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Beszamolé

A projekt legfontosabb célkitlizése az volt, hogy 1étrehozzunk egy olyan nagyéllat-
modellt, mely altal lehetdvé valik az érett djsziilottek perinatélis aszfixiat kovetden kialakuld
neurondlis karosoddssal jaré kérképének, az un. hipoxids-iszkémids enkefalopatidnak (HIE-
nek) potencidlisan klinikai transzldcidra is alkalmas tanulmanyozdsa. Kisérleti alanyként az
Ujsziilott sertést valasztottuk, egyrészt azért, mert ez a faj jOl tiikkrozi az érett humén djsziilott
fiziologiai dllapotét, valamint a kozponti idegrendszer struktirdja, fejlettségi allapota,
metabolikus aktivitdsa is jelent0s hasonlésagokat mutat az emberi Gjsziilottel, kiillonosen a
gyakran alkalmazott ragcsalé-modellekhez képest. Masrészt, az Gjsziilott malaccal az SZTE
AOK Elettani Intézetében a Prof. Bari Ferenc ltal alapitott Cerebrovaszkularis
Laboratériumban mér a projekt kezdete eldtt 15 évvel megkezdddtek a cerebrokortikélis
mikrocirkulacié vizsgalatara irdnyul6 kutatdsok, igy jelentOs tapasztalattal rendelkeztiink a
malacon végzett miitéti beavatkozdsok tekintetében, azonban az alkalmazott eljardsok nem
tették lehetdvé a 4-6 6rds tilélési peridduson tdlmutaté idopontok vizsgélatat, adataink
tobbsége a HIE kialakuldsanak els6 néhdny 6rdjara szoritkozott. Jelen projekt keretében
szamos olyan mddszertani fejlesztést vezettiink be (aszeptikus mitéti technika,
folyadékterapia, intenziv hemodinamikai monitoring, kapnografia, elektroenkefalogréfia)
melynek segitségével lehetové valt a HIE kialakuldasanak megfigyelése a neurondlis kdrosodas
kialakuldsaban kulcsfontossagu 24-48h tulélési periddusra.

Az éllatmodell fejlesztésével parhuzamosan az SZTE TTIK Optikai és
Kvantumelektronikai Tanszékével folytatott kollaborécié keretében részt vettiink egy hazai
fejlesztésii 1€zer folt interferencia (1ézer-speckle) alapt képalkot6 eszkoz tesztelésében.
Ujsziilott malac zért koponyaablakon keresztiili méréseink soran megallapitottuk, hogy a
modszer alkalmas mind a vazodilatator, mind a vazokonstriktor stimulusok agykérgi
mikrokeringésre gyakorolt hatdsanak szemikvantitativ vizsgélatara. Eredményeink szerint
ebben a kisérleti modellben nincs statisztikailag szignifikéns kiilonbség a multi-expozicios ill.
az egy-expoziciés modszerrel késziilt speckle képek feldolgozdsaval. Tapasztalataink alapjan
elkésziilt egy - kifejezetten a zart koponyaablakon végzett kisérletekhez adaptalt, az
intravitdlis mikroszképidhoz eddig is hasznélt operacids mikroszkép felhasznalasaval mikodo
1ézer-speckle képalkoto eszkdz, melynek segitségével a pia mater arterioldk keresztmetszeti
valtozasain til a véraramlds sebességének valtozasairdl is informécié nyerhetd mind a felszini

