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BEVEZETES

A hipoxias-iszkémias enkefalopatia (HIE) olyan akut/szubakut agyi karosodas, melyet az ujsziilottben a
perinatalis idészakban bekovetkezd aszfixia (perinatalis aszfixia, PA) hoz létre. A PA kialakulasa soran a
gazeserezavar kovetkeztében egyre sulyosbodd hipoxia, hiperkapnia és acidozis alakul ki, mely
hemodinamikai ill. mechanikai okok miatt az agyi véraramlas csokkenésével is tarsulhat. A PA prenatalis
klinikai felismerése nehéz, hiszen bizonyos mértékii PA a legtobb hiivelyi sziilés soran kialakulhat, igy a
klinikai gyakorlatban a HIE-hez vezet6 stlyos PA klinikai diagndzisa a kovetkezé feltételek egyiittes megléte
esetén allithatd fel: 1) a koldokartériabol nyert vérmintaban mért stlyos acidozis (pH<7.0, bazis hiany>12
mmol/l), 2) 5 percen tal mért alacsony (0-3) Apgar pontszam, 3) idegrendszeri tiinetek (tudatzavar,
gorestevékenység, izomhipotonia) és 4) sokszervi elégtelenség jelei. A nemzetk6zi becslések szerint a stlyos
PA kb. két millio ujsziildttet érint évente vilagszerte. A PA/HIE kimenetele igen valtozatos, a PA/HIE altal
okozott halalesetek feleldsek a csecseméhalandosag legnagyobb hanyadaért (~6-800.000 wjsziilott/év, ~23%),
a HIE akut szak tulélgiben pedig az idegrendszeri maradvanytiinetek folyamatos spektruma figyelheté meg. Ez
a spektrum a teljes tlinetmentességtél az enyhébb kognitiv-szocialis (pl. tanulasi v. figyelemzavaros)
tiinetcsoportokon, epilepszia szindromakon keresztiil a stilyos mentalis retardacion at a sulyos szenzomotoros
deficittel jard cerebralis parézis (CP) kialakulasaig, sot akar a késoi mortalitasig is terjed. A HIE betegek
mintegy fele (20-50%, ~500.000 ujsziilott/év) marad sulyos fogyatékkal é16 a gyermekkor végére. A HIE
mortalitisanak és a shlyos fogyatékkal tulélék aranyanak csokkentése a gyermekgyogyaszat egyik

legfontosabb kihivasa.

Egy évtizeddel ezeltt még csak a tiineti intenziv terapia allt rendelkezésre a HIE kezelésére. Mara
azonban a testhiités, a terapias hipotermia (TH) is elérhetévé valt. A TH az egyetlen engedélyezett
neuroprotektiv kezelés, mely bizonyitottan csokkenti a HIE mortalitasat és a maradvanytiinetek sulyossagat.
Sajnos a TH hatékonysaga sem teljes, ezen kiviil a kezelésnek silyos mellékhatasai is lehetnek (pl. alacsony
szivfrekvencia és hipotenzio, hiperkalémia, véralvadasi zavarok). Tovabbi neuroprotektiv terapiak

kidolgozasara van tehat sziikség, melyek a TH-t kiegészitik, esetleg helyettesithetik.

A Klinikai célok elérésében a felfedezé kutatasok és azon beliil az in vivo allatmodellek jelentdsége
vitathatatlan, hiszen azok egyarant lehetéséget biztositanak a PA/HIE molekularis patomechanizmusainak
feltérképezésére és a neuroprotekcidt célzo terapiak tanulmanyozasara is. A PA/HIE tanulményozasanak egyik
legkritikusabb pontja a helyes allatmodell megvalasztisa ahhoz, hogy a PA/HIE Klinikai képébdl mar jol
ismert valamennyi metabolikus (pl. Oz szaturacid, vércukorszint, laktatszint) és funkcionalis (pl.
szivfrekvencia, vérnyomas, agyi elektromos aktivitas) valtozas megjelenjen a modellben is. Az elmult években
részben pedig a kutatok hipotéziseit tiikrozve. A PA/HIE molekularis mechanizmusainak felderitéséhez
elssorban a kisallatmodellek (pl. tengerimalac, patkany, nyul, egér) jarultak hozza, mig a nagyallatmodellek

(pl. barany, kutya, majom és malac) elénye a szélesebb korii fiziologiai monitorizalasi lehetdségekben és a



nagyobb klinikai transzlacids potencialban rejlett. Az allatmodellek koziil az wjsziilott sertés valt talan az érett
human 0jsziilott egyik legfontosabb nagyallat modelljévé. A faj elénye, hogy egyrészt viszonylag konnyen
beszerezhetd, masrészt az 0jsziilott sertés kozponti idegrendszeri fejlettsége, agyi metabolizmusa a sziiletéskor
sok hasonlosagot mutat az érett human ujsziilottével. Ezzel a fajjal is szamos PA/HIE modellt kozoltek, csak
néhany példat emlitve: szelektiv globalis agyi iszkémia eldidézése koponyaiiri nyomasfokozassal, aszfixia
kialakitasa a lélegeztetés felfiiggesztésével, kétoldali légmell kialakitasaval, vagy szivmegallassal. Ma
leggyakrabban hipoxias gazelegy lélegeztetésével hoznak létre HIE-t, melyet egyes kutatocsoportok
reverzibilis kétoldali karotisz artéria okkluzioval tarsitanak. Azonban ezekben a modellekben nem mindig
mutathat6 Ki hiperkapnia, noha ez fontos komponense a PA-nak, ugyanakkor a mechanikus érelzaras human

patofiziologiai relevanciaja is megkérddjelezhetd.

