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| rész.

Az  aramlas fiigg6 mechanizmus szerepének felfedezése a
cerebrovaszkularis ellenallas szabalyozasaban. A hemodinamikai eroék
szerepe az agyi véraramlas autoreguléciojaban.

|.1. Bevezetes

A zavartalan agyi véraramlas (CBF) fenntartasa kiemelt fontossadgu az agyi funkciok
ellatasaban. A folyamatos vérellatds biztositasat a szabalyozo folyamatoknak a zart
koponyatér altal limitalt térfogatban kell megoldaniuk’. Mindezek miatt, a CBF
autoregulacidja, vagyis allandé agyi véraramlas biztositasa a valtozo szisztémas vérnyomas
ellenére kildnosen fontos, és ezért mindig a kutatasok kdzéppontjaban allt.

Ezek a kutatasok vezettek arra konkluziéra, hogy a teljes agyi véraramlasnak
allandonak és stabilnak kell lennie egyrészt az agyszovet folyamatos ellatdsa, masrészt a
konstans intrakranidlis térfogat és nyomas fenntartasa érdekében. A Hagen-Poiseuille térvény
alapjan a CBF az agyi erek atmérdjének 4. hatvanyaval aranyos, ezért adott ératmerd
novekedes exponencialis agyi vérarmalas-fokozodast okoz. Ebbdl kovetkezéen, az agyi erek
altalanos dilatacidja az agyi véraramlas jelentds emelkedéséhez vezetne. A megndvekedett
agyi vértérfogat és intrakranialis nyomas az agy kompressziojahoz vezetne, ami sulyosan
befolyasolna annak miikddését. % * Ezek alapjan érthetd, hogy az agyi vérarmlas és az agyi
vertérfogat szoros kontroll alatt all: szdmos in vivo vizsgalat tanusaga szerint széles
szisztémas vérnyomas-tartomanyban (~ 60-140 Hgmm) az agyi vérarmalas csak kis mértékii
ndvekedést mutat.* ° Fontos hangstlyozni, hogy bar matematikai modellek “gain”=1 erdsités
értéket hasznalnak az agyi autoregulacié jellemzésére, amint az 1l-es abra is mutatja,
tokéletesen horizontélis véraramlas-nyomas goérbe in vivo nem mérhetd, és nem is lenne
elényds az agyi funkciok ellatdsa szempontjabél. ® 7 Amint Rosenblum is javasolta, az
autoregulacios gorbe inkabb enyhe linearis emelkedést mutat a vérnyomas fiiggvényében.* >
8 9 A linearis (és nem exponencialis!) CBF-vérnyomas kapcsolatot biztosité agyi
autoregulacidés mechanizmusok nem teljesen ismertek.

Mivel az intraluminalis nyomdas valtozasat az intraluminalis aramlas valtozasa Kiséri
feltehetd, hogy agyi erek hemodinamikai er6kre adott in vivo vélasza a nyomas- es aramlas-
indukalta vazomotor mechanizmusok kombinaciéja.'%*® Erdekes, hogy mig a nyomasvaltozas
szerepét az agyi keringés-szabalyozésban széles korben vizsgaltak, az aramlas véaltozas-
indukélta vazomotor folyamatok vizsgalata eddig sokkal kisebb figyelmet kapott. Fontos
kiemelni, hogy az agyi autoregulaciot leiré in vivo vizsgalatokban a nyomés és aramlas
valtozas-indukalta mechanizmusok egymastdl nem voltak elvalaszthatok, és az
aramléasvaltozas lehetséges hatasat a megfigyelt valaszokban nem is feltételezték. > 1424

I. 1. 2. Agyi erek intraluminalis nyomas-indukalta valaszai

Korabbi megfigyelések Uj interpretacioja

myogén valaszaval magyaraztak: a vaszkularis simaizom azon tulajdonsagaval, melynek
eredményeként az ér nyomas csokkenésre dilatal, nyomas novekedésre kontrahal %. Bayliss
elsd leirasa ota kiilonb6zd erek (zartériés, vénas, nyirok), koztiikk agyi erek myogén valaszait
széles korben tanulmanyoztak.?® 22 ¢ Ezekben az in vitro izolalt ér vizsgalatokban csak az
intraluminalis nyomést véltoztattdk, az &ramlast mindig é&llandé maradt *** ezért a
megfigyelt érvalaszok csak a nyomas-valtozastdl kdvetkeztek be. Az emlitett vizsgalatok
attanulmanyozasa utan feltlinik, hogy a nyomas véltozéasra reagald erek 60 és 140 Hgmm
kozott allando ératmerdt tartanak fent, abszolit értékben nem csokkentik atméréjiiket. & %



