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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

CVR: cerebrovascular resistance, cerebrovaszkularis rezisztencia
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 gatldo 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: ciklooxigendz-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



petitoth 159 23

I. Bevezetés

A megfeleld szoveti perfuzid biztositasa az agyi érhdlozaton keresztiil 1étfontossagu a
normalis neurondlis miikodés megorzéséhez [5-9]. Az agyi véraramlas (cerebral blood flow-
CBF) szabalyozasanak egyedi kortiilmények 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 koponyaban 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 kiilonboz6é szinteken modulald
szabalyozasi mechanizmus interakcidjanak eredménye. A CBF szabdlyozasanak két kdzponti
mechanizmusa az agyi véraramlas autoregulacioja és a neurovaszkularis kapcsolas.

Ezen mechanizmusok koros eltéréseinek €s azok korélettani kdvetkezményeinek,
valamint ép és koros cellularis folyamatainak feltardsa volt azon tudomanyos munkéanak a
vezérld fonala, ami jelen értekezés alapjat adja. Elettani, korélettani, molekularis biologiai és
klinikai vizsgélatainkat olyan betegségekben szenvedé embereken és a betegségek preklinikai
modelljeiben végeztiik, amelyeknek jelen korunkban nagy epidemioldgiai jelentdsége van.
Ennek megfeleléen a cerebrovaszkulatirat direkt karositdo ismert rizikofaktorokon tal
(magasvérnyomds) a mai nyugati tdrsadalmakban mindenkit érintd Oregedés, valamint a
tarsadalom teljes korfajat szignifikdnsan érintd, traumas koponya-agy sériilés (traumatic brain
injury-TBI) hatasait, azok mechanizmusat, valamint kdvetkezményeit vizsgéltuk az agyi
véraramlas autoregulaciés ¢és neurovaszkularis mechanizmusaira. Ezek kdnnyebb
megértéséhez roviden attekintem az agyi autoregulaciés miikddés és neurovaszkularis
kapcsolas é¢lettani folyamatait, majd az egyes szabalyozé mechanizmusok Oregedés-,

hipertonia- és TBI-okozta koros eltérései keriilnek bemutatésra.

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
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azt fenntartd 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 visszacsatolas alapjan ehhez a nyomads valtozashoz igazitjdk az agyi vaszkularis
rezisztenciat. Ezaltal, az autoregulaciés miikodésnek koszonhetden, a valtozd perfuzids-
intralumindlis nyomas széles tartomanyaban (tobbé-kevésbé) allando agyi perfuzid (és ezaltal

mikrovaszkularis nyomas) jon létre [2] (1. dbra).

~
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1. abra. Az agyi véraramlas statikus autoreguliaciéos miikodésének sémaja Lassen szerint.

Az artérias kdzépnyomas és az intracranialis nyomas kiilonbségeként kiszamolhatd agyi perfuzids
nyomas (perfusion pressure) tartja fenn az agyszovet véraramlasat (cerebral blood flow). Az eredetileg
Niels Lassen altal proponalt modell [1-3] szerint a perfuzidés nyomas valtozasainak ellenére az
autoregulacios mikddésnek koszonhetben a CBF nem véltozik lényegesen. Ez, negativ
visszacsatolassal, az autoregulaciés mechanizmusok altal a nyomas-valtozashoz illesztett agyi
vaszkularis rezisztencia-valtozasnak (CVR) kdszonhet6. Ugyan a Lassen-féle gorbe sok kiegészitésre
szorul (kivalo attekint6 kozlemény céljabol az olvasonak ajanlom Brassard €s mtsai kdzelmultbeli

munkajat [4]), az autoregulaciés mechanizmus f6 céljanak demonstralasara alkalmas.

A cerebrovaszkuldris simaizom sejtek intralumindlis nyomas altal kivaltott myogén valasza
Ennek megfelelden a vérnyomas csokkenését és/vagy emelkedését kdvetden az agyi artéridk
¢és arteriolak aktivan tagulnak és sziikiilnek, a nyomasvaltozdsnak megfeleld vaszkularis

rezisztencia-valtozast elérve [20-26]. Fontos kiemelni, hogy az agyi vérkeringésben a nagy
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proximalis artéridk a teljes cerebrovaszkularis rezisztencia jelentds részét (akar 40%-at)
képviselik [23, 27-30], és myogén valaszuk kritikus fontossdgu annak megakadéalyozasaban,
hogy a magas intraluminalis nyomas (és pulzusnyomds) az agyi érfa disztalis részét
(intraparenchymalis arterioldk és kapillaris halozat) elérje [19, 31]. Ennek megfelelden a
sorosan Osszekapcsolt agyi artéridk és arterioldk myogén reaktivitdsa hatékonyan védi a
mikrokeringést a vérnyomads gyors valtozasainak karos hatasaival szemben, amit jol példaz a
stabil kapillaris perfiizids nyomas fenntartasa az artérias nyomas valtozasaink ellenére.

Ezenkiviil az intraluminalis nyomas-valtozas altal kivaltott myogén mechanizmus hozzéjarul
az agyi artéridk és arterioldk bazalis tonusahoz, amire a kiilonb6zd neurometabolikus és

neurovaszkuldris/gliovaszkuléris hatasok épiilnek.

80 rlang
155 - 9-\0/ 1o
@ 100 -
— [}
= 150 i
3 E 90
% 145 - 8 80 -
£ 8
%’ 140 - © 70 1
g 60 -
135 - ﬂ >
| , , , , 50 . ' ' '
0 200 400 600 800 0 60 120 180
Time (sec)

Intraluminal pressure (mmHg)

2. abra. Izolalt agyi erek nyomas-indukalta myogén valaszai.

A bal oldalon egy izolalt egér arteria cerebri media (MCA) disztalis szegmentumanak atmérd
véalasza (diameter) lathatd az intraluminalis nyomas valtozasara, nyomas myograf rendszerben

okozza, majd az érfal simaizom rétegének myogén mechanizmusai azonnal vazokonstriktot
okoznak, az ératmér0 visszaallitasat eredményezve. Jobb oldalon n=6 izolalt MCA myogén
véalaszainak szummacios abraja lathatd (az intraluminalis nyomaés-intraluminal pressure
fiiggvényében), a szimbolum nélkiili gorbék az erek passziv nyomas-indukalta atmérd értékeit
jelzik, ahonnan az ératmérét a myogén mechanizmus ,,visszahtzza”. A myogén valasz altal
regulalt nyomastartomany jol atfed az in vivo autoregulacios tartomannyal.
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1L1.1. Az agyi erek myogén valaszanak szerepe a cerebro-mikrovaszkulatura védelmében

A proximalis agyi artéridk myogén valasza kritikus szerepet jatszik a
mikrovaszkulatira védelmében. A folyamat a novekvd nyomasvaltozashoz igazitott
vaszkularis rezisztencia-ndvekedésen és kovetkezményes nagyobb nyomasesésen keresztiil
megakaddlyozza a nagy nyomads propagacidjat a disztalis agyi vérkeringésbe, megelézve a

mikrocirkulacié nyomads- €s volumen talterhelését [19, 32, 33].
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3. abra. A myogén autoregulacios diszfunkcié kovetkezményei az intraluminalis nyomas
novekedése esetén.

Az illusztracion az agy autoregulacios diszfunkciojanak kdvetkezményei lathatok. A modell szerint
egészséges fiatal szervezetekben a proximalis agyi artéridk nyomas altal kivaltott myogén konstrikcioja
kritikus homeosztatikus mechanizmusként miikddik, amely biztositja, hogy a megndvekedett artérias
nyomas ne propagaljon a mikrocirkulacio disztalis részébe. Az autoregulacios diszfunkcié soran a
proximalis rezisztencia artériak elveszitik a magas nyomashoz val6 alkalmazkodasi képességiiket, ami
az agyl mikrocirkulacié karosodasahoz vezet, illetve azt fokozza. Ennek részeként vér-agy gat zavar
(BBB disruption), neuroinflammacié és neuronalis karosodas (neuronal damage), mikrovérzések
(microhemorrhages), glymphaticus diszfunkciéo (glymphatic dysfunciton) valamint a kapillarisok
pusztulasa (rarefaction) alakul ki. Toth P et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 312(1): HI-H20. 2017


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5283909/
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Ennek megfelelden egészséges fiatal egyénekben és kisérleti allatokon végzett vizsgalatok azt
mutatjak, hogy kronikus magas vérnyomas soran mind a nagyobb, mind a kisebb ellenallast
agyi artéridk rezisztencidja megnd [34, 35]. 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 autoregulacids tartomanyon beliil marad. Autoregulacios diszfunkcié soran a
proximalis rezisztencia artériak csokkent konstrikcidja miatt a nagyobb nyomadasu (és
volumentl) véraramlas a mikrocirkulaciot eléri €s annak karosodasahoz vezet. Ennek részeként
vér-agy gat zavar, neuroinflammaci6 és neurondlis karosodas, mikrovérzések, glymphaticus
diszfunkcio, valamint kapillaris pusztulds alakul ki (3. dbra). Az autoregulacionak a magas
nyomds okozta mikrokeringési karosodasok megelézése mellett, az intralumindlis nyomas
csokkenése esetén az agyszovet hipoperfuzigjat is el kell keriilnie. Ennek jelentdségét mutatja,
hogy hipertonids idds egyéneknél (akiknél az autoregulaci6 alsé hatdra magasabb
nyomasértékek felé tolodik) az agyi autoregulacio diszfunkcidja miatt hipotenzié soran nem
megfeleld dilatacio hipoperfuziot és ezaltal ischaemias kozponti idegrendszeri karosodast okoz

[36].

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 [37-41]. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az
agyi artéridk faldnak simaizomsejtjei citokrom P-450 4A enzimet expresszalnak, ami az
intralumindlis nyomaés novekedésének hatisara erds érosszehtzd hatasti arachidonsav
metabolitot, 20-hydroxyeikozatetraén-savat (20-HETE) termel [16, 42, 43]. A nyomads-
novekedés altal indukalt 20-HETE a cerebrovaszkularis simaizom sejtekben protein kinaz C
aktivalashoz, a Ca?*-altal aktivalt K* csatornak gatlasdhoz, L-tipusu (fesziiltségfiiggd) Ca**
csatorna , valamint tranziens receptor potencial csatorna 6 (TRPC6) aktivalasahoz vezet,
amelyek eldsegitik a vaszkuléris simaizomsejtek depolarizacidjat, ndvelik az intracelluléris
Ca?" szintet és elésegitik a Ca?'-indukalt, aktin-miozin kapcsolaton alapuld érdsszehuzodast
[18]. A 20-HETE autoregulacidoban betoltott kdzponti szerepét tamasztja ald, hogy
termelddésének gatlasa in vitro izolalt érpreparatumban vizsgalva gyengiti a nyomas altal
kivaltott artérids myogén Osszehuzoddast, valamint in vivo patkanymodellben rontja a CBF

crer

demonstralva) kronikus magasvérnyomas esetén patkdnyban és egérben a magas
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vérnyomashoz val6 autoregulacids adaptacio hatterében all6 megndvekedett myogén valaszt a
20-HETE fokozott, hipertonia-altal indukalt termelése idézi eld (1d. késébb) [19, 42, 44, 45].
A 20-HETE-szintézis [46] szerepén kivill meg kell emliteni, hogy mds utvonalak is
hozzajarulnak a nyomas-indukalta simaizom depolarizaciot kovetd érdsszehuizodashoz (egyéb
“megnyulas-aktivalt” TRP-csatorndk (TRPM4) [47], kloridcsatornak[48], integrinek és egyéb
citoszkeletalis elemek [49, 50]). 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 fiiggd) mechanizmusoknak is kdzponti

szerepiik van [51-53].

1.2. 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 id6ben pontosan szabalyozott mddon, szorosan kapcsolt
kiilonbozd idegrendszeri funkcidkat ellatd agyi teriiletek neuronalis aktivacidjahoz [54, 55].
Ezt a funkciondlis hiperémiat eredményezd ,,feed forward” jellegi mechanizmust, amely
fenntartja az optimalis mikrokdrnyezetet a normalis idegi mikddéshez, neurovaszkularis
kapcsolasnak (neurovascular coupling, NVC) nevezziik [56]. A neurovaszkularis kapcsolas a
neuronok, astrocytak, az endothélsejtek és az agyi arterioldk simaizomsejtjeinek dsszehangolt
egymasra hatasa soran jon létre [56]. Ujabb irodalmi eredmények szerint a kapillarisok

Whisker
stimulation (10 Hz)

4. abra. Neurovaszkularis kapcsolds a szomatoszenzoros

fh
fﬂm\}&‘n kéregben. A kisérletes regisztratumon a lokalis agyi
{J véraramlas (CBF) azonnali emelkedése lathatd, egér
ﬁ“d szomatoszenzoros kérge folott elhelyezett 1ézer Doppler

szenzorral mérve az ellenoldali bajusz-parna (whisker) 10Hz-

visszatér a korabbi alapvonalra.
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kontraktilis pericytdinak aktivacidja és a kovetkezményes kapillaris dilatacid is szerepet
jatszhat az NVC kezdeti fazisaban [57]. Ezen cellularis komponensek 0sszességét nevezziik
neurovaszkularis egységnek (neurovascular unit, NU). A neurovaszkularis kapcsolas jelenlegi
modelljei alapjan tobb parhuzamos folyamat kolcsonhatdsa biztositja, hogy a neuronalis
aktivitas lokalis értagulathoz és a regiondlis CBF ndvekedéséhez vezet. A neurondlis aktivacid
sordn a neuronalis nitrogén-monoxid-szintaz eredetli nitrogén-monoxid (NO) [58, 59] és/vagy
a neurondlis prosztaglandin felszabadulas [60] hozzajarulhat az agyi arteriolak taguldsdhoz
mind kozvetve, az astrocytdkban torténd mechanizmusok moduldldsaval, mind pedig
kozvetleniil az arterioldk simaizomsejtjeire hatva. Mivel az astrocytdk a neuronok és a
vaszkularis sejtek kozott helyezkednek el, idedlis helyzetben vannak ahhoz, hogy a neuronalis
aktivaciot a teriiletet ellato erek vazomotor valaszihoz kapcsoljak. Ugy tiinik, hogy az
astrocytak aktivalasaban kdzponti szerepet jatszik a szinapszisokbol felszabaduld glutamat
[61]. A glutamat aktivalja az astrocytak metabotrop glutamat receptorait (mGIluR) és NMDA
receptorait [62], amelyek az astocytdkon megnovekedett Ca?" bedramlashoz és ezaltal
ciklooxigendzok ¢és epoxigendazok aktivacidjdhoz vezetnek. Az aktivalt enzimek
arachidonsavbol dilatitor hatdsu prosztaglandinokat (PGE2) ¢és epoxieikozatrién-sav
szarmazékokat (EET) készitenek. Ezek a mediatorok lokalis vazodilataciot idéznek elé a
vaszkularis simaizomsejtek fesziiltségfiiggd (BK) Ca?" csatorndinak és tranziens receptor
potencial vanilloid csatorna 4 (TRPV4) aktivalasan keresztiil [63, 64]. Patoldgias koriilmények
kozott az arachidonsav a neurovaszkularis egységben 20-HETE-v¢ alakulhat 4t, ami az agyi
arterioldk Osszehuzodasat valtja ki, ellenstilyozva az EET-ek, prosztaglandinok és NO éltal
kozvetitett dilatacios hatasokat [65, 66]. A jelenlegi nézet szerint a dilatator és konstriktor
hat4su arachidonsav metabolitok kozotti egyensulyt tobbek kozott az agyi erek korabbi tonusa,
a szoveti Oz szint és a NO elérhetdsége befolyédsolja. Az egyik legfontosabb jelzdmolekula,
amelyen keresztiil az astrocytdk egymassal és mas sejtekkel kommunikalnak, az ATP (és
metabolitjai, az adenozin és az ADP). Mivel az ATP kdzvetleniil kapcsolddik az astrocyta
metabolizmushoz, logikus feltételezni, hogy a purinerg Utvonalak részt vesznek a
neurovaszkuldris kapcsolasban. Valoban, részben kutatdcsoportunk bizonyitotta, hogy az
astrocyta eredetli ATP, miutdn adenozinnd hidrolizalodott, hozzajarul az agyi reaktiv
hiperémidhoz a vaszkuléris simaizomsejtek A2A purinerg receptorain keresztiil. Ezen az
utvonalon kiviil a neuronalis aktivacié hatdsara felszabaduld astrocyta-eredetli ATP az
endothelidlis P2Y1 receptorokra is hat, rajtuk keresztil indukalja az endothelialis NO
termelddését és az ezt kovetd értagulatot [62, 67-69]. A neurovaszkularis kapcsolasban a

neuralis aktivacio soran megndvekedd extracellularis K is kdzponti szerepet jatszhat. A ,,K*
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szifon” elmélet szerint [70, 71] az astrocytdk a neurondlis aktivaciot kovetden a felesleges
extracellularis K*-t felveszik és az arteriolak perivaszkularis terében azt felszabaditjak. A
perivaszkularis térben 1évé K' aktivalja a simaizom sejtek ,,inward recitfying” kalium
csatornait (Kir), a kialakulo, kifelé iranyuld6 K* aram hiperpolarizaciohoz, a simaizomsejtek
glutamat altal kivaltott [Ca*']; novekedés BKca csatornakat nyithat meg az astrocyta
végtalpakon, és ezaltal szintén astrocyta-eredetti K-t juttathat az agyi arteriolakhoz [72]. A
kapillarisokat féstiszertien korbe o6leld pericytdk is részt vehetnek a neurovaszkularis

Mint emlitettem, az aktiv agyi teriiletek megndvekedett energiaigényét a lokalisan
illesztett véraramlas novekedés elégiti ki [73], ennek hidnyaban megbomlik az aktiv agyteriilet
metabolikus igénye és a tdpanyag-oxigén ellatas kozotti egyensuly [74]. A neurovaszkularis
kapcsolas karosodasa ennek megfelelden minden bizonnyal az agymiikodés funkcionalis
karosodasaval jar. Ezt a koncepciot szamos allatkisérletes és human vizsgalat timogatja [75-
78]. A neurovaszkularis szét-kapcsolas idegrendszeri funkciokarositd hatdsarol (elsdsorban a
kognitiv funkcioban) az értekezés késobbi fejezetében részletesen, tudomanyos vizsgalat

eredményeit ismertetve, vissza fogok térni.

13



petitoth 159 23

I1. Célkituzések

A jelen értekezésben dsszefoglalt tudomanyos munka vezérfonala az agyi vérkeringés
szervezésében koOzponti szerepet jatszo folyamatok, az agyi autoregulacio, valamint
neurovaszkuldris kapcsolas koros megvaltozasanak, a diszfunkcid cellularis korfolyamatainak
¢és kovetkezményeinek tisztazésa 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 kialakuld 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 kovetden pedig, a kapott eredmények alapjan emberben.

A konnyebb kovethetOség kedvéért az alkalmazott moddszerek részletes leirasatol az
eredményeket bemutato fejezetekben eltekintek, azokat részletesen az értekezés végén, kiilon

Modszer fejezetben targyalom.
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III. Az agyi véraramlas autoregulaciojanak karosodasa Kkiilonb6zo
korképekben: a konstriktor és dilatator mechanizmusok egyensulyanak

koros megbomlasa

ITI.1. Agyi autoregulacios diszfunkcio hipertoniaban és éregedésben: 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
[79]. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozodan, hogy idéseknél a magas
vérnyomas okozta mikrovaszkularis karosodas eldsegiti a vaszkularis etiologidju kognitiv
hanyatlas (VCI) [80, 81] 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 vérnyomas okozta cerebro-mikrovaszkularis kdrosodasokkal szemben [82-
84]. Masként fogalmazva, az elérehaladott ¢letkor és a magas vérnyomas szinergikus hatast
fejtenek ki a cerebrovaszkulatira karosodasaban és kovetkezményeinek kialakuldsdban. Azok
a mechanizmusok azonban, amelyeken keresztiill az Oregedés noveli az agyi érrendszer
sériilékenységét a VCI-hez vezetd magas vérnyomassal szemben [85], vizsgalataink el6tt nem
voltak ismertek.

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 agyi mikrocirkulacié disztalis részét a nyomas- és volumen talterheléstol,
illetve annak random valtozésaitol [86, 87]. Ezen adaptiv valaszok k6zott nagy jelentésége van
az agyi artéridk megndvekedett nyomas-indukalta myogén konstrikciojanak [29, 88, 89]. A
fokozott nyomas-indukalta vazokonstrikcio megnovekedett vaszkularis rezisztencidhoz vezet,
ami allandd, normalis tartomanyon beliili nyomas és volumen értékeket tart fenn a disztalis
cerebralis mikrocirkulacioban. Ennek az adaptiv valasznak az eredményeként az agyi
gorbén ,,jobbra”) tolodik mind hipertonids allatokban, mind hipertonids betegekben [86, 87,

90]. A magas vérnyomads és a stroke allatmodelljein végzett korabbi vizsgalatok [91] arra
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utaltak, hogy az autoregulacios védelem koros elvesztése hozzajarul a cerebrovaszkularis
karosodashoz. Ennek alapjan felvetddott, hogy a fiatal életkorban latott adaptiv mechanizmus
karosodasa lehet az, amin keresztiil az Oregedés fokozza a cerebro-mikrovaszkulatira

sériilékenységét hipertoniaval szemben.

Ezen feltevés tesztelésére kronikus magasvérnyomast indukéltunk fiatal (3 honap) és
idds (24 honap) C57BL/6 egerekben, majd felmértiik a hipertonia és az oregedés hatasat az
vivo). Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az agyi autoregulacids diszfunkcid lehetséges
karosodasa miként hat a disztalis érszakasz épségére: a vér-agy gat funkciora és
mikrovaszkularis denzitdsra (kapillaris sfirliség), valamint ezeken keresztiil a neuronalis

karosodast jelzd neuroinflammaéciora és kognitiv funkciora.

Eredmények

Fiatal normotenzios kontroll egerekben a CBF fliggetlen volt a vérnyomastol a 60-120
Hgmm kozotti vérnyomads 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. 1dés hipertonids egerekben a vérnyomaés és a CBF kozotti kapcesolat
Iényegében linedris volt, ami a CBF teljes vérnyomadstol vald fiiggését és az autoregulacio

elvesztését jelzi (5. abra).

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

Fiatal, normotenzids kontroll egerekbdl izolalt arteria cerebri mediaban (MCA) az
intravaszkuldris nyomas ndovekedése, kb. 60 Hgmm-nél kezddédve, myogén Osszehtizodast
valtott ki, majd a myogén konstrikcio kozel azonos szinten maradt ~120 Hgmme-ig, atfedve az
in vivo latott autoregulacios tartomannyal. Elérve az autoregulacios tartomany felsd hatarat, a
myogén ténus csokkenni kezdett, az artéridk dilataltak. A fiatal, hipertonids egerekbdl
szarmazd6 MCA-k myogén Osszehuzddasa szignifikansan fokozodott a normotenziv
kontrollokhoz képest, és a myogén toénus kozel azonos szinten maradt ~160 Hgmm-ig, ami

megfelel a CBF megndvekedett autoregulacids tartomdnyanak ezekben az allatokban. A
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myogén konstrikcioval parhuzamosan, fiatal, hipertonids egerek agyi ereinek simaizom
intracellularis Ca®" koncentracioja (SMC [Ca®']; ) is szignifikinsan novekedett magas
nyomasértékek hatasara. Idés egerek MCA-iban enyhén csokkent a myogén Osszehuzddas,
valamint az erek nem mutattak hasonld, magas vérnyomas altal kivaltott adaptiv ndvekedést

sem az SMC [Ca®']; -ben, sem a myogén Osszehtizodasban (5. abra).
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vérnyomashoz. (A) Angiotensin II (Angll) kronikus adasanak hatédsa a szisztolés vérnyomasra fiatal
(Young, 3 honap) ¢€s idds (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 kozotti kapesolat fiatal
kontroll, fiatal hipertonias (Y oung+Angll), idds 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, ami az autoregulécios 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 egércsoportokbol izolalt arteria cerebri media (MCA-k) atméréjének valtozasai
az intralumindlis nyomas fiiggvényében (myogén valasz). Az ératmérok az adott erek passziv
atméréjének szazalékaban vannak kifejezve 80 Hgmm-nél (*p<0,05 vs. Young, #p<0,05 vs.
Young+Angll).

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

Fiatal, hipertonids egerek MCA-jaban a nagy nyomas-altal indukalt, megnovekedett
myogén tonus fokozott kifejlédését és a simaizom sejtek nyomads-indukélta fokozott
(HETO0016), mind a TRPC6 csatorna gatloszere (SKF96365) szignifikdnsan megakadalyozta,
ugyanakkor, sem a HET0016, sem az SKF96365 nem befolyasolta szignifikansan a myogén
tonust és SMC [Ca?*]; -t id8s, hipertonias egerek agyi ereiben (6. dbra). A 20-HETE 4ltal
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okozott vazokonstrikcid géatolhatd volt TRPC6-inhibitor SKF96365-tel, azt sugallva, hogy a
nyomas-indukalta termelddést kovetden a 20-HETE a TRPC6 csatorna aktivalasan keresztiil
okoz fokozott SMC [Ca*']i-ot, valamint vazokonstrikcidt fiatal, hipertonids egerek agyi
ereiben, ¢és ez a mechanizmus hidnyzik idds, hipertoénids egerekben (7.abra). Ezt a feltevést
tamogatja, hogy a hipertonia a 20-HETE termelését végz6, CYP 4A arachidonsav w-hidroxilaz
Cyp4al2, Cyp4al0 és Cyp4al4, valamint a TRPC6 csatorndk fokozott expresszidjat okozta
fiatal egerek MCA-iban, mig ezek az adaptiv vélaszok szignifikdnsan karosodottak voltak,

vagy hidnyoztak id6s, hipertonids egerek MCA-iban.
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6. abra. A 20-HETE és a TRPC6 szerepe idés, hipertonidas egerek agyi -ereinek
magasvérnyomassal szemben mutatott kiarosodott adaptiaciéjaban
cerebri media-ban (MCA) az intraluminalis nyomas ndvekedésének (20 Hgmm-r6l 160 Hgmm-re)
hatéasara a specifikus citokrom P450 w-hidroxildz inhibitor HET0016 hianyéaban €s jelenlétében fiatal
(Young), és id6s (Aged) normotenziv, valamint hipertonias (Y oung+ANGII, Aged+ANGII) egerekben.
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Az adatokat a KCl (60 mM) altal indukalt kalcium jel szazalékaban fejezziik ki (n=8, minden
csoportban, *¥p<0,05 vs. Young, #p<0,05 vs. Young +Angll). B: Az SMC [Ca?']i nyomas (160 Hgmm)
altal kivaltott valtozasai, és az MCA-k myogén tonusa kozotti kapcsolat fiatal és id6s, hipertonias
egerekben, HET0016 hianyaban ¢és jelenlétében. C: Nagy intraluminalis nyomas (160 Hgmm) altal
kivaltott SMC [Ca*']; véltozasa a fenti csoportok MCA-iban, a TRPC6 gatloszer SKF96365 hianyaban
¢s jelenlétében (n=8, minden csoportban, *p<0,05 vs. Young, #p<0,05 vs. Young+Angll, &p<0,05 vs.
Aged+Angll). D: Az SMC [Ca®']; nagy nyomas (160 Hgmm) 4ltal kivaltott valtozasai, és a myogén
tonus kozotti kapcesolat fiatal és idds, hipertonias egerekbdl izolalt MCA-kban, SKF96365 hianyaban

¢s jelenlétében (n=8, minden csoportban).

