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ROVIDITESEK JEGYZEKE

20-HETE: 20-hydroxyeikozatetraén-sav

4-AP: 4-aminopiridin

ACh: acetil-kolin

ACSF: artificial cerebrospinal fluid, arteficialis agy-gerincveldi folyadék
BBB: blood-brain barrier, vér-agy gat

BKca: Ca?*-altal aktivalt K* csatorna

CBF: cerebral blood flow, agyi véraramlas
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CYP 450 4A: citokrom P-450 4A

Cyp2j6, Cyp2c55.: EET-termel6 epoxigenazok

Cyp4al0, Cyp4al2, Cyp4al4: 20-HETE termel6 w-hidroxildzok
DCF: CM-H2DC festék

DHE: dihidroetidium

EET: epoxieikozatrién-sav

fEPSP: field excitatory postsynaptic potential, excitatorikus posztszinaptikus potencial
GSK1016790A: TRPV4 agonista

HC067047: TRPV4 csatorna blokkolo

HETO0016: 20-HETE szintézis gatld

IGF-1: insulin-like growth factor 1, inzulinszeri novekedési faktor-1
INDO: cyclooxigenaz gatlo indometacin

L-NAME: NO szint4z inhibitor I-NG-nitroarginin-metil-észter
MCA: arteria cerebri media

MSPPOH: EET szintézis gatlo N-(metil-szulfonil)-2-(2-propinil-oxi)-benzol-
hexanamid

NO: nitric-oxide, nitrogén-monoxid

NU: neurovascular unit, neurovaszkularis egység

NVC: neurovascular coupling, neurovaszkularis kapcsolas

PGE:: prosztaglandin E>

Ptgs1: ciklooxigenaz-1

Ptgs2: ciklooxigenédz-2

SHR: spontanously hypertensive rat, spontan hipertonias patkany
SKF96365: TRPC6 csatorna gatld

SMC [Ca?"]i: simaizom intracellularis Ca?>* koncentracio

SS-31: Szeto-Schiller peptid (elamipretide)

TBI: traumatic brain injury, traumds agykarosodas

TRPC6: tranziens receptor potencial csatorna 6

TRPV4: tranziens receptor potencial vanilloid csatorna 4
U46616: thromboxan (TXA») receptor agonista

VSMC: vascular smooth muscle cell, vaszkularis simaizom sejt
WKY': Wistar-Kyoto patkany



I. Bevezetés

A megfeleld szoveti perfuzid biztositasa az agyi érhdlozaton keresztiil 1étfontossagu a
normalis neurondlis miikodés megdrzéséhez [1-5]. Az agyi véraramlas (cerebral blood flow-
CBF) szabalyozéasanak egyedi koriilmények kozott kell biztositania a megfeleld tapanyag- és
a legmagasabb metabolikus és oxigénigénye az emberi (¢és allati) szervezetben; 2) ugyanakkor
az idegsejtek nem rendelkeznek elegendd energiatartalékkal; 3) a metabolikus igény gyorsan
valtozik az idegsejtek aktivalasaval; 4) a zart koponyéban a tér korlatozott, ezért az ataramlott
vérvolumen csak limitaltan emelkedhet az intracranidlis nyomas elkeriilése céljabol; 5) az
elébbivel Osszefliggésben meg kell akadalyozni a nagyobb artérids-perfiizids vérnyomas ¢és
volumen propagalasat az agyi érhaldzat disztalis, sériilékeny részébe, és az ebbdl eredd
mikrovaszkularis karosodast. E kovetelmények teljesitése érdekében a CBF szabalyozésa
rendkiviil sszetett folyamat, tobb egymast atfedd, egymast kiilonbozd szinteken modulald
szabalyozasi mechanizmus interakciojanak eredménye. A CBF szabdlyozasanak két kdzponti
mechanizmusa az agyi véraramlas autoregulacioja €s a neurovaszkularis kapcsolas.

Ezen mechanizmusok koros eltéréseinek és azok korélettani kovetkezményeinek,
valamint ép és koros cellularis folyamatainak feltardsa volt azon tudomanyos munkéanak a
vezérld fonala, ami jelen értekezésnek és téziseinek alapjat adja. Elettani, korélettani,
molekularis bioldgiai és klinikai vizsgalatainkat olyan betegségekben szenvedé emberekben és
a betegségek preklinikai modelljeiben végeztiikk, amelyeknek jelen korunkban nagy
epidemioldgiai jelentdsége van. Ennek megfeleléen a cerebrovaszkulatirat direkt karositd
ismert rizikdfaktorokon til (magasvérnyomas) a mai nyugati tarsadalmakban mindenkit érintd
oregedés, valamint a tarsadalom teljes korfajat szignifikdnsan érintd traumas koponya-agy
sériilés (traumatic brain injury-TBI) hatdsait, azok mechanizmusat, valamint kovetkezményeit
vizsgaltuk az agyi véraramlds autoregulacids €s neurovaszkularis mechanizmusaira. Ezek
konnyebb megértéséhez roviden attekintem az agyi autoregulaciés miikodés é€s
neurovaszkuldris kapcsolas élettani folyamatait, majd az egyes szabdlyoz6 mechanizmusok
oregedés-, hipertonia- és TBI-okozta kéros eltérései keriilnek bemutatasra.

I.1. Az agyi véraramlas autoregulacidoja: az agyi erek nyomas-indukalta myogén
valaszanak szerepe

A ,,zart” koponya térben, ahol a vérvolumen csak szabalyozott keretek kozott valtozhat
az agyszovet szdmara allando vérataramlast kell biztositani. Ehhez az agyszoveti perfuzidt az
azt fenntart6 szisztémas vérnyomastol (legalabbis adott nyomastartomanyban) fiiggetleniteni
kell. Azon cerebrovaszkularis mechanizmusok integralt miikodését nevezziik agyi (nyomas-)
autoregulacionak, amelyek a perfizios-intraluminalis nyomas valtozasai &ltal indukalva
negativ visszacsatoldssal ehhez a nyomds valtozashoz igazitjdk az agyi vaszkularis
rezisztenciat. Ezaltal, az autoregulaciés miikodésnek koszonhetden, a valtozd perfuzids-
intraluminalis nyomas széles tartomanyaban (tobbé-kevésbé) allando agyi perfuzid (és ezaltal
mikrovaszkularis nyomas) jon 1étre [6]. A cerebrovaszkularis simaizom sejtek intraluminalis
nyomas altal kivaltott myogén valasza (Bayliss-effektus) kulcsfontossagi mechanizmus a CBF
kovetden az agyi artéridk és arterioldk aktivan tagulnak és sziikiilnek, a nyomasvaltozasnak
megfeleld vaszkularis rezisztencia-valtozast elérve [17-23].

L 1.1. Az agyi erek myogén valaszanak szerepe a cerebromikrovaszkulatura védelmében

A proximalis agyi artéridk myogén valasza kritikus szerepet jatszik a
mikrovaszkulatira védelmében. A folyamat a ndvekvd nyomasvaltozashoz igazitott
vaszkularis rezisztencia-ndvekedésen és kovetkezményes nagyobb nyomdsesésen keresztiil



megakadalyozza a nagy nyomdas propagacidjat a disztalis agyi vérkeringésbe, megeldzve a
mikrocirkulacié nyomads- €s volumen talterhelését [16, 24, 25].

Ennek megfelelden egészséges fiatal egyénekben és kisérleti allatokon végzett vizsgalatok azt
mutatjak, hogy kronikus magas vérnyomads soran mind a nagyobb, mind a kisebb ellenallast
agyi artéridk rezisztencidja megnd [26, 27]. Az ellendllds ezen adaptiv valtozdsai miatt a
kapillaris nyomas viszonylag allandé marad, a vékonyfalii agyi mikroerek védve vannak a
barotraumatol mindaddig, amig az autoregulacids véddmechanizmusok épek és a vérnyomads a
fiziologias autoregulacios tartomanyon belill marad. Az autoreguladcionak a magas nyomas
okozta mikrokeringési kdrosoddsok megelézése mellett, az intraluminalis nyomas csokkenése
esetén, az agyszovet hipoperfuziojat is el kell kertilnie [28].

1.1.2. A nyomas-indukalta myogeén valasz cellularis mechanizmusai

Az elmult két évtizedben jelentds elOrelépés tortént az agyi artéridk és arterioldk
intralumindlis nyomas altal kivaltott myogén Osszehtizodasanak hatterében allo sejtes és
molekularis mechanizmusok tisztdzasaban [29-33]. Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy az
agyi artéridk faldnak simaizomsejtjei citokrom P-450 4A enzimet expresszalnak, ami az
intralumindlis nyomaés novekedésének hatidsara erds érosszehtzo hatasti arachidonsav
metabolitot, 20-hydroxyeikozatetraén-savat (20-HETE) termel [13, 34, 35]. A nyomads-
novekedés altal indukalt 20-HETE a cerebrovaszkularis simaizom sejtekben protein kinaz C
aktivalashoz, a Ca?*-altal aktivalt K* csatornak gatlasahoz, L-tipusu (fesziiltségfiiggd) Ca*"
valamint tranziens receptor potencial csatorna 6 (TRPC6) csatorndk aktivalasahoz vezet,
amelyek eldsegitik a vaszkuléris simaizomsejtek depolarizacidjat, ndvelik az intracelluléris
Ca?" szintet és eldsegitik a Ca?*-indukalt, aktin-myozin kapcsolaton alapuld érosszehuzodast
[15]. A 20-HETE-szintézis [36] szerepén kiviil meg kell emliteni, hogy mds ttvonalak is
hozzajarulnak a nyomas-indukalta simaizom depolarizaciot kovetd érdsszehtizodashoz (egyéb
“megnyulas-aktivalt” TRP-csatornak (TRPM4) [37], kloridcsatornak [38], integrinek és egyéb
citoszkeletalis elemek [39, 40]). Fontos kiemelni, hogy a myogén valaszban az intracellularis
Ca?" koncentraciot noveld mechanizmusokon til a simaizom kontraktilis apparatusanak Ca?*-
érzékenységét beallito (protein kindz C és Rho-A kinaz fliggd) mechanizmusoknak is kdzponti
szerepe van [41-43].

I.2. A neurovaszkularis kapcsolas és cellularis mechanizmusai: aktiv agyi teriiletek
vérellatasa

A neuronok energiafelhasznalasa (és ezéltal energiaigénye) magas, ugyanakkor az
agyban nincsenek azonnal aktivalhatd energiaraktirak. Ennek megfeleléen a neuronalis
aktivitas soran sziikség van a tdpanyag- és oxigénszallitds gyors ndvelésére, valamint a
mérgez0 anyagcsere-melléktermékek kimosasara. Ennek a kovetelménynek a teljesitése
érdekében a regionalis CBF térben és idében pontosan szabélyozott mddon, szorosan kapcsolt
kiilonbozd idegrendszeri funkcidkat ellatd agyi teriiletek neuronalis aktivacidjahoz [44, 45].
Ezt a funkciondlis hiperémiat eredményezd ,.feed forward” jellegi mechanizmust, amely
fenntartja az optimalis mikrokdrnyezetet a normalis idegi mikddéshez, neurovaszkularis
kapcsolasnak (neurovascular coupling, NVC) nevezziik [46]. A neurovaszkularis kapcsolas a
neuronok, astrocytdk, az endothélsejtek és az agyi arterioldk simaizomsejtjeinek és a
kapillarisok pericytainak osszehangolt egymdsra hatdsa soran jon 1étre [46]. Ezen cellularis
komponensek 0sszességét nevezziik neurovaszkularis egységnek (neurovascular unit, NU). A
neurovaszkuldris kapcsolas jelenlegi modelljei alapjan tobb parhuzamos folyamat
kolcsonhatasa biztositja, hogy a neuronalis aktivitas lokalis értdgulathoz és a regionélis CBF
novekedéséhez vezet. A neurondlis aktivacié soran a neurondlis nitrogén-monoxid-szintaz
eredetli NO [47, 48] és/vagy a neuronalis prosztaglandin felszabadulas [49] hozz4jarulhat az



agyl arterioldk atmérdjének nodvekedéséhez mind kozvetve, az astrocytdkban torténd
mechanizmusok moduldlaséval, mind pedig kdzvetleniil az arteriola simaizomsejtekre hatva.
Mivel az astrocytdk a neuronok és a vaszkularis sejtek kozott helyezkednek el, idealis
helyzetben vannak ahhoz, hogy a neuronalis aktivaciot a teriiletet ellatd erek vazomotor
valaszahoz kapcsoljak. Ugy tiinik, hogy az astrocyték aktivaldsaban kozponti szerepet jatszik
a szinapszisokbdl felszabadulo glutamat [50]. A glutamat aktivalja az astrocytak metabotrop
glutamat-receptorait (mGIluR) ¢és NMDA-receptorait [51], amelyek az astocytdkban
megndvekedett Ca?" bedramlashoz és ezéltal ciklooxigenazok és epoxigenazok aktivaciojahoz
vezetnek. Az aktivalt enzimek arachidonsavbol dilatator hatast prosztaglandinokat (PGE2) és
epoxieikozatrién-sav szarmazékokat (EET) készitenek. Ezek a medidtorok lokalis
vazodilataciot idéznek el§ a vaszkularis simaizomsejtek fesziiltségfiiggd (BK) Ca®
csatorndinak és TRPV4 csatorndinak aktivalasan keresztiil [52, 53]. A fentiek mellett az
astrocyta eredetli ATP is hozzajarul az agyi reaktiv hiperémiahoz a vaszkularis simaizomsejtek
A2A purinerg receptorain keresztiil, valamint az endothelialis P2Y1 receptorok aktivalasaval,
ami indukalja az endothelialis NO termelddését [54, 55] [51, 55, 56]. A neurovaszkularis
kapcsolasban a neuralis aktivacio soran megnovekedd extracellularis K* is kdzponti szerepet
jatszhat [57, 58]: az astrocytak a neuronalis aktivaciot kovetden az extracellularis K*-t felveszik
¢s az arterioldk perivaszkuldris terében azt felszabaditjak, ami hiperpolarizdcidhoz, a
vezet[57, 58].

