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1 BEVEZETES

A perinatalis asphyxia vagy hipoxias-ischémias (HI) agykarosodas
és a kovetkezményes globélis hipoxias-ischémias ecephalopathia
(HIE) tovébbra is a perinatalis morbiditas, mortalitds és az
élethosszig tartd neruoldgiai karosodas egyik vezeté oka
vilagszerte. Habar az utdbbi évtizedekben rengeteg el6relépés
tortént a prenatélis diagnosztika és a neonatalis intenziv ellatés
teriiletén, individualizalt, célzott terapidra egyeldre nincs
lehetéség. Kiemelendd, hogy az kezdeti hipoxias inzultus mértéke
és az Ujszulott klinikai statusza gyakran nem teszi lehet6vé a
fejlodésneurologiai  végkimenetel predikcidjat. Mig egyes
gyermekek kiilondsebb maradvanytiinet nélkiil ndének fel,
masoknal eltéré6 mértéki neuroldgiai diszfunkci6é alakul ki,
amelyek kozil a legsulyosabbak a mentélis retardéacio, a
szenzorikus karosodas, a cerebralis parézis €s a gorcsok. Az, hogy
mely tényezok 4llnak ennek az igen nagyfokli egyéni
variabilitdsnak a hatterében az egyik legfontosabb kérdéskore
ennek a tudomanyteriiletnek. Igy kiemelt jelentéséggel birna
azoknak a faktoroknak az azonositasa, amelyek altal lehetGség
nyilna az enyhe és a sulyos agykarosodas kozotti differencialasra.

Egyre egyértelmiibbé valik, hogy a neuroldgiai végkimenetelt a
kezdeti hipoxids inzultus sulyossdgan tal tobb tényezd is
befolyasolja. Az egyik kulcsfontossagu  faktor, amely
meghatarozza az agykarosodas lefolyasat, az a HI inzultus altal
kivaltott neuroinflammatorikus valasz. Az utobbi évek eredményei
alapjan elfogadottad valt, hogy a kozponti idegrendszer (KIR)
gyulladasa, azaz a neuroinflammacio minden neurologiai
karosodasra jellemzd, igy a perinatalis asphyxidhoz kototten
bekovetkezd karosodasokra is. A neuroinflammatorikus valasznak
két 0 aspektusa van: amig bizonyos mértékli gyulladdsos vélasz
szilkséges a KIR fiziologias regeneracidjahoz, addig a tulzott
mértékli neuroinflammacié az idegi karosodds progresszidjat
okozza. Az utébbi évek kutatdsai Kimutattdk, hogy a
neuroinflammatorikus valasz a kezdeti HI inzultust kovetden
honapokig fennallhat, és ez a kronikus, latens gyulladas fontos
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komponense lehet a perinatdlis asphyxia hosszUtavu
kdvetkezmenyeinek.

A neuroinflammacio soran aktivalodnak a microglia és asztrocita
sejtek, amely pro-inflammatorikus citokineket és kemokineket
szabaditanak fel. A vér-agy géat atjarhatésaga novekszik, amely
elosegiti a periféridas mononukledris sejtek KIR-be torténd
belépéset. A periférias immunsejtek a gyulladasos reakcié tovabbi
eszkalalodasat okozzak, beinditva az excito-toxikus kaszkadot,
amely nagymértékii idegsejt nekrdzishoz és apoptdzishoz vezet. A
gyulladasos valaszreakcio azonban nem korlatozodik a KIR-re, a
periférian is kimutathat6. Mind a KIR-ben, mind a periférian zajl6
gyulladasnak kozponti regulatorai a T limfocitdk. A T-sejtek
neurotoxicitadsdban fontos szerepe van a szabadgyokok
felszabaditasanak, a neuralis apoptotikus Utvonalak aktivalasanak
és mindenekelétt a pro- €s anti-inflammatorikus citokinek
szekretalasanak.

Bdségesen allnak rendelkezésre olyan adatok, melyek az
idegrendszeri gyulladas hatranyos kovetkezményeit igazoljak,
azonban az elmult évtized eredményei ramutattak arra, hogy a
gyulladasos valasz hasznos is lehet a KIR szaméara. A neuronalis
gyulladas elonyei kozott szerepel a neuroprotekcio, az idegi
prekurzorok mobilizalasa a regeneraciéhoz, a remyelinizacio és az
axonregeneracid. A neurogenezisben bizonyos citokinek is
fontosak.

A korabbi asphyxias vizsgalatok alapjan a citokinek kozil
kiemelked6 szerepe van a pro-inflammatorikus IL-1-B-nak, TNF-
a-nak és IFN-y-nak. Jelentds lehet tovabba az IL-6 és IL-8,
valamint IL-17 (Th17 sejtek) szerepe. Az anti-inflammatorikus
TGF-B-nak és IL-10-nek protektiv szerepe van, fontosak a KIR
regeneracid soran. Fontos lehet az adhézidban szerepet jatszo
molekulék vizsgalata, melyek elésegitik a limfocitak KIR-be vald
kilépését. Limfocitakon a legismertebb ilyen molekula a VLA-4
egyik része, a CD49d, amely az endothelidlis VCAM-1
molekulahoz kotédik. Habar a VCAM-1 nem kizardlag a KIR-ben
expresszalodik, HI agykarosodast kovetden a T limfocitdk CD49d
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expresszidja korrelalhathatd a sejtek KIR-be vald kilépési
képessegével.

