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1. BEVEZETES

Az aneurysma ruptura okozta subarachnoidealis vérzés (aSAV) stlyos, életet
veszélyeztetd neurologiai korkép, amely a stroke-ok mintegy 5—10%-at teszi
ki vilagszerte. Globalis incidencidja atlagosan 10-13/100 000 f6/év, mig
Magyarorszadgon 8,3/100 000 f6/év. Az intenziv terdpias ellatds, valamint a
sebészi és endovaszkularis kezelési lehetdségek fejlodése ellenére az aSAV
tovabbra is magas morbiditassal és mortalitassal jar. A betegek koriilbeliil
15%-a még az egészségiigyi ellatas elérése el6tt elhalalozik, tovabbi 18—-20%
pedig a korhazi felvételt kovetd elsé harom napban veszti életét. Az
egyhonapos dsszmortalitas kozel 50%.

Fontos kiemelni, hogy a halalozas és a kedvez6tlen neuroldgiai kimenetel nem
els6sorban maganak a vérzésnek tulajdonithatd, hanem a masodlagos
szovédményeknek, mint a korai agykarosodas (early brain injury, EBI), a
vasospasmus ¢és a delayed cerebral ischemia (DCI). Bar ezen folyamatok
vizsgalata intenziv kutatasok targyat képezi, patofiziolégiai mechanizmusaik
mindmdig csak részben ismertek. Ennek kdvetkeztében megbizhatod
prognosztikai markerek a korai kockazatbecsléshez ¢és a kimenetel
elérejelzéséhez tovabbra is hidanyoznak.

Az elmult években a kutatasok fokusza egyre inkabb az innovativ molekularis
profilozd6 modszerek felé tolodott, amelyek 0j, az aSAV progresszidjaval
Osszefiiggd biomarkerek azonositasat teszik lehetévé. Ezek kozil a
metabolomika és lipidomika igéretes, nagy ateresztéképességii analitikai
technikakként jelentek meg, amelyek lehetdvé teszik szamos metabolit
egyidejli meghatarozasat biologiai mintakban. E modszerek részletes
,molekularis pillanatfelvételt” nyujtanak a szisztémas ¢és sejtszinti
anyagcserérol, megragadva a betegség lefolydsa soran zajlé dinamikus
biokémiai valtozasokat. A megvaltozott metabolikus ttvonalak elemzése
révén a metabolomika olyan {ij biomarkerek és mechanisztikus célpontok
azonositasat teszi lehetévé, amelyek hagyomanyos biokémiai vizsgalatokkal
nem feltétleniil detektalhatok.

Ennek ellenére, mas neuroldgiai és szisztémas betegségekkel dsszevetve, az
aSAV-specifikus metabolomikai vizsgalatok szama tovabbra is alacsony €s
moddszertanuk heterogén. A rendelkezésre all6 adatok értékes betekintést
nyujtanak az agyi energiaanyagcsere zavaraba, az aminosav-anyagcserébe és
az oxidativ stressz szerepébe a vérzést kovetden, azonban az eredmények
részben ellentmondasosak €és nagyobb betegpopulacidkban még nem kelléen
validaltak. Mindez hangsulyozza az integralt megkozelitések sziikségességét,
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amelyek a metabolomikat tovabbi szisztémas markerekkel kombinaljak az
aneurysma rupturat kovetd komplex korélettani folyamatok mélyebb
megértése érdekében.

A kozponti idegrendszerre fokuszald kutatasok mellett egyre tobb bizonyiték
utal a bél-agy tengely és az bél barrier diszfunkcid jelentds szerepére
cerebrovascularis  betegségekben. Friss vizsgdlatok szerint a bél
mikrobiomjanak megvaltozasa és a fokozott bélpermeabilitas hatdssal lehet a
gyulladasos valaszra, az érfali reaktivitasra és végsd soron az aneurysma
stabilitasara. Szamos bél eredetli biomarker — igy az I-FABP, az LBP és az
sCD14 — érzékeny jelzdje az enterocytakarosodasnak és a szisztémas
immunaktivacionak. Ezek a molekuldk az intestinalis epithelialis barrier
karosodasat  tikrozik, amely eldsegitheti  mikrobidlis  termékek
folyamatokat.

Ezért a szérum metabolomika és a bél barrierrel, valamint gyulladassal
Osszefiiggd biomarkerek egylittes vizsgalata atfogobb képet nyujthat az aSAV
hatterében 4llé6 szisztémdas patofizioldgiai mechanizmusokrdl. Az ilyen
kombinalt biomarker-panelek igéretes lehetdséget kinalnak uj prognosztikai
indikatorok azonositasara, a korai kockazatbecslés javitdsara, valamint a
személyre szabott terapias stratégidk jovobeni megalapozasara ebben a
komplex és stlyos korképben.

2. CELKITUZES

A DCI és az EBI hatterében allo patofizioldgiai mechanizmusok mindmaig
nem teljesen tisztazottak. Az aneurysma ruptura okozta subarachnoidealis
vérzés komplex szisztémas és cerebralis hatasai miatt a betegség stlyossagat
€s prognozisat jelzé biomarkerek €s metabolikus mintdzatok azonositasa
kiemelt jelent6ségii a klinikai gyakorlatban. Ennek megfelelen jelen doktori
kutatas két, egymast kiegészitd célt tizott ki az aSAV szisztémas hatdsainak
vizsgélatara. A kutatas elsddleges célja a bél barrier integritasat és a szisztémas
gyulladasos aktivaciot jelz6 biomarkerek — az [-FABP, az LBP és az sCD14 —
szérumszintjének vizsgélata volt aneurysma ruptura okozta subarachnoidealis
vérzésen atesett betegekben. Kiilonds hangsulyt fektettiink a nozokomialis
fertézések zavard hatdsdnak kizardsara annak érdekében, hogy az észlelt
biomarker-valtozasok elsésorban a kozponti idegrendszeri karosodas és az
ahhoz tarsuld szisztémas valaszok képében értelmezhetdk legyenek. Emellett
célunk volt annak megitélése, hogy ezen biomarkerek 6sszefiiggést mutatnak-



e a DCI kialakulasaval, valamint a hossz tava klinikai kimenetellel. A
masodik célkitlizés az aSAV korai (24 6ra) és kés6i (7 nap) fazisaban
bekovetkezd szérum metabolomikai valtozasok jellemzése volt LC-MS/MS
analizis segitségével. A metabolitok széles spektrumanak egyidejii mérésével
célunk volt a megvaltozott metabolikus Gtvonalak azonositasa, valamint azok
lehetséges kapcsolatanak vizsgalata a klinikai kimenetellel, kiilonos tekintettel
a prognosztikai jelentéséggel bird metabolitokra. Osszességében jelen munka
els6dleges célja a Dbél-agy tengelyhez kapcsolédd biomarker- ¢és
metabolomikai adatok integralasa volt, amely 0j betekintést nyujthat az
hozzajarulhat a jovébeni diagnosztikus ¢és prognosztikus eszkdzok
fejlesztéséhez.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.Vizsgalatba bevont betegek

A vizsgalat egy egycentrumos, prospektiv, obszervacids tanulmany volt,
amelyet egy tercier neurovaszkularis ellatd kozpontban végeztink az
intézményi etikai bizottsdg engedélyével (IV/8468-1/2021/EKU). A
vizsgalatba torténd bevonds el6tt minden beteg, illetve torvényes képviseldjiik
irasos beleegyezd nyilatkozatot adott. A tanulmanyba 18 évnél idésebb,
spontan aSAV-el diagnosztizalt betegeket vontunk be, akiket 2021 februarja
¢és 2023 novembere kozott kezeltiink. Az aSAV diagndzisat az ictust kovetd 24
oran beliil végzett nativ koponya-CT vizsgalat igazolta, mig az intracranialis
aneurysma jelenlétét CT-angiografia vagy digitalis szubtrakcids angiografia
(DSA) erdsitette meg. Kizarasi kritériumot jelentett a traumas eredetil
subarachnoidealis vérzés, terhesség, az ictust kovetd 24 oran tuli korhazi
felvétel, az aneurysma kezelése nélkiili esetek, arteriovenosus malformatiobol
szarmazé vérzés, az irdsos beleegyezés hianya, az elsé vérzést kovetd
reruptura, a kezelés soran bekdvetkez6 korai klinikai romlas, valamint akut
vagy kronikus fertézés jelenléte a felvételkor, beleértve a SARS-CoV-2
fertézést. Tovabbi kizarasi kritériumot képeztek a jelentds szisztémas
tarsbetegségek, ugymint malignus daganatok, kronikus maj- vagy
veseelégtelenség, kronikus tiidébetegség, gyulladasos bélbetegség vagy egyéb
kronikus gastrointestinalis korképek. Az intézeti kezelési protokollnak

