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BEVEZETES

A perinatalis aszfixia (PA) jelent6s jsziilottkori mortalitashoz, vagy a taléldkben hipoxias-
iszkémias enkefalopatia (HIE) kialakulisdhoz vezethet. A terapias testhiités (hipotermia)
alkalmazasa ellenére a HIE sok ujsziilottben tartds neuroldgiai maradvanytiineteket
eredményezhet, mivel a hipotermia 6nmagaban gyakran nem elegendd, hogy teljes mértékben
kivédje a HIE kovetkeztében 1étrejovo neuronalis karosodast. A hipotermiat kiegészitd terapiak
kidolgozasahoz elengedhetetlen a HIE kialakuldsa mogott allo neuronélis és vaszkularis
pathomechanizmusok vizsgalata. A munkacsoportunkban hasznalt Gjsziilott malac az egyik
legmegfelelobb nagyallat modell a PA/HIE preklinikai transzlacios kutatasokra. A tézisben két £6
problémara fokuszaltunk, nevezetesen az agyi intersticialis pH (pHagy) megvaltozasanak szerepére,
valamint a PA illetve a HIE kovetkeztében 1étrejoveé neurovaszkularis egység diszfunkcidjanak a
neuronalis sériilésben betoltott mechanizmusanak megismerésére.

A PA/HIE alatt a pHagy elsédleges és masodlagos valtozasai hozzajarulnak a neuronalis
sériilés kialakitdsahoz az Ujsziilott agykéregben. Ugyan fiziologias koriilmények kozott a pHagy
szorosan szabalyozott, azonban a pH.g eltérései nagyban befolyasolhatjdk a neuronok
excitabilitasat. Ragcesalokon végzett kisérletekbol mar jol ismert, hogy a pHay valtozasai
kiilonboz6 tipust ioncsatornak miitkddését modulalhatjak. Ismert, hogy az acidézis gatolja, mig az
alkalozis facilitalja az N-metil-D-aszpartait (NMDA) receptorokat (NMDAR) a patkany
hippocampusban. Tovabbéa a pHag modosithatja a fesziiltség-fliggd Na*, K és Ca®" csatornak
iondramait patkany hippocampusban. Ujsziilott patkanyokban végzett pHagy mérések azt mutatjak,
hogy a PA-indukalt acidozis a reventillaciot kovetden a pHa.gy alkalikus iranyba torténd
elmozdulasat eredményezi, mely szoros Osszefiiggésben all a megjelend gorcsokkel. Az
intermittens aszfixia a neuronok hiperexcitabilitasahoz vezet (alacsonyabb gores kiiszob), mely
spontan megjelend gorcsoket eredményez. A goresok gatolhatok voltak a pHagy normal szintre vald
visszatérésének lassitasaval, 5% CO; 1élegeztetéssel. Tengerimalacokban is bizonyitottak, hogy ez
az eljaras, az Un. fokozatos visszatérés a normokapnidhoz elényds hatast gyakorol az agyi
metabolikus aciddzisra, valamint az oxigén és laktat szintre egyarant. Mindemellett, nagyon kevés
informaci6 4ll rendelkezésre a PA/HIE akut és szubakut fazisainak pH,gy valtozasairol nagy-allat
modellekben.

A neurovaszkularis egység, mint fogalom, magaban foglalja a neuronalis és vaszkularis
elemek strukturalis és funkcionalis kapcsolatat, amely biztositja azt a megfeleld szoveti perfuziot,

mely elengedhetetlen a neuronalis aktivitds metabolikus sziikségletének fenntartasahoz. A
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neurovaszkularis egység diszfunkcidja kialakulhat hipoxias-iszkémias (HI) sériilés kovetkeztében,
beleértve a PA-t is, melyek bizonyitottan megvaltoztatjdk a mikrovaszkularis reaktivitast pl.
hiperkapnia vagy NMDA stimulaciot kovetden. A glutamaterg mechanizmusok fontos szerepet
jatszanak a neurovaszkularis csatolasban, biztositva a lokalis perfuzid és a neuronalis aktivitas
kapcsolatat. Ujsziilott malacokban szamos tanulmany foglalkozott az NMDA-indukalt pialis
arteriola dilatacio mechanizmusanak-, az agykérgi véraramlas fokozodasanak-, valamint a
kévetden. Ujsziilott malacokban az NMDA stimulaciot koveté vaszkularis valasz feltételezhetéen
neuronalis nitrogén oxid szintdz (nNOS) aktivitas fliggd, mig a valasz attenuacidja reaktiv
oxigéngyokok (ROS) termelédéséhez kothetd a reoxigenizacid/reventillacid periodusa alatt. Az
NMDAR-0k nem kizardlag a célpontjai, hanem a mediatorai is a neurovaszkularis egység
diszfunkcidjanak. Az agykérgi terjedd depolarizacié (SD) hullima majdnem teljes mértéki
neuronalis depolarizaciot eredményez, mely a neuronalis aktivitas terjedé depresszidjaval tarsul,
neurovaszkularis egység diszfunkciot és megvaltozott mikrovaszkularis reaktivitast indukalva
ezzel. Egyetlen SD hullam is képes a hiperkapnidra adott mikrovaszkularis vélasz teljes
megsziintetésére. Az NMDA topikalisan az agykéreg felszinére juttatva képes SD kivaltasara
ragesald modellekben. Ujsziilottekben — beleértve az wjsziilstt malacokat is — SD még a
funkcionalis NMDAR-ok jelenléte mellett sem valthato ki. Az NMDAR aktivacio és a
neurovaszkularis diszfunkcid esetleges kapcsolata az ujsziilottekben azonban még feltérképezésre