Mint emlitettem, az aktiv agyi teriiletek megndvekedett energiaigényét a lokalisan
illesztett véraramlas novekedés elégiti ki [59], ennek hidnyaban megbomlik az aktiv agytertilet
metabolikus igénye és a tdpanyag-oxigén ellatas kozotti egyensuly [60]. A neurovaszkularis
kapcsolas karosodasa ennek megfelelden minden bizonnyal az agymiikodés funkcionalis
karosodasaval jar. Ezt a koncepciot szamos allatkisérletes és human vizsgalat timogatja [61-
64]. A neurovaszkularis szét-kapcsolas idegrendszeri funkciokarositd hatasarol (elsdsorban a
kognitiv funkcidoban) a tézisflizet késébbi fejezetében részletesen, tudoméanyos vizsgalat
eredményeit ismertetve vissza fogok térni.

II. Célkitizések

A jelen értekezésben 6sszefoglalt tudomanyos munka vezérfonala az agyi vérkeringés
szervezésében kozponti szerepet jatszo folyamatok, az agyi autoregulacio, valamint
neurovaszkuldris kapcsolas koros megvaltozasanak, a diszfunkcid cellularis korfolyamatainak
¢és kovetkezményeinek tisztdzasa volt epidemioldgiai szempontbol fontos korképekben. Ennek
megfelelden célkitlizéseink a kdvetkezdk voltak:

e Az agyi autoregulacids diszfunkcid kovetkezményeinek és cellularis folyamatainak
meghatdrozasa hipertonidban, dregedésben €s traumas agykarosodasban. A feltart vaszkularis
kérfolyamatok interakcidjanak vizsgélata, a lehetséges farmakoldgiai kezelésnek alapot ado
kisérletes terapids beavatkozasok tesztelése.

e A fenti korképekben kialakuldo direkt mikrovaszkularis karosodds  és
kovetkezményeinek kimutatasa.

e A karosodott neurovaszkularis kapcsolds kognitiv funkciora gyakorolt hatasanak
vizsgalata, az Oregedés-okozta neurovaszkuldris karosodds mechanizmusainak feltarasa
preklinikai modellekben, azt kdvetden pedig, a kapott eredmények alapjan emberben.



ITII. Az agyi véraramlas autoregulacidjanak karosodasa Kkiilonb6zo korképekben: a
konstriktor és dilatator mechanizmusok egyensulyanak koros megbomlasa

ITI.1. Agyi autoregulacios diszfunkcio hipertoniaban és oregedésben: mechanizmus és
kovetkezmények

Bevezetés

A magas vérnyomas karos hatdssal van az agyra és az agyi vérkeringésre. A nyugati
vilag lakossaga Oregszik, €s mivel a magas vérnyomas a legtobb idds embert (65 év felett)
érinti, az id6s populacidoban nagyobb valdszintiséggel alakulnak ki cerebrovaszkularis eltérések
[65]. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozodan, hogy iddseknél a magas
vérnyomas okozta mikrovaszkularis karosodas eldsegiti a vaszkularis etiologidju kognitiv
hanyatlas (VCI) [66, 67] kialakulasat, amely az Alzheimer-kor utan a masodik leggyakoribb
oka a demencidnak. A magas vérnyomas nem csak gyakoribb idds életkorban, hanem annak
karos cerebrovaszkularis hatdsai stlyosbodnak az idds betegeknél, mig a fiatal populacid
védettebb a magas vérnyomads okozta cerebro-microvaszkularis kdrosodasokkal szemben [68-
70]. Masként fogalmazva, az eldrehaladott ¢életkor és a magas vérnyomas szinergikus hatast
fejtenek ki a cerebrovaszkulatura karosodasaban és kovetkezményeinek kialakuldséban. Mint
azt kordbban emlitettem, fiatal allatokon végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy az agyi artériak
funkcionalis és szerkezeti adaptaciot mutatnak a magas vérnyomassal szemben, ami megvédi
az agyl mikrocirkulacio disztalis részét a nyomds- és volumen tulterheléstdl, illetve annak
random véltozasaitol [71, 72].

Hipotézis és modszer

A fentiek alapjan felvetddott, hogy a fiatal életkorban latott adaptiv mechanizmus
karosodasa lehet az, amin keresztill az Oregedés fokozza a cerebromikrovaszkulatira
sériilékenységét hipertoniaval szemben. Ezen feltevés tesztelésére kronikus magasvérnyomast
indukaltunk angiotensin II krénikus addséaval fiatal (3 honap) és id6s (24 honap) C57BL/6
egerekben, majd felmértiik a hipertonia és az Oregedés hatasat az agyi vérdramlas
azt vizsgaltuk, hogy az agyi autoregulacios diszfunkci6 lehetséges karosodasa miként hat a
disztalis érszakasz épségére: a vér-agy gat funkciora és mikrovaszkularis denzitasra (kapillaris
stirliség), valamint ezeken keresztil a neurondlis karosoddst jelzd neuroinflammaciora,
valamint kognitiv funkciora.

Eredmények

Fiatal, normotenzios, kontroll egerekben a CBF fiiggetlen volt a vérnyomastol a 60-120
Hgmm kozotti vérnyomds tartomanyban, ami arra utal, hogy az autoregulacios funkcid
megfelelden miikodott. Fiatal és id0s normotenziv egerek kozott nem figyeltiink meg
kiilonbséget az autoregulacidés funkcioban. Fiatal hipertonids egerekben az autoregulalt
nyomastartomany magas értékek felé mozdult el, jelezve a bevezetében emlitett adaptiv
vaszkularis reakciot. Idds, hipertonias egerekben a vérnyomas és a CBF kozotti kapcesolat
lényegében linearis volt, ami a CBF teljes vérnyomastol vald fliggését és az autoregulacid
elvesztését jelzi (1. dbra).
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1. abra. Az oregedés karositja a cerebrovaszkularis autoregulicié adapticiéjat magas
vérnyomashoz. (A) Angiotensin II (Angll) kronikus adasanak hatasa fiatal (Young, 3 honap) és id6s
(Aged,24 honap) egerekben. (n=20-25 csoportonként, *p<0,05 vs. Young; &p<0,05 vs. Aged). (B)
Az agyi véraramlas (CBF) és a szisztolés vérnyomas kozdtti kapcsolat fiatal kontroll, fiatal hipertonias
(Young+Angll), id6s kontroll és id6s hipertonias (Aged+Angll) egerekben (n==8). Fiatal kontroll
egerekben a CBF statisztikailag eltér a 100 Hgmm értéktdl <60 és >140 Hgmm nyomasértékeknél
mérttol, ami az autoregulacios tartomanyt jelzi. Fiatal hipertonias egerekben az autoregulalt tartomany
nagy nyomasértékek felé eltolodott, ami jelzi az adaptiv valaszreakciot (*p<0,05 vs. Young). Ez az
adaptacio teljesen hianyzott az idds hipertonias egerekben (#p<0,05 vs. Young+Angll). (C) Az egyes
kisérleti csoportokbol izolalt arteria cerebri media (MCA-k) atmérdjének valtozasai az intraluminalis
nyomas fiiggvényében (myogén valasz). Az ératmérdk az adott erek passziv atmérdjének
szazalékaban vannak kifejezve 80 Hgmm-nél (*p<0,05 vs. Young, #p<0,05 vs. Young+AngIl).

Csokkent Ca’* fiiggd, nyomas-indukadlta myogén konstrikcio idds hipertonids egerek izolalt
agyi ereiben

A fiatal hipertonias egerekbdl szarmaz6 MCA-k myogén 0sszehuzddasa szignifikdnsan
fokozddott a normotenziv kontrollokhoz képest, és a myogén tonus kozel azonos szinten
maradt ~160 Hgmm-ig, ami megfelel a CBF megndvekedett autoregulacids tartomanyanak
ezekben az allatokban. A myogén konstrikcidval parhuzamosan fiatal hipertonias egerek agyi
ereinek simaizom intravaszkularis Ca®?* koncentracidja (SMC [Ca®']i) is szignifikdnsan
novekedett magas nyomasértékek hatdsara. Idos egerek MCA-iban az erek nem mutattak
hasonlo, magas vérnyomas éltal kivaltott adaptiv novekedést sem az SMC [Ca*']; -ben, sem a
myogén 6sszehuzddasban.

A 20-HETE és a TRPCG6 szerepe idos hipertonids egerek agyi ereinek magasvérnyomdssal

Fiatal hipertonids egerek MCA-jdban a nagy nyomads-altal indukélt megnovekedett
myogén tonus fokozott kifejlddését és a simaizom sejtek nyomads-indukélta fokozott
(HETO0016), mind a TRPC6 csatorna gatloszere (SKF96365) szignifikdnsan megakadalyozta,
ugyan akkor sem a HET0016, sem az SKF96365 nem befolyasolta szignifikansan a myogén
tonust és SMC [Ca?']; -t idOs hipertonias egerek agyi ereiben. A 20-HETE altal okozott
vazokonstrikcid gatolhaté volt TRPC6-inhibitor SKF96365, azt sugallva, hogy a nyomads-
indukalta termelddést kovetden a 20-HETE a TRPC6 csatorna aktivalasan keresztiil okoz
fokozott SMC [Ca?*]i-ot valamint vazokonstrikciot fiatal hipertonias egerek agyi ereiben, és ez
a mechanizmus hidnyzik idds hipertonids egerekben. Ezt a feltevést tamogatja, hogy a



hipertonia a 20-HETE termelését végz6 CYP 4A arachidonsav o-hidroxilaz Cyp4al2,
Cyp4al0 és Cyp4al4 valamint a TRPC6 csatornak fokozott expresszidjat okozta fiatal egerek
MCA-iban, mig ezek az adaptiv valaszok szignifikansan karosodottak voltak vagy hidnyoztak
1dds hipertonias egerek MCA-iban.

Az oregedés fokozza a hipertonia altal indukalt vér-agy gat zavart

Azt talaltuk, hogy az Oregedés sulyosbitja a hipertonia altal kivaltott natrium-
fluoreszcein extravazaciot a hippocampusban, cortikdlisan és a fehérallomdnyban is. A
hipertonia és Oregedés vér-agy gat zavart okozd szinergikus hatdsat tovabb tamogattak
eredményeink, amelyek szerint a plazméabdl szarmazé IgG immunfestése jelentds
perivaszkularis IgG-lerakddasokat mutatott ki id0s, magas vérnyomdsu egerek
hippocampusdban. A fiatal hipertonias egerek hippocampusdban az IgG extravazacid
jelentdsen csokkent, és nem volt kimutathato fiatal kontroll egerekben. Az idds hipertonias
egerek strukturdlis vér-agy gat kdrosodasara utal, hogy ezen allatok hippocampalis mintaiban
a vér-agy gat tight-junction fehérjéinek (ZO-1, occludin, claudin 5) csdkkent expresszidjat
talaltuk.

Az oOregedés fokozza a hipertonia altal indukalt pericyta pusztulast és kapillaris siriség
csokkenést

Felmérve a hippocampalis mikroerek pericyta-boritdsanak életkor és magas vérnyomas
okozta valtozasait azt talaltuk, hogy fiatal egerekben a hipertonia a pericytak relativ szdmanak
¢s a kapillarisok pericyta-lefedettségének jelentds csokkenését (~29%-kal) eredményezte. Id6s
egerekben a hipertonia altal kivaltott csokkenés a pericytdk szdmaban és a pericyta
lefedettségben szignifikansan stlyosbodott (~41%-kal). A magas vérnyomas altal kivaltott
kapillaris-stirliség csokkenés az idds hipertonids egerek hippocampadlis CA1, CA3 ¢és DG
(gyrus dentatus) régidiban, valamint retrosplenidlis teriiletein, primer szomatoszenzoros
kérgében ¢és corpus callosumaban szignifikdnsan nagyobb volt, mint fiatal egerekben.

Az oregedeés fokozza a hipertonia dltal indukalt hippocampalis neuroinflammdciot és oxidativ
Stresszt

Eredményeink szerint maga az Oregedés a hippocampusban 1évé aktivalt microglia
szamanak relativ novekedésével jart, ami a magas vérnyomas hatasara szignifikdnsan
novekedett. A microglia aktivacié szamos pro-inflammatorikus citokin és kemokin fokozott
expressziojaval jart egylitt az idds hipertonids egerek hippocampusaban. Az oxidativ/nitrozativ
stressz jelenlétét vizsgalva azt talaltuk, hogy a hippocampalis 3-nitrotirozin szintje megndtt
fiatal, magas vérnyomasu egerekben, amit az dregedés szignifikansan fokozott.

Az oregedés fokozza a hipertonia dltal indukalt kognitiv funkcio romlast

Moddositott ,.elevated plus maze-learning protocol”-t hasznalva azt talaltuk, hogy a
fiatal kontroll egereknél a transzfer latencia a 2. napon szignifikansan csokkent az 1. naphoz
képest, ami intakt tanuldsi folyamatot jelez (tanulasi index: 1). A fiatal hipertonids egerek
(~0,7) és id6s (~0,67) egerek tanulasi indexei csokkentek a fiatal kontroll egerekhez képest, a
kiilonbségek nem értek el statisztikai szignifikanciat. I1dds hipertonias egerek esetében a
transzfer latencia hasonlo6 volt az 1. és 2. napon (ez ~0 tanulési indexnek felel meg), jelezve,
hogy ezeknek az egereknek a hippocampus-fiiggd kognitiv funkcidja szignifikdnsan
karosodott.
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Megbeszélés

Az agyi vérkeringésben a pialis artéridk és arteriolak jelentds szerepet jatszanak a
cerebrovaszkularis rezisztencidban, a Willis-kor f6 ereinek disztalis szegmentumainak myogén
Osszehuzodasa egyediilalloan fontos az agyi mikrocirkulacié védelmében [73]. Egészséges
fiatal allatokban a nyomés-novekedés altal kivaltott myogén konstrikcid kritikus
homeosztatikus mechanizmusként miikodik, amely biztositja, hogy a megndvekedett artérias
nyomas ne propagaljon a mikrocirkuldcio disztalis részébe [74, 75]. Hipertonids fiatal
egerekben és patkanyokban [76, 77] az agyi artéridk myogén konstrikcioja fokozodik, ezaltal
az agyi autoregulacids tartomany jobbra, nagyobb nyomasértékek felé tolodik. Masként
fogalmazva, ezen erek (és altaluk az autoregulacids funkcid) alkalmazkodnak a magasabb
szisztémas vérnyomashoz, védve az agyi mikrocirkulaciot [71, 72, 74-76]. A fent részletezett
vizsgalatok voltak az elsék, amelyek bemutattak, hogy idds egerek agyi artéridi nem mutatnak
magas vérnyomas altal kivaltott adaptiv myogén Osszehuzddast. Fiatal allatokban egy 20-
magas vérnyomas esetén, és ez az adaptiv valasz az oreg allatokban hidnyzik. Idds allatokban
a magas vérnyomas altal indukalt 20-HETE termeld cerebrovaszkularis enzim expresszid
(Cyp4Al12, CypAl0 és CypAl4) csokkent. Szintén, mig fiatal egerek agyi artéridiban a magas
vérnyomas fokozza a TRPC6 expressziojat és a TRPC6-fliggd nyomas-indukalta SMC Ca?*
koncentraciot és a myogén konstrikcidt, addig ez az adaptiv valasz kéarosodott az idds
hipertoniads egerekben. Mint azt mar tobbszor emlitettem, idds hipertonids allatokban a
megfeleld autoregulacios védelem hidnya valdszinilileg lehetdvé teszi, hogy a magas
vérnyomas elérje az agyi mikrocirkulaciot, ami ezaltal BBB-karosodashoz vezet.
Idds, magas vérnyomast egerekben a sériilt BBB-n keresztiil a plazma 6sszetevéi bejuthatnak
az agyszovetbe. Ennek kdszonhetden tobbféle mechanizmussal befolydsolhatjak az idegsejtek
miikodését [78, 79]. Ezek koziil a legjelentésebbnek az extravazalt plasma Osszetevok altal
okozott neuroinflammacié tlinik. Ezzel 6sszhangban eredményeink szerint idds hipertonias
egerekben a BBB karosodasa és az IgG fokozott extravazacidja a microglia sejtek fokozott
hippocampélis megjelenésével jar. Ezzel parhuzamosan idés hipertonids egerek
hippocampusdban fokozott a microglia-eredetli gyulladdasos mediatorok jelenléte ¢és
expresszidja. Ezekrdl a citokinekrdl, kemokinekrdl és reaktiv oxigén gyokokrdl kimutattak,
hogy neuronalis diszfunkcidhoz vezetnek [80, 81]. A fent emlitett vizsgélatok alapjan
feltételezhetd, hogy végeredményben a fokozott neuroinflammacios reakcio dsszefliggésben
all a hipertonia altal kivaltott hippocampus-fliggd kognitiv funkcidé kdrosodéasaval idds
egerekben.