A terdpids hipotermia igazoltan javitja a neuroldgiai
végkimenetelt és az utobbi években fontos alapkdvévé valt a
egyik fontos mechanizmus, amely altal a hipotermia kifejti a
neuroprotektiv hatésat, az éppen a neuroinflammacié mértékének
a csokkentése.

A kinurenin rendszer és a citokinek kolcsonhatdsai mind a
velesziletett, mind az adaptiv immunvalaszok soran fontos
regulatoros szerepet jatszanak. Kiemelten fontos tényez6i a KIR
és az immunrendszer kozétti  bonyolult ,neuroimmun”
interakcioknak. A rendszer kozponti faktora az IDO, amely rate-
limiting enzime a triptofan degradaciojanak. Az IDO-t elsésorban
az antigén-prezentdld sejtek termelik pro-inflammatorikus
stimulusok hatdsra és szdmos immunszuppressziv hatast fejt ki,
amelyek kozil a legfontosabbak a T sejt funkci6é gatlésa és a
regulatoros T limfocitadk (Treg) aktivalasa. A triptofannak (TRP)
és els6 metabolitjanak, a kinureninnek (KYN) a hanyadosa (K/T)
j6 becslést ad az IDO enzimatikus aktivitasarél. A kinurenin
rendszer eltéréseit a neuroldgiai korképek széles spektruméaban
sikerllt mar igazolni, azonban perinatalis HI agykarosodast
kovetden még nem vizsgaltak.

A perinatalis id0szak soran a legnagyobb a stroke rizikéja is az
egész gyermekkorban. A neonatélis artérias ischémids stroke
(NAIS) definici6 szerint egy a neonatalis iddszakban
diagnosztizalt artérias ischémias stroke, amely a klinikai tlinetek
mellett radioldgiai vizsgélattal is megerdsitésre keriil. A NAIS az
élethosszig tartd6 a finom motoros karosodastol a féloldali
cerebralis parézisig terjedd motoros, a kognitiv és a viselkedési
zavarok egyik vezeté oka. A NAIS esetek tobbnyire nem keriilnek
id6ben felismerésre a prenatalis kezdet és az aspecifikus tlinettan
miatt, igy az intervencios lehetdségek elsdsorban a prevenciora és
az inzultust kovetd gyulladdsos folyamat mérséklésére
korlatozodnak. A NAIS diagnosztizalasat tovabb neheziti az a

4



tény, hogy a rizikétényezdk ¢és a klinikum jelentés atfedést
mutatnak a globalis HIE-vel és a ketté egyiittes fennallasa is
gyakori. A két korkép elkllonitése komplex kérdés, kilénosen,
mivel a neuroinflammaci6é mindkettd sajatossaga.

Erdekes mdodon a NAIS csaknem minden esetben a carotis artérias
torzsbol fejlodd intracranidlis ereket érinti, amelyek az arteria
cerebri anterior (ACA) proximalis részét, az arteria cerebri mediat
(ACM) és az az arteria cerebri prosteriort (ACP) jelentik. Ezzel
szemben az arteria basilaris és az extracranialis artériak
megkiméltek. A NAIS patofizioldgiai hatterér6l kevés ismerettel
rendelkezilink, igy betegség-specifikus prognosztikus tényezok és
terapias lehetdségek nem 4llnak rendelkezésre. A klasszikus
pathofiziol6giai hipotézis szerint az ischémias események
hatterében thromboembolizacid all, melynek forrasa elsésorban a
placenta és az umbilicalis erek. Ez a hipotézis azonban nem ad
kielégitd magyardzatot arra a megfigyelésre, miszerint a NAIS
szinte kizarolag a carotis agakat érinti. Emellett angiogréfiai
vizsgalatok Kkimutattak lokalis defektusokat az intracranialis
artériafalakon in situ trombus képz6dés jelei mellett. Az utdbbi
évek preklinikai eredményei egy 0j pathofizioldgiai hipotézist
vetettek fel, amely figyelembe veszi a koagulacids és
inflammatorikus kaszkad komplex, kétiranyd kapcsolatat. Eszerint
a NAIS a perinatalis inflammacio és a HI egyittes fennallasanak a
kdvetkezménye. In vivo allatkisérletek soran kimutattak, hogy a
maternofoetalis gyulladas fokalis arteritist valt ki a carotis agak
intracranialis szakaszan, amelyek jelentésen noveli a NAIS
kockazatat. A fenti érszakaszokon szamos pro-inflammatorikus
citokin (TNF-a, IL-1p, MCP-1) magasabb intramuralis szintjét
sikerilt igazolni. Az inflammaéci¢ fokozott oxidativ stresszt jelent,
és elOzetes szenzitalodast kovetéen a HI inzultus hatasara
bekovetkezé KIR karosodas mértéke is ndvekedett. Ezen a
tudomanyteriileten jelenleg az elsédleges cél a pathomechanizmus
pontosabb feltérképezése, kivaltképpen az inflammatorikus
utvonalak aktivaciojanak tekintetében. Ez segitheti a specifikus
prevencios lehetOségek, diagnosztikus és terapids opciok
feltérképezeését.



2 CELKITUZESEK

A jelen vizsgalatban a célunk volt:

1) AT limfocitak prevalenciajanak és citokin termelésének a

leirdsa a perinatalis HI agykarosodast kovetd elso
élethdnap soran 6sszehasonlitva a mérsékelt, valamint
sulyos karosodas soran bekovetkezd valtozasokat. Ezaltal
a neuroinflammatorikus valasz azon komponenseit
szerettik volna feltérkepezni, amelyek befolyasolhatjak a
karosodas mértekeét.