A HIE sulyossaganak csokkentését célzo idealis neuroprotektiv kezelés tulajdonsagai a kovetkezok
lennének: 1) potens neuroprotekcio transzlaciés PA/HIE allatmodellekben majd klinikai vizsgalatokban, 2)
olcsé és egyszerl klinikai alkalmazas, 3) nincs/csekély mellékhatas, 4) penetracios képesség a vér-agy gaton
keresztiil, és végiil 5) gyors clearence. A PA/HIE allatmodellekben szamos neuroprotektiv terapias eljaras,
koztiik a ma mar human terapiaban is alkalmazott TH bizonyult hatasosnak, de ezek koziil néhany az észlelt
mellékhatasok miatt (pl. nicardipin, magnézium) nem jutott el a klinikai tesztekig. Jelenleg is tobb aktiv
kutatasi projektben folynak vizsgalatok 0j neuroprotektiv beavatkozasok hatékonysaganak bizonyitasara. A
xenon (Xe) lélegeztetés TH-val kombinalva additiv neuroprotektiv hatdst mutatott wjszilott PA/HIE
sertésmodellben, azonban e draga nemesgazzal végzett klinikai vizsgalatok eddig nem igazoltak, hogy a HIE
kimenetele jobb lenne a csupan TH-val kezelt ujsziilottekhez képest. A Xe igen draga, ami rutinszerii
alkalmazasat a PA/HIE-vel érintett Gjsziilottek tobbségét add fejlédé orszagokban gyakorlatilag kizarja. A
xantin-oxidaz gatlo allopurinol a klinikai vizsgélatokban csak az enyhébb HIE esetekben hozott kedvezd
eredményeket human aszfixias ujsziiléttekben. A biztaté allatkisérletes eredmények alapjan varhaté a klinikai
vizsgalatok megkezdése néhany tovabbi gyogyszer esetében. Ilyen az antioxidans hatasu N-acetilcisztein,
mely a paracetamol mérgezés ellenszere, tovabba az endogén anyagok koziil a melatonin és az eritropoetin,

melyek gyulladasgatlé hatast fejtenek ki, ill. csokkentik az apoptotikus idegsejtkarosodast.

Munkacsoportunk kutatisainak kozéppontjaba a molekularis hidrogén (Hz2) neuroprotektiv hatisanak
vizsgalatat allitotta. 2007-ben a Nature cimii folydiratban jelent meg Ohsawa és mtsai. kozleménye, miszerint
2-4% Ha belélegeztetése jelentdsen csokkenti az elhalt agyteriilet nagysagat felndtt patkany szélités
modellben. Laboratériumunk korabbi eredményei szerint ujsziilott malac HIE modellben a Ha csokkentette az
un. neurovaszkularis diszfunkciot PA utan, azaz csokkentette az agyi erek valaszkészségének karosodasat
kiilonboz6 vazoaktiv ingerekre. A Hz neuroprotektiv hatasanak feltarasat azonban korabbi vizsgalatainkban
megnehezitette, hogy az alkalmazott PA csak viszonylag kismérték{i neuronkarosodashoz vezetett, igy

szignifikans jotékony hatast a legtobb agyi teriileten nem lehetett kimutatni.



Folytatva a Hz neuroprotektiv hatasanak vizsgalatat, jelen tézis célkitiizései a kovetkezék voltak:

1

2)

3)

4)

Megvizsgalni, hogy az irodalomban eddig kozolt ujsziiltt sertés PA/HIE modellek milyen hatassal
vannak az agykérgi mikrocirkulaciora, kiilonos tekintettel arra, hogy a karotisz artéria kétoldali
leszoritasa csokkenti-e az agykérgi perfuziot.

A tapasztalatok alapjan 1étrehozni és jellemezni egy olyan uj PA/HIE modellt, mely minél jobban
megkozeliti a PA human klinikumban megfigyelt fenotipusat. A modell jellemzése soran leirni a
PA/HIE metabolikus, mikrocirkulacios, hemodinamikai, és az agyi elektromos aktivitasra gyakorolt
hatésait, valamint meghatarozni a PA/HIE soran az agykérgi interstitium pH valtozasait.

Az uj PA/HIE modell felhasznalasaval megvizsgalni a Hz neuroprotektiv hatasat
elektroenkefalografia (EEG) és a neuronalis karosodas neuropatologiai kimutatasanak segitségével.
Megvizsgalni, hogy a H. csokkenti-e az oxidativ idegsejtkdrosodast az alkalmazott PA/HIE
modellben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok
Kisérleteinket him, 0jsziilott (~1 napos) sertéseken (m=1.5-2.5 kg, n=48) végeztiik. Az ip. tiopental altatast
kovetden a malacokat tracheotomizaltuk, intubaltuk, majd orvosi szintetikus levegével (FiO2=0.21)
mesterségesen lélegeztettiik (1égzésszam: 30-35/perc, belégzési csiicsnyomas:120-135 vizmm) a kisérlet teljes
ideje alatt. A jobb oldali femoralis vénaba egy katéter behelyezését kovetéen folyamatos morfin-midazolam
altatast és folyadékpotlast biztositottunk a kisérletek végéig. Az artérids vérnyomast invaziv mérési
technikaval, a karotisz artériaba helyezett kaniil segitségével mértiik, kivéve abban a kisérleti csoportban ahol
a karotisz artéria leszoritas hatasat vizsgaltuk, ott a femoralis artériat kaniilaltuk. Ebben a kisérleti csoportban a
karotisz artéridk koré 1-1 felfijhatdo mandzsettat helyeztiink az erek leszoritasa céljabol.
Minden kisérleti csoportban 6rz6monitor segitségével, a kisérletek teljes ideje alatt monitoroztuk és rogzitettiik
az EKG-t, a vérnyomas, a szivfrekvencia és a bér Oz szaturacid értékeket. Szervo-kontrollalt melegit6
segitségével allando (38.5+0.5°C) maghdémérsékletet biztositottunk. Artérids vérmintakbol rendszeresen
ellendriztiik a vérgaz és a metabolikus értékeket.
Az altalanos miitéti beavatkozas utan a malacokat 6 kisérleti csoportba soroltuk:
1. csoport (n=7), karotisz artéria kétoldali leszoritasanak (2-2 perc) hatésait vizsgaltuk 1ézer foltinterferencia

képalkotassal (laser speckle contrast imaging, LSCI) kiilonb6z6 1élegeztetési protokollok alatt.