4



megfelelden minden alkalmas aneurysmat a diagnozist kovetd 24 éran beliil
endovaszkularisan lattunk el. Az aneurysma ellatasat kovetden a betegek
legalabb 12—14 napra a neurointenziv osztalyra keriiltek, ahol folyamatos
neurologiai monitorozas tortént a varhatd szovédmények — kiilondsen a
szimptomas cerebralis vasospasmus €s a DCI — korai felismerése érdekében.
A standard intenziv terapias ellatds részeként korai enteralis taplalast
alkalmaztunk oralisan vagy nasogastricus szonddn keresztil az adekvat
energiaellatas biztositasara, valamint profilaktikus per os nimodipin kezelést
(60 mg napi hatszor) inditottunk a felvétel elsé napjatél a vasospasmus
megelézése céljabol. Szimptomas makrovaszkularis vasospasmus gyanuja
neurologiai allapotromlas esetén meriilt fel, amelyet Gjonnan kialakuld fokalis
neurologiai tlinetek vagy a Glasgow Coma Scale legalabb kétpontos
csokkenése jelzett. A diagndzis megerdsitésére magneses rezonancia vizsgalat
és MR-angiografia tortént a nagy intracranialis erek vizsgalataval.
Amennyiben a nem invaziv képalkotds nem volt egyértelmil, digitalis
szubtrakcids angiografiat végeztlink, és sziikség esetén intraarterialis
nimodipin adasara keriilt sor. A demografiai adatokat, az érrendszeri
rizikofaktorokat (hipertonia, diabetes mellitus, dohanyzas), a felvételkori
klinikai allapotot, a laboratériumi paramétereket, a radiologiai sulyossagi
pontszamokat (WFNS- és modositott Fisher-skala), valamint az intenziv
osztalyos beavatkozasokat prospektiven rogzitettik. Dokumentaltuk a
fert6zéses szovédmények, a DCI és egyéb korhazi események eléfordulasat.
A DCI diagndzisa a nemzetk6zi konszenzus kritériumai alapjan tortént és
megallapitasahoz legalabb két tapasztalt neurointenziv szakember egyetértése
volt sziikséges az egyéb lehetséges okok kizarasat kovetden. Az izolalt nagyér-
vasospasmust, klinikai tiinetek vagy 0j ischaemias 1éziok hidnyaban, nem
tekintettiik DCI-nek. A klinikai kimenetelt a vérzést kovetd 3 honap utan a
modositott Rankin-skala (mRS) segitségével értékeltiik strukturalt telefonos
interji vagy személyes kontrollvizsgalat soran. Kedvezd kimenetelnek az mRS
0-3 értéket tekintettiik. Az utankovetéses kimenetelértékelést a vizsgalattol
fiiggetlen, képzett szakemberek végezték, akik nem ismerték a vizsgalati
adatokat. Egy kontrollcsoportot is bevontunk, amely nem rupturalt
intracranialis aneurysmaval rendelkezd, intervencidt nem igénylé vagy azt
elutasitd betegekbdl allt. Esetiikben a szérummintavétel csak az aktiv
fertézések és olyan szisztémas allapotok kizarasat kovetden tortént, amelyek
befolyasolhattak a laboratériumi méréseket.



3.2.Mintavételi és mintafeldolgozasi protokoll

Az arra alkalmas betegektdl artérids vérmintakat vettiink elére meghatarozott
idépontokban az ictust kdvetden. Szérummintdk a vérzést kdvetd elsé napon
(D1), valamint a szubakut fazisban (D7 vagy D9) keriiltek levételre az adott
analizis tipusatol fiiggben. A vérmintakat nativ tivegcsévekbe gytijtottiik, majd
a mintavételt kdvetd 30 percen beliil centrifugaltuk. A szérumot polipropilén
csovekbe aliquotaltuk, és tovabbi feldolgozasig —80 °C-on taroltuk. A
metabolomikai vizsgalatokhoz a szérummintakat jégen olvasztottuk fel, majd
fehérjekicsapassal készitettilk eld6. Ennek soran 100 uL szérumhoz 400 pL
acetonitrilt adtunk, a mintakat vortexeltiik, majd 20 000xg centrifugalis erdvel,
4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk. A feliilaszot gyujtottik, és ultra-
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometrias (UPLC-MS/MS) analizisnek vetettiik ald. A méréseket
Q-Exactive Focus tomegspektrométerrel, Dionex Ultimate 3000 UHPLC
rendszerhez kapcsolva végeztiik. A kromatografias elvalasztas amid oszlopon,
gradiens elualasi feltételek mellett tortént. Az adatgyijtés elsésorban MS1
szkennelési modban  zajlott, negativ ionizaciéval, 100-800 m/z
tomegtartomanyban. Az analitikai stabilitas és reprodukalhatosag biztositasa
érdekében pooled mindségellendrz6 mintakat (QC) injektaltunk rendszeresen
a mérési sorozat soran, az elfogadott metabolomikai iranyelveknek
megfeleléen. A metabolitok megerésitésére tovabbi MS/MS vizsgalatok
torténtek adatfiiggd akviziciés modban, pozitiv és negativ ionizacié mellett. A
célzott biomarker-analizisek soran a bélpermeabilitassal 6sszefiiggd markerek,
igy az sCD14, az LBP és az FABP-I szérumszintjét kereskedelmi forgalomban
elérhetdé ELISA kitekkel hataroztuk meg a gyartok utasitasai szerint. A
kolorimetrids reakciot tetrametil-benzidin felhasznalasaval fejlesztettiik, az
abszorbanciat 450 nm hullimhosszon, mikroplatelolvaséval mértiik.

3.3.Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket SPSS és GraphPad Prism szoftverek alkalmazasaval
végeztik. A kategorikus valtozokat esetszdm ¢és szazalékos megoszlas
formajaban, mig a folytonos valtozokat eloszlasuktol fiiggden atlag + szoras
vagy median (interkvartilis tartomany) formajaban adtuk meg. A csoportok
kozotti Osszehasonlitasokhoz kategorikus adatok esetén khi-négyzet- vagy
Fisher-exakt probat, folytonos valtozok esetén fliggetlen mintds t-probat,
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Mann—Whitney U-probat vagy Kruskal-Wallis-probat alkalmaztunk. A
szérum bélpermeabilitasi markerek kozotti Osszefiiggéseket Spearman-féle
rangkorrelacios egylitthatd segitségével vizsgaltuk. A metabolomikai adatokat
standardizalt feldolgozédsi ¢s normalizdlasi eljarasokkal elemeztik, a
tobbvaltozos statisztikai analiziseket pedig a MetaboAnalyst szoftver
alkalmazaséaval végeztiik. A globalis metabolikus kiillonbségek feltarasara az
eltérd kimeneteli betegcsoportok kozott, kiilonb6zé iddpontokban,
ortogondlis parcialis legkisebb négyzetek diszkriminancia-analizist (OPLS-
DA) alkalmaztunk, a modell érvényességét permutacios tesztekkel
ellendriztiik. A differencialisan megvaltozott metabolitokat a variable
importance in projection értékek (VIP), a tobbszorés tesztelésre korrigalt p-
értékek ¢és a fold change kiiszobértékek alapjan valasztottuk ki. A kivalasztott
metabolikus biomarkerek erésségét ROC-gorbe analizissel értékeltiik, mig az
utvonal elemzéseket a klinikai kimenetellel 6sszefiiggd biologiailag relevans
metabolikus utvonalak azonositasara hasznaltuk. A statisztikai szignifikancia
hatarértékét p <0,05-ben hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK

4.1. A szérum metabolomikai profilok kiilonbségei a kedvezd és
kedvezétlen kimenetelli csoportok kozott aneurysma ruptura
okozta subarachnoidealis vérzésben a korai és késoi fazisban, a 3
hénapos kimenetel alapjan

46 aSAV-beteg (kedvezd kimenetel: n = 16; kedvezdtlen kimenetel: n = 30)
szérummintdit elemeztik LC-MS-alapu metabolomikai modszerrel. A két
kimeneteli csoport életkor és nem szerint 6sszehasonlithatd volt (p > 0,05). A
modositott Rankin-skala (mRS) megoszlasa a kovetkez6 volt: mRS 0: 1 {6
(2%), mRS 1: 11 16 (24%), mRS 2: 4 16 (8,7%), mRS 3: 7 {6 (15%), mRS 4:
11 6 (24%), mRS 5: 8 £6 (17%), mRS 6: 4 {6 (8,7%). A kedvezd kimenetelil
csoporthoz képest a kedvezdtlen kimenetelii betegek esetében szignifikansan
magasabb modositott Fisher- és WFNS-pontszamokat észleltiink, valamint
nagyobb aranyban volt sziikség gépi 1¢élegeztetésre ¢s kiilsé kamra drain-re
(mindegyik p <0,001). A felvételkor mért C-reaktiv protein-szint (p = 0,027),
a lymphocyta-szam (p = 0,023) és a szérum gliikozszint (p = 0,028) szintén
szignifikdnsan magasabb volt a 3 hoénap utan kedvezétlen kimeneteli
csoportban. Ezzel 6sszhangban a fertdzéses szovodmények eléfordulasa (p =
0,001), valamint a nasogastricus enteralis taplalas sziikségessége (p <0,001) is
szignifikansan gyakoribb volt ebben a betegcsoportban.