Var.
CELKITUZESEK

A dolgozat 6 céljai kozt szerepel a HIE korélettani mechanizmusok tanulmanyozasa
transzlacios nagyallat modelliinkben, mely lehet6vé teszi akar a HIE klinikai kezelésében relevans

neuroprotektiv terapiak kifejlesztését. Kisérleti célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

1. Kvantitativan meghatarozni a PA pHygy,-ra gyakorolt hatasat aszfixia és a HIE kialakulasanak
szubakut fazisa alatt, mely lehetové teszi a pHay valtozasok jelentdségének megértését,
valamint ragcsalokon végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitdsat PA/HIE
modelliinkkel. Meg kivantuk mérni a PA-indukalt acidézis respiratorikus komponensének

(hiperkapnia) mértékét is.



Meghatarozni, hogy az NMDA stimulacié 6nmagaban (generalizalt glutamaterg aktivaciot
szimulalva PA nélkiil) hatassal van-e a neurovaszkularis egység miikodésére, hiperkapnia-
indukalt vazodilataciot alkalmazva a cerebrovaszkularis reaktivitas tesztelésére. Az NMDA-
indukalt neurovaszkularis diszfunkcié bizonyitasat kovetéen megvizsgalni, hogy a nNOS
aktivitas szerepet jatszik-e a mechanizmusban.

A masodik pont eredményeit kibévitve, a cerebrokortikalis neuronalis aktivitas és
kapcsolatrendszer elektrofiziologiai tulajdonsagainak feltérképezése ujsziilétt malacban.
Tanulmanyoztuk, hogy az NMDA képes-e megvaltoztatni a spontan- és a hiperkapnia-
indukalt elektromos aktivitasokat, valamint ezek egyiitt jelentkeznek-e a cerebrovaszkularis

reaktivitas megvaltozasaval.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok és alkalmazott miitéti eljarasok

Az Gjsziilott malacokat Na-thiopentallal altattuk el. Az allatokat szervo-kontrollalt melegit
parnara helyeztiik, maghémérsékletiiket a fiziologias intervallumban tartva (38.5+0.5 °C). A
malacokat tracheosztomian keresztiil mesterségesen, parasitott orvosi levegével lélegeztettiik,
amit sziikség esetén oxigénnel egészitettiink ki (FiO,: 0.21-0.25), az alabbi légzési paramétereket
alkalmazva: respiracios rata (RR): 30-35/perc; belégzési csucsnyomas (peak inspiratory pressure;
PIP): 12-14 cmH,0. Aszeptikus koriilmények kozott katétert helyeztiink a jobb oldali femoralis
vénaba, intravénas morfin és midazolam anesztézia/analgézia, valamint szupportiv folyadék
terapia alkalmazasara. Egy masodik katétert helyeztiink a jobb oldali carotis artériaba, melyen
keresztiil vérmintakat vettiink, valamint monitoroztuk az artérias kozépnyomast (mean arterial
blood pressure; MABP) és szivfrekvenciat (heart rate; HR). A vérmintdk analizisét epoc® vérgaz
analizatorral végeztiik, vizsgalva a vér pH-jat, vérgaz-, elektrolit- és metabolit értékeit. A
periférias oxigén szaturaciot (SpO,) pulzoximéter segitségével monitorizaltuk.

A mitéti eljarast kovetéen az allatok fejét rozsdamentes acél sztereotaxias allvanyon
rogzitettiik. A 1ézer folt-interferencias kontraszt képalkotashoz (Laser-speckle contrast imaging;
LSCI) rozsdamentes acél koponyaablakot implantaltunk a parietalis kéreg folé. Az
elektrofizioldgiai, valamint az agyi intersticidlis pH mérésekhez nyitott koponyaablakot
alkalmaztunk a bal oldali parietalis kéreg folott, melyen keresztiil az elektrodokat az agykéregbe
vezettiik. A szubarachnoidealis teret melegitett (37 °C), mesterséges cerebrospinalis folyadékkal
(aCSF) toltottiik fel, melyet 6.3% O, 6.2% CO, és 87.5% N, tartalmi gazkeverékkel
ekvilibraltunk. A mtéti eljarasokat kovetéen az allatokat a két vizsgalatsorozatban 2 ill. 4

csoportra osztottuk:

1.1 GrHyp csoport (n=3): normoxia mellett gradalt hiperkapniat idéztiink eld, a CO, szint 5%-0s
Iépcsbzetes novelésével (0%-tol 20%-ig).

