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Bevezetés

Az Gjsziilottek 5-10%-at érintd perinatélis aszfixia sulyos, gyakran egész életen at hatd
kozponti idegrendszeri karosodasokat okoz, mint a mentalis retardacid vagy az epilepszia. A
hipoxids allapotok, mint az aszfixia és az agyi iszkémia, valamint a kdévetkezményes
gorcsrohamok alatt megsziinik az agyi metabolikus aktivitds és a vérataramlas egyensulya,
ami az agyi erek funkcidzavardhoz ¢és idegsejt karosodashoz vezet. A hipoxia mérséklésének
legelfogadottabb ¢és leggyorsabb modja a 100% O,-nel torténd 1élegeztetés, amelyet az
ujsziilottek gjraélesztéséhez az 1930-as évek oOta hasznalnak. Szamos tanulmany azonban azt
mutatta, hogy az oxigén tulkinélat sulyosbithatja a hipoxia altal okozott karosodast. Klinikai
vizsgalatok szerint az Ujsziilottek uGjraélesztése ugyanolyan eredményesen végezhetd
szobalevegd hasznélataval, mint 100% Os-nel. Nem tisztazott azonban, hogy a l¢legeztetéshez
hasznalt gazkeverék O, tartalma hogyan befolyéasolja a szovettanilag kimutathatdo koézponti
idegrendszeri karosodast. Ezért kisérleteink elsé részében megvizsgaltuk, hogy aszfixiat
kovetden a szobalevegdvel illetve oxigénnel végzett reventilacid hogyan befolyasolja az
idegsejtkarosodast €s az agyi vérkeringés valtozasait.

Az idegsejtkarosodas kialakulasahoz jelentds mértékben hozzajarulhat az agyi erek
agyi vérataramlas szabalyozasanak egyik legfontosabb tényezdje az artérias CO, tenzid. Az
ujsziilott agyi ereken a CO; ciklooxigenaz (COX) metabolitok kozvetitésével, endotélium-
fliggd uton fejti ki erdteljes értagitd hatasat. Az agyi erek CO,; irdnti valaszkészségét karositja
mind a hipoxia/iszkémia, mind az epilepszia, ezért ennek a valaszkészségnek a mérése az agyi
érfunkcio indikatoraként hasznalhatd. Az agyi érreaktivitdst a klinikai gyakorlatban a
cerebrovaszkularis rezerv kapacitassal jellemzik. Ennek meghatarozasa sordan a CO;
1élegeztetéssel vagy intravénds acetazolamiddal (AZD) kivalthatd agyi vérataramlas
fokozodast mérik valamilyen képalkotod eljarads hasznalataval. Az AZD gatolja a szénsav-
anhidrdz enzim mikodését a vesében, vordsvérsejtekben és a kozponti idegrendszerben,
amelynek eredményeként hiperkapnia és aciddézis jon létre. Felndttekben az AZD és a
hiperkapnia azonos mechanizmussal tagitja az agyi ereket, ez azonban Ujsziilottekben nem
ismert. Kisérleteink masodik részében Osszehasonlitottuk a hiperkapnia és az AZD Aaltal
kivéltott agyi érreakcidk mechanizmusat 0jsziilott malacokban.

A perinatalis agyi vérellatasi zavarok gyakori kovetkezménye az ujsziilottkori
epilepszias rohamok kialakuldsa. Az ujsziilottkori rohamok karositjak az agyi erek funkcidjat,

amely a késoéi posztiktalis szakaszban jelentkezik. Habdr a karosodas kialakulasanak



mechanizmusa nem ismert, allatkisérletes eredmények kimutattdk, hogy a posztiktalis agyi
¢érkdrosodas ellen a hem-oxigenaz enzim altal termelt szén-monoxid (CO) védelmet nyujt. A
hem-oxigendz fontos sejtszintll antioxidans, amely elbontja a prooxidans hem molekulat,
mikézben CO, antioxiddns hatast bilirubin és vas ionok keletkeznek. A CO tagitja az
ujsziilott agyi ereket, valamint hem tartalmi enzimekhez kotédve igen alacsony
koncentracioban szamos kedvezd hatast fejt ki: antioxidans, gatolja az apoptdzist ¢és
gyulladascsokkentd hatasu. A CO specifikus vizsgalatara lehetdséget nyujt a CO felszabadito
molekuldk hasznalata (CORM). Ezért kisérleteink harmadik részében azt vizsgaltuk, hogy a
CORM-A1 molekulaval torténd eldkezelés kivédi-e az epilepszia agyi érfunkciot karositd
hatésat.
Célkitlizések

