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Bevezetés

A perinatdlis id6szakban a kozponti idegrendszert érintd hipoxias-iszkémiés karosodas sulyos
kovetkezményekkel jarhat. A karosodasok leggyakoribb klinikai megjelenési forméja - az évente
mintegy egymillié6 csecsemét érintd - hipoxids-iszkémids enkefalopatia (HIE), mely a csecsemd
halalahoz vezethet, vagy az esetek jelent6s részében sulyos, maradando idegrendszeri karosodast okoz
[1]. Ez utobbi kiemelkedGen nagy terhet ro az érintettek kdzvetlen kornyezetére, a tarsadalomra és az
egészségligyi ellatorendszerre. A jelentds orvostechnikai fejlédés ellenére a karosodés pontos ideje és
oka gyakran marad felderitetlen, &m kijelenthetjiik, hogy leggyakrabban a hipoxémia és az agyi
vérataramlas csokkenése vezet a HIE kialakulasahoz [2-4].

A reszuszcitacio €s a klinikailag stabil allapot elérése és fenntartasa a HIE akut kezelésének
alappillére. Ezek legjelent6sebb eleme a megfeleld 1élegeztetés és a keringés fenntartasa, a megfeleld
folyadék- és tapanyagpotlas, valamint a hipertermia elkeriilése.

Az elmult években a l1élegeztetés soran hasznalt gazok dsszetétele is a figyelem kozéppontjaba
keriilt. Bebizonyosodott, hogy az 1930-as évektdl a megfeleld oxigénellatas eléréséhez rutinszertien
hasznalt 100% oxigéntartalmu gazzal torténd lélegeztetés kifejezett mértékben emelte az oxidativ
stresszt, ezaltal pedig negativ iranyban befolyasolta a HIE kimenetelét [5]. Ennek elkeriilése
érdekében ma mar a reszuszcitaciora hasznalt gazkeverék oxigéntartalmanak a légkori koncentraciora
valo csOkkentése javallt, ha megfelelé oxigénszaturacidé fenntarthato [6]. A HIE kezelésének masik
alappillére a testhomérséklet kontrollja. A hipertermia bizonyitottan noveli a halalesetek szamat, és a
stlyos neuroldgiai karosodasok kialakulasanak esélyét [7]. Ezzel szemben a hipoxiat-iszkémiat kovetd
néhany oran beliil (<6 6ra) alkalmazott mérsékelt hipotermia neuroprotektiv hatastinak bizonyult. Az
ennek hatterében allé6 mechanizmusok valésziniileg magukba foglaljak a csdkkent metabolikus ratat,
az excitotoxikus neurotranszmitterek csokkent felszabadulasat, az apoptdzis mértékének és a vér-agy
gat permeabilitasanak csokkenését [8, 9]. Mindezen jotékony hatasoknak koszonhetd, hogy az elsé
klinikailag valoban hatékony neuroprotektiv terapia - a mérsékelt teljes test hipotermia - az elmult
években mar szélesebb korben alkalmazasra keriilt [10-12].

A HIE vizsgalatara az elmult évtizedekben szamos allatkisérletes modellt fejlesztettek ki [13-
16]. A legelterjedtebbek koz¢ tartoznak a ragesalo-modellek, elsdsorban a konnyii kezelhetdség és a
tenyésztés soran felmeriil6 koltségek alacsony volta miatt. Ennek ellenére azonban, szamos hatranyuk
is van, melyek koziil 1ényeges miikodésbeli eltérésiik a human fiziologiatol és patofiziologiatol,
valamint az 0jsziilott allatok neurologiai fejlettsége, sulya, és mérete, melyek szintén jelentOs eltérést
mutatnak a human ujsziilottekétol. A kisallatok felhasznalasa mellett nagy, girenkefal allatmodellek is
kialakitasra keriiltek, mint pl. az ujsziilott juh, valamint féemlés HIE modellek. Ezek alkalmazasa
azonban a human paraméterekkel mutatott nagyobb hasonldsag ellenére jelentés anyagi és etikai

akadalyokba titk6zik. Mindezidaig a perinatalis hipoxias-iszkémias karosodasok vizsgalatara az egyik



legalkalmasabb és szélesebb korben alkalmazhato girenkefal allatmodellnek az wjsziilott malac
bizonyult.

Az 0jsziilott malac - mely fajt illetéen laboratoriumunk is jelentOs tapasztalatokkal rendelkezik
- mind anatomiai, mind pedig fiziologiai hasonlosagokat mutat a human 1jsziildttekkel, melyek
lehetové teszik a kisérletes eredmények klinikai hasznalatba valo atiiltetését. A hasonlosagok magukba
foglaljak a sziiletéskori testtomeget, étkezési mintazatot, gasztrointesztinalis-, endokrin-, immun- és
idegrendszert, a légzési frekvenciat és térfogatot [17]. Mindezek mellett jelentés a genetikai
hasonlosag; a sertés fehérjék atlagosan mintegy 60% homologiat mutatnak a human fehérjékkel,
szemben a ragcsalok esetében meghatarozott 40%-kal. Az jsziilott malac modellben megfigyelt
idegsejt-karosodas mintazata hipoxias-iszkémias inzultust kovetden, nagymértékii hasonldosagot mutat
a human ujsziilottekben tapasztalhatoval, ezzel alatdmasztva a modell HIE vizsgalataban valo
alkalmazhatosagat [18].