2) Jellemezni a citokin plazmaszintjének eltéréseit a HI

3)

agykarosodast kovetd elsé élethonap soran Osszevetve
azokat az intracelullaris citokinszintek valtozasaival és
Osszehasonlitva a mérsekelt, valamint a stlyos HIE sorén
bekovetkezo valtozasokat.

Meghatarozni a kinurenin rendszer komponenseinek a
plazma szintjét (TRP, KYN és KYNA) és a KYN/TRP
arany alapjan az IDO aktivitast, 0Osszehasonlitva a
mérsékelt, valamint a stulyos HIE csoportokat.

4) A négy igazolt NAIS eset kisérletes adatait 0sszesitve

leirni a fobb immunologiai eltéréseket NAIS és HIE
kozott. Osszehasonlitottuk a T limfocitak prevalenciat,
citokin termelését, valamint a citokinek plazma szintjét az
elsd élethonap sordn. Ehhez hasonl6 human kisérletes
adatok korabban nem keriiltek kozlésre, igy bar a jelen
tanulmanyban a NAIS esetek szama igen alacsony volt,
ezek az adatok hasznos alapul szolgalhatnak jovoébeli,
nagyobb esetszam immunoldgiai tanulmanyok szamara.



3 MODSZEREK

3.1 Betegek

A vizsgalatunkba 33 érett Gjszuldttet vontunk be, akik perinatélis
asphyxia iranydiagnozissal kerlltek beutalasra a Semmelweis
Egyetem 1. sz. Gyermekgydgyaszati Klinikdjanak neonatalis
intenziv részlegére. A kozépsulyos-sulyos sziletési asphyxia
diagnozisa és a terdpias hipotermia sziikségessége a TOBY
kritériumrendszer alapjan kerllt megallapitasra. Valamennyi
ujszulott megfelelt a terdpids hipotermia bevonasi kritériumainak,
amelyet legkésdbb az osztalyos felvételiikkor, atlagosan az els6 és
otodik életora kozott kezdtek meg. A 72 oras intervencios id6szak
soran az ujsziilottek rektalis testhdmérséklete szoros monitorozas
mellett 33 és 34 °C kozott volt.

Az Ujsziilottektdl 5 alkalommal vettiink alkalmanként 2 ml vért, a
szuletést kovetben 6, 24 és 72 oraval, illetve egy hetes, majd 1
honapos korban. A vérvételeket a klinikai diagnosztikai célu rutin
vérvételekhez igazitottuk.

A vizsgéalatunk kizarasi kritériumai a kongenitalis fejlédési
rendellenességek, az egyéeb velesziiletett betegségek, a maternalis
chorioamnionitis gyanuUja, valamint a perinatalis fertézések voltak.
Felvételkor valamennyi esetben készilt hemokultdra és ful leoltéas
a bakterialis fert6zések kizarasa erdekében. A vizsgalati idGszak
alatt egy résztvevonél sem fordult eld klinikai vagy hemokultira
altal igazolt szepszis. Valamennyi (jszulétt profilaktikus
ampicillin és gentamicin antibiotikus kezelésben és a standard
intenziv terapias ellatasban részesiilt.

Az (jszilottek agymiikodését aEEG vizsgalattal monitoroztuk.
Egy hetes korban, amennyiben az Ujsziléttek klinikai allapota
lehetéveé tette, MRI vizsgdlat tortént, amely minden esetben
megtortént a 12. életnapig. Az MRI felvételek a Rutherford és
mtsai  altal felallitott kritériumrendszer alapjan  kerultek
értékelésre. Az MRI felvételek alapjan 4 Qjszulott esetében
igazolodott NAIS. Egy ujszilott kizérasra kerllt metabolikus
betegség valoszintisége miatt. Igy Osszesen 28 Gjszilott keriilt a
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globdlis asphyxia, HIE csoportba, amelyet mérsékelt és sulyos
HIE alcsoportra osztottunk a hipoxias agykarosodas sulyossaga
alapjan, amely az aEEG és MRI felvételek alapjan kerult
megallapitasra. Azokban az esetekben, ahol az MRI vizsgalat nem
volt elvégezhet6 az Gjsziilott kritikus allapota miatt, a besorolas az
aEEG adatok alapjan tortént. A sulyos csoportba (n = 11) azok az
ujszuldttek kerlltek, akiknél az MRI felvétel kdzépsulyos-sulyos
HIE jeleit mutatta, ES az aEEG felvételen a héttértevékenységre a
,burst suppression” VAGY a folyamatos extrém alacsony
fesziiltség (low voltage) VAGY a ,(flat tracing” volt jellemzd
VAGY tobb, mint 48 ora telt el az aEEG normaliz&lodasaig
VAGY korai halal (<28 nap) kdvetkezett be. Azok az Gjszulottek,
akiknél a fenti kritériumok nem teljesultek, a mérsékelt csoportba
(n=17) kertiltek. Az 6 esetiikben az MRI felvétel normalis volt
vagy enyhe HIE jelei abrazolodtak ES folyamatos vagy szakaszos
normal fesziltség jellemezte a hattértevékenységet az aEEG
felvételen és az aEEG normalizdlédédsa 48 oOran belul
bekdvetkezett.

A sulyos csoportban 3 10jsziilott hunyt el egy honapos kor elott. A
rendelkezésre allo adatokat a megfelelé idépontokban bevontuk.
Igy 2 Gjsziilott esetében hianyzik a 72 h, 1 hét és 1 h6 adatok és
egy Ujszulott esetében az 1 honapos adat. A négy igazolt NAIS
esetbdl szarmazo kisérletes adatokat pool-oztuk és azokat a HIE
csoportokhoz hasonlitottuk az immunoldgiai eltérések nagy
vonalakban val6 jellemzése érdekében.

