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BEVEZETES

Az Tjsziilottkori  hipoxias-iszkémias enkefalopatia (HIE) a perinatdlis iddszak egyik
legstlyosabb betegsége. A fejlett orszdgokban 1000 sziilésbdl 1-2 gyermek érintett, mig a
fejlédod orszagokban sokkal magasabb a betegség prevalencidja, amely igy évente Osszesen
700.000 1jsziilott haldlat okozza vildgszerte. Ezen feliil minden évben tovabbi 1.15 millié
ujsziilott szenved neonatélis enkefalopatiaban, koziliik pedig kb. félmillié tartés neurologiai
karosodassal ¢l tovabb. Mindezek fényben egyértelmii, hogy a neonatalis HIE a perinatalis
ellatas egyik legstlyosabb probléméja mind a mai napig.

A HIE kezelésére iranyul6 kutatdsok a 19. szdzad oOta zajlanak. Szamos allatmodellt
fejlesztettek ki a betegség hatterében allo patomechanizmusok ¢és terdpids lehetOségek
vizsgalata c€ljabol. Az magzati vagy jsziilott foemlds-, barany- és malac-modellek nagyban
hozzajarultak a kiilonb6z6 agykarosodas-mintazatok feltérképezéséhez, valamint a hipoxia és
az iszkémia kozotti Osszetett kolcsOnhatasok megismeréséhez. A kozelmultban, a
funkcionalis képalkotas fejlodésével parhuzamosan ezek a modellek a perinatalis aszfixia
kozben zajléo metabolikus folyamatok megvildgitasaban is fontos szerepet jatszottak. Ezzel
parhuzamosan szdmos kisallat modell is kifejlesztésre kertilt, amelyek mind a sejtszintii- és
molekularis patomechanizmusok megismerésében, mind a potencidlis terapids intervenciok
vizsgalataban kdzponti szerepet jatszottak. Annak ellenére, hogy ezeknek a modelleknek
koszonhetéen a HIE pathomechnizmusaval kapcsolatos ismereteink robbandsszeriien
fejlédtek az elmult 50 évben, a mai napig csak egyetlen terdpias intervencid, a hipotermias
kezelés bizonyult klinikailag is biztonsdgosnak és hatékonynak a neurologiai karosodas
enyhitésében. Ezen feliil tobb mint 500 neuroprotektiv terapids modalitds mutatott pozitiv
eredményeket a preklinikai viszgalatokban, amelyek azonban nem valtottak be a hozzajuk
fizott klinikai varakozasokat. Ez a jelentds transzlacios szakadék egyértelmiien ramutat arra,
hogy sziikség van a meglévd preklinikai modellek feliilvizsgalatira, valamint tovabbi,
megbizhatdbb és relevansabb modellek kifejlesztésére.

Valosziniileg nem talzas azt allitani, hogy a terapids hipotermia a kdzelmult
legfontosabb eredménye a HIE-ban szenvedd 1jsziilottek kezelésében. Mindazonaltal a
terapias hiités koncepcidja évszazadok ota jelen van, az aszfixids Ujsziilottek kezelésével
kapcsolatos elsd feljegyzés a 17. szazad végérdl szarmazik. Az elsé hipotermids klinikai

vizsgéalatok mar az 1960-as években publikaltdk nagyon igéretes eredményeiket. Az, hogy
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elsésorban dogmatizmusnak és torténelmi balszerencsének volt kdszonhetd. Mindazonaltal az
elmult 10 év soran szdmos randomizalt klinikai vizsgalat és nagy meta-analizis tamasztotta
ala a terapids hipotermia biztonsagossagat és hatékonysagat, amely igy mara a kdzépsulyos-
sulyos HIE-ban szenvedd ujsziilottek standard kezelésének a részévé valt. Ennek ellenére a
hiités optimalis id6zitése €s célhdmérseklete tovabbra is ismeretlen.