N

csoport (n=7) kontrol csoport; miitéti protokoll elvégzése utan 24 orat talélt malacok.

hed

csoport (n=8) aszfixias csoport; a PA-t 6%02-20%CO; gazkeverék 20 perces I¢legeztetésével indukaltuk,

majd 24 6ran keresztiil leveg6vel 1élegeztettiik a malacokat.

4. csoport (n=8) aszfixiat+hidrogénes csoport, a molekularis Hz neuroprotektiv hatasanak vizsgalatara az
aszfixiat kovetd 4 oraban Hz gazt tartalmazo levegével, az azt koveté 20 ordban pedig orvosi
szintetikus levegvel 1élegeztettiik a malacokat.

5. csoport (n=5) aszfixia+LSCI csoport: az aszfixia agykérgi mikrocirkulaciora gyakorolt hatasait
vizsgaltuk LSCl-vel.

6. csoport (n=13) agykérgi intersticialis pH méréseket végeztiink a PA/HIE modellben.

LSCI és képanalizis

A szemikvantitativ modszer 1ényege, hogy segitségével meghatarozhatd a mintarol visszavert lézerfény
szorasi interferencia-mintazat autokorrelacios ideje (t), melynek reciproka (1/t) aranyos a mozgd részek
(vorosvértestek) aramlasi sebességével. Az 1. és az 5. csoportban vizsgalt malacok fejét sztereotaxias keretbe
rogzitettiik, majd kraniotomia és a dura mater eltavolitas utan a parietalis koponyacsontba zart koponyaablakot
implantaltunk. A koponyaablakba épitett szondakon keresztiil a szubarachnoidalis teret melegitett, mesterséges
cerebrospindlis folyadékkal toltottik fel. A képalkotast a munkacsoportunk kozremiikodésével fejlesztett,
egyedi tervezésli operacios mikroszkophoz csatlakoztatott LSCI eszkozzel végeztik. Az agykéreg felszinét

diodalézerrel (A=808 nm, 200 mW) vilagitottuk meg, a visszavert fényt a mikroszkophoz csatlakoztatott

4



monokrom kameraval képsorozatokon rogzitettiik (1 Hz, 2 msec). Az igy késziilt képeket offline, a
munkacsoport altal fejlesztett LabView hatterii szoftver segitségével értékeltiik: minden képsorozaton a pialis
artériakon (1. csoport), ill. a felszini erek altal nem fedett agyi parenchiman (1. és 5. csoportok) 4-4 vizsgalati
teriiletet (region of interest, ROI; 5x5 pixel, ~100 pm?) jeldltiink ki. Az egyes ROI-ban meghatarozott 1/t
értékeket allatonként atlagoltuk, az alaphoz normalizaltuk majd a relativ valtozasukat fejeztiik ki az
alapértékekhez képest. A pidlis ératmér§ valtozasokat is a sajat tervezésii szoftver segitségével hataroztuk

meg.

3. Karotisz artéria leszoritas
Az agykérgi perfuziot LSCI segitségével vizsgaltuk. Az 1. csoportban a kisérlet soran az agykérgi
aramlast alaphelyzetben, hipoxia alatt (FiO2=0.1) majd a lélegeztetés felfiiggesztésével kivaltott aszfixia alatt
is regisztraltuk. A karotisz artéridkra felhelyezett mandzsettak felfujasaval 2-2 perces okkliziot hoztunk létre

alaphelyzetben, majd a hipoxia 5. és 30. percében.

4. PA/HIE kisérleti csoportok

Az altatott malacokat nyitott inkubatorba helyeztik (2., 3. és 4. csoport). A kordbban ismertetett
paraméterek mérése mellett, ezeknél az allatoknal a talélés 12. orajaban holyagpunkciot végeztiink, hogy
eltavolitsuk a vizeletet, a fertdzések elkertilése érdekében a kisérlet kezdetén és a 12. 6raban iv. antibiotikumot
(Penicillin+Gentamicin) adtunk. Az esetlegesen fellép6 gorcsoket iv. midazolam segitségével kezeltiik.
Az athelyezést, instrumentalast és ellatast kovetd 1 oras stabilizalodas utan a malacokat random 3 csoportba
soroltuk: kontrol - 2. csoport, aszfixia - 3. csoport és aszfixiathidrogénes - 4. csoport. Az aszfixias
csoportokban az aszfixiat egy hipoxids-hiperkapnids (6%02-20%CO2) gazkeverék 20 perces 1élegeztetésével
idéztiik eld, felezett (15/perc) légzésszam mellett. Az aszfixias csoportot az inzultus utan 24 o6ran keresztiil
levegével (légzésszam: 30/perc), mig az aszfixia+hidrogénes csoportot a tlélés elsé 4 orajaban molekularis

Hoa-t tartalmazd gazeleggyel (2.1%Hz, 21%02, N2), majd ezt kovetSen levegdvel 1élegeztettiik.

5. EEG
Az elézbekben ismertetett PA/HIE csoportjainkban a fronto-parietalis és occipitalis kéreg folé szirt
szubkutan elektrodak segitségével rogzitettiik az agyi elektromos aktivitast (impedancia: <SkOhm, ateresztd
filterek: 1-70 Hz, mintavételezés: 250 Hz). Az adatokat offline, kétféle modszerrel elemeztik ki: 1)
szemikvantitativ pontozassal, és 2) teljesitménysiiriiség (power) spektrum analizissel. A szemikvantitativ
skala segitségével jellemeztiik az EEG amplitadojat és folyamatossagat, ahol az alacsony pontszamok (1-3)
nagy- (>10 uV), mig a magas pontszamok (4-7) kis amplitudoji (<10 pV) EEG aktivitasnak feleltethetok meg.
A teljesitménysiiriiség-spektrum analizishez ugyanezen 10 perces intervallumok EEG szakaszainak gorbe
alatti teriiletét vizsgaltuk, és meghatdroztuk az adott szakasz teljes spektrum nagysagat (uV2), mely az

individualis frekvencidk teljesitménysiiriiség-spektrumanak matematikai 6sszegébdl szamolhato ki.



