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BEVEZETES

A perinatalis aszfixiat (PA) a sziiletés koriili idészakban bekovetkezd géazcsere-
elégtelenség idézi eld, a kialakuld sokszervi karosodds mechanizmusaban a kifejlédd sulyos
hipoxia, acidozis, és a keringési rendszer karosodasa miatt 1étrejovo hipoperfuzio, iszkémia
egyarant fontos koroki szerepet jatszik. A stlyos PA eléforduldsa nem ritka, fejlett sziilészeti
ellatassal rendelkezd orszagokban is 1000 élvesziiletésbol 1-6 Gjsziilottet érint, és az 0jsziilott-
halalozéasok egyik leggyakoribb el6idézdje vilagszerte.

Az 1jsziilottkori agykarosodas, enkefalopatia azon eseteit tartoznak az un. hipoxias-
iszkémias enkefalopatia (HIE) szindromaba, ahol bizonyithat6 a sulyos PA vagy mas okbol
kifejlodé agyi iszkémia kialakuldsa a koreldzményben. A HIE klinikai tiinetei nem
specifikusak: altalanosan karosodott idegrendszeri milkodések jellemzik, pl. a 1égzés
megkezdésének és fenntartdsdnak zavara, az izomtonus valtozasai, megvaltozott vagy hidnyzo
reflexek, az alvas-ébrenlét ciklus koémaig terjed6 zavarai, epilepszias gorcsrohamok.
Kimenetele a hipoxias-iszkémias inzultus sulyossagatol fiigg, de a prognodzis nehéz. Az un.
Sarnat-osztalyozas szerint megkiilonboztetiink enyhe, mérsékelt, ill. sulyos HIE-at. Mig néhany
ujsziilott akar stlyos HIE-at is talél szovodmények nélkiil, a legtobb talélének maradandd
szovodményekkel kell megkiizdenie: a cerebralis parézis hatterében az esetek 80%-aban HIE
all, tovabba hallas- és latdsromlas, tanuldsi nehézségek, figyelemzavarok, hiperaktivitas,
autisztikus tiinetek kisérhetik végig az érintett gyermekek életét, sot, pl. a skizofréniara valo
hajlamuk is néhet PA/HIE kovetkeztében. Részletes epidemioldgiai adatokkal azonban
els6sorban csak a fejlett orszdgokban végzett felmérések alapjan rendelkeziink. A fejlédd
orszagokban a PA/HIE el6fordulasa és halalozasa akar 8-szor magasabb is lehet, mint a fejlett
allamokban.

A fenti adatok tiikrében megkérddjelezhetetlen egy hatasos, optimalis esetben
egyszerlien alkalmazhatd és olcso terapias beavatkozas kifejlesztésének sziikségessége, amely
enyhitené a PA/HIE kdvetkezményeit.

Jelenleg a klinikumban neuroprotektiv terapiaként a mérsékelt testhiités all
rendelkezésre a PA/HIE kezelésére, azonban a hipotermids kezelés nem kinal teljes
neuroprotekciot, és mellékhatasokat is okozhat: pl. bradikardiat, hipotenziot és trombogenezist.
A hipotermias kezeléshez sziikséges berendezés draga, mivel a hitést-visszamelegitést jol
szabalyozottan, szigort kritériumok szerint kell végezni, éppen ezért az eljaras nehezen

hozzaférhetd szamos nélkiil6z6 orvosi intézmény szamara. Szamos kutatas irdnyul ezért egy, a
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testhiitést kiegészitd/helyettesitd terapia kifejlesztésére, ilyenek pl. a neuroprotektiv gazokkal
torténd vizsgalatok.

Kutatocsoportunk Ohsawa és munkatarsai Nature-ben kozolt publikacidja alapjan
valasztotta ki a molekularis hidrogént, mint potencialis neuroprotektiv szert a PA/HIE
kezelésének vizsgalatara. A Hp-t ex vivo antioxidansnak, in vivo feln6tt patkany stroke
modellben pedig neuroprotektivnek talaltak. A Ha kis, membranoldékony, a vér-agy gaton
konnyen atjuté molekula, amelyet belé¢legeztetve mar az 1960-as években az agyi vérataramlas
meghatarozasara hasznaltak (in. Hz-clearance technika). A vizsgalatainkban hasznalt, az
irodalomban optimalis neuroprotektiv hatastinak tartott 2 %-0s Hz-koncentracio belélegeztetése
patkanyokban és emberekben egyarant 10-20 umol/l-es nagysagrendii agyi Hz-koncentraciot
eredményez.