Az agyi véraramlas szabalyozdsaban jelentds szereppel bir az Gn. neurovaszkularis egység,
mely a neuronok metabolikus igényeinek megfeleld szoveti perfuizid és tapanyagellatas biztositasaért
felelés. Elemeinek - idegsejtek, asztrocitak és agyi mikrovaszkularis sejttipusok — jelent6s szerep jut
tovabba a vér-agy gat megfeleld miikodésének fenntartdsdban, a neuroimmun folyamatokban és a
megfeleld érképzésben. A hipoxids-iszkémias karosodas mértékét jelentdésen sulyosbithatja a
neurovaszkularis egység funkcidzavara, példaul a megvaltozott cerebrovaszkularis reaktivitas (CR) az
valamely vazoaktiv stimulus alkalmazasa kdzben a megfelel6 agyi teriilet ereinek képalkoto eljarassal
torténd megfigyelésével hatarozzak meg. A laboratériumunk altal a neurovaszkularis egység
hiperkapnia és az agyfelszinre juttatott NMDA. Ezekkel mind a neuronalis, mind pedig a vaszkularis
elemek funkcidja jol vizsgalhaté. A hiperkapnia, az egyik leggyakrabban hasznalt, potens értagito
stimulus szamos modellben keriilt alkalmazasra. Az 0jsziilott malacban a hiperkapnia-indukalta
értagulat kivaltasahoz ép endotélfunkciora van sziikség, mely jelentés mértékben sériil
hipoxiat/iszkémiat kovetéen [19-21]. A neurovaszkularis funkciok vizsgalatara alkalmazott masik
elterjedt modszer a glutamat-agonista NMDA hasznalata, mely kdzvetlenill az agyfelszinre juttatva
pialis arteriola tdgulatot hoz létre. A tagulatot a neurondlis nitrogén-monoxid szintaz aktivacidjan
keresztiil hozza létre, a NO szint megemelésével [22-24]. Az NMDA-kivaltotta értagulat ismételhetd,
¢s hosszabb alkalmazasa sem befolyasolja mas vazoaktiv anyagokra adott valaszkészséget [25, 26],

am maga rendkiviil érzékeny a hipoxias/iszkémias karosodasra.

A HIE sulyos tarsadalmi és gazdasagi kdvetkezményei ellenére a hatékony neuroprotektiv
terapias stratégiak kialakitasa jelentds nehézségekbe iitkozik. Mindezidaig csak a mérsékelt teljes-test

hipotermia bizonyult hatdsosnak, ezért egyre siirgetobb egyéb neuroprotektiv szerek felfedezése,



melyek akar onmagukban, akar a hipotermiaval egyiitt alkalmazva fejthetik ki neuroprotektiv
oxidativ stressz lehetne.

Az elmult években el6térbe keriilt a molekularis hidrogén, mely a hidroxil €és peroxinitrit
gyokokre szelektiven antioxidans tulajdonsaggal bir, ennél fogva, idedlis szer lehet a reaktiv

szabadgyokok fokozott felszabadulasaval jaro korképekben [27].

Célkitizés

A neurovaszkularis egység funkcidjdnak valtozasait a perinatalis aszfixiat kovetd akut
periddusban (<4 6ra) mar szamos tanulméanyban vizsgaltdk, azonban a megvaltozott CR formajaban
jelentkez6 neurovaszkularis diszfunkcid hosszabb tavu alakulasardl lényegében nem rendelkeztiink
¢érdemi informacidikal.
A disszertacidban targyalt vizsgalatok a kovetkezo célok megvalositasat tiizték ki:

1) Megvizsgaljuk, hogy a molekularis hidrogén befolyasolja-e¢ az Ujsziilott malac fiziologias
paramétereit, az agykérgi vérataramlast, illetve hatdssal van-e neurovaszkuléris funkciora
valamint az agyszovet mikroszkopos szerkezetére normoxias koriilmények kozott.

2) Megvizsgaljuk, hogy a perinatalis aszfixiat kovetd akut reventilacios idészakban a hidrogén
befolyasolja-e a kialakuld6 neurovaszkularis karosodas mértékét, illetve az agykérgi
ciklooxigenaz-2 (COX-2) expressziot.

Az akut iddszakban végzett vizsgalatokbol szarmazo pozitiv eredmények arra Osztondztek
ebben az iddszakban mar jellemzéen el6fordulnak a HIE masodlagos tiinetei, a masodlagos
energiavalsag és az epileptiform gorcstevékenység is. Szamos metodikai wjitassal lehetévé valt
szamunkra, hogy

3) Megvizsgaljuk a neurovaszkularis karosodas mértékét az aszfixiat kovetd 24 oraban.

4) Megvizsgaltuk, hogy a hidrogén befolyasolja-e a megvaltozott CR-t 24 6raval az aszfixia utan.

5) Megfigyeljik a hidrogén neuroprotektiv hatasat az agyi elektromos aktivitds és a
neuropatologiai elemzés segitségével

A laboratorium technikai fejlesztéseinek keretein beliil lehetoség nyilt tovabba arra, hogy (6)
megvizsgaljuk a CR-vizsgalatok soran alkalmazott stimulusok hatdsat az eddig megfigyelt pia

arteriola atmérd valtozasok mellett az agykérgi perfuziora is.



