAP-ot 1989-ben izolaltdk birka hypothalamusbol, mint a vasoaktiv intestinalis
polypeptid (VIP)/secretin/glucagon peptidcsalad 1) tagjat, mely 67%-os szerkezeti

hasonlésagot mutat a VIP-el (Arimura, 1998; Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000).
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Ismert 38 illetve 27 aminosav hosszisagu formaja, melyek koziil a PACAP38 dominal az
emlds szovetekben (Arimura, 1998). Felfedezése oOta szamos hatasat irtdk le, tobbek
kozott részt vesz kdzponti és periférids idegrendszeri regulald folyamatokban, valamint
ismertté valtak sokrétli szisztémas hatéasai, példaul a cardiovascularis rendszerben, a 1€gz6
apparatusban, az emésztd- és kivalasztoszervrendszerben (Arimura, 1998; Sherwood et
al., 2000).

Felfedezését kovetéen kideriilt, hogy a PACAP neurotrofikus ¢€s neuroprotektiv
hatdsokkal rendelkezik (Vaudry et al., 2000; Somogyvari-Vigh és Reglodi, 2004). In
vitro stimulalja a neuronok ndvekedését €s tulélését, gatolja az apoptozist, és védi a
neuronokat valtozatos sejtkarositd agensekkel szemben (Arimura, 1998; Vaudry et al.,
2000). In vivo, neuroprotektiv hatdssal rendelkezik globalis és fokalis cerebralis
ischaemidban (Reglddi et al., 2000; Uchida et al., 1996). Kétféle receptortipusa ismert: a
PACI1, mely szelektiven kot PACAP-ot, és VPACI és 2 receptorok, melyek egyforma
affinitassal kotik a VIP-et és a PACAP-ot (Arimura, 1998).

Korabbi eredmények bizonyitjdk a PACAP fontossdgat az idegrendszer normalis
fejlodésében is. PACAP mRNS mutathatd ki a fejlodé patkdnyagy kiillonb6zo
struktiraiban (Skoglosa et al., 1999), illetve a PACAP ¢és a receptoranak génje nagy
mennyiségben expresszalddik egér veldcsdben a fejlddés korai stddiumaiban (Waschek et
al., 1998). Feltételezések szerint a peptid a sejtproliferaciot és a génexpressziot
szabalyozza a veldcsO fejlddése soran (Waschek et al., 1998). Szamos egyéb kutatas
bizonyitja a PACAP részvételét a mitozis, a differencidlodas ¢€és az apoptozis
Nicot és DiCicco-Bloom, 2001; Przywara et al., 1998; Tabuchi et al., 2001; Vaudry et al.,
2000).

Ujsziilott patkanyok PACAP kezelésének hatasarol csupan néhany adat all rendelkezésre.
A PACAP lokalis alkalmazasa megndveli a kisagykéreg tomegét és serkenti a neuronok
migraciojat 8 napos patkanyokban (Vaudry et al., 1999). A VIP, ami a PACAP
legk6zelebbi homoldgja, ugyszintén bizonyitottan részt vesz a neuronalis fejlédésben. A
VIP neuroprotektiv hatasi a fejlodé agyban, mig VIP antagonista kezelés stlyos
microcephaliat, és a neurondlis fejlodés visszamaradasat okozza (Gressens et al., 1994;

Gressens et al., 1999; Hill et al. 1991).



Mindezen irodalmi és sajat korabbi kisérletes adatainkon alapulva vizsgaltuk a PACAP
kezelés hatésait 0jsziilott patkanyok neuronalis fejlédésére onmagaban alkalmazva, majd

ezt kdvetden vizsgaltuk neuroprotektiv hatdsat a toxikus 1ézi6s modellben.

1.4. Ingergazdag kornyezet

Hebb (1949) azon véletlen felfedezése, hogy a haziallatként otthonaban felnevelkedett
patkanyok jobb teljesitményt nytjtanak egyes problémamegoldd tesztekben, mint a
laborban nevelkedettek, ravilagitott a kornyezeti hatasok szerepének fontossagara az
idegrendszer fejlédésében. A szabvanyos ketrecmérethez képest nagyobb életteret
biztositva valtozatos és folyamatos 0 ingerekkel lathatjuk el az allatokat, igy lehetdséget
kapnak tobb szocidlis interakciora, illetve a kornyezetiikbe helyezett targyakkal valo
jatékra. Ez az ingergazdagsag a pozitiv kornyezeti hatasokat erdsiti, igy segiti a fejlodést.
Az ingergazdag kornyezet szdmos neurokémiai és morfologiai valtozast idéz el az
agyban, mint példaul a cortex vastagsaga nd, novekszik a dendrittiiskék denzitdsa a
neuronokon, egyes neurotrofikus faktorok és receptoraik expresszioja fokozodik és
serkenti a neurogenezist szamos agyteriileten még idds allatokban is (Franklin et al.,
2006; Pham et al., 1999; Schneider et al., 2006; Segovia et al, 2006). Ezenkiviil tanulési
tesztekben, a szocidlis viselkedésben és az exploracidos magatartasban javul az allatok
teljesitménye, valamint félelemérzetiik is csokken (Fernandez-Teruel et al., 1997;
Schneider et al., 2006; van der Harst et al., 2003). Mindezen pozitiv hatdsai altal az
ingergazdag kornyezet képes csokkenteni kiilonbozo toxikus (6lom, natrium-glutamat és
valproat indukalta), ischaemias ¢€s traumas karosodasok negativ hatasait (Fischer és
Peduzzi, 2007; Held et al., 1985; Iuvone et al., 1996; Saari et al., 2001; Schneider et al.,
2001; Schneider et al., 2006).

Ugyanakkor ezen kisérleteket elsOsorban felnott patkanyokkal végezték, és nem all
rendelkezésiinkre irodalmi adat arrdl, hogy hogyan befolyasolja az ingergazdag kornyezet
a korai funkcionalis idegrendszeri fejlodést. Annak a vizsgalata is nagyon fontos, hogy a
perinatalis karosodasokat modellezé allatkisérletekben milyen révid vagy hosszu tava
hatdsai vannak az ingergazdag kornyezetnek, hiszen ennek fontossdga mar a klinikai

gyakorlatban is bizonyitott. A gyermeki idegrendszer nagyfoki plaszticitasanak



koszonhetéen rendelkezik azzal a potenciallal, hogy reorganizacid révén helyreallitsa
agyi funkcioit sériilés utan. Azonban a kornyezeti hatdsok teszik lehetévé ennek a
potencidlnak a kihasznalasat (Beaulieu, 2002). Mindezen adatok ismeretén alapulva
vettiik kisérleteinket az ingergazdag kdrnyezet hatdsanak vizsgalataval bdvitettiik normal,

¢s natrium-glutamat kezelt patkanyok fejlodésére.

1.5. Célkitiizések

1. Ujsziilott patkanyok idegi fejlddésének vizsgalata egy standardizalt neuroldgiai
tesztrendszer segitségével:

o toxikus (natrium-glutamat altal kivaltott) idegi 1ézidt és

e hypoxids/ischaemiés 1éziot elszenvedett,

e neurotrofikus faktorral (PACAP-al) kezelt és

e ingergazdag kornyezetben nevelt allatok esetén.

2. Annak vizsgalata, hogy a toxikus 1¢zi6 karos kdvetkezményeit képes-e csokkenteni a

PACAP kezelés vagy az ingergazdag kornyezet.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Kisérleti allatok

Teljes Wistar patkdny almokat (egyedszdm 12+1) hasznaltunk sziiletésiiktdl fogva hat
hetes korig. Az almokat ugy allitottuk Ossze, hogy az egy idépontban sziiletett
patkanyokat 0sszegytjtottiik, dsszekevertiik és egyenld szamban szétosztottuk az anyak
kozott, hogy a genetikai hatasokat minimalizaljuk. A nemi izolacié hatdsanak
kikiiszobolésére, €s mivel irodalmi adatok alapjdan nincs kiilonbség a korai
¢letperiddusban a him ¢és ndstény egyedek fejlodése kozott, a teljes almok adatait
értékeltiik (Fernandez et al. 2000, Le Roy et al., 1999). Ugyanakkor minden egyed nemét
feljegyeztiik, ¢és kiilon vizsgaltuk eredményeiket esetlegesen kimutathatdé nemi
kiilonbségeket keresve.

Az egyes éallatok random moddon keriiltek kivalasztisra, az Gsszes alom tartalmazott
kontroll és kezelt allatokat is a kiilonbozd kezelések alkalmaval, és az egyes csoportokat
a sajat kontrolljaikhoz hasonlitottunk a statisztikai elemzés soran.

Az allatok elhelyezése, gondozasa ¢s felhasznaldsa ellendrzott protokollok szerint az
intézeti ajanldsok figyelembevételével tortént (No: BAO02/2000-31/2001, Pécsi
Tudomanyegyetem). 12 6ras sotét-vildgos ciklusban, €élelem ¢€s viz folyamatos biztositasa

mellett tartottuk az egyedeket. Az anyatdl valo elvalasztas 4 hetes korban tortént.

2.2. Kezelések

2.2.1. Natrium-glutamat kezelés

Tobb kezelési protokollt kiprobaltunk, magas és alacsony doézist, haromszori €s 0tszori
kezelésben egyarant. A natrium-glutamatot subcutan injekcidos formaban adtuk 100 pl

fiziologias sdoldatban oldva az 1, 3, 5, 7, 9. illetve 1, 5, 9. posztnatalis napokon. Irodalmi
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leirasoknak és 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)
megfeleléen vélasztottuk az alkalmazott dozisokat: a magas dozis 4 mg/testtomeg
gramm, az alacsonyabb 2 mg/testtomeg gramm volt. A kontroll allatok ugyanezeken a

napokon fizioldgias sooldatot kaptak.

2.2.2. Hypoxias/ischaemias 1ézi

Ehhez a kisérlethez nem ujsziilott, hanem 7 napos éllatokat hasznaltunk. Halothan
anaesthesia mellett, operacios mikroszkép alatt egy kozépvonali nyaki bemetszésen at
felkerestik a bal oldali a. carotis communist és a nervus vagustél valdo ovatos

szétvalasztast kovetden permanensen lekotottiik (1. abra).

A

m. praetrachealis ‘

a. carotis externa

a. carotis communis

1. abra: A miitéti teriilet vazlatos képe (A), és egy a lekétést megelozo allapotot bemutato

intraoperativ kép (B), a nyil az a. carotis communis sinistrat mutatja.

Az éllatok testhdmérsékletét a beavatkozas soran folyamatosan 37 °C-on tartottuk. A
miitét utdn (mely hozzavetdlegesen 5 percet vett igénybe), az allatokat egy légmentesen
zard kamraba helyeztiik, melybe 8% oxigént és 92% nitrogént tartalmazd gazkeveréket
vezettlink be. Az allatokat 2 6ra hosszat tartottuk ebben a hypoxias kamrdban. A sham-
operalt kontroll egyedeknél a nyaki bemetszést kovetéen felkerestiik az a. carotis
communist, de nem kotottiik le. A hypoxias kamra helyett pedig a mitét utan normal
légkori levegdn (azaz 21% oxigénben) toltottek 2 orat. Ezt kovetden visszahelyeztiik az

allatokat az anyjuk mellé.
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2.2.3. PACAP

A PACAP kezelt patkanyok subcutan injekcio formajaban 100 pl fiziologias s6oldatban
oldott 1ng PACAP 38, vagy 10 ng PACAP antagonista PACAP 6-38 kezelést kaptak a
sziiletés napjatol kezdve két héten keresztiili mindennap. A kontroll allatok csak
fiziol6gids sooldatot kaptak. Az injekciot az allatok hatanak bére ald adtuk, az itt
talalhaté még ujsziilott allaton is jelentds mennyiségii subcutan szovetbe. A kezelés soran
alkalmazott dozist irodalmi adatok alapjan valasztottuk (Telegdy et al., 2000; Vaudry et
al., 1999).

2.2.4. Ingergazdag kdornyezet

Kétfele elrendezést alkalmaztunk ezen kisérleteink sordn. Az allatok elsd csoportjat a
hagyomanyos ketrecekben tartottuk, melynek alapteriilete 43x30 cm, magassaga 20 cm.
Ezen tartasi koriilmény szolgalt az “ingerszegény” kornyezetnek (2.A ébra). Az allatok
masodik csoportjat egy nagyobb alapteriileti €s magasabb ketrecben tartottuk sziiletésiik
utan (88x50cm alapteriilet €s 44 cm magassag) (2.B abra) ez volt az ingergazdag
kornyezetben tartott allatcsoport. A nagy ketrecbe a megndvelt élettéren kiviil kiilonféle

formdju, szinli és anyagll jatékokat helyeztiink, majd azok felét naponta cserélve

biztositottunk szdmukra valtozatos kornyezetet, az ingergazdagsagot tovabb novelve (2.C

abra).

2. abra: A: hagyomanyos ketrec, B: nagy ketrec jatékok nélkiil, C: ingergazdag nagyketrec.

-12-



2.3. A neurologiai jelek és reflexek vizsgalata

A neuroldgiai fejlédést naponta 12 és 15 ora kozotti idopontban vizsgaltuk, a kezelési
periodusban a napi kezeléseket megelézden. Figyelemmel kovettink egyes fizikalis
jellemzoket is, feljegyeztiik a szemnyités, a metszéfogkindvés €s a fiil kiegyenesedésének

napjat (3. abra) (Smart és Dobbing, 1971a,b).

3. Abra: A: 8 napos, B: hdrom hetes, érett paraméterekkel rendelkezd kispatkdny.

Az allatok stlyat is mértik minden nap. A neuroldgiai jeleket ¢és reflexeket
munkacsoportunk altal irodalmi adatok alapjan Osszedllitott tesztrendszer segitségével
vizsgaltuk (Altman és Sudarshan, 1975; Bures et al., 1983; Dam et al., 2000; Hill et al.,
1991; Smart és Dobbing, 1971).

2.3.1. Felegyenesedési (righting) reflexek

(a) A patkanyokat a hatukra forditottuk, és tizedmasodperc pontossaggal regisztraltuk,
hogy mennyi id6 mulva fordult meg az allat mind a négy mancsat a talajra helyezve.
(b) 50 centiméter magasbol fejjel lefelé egy szivacsra ejtve az allatokat, a négy

végtagjukra érkezésiik elsd napjat jegyeztiik fel.

2.3.2. Negativ geotaxis

Az allatokat egy 45°-ban megdontdtt, 30 cm magas racsra helyeztiik fejjel lefelé ugy,
hogy az allat hats6 végtagja a racs kozepén volt (4.A abra). Feljegyeztiikk azt a napot,
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amikor a patkdny megfordult, és felmészott a racs tetejére, azaz amikor mindkét mellsd
mancsaval elérte annak legfelsé fokat (4.B és 4.C ébra). Abban az esetben, ha az allat
nem teljesitette a feladatot 30 masodpercen beliil, a teszt eredményét negativnak vettiik.

A pozitiv teszt megjelenésének napjatol mértiikk a teljesités idejét tizedmasodperc

pontossaggal.

4. abra: A negativ geotaxis vizsgadlata: az allatot egy 45°-ban megdontott racs kozepére
helyeztiik fejjel lefelé (A), majd vizsgaltuk, hogy az allat mikor fordul meg és maszik fel a
racson (B). A teszt pozitivnak tekintheto akkor, ha az allat mindkét mellso végtagjaval
eléri a racs legfelso fokat (C).

2.3.3. Keresztezett extenzor reflex

Féjdalomingert alkalmazva a bal hats6 végtagon (csipeszcsipés), vizsgaltuk az allat
reakcidjat. Azt a napot jegyeztiikk fel, amikor latszolag eltiint a keresztezett extenzor
reflex, vagyis az ellenkezd oldali végtag extenzidja elmaradt (5. abra). Az allat ilyenkor
egy, az egyszerl reflextevékenységnél bonyolultabb, 6sszetettebb mechanizmusu elharito

magatartassal valaszolt az inzultusra.

5. abra: A keresztezett extenzor reflex vizsgalatat a hatso végtagon alkalmazott
fajdalomingerrel vizsgaltuk.
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2.3.4. Filrdngas reflex

Vattapalcaval 6vatosan megérintettiilk a fil szélét, és az erre bekovetkezd fiilranditas

megjelenésének napjat regisztraltuk.

2.3.5. Szemhéjreflex

Vattapalcaval 6vatosan megérintettiik a szemrést (illetve a szemnyitas napja elétt annak
leendd helyét, a szemhéjak talalkozasat), és a valaszként bekovetkezd izomkontrakcid

megjelenésének napjat regisztraltuk.

2.3.6. Végtag kontakt rahelyezési (placing) reflex

A mellsé és hats6 mancs dorzalis felszinét a vizsgaloasztal széléhez érintettiik, ¢€s
feljegyeztiik azt a napot amikor az allat el6szor felemelte az adott végtagot és rahelyezte

az asztalra.

2.3.7. Taktilis fogoreflex (grasping)

Egy vékony raddal érintettiik a patkany mellso és hatso végtagjanak ventralis felszinét, €s
regisztraltuk az els6 napot, amikor erre az érintésre a rid megragadasaval valaszolt (6.

abra).

6. abra: A fogoreflex vizsgalata: az allat mellsé végtagjanak ventralis felszinét egy
ruddal megérintve az allat a rud rafogasaval valaszol (A). Ugyanezt a reflexet vizsgaltuk
a hatso végtaggal is (B).
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2.3.8. Elmozdulési reflex

Egy 13 centiméter atmérdjii fehér papirkorong kozepére helyeztiik az allatokat. A jel
megjelenésének napjatol kezdve tizedmasodperc pontossaggal mértilk azt az id6t, ami
alatt az allat mindkét mellsd mancsa elhagyta a korong teriiletét. Abban az esetben, ha az

allat 30 masodpercen beliil nem jott le a korongrodl, a tesztet negativnak értékeltiik.

2.3.9. Akusztikus megrettenési reflex

Regisztraltuk az elsd napot, amikor az allat egy hirtelen hangingerre (taps) Osszerezzent.