Osol és munkatérsai javaslatara a myogén valasz ezen részét 2. fazisnak nevezziik.*> Ha ezen
megfigyeléseket in vivo koriilményekre extrapolaljuk, az alland6 ératméré nem képes
biztositani a véraramlds autoregulaciojat, mert allandé atmér6é esetén az emelkedd
intraluminalis nyomas a CBF nyomas-fiiggd novekedéséhez vezetne. Ennek ellenére az
autoregulécié jelenlétét a fent emlitett in vivo vizsgélatok igazoltdk! Ezek a korabbi
megfigyelések és a részletezett elméleti kovetkeztetések arra vezettek minket, hogy egy
aramlésvaltozésra érzékeny tovabbi konstriktor mechanizmus létét feltételezzlk, amely képes

a myogén konstrikciot felerdsiteni, ezaltal az in vivo agyi autoregulaciot biztositani.

1.1.3. Agyi erek intralumindlis &ramlas-indukalta valaszai

Mint sz6 volt réla, a szisztémas nyomas megnovekedése egyben aramlas névekedést
hoz 1étre’® (megné a nyomasesés az agyi vaszkularis rendszeren), és elméleti
megfontolasok alapjan feltehet6, hogy az aramlas-indukalta mechanizmusok is hozzajarulnak
az agyi autoregulécid fenntartasahoz. Eddig csak néhany tanulmény foglalkozott agyi erek
aramlés-indukalta valaszaival, amelyek jelentds eltéréseket mutattak a hasznalt
allatmodellté], ér szegmentumtol vagy médszertl fiiggden. 3742 43 44 447 A j6| kivitelezett és
kontrollalt vizsgalatok dilataciét talaltak aramlds novekedésre patkany és egér
vertebrobasilaris rendszerében; konstrikcidt irtak le macska és patkany carotis interna tertleti
ereiben; nyomés- és aramlas-szinttdl fiiggd bifazisos valaszokat (dilataciot és konstrikciot)
talaltak nydl és patkany agyi arterioléiban.

1.2. Hipotézis és célkitiizések

Mint az el6z0 paragrafus leirja, agyi erek aramlds-indukélta valaszai kiilonbozdek
voltak a hasznalt allat modellt8l, érszegmentumtdl vagy modszertdl fiiggben. 3742 43 44 4547
Human agyi erek aramlés-indukalta véalaszait még senki sem vizsgalta, ezért a fenti
eredmények nem extrapolalhatok emberre. Elméletileg, az aramlas-indukalta dilatacié a
myogén konstrikciot csokkentené, ami az agyi autoregulacié gyengllését eredményezné.
Ellenben, az aramlas névekedés-indukalta konstrikcié az autoregulaciot hatékonyabba tenné.
Tekintve, hogy az arteria cerebri media (MCA) azon agyi erek kozé tartozik, amelyek az agyi
vaszkularis rezisztenciat alapvetGen meghatarozzak azt hipotetizaltuk, hogy az aramlas
novekedeése izolalt patkdny MCA és intracerebralis human agyi erek konstrikciojat okozza.
Célul wiztitk ki, hogy felmérjik az &ramlas-indukalta vazomotor mechanizmusok
hozzéjaruldsat az agyi autoregulacidhoz, valamint feltarjuk a hattérben all6 molekularis
mechanizmusokat.

1.3. Vizsgéalati anyag és modszer

Human agyi erek és patkany arteria cerebri media (MCA) izolaldsa: A vizsgaltokat a
megfeleld6 egyetemi dallat ¢és kutatdas etikai  bizottsagok hagytak jova  (Pécsi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar, Pécs; New York Medical College,
Valhalla NY, USA).

Human mintdk: A human agyi mintdkat Prof. Déczi Tamas biztositotta (Pécsi
Tudomanyegyetem, Idegsebészeti Klinika, Pécs) epilepszias valamint agyi daganatos betegek
miitéti kezelése soran nyert, egyébként kidobandd szovetbél (n=6, kor: 32+10 év).* A
betegek nem szenvedtek egyéb betegségben. A vizsgalatra felhasznalt erek ép
szovetrészekbdl voltak izoldlva, amelyeket a daganat illetve az epilepszids goc kimetszése
soran mindenkeppen el kellett tavolitani. A frontalis és temporalis kéregallomany szdveteit 0-
4 °C hémérsékletii fiziologias so oldatba (PSS) helyeztiik: (mmol/L-ben kifejezve) 110.0
NaCl, 5.0 KCI, 2.5 CaCl;, 1.0 MgSO4, 1.0 KH,PO, 5.5 glikoz, és 24.0 NaHCO;
buborékoltatva 20% O,-t, 5% CO,-t és nitrogént tartalmazé gazkeverékkel (pH ~7.3).® Az



intracerebralis kis artéridkat (HCA, 200-300 um aktiv atméré) mikrosebészeti eszkozokkel
operacios mikroszkop alatt izolaltuk az agyszovetbol.