Modszerek

Kisérleti csoportok

Kisérleteinket 0jsziilott malacokon végeztik (1-2 napos, testtomeg: 1,5-2,5 kg, n=78) a
Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti és Etikai Bizottsaga altal jovahagyott kisérleti
protokollok alapjan. Az allatokat a kisérleti protokollnak megfelelden 8 kisérleti csoportba osztottuk: 4
csoport allatain az aszfixia hatasait a HIE kialakulasanak akut fazisaban vizsgaltuk (1: szobalevegdvel
1élegeztetett idokontroll, n=9, 2: 2% hidrogén tartalmu szobalevegdvel lélegeztetett idékontroll, n=7,
3: szobalevegdvel lélegeztetett aszfixids, n=8, 4: 2% hidrogén tartalmu szobalevegdvel 1élegeztetett
aszfixias, n=7), 3 csoport allatain az aszfixia hatasait a HIE kialakulasanak szubakut fazisaban
vizsgaltuk (5: szobalevegdvel 1¢élegezetett idokontroll, n=9, 6: szobalevegdvel 1élegeztetett aszfixias,
n=9, 7: 2% hidrogén tartalmi szobalevegbvel 1élegeztetett aszfixias, n=9), a 8. kisérleti csoportban
pedig az agyi perfuzio6 (8: LASCA, n=20) vizsgalatat végeztiik.

HIE modellek

Akut HIE modell: Az anesztézia indukcidjahoz Na-tiopentalt (45mg/kg ip.) hasznaltunk,
melyet a-kloraloz (30-40mg/kg iv.) addséaval tartottunk fenn. A femoralis artéridba és vénaba kaniilt
helyeztiink el, melyen keresztiil a vérnyomasmérés, vérvétel, gyogyszerek beadasa és folyadékpotlas
tortént. Az allatokat mesterségesen 1élegeztettiik, és testhomérsékletiiket a fizioldgias tartomanyban
(38-39°C) tartottuk. Az eldkészitést kovetden megtortént az érreaktivitas mérése, melyet az aszfixia
kovetett. Az aszfixiat a 1élegeztetés 10 perces felfiiggesztésével idéztiikk el6. A 10 perc elteltével a
1élegeztetést a kisérleti csoportnak megfeleld gazkeverékkel folytattuk. Az aszfixiat kovetd 1 ora
elteltével ismételten elvégeztiik az érreaktivitas mérését, majd folytattuk a 1élegeztetést a megfigyelési
iddszak (4 ora) leteltéig. A megfigyelést eutanaziaval és szovettani mintavétellel zartuk.

Szubakut HIE modell: Az altatast Na-tiopentallal (45mg/kg ip.) végeztik. A kisérleti
allatokat tracheotdmian keresztiil intubaltuk, és szobalevegdvel mesterségesen lélegeztettilk. A jobb
combvénaba €s a jugularis vénaba helyezett kaniilon keresztiil a vérgazok és vércukor ellendrzése,
valamint folyadékpotlas (5% gliikoz, 0,45% NaCl, 2-5ml/kg/h) és gydgyszerek adagolésa tortént. Az
anesztéziat morfin €s midazolam telité (100ug/kg ¢és 250pg/kg) és fenntartd (10pg/kg/h és
250ug/kg/h) dozisaval biztositottuk. Az aszepszist kiegészitendd, 12 oranként antibiotikumok
(penicillin 50mg/kg, gentamycin 2,5mg/kg) adasa tortént. Az elokészitést kovetéen az allatokat nyitott
ujszilott inkubatorban helyeztik el. A kovetkez fiziologids paramétereket monitorizaltuk:
maghdémérséklet (38+0,5°C), oxigén szaturacié (90-100%), szivirekvencia, EKG, artérids vérnyomas.
Az agyi elektromos aktivitas késobbi értékelése érdekében aEEG keriilt rogzitésre. Az aszfixiat a
1¢legeztetés 8 perces felfliggesztésével idéztiik eld, melyet 4 oran keresztiil a csoportnak megfeleld

gazkeverékkel torténd lélegeztetés kovetett. A 24 oréds talélési periddust kovetden meghataroztuk a



CR-t, majd az agyat az a.carotis communisokba vezetett katétercken keresztiil perfundaltuk szovettani
mintavétel céljabol.
A CR vizsgalata zart koponyaablak/intravitalis videomikroszkopia segitségével

A CR vizsgalatahoz a bal parietalis csontba a dura mater eltavolitasa utan zart koponyaablakot
tltettlink be. A pia mater arterioldk (~100um) ératméré-valtozasainak meghatarozasat intravitalis
videomikroszkopiaval végeztiik.

A CR méréséhez a kovetkezd vazoaktiv stimulusok keriiltek alkalmazasra: 1) gradalt
hiperkapnia (5 és 10% CO, belélegeztetése), 2) NMDA (10 és 100uM), 3) noradrenalin (NA; 10 és
100uM) és 4) Na-nitroprusszid (SNP; 1 és 10uM). A farmakonokat mesterséges cerebrospinalis
folyadékban juttattuk az agykéreg felszinére. A hiperkapnia és az NMDA hatdsat 5-5 percig, a NA és a
SNP hatasat pedig 3-3 percig folyamatosan detektaltuk, a stimulusra adott maximalis valaszt az
alapatméro szazalékos valtozasaként fejeztiik ki.