2.4. Motoros koordinacio vizsgalata

Az éllatokat 2-5 hetes kor kozott teszteltiik heti két alkalommal. A teszteket irodalmi
leirasokbol vettiik at (Altman és Sudarshan, 1975; Heath és Vink, 1997; Hill et al., 1991).
A tesztek alkalmazasat adoleszcens és feln6tt patkanyok vizsgalatara ajanljak az
irodalomban, ischaemias agyi karosodast kdvetden a funkciondlis deficitek értékelésére,
illetve féloldali 1éziot kdvetden az asszimetrikus tlinetek vizsgalatara (Aronowski et al.,
1996; Borlongan et al., 1995; Heath ¢és Vink, 1997; Markgraf et al., 1992; Reglddi et al,
2003; Rogers et al., 1997; van der Staay et al., 1996).

2.4.1. Lépésszam és 1épéshiba teszt

20x40 cm teriileti, 2x2 cm-es méterii rozsdamentes acélracsra helyeztiik az allatokat,
melyet a talajszinttél 1 méter magassagba emeltiink (7. abra). Egy perces idGtartamig
figyeltiik az allat mozgésat, feljegyeztiik a mellsé végtaggal végrehajtott dsszes 1épés
szamat (kiilon szamolva mindkét oldalt), illetve ezzel egyidében szamoltuk 1épéshibaikat,
azaz amikor a racs hézagaiba ejtették a labukat, nem tudtak megfogni a racsot 1épés
kozben. Ezt a 1épéshibat mells6 és hatsd végtagra is feljegyeztiik, a jobb és bal oldalt

kilon.
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7. abra: Lépésszam és lepéshiba teszt

2.4.2. Rota-rod (mékuskerék) teszt

Az éllatkereskedelmi forgalomban is kaphat6 14 cm atmérdjii mokuskereket egy motorral
hajtottunk meg 13 rpm sebességgel (8. abra), és mértiik azt az idot amennyit az allat a
kerék tetején fenn tudott maradni (maximum id6tartam 2 perc, ha az allat még ezutan is
fenn volt a keréken, akkor is befejeztiik a vizsgalatot, és ezt a maximalis 1d6t irtuk fel).
Ezt a tesztet harom hetes korban kezdtiik el, mivel ennél fiatalabb korban a patkanyok
egyaltalan nem képesek fenn maradni a keréken. A kisérletek egy részében a tesztet

késobbi életkorban is elvégeztiik, egészen 2 honapos korig vizsgaltuk az allatokat.

8. abra: Mokuskerék teszt
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2.4.3. Mozgés inicidcios teszt

A patkanyokat egy vizszintes felszinre helyeztiik, melyen egy 10 cm-es belsd, és egy 45
cm atméroji kiilsé kor volt megjelolve (9. abra). Mértiik a mozgas kezdés idejét (ami

alatt elhagyta a belso kisebb kor teriiletét) és a nagyobb kor elhagyasanak idejét is.

9. abra: A mozgas inicidcios tesztben a belsé kor elhagydsa

2.4.4. Fuggeszkedési teszt kotélen

Egy 40 cm magassidgban vizszintesen kifliggesztett 4 mm atmérdjii nylon kotélre
helyeztiik az allatok mellsd végtagjait. Mértiik azt az id6t ameddig kapaszkodva fenn
tudtak maradni a kotélen. Amennyiben az id6 hosszabb volt mint 30 masodperc, vagy
esetleg a kotélbe kapaszkodva annak végére maszva lejott a berendezésrdl, a tesztet
teljesitettnek vettiik.

A hypoxias/ischaemias 1€zi6s csoportban elvégeztiik a tesztet ugy is, hogy az allatok csak

az egyik végtagjukkal kapaszkodhattak, mégpedig ugy, hogy a lekotéshez képest

ipszilateralis mancsukat (a balt) leragasztottuk, hogy ne tudjanak fogni vele (10. abra).

A B

10. abra: Kotélen fiiggeszkedési tesztek, A: mindkét mellsé végtag, B: csak
kontralateralis végtaggal.

- 18 -



2.4.5. Kapaszkodasi teszt megdondott deszkdn

45°-ban dontott farostlemez deszkara helyeztiik az allatokat, majd 5 fokonként emeltiik a
dolésszoget (11. abra). Azt a fokot jegyeztiik fel, ahol az allatok még fenn tudtak maradni

a deszkan legalabb 5 masodpercig.

11. abra: Kapaszkodasi teszt.

2.4.6. Fuggbleges rics teszt

A patkanyokat egy 50x22 cm-es méretii, 15 mm-es racskozii racs kozepére helyeztiik
vizszintes helyzetben, majd a racsot fiiggdleges helyzetbe hoztuk kb. 2 masodperc alatt,
ezt kovetden még 5 masodpercig figyeltiik. Ha az allat 5 masodperc utan is fennmaradt a
racson, akkor 0; ha a megfigyelési id0 alatt, 1; ha azonnal, vagy még a vizszintbdl

fliggbleges helyzetbe hozas kdzben leesett, 2 pontot adtunk teljesitményére.

2.4.7. Testkilengés teszt

A patkanyokat farkuknal fogva a levegébe emeltiik, de az asztallaptdl nem tavolitottuk
messzebb, mint 3-5 cm. 30 masodpercen at figyeltiik az 4llatok magatartasat.
Feljegyeztiink ezalatt minden, a fliggélegeshez képest koriilbeliill 10 foknal nagyobb
elmozdulast mindkét irdnyba. Csak az szamitott kiilon lengésnek amit az allat fiiggdleges

testhelyzetbdl inditott.
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2.4.8. Rudon egyensulyozas teszt

Az allatokat egy négyszogletes alaku rudra helyeztik (1x1x40 cm, a talajtol 40 cm
magassagban), a rad végein 2 platform, melyekre kimaszhattak. Mértiik azt az id6t amig
fenn tudtak maradni a rddon. Maximum 120 masodperc allt rendelkezésre, ha addig
fennmaradtak, vagy id6kozben a két végén levd platformra mésztak at, akkor a maximalis

1d6t irtuk fel.

2.5. Open-field teszt

Az éllatok motoros ¢és felfedezési viselkedését vizsgaltuk ezzel a teszttel, altalaban 3-6
hetes korig. A patkanyokat egy nyitott térbe helyeztiik, ami egy 42x42 centiméteres, 31
centiméter magas fallal koriilvett doboz volt. A doboz alapjat 8x8-as zoéndkra osztottuk.
Az open-field megvilagitisa egyenletes volt (200 lux). Az egyedeket a tér kozepére
helyeztiik, mindig azonos iranyba tekintve, majd 5 percig figyeltiik dket (12. abra). A

kés6bbi analizis céljabol mozgasukat videokameraval rogzitettiik.
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12. abra: Open-field teszt: a patkanyokat a mezé kozepére helyezve inditottuk a motoros
magatartas vizsgalatat. Satirozva a centralis mezok.

A video kiértékelése soran feljegyeztilk a mozgasuk soran érintett mezdket, amelyekbe a
két mellsé végtagjukat belehelyezték. Hasonloképpen regisztraltuk az allatok minden

fejemelését, agaskodasat (13. abra), mosakodd mozgasat és a fekalis bolusok szamat.

-20 -



Ezek mellett a kovetkezd paramétereket szamoltuk: az érintett mezok szama, ezaltal az
Osszesen megtett tdvolsag €és az 5 percre vetitett mozgasi sebesség szamithatd, a centralis
(k6zéps6 16 mezd) és periférias (kiilsd 2 sor) zonakban (12. dbra) eltoltott ido, a falak

mellett illetve a sarkokban eltdltott id6, és az egy zonaban eltdltott leghosszabb 1do.
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13. dbra: Agaskodé mozgds az open-field-ben.