Az agyi vérkeringés szabalyozdsanak mechanizmusait az 0jsziiltt malacban szamos
tanulmanyban vizsgaltdk mind élettani korliilmények kozott, mind hipoxids/iszkémids
karosodast kovetden. Ennek ellenére részleteiben nem ismert (1) a kapcsolat az agyi
vérkeringés valtozasai, az oxigén ellatottsag és az idegsejtkarosodas kozott, (2) fontos agyi
érreakciok mechanizmusa, (3) az agyi erek koros koriilmények kozott kialakuld funkcionélis
karosodasanak mechanizmusa. Habar az 0jsziilott malac modell klinikailag relevans modell,
kisérleteink célja nem terapids vagy diagnosztikus javaslatok felallitasa volt, hanem az agyi
vérkeringésszabalyozas szempontjabdl fontos élettani és korélettani folyamatok vizsgalata
kontrollalt kisérleti koriilmények kozott ujsziilott malacokban.

A tézisben bemutatott tanulmanyok célkitiizései:

I. Megvizsgaltuk, hogy 10 perc aszfixiat kovetden a szobalevegdvel (RA), illetve 100% O,-
nel (O,) torténd Gjraélesztés eltérden befolyasolja-e (1) az agy szdvettani elvaltozasait, (2) az agyi
vérataramlast a nagyagy- valamint a kisagykéregben, (3) a szisztémas keringési paramétereket.

II. Osszehasonlitottuk a hiperkapnia és az acetazolamid (AZD) altal kivaltott pialis arteriola
tagulat és agyi vérataramlas novekedés mechanizmusat. Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja
ezeket a reakciokat az (1) indometacin, (2) ibuprofen (két ciklooxigenaz gatlo), (3)
iszkémia/reperfuzio (I/R) és a (4) N-w-nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME, nem szelektiv
nitrogén-monoxid szintaz gatlo).

II. Vizsgaltuk, hogy a periféridsan bejuttatott CORM-A1 (1) képes-e CO-ot szallitani az
agyszovetbe, (2) az agyi vérkeringésre gyakorolt hatasai megfelelnek-e a CO hatasainak, és

(3) kivédi-e a kisérletes roham altal okozott, késén jelentkezd agyi érfunkcio zavart.



Moédszerek
Kisérleti allatok

Kisérleteinket 0-5 napos ujsziilott malacokon végeztiikk (1-2,5 kg). Minden eljarast a
Szegedi Tudomanyegyetem vagy a Tennessee Egyetem Egészségiigyi Kozpontjanak
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga engedélyezett. Az allatokat altatdsahoz natrium-
tiopentalt (45 mg/kg ip) vagy ketamin-acepromazin keveréket hasznaltunk (33 mg/kg és 3,3
mg/kg im). Az anesztéziat a-chloralose (30-40 mg/kg iv) adasaval tartottuk fent. A femoralis
artéridba ¢és vénaba egy-egy kaniilt helyeztiink, amelyen keresztiil vérnyomdst mértiink és
vérgaz vizsgalathoz vért vettiink, valamint a kisérlet soran alkalmazott gyogyszereket juttattuk
be. Az allatokat mesterségesen Iélegeztettiik és a testhOmérsékletiiket 37-38 °C kozott
tartottuk. Az agyi iszkémiat la koponyaiiri nyomas fokozasaval ¢€s egyideji vénas vérvétellel
hoztuk 1étre. Az kisérletes rohamokat pancuroniummal izomrelaxalt (0,2 mg/kg iv) allatokon
bicuculline-nal (3 mg/kg ip) valtottuk ki.
Az agyi érreaktivitas mérése

Az éllatok koponydjaba zart koponyaablakot {ltettink be ¢és intravitalis
videomikroszkdpia segitségével mértiik a pialis arterioldk atméréjét. A kisérletek soran 1-3
arteriolat vélasztottunk ki (60-100 pum). Az érreaktivitas méréséhez élettanilag fontos agyi
értagitd stimulusokat és anyagokat hasznaltunk, mint (1) hiperkapnia (10% CO;
belélegeztetés), (2) AZD (10-20 mg/kg iv), (3) CO (10"M-10"M) (4) CORM-A1 (10"M-10"
*M), (5) bradikinin (10°M), (6) izoproterenol (10°M), (7) hemin (10°M) és (8) nitroprusszid-
natrium (10°M). Vélaszként az 5-10 perc alatt megjelend maximalis értagulatot értékeltiik.
Az agyi vérataramlas mérése