A vizsgalatunkat a regionalis Etikai Bizottsag jovahagyasaval
(TUKEB 6578-0/2011-EKU) és a résztvevo gyermekek sziileinek
tajékozott beleegyezése mellett végeztik. A tanulmany megfelelt
a Helsinki Deklaracio aktualis kovetelményeinek.

3.2 Aramlasi citometria

A periférids vérmintak feldolgozasa sordn eldszor a plazma kertilt
szeparalasra centrifugalassal. A plazma mintakat alikvotolast
kovetden azonnal lefagyasztottuk és a feldolgozasig -80 °C-on
taroltuk.



A sejteket RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-1640
médiumban vettik fel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 6
oran keresztil stimulaltuk 37 °C-on PMA (Phorbol 12-myristate
13-acetate) (50 ng/ml), ionomycin (1 microg/ml) és BFA
(Brefeldin ~ A) (10 microg/ml) jelenlétében a citokinek
intracellularis szintjének a mérhetd szintre emelése érdekében.

Ezt kovetéen az alabbi fluorokrémmal konjugélt anti-humén
monoklonalis antitesteket hasznaltuk a sejtfelszini markerek
jelolésére: CD4 PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cyanine 7) és CD8 APC-
Cy7 (Allophycocyanin-Cyanine 7) (1-es panel), VAGY CD4
APC-Cy7 és CD49d PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein) (2-es
panel). A jelolés a gyartd instrukcidinak megfeleléen tortént.
Valamennyi terméket a BioLegend cégtdl rendeltiik (San Diego,
CA, USA).

Ezt kovetden liz&ltuk a vorosvérteseket és permeabilizdltuk a
periférids vérbdl szdrmazd mononuklearis sejteket FACSLysing
és FACSPermeabilizing oldatokkal (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). A sejteket mosast kovetéen PBS-ben (phosphate
buffer saline) vettik fel és két egyenl6 alikvotra osztottuk ket az
intracellularis  citokinek megjel6lése céljabol. Az alabbi
fluorokrdmmal konjugalt anti-humén monoklonalis antitesteket
vagy a megfeleld izotipus kontrollokat hasznaltuk: IL-6 PE
(Phycoerythrin), IL-17A PerCP, IL-10 APC (Allophycocyanin),
IFN-y FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (1-es panel), VAGY
TNF-a PE-Cy7, FoxP3 PE, TGF-p APC, IL-1B FITC (2-es panel),
(valamennyi a BioLegend cégtdl). A jelolés a gyari protokoll
szerint tortent.

A mosast kovetden a mintakat PBS-ben szuszpendaltuk fel és egy
BD FACSAria aramlasi citométeren (BD Biosciences)
mintankként 100.000 sejtet mértiink le. Az aramlasi citométeres
méréseket végz6 Szakemberek nem ismerték az 0jszil6ttek
klinikai allapotat.



3.3 Immunoassay vizsgélatok

A plazma mintakat -80 °C-on taroltuk a mérés idépontjaig.
Felolvasztast kovetOen az alabbi citokinek, kemokinek és
novekedési faktorok plazma szintje keriilt meghatarozésra Bio-
Plex Pro Assay-k segitsegével (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA): IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-a, TGF-B, G-CSF, GM-CSF, MCP-1,
MIP-1b és VCAM. A Bio-Plex Pro Assay-k a szendvics ELISA-
hoz hasonl6 elven miikdnek, amelyben egy méagneses gyongyhoz
vannak a capture antitestek kovalensen kotve. A biotinilalt
detekcids antitestek egy szendvics komplexet képeznek majd a
komplex streptavidin- phycoerythrin (SA-PE) konjugatummal
kerll megjelolésere. A végleges detekcios komplexumban a PE
szolgél fluoreszcens jelolésként. A reakciok egy Luminex alapl
platformon keriilnek leolvasésra.

3.4 Nagy teljesitményii folyadékkromatografia (HPLC)

A plazma mintédkat -80 °C-on téroltuk a mérésig. A mérést
megelézéen a plazmamintdkat kiolvasztottuk és vortexelést
kovetéen 300 ul plazmamintat 700 pl precipitacidés olddszerbe
Hlovelltink” (amely 3,57 w/w% perklorsavat és 2,857 mM 3-
nitro-L-tyrosine-t tartalmazott belsd standardként (Scharlau,
Barcelona, Spain)). A mintakat ezt kovetden -centrifugaltuk
(13000 G-n,10 percig, 4 °C-on), majd a fellluszét leszivtuk.
KYN, KYNA, és TRP szintek meghatarozasat egy Agilent 1100
HPLC rendszeren (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
végeztik. A rendszerben talalhatd egy fluoreszcens detektor,
amely a KYNA és TRP koncentracio meghatarozasara szolgalt és
egy UV detektor, amelyet a KYN ¢és a bels6 standard
koncentraciojanak a meghatarozasara hasznaltunk. A mintakat
eldszor egy Hypersil ODS el6oszlopon (20 x 2.1 mm LD., 5 pm
részecskeméret (Agilent Technologies)), amelyben a mobilis fazis
kompozicidja 0.2 M cink-acetat/acetonitril 95/5 v/v% volt és a pH
6.2-re kerllt beallitasra jégecet segitségevel. A kromatogréafias
szeparalasokat egy Onyx Monolithic C18 oszlopon (100 mm x 4.6
mm 1.D. (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)) végeztik
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izokratikus ellci6 alkalmazasaval. Az aramlasi rata (flow rate) és
az injekcios volumen 1,5 ml/perc és 20 ul volt. A fluoreszcens
detektor excitacids és emisszios hulldmhossza 344 nm és 398 nm
volt, amelyeket minden minta 3,5 percen keresztll valo futtatasa
utdn 254 nm-re és 398 nm-re valtoztattunk. Az UV detektor
hullamhossza 365 nm-re kertlt beallitasra. Az L-TRP, az L-KYN
szulfat, a KYNA és a cink-acetat-dihidrat a Sigma-Aldrich cégtol
keriilt beszerzésre, az ecetsav pedig a VWR International cégtdl
volt (Radnar, PA, USA).