80 1 —@— Control
—O— SKF 96365 7. abra. A TRPC 6 csatorna szerepe a 20-HETE-

60 - indukalta intracellularis Kkalcium koncentracio

novekedésében, egér arteria cerebri media

simaizom sejtjeiben. Az TRPC 6 csatorna blokkoloja

/ (SKF96365) gatolja a simaizom sejtek (SMC) 20-
HETE altal kivaltott intracellularis kéalcium [Ca®'];
novekedését izolalt patkany arteria cerebri mediaban.
Az adatokat 60 mM KCI altal indukalt kalcium jelek
szazalékaban fejezziik ki (n=8, *p<0,05).
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Az oregedés fokozza a hipertonia dltal indukalt vér-agy gat zavart

Azt talaltuk, hogy az Oregedés sulyosbitja a hipertonia altal kivaltott natrium-
fluoreszcein extravazacidt a hippocampusban, cortikalisan és a fehérallomanyban is. Az
oregedés dnmagaban is novelte a vér-agy gat zavart jelzd natrium-fluoreszcein extravazaciot,
de ez csak a cortexben és a fehérallomanyban ért el statisztikai szignifikanciat fiatal,
normotenziv allatokkal dsszehasonlitva. A hipertonia és oregedés vér-agy gat zavart okozo
szinergikus hatdsat tovabb tamogattak eredményeink, amelyek szerint a plazmabol szarmazé
IgG immunfestése jelentds perivaszkularis IgG-lerakddasokat mutatott ki idés, magas
vérnyomasu egerek hippocampusaban. A fiatal hipertonids egerek hippocampusaban az 1gG
extravazacid jelentdsen csokkent, és nem volt kimutathato6 fiatal kontroll egerekben (8. abra).
Az 1d6s, hipertonias egerek strukturalis vér-agy gat karosoddsdra utal, hogy ezen allatok
hippocampalis mintdiban a vér-agy gat tight-junction fehérjéinek (ZO-1, occludin, claudin 5)

csokkent expressziojat talaltuk.
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8. abra. Az dregedés sulyosbitja a magas vérnyomas okozta vér-agy gat zavart. A: Hippocampalis,
cortikalis és fehérallomany natrium-fluoreszcein tartalom a tracer injekcidja és az allatok transcardialis
perfuzidja utan fiatal kontroll (Young), fiatal hipertonids (Young+Angll), idds kontroll (Aged) és idOs
hipertonias (Aged+Angll) egerekben (n=6-10, *p<0,05 vs. Young, #p<0,05 vs. Young+Angll;
&p<0,05 vs. Aged. (B) A plazmabol szarmazo IgG (zold) extravazacidja CD31-pozitiv mikroerek
(piros) kornyezetében (konfokalis mikroszkoppal), fiatal és idés egerek hippocampuséban, Angll-

indukalt magas vérnyomassal vagy anélkiil.

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

Tobb korabbi tanulmény felveti a pericytak kozponti szerepét a vér-agy gat miikodés
fenntartasaban, azok pusztuldsa a BBB integritdsainak megbomlasahoz vezet [92]. Felmérve a
hippocampalis mikroerek pericyta-boritasanak életkor és magas vérnyomas okozta valtozasait,
fiatal egerekben a hipertonia a pericytak relativ szdméanak és a kapillarisok pericyta-
lefedettségének jelentds csokkenését (~29%-kal) eredményezte. Idds egerekben a hipertonia
altal kivaltott csokkenés a pericytdk szamaban és a pericyta lefedettségben szignifikdnsan
novekedett (~41%-kal). Azt is meghataroztuk, hogy a pericytak elvesztése mellett valtozik-e
az agyszovet kapillaris stirlisége 1d6s, hipertonias egerekben. A kapillarisokat az endothelialis
CD31 expresszidja alapjan azonositottuk, 10 um vagy kisebb lumenatmérét hasznalva. A
magas vérnyomads altal kivaltott kapillaris-siirliség csokkenés az idds, hipertonias egerek
hippocampélis CA1, CA3 és DG (gyrus dentatus) régidiban, valamint retrosplenialis teriiletein,
primer szomatoszenzoros kérgében és corpus callosuméban szignifikansan nagyobb volt, mint

fiatal egerekben.
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Az oregedés fokozza a hipertonia dltal indukalt hippocampalis neuroinflammdciot és oxidativ
Stresszt

Korabbi vizsgalatok felvetik, hogy a karosodott BBB-n keresztiil a parenchymaba
extravazalodott faktorok microglia aktivacidt €s neuroinflammadciot valthatnak ki [93].
Eredményeink szerint, fiatal egerek hippocampusdban alacsony volt az aktivalt microglia
szama, €s a magas vérnyomas okozta valtozdsok a microglia aktivacioban nem értek el
statisztikai szignifikanciat. Ugyanakkor, maga az dregedés, a hippocampusban 1év6 aktivalt
microglia szdmanak relativ novekedésével jart, ami a magas vérnyomds hatdsara
szignifikdnsan novekedett. A microglia aktivacid szdmos pro-inflammatorikus citokin és
kemokin fokozott expresszidjaval jart egylitt az id6s, hipertonids egerek hippocampusdban. Az
oxidativ/nitrozativ stressz jelenlétét vizsgalva azt talaltuk, hogy a hippocampalis 3-nitrotirozin

szintje megndtt fiatal, magas vérnyomast egerekben, amit az 6regedés szignifikansan fokozott.

Az oregedés fokozza a hipertonia dltal indukalt kognitiv funkcio romlast

Annak megallapitasara, hogy a karosodott BBB funkcio, a mikrovaszkularis strliség
csokkenés, az oxidativ/nitrozativ stressz, €és a kronikus neuroinflammacié eloidéz-e¢
idegrendszeri diszfunkcidt a vizsgalati csoportokban, meghataroztuk a hippocampalis tanulast
¢s memoriat. Modositott ,,elevated plus maze-learning protocol” -t hasznalva azt talaltuk, hogy
a fiatal kontroll egereknél a transzfer latencia a 2. napon szignifikdnsan csokkent az 1. naphoz
képest, ami intakt tanuldsi folyamatot jelez (tanuldsi index: 1). A fiatal, hiperténids egerek
(~0,7) és id6s (~0,67) egerek tanulasi indexei csokkentek a fiatal kontroll egerekhez képest, a

9. abra. Az 6regedés és a magas
vérnyomas hatisa a Kkognitiv

[ Young

FZZ1 Young + Ang Il funkciora. ,,Elevated plus maze”

EEm Aged tanulasi protokolljaval felmérve

EEEE Aged + Ang Il id8s, hipertonias (Aged+ANGII)
O — 832 ns. 12 egerek esetében a transzfer
@ 60 | % 10 L latencia hasonld volt az 1. és 2.
LC>>’ 50 & g 08 napon (tanulasi indexnek: ~0),
£ 40 . # > 56 ami azt jelzi, hogy ezeknek az
=30 £ . (1
o) = egereknek a  hippocampalis
:% 20 § 7 #& kognitiv  funkcidja jelentdsen
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0 © Oy & S 0-0 Young; #p<0,05 Vs.
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kiilonbségek nem értek el statisztikai szignifikanciat. Idds hipertonias egerek esetében a
transzfer latencia hasonlo6 volt az 1. és 2. napon (ez ~0 tanuldsi indexnek felel meg), jelezve,

hogy ezeknek az egereknek a hippocampus-fiiggd kognitiv funkciodja jelentdsen karosodott.

Megbeszélés

Az agyi vérkeringésben a pialis artéridk és arteriolak jelentds szerepet jatszanak a
cerebrovaszkularis rezisztencidban, a Willis-kor f6 ereinek disztalis szegmentumainak myogén
Osszehuzodasa egyediilalléan fontos az agyi mikrocirkuldcid védelmében [27]. Egészséges,
fiatal allatokban a nyomés-ndvekedés altal kivaltott myogén konstrikcid kritikus
homeosztatikus mechanizmusként miikodik, amely biztositja, hogy a megndvekedett artérias
nyomas ne propagaljon a mikrocirkuldcio disztalis részébe [29, 88]. Hipertonias, fiatal
egerekben és patkanyokban [89, 94] 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
szisztémds vérnyomashoz, védve az agyi mikrocirkulaciot [29, 86-89]. A fent részletezett
vizsgalatok voltak az elsék, amelyek bemutattak, hogy idds egerek agyi artéridi nem mutatnak
magas vérnyomas altal kivaltott adaptiv myogén dsszehuzddast. Szamos eredmény tdmasztja
ala azt az elképzelést, hogy fiatal allatokban egy 20-HETE/TRPC6-fiiggd utvonal aktivacidja
adaptiv vélasz az Oregedés soran nem miikddik. Fiatal hipertonids egerekben a 20-HETE
fokozott nyomas-indukalta simaizom sejt intracellularis Ca?" koncentracié emelkedést és
kovetkezményes fokozott myogén konstrikciét hoz létre magasabb nyoméastartomanyban
(amely megfelel ezen allatok vérnyomdséanak). Valoészinii, hogy ez a citokrom P450 4A -
hidroxilazok fokozott expresszidjanak és mitkddésének koszonhetd. Hasonloképpen, fiatal
hipertonias patkdnyokban a nyomas altal kivaltott 20-HETE termelés az agyi artéridkban
jelentdsen megnovekszik [45]. Ez a 20-HETE-fliggd adaptiv vélasz karosodott az idds
hipertonias egerekben. Ezzel 6sszhangban a Cyp4A12 expresszidja (a 20-HETE {6 forrasa az
agyi artéridkban [95]), valamint a CypA10 és CypA14 expresszidja (amelyek szintén képesek
20-HETE eléallitasara [96]) szignifikansan csdkkentek az idés hipertonids allatok agyi ereiben
a fiatal hipertonias allatokhoz képest. Korabbi tanulméanyok kimutattak, hogy a 20-HETE éltal
kivaltott intracellularis Ca?*-szint novekedést a vaszkularis simaizomsejtekben TRPC6-
csatornak medialjak [97], ami részt vesz az autoregulacios funkcioban az agyi artéridk myogén

konstrikcidjanak létrehozéaséaval [41]. Eredményeink szerint mig fiatal egerek agyi artéridiban

crer
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Ca?" koncentraciot és a myogén konstrikciot, addig ez az adaptiv valasz karosodott az idds
hipertdniés egerekben.

Mint azt mar tobbszor emlitettem, idds, hipertonias 4llatokban a megfeleld
autoregulacids védelem hidnya valdszintileg lehetdvé teszi, hogy a magas vérnyomas elérje az
agyi mikrocirkuléaciot, ami ezaltal BBB-karosodashoz vezet. A magas vérnyomas okozta BBB-
zavar mechanizmusai valdsziniileg sokrétiiek. A pericytdk a BBB fontos sejtes 6sszetevoi [93].
Ennek megfeleléen kozelmultbeli tanulményok azt mutatjak, hogy a pericytdk hianya Pdgfi-3"
egerekben a BBB funkcio jelentds kdrosodasaval jar [92] és VCl-szerli, kognitiv hanyatlassal
jaré szindroma kialakuldsdhoz vezet. Ennek megfeleléen a vizsgalatainkban bemutatott
kapillaris pericyta-lefedettség csokkenése hozzdjarulhat a latott BBB-zavarhoz, valamint a
BBB strukttrajanak karositasaval annak ozmotikus kompenzacids lehetdségeit is csokkentheti.
Az 1d6s, hipertonids egerek fokozott pericyta veszteségének mechanizmusa nem ismert. A
pericytak érzékenyek az oxidativ kdrosodasra, igy lehetséges, hogy a hipertonia éltal kivaltott
oxidativ stressz hozzdjarul a fokozott pericyta vesztéshez idds hipertonids egerekben. A
pericytdk az agyi mikrocirkuldcid szerkezeti integritdsdnak megdrzésében is kulcsszerepet
jatszanak [98], igy azok elvesztése valdsziniileg szintén hozzdjarul a kapillaris denzités
csokkenés kialakuldsdhoz id6s hipertonias egerek agyaban. JovObeni vizsgalatoknak tisztdznia
kell, hogy az idds hipertonids egerekben a csokkent kapillaris-stirliség kozvetlen
Osszefiiggésben all-e a hippocampalis perfuzié csokkenésével.

Idds, magas vérnyomasu egerekben a sériilt BBB-n keresztiil a plazma 6sszetevdi,
beleértve az IgG-t, bejuthatnak az agyba. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra
vonatkozdéan, hogy a plazmabol szdrmazd faktorok tobbféle mechanizmussal is
befolyasolhatjadk az idegsejtek miukodését [93, 99]. Ezek koziil a legjelentésebbnek az
extravazalt plasma Osszetevok altal okozott neuroinflammacio tlinik (erre jo példa az IgG éltal
Fc receptoron keresztiil medialt microglia aktivacio). Ezekkel az elképzelésekkel 6sszhangban
eredményeink szerint id0s hipertonias egerekben a BBB karosodasa és az IgG fokozott
extravazacigja a microglia sejtek fokozott hippocampdlis megjelenésével jar. Ezzel
parhuzamosan idds hipertonids egerek hippocampusdban fokozott a microglia-eredetii
gyulladasos mediatorok jelenléte és expresszidja. Ezekrdl a citokinekrdl, kemokinekrdl és
reaktiv oxigén gyokokrdl kimutattdk, hogy neuronalis diszfunkcidhoz vezetnek [100, 101]. A
fent emlitett vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy végeredményben a fokozott
neuroinflammacios reakci6 dsszefliggésben all a hipertonia altal kivaltott hippocampus-fiiggd

kognitiv funkci6 karosodasaval idds egerekben.
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A fent részletezett vizsgélatok legfontosabb eredményeit roviden Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy az oOregedd agyi artéridk myogén konstrikcidja nem mutat adaptiv
novekedést magas vérnyomassal szemben, ami a 20-HETE/TRPC6 tutvonal korfiiggd
diszregulacidjanak koszonhetd. A kdvetkezményes autoregulacios diszfunkcio idds hipertonias
allatokban a magasvérnyomas okozta BBB-zavar stulyosbodéasaval, neuroinflammaécioval és
kognitiv hanyatlassal jar (10. abra).
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10. abra. Az dregedés karositja az agyi véraramlas (CBF) autoregulici6janak adaptaciéjat magas
vérnyomashoz. Normalis koriilmények kozott a CBF autoregulécidja kozel allando véraramlast tart
fenn, a perfuzids nyomas valtozasainak ellenére. Ezt az agyi artéridk nyomas altal kivaltott myogén
konstrikcidja biztositja, amely a vaszkularis ellenallast a perfuziés nyomds valtozasaihoz illeszti.

Hipertonias fiatal kisérleti allatokban és emberben az agyi artéridk myogén konstrikcidja fokozodik (C),
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ezaltal az agyi autoregulacid tartomanya nagy nyomasok felé toloédik (A), ezen funkcionalis
alkalmazkoddson keresztiil optimalizalva a szoveti perfuziot és védve az agyi mikrokeringést. Oreg
hipertonias egerek agyi artériai nem mutatnak adaptiv novekedést a myogén dsszehuzodasban (D), ami

az autoregulacios mechanizmus diszfunkcigjaként nyilvanul meg (B). E: Fiatal hipertonias egerekben

srer

hidroxieikozatetraén-sav (20-HETE)/tranziens receptorpotencial kationcsatorna (TRPC) 6-fiiggd
utvonal aktivalasa all. Ez az adaptiv Gitvonal deficiens 6reg hipertonias egerek agyi ereiben (F). Ennek
megfelelden a fiatal agyi artéridk simaizomsejtjeiben a nagy intraluminalis nyomas altal kivaltott
mechanikai stressz az arachidonsav-metabolizmus (AA) foszfolipaz A2 (PLA2)-fiiggd aktivalasahoz,
valamint 20-HETE-t termel6 CYP450 izoformok fokozott expressziojdhoz vezet. A vazokonstriktor
eikozanoid 20-HETE megnovekedett termelése aktivalja a TRPC6-csatorndkat, amik a vaszkularis

crcr

eredményezik. A 20-HETE feltehetdleg blokkolja a hyperpolarizald Ca*" aktivalt kalium (BKc,)
csatornak aktivaloddsat is, ami hozzajarulhat a fesziiltségfiiggd L-tipusti Ca®* (Lc,) csatornak fokozott
nyomas-indukalt aktivalasahoz és fokozott myogén 6sszehtizodashoz. F: az id6s agyi artériakban a 20-
HETE/TRPC 6-dependens utvonal aktivalasa altal kdzvetitett magas vérmyomashoz vald funkcionalis
alkalmazkodas karosodott (piros nyilak). Toth P et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 312(1): HI-
H20. 2017

II1.2. Agyi erek myogén autoregulacios mitkodésének karosodasa sulyos koponya-agy
sériilés utan

Bevezetés

A traumas agysériilés (TBI) a vezetd halalozési okok egyike (40 év alatt az elsd), és a
hosszl tavu rokkantsag egyik f6 okozoja [102]. A TBI koriilbeliil 1,7 millié embert érint évente
az Egyesiilt Allamokban [102-104] és 2,5 milli6 beteget az Eurépai Unioban [104], a halalozasi
arany 35-40%. Az Egyesiilt Allamokban kériilbeliil 5,3 millio ember ¢l TBI-vel dsszefiiggd
fogyatékossaggal [103], az EU-ban pedig 7,7 milli6 ember [104]. Az eldbbiek alapjan
epidemioldgiai jelentéségét nem lehet til hangstlyozni. A sériilés pillanataban a fejre hatd
fokalis erd, illetve a koponyan beliili hirtelen gyorsulas/lassulés elsddleges karosodast okoz az
agyban. Ezt kdvetden, a primer karosodas altal elinditott, tobb, pdrhuzamosan kialakuld koros
folyamaton keresztiil az agyszovet masodlagos karosodasa jon létre. Ezek kozé tartozik az agyi
véraramlas szabalyozasi zavara, ami hozzajarul az agyddéma és a magas intracranialis nyomas
(ICH) kialakuldsdhoz, meghatarozva a trauma kimenetelét [105]. Mivel a masodlagos
agykarosodas potencidlisan megeldzhetd, a hattérben all6 mechanizmusok jobb megértése

terapias beavatkozasok fontos célpontjait azonosithatja.
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Egyre tobb kisérleti és klinikai bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a
autoregulacids funkcidzavarhoz, az agyi rezisztenciaerek nyomds altal kivaltott myogén
konstrikcidjanak karosodédsa kdzponti szerepet jatszhat [119-122]. Sulyos koponya trauma
utan, az autoregulacios diszfunkcidonak koszonhetden a szisztémds vérnyomas csokkenése
esetén a talzott hipoperfuzid az agyszovet ischemias kéarosoddsat okozhatja, a vérnyomas
emelkedésével jar6 hiperperfuzi6 ¢és volumentulterhelés pedig a mikrocirkulacid
karosodasahoz vezethet [19]. A jelenség nyilvanvald kortani jelentdsége ellenére [106-109,
122, 123] az agyi artéridk sulyos TBI-t kovetd myogén autoregulacids diszfunkcidjanak

hatterében 4llo6 sejtes és molekularis mechanizmusok nem voltak ismertek.

TBI

CBF

normal

Hyperperfusion

ICPT (edema?)

l Perfusion pressure |schemia g
Hypoperfusion

Ischemia
Secondary
injury

11. abra. A traumas agysériilés utini autoreguliciés diszfunkcié kovetkezményei. Ha az
autoregulacios funkcio intakt (lila vonal), akkor a perfiizids nyomas (perfusion pressure) valtozasai
ellenére az agyi véraramlas (CBF) kozel alland6 marad. Traumdas agysériilést kovetdben a CBF
autoregulacioja sériil, igy a CBF passzivan valtozik a perfiizidos nyomas fiiggvényében (piros vonal).
Amikor a perfuzidos nyomds csokken, az autoregulacios diszfunkcio jelentds hipoperfuziot €s agyi
ischemiat eredményez. Ezzel szemben, ha a perfiizios nyomas novekszik, az autoregulacios diszfunkcio
agyi hyperperfuziot eredményez, ami megnovekedett koponyaiiri nyomashoz, citotoxikus és vazogén
0déma kialakulasahoz vezet. Az oxigén- és tapanyagellatas ebbol eredd csokkenése hozzajarul az
agyszdvet masodlagos karosodasahoz, noveli a mortalitast €s veszélyezteti a traumas agysériilés (TBI)

utani funkcionalis felépiilést.
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Korai tanulmanyok felvetették, hogy a TBI-t kdvetd oxidativ stressz vazodilataciot valt
ki a pialis erekben [124]. A szabadgyokok pontos mibenléte, forrdsa, valamint szerepe a TBI-
indukalta vaszkularis diszfunkcidban azonban ismeretlen maradt. A TBI utdn kialakuld
mitokondridlis diszfunkcié a szabadgyok termelés egyi fO forrasa lehet. Ez alapjan feltettiik,
hogy a TBI-indukalta mitokondrialis oxidativ stressz, valamint az abbdl szdrmazé erdteljes
tranziens receptor potencial vanilloid csatorna 4 (TRPV4)-fiiggd iton aktivalni képes a myogén
valaszt negativ visszacsatolassal szabalyoz6 membran csatornat, a kalcium-fiiggd kalium
csatornat (BKca) [125-128][129-131]. Ezért szintén feltételeztilk, hogy a TBI-okozta

mitokondrialis H>O:2 ezen az utvonalon karositja az agyi erek myogén konstrikciojat.

Hipotéziseink teszteléséhez stilyos diffiiz koponya traumat idéztiink el patkanyokban,
majd megvizsgaltuk az allatokbdl izolalt arteria cerebri media-k (MCA) H2O» termelését,
valamint nyomas-indukalta myogén valaszait mitokondridlis szabadgyok fogok jelenlétében.
Ezt kovetden meghataroztuk a TRPV4 és BKca csatornak specifikus blokkoldinak hatasat az
agyi artériadk TBI altal kivaltott myogén autoregulacios diszfunkcidjara, meghataroztuk e
csatorndk szerepét az exogén H»O; altal kivaltott vazomotoros valaszokban, valamint patch
clamp segitségével jellemeztiik cerebrovaszkuléris simaizom sejteken a H>O> valamint TRPV4

inhibitorok hatasat a BKc, ion aramokra.

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

Azt taldltuk, hogy a patkanyokbol 2 draval a sulyos TBI utan izolalt MCA-k myogén
Osszehtizodasai sértetlenek voltak, azonban az MCA-k myogén valaszai 24 6raval a traumas
agysériilés utdn 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 mitokondriumbdl szarmazd ROS kulcsszerepet jatszik a TBI altal kivaltott myogén
diszfunkcioban. 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 adésa nem jart addicionalis hatassal, arra utalnak, hogy a
mitokondriumbol szarmazé H»O, az elsddleges faktor, amely csokkenti az agyi erek myogén

Osszehtizodasat TBI utan. Ezt tdmasztottdk ald tovabbi megfigyeléseink, miszerint a TBI
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szignifikdnsan fokozta a cerebrovaszkularis H>O> termelést, ami szelektiven gatolhatod volt

kataladz jelenlétében (12. 4bra).

—O—— Control
A —O— Control B —— %(a)rtroHCAT
—— i
(T)g?trol+m|toTEMPO —— TBI4CAT C
_ .. TBI+mitoTEMPO ) 110 ——7/—— TBI+CAT+mitoTEMPO CF _
£ 100 100 @
8 3 5 3
[a)] [a) ke]
o o 9 S
5 g0 5 Control RS
3\0/ < 80 ontro %
o} 9] g 1 L
© g 70 5
= 60 - e =
A Control  Control TBI TBI
40 T T 50 . . +CAT 24h +CAT
0 60 120 0 60 120
Intraluminal pressure (mmHg) Intraluminal pressure (mmHg)

12. abra. A TBI kdrositja 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 BKca 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-
on 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 blokkold
paxillin. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TBI altal indukalt, fokozott termelddésti
cerebrovaszkularis HxO2 a BKca csatorndk aktivalasa révén csokkenti az agyi erek myogén
Osszehtizodasat (13. 4bra). Emellett azt talaltuk, hogy a TBI fokozza a BKca csatornak
cerebrovaszkularis mRNS expressziojat, ami valdsziniileg megmagyarazza a csatornak

fokozott értagitd hatasat TBI utan.
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13. abra. A BKc. csatorna szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban silyos
agysériilés utan. A: Paxillin (a kalcium-aktivalt kalium (BKc,) csatornak specifikus blokkol6janak)
hatasa a kontroll és TBI patkanyokbdl izolalt arteria cerebri media-k (MCA) nyomas altal kivaltott
myogén valaszaira (n=5 minden csoportban, *p<0,05 vs. kontroll; #p<0,05 vs. TBI). B: A BKca-

crcr

¢s TBI-s patkanyokban. H,O; altal kivaltott dilatacié szignifikansan nagyobb traumas allatok MCA-
iban (n=5 csoportonként; *p<0,05 vs. kontroll, #p<0,05 vs. TBI).

A TRPV4 szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban sulyos agysériilés utan
Els6ként demonstraltuk, hogy agyi erek TBI utdn csokkent myogén valasza visszaall a
kontroll szintre a HC067047, a TRPV4-csatornak specifikus blokkoldja jelenlétében. Az
MCA-k H>0- altal kivaltott dilatacioja csokkent HC067047 jelenlétében, arra utalva, hogy a
H>O: altal kivaltott dilataciot a TRPV4 csatorna medialja. A TRPV4 agonista GSK1016790A-
indukalta vazodilatacio szignifikdnsan nagyobb volt TBI utdn, mint kontroll allatok agyi
ereiben, valamint azt a specifikus BKca csatorna blokkol6 paxillin gatolta. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a TBI-t kovetéen a myogén konstrikcio gyengiilésében a TRPV4 csatorna
aktivacidja részt vesz, a TRPV4-et a H>O; aktivalni képes, valamint a TRPV4 hatasaban a BKca
csatorna szintén szerepet jatszik (14. abra). A TBI szignifikdnsan fokozta a TRPV4 gén
cerebrovaszkularis mRNS expresszidjat, ami valdszinlileg megmagyarazza a TRPV4 agonista

altal indukalt fokozott dilatator érvalaszt koponya trauma utan.
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14. abra. A TRPV4 csatorna szerepe agyi artériak karosodott myogén konstrikciojaban silyos
agysériilés utan. (A) HC067047 (a TRPV4 csatornak specifikus blokkolojanak) hatdsa a kontroll és
TBI patkanyokbol izolalt arteria cerebri media-k (MCA) nyomas altal kivaltott myogén valaszaira (n=5
minden csoportban, *p<0,05 vs. kontroll; # p <0,05 vs. TBI). A B panel a TRPV4 csatorna blokkolo
HC067047 hatasat mutatja kontroll és TBI patkanyok MCA-inak H,O, altal kivaltott dilatacidjara. C:
BKca csatornak blokkolasanak hatdsa a TRPV4 agonista GSK1016790A altal kivaltott MCA dilataciora
(fontos kiemelni, hogy mind a H,O-indukalt, mind a GSK1016790A altal kivaltott dilatacio
szignifikansan magasabb TBI utan) (n = 5 csoportonként, *p < 0,05 vs. Kontroll; #p < 0,05 versus TBI).

A H>0> a TRPV4 csatornan keresztiil aktivalja a BKc. csatorndt izolalt cerebrovaszkularis
simaizom sejten

Patkanyok MCA-ibol izolalt vaszkularis simaizomsejteken (VSMC) mértiik a BKca csatorna
aramot patch clamp moddszerrel. 1zolalt MCA-kon végzett eredményeinket alatamasztva azt
talaltuk, hogy a H2O2 a VSCM-eken szignifikansan novelte a BKca aramot, amit a TRPV4

csatorndk gatldsa megsziintetett (15. abra).
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Megbeszélés

Jelen vizsgélataink kimutattdk, hogy sulyos, diffuz koponya-agy sériilés karositja az
agyi artéridk myogén konstrikcidjat. Ezen eredményeink az irodalmi eredményekkel egyiitt
(Golding ¢és mtsai. ,,controlled cortical impact” modellt, Villalba és mtsai. pedig ,,fluid
percussion modellt hasznaltak) [119, 121] arra utalnak, hogy a myogén mechanizmus
karosodasa az alkalmazott allatmodellektdl fliggetleniil a TBI kdvetkezménye €s a behatést
kovetden szubakutan alakul ki. Az autoregulacié myogén mechanizmusanak karosodasa fontos
szerepet jatszhat az agyszovet masodlagos kéarosodasanak kialakuldsaban. Elészor is,
hozzajarulhat a vértérfogat ndvekedéséhez a zart koponydban. Mésodszor, amikor a vérnyomas
novekszik, a myogén védelem hidnya valdsziniileg lehetdvé teszi a magas nyomads
karosodasat, ami fokozza a vazogén 6déma kialakulasat. Mind a megndvekedett vérvolumen,
mind a vazogén 6déma hozzajarul a koponyaliri nyomas emelkedéséhez, kiilondsen akkor, ha
az intracranialis compliance a citotoxikus 6déma miatt eleve csokkent [19, 33, 113, 114, 132].

A fenti eredmények elsdként demonstraltdk, hogy stlyos TBI utan a vaszkularis
simaizom sejtekben torténd mitokondridlis szabadgydk termelddés [124, 133] kdzponti
szerepet jatszik az agyi artéridk karosodott myogén 6sszehuzoédasaban. A TBI-altal indukalt, a
mitokondrialis oxidativ stresszhez vezetd folyamatok nem tisztdzottak, de szerepe lehet
mechanoszenzitiv mtROS termelésnek[134, 135], a sériilt agyi parenchymabol felszabadulo
tényezOknek (beleértve a glutamat neurotoxicitast) [136-138] és/vagy humoralis tényezdéknek
[139, 140]. A mitokondrialis szabadgyok termeldédésben az elektrontranszport lanc I. és III.
komplexe kiemelt szerepet jatszik [141, 142]. Specifikus inhibitorok hasznalataval a jovoben
tisztazni kell, hogy a TBI miként befolydsolja a ROS képzddést ezeken a pontokon.