Osszesen 92 szérum metabolitot azonositottunk. A D1 és D7 idépontok kozotti
metabolomikai valtozasokat OPLS-DA elemzéssel vizsgaltuk (kumulativ Q* =
0,505; R*Y = 0,777). A (differencialisan expresszaldodd metabolitok
kivalasztasa t-proba és fold change (FC) elemzés alapjan tortént. A szlrés
kritériumai a kovetkezok voltak: VIP (variable importance in projection) > 1,0;
log2 FC > 1,2 vagy <0,8333; valamint p <0,05. E kritériumok alapjan 6sszesen
14 differencialis metabolitot azonositottunk, amelyek koziil 4 felregulalt, mig
10 downregulalt volt (1. tablazat). A ROC-analizis alapjan kizarolag a
homocisztein mutatott megfeleld diszkriminativ képességet a korai és késoi
mintavételi idépontok elkiilonitésére (AUC = 0,838).



Metabolites p-Value ? FDR P FC*© vipd AUC

Homocysteine <0.0001 0.0000 0.54299 2.5649 0.838
Pantothenate <0.0001 0.0022 0.72975 2.0931 0.736
Theobromine <0.0001 0.0022 0.27842 2.3236 0.732
Homogentisate <0.0001 0.0022 1.4076 1.3739 0.736
Pregnenolone Sulfate <0.0001 0.0023 0.27842 21133 0.727
Paraxanthine 0.0005 0.0054 0.16176 2.1269 0.706
Glycocholate 0.0006 0.0054 1.9743 1.7525 0.670
Methyl Galactoside 0.0014 0.0116 0.62255 1.8354 0.691
Quinate 0.0019 0.0149 0.72407 1.6022 0.685
Biliverdin 0.0032 0.0218 0.75389 1.7025 0.677
Xanthurenate 0.0042 0.0257 1.4583 1.6431 0.672
Glycochenodeoxycholate 0.0046 0.0267 2.0485 1.3549 0.670
Bilirubin 0.0051 0.0278 0.74985 1.6738 0.668
Glutamate 0.0071 0.0361 0.72695 1.4018 0.662

1. Tablazat. A DI és D7 idépontok kozotti differencialis metabolitokat az aSAV-betegek
szérumaban kétmintas Student-féle t-probaval azonositottuk, a tobbszords 0sszehasonlitas miatti
korrekciot  Benjamini-Hochberg modszerrel —szamitott FDR  segitségével  végeztiik.
Szignifikansnak az FDR < 0,05 értékii metabolitokat tekintettiik. A fold change (FC) értékeket a
csoportok atlagai alapjan szamitottuk, a kivalasztasi kritériumok a kévetkezok voltak: VIP > 1,0;
log: FC > 1,2 vagy < 0,8333; p < 0,05

A kedvezd ¢és kedvezbtlen kimenetelli betegek szérum metabolomikai
profiljainak pontosabb elkiilonitése érdekében OPLS-DA elemzést végeztiink
mindkét mintavételi iddpontban (D1 és D7). Az OPLS-DA score plotok
mérsékelt elkiiloniilést mutattak a két kimeneteli csoport kozott a DI
idopontban (kumulativ R?Y = 0,852; Q> = 0,353; 1A abra), mig a D7
idopontban az elkiilonités kifejezettebb volt (kumulativ R?Y = 0,895; Q? =
0,421; 1B abra).
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1. Abra. Az OPLS-DA modellek score plotjai: (A) D1, (B) D7. Az abran a vizszintes tengely
az elsé fékomponenst, mig a fuggdleges tengely a masodik fékomponenst jeldli. A zardjelben
feltiintetett értékek az adott fokomponenshez tartozd score-t mutatjak, amely az Gsszvariancia
magyarazott hanyadat jelzi. D1: mintavétel az ictust kdvet6 24 6raban; D7: mintavétel az ictust
kovetd 168 oraban.

A differencialis metabolitok azonositasara tz-probat és fold change (FC)
elemzést alkalmaztunk. A kivalasztasi kritériumok a kovetkezok voltak: VIP
(variable importance in projection) > 1, Log2 FC > 1,2 vagy <0,8333, valamint
p <0,05; ezeket a 2. tablazat foglalja dssze. E kritériumok alapjan az eseményt
kovetd 1. napon (D1) sszesen 5, mig a 7. napon (D7) 19 differencialis
metabolitot azonositottunk. Ezek koziil D1-en 2 metabolit emelkedett, 3
csokkent, mig D7-en 9 metabolit mutatott emelkedést és 10 csokkenést a
kedvezétlen kimeneteli betegekben. A kedvezdtlen kimenetelt az eseményt
kovetd 1. napon (D1) a manndz/szorbdz és a kinurenin szintjének emelkedése,
valamint az aszparagin, szerin és glutamin szintjének csokkenése jellemezte.
A 7. napon (D7) a kedvezétlen kimenetelii betegekben a 2-hidroxibutirat,
metil-galaktozid, manndz/szorb6z, kreatin, xantozin, N-acetil-metionin, p-
hidroxifenil-acetat, benzil-alkohol és N-acetil-alanin szintje emelkedett a
kedvezd kimenetelli csoporthoz képest. Ezzel parhuzamosan a kedvezdtlen
prognoézisu betegekben D7-en csokkent a guanidinoacetat, prolin, szerin,
transz-4-hidroxi-L-prolin, treonin, glutamin, kinat, triptofan, inozin ¢és
homocisztein szintje. A differencialis metabolitok eltéréseit a kedvezd ¢és
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kedvezotlen kimenetelli csoportok kozott D1 és D7 idopontokban a volcano
plotok szemléltetik. (2. abra A, B)

Metabolites p-Value ? FDRP FC* vipd AUC
D1
Mannose /Sorbose <0.0001 0.0009 1.5782 2.2981 0.868
Kynurenine 0.0006 0.0278 1.3946 22316 0.820
Asparagine 0.0009 0.0278 0.7551 1.8846 0.800
Serine 0.0020 0.0400 0.7720 1.7817 0.758
Glutamine 0.0022 0.0400 0.8195 1.7818 0.768
D7
2-Hydroxybutyrate <0.0001 0.0014 2.0034 2.2096 0.856
Methyl_Galactoside 0.0002 0.0050 3.3747 2.0167 0.820
Guanidinoacetate <0.0001 0.0000 0.4144 2.0029 0917
Mannose /Sorbose 0.0001 0.0031 1.6853 1.9738 0.835
Creatine 0.0004 0.0063 1.5934 1.8054 0.808
Proline 0.0003 0.0062 0.6618 1.7326 0.812
Serine 0.0015 0.0142 0.6596 1.6987 0.779
Trans-4-Hydroxy-L-Proline 0.0012 0.0121 0.5188 1.6620 0.785
Threonine/Homoserine 0.0067 0.0327 0.6503 1.6316 0.741
Xanthosine 0.0022 0.0183 1.5301 1.6144 0.770
Glutamine 0.0046 0.0282 0.7317 1.5320 0.752
N-Acetylmethionine 0.0006 0.0073 1.6020 1.4859 0.802
Quinate 0.0042 0.0279 0.3762 1.4790 0.754
P-Hydroxyphenylacetate 0.0039 0.0277 3.0389 1.4328 0.756
Benzyl_Alcohol 0.0067 0.0327 3.7385 1.3918 0.741
Tryptophan 0.0010 0.0113 0.7737 1.3769 0.789
Inosine 0.0105 0.0481 0.6753 1.3634 0.729
N-Acetylalanine 0.0031 0.0235 1.2340 1.3633 0.762
Homaocysteine 0.0063 0.0327 0.7728 1.3288 0.743