A H2 neuroprotektiv hatasa részben antioxidans tulajdonsadgan alapulhat: szelektiven
eliminalja ugyanis a szabadgyokoket, ugymint a OH" és ONOO™ ionokat, tovabba un.
,mitohormetikus” hatast is tulajdonitanak a H>-nek, amely szerint az Nrf2-utvonal
transzkripcids aktivalasaval kiilonbozo antioxidativ enzimek expresszidjat fokozza. Azonban a
H>-nek tovabbi, mindeddig ismeretlen farmakologiai célpontjai is lehetnek. A Hz viszonylag
konnyen hozzaférhetd, olcsé €és konnyen felhasznalhatd, neuroprotektiv koncentrdcidoban nem
gyulékony, és human tolerancia vizsgalatok is alatamasztjak klinikai alkalmazhatosagat.

A PA/HIE mechanizmusainak megismerése ¢és a neuroprotektiv stratégidk tesztelése
céljabol kutatocsoportunk ujsziilott malac PA/HIE modelleket hozott 1étre. Az 0jsziilott malac
megfeleld transzlacids modellje a human 1jsziilotteknek, hiszen az emberéhez hasonld
gyrencephalicus felépitésic aggyal rendelkezik, amelynek fejlettségi allapota és
anyagcsereratdja az emberi ujsziilottekével kozel megegyez0d a sziiletés pillanataban.

Munkacsoportunk kordbban két kisérletsorozatban vizsgalta a Hz neuroprotektiv
hatasat. A két kisérleti protokoll elsdsorban az aszfixia kivaltasanak modjaban és idétartamaban
kiilonbozott. Mig az elso kisérletsorozatban 8 perces tracheaokkliziot alkalmaztunk, addig a
masodik kisérletsorozatban 20 percen at hipoxias-hiperkapnias gazkeverékkel 1¢legeztettiik a
kisérleti allatokat. Mindkét esetben az aszfixiat kovetd 24 oran keresztiil figyeltilk meg és
rogzitettilk, és kontrollaltuk az allatok kiilonb6z6 élettani paramétereit (az O2-szaturaciot,
maghdmérsékletet, artérids kozépnyomadst, szivirekvenciat, vérgaz- és vércukor-értékeket), és
folyamatosan monitoroztuk az agyi elektromos aktivitast.

Az aszfixia végén vett vérmintak alapjan a hipoxias-hiperkapnids gazkeverékkel torténd
20 perces lélegeztetés stlyosabb acidozist, hiperkapniat és hiperglikémiat eredményezett, mint

a 8 perces tracheaokkluzio. Az allatok agyabol késziilt szovettani metszeten hematoxilin-eozin
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festés segitségével sulyosabb neuronpusztulast detektadltunk a kérgi és szubkortikalis
teriileteken egyarant a 20 perces aszfixias csoportban. Osszességében, a 8 perces
tracheaokklizié inkabb enyhe-mérsékelt, mig a 20 perces aszfixia inkabb mérsékelt-stilyos
HIE-at idézett el6. A masodik kisérletsorozatban 1étrehozott silyosabb HIE alkalmasabbnak
bizonyult a Hz neuroprotektiv hatasanak kimutatasara, a kezelés hatékonysaganak jellemzésére.

Célul thztiik ki a neuronpusztulas és a Hz neuroprotektiv hatdsanak hatterében zajld
folyamatok alaposabb megismerését ujsziilott malac PA/HIE modelleinkben, jelentds részben
a két korabbi kisérletsorozat soran gytijtott mintak tovabbi analizisének segitségével.