1.2 Asph csoport (n=13): hipoxias-hiperkanias gazkeverékkel (20% CO, és 6% O,, RR=15/perc)
aszfixiat idéztiink eld, majd az agykérgi pH valtozasokat kiilonbozé iddablakokban
regisztraltuk. (alap, PA és a reventillacio els6 4 6raja (n=6), reventillaci6 8-14 oraja (n=8), és
a 20-24 oraja (n=3)). A HIE kialakulasat korabbi vizsgalatankban mar alkalmazott

neuropatologiai analizissel igazoltuk.



2.1 Kontrol csoport (n=6): ismételt gradalt hiperkapniat idéztiink el6 (5% és 10% CO,) NMDA
stimulacid nélkiil

2.2 NMDA csoport (n=14): a két ismételt gradalt hiperkapnia k6zott névekve koncentracioju (0.1
és 1 mM) NMDA-t helyeztiink topikalisan az agykéregre, zart koponya ablakot alkalmazva
az agykérgi vararamlas (cortical blood flow; CoBF) tanulmanyozasara (n=7), valamint nyitott
koponya ablak segitségével nyomon tudtuk kovetni a lokalis mezdpotencialok (LFP)
valtozasait (n=7).

2.3 MK-801 + NMDA csoport (n=4): az NMDA csoportban hasznalt stimulusok alkalmazasa
mellett az agykérget NMDAR antagonista MK-801-¢l (0.1 mM) elékezeltiik, majd NMDA-
val egyiitt alkalmaztuk

2.4 AAAN + NMDA csoport (n=7): szelektiv nNOS ihibitor (AAAN) beadéasat kovetben az

NMDA csoport stimulusait alkalmaztuk

2. pHagy mérések

Méréseinket sajat készitési Faraday kalitka alatt pH-szenzitiv mikroelektrodokkal, 4 Hz
mintavételi frekvencian végeztiik. Az elektrodokat sztereotaxias manipulatorokkal rogzitettiik,
majd minden kisérletet megel6z6en 3 kiilonbozd puffer oldattal (pH: 6.10, 7.10, és 8.10; 38°C)
kalibraltuk. A pH-szenzitiv és referencia elektrodokat 1-2 mm mélyen az agykéregbe szurtuk és
egy Ag/AgCl fold elektrodot helyeztiink a skalp ala. A jeleket sajat készitést elektrométerrel, 16-
bites analog-digitalis (AD) konverterrel és WinEDR szoftver segitségével, vagy mikroszenzor
multiméterrel és SensorTrace Logger szoftverrel regisztraltuk. Méréseinket offline értékeltiik ki:
a kalibralo oldatok jeleit gorbére illesztettiik linearis regresszio analizissel, majd pH jellé
konvertaltuk lineéris interpolacio segitségével. A technika 3-4 6ran keresztiil teszi lehetdvé a stabil

mérést, ezért kiilonboz allatokban, kiilonboz6 idéablakokban végeztiik a regisztraciokat.
3. LSCI mérés és analizis
Az agy felszinét egy lézer didda altal emittalt, kozel infravords polarizalt fénnyel vilagitottuk

meg (A=808 nm, 200 mW). A képeket egy monokrém kameraval rogzitettiik (1 Hz, 1 ms), amely

polarizalo és szinkonverzios filterrel van ellatva. Az LSCI analizist offline végeztiik LabVIEW



segitségével. A kontraszt térképeket a nyers speckle képekbdl hoztuk létre, 5x5 pixel nagysag
(~1200 pm?) teriiletek kivalasztisaval. Minden egyes kép esetében az 1/t értékeket az alapvonal
szazalékaban normalizalva fejeztiik ki. A pialis arteriola atméréket azokban az idépontokban
hataroztuk meg, amikor a CoBF az egyes stimulusok alatti maximumat elérte. A jobb felbontas
elérése érdekében 30 képet atlagoltunk ki, majd a zaj mértékének csokkentésére Otsu filterrel
végeztilk a szlirést. Az arteriolak belsé atmérdjének a meghatarozasahoz euklideszi tavolsag
mérést hasznaltunk MATLAB segitségével. Az arteriola atmérdk adatait az alapatmérd
szazalékaban normalizalva fejeztilk ki, valamint a 4 kiilonboz6 arteriola értékeit allatonként

atlagoltuk.