A mitokondrialis szuperoxidot a vaszkularis simaizom sejtekben is expresszalodo
manganaz szuperoxid-dizmutdz (MnSOD) alakitja H2O2-vé [124, 143-146]. A H2O»-ra a
mitokondrialis membranok jelentds permeabilitdst mutatnak, azokon athaladva a termelddést
kovetden a simaizom sejtek citoszoljaban a vazodilatitor H>O» szintje emelkedik [125].
Eredményeink, melyek szerint H>O>-t bontd kataldz helyredllitia a TBI-s patkanyokbol
szarmazd MCA-k myogén valaszait, kisérleti bizonyitékot szolgaltatnak arra vonatkozodlag,
hogy a mitokondriumokbol szarmazd megndvekedett H>O» szint kulcsszerepet jatszik a diffaz
felvetik annak lehetdségét, hogy a nitrogén-monoxid szintézis aktivalasa szintén hozzajarulhat
a TBI utdni csokkent myogén Osszehtizoddshoz [121]. Mivel az endothelidlis NO és a

mitokondriumokbdl szdrmazoé H>O: interakcioba léphet egymassal [147, 148], jovObeni
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tanulmanyoknak fel kell mérnie, hogy a TBI-indukélta endothelidlis karosodas miként
modulalhatja agyi erek myogén tonusat.

Korabbi eredmények kimutattidk, hogy a vaszkularis simaizom sejtek Ca?*-aktivalt
kalium (BKca) csatornai a nyomads-indukalta myogén konstrikcid negativ visszacsatolasu
szabdlyoz6i az altal, hogy a simaizomsejtek hiperpolarizacidjan keresztiil gatoljak a
fesziiltségérzékeny kalcium csatorndk aktivalodasat [126-128]. Szintén ismert, hogy a H>O»-
altal okozott agyi vazodilatacioban a Ca?'-aktivalt kalium (BKca) csatorndk szerepet
jatszhatnak [130, 131]. Ezen eredményekkel 6sszhangban kimutattuk, hogy a BKca csatornak
szelektiv blokkolasa helyredllitotta a TBI-s patkdnyokbdl szarmazé MCA-k kérosodott
myogén konstrikciojat, valamint a BKca csatorna blokkold paxillin jelenlétében a H2O2 nem
valtott ki vazodilataciot. Szintén, a H>O» szignifikansan megnovelte a BKca csatorna aktivitasat
vaszkularis simaizomsejteken. Mindezek azt sugalljak, hogy TBI utan a mitokondriumokbol
szdrmazo H>O; a BKca csatorndk aktivacidjan keresztiil csokkenti az agyi erek myogén
konstrikciojat.

A vaszkularis simaizom sejtek BKca csatornainak aktivitasat a szarkoplazmas
retikulumbol felszabaduld mikroszkopikus Ca?* spark-ok szabalyozzak, melyek felszabadulasi
frekvencidjat és amplitadojat a H>O, befolyasolja [149]. A vanilloid csalddba tartozo 4-es
tipusu tranziens receptor csatorndk (TRPV4) mechanoszenzitiv, nem szelektiv
kationcsatorndk, amelyek fontos szerepet jatszanak a cerebrdlis vazomotor tonus
fenntartasaban [129] és a simaizom sejtekben detektalt Ca** spark-ok kialakulasaban is [150].
Ezen Osszefiiggések kortani jelentdségét tartdk fel eredményeink, melyek szerint a TRPV4
csatornak szelektiv blokkoldsa gatolja a H,O» altal kivaltott vazodilataciot, és helyreallitja a
TBI-s patkdnyokbol izolalt agyi artéridk myogén valaszait. Tovabba, az agyi artéridk TRPV4
ugy gondoljuk, hogy a TBI utan fokozottan termelt mitokondridlis H>O> a BKca csatornakat
TRPV4 csatorndkon keresztlil aktivalja. Ennek az elképzelésnek kozvetlen kisérleti
bizonyitékat adjak eredményeink, amelyek szerint izolalt cerebrovaszkuldris simaizom

sejteken a H2O; altal kivaltott BKca-aramot a TRPV4-blokkold HC067047 gatolja.

Osszefoglalva kimutattuk, hogy stlyos diffuz koponya-agy sériilést kovetden patkanyban
fokozott cerebrovaszkularis mitokondridlis H>O> termelés alakul ki, ami vanilloid tipusu
tranziens receptor csatornak (TRPV4)-on keresztiil aktivalja a vaszkularis simaizom sejtek
Ca?"-aktivalt kalium (BKca) csatornait, és ezaltal megakadalyozza a nyomas-novekedés altal

indukalt myogén vaszkularis konstrikcio kialakulasat. Feltehetd, hogy ez a mechanizmus
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hozzajarulhat a TBI-s betegek (altalunk is megfigyelt) autoregulacios diszfunkcidjahoz, és az

utvonal célzott farmakologiai

befolyasolasa az agyi véraramlas

helyreallitdsan keresztiil csokkentheti a masodlagos agysériilést (16. dbra).

TRPV4+

Cuz’> ﬂ
BKC:!’

HCK’O
myogenic

constriction

\ 4

16. abra. Az agyi rezisztencia erek
karosodott myogén  konstrikcidjanak
mechanizmusa traumas agykarosodas utan.
Traumas agykarosodas (TBI) utan foként
eredeti  H,O,  thlzott
cerebrovaszkularis termelése alakul ki. A H,O»
aktivalja a cerebrovaszkularis simaizomsejtek

mitokondrialis

tranziens receptor potenical vanilloid 4
(TRPV4) csatornait, amik a kalcium-indukalta
kalium (BKc.) csatornak aktivalasaval a
simaizomsejtek membranjanak
hyperpolarizaciojahoz és az agyi erek ezt

c sy

a nyomas altal  kivaltott  myogén

Osszehuzodast. A myogén  konstrikcid
karosodasa kozponti szerepet jatszik a TBI-

indukalta autoregulacios diszfunkcioban.

P

A fentiekben bemutattam, hogy sulyos koponya traumat kdvetden a mitokondrialis oxidativ

stressz kozponti szerepet jatszik agyi erek myogén autoregulacios diszfunkcidjaban. Az

alabbiakban ennek lehetséges farmakologiai csokkentését szeretném demonstralni a

leggyakoribb TBI tipus,

az enyhe koponya-agy sériilés,

cerebrovaszkularis riziko tényezd, a hipertonia kozos allatmodellje segitségével.

valamint a leggyakoribb
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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 osztdlyos kezelést
eredményeznek, valamint megndvelik a szovédmények és az ujboli koérhdzi kezelések
kockazatat [151]. A TBI-ben leggyakrabban azonositott komorbid allapot a hipertonia [152,
153], aminek jelentdségét aldhtuzza, hogy kisérleti allatokban a magasvérnyomas fokozta a
TBI-t kdveté mortalitast [154].

Amint az fent kimutattuk, a TBI-altal okozott cerebrovaszkularis diszfunkcioban, és
minden bizonnyal a masodlagos agykarosoddsban, kozponti szerepet jatszik a
cerebrovaszkuldris mitokondrialis oxidativ stressz [106, 155]. TBI-t kovetden a mitokondrialis
folyamatok mellett, de azokkal szoros Osszefiiggést mutatva a szabadgyokok fontos forrasa
lehet a plasmamembranhoz asszocidlt NADPH-oxid4z. Ezt timogatja, hogy TBI-t kdvetden a
NADPH-oxiddz Nox4 alegysége fokozott expressziot mutat, valamint a TBI-hoz kapcsolt
NMDA receptor aktivacié az enzim fokozott miikodéséhez vezet [156].

A leggyakoribb TBI tipus, az enyhe koponya trauma (mild-mTBI) utdn ugyan a
szabadgyokok termelésének csak atmeneti ndvekedését mutattak ki [157], ennek szerepe lehet
hosszl tavi cerebrovaszkularis €s neuronalis eltérésekben. A magas vérnyomasrol ismert, hogy
onmagaban illetve mas korallapotokkal szinergizalva, fokozza a cerebrovaszkularis oxidativ
stresszt [158], példaul az dregedés altal kivaltott mitokondrialis oxidativ stresszt egerek agyi
artéridiban [159]. Ezek alapjan feltettiik, hogy a mar meglévd artérids magas vérnyomas
sulyosbitja az mTBI altal kivaltott cerebrovaszkularis oxidativ stresszt azaltal, hogy fokozza a
TBI éaltal kivaltott mitokondridlis ROS (mtROS) termelést. Szintén feltételeztiik, hogy a TBI-
indukalta oxidativ stresszben a NADPH-oxiddz is szerepet jatszik. Végiil, célunk volt a

megndvekedett cerebrovaszkularis oxidativ stressz hatékony csokkentése.

Hipotéziseink tesztelése céljabol enyhe TBI-t indukaltunk normotenziv Wistar és
spontan hipertonias (SHR) patkanyokban. A celluldris oxidativ stresszt arteria cerebri media
(MCA) izolalt szegmenseiben viszgaltuk dihidroetidium (DHE) fluoreszcens festékkel. Az
mtROS  termelést a mitokondrium-specifikus redox-érzékeny fluoreszcens MitoSox

segitségével értékeltiik. A mitokondridlis oxidativ stressz csokkentésére a belsé mitokondrialis
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membranon beliil a citoszollal 6sszehasonlitva 1000-szeres koncetraciot elérd antioxidans

Szeto-Schiller (SS)-31 peptidet hasznaltunk [160].

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 mitokondridlis 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 (17. bra).

: vvz:i:LmTBl 2 §:§+m73| 17. abra. Enyhe traumais agysériilés

mmm  SHR+mTBI + SS 31 (mTBI) tartés mitokondrialis oxidativ

A B *& stresszt indukal hiperténias patkinyok

. 2.0 agyi artériaiban, amit SS-31-gyel végzett
8 ] kezelés visszafordit. MitoSox
g 1.5+ $ fluoreszcencia (ami a mitokondrialis reaktiv
ﬁ 1.0d — o 1 szabadgyok  (ROS)  képzdédést  jelzi)
T . normotenziv (Wistar), valamint hipertonias
g 0.5= § _-?_ patkanyok (SHR) arteria cerebri media
(MCA)-iban 2 héttel mTBI utan, és SS-31

0.0 célzott mitokondrialis antioxidans peptiddel

MitoSox fluorescence

SMOOTH MUSCLE, ENDOTHELIUM torténé  kezelés végén (n=35 minden

Wistar - Wistar Wistar | Wistar csoportban, *p <0,05 vs. Wistar, #p <0,05
vs. Wistar + mTBI, &p <0,05 versus SHR,
$p<0,05 versus SHR + mTBI). Az also

+mTBlI +mTBI

R panelen a vorés DHE fluoreszcencia
reprezentativ konfokalis képei lathatok.

| MitoSox
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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 fokozodott 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 (18. abra).

—— Wistar SHR
A == SHR+mTBI B == Wistar+mTB| == SHR+mTBI
== SHR+mTBI + Apo 1.5m = SHR+mTBI + SS 31
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18. abra. A NADPH-oxidaz szerepe az enyhe traumas agysériilés (mTBI) altal kivaltott tartés
mitokondridlis oxidativ stresszben hiperténias patkdnyok agyi artériaiban. A: MitoSox
fluoreszcencia Gsszegzett adatai arteria cerebri media (MCA) simaizom- ¢s endothelialis rétegeiben
spontan hipertonias patkdnyokban (SHR) 2 héttel mTBI utan NADPH-oxidaz inhibitor apocinin (Apo)
hidnyaban és jelenlétében (n=5 csoportonként, *p <0,05 vs. SHR + mTBI). B: A NADPH-oxidaz
Nox4 alegységének mRNS expresszioja normotenziv (Wistar), valamint hipertonias patkanyok (SHR)
arteria cerebri mediaiban (MCA) 2 héttel mTBI utan, és SS-31 célzott mitokondrialis antioxidans
peptiddel torténd kezelés végén (n =5 csoportonként, *p < 0,05 versus Wistar, &p < 0,05 versus Wistar
+mTBI, $p < 0,05 versus SHR, #p < 0,05 versus SHR + mTBI).

Megbeszélés

Térsbetegségek hidnyaban egyszeri enyhe koponya-agy sériilés, ellentétben a stlyos
vagy ismétlddd enyhe TBI-vel, csak atmenetileg fokozza a ROS-termelést az agyban, ami az
agyi véraramlas-szabalyozas ¢€s kognitiv funkciok atmeneti zavardhoz vezethet [161, 162]. A
fent bemutatott egyik legfontosabb eredményiink, hogy meglévé komorbid hipertonia

jelenlétében egyetlen enyhe traumas agysériilés elegendd, hogy tartds oxidativ stresszt idézzen
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elé az agy artéridiban. Az mTBI altal kivaltott perzisztald cerebrovaszkuldris mitokondrialis
oxidativ stressz funkcionalis kovetkezményei valdszinlileg sokrétliek. Amint kimutattuk, a
fokozott cerebrovaszkularis oxidativ stressz autoregulacios diszfunkcidhoz vezethet, ezen
kiviil az NO ¢és a prosztanoid termelés és/vagy hasznosulas megvaltoztatasadval ronthatja az
endothel funkciot[163], csokkentheti az agyi bazélis vérdramlast [164] és eldsegitheti a
neurovaszkuldris szét-kapcsolast[165]; ezek mindegyike hozz4 jarulhat kognitiv diszfunkcid
kialakulasdhoz. Eredményeinknek kiemelt transzlacios relevanciaja van: az mTBI valdsziniileg
karosabb kovetkezményekkel jar hipertonids betegekben, mint normotenzidés emberekben.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy a ROS-fiiggd jelatviteli utakat célzo
romlasat TBI-n atesett, hipertonias és egyéb komorbiditasban szenvedd emberekben.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a NADPH-oxidéaz aktivalasa részt vesz a perzisztalo
cerebrovaszkuldris mitokondridlis oxidativ stressz kialakuldsdban. Ezt tamogatja, hogy
kétiranyt aktivacids kapcsolat lehetséges a NADPH-oxid4z altali ROS-termelés és az mtROS-
termelés kozott [166]. A mitokondrialis membranhoz kapcsolt Nox4 alegység mechanikai erék
hatéséra aktivalhato [167], aktivalodéasa pedig mitokondrialis oxidativ stresszt indukal [168].
Ezen mechanizmus jelentdségét mutatjak azon eredmények, melyek szerint a Nox4 delécidja
[169] és a NADPH-oxid4z inhibitor apocinin [170, 171] csokkenti a TBI utdni méasodlagos
sériilés sulyossagat. Az egymast kolcsondsen erdsitd mitokondrialis és NADPH-oxidaz eredetii
ROS termelést tdmasztjak ala a mi eredményeink is, miszerint a Nox4 cerebrovaszkularis
expresszioja tartosan megnovekedett az SHR-ekben mTBI utdn, amit a mitokondriélis oxidativ
stressz célzott gatldsa SS-31-gyel visszaforditott. Az mTBI és a magas vérnyomads
kolcsonhatasa a cerebrovaszkuldris mitokondridlis oxidativ stressz indukalasdban egyéb
mechanoszenzitiv utakat is érinthet (pl. integrin altal kozvetitett jelatvitel, Ca?* jelatvitel, PKC,
Rho kinazok és MAP kinazok aktivalasa stb.) [134]. Ezek tisztdzasan tal a jovoben fel kell
tarni a mechanoszenzitiv mtROS termelés helyeit. A lehetséges helyek kozé tartozik az 1.
komplex, amely az NADH elektronjainak belépési pontja a 1égzési lancba, ¢és a I1I. komplex,
amely az elektronokat a citokrom c-hez juttatja. A mitokondridlis O diszmutalodhat H>O2-vé
[172], amely atdiffundélva a mitokondrialis membranon elésegitheti a tovabbi ROS termelést
a citoplazmaban, példaul az eNOS szétkapcsolasaval [173].

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 az értekezésben korabban, valamint késébbi

fejezetekben bemutatott eredményeink tiikrében, melyek szerint a megndvekedett ROS ok-
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crer

agyi funkcionalis hiperémia csokkenésével [160] idés korban, valamint agyi erek

autoregulacios diszfunkcidjaval traumas agysériilés utan.

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

utan egyideji magasvérnyomas betegség jelenlétében

Bevezetés

Az értekezés agyi erek myogén autoregulacios funkcidjanak eltéréseit bemutatd
fejezeteiben targyaltam, hogy a kronikus magas vérnyomas a 20-HETE/TRPC6 utvonal
fokozott aktivitdsan keresztiil az agyi artéridk fokozott nyomads-indukalta myogén
,jobbra” tolédasaban fontos szerepet jatszhat. Szintén bemutattuk, hogy sulyos traumas
agysériilést kovetden a cerebrovaszkularis Ca?*-fliggd kalium (BKca) csatorna-TRPV4
csatorna dilatator tUtvonal aktivalodadsa az agyi rezisztencia erek nyomas-indukalta
konstrikcidjanak csokkenéséhez vezet. Nem volt ismert azonban, hogy a 20-HETE-fiiggd
konstriktor és 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 rizik6faktora a magas vérnyomas [174, 175],

crer

mortalitasaval jar [176-178].

A nyomas-indukélta koros konstriktor ¢és dilatdtor cerebrovaszkularis utvonalak
interakciojanak vizsgalata céljabol kronikus magasvérnyomasos patkanyokban stlyos koponya
traumat idéztlink eld, majd izoldlt agyi artéridik myogén valaszait Osszehasonlitottuk

normotenziv, valamint traumat el nem szenvedett allatok agyi érvélaszaival.

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
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(WKY). Irodalmi adatokkal és korabbi eredményeinkkel [19, 89] dsszhangban a hipertonids
patkanyok artéria cerebri media (MCA) izolalt szegmentumainak myogén konstrikcioja
fokozddott a normotenziv WKY-hez képest, a nyomas-atmérd gorbét nagyobb intraluminalis
nyomasértékek felé tolva. Mig traumas agysériilés szignifikansan csokkentette a normotenziv
WKY patkanyok MCA-inak myogén valaszat, az MCA szegmentek myogén vélaszai
hipertdnias patkanyokban TBI utan fokozottak maradtak (nem kiilonboztek a kontroll, trauman
at nem esett SHR-ekbdl szarmazo MCA-k myogén 6sszehtizodésaitol). Az MCA-k konstriktor
valaszai U46619 tromboxan A2 agonistdval szemben nem kiilonboztek szignifikdansan a

csoportok kozott (19. abra).

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

Az SHR-ekbdl szarmazé 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 szignifikdnsan 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 expressziojat normotenziv patkanyokban (19. abra).

Megbeszélés

Az értekezés megel6z0 részeiben részletes targyaltuk, hogy az agyi autoregulécio,
valamint annak kdzponti vaszkularis mechizmusa, a nyomas-indukélta myogén vélasz miként
tartanak fent megkdzelitéleg 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 mechanizmusnak a hatterében a magas vérnyomas altal indukalt fokozott cerebrovaszkularis
citokrém P450 w-hidroxilaz expresszio és fokozott 20-HETE termelddés allhat [19, 179, 180].
Ahogy azt kordbban bemutattuk, a TBI aktivalja az agyi erek simaizom rétegében a BKca-
TRPV4 vazodilatator utvonalat, ami az agyi erek myogén konstrikcidjanak gyengiiléséhéz
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
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feltehetdleg a 20-HETE BKca csatornan leirt gatld hatasanak kozponti szerepe lehet [181], amit

kisérletesen mi is kimutattunk. Ezen eredmények alapjan a feltart két cerebrovaszkularis ut

kozotti parbeszéd farmakologiai modulédlasaval, pl. a cerebrovaszkularis 20-HETE termelés

fokozasaval a TBI altal indukalt autoregulacios diszfunkcio befolyédsolhato lehet.
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19. abra. Az agyi artériak hipertonia altal kivaltott megnévekedett myogén ténusat nem
befolyasolja a traumas agysériilés. A: Szisztolés vérnyomas Wistar-Kyoto (WKY) és spontan
hipertonias patkdnyokban (SHR) stlyos traumas agysériilést kovetden (WKY-TBI és SHR-TBI, n=6
csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs.TBI). B: Izolalt artéria cerebri media (MCA)
nyomas altal kivaltott myogén valaszai ugyanazon patkanycsoportokban. Az ératmérét az egyes
MCA-k 80 Hgmm-en mért passziv atmérdjének szazalé¢kaban fejezziik ki. A mellék abra a vizsgalt
MCA-k konstriktor vélaszait mutatja az U46619 (107 mol/l) tromboxéan A2 agonistival szemben (n=6
csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll; # p<0,05 vs.TBI). C: A konstriktor 20-HETE-t termel6
cytokrom P450 enzimek specifikus gatlasanak hatasa (HET0016-al) a vizsgalt allatcsoportokbol
izolalt MCA-k fokozott myogén tonusara (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
izoformak mRNS expresszidja a fenti allatcsoportok MCA-iban (n=5 csoportonként, *p<0,05 vs.
Kontroll; # p<0,05 vs.TBI).
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IV. A neurovaszkularis kapcsolas karosodasa: preklinikai modellektol az
emberig

IV.1. A neurovaszkularis kapcsolas szerepe a kognitiv funkcioban

Bevezetés

Egyre tobb kisérletes bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy a nagyobb
agyi artéridkat érintd koérképek (pl. agyi ischemidhoz vezetd atherosclerosis) mellett az agyi
mikrokeringés patofiziologids valtozasai is kritikus szerepet jatszanak az agymiikodés pl.
¢letkorral Osszefiiggd hanyatlasaban [182]. Ezek koziill kiemelt jelentOségiick a
neurovaszkuldris egység funkcionalis valtozasai, amelyek meghatarozzak az agyi véraramlas
lokalis szabalyozasat. Mint mar tobbszor emlitettem, a neuronok energiaigénye nagy, az
agynak pedig kevés tartalékkapacitdsa van. A megndvekedett neurondlis aktivitas kiszolgalasa
miatt sziikkség van az oxigén- és glilkdzszallitas idOben és regiondlisan illesztett, gyors
novekedésére. Ezt egy ,feed-forward” elven miikodd mechanizmus, a neurovaszkularis
kapcsolas biztositja [56]. A kialakuld funkciondlis hiperémia felelds az aktiv agyi teriilet
megnovekedett oxigén ¢és glikoz igényének kielégitéséért, a karos anyagok hatékony
eltavolitasaért ¢és az optimalis mikrokdrnyezet biztositasaért az agyszovetben. A
neurovaszkuldris kapcsolas az aktivalt neuronok és astrocytak, valamint az ér endothélsejtek,
pericytdk ¢és simaizomsejtek kozotti Osszehangolt, szigortian szabalyozott intercellularis
kommunikécié révén jon létre [56]. A neurovaszkularis kapcsolds létrehozasaban kdzponti
szerepet jatszik a neuronalis aktivaci6 altal kivaltott neuralis és endothelialis nitrogén-monoxid
(NO) termelés [59, 62, 183], valamint az aktivalt perivaszkularis astrocytakbol felszabadulo
dilatator arachidonsav metabolitok: epoxygenazok altal termelt epoxieikozatrién-savak (EET)
és cyclooxigenaz eredetli prosztaglandinok [184-186].

Az NO, EET-k és prosztaglandinok koros termelése és/vagy felszabaduldsa miatti
neurovaszkuldris kéarosodast (szét-kapcsolast) tobbféle korkép allatmodelljében, valamint
betegekben is demonstraltak [76, 77, 163]. Kozponti szerepét feltételezik a kognitiv karosodas
kialakuldsdban 6regedésben, elhizasban [187], hipertonidban [188], Alzheimer-kérban [189].
Bér a tdpanyagok és az oxigén szallitdsanak zavara nyilvanvaléan hatranyosan érinti a
neuronok miikodését, mind az dregedés, mind a fent emlitett betegségek sszetett funkcionalis
¢s fenotipusos valtozasokat idéznek el6 az ideg- ¢és gliasejtekben (szinaptikus diszfunkciot, a

crer

cellularis metabolizmust, fokozott neuroinflammaciot és az amyloid plakkok neurodegenerativ
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kovetkezményeit), amelyek kérositod hatast fejtenek ki a magasabb kérgi funkcidban részt vevo
folyamatokra [190]. Ennek megfeleléen az emlitett betegségek modelljeiben végzett
vizsgalatok soran kihivast jelentett a neurovaszkularis szét-kapcsolas specifikus szerepének

megallapitasa a kognitiv karosodas kialakulasaban.

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 gatldszereivel, 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 somatoszenzoros kéregben szignifikdnsan csokkent a vivé anyaggal kezelt
allatok valaszaihoz képest. Az MSPPOH+NAME+INDO topikalis, koponya-ablakon
keresztiili alkalmazisa hasonld eredményeket mutatott. A véraramlas novekedéssel
parhuzamosan a szomatoszenzoros kéregben a neuralis aktivacidé soran az extracellularis
glikoz koncentracidja szintén megemelkedett, ami szignifikdnsan csokkent az
MSPPOH+NAME+INDO-vel kezelt allatokban. A neurovaszkularis szét-kapcsolast indukélo
farmakologiai kezelés nem okozott szisztémas hemodinamikai eltéréseket. Ennek megfelelden
a két allatcsoport vérnyomdsa nem kiilonbozott szignifikansan (kontroll: 106+2 Hgmm;
MSPPOH+NAME+INDO kezelt: 10743 Hgmm; p=0,49). A bazalis agyi véraramlast (CBF) a
szomatoszenzoros kéregnek megfeleléen (coronélisan a bregméatol 1-1,5 mm-re caudalisan) 7T
térerejii kisallat MRI segitségével, arterial spin labeling szekvenciaval hataroztuk meg. Azt
talaltuk, hogy a szadmitott CBF ¢értékek nem kiilonboztek a kontroll ¢és az
MSPPOH+NAME+INDO csoport kozott.

A spontan idegi aktivitast és a kivaltott neuronalis valaszokat in vivo vizsgaltuk annak
meghatdrozasara, hogy az alkalmazott kezelés befolyasolja-e a szomatoszenzoros kéreg

neuronalis miikddését. Eredményeink szerint az MSPPOH+NAME+INDO kezelés nem
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valtoztatta meg a szomatoszenzoros kéreg bazalis neurondlis aktivitasat, sem a kontralateralis
bajusz-stimulacié altal kivaltott (excitatorikus posztszinaptikus potencialt jellemzd) mezd

potencial valaszok amplitadgjat.
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20. abra. Kisérletesen indukalt neurovaszkularis szét-kapcsolas egerekben. (A) Az agyi véraramlas
(CBF) reprezentativ kisérletes regisztratuma laser Doppler szenzorral mérve a szomatoszenzoros
kéregben ellenoldali bajusz-parna elektromos stimulacidja soran egérben (aram: 0,2 mA, impulzus
id6tartama: 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 utan (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 glikoz ([glikoz]e.) valtozasairdl bajusz-stimulacid6 hatadsara (5Hz, 2 perc),
amperometriaval mérve MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek szomatoszenzoros kérgében
glilkoz bioszenzorral. ,,0 szenzor”: a glikoz szenzorral megegyezd elektroda, biologiai jel
érzékeléséhez sziikséges enzimek nélkiil. Az Osszefoglalo 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).
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21. abra. Kisérletesen indukalt neurovaszkularis szét-kapcsolds nem érinti a neuronalis funkciét
és a bazailis agyi véraramlast. A: Bajusz-parna elektromos stimulacidja altal kivaltott
szomatoszenzoros kivaltott potencial (SEP) valaszok kisérletes regisztratumai
MSPPOH+NAME+INDO kezelt, valamint kontroll egerek szomatoszenzoros kérgében. A kivaltott
valaszok (P1 és N1 amplitado csticsok) f616tt a spontan corticalis elektromos aktivitas regisztratumai
lathatok. (B) A negativ hullamok (N1) amplitadojat nem befolyasolta sem az MSPPOH+NAME+INDO
akut topikalis koponyaablakon keresztiili adasa, (n=6, p=0,2), sem az egerek kronikus kezelése
MSPPOH+NAME+INDO-val (kontroll: n=9, kezelt: n=6, p=0,4). (C) A T1 sulyozott MRI-felvételek
¢s a megfelelo perfuzios térképek egy kontroll és egy MSPPOH+NAME+INDO kezelt egér agyabol.
A Dbemutatott szelet a bregmatol 1-1,5 mm-re caudalisan helyezkedik el, a sarga kordk a
szomatoszenzoros kéregre helyezett régiokat (ROI) mutatjak, amelyekben az agyi véraramlast (CBF,
mL/100 gmin) mértiik. A bazalis perfuziéra vonatkoz6 0Osszefoglaldo adatokat (n=10 minden
csoportban) a (D) mutatja (p=0,139).