Az agyi vérataramlast két csatornds lézer Doppler aramlasmérd segitségével mértiik. A
vérataramlast a nagyagykéregben parietdlisan illetve a kisagykéregben occipitalisan
elhelyezett probakkal regisztraltuk. Az eredményeket a kisérletek végén a Perisoft 1.30
program segitségével értékeltiik ki.
Neuropatolégiai pontszam

Az agyi szovettani karosodas megitéléséhez a kisérlet végén az agyakat kivettiik, majd
4% paraformaldehidben immerziosan fixaltuk. Az mintdkat a frontalis és temporalis
agykéregbdl, kisagybol, hippocampusbodl, bazalis ganglionokbodl és a hidbol metszettiik ki és
hematoxilin-eozinnal festettiik. Az idegsejtkarosodést két neuropatologus (Dr. Cserni Gabor

¢s Bori Rita) egymastdl fiiggetlentil értékelte egy 5 fokozati pontszdmrendszer alapjan.



CO koncentacié mérése: gazkromatografia-tomeg spektrometria

Az in vitro oldatok és az in vivo nyert mesterséges cerebrospinalis folyadék (CSF) CO
belsé standardot (*C'®0, 1 mM) tartalmazé iivegesékbe juttattuk és légmentesen lezartuk.
Melegités utan (70°C) a gaztérbdl nyert mintabol végeztiik a CO koncentracid mérését.
Statisztikai analizis

A csoportok kozotti szignifikans eltérések kimutatdsahoz egy vagy két utas variancia
analizist végeztiink, post hoc tesztként Dunnett vagy Student-Newman-Keuls tesztet
hasznaltunk. A csoporton beliili valtozasok kimutatdsdhoz ismételt méréses variancia analizist
¢s Tukey-Kramer tesztet alkalmaztunk.

Eredmények és megbeszélés
l. A szobalevegd és 100% O--nel torténé reventilacié hatasai

Az ¢élettani paraméterekben, mint a vérnyomas, szivirekvencia és vérgaz értékek, nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott. A vératdramlds mind a
nagyagykéregben, mind a kisagykéregben ~80%-kal csokkent az aszfixia alatt. A reventilacio
soran kezdeti reaktiv hiperémia alakult ki, amelynek mértékét a szobalevegdvel illetve 100%
O;-nel torténd 1élegeztetés nem befolyésolta. A két vizsgalt teriiletet 6sszehasonlitva azonban,
jelentdsen nagyobb mértékii reaktiv hiperémia jott 1étre a kisagykéregben a nagyagykéreghez
viszonyitva.

A szobalevegdvel illetve 100% O;-nel torténd l€legeztetés eltéréen befolyasolta az
idegsejtkdrosodast a vizsgalt agyteriileteken. Az aszfixia hasonlé mértékii kdrosodast okozott
a frontalis és a temporalis kéregben mindkét reventilacids csoportban. Azonban a kisagy és a
hippocampus teriiletén a 100% Oj-nel tortnénd Iélegeztés jelentdsen stlyosbitotta a
neuronpusztulast. Ezzel szemben a bazalis ganglionokban az aszfixia csak a szobalevego-
1élegeztetés esetén okozott jelentds karosodast. A hidban az aszfixia utdn nem alakult ki
szignifikans szdvettani eltérés.

A 100% Oj-nel torténd reventildcid a szovettanilag kimutathatd idegrendszeri
karosodas szempontjabol nem elénydsebb, mint a szobalevegd haszndlata az 1jsziilott
malacokban. Az egyes agyteriiletek O,-toxicitds iranti érzékenysége szamos tényezotol
fiigghet, pl a helyi vératiramlas mértékétdl. A reaktiv hiperémia sordn az agyszdvetben az
ujra megjelend 0O,-b6l jelentds mennyiségli oxigén-szabadgyok képzddik, amely
nagymértékben hozzajarul az idegsejtkarosodas kialakulasahoz. Feltételezhetd, hogy minél

nagyobb mértékli a reaktiv hiperémia, annal jelentésebb az O,-tilkinélat, a szabadgyok
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képzddés és az idegsejtkarosodds, amely magyarazhatja a kisagykéregben megtfigyelt
eredményeinket.
Il. A hiperkapnia és az acetazolamid altal kivaltott agyi érreakciok