erek, mind a parenchyma mikrocirkuldci6jarol.
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A HIE sikeres modellezéséhez kulcsfontossagu a megfeleld hipoxids-iszkémids stressz
kivalasztasa. ElsO kisérletsorozatunkban a 1€legeztetés felfiiggesztésével kivéltott klasszikus
aszfixidt hoztunk 1étre, melynek hosszat az elOkisérletek alapjan 8 percben éllapitottuk meg —
hosszabb aszfixia gyakori kardidlis szovédmények miatt magas korai mortalitassal jart.
Modelliink alkalmasnak bizonyult a HIE szubakut periédusdban (24h tilélést kovetden) a
kezdeti regeneraciot kovetd masodlagos neurovaszkuldris diszfunkcid, valamint a molekularis
hidrogén cerebrovaszkularis reaktivitdsra kifejtett protektiv hatdsdnak kimutatdsara. Azonban
az alkalmazott aszfixia nem hozott 1étre olyan mértékii, szovettani modszerekkel
statisztikailag is igazolhat6 robosztus neurondlis karosodast, mely lehet6vé tette volna a
molekuldris hidrogén neuroprotektiv hatdsdanak érdemi megitélését. Ezért sziikségessé valt
egy Uj hipoxids/iszkémids stresszmodell kifejlesztése. E10szor 1ézer-speckle miiszeriinkkel
arra kerestiik a valaszt, hogy a szakirodalombdl ismert, mds munkacsoportok ltal alkalmazott
inzultus-modellek milyen hatdst fejtenek ki az agykérgi mikrokeringésre. Azt tapasztaltuk,
hogy mig az altalunk korabban alkalmazott ,,klasszikus” aszfixia jelentOs agykérgi
iszkémidhoz is vezet, a mds munkacsoportok dltal gyakran alkalmazott csokkentett
oxigéntartalmu gazkeverékkel végzett (Fi0,=0.08-0.1) 1élegeztetés kompenzatorikus
véraramlds novekedést hoz 1étre, melyet az a. carotis communis-ok bilaterdlis okklizidja nem
csokkent lényegesen, igy az agykéregben jelentOs véraramlds csokkenés nem alakul ki. Ezt a
szokatlannak tind eredményt a sertés az embertdl jelentdsen eltérd extracerebralis vaszkularis
anatémiai sajatsagai magyardzzak. A hipoxids gazzal torténd 1élegeztetés noha oxigénhidnyt
létrehoz, ezt azonban nem kiséri az aszfixiat ugyancsak jellemz0 szén-dioxid felszaporodas, a
hiperkapnia. Ujsziilstt patkdnyokon végzett kisérletek szerint azonban az aszfixia alatti szén-
dioxid szint alapvetd hatast gyakorol a neuronok vélaszkészségére és posztaszfixids
gorcstevékenységre a reoxigenizaciot kovetden (Helmy et al. Ann Neurol 69:493-500, 2011).
A humén kérallapot modellezésére ezért - szemben a szakirodalomban elterjedt médszerekkel
- feltétleniil fontosnak tartottuk az aszfixia mindkét kardindlis tiinetének reprodukcidjat, ezért
kiilonboz6 oxigén és szén-dioxid koncentracidju gazkeverékekkel végeztiink szdmos
elOkisérletet. Végiil a 6% oxigént és 20% szén-dioxidot tartalmazé gazkeverék bizonyult
alkalmasnak arra, hogy 20 perces belélegeztetésével megfeleld silyossdgu inzultust hozzunk
1étre, mely az éllatok tobbségében a kozépsilyos HIE-nek megfeleld dllapotot alakit ki. Az j
modellel sikeriilt olyan mértékii neurondlis karosodast 1étrehozni, mely 24 6ras tilélést
kovetden neuropatoldgiai scoring-gal j6l detektdlhatonak bizonyult, és igy alkalmassa vélt a a
molekuléris hidrogén neuroprotektiv hatékonysaganak megbizhaté megitélésére. Publikalas

alatt 4ll6 eredményeink szerint a korai reventillaciés idészakban, azaz a hipoxids/iszkémids
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stresszt kovetden alkalmazott hidrogéngaz potens neuroprotektiv hatést fejt ki, amely a
karosodésnak leginkdbb kitett agykérgi, hippocampalis és torzsduci teriileteken egyardnt
megfigyelheto, a protektiv hatds nemcsak a szovettani pontszdmokban, hanem az EEG
regeneracidjanak sebességében és mértékében is megnyilvanult.