Osszefoglalas

A fent részletezett vizsgalatok legfontosabb eredményeit roviden Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy az oOregedd agyi artéridk myogén konstrikcidja nem mutat adaptiv
novekedést magas vérnyomassal szemben, ami a 20-HETE/TRPC6 ttvonal korfiiggd
allatokban a magasvérnyomds okozta BBB-zavar sulyosbodéasaval, neuroinflammaécioval és
kognitiv hanyatlassal jar.
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IIL.2. Agyi erek myogén autoregulacios miikodésének karosodasa sulyos koponya-agy
sériilés utan

Bevezetés

A traumas agysériilés (TBI) a vezetd halalozasi okok egyike (40 év alatt az elsd), és a
hosszu tava rokkantsag egyik f6 okozoja [82]. A TBI koriilbeliil 1,7 millié embert érint évente
az Egyesiilt Allamokban [82-84] és 2,5 milli6 beteget az Eurdpai Unioban [84], a halalozasi
arany 35-40%. Az Egyesiilt Allamokban kériilbeliil 5,3 millio ember ¢l TBI-vel osszefiiggd
fogyatékossaggal [83], az EU-ban pedig 7,7 milli6 ember [84]. A sériilés pillanatdban a fejre
haté fokalis erd, illetve a koponyan beliili hirtelen gyorsulds/lassulas elsddleges karosodast
okoz az agyban. Ezt kovetéen, a primer karosodas altal elinditott, tobb, parhuzamosan
kialakul6 koros folyamaton keresztiil az agyszovet masodlagos karosodasa jon 1étre.

Egyre tobb kisérleti és klinikai bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a
masodlagos agykarosodas kialakulasaban. A jelenség nyilvanval6 kortani jelentdsége ellenére
[85-88, 98, 99] az agyi artéridk sulyos TBI-t kovetd myogén autoregulacids diszfunkcidjanak
hatterében allo sejtes és molekularis mechanizmusok nem voltak ismertek.

Hipotézis és modszer

Irodalmi adatok ¢és sajat megel6zd kisérletes eredményeink alapjan feltettiik, hogy a
TBI-indukalta mitokondrialis oxidativ stressz, valamint az abbdl szarmazo erdteljes agyi
receptor potencial vanilloid csatorna 4 (TRPV4)-fiiggd uton aktivalni képes a myogén valaszt
negativ visszacsatolassal szabalyoz6 membran csatornat, a kéalcium-fiiggé kalium csatornat
(BKca) [100-103][104-106]. Ezért szintén feltételeztiik, hogy a TBI-okozta mitokondrialis
H>O> ezen az tUtvonalon kdarositja az agyi erek myogén konstrikcidjat. Hipotéziseink
tesztelés¢hez sulyos difftiz koponya traumat idéztiink eld patkanyokban, majd megvizsgaltuk
az allatokbol izolalt arteria cerebri media-k (MCA) H>O: termelését, valamint nyomas-
indukalta myogén valaszait mitokondridlis szabadgyok fogok jelenlétében. Ezt kdvetden
meghatdroztuk a TRPV4 és BKca csatorndk specifikus blokkoloinak hatasat az agyi artéridk
TBI altal kivaltott myogén autoregulacios diszfunkcidjara, meghataroztuk e csatornak szerepét
az exogén H>O, altal kivaltott vazomotoros valaszokban, valamint patch clamp segitségével
jellemeztiik cerebrovaszkularis simaizom sejteken a HO; valamint TRPV4 inhibitorok hatasat
a BKca ion aramokra.

Eredmények
A mitokondrialis H>O: szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban sulyos
agyseriilés utan

Azt talaltuk, hogy a patkdnyokbol 24 6raval a sulyos TBI utan izolalt MCA-k myogén
Osszehtizodésai szignifikansan csokkentek a kontroll MCA-hoz képest az autoregulacid
nyomastartomanyaban (60-140 Hgmm kozott). A mitokondridlis antioxiddns mitoTEMPO
visszaallitotta a TBI utan csokkent myogén konstrikciot a kontroll MCA-k szintjére, ami arra
utal, hogy a mitokondriumokbdl szarmazé ROS kulcsszerepet jatszik a TBI altal kivaltott
myogén diszfunkcidoban. Eredményeink, amelyek szerint a kataldz (CAT- H»O, bomlasat
katalizalo antioxidans) szintén helyredllitotta a TBI utan latott csokkent myogén valaszt,
valamint a mitoTEMPO tovabbi hozza adasa nem jart addiciondlis hatassal, arra utalnak, hogy
a mitokondriumbdl szarmazo6 H,O, az elsddleges faktor, amely csokkenti az agyi erek myogén
Osszehtizodasat TBI utan. Ezt tdmasztottak ald tovabbi megfigyeléseink, miszerint a TBI
szignifikdnsan fokozta a cerebrovaszkularis H>O> termelést, ami szelektiven gatolhato volt
katalaz jelenlétében (2. abra).
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2. abra. A TBI karositja az agyi artériak myogén 6sszehuzédasat: a mitokondrialis H,O; szerepe.
A: izolalt arteria cerebri media-k (MCA) myogén valaszai (a nyomas-indukalta atmérdvalasz a 80
Hgmm-es passziv atméré (PD) szazalékdban van kifejezve) kontroll és TBI patkanyokban
mitokondrialis antioxidans mitoTEMPO (n=5 minden csoportban, *p<0,05 vs. kontroll; #p<0,05 vs.
TBI) és katalaz (CAT) jelenlétében (B). A mitoTEMPO érkamraba adasa nem noveli a CAT hatasat az
atméro valaszokra (n=5, *p<0,05 vs. kontroll; #p<0,05 vs. TBI). C: Cerebrovaszkularis H,O,-termelés
(reprezentativ képek és 0sszegzett adatok) kontroll patkanyok, TBI-patkanyok, valamint kontroll- és
TBI-patkanyok endothélium-mentes MCA-iban az erek katalazban (CAT) torténd inkubalasa utan. A
H,0; termelést a sejtpermeabilis oxidativ fluoreszcens indikator festék DCF fluoreszcenciaja mutatja.
(skala: 50 um, n=5 csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll).

A BKc, csatorna szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban sulyos agysériilés
utan

A BKc. csatorndk specifikus gatlasa paxillinnel izolalt MCA-kon a TBI utani gyengiilt
myogén konstrikciot a kontroll szintre allitotta vissza. Ezen tilmenden azt talaltuk, hogy a TBI-
n atesett patkdnyok MCA-iban a H>O; szignifikdnsan nagyobb dilataciot valtott ki, mint a
kontroll allatok MCA-iban, valamint a dilatator érvalaszt gatolta a BKca csatorna blokkolo
paxillin. Emellett azt talaltuk, hogy a TBI fokozza a BKc. csatornak cerebrovaszkularis mRNS
expresszidjat, ami valdszinilileg megmagyarazza a csatornak fokozott tagitd hatasat TBI utan.

A TRPV4 szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban sulyos agysériilés utan

Izolalt agyi erek TBI utdn csokkent myogén vélasza visszaall a kontroll szintre a
HC067047, a TRPV4 csatornak specifikus blokkoldja jelenlétében. Az MCA-k H>O; éltal
kivaltott dilatacioja csokkent HC067047 jelenlétében, arra utalva, hogy a H>O altal kivaltott
dilatdciot a TRPV4 csatorna medidlja. A TRPV4 agonista GSK1016790A-indukalta
vazodilatacid szignifikdnsan nagyobb volt TBI utan, mint kontroll éallatok agyi ereiben,
valamint azt a specifikus BKca csatorna blokkold paxillin gatolta. A TBI szignifikansan fokozta
a TRPV4 gén cerebrovaszkularis mRNS expresszidjat, ami valoszinlileg megmagyarazza a
TRPV4 agonista altal indukalt fokozott dilatator érvalaszt koponya trauma utan.

H>O; a TRPV4 csatornan keresztiil aktivalja a BKca csatornat izolalt cerebrovaszkularis
simaizom sejten

WKY Patkdnyok MCA-ibol izolalt vaszkularis simaizomsejteken (VSMC) mértiik a
BKca csatorna aramot patch clamp moddszerrel. 1zoldlt MCA-kon végzett eredményeinket
alatamasztva azt talaltuk, hogy a Hx O, a VSCM-eken szignifikansan novelte a BKca aramot,
amit a TRPV4 csatorndk gatlasa megsziintetett (3. abra).
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3. abra. A H;0; TRPV4 csatornan
keresztiil vezet a kalcium-aktivalt
kalium (BKca) csatornak
aktivaciojahoz. Izolalt
cerebrovaszkularis simaizom sejtek teljes
sejt BKc, édramait vizsgaltuk H,O;
hozzaadasara, valamint TRPV4 csatorna
inhibitor (1 uM HCO067047, mint HC
jelolve) ¢és BKca csatorna inhibitor
(paxillin ~ 100nM) jelenlétében és
hidnyaban (8-12 sejt/csoport). Az abran
az aram-fesziiltség gorbék ¢és az
aramsirtiség értékek lathatok (+60 mV
membranpotencial mellett). *p<0,05
H,0O, alkalmazasa el6tt és utan; !p <0,05
1 uM HC 067047 adasa el6tt és utan H>O;

jelenlétében.

Megbeszélés

A fenti eredmények elséként demonstraltdk, hogy stlyos TBI utan a vaszkularis
simaizom sejtekben torténd mitokondrialis szabadgyok termelddés [107, 108] kdzponti
szerepet jatszik az agyi artériak karosodott myogén Osszehtizoddsaban. A TBI-altal indukalt
mitokondrialis oxidativ stresszhez vezetd folyamatok nem tisztdzottak, de szerepe lehet
mechanoszenzitiv mtROS termelésnek[109, 110], a sériilt agyi parenchymabol felszabadulo
tényezOknek (beleértve a glutamat neurotoxicitast) [111-113] és/vagy humordalis tényezdknek
[114, 115]. A mitokondrialis szabadgyok termeldédésben az elektrontranszport lanc I. és III.
komplexe kiemelt szerepet jatszik [116, 117]. A mitokondridlis szuperoxidot a vaszkularis
simaizom sejtekben is expresszalodd manganaz szuperoxid-dizmutdz (MnSOD) alakitja H>O»-
vé [107, 118-121]. A H202-ra a mitokondridlis membranok jelentds permeabilitast mutatnak,
azokon athaladva a termelddést kovetden a simaizom sejtek citoszoljaban a H»O, szintje
megemelkedik [100]. Eredményeink, melyek szerint H>O2-t bontd katalaz helyreallitja a TBI-
s patkdnyokbdl szarmazd MCA-k myogén vélaszait, kisérleti bizonyitékot szolgaltatnak arra
vonatkozolag, hogy a mitokondriumokbol szarmazé megndvekedett H>O> szint kulcsszerepet

Kimutattuk, hogy a BKca csatorndk szelektiv blokkoldsa helyreéllitotta a TBI-s
patkanyokbol szarmazé MCA-k karosodott myogén konstrikciojat, valamint a BKca csatorna
blokkolé paxillin jelenlétében a H>O> nem valtott ki vazodilatacidt. Szintén, a HzO:
szignifikdnsan megnovelte a BKca csatorna aktivitdsat vaszkularis simaizomsejteken.
Mindezek azt sugalljak, hogy TBI utdn a mitokondriumokbodl szarmazé H>0O2 a BKca csatornak
aktivaciojan keresztiil csokkenti az agyi erek myogén konstrikciojat.

A vanilloid csaladba tartoz6 4-es tipusu tranziens receptor csatorndk (TRPV4)
mechanoszenzitiv, nem szelektiv kationcsatornak, amelyek fontos szerepet jatszanak a
cerebralis vazomotor toénus fenntartdsaban [104] és a simaizom sejtekben detektalt, BKca
csatorndkat szabalyozo Ca?" spark-ok kialakulasiban is [122]. Ezen Osszefliggések kortani
jelentdségét tartak fel eredményeink, melyek szerint a TRPV4 csatornak szelektiv blokkolasa
gatolja a H2O» 4ltal kivaltott vazodilataciot, és helyredllitja a TBI-s patkdnyokbdl izolalt agyi
artéridk myogén valaszait. Tovabba, az agyi artéridk TRPV4 agonista altal kivaltott
TBI utan fokozottan termelt mitokondridlis HoO2 a BKca-csatorndkat TRPV4 csatornakon
keresztiil aktivalja. Ennek az elképzelésnek kozvetlen kisérleti bizonyitékat adjak
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eredményeink, amelyek szerint izolalt cerebrovaszkularis simaizom sejteken a H,O, altal
kivaltott BKca aramot a TRPV4-blokkold HC067047 gatolja.

Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy sulyos diffuz koponya-agy sériilést kovetéen patkanyban fokozott
cerebrovaszkularis mitokondridlis H2O> termelés alakul ki, ami vanilloid tipusu tranziens
receptor csatornak (TRPV4)-on keresztiil aktivalja a vaszkularis simaizom sejtek Ca**-aktivalt
kalium (BKca) csatorndit, és ezaltal megakadalyozza a nyomdas-novekedés altal indukalt
myogén vaszkularis konstrikcio kialakulasat. Feltehetd, hogy ez a mechanizmus hozzajarulhat
a TBI-s betegek (altalunk is megfigyelt) autoregulacios diszfunkcidjahoz, és az utvonal célzott

c ey

csokkentheti a masodlagos agysériilést.

III.3. Az enyhe koponya-agy sériilés fokozza a hipertonia altal-indukalt
cerebrovaszkularis mitokondrialis oxidativ stresszt — a TBI-indukalta szabadgyok
képzodés hatékony csokkentése

Bevezetés

Epidemiologiai felmérések kimutattak, hogy meglévd tarsbetegségek sulyosbitjak a
traumds agykdrosodas (TBI) karos hatasait: hosszabb intenziv osztilyos kezelést
eredményeznek, valamint megndvelik a szovédmények és az ujboli koérhdzi kezelések
kockazatat [123]. A TBI-ben leggyakrabban azonositott komorbid allapot a hipertonia [124,
125], aminek jelentdségét aldhtzza, hogy kisérleti allatokban a magasvérnyomas fokozta a
TBI-t kdveté mortalitast [126].

Amint az fent kimutattuk, a TBI-altal okozott cerebrovaszkularis diszfunkcidban, és
minden bizonnyal a masodlagos agykarosoddsban, kozponti szerepet jatszik a
cerebrovaszkularis mitokondrialis oxidativ stressz [85] [127]. A leggyakoribb TBI tipus, az
enyhe koponya trauma (mild-mTBI) utdn ugyan a szabadgy6kok termelésének csak atmeneti
novekedését mutattdk ki [128], ennek szerepe lehet hosszi tdvl cerebrovaszkularis és
neuronalis eltérésekben. A magas vérnyomasrdl ismert, hogy Onmagéban illetve mas
korallapotokkal szinergizalva, fokozza a cerebrovaszkularis oxidativ stresszt [129], példaul az
oregedés altal kivaltott mitokondrialis oxidativ stresszt egerek agyi artéridiban [130].

Hipotézis és modszer

Feltettiik, hogy a mar meglévd artérids magas vérnyomads sulyosbitja az mTBI altal
kivaltott cerebrovaszkularis oxidativ stresszt azaltal, hogy fokozza a TBI altal kivaltott
mitokondrialis ROS (mtROS) termelést. Szintén feltételeztiik, hogy a TBI-indukalta oxidativ
stresszben a NADPH-oxiddz is szerepet jatszik. Végiil, célunk volt a megndvekedett
cerebrovaszkuldris oxidativ stressz hatékony csokkentése. Hipotéziseink tesztelése céljabol
enyhe TBI-t indukéltunk normotenziv Wistar és spontan hipertonids (SHR) patkanyokban. A
cellularis oxidativ stresszt arteria cerebri media (MCA) izolalt szegmenseiben vizsgaltuk
dihidroetidium (DHE) fluoreszcens festékkel. Az mtROS termelést a mitokondrium-specifikus
redox-érzékeny fluoreszcens MitoSox segitségével értékeltiik. A mitokondridlis oxidativ
stressz csOkkentésére a belsé mitokondridlis membranon beliil a citoszollal 6sszehasonlitva
1000-szeres koncetraciot elérd antioxidans Szeto-Schiller (SS)-31 peptidet hasznéltunk [131].
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Eredmények

Egyszeri, enyhe koponya trauma tartos mitokondridlis oxidativ stresszt indukal hipertonias
patkanyok agyi artéridiban

Az SHR-ek vérnyomasa szignifikdnsan magasabb volt, mint a normotenziv
patkanyoknak (Wistar: 109+3 Hgmm, SHR:183+3 Hgmm), amire sem az enyhe traumas
agysériilés, sem az SS-31 kezelés nem volt hatassal. Két héttel az mTBI utan a hipertonias
patkanyok agyi ereinek simaizom ¢és endothel rétegében egyarant fokozott DHE festddés
oxidativ stressz jelenlétére utalt, amit a TBI utdn megkezdett SS-31 kezelés szignifikdnsan
csokkentett. Célzottan a mitokondrialis szabadgyok termelddést vizsgalva azt talaltuk, hogy a
DHE-vel parhuzamosan a MitoSox fluoreszcencia szignifikansan megndvekedett mind az
endothel, mind a simaizomsejtekben SHR-ekbdl szarmazé MCA-kban, mig a normotenziv
patkanyok MCA-iban nem volt szignifikans valtozas. SHR-ekben a TBI utdn megkezdett SS-
31 kezelés szignifikdnsan csokkentette a MitoSox fluoreszcencidjat az endothelben és a
simaizomsejtekben egyarant.

A NADPH-oxidaz szerepe az enyhe koponya trauma dltal kivaltott fokozott mitokondrialis
oxidativ stresszben hipertonias patkanyok agyi artéridiban

A spontan hipertonids patkdnyok izolalt agyi artéridinak simaizom- és endothelialis
rétegeiben a DHE ¢és MitoSox fluoreszcencidval jelzett, enyhe TBI 4&ltal kivaltott
cerebrovaszkularis oxidativ stressz szignifikansan csokkent a NADPH-oxidaz inhibitor
apocinin jelenlétében. A NADPH-oxidaz Nox4 alegységének mRNS expresszidja
szignifikdnsan fokozddott az SHR-ek MCA-jdban mTBI utdn, amit az SS-31 kezelés
meggatolt. Mindez a NADPH-oxiddz kozponti szerepét mutatja enyhe TBI-indukalta
perzisztens mitokondridlis oxidativ stressz kialakuldsdban hipertonids patkanyok agyi
artéridiban.

Megbeszélés

A fent bemutatott egyik legfontosabb eredményiink, hogy meglévé komorbid
hipertonia jelenlétében egyetlen enyhe traumas agysériilés elegendd, hogy tartds oxidativ
stresszt idézzen eld az agy artéridiban. Az mTBI altal kivaltott perzisztalo cerebrovaszkularis
mitokondridlis oxidativ stressz funkcionalis kovetkezményei valdsziniileg sokrétliek. Amint
kimutattuk, a fokozott cerebrovaszkularis oxidativ stressz autoregulacids diszfunkcidhoz
vezethet, ezen kiviil az NO és a prosztanoid termelés és/vagy hasznosulas megvaltoztatasaval
ronthatja az endothel funkciot [132], csokkentheti az agyi bazalis véraramlast [133] és
elésegitheti a neurovaszkularis szét-kapcsolast [134]; ezek mindegyike hozz4 jarulhat kognitiv
diszfunkcio kialakulasdhoz. Eredményeinknek kiemelt transzlacios relevancidja van: az mTBI
valdsziniileg karosabb kovetkezményekkel jar hipertonias betegekben, mint normotenzids
emberekben. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy a ROS-fiiggd
¢s a neuronalis funkci6 romlasat TBi-n atesett, hipertonias és egyéb komorbiditasban szenvedd
emberekben.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a NADPH-oxidéaz aktivalasa részt vesz a perzisztalo
cerebrovaszkularis mitokondridlis oxidativ stressz kialakuldsdban. A mitokondrialis
membranhoz kapcsolt Nox4 alegység mechanikai erdk hatasara aktivalhato [135], aktivalodasa
pedig mitokondrialis oxidativ stresszt indukal [136]. Ezen mechanizmus jelentdségét mutatjak
azon eredmények, melyek szerint a Nox4 delécigja [137] és a NADPH-oxiddz inhibitor
apocinin [138, 139] csokkenti a TBI utdni masodlagos sériilés stlyossagat. Az egymast
kolesondsen erdsitd mitokondrialis és NADPH-oxidaz eredetli ROS termelést tdmasztjak ald a
mi eredményeink is, miszerint a Nox4 cerebrovascularis expresszidja tartosan megndvekszik
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az SHR-ekben mTBI utdn, amit a mitokondridlis oxidativ stressz célzott gatlasa SS-31-gyel
visszafordit.

Végiil, de nem utols6 sorban bemutattuk, hogy SS-31 kezeléssel (ami atlép a vér-agy
gaton) hipertonia és mTBI altal fokozott cerebrovaszkularis oxidativ stressz eredményesen
csokkenthetd. Ennek kiemelt jelentdsége van a tézisfiizetben kordbban, valamint késdbbi
fejezetekben bemutatott eredményeink tiikrében, melyek szerint a megndvekedett ROS ok-
agyi funkcionalis hiperémia csokkenésével [131] idés korban, valamint agyi erek
autoregulacios diszfunkcidjaval traumas agysériilés utan.

Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy komorbid hipertonia jelenlétében egyetlen enyhe traumds agysériilés
elegendd, hogy tartds, mitokondridlis és NADPH oxidéaz-eredetli oxidativ stresszt idézzen eld
az agy artéridiban. Szintén demonstraltuk, hogy a tartésan fennalld oxidativ stressz
megelézhetd SS-31 peptiddel torténd kezeléssel, ezzel egy preklinikai modellt 1étrehozva a
TBIl-asszocialt cerebrovaszkuldris oxidativ stressz hatékony csokkentésére, és karos
kovetkezményeinek megeldzésére.

I11.4. Az intraluminalis nyomas altal indukalt cerebrovaszkularis konstriktor és dilatator
utvonalak kozotti interakcio: agyi erek autoregulacios mitkodése sulyos koponya trauma
utan egyidejii magasvérnyomas betegség jelenlétében

Bevezetés

Az agyi erek myogén autoreguldcios funkciojanak eltéréseit bemutatd fejezetekben
targyaltam, hogy a kronikus magas vérnyomas a 20-HETE/TRPC6 utvonal fokozott aktivitdsan
keresztiil az agyi artériak fokozott nyomas-indukalta myogén konstrikcidjat idézi eld, ami az
szerepet jatszhat. Szintén bemutattuk, hogy sulyos traumas agysériilést kovetden a
cerebrovaszkularis Ca*'-fliggd kalium (BKca) csatorna-TRPV4-csatorna dilatator utvonal
aktivalodasa az agyi rezisztencia erek nyomas-indukalta konstrikciojanak csokkenéséhez
vezet. Nem volt ismert azonban, hogy a 20-HETE-fliggd konstriktor ¢s a BKca-fliggd dilatator
utvonalak miként hatnak egymasra. A kérdés korélettani jelentdsége mellett a valasz klinikai
jelentdségét a korabban emlitett tény adja, miszerint a TBI-n atesett betegek leggyakoribb
cerebrovaszkularis riziké faktora a magas vérnyomas [140, 141], ami a TBI-indukalta

crer

144].

Hipotézis és modszer

A nyomas-indukélta koéros konstriktor és dilatator cerebrovaszkularis utvonalak
interakciojanak vizsgalata céljabol kronikus magasvérnyomasos patkanyokban stlyos koponya
traumat idéztiink eld, majd izoldlt agyi artéridik myogén valaszait Osszehasonlitottuk
normotenziv, valamint traumat el nem szenvedett allatok agyi érvalaszaival. Feltettiik, hogy a
hipertdnia altal fokozott, 20-HETE fliggd utvonal gatolja a BKc. -mediélta dilatator itvonalat.
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Eredmények
A hipertonia altal indukalt fokozott myogeén vazokonstrikcio agyi artériakban nem valtozik
sulyos traumas agykdrosodds utin

A spontan hipertonids patkdnyok-ban (SHR) (traumas agysériiléssel (TBI) és anélkiil
is) szignifikdnsan magasabb szisztolés vérnyomasértékeket mértiink, mint a kontroll 4llatokban
(WKY). A hipertonids patkanyok artéria cerebri media (MCA) izolalt szegmentumainak
myogén konstrikcidja fokozddott a normotenziv WKY-hez képest, a nyomas-atmérd gorbét
nagyobb intralumindlis nyomasértékek fel¢ tolva. Mig traumdés agysériilés szignifikdnsan
csokkentette a normotenziv WKY patkdnyok MCA-inak myogén valaszat, az MCA
szegmentek myogén valaszai hipertonids patkdnyokban TBI utdn fokozottak maradtak (nem
kiilonboztek a kontroll, trauman at nem esett SHR-ekbdl szarmazé MCA-k myogén
Osszehtizodasaitol). Az MCA-k konstriktor valaszai U46619 tromboxdn A2 agonistaval
szemben nem kiilonbdztek szignifikdnsan a csoportok kozott (4. dbra).

A 20-HETE szerepe a hipertonia-indukalta fokozott cerebrovaszkularis myogén tonusban
sulyos traumas agykdrosodds utin

Az SHR-ekbdl szarmazdé MCA-k szignifikdnsan megndvekedett myogén valasza 140
Hgmm-en a specifikus 20-HETE szintézis inhibitor HET0016 jelenlétében a normotenziv
patkanyok MCA-jaban latott tonus szintjére csokkent. Traumas agysériilést kovetd SHR-ekben
az MCA-k myogén tonusa szignifikansan fokozott maradt, amit a HET0016 szintén blokkolt.
A 20-HETE-¢ét szintetizadldo cyp450 Cyp4al ¢és Cyp4a3 izoformok cerbrovaszkularis
expresszidja szignifikdnsan megndtt SHR-ekben a normotenziv allatokhoz képest, és ez nem
valtozott traumds agykarosodas utan. A TBI szignifikdnsan csokkentette a Cyp4al
cerebrovaszkularis expresszidjat normotenziv patkanyokban (4. dbra).
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4. abra. Az agyi artériak hiperténia altal kivaltott megnivekedett myogén téonusat nem
befolyasolja a traumas agysériilés. A: Szisztolés vérnyomas Wistar-Kyoto (WKY) és spontan
hipertonias patkdnyokban (SHR) sulyos traumas agysériilést kovetéen (WKY-TBI és SHR-TBI, n=6
csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs.TBI). B: 1zolalt artéria cerebri media (MCA) nyomas
altal kivaltott myogén valaszai ugyanazon patkanycsoportokban. Az ératmérdt az egyes MCA-k 80
Hgmm-en mért passziv atmérdjenek szazalékaban fejezziik ki. A mellék abra a vizsgalt MCA-k
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konstriktor vélaszait mutatja az U46619 (107 mol/l) tromboxan A2 agonistival szemben (n=6
csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs. TBI). C: A konstriktor 20-HETE-t termel0 citokrom
P450 enzimek specifikus gatlasanak hatasa (HET0016-al) a vizsgalt allatcsoportokbol izolalt MCA-k
fokozott myogén toénusara (n=6 csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs.SHR; $p<0,05 vs.
SHR-TBI. D: A 20-HETE-t termel6 citokrom P450 Cyp4al és Cyp4a3 izoformok mRNS expresszioja
a fenti allatcsoportok MCA-iban (n=5 csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs.TBI).