3.5 A statisztikai elemzések modszertana

A statisztikai elemzés sordn az adatok normalitasénak vizsgélatara
a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk, amely alapjan az
adatok nem Gaussi eloszlast kovettek, igy nem paraméteres
statisztikai probakat hasznaltunk. Valamennyi adatot median és
interkvartilis terjedelem formaban adtunk meg. A kiilonbdz6
vizsgalati csoportok 6sszehasonlitasara Mann-Whitney tesztet
hasznaltunk. Az egy csoporton beliili, kiillonb6zdé idépontbol
szarmazo adatok 0sszehasonlitasara Friedman tesztet hasznaltunk.
A statisztikailag kiugro értékeket Grubbs’ teszt segitségével
azonositottuk. Valamennyi esetben a 0,05-nél kisebb p értéket
vettlik szignifikdnsnak. A statisztikai elemzéseket a GraphPad
Prism 5.0 Software segitségével (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA 92037 USA) végeztik.
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4 EREDMENYEK

4.1 A mérsékelt és sulyos HIE csoportok dsszehasonlitdsabdl
szarmazé eredmenyek

411 IL-1B

Sulyos HIE esetében magasabb volt az IL-1p-t expresszalé CD4+
sejtek prevalenciaja 6 oraval a sziiletést kovetéen, mint mérsékelt
HIE esetén. Ezeknek a sejteknek emelkedett volt a KIR-be vald
kilepése is a sulyos csoportban 6 6ranal, amelyet a keringésben
visszamaradd CD49d-t expresszal6 CD4+ IL-1p+ T sejtek
alacsonyabb prevalencidja jelzett. A késébbi idépontokban nem
volt eltérés a vizsgalati csoportok kozott ezeknek a sejteknek a
prevalencigjaban.

Az IL-1pB intracelluldris szintje, amelyet az intracelluldris IL-18
atlagos fluoreszcens intenzitasa (MFI) jelzett mindkét HIE
csoportban 6 oranal tet6zott €s a késobbi idépontokban hasonldéan
alacsony volt. Az IL-1B plazmaszintje hasonld idébeli lefolyast
mutatott a mersékelt HIE csoportban és hasonléd tendenciat
mutatott a sulyos HIE csoportban, ahol azonban a kiilénbségek
nem voltak szignifikdnsak. Az IL-1B plazmaszintjében nem volt
eltérés a mérsékelt és a sulyos HIE kozott. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a T limfocitak altal termelt IL-1B-nak elsésorban
neuroinflammatorikus vélasz korai szakaszéban lehet fontos
szerepe.

412 IL-6

Az IL-6-ot termel6 CD4+ T limfocitak prevalenciaja és az
intracellularis IL-6 szintje hasonl6 volt a két HIE csoportban, nem
talaltunk eltérést. Mindkét HIE csoportban 24 éranal érte el a
CD4+ T sejtek intracellularis IL-6 szintje a legmagasabb értéket.
Az intracellularis IL-6 szint ezt kovetéen csokkent, amely arra
utal, hogy a CD4+ T sejtek IL-6 termelése is elsésorban a
gyulladasos valasz korai szakaszaban jatszik szerepet.

Az IL-6 plazmaszintje azonban kiilonbozden alakult a két HIE
csoport esetében. Egy hetes korban magasabb volt sulyos, HIE
csoportban, mint mérsékeltben. A mérsékelt csoportban az elsé
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élethdnap végére szignifikansan lecsokkent az IL-6 plazmaszintje,
a stlyos csoportban azonban nem volt szignifikans ez az eltérés.

413 IL-17

A sulyos csoportban az IL-17 termeld6 CD4+ T sejteknek
(amelyek a Thl7 alcsoportot képezik) a prevalenciaja 24 orat
kovetéen emelkedett volt az els6 élethénap végéig a 6 Oras
értékhez képest. Egy hetes korban ez a kilénbség szignifikans
volt a sulyos és mérsékelt HIE csoportok kozott. A CD4+ sejtek
intracellularis IL-17 szintje (amelyet az IL-17 MFI értéke jelzett)
is magasabb volt a stlyos csoportban a mérsékelthez képest 72
oranal.

Az IL-17 termeld CD8+ T sejtek prevalencidja azonban a
mérsékelt HIE csoportban volt magasabb 6 6ras életkorban. A
mérsékelt HIE csoporton belll a CD8+ T sejtek intracellularis IL-
17 szintje 72 6rénal érte el a legmagasabb értéket, majd 1 honapos
korra lecsokkent. Mindazonaltal, 24 ¢ras korban a CD8+
limfocitak intracelluléris IL17 szintje valamelyest magasabb volt a
sulyos HIE csoportban, mint a mérsékelt HIE csoportban.