2.6. Ujdonsagkeresé viselkedés

~~~~~~

modszer segitségével vizsgaltuk. A tesztelés 3 hetes életkorban tortént, az irodalomban
kozolt kisérleti protokollnak megfelelden (Heyser et al., 2004). A teszt 4 egymast kovetd
5 perces probabdl épiil fel, melyek kozott 3 perces sziineteket tartottunk. Minden proba
utan alapos takaritast végeztiink, hogy minimalisra szoritsuk a szagingerek hatdsat. A
doboz alapteriilete hasonléan a korabban leirt open-fieldhez 42x42 cm, falai 31 cm

magasak, elég nagy ahhoz, hogy az 4llatok ne tudjanak kimészni beldle.
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Az 1. proba ismerkedési periodusként szolgalt, nem helyeztiink targyakat a dobozba (14.

abra).

14. abra

A 2. prébdban két egyforma, rozsaszin, fehér tetével rendelkezd, homokkal toltott
tivegtarggyal bovitettiik a kisérleti elrendezést. A targyak henger alakuak, magassaguk 13
cm, atmérdjik 9 cm. Méretiik és sulyuk akkora, hogy az allatok ne tudjak elmozditani,
illetve ne tudjanak felmaszni rdjuk. Az tlivegeket egymastol, és a falaktdl is egyenld
tavolsagra helyeztikk el (15. ébra). A kisérleti elrendezést valtozatlanul hagytuk a 3.

probaban.

15. abra

A 4. proba eldtt az egyik, mar az allat ltal ismert iiveget eltavolitottuk, és helyére egy uj,
fehér oldall, kék tetejli mlianyag tartalyt helyeztiink a dobozba. Alapja négyszogletes,

alapteriilete 10x10 cm, magassaga 22 cm (16. abra).
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16. abra

Minden préoba soran kameraval rogzitettilk az allatok viselkedését, majd olyan személy
értékelte a videokat, aki nem ismerte a kezeléseket.

A kovetkezd paramétereket vizsgaltuk: mozgassal toltott id6, kockavaltasok szama, a
centrumban ¢és a periférian toltott id6. Kozponti zondnak a targgyal kozvetlentil érintkezd,
¢és az ezekkel szomszédos kockékat tekintettiik. A 4. probdban a régi és az uj targy
kozelében eltoltott idot kiilon-kilon értékeltiik. A habituacids indexet az elsé 90
masodpercben megtett kockavaltasok ¢és az 0Osszes kockavaltdsok szamanak

hanyadosaként szamitottuk ki.

2.7. Szovettan

2.7.1. A glutamat kezelés szovettani verifikacidja

A kezelés hatdsossagat igazoltuk a szdvettani vizsgalattal. Jol ismert, hogy a neonatalis
glutamat 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). Ezen elvaltozasok koziil a nucleus arcuatus és a
retina teriiletén bekdvetkezett neuronpusztulas vizsgalhato a legjobban (Arees és Mayer,

1970; Heiman ¢s Ben-Jonathan, 1983; Olney, 1969). Ezért mi is rutin szovettani és
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immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink a nucleus arcuatusrdl. A retina degeneraciot is
vizsgaltuk, ezen kisérleteink azonban nem képezik targyat jelen PhD. dolgozatnak
(Atlasz et al., 2008; Babai et al., 2005, 2006; Tamas et al., 2004).

A teszteket kovetden 6 hetes korban altalanos anaesthesia mellett 4% paraformaldehides
fixald oldattal perfundaltuk az allatokat. Agyukat eltavolitottuk, majd 50 mikrométer
vastagsagu frontalis szeleteket készitettiink a hypothalamusbdl. A metszetek egy részét
toluidinkékkel festettiilk, masik részét tirozin-hydroxilaz (TH) immunhisztokémiara
dolgoztuk fel. Monoklonaris egér anti—TH antitest (1:1000, Sigma) volt a primér antitest,
majd 48 ora 4 °C-on tortént inkubéaciot kovetéen 1 6rdn at masodlagos biotinilalt
antitesttel (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Groove, PA) és egy avidin-
biotinilalt peroxidaz komplexszel kezeltik az ABC kit utasitasait kovetve (Vector

Laboratories, Burlingame, CA) (Kiss et al., 2005; Tamas et al., 2004).

2.7.2. Hypoxias 1ézi6 szOvettani vizsgalata

A viselkedési teszteket kovetden 6 hetes korban altalanos anaesthesia mellett 4%
paraformaldehides fixal6é oldattal perfundaltuk az allatokat, az agyukat eltavolitottuk
majd 50 mikrométer vastagsagu frontalis szeleteket készitettiink vibratommal. A
metszeteket krezil-ibolyaval festettiik. A morfometrias mérésekhez dsszesen 20 metszetet
készitettiink egy allatbol, a Bregmahoz képest 3.8 mm-el elére elhelyezkedd siktol 5.2
mm-el a Bregma mogott levo sikig terjedd agyteriiletbdl 0.5 mm-es tavolsagokkal.
Digitalis fotokat készitettiink egy Nikon FXA fotémikroszkophoz kapcsolt digitalis
kameraval (Spot RT Color camera). Mértiik a teljes agyteriilet nagysagat, €s kiilon a
cortex, hippocampus, striatum ¢és az oldalkamra méretét mind kontra-, mind
ipszilateralisan a Scion Image szamitogépes képanalizal6 rendszer segitségével.

Az adatokat szdzalékosan fejeztiik ki, a hypoxids oldal nagysagat az ellenoldali éphez

viszonyitva adtuk meg (Lubics et al., 2005).
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2.8. Statisztikai elemzés

A fizikélis jelek megjelenését ANOVA teszttel, majd az egyes csoportokat Newman-
Keul post-hoc analizissel hasonlitottuk 0ssze. A napi értékek Gsszehasonlitdsara Student
féle t-tesztet is hasznaltunk. A negativ geotaxis, felegyenesedési reflex és az elmozdulési
reflexid6k napi értékeinek javulasat ismételt varianciaanalizissel értékeltiik, mig az egyes
csoportok reflexidejét ugyancsak Newman-Keul teszttel vizsgaltuk a varianciaanalizist
kovetéen. Az allatok stlya és a neuroldgiai jelek megjelenése kozotti korrelaciot a
Spearman-féle korrelacidanalizissel végeztik. Az open-field teszt nonparametrikus
adatait Kruskal-Wallis teszttel értékeltiikk, melyet Dunn post-hoc analizis kdvetett. Az
open-field parametrikus adatait, valamint az &llatok sulyat Newman-Keul teszttel

vizsgaltuk a varianciaanalizist kovetéen. A hypoxias allatok open-field tesztjének

eredményeit Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk dssze.

2.9. Kisérleti allatcsoportok

KEZELESI MOD

ALLATSZAM

Natrium-glutamat

30 kezelt és 15 kontroll a neuroldgiai reflexek és a
motoros koordinacid tesztelésére

kezelés 14 kezelt és 12 kontroll az open-field tesztekben
12 kezelt és 12 kontroll az Gjdonsagkereso tesztben
Hvpoxia/ischaemia 12 kezelt és 12 sham-operalt allat neuroldgiai reflex,
yp motoros koordinacié és open-field tesztekben
18 PACAP38, 20 PACAP6-38 ¢és 14 kontroll a
neuroldgiai reflexek és az open-field tesztben
PACAP

15 MSG ¢s PACAP38 kezelt allat neurologiai reflex és
motoros koordinacids tesztekben

Ingergazdag kornyezet

8 kontroll és 4 MSG kezelt “ingerszegény”,
hagyomanyos ketrecben tartott,

12 kontroll és 16 MSG kezelt ingergazdag nagy
ketrecben tartott 4allat neuroldgiai reflex, motoros
koordinacids és open-field tesztekben
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3. Eredmények

3.1. Glutamat kezelés

A tobbféle kiprobalt kezelési protokoll kozil az 1, 5, 9. napon adott 4 mg/testtomeg
gramm dozisi kezelést hasznaltuk. A kezelés sordn 2 kontroll és 12 kezelt patkany
pusztult el, féleg az elsd hét soran. A végleges (elhullds utani) egyedszdm 13 kontroll és
18 glutamat kezelt. Hasonléan korabbi irodalmi leirasokhoz a him €s a ndstény egyedek
kozott semmilyen jellegli eltérést nem taldltunk ebben a kisérletben (Klingberg et al.,
1987), igy a két nem egyedeinek adatait nem valasztottuk kiilon. A szdvettani analizis is
kimutatta a kezelés sikerességét: jelentds neuronpusztulas igazolodott a nucleus arcuatus

¢s a retina teriiletén glutamat hatasara (17. abra).

ONL
_ INEGCL
17. abra: Kontroll (A, C) és glutamat kezelt allatok (B, D) hypothalamusarol késziilt foto.
Az “A” és “B” abra toluidinkék festéssel, a “C” és “D” tirozinhidroxilaz (TH)
immunfestéssel. E: ép retina, F.: haromszori nagydozisu glutamat kezelt retina toluidinkék
festéssel. ONL: kiils6 magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, IPL: belso plexiform réteg,
GCL: ganglionsejtek rétege.
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3.1.1. Fizikalis paraméterek

Nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a szomatikus fejlddésben vizsgalt jelek

megjelenésében, Ugymint a szemnyitds, metsz6fog kindvés, fiil kiegyenesedés (I.

tablazat). Ugyanakkor a glutamat kezelt allatok testsuly novekedése a 6. naptdl jelentdsen

alacsonyabb volt a kontrollokhoz képest (18. abra), és a novekedési zavar az allatok

testhosszaban is megnyilvanult, ugyanis az elsé hét végétdl szignifikansan rovidebb

testhosszt értek el a kezelt egyedek (19. abra).

I. tablazat: A fejlodési jelek megjelenésének napja kontroll és glutamat kezelésen atesett

allatokban. Atlag + SEM.

4 6 8 10 12 14 16 18 20

Napok

A megjelenés napja
JEL
Kontroll Glutamat-kezelt
Szemnyitas 14.53 £ 0.18 13.94+0.17
Metszo6fog kindvés 9.84+0.18 9.64 +0.18
Fiil kiegyenesedés 13.23+0.16 13.35+0.11
A 40 - . B 1s0 -
—e— kontroll —e—kontroll *kk
35 —A—MSG ik 160 1 4 MSG
30 4 140 -
- 120 -
£ 25 =
: £ 100
) 20 5 Fedk
= 15 | E 80
7] ”n 60 -
10
40 -
5 -
20
0
0

I

5
Hetek

o

18. abra: Kontroll és glutamat-kezelt egyedek sulyanak alakulasa a megfigyelési idoszak
alatt. **P<0.01 ***P<0.001 a kontrollhoz képest.
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19. dbra: Atlagos testhossz az elsé 6 héten. **¥P<0.01***P<0.001 a kontrollhoz képest.

3.1.2. Neurologiai reflexek

A megfigyelt reflexek koziil a mellsé 1ab réhelyezési- és fogoreflexe, valamint a
felegyenesedési reflex (magasbol leejtés, 2.3.1. b) szignifikdnsan késobb jelent meg a
glutamat kezelt allatoknal (II. tablazat). Egyéb reflexek is késobb jelentek meg, de a
kiilonbség nem volt szignifikdns. A teljesitmény progresszidja hasonld volt a glutamat
kezelt egyedek és a kontrollok esetében a megfigyelt 3 hét alatt, de bizonyos teszteknél a
végrehajtasi id6 megnyult a kontrollokhoz képest. Alabbi tesztekben voltak kiilonbségek:
felegyenesedési reflex (megfordulés, 2.3.1. a) (20.A és 20.B é4bra), negativ geotaxis és
elmozdulasi reflex (20.C ¢és 20.D é&bra). Nem a teljes periddusban, de néhany

megfigyelési napon az eltérések statisztikailag is szignifikansnak mutatkoztak.
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I1. tablazat: Neurologiai reflexek és fejlodési jelek megjelenése a kontroll és a glutamat

kezelésen atesett allatokban. Atlag + SEM. *P<0.05 **P<0.01 a kontrollhoz képest.

JEL A megjelenés napja
Kontroll Natrium-glutamat
Negativ geotaxis 11.07+0.32 11.76 £ 0.34
Fiilrangas reflex 15.23 +£0.50 15.00+0.51
Szemhéj reflex 12.92 +0.43 13.11 +£0.20
Mellsé végtag rahelyezés 10.46 + 0.46 12.17 £ 0.32 **
Hatso végtag rahelyezés 20.15+0.31 20.64 + 0.20
Mellsé végtag fogo 6.15+0.31 7.05+0.32 *
Hatso végtag fogo 8.31+0.26 8.76 £ 0.32
Elmozdulasi reflex 10.15+£0.63 10.12£0.50
Akusztikus reflex 13.61 +£0.21 13.94+£0.30
Felegyenesedés (b) 4.76 £ 0.30 6.35+041 **
A 25 * B s
:;‘)Srgro" :I'(v:;nct;roll
£ 10 - T 1
C s D 30
30 ::;Iosnetroll 25 | ::nosn(;roll
20 4
‘g N ‘E 10
° 10 12 14 16 18 20 ° 10 12 14 16 18 20

20. abra: Teljesitési idok a kiilonbozo neurologiai reflexekben kontroll és glutamat kezelt
patkanyokban. (A-B) felegyenesedési reflex, (C) negativ geotaxis, (D) elmozdulasi reflex.
*P<0.05 a kontrollhoz képest.
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3.1.3. Motoros koordinacio

A 1épésszamolasos tesztekben a kontroll és glutamat kezelt allatok ugyanannyi lépést
tettek meg egy perc alatt (21.A éabra). Ugyanakkor a Iépéshibak szdma magasabb volt a
kezelt csoportban az 5 hetes megfigyelési periodus folyaman végig, statisztikailag is
szignifikans eltéréssel 3 és 4 hetes életkorban (21.B dbra). Mind a mellsé, mind pedig a
hatso 1ab esetén megfigyelhetd volt ez a megemelkedett hibaszam (21.C és 21.D ébra). A
glutamat kezelt egyedek rosszabb teljesitményt nyujtottak a mokuskeréken is, ahol

szignifikansan kevesebb ideig tudtak a forgd keréken maradni, mint kontroll tarsaik (22.

’
abra).
A 120 H kontroll B 14 - M kontroll
BNMSG BNMSG
12
100
£
£ N 10
N 801 © wk
» E-]
] 2 54
© =
o 60 3 Fkk
3 2
@ 40 K]
o) & 41
20 2
0 [ T : - i
2 3 4 5 2 3 4 5
Hetek Hetek
C Ds
H kontroll H kontroll
64 BMSG 74 mMSG
= x 61
8] s
= *k = 51 .
a 47 *k a
K] & 4
0 3 4 Rl
2 8 3 il
S 2] =
21
1 1
0 o] | | _ mmlll
2 3 4 5 2 3 4 5
Hetek Hetek

21. abra: Lépéshiba a kontroll és glutamat kezelt csoportban a posztnatalis 5. hétig. (4)
osszlépésszam, (B) dsszlépéshiba, (C) mellso végtag lépéshiba, (D) hatso végtag
lépéshiba. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

-30 -



80 - m Kontroll
70 4 BMSG

masodperc

3 4 5
Hetek

22. abra: Mokuskerék tesztteljesitmény kontroll és glutamat kezelt allatokban 3-5 hetes
korban. *P<0.05 a kontrollhoz képest.

Az egyéb motoros koordinacios tesztek esetén nem volt kimutathato jelentds eltérés a két
allatcsoport kozott. A mozgas iniciacios tesztben az egyedek a megfigyelt 5 hét soran
folyamatos fejlédést mutattak teljesitményiikben mindkét csoportban, de egyik
idépontban sem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott (III. tdblazat). Annak
ellenére, hogy a kontroll egyedek mind egy, mind paros mells6 végtaggal torténd
fliggeszkedésben hosszabb ideig tudtak a kotélen maradni majdnem minden
tesztidopontban, és tobb kontroll egyed érte el a megadott iddlimitet (30 masodperc), az
eltérések nem bizonyultak statisztikailag szignifikansnak (III. téblazat). Ugyanilyen
eredményt kaptunk a megdontott deszkan vizsgalt kapaszkodasi tesztben, ahol mind a
kontroll, mind a glutamat kezelt csoport fennmaradt a deszkan 5 masodpercnél hosszabb

ideig a vizsgalt 5 hét soran, szignifikans kiilonbségek nélkiil.
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III. tablazat: Mozgas iniciaci6 és kotélen fiiggeszkedés az elsé 5 héten. Atlag = SEM.

Jel Kontroll Glutamat
Masodperc

Mozgas iniciacio (belsé kor)
2 hét 12.20 +5.30 6.05+1.67
3 hét 1.63 +0.46 2.16 £0.70
4 hét 0.99 +0.23 2.64+1.21
5 hét 2.01 £0.62 0.97 +0.13

Mozgas iniciacio (kiils6é kor)
2 hét 38.04 + 10.27 31.14 £ 11.70
3 hét 16.74 £ 4.83 19.36 £ 10.28
4 hét 21.05 +£7.37 33.19 £ 12.90
5 hét 11.55+2.48 17.90 +4.78

Kotélen fiiggeszkedés (paros

végtaggal)
2 hét 20.26 +£2.82 20.82 +2.80
3 hét 27.58 +£2.40 22.28 +4.00
4 hét 30.00 + 0.00 27.04 +1.95
5 hét 30.00 + 0.00 28.29 +1.74

Kotélen fiiggeszkedés (egy

végtaggal)
2 hét 9.69 + 3.50 9.66 + 1.46
3 hét 18.37 + 8.67 14.53 +4.30
4 hét 26.86 +2.00 16.22 +5.19
5 hét 25.11 £2.40 23.10 £2.70
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3.1.4. Open-field magatartas

Az open-field aktivitds adatait a IV. tablazatban foglaltuk Ossze. A teljes mozgassal
toltott id6, a mozgés sordn érintett zondk szama, a teljes megtett tdvolsag és az ezekbdl
szamolhatd mozgasi sebesség a lokomotoros aktivitds jellemz6éi ebben a tesztben.
Altalanossagban a glutamat-kezelt allatok az els6 3 posztnatalis héten aktivabbak voltak,
kiilonosen aktivak voltak a kontrollhoz képest 2 hetes korban, amikor a kontroll egyedek
még nagyon keveset mozogtak. A mozgassal toltott id6 és a mozgas soran érintett tertilet
nagysaga tobb mint dupldja volt a kontroll allatokénak. Tekintve, hogy a mozgasi
sebesség nem kiillonbozott a két allatcsoportban, ezért a megndvekedett sebesség nem
lehetett a nagyobb megtett tavolsdg oka. Harom hetes életkorban mindkét csoport
aktivitasa szignifikdnsan megemelkedett a 2 hetes eredményhez képest. A glutamat kezelt
csoportban a mozgasi sebesség jelentdsen nagyobb volt a kontroll patkanyok
sebességénél, és ez a mozgassal toltott azonos id6 ellenére is nagyobb bejart teriiletet
eredményezett a mozgéas soran. Négy hetesen a legtobb kiilonbség eltiint. A glutamat-
kezelt allatok lassabbak lettek, nem volt eltérés a mozgds soran érintett teriilet
nagysagaban. Ugyanigy 6 hetesen sem volt kiilonbség a két csoport kozott, mig 8 hetes
¢letkort elérve a glutamat-kezelt egyedek mar kevesebbet mozogtak a kontrollokhoz
képest. A vertikalis irdnyt mozgasok megfigyelése soran az dgaskodasok szama azonos
volt a két csoportban a megfigyelési id6 legnagyobb részében. Egyediil a fejemelgetések
szdmaban volt eltérés, ugyanis 3 hetes ¢letkorban a glutamat-kezelt allatok kevesebb
fejemelgetés mellett tobb agaskodadsi magatartast mutattak. Nem mutatkozott eltérés a
mosakoddsi magatartdsban és a habituacios indexben. A fal mellett toltott id0 aranya
(thigmotaxis) 2 hetes korban magasabb volt a glutamat-kezelt patkdnyokban, de ez annak