2. Tablazat. Differencialis metabolitok listaja a kedvezd és kedvezotlen kimenetelii betegek

kozott D1 és D7 mintavételi idopontokban aSAV esetén. A p-értékeket two-tailed Student’s t-test
probaval szamitottuk. A tobbszords tesztelés miatt az FDR-t Benjamini—-Hochberg moédszerrel
korrigaltuk. Szignifikansnak az FDR < 0,05 értékii metabolitokat tekintettiik. A fold change (FC)
értékeket a csoportok szamtani atlaga alapjan szamitottuk. A metabolitokat a kivalasztasi
kritériumoknak megfelelden azonositottuk: Log. FC > 1,2 vagy < 0,8333, VIP > 1,0 (OPLS-DA
alapjan). D1: mintavétel az ictust kovetd 24 6raban; D7: mintavétel az ictust kovetd 168 oraban;

FDR: false discovery rate; FC: fold change; AUC: area under the curve.
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2. Abra. Differencialis metabolitok sziirése. Volcano plot-ok: (A) D1 és (B) D7. A piros szin

a felregulalt metabolitokat, a kék a downregulalt metabolitokat jeloli. A sziirke metabolitok egyik
csoportba sem tartoznak. D1: mintavétel az ictust koveté 24 oraban; D7: mintavétel az ictust

kovet6 168 oraban.

A differencialis metabolitok prediktiv értékének elemzésére ROC-gorbéket
készitettiink a kedvezbtlen kimenetel elorejelzésére aSA V-betegekben. A VIP
> 1 és Logz FC > 1,2 vagy <0,05 kritériumoknak megfeleld metabolomikai
markerek a korai mintavételi idopontban (D1) feliilmultdk a hagyomanyos
klinikai biomarkereket a kedvezdtlen kimenetel elorejelzésében (3. abra). A
D7 metabolitok koziil csak a p <0,001 értékiiecket vontuk be a modellbe. Ezt
kovetéen a kiilonbozé metabolikus utvonalakat MetaboAnalyst 5.0
segitségével elemeztiik. A klinikai prediktorok kivalasztasa binaris logisztikus
regresszi6 alapjan tortént. Az egyvaltozos elemzés soran az életkor, a felvételi
CRP, az mFisher-pontszam és a WFNS mutatott kapcsolatot a kimenetellel,
mig a tobbvaltozos modellben az életkor (OR: 1,112; 95% CI: 1,019-1,214; p
=0,017) és a WFNS (OR: 3,462; 95% CI: 1,238-9,513; p = 0,018) bizonyultak
fuggetlen prediktornak. Ezért ezek kombinalt prediktiv valdszinliségét
hasznaltuk a klinikai prediktiv modellben. A metabolikus itvonalak altalanos
attekintését a D1 és D7 id6pontokra a 4. abra szemlélteti.

12



C (PVP— D PR

3. Abra. A biomarker-panel erdssége a kedvezé és kedvezotlen 3 hénapos kimenetelii
csoportok elkiilonitésére: (A) Klinikai markerek D1 iddpontban, AUC = 0,902; 95% CI: 0,742—
1. (B) Metabolomikai markerek DI iddpontban, AUC = 0,907; 95% CI. 0,768-1.
(C) Klinikai markerek D7 idépontban, AUC = 0,897; 95% CI: 0,794-0,979. (D) Metabolomikai
markerek D7 idépontban, AUC = 0,891; 95% CI: 0,742—0,989. AUC: area inder the curve; CI:
konfidencia intervallum. A klinikai markerek (életkor, WFNS) fliggetlen prediktoroknak
bizonyultak binaris logisztikus regresszio alapjan, és kombinalt prediktiv valdsziniiségiiket
hasznaltuk a klinikai predikcios modellben. D1: mintavétel az ictust kdvetd 24 oraban; D7:
mintavétel az isctust kovetd 168 oraban.
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4. Abra. Metabolikus Gtvonal-clemzés: (A) D1; (B) D7. A vizszintes tengely az ttvonal
hatasértékeét, a fliggoleges tengely a —log10(p)-értéket mutatja. Egy pont az abran egy metabolikus
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utvonalat jelol; a pont mérete aranyos az utvonal hatasértékével, a szine pedig a p-érték nagysagat
jelzi (sargatol pirosig a p-érték csokkenését). Erintett metabolikus utvonalak: 1, Arginin- és prolin-
anyagcsere, 2, Glicin-, szerin- és treonin-anyagcsere, 3, Koffein-anyagcsere, 4, Taurin/hipotaurin-
anyagcsere, 5, Triptofan-anyagesere 6, Cisztein- és metionin-anyagcsere, 7, Glioxilat- és
dikarbonsav-anyagcsere, 8, Arginin-anyagcsere, 9, Alanin-, aszparagin- és glutamat-anyagcsere,
10, Galaktoz-anyagcsere, 11, Amino-cukor és nukleotid-cukor anyagcsere.

4.2. Az aneurysma rupture okozta subarachnoidealis vérzés hatasa
korhazi fert6zés nélkiili betegeknél az FABP-I, LBP és sCD-14
szintekre

Osszesen 206 aSAV-en atesett beteget vontunk be a vizsgalatba. Ebbdl 24
beteget kizartunk az alabbi okok miatt: sulyos alapbetegségek (11), aneurysma
reruptura (2), sulyos vesekarosodas (2), utankdvetés hianya (5) és elérhetetlen
biomarker-mérések (9). Végiil 177 aSAV-beteg felelt meg a bevalasztasi
kritériumoknak és teljesitette a vizsgalati protokollt. A 177 beteg koziil 128 {6
(72%) nd volt, és 56 6 (32%) dohanyzott. Az atlagéletkor 57,8 év volt (SD:
12 év). A kontrollcsoportba 100 egészséges, nem rupturalt intracranialis
aneurysmaval rendelkez6 személy keriilt bevonasra. Minden vizsgalatban
részt vevo beteg endovaszkularis kezelést kapott; nyitott mitéten atesett
betegek nem szerepeltek a vizsgalatban. A 100 kontroll koziil 71 £6 nd volt,
atlagéletkoruk 59,6 év (SD: 12 év). Az aSAV-betegek és a kontrollcsoport
életkora, illetve a ndk aranya kozott nem volt szignifikans kiilonbség.

A szérum FABP-I szintje szignifikansan alacsonyabb volt az aSAV-betegek
korében (D1 és D9 mintak) a kontrollcsoporthoz képest (p < 0,05). A
betegcsoporton beliil a késdi mintdkban (D9) az FABP-I szintek szignifikansan
alacsonyabbak voltak (p < 0,001) a korai mintakhoz (D1) képest (SA. abra).
Az LBP esetében szignifikinsan magasabb szérumszintet figyeltiink meg a
betegek korében a kontrollokhoz képest (p <0,001), azonban az idépontok (D1
vs. D9) kozott nem volt jelentds eltérés (5B. abra). Hasonlé eredmények
sziilettek a szérum sCD-14 szintjének vizsgalatakor is: az aSAV-csoportban
szignifikdnsan magasabb (p < 0,001) szérumszintet ¢észleltiink a
kontrollcsoporthoz képest, azonban a D1 és D9 mintdk kozott nem volt
lényeges kiilonbség.
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5. Abra. FABP-I, LBP és sCD-14 szérumszintek az aSAV-betegek és kontrollok kozétt (A—C),

valamint kiilénboz6 kimenetelii csoportokban (D-F). FABP-I: fatty acid-binding protein—
intestinal, LBP: lipopolysaccharide-binding protein, D1: mintavétel az ictust kovetd 24 oraban,
D9: mintavétel az ictust kovetd 9. napon, fav: kedvezo kimenetel (mRS 0-3), unfav: kedvezotlen
kimenetel (mRS 4-6), ns: nem szignifikans, *: p <0,05, ***: p <0,001, ****: p <0,0001.
Kontrollszemélyek szama: 100. Kedvezd kimenetelii betegek szama: 94. Kedvezétlen kimenetelii
betegek szama: 83.