A neurovaszkularis szét-kapcsolast kévetoen kognitiv funkcio zavar alakul ki

A hippocampus-fiiggd térbeli memoriat felmérve azt talaltuk, hogy a neurovaszkularis
szét-kapcsolas a térbeli munkamemoria karosodasdhoz és az ujdonsdgkeresd magatartas
csokkenéséhez vezet (a teszt pontos leirasat 1d. a Modszer fejezetben). Ennek megfelelden a
kontroll egerek szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek az ,,Y-maze” Gjként bemutatott karjan, mint
a kordbban meglatogatott karokon. Ezzel szemben az MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt
egerek szignifikdnsan kevesebb id6t toltottek az 0j karon. A hippocampalis tanulast is

felmértiik az ,,elevated plus maze” tanulési protokolljaval. A kontroll egerek esetében az tn.
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transzfer latencia a kisérlet 2. napjan szignifikansan csokkent (~37%-kal) az 1. naphoz képest,
ami megtartott tanuldsi képességet jelez. Ezzel szemben az MSPPOH+NAME+INDO-val
kezelt egereknél a transzfer latencia a két vizsgélati napon hasonld volt, jelezve a tanulési
képesség karosodasat. Ezt kovetden az egerek teljesitményét a ,,novel object recognition” (1j
targy felismerési) tesztben is mértiik. A két kiillonb6z6 targgyal (az egyik 1j, a masik ismerds)
végzett kisérleti szakaszban a kontroll egerek 1ényegesen hosszabb ideig vizsgéltdk 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-jiik (59+4%) szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll csoportnal (22. abra).
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22. abra. A neurovaszkularis szét-kapcsolas a tanulds és a memoria karosodasat okozza. (A és B)
Egerek térbeli memoria tesztelése Y-maze-ben (sematikus kép a labirintuson kiviili jelekkel (x:
kezddkar, y: ,,masik” kar, z: 11j kar)). A kontroll allatok intakt térbeli memoria funkcidjara 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 iddt 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 hasonld volt az 1. és
2. napon, az egerek tanulasi képessége csokkent (n=20 csoportonként). (D) Az j targy felismerési
Az ismert ¢és ismeretlen objektumok vizsgalata alapjan szamolt felismerési index (RI: az 0j objektum
vizsgalatara forditott id6 a teljes targyvizsgalathoz viszonyitva) szignifikansan csokkent
MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerekben (n=20 csoportonként, *p<0,05 vs. Kontroll). INDO:
indomethacin; MSPPOH: N-(metil-szulfonil)-2-(2-propinil-oxi)-benzol-hexdnamid; I-NAME: 1-NG-
Nitroarginin-metil-észter.
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A neurovaszkularis szét-kapcsolas hatasa a szenzomotoros funkciora és a jaras-koordinaciora

Rotarod tesztet hasznalva azt taldltuk, hogy az MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt
egerek motoros teljesitménye romlott a kontroll egerekhez képest. Ezt a Rotarod forgd
savjaibodl torténd kiesésig eltelt id6 szignifikans csokkenése mutatja (a kiesés szignifikdnsan
kisebb sebességnél tortént). A statikus szoritd erd szintén szignifikansan csokkent az
MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerekben. Ugyan csokkend trendet mutattak, de a
MSPPOH+NAME+INDO-vel kezelt allatok nem teljesitettek szignifikdnsan rosszabbul az
,adhesive removal test”-ben, valamint olfactorius teljesitménytiik és gusztatoros motivaciojuk
sem csokkent. A jards-koordinacidé a szenzomotoros rendszer magasabb szintli integracios
folyamata. Erdekes modon vizsgalatainkban nem figyeltiink meg kiilonbséget a kontroll egerek
¢s az MSPPOH+NAME+INDO-val kezelt egerek kozott a jardst jelzé paraméterekben

(Regularitasi index, Bazalis szupport, Fazis diszperzio).

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

Annak megallapitasara, hogy az MSPPOH+NAME+INDO-val végzett kezelés
kozvetleniil befolyasolja-e a tanulas és a memoria alapjat adé neurondlis mechanizmusokat, a
szeletek gyrus dentatusaban a hosszl tavu (long term) potencialodast. A fEPSP meredeksége
hasonléan nétt a kontroll és az MSPPOH+NAME+INDO kezelt csoportokban a 60 perces
kisérleti idO alatt. A perforans palya elektromos stimuldcioja (5 pA 1épésekkel 100 pA-ig
novelve) altal kivaltott excitatorikus posztszinaptikus potencidlok normalizalt nagysaga szintén
nem kiilénbozott a két csoport kozott. Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a két kisérleti csoport kdzott nincs szignifikans kiilonbség a szinaptikus funkcidban, valamint

a tanulas és memoria neuronalis mechanizmusaiban.

Megbeszélés

Epidemiologiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy a cardio-cerebrovaszkularis riziké faktorok
(ideértve az 6regedést is) a késdi kognitiv hanyatlds jelentdsen megndvekedett kockazataval jarnak.
Ezzel 6sszhangban ismert, hogy az egészséges mikrovaszkularis miikddés kritikus fontossagl a
kognitiv karosodas kialakuldsanak késleltetésében [191]. Ennek hatterében a vaszkularis
rizikofaktorok, a cerebro-mikrovaszkulatira patologias eltérései és a kognitiv hanyatlas
patogenezise kozotti Osszetett kolcsonhatas allhat, amiben a neurovaszkuléaris szét-kapcsolas

valoszinlileg kritikus szerepet jatszik. Az altalunk bemutatott allatmodellben az EET-k,
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prosztaglandinok ¢és NO szintézisének farmakologiai gatldsa neurovaszkularis szét-
kapcsolashoz vezet, ami hasonlit a funkciondlis hiperémia Oregedés soran megfigyelt
karosodasahoz [163], valamint a magas vérnyomdsban [188], elhizds soran [187] vagy
Alzheimer-korban [189] latott neurovaszkularis diszfunkcidhoz. A neurovaszkuléris szét-
kapcsolas pathofiziologiai kdvetkezményei valdsziniileg sokrétliek. Eredményeink szerint a
neurovaszkuldris szét-kapcsolads az agyi extracellularis gliilkoz szint neurondlis aktivaciot
kovetd csokkent ndvekedésével jar. Bar az extracelluldris gliikdz szint abszolut értelemben vett
viszonylag kis valtozasai valdsziniileg nem allnak kdzvetlen dsszefliggésben a karosodott kérgi
funkcidval, a karosodott hiperémias valasz koros metabolikus kdvetkezményeire utalnak.
Ennek megfeleléen, korabbi tanulmanyokkal [193, 194] 0Osszhangban, a karosodott
neurovaszkuldris kapcsolas karosithatja az aktiv agyteriilet tdpanyagellatast, a metabolikus
melléktermékek nem megfeleld kimosodasdhoz, ¢és ezédltal megvaltozott lokalis
mikrokdrnyezethez vezet, ami hatranyosan befolyasolja az idegsejteket funkciojat.
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 €s 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 kardiovaszkularis kockazati tényez6, koztiik a magas vérnyomads, a
diszlipidémia, a dohanyzas és az elhizas, amelyek az id6s betegek kognitiv hanyatldsanak
fontos kockazati tényez6i [191, 192], csokkentik a NO biohasznosulasat a mikrokeringésben
az oxidativ stressz eldsegitésével, az endothelidlis NO-szintaz 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 [163]. Az
értagitd arachidonsav metabolitok szintézisének kéarosodasa szerepet jatszik az IGF-1
hidnyéaval Osszefliggd neurovaszkularis szét-kapcsolasban is (ld. késébb). Eredményeink
alapjan ugy véljik, hogy a mikrovaszkularis egészséget eldsegitd és a neurovaszkularis
kapcsolast javitd terapias beavatkozasoknak jotékony hatast kell gyakorolniuk a kognitiv
funkcidra. Masodszor, az értagito NO, EET-k és/vagy prosztaglandinok szintézisét megzavard

farmakologiai kezelések és étrendi, életmodbeli tényezOk ronthatjdk a neurovaszkularis
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kapcsolast, és ezaltal a kognitiv funkciot. Példaul kimutattak, hogy az értagité arachidonsav
metabolitok szintézisének farmakologiai gatléi karositjdk a neurovaszkularis kapcsoldst
emberben [193, 194]. Harmadszor, eredményeink szerint a szisztémas hatasok altal kivaltott, a
szomatoszenzoros kéregben kimutatott neurovaszkularis szét-kapcsolas jelezheti a kérgi és a
hippocampdlis funkcié kéarosodasat. Ennek az eredménynek fontos jelentdsége van azon
human vizsgalatok eredményeinek értelmezésében, amelyekben a neurovaszkularis kapcsolas
valtozasait gyakran jellemzik a szomatoszenzoros kéreg illetve az occipitalis lebeny szenzoros
ingerekre adott valaszaival [194]. Lehetséges, hogy a neurovaszkuldris szét-kapcsolas
funkcionalis kdvetkezményei regiondlis heterogenitast mutatnak, ennek megfelelden tovabbi
vizsgalatokra van sziikség annak bizonyitdsara, hogy a szomatoszenzoros kéregben latott
eltérések kiterjednek-e mas agyi teriiletekre is. Lehetséges, hogy a neurovaszkuldris un-
coupling funkciondlis kdvetkezményei regionalis heterogenitast mutatnak, amelyet szintén
jovobeni vizsgalatoknak kell tisztdzni. Kivalé klinikai tanulmanyok mutattak be (pl. a
MOBILIZE Boston-tanulmany[195]), hogy a neurovaszkularis szét-kapcsolas jaraszavarral
jérhat. Vizsgélatainkban a kisérletileg kivaltott neurovaszkularis szét-kapcsolds utan nem
sikertilt szignifikans valtozast kimutatni a jaraskoordinaci6 mutatdiban. Valoszinii, hogy az
funkcionalis tesztekkel lehet kimutatni: pl. a jaras variabilitadsanak, a jarasi paraméterek

Iépésenkénti megvaltozasanak felmérésével. Ezt tovabbi tanulményoknak kell tisztdznia.

Osszefoglalva, eredményeink szerint izoldlt neurovaszkularis szét-kapcsolas (a
neurovaszkuldris hiperémids valasz csokkenése, karosodasa) a kognitiv funkcid karosodasaval
jar. Kiilonbozd kognitiv funkcio-zavarral jard népbetegségek patofizildgiai folyamataiban
ennek kozvetlen szerepe lehet, ezért terapids megeldzése vagy vissza forditdsa kiemelt

jelentdségli. A kovetkezOkben 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 kapcsolds idés korban karosodott [75-78],
ami (fenti eredményeink alapjan is) valosziniileg hozzédjarul a kérgi funkcidk életkorral
Osszefliggd hanyatlasdhoz [195, 196]. Ennek megfeleléen, az idés emberek és betegek
neurovaszkuldris kapcsolasat javitd terapids beavatkozasok szamos, életkorral Osszefiiggd
neurologiai diszfunkciot javithatnak.

Mint mér emlitettem, a neurovaszkuléris kapcsolds az aktivalt neuronok, astrocytak,
valamint az ér endothel- és simaizomsejtek 6sszehangolt kolcsonhatasatol fligg. A neuronokbol
¢s astrocytakbol szarmazo jelek lokalis vazodilataciot indukalnak, amiben a mikrovaszkularis
endothélsejtek nitrogén-monoxid (NO) termelése és annak felszabaduldsa kdzponti szerepet
jatszik [62, 67, 68]. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az oéregedés a NADPH-oxidaz-
eredetli reaktiv oxigén gyokok (ROS) fokozott termelésével jar az agyi mikrovaszkulatiraban,
ami, valoszinlileg endothel diszfunkcidé kialakuldsdn keresztiil, az NO biologiai
hozzaférhetéségének csokkenésével [75, 76, 189, 197] hozzéjarul az idds egerekben latott
neurovaszkularis karosodashoz [197]. Ezen eredmények alapjan logikus az a feltételezés, hogy
az endothel funkciot javito gyogyszeres 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
[198-202]. Szintén ismert, hogy a resveratrol nodveli az endothéliumbdl szarmazé NO
biohasznosulasat, ¢s gatolja a NADPH-oxidazokat a nagy erekben [199, 200, 203-205]. Korabbi
tanulményok szintén kimutattadk, hogy a resveratrol jotékony hatdssal van a kognitiv funkciok

¢letkorfiiggd hanyatlasara [206, 207].

A kovetkezdkben részletezett vizsgalatok célja annak a hipotézisnek a tesztelése volt, hogy a
resveratrol javitja az agyi erek endothel funkcigjat, 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
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ROS termelésre ¢s NADPH-oxidaz expresszidjara gyakorolt hatasat idés allatokbdl szarmazé

cerebro-mikrovaszkularis endothel sejtekben.

Eredmények
Resveratrol kezelés visszaallitja a csékkent neurovaszkularis 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
kiindulési alap véraramlasi szintet sem fiatal, sem id6s egerekben (23. 4bra).

Fiatal allatokban az NO szintaz-inhibitor L-NAME (perfundalt koponya ablakra tortént
topikalis adasa utan) szignifikansan csokkentette a bajusz-stimulacio altal kivaltott véraramlas
valaszokat a szomatoszenzoros kéregben, megsziintetve az életkor-indukalta kiilonbséget. Id6s
allatokban az L-NAME beadéasa nem volt hatassal a csokkent neurovaszkuléris kapcsolasra.
Ezzel szemben a resveratrollal kezelt idés egerekben az L-NAME szignifikdnsan csokkentette
a bajusz-stimulacio altal kivaltott, megndvekedett véraramlés-valaszokat, ami arra utal, hogy a
resveratrol-kezelés NO kozvetitésével allitotta vissza a neurovaszkularis kapcsoldst idds

egerekben (24. abra).
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23. abra. A resveratrol kezelés visszaallitja a neurovaszkularis kapcsolast idos egerekben. 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).
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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 szignifikansan (~50%) csokkent idds
egerekben, amit a resveratrol kezelés szignifikdnsan megnovelt (visszaallitva a valaszokat a
fiatal egereknél megfigyelt szintre). Ismert, hogy az ACh az endothelidlis NO termelés
stimuldlasan és a neurondlis muszkarin ACh receptorok aktivaldsan keresztiil fokozza a CBF-
et [67, 68, 208]. Ennek megfelelden 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 szignifikdns hatast (24. abra). Az L-NAME ¢s a
muszkarin ACh-receptor antagonista atropin egyiittes topikdlis addsa minden kisérleti
csoportban megsziintette a fennmaradé6 ACh éaltal kivaltott CBF emelkedést. A simaizom
sejteken vazodilataciot kivaltd adenozin altal indukélt CBF valaszok (amelyek tehat nem
fiiggenek az endothelium miikodésétdl) nem kiilonbdztek szignifikansan a kisérleti csoportok

kozott, és azokat nem befolyasolta az L-NAME, illetve az L-NAME ¢s atropin adasa.
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24. abra. A resveratrol Kkezelés visszadllitja a nitrogén-monoxid (NO) altal medialt
neurovaszkularis hiperémiat és az endothel-fiiggo, acetil-kolin altal kivaltott Aramlas valaszokat
idos egerekben. A szomatoszenzoros agyi véraramlas (CBF) valtozasai bajusz-parna-stimulacio (A)
valamint az endothel-fiiggd dilatator acetil-kolin (B) hatasara NO-szintaz inhibitor Nw-nitro-l-arginin-
metil-észter (I-NAME) hidnyaban és jelenlétében a szomatoszenzoros kéregben kontroll és
resveratrollal kezelt fiatal (Young, 3 honap) és idés (Aged, 24 honap) egerekben (n = 7-8 csoportonként,
*p < 0,05 vs. Young; #p < 0,05 vs. Aged; &p < 0,05 vs. Aged + resveratrol).
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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. Ez alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a NADPH-
oxidaz altal termelt reaktiv szabadgyokok (ROS) kdzponti szerepet jatszanak az dregedés altal

kivaltott cerebro-mikrovaszkularis diszfunkcidban (25. abra).

A resveratrol kezelés csokkenti az oregedés 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 [209,
210]. Resveratrol-kezelést kovetden az idos egerek agyszovetében szignifikansan csokkent a
3-nitrotirozin szint, ami aldtdmasztja azt az elképzelést, hogy a resveratrol antioxidans hatésai

kozponti szerepet jatszanak az dregedéssel jardé mikrovaszkularis véddhatasdban (25 abra).
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25. abra. NADPH-oxidaz inhibitor apocinin visszaforditja a neurovaszkularis diszfunkciot,
valamint a resveratrol-kezelés csokkenti az oxidativ stresszt idds egerekben. A: A NADPH-oxidaz
inhibitor apocinin topikalis adasa javitja a bajusz-stimuléci6 altal kivaltott agyi véraramlas (CBF)-
valaszokat id6s (Aged, 24 honap) egerekben. A CBF valaszokat fiatal (Young, 3 honap) egerekben
Osszehasonlitas céljabol mutatom be (n = 6 csoportonként) *p < 0,05 vs. Young; #p < 0,05 vs. Aged).
B: cortikalis 3-nitrotirozin szintje fiatal és idds egerekben resveratrol kezelés utan (n = 6 csoportonként,
*p < 0,05 vs. Young; #p < 0,05 vs. Aged).
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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 hatésat a cellularis ROS termelésre idds allatokbol
szarmazd cerebro-mikrovaszkularis endothel sejteken (CMVEC). Azt talaltuk, hogy az idds
allatokbol szarmaz6 CMVEC-ben a ROS-termelés jelentdsen megndtt a fiatal allatokbol
szarmazo sejtekhez képest, amit a resveratrol kezelés szignifikdnsan csokkentett, megsziintetve

a két csoport kozotti kiilonbséget.
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26. abra. Resveratrol csokkenti az oxidativ stresszt idés cerebro-mikrovaszkularis endothel
sejtekben. A: reprezentativ abrak, amelyek a DCF fluoreszcenciajanak [reaktiv szabadgyokok (ROS)
termelését jelezve] dramlasi citometrids analizisét mutatjak fiatal (Young) és idés (Aged) F344xBN
patkanyokbdl szarmazé primer cerebro-mikrovaszkularis endothel sejtek (CMVEC) resveratrol
kezelése utan. Az abran kontroll, festetlen sejtek is lathatd. B: A mérések Osszegezett eredményei (*p
< 0,05 vs. Young; #p < 0,05 vs. Aged).

Resveratrol-kezelés csokkenti a NADPH-oxidaz expresszidjat idos egerek agydaban

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 (27. abra).
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27. abra. Resveratrol kezelés a NADPH-oxidaz expresszidjanak csokkenését eredményezi idos
egerek agyaban. Resveratrol kezelés (200 mg/kg po, 10 napig) hatdsa a NADPH-oxidaz NoxI (A),
Nox2 (B), Nox4 (C) és Ncfl1 (p47phox; D) mRNS expresszidjara fiatal (Young, 3 honap) és idos (Aged,
24 hoénap) egerek agykérgében (n = 6 csoportonként *p < 0,05 vs. Young; #p < 0,05 vs. Aged).

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

In vivo eredményeink aldtdmasztidsa céljabol kimutattuk, hogy idds cerebro-
mikrovaszkularis endothel sejtekben a NADPH-oxid4dz Nox2 és Nox4 alegységeinek mRNS
expresszioja a fiatal sejtekhez képest ndvekedett, amit resveratrol hozz4 adésa szignifikdnsan

csokkentett.

Megbeszélés

Korabbi vizsgalatokkal 0Osszhangban kimutattuk, hogy az oOregedés jelentds
neurovaszkularis diszreguldcidhoz [197] vezet, a szinaptikus aktivitas altal kivaltott véraramlas
valaszok jelentds csokkenésével. A neurovaszkuldris kapcsolas életkorral Osszefiiggd
karosodéasanak jelentdségét az adja, hogy ok-okozati Osszefiiggésben allhat Osszetett kérgi

funkciok, koztik a kognitiv funkcié hanyatlasdval [195, 196]. Munkatarsaimmal el6szor
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demonstraltuk, hogy a neurovaszkularis kapcsolas oOregedés 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, kordbban dokumentalt pozitiv hatdsahoz idds ragcsalokban [206, 207, 211].

Eredményeinknek fontos klinikai jelentésége van. Emberben a resveratrol jol
toleralhato, jelentds toxicitasrol nem szamoltak be [212]. Bar a resveratrol biohasznosulasa a
parenchymas szovetekben viszonylag alacsony, a vérrel kozvetleniil érintkezd vaszkularis
endothélium idedlis célpont a resveratrol és aktiv metabolitjai szaméra [212]. Allatkisérletes
eredményeink transzlacids értékét mutatja, hogy embereknél a rovid tavu resveratrol kezelés
dozisfiiggéen megnovelte az agyi véraramlast adott kognitiv feladat végrehajtasa kozben [213].
Epidemioldgiai felmérések szerint a resveratrolban gazdag mediterrdn étrend jelentdsen
csokkenti az életkorral dsszefiiggd kognitiv hanyatlas kockazatat [213], valamint a kakadbol
szdrmaz6 szintén polifenol epikatechin [196] rendszeres fogyasztdsa javithatja iddsebb
emberek kognitiv funkcioit. Ezek alapjan tovabbi vizsgalatoknak kell tisztdznia, hogy 1dds
betegeknél rovid és/vagy hosszii tavl resveratrol bevitele javitja-e a neurovaszkuldris
kapcsolast, és csokkenti-e az életkorral Osszefiiggd kognitiv hanyatlas eléforduldsat vagy
sulyossagat [214].

Egyre tobb Kkisérleti bizonyiték 4ll rendelkezésre arra vonatkozodan, hogy az
endothelialis NO-termelés fontos szerepet jatszik a neurovaszkuldris kapcsolasban [62, 68,
215]. Ezt tamogatjak megfigyeléseink, amelyek szerint az NO-szintézis gatlasa dramaian
csokkenti a neurovaszkularis kapcsolast fiatal egerekben. 1dds egerekben az NO-szintézis
gatldsa nem csokkentette a neuronalis aktivitas altal kivaltott alacsony CBF-valaszokat. Ez arra
utal, hogy a cerebro-mikrovaszkularis endothelidlis diszfunkcid kdzponti szerepet jatszik a
neurovaszkularis kapcsolds életkorral 0Osszefliggd diszregulacidjaban [197]. Fontos
hangsulyozni, hogy a vaszkularis simaizomsejtek dilatacidos kapacitasa az idés agyi
érrendszerben nem karosodik, amint azt az adenozinra és a NO donor SNAP-re adott intakt
valaszok mutatjak [197]. A resveratrol-kezelés visszadllitotta a neurovaszkularis kapcsolast
idds allatokban, eredményeink szerint az endothelidlis NO daltal kozvetitett cerebro-
mikrovaszkularis dilatacio javitasan keresztiil.

Az Oregedés altal kivaltott cerebrovaszkularis endothel diszfunkcidban kozponti
szerepet jatszik a ROS altal csokkentett NO termelés, illetve fokozott lebomléds. Szdmos
bizonyiték tamasztja ald ezt az elképzelést. El6szor, az 6regedés soran az agyi erekben (és az

érrendszer egyéb teriiletein is) megnovekszik a ROS termelése [197, 216]. Korabbi
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tanulmanyok arra utalnak, hogy ehhez a NADPH-oxiddz fokozott aktivitdsa/expresszidja
jelentdsen hozzajarul [197]. Ezen eredményekkel dsszhangban munkatdsaimmal kimutattuk,
hogy a NADPH-oxidaz gatlasa visszaallitja a neurovaszkularis kapcsolast és az endothel-fiiggd
véraramlas novekedést i1dds egerekben. Madsodszor, a NADPH-oxiddz expresszidja
szignifikansan fokozott idds egerek agyaban és cerebro-mikrovaszkuldris endothel sejtjeiben.
Harmadszor, az Oreg egerek agyaban megnodvekedett 3-nitrotirozin-tartalmat mutattunk ki,
amely a fokozott ONOO™-képzddés biomarkere. Az endothelidlis NO-bol Oz reaktiv
szabadgyok hatdséara torténd ONOO"™ képzddés az NO bioldgiai hatdsanak csokkenésével jar
[217, 218]. Mindez arra utal, hogy az éregedés soran latott csokkent endothelialis véraramlas
novekedés az NO fokozott oxidativ 4talakulasanak kovetkezménye. Ugy gondoljuk, hogy a
resveratrol kezelés az oxidativ stressz mérséklésével allitja helyre az endotélium-fiiggd
cerebro-mikrovaszkuléris dilataciot és a neurovaszkuldris kapcsolast idés egerekben. Ezen
elképzelést tdmogatja, hogy a resveratrol kezelés hatékonyan csokkenti az életkorral
Osszefiiggd agyi oxidativ/nitrozativ stresszt, valamint csdkkenti 6reg cerebro-mikrovaszkularis
endothel sejtek ROS termelését. A resveratrol kezelés cerebro-mikrovaszkularis antioxidativ
mechanizmusaiban kdzponti szerepet jatszhat a NADPH-oxiddz expresszidjanak csokkenése
az id6s egéragyban, valamint idds egerek agyabol izolalt endothel sejtekben. Ezzel
Osszefiiggésben megemlitendd, hogy a resveratrol idds egerek aortdjaban is csokkenti a
NADPH-oxidaz kifejez6dését [199]. Erdekes médon a NOX4-tartalmi NADPH-oxidaz
valdsziniileg hozzdjarul a mitokondridlis oxidativ stressz életkorral 6sszefliggd novekedéséhez
[219]. Ebbdl a szempontbol fontos, hogy a resveratrol hatékonyan csdkkenti a mitokondrialis
oxidativ stresszt [220]. Ezeken feliil a resveratrol kozvetleniil is gatolja a NADPH-oxidéaz
aktivalasat egy SIRTI1-fliggd Utvonalon keresztiil [205]. Végiil, a resveratrol aktivalja az
érfalban talalhaté Nrf2 transzkripcios faktort, ami endogén antioxidans rendszerek fokozott
mitkddéséhez vezet [201]. Ezek a mechanizmusok valoszinilileg egyiittesen csokkentik a

NADPH-oxidéz altal termelt ROS szintjét.

Osszefoglalva, resveratrol kezelés visszaallitja a neurovaszkuldris kapcsolast idés
egerek agyaban, ami valdsziniileg hozzajarul a magasabb kérgi funkciok javulasahoz. Ebben a
NADPH-oxid4z eredetili oxidativ stressz hatékony csokkentése, és a cerebro-mikrovaszkularis
endothel funkcié kovetkezményes javulasa kozponti szerepet jatszik. A kovetkezOkben azokat
az ¢letkorral Osszefliggd neuroendokrin eltéréseket targyalom, amelyek (a fenti oxidativ
mechanizmusok hatterében) kozponti szerepet jatszhatnak az Oregedés soran kialakuld

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

Bevezetés

Amint azt mar tobbszor emlitettem, az agyi mikrokeringés patofiziologias valtozasai
kritikus szerepet jatszanak az agymiikodés életkorral 0sszefiiggd hanyatlasaban [191]. Koziiliik
nagy jelentdséggel birnak a neurovaszkularis egység életkorral Osszefiiggd funkcionalis
eltérései, amelyek rontjak az agyi véraramlas lokalis szabalyoz6 mechanizmusait [80]. Az ezt
kovetd eltérések az agyi mikrokdrnyezetben valdszintileg hozzéjarulnak az idds betegek és id6s
laboratoriumi allatok cortikalis funkcidinak romlasahoz [75-78, 197, 221, 222].

Egyre tobb irodalmi adat utal arra, hogy neuroendokrin mechanizmusok fontos szerepet
jatszanak az életkorral Osszefiiggd vaszkuldris elvaltozasokban [223, 224]. Ezek koziil talan a
legfontosabb a szérum inzulinszerti névekedési faktor-1 (IGF-1) szintjének életkorral 6sszefliggd
csokkenése, ami hozzdjarul az életkorral kialakuld mikrovaszkularis kdrosodasokhoz és kognitiv
hanyatlashoz [223]. A neurovaszkuléris egység sejtjei: a neuronok, vaszkularis endotélsejtek és
astrocytak [56, 183] jelentés mértékben expresszalnak IGF-1 receptorokat, és ismert célpontjai
az IGF-1-nek [223]. Emlitettem, hogy a neurovaszkularis kapcsolds mechanizmusaban a
neuronalis glutamat-altal indukalt endothelialis NO-nak [59, 62, 183], valamint astrocyta eredetii
arachidonsav-szarmazékoknak kdzponti szerepe van. Ebbdl a szempontbdl fontos, hogy az IGF-
1 hidny endothel diszfunkciohoz és az NO biohasznosulasanak csokkenéséhez vezet a periférias
keringésben [224], valamint az IGF-1 befolyasolja a cellularis arachidonsav metabolizmust is
[225-228].