Megbeszélés

Az értékezés megeldzO részeiben részletes targyaltuk, hogy az agyi autoregulécio,
valamint annak kdzponti vaszkularis mechizmusa, a nyomas-indukélta myogén vélasz miként
tartanak fent megkdzelitdleg allando véraramlast a szisztémas vérnyomads valtozasai ellenére.
Szintén demonstraltuk, hogy kronikus magasvérnyomas a myogén konstrikcio fokozodéaséhoz
vezet. Korabbi ¢és itt bemutatott eredményeink szerint, egérben és patkdnyban egyarant, ennek
a mechaizmusnak a hatterében a magas vérnyomas altal indukalt fokozott cerebrovaszkularis
citokrém P450 w-hidroxildz expresszio és fokozott 20-HETE termelddés allhat [16, 145, 146].
Ahogy azt kordbban bemutattuk, a TBI aktivalja az agyi erek simaizom rétegében a BKca-
TRPV4 vazodilatator utvonalat, ami az agyi erek myogén konstrikciojanak gyengiiléséhez
vezet. Fenti eredményeink szerint magasvérnyomas jelenléte esetén a TBI nem befolyasolja a
citokrom P450 w-hidroxilaz expressziot €s a 20-HETE fokozott, nyoméas-indukalta konstriktor
hatasat, és a trauma nem tudja aktivalni a BKc.-TRPV4 vaszkularis ttvonalat. Ebben
feltehetdleg a 20-HETE BKca-csatornan leirt gatld hatdsanak kdzponti szerepe lehet [147], amit
kisérletesen mi is kimutattunk. Ezen eredmények alapjan a feltart két cerebrovaszkularis ut
kozotti parbeszéd farmakologiai moduléldsaval, pl. a cerebrovaszkularis 20-HETE termelés
fokozasaval a TBI altal indukalt autoregulacios diszfunkcio befolyédsolhato lehet.

Osszefoglalas

A tézisfiizet elsd, autoregulacios vizsgalatokat bemutatd részében bemutattam, hogy az
autoregulaciés funkciod karosodasat élettani szinten a cerebrovaszkularis érfal intraluminalis
nyomas-indukalta Osszehuzodasanak karosoddsa okozza, amelynek hatterében az adott
koérallapottdl fiiggd molekularis mechanizmusok allnak. Munkatarsaimmal kimutattuk, hogy
oregedésben a hipertonidhoz adaptalodott agyi erek a 20-hydroxieicosatetraén sav (20-HETE)
— tranziens receptor potencidl csatorna 6 (TRPC6) konstriktor ttvonal csdkkent miikddése
miatt nem képesek megfeleld nyomds-indukalta 0sszehuzddast elérni, ezzel feltehetdleg a
mikrokeringés hidrosztatikai/volumen terhelésén keresztiil hozzajarulnak a korfiiggd vér-agy
gat zavar kialakulasdhoz. Szintén kimutattuk, hogy a traumds agykarosodas (TBI) utan latott
csokkent konstriktor valasz, aminek hasonld koérélettani kovetkezményei vannak (agyi
hiperémia, intracranialis nyomas novekedése, vér-agy gat zavar) a fentiekkel szemben nem egy
konstriktor utvonal csokkent mikddése miatt alakul ki, hanem a TBI-t kovetd excessziv
mitokondrialis hidrogén-peroxid termelddés vezet a kalcium-fiiggd kalium csatorna (BKca)-
tranziens receptor potencidl csatorna 4 (TRPV4) dilatator Ut tal-aktivalasahoz. Szintén
kimutattuk, hogy a trauma altal eldidézett cerebrovaszkularis mitokondrialis oxidativ stressz
farmakologiailag effektiven csokkenthetd, valamint a fokozott dilatator valasz a bemutatott
konstriktor titvonalon keresztiil moduléalhato.
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IV. A neurovaszkularis kapcsolas karosodasa: preklinikai modellekt6l az emberig

IV.1. A neurovaszkularis kapcsolas szerepe a kognitiv funkcioban

Bevezetés

Az agyi mikrokeringés patofiziologids valtozasai kritikus szerepet jatszanak az
agymiikodés pl. életkorral 0sszefiiggd hanyatlasaban [148]. A neuronok energiaigénye nagy,
az agynak pedig kevés tartalékkapacitdsa van. A megndvekedett neuronalis aktivitas
kiszolgalasa miatt sziikkség van az oxigén- és gliikkozszallitas iddben és regiondlisan illesztett,
gyors novekedésére. Ezt egy ,,feed-forward” elven miikodé mechanizmus, a neurovaszkularis
kapcsoléas biztositja [46]. A neurovaszkuléris kapcsolds létrehozasaban kozponti szerepet
jatszik a neurdlis aktivacio altal kivaltott neuronalis és endothelialis nitrogén-monoxid (NO)
termelés [48, 51, 149], valamint az aktivalt perivaszkularis astrocytakbol felszabadul6 dilatator
arachidonsav metabolitok: epoxygenazok altal termelt epoxieikozatrién-savak (EET) és
cyclooxigendz eredetli prosztaglandinok [150-152]. Az NO, EET-k és prosztaglandinok kéros
termelése és/vagy felszabaduldsa miatti neurovaszkularis karosodast (szét-kapcsolast) tobbféle
korkép allatmodelljében valamint betegekben is demonstraltdk [62, 63, 132]: déregedésben,
elhizasban [153], hipertonidban [154], Alzheimer-korban [155]. Bar a tdpanyagok és az oxigén
szallitdsanak zavara nyilvanvaléan hatranyosan érinti a neuronok miikodését, mind az
oregedés, mind a fent emlitett betegségek Osszetett funkcionalis és fenotipusos valtozasokat
idéznek eld az ideg- és gliasejtekben [156]. Ennek megfeleléen az emlitett betegségek
modelljeiben végzett vizsgalatok soran kihivast jelent a neurovaszkularis szét-kapcsolas
specifikus szerepének megallapitasa a kognitiv karosodas kialakulasaban.

Hipotézis és modszer

Az alabb bemutatott vizsgalat feltevése az volt, hogy a neurovaszkularis szét-kapcsolas,
primer neuronalis deficit hidnyaban, klinikailag szignifikans kognitiv karosodast (és egyéb
agyl milkodési zavarokat) eredményez. Hipotézisiink tesztelésére neurovaszkuldris szét-
kapcsolast indukaltuk egészséges fiatal egerekben az NO, EET és prosztaglandin szintézis
specifikus farmakologiai gétloszereivel, majd felmértiik az allatok bazalis véraramlasat,
neurovaszkuldris valaszait, kivaltott neuralis valaszait és szinaptikus folyamatait, valamint

crevs

Eredmények
A neurovaszkularis szét-kapcsolas dllat modellje

Fiatal egészséges egerekben az NO, EET ¢és prosztaglandin szintézis gatlo szereivel
torténd  szisztémids  kezelést  kovetden  (a  gatlészerek  roviditése  alapjan
MSPPOH+NAME+INDOQO) a bajusz-stimulacio altal kivaltott véraramlds novekedés a
kontralateralis szomatoszenzoros kéregben szignifikansan csokkent a vivé anyaggal kezelt
allatok valaszaihoz képest (5. abra). A véraramlds nodvekedéssel parhuzamosan a
szomatoszenzoros kéregben a neuronalis aktivacid sordn az extracellularis gliikoz
koncentracioja szintétn ~ megemelkedett, ami szignifikdnsan ~ csokkent  az
MSPPOH+NAME+INDO-vel kezelt allatokban (5. dbra). A neurovaszkularis szét-kapcsolast
indukal6 farmakologiai kezelés nem okozott szisztémas hemodinamikai eltéréseket. A bazalis
agyi véraramlast (CBF) a szomatoszenzoros kéregnek megfelelden (koronalisan a bregmatol
1-1,5 mm-re caudélisan) 7T térerejii kisallat MRI segitségével, arterial spin labeling
szekvenciaval hatdroztuk meg. A szdmitott CBF értékek nem kiilonbdztek a kontroll és az
MSPPOH+NAME+INDO csoport kozott. Eredményeink szerint az MSPPOH+NAME+INDO
kezelés nem valtoztatta meg a szomatoszenzoros kéreg bazalis neurondlis aktivitds, sem a
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kontralateralis bajusz-stimuldci6 altal kivaltott (excitatorikus posztszinaptikus potencialt
jellemzd) mezd potencial valaszok amplitidojat.
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5. abra. Kisérletileg indukalt neurovaszkularis szét-kapcsolas egerekben. (A) Az agyi véraramlas
(CBF) reprezentativ kisérletes regisztratuma laser Doppler szenzorral mérve a szomatoszenzoros
kéregben ellenoldali bajusz-parna elektromos stimuldcidja soran egérben (aram: 0,2 mA, impulzus
idotartama: 0,3ms, 2Hz-en 30-30 sec. peridodus) N-(metil-szulfonil)-2-(2-propinil-oxi)-benzol-
hexanamid (MSPPOH), 1-NG-nitroarginin-metil-észter (L-NAME) ¢és indometacin (INDO) topikalis
adasa el6tt (Control, bal regisztratum) ¢és utdn (jobb regisztratum). (B) A panel az
MSPPOH+NAME+INDO kezelés hatasdnak Osszegzett adatait mutatja be bajusz-stimulaciora adott
CBF-valaszokra (kontroll: n=9, kezelt: n=6, *p<0,01 vs. kontroll). (C) Eredeti regisztratumok az
extracellularis  gliikoz ([gliikéz]e) valtozasairél bajusz-stimulacié hatasara (5 Hz, 2 perc),
amperometriaval, MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek szomatoszenzoros kérgében gliikoz
bioszenzorral mérve. ,,0 szenzor”: a gliik6z szenzorral megegyez6 elektroda, biologiai jel érzékeléséhez
sziikséges enzimek nélkill. Az Osszefoglaldo adatokat a (D) panel mutatja. Az
MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt allatokban, a  neurovaszkularis szét-kapcsolas
kovetkezményeként, a bajusz-parna stimulacio altal kivaltott gliikoz valasz szignifikansan csokkent
(n=6 csoportonként, *p=0,002 vs. kontroll).

A neurovaszkularis szét-kapcsolast kévetoen kognitiv funkcio zavar alakul ki

A neurovaszkuléris szét-kapcsolds a térbeli munkamemoria kdrosodéasdhoz és az
ujdonsagkeresd magatartds csokkenéséhez vezetett. Ennek megfelelden a kontroll egerek
szignifikdnsan tobb id6t toltottek az Y-maze Ujként bemutatott karjan, mint a korabban
meglatogatott karokon. Ezzel szemben az MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek
szignifikansan kevesebb id6t toltdttek az ) karon. A kontroll egerek esetében az un. transzfer
latencia a kisérlet 2. napjan szignifikansan csokkent (~37%-kal) az 1. naphoz képest, ami
megtartott tanulasi képességet jelez. Ezzel szemben az MSPPOH-+NAME+INDO-val kezelt
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egereknél a transzfer latencia a két vizsgalati napon hasonlé volt, jelezve a tanulési képesség
karosodasat. Ezt kdvetden az egerek teljesitményét a ,,novel object recognition” (1j targy
felismerési) tesztben is mértiik. A kontroll egerek 1ényegesen hosszabb ideig vizsgaltdk az 1j
objektumot (a  kalkuldlt felismerési index (RI) 70+£2,8%-o0s volt). Az
MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek nem mutattak fokozott érdeklddést az 0j objektum
irant, RI-jlik (59+4%) szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll csoportnal (6. dbra).
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6. abra. A neurovaszKkularis szét-kapcsolas a tanulas és a memoria karosodasat okozza. (A és B)
Egerek térbeli memoria tesztelése Y-maze-ben (sematikus kép labirintuson kiviili jeldlésekkel: x:
kezddkar, y: ,,masik” kar, z: 0j kar). Kontroll allatok intakt térbeli memora funkciojara utal, hogy az
ujként bemutatott karba tobbszor 1éptek be, és abban tobb id6t toltottek, mint az ismert karban. Az
MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek térbeli memoridja karosodott: az ujként bemutatott karba
az ismert karral azonos szamban 1éptek be, és ott hasonloan hosszl idot toltottek (n=20 csoportonként).
(C) A tanulast az ,,elevated plus maze” tanulasi protokolljaval mértiik. A kontroll egerek szignifikansan
csokkent transzfer latenciat mutattak a 2. napon (¥*p=0,027 vs.1.nap), ami intakt hippocampus-fiiggd
tanulast jelez. Az MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek transzfer latenciaja hasonlo volt az 1. és
2. napon, az egerek tanulasi képessége csokkent (n=20 csoportonként). (D) Az 0j targy felismerési
vizsgalata alapjan szamolt felismerési index (RI, az 0j objektum vizsgalatara forditott id6t a teljes
targyvizsgalathoz viszonyitva) szignifikansan csokkent MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt
egerekben (n=20 csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll). INDO: indometacin; MSPPOH: N-(metil-
szulfonil)-2-(2-propinil-oxi)-benzol-hexanamid; I-NAME: I-NG-Nitroarginin-metil-észter.

A hippocampus-fiiggo tanulas és memoria szinaptikus folyamatai nem térnek el a kisérleti
csoportokban

A kisérleti csoportokban hippocampalis corticalis szeletek gyrus dentatusdban a
potencialodast. A  fEPSP  meredeksége hasonldoan nétt a kontroll ¢és az
MSPPOH+NAME+INDO kezelt csoportokban a 60 perces kisérleti id6 alatt. A perforans palya
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elektromos stimuléacidja (5 pA 1épésekkel 100 pA-ig novelve) altal kivaltott excitatorikus
posztszinaptikus potencidlok normalizalt nagysadga szintén nem kiilonbdzott a két csoport
kozott.