Bar a hipotermidra gyakran miivi beavatkozasként tekintiink klinikai kontextusban,
valgjaban evolucios biolodgiai kutatdsok széleskorlien ramutattak, hogy a hipoxiara adott
hipometabolikus és hipotermiés valasz egy evolucidsan konzervalt védekezd mechanizmus,
amely szamos faj ujsziilott egyedeiben megfigyelhetd. Ezt a mechanizmus emberi
yjsziildttekben is leirtdk mar az 1950-es években, amely akkor jelentdsen hozzajarult az
hipotermiés klinikai vizsgalatok megkezdéséhez. Mindez azt mutatja, hogy a terapids hiités
sokkal inkdbb evoluciosan konzervalt védekez6 mechanizmusok tdmogatasanak tekinthetd és
éppen az ezt megel6zd klinikai gyakorlat volt mlivi beavatkozas, amely soran az aszfixias
ujsziilotteket az  egészséges csecsemOknél megfigyelt homérsékletekre probaltuk
felmelegiteni. Ezzel parhuzamosan az is egyértelmii, hogy a preklinikai kutatdsok soran
fontos kiemelt figyelmet forditani ennek az endogén hipotermidnak a kontrollalasara, hogy ez
ne jelentsen zavard tényez6t a kisérletek kivitelezésénél. Sajnos nagyon kevés olyan

preklinikai vizsgalat ismert, amelyek szem el6tt tartandk ezeket a szempontokat.



CELKITUZESEK

Ezen doktori értekezés célkitiizései a kovetkez6k voltak:

1. Kiilonb6z6 célhémérsékletek hatasanak vizsgilata a HIE preklinikai malac
modelljében. Ezen beliill elsésorban a 30 °C-os mély hipotermia
biztonsagossaganak és hatékonysaganak elemzése klinikai kimeneteli pontok és

neruo-patolégiai markerek segitségével.

2. Az endogén hipotermia zavaré hatasanak viszgalata hipoxia alatt és azt kovetéen

a HIE ragcsalo modelljében.

3. A HIE egy uj, Prof Kai Kaila csoportja altal kifejlesztett ragcsalé modelljének

karakterizalasa.



MODSZEREK

Malac kisérletek:

Minden kisérletet az Egyesiilt Kiralysag Home Office iranymutatasanak megfelelden zajlott.
Huszonnyolc, 24 6ranal fiatalabb him nagy fehér sertést el6szor altatasban tracheosztomianak
majd intubédcionak vetettiink ald. Mindkét oldali a. carotis communis koré felfijhatod
okkludereket helyeztiink, valamint katéterizdltuk az a. és a v. umbilicalisokat. Minden
kisérlet izofluran anesztézia és fentanil analgézia mellett zajlott. A szivfrekvenciat (HR), az
artérids kozépnyomast (MABP) és a rektalis homérsékletet (Trec) folyamatos monitoroztuk,
mig artérias vérgazokat 6 6ranként vettiink. Az MABP-t intravénas folyadék-potlas és inotrop
kezelés segitségével tartottuk a 40 Hgmm feletti céltartomanyban.

A tranziens hipoxia-iszkémias (HI) inzultust a vaszkularis okkluderek felfajasaval és
a belélegzett O2-koncentracid 12%-ra csokkentésével valtottunk ki maégneses rezonancia
spektroszkopias monitorizalds mellett. A HI-t és a reszuszcitaciot kovetden az allatokat 4
csoportba randomizaltuk: (I) normotermia (Trec 38.5 °C az egész kisérlet alatt), vagy teljes-
test hipotermia az inzultust kovetd 2-26 o6ra kozott (IT) Trec 35 °C, (IIT) Trec 33.5 °C, or (IV)
Trec 30 °C célhdmérséklettel. 26 oraval az inzultust kdvetden a hiitott csoportokat maximum

0,5 °C/éra sebességgel melegitettiik vissza normotermids homérsékletre. 48 oraval a HI-t
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hisztoldgiai/immunhisztokémiai feldolgozasnak vetettiik ala. A szérum kortizol és troponin
szintek mérését, valamint a hisztopatologiai és in situ hibridizacidos vizsgalatokat a
munkatarsaim és a kollaboratoraink végezték. Az adatok elemzését hivatasos statisztikus

végezte.