4. Neurofiziologiai mérések

Az elektrofiziologiai méréseket 16-csatornas akut, egy szaru sik elektroddal végeztiik. Az
20 kHz mintavételi frekvenciaval végeztiik, a jeleken pedig 1-9000 Hz kozti savsziirést végeztiink.
Az adatok analizisét offline végeztik MATLAB kornyezetben, a megfeleld beépiils toolbox-ok
(Chronux, FMAtoolbox) és sajat scriptek segitségével. Az LFP jeleket frekvenciasavokra
bontottuk, majd Gyors Fourier Transzformacio (FFT) segitségével meghataroztuk a
teljesitménysiirtiség spektrumukat (power spectral density; PSD). Az egyes frekvenciasavok PSD-
it Osszegeztilk. A PSD-at atlagoltuk és az alap szazalékaban fejeztik ki. Az LFP inverz
problémajanak megoldasara kiszamoltuk az LFP masodlagos térbeli derivaltjat, az aramforras
stirliséget (current source density; CSD), felfedve ezzel, hogy a kiilonbozd forrasok hogyan
jarulnak hozza a jelhez. A szamitasokhoz a standard CSD metddust hasznaltuk. A spike sorting-
ot a Klusta programcsomaggal végeztiik. Az egy-sejt aktivitasok az un. ,treshold crossing” alapt
algoritmussal lettek azonositva. A spike-okat automatizalt Klaszterelés rendezte csoportokba,
melyet a klaszterek manualis szortirozasa kovetett a phy KwikGUI szoftver segitségével. Az
interneuronnak vagy piramissejtnek vélt neuronokat a hullimforma karakterisztikajuk és auto-
korrelogramjuk (ACG) alapjan azonositottuk, majd kereszt-korrelogramjukat (CCG)

megvizsgalva feltérképeztiik a sejtek kozti monoszinaptikus kapcsolatokat.



5. Statisztika

Az LSCI és az elektrofiziologia statisztikai analizisét IBM SPSS 22-ben végeztiik, ismételt
méréses egy-, vagy kétszempontos ANOVA segitségével, valamint a megfelelé post hoc tesztet
alkalmazva (Tukey és Bonferroni). Minden eredmény az atlag+szorast mutatja az alaphoz
viszonyitva. A Z-értékek kiszamitasahoz a MATLAB statistics toolboxat hasznaltuk. A relativ
PSD valtozasokat Z> +2* és Z> +4** esetekben itéltiik szignifikansnak. A pH, a hemodinamikai-
és a fizioldgiai paraméterek analizise SigmaPlot-tal vagy MATLAB-al tortént. Minden esetben az
adatok atlag+SEM formajaban Kkeriiltek prezentalasra. Ismételt méréses, egy szempontos
ANOVA-t alkalmaztunk, SNK post hoc teszttel. A P,CO; és a pHagy kozti korrelacio szamitasat a
MATLAB polinom gorbe illesztésével végeztiik (p<0.05* és p<0.01**).

EREDMENYEK

1. A PA/HIE és a gradalt hiperkapnia hatasa a fiziologias paraméterekre

Az 5-10% COy-al torténd lélegeztetés gradalt hiperkapniat eredményezett, mely hasonlonak
mutatkozott minden kisérleti csoportban, mind az LSCI, mind pedig az elektrofiziologiat illetGen.
Az artérias pCO; Iépcsdzetes emelkedése a markans respiratorikus acidozissal és a plazma HCO3
szintjének enyhe emelkedésével egyidGben jelentkezett, azonban az artérids pO,, a vér oxigén
szaturacioja, az MABP és a HR mindvégig a normal tartomanyban maradtak. A stimulus nagy
mértékben ismételhetének bizonyult, mert a masodik 5-10% CO,-dal torténd lélegeztetéssel kozel
azonos vérgaz értékeket kaptunk, mint az els6 soran.

A 20 perces aszfixias periddus alatt az O, szaturacio 30% ala esett, a HR 140 1/perc-rdl kozel
200 1/perc-re nétt az els6 két percben, ami ezt kdvetden nem tutatott szamotteve valtozast, mig az
MABP valasza bifazikus volt, egy tranziens emelkedéssel kb. 90 Hgmm-ig, amit egy lassabb, alap
érték ala vald csokkenés kovetett. Az oxigén szaturacio 80% folé torténd gyors emelkedése a
reventillacié elsé 2-3 percében megfigyelhetd volt, ezzel parhuzamosan a HR (240 1/perc) és az
MABP (80 Hgmm) tranziens emelkedése volt tapasztalhatd, melyek fokozatosan visszatértek a
normal értékekre.

A fiziologias paraméterek hosszan tartd6 monitorizalasa jol tiikrozi a PA és a reventillacio
hatasait. A vér hemoglobin koncentracidja, a maghdmérseklet, O, szaturacié, MABP és a HR a

normal tartomanyban voltak a PA-t megel6z6en, valamint ezen értékek nem kiilonboztek
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szignifikansan az alap értékektdl a talélés teljes idOtartama alatt sem. A PA végén rogzitett
pulzoximetrias adatok és az artérias vérgaz analizis szintén megerdsitette a centralis hemoglobin
deszaturaciot (94+4%-r61 13+4%-ra), melyet sulyos acidézis, hypoxia és hiperkapnia kisért. Az
artérias vér pH (pHa) 7.53+0.03-r6l 6.79+0.02-re esése jelentésnek mutatkozott, mellyel
parhuzamosan a P,CO, 160+6 mmHg-ig torténé emelkedése volt megfigyelhetd. A vér gliikoz és
laktat szintje kiemelked6en megnétt, bizonyitva ezzel a PA-ra adott metabolikus valaszt. A
17.4+1.5 mmol/L-es bazis deficit, a bikarbonat koncentracié csokkenése, valamint az alacsony
pHa (6.79) értékek a PA végén jol mutatjak, hogy az aszfixia mértéke messzemenéen megfelel a
human Gjsziilotteknél a stilyos aszfixia diagnozisanak fellalitashoz sziikséges kritériumoknak (pH
<7.0 és bazis deficit >12-16 mmol/L). Reventillaciot kovetden a normoxia meglehetdsen gyorsan
helyreallt az artérias vérben, de a P,CO, szint magasabb értékeken maradt, bar ez a valtozas csak
a PA-t kovet6 4. oraban mutatott szignifikans eltérést. A 4. drara a bazis deficit normalizalodott, a
pH. visszatért 7.39+0.02-re, mely a malacokban normalisnak tekinthetd. Hasonloképpen a vér
gliikoz és laktat szintje a 4. Orara szintén visszatért a kezdeti értékekre, bar mindkettd még