Neuropatolégia

Az idegsejtek karosodasat 8 kiilonb6z6 agyi régidban hematoxilin-eozinnal festett metszetek
vizsgalata alapjan itéltik meg. Az idegsejt-karosodast két fiiggetlen vizsgalo értékelte, a teljes
neuronszam szazalékos aranyaban adta meg és eredményeiket atlagoltuk. A vizsgalatok soran egyes
csoportok esetében COX-2 ¢s MAP-2 immunhisztokémia is tortént.

Lézer folt interferencia kontraszt analizis (LASCA)

Az agykérgi perfuzioé és az agyi ératmérd Osszehasonlitasa céljabol LASCA-t végeztiink.
Ennek soran zart koponyaablak keriilt behelyezésre, melyet 1ézerdidoda polarizalt infravoros kozeli
fényével vilagitottunk meg, €s a visszaver6dd fényt monokrom kameraval detektaltuk. Az igy
Statisztikai analizis

A csoportok kozotti eltérések kimutatdsdhoz egy- vagy két szempontos variancia analizist
végeztiink, post hoc tesztként a Student-Newman-Keuls tesztet alkalmaztuk. Amennyiben az adatokon
a paramterikus tesztek nem voltak értelmezhetéek, nem-paraméteres probaként Kruskal-Wallis
variancia analizist Dunn-féle post hoc teszttel, vagy a Mann-Whiney-U tesztet végeztiik. P<0.05-t

tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.



Eredmények

A vitalis paraméterek aszfixia elotti alap értékeiben - mint a vérnyomas, szivfrekvencia,
testhomérséklet és vérgaz értékek - nem talaltunk szignifikans eltérést sem az akut, sem a szubakut
HIE modell csoportjai kozott.

A hidrogén neurovaszkularis protektiv hatasai az akut HIE modellben

Az aszfixia szignifikdns hipoxiat, hiperkapniat és acidézist okozott. A reventilacid soran a
pCO, 30 percet kovetéen az idékontroll csoportoknak megfeleld értékekre csokkent a hidrogén-
I¢legeztetett csoportban, mig a szobaleveg6-lélegeztetett csoport értékei magasabbak voltak. Az
aszfixia szignifikdns artérids kozépnyomas és agykérgi vératdramlas-csokkenést is okozott. A
1€legeztetés visszadllitdsat kovetd elsd oran beliil a vérnyomas az alapot megkdzelitd értékeken
stabilizalodott, ennek megfeleléen a CR vizsgéalatakor a csoportok nem kiilonbdztek szignifikdnsan
sem egymastol, sem az szfixia elotti alaptol.

Az érreaktivitas-vizsgalatok soran a gradalt hiperkapnia azonos mértékii, szignifikans pCO,
emelkedést és pH csokkenést okozott mind a 4 kisérleti csoportban. Ennek megfelelden, az aszfixia
elétt minden csoportban hasonldé mértékii, szignifikans ératméré-ndévekedés volt megfigyelhetd. Az
aszfixiat kdvetden azonban a szobalevegovel 1élegeztetett csoportban ez a vazodilatacid szignifikansan
csokkent, ellentétben a hidrogén-lélegeztetett csoporttal, ahol a valasz megtartott volt (LA abra).

Az NMDA  szignifikans

= et yazodilataciot  okozott az  aszfixiat
A [ 2. csoport
= 3. csoport P PR
. I mm oot Megelozd és az azt kovetd vizsgalatok
«] H soran, minden kisérleti csoportban (1B

abra).
A kezeletlen allatokban

“ ﬂ ii H ii tapasztalt idegsejt karosodas mértéke
elhanyagolhaté volt. Az idékontroll

Piélis ératmérd valtozas (alap %-a)

5% CO, 10% CO, 5% CO, 10%CO,

csoportban alacsony, minddssze 1-4%-
80 B

os neuronpusztulast tapasztaltunk a
1élegeztetéstol  fliggetleniil.  Ezzel

ellentétben az aszfixia szignifikéns

Piélis ératmérd valtozas (alap %-a)

2] karosodast okozott a 3. csoportban, és
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1. abra: Pialis arteriolak ératmérd-valtozasai akut CR vizsgalat soran 161 egeztetett 4. cs op ortban. Az akut
HIE modell négy csoportjanak mindegyikében kimutathaté volt a COX-2 immunpozitivitds mind az

idegsejtekben és a mikroerekben egyarant. A neuronalis COX-2 expresszid6 minden Kkortikalis
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lebenyben, és azok minden rétegében megfigyelhetd volt, kifejezett halmozodast mutatva a Ill-as és
V-0s réteg piramis sejtjeiben. Bar a csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, megfigyeltiik,
hogy a frontalis és parietalis kéregteriileteken a COX-2 pozitivitast mutatdé idegsejtjeinek szama
kétszerese volt a temporalis és az okcipitalis kérgi teriileteken meghatarozott sejtek szamanak. A
COX-2 immunpozitivitast mutato sejtek festddésének mértéke, melyet harompontos skalan értékeltiink
(14, 2+, 3+), azonban aranyaiban megegyezett minden teriileten (1+: ~50%,2+: ~35%,1+: ~15%).