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
csokkentését kovetéen (Igfl”/ + TBG-Cre-AAVS) [33] megvizsgaltuk az allatok
neurovaszkuldris kapcsolasat, az eikozanoid gliotranszmitterek szintézisét, az astrocyta
glutamat receptorok expresszidjat, valamint a cerebro-mikrovaszkularis endothel funkciot.

Végiil, a neurovaszkularis funkciot az allatok viselkedési vizsgalataival korrelaltuk.
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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. Mindkét csoportban
hasonl6 volt a szérum IGF-1 szint a virusok beadésa el6tt. A TBG-Cre-AAV8-at kapo egerek
agyszoveti IGF-1 szintje is jelentdsen alacsonyabb volt, mint a kontroll allatoké (28. abra).

A bajusz stimuldcié altal a kontralaterdlis szomatoszenzoros kéregben indukalt
véraramlas (CBF) novekedés szignifikdnsan csokkent IGF-1-hidnyos egerekben. Az IGF-1
hiany csokkentheti a funkcionalis hiperémiat azaltal, hogy karositja a szenzoros stimulacio altal
kivaltott idegi aktivitast. Ennek a lehetdségnek a vizsgalatara spontdn és kivaltott idegi
aktivitast regisztraltunk kontroll és IGF-1 hidnyos egerekben, és azt talaltuk, hogy az
elektrokortikogram amplitidoja és frekvencia eloszlasa, valamint a bajusz parna aktivalasa
altal generalt szomatoszenzoros kivéltott valaszok amplitid6ja nem kiilonbozott a kontroll és

az IGF-1 hidnyos egerek kozott (29. dbra).
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28. abra. Az IGF-1 hidny karositja a neurovaszkularis kapcsolast. A: az Igfl adeno-asszocialt
kondicionalis knock-out-ja (Igf1”" + TBG-Cre-AAVS) szignifikansan csokkenti a keringd IGF-1
szintjét a kontroll dllatokhoz képest (Igf1”" + TBG-eGFP-AAVS) (*p < 0,05 vs. Control). (B) Az agyi
veéraramlas (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
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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 aktivitds amplitadoja és frekvenciaeloszlasa kozel azonos a kontroll és IGF-1-
hianyos egerekben (n = 6, p = 0,4). (D) A szomatoszenzoros kéregben az ellenoldali bajuszparna
stimulacidja altal kivaltott szomatoszenzoros kivaltott potencial (SEP) valaszok hasonloak a kontroll és
az IGF-1-hianyos egerekben (a nyil az inger alkalmazasat jelzi), a mezOpotencialok negativ hullamanak
amplitadoja (N1) nem kiilonbozik a kontroll és az IGF-1-hianyos 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 karosodasaval jar. Jelen
vizsgalatainkban a hippocampus-fiiggd térbeli memoria tesztelése soran a kontroll egerek
gyakrabban Iéptek be a Y-maze Ujként bemutatott karjaba, mint az IGF-1 hianyos 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 Osszefliggésbe hozhat6 (29. ébra).
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29. abra. Az IGF-1 hidny a kognitiv funkciok romliasat okozza. A-B: Az IGF-1-hidnyos allatok
(Igf17"+ TBG-Cre-AAV8) karosodott térbeli memoriat mutattak, amint azt a Y-maze 0j karjaba (novel
arm) torténd belépések szamanak csdkkenése (*p = 0,001 vs. Controll), valamint a rovidebb exploracios
1d6 is mutatja (dwell in novel arm: az 0] karban eltoltStt id6 a teljes exploracios id6 %-ban, p = 0,01 vs.
Controll, n = 20 csoportonként).

Az IGF-1 hiany karositia a cerebro-mikrovaszkularis endothel funkciot, ami hozzajarul a
neurovaszkularis szét-kapcsoldshoz

A kontroll allatokban az NO szintaz inhibitor L-NAME szignifikdnsan 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,
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azonban az ACh-indukalt CBF valaszok szignifikdnsan csokkentek IGF-1-hidnyos egerekben
(30. 4bra). Ez alatdmasztja azt az elképzelést, hogy az IGF-1-hidny karositja a cerebro-
mikrovaszkularis endothel funkciot. A periférias keringés ereiben az IGF-1 csokkenti a
vaszkularis oxidativ stresszt és javitja az endothel funkciot [224]. Ennek megfeleléen azt
talaltuk, hogy IGF-1 hidnyos egerekben az agykéreg 3-nitrotirozin tartalma szignifikdnsan
megemelkedett (30. dbra), ami egyrészt az NO szintdz alegység Nos3 csokkent expressziojaval,

valamint a NADPH-oxiddaz Nox! és Nox2 alegységek megnovekedett expresszidjaval jart

egyutt.
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30. abra. Az IGF-1 hiany altal karositott cerebro-mikrovaszkularis endothel diszfunkci6 szerepe
a neurovaszkularis szét-kapcsolasban. (A) A panel a szomatoszenzoros, lokalis, kontralateralis
bajusz-stimulacio altal kivaltott agyi véraramlas (CBF) ndvekedés L-NAME-érzékeny, NO-kozvetitett
részét (az L-NAME altal okozott CBF csokkenés szazalékos mértékeként) mutatja kontroll és IGF-1-
hianyos (Igf1”* + TBG-Cre-AAVS) egerekben (n = 6, *p < 0,05 vs. Controll; #p < 0,05 vs. Controll L-
NAME nélkiil; &p < 0,05 vs. Igf1”" + TBG-Cre-AAVS L-NAME nélkiil). (B) Acetil-kolin topikélis
adasa altal kivaltott CBF valaszok kontroll és IGF-1-hianyos egerek szomatoszenzoros kérgében (n =
6, *p< 0,05 vs. Controll). (C) Protein 3-nitrotirozin szint IGF-1-hianyos ¢és kontroll egerek kérgi

szovetében (n =5, *p < 0,05 vs. Controll).

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

A neurondlis aktivacié soran felszabadulé glutamat aktivalja az astrocytak metabotrop
glutamat-receptorait (mGIuR) valamint NMDA-receptorait, amik a neurovaszkularis
kapcsolasban kozponti szerepet jatszo dilatdtor gliotranszmitterek fokozott termeléséhez
vezetnek [229]. Kontroll egerekben azt talaltuk, hogy a metabotrép glutamat-receptor blokkold
MPEP ¢és az NMDA-receptor blokkoldé D-AP5 szignifikdnsan csokkentette a kivaltott
neurovaszkuldris CBF valaszokat, valamint IGF-1 hidnyos allatokban az MPEP és D-AP5
hatasa szignifikdnsan csokkent. Ez arra utal, hogy az IGF-1 hiany rontja a glutamat altal

kozvetitett neurovaszkularis kapcsolast. Ezt a koncepciot alatdmasztjak, hogy az IGF-1-
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hianyos egerekben a glutamat altal kivaltott CBF valaszok szignifikansan csokkentek a kontroll
egerekhez képest, mikozben az IGF-1 hiany nem valtoztatta meg a neuronalis aktivacié altal
kivaltott glutamat felszabadulasat (31. abra). Ugyanakkor, az IGF-1 hiany diszregulélta a
metabotrop glutamat-receptorok (Grm2, Grm4, Grm35) és az NMDA-receptorok (Grinl és

Grin2) kifejezddését izolalt astrocytakon.
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31. abra. Az IGF-1 hidany Kkéarositja a neurovaszkularis kapcsolids glutamat-indukalta
mechanizmusait. (A) A metabotrép glutamat-receptorok (MPEP, 5 x 10 mol L-1) és az NMDA -
receptorok (N-metil-D-aszpartat, D-APV, 5 x 10” mol L-1) antagonistaival végzett kezelés hatésai a
szomatoszenzoros kéregben mért, kontralateralis bajusz-parna (whisker) stimulaco altal kivaltott agyi
véraramlas (CBF) valaszokra kontroll és IGF-1-hianyos egerekben (Igfl”" + TBG-Cre-AAVS). Az
»inlet” a neurovaszkularis valasz glutamat altal kdzvetitett részét mutatja be (n = 6 csoportonként, *p <
0,05 vs. Controll; #p < 0,05 vs. Igf1""+ TBG-Cre-AAVS). (B) L-glutamat (500 pumol/L) topikalis ad4sat
koveté CBF valaszok a szomatoszenzoros kéregben kontroll és IGF-1-hianyos egerekben (n = 6
csoportonként, *p <0,05 vs. Controll). A C panel kisérletes regisztratumokat demonstral az
extracellularis glutamat valtozdsainak mérésér6l bajusz-stimulacié hatasara (5 Hz, 2 perc),
amperometridval mérve, az egerek szomatoszenzoros kérgében elhelyezett glutamat bioszenzort
hasznalva (a részletekért lasd a Modszereket). A mérések Osszegzett adatai lathatok a D panelen,
amelyek szerint nincs szignifikans kiilonbség (p = 0,4) a bajusz-stimulacioval indukalt cortikalis
glutamat jelek kozott kontroll (n = 5) és IGF-1-hidnyos egerekben (Igf1”* + TBG-Cre- AAVS, n=7).
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32. abra. Az IGF-1 hidny a neurondlis aktivacio altal Kkivaltott gliotranszmitterek
diszregulaciojahoz vezet, ami hozzijarul a neurovaszkuliaris szét-kapcsolashoz. (A) A
kontralateralis bajusz-stimulaci6 altal kivaltott, szomatoszenzoros kéregben mért agyi véraramlas
(CBF) valasz indometacin-érzékeny, prosztaglandin-medialt része (az INDO jelenlétében a CBF
szazalékos csokkenése alapjan szamitva) kontroll és az IGF hianyos (Igf1”" + TBG-Cre-AAVS)
egerekben (n = 6 csoportonként, *p < 0,05 vs. Controll; #p < 0,05 vs. Controll, INDO nélkiil; &p < 0,05
vs. Igf1""+ TBG-Cre-AAVS INDO nélkiil). (B) A CBF-vélasz MS-PPOH-érzékeny, EET-medialt része
(az MS-PPOH jelenlétében a CBF szazalékos csokkenése alapjan szamitva, n = 6 minden csoportban,
* p <0,05 vs. Controll; #p < 0,05 vs. Controll MS-PPOH nélkiil); &p < 0,05 vs. Igf1”* + TBG-Cre-
AAV8 MS-PPOH nélkiil). (C) A CBF valasz HET0016-érzékeny, 20-HETE-medialt része (a CBF
szazalékos csokkenése alapjan szamitva a citokrom P450 w-hidroxilaz inhibitor HET0016 jelenlétében
(n = 6 csoportonként, *p < 0,05 vs. Controll; #p < 0,05 vs. Controll HET0016 nélkiil; &p < 0,05 vs.
Igf1”" + TBG-Cre-AAV8 HET0016 nélkiil). (D-E): 14,15 EET (D) és 20-HETE (E) termelése
glutamattal aktivalt agyszelet prepardtumokban kontroll és Igfl"™+TBG-Cre-AAVS egerekbdl
folyadékkromatografia/témegspektrometria-val mérve (n = 6 minden csoportban; *p <0,05 vs. Controll;
részletekért 1d. Modszerek fejezetet). (F) Ciklooxigenaz-1 és ciklooxigenaz-2 (Ptgsl, Ptgs2), EET-
termel6 epoxigenazok (Cyp2j6, Cyp2c55) valamint 20-HETE termel6 w-hidroxilaz Cyp4al0, Cyp4al?,
Cyp4al4 mRNS expresszidja izolalt astrocytakban valamint kontroll és IGF-1-hianyos egerek kérgi

mintaiban (n = 5 minden csoportban, *p < 0,05 vs. Control).
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crer

vezet, ami hozzdjarul a neurovaszkularis szét-kapcsolashoz

A neuronalis glutamat hatasara a neurovaszkularis egység astrocytiiban az
arachidonsavat a ciklooxigenazok vazodilatator prosztaglandinokka, a P450 epoxigenazok
pedig EET-ké alakitjak [229]. Ezzel Osszhangban azt talaltuk, hogy kontroll allatokban a
ciklooxigendz inhibitor indometacin és az epoxigendz inhibitor MS-PPOH szignifikdnsan
csOkkentette a neuralis aktivacid altal kivaltott CBF valaszokat, azonban az IGF-1-hidnyos
allatokban az indometacin és az MS-PPOH hatésai csokkentek. Ez arra utal, hogy az IGF-1-
hidny rontja a prosztaglandinok és EET-k altal kozvetitett neurovaszkularis kapcsolast. A
dilatator arachidonsav szarmazékok mellett az IGF-1 hiany valosziniileg noveli a konstriktor
hatasti metabolitok termelddését neuralis aktivaciot kovetden. Erre utal, hogy a vazokonstriktor
20-HETE szintézisének specifikus inhibitora (citokrom P450 w-hidroxilaz inhibitor HET0016)
fokozta az IGF-1 hianyos allatok csokkent neurovaszkularis valaszait. Ezt timogatva folyadék
kromatografids-tomeg spektrometrids (LC/MS) méréseink kimutattak, hogy IGF-1 hidnyos
allatok cortikalis szelet prepardtumaiban glutamat-stimuléciot kdvetden kontroll allatokhoz
képest az értagitd 14,15-EET csokkent termelddése, valamint a konstriktor 20-HETE fokozott
termelése lathato. Szintén, az eikozanoid gliotranszmitterek szintézisében részt vevo Cyp2c55
expresszidja csokkent, mig a 20-HETE-t termeld w-hidroxildz Cyp4al0 expresszidja nétt IGF-
1 hianyos egerekben (32. 4bra).

Megbeszélés

A keringd IGF-1 koncentracidja az életkorral csokkend GH-szint miatt jelentdsen
csOkken mind idés emberekben, mind 6reg laboratériumi allatokban [223, 230]. Korabbi
vizsgalatok szerint az IGF-1 szint korral jar6 csokkenése hozzdjarul az érrendszer
oregedéséhez, eldsegiti az atherogenezist, valamint a sziv- és érrendszeri betegségek és a stroke
kialakulasat [223, 224]. Munkatarsaimmal els6ként mutattuk ki, hogy a szérum IGF-1 hiany
szignifikans neurovaszkularis diszregulacidhoz vezet a neurovaszkularis kapcsolas kéarositasan
keresztiil. Amint az a kisérletes neurovaszkularis szét-kapcsolas allat modelljében, valamint
oreg egerekben is lathato volt, az IGF-1-hianyos egerekben a neurovaszkularis szét-kapcsolas
a kognitiv funkciok karosodédsaval jar. Itt fontos kiemelni, hogy emberben az IGF-1-hidny
progressziv kognitiv diszfunkciéval jar, amely a keringd IGF-1-szint ndvelésével
visszafordithato [223]. Az értekezés késObbi részében bemutatott vizsgalatink felvetik, hogy
ebben az IGF-1 hiannyal asszocidlt neurovaszkularis diszfunkcid kozponti szerepet jatszhat.

Amellett, hogy jelentésen befolyéasolja a neurovaszkularis kapcsolds folyamatait, az IGF-1
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egyéb mechanizmusok révén is védheti az agy miikodését. Példaul, trofikus hatast gyakorol a
a glutamaterg szinapszisokra [231], megelozheti a vér-agy gat karosodasat ¢és
neuroinflammaciot csokkent6 hatasa van [33].

A mikrovaszkularis endothelsejtek kozvetleniil ki vannak téve a keringd IGF-1
hatasanak, valamint fokozottan expresszalnak IGF-1 receptorokat [224]. Amint azt korabban,
(més laboratoriumokkal egyiitt) bemutattuk, a cerebro-mikrovaszkularis endothelsejtek NO-
termelése fontos szerepet jatszik a funkcionalis hiperémiaban [62, 68, 215]. Ugy tiinik, hogy
IGF-1 hianyos egerekben a neurovaszkularis csatolas L-NAME-érzékeny, NO altal kdzvetitett
része is csokkent. Ez arra utal, hogy az endothel diszfunkci6 is hozzajarul a neurovaszkularis
szét-kapcsolashoz IGF-1 hiany esetén [197], hasonléan az oreg fenotipus eltéréseihez [197,
222]. Feltehetdleg az IGF-1 hany a fokozott cerebrovaszkularis oxidativ stressz altal
(csokkentett NO felszabadulast okozva) vezet endothelialis diszfunkcidhoz ¢€s karosodott
vazodilatacidhoz. Ezt az elképzelést szamos bizonyiték tamasztja ala. Eldszor, az IGF-1-
hianyos egerek (hasonléan az idds egerekhez [197, 222]) fokozott agyi és cerebrovaszkularis
ROS-termelést mutatnak [229]. Mésodszor, primér endothélsejtek IGF-1-gyel torténd kezelése
csOkkenti a cellularis ROS képzddést [232]. Harmadszor, miként az Oregedés esetén
emlitettem, az endothelidlis NO reakcioba 1€p a megndvekedett Or -el ONOO-t képezve,
ezaltal csokkentve az NO bioldgiai hasznosulasat [217, 218]. Ennek megfeleléen az IGF-1-
hidnyos egerek agydban megndvekedett a 3-nitrotirozin szintje, amely a fokozott ONOO-
képzddés biomarkere. Az értagitd hatasa mellett az NO sokrétli endothel védo hatast is biztosit,
beleértve a pro-angiogén, anti-apoptotikus és gyulladasgatlé hatisokat [223, 224]. Igy
valoszinli, hogy az IGF-1 hianyéaval Osszefiiggd karosodott endothel funkcid Osszetett
fenotipusos kovetkezményekkel jar az agyi mikrocirkuldcidban (pl. mikrovaszkularis denzitas
véltozasai [223, 224]), amelyeket jovObeni vizsgalatoknak kell tisztazni.

A neurovaszkularis kapcsolasban a neuronalis glutamat-altal indukalt, astrocyta eredetii
arachidonsav metabolitok (EET-k, prosztaglandinok) is fontos szerepet jatszanak [229].
Els6ként mutattuk ki munkatarsaimmal, hogy az IGF-1 hidny megvaltoztatja az astrocytak
fenotipusat, karositva a neurovaszkularis kapcsolds astrocytdk altal kozvetitett részét.
Demonstraltuk, hogy az IGF-1 hiany rontja a glutamat altal kozvetitett gliovaszkularis
kapcsolasi mechanizmusokat, azonban nem befolydsolja a glutamat neuronokbdl torténd
felszabadulasat. Az IGF-1 az astrocytak glutamat receptor expresszidjanak csokkenéséhez,

crer

vezet oly mdodon, hogy azok egyensulyat a dilatator hatdsi medidtoroktol a konstriktorok felé
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tolja el. Fontos megjegyezni, hogy az NO géatolja a konstriktor 20-HETE termelddését, vagyis

az NO hidnya szintén hozzajarulhat a gliotramszmitter egyensuly megbomlésahoz.
Osszefoglalva, eredményeink szerint a szérum IGF 1-hiany funkcionalis és fenotipusos

valtozasokat okoz a cerebrovaszkuldris endothel sejtekben és astrocytdkban, ami altal

neurovaszkuldris szét-kapcsolashoz, és kognitiv kdrosodéashoz vezet.
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33. abra. Az oregedés soran kialakulé IGF-1 hidany hatiasai a neurovaszkuliaris kapcsolas
folyamataira. Az abran a neuro-glio-endothelialis kapcsolasi mechanizmusok IGF-1 hiannyal
Osszefliggd valtozasainak sematikus illusztracioja lathatd. Az astrocytak kdzvetitd szerepet jatszanak a
neuronok és a vaszkularis sejtek kozotti kolesonhatasban azaltal, hogy kapcsolatot képeznek a
neuronalis szinapszisokkal, valamint a cerebrovaszkularis endothellel €s simaizommal. Az aktiv
szinapszisokbol felszabadulo glutamat kalcium felszabadulast valt ki az astrocytdkban, ami az ereket
korbevevo talpakban aktivalja a CYP450 és a ciklooxigenaz (COX) altal eldallitott értagitd
eikozanoidok (epoxieikosatriénsavak (EET)) és prosztaglandinok termelését. A keringd IGF-1
szintjének életkorral 0sszefiiggd csokkenése az dregedéssel jaro egyik legfontosabb endokrin valtozas.
Az oOregedés IGF-1-hianyos egérmodelljeiben szerzett bizonyitékok alapjan az IGF-1 életkorral
Osszefiiggd csokkenése rontja a funkcionalis hiperémia astrocytak és endothélium altal kozvetitett
mechanizmusait. (Aging-6regedés, IGF-1: inzulinszeri névekedési faktor-1, CYP450: cytokrom P450,
eNOS: endothelialis NO szintaz, NOX: NADPH oxidaz alegység, ROS: reaktiv szabad gyckdk, P2Y1:
purinerg ATP receptor, NO: nitrogén-monoxid.) Toth P et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 312(1):
HI-H20. 2017
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IV .4. Neurovaszkularis szét-kapcsolas idés emberekben: az inzulinszeri novekedési
faktor szerepe

Bevezetés

Amint azt a megeldzé vizsgalatok soran kifejtettem a neurovaszkuléris kapcsolas
(NVC) ¢letkorral Osszefliggd karosoddsa hozzdjarul a vaszkularis kognitiv karosodas és
demencia (VCID) patogeneziséhez [233]. Azok a mechanizmusok, amelyek révén az 6regedés
rontja a neurovaszkularis kapcsolast magukban foglaljdk a nitrogén-monoxid (NO)
endothelidlis termelésének csokkenését [59, 62, 183] és a neurovaszkuldris egység
astrocytdinak diszfunkciéjat [233]. Mindehhez hozzajarulnak az Oregedéssel Osszefiiggd
fokozott cellularis oxidativ stressz és mitokondrialis diszfunkcio [197, 233-236]. Ezekben a
mechanizmusokban az életkorral csdkkend keringd IGF-1-nek kozponti szerepe lehet [223,
230, 237-240]. Mint azt feljebb bemutattam, IGF-1 hidny transzgenikus egérmodelljében a
neuralis aktivacio altal indukalt, endothélium- és astrocyta-fliggd NVC valaszok karosodnak,
hasonléan az oregedés hatdsaihoz [224, 241]. Fontos kiemelni, hogy az IGFIR jelatvitel
genetikai blokkolasa specifikusan az endothel sejtekben (VE-Cadherin-CrefR7%/Igf1¥) vagy
az astrocytdkban (GFAP-Cref®7?/Igf1") szintén jelentBsen rontja ezen egerek NVC valaszait,
hasonléan a keringd IGF-1 hidny és oregedés hatasaihoz [242, 243]. Mindezek ellenére az

¢letkorral kialakuld IGF-1 hidny neurovaszkuldris hatasait emberben nem vizsgaltak.

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 szignifikdnsan korrelalt az életkorral (34. abra). A
vizsgalatban résztvevok alapvetd kardio-cerebrovaszkuldris rizikofaktorait vizsgalva azt

talaltuk, hogy az 4tlagos artérids vérnyomas szignifikdnsan magasabb volt az idésebb
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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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34. abra. A kering6 IGF-1 szint szignifikansan csokkent az idésebb vizsgalati résztvevokben. A:
A szérum IGF-1 szintje (ng/ml) szignifikansan csokkent idés (aged) résztvevokben (n=32) a
fiatalokhoz (young) képest (n=31) ****p<0,0001 vs. Young. B: Nem figyeltink meg nemi
kiilonbségeket a keringd IGF-1 szintjében (ng/ml) a vizsgalt csoportokban (n=11 n6 és 20 férfi mind
a fiatal, mind az id6s csoportban. C: Korrelacio a szérum IGF-1 szint (ng/ml) és a résztvevok életkora
(év) kozott.

A neurovaszkularis kapcsolds csokkent az idos személyekben

Az NVC-valaszokat a cerebrovaszkularis 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 szignifikansan kisebbek voltak az idds vizsgélati
személyekben a fiatal résztvevokhoz képest. A 1égzésvisszatartasi teszt mindkét korcsoportban
szignifikans CVCi-novekedést indukalt, a kiilonbség a két csoport kozott nem volt

statisztikailag szignifikans (35. abra).
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35. abra. A neurovaszkularis kapcsolas (NVC) csokkent idés emberekben. A: A jobb agyi
vaszkularis konduktancia index (CVCi) valtozasainak regisztratuma a ,,trail making” kognitiv teszt
végzese kdzben egy 25 éves (young) és egy 65 éves (aged) vizsgalati résztvevo arteria cerebri media-
jaban (MCA) mért aramlasi értékekbdl szarmaztatva. A sziirke teriilet azt az idGszakot jelzi, amig a
TMT tesztet végezték a vizsgalati alanyok. A B—C oszlopdiagramok a fiatal (n=31) és id6s (n=32)
személyek NVC-valaszainak Osszefoglald adatait mutatjék, a jobb (rCVCi, B) és bal (ICVCi, C) MCA-
ban mért aramlasi értékek szazalékos valtozasaiként kifejezve (****p <0,0001 vs. Young;***p < 0,003
vs. Young). D-E: CO, reaktivitas a vizsgalt fiatal és id6s csoportokban, a CVCi szazalékos

valtozasaban kifejezve a bal (D) és a jobb (E) MCA-ban a 1égzésvisszatartasi teszt soran.

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

3T MRI-vel mérve a jobb és bal oldali MCA-k atlagos keresztmetszete nem
kiilonbozott szignifikansan a két csoport kozott, az atlagos dramlési sebesség mindkét MCA-
ban szignifikansan csokkent az iddsebb alanyokndl a fiatalokhoz képest. A szérum IGF-1
szintje szignifikansan 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

korfiiggden korrelal az NVC valaszokkal (36. abra).
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Vizsgalataink egyik legfontosabb eredménye, hogy korabbi preklinikai
eredményeinkkel Osszhangban egészséges id6s emberekben kimutattuk, hogy a
neurovaszkuldris kapcsolas csokkent fiatal felnéttekhez képest. TCD-alapu neurovaszkularis
kapcsolast vizsgald tanulmanyunk kiegésziti korabbi vizsgalatok eredményeit, amelyek az
NVC vialaszok ¢letkorral Osszefiiggd karosodasat mutattdk ki fMRI-vel, fNIRS-sel és
dinamikus retina keringés vizsgélattal [244-247]. Nagyon fontos ismételten kiemelni, hogy az
NVC valaszok életkorral 0sszefliggd karosodasa univerzalis jelenség, amely laboratdriumi
allatokban ¢és emberben is megtalalhato [233, 245, 248]. Az NVC karosodasa mellet,
eredményeink szerint az életkorral a bazalis agyi véraramlas is csokken. Ennek hatterében a
neurovaszkuléris egység életkorral kialakuld karosodasa, a kdvetkezményes, mar tobbszor
emlitett endothelialis diszfunkcid [249, 250], illetve az agyi kapillaris héalézat kor-fiiggd
ritkuldsa allhat [251-253].

Az itt bemutatott eredmények voltak az elsdk, amelyek transzlacidés bizonyitékot

szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy a keringd IGF-1 szintjének életkorral Osszefiiggd
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csokkenése hozzdjarulhat az NVC-valaszok karosodasdhoz idds emberekben, kiterjesztve a
mar bemutatott preklinikai eredményeket [224, 241-243]. Mint arr6l sz6 volt, az IFG-1 hiany
sokrétli mechanizmuson keresztiil karositja a neurovaszkularis kapcsolast. Az IGF-1 hidny
csokkenti az NVC valaszok endothélium-fiiggd komponensét [241, 243] feltehetdleg fokozott
oxidativ stressz okozasan keresztiil [241, 243]. Emellett az IGF-1-hidny a neurovaszkularis
egység astrocytaiban [242] megvaltoztatja az NVC-t medidld arachidonsav szarmazékok
termelését, azok egyensulyat a konstriktor medidtorok felé eltolva. Az NVC astrocyta eredetii
faktorainak modulalasahoz az IGF-1-nek at kell jutnia a vér-agy gaton (BBB). Feltételezték,
hogy az IGF-1 egy telithetd transzportrendszeren keresztiil jut &t a BBB-n [254]. Ennek a
rendszernek az életkorral Osszefiiggd valtozasait és a lokalis IGF-1 hidnyban betoltott szerepét

a jovében tanulmanyozni kell.