A hiperkapnia koncentracio-fiiggd pidlis arteriola tagulatot és nagyagykérgi
vérataramlas emelkedést hozott 1étre. Az AZD hasonl6 hatést fejtett ki, amely a maximumat
10-15 perccel a beadas utan érte el (10 mg/kg iv), ez a hatas azonban tovabbi AZD
bejuttatasaval nem volt fokozhato (20 mg/kg). Az AZD éltal kivaltott agyi érvalasz nem érte
el a 10% CO, hatasat, ezért ujsziildttekben az AZD valésziniileg alabecsiili az agyi erek CO;
iranti valaszkészségét.

Ennek ellenére a hiperkapnia és az AZD valdsziniileg azonos vagy hasonlo
mechanizmussal okoznak agyi értdgulatot €és vérataramlds novekedést. A két anyag altal
kivaltott agyi érvalaszokat az indometacin teljesen meggatolta, az iszkémia/reperfizio
jelentésen csokkentette, mig az iboprofen és az L-NAME nem befolyasolta.

Az AZD enyhe artérids hipercapniat okoz, amely hozzajarulhat az agyi értagulat
kialakuldsdhoz, de 6nmagéban nem magyarazza a 1étrejottét. Habar az AZD az agyszdvetben
acidozist hoz létre, a vér-agy gaton sokkal lassabban jut 4t, mint ahogyan az agyi érvalaszok
megjelennek. Ezért valoszinli, hogy az AZD nem az agyi parenchymaban, hanem vér-agy
gaton kiviil, az agyi erek endotheliumdban nagy mennyiségben taldlhatd szénsav-anhidraz
enzimek gatlasan keresztiil fejti ki a hatasat.

lll. Agyi érfunkcié epilepszia és CORM-A1 kezelés utan

A CORM-A1 az agyfelszinére juttatva (10"M-10"*M), a periarachnoidealis CSF-ben
szisztémas beadasat kovetden (2 mg/kg iv vagy ip) szintén emelkedik a periarachnoidalis CSF
CO koncentracidja és pialis arteriolatagulat jon 1étre. Ennek a valasznak a maximuma 20-40
perc elteltével jon létre, és 60-90 perc elteltével a nyugalmi szintre all vissza. Ezek az
eredmények azt tamasztjak ald, hogy a CORM-A1 molekula képes CO molekulat szallitani az
agyszovetbe, amely ott kifejti a CO biologiai hatasait.

A kisérletes rohamok csokkentik az agyi erek valaszkészségét, amely a késdi
posztiktalis szakaszban jelenik meg. Két nappal a kisérletes rohamot kovetden az agyi erek
bradikininnel, heminnel, €s izoproterenollal kivalthatdo értagulata jelentdsen csokkent a
kontroll csoporthoz képest, mig a nitroprusszid-natriumra adott valasz valtozatlan maradt. A
CORM-A1 elokezelés (2 mg/kg 30 perccel a roham kivaltasa el6tt) jelentsen javitotta a pialis

arterioldk valaszkészségét, azonban a CORM-Al oOnmagiban nem befolyasolta az agyi



érreakcidkat. Nem ismert, hogy a rohamok milyen mechanizmussal okozzdk az agyi erek
funkcidzavarat. A rohamok soran az idegsejtek metabolizmusa jelentdsen fokozodik, amellyel
azonban az agyi vérataramlas emelkedése nem tart egyenstlyt. Ennek kovetkezményeként az
agyszovet viszonylagos hipoperfuzioja és mérsékelt reaktiv oxigéngyok termelés jon létre,
amely Onmagaban is az érreaktivitds karosodasdhoz vezethet. Az érkdrosodas késdi
megjelenése arra utal, hogy kialakuldsdhoz hozzajarulhat apoptdzis vagy pedig idegrendszeri
gyulladas is. A CO fokozhatja a rohamok alatt az agy vérellatasat, gatolhatja az oxidativ

stressz, apoptozis és gyulladas kialakuldsat, ezéltal javithatja a posztiktalis agyi érfunkciot.