statisztikailag szignifikans elevaciot mutatott a PA-t kovetd 1. oraban.

2. A pHagy valtozasa a HIE kialakulasa- és a gradalt normoxias hiperkapnia soran

A gradalt hiperkapnia 1étrehozasara iranyulo kisérletek nagy jelent6séggel birnak, mert a PA
alatt bekovetkezd pHagy csokkenés respiratorikus komponensét meg tudtuk hatarozni. A
belélegeztetett 5%-0s CO; Iépcsézetes novelésével egy idejlileg 1épcsdzetes pHagy csokkenés volt
tapasztalhatd. Az artérias vérgaz analizis hasonlo mértéki fokozatos pH, csokkenést mutatott, igy
a PHagy €s a pH, kozti kiilonbség valtozatlan maradt a hiperkapnia alatt. A maximalis valtozasok a
20% CO,-dal torténd lélegeztetés soran voltak megfigyelhetek, amely soran a pH, 7.52+0.06-r61
6.98+0.02-ra, mig a pHagy 7.32+0.01-r61 6.77+0.02-re esett. A pHygy és a pH, valtozasai teljes
mértékben normalizalodtak a normokapnia visszatérésével.

A PA indukcidja pHagy csokkenést eredményezett, mely kiegyenlitédés nélkiili csokkenést
mutatott a 20 perces inzultus alatt, igy a pHagy az aszfixia végére 7.21+0.03-r61 5.94+0.11-re esett
le. Reventillaciot kovetéen a pHagy 29.4+5.5 perc alatt érte el a 7.0 értéket, mely tovabb
stabilizalodva elérte a kozel kiindulasi értéket. A pHagya 2. orat kovetden kis mértékben a kezdeti
értékek alatt maradt (atlagosan 0.10+0.02 pH egységgel), nem mutatva tovabbi markans valtozast

a 24 Ooras obszervacios periodus alatt. A neuropathologiai analizis megerdsitette a HIE
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a thalamusban és a putamenben is kdzépsulyos/stilyos neuron karosodast eredményezett. Ezen

eredményeink megerdsitik sajat korabbi, ugyanazon PA alkalmazasaval kapott eredményeinket.

3. Az agykérgi mikrovaszkularis valasz gradalt hiperkapnidra és NMDA stimuladciéra

Az LSCI analizis lehet6vé tette a kérgi perfuziorol alkotott két dimenzios térkép létrehozasat,
mely a parenchimalis perfizio és a pialis arteriola atmérék meghatarozasara egyarant szolgalt. A
gradalt hiperkapnia els6é alkalmazéasa az Gsszes csoportban hasonld mértékli CO, koncentracio-
fligg6 CoBF névekedést eredményezett, valamint a CoBF maximalis értékei, az integralt
hiperémias valasz és a pialis arteriola atmérd valtozasai is hasonld értékeket mutattak. 0.1 mM
NMDA topikalis alkalmazasa szignifikans CoBF (151£14%, alap %-a) emelkedést és arteriola
atmérd dilataciot (138+31%, alap %-a) eredményezett, mely 3-4 perc alatt elérte a maximumot. A
koponya ablak aCSF-sel tortén6 atmosasara a megnovekedett CoBF visszatért a kiindulasi szintre.
A stimulust 1 mM NMDA-val megismételve csak kisebb mértékben tapasztaltunk emelkedést
mind a csiics CoBF (172+23%)), a teljes CoBF és az arteriola atmér6 (145+20%) tekintetében, az
NMDA kimosasat kovetéen ezek a valtozasok reverzibilisnek bizonyultak. Az NMDAR
antagonista MK-801 topikalis applikacidja nem volt hatassal az alap CoBF-re, azonban NMDA-
val egyiitt alkalmazva teljes mértékben megsziintette az NMDA-ra adott hiperémias és pialis
arteriola valaszt. A szelektiv nNOS inhibitor szisztémas alkalmazasa nem volt hatassal a CoBF
valtozasra, azonban szignifikans pialis arteriola dilaticié csokkenést eredményezett NMDA
jelenlétében. A kontrol csoportban a masodik gradalt hiperkapniara adott CoBF valasz az elsével
azonos mértékiinek mutatkozott, a maximalis és az integralt CoBF valasz szintén hasonlo
eredményt adott, a cerebrovaszkularis reaktivitas pedig mindkét CO, stimulacio esetén megtartott
maradt. Ezzel éles ellentétet mutat az NMDA kezelt csoportban tapasztalt cerebrovaszkularis
reaktivitas, mely a gradalt hiperkapnia masodik alkalmazasakor teljes mértékben megsziint. MK-
801-el torténd elbkezelés és NMDA-val torténd koapplikacié meggatolta a hiperkapniara adott
inhibitorral kezelt csoportban a hiperkapniara adott CoBF valasz gyengiilt, de az NMDA nem
sziintette meg teljes mértékben, igy a cerebrovaszkularis reaktivitas részben megtartott maradt
(68+35%).