A ciklooxigenaz (COX) enzimek a prosztaglandin-szekrécio elsd 1épését katalizaljak.
Legalabb két izoformajuk megtalalhatdé a kozponti idegrendszerben: a COX-1 és a COX-2.
Mindkét izoforma membranasszocialt enzim. Aminosav-sorrendjiik 63%-0s homoldgiat mutat,
¢s katalitikus aktivitasuk is hasonld, farmakoldgiai jellemzdik és szoveti eloszlasuk azonban
kiilonboz6. A COX-1 és COX-2 is folyamatosan expresszalodik a kozponti idegrendszerben,
tovabba, az 0jsziilott agyban a COX-2 a dominans izoforma, amely az agyi COX-aktivitas
mintegy 80%-aért felel. Mig a COX-1 a legtobb agyi régioban folyamatosan expresszalodik,
addig a COX-2 expresszidja a kéregben és a hippokampuszban a legintenzivebb. A COX-2
csatolasban.

Leirtak, hogy kiilonb6z6 korallapotokban, mint pl. agyi trauma, agyi iszkémia és
gyulladasos folyamatok hatasara a neuronalis COX-2-expresszi6é fokozodik, tovabba azt is,
hogy pl. stroke-ot kovetéen a COX-2 farmakologiai gatlasaval a neurondlis 16zi6 nagysaga
mérsekelheto.

A COX aktivalodasakor a prosztaglandintermelés mellett oxigén-szabadgyokok is
felszabadulnak, amelyeket az endogén antioxidans-rendszerek k6zombositenek. Azonban az
ujsziilottek fokozottan érzékenyek az oxidativ stresszre, hiszen szerveik még nem érték el teljes
fejlettségiiket és a fejlodés fokozott aerob anyagcserét igényel, mindamellett emberben az
antioxidans rendszer csak az elso életév végére fejlodik ki.

Noha patkany HIE modellben kimutattak mar COX-2-gatlok neuroprotektiv hatasat, és
neuropatoldgiai vizsgalatok is kimutattak a COX-2 emelkedett szintjét agyi iszkémiat kovetden
human ujsziilottekben, 0jsziilott malacokban mindezidaig csak globalis agyi iszkémidval, de
nem aszfixiaval sikeriilt a neuronalis COX-2 expresszidjat fokozni 2-8 6raval az inzultust
kovetden. Korabbi sajat vizsgalatunkban a 8 perces tracheaokkliziot kovetd 4 oras talélés
végén nem sikeriilt kutatocsoportunknak neuronalis COX-2-expressziéfokozodast detektalnia,

ezért felmertilt a kérdés, vajon hosszabb tulélésre vagy stilyosabb inzultusra van-e sziikség.



A PA/HIE altal létrehozott neuronkdrosodasban az inzultus hatisara kifejlédo
gyulladdsos valasznak, és ezen belil a mikroglianak fontos szerepet tulajdonitanak. A
mikrogliasejtek a neuroinflammacioban azonban kettds szerepet toltenek be, sejtkarosito, de a
reparaciot elosegitd hatasuk is ismert. Aktivitdsukat és hatasukat az idegrendszeri sériilés
mechanizmusa, helye, sulyossdga és az életkor hatdrozza meg. A mikroglia szerepe és
jelentésége a PA/HIE ujsziilott malac modelljében sem tisztdzott az szakirodalomban, ezért

fontosnak tartottuk a mi modelliinkben is jellemezni a mikroglia aktivaciojat.

Bar az aszfixia szamottevé neuronkarosodast indukal, egy adott régidban a neuronok
jelentds része, akar tobbsége is taléli az inzultust. Fontosnak tartottuk az endogén
neuroprotektiv folyamatok vizsgélatat is, hiszen ezek serkentése is potencialis neuroprotektiv
terapiaként szolgalhat.

Az agyi eredetli neurotrofikus faktor (BDNF) a neurotrofikus faktorok csaladjaba
tartozik, és fontos szerepet jatszik a kozponti idegrendszer fejlodésében. A BDNF a mitogén-
aktivalt protein-kindz (MAPK), ill. a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI-3-K) Gtvonalon keresztiil
neuroprotektiv hatdst fejt ki. Az emlitett jelatviteli utak aktivacidjat az extracellularis szignal-
kapcsolt kinaz (ERK) aktivaciés — azaz foszforilacios — szintjével jellemezhetjiik. Ragcsalod
HIE modellekben a BDNF neuroprotektivnek bizonyult. 7 napos patkanykolykokben a BDNF
intracerebroventrikularis alkalmazéasa emelte az ERK ¢és az Akt foszforilalt formdjanak szintjét,
mig az ERK farmakologiai gatlasa novelte a 1ézi6 nagysdgat. Azonban nagyallat modellben

keveset tudunk a BDNF-jelatvitelr6l PA/HIE soran.