A FABP-I szintek elemzése soran a két kimeneteli csoport k6zott sem a korai,
sem a kés6i mintdkban nem figyeltiink meg kiilonbséget (5D. abra). A
kedvezdtlen kimenetelii csoportban mindkét mintavételi iddpontban (D1, D9)
szignifikdnsan magasabb LBP-szérumszinteket észleltink a kedvezd
kimenetelli csoporthoz képest (SE. dbra). A szérum sCD-14 szintjében a két
kimeneteli csoport kozott csak a D9 mintavételi idépontban mutatkozott
szignifikans eltérés, mig a korai mintaban (D1, 24 6raval az ictus utan) nem
volt kiilonbség (SF. abra). A harom vizsgalt metabolit egyike sem mutatott
korrelaciot a DCI kialakulasaval a betegség korai fazisaban (D1). Ezzel
szemben a késdi fazisban (D9) a DCI-szubcsoportban mind az LBP, mind a
sCD-14 szignifikansan magasabb szérumszinteket ért el (6. abra).
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6. Abra. FABP-I (A), LBP (B) és sCD-14 (C) szérumszintek a DCI-val rendelkezd és nem

rendelkez6 betegeknél. DCI: delayed cerebral ischemia, +: DCI-val rendelkezd betegek, —: DCI
nélkiili betegek, FABP-I: fatty acid-binding protein—intestinal, LBP: lipopolysaccharide-binding
protein, ns: nem szignifikans, *: p <0,05, **: p <0,01. DCI-s betegek szama: 47 DCI nélkiili
betegek szama: 130.

Vizsgaltuk az LBP szérumszinteket a korhdzi eredeti fert6zések
kontextusaban is és azt talaltuk, hogy azoknal a betegeknél, akik a koérhazi
tartdzkodas soran nem kaptak fertézést (n = 116; median [IQR] CRP-szint a
korhazi tartdozkodas alatt: 5,7 [2—12]), az LBP szintje mindkét mintavételi
idopontban szignifikdnsan magasabb volt a kedvezdtlen kimenetell
csoportban a kedvezd kimeneteliickhez képest (7A. abra). Hasonld, de
gyengébb korrelaciot tapasztaltunk az sCD-14 esetében is (7B. abra). Azoknal
a betegeknél, akik a korhazi tartdozkodas soran fertdzést kaptak (n = 61; median
[IQR] CRP-szint: 73,4 [53—112]), nem észleltiink kiilonbséget sem az LBP,
sem az sCD-14 szérumszintekben a kedvezd és kedvezodtlen kimenetell
csoportok kozott egyik mintavételi idopontban sem. A fertdézés nélkiili
csoportban (n = 116) elvégeztiik a korrelacios elemzést a szérum CRP-szint és
a korai (D1) valamint kés6i (D9) LBP és sCD-14 értékek kozott. Egyik marker
esetében sem talaltunk szignifikans korrelaciot sem a korai, sem a késoi
fazisban.
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7. Abra. LBP és sCD-14 szérumszintek aSAV-betegeknél kérhazi fertézés hianyéban, a 3
honapos kimenetel szerint. (A) LBP-szérumszint aSAV-csoportban fertézés nélkiil,
(B) sCD-14 szérumszint aSAV-csoportban fert6zés nélkiil. D1: mintavétel az ictus utan 24 oraval,
D9: mintavétel az ictus utan 9 nappal, favor: kedvez6 kimenetel (mRS 0-3), unfavor: kedvezdtlen
kimenetel (mRS 4-6), *: p <0,05, **: p <0,01, ***: p <0,001. A csoportok betegszama: kedvezd
kimenetel n = 61, kedvezébtlen kimenetel n = 55.

A korai (D1) és kés6i (D9) fazisban erds pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az
LBP és sCD-14 szintek kozott (8. abra). Tovabba nem talaltunk szignifikans
korrelaciot a harom metabolit €s olyan demografiai vagy klinikai tényezok,
mint az életkor, nem, dohanyzas, diabetes vagy hipertonia kdzott.
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8. Abra. Heatmap az FABP-I, LBP és sCD-14 korrelaciés matrixarél. A heatmapen a piros
pozitiv, a kék negativ korrelaciot jelol. Minél sotétebb a szin, annal erésebb a korrelacio. A
korrelacids vizsgéalathoz Spearman-féle rangkorrelacios tesztet alkalmaztunk. Szignifikdnsnak
tekintettiik, ha p <0,05. A p > 0,10 értékeket fehér négyzetek jelzik. FABP-I: fatty acid-binding
protein—intestinal, LBP: lipopolysaccharide-binding protein, D1: mintavétel az ictus utan 24
oraval, D9: mintavétel az ictus utan 9 nappal.
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5. DISZKUSSZIO