4. Neurofiziologiai valtozasok gradalt hiperkapniara és NMDA stimulaciora



A hiperkapnia indukcidja 5% CO,-dal eldszér novekedést majd csokkenést eredményezett a
PSD-ben, legfoképpen a delta és theta tartomanyban. A legnagyobb novekedés a delta esetében
100-400 pm agykérgi mélységben volt megfigyelhetd, mig a theta esetében 100-600 és 1000-1200
um mélyen. Az ezt kovetd PSD csokkenés a mélyebb kérgi rétegekben kezd6dott, fokozatosan
haladva a felszines rétegek felé. 10% CO, esetében a PSD tovabb csokkent mind a delta, mind a
theta tartomanyban. Ez a depresszi6 normokapnia hatasara nagy mértékben reverzibilsnek
mutatkozott. NMDA stimulaciot kovetéen a gradalt hiperkapniara adott valaszok jelentésen
eltértek, legfoképpen a korai theta PSD novekedés maradt el. A delta PSD szignifikansan
megvaltozott, valamint az LFP mintazat dezorganizaciot mutatott.

1 mM NMDA szelektiven novelte a delta PSD-t kizarolag az agykéreg felsdbb rétegeiben
(100-700 pum), ezzel parhuzamosan a theta PSD szuppresszalodott. Ez a karakterisztikus delta
tartomanybeli valtozas egy kb. 2.5 Hz-es delta-oszcillacio megjelenésével volt jellemezhets, mely
még 600 um mélyen is kifejezett volt. A CSD analizis ravilagitott, hogy az NMDA szignifikansan
megvaltoztatta az dramforras és siillyedés (source and sink) méreteit, valamint eldszor az agykéreg
I., majd II/IIL. és IV. rétegeit aktivalta. Ez az NMDA-indukalt aktivacio a delta savra korlatozodott.
Az azonositott neuronok alacsony frekvenciaju tiizelést mutattak (0.3-3 Hz). Az ACG-kel
azonositani tudtuk a parietalis kéreg fobb sejttipusait, a gyorstiizeld piramis sejteket, szabalyosan
tiizel§ piramis sejteket és interneuronokat. A CCG-k segitségével azonositani tudtuk a legfébb
sejtkapcsolatokat is, melyek foként excitatorikus kapcsolatok voltak, 3-4 ms latenciaval. Csak
néhany gatlo, reciprok vagy serkenté/gatlo kapcsolatot sikeriilt megfigyelni a neuronok kozt. A
gradalt hiperkapnia és az NMDA novelte a tiizelési ratat, foleg a II/I11. és a IV. rétegekben, egészen
900 pm mélységig. Az azonositott 164 sejtkapcsolat 71%-a a II/IIL réteggel volt asszocialt,

beleértve az intralaminaris sejtkapcsolatokat is.

DISZKUSSZIO

A jelen tanulmany legfébb eredményei a kovetkezok:

1. PA/HIE modelliink jol mutatja a kozépsulyos/stlyos HIE sériilés legfébb jeleit. A normoxias
hiperkapnia lehetévé tette a PA respiratorikus komponensének meghatarozasat, mely =40%-

ban felelés a létrejovo acidozis kialakitasaért. Az agykérgi pH 6.0 ald esett a PA

kovetkeztében, a 1étrejovo acidozis =0.8 pH egységgel alacsonyabb szintet ért el az agyban, a
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vérhez képest. A reoxigenizaciot kovetéen az agykérgi pH stabil maradt a 24 oras
obszervacios perioddus végéig, anélkiil, hogy barmilyen pH eltolodast észleltiink volna.

2. A gradalt hiperkapnia koncentracio-fiiggéen noévelte a CoBF-t, melyet az NMDA
megsziintetett. Az MK-801 teljes mértékben, mig az AAAN részlegesen kivédte a
szerepét a hatas kozvetitésében.