Patkany mintak: Wistar-Kyoto him patkanyokat (250-3509) elaltattuk (intraperitonealis
pentobarbital sodium) majd dekapitaltuk. A koponyabdl az agyakat azonnal eltavolitottuk és
fizioldgias sO oldatba helyeztiik. Az artéria cerebri mediat (MCA) izolaltuk az agyalap
mindket oldalarol (n=61).

Izolalt agyi artéridk aramlas-indukalt, nyomas-indukalt, és egyidejii aramldas és nyomas —
indukalt valaszai: I1zolacié utan az agyi artéridkat nyomas-aramlas kamraba helyeztik.

1) Els6ként az agyi erek atmérGvalaszait meértuk az intraluminalis aramlas 1épcsdzetes
emelésére, melyet nyomasgradiens ndvelésével hoztunk létre (a gradienst a befolyd rezervoar
emelésével és a kifolyd rezervoar azonos mértéki siillyesztésével értiik el: AP =5, 10, 20, 30,
40 Hgmm megfelel a 3 - 320 pL/min intraluminlis aramlasnak). *° 2) Ezt kévetéen az
atmér0 valtozasat mértilk az intrlumidlis nyomés emelésére (10 perc mindegyik nyomas
szinten, 0-140 mmHg kozott) aramlasmentes helyzetben (a két rezervar azonos szinten allt).
3) Végul mértlik az atmérd valtozasat nyomas és aramlas egyidejii novekedésére. A kisérletek
befejeztével megmértilk a passziv atmér6ket mindegyik intraluminalis nyomas szinten
Nifedipint (10 mol/L) tartalmazé Ca®* -mentes fiziologias s6 oldatban.

Elméleti szamitasok: A Hagen—Poiseuille egyenlet alapjan (Q=r*APx/L8 n, ahol Q=4ramlas,
r=sugar, AP=nyoméas kulonbség, L=hosszlsag, n=viszkozitds) megbecsiltik a CBF
valtozasat mindharom fenti protokoll esetén. Kiszdmoltuk az autoregulacié hatékonysagi,
“oain” faktorat (G).® G = 1 jelzi a tokéletes autoregulaciét, mig a G<1 indikalja a nem
megfeleld autoregulaciot, amikor az aramlds ndvekedik az intralumindlis nyomaés
fuggvényeben.

Vazoaktiv anyagok és enzim géatlok hozzdadasa: A human agyi artéria (HCA) és az artéria
cerebri media (MCA) aramléas-indukaélta atméré valaszait megismételtiik 20-HETE szintézis-
gatlo HET 0016, cyclooxygenaz gatlo indomethacin, TXA, /PGH, receptor (TP) blokkold SQ
29,548, szabad gyok fogd szuperoxid dizmutaz-SOD és katalaz-CAT valamint TXA,-
szintézis gatld ozagrel jelenlétében. Tovabbi Kkisérletekben a 20-HETE-t direkt az
érpreparatumhoz adtuk és az atmerdvalaszokat regisztraltuk. Szintén tovabbi kisérletekben
aramlas jelenlétében az erekhez adenozint adtunk.

CYP450 4A fehérjék kimutatasa az agyi erekben: CYP450 4A fehérje expresszidjat western
blot analizissel (anti-cytochrome P450, 1:4000 dilution, #ab22615, Abcam, Cambridge MA)
végeztik.

Szuperoxid szint vizsgalata: Dihydroethidium fluorescein mddszert (EB) hasznaltunk az
aramlés-indukalta szuperoxid termelés felmérésére MCA-ban.>®

Statisztikai analizis: Statsztikai analizisre two-way ANOVA-t hasznaltunk. p<0.05 esetén
tartottuk a kuldnbségeket szignifikansnak. Az adatokat vagy mikrométerben vagy a passziv
atmérd %-ban fejeztik ki (egy adott érnek Ca®* mentes oldatban valé maximum atmérdje,
mint 100%), Az adatok atlag + SEM-ként vannak megadva.