A hidrogén neurovaszkularis protektiv hatasai a szubakut HIE modellben

Az iddkontroll csoport vitadlis paraméterei (szivfrekvencia, vérnyomas, vérgazok,
maghdmérséklet és oxigén szaturdcid) a megfigyelés teljes ideje alatt az élettani tartomanyon beliil
voltak, az aEEG pedig folyamatos aktivitast mutatott. Az aszfixia 1-2 percen belill az aEEG
izoelektromossa valasat, valamint sulyos hipoxiat, hiperkapniat, hipotenziot és bradikardiat okozott,
mely az aszfixia teljes id6tartama alatt fennallt. A reventilacios periddus kezdeti szakaszaban (2-3 ora)
ezek az értékek rendezddtek, és szignifikans kiilonbséget az idokontroll csoporttdl nem mutatattak. Az
aEEG aktivitas jelent6s egyéni variabilitassal, de lényegében valamennyi allatban rendezddott a
talélési periodus végéig.

A CR vizsgalata soran a hiperkapnia itt is jelentds értdgulatot okozott az iddkontroll
csoportban, ami az akut kisérletekben megfigyeltekkel 1ényegében azonos mértékii volt. A
hiperkapniara adott érvalasz a hidrogén-1élegeztetett aszfixids csoportban intakt volt, mig a
szobalevegdvel 1élegeztetett aszfixias csoportban lényegében megsziint a stimulussal szembeni CR
(2A abra). Az NMDA szintén a korabbi akut vizsgalatokhoz hasonld mértékii, dozis-fiiggd pia
arteriola vazodilataciot hozott létre az idékontroll csoportban. Az aszfixia mindkét csoportban
jelentésen karositotta az NMDA-kivaltotta CR-t; a szobalevegdvel I[élegeztetett csoportban
gyakorlatilag a valaszkészség teljes megsziinését tapasztaltuk, ugyanakkor a hidrogén-lélegeztetés
hatasara egy csokkent mértékii ,de szignifikans érvalaszt rogzitettiink (2B abra).

A NA vazokonstriktor ill. a SNP vazodilatator hatdsat az aszfixia szignifikdnsan nem
karositotta, ugyanakkor a NA-ra adott csokkent konstriktor valasz volt megfigyelheté a hidrogén-

1élegeztetést kdvetden (2C és D abra).



507
. 407
=R
5 = ]
S 30
o) *
22 20l
= 3
~ = | 1
> 10
0-
CO, 5% 10% 5%  10% 5%  10% NA 10pM 100 uM 10 pM 100 uM 10 pM 100 pM
50 1 1 5.csoport 507
| BN 6 csoport
5 40 B 7csoport 40
S X ]
%E 30 *T 301
58 207
2.3 * 201
= g 107
B 0 101
-10" 0-

NMDAI0gM 100 uM 10 uM 100 uM 10 uM 100 uM SNP IpM  10pM  1pM  10pM  1uM  10pM

2. abra: Pidlis arteriolak ératmérd-valtozasa CR vizsgalata sordn az aszfiiat kdvetd 22. 6raban
A szovettani elemzés soran az idokontroll csoportban enyhe perivaszkularis 6déman kiviil nem
tapasztaltunk jelent6s hisztopatologiai eltérést. Ezzel szemben az aszfixia jelentés neuronalis
karosodast okozott a szobalevegdvel 1¢élegeztetett csoportban, mig a karosodas a hidrogén-1¢élegeztetés
hatasara szamos megfigyelt teriilet esetében nem mutatott szignifikans eltérést az iddkontroll
csoporttol, vagy szignifikansan alacsonyabb volt a szobalevegé-lélegeztetett csoportban tapasztalt
mértéktol. A szovettani vizsgalatok soran MAP-2 festést, és denzitds vizsgalatot végeztiink, mely

soran a csoportok kozott jelentds eltérést nem tapasztaltunk.



Az agykérgi perfizios valaszok vizsgalata LASCA segitségével

A lézer-folt interferencia kontraszt analizis (LASCA) segitségével Osszehasonlitottuk a

kiilonboz6 stimulusokra adott agyi ératmérd valtozasokat a kortikalis vérataramlas valtozasaival (3.

abra). Azt tapasztaltuk, hogy a hidrogén-lélegeztetés az ératmér6héz hasonléan a kérgi parenchyma

vérataramlasat sem befolyasolta. Az altalunk hasznalt vazoaktiv stimulusok (hiperkapnia, NMDA,
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Aramlasi sebesség- szovet