tudhat6 be, hogy a kontroll egyedek nagy része olyan keveset mozgott, hogy el sem
maszott a falig az open-field kozepétdl indulva. Az ezt kovetd hetekben mindig a

glutamat-kezelt allatok voltak kevesebbet a falak mentén.
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IV. tablazat: Open-field aktivitas a kontroll és a glutamat-kezelt csoportban 2, 3, 4, 6 és
8 héttel sziiletés utan. Atlag = SEM. *P<0.05, **P<0.01 a kontrollhoz képest.

Jel 2 hét 3 hét 4 hét 6 hét 8 hét

Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG

lzf);’tzogti‘jf;' 28.1 64.6 108.4 133.9 136.8 146.3 97.5 105.5 98.8 86.8
! +8.7 £10.1% £19.2 £10.1 £16.9 +8.1 £15.2 +13.4 46.9 +35

(masodperc)

Keresztezett 10.4 292 1143 165.8 231.0 2127 147.0 147.7 175.4 138.8
mezék szima 42.9 £5.4% £0.0 | +12.7* +£30.4 £12.1 | 242 +19.7 £12.7 £6.5%
Megtett tav 58.6 164.2 639.1 926.1 12953 | 1213.7 | 826.7 830.4 986.6 780.1
(cm) £16.6 £30.7% | £110.0 | +£71.5% | 1700 | +68.1 | +1363 | 1387 £71.5 +£36.4%
sebesség 128.9 144.9 3327 4153 576.8 500.0 | 5002 463.9 611.1 541.0
(cm/min) £12.7 £10.8 £38.4 | +202* £36.8 | £14.7% | 252 +30.8 +45.7 £17.3
Fejemelgetés 3.8 7.1 311 173 283 22.0 2.4 17.9 214 20.1
£0.7 £1.3 +4.8 4D 3** £33 +0.5 +2.8 2.4 £1.7 +2.0

Agaskodis 0.4 1.6 93 13.8 16.6 19.1 142 153 16.4 14.6
£0.2 £0.6 +2.9 £0.9 427 424 +2.9 £2.7 £1.6 422

Mosakodas 335 35.1 48.4 35.6 18.1 13.4 145 7.8 16.8 15.4
(masodperc) +9.7 +5.1 +13.7 +8.6 +4.3 +3.1 +7.0 +3.1 +5.9 +3.0
Habituacié 524 51.9 40.2 37.7 34.8 35.7 274 326 345 347
(%) £13.3 498 +9.1 £1.8 +43 £15 +35 £1.9 435 23
ﬁ?hgg?g? 1443 230.4 2488 | 2003 227.1 190.1 | 236.1 208.6 239.3 202.3
; 422 £19.9 £17.9 | +17.8* £12.8 £7.6% | 114 +15.7* £11.0 £6.6%*

(masodperc)

3.1.5. Ujdonsagkeresd magatartas (novelty-seeking)

Ennek a magatartasnak a vizsgalatdhoz kiilon allatcsoportokat hasznaltunk. Az
ujdonsagkeresd magatartasi tesztek eredményeit a 23. és 24. abran foglaltuk 6ssze. Csak

tekintve, hogy az elsd csak az allat

a 2-4. proba eredményeit abrazoltuk,
akklimatizalasara szolgalt. A 2. és 3. proba soran, mikor ugyanaz a targy volt a térbe
helyezve, nem volt eltérés ugyanazon csoportok egyedei kozott, de Osszességében a
glutamat-kezelt csoport szignifikansan aktivabbnak bizonyultak a kontrollcsoportnal
(23.A abra). A kontroll patkanyok aktivitdsa jelentésen emelkedett a 4. proba soran,
mikor behelyeztiik az 0j targyat. A glutamat-kezelt egyedeknél pedig pont ellentétesen,
csokkent az aktivitas a 4. proba soran. Ugyanilyen eredményt kaptunk a mozgas soran
érintett mezok szamanak elemzésekor, ahol a 2. és 3. proba soran a glutamat-kezelt
csoport érintett tobb mez6t mozgasa sordn, nagyobb teriiletet jartak be a kontroll

allatokhoz viszonyitva, mig a 4. proba soran kevesebb mezot érintettek (23.B dbra). A

kontroll csoport egyedeinek habitudcios indexe nem valtozott a 2. és 3. préba soran, €s
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Osszességében nézve az allatok az egyes probak elsé 90 masodpercében mozogtak a
legtobbet (23.C abra). A habituacio szignifikdnsan lecsokkent a 4. probaban, az allatok
nagyjabol ugyanolyan aktivitassal mozogtak a megfigyelés teljes id6tartamaban, mint az
els6 90 masodpercben. A glutamat-kezelt egyedek ellentétes mintdzatot mutattak,
ugyanis lecsokkent a habituacio a 3., majd megemelkedett a 4. proba soran (23.C abra). A
mosakod6 magatartds is ellentétes volt a két csoport kozott (23.D abra). A kontroll
allatok tobb i1ddt toltottek mosakodéassal a 3. proba sordn, mikor a mozgéstér nem
tartalmazott szdmukra ujdonsagot, és kevesebb iddt toltottek mosakodassal a 4. proba
soran, mikor behelyeztilk az 0j targyat, azonban ez az eltérés a két proba kozott
statisztikailag nem volt szignifikdns. A glutamat-kezelt csoport egyedei szignifikdnsan

kevesebbet mozogtak a 3. proba soran, €s tobbet a 4. proba soran.
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23. abra: Mozgassal toltott ido (A), érintett mezok szama (B), habitudacios index (C) és
osszmosakodasszam (D) a kontroll és a glutamat-kezelt csoportok ujdonsagkereso
magatartdasa soran a 2-4. proba folyaman. *P<0.05, **P<0.01 a kontrollhoz képest,
#P<0.05, ##P<0.01 ugyanazon csoporton beliil az el6z6 probahoz hasonlitva.

A kozépen (vagyis az 0 targy kozelében), és a periférian eltoltott 1d6 aranyanak
Osszehasonlitasakor eldtlint, hogy a 2. proba soran minden allat tobb idot toltott a

periférian, mint kozépen (24.A és 24.B abra). Ez az arany a kontroll egyedekben nem
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valtozott meg a 3. proba soran sem, de a kozépen toltott id6 szignifikansan
megemelkedett a 4. proba folyaman (24.A ébra). A 4. probaban a kdzépen és a periférian
toltott 1d6 hozzavetdlegesen megegyezett, az allatok tehat szignifikdnsan tobb 1d6t
toltottek el a behelyezett 1) targy kozelében. A glutamat-kezelt patkanyoknal a kdzépen
¢és a periférian toltétt ido nagysadga mar a 3. préba soran koriilbeliil megegyezett (24.B
abra). Ezek az allatok a 4. probaban sokkal kevesebb iddt toltottek az j targy mellett,
mint a kontroll egyedek (24.C abra).

A

300 Fkk

Kontroll

Fkk

3
Prébak

O kozép
B periféria

250 Fkk
200
150

100

Glutamat

3
Prébak

O kozép
B periféria

O ismerds targym (j targy|

kontroll

MSG

24. abra: A kozépen és periférian eltoltott idok aranya ujdonsagkeresé magatartas
kozben a 2-4. proba sordn kontroll (A) és glutamat-kezelt egyedekben (B), valamint a 4.
probaban a kontroll és kezelt allatoknal a régi és az uj targy kozelében eltoltott ido (C).

Az “y” tengelyen az idét abrazoltuk masodpercekben.
*P<0.05, ***P<0.001 a kontrollal dsszehasonlitva, #P<0.05 ugyanazon csoporton beliil
az elozo probahoz hasonlitva.
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3.2. Hypoxia/ischaemia modell

A beavatkozéast koveté 24 oOrdban 2, majd a harmadik posztoperativ héten 1
hypoxids/ischaemias éllat pusztult el, mig kontroll egyed egy sem. A rdovid miitéti
iddtartam miatt egy allatot sem kellett kizarni a kisérletbdl testhdmérséklet valtozas miatt.
A lehiilt allatokat ugyanis a hypothermia neuroprotektiv hatdsa miatt a kisérletbol ki kell

zarni.

A szomatikus fejlddés zavarat jelzi, hogy a hypoxids allatok testsulygyarapodasa
szignifikdnsan alacsonyabb a kontrollokéhoz képest az egész megfigyelési periodus alatt

(25. abra). Az allatok sziiletési sulya, €s a miitét elott mért sulya megegyezett.

== Kontroll

Hypoxia
40 -

35
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25. abra: A hypoxias és kontroll allatok sulya 8 napos életkortol (elsé posztoperacios
nap). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

3.2.1. Neurologiai reflexek

Ahogy az V. tablazatban szerepel, csak a szemnyitds napja késett a vizsgalt fizikalis

paraméterek koziil a hypoxias allatoknal a kontrollokhoz képest.
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V. tablazat: Fizikalis paraméterek és reflexek megjelenésének napja kontroll és hypoxias

patkanyoknal. Atlag = SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

Jel Megjelenés napja
Kontroll Hypoxia/ischemia
Szemnyitas 14.6+£0.2 152+0.2 *
Metszofog kindvés 9.7+£0.2 9.2+0.1
Fiil kiegyenesedés 13.2+0.2 13.7+0.3
Negativ geotaxis 11.0£04 12.7+£0.5 **
Keresztezett extenzor reflex 93+0.2 8.6 +0.1
Fiilrangas reflex 15.6+0.7 17.1+0.7 *
Szemhéj reflex 124+ 0.5 123+0.2
Mellsé 1ab rahelyezés 10.5+0.6 9.6+0.3
Hatsé 1ab rahelyezés 20.2+04 20.1 £0.1
Mellsé 1ab fogé 6.3+04 8.1 0.1 ***
Hatso 1ab fogo 82+0.3 10.0 £ 0.2 ***
Elmozdulasi 9.8+0.8 11.6+0.5 *
Akusztikus 13.5+0.2 13.5+£0.3

Emellett egyes neuroldgiai reflexek, mint a negativ geotaxis, a fiilrdngas, a mellso ¢és
hatso végtagi fogoreflex, valamint az elmozdulédsi reflex jelent meg szignifikansan
késébb. A hypoxids/ischemias sériilés nem csak a reflex megjelenését késleltette, de a
végrehajtas ideje is szignifikansan hosszabb volt a kontrollok reflexidejéhez képest a
felegyenesedési reflex (megfordulas, 2.3.1. a) (26.A abra), negativ geotaxis (26.B abra),
elmozdulasi reflexekben (26.C &bra). Ugyanakkor viszont a megfigyelési id6 végére a

hypoxias csoport egyedei beérték teljesitménylikben a kontrollokat.

-38 -



—e— Kontroll

4 -
35 [ Hypoxia
T
[
o
T
o
(7]
\©
E
He)
k=S
Napok
B ™= Kontroll
25 - Hypoxia
*%
20 | * T

Id6é (masodperc)
o o
Hlézzz

0
14 16 18 20
Napok
C e=t== K ontroll
¥ . Hypoxia
—~ 30 - .
L _
o 254
s _
3 20 -
8 15
£ T
S 10 - -
o \“
2 5|
0
10 12 14 16 18 20
Napok

26. abra: Napi teljesitmény a felegyenedeési reflex (4), negativ geotaxis (B) és
elmozdulasi reflex (C) esetén kontroll és hypoxias patkanyoknal. *P<0.05, **P<0.01,
***%P<(.001 a kontrollhoz képest.
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3.2.2. Motoros koordinacio

A kotélen fiiggeszkedés tesztben a hypoxias allatok szignifikdansan kevesebb ideig
maradtak a kotélen, elobb leestek 3 és 4 hetes életkorban, mint a kontrollok akkor, ha
csak a kontralateralis (jobb) mellsé végtagjukat hasznalhattdk. Két mellsé végtag
hasznalata esetén csak 4 hetesen volt jelentds eltérés a két csoport kozt (27.A ébra).
Meglepdnek talaltuk, hogy a mokuskerék tesz nem mutatott szignifikans kiilonbséget a
kontroll és hypoxids allatok teljesitménye kozt egyik héten sem. A Iépésszamolds-
1épéshiba tesztben a hypoxias csoport egyedei szignifikansan kevesebbet 1éptek 2 és 4
hetes korban (27.B abra). A 1épéshibak abszolut szamértéke hasonld volt a kontroll és a
hypoxids csoportban az ipszilaterdlis végtagokndl, azonban mig a kontroll allatok
ugyanannyit hibaztak bal és jobb oldali végtagjukkal, addig a hypoxids egyedek
jelentOsen tobbet hibaztak a kontralateralis mells6 végtagjukkal a megfigyelési id6 soran
(27.C ébra). Nem volt szignifikdns kiilonbség a két csoportban a hatsé végtaggal
végrehajtott 1épéshibaszamban (27.C ébra).

A kapaszkodasi tesztben csak 2 hetes korban volt szignifikans kiilonbség: a maximalis
dolésszog, ahol az allatok fenn tudtak maradni 46.1 = 1.9 volt a kontroll, és 36.9 + 2.1
volt a hypoxias allatoknal. Ehhez a teljesitményhez képest a kontroll egyedek sem
mutattak fejlodést a tovabbi hetek soran, mig hypoxias tarsaik 3 hetes korukra utolérték
teljesitményben a kontrollokat. A fiiggdleges racs teszt nem bizonyult megfelelonek,
mivel az 0sszes allat fenn tudott maradni a racson kezeléstdl fiiggetleniil. Hasonléan a
testkilengés tesztben sem kaptunk szignifikéns eltérést. Nem volt semmilyen kiilonbség
abban, hogy balra vagy jobbra lengenek az allatok, illetve a 3 hetes allatok megfordulva
elérték ¢és belekapaszkodva sajat farkukba felmasztak a vizsgaldo kezére. A rudon
egyensulyozasban is csak 2 hetesen volt kiilonbség a kontroll és a hypoxids patkdnyok
kozott: a kontrollok 62.4 + 11.2 masodpercig, mig a hypoxiasok 28.2 + 7.2 masodpercig
tudtak fennmaradni a radon. A kés6bbi ¢€letkorban az 0sszes allat fennmaradt a teljes 2

perces megfigyelési id6 folyaman, vagy lemdaszott a rogzito platformra.
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27. abra: Normal és hypoxias allatok motoros koordindcios tesztekben nyujtott
teljesitménye. (A) Kotélen kapaszkodas mindkét, vagy kontralateralis végtaggal (jobb).
(B) Osszlépésszam a lépéshiba tesztben. (C) Kontralaterdlis (jobb oldali eliilsé és hatsé

végtagok) lépéshibaszamok. *P<0.05** P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.
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3.2.3. Open-field aktivitas

Nem talaltunk durva eltéréseket az allatok 4altalanos aktivitdsa és mozgasmintizata
tekintetében a két csoport kozott. Az allatok nagyon keveset mozogtak 2 hetes korban. A
fejemelgetések ¢és dgaskodasok szama 3 hetes korra szignifikdnsan megemelkedett, de
nem volt jelentds eltérés a kontroll és hypoxids allatok kozott (28.A éabra). Hat hetes
korban csak az &4gaskoddsok szama emelkedett tovabb, és a hypoxids patkdnyok
szignifikdnsan tobbet agaskodtak, mint a kontrollok (28.A &bra). Hasonloképpen a
megtett tavolsag is nagyon alacsony volt 2 hetes életkorban, ekkor azonban a hypoxias
allatok kissé tobbet mozogtak, és ez a kiilonbség mar statisztikailag szignifikans volt.
(28.B abra). Harom hetes ¢életkorra mindkét allatcsoport jelentdsen fejlodott, €s nem
mutatkozott kiilonbség a csoportok kozott. Ugyanakkor a kontroll egyedek 6 hetes
korukig ugyanolyan teljesitményt mutattak, mint amilyet 3 hetesen teljesitenek. Ezzel
szemben a hypoxias egyedek tovabb fejlodtek, és 6 hetesen szignifikansan tobbet
mozogtak, mint azt 3 hetesen tették, és ez szignifikdns a 6 hetes kontrollcsoporthoz
képest is (28.B abra). Ugyanilyen mintazat figyelheté meg a mozgasi sebességnél is, a
hypoxids egyedek gyorsabban mozognak 2 és 6 hetes korban, mint a kontrollok, mig 3
hetes korban nem volt kiilonbség (28.C abra). A fal mellett és sarokban toltott id6
szignifikdnsan magasabb volt 2 hetes korban a hypoxias csoportban (28.D abra). Késébbi
¢letkorokban a kontroll allatok toltdttek tobb idot a falak mellett és a sarkokban. A
hypoxias allatokban nem valtozott meg a fal mellett toltott id0 mennyisége ahogy
idésebbek lettek, mig a sarkokban egyre kevesebb id6t toltottek (28.D dbra). Nem volt
kiilonbség a mosakodasi magatartassal toltott ido aranyaban és a fekalis bolusok

szamaban egyik vizsgalt életkorban sem.
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28. abra: Open-field aktivitas kontroll és hypoxias allatoknal 2, 3 és 6 hetes korban. (A)
fejemelgetések és agaskodasok szama, (B) megtett tavolsag, *P<0.05, ***P<(0.001a
kontrollhoz képest.
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28. abra: Open-field aktivitas kontroll és hypoxias dllatoknal 2, 3 és 6 hetes korban. (C)
mozgasi sebesség; (D) fal mellett és sarokban toltétt ido mennyisége. *P<0.05,
*P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

3.2.4. Szovettani feldolgozas

A kontroll allatok agyféltekéi kozott nem volt morfologiai kiillonbség. A legtobb esetben
a hypoxia sulyos féltekei atrophidt okozott (29. abra). Az ipszilateralis félteke térfogata
az ¢ép kontralateradlishoz képest atlagosan 58% volt. A legsulyosabb karosodas a
hippocampusban volt megfigyelhetd, aminek mérete csak 11%-a volt a karosodott

féltekében az éphez képest. Koriilbeliill 50%-o0s redukcidé volt a cortex és a striatum
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térfogataban, ami az oldalkamra kdvetkezményes megnagyobbodasaval jart (29.A éabra),

amely 580 + 136%-a volt az ipszilateralis oldalon a kontralateralishoz képest.

C B Jobb oldal
O Bal oldal
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29. abra: A: Egy reprezentativ szévettani kép Nissl festéssel egy hypoxias/ischaemias
karosodott agyrol. B: Egy extrém mértékben karosodott hypoxias allat agyanak
makroszkopos képe. C: Az ipszilateralis félteke mérete az ép kontralateralis félteke
méretéhez képest. **P<0.01, ***P<0.001 az ép oldalhoz képest.
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3.3. PACAP és PACAP antagonista (PACAP 6-38) kezelés

3.3.1. Fizikalis jelek és neuroldgiai reflexek vizsgalata

A PACAP kezelés gyorsitotta a facialis jelek érését atlagosan 1-1.5 nappal, mig a PACAP
6-38 kezelés késleltette a szemnyitas és a fiil kiegyenesedés megjelenését hozzavetdleg 1

nappal a kontroll csoporthoz képest (VI. tablazat).

A neuroldgiai reflexek koziil a keresztezett extenzor reflex eltiinése, a felegyenesedési
reflex, a hatso 1ab rahelyezési, és mellsd 1ab fogd reflexek megjelenése nem mutatott
szignifikans eltérést a PACAP kezelt és a kontroll csoport kozott. Minden egyéb jel
atlagosan 1.5-2.5 nappal elébb jelentkezett a PACAP kezelés hatasara. Az PACAP 6-38
csak a hatso lab fogd reflex megjelenését késleltette, az a megfigyelési id6 végén sem

jelentkezett a legtobb allatnal (VI. Tablazat).

VI. Tablazat: A fizikalis jelek és neuroldgiai reflexek megjelenésének napja kontroll,
PACAP 38- és PACAP 6-38- kezelt allatokban. Atlag + SEM. * P<0.05 ** P<(0.01 ***
P<0.001 a kontrollcsoporthoz képest.

Jelek Kontroll PACAP38 PACAP6-38
Szemnyitas 15.2740.15 13.7240.13 *** | 16.07£0.19 ***
Metszéfog kinovés 11.69£0.36 10.31£0.17 *** | 11.80%0.19
Fiil kiegyenesedés 14.0040.00 12.82+0.12 *** | 14.76+£0.21 *