Fenti ismereteink fényében az aldbbi kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul, hogy
részletesebben jellemezhessiik PA/HIE modelliinket és a HIE kialakulasanak sejtszintii
folyamatait alaposabban megismerhessiik:

1.) Mivel a neuronalis COX-2-expresszio regionalis kiilonbségeit mar ismertiik, felmertilt

a kérdés, vajon a 24 6ras anesztézia onmagaban befolyasolja-e a COX-2-immunpozitiv

neuronok aranyat a kiilonbozd agyteriileteken?

2.) 24 oras tulélést kovetden megfigyelhetjik-e a neurondlis COX-2-expresszio
fokozodasat aszfixia hatasara, és ha igen, van-e regionalis kiilonbség?

3.) Van-e Osszefiiggés a COX-2-t expresszald neuronok aranya és a neuronpusztulas
sulyossaga kozott?

4.) Osszefiigg-e a neuronalis COX-2-expresszi6 és a neuronok oxidativ kdrosodasa?
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5.) Kimutathato-e mikroglia-aktivacio PA/HIE modelliinkben? Van-e korrelacio a COX-2-
immunpozitiv neuronok aranya és a mikrogliasejtek aktivacioja kozott?

6.) Tudja-e a Hz-kezelés befolyasolni a PA hatasat a neuronalis COX-2-expressziora,
hatassal van-e a mikroglia-aktivaciora?

7.) Szerepet jatszhat-e az Akt és ERK jelatviteli utak aktivacioja a neuronok tulélésében

24-48 draval az aszfixiat kovetden?



ANYAGOK ES MODSZEREK
Allatkisérleteinket a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak

engedélyével és a hatalyos jogszabalyok szerint végeztiik.

1. Neuronkarosodas ¢és neuroinflammaciéo vizsgalata immunhisztokémiai

modszerekkel

Immunhisztokémiai vizsgalatainkhoz féként a korabbi kisérletsorozataink sordn felhasznalt
ujsziilott malacok (életkor < 24 h a kisérlet kezdetén, 1,5-2,5 kg, n=47) agymintait hasznaltuk
fel. A legfobb kiilonbség a kisérletsorozatok kozott az aszfixia eldidézésében rejlett: az elséd
kisérletsorozatban az aszfixiat 8 perces tracheaokkluzidval, a masodik kisérletsorozatban 20
perces, hipoxias-hiperkapnias (6% O2, 20% CO.) gazkeverékkel torténd 1élegeztetéssel idéztiik
el6. Mindkét aszfixias csoportot megfeleld idOkontroll és Ha-kezelt aszfixias csoporttal
egészitettiik ki (n=7-7). A korabbi kisérleteket egy naiv csoporttal (n=5) bdvitettiikk ki: az
allatokat natrium-tiopentallal (45 mg/kg, ip.) altattuk majd agy agyukat az arteria carotis
communis-okon keresztiil fiziologias séoldattal perfundaltuk és begytjtottik tovabbi
vizsgalatainkhoz. SzoOvettani vizsgalatainkat megel6zéen az agyakat 4%-os, 4 °C-0s
paraformaldehiddel 2 hétig immerziosan fixaltuk. A mintakat paraffinba agyaztuk és 4 pum-es
metszeteket készitettiink. A neurondlis 1€zi6 megallapitasdra a metszeteket hematoxilin-
eozinnal megfestettiik, és sejtszamoldssal, ill. szovettani pontszamokkal jellemeztiik a mintakat.
Az immunhisztokémiai festéseket automatizalt immunfestd késziilékkel végeztiik.
A metszeteket digitalizaltuk és sejtszamlalassal allapitottuk meg a COX-2-immunpozitiv
neuronok aranyat a frontalis, parietalis, temporalis és occipitalis kéregben, a hippokampusz
CALl, CA3 és gyrus dentatus teriiletén, a bazalis ganglionokban, a cerebellaris Purkinje-sejtjei
kozott, valamint a talamusz teriiletén. Szintén szamolassal allapitottuk meg az oxidativ stressz
jellemzésére szolgalo 8-hidroxi-2’-deoxiguanozin (8-OHdG) immunpozitiv neuronalis magok
aranyat a parietalis kéreg teriiletén.
un. ramifikacids indexet hasznaltuk, amely az egységnyi teriileten taldlhatdo Iba-1 pozitiv
mikroglia-sejttestek, valamint a teriiletet fedd négyzetracsot metsz6 mikroglia-nyulvanyok

aranyat fejezi ki: ugyanis minél kevésbé nytlvanyos a mikroglia, annal aktivaltabb allapotu.
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2. Neuroprotektiv jelatviteli utak vizsgalata Western blot analizissel