3. Ismételt hiperkapnia soran az LFP delta és theta savjainak gatlasa Osszekapcsolodott a
csokkent cerebrovaszkuldris valaszokkal. Az NMDA stimulacié 2.5 Hz-es delta-oszcillaciot
eredményezett 500-700 um mélységben is, ramutatva ezzel az NMDA {6 célpontjainak

lokalizaciojara.

pHagy acidézis hiperkapnia, aszfixia és a HIE kialakulasa soran

Koréabbi tanulmanyokbdl megallapithatjuk, hogy a hiperkapnia mértéke, a vér gliikoz szintje
és az agyi véraramlas nagysaga is felel6s lehet az aszfixia alatti agyi acidozis kialakulasaért. A
humaén és malac PA soran megfigyelt P,CO, 140-160 mmHg-re torténé emelkedése normoxias
koriilmények kozott (onmagaban) felelés lehet az agyi intracellularis pH (pH;i) 6.5-6.6-ig torténd
csokkenéséért. Jelen kisérleteink bizonyitékul szolgalnak, hogy a 20% CO, normoxias
koriilmények kozott, onmagaban (P.CO,:120 mmHg) képes a pHagy 6.8-ig torténé csokkentésében.
Linearis regressziot alkalmazva meghataroztuk, hogy a 1étrejév hiperkapnia (P,CO,: 160 mmHg
esetében) a pHagy 6.5-ig torténd csokkenését eredményezi, mely Osszhangban all a korabbi
tanulmanyok eredményeivel. A PA alatti nagyobb mértékii acidézis féleg az anaerob glikolizis
kovetkeztében termel6do laktatnak koszonhetd. A gliikoz felvételének sebessége a hipoxias agyba
hatdrozza meg a glikolizis mértékét, melynek csokkenése az agyi véraramlas vagy a vér gliikoz
szint csokkentésével gatolhatja az acidozis kialakulasat. Korabbi PA modelliinkben jelentds agyi
iszkémia nem alakult ki, mivel az allatok tobbségében a 20 perces PA alatt az MABP nem érte el
PA-nak azt az akut fazisat, amikor még a kardiovaszkularis adaptaciés mechanizmusok kimeriilése
elétt a legjelentésebb mértékii pHagy valtozasok torténnek meg.

Akut PA alatt, valamint reventillaciot/reoxigenizaciot kovetéen a pHagy valtozasanak fontos
korélettani szerepe van. Korabbi tanulmanyok leirtak, hogy malacban a pH.gy stabil marad a PA-t
kovetden, azonban ez az obszervacids periddus csak 4 oran at tartott. Mi ezzel szemben az

obszervacids periodust 24 orara hosszabbitottuk meg. PA/HIE malac modelliinkben azonban a
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PA-t kovetd 24 ora alatt sem sikeriilt jelentds masodlagos pHagy valtozast kimutatni.
Eredményeinket alatimasztja egy korabbi, malacokkal végzett magneses rezonancia
spektroszkopia (MRS) tanulmany, ahol a HI vagy PA stresszt kvet6en 24 oran at tortént az agyi
pH; monitorizalasa. Szeretnénk azonban kihangstilyozni, hogy malac modelliink kizarolag a HIE-n
atesett ujsziilottek egy kisebb csoportjat reprezentalja, akik a respiratorikus tdmogatis miatt
normokapniasak maradnak. Spontan 1égz6, hiperventillalo ujsziilottekben hipokapnia alakulhat ki,
mely pHagy emelkedést eredményez, a hipokapnia pedig ismerten a neurologiai karosodas
romlasanak egyik flggetlen rizik6 faktora. Malacok esetében a kozépsulyos hipokapnia
onmagaban is képes az agyi perfuzio csokkentéséhez, mely aszfixia hianyaban is pH ¢és laktat szint
emelkedéshez vezet. Eredményeink azt sugalljak, hogy a normokapnia/enyhe hiperkapnia
fenntartasanak szerepe lehet a pHag masodlagos megvaltozasanak a gatlasaban. Az azonban
tovabbi kutatasokat igényel, hogy a PA-t kovetden a fokozatos visszatérés a normokapnidhoz
hasonl6 jotékony hatassal van-e a malacokra, mint ahogy az korabban mar 0jsziil6tt patkanyokban

és tengerimalacokban bizonyitast nyert.

Az agykérgi mikrovaszkularis valasz NMDA stimulaciét kovetéen

A gradalt hiperkapniara kialakuld agykérgi mikrovaszkularis valasz széles korben
tanulmanyozott malac modellekben, azonban csak néhany kisérleti eredmény all rendelkezésre a
pialis arteriola 4tmér$ és a CoBF szimultan valtozasarol. Az NMDA indukalta pidlis arteriola
dilataciot eldszor Gjsziilott malacban irtak le, ami késdbb tovabbi fajokban is meger6sitést nyert.
Szamos allatmodellben bizonyitott, hogy az NMDA-indukalta pialis arteriola dilataciot a
neuronalis NO medialja. Kutatasaink soran az nNOS inhibicio kovetkeztében hasonlé mérteki
pialis arteriola dilataci6 attenuacioja (~30-40%) volt megfigyelheté NMDA stimulaciot koveten,
mint a korabbi nNOS-gatlo 7-nitroindazole-lal végzett kutatasok esetében. Ezzel szemben
vizsgélataink eredményeképpen az NMDA-ra adott arteriola vazodilaticio csokkenése nem
okozott véraramlas valaszbeli gatlast a parenchimaban, ami igy kozel véltozatlan maradt.
Eredményeink azt feltételezik, hogy az intraparenchimalis arteriolak dilatacioja dontd szereppel
bir a CoBF valasz meghatarozasaban, valamint kompenzalni képes a kisebb pialis arteriolak
tulnyomorészt az intraparenchimalis erekre gyakorolhatnak hatast és fontos szerepet tolthetnek be