6. Agykérgi pH mérések

A 6. csoport malacait is sztereotaxias keretbe rogzitettik majd a parietalis kéreg feletti kraniotomiat és
dura eltavolitast kovetéen pH szenzitiv mikroelektrodot helyeztiink az agykéregbe 1-2 mm mélyre. A sajat
keziileg készitett eziist/eziistklorid referencia elektrodot egy masodik kraniotomian keresztiil a kontralateralis
agykéregbe szartuk. A mérések el6tt a mikroelektrodot 3 kiilonboz6 (pH: 6.1, 7.1 és 8.1) elomelegitett,
pufferelt pH oldatban kalibraltuk. A mikroelektréd és referencia elektrod kozotti fesziiltségkiilonbséget
felerdsitettiik, egyendaramma alakitottuk, vizualizaltuk és rogzitettiik a WinEDR szoftver segitségével. A
regisztratumok kiértékelése offline tortént: a kalibraciés pontokra egyenest illesztve meghataroztuk a gorbe
meredekségét €s a potencidlkiilonbséget egy pH skalan fejeztiik ki. Mivel a modszer ismételt kalibracio nélkiil
csak korlatozott ideig biztosit pontos adatokat, igy meghatarozott iddintervallumokban tortént az agykérgi pH

(8-14 &s 20-24h kézott) iddpontjaiban.

7. Szivettani értékelés

A Kkarotisz artéridkba vezetett katétereken keresztiil a malacok agyat (2., 3. és 4. csoportok) hideg
fiziologids sooldattal perfundaltuk 24 oraval az aszfixia utdn. Az agyakat 2 hétig immerziosan fixaltuk 4°C,
4% paraformaldehid oldatban, majd a paraffinba agyazott, 4 pm vastagsagli metszeteken, hematoxylin-eozin
festést kovetden meghataroztuk az agyi karosodas mértékét. Az agykérgi karosodast egy, az irodalombol
szarmaz6 neuropatologiai pontozassal értékeltiik ki: valamennyi (frontalis, parietalis, temporalis, occipitalis)
lebenyben 20-20 egymast nem fedd latdteret (200x nagyitas) megvizsgalva meghataroztuk a legsulyosabb
sériilési (nincs<elszort<laminaris<teljes kéregre kiterjedd) mintazatot, majd ennek az eléfordulasa alapjan
(%/20 1atotér) neuropatologiai pontszamokat (0-9) adtunk. A kisagyi Purkinje sejtek, térzsducok, talamusz és a
hippokampalis CA1 és CA3 régiok karosodasat sejtszamlalassal (200x nagyitas, 10,5,5,3,3 egymast nem fedd
latoterek) értékeltiik ki és %-ban adtuk meg a sériilt neuronok aranyat. Végezetiil, hogy dsszehasonlitsuk jelen
PA/HIE modelliinket a munkacsoport korabban alkalmazott aszfixias kisérleti modelljével (Iélegeztetés 8
perces felfiiggesztése), megismételtiik a korabbi kisérleteinkbdl szarmazo agykérgi mintak kiértékelését a

jelenlegi pontozasi modszer segitségével.

8. 8-hydroxy-2’-dezoxyguanosine (8-OHdG) immunhisztokémia
A 2., 3. és 4. csoport malacainak paraffinba agyazott agymintaibol, szoveti mikroarray technikaval, 4 um
vastagsagli metszeteket készitettiink. A metszeteken immunfestéautomataban, 8-OHdG immunhisztokémiai

festést végeztiink. A metszeteket digitalizaltunk és sejtszamlalassal meghataroztuk a 8-OHdG immunpozitiv

9. Neuron specifikus enoldz (NSE) ELISA
A 2., 3. és 4. csoport malacaibdl a kisérlet meghatarozott iddpontjaiban (alap, aszfixia 18. perce, talélés 4.

¢és 20. oraja) ~1 ml artérias vért vettink EDTA-val bevont centrifuga csévekbe, majd 40 pl proteaz inhibitor



koktéllal (gyartoi ajanlas alapjan) kiegészitve 2200 g-n, 4°C-n, 5 percig centrifugaltuk. Az igy nyert
plazmamintakat -80°C-n taroltuk a mérések elvégzéséig. A plazmak NSE tartalmat sertés specifikus ELISA kit

és spektrofotométer (A=450 nm) segitségével hataroztuk meg.

10.  Statisztikai analizis

Az adatokat egy-, illetve két szempontos, ismételt méréses varianciaanalizissel elemeztiik, post hoc
tesztként Student-Newman-Keuls (SNK) tesztet alkalmaztunk. Nem parametrikus adatok esetén a Kruskal-
Wallis probat alkalmaztunk, SNK post hoc teszttel. Adatainkat atlag+atlag hibaja (mean+S.E.M.) formaban

prezentaltuk és a p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifiknsnak.



EREDMENYEK

1. Kétoldali karotisz artéria leszoritas hatisai az agykérgi véraramlasra

Kisérleteink kezdetén minden kisérleti csoport, valamennyi kisérleti allatanak vitalis paraméterei

fiziologias tartomanyban voltak, az 1. csoport értékei: rektalis hdmérséklet: 38.5+0.5°C, O2 szaturacio:
94+1%, artérias kozépnyomas: 79+3 Hgmm és szivfrekvencia: 163+1/perc.
Az 1. csoportban alkalmazott hipoxias lélegeztetés (35 perc; FiO2=0.1) végére acidozis (pHa: 7.42+0.03-r6l
7.29+0.04-re) és hipoxia (Pa0O2:79+8-r61 22+2 Hgmm-re) alakult ki, véltozatlan CO2 szint (PaCO2: 37+7-r61
37+5 Hgmm-re) mellett. A levegdvel tortént reoxigenizacid normalizalta a vérgaz értékeket, majd az ezt
kovetd aszfixias stressz (Iélegeztetés 7 perces felfiiggesztése és az endotrachealis tubus lezarasa) sulyos
acidozist (pHa: 6.7340.02), hipoxiat (PaO2: 14+3 Hgmm) és hiperkapniat (PaCO2: 87+6 Hgmm) okozott, mely
a reventilacio soran rendezddott.