Ragcsalo kisérletek:

Minden kisérlet az Eurdpai Bizottsag vonatkozo, 86/609/EEC szamu direktivaja szerint
zajlott, amiket az MTA Kozponti Orvostudomanyi Kutatéintézetének Allatkisérleti
Bizottsaga is jovahagyott. Idore paroztatottunk Wistar patkany parokat (Charles Rivers
Laboratories, Magyarorszag), majd a himeket a terhesség E19 napjan eltavolitottuk a
ketrecekbdl. A sziiletés napjan az almok méretét 8-12 allatra korlatoztuk. P7-en az 0jsziilott
allatokat az anyatol kiillonvalasztva egy hdmérséklet-kontrollalt ketrecbe helyeztiik, amelynek

egyéni cellai 37 +/- 0.5 °C-on voltak tartva (kivéve az eldkisérleteket). Mindegyik aszfixias



csoportbol egy szentinel allat rektalis homérsékletét folyamatosan monitorizaltuk, amely az
egész csoport homérsékletének markeréiil szolgalt. Egy 20 perces alkalmazkodasi periodust
kovetdéen az allatok 15 percre kontrol vagy aszfixias gazkeveréknek (szobalevegd vagy 4%
0,, 20% CO,, 76% N,) voltak kitéve. Ezutan 60 perc normalizaciot kovetden visszahelyeztiik
az allatokat az anyjuk mellé. Ennek az allatmodellnek az eredeti formajat Prof Kai Kaila
csoportja fejlesztette ki a Helsinki Egyetemen. A korai kimeneteli pontokhoz randomizalt
allatokat 24 oraval az inzultus utan aldoztuk fel, mig a tobbi allatot felndttkorig neveltiik.
Ketamin-xylazin eutanaziat kovetden az agyakat és a fobb szerveket eltavolitottuk, PFA-ban
fixaltuk, valamint vérmintakat vettiink. Hisztopatologiai €s immunhisztokémiai vizsgalatokat
Nissl festés valamint MBP, SMI-32 ¢és IBA-1 ellenanyagok segitségével végeztiink. A
felndttkorig nevelt csoporton P40 és P100 kozott viselkedés-vizsgalatokat végeztiink. Ennek
részeként az Open Field, az Elevated Plus Maze, valamint a Rotarod tesztekkel vizsgalatuk a
neuromotor funkciokat és a szorongast, mig az Operant Learning — Delayed Discounting
paradigmat hasznaltuk a kognitiv funkciok és az impulziv viselkedés elemzésére. A

statisztikai elemzést a GraphPad Prism V szoftver segitségével végeztiik.

EREDMENYEK

Kiilonb6zo6 célhomérsékletek vizsgalata a HIE malac modelljében

A csoportok kiindulasi paraméterei kozott nem volt szignifikdns kiillonbség. Szivmegallas 6
alkalommal fordult elé a 30 °C-os csoportban és ezen allatok koziil 5 elpusztult a kisérlet
vége elott. Egy allat a 33.5 °C-os csoportban szintén elszenvedett két szivmegallast, de a
sikeres reszuszcitaciot kovetden tulélt a kisérlet végéig. A tobbi csoportban sem
szivmegallas, sem egyéb mortalitds nem fordult eld.

A szivfrekvencia szignifikdnsan alacsonyabb volt a 30 °C-os csoportban a hiités alatt
a normotermids csoporthoz képest, mas eltérést azonban nem figyeltiink meg. Az MABP
szintén hasonld volt a kiilonb6z6 csoportok kozott miutan kiatlagoltuk a megfeleld
iddszakaszok szerint. Mindazonaltal a 30 °C-os csoportban szdmos alkalommal eléfordult
mély hipotenzid, amely az agressziv folyadék-potlas és inotrop terapia ellenére gyakran

szivmegallashoz vezetett. A medidn folyadék-potlas €s inotrop kezelés is szignifikansan



magasabb volt 30 °C-os csoportban a normotermias csoporthoz képest €s szintén csak ebben
a csoportban volt sziikség masod- és harmadvonalbeli inotrop szerek hasznalatara.

A pH szignifikansan alacsonyabb volt a 30 °C-os csoportban 36 oraval az inzultust
kovetden a normotermias csoporthoz képest. A bazis deficit szignifikdnsan magasabb volt a
30 °C-os csoportban 12, 24 és 36 oOraval az inzultust kovetden az Osszes tobbi csoporthoz
viszonyitva. A vércukor szintén szignifikinsan magasabb volt a 30 °C-os csoportban 12
oréval az inzultust kovetden a normotermias és a 35 °C-os csoporthoz képest. A legmagasabb
laktat értékek szintén a 30 °C-os csoportban fordultak eld a 12 és 24 oras idépontokban,
azonban ez nem volt statisztikailag szignifikans.