Negativ geotaxis 12.40+0.12 10.87+£0.33 * 13.2440.25
Keresztezett extensor 7.53%£0.80 7.37+0.46 8.00+0.48
reflex

Fiilrangas reflex 15.531£0.18 14.00£0.26 *** | 14.92+0.20
Szemhéj reflex 14.82+0.21 13.00£0.20 *** | 14.04£0.12
Mells6 végtag rahelyezés | 9.46+0.52 6.67+0.68 * 8.92+0.54
Hatso6 végtag rahelyezés | 19.00+0.52 19.00+0.59 20.50+0.24 *
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Jelek Kontroll PACAP38 PACAP6-38
Mellsé végtag fogo 9.15+0.50 7.00£0.53 8.6810.61
Hatsé végtag fogé 15.00+0.30 12.63+0.52 ** 14.5040.40
Elmozdulasi reflex 12.9240.60 11.13£0.37 * 12.761+0.41
Akusztikus reflex 15.85+0.24 13.18+0.18 *** | 15.44+0.25
Felegyenesedési reflex 6.85+0.60 6.68+0.37 7.56£0.45

A PACAP kezelés nem csupan a reflexek megjelenésének napjat hozta elére, hanem azt
is eredményezte, hogy az egyes dallatok rovidebb idd alatt teljesitették a kijelolt
feladatokat. Minden egyed szignifikansan javuld teljesitményt nyujtott a neuroldgiai
reflexekben az id0 elorehaladtaval a kontroll, a PACAP-kezelt és a PACAP 6-38-kezelt
csoportokban is. A negativ geotaxisban a PACAP-kezelt allatok a megfigyelési id6tartam
alatt végig jobban teljesitettek, mint a kontrollcsoport, ugyanakkor a kontroll ¢s a PACAP
6-38-kezelt egyedek teljesitménye kozt nem volt szignifikans eltérés (30.A abra). Az
elmozdulasi reflexben a PACAP kezelés 12-20 napos korban mutatott jelentds hatast. Az
PACAP 6-38 ¢és a kontroll csoport kozott csak a 18. napon észleltiink szignifikans
kiilonbséget (30.B 4bra). A felegyenesedési reflexben a PACAP antagonista kezelés
hatdsara az allatok szignifikdnsan hosszabb 1d6 alatt fordultak meg, mint a
kontrollcsoport egyedei 2-6 napos korban (30.C abra), mig a PACAP-nak nem volt
kimutathatd hatdsa a teljesitési idore. Ugyanakkor a megfigyelési periddus egészét

tekintve minden allat fejlédést mutatott ebben a reflexben is.
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30. abra: A: a negativ geotaxis ideje, B: az elmozdulasi reflex ideje kontroll, PACAP és
PACAP 6-38 kezelt allatokon, C: felegyenesedeési reflex ideje kontroll, PACAP és PACAP
6-38 kezelt csoportokban. * P<(0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

3.3.2. Az open-field aktivitas

Két hetes korban a jellegzetes mozgasi mintazat mindhdrom csoportban hasonl6 volt. A

patkanyok néhany masodpercig a kdzéppontban mozogtak, majd a fal mellé mentek, ahol

idejiik legnagyobb részét egy mezdben toltotték. Semmilyen kiilonbséget nem lehetett

kimutatni az allat altal érintett mezdk szamaban (31.A abra), vagy a megfigyelési id6

masodik felében érintett mezdk szdmaban a harom csoport kozott. A PACAP kezelést

kapott egyedek tobbszor emelték a fejliket, és tobbszor éagaskodtak fel, mint a

kontrollcsoport, mig a PACAP 6-38 kezelt csoport kevesebbszer, de ez a tendencia nem

bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak (VII. tablazat).
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Minden allat szignifikansan tobb mezdt érintett harom hetes korban az egy héttel
azel6ttihez képest. Ekkor a PACAP kezelt allatok kozel kétszer annyi zonaba 1éptek be,
mint a kontroll, vagy a PACAP 6-38 kezelt csoportok (31.A ébra). A megfigyelési id6
masodik felére esd zonaszdmban nem volt megfigyelhetd eltérés. A fejemelések szama
nem nott a két hetes korban megfigyelthez képest €s a csoportok kdzt sem volt eltérés. Az
agaskodasok szama viszont emelkedett mindegyik csoportban, €s szignifikans eltérés volt
kimutathat6 a kontroll és a PACAP kezelt csoport kozt (VII. tablazat). A fekalis bolusok
szdmaban semmilyen kiilonbséget nem taldltunk. Két hetes korban a falak mentén
eltoltdtt ido hosszaban nem volt kiilonbség a csoportok kozott, minden egyed az 6sszid6
koriilbelil 90%-at toltotte a falak mentén (31.B abra). Mindazonaltal ez a szazalék
jelentdsen lecsokkent harom hetes PACAP-kezelt allatok esetén, mivel idejiik minddssze
kétharmadat toltottek a falak mellett (31.B 4bra). A kontroll illetve PACAP 6-38 kezelt
allatok esetén ez a valtozas elmaradt (31.B &bra). Harom hetes korban az PACAP 6-38 ¢és
a kontroll patkanyok idejiik tobb mint 50%-at két fal taldlkozasanal a sarokban toltottek,
a PACAP kezelt egyedek csupan 25%-at (VII. tablazat). Két hetes korban nem szadmoltuk
ki a sarokban toltott id6 ardnyat, mivel az allatok a fal elérése utan megalltak, és ott
maradtak a megfigyelési ido végéig, fliggetleniil attol, hogy a sarokban érték-e el a falat.
Hasonloképpen a két hetes éallatok, ha egyszer elérték a falat, tobbet nem tértek vissza a
kozépsd mezokhoz. Harom hetes korban a PACAP 6-38 kezelt, illetve a kontroll csoport
egyedei altalaban egyszer visszatértek a kiindulasi helyre, mig a PACAP kezeltek
legalabb kétszer tették meg ugyanezt (VII. tdblazat). Végezetiil az allatok két hetes
korban idejiik tobb mint felét egyetlen zéndban toltotték el, a csoportok kozt szignifikans
eltérést nem taldltunk (29.C &bra). Harom hetes korban mar szignifikans kiilonbségek
voltak, a PACAP-kezelt csoport egyedei csupan idejiik 14%-at toltotték el egy mezdben,
mig a kontroll és a PACAP 6-38-kezelt csoportok 35%-at, a két hetes eredményekhez
képest szignifikans eltérést nem mutattak (31.C ébra). Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a PACAP kezelés novelte az aktivitast a felfedez0 magatartds soran, kiilondsen

harom hetes korban, mig a PACAP antagonista hatdsa nem volt kifejezett.
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VII. Tablazat: A PACAP 38 ¢és PACAP 6-38 kezelt allatok open-field tesztben elért
teljesitménye. AtlagtSEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontroll egyedekhez

viszonyitva.
A mért paraméterek Kor | Kontroll PACAP38 PACAP6-38
Fejemelések szama 2 hét | 18.5+3.1 33.6£3.8 9.6£3.1
3 hét | 18.242.2 28.0+£33 12.7+£1.2
Agaskodasok szama 2 hét | 2.5%1.0 47+1.0 0.6+0.2
3 hét | 16.344.7 359 +3.6 ** 6.7£0.9
A kozépponthoz valo 1 3. 168403 25+04% 0.9+0.3
visszatérések szama
A sarkokban eltoltott
idé (masodperc) 3 hét | 150.1422.6 77.5+9.8 *** | 188.8+10.5
A Il kontroll B Il kontroll
140 - d [0 PACAP38 ° 300 1 O PACAP38
120 | B PACAP6-38 g 050 | - WPACAP6-38
g a
§ 100 g 200
 w
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2810 masodpercekben, (C) az egy mezdében
%% eltoltott leghosszabb idd kontroll, PACAP
g2 100 e és PACAP 06-38 kezelt csoportokban.
E:f, **P<0.01 a kontrollhoz viszonyitva.
2 50
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3.4. Glutamat és PACAP kezelés kombinacioja

Ebben a kisérletben a patkdnyok a posztnatélis 1, 5 és 9. napon 4 mg/testtomeg gramm
natrium glutamatot, és 1-14 napos korban napi 1 pg PACAP 38-at kaptak subcutan

injekcioban.

3.4.1. A fizikalis jelek és neuroldgiai reflexek megjelenésének alakulasat a VIIL

tablazatban foglaltuk Ossze. A glutamat kezelés a mellsé végtagi rahelyezési és fogd
reflexek, valamint a felegyenesedési reflex (magasbol leejtés, 2.3.1.b) megjelenését
késleltette, mig a PACAP kezelést is kapott allatokban ezek a reflexek korabban jelentek
meg, hasonld idopontban, mint a normal allatoknal. A glutamatrdl ismert, hogy hatraltatja
a szomatikus ndvekedést is, amit a kezelt egyedek csokkent teststlya is jelez (IX.
tablazat). A megfigyelési 1d6 végére a glutamat-kezelt csoport egyedeinek sulya a normal
egyedekének koriilbeliil kétharmada volt. A PACAP-pal is kezelt allatok sulya
hozzavetdleg egy grammal volt tobb a csak glutamattal kezeltekhez képest a hatodik
naptdl kezdve a megfigyelési idOtartamban, de ez statisztikailag nem volt szignifikans
eltérés. A glutamat-kezelt patkdnyok rosszabb teljesitményt nytjtottak a felegyenesedési
reflexben (megfordulés, 2.3.1.a) és az elmozdulasi reflexben, és 2 hetes korban ezt a

negativ hatast a PACAP kezelés kivédte (IX. tablazat).

3.4.2. Motoros koordinacids tesztek

A 1épéshiba tesztben, amely teszt érzékeny modszere a motoros koordinacio fejlddésének
vizsgéalatara, azt taldltuk, hogy a PACAP-pal is kezelt allatok 2 hetes korban
szignifikdnsan kevesebbet hibaztak, mind a mellsé, mind a hats6é végtaggal, mint a

glutamat-kezelt csoport (IX. tablazat).
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VIIIL. tablazat: A fizikalis jelek és neurologiai reflexek megjelenésének napjai kontroll,

csak glutamat, valamint glutamat- és PACAP-kezelt patkdnyokban. Atlag + SEM.

*P<0.05, **P<0.01 a kontrollhoz képest, “P<0.05 a glutamat-kezelthez képest.

Jelek

Megjelenés napja

Kontroll MSG MSG+PACAP

Szemnyitas 14.53 +£0.18 13.94+0.17 13.86 £0.20
Metszéfog kinovés 9.84+0.18 9.64 +0.18 9.78 +0.16
Fiil kiegyenesedés 13.23 £0.16 13.35+0.11 13.21+0.11
Negativ geotaxis 11.07+0.32 11.76 £0.34 10.57 £ 0.28
Fiilrangas reflex 15.23 £0.50 15.00 £ 0.51 14.71 £0.59
Szemhéj reflex 12.92 £0.43 13.11+£0.20 13.21+0.23
Mells6 végtag rahelyezés | 10.46 + 0.46 12.17+032 7 | 11.93+0.26 "
Hatso6 végtag rahelyezés 20.15+£0.31 20.64 £0.20 20.00 £0.31
Mellsé végtag fogé 6.15+0.31 7.05+032 " | 6.07+023"
Hatsé végtag fogo 8.31+0.26 8.76 £ 0.32 8.35+0.19
Elmozdulasi reflex 10.15+0.63 10.12 +£0.50 9.35+0.28
Akusztikus reflex 13.61 £0.21 13.94 + 0.30 13.71 +£0.19
Felegyenesedési reflex (b) 4.76 £ 0.30 6.35+0.41 571+0.19"
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IX. tablazat: Testsuly alakulasa, reflexteljesitmények és 1épéshiba tesztteljesitmény 2 és
3 hetes kontroll, glutamat-kezelt valamint glutamat- és PACAP-kezelt patkdnyokban.
Atlag + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 a kontrollhoz képest.

Kontroll MSG MSG+PACAP

Testsuly (gr)

2 hetes 22.77 +0.83 1697 +0.64" | 17.54+0.42""

3 hetes 33.65 + 1.47 2426+0.907" |25.19+0.66
Felegyenesedés
(a) (masodperc) | 0.61 +0.02 1.32+0.14" 0.75 £ 0.07

2 hetes

3 hetes 0.10 £ 0.00 0.15+£0.03 0.13+0.01
Geotaxis
(masodperc) 2196+ 1.6 22.03+1.94 19.70 + 1.77

2 hetes

3 hetes 6.76 £1.20 798 +1.17 10.58 + 1.68
Elmozdulasi
reflex 13.84 +2.58 16.64+2.10" 15.85+1.74
(masodperc)

2 hetes

3 hetes 5.20+ 1.40 7.69+1.10 6.17+1.16
Lépéshibaszam .

2 hetes 84+1.0 11.3+£1.9 8.1+1.7

3 hetes 35403 65+1.0" 6.1+09"

3.4.3. Szovettan

A nucleus arcuatus szdvettani vizsgalata azt mutatta, hogy a glutamat kezelés hatasara
jelentdsen lecsokken a tyrosin-hydroxilase pozitiv sejtek szama: a kezelt egyedek esetén

12.740.1%-ra (P<0.001) a normal egyedekéhez (100%) képest.

A PACAP-al is kezelt csoportban a sejtszam magasabb, a normal sejtszam 35.24+8.8%-a
(P<0.01 a kontrollhoz képest), de ez a glutamat-kezelt csoporthoz képest nem

szignifikans eltérés.
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3.5. Ingergazdag kornyezet

3.5.1. Fizikalis jelek és neuroldgiai reflexek

A 10. naptdl kezdve az ingergazdag kdrnyezetben tartott allatok teststilya szignifikansan
alacsonyabb, mint a hagyomanyos ketrecben tartott “ingerszegény” egyedek tomege (32.

abra).

Testtomeg
45 —&— hagyomanyos ketrec fizsé o T
40 + Sededk
=——ingergazdag fizs6
354
30 4
~
S
o 25 4
]
£ 20
0
hd
15 ~
10 ~
5 4
0 I e e B e B
2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
kor (nap)

32. abra: Testsuly alakuldsa hagyomanyos és ingergazdag kérnyezetben tartott
dllatcsoportokban. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 az ingergazdaghoz képest.
Egyéb fizikalis paraméterben nem volt eltérés, igy a szemnyitas, metszéfog kindvés és fiil

kiegyenesedés esetén sem.

A neurologiai reflexek megjelenését gyorsitotta az ingergazdag kornyezet, és a
reflexekben nytjtott teljesitmény is javuld tendenciat mutatott, azonban az eltérések
tobbségében nem voltak szignifikansak a harom allatcsoport kozott (adatok nincsenek

abrazolva).

3.5.2. Motoros koordinacids tesztek

A motoros koordinacids tesztek koziil egyediil a 1épésszam és 1épéshiba tesztben volt
jelentds eltérés a hagyomanyos ¢€s az ingergazdag allatcsoport kozott. Az ingergazdag

egyedek harom hetes korban szignifikdnsan tobbet mozognak a racson, és ezzel
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egyiddben aranyaiban kevesebbet hibaznak elsdsorban mells6 labbal (33.A, 33.B és 33.C
abra).

Lépésszam
160 - ”
B hagyomanyos fizso
140 ; fiz
~ 120 - B ingergazdag fizs6

3 hét 4 hét 5 hét
kor (hét)
B Hibazas aranya
18 4 = hagyomanyos ketrec
fizs6
16 . .
H ingergazdag fizs6
14
@ 12
£ 10
3
e
[}

O N M O ©

3 hét kor (hét) 4 hét

33. abra: A: ésszlépésszam, B: lépéshibaszam mindkét végtaggal a hagyomanyos és
ingergazdag ketrecben tartott dllatoknal. A lépéshibadk az osszlépésszam aranyaban
szazalékosan megadva. *P<0.05, **P<0.01 a hagyomanyos ketrechez képest.
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@)

Eliilso Iab hibazas aranya

[EEN
N
|

B hagyomanyos ketrec
fizso i
m ingergazdag fizso

H
(o] o
I I

EN
!

hibazas aranya (%)
D

N
|

3 hét kor (hét) 4 hét

33. abra: C: lépéshibaszam mellsé végtaggal a hagyomanyos és ingergazdag ketrecben
tartott allatoknal. A lépéshibak az ésszlépésszam aranyaban szdzalékosan megadva.
*EP<(0.01, ***P<0.001 a hagyomanyos ketrechez képest.

Az ingergazdag kornyezetben nevelt allatok jobban teljesitettek a mozgas inicidcios
tesztben elsdsorban 3 hetes korban, de ez az eltérés nem volt szignifikans. A rota-rod
(mokuskerék) tesztben 3 hetes korban egyik csoport egyedei sem tudtak még rovidebb
1ddt sem a keréken tolteni. 4 és 5 hetesen viszont az ingergazdag csoport egyedei atlagban
tovabb tudtak a keréken maradni, mint a hagyomanyos ketrecben tartott csoport allatai

(34. abra). Ezek az eltérések 5 hetesen kifejezettebbek, de még ott sem szignifikans.
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Rotarodon maradas

90
80 B hagyomanyos ketrec fizso
70 B ingergazdag fizs6

3hét 4hét 5hét
kor (hét)

34. abra: Rota-rod (mokuskerék teszt) hagyomanyos ketreces és ingergazdag ketrecben
tartott allatoknal.

3.5.3. Open-field teszt

Az open-field teszt soran 0sszességében a mozgadsmennyiségben nem volt jelentds eltérés
a két allatcsoport kozott. 3 hetes €letkorban az ingergazdag allatok tobbet mozogtak (35.
abra), de ez nem volt szignifikans. A mozgési sebességben nem volt eltérés, a
mozgasmennyiség kiilonbozdsége abbol adodott, hogy az ingergazdag allatok

szignifikansan tobbet mozogtak a megfigyelési ido elsé 90 masodpercében (36. abra).
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Megtett tavolsag

Bl hagyomanyos ketrec
B ingergazdag

1000 -
900 -
800 -
700
600
500 -

centiméter

400 -
300 -
200 -
100 -

3 4 5
hetek

35. abra: Megtett tavolsag centiméterben hagyomanyos és ingergazdag csoportokban.

Els6 90 masodperc alatt megtett tav (habituacio)
harom hetes korban
500 1 mhagyomanyos *
450 - ketrec
400 1 Mingergazdag
350 -
300 -
250 +
200 -
150 -

100 -

centiméter

36. abra: Habituacio harom hetes korban (a megfigyelési ido elsoé 90 masodpercében
megtett tavolsag) hagyomanyos ketrecben tartott és ingergazdag allatoknal.
*P<0.05 a hagyomanyos ketrechez képest

Héarom hetes korban az ingergazdag egyedek szignifikdnsan tobbet agaskodtak, mint a
hagyomanyos ketrecben nevelt allatok (37. abra), a tobbi megfigyelt iddpontban nem volt

eltérés. Négy ¢és ot hetes életkorban pedig a fejemelgetések szamaban volt eltérés, a
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hagyomanyos ketrecben tartott csoport egyedei szignifikansan tobbet emelgették fejliket,

mint az ingergazdag csoport (38. abra).

Agaskodasok szama
B hagyomanyos ketrec
25 - < Mingergazdag
20 -

15 4

10 4

hetek

37. dbra: Agaskoddsok szama a megfigyelési idé sordn. ¥*P<0.05 a hagyomdnyos

ketrechez képest.

Fejemelgetések szama B hagyomanyos ketrec
B ingergazdag
25
20 -
15 -
10 -
5 |
0 -
3 4 5
hetek

38. abra: Fejemelgetések szama az open-fieldben. *P<0.05, **P<0.01 a hagyomanyos

ketrechez képest.
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3.6. Ingergazdag kornyezet hatasa natrium-glutamat indukalta toxikus
lézioban

Mindkét csoportban az egyedek egy részének alacsony dozisti (2mg/testtdmeg gramm)
natrium-glutamatot adtunk subcutan injekcids formaban a posztnatalis 1, 5. és 9. napon.

A kezelés sikerességét itt is szovettani vizsgalattal igazoltuk.

3.6.1. Fizikalis jegyek és neurologiai reflexek

Ahogy az a 3.1. fejezetben szerepel, a glutamat kezelés nagymértékben hatraltatja a