Az Akt és ERK jelatviteli utak aktivacidjat a 20 perces aszfixiat kovetd 24 és 48 oras talélési
iddablakokban vizsgaltuk a kiilonb6z6 kortikalis és szubkortikalis régidkban; idékontroll és
naiv allatokhoz hasonlitottuk az aszfixia hatasat (n=12). Az 6ssz- és foszforilalt fehérjeszinteket
Western blot analizissel allapitottuk meg. Eredményeinket Akt és ERK kinaz inhibitorok
(U0126, ill. A-6730) topikalis alkalmazasaval ellendriztiikk (n=4-4).



EREDMENYEK

1. Anesztézia hatasa a neuronalis COX-2-expressziora

A neurondlis COX-2-expresszid szamottevd regiondlis kiillonbségeket mutatott: naiv
allatokban a frontalis és parietalis kéregben volt a legmagasabb, hasonléan a 4 6ras talélést
kovetden megfigyeltekhez. Azonban 24 o6ras talélést kovetéen az idékontrollokban ez a
mintdzat jelentdsen megvaltozott, ugyanis a COX-2-pozitiv neuronok szama minden
neokortikalis régioban lecsokkent a naiv és a 4 oras idokontroll csoportokéhoz képest egyarant.

A COX-2-expresszidja viszont a hippokampuszban valtozatlan maradt.

2. Aszfixia és Ho-kezelés hatasa a neuronalis COX-2-expressziora

A 8 perces tracheaokkluzié egyik vizsgalt agyteriileten sem idézett el6 valtozast, azaz nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az idokontroll és az aszfixias csoportok kozott. Tehat a
H>-kezelés sem volt hatassal a COX-2-expressziora ebben a kisérletben. Ezzel szemben a 20
perces aszfixia szamottevoen fokozta a COX-2-immunpozitiv neuronok aranyat a parietalis €s
occipitalis kéreg, ill. a hippokampalis CA3 régié teriiletén, valamint tendenciézus emelkedést
figyelhetiink meg a frontalis és temporalis kéregben, ill. a bazalis ganglionokban. A H-kezelt
aszfixias csoportban minden emlitett teriileten a kezeletlen aszfixiasnal jelentdsen alacsonyabb,
az id6kontroll csoporttal azonos volt a COX-2-t expresszald neuronok aranya. A hippokampalis
CA1 régidban, a gyrus dentatus és a talamusz teriiletén konstansan alacsony COX-2-pozitivitast
figyelhettiink meg, és a csoportok nem mutattak kiilonbséget, mig a cerebellum Purkinje-
sejtjeinek mintegy harmada mutatott COX-2-immunpozitivitast ugyancsak a kisérleti
csoporttol fliggetlentil.

Megjegyzendd, hogy erdsen festédott COX-2-pozitiv neuronokat csak a 20 perces aszfixids

csoportban figyelhettiink meg.

3. Neuronalis COX-2-expresszio és neuronkarosodas kapcsolata

Mivel a neuronalis COX-2-expressziora csak a 20 perces aszfixia volt hatdssal, tovabbi
vizsgalatainkat csak ebbdl a kisérletsorozatbol szdrmazd mintdkon végeztiik.