Megbeszélés

Tudomasunk szerint a fent részletezett eredmények voltak az elsdk, amelyek bemutattak,
hogy a farmakoldgiailag indukalt neurovaszkularis szét-kapcsolas egerekben kognitiv karosodassal
jar. Fontos kiemelni, hogy az alkalmazott farmakoldgiai kezelés nem befolyasolta a kérgi kivaltott
valaszokat ¢és a szinaptikus milkodést jelz paramétereket, valamint a bazalis agyi véraramlast,
vagyis a latott kognitiv funkcié romlds minden bizonnyal a csokkent reaktiv hiperémia
kovetkezménye volt. Eredményeinknek fontos klinikai jelentésége van. El6szor is kimutattak,
hogy szdmos patofizioldgiai allapot hatranyosan befolyasolja az értagito NO, EET-k és/vagy
prosztaglandinok szintézisét, feltehetdleg eldsegitve a neurovaszkularis szét-kapcsolast.
Példaul szamos kardiovaszkuldris kockazati tényezd, koztik a magas vérnyomds, a
diszlipidémia, a dohanyzas és az elhizas, amelyek az idds betegek kognitiv hanyatldsanak
fontos kockazati tényez6i [157, 158], csokkentik a NO biohasznosulasat a mikrokeringésben
az oxidativ stressz eldsegitésével, az endothelidlis NO-szintdz szétkapcsolasaval, illetve
gatlasaval. Az oxidativ stressz €s az endothel diszfunkcid befolyédsolja az arachidonsav
metabolizmusat, csokkenti az értagitd prosztaglandinok és EET-k termelését, és fokozza az
arachidonsav vazokonstriktor metabolitjainak, példaul a 20-HETE-nek a termelését [132]. Az
értagitd arachidonsav metabolitok szintézisének karosodasa szerepet jatszik az IGF-1
hianyaval 0sszefliggd neurovaszkuléris szét-kapcsoldsban is (Id. késébb). Masodszor, az
értagitd NO, EET-k és/vagy prosztaglandinok szintézisét megzavar6 farmakologiai kezelések
¢s étrendi, ¢letmodbeli tényezdk ronthatjak a neurovaszkularis kapcsolast, és ezaltal a kognitiv
funkcidt. Példaul kimutattdk, hogy az értagitd arachidonsav metabolitok szintézisének
farmakologiai gatloi kérositjdk a neurovaszkuldris kapcsolast emberben [159, 160].
Eredményeink szerint a szisztémas hatasok altal kivaltott, a szomatoszenzoros kéregben
kimutatott neurovaszkuldris szét-kapcsolas jelezheti a kérgi és a hippocampalis funkcio
karosodasat. Ennek az eredménynek fontos jelentésége van azon human vizsgalatok
eredményeinek értelmezésében, amelyekben a neurovaszkularis kapcsolas valtozasait gyakran
jellemzik a szomatoszenzoros kéreg illetve az occipitalis lebeny szenzoros ingerekre adott
valaszaival [160].

Osszefoglalas

Eredményeink szerint izolalt neurovaszkuldris szét-kapcsolds (a neurovaszkularis
hiperémias valasz csokkenése, karosodasa) a kognitiv funkcié karosodédsaval jar. Kiilonbozo
kognitiv funkcio-zavarral jardo népbetegségek patofizilogiai folyamataiban ennek kozvetlen
szerepe lehet, ezért terapids megeldzése vagy vissza forditdsa kiemelt jelentségli. A
kovetkezdkben ez utdbbira szeretnék példat mutatni!
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IV.2. A neurovaszkularis kapcsolas karosodasa oregedésben: a cerebrovaszkularis
oxidativ stressz szerepe és annak farmakologiai csokkentése

Bevezetés

Irodalmi adatok szerint a neurovaszkularis kapcsoléds idds korban karosodott [61-64],
ami (fenti eredményeink alapjan is) valosziniileg hozzédjarul a kérgi funkcidk életkorral
Osszefliggd hanyatlasdhoz [161, 162]. Ennek megfeleléen, az idés emberek ¢és betegek
neurovaszkuldris kapcsolasat javitd terapids beavatkozasok szamos, életkorral Osszefiiggd
neurologiai diszfunkcidt javithatnak. Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy az dregedés a
NADPH-oxidaz-eredetli reaktiv oxigén gyokok (ROS) fokozott termelésével jar az agyi
mikrovaszkulatiraban, ami, valosziniileg endothel diszfunkci6 kialakulasan keresztiil, az NO
bioldgiai hozzaférhetdségének csokkenésével [61, 62, 155, 163] hozzajarul az idés egerekben
latott neurovaszkularis kdrosodashoz [163]. Ezen eredmények alapjan logikus az a feltételezés,
hogy az endothel funkciot javitdé gydgyszeres kezelések képesek javitani a neurovaszkularis
kapcsolast idés korban. A ndvényi eredetli polifenol resveratrol (3,4',5-trihydroxystilbene)-rol
kimutattdk, hogy laboratoriumi éallatokban jelentds endothélvédd hatast fejt ki az aortdban és a
periférias keringés ereiben mind az dregedés soran, mind vaszkularis rizikofaktorok jelenlétében
[164-168]. Szintén ismert, hogy a resveratrol noveli az endothéliumbdl szarmazé NO
biohasznosulasat, és gatolja a NADPH-oxidazokat a nagy erekben [165, 166, 169-171].

Hipotézis és modszer

A kovetkezdkben részletezett vizsgalatok célja annak a hipotézisnek a tesztelése volt, hogy a
resveratrol javitja az agyi erek endothel funkcidjat, és ezaltal visszaallitja a neurovaszkularis
kapcsolast idés egerekben. E cél elérése érdekében idds (2 év) egereket resveratrollal
kezeltiink, majd teszteltiik a neurovaszkularis kapcsolast és a cerebromicrovaszkularis endothel
funkciot. Felmértilk a cerebrovaszkularis oxidativ stressz markereit, valamint a NADPH-
oxidaz expressziojat. Az in vivo eredmények alatdmasztasara in vitro is vizsgaltuk a resveratrol
ROS termelésre ¢s NADPH-oxidéaz expresszidjara gyakorolt hatasat idés allatokbdl szarmazé
cerebromicrovaszkularis endothel sejtekben.

Eredmények
Resveratrol kezelés visszaallitia a csékkent neurovaszkuldris kapcsolast idos egérben: az NO
szerepe

A kontralateralis bajusz-stimuldcié altal a szomatoszenzoros kéregben indukalt
véraramlas (CBF)-emelkedés csokkent idds (2 év) egérben a fiatal allatok (3 honap) hiperémias
valaszaihoz képest. 10 napos resveratrol-kezelés szignifikdnsan megndvelte az idds egerekben
latott csokkent szomatoszenzoros stimulus altal kivaltott aramlas-valaszokat, visszaallitva a
neurovaszkuldris kapcsolast a fiatal egereknél megfigyelt szintre. A resveratrol-kezelés nem
befolydsolta a neurovaszkularis kapcsolast fiatal allatokban, valamint nem befolyasolta a
kiindulasi alap véraramlasi szintet sem fiatal, sem idds egerekben (7. dbra). Fiatal allatokban a
NO szintdz-inhibitor L-NAME (perfundélt koponya ablakra tortént topikalis addsa utan)
szignifikdnsan csokkentette a bajusz-stimulacié altal kivaltott véraramlas valaszokat a
szomatoszenzoros kéregben, megsziintetve az életkor-indukalta kiilonbséget. 1d6s allatokban
az L-NAME beadasa nem volt hatassal a csokkent neurovaszkularis kapcsolasra. Ezzel
szemben a resveratrollal kezelt idds egerekben az L-NAME szignifikdnsan csdkkentette a
bajusz-stimulaci6 altal kivaltott, megndvekedett véraramlas-valaszokat, ami arra utal, hogy a
resveratrol-kezelés NO kozvetitésével allitotta vissza a neurovaszkularis kapcsoldst idds
egerekben.
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7. abra. A resveratrol kezelés visszaillitja a neurovaszkularis kapcsolast idds egerekben. A: A
resveratrol-kezelés (200 mg/kg, 10 napig) hatdsa a bajusz-parna stimulacio altal kivaltott
szomatoszenzoros véraramlas emelkedésre (CBF) és bazalis véraramlasra (B) fiatal (Young, 3 honap)
és id6s (Aged, 24 honap) egerekben (n = 8 csoportonként, *p < 0,05 vs. Young; #p< 0,05 vs. Aged).

Resveratrol kezelés visszaallitia a csokkent endothel-fiiggo, acetil-kolin daltal indukalt, NO
medialta cerebrovaszkularis valaszokat idos egerekben

Az endothel-fiiggd dilataciot kivalto acetil-kolin (ACh) topikalis alkalmazésa a lokalis
agyl véraramlas szignifikans novekedését eredményezte fiatal egerek szomatoszenzoros
kérgében. Az ACh altal kivaltott CBF-novekedés szignifikdnsan (~50%) csokkent idds
egerekben, amit a resveratrol kezelés szignifikdnsan megnovelt (visszaallitva a valaszokat a
fiatal egereknél megfigyelt szintre). Az L-NAME szignifikansan gatolta az ACh altal kivaltott
CBF valaszokat mind a fiatal allatokban, mind a resveratrollal kezelt id6s egerekben, mig a
kezeletlen id6s egerekben nem fejtett ki szignifikans hatast.

A NADPH-oxidaz inhibitor apocinin visszaforditia a neurovaszkularis diszfunkciot idos
egerekben

A bajusz-stimuléciot kovetd CBF valaszokat idds allatokban szignifikdnsan novelte a
NADPH-oxiddz inhibitor apocininnel végzett topikalis (koponya ablakon keresztiil, az
agykéregre kozvetleniil adott) kezelés.

A resveratrol kezelés csokkenti az oregedeés altal kivaltott oxidativ stresszt

A kérgi agyszOvet 3-nitrotirozin tartalma szignifikdnsan megemelkedett idds
egerekben, ami 6sszhangban van az idds agy leirt, fokozott oxidativ/nitrozativ stresszével [172,
173]. Resveratrol-kezelést kovetden az idds egerek agyszovetében szignifikansan csokkent a
3-nitrotirozin szint, ami aldtdmasztja azt az elképzelést, hogy a resveratrol antioxidans hatésai
kozponti szerepet jatszanak az oregedéssel jardo mikrovaszkularis védéhatasaban.

In vitro resveratrol kezelés csokkenti az oxidativ stresszt oreg mikrovaszkularis endothel
sejtekben

A resveratrol cerebrovaszkularis antioxidans hatasanak in vitro alatdimasztasara DCF
fluoreszcencia modszerrel értékeltiik annak hatasat a cellularis ROS termelésre id6s allatokbol
szdrmazo6 cerebromikrovaszkularis endothel sejteken (CMVEC). Azt taldltuk, hogy az idds
allatokbol szarmaz6 CMVEC-ben a ROS-termelés jelentdsen megnétt a fiatal allatokbol
szarmazo sejtekhez képest, amit a resveratrol kezelés szignifikdnsan csokkentett, megsziintetve
a két csoport kozotti kiilonbséget.
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Resveratrol-kezelés csokkenti a NADPH-oxidazok expressziojat idos egerek agyaban

Idds egerek agykérgében a NADPH-oxidaz Nox 1, Nox2 és Nox4 alegységeinek mRNS-
expresszioja a fiatal egerekhez képest szignifikdnsan ndvekedett. 1d6s egerek resveratrol-
kezelése a NADPH-oxidaz-alegységek expressziojat lecsokkentette a fiatal allatokban latott
szintre.

In vitro resveratrol kezelés csokkenti a NADPH-oxiddzok expressziojat oreg mikrovaszkularis
endothel sejtekben

In  vivo eredményeink alatdmasztdsa céljabol  kimutattuk, hogy idds
cerebromikrovaszkularis endothel sejtekben a NADPH-oxidaz Nox2 és Nox4 alegységeinek
mRNS expresszidja a fiatal sejtekhez képest ndvekedett, amit resveratrol hozza adasa
szignifikansan csokkentett.

Megbeszélés

Korabbi vizsgalatokkal 0Osszhangban kimutattuk, hogy az Oregedés jelentds
neurovaszkularis diszregulacidhoz [163] vezet, a szinaptikus aktivitas altal kivaltott véraramlas
valaszok jelentds csokkenésével. A neurovaszkularis kapcsolas életkorral Osszefiiggd
kéarosodasanak jelentdségét az adja, hogy ok-okozati Osszefiiggésben allhat Osszetett kérgi
funkciok, koztik a kognitiv funkcié hanyatlasdval [161, 162]. Munkatarsaimmal el6szor
demonstraltuk, hogy a neurovaszkularis kapcsolds Oregedés okozta csokkenése helyreall
resveratrol kezelést kovetden. A kulcsfontossagi homeosztatikus mechanizmus helyreallitasa
valésziniileg jotékony hatassal van az agymiikodésre Sregedés soran. Igy logikus a feltevés, hogy
a neurovaszkularis kapcsolds javulasa hozzajarul a resveratrol-kezelés kognitiv funkcidra
gyakorolt pozitiv hatasdhoz id0s ragcsalokban [174-176]. Eredményeinknek fontos klinikai
jelentdsége van. Emberben a resveratrol jol toleralhatd, jelentds toxicitasrdl nem szamoltak be
[177]. Bar a resveratrol biohasznosulasa a parenchymas szovetekben viszonylag alacsony, a
vérrel kozvetleniil érintkezd vaszkuléris endothélium idedlis célpont a resveratrol és aktiv
metabolitjai szamara [177]. Allatkisérletes eredményeink transzlacios értékét mutatja, hogy
embereknél a rovid tavu resveratrol kezelés dozisfiiggden megndvelte az agyi véraramlast
kognitiv feladat végrehajtdsa kozben [178]. Ezek alapjan tovabbi vizsgalatoknak kell
tisztaznia, hogy idds betegeknél rovid és/vagy hosszll tavl resveratrol bevitele javitja-e a
neurovaszkuldris kapcsolast, és csokkenti-e az életkorral Osszefliggd kognitiv hanyatlas
eléfordulasat vagy sulyossagat [179].

Egyre tobb Kkisérleti bizonyiték 4ll rendelkezésre arra vonatkozodan, hogy az
endothelialis NO-termelés fontos szerepet jatszik a neurovaszkuldris kapcsolasban [51, 55,
180]. A resveratrol kezelés visszadllitotta a neurovaszkularis kapcsolast idds allatokban,
eredményeink szerint az endothelidlis NO altal kozvetitett cerebro-mikrovaszkularis dilatacid
javitasan keresztiil.