szomatikus fejlédést, a kezelt allatok alacsonyabb sulytak, mint a kontroll (fiziologids
soval kezelt) egyedek. Ez a kiilonbség eltiint az ingergazdag kornyezetben, a glutamat-

kezelt és kontroll egyedek stilya megegyezik a megfigyelési ido soran (39. abra).

Testtomeg

|—&—Ingergazdag fizso
—i—Ingergazdag MSG

2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
kor (nap)

39. abra: Ingergazdag ketrecben nevelt kontroll és glutamat-kezelt allatok sulyanak
alakuldasa a megfigyelési idoszak alatt.

Az egyéb fizikdlis jegyek megjelenését nem befolyasolta a glutamat kezelés. A
neuroldgiai reflexek megjelenése és az azokban nyujtott teljesitmény az ingergazdag
kornyezetben tartott glutamat-kezelt 4llatoknal jobb volt, mint a hagyomanyos ketrecben

tartott glutamat-kezelt allatoké, de ez a javulas nem szignifikans. Ugyanakkor ebben a
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kisérletben az alkalmazott alacsony do6zisi natrium-glutamat kezelés nem okozott olyan
meértékli karosodast, mint ahogy az a 3.1. fejezetben szerepel, és az ingerszegény,
hagyomanyos kornyezetben tartott kontroll és glutamat-kezelt egyedek kozott is csak

enyhe, nem szignifikans eltérések mutatkoztak.

3.6.2. Motoros koordinacios tesztek:

A 1épéshiba tesztben a hagyomanyos ketrecben tartott glutamat-kezelt egyedek rosszabb
teljesitményt nytjtanak a kontrollokndl. Az ingergazdag kornyezet teljes mértékben
kivédte ezt a karositd hatést, ugyanis az ingergazdag kdrnyezetben tartott glutamat-kezelt
egyedek szignifikdnsan kevesebbet hibaztak a teszt soran, teljesitményiik az ingergazdag
kornyezetben tartott (fiziologias sooldattal kezelt) kontroll egyedekéhez hasonld volt (40.

abra).

Hibazas aranya
B hagyomanyos ketrec MSG

B ingergazdag MSG

3. hét 4.hét

40. abra: Hagyomanyos ketrecben és ingergazdag ketrecben tartott natrium-glutamat
kezelt patkanyok léepéshibdinak szazalékos aranya. **P<0.01 a hagyomanyos ketrecben
tartott glutamat kezelthez kepest.
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3.6.3. Open-field teszt

A natrium-glutamat kezelés az open-field teszben hyperaktivitast okoz fiatal korban, ami
a szignifikdnsan nagyobb megtett tavolsdgban és a nagyobb mozgasi sebességben
nyilvanult meg. Ez a kiilonbség eltiint ingergazdag kornyezetben tartott allatok esetén
(41. A és41. B abra).

A Hagyomanyos ketrecben tartott allatok megtett tavolsag O fizs6 kezelt kontroll

B glutamat kezelt
1400 -

1200 - *
1000 -
800 -
600 -

centiméter

400 -
200 -

hetek

Ingergazdag allatok megtett tavolsa
B gerg 9 g 9 O fizs 6 kezelt kontroll

1200 - B glutamat kezelt

1000 -
800 -

600 -

centiméter

400 -

200 -

3 4 5
hetek

41. abra: Open-filed tesztben megtett tavolsag, A: hagyomanyos ketrecben tartott
kontroll és glutamat-kezelt, B: ingergazdag kérnyezetben tartott kontroll és glutamat
kezelt allatokban. *P<0.05 a kontroll dallatokhoz képest.

-62 -



4. Megbeszélés

4.1. Natrium-glutamat kezelés

A szomatikus jelek vizsgalata soran megfigyeltiik a ndvekedés visszamaradasat szamos
korabbi leirasnak megfeleléen (Klingberg et al., 1987; Squibb et al., 1981; Stricker-
Krongrad et al., 1998), mely mind a teststly, mind a testhossz tekintetében megfigyelheto
volt. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy egyes szerzOk nem talaltak eltérést ebben a
vonatkozasban (Ishikawa et al., 1997). A glutamat kezelés magasabb perinatalis
mortalitdshoz vezetett.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a neurolédgiai tesztekben szamos esetben késleltetett
fejlodési iitemet mutattak a kezelt egyedek a vizsgalatok egy részében, mig mas
tesztekben nyujtott teljesitményt nem befolyasolt a kezelés. Noha csak kevés korabbi
irodalmi adat van a glutamat kezelés hatasair6l ezekre a reflexteljesitményekre, van adat
arra vonatkozoan, hogy egyes aktivitasi paramétereket nem befolyasol a glutamat (Dunn
¢s Webster, 1985; Ishikawa et al., 1997; Iwata et al., 1979; Sanchis-Segura és Aragon,
2002). Iwata et al. (1979) nem talaltak eltérést a cornea reflexben és a megdontott
deszkdn vald kapaszkodasi tesztben, ami Osszhangban van a mi eredményeinkkel.
Hasonloképpen Squibb et al. (1981) nem talaltak eltérést az akusztikus reflex esetén
kontroll és glutamat kezelt patkdnyok kozott. Mi nem mértiikk az akusztikus reflex
teljesitésének idejét, csak a reflex megjelenésének napjat vizsgaltuk, de nem talaltunk
eltérést ebben glutamat kezelést kovetden.

A motoros koordinacios tesztekben a kiillonbozé szerzok egymasnak ellentmondo
adatokat kozoltek. Egyesek hypoaktivitast (Iwata et al., 1979; Pizzi és Barnhart, 1976;
Poon ¢és Cameron, 1978; Seress, 1982; Hlinak et al., 2005), masok hyperaktivitast
(Araujo ¢€s Mayer, 1973; Dubovicky et al., 1997; Katz, 1983; Klingberg et al., 1987; Saari
et al., 1990) irtak le, megint mas szerzok pedig nem taléltak eltéréseket (Ishikawa et al.,
1997; Klingberg et al., 1987; Sanchis-Segura és Aragon, 2002). Azt is leirtdk, hogy a
glutamat-kezelt patkdnyok spontan aktivitdsa nem kiilonbozik a kontrolloktol, de az

apomorphin- és etanol-provokalta motoros aktivitds csokkent glutamat kezelés hatdsara
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(Ali et al.,, 2000; Sanchis-Segura és Aragon, 2002). Korabban mar szamos szerzo
ramutatott, hogy a glutamat hatasainak ilyen mértéki kiilonbozdsége abbol adodhat, hogy
az eltérd kezelési paradigmak, a kiilonféle tesztelésre alkalmazott eszkdzok, az allatok
kora és a megfigyelési id6 hossza nem elhanyagolhaté mdodon befolyasoljak a kezelés
hatasait (Iwata et al., 1979; Miyabo et al., 1985; Klingberg et al., 1987; Hlinak et al.,
2005).

Hasonloképpen az allatok fogoerejérél is ellentmondasos irodalmi adatok allnak
rendelkezésre, mind csokkent, mind emelkedett, mind pedig véaltozatlan szoritderdt
leirtak mar kiilonboz6 kisérletekben (Fisher et al., 1991; Iwata et al., 1979; Squibb et al.,
1981). A mi kisérleteinkben nem talaltunk eltérést a kotélen fiiggeszkedési tesztben erre a
paraméterre vonatkozoan. Legkifejezettebb eltéréseket munkacsoportunk a mokuskerék
¢és a lépéshiba tesztben talalt. Az irodalomban mar leirtdk, hogy glutamat kezelés utan a
patkanyok a mokuskerék tesztben rosszabbul teljesitenek, mint a kezeletlen patkdnyok
(Iwata et al., 1979). A Iépéshiba szamolas tesztet elsésorban féloldali 1éziok utan
oldalkiilonbségek kimutatasara hasznaljak (Markgraf et al., 1992; Rogers et al., 1997). Mi
azonban azt talaltuk, hogy oldalisagbeli kiilonbségek nélkiil is jo jelzdje a 1épéshiba teszt
a mozgaskoordinacio fejlodésének €s az abban bekovetkezd zavarok vizsgalatara, hiszen
a glutamat kezelt egyedek szignifikansan rosszabb teljesitményt nyujtottak ezen
tesztekben.

Az open-field tesztben a glutamat kezelés hatasaként atmeneti hyperaktivitast talaltunk a
korai posztnatalis iddszakban, amit egy enyhe foku hypoaktivitas valtott fel 8 hetes
¢letkorban. A glutamat kezelés emellett csokkentette a thigmotaxis mértékét 3 hetes
kortol. Ez a megfigyelésiink megegyezik a korabbi eredményekkel, ahol hasonloképpen
2-3 hetes korban hyperaktivitast, majd ezt kovetd periodusban csak enyhe, vagy
semmilyen eltérés nem mutathato ki kontroll és glutamat kezelt patkanyok k6zott késébbi
¢letkorokban (Squibb et al., 1981; Klingberg et al., 1987). Az Aaltalunk megfigyelt
hypoaktivitas enyhe mértékii, csak a mozgas soran érintett teriilet nagysagaban nyilvanul
meg, egyik masik vizsgalt paraméterben sem volt szignifikans eltérés. Ali et al. (2000) is
hasonld kovetkeztetésre jutottak, a lokomotoros aktivitdsban nem taldltak szignifikans
eltérést 2 honapos patkanyokban glutamat kezelést kvetéen. Annak ellenére hogy jelen

munkank nem oldja fel az irodalomban korabban leirt eltérések kozotti diszkrepanciat,
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adataink azt tdmasztjak ald, hogy a glutamat kezelés atmeneti valtozasokat okoz a
lokomotoros viselkedésben, mely kifejezettebb a korai posztnatalis ¢letkorban, majd egy
enyhe fokli hypoaktivitdis marad vissza, amely masok megfigyelései szerint a
felndttkorban is megmarad (Hlinak et al., 2005).

A glutamat-kezelt allatoknal jelentésen megvaltozott az ijdonsagkereso viselkedés is. Az
exploraciés magatartads vizsgalatakor a glutamat kezelésben részesiilt allatok minden
tesztelt paraméter esetén eltérd magatartdsi mintat mutattak. A kontroll allatok
egyértelmiien jobban érdekldédtek az ismeretlen targy irdnt az utols6 kisérleti
elrendezésben, ugyanis tobb iddt toltdttek mozgassal, a habitudcidjuk lecsokkent,
nagyobb teriiletet jartak be, kevesebbet mosakodtak és hosszabb id6t toltottek az uj targy
kozelében. Ez megfelel az irodalomban korabban leirt viselkedésnek (Heyser et al., 2004;
Hlinak et al., 2005). A glutamat-kezelt allatok ezzel szemben kevésbé voltak aktivak,
tobb 1dot toltottek tisztalkodassal és szignifikdnsan kevesebbet tartdzkodtak az ismeretlen
targy kozelében a 4. prébaban. Szamos gyodgyszer és toxikus anyag perinatalis adagolasat
kovetden leirtdk, hogy hatdsukra megvaltozik a patkanyok tjdonsagkeresd magatartasa
(Ledig et al. 1998; Adriani et al. 2003; Heyser et al., 2004). A glutamat hatasair6l keveset
tudunk a felfedez6 magatartas vonatkozasaban. Korabbi kdzleményekben leirtak, hogy az
open-field teszt soran, mely szintén jdonsagkeresésként értékelhetd, nem valtozott meg
a glutamattal kezelt allatok tisztalkod6 magatartasa (Dunn és Webster 1985). Ehhez
hasonldan az open-field tesztben mi sem talaltunk kiilonbséget a kontroll és a glutamattal
kezelt allatok kozott tisztdlkodas tekintetében. Ezzel szemben, amikor targyakat
helyeztiink a kisérleti dobozba, szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a mosakodasi
id6 értékelésekor. Neonatdlis glutamat kezelést kovetden az egymas utan kdvetkezo,
azonos open-field tesztekben a felnott patkanyok csokkend habituaciot mutattak
(Dubovicky et al. 1997; Hlinak et al. 2005). A mi eredményeink is megfelelnek ennek,
ugyanis a glutamat kezelt allatokat valtozatlan kdrnyezetbe helyezve (2. és 3. proba)
habituéacidjuk csokkent. Azonban egyértelmi kiilonbség van ijdonsagkeres6 magatartas
tekintetében a glutamat- kezelt és a kontroll allatok kozott, ha ismeretlen targgyal
bovitjik a kisérleti elrendezést. A kontroll egyedek élénken érdeklédnek a kordbban
ismeretlen targy irant, mig a glutamat kezelt egyedek elkeriilik azt, inkabb a szamukra

mar ismert targy kozelében tartozkodnak.
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A glutamat a neurologiai reflexek megjelenését hatraltatd, és a motoros koordinacio,
valamint reflexteljesitmény fejléddésének atmeneti zavarat okozé hatasai valdsziniileg a
glutamat direkt és indirekt toxikus hatasainak kovetkezményei. Szdmos kozlemény
bizonyitotta a taplalkozas és taplaltsagi allapot hatasait az idegrendszeri fejlodésre,
alultaplalt kispatkanyok reflexeinek megjelenése késik a normal allatokhoz képest (Smart
¢s Dobbing, 1971). Tobb szerzé is ramutatott, hogy igen nehéz értékelni olyan
neurotoxikus anyagok fejlédésre kifejtett hatasat, amelyek sulycsokkenést is eldidéznek
(Bowers et al., 2004; Harry, 1998). A mi eredményeink is azt mutatjak, hogy a glutamat
kezelt allatok kisebb stlytak, mint a kontrollok a megfigyelési idétartam folyaman, igy
ez is hozzajarulhat a glutamat neurotoxikus hatdsaihoz. Ugyanigy, az ismert direkt
toxikus hatdsok, melyek a fejlodd agyat az érzékeny periddusban érik, is okozhatjdk a
fent leirt eltéréseket. A posztnatalis fejlddés kritikus szakasza patkdnyban az elsé harom
hét, amikor is a szinaptikus kapcsolatok fejlodése, a kortikéalis ¢és gerincveldi
reflexmechanizmusok végso érése zajlik (Markus ¢és Petit, 1987). Bizonyitott a kdzvetlen
Osszefliggés a rahelyezési reflexek és a piramispalya axonjainak fejlédése kozott
(Donatelle, 1977). Ebben az érzékeny periddusban szdmos toxikus anyag okoz motoros
¢s reflexteljesitménybeli deficiteket (Bowers et al., 2004; Dam et al., 2000; Harry, 1998).
A glutamat kezelés hatasossagat a nucleus arcuatus szovettani vizsgalataval igazoltuk,
amely hasonléan masok eredményeihez natrium-glutamat kezelést kovetden neuronalis
degeneraciot és a TH-immunpozitivitds csokkenést mutatott (Seress, 1982). A glutamat
kezelés hatasara bekovetkezd leglatvanyosabb eltérés a nucleus arcuatus €s a retina
teriiletén megfigyelhetd neuronpusztulds. Ezen kiviil a neonatalis glutamat kezelés a
al., 1993; Ishikawa et al., 1997; Beas-Zarate et al., 2002), a subfornicalis szerv tomege
csokken (Pesini et al., 2004) és neuronvesztés figyelheté meg a kéregben (Gonzalez-
Burgos et al., 2001; Chaparro-Huerta et al., 2002). A lokomotoros aktivitasrol ismert,
hogy emelkedik amikor az allatokat szamukra addig ismeretlen kornyezetbe helyezziik.
Ez a magatartasvaltozas szorosan kapcsolodik a hippocampushoz (Hlinak et al., 2005).
fgy az altalunk megfigyelt véltozasok az Gjdonsagkeresé magatartasban glutamat kezelt
patkanyokban is valdsziniileg a hippocampus szerkezeti €s neurokémiai valtozasaival

magyarazhatok. Hasonloképpen, szoros kapcsolat van a mesolimbikus dopaminerg
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rendszer, az Gjdonsagkeresd magatartas és a nucleus arcuatus kozott (Miquel et al., 2003;
Bardo ¢és Dwoskin, 2004; Schmidt és Beninger, 2006). A neonatalis korban adott
glutamat tobb szinten interferdl a dopaminerg rendszerekkel (Bodnar et al., 2001;
Dawson, 1986; Lin és Pan, 1999; Nakagawa et al., 2000; Wallace és Dawson, 1990;
Zelena et al., 1998). Feltételezhetd tehat, hogy a nucleus arcuatus pusztuldsa €és a
dopaminerg rendszer egyéb elvaltozasai okozhatjdk a tapasztalt viselkedésbeli
eltéréseket.

Irodalmi adatok szerint a natrium-glutamat szamos hatasa nemtdl fiigg, mig mas hatasok
attol fiiggetlenek, és nem mutatnak szexualis dimorfizmust (Dubovicky et al., 1997;
Frieder és Grimm, 1987; Iwata et al., 1979; Squibb et al., 1981). Jelen kisérleteinkben
semmilyen nemi eltérést nem tapasztaltunk egyik vizsgalt paraméterben sem him és
néstény egyedek kozt, mely Osszhangban all a reflexfejlodés és a motoros aktivitas
fejlodését leird korabbi irodalmi adatokkal (Klingberg et al., 1987; Le Roy et al., 1999).
Jelen munkankban kimutattuk, hogy a posztnatdlisan alkalmazott glutamat kezelés
hatdsadra a patkanyok neurologiai reflexeinek és motoros koordinacidjanak fejlédése
késleltetett titemil, de 5 hetes korra fejlettségiik eléri a normal szintet. Ismert, hogy a
glutamat kezelésnek maradand6 hatésai is vannak, melyek felndttkorban is észlelhetdk.
Szdmos endokrinolégiai, neurokémiai és viselkedésbeli eltérés marad vissza, mint példaul
a taplalkozasi magatartas (Stricker-Krongrad et al.,, 1998), a kolinerg és adrenerg
rendszerek eltérései (Frieder és Grimm, 1987), emellett tanuladsi deficitek (Ali et al.,
2000; Ishikawa et al., 1997; Klingberg et al., 1987; Kubo et al., 1993), a farokrangasi
latencia (Squibb et al., 1981), a motoros aktivitas (Ali et al., 2000; Squibb et al., 1981), és
az oOpioid analgézia (Bodnar et al., 1985) is valtozik. Ezzel ellentétben mas paraméterek
az allatok oregedésével javuld tendenciat mutatnak, mint példaul néhany endokrinologiai
¢s motoros funkcié (Klingberg et al., 1987; Lengvari, 1977). Felt et al. (2002) 0jsziilott
patkdnyokat kezeltek a glutamat analdg NMDA-val (N-metil-D-aszpartat)
intrastriatalisan, melynek hatasara az allatok az ellenoldali mells¢ 1ab rahelyezési
reflexben 2 hetes korban rosszabb teljesitményt nyujtottak, mint a kontroll egyedek, de
késobbi életkorban teljesen eltlint a kiilonbség. A motoros koordinacios deficitek késdbbi
helyredllasa az 0jsziilott agy nagyfokt plaszticitasaval magyarazhato. Szamos bizonyiték

van arra, hogy bizonyos neuronok funkciojat at tudjak venni mas agyteriiletek (Kartje-
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Tillotson et al., 1985; Reinoso és Castro, 1989; Towfighi et al., 1994). Sulyosabb kérgi
diszfunkci6é utan is megfigyelhetd jelentds javulads, mint példaul a rédhelyezési reflexnél
kortikalis sértést kovetden leirtdk a funkcio helyreallasat (Barth és Stanfield, 1990). A
kompenzatorikus valtozasok egyénileg eltérdek, €s ez lehet felelds azért, hogy a javulas