Az 1. kisérleti csoport allatain mért agykérgi alaparamlas nem valtozott a 2 perces, kétoldali artéria
karotisz okkluzié hatdsara. A hipoxids Iélegeztetés hatdsdra jelentés mértékli vazodilaticio és
aramlasfokozdodas jott 1étre, azonban a hiperémia nagysagat/lefolyasat nem befolyasolta a hipoxids inzultus 5.
és 30. percében alkalmazott kétoldali karotisz artéria leszoritas.

Az aszfixia jelentds hipoperfuzioval jart, mely a reventilacio soran normalizalodott.

2. A PA-s stressz jellemzése

A 20 perces aszfixiat bifazisos vérnyomdas- és szivfrekvencia valasz jellemezte: az Oz szaturacio
csokkenésével mindkét paraméter eloszor gyorsan emelkedett, majd az aszfixia végéig progressziv csokkenést
mutatott, a reventilacio kezdetén pedig, ismét megemelkedett mindkét paraméter értéke. Fontos megemliteni,
hogy egyik allatban sem alakult ki sulyos hipotenzié (artérias kozépnyomas: <50 Hgmm) a hipoxias-
hiperkapnias 1élegeztetés soran.

A stressz végén sulyos, a 4 aszfixias csoport (3., 4., 5. és 6. csoport) kozott szignifikans eltérést nem
mutatd acidozist (pHa: 6.78+0.02), hipoxiat (PaO2: 26+2 Hgmm) és hiperkapniat (PaCO2: 119+6 Hgmm)
mértiink (3. csoport adatai). Ezt jelentds bazishiany (17.4+5.0 mmol/l-es csokkenés), centralis deszaturacid
(94£5 %-ro0l 1344 %-ra), magas vércukorszint (4.2+0.4 mmol/l-r6l 9.3£0.9 mmol/l-re) és laktatacidozis
(1.6£1.0 mmol/1-r61 10.3£2.5 mmol/I-re) kisérte (5. csoport adatai).

Az EEG percek alatt izoelektromossa valt, az agykérgi véraramlas pedig (5. csoport) mérsékelten nott
majd allando szinten maradt a 20 perces stimulus végéig. Az agykérgi intersticidlis pH (6. csoport)
folyamatosan csokkent az aszfixia alatt (7.08+0.02-r61 5.75+0.27-re), mely 1 pH egységgel meghaladta az

artérias vérben mért acidozis mértékét.



3. A HIE jellemzése
1-1 malacban (3. és 4. csoport) a talélési periodus 8. és 12. drajaban sulyos keringési elégtelenség lépett
fel, mely 12.5%-s (2/16) mortalitasi ratat eredményezett, igy e malacok adatait nem tintettik fel az
eredményeinkben.

Az aszfixiat kovetd reventilacid az alkalmazott Iélegeztetd gaz o ételétd] fliggetlentil, percek alatt

helyreallitotta az Oz szaturaciot, melyet vérnyomas és szivfrekvencia emelkedés, valamint Gjabb agykérgi
hiperémia (5. csoport) kisért. A megfigyelt vitalis és vérgaz paraméterek a tulélés tovabbi szakaszaban az
¢lettani tartomanyokban maradtak, egyediil a szivfrekvencia volt a 3. csoportban szignifikansan magasabb a 2.
csoporttal szemben a tulélés.

Bar a vérplazma laktat szintje az aszfixia utan 1 6éraval még mindig magas volt (6.4+2.4 mmol/l), a talélés
4. ordjara ez is rendezodott. A 2.1% Ho-t tartalmazd gazkeverékkel torténé reventilacidé fokozatosan
helyreallitotta az agyi elektromos aktivitast a 4. csoport malacaiban, mely az alacsony EEG pontszamokban és
a statisztikailag magasabb EEG teljesitményben nyilvanult meg. A 3. csoport 5 kisérleti allatdban az agyi
elektromos tevékenység stilyosan lapos maradt (magas EEG pontszam, alacsony teljesitmény) és 2 allatban (a
9. és 13. oraban) gorcstevékenység is kialakult a megfigyelési periddus végéig.

A 20 perces aszfixia nem befolyasolta a vérplazma NSE értékeit (az alap 96+7 %-a a 4. és 106+36 %-a a
20. oraban) a 24 oras talélési periodusban.

Veégill, az agykérgi pH (6. csoport) is rendez6dott az obszervacio 2. orajara és a késObbickben mért

értékek (8-14 és 20-24h kozott) nem mutattak szignifikans eltéréseket az alapértékekhez képest.

4. Neuropatholégia

A kontroll (2.) csoport malacainak szovettani metszeteiben csak elszortan jelentek meg karosodott
neuronok, melyek alacsony szovettani pontszamokat eredményeztek valamennyi lebenyben. Aszfixia hatésara
azonban (3. csoport) kiterjedt agykérgi karosodast tapasztaltunk, mely f6leg laminaris vagy teljes kéregre
kiterjedé formaban jelentkezett és ezt nagyszamu sériilt neuron kisérte a tobbi vizsgalt agyi régioban is.

2.1% Hz-nel torténd 4 oras lélegeztetés (4. csoport) szignifikansan csokkentette az agykérgi karosodas
mértékét, és jelentés mértékii neuroprotekciot eredményezett a tobbi vizsgalt agyi régidban is.

Fontos kiemelni, hogy jelen PA/HIE modelliinkben szignifikansan sulyosabb foku agykérgi karosodast
tudtunk kimutatni, mint a kordbban alkalmazott 8 perc aszfixidas — neuropatologiailag ujra kiértékelt —
csoportban (a négy kérgi régioban meghatarozott pontszam dsszege 20 perc PA (3. csoport) vs. 8 perc PA:
32;20;36 vs. 17;10;21; median; 25-75 percentilis).

8-OHdG immunhisztokémiai analizisiink a 3. csoport malacainak agyszovet metszetein intenziv magi
festddést mutatott a parietalis (73+7 %) és CAl (46+14 %) régiokban, mig a 2.1% He-nel tortént 1¢legeztetés

(4. csoport) jelentésen csokkentette (3419 % és 746 %) az immunpozitiv sejtmagok aranyat.