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 [195, 255-257], mas modszerek (fNIRS, fMRI)
jobb tér- ¢és iddbeli felbontissal rendelkeznek. Ez alapjan az NVC valaszok lehetséges
regionalis kiilonbségeinek jelentdsége és azok IGF-1 altali szabalyozasa tovabbi vizsgalatot
igényel. Végil kisérleti egérmodellekben Ugy tlinik, hogy tobb, életkorral Osszefiiggd
mechanizmus szinergikusan rontja az NVC-vélaszokat, ideértve a mitokondridlis oxidativ
stresszt [236], a NAD" hianyt és a karosodott SIRTI jelatvitelt [234, 258]. Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség ezen utvonalak és az életkorral 0sszefiiggd IGF-1-hiany kozotti

kolcsonhatas megértéséhez.
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V. Uj eredmények osszefoglalisa

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-indukalta konstriktor hatasat: a trauma
nem tudja aktivalni a BKc,-TRPV4 vaszkuléris 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 valoszintileg 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
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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 glutamat 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 [GF-1 szinttel.
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VI. Modszerek

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

Allatok

Kisérleteinkhez fiatal (3 honap, n=80) és id6s (24 honap, n=80) him C57/BL6 egereket
a National Institute on Aging-t6l vasaroltunk. A pericytdk megjelenitéséhez fiatal (3 honapos)
¢s 1d6s (24 hoénapos) a-SMA-GFP transzgénikus egereket hasznaltunk (Acta2 promotert
hasznalva a z61d fluoreszcens fehérje (GFP) expressziojanak irdnyitasara [259]). A homozigota
simaizom a-aktin (SMA)-GFP egerek Dr. James Tomasek (Oklahoma Health Sciences Center,
Oklahoma City, OK) nagylelkii ajandéka voltak. 3-5 him allat volt elhelyezve egy ketrecben
takarmany ¢€s viz ad libitum elérésével. Az egerek specifikus pathogén-mentes barrier mogott
voltak, a vizsgalatok eldtt a kisérleti protokollokat az Institutional Animal Use and Care

Committee of the University of Oklahoma Health Sciences Center hagyta jova.

Angiotensin 11 i.v infuizios pumpa implantdacio

Magas vérnyomas kivaltasara Alzet mini-ozmotikus pumpakat (0,15 pl/h, 42 nap;
Durect Co, Cupertino, CA) iiltettiink be fiatal és id0s egerek hati subcutan szovetei kozé
ketamin/xylazin altatas mellett. A pumpakat sooldattal vagy Ang II oldattal (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri, USA) toltottiikk meg, amelyek (subcutan) 1000 ng/perc/kg Ang II-t
adtak le 28 napon keresztiil [260].

Vérnyomas mérés

Minden kisérleti csoportban az egerek szisztolés vérnyomdsat farokmandzsetta
mobdszerrel (CODA Non-Invasive Blood Pressure System, Kent Scientific Co., Torrington, CT)
mértiik a minipumpa beiiltetés el6tt, majd azt kdvetden 2 és 4 héttel (a termindlis kisérletek

végzése elott).

Viselkedeési vizsgalatok

Az angiotensin pumpak beiiltetését kdvetd 4. hét végén az egerek tanuldsi képességét
az ,elevated plus maze” alapi tanuladsi protokoll alkalmazésaval értékeltiik Carrie és
munkatarsai modszerei szerint [261]. Roviden, egy sziirke 40-cm-re megemelt labirintust

(elevated maze) hasznaltunk, aminek két nyitott karja (25x5 cm) és két (25x5 cm) zért karja
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derékszogben egy kozponti platformhoz (5x5 cm) rogziil. Az egereket egyenként helyeztiik el
az egyik nyitott kar végére, hatukkal a kdzponti platformnak. Az 1. és 2. napon megmértiik azt
az id6t, ami alatt az egerek athaladtak az egyik zart kar kozepét jelzd vonalon (transzfer
latencia). Az egerek testének ¢és mindegyik mancsanak a vonal masik oldalan kellett lennie. Ha
egy egér 120 masodperc elteltével nem Iépte at a vonalat, akkor annak tul oldalara helyeztiik.
A vonal atlépése utan az egereknek 30 masodperc allt rendelkezésiikre a berendezés tovabbi
felfedezésére. A tanuldsi folyamatot a transzfer latencia 2. napon mért csokkenése jelzi.
Kvantitativ elemzéshez a tanulasi indexet hasznaltuk, ami az 1. és 2. napon mért transzfer

latencia relativ kiilonbsége. A magasabb tanulasi index jobb hippocampélis funkciot jelez.

crer

Az angiotensin pumpak beiiltetése utani 28. napon az allatokat a-kloral6zzal (50 mg/kg,
i.p.) és uretannal (750 mg/kg, i.p.) altattuk el, endotrachedlisan intubdltuk és 1élegeztettiik
(MousVent G500; Kent Scientific Co, Torrington, CT). A rektalis homérsékletet 37 °C-on
tartottuk flitdparna (Kent Scientific Co, Torrington, CT) segitségével. A kilégzés végi CO>
3,2% ¢és 3,7% kozott volt tartva. A jobb femoralis artéridba kaniilt helyeztiink az artérids
vérnyomas mérésére (Living Systems Instrumentations, Burlington, VE). Az egereket
sztereotaxids keretre helyeztiik, majd a fejbdrt és a csonthartyat hosszédban felvagtuk és
eltartottuk. A corticalis véraramlast laser speckle aramlasmérével (PeriCam PSI System,
Perimed, Stockholm, Svédorszag) mértiik a bregma és a lambda kozott. Az artérias kdzép
nyomas (MAP) és a vérgazok stabilizalodasa utan a MAP-ot 20 Hgmme-es 1épésekben emeltiik
vérlebocsatassal (100-400 pl artérias vér) (Niwa €s munkatarsai protokolljat alkalmazva [262]).
A MAP vizsgélt tartomanya 40-160 Hgmm volt. A CBF értékeket 5 perccel a MAP
megvaltoztatasa utan rogzitettiik. Az agyi véraramlas (CBF) valtozasait a 80 Hgmm-es

szisztolés nyomdsnak megfelel6 CBF-hez viszonyitva fejeztiik ki [263].

Izolalt artéria cerebri media (MCA) distalis szegmentumok nyomas-indukalta valaszainak
vizsgalata

Az in vivo autoregulacids mérések utdn az egereket decapitaltuk, az agyat a
koponyacsontbdl eltavolitottuk, és a tovabbi funkciondlis vizsgalatokhoz mikrosebészeti
eszkozokkel izolaltuk a kozépsd agyi artéridk (MCA) disztalis (emberben M3-nak megfeleld)
szegmenseit, korabban kozolt protokolljainknak megfeleléen [264, 265]. Réviden, az MCA

szegmenseket két liveg mikropipettdra csomoéztuk egy szerv-kamrdban, és a pipettakon
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keresztiil 60 Hgmm-es intraluminalis nyomast hoztunk Iétre (a mikropipettdk hidrodinamikai
ellenallasa azonos volt). A be- és kiaramldsi nyomasokat egy nyomads-szabalyoz6 rendszerrel
(Living Systems Instrumentation, Burlington, VE) kontrollaltuk, illetve mértiikk. A bels6
vaszkularis atmérdt egyedileg épitett videomikroszkop rendszerrel mértiik, és folyamatosan
rogzitettilk szamitogépes adatgyiijtd rendszerrel. Minden eret 60 percig 60 Hgmm-es
intraluminalis nyomason inkubaltunk oxigénizalt (21% O2, 5% CO2, 75% N2) Krebs-pufferben
(37 °C-on). Az MCA-k autoregulacios funkcidjanak tesztelésére a vaszkularis myogén valasz
statikus és dinamikus komponenseit egyarant értékeltiik, az értekezésben a statikus vélaszok
keriilnek bemutatasra. A vaszkularis myogén valasz statikus komponensét az intraluminalis
nyomas (0 és 180 Hgmm kozotti) [épésenkénti (egyenként 5 perces 10 Hgmm-es 1épések)
novekedésére adott ératmérd valaszok mérésével hataroztuk meg.

A 20-hidroxi-5,8,11,14-eikozatetraén sav (20-HETE) az arachidonsav vazokonstriktor
metabolitja, amelyet a citokrom P450 Q-hidroxilazok termelnek [16, 45, 266, 267]. A 20-
HETE myogén valaszban betdltott szerepének tisztazasara az MCA-kat a citokrom P450 o-
hidroxilaz inhibitor HET0016 (10 mol/l, 30 percig, a Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI) jelenlétében inkubaltuk, majd megismételtiik a myogén valaszok kivaltasat [268].
Korabbi tanulmédnyok kimutattdk, hogy a tranziens receptor potencial kanonikus tipust
(TRPC6) csatornak részt vesznek a myogén valasz szabalyozasadban[15]. A TRPC csatornak
szerepének felmérése érdekében a myogén érvalaszokat megismételtik SKF96365 (5x10°
mol/l, 15 percig), specifikus TRPC csatorna blokkol6 jelenlétében. Minden kisérlet végén a
passziv atmérégorbéket (0-180 Hgmm) vettiik fel Ca’*-mentes, nifedipint (10> mol/L)
tartalmaz6 Krebs-puffer jelenlétében. Az érvéalaszok az erek adott nyomasértéken mért passziv

atméro értékeire vannak normalizalva.

Western blott

Immunoblot vizsgéalatokat végeztiink a TRPC6 fehérje expresszio kimutatdsasra MCA-
homogenizatumbdl, illetve vér-agy gat tight-junction fehérje (ZO-1, occludin és claudin-5)
kimutatasara hippocampalis homogenizatumokban. Az egyes allatokbol szarmazé MCA-kat és
hippocampélis mintdkat (n=6 egér csoportonként) homogenizaltuk protedzgatlokat tartalmazéd
lizispufferben. A mintdkat ezutdn SDS-Page gélelektroforézisnek vetettiik ald, majd PVDF
membranra vittiik at. A membranokat 5% BSA-val blokkoltuk (2% Tweenben PBS-ben, 2 6ran
at, szobahdmérsékleten), inkubaltuk elsddleges antitesttel TRPC6 ellen (egér monoklonalis
antitest, 1:1000, egy ¢jszakan at 4 °C-on, Abcam), ZO-1 ellen (R40.76 klén, patkény

monoklonalis, 1:500, egy ¢jszakéan at 4 °C-on, Millipore), occludin ellen (nyul poliklonalis,
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1:1000; egy ¢jszakan at 4 °C-on, Abcam) illetve claudin-5 ellen (nytl poliklondlis, 1:1000, egy
¢jszakan at 4 °C, Abcam). Ezt kovetden a megfelel6 HRP-konjugélt mésodlagos antitestekkel
inkubaltunk 2 oéran at, szobahdmérsékleten. A membranokat Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) segitségével hivtuk eld. A vizsgalt fehérjék relativ
mennyiségét denzitometridval hatdroztuk meg, kontrollként [-aktin-t hasznalva (egér

monoklonadlis, 1:15000, 45 perc, szobahdmérsékleten, Abcam).

Kvantitativ real-time RT-PCR

Kvantitativ valos idejii RT-PCR technikat alkalmaztunk Strategen MX3000 platformon
a kovetkez6 gének mRNS-expresszidjanak elemzésére az egyes kisérleti csoportok egereinek
MCA-jaban: 20 HETE-termel6 enzimek: Cyp4al2, Cyp4al0, Cyp4al4 valamint Trpc6 [269].
A total RNS-t Mini RNA Isolation Kit-tel (Zymo Research, Orange, CA) izolaltuk, majd reverz
transzkripciot végeztiink Superscript III RT-vel (Invitrogen) [269]. Az amplifikacios
hatékonysagot standard érminta higitasi sorozataval hatdroztuk meg. A kvantifikalast a
hatasfok-korrigalt AACq modszerrel végeztiilk. Meghataroztuk a Hprt, Ywhaz, B2m és Actb
referencia gének relativ mennyiségét, és egy normalizacios faktort szamitottunk a belsd
normalizalas geometriai atlaga alapjan. A PCR-reakcid pontossagat olvadaspont-analizissel és

a termék 2%-os agar6z gélen valdo megjelenitésével hataroztuk meg.

A vér-agy gat integritasanak meghatarozasa

A) Natrium-fluoreszcein tracer esszé: Az angiotensint tartalmaz6 pumpék beiiltetését
kovetd 28. napon egy kiilon allatcsoportban vizsgaltuk a vér-agy gat (BBB) integritasat. A
BBB permeabilitdsanak szamszerisitésére natrium-fluoreszcein tracer esszét hasznaltunk
Kaya és munkatarsai [270] protokollja szerint. Roviden, az egereket ketamin/xilazin (100/15
mg/kg, i.m.) oldattal altattuk el, majd kis molekula méreti vizoldékony nétrium-fluoreszcein-
t (5 ml/kg, 2% fiziologids sdoldatban, Sigma Aldrich, St Louis, MO) adtunk be az allatoknak
intravénasan, retroorbitalisan. 30 perccel a tracer beaddsa utan az allatokat transzcardialisan
perfundaltuk 1x heparint tartalmazé PBS-sel. Ezutan az egereket decapitaltuk, az agyukat
eltavolitottuk. Izolaltuk a hippocampust, centralis fehérallomanyt és a prefrontélis kérget
mindkét oldalrdl, az izolalt agyszovetek nedves sulyat megmértiik. A mintakat 500 ul jéghideg
PBS-ben homogenizaltuk, majd 500 pl 60%-os triklor-ecetsavat adtunk hozzajuk a fehérjék
kicsapasahoz. 30 perces inkubalés utan (4 °C-on) a mintékat 18 000 g-vel (4°C-on, 10 percig)

centrifugdltuk. A  feliiluszokbol az extravazalt natrium-fluoreszceint spektrofoto-
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fluorometriaval (440 nm gerjesztési hullamhosszon és 525 nm emisszids hullamhosszon)
microplate-leolvasoval (Tecan Group Ltd, Mannedorf, Svajc) hatdroztuk meg, ¢és
szovettomegre normalizaltuk [271].

B) IgG extravazdcio kimutatasa immunofluoreszcenciaval. A fokozott hippocampalis
cerebrovaszkularis permeabilitds tovabbi markereként a BBB-n keresztiil torténd IgG

extravazacidt immunofluoreszcens jeloléssel és konfokalis mikroszkdppal mutattuk ki.

Immunofluoreszcens jelolés és konfokalis mikroszkopia

Az egereket transzcardialisan perfundaltuk PBS-sel, decapitaltuk, majd az agyakat
eltavolitottuk és félbevagtuk. A bal féltekéket egy ¢jszakan 4t fixaltuk 4%-os
paraformaldehidben, majd szachar6z oldatokban torténd inkubaciot kovetden (10%, 20% és
30% egy ¢jszakan at) Cryo-Gelben lefagyasztottuk (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
PA). 70 um-es korondlis metszeteket vagtunk a hippocampus vetiiletében, majd azokat
krioprezervald oldatban taroltuk (25% glicerin, 25% etilénglikol, 25% 0,2 M foszfat puffer,
25% desztillalt viz) -20 °C-on. A kivélasztott metszetek 1,6 mm-re caudélisan voltak a
Bregmahoz képest (rostralis hippocampus). Mosas utan (3x5 perc TBS-sel plusz 3x5 perc 1x
TBS+0,25% TritonX-100-zal) a metszeteket 1%-0s natrium-borhidrid oldattal kezeltiik 5
percig. Egy masodik mosaési 1épés (3x5 perc desztillalt vizzel plusz 3x5 perc 1x TBS-sel) és
5% BSA/TBS-ben (0,5% Triton X-100-zal, 0,3 M glicinnel és 1% halzselatinnal) 3 6rén at
torténd blokkolas utan a metszeteket primer antitestekkel 2 éjszakan at 4 °C-on inkubéltuk
(immunostaining). A kovetkezd elsddleges antitesteket hasznaltuk: endothel sejtek jelolésére
egér anti-CD31 (1:100, fikoeritrin (PE) konjugélt; Cat N: 553373, BD Pharmingen, San Jose
CA) vagy egér anti-CD31 (1:50, konjugélatlan) ; Cat N: 550274, BD Pharmingen, San Jose
CA); egér anti-IgG (1:100, FITC konjugalt; Cat N: 005-090-003, Jackson Immuno Research,
West Grove, PA) a extravazalt IgG jeloléséhez; egér anti-Ibal (1:50, nem konjugalt; Cat N:
019-19741, Wako, Richmond, VA) microglia, ¢s egér anti-CD68 (1:100, nem konjugalt; Cat
N: ab125212, Abcam, Cambridge MA) aktivalt microglia jelolésére. A kovetkez6 masodlagos
antitesteket hasznaltuk: kecske anti-nyul IgG, Alexa Fluor 647 (1:1000, Cat N: 4414, Cell
Signaling, Danvers, MA) és kecske anti-patkany IgG, Alexa Fluor 568 (1:1000, Cat N:
A11077, Molecular Probes, Grand Island, NY). A metszeteket 3x5 percig TBS-sel majd 3x5
percig 1x TBS+0,25% TritonX-100-zal mostuk. A magok festéséhez Hoechst 33342-t
hasznaltunk. Ezutan a metszeteket targylemezekre helyeztiik és feddlemezzel fedtik. A

konfokalis képeket Leica SP2 MP konfokalis laser pasztazo mikroszkoppal készitettiik.
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Cerebro-mikrovaszkularis kapillarisok pericyta boritasanak vizsgalata

A pericytak kulcsszerepet jatszanak a BBB fenntartasdban ¢s az agyi mikrocirkulacio
szerkezeti integritasanak megoérzésében [98]. A mikroerek pericyta boritottsdganak életkor és
magas vérnyomds 4altal kivaltott valtozasainak felmérésére fiatal és idés oSMA-GFP
transzgenikus egerek agymetszeteiben angiotenzin II-vel indukalt magas vérnyomassal vagy
ané¢lkiil immunjelolést végeztiink a CD31 endothel markerrel. A pericyta lefedettség
vizsgalatara az aSMA-GFP pozitivitast 10 um-nél kisebb atmérdjii mikroereken vizsgaltuk. A
pericytak szamat (aSMA-GFP-pozitiv perivaszkularis sejtekként azonositva, tipikus pericyta
morfoldgiaval, hosszu nyulvanyokkal, amelyek beboritjak a kapillarisokat, Hoechst 33342-vel
festett, prominens, kerek sejtmaggal) a latoterenkénti CD 31-pozitiv kapillaris feliiletre vetitve
hatdroztuk meg. A pericyta boritottsag vizsgalatara sztereologiai moédszert alkalmaztunk.
Annak igazolaséara, hogy a kapillarisokon 1évé aSMA-GFP pozitiv sejtek valdoban pericytéak,
immunhisztokémiai festéshez 1:200 neuron/glia-2 tipust antigén (NG2; Chemicon/Millipore,
Billerica, MA) poliklondlis nyul antitestet, valamint 1:200 ardnyban patkdny anti-egér
vérlemezke-eredetli novekedési faktor receptor (PDGFR)-B (eBioscience, San Diego, CA)
antitestet hasznaltunk. A metszeteket elsddleges antitestben inkubaltuk 42 6ran keresztiil, 6 x
15 percig mostuk 1x TBS-ben (1% Triton X-100), 3 6ran at inkubaltuk 1:200 szamar anti-nyul
DyLight 549-ben (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) vagy kecske
patkanyellenes TRITC (Abcam)-ben. Az adott immunszignalok altal elfoglalt teriileteket
MetaMorph szoftverrel (7.7.9.0 verzid) elemeztiik. A pericyta lefedettséget a a-SMA-GFP-
pozitiv és CD31-pozitiv teriiletek/CD31 pozitiv teriiletek szamitasaval kvantifikaltuk, %-ban.
Minden 4allatnal 4 véletlenszerlien kivalasztott hippocampalis latoteret elemeztiink 6 nem

szomszédos metszetben, csoportonként 6 allatban.

Kapillaris denzitas meghatdrozdsa

CD31 immunfluoreszcens jelolést (lasd fent) hasznédltunk az agyi kapillarisok
azonositasara [272]. Sztereologiai modszerekkel szdmszerisitettiik a hippocampus CA1, CA3,
gyrus dentatus(DG), retrosplenialis cortex (RSA), primer szomatoszenzoros kéreg (S1) és
corpus callosum (cc) kapillaris-siiriségét (Neurolucida €s AutoNeuron (MicroBrightField,
Williston, VT). A kapillarisok teljes hosszat (mm) elosztottuk a vizsgalt agyszovet térfogataval

(mm3).
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Microglia aktivacio

Ibal és CD68 immunfluoreszcens jeldlést (lasd fent) alkalmaztuk az agyban 1évo
microglia és aktivalt microglia sejtek azonositasara. Kiszamoltuk az Ibal-pozitiv sejtek és a
CD68-pozitiv aktivalt sejtek szamat a hippocampusban. Minden éllatnal 4 véletlenszeriien
kivalasztott hippocampalis latoteret elemeztiink 6 nem szomszédos metszetben. Csoportonként

6 allatot elemeztiink.

Gyulladasos cytokinek/kemokinek génexpresszios vizsgalata a hippocampusban

A microglia aktivacid szamszeriisitése mellett szdmos neuroinflammatorikus
cytokin‘kemokin kifejez0dését elemeztik kvantitativ. RT-PCR-rel, gyorsfagyasztott
hippocampdlis mintakbodl izolalt RNS felhasznalasaval. A teljes RNS-t RNeasy Mini Kkittel
(Qiagen) izolaltuk automatizalt QIAcube-alapu platformon. A gyulladasos génexpressziot a
TagMan® Gene Signature valos idejii PCR-array (Mouse Immune Array és Alzheimer's Array;

Applied Biosystems/Life Technologies, Carlsbad, CA) segitségével hataroztuk meg.

Microglia-eredetii gyulladadsos faktorok meghatarozasa a hippocampusban

A neuroinflammacio tovabbi jellemzésére a micoglia-eredetli pro-inflammatorikus
faktorok (MCP-1, TNFa, IP-10) fehérjeszintjét hatdroztuk meg hippocampus
homogenizatumban magneses ,,bead” array-vel (Millipore, Billerica, MA). Normalizalas
céljabol a minta fehérjetartalmat spektrofotometrias kvantifikacios modszerrel hatdroztuk meg

BCA reagens felhasznalasaval (Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

Hippocampalis 3-nitrotirozin fehérje meghatdrozas
A hippocampalis oxidativ/nitrozativ stressz markereként a 3-nitrotirozin szintet
hippocampus homogenizdtumban az OxiSelect Protein Nitrotyrosine ELISA Kits (Cell

Biolabs) segitségével mértiik meg.

Statisztikai analizis
Az adatokat két-tényezds varianciaanalizissel (ANOVA), majd Tukey post-hoc teszttel,
valamint Pearson korrelacios teszttel elemeztiik. A 0,05-nél kisebb p értéket statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik. Az adatokat atlag+S.E.M.-ként fejezziik ki.
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VI.2. Agyi erek myogén autoregulacios miikodésének karosodasa sulyos koponya-agy
sériilés utan

Sulyos traumas agykarosoddas patkanyban (kontrollalt impakt akceleracios modell)
Valamennyi eljarast a Baranya Megyei Kormanyhivatal Agrariigyi Fdosztaly
Elelmiszerlanc- biztonsagi és Allategészségiigyi Osztilya hagyta jova. Wistar-Kyoto
patkanyokban (him, 300-350 g, Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) a
Marmamou-féle kontrollalt impakt akceleraciés modellel hoztunk létre stulyos koponya-agy
sériilést [273]. Roviden, izofluran (2%) anesztézia alatt a fejbOrt a lambda és a bregma kozott
a kozépvonalban bemetszettiik, a koponyéra egy acél korongot rogzitettiink fogaszati akrillal.
Egy 450 g-os stlyt 1,5 méteres magassagbol ejtettiink a korongra, ami sulyos diffuiz traumas
agysériilést okozott az allatoknak. A halalozasi arany 15% volt. A tiléld allatokbol 2 és 24
oraval a TBI utan az a. cerebri media disztalis szegmentumait izolaltuk, a VI.1.-ben leirtak

szerint.

Izolalt arteria cerebri mediabol (MCA) szarmazo, disztalis szegmentumok nyomds-indukalta
valaszainak vizsgalata

Stlyos diffiz koponya traumat elszenvedett patkanyokat 24 6raval a trauma utan,
valamint kontroll patkanyokat elaltattunk, decapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk, majd
mikrosebészeti eszkdzokkel operaciés mikroszkép alatt izolaltuk az MCA-k disztalis
szegmenseit, amelyeknek myogén vélaszait regisztraltuk az intraluminalis nyomas fokozatos
novekedésére nyomasmiografiaval. A VI.1.-ben leirt protokolloknak megfeleléen az erek 60
perces inkubécioja és spontan myogén ténus kifejlodése utdn a myogén valaszokat az
intralumindlis nyomas (0 és 140 Hgmm kozo6tti) fokozatos (20 Hgmme-es 1épésekben,
egyenként 5 perces) novekedésére adott valaszként, az ératmérd valtozasanak rogzitésével
kaptuk. A mitokondrialis ROS szerepének tisztazasara ezt kovetden mitokondrialis antioxidans
mitoTEMPO-t (3x10® mol/L, n=5) adtunk az érkamraba, és 30 perc elteltével Gjraértékeltiik a
myogén valaszokat. Egy masik kisérletsorozatban a vaszkularis hidrogén-peroxid (H202) vizzé
¢s oxigénné bomlasat katalizdlo PEG-katalaz (CAT, 120 U/ml) jelenlétében inkubaltuk az
ereket, majd megismételtiik a myogén vélaszok kivaltasat. A BKca és TRPV4 csatorndk TBI-
indukalta myogén diszfunkcioban betdltott szerepének tesztelésére az MCA-k nyomas altal
indukalt valaszait paxillin (a kalcium-aktivalt kaliumcsatornak specifikus blokkoloja, 10
mol/l 20 percig) és a specifikus TRPV4-blokkold6 HC067047 (0,5x10° mol/l 20 percig)
jelenlétében megismételtiik. Annak tesztelésére, hogy a H>O: aktivalja-e a BKca és TRPV4-
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csatornakat, az MCA-k dozisfliggd dilataciojat indukaltuk H>O- hatasara paxillin és HC067047
jelenlétében. Annak vizsgalatara, hogy a TRPV4-csatornak altal kivaltott dilatacioban BKca
szerepet jatszik-e a TRPV4-agonista GSK1016790A altal dozisfiiggd dilataciot valtottunk ki
MCA-ban paxillin hidnyaban és jelenlétében. Minden gydgyszert a SigmaAldrich Hungary-t6l
(Budapest, Magyarorszag) vasaroltunk. Minden kisérlet végén meghataroztuk a passziv
nyomas-atmérd gorbéket Ca>* mentes Krebs oldat, valamint nifedipin jelenlétében. Az egyes
nyomaslépésekre adott atmérd-valaszok a 80 Hgmm-nél mért passziv atmérd érték

szazalékaként vannak bemutatva.

A vaszkularis H>O; termelés vizsgalata: CM-H>DCFDA festés és konfokalis mikroszkopia

A traumas agysériilés utani cerebrovaszkuldris H>O: termelés kimutatisara CM-
H>DCFDA (DCF, SigmaAldrich Hungary, Budapest) sejtpermedbilis oxidativ fluoreszcens
indikatorfestéket és konfokdlis mikroszkopot hasznéltunk. Roviden, az izoldlt MCA-kat
oxygenizalt Krebs-pufferrel t61tott mikroplate-ekre helyeztiik, ¢s CM-H.DCFDA-val (5 uM,
37 °C-on 10 percig) inkubaltuk [274]. Ezutan a mintdkat atmostuk, majd targylemezekre
helyeztiik, lefedtiik. Laser scanning konfokalis mikroszkopot (Olympus Fluoview FV1000)
hasznaltunk a CM-H>DCFDA fluoreszcencia megjelenitésére. A fluoreszcencia intenzitasat a
kontroll erekhez viszonyitott valtozasként fejeztik ki. Egy masik kisérletsorozatban

megismételtiik a fenti protokollokat katalaz jelenlétében (120 U/ml 20 percig).

Kvantitativ real-time RT-PCR
Az el6zd fejezetben leirtaknak megfelelden kvantitativ valds idejii RT-PCR technikat
alkalmaztunk a KCNMAT1 és KCNMBI1 (a BKca-csatornak a és B alegységei) és a TRPV4

mRNS expresszidjanak elemzésére kontroll és TBI-n atesett patkdnyok izolalt agyi artéridiban.