Az IL-17 plazmaszintjében nem észleltlink kiilonbséget a két HIE
csoport kozott.

414 TNF-o

A CD4+ T limfocitdk intracellularis TNF-a szintje (amelyet a
TNF-o MFI érteke jelzett) a 6 oras értékhez képest valamennyi
késébbi iddpontban magasabb volt mindkét HIE csoportban, Egy
honapos korban a CD4+ T sejtek TNF-a termelése magasabb volt
a stlyos HIE csoportban, mint a mérsékeltben, amely fenntartott
gyulladasos valaszt jelezhet sulyos HIE esetében, amely
hozzajarulhat a perinatalis asphyxia hosszutavu
kovetkezmenyeihez. A TNF-a plazmaszintje nem kiilonbozott a
két HIE csoport esetében.

A CD49d-t expresszalé CD4+ TNF-o+ T sejtek képesek kilépni a
KIR-be. Ezen sejtek prevalencigja 6 oras korban alacsonyabb
stulyos HIE esetében a késobbi idépontokhoz és a mérsékelt
csoporthoz képest is, amelynek hatterében feltehetden fokozott
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mértékii extravazacié all. Mindazonaltal, 72 o6ras ¢letkorra
megndvekszik a CD49d-t expresszald CD4+ TNF-o+ T sejtek
prevalencigja sulyos HIE esetében a 6 oOras és a mérsékelt
csoporthoz viszonyitva, amely arra utalhat, hogy 72 o6rat kovetden
a CD49d expresszitja fokozodik sulyos kdrosodasban.

4.1.5 Tovabbi pro-inflammatorikus citokinek

A CD4+ T sejtek intracellularis IFN-y szintje 72 6ranal magasabb
volt a sulyos, mint a mérsékelt csoportban.

A G-CSF plazmaszintje szintén magasabb volt sulyos HIE esetén,
mérsékelt HIE-vel Osszevetve 24 6ras és egy hetes életkorban.
Mérsékelt HIE esetében a G-CSF plazmaszintje lecsdkkent egy
hetes korra és alacsony maradt a vizsgalati idészak tovabbi
szakaszaban.

Az MCP-1 plazmaszintje 6 oOras életkor utdn ndvekedett és
szignifikansan magasabb volt 24, 72 drés és egy hetes korban a 6
0Orés értékhez képest.

416 TGF-B

A mérsékelt HIE csoportban a CD49d-t expresszal6 CD4+ TGF-
B+ T sejtek prevalencidja 72 ora utan megemelkedett és magas
maradt az elsé élethonap végéig. Ez a TGF-B termeld CD4+ T
sejtek fokozott extravazéacids készségére utal a mérsékelt HIE
csoportban, amely a reparativ folyamatok fontos komponense
lehet. Habar hasonld tendencia volt megfigyelhetd sulyos HIE
esetében is, itt a kiilonbségek nem voltak szignifikansak.

4.1.7 Treg sejtek

A Treg sejtek prevalencidja valamelyest emelkedett volt sulyos
HIE esetében 24 oranal mérsékelt HIE-vel dsszevetve. Felmerdl,
hogy ez az eltérés a gyulladasos vélaszra adott kompenzatorikus
mechanizmusok része lehet, azonban a bioldgiai jelentOsége
ennek a kilonbségnek nehezen meghatarozhato.

4.1.8 Tovabbi anti-inflammatorikus citokinek
A mersékelt csoportban az IL-10 plazmaszintje egy honapos korra
lecsokkent a 6 és 24 Gras értékekhez képest. A sulyos csoportban

az IL-13 plazmaszintje 72 oras kort kdvetéen alacsonyabb volt,
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mint 6, illetve 24 6ras korban. Az IL-13 és az IL5 plazmaszintjei
is magasabbak voltak a mérsékelt, mint a salyos csoportban 72
oranal.

4.1.9 A kinurenin rendszer

A kinurenin plazma szintje magasabb volt mérsékelt HIE esetében
1 hénapos korban, mint sulyos HIE esetében. A Kinurenin
rendszer komponensei egyebekben hasonlé iddbeli lefolyast
mutattak a két HIE csoportban. A TRP szintje fokozatos
emelkedést mutatott mindkét csoportban az elsé €élethonap veégéig.
Ezzel szemben a plazma KYN és KYNA metabolitok szintje
fokozatos csokkenést mutatott. A K/T hanyados alapjan szamitott
IDO aktivitas ez alapjan szintén csokkenést mutatott az elso
¢lethonap végeéig perinatalis HI agykdrosodast kovetéen. Ez arra
utal, hogy a fokozott IDO enzimatikus mikodés szintén
elsdsorban az neuroinflammacié korai szakaszdban jatszhat
szerepet.

4.1.10 ROC analizis

ROC (receiver operating characteristic curve) analizist végeztink,
hogy meghatarozzuk, mely paraméterek alkalmasak a mérsekelt
és stlyos HIE kozotti differencidlasban korai stddiumban. Ebben a
tekintetben az egyeduli hasznos marker a T sejtek IL-1p termelése
volt. A CD4+ IL-1B+ T sejtek prevalenciaja 6 oras korban (p =
0.018, ROC AUC = 0.784) valamint a CD4+ IL-1p+ CD49d+
sejtek prevalenciaja (p = 0.027, ROC AUC = 0.767) 6 dras korban
elfogadhatd szenzitivitassal €s specificitassal jelezte elére a HIE
sulyossagat.