Els6ként megvizsgaltuk, vajon a COX-2-immunpozitiv neuronok ardnya korrelal-e a
korabban megallapitott neuropatologiai pontszamokkal, ahol is a magasabb pontszam
sulyosabb karosodast jelol. Habar statisztikailag kimutathat6 0sszefiiggést nem detektaltunk, 3
expresszios mintdzatot figyelhettiink meg: az alacsony szovettani karosodast mindig alacsony
COX-2-pozitivitas kisérte, mig a sulyosan karosodott agyteriileteket alacsony vagy magas

COX-2-pozitivitas egyarant jellemezhette. Kiemelendd, hogy nagyaranya COX-2-expressziot
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sosem kisért enyhe neuronkarosodds. Hasonl6 eredményt kaptunk a hippokampusz CA3

crer

4. Neuronalis COX-2-expresszio és oxidativ DNS-karosodas osszefiiggése

A 20 perces aszfixia szignifikansan novelte a 8-OHdG-immunpozitiv neuronalis sejtmagok
aranyat, mind az idékontroll, mind a Ho-kezelt aszfixias csoporthoz képest, alatimasztva ezzel,
hogy az aszfixia-okozta oxidativ stresszt a Ho-kezelés mérsékeli. Osszevetve a COX-2-pozitiv
neuronok aranyaval, szamottevo korrelaciot figyeltiink meg a neuronok COX-2-expresszidja €s

oxidativ DNS-karosodasa kozott.

5. Mikroglia-aktivacio és viszonya a neuronalis COX-2-expressziéval

Az Iba-1 immunhisztokémia felfedte, hogy a 20 perces aszfixias inzultus a mikrogliasejtek
nyulvanyainak redukcigjat, amoboid morfologia kialakuldsat eredményezte. A fenotipus
megvaltozasat a ramifikacios index kiszamitasaval kvantifikdltuk, amelynek segitségével
megallapithatd volt, hogy a mikroglia aktivacidja szignifikansan elérehaladottabb az
idokontrollhoz képest az aszfixias csoportban, a Ho-kezelt aszfixas csoportban azonban nem tér
el az idékontrolltol. A COX-2-pozitiv neuronok ardnya €s a mikroglia aktivacios statusza a
kezeletlen aszfixias csoportot tekintve statisztikailag szignifikans korrelaciot mutatott, azonban

mindharom csoportot figyelembe véve az dsszefiiggés nem volt szignifikans.

6. Akt és ERK jelatviteli utak aktivacioja

A frontoparietalis kéreg teriiletén mind az Akt, mind az ERK kindzok magas foszforilacios
szintet mutattak mar a naiv csoportban is. Ett6l sem az id6kontroll, sem az aszfixids csoport
nem tért el szignifikdnsan egyik vizsgalt iddpontban sem.

Az Akt és az ERK foszforilaciojat specifikusan gatld inhibitorok topikalis alkalmazasaval
azonban jelent6sen csokkenteni tudtuk az Akt és az ERK aktivaciojat az agykéreg kezelt
oldalan a kezeletlen kontralateralis oldalhoz viszonyitva, igazolva méréseink validitasat.

Az Akt és az ERK aktivacidja a vizsgalt hippokampalis és szubkortikalis teriileteken is a

frontoparietalishoz hasonléan magasnak bizonyult.
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MEGBESZELES
A disszertaci6 {6 tézisei a kovetkezok:

1.) A neocortexben a régidspecifikus neuronalis COX-2-expresszio 4 oras tulélést kovetden
még hasonl6 a naiv allatokban meghatarozott szintekhez, azonban 24 6ras anesztézia
soran jelentosen csokken az idékontroll allatokban.

2.) A 8 perces tracheaokklizio nem, de a 20 perces aszfixia képes szignifikansan fokozni a
neurondlis COX-2-expressziot a neokortexben és a hippokampalis CA3 régidban,
azonban mas hippokampalis teriileteken €s szubkortikalis régiokban nem.

3.) A magas COX-2-expresszioju teriileteket mindig stilyos neuronkarosodas jellemezte.

4.) A COX-2-t expresszald neuronok aranya 6sszefligg a neuronok oxidativ karosodasaval
a parietalis kéreg tertiletén.

5.) A mikroglia-aktivaci6 PA hatasara mar 24 Oras talélést kovetben kimutathatod
modelliinkben a parietalis kéregben, ¢és mértéke Osszefiigg a neurondlis COX-2-
expresszioval.

6.) A neuroprotektiv Ho-kezelés kivédi a PA-okozta COX-2-expressziéfokozodast minden
érzékeny agyteriileten, enyhiti az oxidativ karosodast és csokkenti a mikroglia-
aktivaciot PA-t kovetden.