MEGBESZELES

Vizsgalataink legfontosabb megallapitasai a kovetkezok:

1) A Kkarotisz artéria kétoldali okklizidja az ujsziiltt malacban sem normoxias, sem hipoxias
koriilmények kozott nincs hatassal az agykérgi véraramlasra.

2) Az altalunk bevezetett 0j PA/HIE modell jol reprodukélta a silyos humén PA metabolikus
kritériumait (acidozis, hipoxia és hiperkapnia). Bar a reventilacio rendezte a malacok vérgaz- és
metabolikus paramétereit, a sulyosan besziikiilt agyi elektromos aktivitas és a Kkiterjedt
idegsejtkarosodas egyértelmiien jelezte a HIE kialakulasat a 24 6ras tulélési periodus soran.

3) Az agykérgi intersticialis pH meghatarozasa ravilagitott arra, hogy a PA alatt az agyban nagyon
jelentds acidozis alakul ki, mely 1 pH egységgel (nagysagrenddel) meghaladja az artérids vérben
mérhetd acidozis mértékét. A PA-t kovetd reoxigenizacio alatti ventilacié fokozatosan rendezte az
agykérgi pH-t aszfixia utan, mely a tulélés tovabbi idétartamaban nem mutatott jelentds eltéréseket
a kiindulasi értékekhez képest.

4) Az aszfixiat kovetd talélés els6 4 orajaban adagolt 2.1% Ha szignifikans neuroprotekciot okozott:
melyet egyrészrol az agyi elektromos aktivitds nagyobb mértékii regeneracioja, masrészrol a
kortikalis és szubkortikalis teriiletek kisebb karosodasa igazolt. 8-OHdG immunhisztokémiai
eredményeink felvetik, hogy a Hz neuroprotektiv hatasaért modelliinkben is legalabb részben az

oxidativ stressz mérséklése felelds.

A PA/HIE a gyermekgyogyaszat egyik kiemelten kutatott teriilete. Ahhoz, hogy mérsékelni tudjuk a
PA/HIE mortalitasat és a kozponti idegrendszeri tiinetek sulyossagat, korszer(i ujraélesztési protokollokra,
neuroprotektiv beavatkozasokra és innovativ diagnosztikus eszkézokre van sziikség. A preklinikai kutatasok
allatkisérletes modelljei lehet6séget biztositanak a HIE patomechanizmusdnak tanulmanyozasara és

neuroprotektiv kezelések tesztelésére is.

Az jszilott malac mar az 1980-s évek ota az egyik legjobban elfogadott nagyallat modellje a human
Ujszildttnek. Kezdetben kevéssé kifinomult PA malacmodellek jelentek meg az irodalomban, melyekben a
PA-t akar az 0jsziilott malac fejére rogzitett maszkkal hoztdk létre. Napjainkban azonban a kiilonb6z6
oxigéntartalmu gazkeverékkel valtozatos ideig folytatott hipoxias lélegeztetés a legelterjedtebb modszer,
melyet egyes kutatocsoportok a karotisz artéria kétoldali leszoritasaval egészitenek ki. Az érokkluzio
hasznélatanak hatasat azonban az irodalomban csak egy kozlemény vizsgalta, amely nem talalt kiilonbséget a
neuronalis karosodasban a hipoxia ill. a hipoxia+érokkluzid csoport kozott. Ez az elészor talan meglepdnek
hangzé allitas magyarazatot nyer azaltal, hogy a sertés cerebrovaszkularis rendszerének anatomiai felépitése
jelentdsen kiilonbozik a human anatomiai érhalozattol. A sertésben a Willis-kor egy bonyolult érhalozatbol

ered, melyet artérids csodarecének, azaz ,rete mirabile”-nek neveziink. A rete a sinus cavernosus-ban
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helyezkedik el, és ebbdl tevidik ossze a belsé karotisz artéria, mely egyike a Willis kort taplald artériaknak.
Tovabba, ezt a dis artérids arborizacidt szamos ér latja el, mint pl. a felszalld garatartéria vagy egyéb
koponyan beliili- és kiviili erek, melyek igy egy gazdag anasztomozis rendszert képeznek a koponyacsont
koriil. Haaland és mtsai. illetve Burbridge és mtsai. érfestéses kisérletekkel részletesen leirtak a sertés
extrakranialis érhalozatanak anasztomozis rendszerét és anatomiai vizsgalataik alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy agyi iszkémiat koponyan Kkiviili artéria lekotésével valoszinilleg nem lehet kialakitani a
sertésben. Jelen kutatasi eredményeink pontosan ezt a feltételezést tamasztjak ald, mert legjobb tudomasunk
szerint els6ként kozolt eredményeink szerint a karotisz artériak kétoldali leszoritisa nem okoz mérhetd
csokkenést az agykérgi perfuzioban 0jsziilott malacban akar normoxids akar hipoxias koriilmények kozott.
Eredményeink magyarazatot adnak arra, hogy az érokklizio miért nem befolyasolta jelentésen a HIE

sulyossagat.