A jelen vizsgalatban UPLC-MS/MS rendszert alkalmaztunk az aSAV-betegek
metabolomikai profi szintii valtozdsainak vizsgélatara az ictust kovetd 1. (D1)
és 7. napon (D7), valamint a 3 hénapos kimenetel alapjan kedvezd és
kedvezétlen prognozisi csoportok kozotti kiilonbségek feltdrasara. A
legfontosabb megallapitasok a kovetkezok: 1, Az ictust kovetd 24. oraban a
kedvezoétlen 3 honapos kimenetelli csoportban szignifikansan emelkedett
manndz/szorboz és kinurenin szinteket, valamint cskkent aminosav-szinteket
észleltiink. 2, Az ictust kovetd 168. oraban a kedvezotlen kimenetelii betegek
szérumaban jelentésen magasabb szinteket detektaltunk a kovetkezd
metabolitokbdl: 2-hidroxi-butirat, metil-galakt6zid, mann6z/szorbdz, kreatin,
xantozin, N-acetilmetionin, N-acetil-alanin és p-hidroxi-fenilacetat. 3, A 168.
oraban a kedvezbtlen kimenetelii csoportban szignifikdnsan alacsonyabb
guanidinoacetat-szintet észleltiink. Emellett bizonyos esszencialis aminosavak
szintje mind a korai, mind a kés6i mintavételi iddpontban alacsonyabb volt
ebben a csoportban. Ezzel szemben a kés6i mintavételi iddpontban bizonyos
N-acetil aminosav-szarmazékok koncentracioja emelkedett a kedvezétlen
prognozisu csoportban. 4, A két mintavételi iddpont Osszehasonlitasakor a
homocisztein szintje szignifikansan alacsonyabb volt a késéi mintakban a
korai mintakhoz képest. Az aSAV-t koveté 24 oraban a metabolomikai
mérések alapjan a kedvezotlen kimenetelii csoportban szignifikdnsan
emelkedett kinurenin-szintet észleltiink. A kinurenin érzékeny markerként
szolgal az akut fazisban zajlé neuroinflammacio jelzésére, amely gyulladéssal
Osszefiiggd neurologiai korképekre jellemz6. Korabbi kutatasok kimutattak,
hogy a kinurenin-utvonal aktivacidja Osszefiigg a kritikus allapoti betegek
rosszabb kimenetelével, valamint a korai fazist iszkémias stroke-os betegek
magasabb halalozasaval és nagyobb infarktusvolumenével. Emellett a
kinurenin-utvonal jelent6sen tulmiikodik traumas agysériilés soran
bekdvetkez6 gyulladas esetén is. Ezek a korabbi megfigyelések 6sszhangban
allnak a jelen vizsgalatban tapasztalt eredményekkel. Az aSAV-ban szenvedd,
kedvezétlen kimeneteli betegek fokozott gyulladdsos vélaszokat mutatnak.
Kritikus allapoti betegeken végzett metabolomikai vizsgalat sordn a
kinurenin, szachar6z és p-hidroxi-fenilacetat magasabb szintje 0sszefliggott a
magasabb haldlozasi rataval. Jelen vizsgalatban a kedvezdtlen kimeneteli
csoportban észlelt emelkedett kinurenin-szint jelentds akut neuroinflammacio
jelenlétére utal. A guanidinoacetat (GAA) egy természetes aminosav-
szarmazék, amely a kreatin kozvetlen eldanyaga, argininbél és glicinbdl
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termelddik az L-arginin:glicin amidino-transzferaz (AGAT) enzim katalitikus
hatasara, els6sorban a vesében és a majban. Késébb a GAA kreatinna és
homociszteinné alakul, féként a guanidinoacetat N-metiltranszferaz (GAMT)
enzim segitségével, elsdsorban a majban, de kisebb mértékben az agyban is. A
GAA felhalmozoddésa az agyban ¢és a testnedvekben (szérumszint >16 pmol/L)
izomgyengeséggel, epilepszidval és értelmi fogyatékossaggal jar GAMT-
hianyos egyéneknél. Ezzel szemben a GAA szintjének csokkenését
(szérumszint <1,9 pmol/L) krénikus vesebetegségben és diabetes mellitusban
szenvedo betegeknél figyelték meg. A GAA potencialisan GABA-A receptor
agonistaként is mikodhet és modulalhatja a GABA-anyagcserét az agyban és
a periférias szovetekben. Emellett értagitd hatassal bir, valamint mikédhet
foszfokreatin-mimetikumként és alternativ energiaforrasként, kiilondsen
akkor, ha a kreatin rendelkezésre allasa korlatozott. Ertagito hatasat két
mechanizmussal fejti ki: 1, Gatolja a norepinefrin metilaciojat, ezaltal
befolyasolva annak felezési idejét és a szimpatikus aktivitast. 2, Kozvetett
moédon vazidilataciot idéz el az arginin megérzésével, ami eldsegiti az
arginin-medidlt nitrogén-oxid (NO) termelést. Jelen vizsgalatunkban a SAV-t
kovetd 7. napon a kedvezbtlen kimenetelli csoport szérum mintaiban GAA-
hianyt, magasabb kreatinszintet és csdkkent homociszteinszintet észleltiink a
kedvezo kimenetelii csoporthoz képest. A kedvezdtlen prognodzisu csoport
alacsonyabb GAA-szintje a GAA-termelés zavaraval vagy fokozott
felhasznalassal magyarazhat6. A GAA-hiany egyik lehetséges oka a fokozott
atalakulas kreatinna, mig a homociszteinné torténd atalakulas kevésbé
kifejezett. Az elérheté GAA-szint csokkenése a stlyos allapotok
kovetkeztében kialakuld maj- és vesefunkcio-zavarokra is visszavezethetd,
amelyek a sulyos allapotu betegek jelentds részénél eldfordulnak és rosszabb
kimenetelhez kapcsolodnak. Az alacsony guanidinoacetat-szint felhivja a
figyelmet a SAV késoi szakaszaban jelentkezo jelentds energia-anyagcsere-
zavarra. Tovabba, a kedvez6tlen progndzisu csoportban megfigyelt alacsony
GAA-szint elméletileg korlatozhatja annak értagitdo és GABA-agonista
hatéasait. A megfigyelés klinikai jelentésége azonban jelenleg még bizonytalan,
tovabbi vizsgalatokat igényel. Vizsgdlatunkban a 7. napon vett
szérummintdkban szignifikdnsan magasabb 2-hidroxi-butirdt szinteket
talaltunk a rossz 3 honapos kimenetelii csoportban. Agyi iszkémia soran a maj
B-hidroxi-butiratot termel, amelyet aztdn az agy felhaszndl. Klinikai
vizsgalatokban linearis 0sszefiiggést mutattak ki a ketontestek (KB) artérids
koncentracidja és az agy altali felvétele kozott. Human vizsgalatokban a
megemelkedett KB-szintek mar 72 o6ran beliil megjelenhetnek a sériilést
kovetden, a koplalas mértékétdl fiiggden.
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A 2-hidroxi-butirat egy ketontest, amely pontosan jelzi a diabéteszes
ketoacidozist gyermekeknél és serdiiléknél. A ketdzis inkabb a metabolikus
szabalyozds koztes allapotat tiikrozheti, nem feltétleniil stlyos akut
betegséghez kapcsolddik. Ugyanakkor a ketontestek magas szintje szdmos
kedvez0 hatassal bir a kozponti idegrendszer miikodésére. A 2-hidroxi-butirat
javitja a neurolédgiai funkciokat fokalis ischaemia soran, mérsékli a globalis
ischaemia és a stroke kovetkezményeit, valamint gatolja a neuronok
pusztulasat  Alzheimer- és  Parkinson-kér modellekben. Tobbféle
mechanizmusa ismert az agyban, tobbek kozott: ioncsatornakkal valo
kolcsonhatas, hiszton-deacetilaz gatlasa, kozvetett antioxidans aktivitas és
neuroinflammacié gatlasa. A B-hidroxi-butirat termelédése agyi ischaemia
soran elényt jelenthet, mivel alternativ energiaforrasként szolgal az agy
szamara, megkeriilve a gliikoz sziikségességét és csokkentve a karos tejsav
képzddés kockazatat. A B-hidroxi-butirat tovabba csokkenti az infarktus koriil
a gliikéz-anyagceseréhez kapcsolodd reaktiv oxigénfajok képzddését és az
astrogliosist, ezaltal javitva a neurogliovaszkularis és funkcionalis
regeneraciot az ischaemias karosodas utan. A BHB alternativ szénforrasként
miikddik, tamogatja az oxidativ foszforilaciot (OXPHOS), valamint a
bioenergetikai aminosavak és a glutation termelddését, amelyek
kulcsfontossagtiak a redox egyensuly fenntartasdban. Emellett a BHB el6segiti
a T-sejt valaszt fert6zések soran és jelezheti a ketogenezis zavart mikodését.
Osszességében a megndvekedett 2-hidroxi-butirat szintek metabolikus
diszreguléciot jelezhetnek akut subarachnoidealis vérzés esetén. Alternativ
magyarazatként ez a novekedés kompenzacids valasz is lehet, amely az
energiatermelés ketdzis iranyaba torténd eltolodasat tiikrdzi, ami tobb kedvezd
hatassal bir az idegrendszer mikddésére. Vizsgalati kohorszunkban minden
beteg megfeleld enteralis taplalasban részesiilt, az iranyelveknek megfeleld
mennyiségben ¢és mindségben. A kritikus allapota betegek enteralis
taplalasanak elsddleges célja a metabolikus igények kielégitése, valamint a
tapanyag-ellatottsag fenntartasa vagy javitasa. A kedvezdtlen kimenetelii
csoportban a késOi fazisban megfigyelt magasabb ketontest-szintek
valésziniileg nem a taplalas hidnyossaganak, hanem a taplalastol fiiggetlen
energia-anyagcsere-valtozasoknak tudhatok be. Osszességében a kedvezétlen
3 honapos kimenetelii csoportban a 7. napon vett szérummintakban jelentésen
magasabb 2-hidroxi-butirdt szintek jelenléte az anyagcsere-folyamatok
megvaltozasat, valamint az energia-anyagcsere vagy metabolikus stressz
moédosulasat  jelezheti a kedvezétlen kimenetelli betegeknél. Jelen
vizsgalatunkban azt tapasztaltuk, hogy a kedvezoétlen kimenetelti csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb volt az aminosav-szint a j6 kimenetelli csoporthoz
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képest mindkét mintavételi idépontban, kivéve az N-acetilmetionin és N-
vérzést kovetd elsd hét soran az aminosav-szintek emelkedését irtak le és a
szérum mioinozitol kozepes prediktiv erejét mutattak ki az egy éves kedvezd
kimenetelre vonatkozoan. Egy 29 beteg bevonasaval késziilt tanulmanyban az
aminosav-szintek magasabbak voltak a kedvezdtlen kimeneteli csoportban,
azonban a kiilonbség mértéke nagyon alacsony volt és csak a korai szakaszban
(0-3 nap) figyelheté meg. Egy masik vizsgalatban, amelyben aSA V-betegek
plazmamintait elemezték, nem talaltak kiilonbséget az aminosav-szintek
kozott a korai és kés6i mintakban, sem a jo és rossz kimeneteli csoportok
plazmaszintjeiben; s6t, bizonyos aminosav-szintek csokkenést mutattak
aSAV-betegek plazméjaban a kontrollcsoporthoz képest. Tuoho és
munkatarsai hipermetabolikus allapotot figyeltek meg ICH- és aSAV-
betegekben, akik miitéten estek at; hasonld eredményeket mutattak mas
vizsgalatok is, amelyek tovabba kimutattdk, hogy a megnovelt aminosav-
infuzié nem befolyasolja az aminosav-cserét. A szakirodalmi adatok ¢€s a
jelenlegi vizsgalat eredményei alapjan megallapithatdo, hogy a vérben
detektalhatd aminosav-anyagcsere-valtozasok aSAV utan szdmos tényezd
komplex hatasanak eredményei (példaul a betegség sulyossaga, posztoperativ
taplalas stb.). Kritikus allapotban a makrotapanyagok anyagcseréje tobb
szinten is megvaltozik. Az energiaforrasok felhasznalasa foként az endogén
raktdrak mobilizacidjara tamaszkodik, amelyet szdmos szabalyozd
mechanizmus iranyit. Kritikus allapot betegekben a szénhidratok oxidacidja
jelentdsebb mértékben fokozddik a korai szakaszban, mint a lipidek és a
fehérjék oxidacioja. Tovabba, ha a nitrogénbevitelt noveljiik, mikdzben a
kaldriaterhelést valtozatlanul tartjuk vagy csak a nitrogénhordozok dsszetételét
modositjuk, az esszencidlis aminosavak ellatottsaga elégtelenné valhat.
Eredményeink alatamasztjak ezt a korabbi megfigyelést, mivel jelentésen
megndvekedett manndz/szorbdz szinteket és csokkent aminosav-szinteket
talaltunk a kedvezdétlen kimenetelii betegeknél, mind a korai, mind a késoi
fazisban aSAV-ben.