7.) Mind az Akt, mind az ERK foszforilaltsaga (aktivaltsaga) magas az ujsziilott malacok
agykérgében €s mas vizsgalt régidkban, ezt a magas szintet az anesztézia hossza, ill. a
PA nem befolyasolja, azonban specifikus inhibitorokkal aktivaciojuk in vivo

csokkenthet6.

Aszfixias inzultust kovetoen els6ként sikeriilt detektalnunk a neuronalis COX-2-expresszio
indukalédasat PA/HIE malac transzlaciés modelljében. Jelen tanulmanyt megel6z6en
modelljeinket atfogodan jellemeztiik, és megallapitottuk, hogy a 20 perces aszfixias inzultus a
human mérsékelt-sulyos HIE patologias folyamatainak feleltetheté meg. Korabban a 10 perces
aszfixia nem volt képes a COX-2 indukcidjara, csupan a 10 perces globalis eldagyi iszkémia.
Jelen vizsgalataink szerint sem bizonyult eredményesnek a 8 perces tracheaokkluzidé a
neurondlis COX-2-expresszio befolyasolasaban. Mindez arra utal, hogy sulyosabb inzultusra
volt sziikség a valtozas eldidézéséhez.

A COX-2-immunopozitiv neuronok aranya 24 oras talélést kovetéen minden neokortikalis
régidban csokkent az idokontroll csoportban a naiv allatokhoz képest. A jelenség hatterében
az anesztézia okozta neuronalis inaktivacié allhat, hiszen a COX-2-expressziot a neuronalis

aktivacio fokozza. Az alkalmazott anesztetikus/analgetikus szerek tovabba gatolhatjak a
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transzkripcids reguldtora. Bar a morfin hatdsa ellentmondasos az NF-xB jelatvitelre, a
midazolam egyértelmiien gatlo hatasu. A morfin és a midazolam a human ujsziilottek PA/HIE
a hatéanyagokat. Tovabba azt is leirtdk, hogy a morfinnak fontos megengedd szerepe lehet
neuroprotektiv beavatkozasok, igymint a terapias hipotermia alkalmazéasa sordn, megfeleld
anesztézia/ analgézia hianyaban ugyanis hatastalannak bizonyulnak a terdpias probalkozasok.

Eredményeink arra utalnak, hogy a COX-2-eredetli oxidativ gyokoknek ¢és
prosztanoidoknak agyteriiletenként mas-mas fazisban lehet szerepe a HIE kialakulas soran: a
korai reventilacids-reoxigenizacids fazisban azon teriileteken jatszhat szerepet a COX-2, ahol
magas az alap expresszids szintje, mig az elnyujtott masodlagos energiadeficites fazisban
foként azon régiokban jelenthet patogén faktort, ahol a PA-indukalta aktivaciojuk dominal az
anesztézia-okozta gatlas felett.

A COX-2-expresszid és a neuroldgiai sériilés is valtozatos mértéket mutat az egyes
allatokban, megfeleléen a human patologia soksziniségének. A magas COX-2-
immunpozitivitas mindig sulyos neuronkarosodéssal tarsul, azonban eléfordulnak olyan esetek,
amikor a stlyos karosodast alacsony COX-2-pozitivitas kiséri. Ezek lehetnek azon teriiletek,
amelyekben a kdrosodas mar olyan mértéki, hogy transzlacios blokad Iépett fel, akadalyozva a
COX-2-expresszidjat.

A 8-OHdG a DNS oxidativ modositasainak, ezaltal az oxidativ stressznek alkalmazott
biomarkere, A Hx-kezelés egyarant csokkenti a 8-OHAG és a COX-2-immunpozitivitast,
alatdmasztva ezzel antioxidans mivoltat, ill. a szabadgyokok szerepét a COX-2-
expressziojaban. A kapcsolatot az NF-«kB transzkripcids faktor jelenti, amelyrdl ismert, hogy a
hidroxil-gyokok aktivaljak, mig az antioxidansok gatoljak. Az NF-kB szamos folyamatot
befolyasol: az apoptozist, a sejtndvekedést, a sejtszintli stresszvalaszokat és a sejten beliili
jelatvitelt. Hatassal van a neuronalis fejlddésre, a gyulladasra és a neurodegeneraciora. Az
agykarosodas noveli az NF-kB aktivitasat. A COX-2 gén az NF-«kB egyik célpontja, ezaltal az
aszfixia okozta COX-2-expresszid indukcidjaban is nélkiilozhetetlen. Nemrégiben leirtak, hogy
a Ha-kezelés 1jsziilott patkdnyokban csokkentette az NF-kB aktivaciot, alatdmasztva
elméletiinket. Az NF-«B utvonal ugyanakkor a mikroglia aktivacidjadban is szerepet jatszik,
magyarazva ezzel a Ho-kezelés mikroglia-aktivacioban is megjelend jotékony hatasat.