az NMDA-ra adott CoBF valasz medialasaban, mely jovébeli kutatasaink egyik f6 célpontja lehet.
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A pialis arteriolak gradalt hiperkapnidra adott valasza igen érzékeny a HI stresszre, endothél
sériilésre és gorcsokre egyarant, melyek jo markerei a neurovaszkularis egység diszfunkcidjanak
felderitésére. Az SD-k is jol ismerten gatoljak a hiperkapnia mikrovaszkularis valaszait a felnétt
agyban. Jelen tanulmanyban az NMDA attenualta a gradalt hiperkapniara adott valaszt az 0jsziilott
agykéregben, HI stressz jelenléte nélkiil is, amely nagymértékii hasonlosagot mutat a felndtt
agykéregben megjelend SD-k hatasaval. A malac agykéregben SD-ket nem lehet kivaltani, ezért
feltételezziik, hogy a kérgi depolarizacid6 nem jatszik kozponti szerepet az attenuacié
mechanizmusaban, mivel a KCl-al kivaltott kérgi depolarizacionak nincs hatasa a hiperkapnia
vagy mas stimulus kovetkeztében 1étrejové mikrovaszkularis valaszra. Jelen tanulméanyunk
alapjan azt feltételezhetjiik, hogy az NMDA-indukalt mikrovaszkularis reaktivitis megvaltozasa
nNOS aktivitashoz kothetd, de mégis fliggetlennek bizonyulnak az NMDAR aktivacio direkt
hemodinamikai hatasait6l. Egyel6re nem tudjuk bizonyitani, hogy az NMDAR aktivaci6 a kulcsa
az SD-t kovetd neurovaszkularis diszfunkcionak (mivel az SD-k tanulmanyozasa nem lehetséges

az jsziilottekben), azonban eredményeink mindenképpen felvetik ezt az érdekes lehetdséget.

Az agykérgi neuronalis vilasz NMDA stimulaciét kovetéen

Tanulmanyunkban megkezdtiik a mar jol ismert hiperkapnia és NMDA cerebrovaszkularis
hatasainak és a kevésbé kutatott neuronalis hatasok kapcsolatanak feltérképezését az agykéregben.
Jelen tanulmany az els6, amely gradalt hiperkapnia és NMDA stimulaciot koveten vizsgalta az
agykéreg elektrofiziologiai tulajdonsagait. Eredményeink jol mutatjak, hogy a hiperkapnianak
réteg-specifikus és koncentracio-fiiggd hatisa van mind az LFP-re, mind pedig a sejtaktivitasra
nézve. Eredményeink szintén bizonyitjak, hogy az agykéregnek nem csak a szuperficialis, de a
mélyebb rétegei is érintettek az agyfelszinre juttattott NMDA stimulacié hatasanak
kozvetitésében. Az NMDA 2.5 Hz-es erdteljes delta-oszcillaciot valtott ki, mely az agykéreg
felszine alatt 600-800 pum-rel volt a legkifejezettebb, szuppresszalva a PSD-t minden mas
frekvencia tartomanyban. Az NMDA ellentmondésos hatast gyakorolt a neuronok tiizelésére is,
kiilonb6z6 populacidinak tiizelését stimulalva vagy gatolva. NMDA stimulaciot kovetéen a PSD
visszatért a kiinduldsi szintre, valamint abnormalis sejtaktivitasok sem voltak megfigyelhetéek az
NMDA alkalmazasa alatt/utan, mely azt feltételezi, hogy az agykérget nem érte szignifikans

excitotoxikus stressz az NMDA stimuldcio soran. Ez a megallapitas 6sszhangban van a korabbi

13



tanulmanyokkal, melyekben a neurovaszkularis valasz prezervalt maradt ismételt NMDA
stimulaciot kovetSen (akar 4 ismételt alkalmazas egy 5 6ras peridduson beliil).

Kutatasaink bizonyitjak, hogy a gradalt hiperkapnia elektrofiziolégiai valasza NMDA
stimulaciot kovetéen jelentds mértékben megvaltozik. Ok-okozati Osszefliggést nem tudunk
egyelére levonni, hogy a neuronalis valasz megvaltozasa triggereli-e a mikrovaszkularis
reaktivitds megvaltozasat, vagy vice versa, azonban eredményeink egyértelmiien bizonyitjak,
kizardlag az agyi érhalozat jatszik szerepet. Azonban feltételezhetjiik, hogy az NMDA stimulaciot
kovetd elektrofiziologiai valaszok néhany aspektusa részt vehet a hiperkapnia mikrovaszkularis
hogy azonositani tudjuk a topikalisan alkalmazott NMDA specifikus és szelektiv szerepét a

neuronalis-vaszkularis mechanizmusokban.
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