1.4. Eredmények
Agyi artériék aramlas-indukélta valasza és a CBF kiszamitasa

Az intraluminalis aramlas novekedése allandé nyoméason (80 mmHg) konstrikciot
eredményezett human agyi artériakban (HCA). Patkany agyi erekben hasonlé eredményeket
kaptunk (a passziv atmér6é 74+4.9-r61 63+5 %-ra humanban, és 63.8+0.8-rol 48.8£1.5 %-ra
patkdnyban 80 mmHg-en p<0.05). A20 mmHg aramlas melletti steady state atmérd
(kiindulasi atmérd) A10 mmHg altal létrehozott (csokkend) aramlas hatasdra novekedett (a
kiindulasi atmér6é 111+1.7 %-ra), majd A40 mmHg altal keltett &ramlas-novekedés hatdsara
lecsokkent (a kiindulasi 84+1.5 %-ra). Adenozin hozzaadasa (10 mol/L) az atmérét A40



mmHg altal keltett dramlés jelenlétében szignifikansan a kiindulasi atmérd folé ndvelte
(148+10 %-ra).

Az intraluminalis nyomas novekedése okozta normalizalt atméré csokkenést (84+3-rol 53+4
%-ra, n=6) az egyidejii nyomas+aramlas novekedés szignifikansan fokozta (83.8+3-r0l 36+3
%-ra, p<0.05). Amikor csak a nyoméas ndvekedett (0-140 Hgmm kozott) a szamitott CBF
nagyfoku emelkedést mutatott (egységben kifejezve: 1.4+0.1-r61 23.3+7.6-ra). Ellenben,
mikor a nyomas+aramlas egyidejiileg emelkedett a szamitott CBF novekedés szignifikdnsan
csokkent (0.7£0.1-r61 5.4+1.4 egységre). A csak nyomas indukalta atmérdket hasznalva az
autoregulaciés “gain” G=0.8+0.01 volt, mig a nyomas és aramlas egyidejii novekedésére
G=0.99+0.01-re emelkedett.

Az agyi artéridk &ramlés-indukalta konstrikciojanak mechanizmusa

HCA-t és MCA-t HET0016-tal (amely Cyp4504A enzimek blokkolasaval gatolja a
20-HETE termel6dését) inkubalva az aramlas-indukalta konstrikcié megsziint. A 20-HETE
direkt adasa (107 mol/L) az éaramlashoz hasonloan csokkentette az MCA atméréjét
(AP=40mmHg-en, dramlés:42+3, 20-HETE: 34+9.8 Aum).
A HET0016 nem hatott szignifikansan mas érvalaszra, pl. az acetilkolin-indukalta dilataciéra
(elotte: 53+4.6 % utdna: 46+5.4 %-a a passziv atmérOnek). Western blot analizis a
cytochrome P450 4A enzimek jelenlétét mutatta patkany MCA-ban.
Az erek inkubécidéja SOD/CAT-al (szabad gyok fogdk) szignifikansan csokkentette az
aramlas-novekedés okozta atmérdcsokkenést. Az aramlasnak Kitett erekben megndvekedett
EB fluoreszcencia az aramlas hatasara fokozod6 szabadgyok termelddést jelezte. HET0016
(10° m/L) a kontrol szintre csokkentette a megnovekedett EB fluoreszcenciat (kontrol:
0.05+0.02, &ramlas: 0.18+0.04, &ramlas+HET 0016: 0.07+0.02 integrélt intenzitas/teljes
tertilet,; p<0.05).
Az erek inkubéacidja indomethacinnal (COX gatlé) vagy SQ 29,548-al (TP receptor gatlo)
gatolta az MCA aramlas-indukalta 6sszeh(zodasat, mig az ozagrelnek (thromboxan szintaz
gatld) nem volt hatésa.

1.5. Megbeszélés
Agyi erek aramlas-indukdlta vdlaszainak élettani jelentosége. Az agyi vérdramlis

A jelen vizsgalatokban kimutattuk, hogy izolalt patkany MCA és human
intracerebralis agyi erek az intralumialis aramlas novekedésére konstrikcioval valaszolnak,
amelynek szerepe lehet az agyi autoregulécio fenntartasaban. Ezen eredményeknek fontos
jelentdsége lehet, ugyanis az agyi autoregulaciot eddig kizarolag a nyomas-indukélta myogén
valasszal magyaraztak (1. abra).