Cerebrovaszkularis simaizom sejtek (VSMCs)izolalasa

A kisérletek WKY patkanyok felhasznalasaval a University of Mississippi Medical Center-
ben torténtek, az American Association for the Accreditation of Laboratory Animal Care
engedélyével Dr. Mallikarjuna R. Pabbidi laboratériumaban. Az allatokat 4%-os izoflurannal
tulaltattuk, az MCA-kat mikrosebészeti eszkdzokkel izolaltuk, majd alacsony kalcium-
disszociacids oldatban emésztettilk (mM-ben: 145 NaCl, 4 KCI, 1 MgCI2, 10 HEPES, 0,05
CaCl2 és 10 gliikkoz, pH 7,4). Az ereket kis darabokra vagtuk, 1000 fordulat/perc sebességgel
1 percig centrifugaltuk, majd papaint (50 egység vagy 2 mg/ml; Sigma, St. Louis, MO) ¢és
ditiotreitolt (2 mg/ml) tartalmazo6 disszociacids oldatban inkubaltuk 10-15 percig 37°C-os
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vizfirdon. A részben elemésztett ereket 1000 fordulat/perc sebességgel 1 percig centrifugaltuk,
majd a pelletet mosas utan albumint (1 mg/ml) és kollagenazt (250 egység/ml vagy 2 mg/ml)
tartalmazo friss disszociacids oldatban Ujra szuszpendaltuk, majd 10-15 percig inkubaltuk. A
VSMC-ket az emésztett szovet Ovatos pipettazasaval tapkozegbe helyeztiik. A feliiliszot
Osszegyljtottiik, és a sejteket 1 percig 1000 fordulat/perc sebességgel végzett centrifugalassal
tilepitettiik. A sejteket alacsony Ca?*-disszociacios oldatban jra szuszpendaltuk, és 4 °C-on
tartottuk. A patch-clamp kisérleteket a sejtek izolalasat kovetd 4 oran beliil végeztiik (minden

csoportban 4 patkany 2-3 simaizomsejtjét vizsgaltuk 8-12 sejt /csoport).

Teljes sejt patch-clamp vizsgalat cerebrovaszkularis simaizom sejteken

A BKca csatorna dramokat VSMC-bdl egész sejt patch-clamp modszerrel vizsgaltuk,
szobahomérsékleten (22-23 °C). A fiurddoldat dsszetétele mM-ben: 130 NaCl, 5 KCI, 1,8
CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES ¢s 10 gliikoz (pH 7,4). A pipettakat a kdvetkez6 oldattal toltottiik
meg: 130 K gliikonat, 30 KCI, 10 NaCl, 1 MgCI2 és 10 HEPES (pH 7,2). A pipettaoldatban az
EGTA és a Ca?" koncentraciojat Gigy allitottuk be, hogy a citoszolban 100 nM szabad Ca?*-
koncentraciot kapjunk (C. Patton (Stanford University Pacific Grove, California, USA) altal irt
WinMAXC szoftver segitségével). A pipettakat 1,5 mm-es boroszilikat iivegkapillarisokbol
kétlépesds mikropipetta htizoval (P-97 modell; Sutter Instrument, San Rafael, CA) készitettiik,
hdkezeltiik. A pipettdk hegyének ellendllasa 2-8 MQ volt. Miutan a pipetta hegyét egy adott
sejt felszinére helyeztiik, 5-20 GQ-os szigetelési ellenallas alakult ki, majd a membrant
iivegfecskendd finom szivéasaval szakitottuk at. Axopatch 200B er6sitét (Axon Instruments,
Foster City, CA) hasznaltunk a pipettapotencidl és a teljes sejtdramok rogzitésére. Az
,outward” membran K™ aramot 20 mV-os fesziiltséglépések sorozataval (-60-t61 +120 mV-ig)
indukaltuk. Az er6sit6 kimeneti jelét 2 kHz-en sziirtiik nyolcpdlusii Bessel-szlirdvel. Az
aramokat p-CLAMP szoftverrel (Axon Instruments) rogzitettiik 10 kHz-es frekvenciaval, majd
egy szamitogép merevlemezén taroltuk offline elemzés céljabol. Az adatok elemzését Clampfit
szoftverrel (10.0-s verzid, Axon Instruments) végeztiik. A csicsdram amplitudoit 5-10 proba
atlagabol hataroztuk meg. A membran kapacitanciat pico faradokban (pF) 30 aram atlagabol
hataroztuk meg, amelyeket egy 5 mV-os impulzus valtott ki. A cstiicsaramokat (pA-ban)
aramstriségként (pA/pF) fejeztiik ki (normalizalva a VSMC-k méretbeli kiilonbségeit). H2O--
t (10 uM), Paxilline-t (Pax, 100 nM) és 4-aminopiridint (4-AP, 1 mM) adtunk a fiirdéoldathoz

a BKca és TRPV4 csatornak aktivalasara, illetve gatlasara.
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Staisztikai analizis
Az adatokat Student t-teszttel vagy ANOVA-val elemeztiik (Tukey post hoc tesztet
hasznalva a tobbszords Osszehasonlitashoz), a 0,05-nél kisebb p értéket statisztikailag

szignifikdnsnak tekintettiik. Az adatokat 4tlag+S.E.M. formaban adjuk meg.

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

Enyhe koponya trauma normotenziv és hipertonias patkanyokban, valamint SS-31 kezelés
Valamennyi eljarast a Baranya Megyei Kormanyhivatal Agrariigyi Fdosztaly
Elelmiszerlanc- biztonsagi és Allategészségiigyi Osztilya hagyta jova. A spontan hipertonias
patkanyokat (him SHR, 300-350 g, n=25) ¢és az életkoruknak megfelelé normotenziv Wistar
patkanyokat (him Wistar, 300-350 g, n=15) a Janvier Labs-t6l (Le Genest-Saint-Isle,
Franciaorszag) ¢és a Toxi-Coop-tdl (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az enyhe koponya-
agy sériilést (mTBI) a Marmamou-féle kontrollalt impakt akceleracidos modellel hoztuk 1étre, a
fent leirtaktol eltéréen azonban 450 g-os sulyt 200 mm magassagbol ejtettiik az allatok fején
rogzitett acél korongra. Minden allat talélte az eljarast. Az allatokat a trauma utan vagy
vivéanyaggal (fizioldgias sooldat) vagy antioxidans SS-31 tetrapeptiddel (elamipretide; 5,7
mg/Kg/nap, 1.p., fizioldgias sdoldatban oldva) kezeltiik 14 napig [160]. Az Szeto-Schiller (SS)
vegyiilet (SS-31) egy alternalé aromas-kationos aminosav szekvencidval (H-D-Arg-Dmt-Lys-
Phe-NH>) rendelkezd tetrapeptid, amely a belsé mitokondrialis membranban tobb mint 1000-
szeres koncentracidban halmozddik fel a citoszolhoz képest [275]. A kezelés eldtt és utan a

vérnyomas értékeket farokmandzsetta alkalmazasaval mértiik.

Reaktiv szabad gyokék (ROS) és mitokondrialis szabad gyokék (mtROS) meghatarozasa
izolalt arteria cerebri medidaban

Két héttel az mTBI utdn a patkdnyokat talaltattuk, decapitaltuk, az agyakat
eltavolitottuk, majd az MCA-k disztalis szegmenseit operativ mikroszkop alatt izolaltuk. Az
agyi artéridk falaban a citoszol ROS termelésének jellemzésére dihidroetidium (DHE)
fluoreszcens modszert alkalmaztunk. A mitokondrialis oxidativ stressz vizsgalatdhoz
MitoSOX Red-et, egy mitokondrium-specifikus hidroetidin-szdrmazék fluoreszcens redox
indikator festéket hasznaltunk [232]. Roviden, az artéria szegmenseket nem oxidalt DHE-t (10
uM/L; Sigma Aldrich Hungary, Budapest) vagy MitoSOX-ot (10 uM/L, Thermo Fisher
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Scientific, Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) tartalmazé Krebs oldatba helyeztiik és
30 percig fénytdl védve inkubéltuk 37 °C-on. Egy masik kisérletsorozatban az izolalt ereket
elokezeltiik NADPH-oxiddz inhibitor apocininnel (10 mM/L 90 percig; Sigma Aldrich
Hungary, Budapest). Inkubalés utan az ereket Krebs-pufferben mostuk 3x15 percig. Ezutan az
MCA-kat targylemezekre helyeztiik, lefedtiik, és laser scanning konfokalis mikroszkoppal
(Olympus Fluoview FV1000, gerjesztés 488 nm, emisszid 540 és 640 nm kozott) vizsgaltuk.
Az artéridk atlagos fluoreszcencia intenzitasat az endothel és simaizomrétegeket kiilon mérve
az Image J szoftverrel szdmszerUsitettiik, az eredményeket a kontroll allatokhoz viszonyitva

adjuk meg.

Kvantitativ real-time RT-PCR
Az el6zd fejezetben leirtaknak megfeleléen kvantitativ valds idejli RT-PCR technikat
alkalmaztunk a NADPH-oxiddz Nox4 alegység vizsgalatara.

Staisztikai analizis

Az adatokat ANOVA-val elemeztiik (Tukey post hoc tesztet hasznalva a tobbszords
Osszehasonlitashoz), a 0,05-nél kisebb p értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik. Az
adatokat atlag+S.E.M. formaban adjuk meg.

VI.4. A nyomas-indukalt cerebrovaszkularis konstriktor és dilatator itvonalak kozotti
interakcio: agyi erek autoregulacios miikodése sulyos koponya trauma utan egyideji
magasvérnyomas betegség jelenlétében

Sulyos traumas koponya-agy karosodds normotenziv és hipertonias patkanyokban
Valamennyi eljarast a Baranya Megyei Kormanyhivatal Agrariigyi Fdosztaly
Elelmiszerlanc- biztonsagi és Allategészségiigyi Osztalya hagyta jova. A spontan hipertonias
patkanyokat (SHR, 300-350 g, n=12) és az ¢letkornak megfeleld normotenziv Wistar Kyoto
patkanyokat (WKY, 300-350 g, n=12) a Charles River Laboratories-tol (Wilmington, MA,
USA) vésaroltuk. A sulyos koponya-agy sériilést (TBI) a Marmamou-féle kontrollalt impakt
akceleracios modellel hoztuk létre, a korabbi fejezetekben leirtaknak megfeleléen (450 g-os
suly alkalmazéasa 1.5 m magassadgbol). A halalozasi arany 15% volt. A vérnyomdast minden
allatcsoportban farokmandzsetta hasznalatdval mértiik. Az arteria cerebri media-kat a korabban

leirt modon izolaltuk a trauma utdn 24 oraval tovabbi in vitro kisérletekhez.
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Normotenziv és hiperonids patkanyokbol izolalt arteria cerebri media (MCA) nyomds-
indukalta myogén valaszai sulyos koponya-agy sériilés utan

Az SHR-ek és WKY-k izoladlt MCA-inak nyomas altal kivaltott atmérd valaszait
nyomasmiograf segitségével hataroztuk meg 24 6raval a stilyos TBI utan, a korabban leirtaknak
megfeleléen. A 20-HETE szerepének felmérésére HET0016-ot alkalmaztunk (citokrém P450
o-hidroxilaz inhibitor, 10® mol/l, 30 percig, a Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI).
Kiilon kisérletekben vizsgaltuk agyi artériak 6sszehuzodasi képességét, ehhez bazilaris artériak
szegmentumait hasznaltuk, gylirlipreparatumok izometrikus vélaszait vizsgaltuk U46616
vazokonstriktor adasaval szemben (TXA receptor agonista, 10”7 mol/L) DMT drét-miograf
segitségével, a kordbban leirtak szerint[269]. Minden kisérlet végén a passziv atmérogorbéket
(0-180 Hgmm) meghataroztuk Ca**-mentes, nifedipint (10-5 mol/L) tartalmaz6 Krebs puffer
jelenlétében. Myogén tonust szamoltunk a kdvetkezok szerint: [(Dp-Da)/Dp] x 100, ahol Dp a

passziv atmérd, a Da pedig az izolalt MCA aktiv atmérdje adott intraluminalis nyomason.

Kvantitativ real-time RT-PCR
Az el6zd fejezetben leirtaknak megfelelden kvantitativ valds idejii RT-PCR technikat
alkalmaztunk a 20-HETE-t termelé Cyp4al és Cyp4a3 citokrom izoformok mRNS

expresszidjanak vizsgélatara az egyes csoportok patkanyainak MCA-jaban.

Statisztikai analizis

Az adatokat két-tényez0s varianciaanalizissel (ANOVA), majd Tukey post-hoc teszttel
analizaltuk, a 0,05-nél kisebb p értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik. Az adatokat
atlag+S.E.M. formdban adjuk meg.

VLS. A neurovaszkularis kapcsolas szerepe a kognitiv funkcioban

A kisérleti protokollokat a Institutional Animal Use and Care Committee of the University of

Oklahoma Health Sciences Center hagyta jova.

Kisérleti allatok és farmakologiai kezelés

Him C57BL/6J egereket (5 honaposak, n=100) a Jackson Laboratories-tdl (Bar Harbor,
ME) vasaroltuk. A vizsgalt allatokat két csoportba soroltuk: 1) az egyik csoport éllatai
farmakologiai inhibitorokat kaptak a neurovaszkularis kapcsolasban részt vevé medidtorok

(NO, EET-k és prosztaglandinok) termelésének blokkoldsara, és 2) a kontroll allatok, amelyek
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vivOanyagot kaptak. Az EET-termelés gatlasara az egereket N-(metil-szulfonil)-2-(2-propinil-
oxi)-benzol-hexdnamiddal (MS-PPOH) kezeltik, amely az EET-termelé epoxidazok
specifikus inhibitora [276]. Ennek megfelelden a korabban mar leirt Alzet ozmotikus
minipumpakat (7 nap - 1 pl/éra, ~200 pl Ossztérfogat, katalogusszdm: 2001; Durect Corp.,
Cupertino, CA) MS-PPOH-val (20 mg/kg/nap, DMSO-ban oldva, higitva 45% ciklodextrinnel
[276]) toltottiik meg és és szubkutan beiiltettiik. Az értagité NO képzddésének blokkoldsara az
MS-PPOH-t tartalmazé pumpakkal ellatott egereket NO-szintdz inhibitor L-NG-Nitroarginin-
metil-észterrel (L-NAME, 100 mg/kg/nap; ivovizben) kezeltiik [260]. Indometacint (7,5
mg/ttkg/nap, p.o.), a ciklooxigendzok nem szelektiv inhibitorat alkalmaztuk a cixlooxigendz
eredetli értagitd arachidonsav metabolitok termelésének blokkalasra. Az indometacint
etanolban oldottuk, 5%-o0s natrium-hidrogén-karbonat-oldattal higitottuk. Az etanol maximalis
napi mennyisége 3 pl volt allatonként. A kezeléseket a kisérlet teljes idotartama alatt (7 nap)
folytattuk. Az allatok vérnyomasat a kezelés elott és a kezelési periddus 3. napjan rogzitettiik

a farokmandzsettas modszerrel.

Viselkedeési vizsgalatok
Miutan az allatok teljesen felépiiltek a sebészi beavatkozasbdl (posztoperativ 3. nap),
viselkedési teszteket végeztlink tanulds, memoria, a szenzoros-motoros funkcid és a jaras

koordinécio vizsgalatara.

A terbeli memoria felmérése Y maze-el

A'Y maze (labirintus) harom zart atlatszé plexi karbdl allt, extra vizualis jelzésekkel a
labirintus koriil. A teszt két, 4 ora kiilonbséggel elvégzett kisérletbdl allt. A labirintust a
kisérletek kozott 70%-os etanollal mostuk le. Az egereket sajat ketreciikben vittiik a vizsgald
helyiségbe, legalabb 1 oraval a tesztelés elott. Az elsd akvizicios kisérletben az egereket a
labirintusba helyeztiik az egyik, véletlenszeriien kivalasztott kar zart végével szemben, és
hagytuk, hogy 5 percig felfedezzék a labirintust az egyik kar zart allapota mellett (1) kar). Az
egereket visszahelyeztiik a ketreciikbe a mésodik kisérletig. A masodik teszt soran szabadon
felfedezhették a labirintus mindhdrom karjat. Az egyes karokban eltoltott id6t és a belépések
szdmat videofelvétel segitségével mértilk és elemeztiik (Ethovision, Noldus Information
Technology Inc. Leesburg, VA). Ha az adott allat gyakrabban és hosszabb ideig Iépett be az 4j

karba, akkor az megtartott emlékezetet és tjdonsagkeresd viselkedést jelez.
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Uj tarey felismerési teszt (Novel object recognition test)

A felismeréshez hasznalt memoria funkci6 értékeléséhez az 1) targy felismerési tesztet
hasznaltuk. A teszt eredményeit a hippocampalis ¢és a corticalis karosodds egyarant
befolyasolja [277]. A teszt egy habitudcids, egy megismerési és egy vizsgalati fazisbol allt. A
kisérletek kozott az arénat és a targyakat 70%-os etanollal tisztitottuk, hogy elkeriiljiik a
szagokbol eredd hibat. A habituacids szakaszban az allatok 5 percig vizsgalhattdk az {ires
arénat. Ezutan a megismerési fazisban az egerek két azonos targyat fedezhettek fel 2 percig. 4
oras késleltetés utan a vizsgalati fazisban az allatok 2 percig vizsgalhattak az egyik, mar
ismer0s targyat és egy Uj targyat. Az mindsiilt a tdrgyak vizsgalatanak, ha az allat orra <2 cm-
re volt a targytdl, és/vagy azt megérintette. A targyra Uilés vagy maszds nem szamitott
felfedezésnek-vizsgalodasnak. A hasznalt objektumok moshatd, szagtalan miianyagbodl
késziiltek, kiilonbozd formajuak és szintiek, de azonos méretlick voltak. Az 0j objektum
felfedezésére forditott id0 szazalékat a két objektum felfedezésére forditott teljes id6hoz
viszonyitva hasznaltuk az 0j objektum felismerésének mértékeként. A Recognition Index volt
a memoria f6 jelzészdma, azt a kdvetkezd képlet szerint szamitottunk ki: RT = Thovel/(Tnovel +

Tfamiliar)] [277] .

L Elevated plus maze” tanuladsi protokoll

A tanulasi kapacitds meghatarozasara ,,Elevated plus maze” tanulasi protokollt hasznaltuk a

korabbi fejezetekben leirtaknak megfelelden.

Rotarod

A motoros koordinaciét egy automata négysavos rotarod (Columbus Instruments,
Columbus, OH) segitségével értékeltiik. Az egereket ugy tréningeltiik a vizsgalatra, hogy 120
mp-ig a 10 fordulat/perc sebességgel mozgo rotarodra helyeztiik dket. A vizsgalat napjan az
egerek sajat ketreciikben legalabb 15 percig akklimatizalodtak a vizsgald helyiségben. A
tesztfazis harom kisérletb6l allt, amelyeket 15 perces intervallum valasztott el. A
vizsgaloberendezést ugy allitottuk be, hogy 4-rél 40/perc fordulatszamra gyorsuljon 300
masodperc alatt. Ezutdn mindegyik savra egy egeret helyeztiink, és a rotarodot 4 fordulat/perc
kezdeti forgassal elinditottuk. A forgasi sebesség 10 masodpercenként novekedett, ennek
megfelelden feljegyeztiik az adott sebességnél bekdvetkezd, kiesésig eltelt idot (latencia). A

latenciat masodpercekben adtuk meg [278].
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Grip strength

A neurovaszkularis szét-kapcsolds statikus erdkifejtésre gyakorolt hatasanak
értékelésére az eliilsé végtagok szoritoerejét elektronikus huzofesziiltség-mérével (Grip

Strength Meter-Columbus Instruments, Columbus, OH) hatdroztuk meg.

Ragaszto-szalag eltavolitasi teszt

A szenzomotoros funkcidt a ragasztd-szalag eltavolitési teszttel is jellemeztiik [279].
Két eldre levagott négyzet alaka szalagdarabot helyeztiink az allatok eliilsé mancsaira, hogy
lefedjiik az eliils6 mancsok szdrtelen részét. Miutdn az Ontapadd négyzeteket egyenld
nyomassal mindkét mellsd mancsra helyeztiik, az allatokat visszahelyeztiik a ketrecbe, és
megmértiik, hogy az egerek milyen hosszu id6 alatt tavolitottak el a szalagokat. A maximalis

varakozasi id6 120 mésodperc volt.

Elrejtett taplalék megtalalasa

A szaglas és gusztatoros motivacio vizsgalatara az elrejtett taplalék megtalalési tesztet
végeztik el. Tapanyag-deprivalt egereket egy olyan ketrecbe helyeztiik, amelyben taplalékot
rejtettiink az alom ald. A megtalalasig eltelt id6t mértiik (maximum 5 perc). A tesztet 1 ora
elteltével megismételtiik a taplalék jol lathatd helyen torténd elhelyezésével, hogy kizarjuk a

motoros deficitet, illetve az egyéb irdnyu motivacios hianyt.

A jaras-koordindcio vizsgdlata

A jaras-koordinacid vizsgalatara a CatWalk rendszert hasznaltuk (Noldus Information
Technology Inc. Leesburg, VA). A CatWalk haszndlata sordn a mancsnyomok méretének,
nyomasanak ¢és mintdzatanak felismerése torténik Onkéntes futds kozben egy alulrol
megyvilagitott tiveg korridorban. Az livegfeliilet ald helyezett kamera segitségével automatizalt
elemzés torténik a jaras funkciorol, valamint a végtagok kozotti koordinacid térbeli és iddbeli
vonatkozasairdl [280]. Az allatokat kondicionaltuk, hogy atfussanak a korridoron, majd egy
sOtét, csendes szobdban az allatok harom egymast kovetd futasat vizsgaltuk, az adatokat
atlagoltuk. Az egyes labnyomok kézi azonositdsa és cimkézése utan a kovetkezd paramétereket
szamitottuk ki: a regulatory index (%) a végtag mozgas koordinacidjanak mérészama, amely a
normal Iépéssorozat-mintazatok szamat fejezi ki a mancsok Osszes elhelyezésének szdmahoz
viszonyitva (NSSPx4/PP x 100 (%), ahol az NSSP a normal 1épéssorozat mintak szamat, a PP
pedig a mancsok Osszesitett lehelyezését jelenti). Egészséges, teljesen koordinalt allatokban

érteke 100%. A ,,phase dispersion” a végtagok egymashoz képesti koordinaciojanak kvantitativ
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mérdszama. Egy lépésciklusban a ,,base of support” az eliils lablenyomatok kozéppontjai

kozotti tavolsagot adja meg.

A neurovaszkularis kapcsolds mérése: a neuronalis aktivaciot koveto lokalis véraramlas és az
extracellularis gliikoz valtozasanak regisztrdcioja

A viselkedési vizsgalatok utan az egereket elaltattuk (o-kloraloz (50 mg/kg, i.p.) /
uretan (750 mg/kg, i.p.), endotrachedlisan intubaltuk és 1¢legeztettiik (MousVent G500; Kent
Scientific Co, Torrington, CT). Termosztatikus flitdparnat (Kent Scientific Co, Torrington, CT)
hasznaltunk a rectalis hdmérséklet 37 °C-on tartasara [163]. A kilégzés végi CO-t (beleértve
a holtteret is) 3,2% és 3,7% kozott szabalyoztuk, hogy a vérgaz értékek a fiziologias
tartomanyon beliil maradjanak (PaCO,: 37,1+2,4 Hgmm, PaO;: 110,84+3,5 Hgmm). A jobb
femoralis artériaba kaniilt helyeztiink az artérids vérnyomds méréséhez (Living Systems
Instrumentations, Burlington, VT) [163]. A vérnyomads végig a fiziologias tartomanyon beliil
volt (90-110 Hgmm). Az egereket sztereotaxias keretre helyeztiik (Leica Microsystems Inc,
Buffalo Grove, IL), a fejbort és a csonthartyat a kozépvonalban felvagtuk, félrehuztuk, majd a
jobb bajuszparnat 30 masodpercig 5 Hz frekvenciaval stimuladltuk, mikézben az agyi
véraramlas (CBF) valtozasait a bal szomatoszenzoros kéreg f616tt mértiik (a bregmatdl 1,5 mm
caudalisan ¢és a kozépvonaltdl 3 mm-re lateralisan) laser Doppler transzducerrel (Transonic
Systems Inc., Ithaca, NY). A CBF valtozasokat négy egymast kovetd, 5-10 perces idokozokkel
elvalasztott stimuldcid soran mértiik, atlagoltuk, majd az alap véraramlési érték szazalékaban
(%) fejeztiik ki a ndvekedést [ 188]. Tovabbi kontroll, nem kezelt allatokon a szomatoszenzoros
kéregnek megfelelden akut koponya ablak preparatumot készitettiink, majd a perfundalt
cortexre topikalisan MS-PPOH-t (2x10° mol/l 30 percig), L-NAME-t (3x10* mol/l) és
indometacint (10 mol/l 30 percig) juttattunk, majd a neurovaszkularis stimulaciot
megismételtiik.

Egy kiilon allatcsoportban vizsgaltuk a szomatoszenzoros kéreg extracelluldris gliikkoz
nincsenek jelentds gliikkoztartalékok, a neurovaszkularis kapcsolas kritikus szerepet jatszik a
glitkozellatds novelésében a neuronélis és astrocyta aktivacié soran [281]. Igy a [gliikéz]ec
neuronalis aktivacio soran bekovetkezd valtozasainak mérése, amelyet a sejtek felhasznalasa
¢s a CBF valtozasa kozotti egyensuly hataroz meg, felhasznalhaté az agyi funkcionalis
hiperémia metabolikus paramétereként. A fent leirt mdédon altatott egereken akut koponya
ablakot készitettlink, a durat Ovatosan eltadvolitottuk. A koponya ablakot folyamatosan

arteficialis cerebrospinalis folyadékkal (ACSF) perfundaltuk. Ezt kovetden gliikoz
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mikroszenzort helyeztiink a szomatoszenzoros kéregbe, ¢s mértiik az extracellularis gliikoz
potenciosztattal (Quadstat) és eDAQ adatgyiijtd rendszerrel (eDAQ Pty Ltd., USA, CO).
Hasznalat el6tt a gliik6z szenzort (Sarissa GLU Biosensor, 25 pm-es csucs, Sarissa Biomedical,
Coventry, UK) [282] a gyartd utasitasai szerint in vitro kalibraltuk, majd a bregmat6l 1,5 mm-
re caudalisan és a kozépvonaltol 3 mm-re lateralisan 500 um mélyen az agyszovetbe helyeztiik.
A gliikozszenzor egy platina/iridium elektroda, amelyet egy gliilkdz-oxidaz réteg borit, igy
védett az aszkorbattal, urattal, dopaminnal és 5-hidroxi-triptaminnal valé interferencia ellen. A
D-gliik6z D-gliikono-1,5-laktonna ¢és hidrogén-peroxidda oxidalodik, amelyet az elektroda
érzékel. Egy masik kisérletsorozatban gliik6z null szenzorokat (a bioszenzorhoz sziikséges
enzimek nélkiil) hasznaltunk kontrollként. A referenciaelektrodat (Ag/AgCl) az agyszdvet mas
pontjan, a segédelektrodat (Ag/AgCl) pedig a fejbor és a koponya kozott helyeztik el. A
referencia elektrédaval szembeni konstans 0,5 V potencidlt hasznéltunk. A behelyezést
kovetden 5-10 perc alatt stabil alapvonal alakult ki. Ezutan a jobb bajuszparnat 2 percig
stimulaltuk 5 Hz-en 2 egymast kdvetd etup-ban, 5-10 perces idokozokkel elvalasztva. A valaszt

pA-ban rogzitettiik, és a kalibracios gorbe segitségével mmol/l gliikozra konvertaltuk.

Szomatoszenzoros kivaltott valasz vizsgalatok

Annak meghatarozasara, hogy az NO, az EET-k és a prosztaglandinok szintézisének
farmakologiai gatlasa primer neuronalis diszfunkciot eredményez-e, meghataroztuk a kivaltott
szomatoszenzoros mezOpotencial valaszok (evoked field potenital) nagysagat kontralateralis
bajusz-parna stimulaciot kovetden. Az egereket (n=6) a fent leirtak szerint sebészileg
elokészitettilk és lélegeztettiik. Ezutdn az akut koponya ablakon keresztiil livegszigetelt
volfram mikroelektrodat (impedancia, 2-3 MQ, Kation Scientific, LLC, Minneapolis, MN)
helyeztiink a bal szomatoszenzoros kéregbe (bregmatol caudalisan 1.5 mm, kdzépvonaltol
lateralisan 3 mm, 0,6 mm mélyen). Az ACSF-perfundalt nyitott koponyaablakon keresztiil a
helyi potencidlok rogzitéséhez a nyakizmokba behelyezett Ag/AgCl elektréda szolgalt
referenciaként. A bazalis aktivitas felvétele utan a jobb oldali bajuszparnat a trigeminus ramus
infraorbitalisdhoz ¢és a ragdizmokba helyezett bipoldris stimulalo elektrédaval stimuldltuk
(aram: 0,2 mA, impulzus idétartama: 0,3 ms, 2 Hz-en 30 masodpercig). A jelet AC/DC
differencialerdsitovel erositettiik fel (1 Hz-en feliil és 1 kHz-en alul ateresztd) (Model 3000,
A-M Systems, Inc. Carlsborg, WA) ¢és PowerLab/Labchart adatgylijté rendszerrel
(ADInstruments, Colorado, Springs, CO) digitalizaltuk, 40 kHz mintavételi frekvenciaval. Az

elemzéseket 10 stimulacios kisérlet atlagdn végeztikk el. A szomatoszenzoros kivaltott
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mezOpotencial valasz negativ amplitudojat az excitatorikus posztszinaptikus potencidlnak

(fEPSP) tekintettiik[283].