Az Oregedés altal kivaltott cerebrovaszkularis endothel diszfunkcidban kozponti
szerepet jatszik a ROS éaltal csokkentett NO termelés, illetve fokozott lebomlas.
Munkatasaimmal kimutattuk, hogy a NADPH-oxid4z gatlasa visszaallitja a neurovaszkularis
kapcsolast és az endothel-fiiggd véraramlas novekedést idés egerekben, valamint resveratrol
kezelés csokkenti a NADPH-oxidaz szignifikansan fokozott expresszigjat idos egerek agyaban
¢s cerebromikrovaszkuldris endothel sejtjeiben. Szintén, az Oreg egerek agyéaban
megnodvekedett 3-nitrotirozin-szintet a resveratrol kezelés csokkentette. Az endothelialis NO-
bol Oz reaktiv szabadgyok hatasara torténé ONOO™ képzddés az NO bioldgiai hatasanak
csokkenésével jar [181, 182]. Mindez arra utal, hogy az oOregedés soran latott csokkent
endothelidlis véraramlas novekedés az NO fokozott oxidativ atalakuldsanak kovetkezménye.
Ugy gondoljuk, hogy a resveratrol kezelés az oxidativ stressz mérséklésével allitja helyre az
endotélium-fiiggd cerebro-mikrovaszkularis dilaticiot €s a neurovaszkularis kapcsolast idds
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egerekben. A resveratrol kezelés cerebro-mikrovaszkularis antioxidativ mechanizmusaiban
kozponti szerepet jatszhat a NADPH-oxiddz expresszidjanak csokkenése az idés egéragyban,
valamint idds egerek agyabol izolalt endothel sejtekben.

Osszefoglalas

Resveratrol kezelés visszadllitja a neurovaszkularis kapcsolast idés egerek agyéban,
ami valosziniileg hozzdjarul a magasabb kérgi funkciok javulasahoz. Ebben a NADPH-oxidéaz
eredetli oxidativ stressz hatékony csokkentése, és a cerebro-mikrovaszkularis endothel funkcio
kovetkezményes javulasa kozponti szerepet jatszik. A kovetkezdkben azokat az életkorral
Osszefliggd neuroendokrin eltéréseket targyalom, amelyek (a fenti oxidativ mechanizmusok
hatterében) kdzponti szerepet jatszhatnak az oéregedés soran kialakuld neurovaszkularis szét-
kapcsolasban.

IV.3. Az inzulinszeri novekedési faktor hianya neurovaszkularis szét-kapcsolast okoz

Bevezetés

Egyre tobb irodalmi adat utal arra, hogy neuroendokrin mechanizmusok fontos szerepet
jatszanak az életkorral Osszefiiggd vaszkuldris elvaltozasokban [183, 184]. Ezek koziil talan a
legfontosabb a szérum inzulinszer(i névekedési faktor-1 (IGF-1) szintjének ¢letkorral sszefliggd
csokkenése, ami hozzdjarul az életkorral kialakuld mikrovaszkularis kdrosodasokhoz és kognitiv
hanyatlashoz [183]. A neurovaszkuléris egység sejtjei: a neuronok, vaszkularis endotélsejtek és
astrocytak [46, 149] jelentds mértékben expresszalnak IGF-1 receptorokat, és ismert célpontjai
az IGF-1-nek [183]. Emlitettem, hogy a neurovaszkularis kapcsolds mechanizmusaban a
neuronalis glutamat-altal indukalt endothelialis NO-nak [48, 51, 149], valamint astrocyta eredetii
arachidonsav-szarmazékoknak kdzponti szerepe van. Ebbdl a szempontbdl fontos, hogy az IGF-
1 hiany endothel diszfunkciohoz és a NO biohasznosulasanak csokkenéséhez vezet a periférias
keringésben [184], valamint az IGF-1 befolyasolja a cellularis arachidonsav metabolizmust is
[185-188].

Hipotézis és modszer

Az aldbb bemutatott vizsgalatokban azt a feltevést teszteltiik, amely szerint az IGF-1
befolyasolja az NO és a vazodilatator eikozanoid gliotranszmitterek szintézisét/felszabadulasat
az agyi mikrocirkuldcioban, valamint, hogy az alacsony szérum IGF-1 szint a fenti
mechanizmusok diszregulacidjan keresztiil karositja a neurovaszkularis kapcsolast.
Hipotéziseink ellendrzésére a felnéttkori, izolalt endokrin IGF-1 hidny Cre-lox technologiaval
eldallitott ) egérmodelljét hasznaltuk. A hepatikus IGF-1 termelés adenovirus-asszocialt
kiiitését kovetden (Igf1” + TBG-Cre-AAVS) [25] megvizsgaltuk az allatok neurovaszkularis
kapcsolasat, az eikozanoid gliotranszmitterek szintézisét, az astrocyta glutamat receptorok
expressziojat, valamint a cerebro-mikrovaszkuldris endothel funkcidt. Végil, a
neurovaszkuldris funkciot az allatok viselkedési vizsgalatainak eredményeivel korrelaltuk.

Eredmények

Az IGF-1 hiany karositja a neurovaszkularis kapcsolast és a kognitiv funkciot

A TBG-Cre-AAV8-al injektalt egerek szérum IGF-1-szintje szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a TBG-eGFP-AAV8-at kapd kontroll egereké (8. abra). A bajusz
stimulacié altal a kontralateralis szomatoszenzoros kéregben indukélt véraramlas (CBF)
novekedés szignifikdnsan csokkent IGF-1-hianyos egerekben. Az IGF-1 hiany csokkentheti a
funkcionalis hiperémiat azaltal, hogy karositja a szenzoros stimulacio altal kivaltott idegi
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aktivitast. Ennek a lehetdségnek a vizsgalatara spontan és kivaltott idegi aktivitast
regisztraltunk kontroll és IGF-1 hidnyos egerekben, és azt talaltuk, hogy az elektrokortikogram
amplituddja €és frekvencia eloszldsa, valamint a bajusz péarna aktivalasa altal generalt
szomatoszenzoros kivaltott valaszok amplitidoja nem kiilonbozott a kontroll és az IGF-1
hianyos egerek kozott (8. abra).
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8. abra. Az IGF-1 hidny karositja a neurovaszkularis kapcsolast. A: az Igfl adeno-asszocialt
kondiciondlis knock-down-ja (Igf1"" + TBG-Cre-AAVS) szignifikinsan csokkenti a keringd IGF-1
szintjét a kontroll dllatokhoz képest (Igf1”" + TBG-eGFP-AAVS) (*p < 0,05 vs. Control). (B) Az agyi
véraramlas (CBF) kisérletes regisztratumai laser Doppler szenzorral mérve a szomatoszenzoros cortex
felett ellenoldali bajusz-parna stimulacio soran (5 Hz) kontroll és IGF-1-hianyos egerekben. 1 AU a
CBF ~5%-o0s novekedésének felel meg az alapvonalhoz képest. A jobb oldali panel a CBF valaszok
Osszesitett adatait mutatja (AAUC az alapvonal %-aban; n= 12, *p< 0,001 vs. Controll). (C) A cortikalis
elektromos aktivitdas amplitiddja és frekvenciaeloszlasa kozel azonos a kontroll és IGF-1-hianyos
egerekben (n = 6, p = 0,4). (D) A szomatoszenzoros kéregben az ellenoldali bajuszparna stimulacioja
altal kivaltott szomatoszenzoros kivaltott potencial (SEP) valaszok hasonloak a kontroll és az IGF-1-
hianyos egerekben (a nyil az inger alkalmazasat jelzi), a mezdpotencialok negativ hulldmanak
amplitadoja (N1) nem kiilonbozik a kontroll és az IGF-1-hidnyos egerek kozott (n = 6, p= 0,6).

Amint azt az értekezés korabbi részében részletesen bemutattam, a neurovaszkularis kapcsolas
szelektiv, kisérletes karositasa a kognitiv funkcid jelentds karosoddsaval jar. Jelen
vizsgalatainkban a hippocampus-fiiggd térbeli memoria tesztelése soran a kontroll egerek
gyakrabban Iéptek be a Y-maze tjként bemutatott karjdba, mint az IGF-1 hidnyos egerek,
valamint ott tobb id6t toltottek el. Mindez azt jelzi, hogy az IGF-1 hidny altal kivaltott
neurovaszkularis szét-kapcsolés a térbeli munkamemoria kdrosodasaval és az Gjdonsagkeresd
magatartds csokkenésével is 0sszefliggésbe hozhat6 (9. abra).
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9. Abra. Az IGF-1 hidny a kognitiv funkciok romlasat okozza. A-B: Az IGF-1-hi4nyos allatok (Igf1”*
+ TBG-Cre-AAVS) kéarosodott térbeli memoriat mutattak, amint azt a Y-maze 1j karjaba (novel arm)
torténo belépések szamanak csokkenése (* p = 0,001 vs. Controll), valamint a révidebb exploracios ido
is mutatja (dwell in novel arm: az 0j karban eltoltott id6 a teljes exploracids id6 %-ban, p = 0,01 vs.
Controll, n = 20 csoportonként).

Az IGF-1 hiany karositia a cerebro-mikrovaszkularis endothel funkciot, ami hozzajarul a
neurovaszlularis szét-kapcsolashoz

A kontroll allatokban az NO-szintdz inhibitor L-NAME szignifikansan csokkentette az
ellenoldali bajusz stimulacié altal kivaltott CBF valaszokat. Az IGF-1 hidnyos éllatokban az
L-NAME hatasa csokkent, ami arra utal, hogy az IGF-1 hidny rontja a neurovaszkularis
kapcsolas NO-medialta részét. Az endothel-fiiggd dilatator acetil-kolin (ACh) topikalis
cortikalis alkalmazasa a CBF szignifikans novekedését eredményezte kontroll egerekben,
azonban az ACh-indukalt CBF vélaszok szignifikdnsan csokkentek IGF-1-hianyos egerekben.
IGF-1 hianyos egerekben az agykéreg 3-nitrotirozin tartalma szignifikdnsan megemelkedett,
ami egyrészt az NO-szintdz alegység Nos3 csokkent expresszidjaval, valamint a NADPH -
oxidaz Nox1 és Nox2 alegységek megndvekedett expressziojaval jart egyiitt.

Az IGF-1 hiany karositia a neurovaszkularis kapcsolas glutamat-indukalta mechanizmusait

Kontroll egerekben azt talaltuk, hogy a metabotrop glutamat-receptor blokkol6 MPEP
¢s az NMDA-receptor blokkold6 D-APS5 szignifikdnsan csokkentette a kivaltott
neurovaszkuldris CBF valaszokat, valamint IGF-1 hidnyos allatokban az MPEP és D-AP5
hatdsa szignifikdnsan csokkent. IGF-1-hianyos egerekben a glutamat altal kivaltott CBF
valaszok szignifikdnsan csokkentek a kontroll egerekhez képest, mikdzben az IGF-1 hiany nem
valtoztatta meg a neuronalis aktivaci6 altal kivaltott glutamat felszabadulasat. Ugyanakkor, az
IGF-1 hidny diszregulalta a metabotrop glutamat-receptorok (Grm2, Grm4, GrmS5) és az
NMDA-receptorok (Grinl és Grin2) kifejez0dését izolalt astrocytakon.

crer

ami hozzdjarul a neurovaszkularis szét-kapcsolashoz

Kontroll allatokban a ciklooxigendz inhibitor indometacin és a P450 epoxigenaz
inhibitor MS-PPOH szignifikdnsan csokkentette a neuralis aktivacio éltal kivaltott CBF
valaszokat, azonban az IGF-1-hidnyos éllatokban az indometacin és az MS-PPOH hatésai
csokkentek. A vazokonstriktor 20-HETE szintézisének specifikus inhibitora (citokrom P450
o-hidroxildz inhibitor HET0016) fokozta az IGF-1 hianyos allatok csdkkent neurovaszkularis
valaszait. Ezt timogatva folyadék kromatografias-tomeg spektrometrids (LC/MS) méréseink
kimutattak, hogy IGF-1 hidnyos éllatok corticalis szelet prepardtumaiban glutamat-stimulaciot
kovetden kontroll allatokhoz képest az értagité 14,15-EET csokkent termelddése, valamint a
konstriktor 20-HETE fokozott termelése lathatd. Szintén, az eikozanoid gliotranszmitterek
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szintézisében részt vevd Cyp2c55 astrocyta expresszidja csokkent, mig a 20-HETE-t termeld
o-hidroxildz Cyp4al( expresszidja nétt IGF-1 hianyos egerekben.

Megbeszélés

Munkatarsaimmal els6ként mutattuk ki, hogy a szérum IGF-1 hidny szignifikans
neurovaszkuldris diszregulaciohoz vezet a neurovaszkularis kapcsoléds karositasan keresztiil.
Amint az a kisérletes neurovaszkuléris szét-kapcsolas allat modelljében, valamint Oreg
egerekben is lathato volt, az IGF-1-hidnyos egerekben a neurovaszkularis szét-kapcsolas a
kognitiv funkcidk kéarosodéasaval jar. Itt fontos kiemelni, hogy emberben az IGF-1-hiany
progressziv kognitiv diszfunkciéval jar, amely a keringd IGF-1-szint ndvelésével
visszafordithato [183]. A tézisfiizet kovetkezd részében bemutatott vizsgalatink felvetik, hogy
ebben az IGF-1 hiannyal asszocidlt neurovaszkularis diszfunkci6 kdzponti szerepet jatszhat.

A mikrovaszkularis endothelsejtek kozvetleniil ki vannak téve a keringd IGF-1
hatasanak, valamint fokozottan expresszalnak IGF-1 receptorokat [184]. Ugy tiinik, hogy IGF-
1 hidnyos egerekben a neurovaszkularis csatolds L-NAME-érzékeny, NO altal kozvetitett része
csokkent. Ez arra utal, hogy az endothel diszfunkcio6 is hozzajarul a neurovaszkularis szét-
kapcsolashoz IGF-1 hidny esetén [163], hasonloan az 6reg fenotipus eltéréseihez [163, 189].
Feltehetdleg az IGF-1 hany a fokozott cerebrovaszkularis oxidativ stressz altal (csokkentett
NO felszabadulast okozva) vezet endothelialis diszfunkcidhoz és karosodott vazodilataciohoz.
Ezt tAmasztja ala, hogy az IGF-1-hidnyos egerek fokozott agyi és cerebrovaszkularis ROS-
termelést mutatnak [229], primér endothélsejtek IGF-1-gyel torténd kezelése csokkenti a
cellularis ROS képzddést [190], valamint az IGF-1-hidnyos egerek agyaban megndvekedett a
3-nitrotirozin szintje, amely a fokozott ONOO-képzddés biomarkere.