A szérum kalium szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a 30 °C-os csoportban
12 6raval az inzultust kdvetden a 35 °C-os és a 33.5 °C-os csoportokhoz képest. A hematokrit
¢s hemoglobin értékek szintén magasabbak voltak a 30°C-os csoportban a hiités alatt a tobbi
hipotermids cosporthoz képest. A szérum kortizol mérésekben nem talaltunk szignifikans
eltérést, a kardialis troponin-I szintek azonban jelentdsen alacsonyabbak voltak a 30 °C-os
csoportban a tobbi csoporthoz képest. Makroszkopos szerv patologiai vizsgalatok nem
talaltak szignifikans eltérést a csoportok kozott.

Az in situ hibridizacios kisérleteket a kollaboratoraink végezték és ezen eredmények
kiilon kertiltek publikéalasra. Ezek a vizsgalatok nyolc mRNS transzkriptumra fokuszaltak,
amelyek relevansak a perinatalis agykéarosodas szempontjabol (BDNF, MANF, GFAP,
MAP2, HSP70, NgR, LDH-A, LDH-B). Az eredmények azt mutattdk, hogy a legtobb
transzkriptum szintjét szignifikdnsan befolyasolta a HI, ezt a hatast pedig a legtobb
agyteriileten ellensulyozta a hipotermia. Bizonyos esetekben a 33.5 °C-os hipotermia
hatékonyabbnak mutatkozott, mint a 35 °C-os és a 30 °C-os hiités. A 30 °C-os mély
hipotermia egyes agyrégiokban viszont éppen tovabb sulyosbitotta a HI hatasat.

A hisztoldgiai és immunhisztokémiai vizsgalatokat a kollégdim végezték ¢és ezek az
eredmények egy kiilon publikacioban keriiltek kozlésre. Roviden 6sszefoglalva, mind a
nekrotikus €és apoptotikus sejthaldl, mind a mikroglialis aktivaciéo markerei azt mutattak, hogy
a 35 °C-os ¢s a 33.5 °C-os hipotermia egyarant hatékonyan enyhitette a HI kérosit6 hatasat,
azonban ez a protektiv hatas a 30 °C-os hipotermia esetében teljesen elveszett.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a 30 °C-os mély hipotermia fokozta a
mortalitast és a morbiditast HI-t kovetden. Ez a csoport szignifikdnsan tobb szivmegallast és
mély hiptenzidt szenvedett el, mikozben jelentdsen tobb folyadék-potlast és inotrdp kezelést
igényelt. Szintén ebben a csoportban fordultak el6 a legsulyosabb metabolikus zavarok is.

Mig a mély hipotermia ilyen sulyos szisztémds komplikaciokhoz vezetett, semmilyen



addicionalis neuroprotektiv hatast nem tudtunk megfigyelni, bizonyos agyrégiok esetében

pedig éppen karos hatasu volt.

Az endogén hipotermia hatasanak vizsgalata a HIE ragcesalo modelljében

Az eldkisérleteink soran elsdként a kornyezeti homérséklet hatasat vizsgaltuk meg az allatok
aszfixia-tolerancidjara. Harom kamrahdmérséklet-tartoméanyt alkalmaztunk: 30-31 °C-ot, 33-
34 °C-ot és 36-37 °C-ot. Azt talaltuk, hogy az inzultus atlagos maximalis hossza 45 perc volt
30-31 °C-on, 27.5 perc volt 33-34 °C-on ¢és 15 perc volt 36-37 °C-on. Az intrauterin aszfixia
koriilményeit figyelembe véve, ahol a magzat hdmérséklete nem tud az anyai homérséklet ala
csokkenni, a tovabbi kisérleteket mind 37 + 0.5 °C-os kamrahdmérsékleten végeztiik.
Mindegyik eldkisérleti csoportban a rektalis hdmérséklet valtozasdnak egy hasonlo
dinamikajat figyeltiik meg. Az inzultust megel6z6 akkomodacids periodus alatt az allatok egy
olyan rektalis homérséklet tartomanyban allapodtak meg, amelyet az adott kdrnyezeti
hémérsékleten normotermidsnak nevezhetiink. Az aszfixia alatt azonban mindegyik
csoportban egy kontrollalt és reprodukdlhaté Trec csokkenést figyeltiink meg, amely
végpontjat a kdrnyezeti hdmérséklet altal lehetové tett legalacsonyabb homérséklet hatarozta
meg. A rektalis homérséklet-valtozas ezen dinamikdja konzisztens volt a hipoxias

hipometabolizmussal és az endogén hipotermiaval ebben a kisérleti modellben.