Tapasztalataink és elOkisérleteink alapjan Gj PA/HIE malacmodellt hoztunk létre, melynek kialakitisa
soran tgyeltiink arra, hogy a human ujsziilottben, ill. a sertésekben természetes koriilmények kozott is
viszonylag gyakran eléfordulé sulyos PA-val azonos mértékii kevert (respiracios és metabolikus) acidozist,
hipoxiat és hiperkapnidt hozzunk létre. A HIE kialakulasat az agyi elektromos aktivitds (EEG) markdns
depresszioja is jelezte. A klinikumbol jol ismert, hogy az Apgar pontszamok ¢és a koldokartériabol nyert vérbol
mért vérgaz és plazma metabolitok prediktiv értéke alacsony a HIE kimenetelére vonatkoztatva. Az EEG igy
az egyik legfontosabb modszerévé valt a HIE kimenetének prognosztizalasdban. El9szor 1972-ben Monod és
mtsai. 270 aszfixias 0jsziilottbol készitett retrospektiv analizise ravilagitott arra, hogy a normalis EEG korai
(24-72h) visszatérése aszfixia utan kedvezd kimenettel korrelal. Azota ezt szamos klinikai kutatas
alatdmasztotta, igy az agyi elektromos aktivitas vizsgalata PA utdn rutin modszerré valt a neonatologiaban.
Mindazonaltal, az 0jsziil6ttbol regisztralt EEG hullamok kiértékelése nehéz, ugyanis az agykérgi aktivitas
folyamatosan valtozik a sziiletés utani napokban, az esetlegesen alkalmazott antiepileptikumok befolyasoljak
az EEG-t, és nincs nemzetkozileg elfogadott allasfoglalds az EEG értékelésére neonatalis HIE-ben. Igy az
EEG mintak kiértékeléséhez szamos pontozasi skalat vezettek mar be, melyek elsdsorban az EEG hullamok
amplitadojat, az aktivitas folyamatossagat, a féltekék kozotti aszimmetriat, az alvas-ébrenléti ciklusok
meglétét, a gorcstevékenység jelenlétét és egyéb specifikus mintak felismerését vették alapul.
Vizsgalatainkban mi ezért az EEG-t kétféleképpen, egy szubjektiv pontrendszerrel és egy objektiv EEG

analizissel is értékeltiik, mindkét modszerrel kimutathato volt a HIE kialakulasa, ill. a H2 jétékony hatésa.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a PA/HIE kialakulasakor az agykérgi intersticialis pH is jelentdsen
befolyasolja az érintett idegsejtek talélését. Normal koriilmények kozott az agyi intersticialis pH rendkiviil
finoman szabalyozott, és az extracellularis pH megvaltozasa erésen hat a neuronok ingerlékenységére. In vitro
patkany hippokampalis sejtkultardban leirtdk, hogy mig az acidozis csokkenti az N-metil-D-aszpartat
ioncsatorna megnyilasi valoszintiségét, addig az alkalozis fokozza azt. Hasonlé médon hat a pH a fesziiltség
fliggd natrium- és kélcium ioncsatornakra is. Helmy és mtsai. k6zolték, hogy hipoxids-hiperkapnias (9%02-

20%CO0y) Ielegeztetéssel kialakitott aszfixias stressz sulyos agykérgi acidozist okozott ujsziilott patkanyokban,
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azonban a reoxigenizacié alatt az agyi pH rendezédését koveten fokozatosan alkalozis lépett fel, mely
fokozta az allatok gorcskészségét. Nagyallatmodellben azonban igen csekély mennyiségii adat talalhato csak
az agyi intersticialis pH alakulasarol PA/HIE alatt, ezért megfigyeléseink fontos és j informaciokat nyujtanak
a HIE patomechanizmusardl 0jsziilott malacban. Egyetlen kozleményt talaltunk, amelyben az agyi pH-t
hasonlé modszerrel mérték: Bender és mtsai. egy 30 perces PA utan 6.26+0.14-s agykérgi intersticialis pH-t
regisztraltak, mely fél pH egységgel elmaradt az altalunk mért pH értékektSl. Ennek oka valdszinilleg az
alacsonyabb pCOz szint lehetett (61+1 vs. 160+23 Hgmm a mi modelliinkben). Raadasul, a modell tobb olyan
komponenst tartalmazott, amely szembemegy a jelenleg érvényes kezelési ajanlasokkal, hiszen a
reoxigenizaciot 100% oxigéngazzal végezték, és intravéndsan bikarbondtot adtak az acidozis gyors
normalizalasa érdekében, mindkét beavatkozas jelen ismereteink szerint rontja a kimenetelt. Kiilonsen fontos,
hogy a korabbi kozleményben az agyi pH alakulasat csak 4 oras tulélési periodusban kovették, mig mi az elsé
24 orardl szolgaltattunk informéciot. Adataink azt mutatjak, hogy 0jsziilétt malac modelliinkben az aszfixiat
kovetd 24 oras talélés soran nem alakulnak ki a patkdnymodellben észlelt alkalotikus pH eltérések, azonban a
PA alatt mért sulyos aciddzis fontos szerepet jatszhat a HIE kifejlddésének patomechanizmusaban. Az
alkalozis késobb még kialakulhat, mely feltevésiinket human 0jsziilottekbdl szarmazo adatok is alatdmasztjak.
Magneses rezonancia spektroszkopidval mérheté az agyi intracellularis pH és annak véltozasai. Ezzel a
technikaval Hope és mtsai. azt talaltak, hogy PA-t kovetGen az elsd 24 oraban nincs jelentds agyi pH valtozas
az Ujsziilottben, mely a mi eredményeinkkel is korrelal. De az azt koveté napokban emelkedd pH-t mértek,
mely megkésett alkalozisra utal. Robertson és mtsai. szintén észleltek agyi alkalozist PA-n atesett érett
Ujsziilottekben a 2. héten. A neonatalis agykarosodas mértéke ezekben az Ujsziilottekben jo korrelaciot
mutatott az alkalotikus pH nagysagaval, mely ha honapokon keresztiil fennallt, az kedvezétlen progndzissal
jart. Erdekességként emlitendd, hogy Chopp és mtsai. eldagyi iszkémia patkany modellben szintén tapasztaltak
posztiszkémias alkalozist, mely a talélés 24-48. oraja kozott lépett fel. Ezen eredmények alapjan
megallapithatd, hogy hipoxias-iszkémias inzultust kovetéen az agyi pH valtozasok faj- és életkorbeli
sajatsagokat mutatnak, és talan a sertés HIE modell koveti leginkabb a human wjsziiléttre jellemzd dinamikat,

ami jelentGsen eltér a ragesalokban tapasztaltaktol.