3. abra: LASCA-val mért aramlasi sebesség-,
perfuzio- és ératmérd —valtozasok
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NA) a korabban megfigyelt ératmérd
valtozasokat hoztak 1étre a pia mater
arteriolakban. Az arterioldkban
azonban megfigyelhettiik, hogy a
hiperkapnia az aramlasi sebesség
fokozodasat, a NA pedig az aramlasi
sebesség csokkenését hozza létre, mig
az NMDA az arteriolakban az aramlasi
sebességet nem  valtoztatta meg
szamottevoen. A kérgi parenchymaban
megfigyelt perfuzidvaltozasok
egyszerre tikrozték a pia mater
arteiolak atmérdjében és a véraramlas
sebességében bekovetkezett
valtozasokat. Megvizsgaltuk tovabba
az aszfixia hatasara bekdvetkezo
valtozasokat is, melybdl kitint, hogy
az ératméré valtozatlansaga mellett
aramlasi sebesség-csokkenés alakul ki,
mely ennek megfelelden az agyszovet

parenchymadjanak sulyos

crcr



Diszkusszio

A HIE vizsgalatdra haszndlt szamos allatkisérletes modell koziil az egyik leggyakrabban
alkalmazott girenkefal allatmodell az 0jsziilott malac. Laboratoriumunk jelentds tapasztalati hattérre
tett szert a rovid talélésii malac HIE modellek alkalmazéisdban az elmult 15 év soran. A jelentOs
eredmények ellenére az elvégzett kisérletek kovetési id6szaka maximalisan az inzultust kdvetd 4-6
oréra korlatozddhatott. A megfigyelési id0 kiterjesztését akadalyozta a megfeleld instrumentacid és az
aszeptikus miitét feltételeinek hidnya. Ismerve a reoxigenizacidé 12-24. orajaban jelentkezd tUn.
masodlagos energiahiany jelenségét, feltételezhetd volt, hogy a HIE kialakulasa nem ér véget az
inzultust kovetd néhany oras idészakban, igy az aszfixia neurovaszkularis kovetkezményeinek

arnyaltabb, pontosabb megismerése indokoltta tette a kovetési id6 meghosszabbitasat.

A kiterjesztett megfigyelési id0 megkovetelte a korabban hasznalt modell modositasat is.
Ennek megtervezésekor az elsédleges iranymutatast a perinatalis intenziv terapias ajanlasok
szolgaltattak [28]. A felhasznalt eszkozok és gydgyszerek mellett a miitéti el6készités protokolljat is
modositottuk, valamint bdvitettiik és pontositottuk a vitdlis paraméterek monitorozasat is.
ElSkisérletek alapjan valt vildgossa, hogy a maghdmérséklet (38.5 °C) szoros kontrollja mellett a
korabban hasznalt 10 perces aszfixia tal magas letalitassal jar, igy az aszfixia idGtartamat 8 percre

kellett csokkententink.

Vizsgalataink elsddleges célja volt a perinatalis aszfixia hatdsara kialakuld neurovaszkularis
funkciozavar vizsgalata rovid illetve kiterjesztett megfigyelési idovel. A megfigyeléseinket egy régdta
hasznalt vizsgalati modszerrel végeztik; zart koponyaablak beiiltetésével ¢és intravitalis

videomikroszkdpiaval.

A megfeleld idegi mikodés a megfeleld agyi vérellatastol fiigg. A szoveti igényeket
folyamatosan kielégitdé agyi perfuziorél az agyi rezisztenciaerek lokalis kalibervaltozasai
gondoskodnak a kiilonb6z6 kornyezeti és bels6 hatasoknak megfeleléen. A kielégité szoveti perfizid
egyik kulcsa az erek reakcidokészsége olyan élettani stimulusokra, mint pl. a megemelkedett
széndioxid-koncentraciora vagy kiilonb6z6 neurotranszmitterekre ill. humoralis mediatorokra. Ez a
reaktivitdas megfigyelhet az ératmérd-valtozasok kdvetésével, ezzel vizsgalhatova téve az erek és a
neurovaszkularis egység allapotat, illetve egy estlegesen neuroprotektiv terapia hatasossagat

hipoxias/iszkémias stresszt kovetden [29, 30].

Az agyi perfuzio valtozasanak és az agyi erek reaktivitdsdnak kimutatdsara szamos kisérleti
modszer keriilt meghatarozasra. Ezek egyike a pidlis arterioldk atmérdvaltozasainak vizsgalata
kiilonb6z6 vazoaktiv stimulusokra, melyet évtizedek Ota hasznalnak szamos allatkisérletes modellben.

Az agykérgi artériak és arteriolak felelnek az agy vaszkularis rezisztencidjanak 50-60%-aért, ezzel
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alatamasztva jelentOs szerepiiket a lokalis perfiizios nyomas és az agyi vérataramlas meghatarozasaban

[31, 32].

A pidlis arteriolak reaktivitdsdnak meghatarozasara hasznalt leggyakoribb stimulus a
hiperkapnia. A 10%-0s CO,-tartalmi gaz lélegeztetése jelentds tagulatot okoz, mely 200-300%-kal
noveli a lokalis vérataramlast [33, 34]. Ennek a kvantitativ modszerekkel is kimutatott emelkedésnek a
korabban lézer-Doppler aramlasméréssel végzett vizsgélataink soran mindossze toredékét sikeriilt
detektalnunk [35]. A tapasztalt jelentGs kiilonbség is megerésitette olyan modszer bevezetésének
sziikségességét, mellyel a 1ézer-Dopplerhez hasonloan szemikvantitativ modon tudjuk mérni az
agykérgi perfuziot, de annal érzékenyebben tudjuk detektalni a vérataramlas-valtozasok mértékét. A
LASCA-val kapott eredményeink jol tiikkrozik a kvanitativ modszerekkel kapott véraramlas-valtozasok
eredményeit. Mindemellett a LASCA lehetéséget ad az arterioldk kalibervaltozasainak vizsgalatara is,
igy mérési eredményeink alatamasztottak, hogy a pialis arteriolak atmérévaltozasai viszonylag nagy

pontossaggal tiikkrozik a kérgi vérataramlas valtozasait.