A HIE egy uj ragesalo modelljének karakterizalasa

Az elokisérletek utan a kovetkezd 1épésiink a HIE ezen Uj ragesald modelljének
karakterizalasa volt, amelyet eredetileg Prof Kai Kaila kutatdcsoportja dolgozott ki a Helsinki
Egyetemen. A kiindulasi paraméterek tekintetében nem volt kiilonbség a kontrol és az
aszfixias csoport kozott. Az aszfixids csoportban az dsszesitett mortalitas 20,7 % volt, mig a
kontrol csoportban nem fordult el6 halélozas.

A korai agykarosodast 24 6raval az inzultust kovetden vizsgaltuk. A Nissl festés nem
mutatott jelentds neuronhalalt a kiilonboz6 agyrégiokban. Hasonloképpen nem talaltunk
jelentds fehéralloményi és axonalis karosodast sem MBP illetve SMI-32 immunhisztokémia
segitségével. Mindazonaltal az IBA-1 festés szignifikdnsan emelkedett mikroglialis aktivaciot
mutatott a prefrontélis kortex és a hippokampusz teriiletén.

A felnéttkori viselkedéstesztekben nem talaltunk kiilonbséget lokomoécid €s motoros

funkci6 tekintetében a csoportok kozott az Open Field, a Rotarod €s az Elevated Plus Maze



tesztekben. Ezzel szemben az aszfixids csoport jelentésen emelkedett szorongas-szerii
viselkedést mutatott az Elevated Plus Maze tesztben. A Delayed Discounting tesztben a két
csoportnal hasonld jutalom-tanulast figyeltink meg, azonban az aszfixids csoportban
jelentdsen emelkedett volt a motoros impulzivitéds szintje.

Osszefoglalva tehat 24 oraval az inzultust kdvetden megfigyeltink egy lokalis
neuroinflammacidt a prefrontalis kortex €s a hippokampusz teriiletén, amely azonban nem
jart egylitt jelentds neuronhaldllal vagy fehérallomanyi sériiléssel. Ezzel parhuzamosan
felnéttkorban szintén nem volt durva neuromotoros diszfunkcid, viszont szignifikdnsan
fokozott szorongas és motoros impulzivitas volt megfigyelheté az aszfixias csoportban. Ez a
fenotipus hasonld a human figyelemhianyos hiperaktivitasi zavar (ADHD) klinikai képéhez.
Epidemioldgiai kohort vizsgalatok korabban mar felvetették, hogy perinatalis hipoxias
események kozre jatszhatnak az ADHD kifejlédésében. A HIE ezen 0j ragcsalé modellje
alkalmas lehet ezeknek a kapcsolatoknak, valamint potencidlis neuroprotektiv

beavatkozasoknak a vizsgalatara.



KOVETKEZTETESEK

Az ezen értekezésben leirt munka alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. A 30 °C-os mély hipotermia sulyos szisztémas mellékhatasok rizikdjaval jart, viszont
nem mutatott addicionalis neuroprotektiv elonyt a neonatalis hipoxias-sizkémias
enkefalopatia preklinikai malac modelljében. Az eredményeink megerdésitik annak
fontossagat, hogy a terapias hipotermiat adaptalé kozpontok szigoruan kovessék a

jelenlegi klinikai iranyelveket és igyekezzenek a tulhiitést elkeriilni.

2. A hipoxias hipometabolizmus és az endogén hipotermia jelentds zavaro tényezok a
sziiletéskori aszfixia preklinikai ragcsalo modelljeiben. A transzlacios érték
maximalizalasa érdekében fontos, hogy kutatok a kisérletek soran kiilon figyelmet

forditsanak az endogén hipotermia hatasanak minimalizalasara.

3. Az enyhe perinatalis aszfixia ezen uj, non-invaziv ragcsalé modellje egy olyan
neuropatologiai és viselkedési fenotipushoz vezet, amely konzisztens a human ADHD
klinikai képével. Ez a paradigma alkalmas lehet a perinatalis behatasok és a késobbi

fejlodésneurologiai eltérések kozotti kapcsolat megvilagitasara.
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