eltéré mértékli a kiilonféle idegrendszeri 1éziokat kovetden (Jansen €s Low, 1996). Ilyen
kompenzacids elvaltozast irtak le a hippocampusban glutamat kezelés utan (Beas-Zarate
et al., 2002). Ugyanigy a kornyezeti hatasok is serkenthetik a gyogyulast, amit szamos
idegrendszeri sériilés esetén leirtak. Ezek kozé tartozik a natrium-glutamat kezelés okozta
karosodas, ugyanis az ingergazdag kornyezetben tartott glutamat-kezelt patkanyok térbeli
navigacios tesztteljesitménye megkdzeliti a kontroll egyedekét (Saari et al., 1990).
Diszkriminacids tesztekben pedig kimutathatd, hogy glutamat kezelést kovetéen a
gyogyulashoz sziikséges, hogy az allatokkal a kiilonbozo feladatok végrehajtasat
gyakoroltassuk (Sisk et al., 1984).

4.2. Hypoxias modell

crer

eredményezi, ami a neurologiai reflexek késleltetett megjelenésében és rosszabb
reflexteljesitési idokben, valamint a motoros koordinacios tesztekben nyujtott rosszabb
teljesitményben nyilvanul meg. Azonban a maradandd sulyos cerebralis kéarosodas
ellenére a legtobb allat 6 hetes korra utolérte a kontroll egyedek szintjét a legtdbb
tesztben, kivéve a lépéshiba tesztet. Az open-fieldben a hypoxias allatok aktivabbak
voltak 2 és 6 hetes korban.

Az alkalmazott hypoxia/ischaemia modell kiterjedt sulyos cerebralis atrofiat okoz,
azonban az emberrel ellentétben a patkanyok még ilyen sulyos mértékii neonatalis
hypoxia/ischaemia hatdsira sem mutatnak durva eltéréseket, ugyanigy mozognak, mint a
normalis allatok és nem lathat6é rajtuk egyértelmli poszturalis és lokomotoros eltérés
(Jansen és Low 1996). Ez magyarazhat6 az embernél nagyobb mértékli idegrendszeri
plaszticitassal. Ugyanakkor szdmos funkciondlis tesztben kimutathaté rovid és hossza
tava deficit a neonatdlis hypoxids/ischaemids behatast kovetden. Ezen eltérések koziil

tobb esetben tapasztalhato javulas idovel (Barth és Stanfield, 1990; Felt et al., 2002), mig
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masok megmaradnak felndttkorban is. Irodalmi adatok vannak arra, hogy a
hypoxids/ischaemiés allatok hossztavu eltéréseket mutatnak olyan motoros koordinécios
feladatokban, mint amilyen a mokuskerék teszt (Jansen és Low, 1996). Rosszabb
teljesitmény figyelhetd meg a Iépcsdsor tesztben, ami a mellsd végtag ligyességét méri
(Tomimatsu et al., 2002). Hypoxias/ischemias 1€ziot elszenvedett ragcsalok rovid é€s
hosszutava tanulédsi deficiteket is mutatnak (Arteni et al., 2003; Balduini et al., 2000,
2001; Buwalda et al., 1995; Ikeda et al., 2001, 2002; Ten et al., 2003; Wagner et al.,
2002; Wang et al., 2002).

Az irodalmi adatokkal megegyezden azt talaltuk, hogy a hypoxian atesett allatok
szomatikus fejlédése karosodik, szignifikansan kisebb tomegiiek, mint a kontroll egyedek
(Andine et al., 1990; Wagner et al., 2002). Ugyanakkor a stlybeli elmaradas nem okozott
magasabb mortalitast, annak ellenére, hogy Wagner et al. (2002) olyan mértékii
sulyvesztést irtak le, ami mesterséges taplalast tett sziikségessé. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a hypoxias allatok rosszabbul teljesitenek a negativ geotaxisban, a
felegyenesedési €s elmozdulasi reflexekben a mért reflexidék alapjan. Ten et al. (2003)
kimutattak, hogy a hypoxia egerekben 1 ¢és 24 oréval az inzultus utdn hatranyosan
befolyasolja a felegyenesedési, maszasi és geotaxis tesztekben nytjtott teljesitményt. A
mi megfigyeléseink is alatamasztjak ezeket a megfigyeléseket, rovid tavon €s késobbi
idépontban is kimutathatéak az eltérések ezekben a tesztekben. A felegyenesedési reflex
lassabb volt a megfigyelési id6 egésze alatt, az elmozdulasi reflex a 10-12. napokon, a
geotaxis a 14-16. napon volt lassabb hypoxias patkanyokban, mint a kontroll allatoknal.
Még késObb azonban a kiilonbségek eltiinnek, ami arra utal, hogy a hypoxias allatokban
egy gyogyulasi folyamat zajlott le.

A hypoxias/ischaemids 1¢ziot kdvetden szdmos teszt végezhetd a motoros koordindcid
vizsgélatara. Ennek ellenére sok vonatkozasban ellentmondasosak a kiilonb6zd szerzok
altal leirt eredmények. Az egyik legszéleseb korben alkalmazott vizsgalat a mokuskerék
teszt, ami a motoros képességek mérésének érzékeny modszere hypoxias 1€ziot kovetden.
Alkalmazhaté tovabba a vélt neuroprotektiv szerek hatdsanak igazolasara is. Els6sorban
3-9 hetes ¢letkorban alkalmazhat6 (Jansen és Low 1996; Jansen et al., 1997; Wagner et
al., 2002). Ezen irodalmi eredményekkel ellentétben, hasonléoan a mi eredményeinkhez,

Balduini et al. (2000) sem talaltak eltérést a kontroll és a hypoxids csoport kozott
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mokuskerék illetve egyéb motoros koordinacios tesztekben. A mi megfigyeléseink szerint
a legmegbizhatobb vizsgaloeljards a kontralateralis mellsd végtag 1épéshibainak
szamolasa, mivel a hypoxids allatok a megfigyelési id6 soran végig tobbet hibaztak, mint
a kontroll egyedek. Ez a kdrosodas volt kimutathat6 a 1épcsdsor tesztben is (Tomimatsu
et al., 2002). Az, hogy a mellsé végtag jobban karosodott azzal magyarazhatd, hogy a
motoros kéregben a mellsd végtag reprezentacids teriiletét sokkal nagyobb mértékben
érintette a sériilés, mint a hatsd végtagét. Ez a megfigyelés egybevag azzal az irodalmi
adattal, miszerint felndtt patkanyban féloldali arteria cerebri media okkluziot kdvetden a
hats6 végtag mozgasai kevésbé karosodtak (Reglodi et al. 2002). Mas tesztekkel is
kimutathatoak voltak motoros koordinaciés zavarok, mint példaul kapaszkodasi,
fiiggeszkedési, radon egyensulyozdsi €s mozgds iniciacios tesztekben. Ugyanakkor a
tapasztalt eltérések 5 hetes életkorra eltlintek, és a legtobb hypoxias allat erre az életkorra,
vagy olykor mar elobb is ugyanolyan teljesitményt mutatott, mint a kontroll egyedek.
Néhany teszt, mint a testkilengés teszt €s fliggdleges racs teszt inszenzitivnek bizonyult a
karosodasok kimutatdsara. Ezen tesztek annak ellenére voltak értékelhetetlenek, hogy az
irodalomban sikeresen alkalmaztak Oket felndtt patkdnyokon féloldali agyi ischaemias
sériilés kovetkezményeinek vizsgalatara (Aronowski et al, 1996; Borlongan et al., 1995;
Markgraf et al., 1992; Regldédi et al., 2003; Rogers et al., 1997; Van der Staay et al.,
1996). A mi vizsgalatainkban a sulyos agykarosodas ellenére sem voltak elég érzékenyek
ezek a tesztek a kispatkdnyoknal. Ezen megfigyelésiink egybevag Balduini et al. (2000)
eredményeivel, aki harom tesztet alkalmazott a motoros koordindci6 vizsgélatara
(mokuskerék, kémény és horizontalis racs teszt), de egyikkel sem talalt kimutathatod
eltérést hypoxias ¢és kontroll kispatkanyok kozott. Noha a felndtt patkanyban is
kimutathatd gyogyulas a szenzoros €s motoros tlinetekben féloldali cerebralis ischaemiat
kovetden (Reglddi et al., 2003), az ujsziilott patkanyok szignifikdnsan gyorsabban és
nagyobb mértékben regenerdlodnak. Ez az 1jsziilott agy nagyobb mértékii
plaszticitdsanak koszonhetdé (Balduini et al., 2000), ami az ellenoldali agyfélteke
kompenzatorikus elvaltozasait is eredményezi. Szdmos irodalmi adat van arra, hogy a
ujsziilott agy plaszticitasa enyhiti kiilonféle karositd tényezok hatasat az agyi funkcidkra
(Barth ¢és Stanfield, 1990; Huttenlocher és Raichelson, 1989; Kartje-Tillotson et al., 1985;
Reinoso és Castro, 1989).
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Az open-field magatartassal kapcsolatban mind hyper-, mind hypoaktivitasrol
beszamoltak a kiilonb6z6 szerzOk hypoxids/ischaemias 1€ziot kovetden (Antier et al.,
1998; Balduini et al., 2000). Anoxidnak kitett patkanyban az elvalasztast kovetd
idészakban figyelhetd meg 4atmeneti hyperaktivitdss megemelkedett szaglaszasi,
agaskodasi és mozgasi aktivitassal (Iuvone et al., 1996). Balduini et al. (2000, 2001) 3
hetes ¢€letkorban irtak le hyperaktivitast, de késobbi ¢€letkorban, 90 naposan nem talaltak
eltérést a spontan aktivitdsban az open-field teszt soran. Antier et al. (1998) ezzel
ellentétesen hypoaktitast figyeltek meg olyan felndtt patkanyokban, amelyeket neonatalis
hypoxias/ischaemids karosodasnak tettek ki. A mi eredményeink azt mutatjak, hogy a
hypoxids allatok 2 hetes ¢letkorban hyperaktivak, azonban ebben az életkorban a kontroll
egyedek még alig mutatnak mozgasi aktivitdst. A kontroll egyedek annyira keveset
mozogtak, hogy sok el sem hagytak az open-field kdzepén levo kiindulési helyet, mig a
hypoxias allatok a falak mellé masztak. Ez magyardzza azt, hogy mért toltottek a
hypoxias allatok tobb idot 2 hetesen a falak mellett. A kispatkanyok természetes
védekezd reflexe az open-fieldben, hogy a szdmukra biztonsdgot nyuajté fal mellé
mozogtak. Mivel ez a thigmotaxisban megfigyelhetd eltérés a késobbi életkorokban,
mikor mar a kontroll egyedek is eleget mozogtak az open-fieldben, eltliint, a két hetesen
észlelt eltérés nem a fokozott anxietassal magyarazhatd, noha annak hatasa nem zarhato
ki. Harom hetes ¢letkorban tehat a kontroll egyedek is szignifikdnsan aktivabban, mint
két hetesen, ami magyardzza, hogy mért nem talaltunk eltéréseket a kontroll és hypoxias
egyedek kozott ebben az életkorban. Ugyanakkor a kontroll allatok késébb nem mutattak
a 3 hetes korhoz képest tovabbi fejlodést, a hypoxias allatok aktivitdsa viszont tovabb
fokozodott 6 hetes életkorban, melyet az agaskodasok megndvekedett szama, a teljes
megtett tdvolsag, a mozgassal toltott ido mértéke és a mozgasi sebesség emelkedése jelez.
Erdekesnek talaltuk, hogy az open-fieldben tapasztalt nagyobb 1épésszam ellenére a
hypoxias allatok kevesebbet 1éptek a 1épésszam és 1épéshiba teszt soran a racson. Ez arra
utal, hogy mikor a mozgashoz nagyobb mértékli koordinacios képesség kell, mint
amilyen a racson vald jards, a hypoxias allatok nem képesek azt olyan mértékben
teljesiteni, kevésbé aktivaknak bizonyulnak, mint a kontrollok.

Az éretlen idegrendszer jelentds mértékii kompenzatdrikus reorganizaciora képes sériilés

utan. Ennek ellenére a legtobb kozleményben nagyfoku cerebralis atrofiat irtak le
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hypoxias/ischaemias 1éziot kovetéen (Andine et al., 1990; Jansen €s Low, 1996; Jansen et
al., 1997; Tour et al., 1995). Egyes szerzok a kontralateralis félteke kompenzatorikus
megnagyobbodasat irtak le (Jansen és Low, 1996). Ismert, hogy az ellenoldali félteke a
funkciok egy részét képes atvenni a sériilt agyféltekétdl patkanyban, de még emberben is,
(Barth ¢és Stanfield, 1990; Benecke et al., 1991), makroszkdposan is megnyilvanul6d
hypertrophiat azonban nem igazoltak mas szerzok (Arteni et al., 2003; Towfighi et al.,
1994). Towfighi et al. (1994) nem talaltak eltérést a hypoxids allatok és a kontroll
egyedek kontralateralis féltekéjének mérete kozott, és azt javasoljak, hogy a sériilt
agyfélteke atréfigjanak mértékét az ellenoldali ép félteke méretéhez viszonyitva
szamszerUsithetve ajanlatos megadni. Ezen alapulva mi is az ellenoldali ép félteke
méretét 100%-nak vettikk, és ennek aranydban fejeztiik ki a karosodas mértékét,
hasonléoan mas szerz6khoz, akik ugyanilyen hypoxids/ischaemids modellt hasznalnak
(Bona et al., 1997; Ten et al., 2003; Tomimatsu et al., 2002; Wagner et al., 2002).
Eredményeink azt igazoljak, hogy a hippocampus sulyosan karosodik, mérete minddssze
10%-a az ép oldalinak. Egyéb agyteriiletek, és a teljes agyfélteke mérete koriilbeliil 50%-
os csOkkenést mutat. Ilyen méretli kdrosodds megfelel az irodalomban leirt eltéréseknek
(Andine et al., 1990; Jansen és Low 1996; Shin et al., 2004; Wagner et al., 2002). Az
alland6 kisérleti koriilmények ellenére is nagymértékii variabilitast figyeltiink meg,
melyet mas szerzOk szintén észleltek (Balduini et al., 2000; Grafe, 1994). Grafe et al. a
karosodasok széles skalajat észlelték a csak fokalis neuronpusztuldstél a massziv
infarctusig (Grafe, 1994).

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a perinatalis hypoxias/ischaemias karosodis
erdteljesen befolyasolja a neurologiai reflexek megjelenését és az azokban nyujtott
teljesitményt. A korai ¢letkorban a motoros koordinacios tesztek szintén szamos
informécidval szolgalnak a hypoxias és kontroll allatok teljesitménybeli kiilonbségeirdl,
de késobbi életkorra a hypoxias egyedek nagymeértékii javulast mutatnak az alkalmazott

tesztekben, a 1épéshiba szamolasi teszt kivételével.
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4.3. PACAP hatasa a fejlodésre

Jelen munkankban igazoltuk, hogy a sziiletés napjatol kezdve PACAP-kezelt Gjsziilott
patkanyok szignifikansan gyorsabb fejlodést mutatnak a kontroll csoporthoz képest egyes
fizikalis jellemzok megjelenésének napjaban, szdmos neurologiai jelben és a felfedezési
magatartasban.

Kisérletiinkben azt talaltuk, hogy a PACAP-kezelt allatok facialis fejlodése felgyorsult,
mig a PACAP 6-38-kezelt egyedek fiil kiegyenesedése ¢és szemnyitasa késett a kontroll
csoporthoz képest. Az utdbbi években az arcfejlddés molekuldris szabalyozasarol egyre
tobbet deritettek fel. Szdmos olyan faktor ismert, mely az arcfejlédésben és az
idegrendszer fejlédésében egyarant részt vesz (Borella et al., 1997; Dam et al., 2000;
Langman, 2000). A PACAP pontos szerepe egyelére nem ismert, noha feltételezhetd,
hogy részt vesz az arcfejlodésben, mivel szamos novekedési faktort stimulal és hat az agy
fejlodésére is (Frechilla et al., 2001; Gloddek et al., 1999; Lohrer et al., 2001; Vaudry et
al., 2000). A metsz6fog kitorését €és a szemnyitast tobbek kozott az epidermalis
novekedési faktor (EGF) és a transzformald novekedési faktor (TGF) is befolyasolja
(Borella et al., 1997; Cirulli és Alleva, 1994). A PACAP hatasa ezekre a faktorokra még
nem ismert, de legkdzelebbi homolégjardl, a VIP-r6l kimutattdk, hogy stimulalja
keratinocytakban a TGF expresszidt (Sung et al., 1999). A retinolsav, ami a HOX gének
expresszidjat regulalja a facialis fejlodés soran (Langman, 2000), bizonyitottan
befolyésolja a PACAP termelddését is (Waschek et al., 1997). Ugyanigy a ducléc elemei,
melyekbdl az arc szoveteinek nagy része fejlodik (Langman, 2000), erételjes PACAP
illetve PACAP receptor expressziot mutatnak az embrionalis fejlddés soran (Sheward et
al., 1998). Az, hogy a PACAP6-38-nak nem volt hatisa a fogattorés idopontjara,
valdszintlileg annak kovetkezménye, hogy a kezelés idején mar nem volt érzékeny az
adott szovet a PACAP hatdsara. Vaudry et al. (1999) szintén arra az eredményre jutottak,
hogy a 8 napos patkanyoknak adott PACAP antagonista csupan kis mértékben
csOkkentette a cerebellum szemcsesejtjeinek szamat. Az endogén illetve exogén PACAP
az arcfejlodésre kifejtett pontos hatasanak felderitése, hatdsmechanizmusanak tisztdzasa

tovabbi kutatdsokat igényel.
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Patkanyoknal a sziiletés utani elsé két hét az agy érésének azon szakasza, amely kritikus
az érésben. Ez az iddszak az utolsé intrauterin honapok agyfejlodési idészakanak felel
meg emberben (Dobbing ¢és Sands, 1973). A legtobb neuroldgiai jel és reflex
megjelenését serkentette a PACAP kezelés, mig az PACAP antagonista kezelés csak a
hatso 1ab rahelyezési reflexben mutatott késlelteté hatast. A motoros fejlédés normalis
rostrocaudalis gradiense (Altman ¢s Sudarshan, 1975) nem valtozott PACAP hatasara, a
mellsé 1ab réhelyezési- és fogoreflex minden esetben megelézte a hatsd 1abét.
Ugyanakkor a mellsé 1ab rahelyezési- és a hatso lab fogoreflexet az allatok PACAP
kezelés hatasara napokkal kordbban mutattdk, mint a kontroll egyedek, mig a PACAP
antagonista kezelés késleltette a hatsd lab rahelyezési reflex megjelenését. A kezelések
nem befolyésoltak a felegyenesedési reflex, a negativ geotaxis €s az elmozdulasi reflex
fejlddési mintazatat: minden allat a megfigyelési id6 elérehaladtaval szignifikdnsan egyre
jobb eredményeket ért el. Mindazonaltal a PACAP kezelt allatok az elmozdulasi
reflexben ¢és negativ geotaxisban gyorsabban teljesitették a feladatot, mint a
kontrollcsoport, mig a PACAP antagonista ezekre nem volt hatassal. A PACAP
antagonista kezelést kapott patkdnyok lassabbak voltak a felegyenesedési reflexben 2-6
napos korban a kontrollcsoportnal. Ezt a reflexet a 16. nap utdn nem mértiik, mert minden