A kiilonb6z6 vaszkularis stimulusokra adott valaszreakcid valtozasa nem csak a
neurovaszkularis egység egészének, de egyes elemeinek allapotat is jol tiikrozheti, ha a vizsgalat soran
hasznalt stimulusok megvalasztasa soran figyelembe vesszilk azok hatasmechanizmusat.
Kisérleteinkben az aszfixia jelentés mértékben csékkentette a hiperkapniara adott tagulatot egy oraval
az aszfixiat kdvetéen. Ez a karosodas azonban nem volt megfigyelhetd a hidrogénnel 1élegeztetett
allatoknal, ami az endotél karosodasanak elmaradasat mutatja. Az ép endotélfunkcié elengedhetetlen a
vér-agy gat megfeleld miikodésének fenntartasaban, és a tovabbi neuronalis karosodas megel6zésében
is [36]. Az NMDA-kivaltotta vazodilatacié pedig egy, a neuronok altal kézvetitett komplex érreakcio,
[23, 37]. Az érvalasz érzékeny a globalis iszkémiara, és 50%-kal csokken az iszkémias inzultust
kovetd els6 ora végére [29, 38]. Ezzel ellentétben, jelen vizsgalatainkban nem tapasztaltunk jelent6s
eltérést a kontroll csoport eredményeitol egy oraval aszfixiat kovetden. Ennek oka feltehet6en, hogy az
altalunk alkalmazott aszfixia enyhébb karosodast okozott az intrakrainalis nyomasfokozassal

l1étrehozott globalis agyi iszkémidnal.

A perinatalis aszfixiat koveté 6-24 oraban megfigyelhetd jelenség az Gn ,,masodlagos
energiahidny” (second energy failure), amely tovabb sulyosbithatja a neurondlis karosodast, stlyos
szovédmények (apnoe, epileptiform gorcsrohamok) forrasa, és jelentdsen ronthatja a végleges
kimenetelt [39]. A talélési id6 24 orara valo kiterjesztésével modunk nyilt (j megfigyeléseket tenni a
neurovaszkularis  diszfunkcidé  mértékérl ebben a  periddusban. Az  eredmények

rrrrr

vizsgalatkor megegyezett az akut szakban végzett korabbi kisérletekkel [23, 40]. Ennek kdszonhetden,
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a varakozasainknak megfeleléen a pialis ératmérévaltozasok nagysaga az akut kisérletekben
tapasztaltakkal azonos mértéki volt. Az akut kisérletekkel ellentétben azonban mind az endotélium-
fiiggd hiperkapnia-kivaltotta, mind pedig a neuron-fligg6é NMDA-kivaltotta értagulat jelentds
mértékben karosodott, ezzel bizonyitva a neuronalis €s a vaszkularis elemek érintettségét egy nappal
az aszfixiat kovetden. A hidrogén-1élegeztetés a hiperkapnia esetében teljes, NMDA esetében
részleges javulast eredményezett az aszfixias karosodast kovetden. Tekintve, hogy a hidrogént a
reventilacio els6 négy orajaban alkalmaztuk, a protektiv hatasa ebben az idészakban kihangstlyozza
az akut szakban keletkez6 reaktiv oxigéngyokok szerepét a masodlagos energiahiany, és az annak

részeként kialakul6 neurovaszkularis karosodas patomechanizmusaban.

A neuronkarosodas mértékének meghatarozasara az agy szamos teriiletén szovettani
vizsgalatot is végeztiink. A 10 perces aszfixiat kovetden jelentés, a korabbi kisérleteinkben
tapasztaltakkal megegyez6 mértékii [30] neuronalis karosodas volt megfigyelhetd, amelyet a hidrogén-
1élegeztetés szignifikans mértékben csokkentett. Megfigyeléseinkkel elséként bizonyitottuk a hidrogén
neuroprotektiv hatasat nagy allatmodellben, amely a mas kutatok altal megfigyelt, egyéb

allatmodellekben tapasztalt neuroprotektiv hatas mértékének megfelelt [27, 41].

A szubakut megfigyelési idoszak végeztével a rovidebb aszfixias periddusnak megfeleléen
kissé enyhébb neuronkarosodast tapasztaltunk. Az agyszdvet strukturalis integritasanak vizsgalatara
tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatot is végeztiink. A Mikrotubulus Asszocialt Protein (MAP-2)-egy
neuronalis struktirfehérje, a MAP-2 immunfestddés csokkenése jO markere a neuronalis
karosodasnak. A MAP-2 immunreaktivitas denzitometrias elemzése nem mutatott jelentés eltérést az
egyes csoportok kozott, mely arra utal, hogy a karosodott neuronok struktirajanak lebomlasa még nem

ért el szignifikans mértéket.