4.2 A HIE és NAIS csoportok 6sszehasonlitasabol szarmazé

eredmények

4.2.1 Pro-inflammatorikus citokinek

A HIE csoportokhoz hasonléan, NAIS soran is 6 0ras korban a
legmagasabb a CD4+ T limfocitdk intracellularis IL-1p szintje
(amelyet az IL-1p MFI értéke jelez) és hasonloan csdkken 24 oras
korra. Az IL-1p termelés tekintetében nem volt eltérés a HIE és
NAIS csoportok kozott.
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Ugyanakkor az intracellularis IL-6 szint (MFI érték) CD8+ T
sejtek esetében alacsonyabb volt NAIS-ban 72 6ranal, mint sulyos
HIE esetében. Ez a kllénbség azonban megfordult 1 hdénapos
korra, amig a HIE csoportokban lecsokkent, addig NAIS-ban nétt
a CD8+ sejtek IL-6 termelése.

Az IL-17-et expresszalo CD8+ T sejtek szintje magasabb volt 6
oras életkorban NAIS-ban, mint silyos HIE esetén és ezen sejtek
intracellularis 1L-17 szintje (MFI) is magasabb volt NAIS
esetében.

NAIS esetében a CD4+ T limfocitdk IFN-y termelése (MFI) 24
oranal tet6zott, majd 72 oras korra lecsokkent és mindkét HIE
csoporthoz képest alacsonyabb értéket ért el.

NAIS soran 72 6rés korban a gyulladasos valasz fokozddasa
figyelhet6 meg HIE-hez képest, amelyet szamos plazma citokin
szintjének a megemelkedése jelez (IL-5, IL-17, MCP-1). Az
MCP-1 plazmaszintje 72 6ras korban a t6bbi idéponthoz képest is
kiemelkedéen magas volt NAIS-ban. Egy honapos életkorban
azonban a gyulladdsos valasz lecsengése figyelhetd meg NAIS-t
kovetden, amelyet szamos citokin alacsonyabb plazmaszintje (IL-
4, 1L-12, IL-17) jelez HIE-hez képest. A NAIS csoporton beliil az
IL-4 szintje a 72 Ords értékhez képest is szignifikansan
alacsonyabb volt. Hasonlé tendenciat mutatott az 1L-12 és az IL-
17 is, azonban itt nem volt szignifikdns az eltérés, vélhetéen az
alacsony esetszam miatt.

4.2.2 Anti-inflammatorikus citokinek

Az IL-10-et expresszalo6 CD8+ limfocitdk prevalenciaja
alacsonyabb volt NAIS-ban, mint stlyos HIE-ben 6 és 72 6ranal.
Az 1L-10-et expresszal6 CD4+ limfocitdk aranya azonban
magasabb volt NAIS-ban, mint mérsékelt HIE-ben.

Egy hetes ¢letkorban kifejezett emelkedés volt megfigyelhetd
NAIS-ban a TGF-B-termel6 CD4+ T sejtek CD49d
expresszidjaban mind a 6 oOras értékhez, mind HIE csoportokhoz
képest. Egy hdnapos életkorra azonban a TGF-B-termel6 CD4+ T
sejtek prevalenciaja NAIS-ban a HIE csoportokhoz képest
alacsonyabb lett.
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KOVETKEZTETESEK

A perinatalis HIE-t koveté adaptiv immunvalasz Kkorai
fazisdban kozponti szerepet jatszhatnak az IL-1B és IL-6
termeld T limfocitak.

A T sejtek TNF-a termelése végig emelkedett a perinatalis
asphyxiat kovet6 els6 élethonap soran és egy honapos
korban magasabb sulyos HIE esetében. Ez fontos
komponense lehet a HIE kronikus fazisanak.

A Th17 limfocitdk magasabb prevalenciaja az els6 hét végén
sulyos HIE esetében felveti, hogy ez a sejtcsoport szerepet
jatszhat a HI agykarosodas keésleltetett progresszidjaban.

A CD4+ T limfocitak emelkedd TGF-p termelése és
fokozott extravazécidja fontos regulatoros szerepet jatszhat
HIE soradn, hozzjarulva a reparativ folyamatok
beindulasahoz, ezzel mérsékelve a HI agykarosodas
mértékét.

Az |IL-1B+ CD4+ sejtek prevalencidjanak ¢és CD49d
expresszidjanak a vizsgalata a ROC analizis alapjan mar
korai stadiumban (6 oras korban) elére jelezheti a HIE
sulyossagat.

NAIS soran 72 éras korban a gyulladasos valasz fokozddasa

figyelheté meg, amelyet szamos plazma citokin szintjének a
megemelkedése jelez (IL-5, IL-17, MCP-1).

Egy hetes korban NAIS esetén hatarozott emelkedés
figyelheté meg a TGF-B-termelé6 CD4+ T sejtek CD49d
expresszidjdban mind a 6 Oras értékhez, mind HIE
csoportokhoz képest, amely a reparativ folyamatok korabbi
megindulasat jelezheti.

Egy hodnapos korra a gyulladdsos valasz lecsengése
figyelheté meg NAIS esetében, amelyet szdmos citokin
plazmaszintjének eés a TGF-f termeld6 CD4+ sejtek
prevalencidjanak a csokkenése jelez.

17



6

SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

Az ertekezéshez kapcsolodo kdzlemények
Osszesitett impakt faktor: 10,386.