allat azonnal megfordult a hatara helyezés utan, ami Osszhangban van a poszturalis
fejlodés irodalmi leirdsaival (Altman és Sudarshan, 1975). Ezek az eredmények
bizonyitjak, hogy a PACAP gyorsitja az Osszetett motoros képességek fejlodését. Az
endogén PACAP hatésait tekintve az a kovetkeztetés vonhato le, hogy hat a neonatalis
fejlodésre. Mivel a PACAP 6-38 nem befolyasolta jelentdsen a jeleket, a kezelés
valoszintileg kiviil esett az érzékeny iddszakon.

A PACAP kezelés szignifikdns javuldst okozott a harom hetes korban mért felfedez6
magatartasban is. A két hetes korban tapasztalt alacsony teljesitmény 6sszhangban all a
patkanyok normalis posztnatdlis motoros fejlédésével (Altman és Sudarshan, 1975).
Hérom hetes korban az egyedek szignifikansan tobbet mozogtak, ami a leirdsok szerint
megfelel a mozgasok fejlodésében harom hetes korra elért magasabb szintnek (Altman ¢€s
Sudarshan, 1975). Tehat a PACAP kezelt csoport egyedei tobbet mozogtak, kevesebb
1dot toltottek el egyes mezdkben, tobbszor tértek vissza és tobb 1dot toltdttek a

kozéppontban. Ezzel ellentétes eredményt mutattak a kontroll és PACAP antagonista
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kezelt allatok, miszerint tobb idot toltottek el a falak mentén. A kornyezet hatarainak, a
falak kozelében vald tartdzkodas (thigmotaxis) a patkanyok természetes védekezo
magatartasainak egyike, s mint ilyen, jelezheti szdmunkra az allat félelmét (Borella et al.,
1997). Feltételezhetéen a PACAP hatassal bir a pszichomotoros ¢és emocionalis
viselkedésekre, de a jelenlegi adatok nem egyértelmiieck. PACAP és PACAP receptor
knockout egerek vizsgalatakor megfigyelhetdek az allatok viselkedésbeli eltérései, mint
példaul tobbet mozognak, aktivabb a felfedezd magatartast, spontan ugrasokat mutatnak
¢s csokken a félelmiik (Hashimoto et al., 2001; Otto et al., 2001). Masrészrél a PACAP
bizonyitottan noveli felnott patkdnyokban a spontan motoros aktivitast, és az agaskodasi
magatartast (Masuo et al., 1995), illetve egerekben a mozgast és a mosakodasi
magatartast (Morley et al., 1992). Jelen tanulmanyunkban a PACAP-kezelt allatok
ugyanigy tobbszor mutattak dgaskodd magatartdst, ami a jobban fejlett vizsgalodo
aktivitds jele (Altman és Sudarshan, 1975). Az open-field tesztben nyujtott jobb
teljesitmény egyértelmiien utal a PACAP kezelt allatok fejlettebb mozgasi és felfedezési
magatartasara, de ezt részben okozhatja az allatok csokkent félelme is (Altman és
Sudarshan, 1975; Borella et al., 1997; Roth és Katz, 1979). A fekalis bolusok széma
egyértelmt jelzoje a félelemnek (Otto et al., 2001), de a csoportok kdzt nem tapasztaltunk
semmilyen eltérést. Annak ellenére, hogy vizsgalatunk eredményibdl az kovetkezne,
hogy az egyedek jobb teljesitménye inkabb a motoros és felfedezési magatartas nagyobb
fejlettségének kovetkezménye, mint a félelem mértének csokkenéséé, jelen adataink
alapjan nem vonhat6 le végso kovetkeztetés.

A PACAP pontos hatisa a neuronalis fejlédésre nem ismert. Egy sokoldalt
neuropeptidrol van sz6, szamos hatassal a kozponti és kornyéki idegrendszerben
(Arimura, 1998; Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000). Viszonylag kevés adat van
az irodalomban a PACAP in vivo idegrendszeri hatasairdl. Kimutattak, hogy a PACAP
alacsony dozisokban rendelkezik tanulast és memoria feldolgozast serkentd hatdssal
passziv elharitasos tesztekben (Sachetti et al., 2001; Telegdy és Kokavszky, 2000). A
PACAP nemcsak kimutathatdé a hippocampusban, hanem részt vesz hippocampalis
szinaptikus jelatviteli folyamatokban is (Masuo et al., 1992; Roberto és Brunelli 2000).
Specifikus PACAP receptor (PAC1) deficiens egerek memoriaromlast mutatnak, melyet

a hippocampalis moharostokon preszinaptikus PACAP receptor medialta folyamatok
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hidnyéaval magyardznak (Otto et al., 2001). Ezek a hatasok Osszefiiggésben lehetnek a
Drosophyla memoria gén (amnesiac) altal kodolt protein és a PACAP kozott fennallo
kifejlddésében ezen gén altal kodolt PACAP-szerli peptidek vesznek részt (DeZazzo et
al., 1999).

Jelenleg kevés adat van a PACAP in vivo hatasairdl a neonatalis viselkedésre. Néhany
tanulmany azonban bizonyitja, hogy a PACAP részt vesz az idegrendszer fejlédésének
szabalyozasaban. Mind a PACAP, mind pedig receptora széles korben expresszalodik
egér és béka veldcsOben, a patkdny embriok agyanak szamos teriiletén (Hu et al., 2001;
Sheward et al., 1998; Skoglosa et al., 1999; Waschek et al., 1997), és feltételezhetden
szerepe van az idegrendszeri mintazat formaldsaban és a neurogenezisben (Hansel et al.,
2001; Waschek et al., 1997). A fejlodé kéregben nagy mennyiségli PACAP mRNS
talalhaté a neuronalis migracio és fokozott neurondifferenciacio idején (Skoglosa et al.,
1999). A kisagyban a PACAP koncentracidja magasabb sziiletés utan, és néhany hét alatt
a felndtt szintre csokken, ami szintén a PACAP posztnatalis neuronalis fejlodésre kifejtett
hatdsanak bizonyitéka (Nielsen et al., 1998). Az oligodendroglia sejtek fejlédése soran a
PACAP stimuldlja a mitdzist, azonban atmenetileg késlelteti a sejtek érését, €s igy a
myelinizaciot (Lee et al., 2001). A PACAP myelogenezist késleltetd hatasanak abban
lehet szerepe, hogy igy a szinaptikus kapcsolatok jobban kifejlédhetnek (Lee et al.,
2001). Elektrofiziologiai mddszerekkel kimutattdk, hogy a PACAP excitatoros
transzmitterként miikodik 0jsziilott patkdnyok lumbosacralis vegetativ reflexeiben is
(Miura et al., 2001). A PACAP neurotrofikus hatdsanak egyik legfontosabb feltételezett
mechanizmusa a PACAP antiapoptotikus hatasa a fejlodo idegrendszerben. Ezt szamos in
vitro tanulmany igazolja embrionalis és felndtt sejtkultraban (Campard et al., 1997;
Chang et al., 1996, Hartfield et al., 1998; Oka et al., 1999; Tabuchi et al., 2001; Tanaka et
al., 1997). Az emberi PACAP génje a 18. kromoszoéman helyezkedik el, abban a
lokuszban, ami Osszefliggésbe hozhaté a holoprosencephalia egy formajaval, egy ismert
eldagyi fejlodési rendellenességgel (Chang et al., 1993; Hosoya et al., 1992; Sherwood et
al., 2000; Vaudry et al., 2000). Szdmos egyéb adat szo6l a PACAP szerepérdl a

cerebellaris neuronok, kérgi prekurzor sejtek, oligodendrocytdk és astrocytdk

crer
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Erhardt et al., 2001; Lee et al., 2001; Lu és DiCicco-Bloom, 1997; Nicot és DiCicco-
Bloom, 2001, Przywara et al., 1998; Tabuchi et al., 2001; Vaudry et al., 2000; Zupan et
al., 1998).

Hasonlo eredmények vannak a PACAP legkozelebbi rokon peptidjérdl, a VIP-rdl is. A
VIP-r6] kimutattdk, hogy részt vesz az idegrendszer fejlédésében, és széles kort
neuroprotektiv hatdsokkal rendelkezik. Szamos tanulmany igazolja, hogy a VIP ¢és
analdgjai neurotréfikus €s neuroprotektiv hatdst mutatnak in vitro és kiilonb6zo
betegségek allatkisérletes modelljében in vivo (Ashur-Fabian et al., 1999; Gozes, 2001;
Offen et al., 2000). Az idegrendszer fejlodésében betdltott szerepére utal, hogy a
PACAP-hoz hasonléan, kimutathat6 a duclécben a fejlodés folyaman (Garcia-Arraras et
al., 1987; Matsumoto, 1994), a vel6csé szdrmazékaiban magas a VIP kotd kapacitas és
embrionalis sejtkulturdkban fokozza a novekedést (Washek, 1995). Tobbek kozott
kimutattak, hogy a neonatalis VIP kezelés védelmet nytjt a kisérletesen létrehozott
periventricularis leukomalacidban, mely igen éretlen Ujsziilottek fehérallomanyi cisztikus
elvaltozasa (Gressens et al., 1997, 1998, 1999). Intrauterin VIP antagonista kezelés pedig
microcephaliat okozott az 0jsziilott egerekben (Gressens et al., 1994). Emellett 0jsziilott
patkanyok VIP antagonista kezelése késleltette a végtag rahelyezési reflex, a fogoreflex
¢s felegyenesedési reflex megjelenését, azonban VIP kezelésnek nem volt hatasa (Hill et
al., 1991). Feltételezhetéen a VIP fontos meghatarozoja a komplex motoros viselkedések
normalis kifejlodésének (Hill et al., 1991). Hasonloképpen jelen kutatasunk eredményei
arra a kovetkeztetésre vezetnek, hogy a PACAP is részt vesz a motoros képességek
kialakitasdban, és jelentdsen képes azokat tovabbfejleszteni. A posztnatalis fejlédés
szempontjabol egyik legfontosabb tényezd az 0jsziilott patkanyok taplaltsaga (Smart és
Dobbing, 1971), és noha néhany adat sz6l a PACAP folyadék- és taplalékfelvételt
befolyasold hatasarol (Chance et al., 1995; Morley et al., 1992; Puig de Parada et al.,
1995), nem talaltunk szignifikans eltérést a kiilonb6z6 csoportokba tartozo allatok napi
testsulyaban. Igy a sulybeli eltérések nem magyarazhatjak a PACAP kezelt patkanyok
jobb teljesitményét, a mogottes hatasmechanizmus felderitésére tovabbi kutatasok

sziikségesek.
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4.4. PACAP kezelés hatasa glutamat-indukalt 1ézioban

A normal éllatok fejléddését meggyorsitd dozisi PACAP kezelés képes volt enyhiteni a
glutamat-indukalta késleltetett fejlodést a felegyenesedési, mellsé 1ab rahelyezési és fogd
reflexekben, ¢és szignifikdnsan javitotta a reflexteljesitményt az elmozduldsi és a
felegyenesedési reflexekben, valamint a motoros koordinacioban két hetes életkorban.
Ugyanakkor nem volt képes kivédeni a glutamat hatasat a testsuly alakulasara, és a
nucleus arcuatusban bekovetkezett neuronpusztulast. Mivel a PACAP bizonyitottan képes
atjutni a vér-agy gaton (Banks et al., 1996), legvaldsziniibb az, hogy az alkalmazott
szisztémas dozis nagysaga nem volt elegendd a neuroprotekcidhoz az érintett teriileteken.
Ez magyarazhatja azt az irodalmi megfigyelést, hogy a PACAP in vivo védd hatasat csak
lokalis kezelések utan tudja kifejteni (Vaudry et al., 2000; Gressens et al., 2000; Arimura
et al, 1994). Az altalunk megfigyelt enyhe védd hatds azonban mindenképpen
reménykeltd, és tovabbi vizsgalatokra Osztondz az optimalis kezelési mod és dozis

megtalalasédhoz.

4.5. Ingergazdag kornyezet

Az idegrendszer fejlddése sordn alapvetd jelentdségiiek a kornyezeti ingerek. Noha a
genetikai hatas erdteljes az egyéni fejlodésre, de a kornyezeti hatasok hosszutavu
hatasokkal birnak. Mindkét fejlodést befolyasold tényezo zavara lehet kiilonb6z6 karositd
hatasokra val6 fokozott hajlam, vagy neurodegenerativ folyamatok hatterében (Koehl et
al., 2001).

Az ingergazdag kornyezet szdmos valtozast idéz eld az idegrendszerben, neurokémiai €s
morfoldgiai szinten egyardnt. A cortex vastagsiga nd, novekszik a dendrittiiskék
denzitasa a neuronokon, egyes neurotrofikus faktorok és receptoraik expresszidja
emelkedik €s szamos agyteriileten fokozodik a neurogenezis (Franklin et al., 2006; Pham
et al., 1999; Schneider et al., 2006; Segovia et al., 2006).

Azonban nem csak neurokémiai vagy morfoldgiai, hanem funkciondlis eltérések is

tapasztalhatok. Ingergazdag kornyezet hatdsara egyes tanulasi tesztekben, a szocialis
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viselkedésben és az exploracidés magatartasban is javul az allatok teljesitménye, valamint
csokken félelemérzetiik is (Fernandez-Teruel et al., 1997; Schneider et al., 2006; van der
Harst et al., 2003).

Irodalmi adatok alapjdn az ingergazdag kornyezet képes csokkenteni véaltozatos idegi
karosodasok negativ hatasait (Fischer és Peduzzi, 2007; Held et al., 1985; Iuvone et al.,
1996; Saari et al., 2001; Schneider et al., 2001; Schneider et al., 2006). Adoleszcens
korban alkalmazott ingergazdag kornyezet csokkenti a prenatalis stressz negativ hatdsait
(Morley-Fletcher et al., 2003).

Az ingergazdag kornyezet hatdsait vizsgald tanulményok tdbbsége azonban felndtt
allatokon torténtek, ahol az ingergazdag kornyezetbe csak az anyatol vald elvalasztast
kovetden, vagy mar felndttkorban keriiltek a kisérleti egyedek. Keveset tudunk azonban
arrol, hogy a korai, sziiletést kovetd iddszakban milyen hatdsai vannak az ingergazdag
kornyezetnek.

Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy Osszességében nézve az ingergazdag kornyezetnek
onmagaban nincs jelentdés befolyasold hatdsa ujsziilott patkanyok fejlodésére, annak
ellenére, hogy bizonyitott, hogy szamos novekedési faktor, mint példaul a VEGF ¢és
BDNF expresszidjat fokozza (Bengoextea et al., 2008; Franklin et al., 2006; Landi et al.,
2007). A stlyban tapasztalt csokkenés valdsziniileg abbdl adddik, hogy az ingergazdag
ketrecben az 4allatok tobbet mozognak a nagyobb ¢lettérben az egymassal és a
rendelkezésiikre allo targyakkal valo jaték soran. A bonyolultabb motoros koordinéacios
tesztekben azonban szignifikansan jobban teljesitettek az ingergazdag kornyezetben
tartott allatok, mint a hagyomanyos ketrecben nevelkedettek. Az open-field tesztben az
ingergazdag allatok harom hetes korban aktivabbnak bizonyultak, ez elsdsorban a
habituacioban nyilvanult meg. Tovabbi kutatdsokat igényel annak eldontése, hogy a
tapasztalt eltérések maganak az ingergazdag koérnyezetnek a hatasara torténtek, vagy
pedig az ingergazdag koOrnyezetben az anyadllat megndvekedett gondoskodo
magatartasanak koszonhetoek-e. Ismert ugyanis, hogy a megnovekedett aktivitas
onmagaban is fokozza a BDNF szintet a patkanyokban (Cotman et al, 2002), ugyanakkor
viszont a megnovekedett anyai gondoskodas is emeli a BDNF mRNS expressziot a

patkany hippocampusban (Liu et al.,, 2000). Ingergazdag kornyezet hatasara
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megemelkedik az anyaallat tejében az inzulinszerti novekedési faktor (IGF) szintje, ami

gyorsitja a retina fejlodését az 0jsziilott allatokban (Sale et al., 2007).

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy az ingergazdag kornyezet a szamos
neurokémiai €s morfologiai pozitiv hatasa ellenére nem gyorsitja jelentdsen az jsziilott
patkanyok fejlédését, azonban egyes bonyolultabb, Osszetett motoros koordinaciot
igényld tesztekben az ingergazdag kornyezetben nevelt 4allatok jelentdsen jobb

teljesitményre képesek.

4.6. Ingergazdag kornyezet hatasa natrium-glutamat Kivaltotta toxikus

1ézioban

Ebben a kisérletben csak az alacsony dozisti (2mg/testtémeg gramm) natrium-glutamat
kezelést probaltuk ki. Ez a dozis képes mar eldidézni a sulyos neurodegenerdciot a
retinaban €s a nucleus arcuatusban. Ugyanakkor ennek a dozisnak csupan enyhébb hatasa
van az altalunk vizsgalt neuroldgiai, motoros koordinacios és open-field tesztekben. Ezt,
a 3.1. fejezetben leirttdl enyhébb foku karosodast azonban nagymértékben csokkentette
az ingergazdag kornyezet. Ezek alapjan Ugy tlinik szdmunkra, hogy ugyan az
ingergazdagsdg Onmagdban nem valtoztatja jelentdsen a fejlddés menetét, azonban
egyfajta rezervet képez, ami a karositdé behatdsokkal szembeni nagyobb ellenalld
képességet, és az azokbodl vald jobb felépiilést eredményez. Jelen PhD. dolgozat témajaba
ugyan nem tartozik bele, azonban megemlitendd, hogy munkacsoportunk eldzetes
eredményei alapjan a retinalis degeneracioban igen jelentdsnek bizonyult az ingergazdag

kornyezet protektiv hatésa.
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4.7. Uj eredmények osszefoglalisa

Az irodalombol vett kiilonbozd neurologiai és motoros koordinacids, valamint
viselkedési tesztekbodl egy standardizalhatd rendszert hoztunk létre. Ennek segitségével
vizsgalhat6 ujsziilott patkdnyokban széles spektrumban a korai posztnatalis idegi
fejlodés.

Ennek a tesztrendszernek a segitségével kimutattuk a perinatalis natrium-glutamat
kezelés negativ, a fejlodést jelentdsen késleltetd hatdsat. Ezt a karositd hatast
ingergazdag kornyezet €s a (neurotrofikus faktorok csaladjaba tartozo, peptid) PACAP

kezelés képes volt csokkenteni.

Perinatalis hypoxia/ischaemia modellen is kimutattuk a kezelés rovid tavu negativ

kovetkezményeit, melyek prognosztikai jelentdségiiek lehetnek.

Kimutattuk, hogy normal 0jsziilott patkdnyok posztnatalis fejlodését szisztémasan adott
PACAP kezelés onmagaban gyorsitani képes, mig az antagonista PACAP6-38 adasa
enyhén késlelteti a fejlodést.

Az ingergazdag kornyezetnek onmagdban csak csekély hatasa van a fejlddés iitemére,
egyes bonyolultabb, fejlett motoros koordinaciot igényld tesztekben azonban jobban

teljesitenek az ingergazdag kdrnyezetben nevelt allatok.
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