A molekuléris hidrogén neuroprotektic hatdsanak hétterében all6 mechanizmusok
lényegében feltaratlanok, noha legelfogadottabb a reaktiv oxigénfajtdk koziil az egyik
legtoxikusabb formdra, a hidroxil gyokre kifejtett szelektiv antioxiddns hatds, mely hipotézis
azonban direkt médon in vivo nem vizsgalhaté. Ezért azokat a mechanzmusokat kivantuk
eldszor megvizsgalni, melyek jelentdsek a hipoxids/iszkémids stressz dltal 1étrehozott
neurondlis sejthalél kialakuldsaban, vagy éppen a neurondlis tilélésben. Uj kollaboracids
egylittmitkodés keretében (Prof. Kai Kaila, University of Helsinki, Finnorszdg) vizsgaltuk az
az agyi intersticidlis pH (pHa,y) véltozdsanak szerepét kutatécsoportjaval a HIE
patogenezisében. A pH,,y szerepét azok az ujsziilott patkdnyokban végzett kisérletek vetették
fel, melyek szerint az aszfixiat kovetd reoxigenizéacios periddusban a pH,,y tillovése,
alkaldzis 1ép fel, mely szorosan korrelal a HIE-re jellemzd epileptiform gorcsok
kialakuldséval, a jelenséget azonban nagyallat modellben még nem igazoltdk. pH,gy méréseink
ravilagitottak arra, hogy azfixia sordn az artérids vérben mértnél nagysagrendileg stulyosabb
acidozis alakul ki az agyban (pH,g,=5.8-5.9!), azonban ,,rebound” alkal6zist nem tudtuk
kimutatni a reoxigenizici6 sordn. A patkdnyban tapasztalt eredményektdl valo eltérés
magyardzata tovabbi kutatdsokat igényel, de jelzi a ragcsalomodellekbdl a girenkefal
nagyallatmodellekre torténd transzlacié korlatait. A HIE sordn a neuronok részben
apoptotikus utvonalak aktivalédéasdval pusztulnak el, ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni a
neuronok tulélésében bizonyitottan fontos antiapoptotikus kindzok (Akt, ERK)
aktivaltsdganak mértékét HIE modelliinkben. Western blotting vizsgélataink azt a korabban
még nem kozolt eredménytz adtdk, hogy az jsziilott malac agykéregben és torzsdicokban az
Akt fehérje foszforilaltsaga mar a kezeletlen kontroll (naiv) dllatokban is igen magas és ez
nem valtozik aszfixia hatdsara a talélés els 48 ordjaban, mig az ERk foszforildltsdga aszfixia
hatdsara kismértékben novekszik. Osszegoglalva ezeknek az antiapoptoikus
mechanizmusoknak az aktivéalasa feltehetden nem jatszik jelentds szerepet a molekularis
hidrogén neuroprotektiv hatdsanak medidlasdban. A ciklooxigendz-2 (COX-2) enzim
konstitutivan expresszalodik a kozponti idegrendszeri neuronok egy részében. Aszfixiat
kovetden COX-2 altal termelt prosztanoidok és reaktiv oxigénszdrmazékok oxidativ stresszt,
neuroinflammaéciét okoznak, igy részt vesznek a hipoxids-iszkémids enkefalopatia (HIE)

kialakitdsdban. Mivel a COX-2 indukdlhat6 korai géntermék, ezért a neuronélis COX-2
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expresszid valtozdsa fontos patogenetikai tényez0 lehet. Korabbi vizsgadlatainkban nem
tudtuk kimutatni a COX-2 expresszi6 valtozdsat aszfixia utdn — noha regiondlis expresszids
mintdzat kiillonbségek megfigyelhetoek voltak. A fiaskot egyarant okozhatta a til enyhe
hipoxids/iszkémids stressz ill. a rovid (4h) tilélési idétartam. Uj HIE paradigméank
felhaszndldsval azonban az aszfixids csoportban a parietdlis és occipitdlis kéregben, valamint
a hippocampus CA3 régidjaban a COX-2 immunpozitiv neuronok ardnya szignifikdnsan
magasabb volt a kontroll dllatokéhoz képest. Az aszfixia + hidrogén csoportban viszont a
neurondlis COX-2 expresszid lényegében megegyezett a kontroll csoport értékeivel, azaz
szignifikdnsan alacsonyabb volt az aszfixids csoportban mért COX-2 expresszional. A
hidrogén neuroprotektiv hatasanak kifejtésében a COX-2 expresszio-fokozodas mérséklése
tehat szerepet jatszhat.

A projekt soran a projekt keretében végzett kisérletek alapjat képezték Dr. Oléh-
Németh Orsolya Ph.D. doktori fokozatszerzésének. A projektbe bekapcsolddott még két
Ph.D. hallgaté szdméra (Dr. Németh Janos, Varga Viktdria) is a jelen projektben elért
eredmények nyujtanak biztos alapot a kovetkezd 1-2 éven beliili eredményes doktori
eljarashoz. A projekt kapcsan 1étrehozott miiszeres fejlesztések és a projekt sordn — a
kisérleteket honapokra ledllitd, de mindenképpen sziikséges — infrastrukturalis feldjitasi
munkdélatok reményt adnak arra, hogy a jovOben is eredményes, klinikailag relevans
neonatoldgiai kérdések megvalaszoldsdra alkalmas laboratérium mitkdjon az SZTE AOK

Elettani Intézetben.