Az aszfixiat kovetd reventilacid jelentés reaktiv oxigéngyok-felszabadulassal jar, melynek
elsédleges forrasai az ekkor aktivalodd enzimek. Az egyik ilyen enzim a ciklooxigenaz-2 (COX-2),
mely felelés a hipoxiat/iszkémiat kdvetd prosztanoid-felszabadulasért és szuperoxid-anion termelésért.
A megndvekedett prosztanoid koncentracid sulyosbbithatja a KIR neuronalis és vaszkularis
karosodasat, de tanulmanyok azt is bizonyitjak, hogy az emelkedett COX-2 expresszio védé hatéssal is
lehet [42]. A képz6dott szuperoxid-anion jelentés mértékben jarul hozza az oxidativ stresszhez
iszkémiat kovetden, igy COX-2 aktivitds a neurovaszkuldris diszfunkciot is nagy mértékben
befolyasolja [43, 44].

A COX-2 expresszidjanak emelkedéséért felelos mRNS szint-névekedés mar 0,5-2 oraval az
aszfixias inzultus utan tapasztalhato [45, 46]. Négy oraval az aszfixiat kovetéen nem tapasztaltunk
jelentds eltérést a COX-2 expresszioban a csoportok kozott, azonban jelentds eltérés mutatkozott az
egyes agyteriileteken talalhatd6 COX-2 pozitiv neuronok szamaban minden csoportban. Mar korabban
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is vizsgaltak az agyi COX-2 expressziot malacban, am az agykérgi eredmények mindGssze a parietalis
kéregbdl szarmaztak, és nem vizsgaltak az egyes agykérgi teriiletek kozotti kiillonbségeket [47]. Mig a
szubkortikalis régiokban és a kisagyban alacsonynak talaltuk a COX-2 immunreaktiv neuronok
szamat, a kérgi teriileteken magas aranyban mutattunk ki COX-2-t expresszalé neuronokat. Ez azt is
mutathatja, hogy az egyes teriiletek COX-2 fiiggd oxidativ stressznek vald kitettsége egy hipoxias
inzultus soran mas-més lehet. Erdekes forditott korrelacio all fenn tehat a regiondlis COX-2 expresszid
¢s a lokalis alap vérataramlas kozott: a szubkortikalis struktirdk alacsony COX- expresszidjahoz

magasabb, a kérgi magas COX-2 expresszidohoz alacsonyabb vérataramlas tarsul [48].

Széles korben elfogadott, hogy az ujsziilottkori hipoxias/aszfixids karosodasok
patomechanizmusaban legnagyobb szerepe az oxidativ stressznek van. Annak ellenére, hogy szamos a
reaktiv oxigéngyokok eldallitasara alkalmas enzim talalhatd az 0jsziilott szervezetben, az antioxidans
mechanizmusok éretlenek, igy jelentds az oxidativ stressznek vald kitettség. A reaktiv oxigéngyokok
lipidperoxidacidt, DNS-karosodast és fehérjekarosodast okozhatnak, NO-val kapcsolédva pedig
rendkiviili oxidal6 hatassal rendelkez6 peroxinitritet képezhetnek [49, 50]. Ezek alapjan a karosodasok
csokkentésére a reaktiv oxigéngyokok kialakulasanak megakadalyozasa vagy mennyiségének
csokkentése lehet a leghatasosabb stratégia. Fontos az is, hogy a potencialisan neuroprotektiv anyag

jelen legyen a gyokok kialakulasanak helyén, hogy maximalis hatast fejthessen ki.

A molekularis hidrogén esetében az egyik idealis alkalmazasi mod lehet a reszuszcitaciora
hasznalt gazkeverékkel torténd adagolas, melynek kiegészitése 2% H, gazzal jelentésen csokkenthetné
az idegi karosodast a reoxigenizacid periodusdban. Ez a mennyiség biztonsagos, és 20ng/ml

koncentraciot eredményez a periférias vérben, mely elegendd lehet a megfeleld terapias hatashoz [27].

A hidrogén-lélegeztetés az altalunk is igazolt neuroprotektiv hatason kiviil szamos egyéb
kozponti idegrendszeri betegség esetén bizonyult hatasosnak allatkisérletes modellekben, igy példaul
kognitiv zavarok, agyi atrofia és szubarahnoidalis vérzést kovetden [51, 52]. A molekularis hidrogén
protektiv hatasanak teljes spektruma még nem keriilt felderitésre, és nem igazolt, hogy minddssze
egyes reaktiv oxigén metabolitok neutralizaciojara korlatozodik. A HIE szubakut id6szakaban végzett
megfigyelésink bizonyitjak, hogy a hidrogén altal kifejtett neuroprotektiv hatas nem fiigg a kozvetlen
jelenlététdl, hiszen a meghosszabbitott talélés soran az alkalmazas és a hatasanak vizsgalata kozott 20
ora telt el. Eredményeink alapjadn a molekularis hidrogén neuroprotektiv hatdsainak tovabbi vizsgalata
mindenképpen indokolt, hiszen a klinikai gyakorlatban protokollszeriien hasznalt terapiak soraba
egyszertien lenne beilleszthetd a korai reoxigenizacioval egyiitt alkalmazhatd hidrogén-lélegeztetés, az
ujsziilottek ujraélesztésére hasznalt gazkeverékébe kevert alacsony koncentraciojii hidrogén

segitségével.
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