A masodik vizsgalatban a kovetkezd f6 eredményeket talaltuk: (i) aSAV-
betegek szérumaban az LBP és az sCD-14 szintje jelentdsen magasabb volt a
nem rupturalt kontrollcsoporthoz képest, mig a FABP-I szintje szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult a betegcsoportban, (ii)) a FABP-I szintje a
kimeneteli csoportok kozott nem mutatott jelentds kiilonbséget, mig az LBP és
sCD-14 szintje (kiilondsen a D9 mintakban) szignifikansan eltért a kedvezo és
kedvezotlen kimenetelii csoportok kozott, (iii) az LBP és az sCD-14 a kérhazi
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fertézéssel nem érintett betegeknél is kiilonbséget mutatott a kedvezd és
kedvezétlen kimenetel(i csoportok kozott, (iv) a késéi fazisban a DCI-
csoportban az LBP és az sCD-14 szintje szignifikdnsan magasabb volt, és (v)
az LBP és az sCD-14 ers pozitiv korreladciét mutatott mind a korai, mind a
késoi fazisban aSAV esetén. Elészor azt talaltuk, hogy az FABP-I szintje
szignifikdnsan  alacsonyabb volt az aSAV-betegek korében a
kontrollcsoporthoz képest, ami ellentétes volt varakozasainkkal. Ezen feliil a
betegcsoporton beliili korai és késoi fazis értékei kozotti csokkenés is
szignifikans volt. Ez a megfigyelés varatlan, figyelembe véve, hogy tobb,
ischaemias vagy gyulladasos gasztrointesztinalis betegséggel, illetve traumas
agysériiléssel €16 betegeket vizsgald tanulmanyban magasabb FABP-I
szinteket mértek az egészséges kontrollokhoz képest. Hasonloképpen,
bizonyos pszichiatriai betegségekben és ischaemias stroke esetén is emelkedett
szérum FABP-I szinteket figyeltek meg. Eredményeinkre tobbféle magyarazat
is felmertil. Elméletileg a csokkent FABP-I szint a csokkent enterocyta szamot
vagy az intestinalis funkcid6 megvaltozasat tiikrozheti. Kordbbi
vizsgalatunkban kimutattuk, hogy aSAV-betegek esetén a metabolizmus mind
a korai, mind a kés6i fazisban a ketozis és alternativ energiaforrasok iranyaba
tolodik, még megfeleld enteralis taplalas mellett is, kiilondsen a kedvezotlen
kimenetelli betegekben. Mas tanulmanyok is hangstlyoztadk, hogy aSAV-
betegek taplaltsagi allapota mind a felvételkor, mind a korhazi tartdzkodas
alatt alapvetd szerepet jatszik a klinikai kimenetel alakulasaban. Jol ismert,
hogy az energiafelhasznalas jelentésen megné aSAV kialakulasa utén,
azonban egy nemzetkdzi, multicentrikus intenziv osztalyos tanulmany szerint
az aSAV-betegek jellemzden alultaplaltak voltak és a kaloria- és
fehérjebeviteliik kevesebb, mint 60%-at kaptdk meg. Ezen talmenden
Hernandez és mtsai kimutattdk, hogy a rdvid enteralis éhezés jelentOs
duodenalis nyalkahartya-atrofidval és koros bélpermeabilitassal jarhat kritikus
allapotu betegeknél. Ebbdl kiindulva feltételezhetjiik, hogy a tapanyagbevitel
elégtelensége karosithatja a bél egészségét és csokkentheti az enterocytak
enterocytak szamanak csokkenése révén csokkentheti az I-FABP szintézist.
Vizsgéalatunk soran azt is megfigyeltiik, hogy az LBP és az sCD14 szintje
szignifikdnsan magasabb volt a kedvezdtlen kimenetelii csoportban a kedvezd
kimenetelli csoporthoz képest. Az LBP egy szolubilis fehérje, amely az LPS-
hez kotédik és azt a CD14-hez szallitja, aktivalva ezzel a célsejteket a toll-like
receptorok (TLR-ek) révén, amelyek kulcsfontossagi szerepet jatszanak a
velesziiletett immunitas szabalyozasaban. A CDI14 szolubilis formaban is
létezik (sCD14). Az LBP szintje a szérumban a bakteraemia vagy
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endotoxaemia kezdetét kovetden éri el a csucsat és akar 72 oran keresztiil
emelkedett marad. A véraramba keriilve az LBP az LPS-hez kotédik,
elésegitve annak interakcidjat a CD14 receptorokkal. A membranhoz kotott
CD14 a TLR4-hez kapcsolodik, amely a CD14-hez kotott LPS jelét a
sejtmagba tovabbitja, elinditva egy kaszkadot, amely gyulladdsos citokinek
felszabadulasdhoz vezet. Az LBP-szintet klinikai indikatorként javasoltdk az
,aktiv endotoxaemia” jelzésére. Az emelkedett LBP-szint jelezheti a
bakterialis komponensek, kiilondsen az LPS-expoziciot és elore jelezheti a
betegség progressziojat ¢és a kedvezétlen kimenetelt. Az LBP
megfigyelték, amelyek a bélpermeabilitas valtozasaihoz és a bélmikrobiom
atalakulasahoz kapcsolédnak. A plazma endotoxin-aktivitds ndvekedése
magasabb LBP- és sCD14-szinttel jart egyiitt. Mind az LBP, mind az sCD14
emelkedett koncentracioja képes gatolni az LPS bioaktivitasat in vitro és in
vivo egyarant. Az emelkedd0 LBP- ¢és sCDIl4-szintek kompenzald
mechanizmusként szolgalhatnak a talzott TLR4-stimulacid
megakadalyozasara és a szisztémdas gyulladas korlatozasara is ischaemids
stroke-os betegekben. Klimiec és munkatarsai vizsgalataban a keringé LPS
forrasait nem tudtdk meghatdrozni ¢és nem taldltak kiillonbséget a
szérumszintekben fertézott és nem fertézott betegek kozott, ami felvetette a
bakterialis transzlokacio lehetdségét, mint hozzajarulo tényezot. Ez arra utal,
hogy az LPS a bélbdl juthat a véraramba, nem pedig nyilvanvalo fert6zés utjan.
Jelen vizsgalatunkban aSAV-betegek esetén, akiknél nem alakult ki kérhazi
fert6zés, az LBP és az sCDI14 szintje szignifikansan magasabb volt a
kedvezdtlen kimenetelli csoportban. Bar az altalunk vizsgalt molekulak jol
dokumentalt szérum-markerek a bélpermeabilitas jelzésére, eredményeink
alapjan elmondhatd, hogy jelen vizsgalatunkban nem bizonyitjak
egyértelmiien, hogy az LBP megjelenése a szisztémas keringésben feltétlentil
a bélmikrobiomhoz kapcsol6d6 mikroorganizmusok terméke. Mindazonaltal a
szervezet mas mikrobiom-rendszerei (pl. tiidd, nemi szervek stb.) is érintettek
lehetnek az aSAV altal kivaltott pathofiziologiai stressz hatdsara, igy
endotoxinok ezekb6l a mikrobas részekbdl is felszabadulhatnak.
Eredményeink tehat elsdésorban azt mutatjak, hogy bar nem lehet biztosan
meghatarozni az LBP és sCD14 szérumban valdé megjelenésének pontos
eredetét és hogy ezek a molekuldk miért érnek el szignifikdnsan magasabb
szinteket a kedvez6tlen kimenetelli csoportban, az egyik lehetséges forras a
human bélmikrobiom lehet, amelynek endotoxinjai a bélpermeabilitas
kérosodasa miatt az aSAV korai fazisaban juthatnak a szisztémas keringésbe.
Jelen vizsgalatunkban azt is megfigyeltik, hogy az LBP és sCDI14
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szérumszintje szignifikansan magasabb volt a DCI-szubcsoportban. Mivel a
DCI altalaban a 7-14. napon alakul ki, a kés6i fazisban a DCI-pozitiv és DCI-
negativ csoportok kozott megfigyelt kiilonbség az LBP és sCD14
szérumszintekben arra utalhat, hogy ezek a markerek 6sszefiiggésben allnak a
DCI kialakuldsaval. Eredményeink a DCI ¢és a megemelkedett
bélpermeabilitast jelz6 markerek szintje kdzotti kapesolatot sugalljak. Fontos
kiemelni, hogy bizonyos citokinek mintazata, amelyeket aSAV-es betegek
szérumaban figyeltek meg, szintén 0sszefiigg a DCI kialakulasaval. Tekintettel
az elézéekben ismertetett LPS-LBP-sCD14 kolcsonhatasra, amely az
inflammatorikus valaszt aktivalja, feltételezziik, hogy az aSAV soran a
keringésbe jutd endotoxinok kozvetlen szerepet jatszhatnak a DCI
kialakulasaban azaltal, hogy elinditjak és fenntartjdk a gyulladasos
folyamatokat. Osszességében, bar a vizsgalt markerek nem alkalmasak a DCI
korai el6rejelzésére, az LBP a korai fazisban (D1) a kedvezdtlen kimenetel
iranyaba mutat. Kiemelendd, hogy mind a sCD 14, mind az LBP szignifikansan
elkiiloniti a kimeneteli csoportokat a fert6zésmentes populdcidban, még a korai
fazisban is. Ezen eredmények ravilagitanak arra, hogy ezek a biomarkerek
potencialisan alkalmasak a korai kimeneteli sztratifikaciora, azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a kauzalis szerepiik tisztdzasahoz.