A neurovaszkularis kapcsolasban a neuronalis glutamat-altal indukalt, astrocyta eredetii
arachidonsav metabolitok (EET-k, prosztaglandinok) is fontos szerepet jatszanak [191].
Els6ként mutattuk be munkatarsaimmal, hogy az IGF-1 hiany megvaltoztatja az astrocytak
fenotipusat, karositva a neurovaszkularis kapcsolds astrocytdk daltal kozvetitett részét.
Kimutattuk, hogy az IGF-1 hidny rontja a glutamat 4altal kdzvetitett gliovaszkuldris kapcsolasi
mechanizmusokat, azonban nem befolyasolja a glutamat neuronokbo6l torténd felszabadulasat.
Az IGF-1 az astrocytdk glutamat receptor expressziojanak csokkenéséhez, valamint az
modon, hogy azok egyensulyat a dilatator hatasu medidtoroktol a konstriktorok felé tolja el.
Fontos megjegyezni, hogy az NO gatolja a konstriktor 20-HETE termelddését, vagyis az NO
hidnya szintén hozzajarulhat a gliotramszmitter egyenstily megbomlasahoz.

Osszefoglalas

Eredményeink szerint a szérum IGF1-hidny funkcionalis és fenotipusos valtozasokat
okoz a cerebrovaszkularis endothel sejtekben és astrocytakban, ami altal neurovaszkularis szét-
kapcsolashoz, ¢és kognitiv karosodashoz vezet. A tovabbiakban ezen eredményeinkre épitett
human vizsgéalatunk eredményeit mutatom be.

IV .4. Neurovaszkularis szét-kapcsolas idés emberekben: az inzulinszeri novekedési
faktor szerepe

Bevezetés

Amint azt a megelézé vizsgalatok soran kifejtettem a neurovaszkuléris kapcsolas
(NVC) ¢letkorral Osszefliggd karosoddsa hozzédjarul a vaszkularis kognitiv karosodas és
demencia patogeneziséhez [192]. Azok a mechanizmusok, amelyek révén az dregedés rontja a
neurovaszkuldris kapcsolast magukban foglaljdk a nitrogén-monoxid (NO) endothelialis
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termelésének csokkenését [48, 51, 149] és a neurovaszkularis egység astrocytainak
diszfunkciojat [192]. Mindehhez hozzéjarulnak az éregedéssel 0sszefiiggd fokozott cellularis
oxidativ stressz és mitokondrialis diszfunkcié [163, 192-195]. Ezekben a mechanizmusokban
az életkorral csokkend keringd IGF-1-nek kozponti szerepe lehet [183, 196-200]. Mint azt
feljebb bemutattam, IGF-1 hidny transzgenikus egérmodelljében a neurdlis aktivéacio altal
indukalt, endothélium- és astrocyta-fliggd NVC valaszok karosodnak, hasonléan az dregedés
hatasaihoz [184, 201]. Fontos kiemelni, hogy az IGFIR jelatvitel genetikai blokkolasa
specifikusan az endothel sejtekben (VE-Cadherin-CrefR7/Igf1¥”) vagy az astrocytikban
(GFAP-Cref®?/Igf1¥) szintén jelentdsen rontja ezen egerek NVC valaszait, hasonloan a
keringd IGF-1 hidny és Oregedés hatasaihoz [202, 203]. Mindezek ellenére az Gregedéssel
kialakulo IGF-1 hiany neurovaszkularis hatasait emberben nem vizsgaltak.

Hipotézis és modszer

Az itt bemutatott vizsgalatok feltevése az volt, hogy a szérum IGF-1 szintjének
csOkkenése idds emberekben korreldl az NVC valaszok életkorral 6sszefiiggd csokkenésével.
Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez egy keresztmetszeti felmérésben vizsgaltunk egészséges
fiatal (18-40 éves) és id6s (>60 éves) alanyokat. Felmértiik a szérum IGF-1 szintet, a bazalis
agyi véraramlast (CBF) faziskontraszt MRI hasznalataval és az NVC valaszokat transcranialis
Doppler szonografiaval.

Eredmények
A szérum IGF-1 szint szignifikansan csokkent idosekben, és korrelal az életkorral

A szérum IGF-1 szintje szignifikdnsan csokkent az idds vizsgélati résztvevokben a
fiatalokhoz képest. A vizsgalt csoportokban nem figyeltiink meg nemi kiilonbségeket a keringd
IGF-1 szintjében. A szérum IGF-1 szintje szignifikansan korrelalt az ¢letkorral (10. abra). A
vizsgalatban résztvevok alapvetd kardio-cerebrovaszkuldris rizikofaktorait vizsgalva azt
talaltuk, hogy az atlagos artérids vérnyomas szignifikdnsan magasabb volt az idésebb
résztvevoknél, mint a fiatal Onkénteseknél, ugyanakkor a hipertonia betegség nem volt
gyakoribb az idds résztvevok kozott. A fiatalok korében szignifikansan gyakoribb volt a
dohényzas.
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A neurovaszkularis kapcsolds csokkent az idos személyekben

Az NVC-véalaszokat a cerebrovaszkuldris konduktancia index (CVCi) valtozasaval
mértiik a ,trail making” teszt végzése kozben. A CVCi szignifikdnsan megemelkedett az
alapszinthez képest mind a jobb, mind a bal oldali a. cerebri media-ban (MCA) mindkét
csoportban, ugyan akkor az NVC valaszok szignifikdnsan kisebbek voltak az id6s vizsgalati
személyekben a fiatal résztvevokhoz képest. A 1égzésvisszatartasi teszt mindkét korcsoportban
szignifikans CVCi-novekedést indukalt, a kiilonbség a két csoport kozott nem volt
statisztikailag szignifikans.

Az oregedeés csokkenti a bazalis agyi véraramlast, ami osszefiigg a szérum IGF-1 szinttel

A jobb és bal oldali MCA-k atlagos keresztmetszete nem kiilonbozott szignifikdnsan a
két csoport kozott, az atlagos aramlasi sebesség mindkét MCA-ban szignifikdnsan csokkent az
iddsebb alanyoknal a fiatalokhoz képest. A szérum IGF-1 szintje szignifikdnsan korrelalt az
MCA-kban mért bazalis agyi véraramlassal a fiatal és idds vizsgalati résztvevokben.

Az életkorral csokkend IGF-1 szint dsszefiigg a neurovaszkularis kapcsolas karosodasaval

A szérum IGF-1 szint szignifikansan korrelalt a CVCi valtozasaival mindkét MCA-ban
a ,,trail making” teszt alatt a vizsgélatban résztvevoknél. Ez azt jelzi, hogy a szérum IGF-1 szint
korrelal az NVC valaszokkal (11. abra).
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Megbeszélés

Vizsgalataink egyik legfontosabb eredménye, hogy korabbi preklinikai
eredményeinkkel Osszhangban egészséges 1idds emberekben kimutattuk, hogy a
neurovaszkuldris kapcsolds csokkent fiatal felndttekhez képest. Az NVC kéarosodasa mellet,
eredményeink szerint az életkorral a bazalis agyi véraramlas is csokken. Ennek hatterében a
neurovaszkuléris egység életkorral kialakuld karosodasa, a kdvetkezményes, mar tobbszor
emlitett endothelidlis diszfunkcio [204, 205], illetve az agyi kapillaris halozat kor-fiiggd
stiriség-csokkenése allhat [206-208].

Az itt bemutatott eredmények voltak az elsdk, amelyek transzlacios bizonyitékot
szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy a keringd IGF-1 szintjének életkorral Osszefiiggd
csokkenése hozzdjarulhat az NVC-valaszok karosodasdhoz idds emberekben, kiterjesztve a
mar bemutatott preklinikai eredményeket [184, 201-203]. Mint arrdl sz6 volt, az IFG-1 hiany
sokrétli mechanizmuson keresztiil karositja a neurovaszkularis kapcsolast. Az IGF-1 hidny
csokkenti az NVC vélaszok endothélium-fiiggd komponensét [201, 203] feltehetdleg fokozott
oxidativ stressz okozasan keresztiil [201, 203]. Emellett az IGF-1-hidny a neurovaszkularis
egység astrocytaiban [202] megvaltoztatja az NVC-t medidld arachidonsav szarmazékok
termelését, azok egyensulyat a konstriktor mediatorok felé eltolva.

Osszefoglalas

Osszefoglalva, preklinikai eredményeinkbél kiindulva kimutattuk, hogy idés
egészséges emberekben a neurovaszkularis kapcsolas csokkent, ami szignifikdnsan korrelal az
¢letkorral csokkend szérum IGF-1 szinttel. Bemutatott vizsgdlatainknak fontos korlatai
vannak. Eredményeink korrelativ jelleglieck. Bar korabbi preklinikai vizsgalataink alapjan
feltehetd az ok-okozati Osszefliggés a keringd IGF-1 hiany és az NVC valaszok karosodasa
kozott, a klinikai felmérésbdl az kozvetleniil nem konkludalhaté. Az ok-okozatisdg
demonstralasa tovabbi bizonyitékokat igényel. Példaul érdekes lenne tesztelni, hogy a keringd
IGF-1 szintet noveld kezelések (példaul GH-potlas) hogyan befolyasoljak az NVC-valaszokat
iddsebb felndtteknél. Ugyan az altalunk hasznalt TCD protokoll megbizhaté modszer az NVC
tanulmanyozasara kognitiv feladatok sordn [162, 209-211], mas modszerek (fNIRS, fMRI)
jobb tér- ¢és iddbeli felbontissal rendelkeznek. Ez alapjan az NVC valaszok lehetséges
regionalis kiilonbségeinek jelentdsége és azok IGF-1 4ltali szabalyozasa tovabbi vizsgalatot
igényel. Végil kisérleti egérmodellekben Ugy tlinik, hogy tobb, életkorral Osszefiiggd
mechanizmus szinergikusan rontja az NVC-vélaszokat, ideértve a mitokondrilis oxidativ
stresszt [195], a NAD+ hidnyt és a karosodott SIRT1 jelatvitelt [193, 212]. Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség ezen utvonalak és az életkorral 0sszefiiggd IGF-1-hiany kozotti
kolcsonhatas megértéséhez.
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V. Uj eredmények osszefoglalasa

Munkatarsaimmal els6ként mutattuk ki, hogy:

e Fiatal hipertonids egerek és patkanyok agyi ereinek nyomas-indukalta myogén ténusa
fokozodik, ami az érfali 20-HETE/TRPC6 konstriktor utvonal fokozott cerebrovaszkularis
expresszidjanak ¢és miikodésének koszonhetd. A magas nyomdashoz adaptalédott myogén
mechanizmus megvédi a disztalis keringési teriileteket a nagy nyomas- és volumenterheléstol.

e Oreg egerekben a fenti cerebrovaszkularis adapticiés mechanizmus hidnyzik, ennek
koszonhetdéen a hipertonia altal indukalt vér-agy gat zavar fokozodik, pericyta vesztés,
kapillaris pusztulds, neuroinflammacio és kognitiv deficit alakul ki.

e Sulyos traumas agykarosodas szintén kéarositja az agyi erek autoregulaciés miikodését.
A TBI utan latott csokkent konstriktor valasz a fentiekkel szemben nem egy konstriktor Gitvonal
csokkent miikddése miatt alakul ki, hanem a TBI-t kdvetd excessziv mitokondrialis hidrogén-
peroxid termelddés vezet a kdlcium-fiiggd kalium csatorna (BKca)-tranziens receptor potencial
csatorna 4 (TRPV4) dilatator 1t tul-aktivalasdhoz.

e Komorbid hipertonia jelenlétében egyetlen enyhe traumés agysériilés elegendd, hogy
tartos, mitokondridlis és NADPH oxiddz-eredetli oxidativ stresszt idézzen eldé az agy
artéridiban. Szintén demonstraltuk, hogy a tartésan fennalld oxidativ stressz megeldzhetd SS-
31 peptiddel torténd kezeléssel, ezzel egy preklinikai modellt 1étrehozva a TBI-asszocialt
cerebrovaszkularis oxidativ stressz hatékony csokkentésére, és karos kovetkezményeinek
megeldzésére.

e Magasvérnyomds jelenléte esetén a TBI nem befolyasolja a citokrom P450 -
hidroxilaz expressziot és a 20-HETE fokozott, nyomas-indukélta konstriktor hatasat: a trauma
nem tudja aktivalni a BKc,-TRPV4 vaszkularis utvonalat.

o Allatmodellt hoztunk létre izolalt, kisérletes neurovaszkularis szét-kapcsolas
vizsgalatara, aminek segitségével bemutattuk, hogy a neurovaszkularis hiperémias vélasz
csokkenése a kognitiv funkcid karosodéasaval jar.

e Resveratrol kezelés visszaallitja a neurovaszkularis kapcsoldst idds egerek agyaban,
ami valosziniileg hozzdjarul a magasabb kérgi funkciok javulasahoz. Ebben a NADPH-oxidéaz
eredetli oxidativ stressz hatékony csokkentése, és a cerebro-mikrovaszkularis endothel funkcid
kovetkezményes javulasa kdzponti szerepet jatszik.

e A szérum IGF1-hidny egerekben az 6regedéshez hasonld funkcionalis és fenotipusos
valtozasokat okoz a cerebrovaszkuldris endothel sejtekben és astrocytdkban, ami altal
neurovaszkuldris szét-kapcsolashoz, és kognitiv karosodashoz vezet. A neurovaszkularis
diszfunkci6 harom IGF-1 hidnyhoz kothetd tényezdnek koszonhetd: fokozott oxidativ
stresszhez asszocialt endothel diszfunkcionak, az astrocytdk csokkent glutamét receptor
expresszidjanak, valamint a glutamat altal az astrocytdkban indukalt csokkent dilatator és
fokozott konstriktor gliotranszmitter termelésnek.

e Preklinikai eredményeinkbdl kiindulva kimutattuk, hogy id0s egészséges emberekben
a neurovaszkularis kapcsolds csokkent, ami szignifikdnsan korrelal az életkorral csokkend
szérum IGF-1 szinttel.
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