Osszefoglalas és kovetkeztetés

A tézisek alapjaul szolgald tanulmanyokban ujsziilott malacokban olyan kisérleti
koriilményeket hoztunk Iétre, amelyek az agyi vérkeringésszabalyozas zavarat okozzak. Ezek
az allapotok klinikailag relevansak, hiszen az jsziilottekben agyi hipoxids allapotok, mint pl
aszfixia illetve agyi iszkémia, és a rohamok igen gyakran el6fordulnak. Ezen allapotok
kovetkezményeként hosszi tdvon fennalld idegrendszeri kérosodas alakulhat ki, amelyet az
agyi erek funkcidzavara jelentdsen sulyosbithat.

A perinatalis agykarosodast kivalté allapot gyakran korhdzi megfigyelés alatt allo
ujsziilottekben jon létre. Ilyen esetben a fenyegetd agykarosodas gyakran megjosolhato, és
elegendd terapias ablak allhat rendelkezésre diagnosztikai €s terapias eljarasok elvégzésére, ¢s
a masodlagos karosodas kialakulasdnak megelézésére. Ezek az eljarasok azonnal
elkezdddhetnek a megfeleld ujraélesztési modszer megvalasztdsaval. 2004-2005-ben, amikor
kisérleteink els6 részét végeztiik, az American Heart Association akkor érvényes ajanlasa az
ujsziilottek Gjraélesztéséhez a lehetd legmagasabb O, koncentracié biztositadsat javasolta. Az
American Academy of Pediatrics and the American Heart Association 2007-ben megjelent
leglijabb ajanlasa szerint valogatott klinikai koriilmények kozott az  Ujraélesztés
szobalevegdvel is megkezdhetd, illetve a 100% O, a megfeleld szaturacid elérése utan
szobalevegore cserélendd.

A kisérletes koriilmények kozott igéretes neuroprotektiv eljarasok sajnos a klinikai
gyakorlatban gyakran eredménytelennek bizonyulnak. Az agyi erek védelme hozzajarulhat
ezek sikerének noveléséhez. Eredményeink szerint az AZD a felndttekhez hasonldoan
ujsziilottekben is alkalmas lehet a cerebrovaszkularis rezerv kapacitds mérésére. Ennek eldnye
lehet a hiperkapnia 1étrehozasaval szemben, hogy a betegtél nem kivan kozremiikodést, mint

a lélegzet visszatartasa. Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy az AZD alabecsiilheti az



erek CO, iranti valaszkészségét. Kisérleteink sordn a CORM-A1 védelmet nytjtott a

kysérletes rohamok altal okozott agyi érkarositd hatasaval szemben. A CORM-Al ezért

igéretes kiindulasi alapot jelenthet tovabbi, agyi ereket védo szerek kifejlesztéséhez.
Kisérleteink 1) eredményekkel segitik az agyi vérkeringés szabalyozasanak

megismerését hipoxias és epilepszids ujsziilottekben.

Koszonetnyilvanitas

Tisztelettel koszonom témavezetOmnek, Prof. Bari Ferencnek, hogy lehetové tette
szamomra a tudomanyos kutatdmunka végzését. Segitdkészségével, 6sztonzd javaslataival és
mindennapos tdmogatdsaval segitett, hogy megismerjem az agyi vérkeringés kutatdsanak
alapjait, és itmutatast nyujtott a kisérletek elvégzésében. Kiilon koszondm neki a disszertacio
elkészitésében nyujtott segitségét és az ezzel kapcsolatos ligyek intézését. Koszondm Dr.
Domoki Ferencnek, hogy megtanitotta nekem azokat a miitéti ¢és kisérleti technikdkat,
amelyekre a munkdm soran sziikségem volt. Koszondm neki a kdzds munka sordn nyujtott
szakértd segitségét és a kéziratok elkészitését, amelyek a jelen tézisek fontos részét képezik.
Szeretném megkdszonni Prof. Helena Parfenovanak és Prof. Charles W. Lefflernek, hogy
dolgozhattam a laboratoriumukban az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Tennessee-ben, a
memphisi Egészségtudomanyi Kozpont Elettani Intézetében. Oszintén koszonom Toth-Sziiki
Valéridnak a kifogyhatatlan tiirelmét és a kivald technikai és emberi tdmogatast. Végiil
koszonetet mondok barataimnak ¢€s kollégaimnak az elmult években tantsitott baratsagukért

¢s épitd javaslataikeért.
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