Arterial spin labeling kisallat MRI vizsgalatok agyi perfuzio mérésére

A neurovaszkularis kapcsolast gatld szerek bazdlis CBF-re gyakorolt hatdsdnak
jellemzésére kontroll- és kisérleti egerek csoportjan (n=10 csoportonként) perfuzios MRI
vizsgalatokat végeztiink. Az allatokat izoflurdnnal, arcmaszk hasznélatival altattuk, a
1égzésszam fiziologids tartoméanyban tartdsa mellett [284]. A testhdmérsékletet ~37 °C-on
tartottuk flitdparna segitségével. Egy 7 T térereji Bruker Biospin késziiléket hasznaltunk
(Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, Németorszag) aktivan lecsatold fej-tekerccsel. A
rezonatortekercs egy 72 mm belsé atmérdji tekercs volt. Tobbszeletes, tobbszords echo
(MSME) képalkotast (TR=2000 ms, TE=17,5 vagy 58,2 ms, 156 um/pixel, 2 atlag) hasznaltunk
a durva agymorfologia meghatarozdsdhoz. A perfuzios térképeket az agy egyetlen axialis
szeletérdl készitettiikk, amely a rostro-caudalis tengelyen a bregmdatol 1,5 mm-rel hatra
helyezkedett el. A perfzios kontraszt eléréséhez aramlés-alternald inverzios visszaallasi sémat
alkalmaztuk. A longitudinalis vissza allasi (recovery) ardnyokat hasznaltuk fel az agyi perfuzid
képpontonkénti kiszdmitasara (CBF: ml/(100g-min)), a kovetkezd dsszefiiggés alapjan: CBF =
A [(1/T1*)—(1/ T1)] [285].

Szinaptikus potencialodas meérése (long-term potentiation - LTP) agyszeleteken

Annak megallapitasara, hogy a gyogyszeres kezelés megzavarta-e a tanulas és a
memoria neurondlis mechanizmusait, extracellularis méréseket végeztiink akut hippocampalis
agyszeletekben a korabban publikalt protokollok szerint [286]. Roviden, 325 um vastagsagu
horizontalis hippocampalis szeleteket készitettiink HM650V vibracidés mikrotommal jéghideg
szacharoz 110, NaCl 60, KC1 3, NaH2PO4 1,25, NaHCO3 28, natrium-aszkorbat 0.6, gliikkoz
5, MgCl12 7, CaCl2 0,5 (mmol/l) sszetételii oldatban. A szeleteket ezutan egy tartbkamraba
(Scientific Designs, Inc.) vittiikk at, amely oxigénnel dusitott mesterséges agy-gerincveldi
folyadékot tartalmazott a kovetkezd 0sszetételben (mmol/I): NaCl 126, KC1 2,5, NaH2PO4
1,25, MgCI2 2, CaCl2 2, NaHCO3 26, gliikoz 10, pirosz6lésav 2, aszkorbinsav 0,4. Az EET,
NO és prosztaglandinok szintézisének in vitro gatlasira MS-PPOH-t (2x107° mol/l 30 percig),
L-NAME-et (3x10** mol/L) és indometacint (10> mol/l 30 percig) hasznaltunk. A szeleteket
legalabb 60 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk, majd agyszelet-kamraba helyeztiik
(Automate Scientific Inc., CA). A kezelt és a kontrollcsoportb6l szarmazé szeleteket PS002A
tobbelektrodos tombdkre helyeztiik (Alpha MED Scientific Inc, Japan), amelyeket ACSF-fel

91



petitoth 159 23

perfundaltunk. Az excitatorikus posztszinaptikus potencidlokat (fEPSP) a perforans palya
stimulalasaval (0,2 msec kétfazisu impulzus) valtottuk ki a gyrus dentatusban. Meghataroztuk
a fEPSP-k eldidézésének kiiszob értékét, majd az ingert fokozatosan noveltiik, amig el nem
értiik a fEPSP maximalis amplitadojat (I/0 gorbe). Az dsszes tobbi stimulécios paradigmat az
I/O gorbe altal meghatarozott, a maximalis fEPSP amplitado kivaltasahoz sziikséges inger
50%-val végeztiik. Stabil alapvonal elérése utan az LTP-t nagyfrekvencias stimulaciéval (HFS)
indukaltuk, amely 30 sec-os intervallumok 4ltal elvalasztva 4 alkalommal leadott 100
impulzusbol allt 100 Hz-en. Az fEPSP-ket 30 méasodpercenként 60 percig figyeltilk a HFS-t
kovetden, MED-64 rendszerrel és Mobius szoftverrel (Alpha MED Scientific Inc.) rogzitettiik.
A potencidlodast a HFS-t kovetden az atlagos fEPSP csokkend meredekségeként (mint
szdzalékos novekedés), az alapvonali felvételek atlagos fEPSP csokkend meredekségére

normalizalva fejeztiik ki.

Statisztikai analizis

Az adatokat nem-paros t probaval, valamint két-tényezds varianciaanalizissel
(ANOVA) értékeltiik, amit Bonferroni-féle tobbszoros Osszehasonlitds kovetett. A 0,05-nél
kisebb p értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik, az adatokat 4tlag+S.E.M. formaban
adjuk meg.

VI.6. A neurovaszkularis kapcsolas karosodasa oregedésben: a cerebrovaszkularis
oxidativ stressz szerepe és annak farmakologiai csokkentése

A kisérleti protokollokat az Institutional Animal Use and Care Committee of the University of

Oklahoma Health Sciences Center hagyta jova.

Kisérleti allatok, resveratrol kezelés

Fiatal (3 honapos, n=30) és idds (24 honapos, n=30) him C57BL/6 egereket a National
Institute on Aging at Charles River Laboratories (Wilmington, MA) altal fenntartott oreg
kolonidbol vasaroltunk. Az egyes korcsoportok egerei két-két csoportba keriiltek (n=15
csoportonként): standard AIN-93G diétaval (ad libitum) vagy standard diéta kiegészitve
resveratrollal (200 mg/kg/nap, 10 napon keresztiil) [199, 201, 202].
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Neurovaszkularis kapcsolds mérése

A kisérleti csoportok allatainak neurovaszkularis kapcsolasat a fent leirtak szerint
végeztiikk. Akut koponya ablak hasznélataval a CBF valaszokat a kdvetkezé drogok topikalis
nitrogén-monoxid szintaz inhibitor No-Nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME; 10-* mol/L, 20
perc), és a muszkarin ACh receptor antagonista atropin (10> mol/). Az acetil-kolin (ACh; 107
mol/L) és adenozin (5x10-> mol/L)-indukalta CBF valaszokat szintén meghataroztuk. A CBF

valtozésait az alapértékhez képest szdzalékos (%) novekedésben fejezziik ki [188].

In vivo resveratrol kezelés cortikalis oxidativ stressz markerekre gyakorolt hatdsanak
meghatarozasa

A resveratrol kezelés redox homeosztdzisra kifejtett hatasanak jellemzésére a 3-
nitrotirozin (3-NT, a peroxinitrit hatds markere) cortikalis szintjét hataroztuk meg szovet

homogenizatumaban a kordbban leirtak szerint.

In vitro resveratrol kezelés hatisanak vizsgalata endothel-sejt szabadgyok termelésére
sejtkulturaban

A resveratrol kozvetlen antioxidans hatdsanak in vitro igazoldsara megvizsgaltuk a
hatasat a cellularis ROS termelésre primer cerebromicrovaszkularis endothel sejtekben
(CMVEQC). A sejt tenyészetek 1étrehozasanak pontos 1épéseihez kérem az olvasét az azokat
részletesen leird publikacidkban tdjékozodni [287, 288]. A resveratrol kezelést kovetden (10
umol/L, 24 6ra) a fiatal és oreg endothel sejteket CM-H,DCFDA-val (10 uM, at 37 °C, 30
perc) inkubaltuk, majd CM-H2DCFDA fluoreszcenciat &ramlési cytometridval hataroztuk meg
Guava easyCyte 8HT flow-cytometer (Millipore, Hayward, CA) hasznalataval [289, 290].

Kvantitativ real-time RT-PCR
Az el6z0 fejezetben leirtaknak megfelelden kvantitativ valds idejii RT-PCR technikat
alkalmaztunk a NoxI, Nox2, Nox4 and Ncfl (p47phox) -corticalis expresszidjanak

vizsgélatahoz.

Statisztikai analizis

Az adatokat két-tényez0s varianciaanalizissel (ANOVA), majd Tukey post-hoc teszttel
analizaltuk, a 0,05-nél kisebb p értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik. Az adatokat
atlag+S.E.M. formdban adjuk meg
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VI1.7. Az inzulinszeri novekedési faktor hianya neurovaszkularis szét-kapcsolast okoz

A kisérleti protokollokat az Institutional Animal Use and Care Committee of the University of

Oklahoma Health Sciences Center hagyta jova.

Maj-specifikus Igf1 kondicionalis knock-down egérben

Az IgfI gén flox-olt exonjara (Igf17f) homozigota him egereket hasznaltunk (C57BL/6
hattérrel) [33]. Ezekben az egerekben az Igf7 gén 4. exonjat teljes egészében loxP helyek veszik
korbe, ami lehetdvé teszi az exon kivagéasat Cre-rekombinazok altal. A megvaltozott Igf7 gén
fehérje atiratai nem kotddnek az IGF receptorhoz. A hepatocitak targetalasahoz adeno-
virusokat (AAV) vésaroltunk a University of Pennsylvania Vector Core-tol (Philadelphia, PA).
2 hoénapos korban kb. 1.3x10'® AAV8.TBG.PL.Cre.rBG (Igfl knock-out céljabol) vagy
AAV8.TBG.PL.eGFP.WPRE.bGH (kontrollként) virus partikulum Kkeriilt beadasra Igf1""
egerekbe. A tiroxin-koto globulin (TBG) prométere kizarolag a hepatocitakra korlatozza az

expressziot. A kisérleteket harom honappal az Igf1 knock-down utan végeztiik.

Keringo és szoveti IGF-1 szint meghatarozdsa

Vénas vért vettiink mindkét csoportba tartozo allatok submandibularis vénaibol, a teljes
vért 2500 x g-vel centrifugéaltuk 20 percig 4 °C-on, majd a szérumot leszivva azt -80 °C-on
taroltuk. A szérum és homogenizalt agykérgi szovetmintdk IGF-1 szintjét ELISA-val (R&D
Systems, Minneapolis, MN) mértiik a gyart6 protokollja szerint (ng/mL pg/mg szdvet).

A térbeli memoria felmérése Y-maze-el
3 hoénappal az Igf1 knock-down utdn a térbeli memoriat Y maze-el mértiik fel, a fent

leirtaknak megfelelden.

Neurovaszkularis kapcsolas vizsgalata

A fent leirtaknak megfeleléen az IGF-1 hianyos, valamint kontroll allatok
neurovaszkuldris kapcsolasat vizsgaltuk. A CBF valasz kivaltasa utan a bajusz-stimulacio altal
kivaltott hiperémids valaszt megismételtiik a kdvetkezdk jelenlétében (a drogokat topikalisan,
a perfundalt koponya ablakon keresztiil alkalmazva): HET0016 (20-hidroxieikozatriénsav (20-
HETE) termelddésének gatloja, 106 mol/1 30 percig, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) [66],
MS-PPOH (EET-termelés gatloja, 20x10°® mol/L 30 percig, Cayman Chemicals) [291], L-

NAME (Nw-Nitro-L-arginin-metil-észter, nitrogén-monoxid-szintaz inhibitora, 10* mol/I 20
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percig, Sigma Aldrich), apocinin (NADPH-oxid4zok gatldja, 3x10* mol/l 30 percig, Cayman
Chemicals), fluor-acetat-natrium (a trikarbonsav ciklus gatloja tilnyomorészt gliasejtekben,
10 mol/L perc, Sigma Aldrich) [208, 292], indometacin (ciklooxigenaz inhibitor, 5x10*
mol/L, Sigma Aldrich) [293], MPEP (6-Metil-2-(feniletinil)piridin-hidroklorid, I. csoport
metabotrop glutamat receptorok (mGluR) 5. altipus antagonista, 5x10 mol/L) [186] és az
NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptor antagonista D-APS5 (D-2-amino-5-foszfonovaleridnsav,
5x10 mol/l, Cayman Chemicals) [62]. Kiilon kisérletsorozatban (n=8) meghataroztuk az L-
glutamat (500 pmol/L) topikalis adasa altal kivaltott CBF valaszokat [57] MPEP (5x107
mol/L) és D-AP5 (5x107> mol/l) hianyéaban és jelenlétében [62]. Az acetilkolinra (ACh; 107
mol/L) adott CBF vélaszokat is vizsgaltuk. A CBF valaszokat az alap véraramlds szazalékos

(%) valtozasaként fejeztiik ki.

Spontan neuralis aktivitas és kivaltott valasz vizsgalatok a primer szomatoszenzoros kéregben

A vizsgalt allat csoportokban a fent leirtaknak megfeleléen meghataroztuk az IGF-1
hidny hatdsat a szomatoszenzoros kéreg spontan aktivitdsara, valamint szomatoszenzoros
stimulusok altal kivaltott mezd potencial valaszaira. A bazalis aktivitast a hullamamplitadé
frekvencia fliggvényében mutatott eloszlasaként elemeztiik [294], a szomatoszenzoros
kivaltott mezd potencidl valaszok negativ amplitiddjat az excitatorikus posztszinaptikus

potencidlnak (fEPSP) [283] tekintettiik.

Bajusz-stimuldcio altal kivaltott extracelullaris glutamat mérése

Egy kiilon allatcsoportban vizsgaltuk az extracellularis glutamat szint valtozasait a
szomatoszenzoros kéregben kontralaterdlis bajusz-parna stimulacid hatasara. A fent leirt
modon elkészitett koponya ablakot ACSF-fel perfundaltuk. A glutamat szenzor egy platina
elektroda, amely glutamat-oxidazt tartalmazo bioréteggel van bevonva, védett az aszkorbéttal,
urattal, dopaminnal és 5-hidroxi-triptaminnal valo interferencia ellen. A kisérletek eldtt a
munkaelektrodat (Sarissa GLU Biosensor, 25 pum-es cstcs, Sarissa Biomedical, Coventry, UK)
a gyartoi utasitdsok szerint in vitro kalibraltuk, majd a bregmatol 1,5 mm-re caudélisan és a
kozépvonaltdl 3 mm-rel laterdlisan koriilbeliil 500 pm mélyen az agyszovetbe helyeztiik.
Kontrollként glutamat null szenzort (a bioszenzorhoz sziikséges enzimek nélkiil) hasznéltunk.
A referenciaelektrodat (Ag/AgCl) mashol az agyszovetbe, a segédelektrodat (Ag/AgCl) pedig
a fejbor és a koponya kozé helyeztiik. A potencialt 0,5 V-ra allitottuk be az Ag/AgCl-vel
szemben. Az dlland6 potencial amperometridhoz egy 3 elektrodés potenciosztatot (Quadstat)

hasznaltunk eDAQ adatgyiijté rendszerrel (eDAQ Pty Ltd., USA, CO). Az elektrodak
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behelyezése utan kb. 2-3 percet vartunk, amig stabil alapvonal alakult ki. Ezutan 1 percig
stimuldltuk a bajusz-parnat 5 Hz-en, harom egymadast kovetd sorozatban, 5-10 perces
idokozokkel elvalasztva. A valaszt nA-ban rogzitettiik, és a kalibracios gorbe segitségével uM

glutamatra konvertaltuk.

Astrocytak izoldlasa

Az astrocytakat a specifikusan rajtuk taldlhatd glutamat transporter, az extracellularis
epitop Glast segitségével immun-purifikdltuk a kisérleti és kontroll allatok corticalis
szoveteibdl. A kéreg darabokat jéghideg HBSS-ben izolaltuk, L15 medidban enzimatikusan
emésztettiik 0,05% tripszinnel 20 percig 37 °C-on, 0,7 pm-es sejt-szirdn filtraltuk. A
fennmarado sejteket tilepitettiik, 100 pl 0,5% BSA-t tartalmaz6 HBSS-ben Gjraszuszpendaltuk,
¢s anti-Glast-PE-vel (1:10, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Németorszag) inkubaltuk 10
percig 4 °C-on. Ezutdn anti-PE mikrobead-eket (Miltenyi Biotech) adtunk hozza, és tovabbi
10 percig 4 °C-on inkubaltuk. A sejteket iilepitettiik és haromszor mostuk 0,5% BSA-t

tartalmaz6é PBS-sel a magneses purifikacio eldtt.

Kvantitativ real-time RT-PCR

Az el6z0 fejezetben leirtaknak megfeleléen kvantitativ valds idejli RT-PCR technikat
alkalmaztunk a nitrogén-monoxid szintdz, NADPH oxidazok, NMDA receptorok, metabotrop
glutamat receptorok, ciklooxigendzok, epoxigenazok és w-hidroxilazok expresszidjanak

vizsgalatahoz kérgi mintdkban és izolalt asztrocitdkban IGF1- hianyos és kontroll 4llatokban.

Arachidonsav metabolitok meghatdrozasa agyszeletekbol folyadék kromatografia-tomeg
spektrometria (LC/MS/MS) hasznalataval

A kisérleteket részben Dr. Ginger Milne laboratériumaban végezték (Vanderbilt
University Medical Center, Nashville, TN USA). Annak meghatarozasara, hogy az IGF-1
hidny miként befolyasolja az eikozanoid gliotranszmitterek szintézisét, 400 pum vastagsagi
horizontalis hippocampalis agyszeleteket készitettiink a mar leirt modszernek megfeleléen. A
szeleteket sajat készitésti kamraban (Dr. Dedk Ferenc) glutamat hozzaadasaval (3x10* mol/L)
stimulaltuk, majd lefagyasztottuk tovabbi elemzés céljabol. Ezt kovetden a mintdkat jéghideg
foszfat pufferben (pH 6,8) homogenizaltuk. 1000 egység E. coli B-glikuronidazt adtunk a
szovet kivonathoz, hogy felszabaditsuk a 20-HETE-t a gliikuron-savval val6 konjugaciobol. 37
°C-on 2 6ras inkubalas utan az oldat pH-jat ecetsav hozzaadasaval 3-ra allitottuk be. [*H4]-20-

HETE-t (10 ng) adtunk a mintdhoz, majd savas CHCI;/CH30H (2:1) keverékkel extrahaltuk,
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és szilicium-dioxid szilard fazist extrakcidval tisztitottuk. A kiilonb6z6 mintakat jéghideg 0,15
M KCl-ba helyeztiik. Homogenizalas utan belsd standardként szintetikus [2Hi1]-jelolt 14,15-
DHET-et (5 ng) adtunk a mintdkhoz. Az EET-ket és a DHET-eket a szovethomogenizatumbol
savas CHCIl3/CH3OH-val (2:1) extrahaltuk, ¢s szilicium-dioxid szilard fazisa extrakcioval
tisztitottuk, elvalasztva az EET-eket és a DHET-eket. A méréseket LC/MS/MS modszerrel
végeztiik, Acquity BEH C18 oszlopok (1,0 X 100 mm; 1,7 um) hasznalatdval, amelyek TSQ-
Quantum Vantage spektrométerhez (ThermoScientific) voltak csatlakoztatva, linearis
(mass to charge) 319-nél és a [°H4]-20-HETE belsd standardot m/z 325-nél. A 20-HETE cstics
teriiletének és a deuteralt 20-HETE tertiletének aranyat hasznaltuk a kvantifikdcidhoz. Az EET-
analizishez az EET-ket a megfelel6 DHET-ekké alakitottuk at ecetsavas kezeléssel. Ezutan a
DHET fragmentacidjat hasznaltuk m/z 337-nél és a [*Hi1]-DHET bels6 standardot m/z 448-
nal. Szelektiv ion analizist végeztiink m/z 206-nal 14,15-DHET esetén. Ugyanezeket az
ionokat hasznaltuk a deuteralt belsd standardokhoz is. A szamszerlsitést a DHET cstcsok

terliletének ¢s a megfeleld deuteralt DHET csticsok teriiletének aranyaval végeztiik [295, 296].

Agyi oxidativ stressz meghatarozdsa
Az IGF-1 hiany agyi oxidativ stresszre gyakorolt hatdsdnak jellemzésére a korabban

részletezett modon 3-nitrotirozin (3-NT) meghatarozést végeztiink kérgi homogenizatumban,

Statisztikai analizis

Az adatokat nem-paros t probaval, valamint két-tényezds varianciaanalizissel
(ANOVA) értékeltiik, amit Bonferroni-féle tobbszoros Osszehasonlitds kovetett. A 0,05-nél
kisebb p értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik, az adatokat 4tlag+S.E.M. formaban
adjuk meg.
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VI.8. Neurovaszkularis szét-kapcsolas idos emberekben: az inzulinszerii novekedési
faktor szerepe

Beteg bevonas

A vizsgalatokat az Egészségiigyi Tudoméanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga hagyta jova. A résztvevOket prospektiv modon, onkéntes alapon vontuk be a
vizsgalatba. A bevonasi kritériumok a kdvetkezdk voltak: fiatal csoport 18-40, valamint idds
csoport 60 év feletti ¢letkor minden résztvevotdl irdsos beleegyezéssel. A kizarasi kritériumok
a kovetkezdk voltak: kordbbi vagy folyamatban 1évd neurologiai betegség; minden olyan
allapot, amely befolyasolhatja az IGF-1 szintjét (neoplazia, nefrektomia, vesebetegség,
endokrin rendellenességek, terhesség, nem kontrollalt cukorbetegség, ¢hezés, kortikoszteroid-
terapia; temporalisan akusztikus ablak hidnya (Doppler szonografia nem végezhetd). Osszesen
63 résztvevot vontunk be a vizsgalatba: 31 fiatal (atlagéletkor: 28,4+4,2 év, 11 no, 20 férfi) és
32 idds felndtt (atlagéletkor: 67,9+4,1 év, 18 nd, 14 férfi).

Szérum IGF-1 szint meghatdrozasa

A résztvevoktdl vérmintdt vettiink a neurovaszkuldris kapcsolas vizsgalata eldtt,
centrifugaltuk (3500 fordulat/perc, 15 perc), a szérumot leszivtuk. Az IGF-1 szintjét enzim-
amplifikalt kemilumineszcens immunoesszé (CLIA) segitségével hataroztuk, IGF-1 kit
(Siemens Healthcare Diagnostics, Los Angeles, USA, katalogusszam: L2KGF2) hasznélataval
Siemens IMMULITE 2000 platformon (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Németorszag).

Neurovaszkularis kapcsolds (NVC) mérése emberben

Az NVC vilaszok vizsgalatdhoz transcranialis Doppler ultrahangot hasznaltunk (DWL
Multi-Dop® T digital, Singen, Németorszag) 2 MHz-es transzducerekkel. A transzducereket
bilaterdlisan rogzitettiik a temporalis akusztikus ablakoknak megfelelden, és 45-60 mm
mélységben regisztraltuk a kozEépso agyi artéridk (MCA) aramlasi sebességét folyamatos non-
invaziv vérnyomasmérés (CNAP Monitor 500 HD, CNSystems, Graz, Ausztria) és kilégzett
CO2 mérés (kapnografia, Promed, Kwun Tong, Kowloon, Hong Kong) mellett. Az
aramlasmérések nyers adatait ICM+® szoftverrel (Cambridge, Anglia) elemeztiik. A reaktiv
hyperemids valaszokat a 60 masodperces “trail making” teszt végrehajtasa soran vettiik fel (Dr.
Ronney Panerai nyoman). A “trail making” teszt egy széles korben elérhetd neuropszichologiai
teszt, amelyben a résztvevonek 25 bekarikazott szamot kell numerikus sorrendben tollal

Osszekapcsolnia. A szamokat félig véletlenszertien helyezziik el a tesztben, hogy elkeriiljiik a
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vonalak keresztezését. Az értékeléshez mind a teszt elvégzéséhez sziikséges id6t, mind a
hibakat mérjiik [297]. A neuronalis aktivitas altal megndvelt agyi véraramlas az MCA dramlasi
sebességének (és ataramlott vértérfogatnak) a novekedéseként jelentkezik az MCA distalis
keringési teriileteinek rezisztencia csokkenése kovetkeztében. A vaszkularis reaktivitds
meghatarozasara 1égzésvisszatartéasi tesztet végeztiink (a CO> altal indukalt vazodilatacio és
kovetkezményes hiperemia megitélésére) [298]. Az agyi véraramlés és az NVC valaszok
vérnyomas (ABP), atlagos artérids nyomas (MAP), atlagos agyi véraramlasi sebesség (CBFv,
mindkét oldalon az MCA-k kozepén cm/s-ben mérve). Cerebrovaszkuléaris konduktancia
indexet (CVCi) szamitottunk a jobb ¢és bal MCA adataibdl, a CBFv és a MAP hanyadosaként
(cm/s/Hgmm) [299]. A neurovaszkularis tesztek sordn a non-invaziv folyamatos
vérnyomasmérdvel mért atlagos vérnyomds nem kiilonbozott szignifikdnsan a korcsoportok
kozott (9015 vs. 10716 Hgmm fiatal és iddseknél), a kilégzett CO: szintek a fizioldgias
tartomanyban (35-45 Hgmm) voltak.

Aramlas vizsgalat MRI-vel

Az MRI méréseket 3T MRI szkenneren (MAGNETOM PrismaFit, Siemens
Healthcare, Erlangen, Németorszag) végeztiik, 20 csatornés fej/nyak tekerccsel. Az dramlést
mind a bal, mind a jobb k6zépsd agyi artéridk (MCA) M1 szegmensében mértiik parasagittalis
kétdimenzids egyszeletes faziskontraszt (PC) szekvencidval periférids impulzuskapuzas
mellett, a kovetkezé paraméterekkel: TR/TE=89.22/9.03 ms; billenési szog=15 fok;
szeletvastagsag=4 mm; FOV=140x140 mm?; matrix mérete=256x256 interpolalva 512x512-
re; vevO savszélessége=130 Hz/pixel; atlagok=3; fazisok szdma=25; sebességkodolas
(VENC)=100 cm/s atmend sikirdnyban. A képalkotd sikot az erek hossztengelyére
merdlegesen helyeztiik nativ 3D time-of-flight MR angiografidval (TOF-MRA) a kovetkez6
paraméterekkel: TR/TE=22/3.86 ms; billenési szog=18 fok; szeletvastagsag=0,7 mm;
FOV=167x222 mm?; matrix mérete=202x384; vevd savszélessége=178 Hz/pixel; 4 atfedd
(27,08%) lap; 0sszesen 153 axidlis szelet (48 szelet/lap). A PC MRI adatok aramlasi elemzését
Argus szoftverrel (Leonardo munkaallomds; Siemens Healthcare, Erlangen, Németorszag)
végeztik. A képek Argusba vald betoltése utdn az MCA érkontarjat manudlisan koérvonalaztuk
az elsO szivciklus alatt, ami utana automatikusan tovabbitodott a tobbi szivciklusba. Az ér
hatarai kdzelében bekovetkezd faziscsuszas elkeriilése érdekében a sebességtartomanyt = 100
cm/s és -50/+150 cm/s kozott allitottuk be. A hattérkorrekcid alkalmazadsa utan a szoftver

automatikusan kiszamitotta az atlagos aramlast (ml/s) és az atlagos MCA teriiletet (cm?).
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Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést t-probaval végeztik. A kétvaltozds Pearson-korrelaciot a
folytonos valtozoparok kozotti linedris kapcsolatok erdsségének és iranyanak mérésére
hasznaltuk. A statisztikai tesztek elvégzéséhez GraphPad Pro-t és SPSS-t hasznaltunk. A 0.05-
nél kisebb p értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.
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