A H: egy szintelen, szagtalan, iztelen, nem mérgezé gaz, melyet bdségesen eld lehet allitani viz
hidrolizisével vagy egyéb kémiai reakciokkal, igy szemben pl. a xenonnal konnyen megfizethetd és elérhetd.
Bar a Hz erésen gyulékony Oz-nel keveredve, de 4% H; koncentraci6 alatt nem gyalékony. Mivel Ohsawa és
mtsai. az optimalis neuroprotektiv koncentraciot 2%-nak talaltak, igy biztonsagosan alkalmazhato klinikai
koriilmények kozott is. A legelonydsebb tulajdonsaga, hogy a kicsi molekulaméretnek és amfipatikus
tulajdonsaganak koszonhetden konnyen oldodik vizes fazisban, és atjut a biologiai membranokon is, igy
aH2molekula konnyedén atjut a vér-agy gaton és gyorsan bejut a sejtben 1év8 organellumokba is, mint pl. a
sejtmagba ¢és a mitokondriumba. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy 2-4% Ha I¢legeztetése soran a vérben 10-20
umol/l koncentracié alakul ki. Altatott, I¢legeztetett betegben a Hz bejuttatisa a szervezetbe legeélszertibben a
lélegeztetésre hasznalt gazkeveréken keresztiil lehetséges, vizsgalatainkban mi is ezt a modszert hasznaltuk.

Megemlitend6 azonban, hogy mas betegcsoportokban intravénas infuzié vagy Hz dusitott viz fogyasztasaval is
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vannak probalkozasok, ill. a laktuloz fogyasztasaval is jelentésen fokozhato a bélflora altal termelt H:
mennyisége. A Ho—nel dusitott fiziologias sdoldat infizidja biztonsagosnak bizonyult mar széliitést szenvedett

felnéttek kiegészit6 terapiajaként.

A tézis legfontosabb eredménye taldn az, hogy a sulyos HIE-t létrehozo transzlacios nagyallatmodellben
sikerilt kimutatnunk a PA utan megkezdett Hz kezelés potens neuroprotektiv hatasat. A gaz neuroprotektiv
hatasanak pontos molekularis mechanizmusat még nem ismerjiikk. Ohsawa és mtsai. arr6l szamoltak be, hogy a
Hz gaz szelektiven csdkkenti a hidroxil- és peroxinitrit gyokok szintjét, mig mas prooxidansok szintjét
(hidrogénperoxid, szuperoxid anion, nitrogén monoxid gyok) valtozatlanul hagyja. Azaz a Ha-nel csak a
legagresszivebb oxidansok Iépnek reakcidba. Az elmult 10 évben szamos kutatocsoport tesztelte a Hz hatasait
kiilonboz6 hipoxids/iszkémias-reperfuzios allatmodellekben, fokuszalva a Hz antioxidans, gyulladasgatlo és
apoptozist gatlo hatasaira. Mara, gyakorlatilag valamennyi olyan kutatasi teriileten kimutattdk a Hz jotékony
hatasat, ahol az oxidativ karosodas fontos szerepet jatszik a sejtek karosodasaban. Néhany példat emlitve: egy
szivinfarktus patkany modellben 2% H: belélegzése jelentdsen javitotta a bal kamra kontrakciojat, mialatt
csokkentette az elhalt teriilet nagysagat és az oxidativ stressz mértékét, melyet a csokkent 8-OHAG
immunhisztokémiai analizissel tamasztottak ala. Tovabba, a Hz-nel dusitott s6oldat adagolasa szignifikansan
javitotta a vesefunkciokat patkany vese-iszkémia modellben, jelentdsen csokkentette a gyulladasos citokinek
szintjét és az oxidativ karosodas mértékét is. Ez utdbbit a csokkent malondialdehid és 8-OHdG szintek
igazoltak. Egy retina iszkémia/reperfuzios modellben az egy héten keresztiil naponta végzett Hz belélegzés
szignifikinsan kivédte a ganglionsejtek karosodasat a gyulladasos citokinek termelddésének csokkenésén
keresztiil. A Hz gaz neuroprotektivnek bizonyult szdmos agyi artéria okkluzio okozta széliités patkany
modellben is: jelentésen csokkentette a malondialdehid immunhisztokémiai festédését, csokkentette a
kaszpaz-3 enzim aktivitasat és a 8-OHdAG pozitiv sejtek szamat az infarktus teriiletén, végiil, fokozta az
antioxidans enzimek szintjeinek emelkedését. Jelen eredményeink jol illeszkednek az irodalmi
eredményekhez, a vizsgalt agyteriileteken a 8-OHdG immunhisztokémia kimutatta az oxidativ

neuronkarosodas csokkenését a Hzo-nel kezelt csoportban.

Osszegzésiil kijelenthetjiik, hogy kutatasaink igazoltidk a molekularis Hz neuroprotektiv hatasit egy uj
kozépsulyos/sulyos PA/HIE transzlaciés nagyallat modellben. Ennek érdekében el8szor kritikusan
megvizsgaltuk a korabbi PA/HIE sertés allatmodellek modszertanat és transzlacios értékiiket. Kimutattuk,
hogy a karotisz artéria kétoldali leszoritasa az (Gjsziilott malacban nem okoz agykérgi iszkémiat. Igy
megkérdGjelezhetdvé valt a mechanikus érleszoritas sziikségessége. Sikeresen megterveztiink, és részletesen
jellemeztink egy szubakut HIE modellt, melyben az altalunk alkalmazott anesztézia/analgézia, szupportiv
terapia és a PA modszertan fokozta modelliink transzlalhatosagat a klinikum felé. Kimutattuk, hogy az
alkalmazott PA képes stlyos és jol reprodukalhato agykarosodast létrehozni, melyet az agykérgi elektromos
aktivitas besziikiilése is kisért. Ebben a modellben a 2.1% He-t tartalmazé gazkeverék terapids szempontbol

relevans, azaz a PA-t kovetden megkezdett belélegeztetése eldsegitette az EEG aktivitas visszatérését, és
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mérsékelte a neuronalis karosodas mértékét az altalunk megvizsgalt valamennyi régioban. Feltételezziik, hogy
a neuroprotektiv hatasok részben az oxidativ stressz csokkenésén keresztiil valosultak meg, melyet a csokkent
8-OHdG immunjel5l6dés tamasztott ala. Jovébeni céljaink kozott szerepel a TH, ill. a Hz és a TH egyiittes

alkalmazasanak vizsgalata, lehetséges additiv neuroprotektiv hatasuk feltarasa.
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