1)

2)

Bajnok A, Berta L, Orban C, Tulassay T, Toldi G. (2018)
Cytokine production pattern of T lymphocytes in neonatal
arterial ischemic stroke during the first month of life-a case
study. J Neuroinflammation. 15(1):191. IF: 5,193

Bajnok A, Berta L, Orban C, Veres G, Zadori D, Barta H,
Méder U, Vécsei L, Tulassay T, Szabd M, Toldi G. (2017)
Distinct cytokine patterns may regulate the severity of
neonatal asphyxia-an observational study. J
Neuroinflammation. 14(1):244. 1F: 5,193

Az értekezéshez nem kapcsolddo kdzlemenyek
Osszesitett impakt faktor: 42,072; elsd szerzéként: 6,615

1)

2)

3)

4)

Bajnok A, Ivanova M, Rig6 J Jr, Toldi G. (2017) The
Distribution of Activation Markers and Selectins on
Peripheral T Lymphocytes in Preeclampsia. Mediators
Inflamm. 2017:8045161. IF: 3,549

Bajnok A, Kaposi A, Kovacs L, Vésarhelyi B, Balog A,
Toldi G. (2013) Analysis by flow cytometry of calcium
influx kinetics in peripheral lymphocytes of patients with
rheumatoid arthritis. Cytometry A. 83(3):287-93. IF: 3,066

Orban C, Vaséarhelyi Z, Bajnok A, Sava F, Toldi G. Effects
of caffeine and phosphodiesterase inhibitors on activation of
neonatal T lymphocytes. Immunobiology. 223(11):627-633.
IF: 2,873

Dulic S, Vasarhelyi Z, Bajnok A, Szalay B, Toldi G, Kovacs
L, Balog A (2018). The Impact of Anti-TNF Therapy on
CD4+ and CD8+ Cell Subsets in Ankylosing Spondylitis.
Pathobiology. 85(3):201-210. IF: 1,592

18



5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Orban C, D Szabd, A Bajnok, B Vasarhelyi, T Tulassay, A
Aratd, G Veres, G Toldi. (2017) Altered activation of
peripheral CD8+ T cells in pediatric Crohn’s disease.
Immunol Lett, 185:48-51. IF: 2,483

Legany N, G Toldi, C Orban, N Megyes, A Bajnok, A
Balog. Calcium influx Kkinetics, and the features of
potassium channels of peripheral lymphocytes in primary
Sjogren’s syndrome. (2106) Immunobiology 221:1266-
1272. 1F:2,720

Orban C, D Szabd, A Bajnok, B Véasarhelyi, T Tulassay, A
Aratd, G Veres, G Toldi. (2016) Altered calcium influx of
peripheral Th2 cells in pediatric Crohn’s disease: infliximab
may normalize activation patterns. Oncotarget. 7(29):44966-
44974. IF: 5,168

Orban C, E Perez-Garcia, A Bajnok, G McBean, G Toldi, A
Blanco-Fernandez. Real time Kkinetic flow cytometry
measurements of cellular parameter changes evoked by
nanosecond pulsed electric field. (2016) Cytometry Part A
89:472-479. IF: 3,222

Folyovich A, Bicz6 D, Bajnok A, Bessenyei D, Kis I,
Gimesi-Orszagh J, Béres-Molnar AK, Toldi G. (2016)
Higher Incidence of Stroke on the Last Day of the Month in
Hungary-a Role for Psychosocial Factors and Financial
Insecurity? J Stroke Cerebrovasc Dis. 25(5):1192-1195. IF:
1,517

Toldi G, ZE Vasarhelyi, J Rigd Jr, C Orban, Z Tamassy, A
Bajnok, T Shima, S Saito, A Molvarec. Prevalence of
Regulatory T-Cell Subtypes in Preeclampsia. (2015)
American Journal of Reproductive Immunology 74:110-115.
IF: 2,916

Grozdics E, Berta L, Bajnok A, Veres G, llisz I, Klivényi P,
Rigé J Jr, Vécsei L, Tulassay T, Toldi G. (2014) B7
costimulation and intracellular indoleamine-2,3-dioxygenase
(IDO) expression in peripheral blood of healthy pregnant

19



12)

13)

14)

15)

16)

and non-pregnant women. BMC Pregnancy Childbirth.
14:306. 1F: 2,190

Orban C, A Bajnok, B Vasarhelyi, T Tulassay, G Toldi.
(2014) Different calcium influx characteristics upon Kv1.3
and IKCal potassium channel inhibition in T helper subsets.
Cytometry Part A, 85: 636-641. IF: 2,928

Folyovich A, Biro E, Orban C, Bajnok A, Varga V, Beres-
Molnar AK, Vasarhelyi B, Toldi G. Relevance of novel
inflammatory markers in stroke-induced
immunosuppression.  (2014) BMC Neurology 14:41.
IF:2,040

Folyovich A, Bir6 E, Orban C, Bajnok A, Vasarhelyi B,
Toldi G. Kv1.3 lymphocyte potassium channel inhibition as
a potential novel therapeutic target in acute ischemic stroke.
(2014) CNS & Neurological Disorders-Drug Targets
13:801-806. IF: 2,628

Orbén C, E Biro, E Grozdics, A Bajnok, G Toldi. (2013)
Modulation of T lymphocyte calcium influx patterns via the
inhibition of Kv1.3 and IKCal potassium channels in
autoimmune disorders. Frontiers in Immunology 4: 3.

Toldi G, Bajnok A, Dobi D, Kaposi A, Kovécs L, Véasarhelyi
B, Balog A. (2013) The effects of Kv1.3 and IKCal
potassium channel inhibition on calcium influx of human
peripheral T lymphocytes in rheumatoid arthritis.
Immunobiology. 218(3):311-6. IF: 3,180

20