6. KONKLUZIO

Jelen disszertacio két egymast kiegészitd vizsgalat eredményeit integralja,
amelyek az aneurysma ruptura okozta subarachnoidalis vérzés (aSAV) utani
metabolikus valtozasokat €s szisztémas biomarkerek alakuldsat vizsgaltak.
Eredményeik egyiitt kiemelik a masodlagos agysériilés dinamikus és
multifaktoridlis jellegét, valamint annak klinikai kimenetelre gyakorolt
hatasat. A metabolomikai elemzés iddfiiggd, jol elkiilonithetd szérum
metabolikus mintazatokat azonositott, amelyek megkiilonboztették a harom
hénap mulva kedvezd, illetve kedvezdtlen funkcionalis kimenetelii betegeket.
Ezek a valtozasok elsdsorban az energiatermelés, az aminosav-forgalom és az
oxidativ stressz szabalyozdsdhoz kapcsolédd tutvonalakat érintették. A
kedvezétlen kimenetelii csoportban a vérzés utani késéi fazisban megfigyelt
metabolikus eltérések — magasabb 2-hidroxi-butirat szintek, valamint csokkent
guanidinoacetat- és aminosav-koncentraciok — a keton-alaptl energiatermelés
felé torténd eltolodast jelezhetik, még megfeleld enteralis taplalas biztositasa
mellett is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szisztémas metabolikus
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adaptaciok a betegség sulyossagat tiikrozhetik és befolyasolhatjak az
idegrendszeri regeneraciot, tovabba felvetik a célzott taplalasi stratégiak
potencialis szerepét a betegellatdsban. Ugyanakkor a ketdzis pontos
patofiziologiai szerepe aSAV kés6i fazisaban tovabbi vizsgéalatokat igényel. A
biomarker-vizsgalat kiterjesztette ezen megfigyeléseket azzal, hogy korai
valtozasokat mutatott a bélpermeabilitds és a velesziiletett immunvalasz
szérum markereiben. Az LBP és a szolubilis CD14 emelkedett szintje
Osszefiiggést mutatott a betegség stlyossagaval és a klinikai kimenettel. A
klinikailag igazolt fert6zés nélkiili betegeknél ezek a valtozasok arra utalnak,
hogy a bélbél szarmazd gyulladasos jelatvitel, esetleg az endotoxin-
transzlokacion keresztiil, hozzajarulhat a neuroinflammaciohoz és a
masodlagos agysériiléshez. Osszességében e két vizsgalat eredménye atfogobb
képet ad aSAV utan kialakuldé metabolikus és gyulladasos valaszokrol. A
metabolomikai és biomarker-profil egyiittes elemzése javithatja a
prognosztikat és igéretes megkdzelitést kinal 1j terapids célpontok
azonositasara, valamint a személyre szabott kezelési stratégiak timogatasara a
jovoben.

7. TOVABBI KUTATASI TERVEK

A jovobeni vizsgalataink célja, hogy ezen eredményeket nagyobb,
multicentrikus kohorszokban validaljuk, standardizalt mintagyijtési és
egységesitett analitikai protokollok alkalmazasaval. A tobb id6pontban végzett
hosszu tavi elemzések teljesebb képet adhatnak a metabolikus és gyulladasos
mintazatokrol, segitve a DCI korai felismerését és a hossza tavi funkcionalis
kimenetel elérejelzését. A metabolomikai adatok kombinalasa képalkoto,
genomikai €s klinikai informaciokkal tovabb segitheti erds, multimodalis
predikcios modellek kifejlesztését, valamint a precizids medicina stratégidinak
tamogatasat aSAV-betegek ellatasaban. Klinikai szempontbol a biomarkerek,
példaul az LBP ¢és az I-FABP gyors vagy agy melletti tesztekké torténd
atalakitdsa jelentdsen javithatnd a rendszerszintli szovédmények korai
felmérését és monitorozasat. Ugyanakkor mechanisztikus vizsgalatokra is
sziikség van, amelyek feltarjadk az anyagcsere, a gyulladas és a bélbarrier-
funkcid kolcsonhatasait, hogy 11 terapias célpontok is azonosithatok legyenek
az early brain injury mértékének csokkentésére. Osszességében jelen munkank
alapot teremt a jovObeni transzlacios kutatdsokhoz, amelyek a metabolikus
ismereteket a személyre szabott klinikai menedzsmenthez kapcsoljdk az
aneurysma ruptura okozta subarachnoidealis vérzés kezelésében.

25



8. ADOLGOZAT ALAPJAUL SZOLGALO SAJAT
KOZLEMENYEK

Orban B, Tengélics R, Zavori L, Simon D, Erdo-Bonyar S, Molnar T,
Schwarcz A, Csecsei P. The Difference in Serum Metabolomic Profiles
between the Good and Poor Outcome Groups at 3 Months in the Early and
Late Phases of Aneurysmal Subarachnoid Hemorrhage. Int J Mol Sci. 2024
Jun 15;25(12):6597. doi: 10.3390/ijms25126597. PMID: 38928303; PMCID:
PMC11203497.

IF: 4,9

Orban B, Simon D, Erdo-Bonyar S, Berki T, Molnar T, Zavori L, Schwarcz
A, Peterfi Z, Csecsei P. Effects of Aneurysmal Subarachnoid Hemorrhage in
Patients Without In-Hospital Infection on FABP-I, LBP, and sCD-14. Int J Mol
Sci. 2025 Jan 8;26(2):485. doi: 10.3390/ijms26020485. PMID: 39859200;
PMCID: PMC11764490.

IF: 4,9

Cumulative impact factor: 9,8

ADOLGOZATHOZ FEL NEM HASZNALT SAJAT PUBLIKACIOK:

Csecsei P, Takacs B, Pasitka L, Varnai R, Peterfi Z, Orban B, Czabajszki M,
Olah C, Schwarcz A. Distinct Gut Microbiota Profiles in Unruptured and
Ruptured Intracranial Aneurysms: Focus on Butyrate-Producing Bacteria. J
Clin Med. 2025 May 16;14(10):3488. doi: 10.3390/jcm14103488. PMID:
40429482; PMCID: PMC12111819.

26



9. KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Csécsei Péter témavezetémnek
és tandcsadomnak a folyamatos utmutatdsaért, tiirelméért és gondos
feliigyeletéért a kutatdsi folyamat és a disszerticid elkészitése soran.
Szakértelme, hasznos tanacsai és allandd tdmogatasa kulcsfontossagu volt a
munka mindségének emelésében, valamint abban, hogy a projekt egész ideje
alatt motivalt maradjak.

Halasan koszonom Prof. Dr. Schwarcz Attilanak, hogy lehetdséget biztositott
szamomra doktori kutatasom elvégzésére a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Koézpont Idegsebészeti Klinikajan, valamint kedves batoritasaért a teljes
kutatas soran.

Végiil szeretném megkdszonni Dr. Spantler Dordnak az értékes segitséget a
kutatds korai szakaszaban, kiillondsen a kisérleti és mintavételi eljarasok
megismertetésében. Halds vagyok tovabba az Idegsebészeti Klinika minden
munkatarsanak az egylittmtkodésért és a szakmai tamogatasért, amely
hozzajarult a munka sikeres befejezéséhez.

27