A neuroprotekcid masik lehetséges modjat az antiapoptotikus utvonalak aktivacidja
jelentheti. Az endogén és az exogén BDNF is kifejthet neuroprotektiv hatdst. A BDNF
MRNS-ének emelkedett szintjét detektaltdk 48 oraval PA-t kovetden minden agyteriileten
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ujsziilott malac HIE-modellben. Patkany HIE-modellben az exogén BDNF neuroprotektivnek
bizonyult, agykamraba juttatva 7 napos patkanyokban fokozta az Akt és ERK kindzok
foszforilacigjat. Az Akt és ERK utvonalak farmakologiai befolyasoldsa is aldtdmasztotta
neuroprotektiv szerepiiket. A mi PA/HIE modelliinkben azonban az Akt ¢és ERK aktivacioja
szinte teljes volt minden vizsgalt agyteriileten a naiv €s az idokontroll csoportban is, igy aszfixia
hatasara sem fokozodhatott sem 24, sem 48 6raval az inzultust kovetden, ill. a Ho-kezelés sem
lehetett rd hatdssal. Annak érdekében, hogy ellendrizziik a kapott eredményt, specifikus
inhibitorokkal sikeriilt csokkenteniink az Akt és az ERK aktivacigjat.

A kindzok magas aktivacidjanak hatterében a malacok életkora allhat: a kisérlet
kezdetén minden allat 24 6rdnal fiatalabb. A vagindlis sziilést még fizioldgias koriilmények
kozott is enyhe aszfixia kiséri, amely elegendd lehet az Akt és ERK aktivacidjahoz. A BDNF
tovabba a sziilés beinditdsanak egyik neuroendokrin komponense, igy emelkedett szintjét
mérték koldokzsinorvérben is. Ez éles ellentétben all a ragesalé modellekkel, ahol 7-8 napos
kolykoket hasznalnak, mert agyi érettségiik akkor kozeliti meg a human 0jsziilottét. A sziilés
aktivald hatasa azonban ekkorra elmulhat. A ténylegesen ujsziilott malac modell jobban
megkdzeliti a klinikai koriilményeket; ez felveti a kérdést a BDNF-terapia transzlalhat6sagarol.
Hasonlé tapasztalatokrol adott szamot a Robertson-munkacsoport is a melatonin kezelés
hatékonysaganak vizsgalata kapcsan: bar a melatonin neuroprotektivnek bizonyult,
antiapoptotikus hatdsat nem sikeriilt detektdlni. Yue ¢€s munkatarsainak eredményével
egybehangzdan arra kovetkeztethetink a fentiek alapjan, hogy a PA/HIE-okozta

neuronpusztulas elsésorban nekrozis kovetkezmeénye.

KONKLUZIO

Az Ujsziilott malacban a PA fokozza a neurondlis COX-2 kifejezddést: az indukciod
mértéke fligg a PA stlyossagatol, és kifejezett regionalis specificitast is mutat. Kimutattuk,
hogy a neocortexben a neuronalis COX-2-expresszio az anesztézia hosszatol is fiigg.

A PA hatasara megemelkedd neuronalis COX-2-immunpozitivitas korrelal a neuronok
oxidativ karosodasaval és a mikroglia-aktivacidval.

Feltartuk, hogy a Hz-kezelés — feltehetéen antioxidans hatdsabol adodoan — enyhiti a
COX-2-expresszio PA-okozta fokozddasat, az oxidativ stresszt és a mikroglia-aktivaciot.

Az antiapoptotikus jelatviteli utak magas alap-aktivacids szintje aldtdmasztja azt a
feltételezést, hogy a PA/HIE vizsgalt idészakdban bekdvetkezd neuronpusztulds elsdésorban

nekrézis eredménye.
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