A carotis internahoz tartozé agyi keringési tertileten a nagyobb agyi erek a vaszkularis
rezisztencia alapveté meghatarozoi.” *® ® °! Ezzel sszhangban az intraluminalis 4ramlas
ndvekedése a nagyobb agyi erek (pl. MCA) konstrikcidjat okozza, ami felerdsitve a nyomas-
indukalta konstrikciot effektivebb agyi autoregulaciot eredményez. Ezéltal az aramlas-
indukalta konstrikcid fontos szerepet jatszik az agyi vértérfogat és az intrakranialis nyomas
szabalyozésaban is. A myogén valasszal egytt az &ramlas-indukalta konstrikcio valdsziniileg
kalonb6z6 ardnyban vesz részt az egyes agyi teruletek keringési ellenallasanak

szabalyozésaban, ami magyarazhatja az agyi arteriolak aramlas novekedésre adott bifazisos
valaszait 7,37-39, 43, 46, 52, 53
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1. abra. Agyi erek aramlas-indukéalta konstrikciéjanak élettani szerepe az agyi véraramlas
autoregulacidjaban. Az intralumialis nyomas és aramlas egyuttes hatasara jon létre az agyi
vératamlas hatékony autoregulécioja, mig a kizarolag nyomas-indukalta érdatmérd valaszok nyomas
fiiggo, emelkedd véraramlashoz vezetnek.

A két hemodinamikai er6 altal “beallitott” vazomotor tonust a neuralis igényeket jelzé
bioldgiai jelekre érzékeny mechanizmusok modulalhatjak, illetve feltl is irhatjak: a
véraramlas regionalisan emelkedhet a neurélis aktivaciohoz kapcsolt idegi, glia és maés
metabolikus szabalyozé folyamatok hatasara.>**® Ez a koncepcié 6sszhangban &ll azon
vizsgalatokkal, amelyek demostraltak, hogy a metabolikus dilatacié képes meggatoloni a
nyomas- és aramlés-novekedés konstriktor hatésat.” 43" %8

Az agytorzsben (vertebrobasilaris rendszer), ahol az érellenallas f&6 meghatarozoi az
arteriolak'® > a nagyobb agyi erck, mint az a. basilaris “dilatalhatnak” az aramlas
ndvekedésére, hozzéjarulva a reaktiv hyperaemia kialakulaséahoz (2.4bra).>?

Az agyi erek aramlas-indukalta konstrikcidjanak molekularis mechanizmusai

Harder, Gebremedhin és masok is kimutattdk, hogy az arachidonsavat a citokrom
P450 o-hydroxylazok (CYP 450 4A) 20-hydroxyeikozatetraénsavva (20-HETE) alakitjak, ®
®1 ami az agyi erek agonista- és nyomas-indukalta konstrikciéjanak mediatoraként fontos
szerepet jatszik a cerebrovaszkuléris tonus szabalyozésaban. °* ® Jelen vizsgélatainkban mi
azt talaltuk, hogy human és patkany agyi erek aramlas-indukalta konstrikcidja blokkolhatd
volt HET 0016-al, a 20-HETE szintézisének gatloszerével. Ezen funkcionalis eredményekkel
egybehangzdan Gebremedhin-hez és Dunn-hoz hasonléan kimutattuk, hogy a CYP450 4A
enzimek jelen vannak patkany MCA-ban.®% ®
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2. bra. Az aramlas ndvekedés dilatacidt, bifazisos valaszokat vagy konstrikciét okozhat agyi erekben,
azok regiondlis és szegmentélis lokalizdacidjatol fiiggden. FeltetlezzUk, hogy a carotis interna
rendszerben a nagy agyi erek (pl. arteria cerebri media) és intracerebralis artéridk 6sszehlzédnak az
aramlas novekedésére. Az aramlas-indukalta konstrikcidt 20-hydroxyeikozatetraénsav (20-HETE)
medidlja (citokrom P450 4A eredetii arachidonsav metabolit) TP receptoron Keresztll. A folyamat
COX-aktivitast feltételez és szabadgyok termelddéssel jar, amelyek hozzdjarulnak a konstrikciohoz. Az
agytorzsi keringésben, a vertebrobasilaris keringési rendszerben a nagyobb artéridk, mint az arteria
basilaris az aramlas névekedésre dilatacidval valaszolnak. A dilataciot (foszfatidilinozitol 3 kinaz
(P13-K) altal aktivalt) NADPH-oxidazbdl szarmazé H,0O, és/vagy endothelidlis nitrogén -monoxid
szintdz (eNOS) eredetii nitrogén-monoxid (NO) medialja. Az eNOS Akt-fiiggd uton aktivalodik. Az
arteriolak bifazisos vélaszait a nagy erek vazomotor miikédése dltal meghatarozott nyomds és
aramlési viszonyok hatarozzak meg.

Szintén ismert, hogy a 20-HETE direkt hozzéadasa, illetve szintézise soran oxidativ
szabadgyokok (ROS) keletkeznek.* © ¢ Jelen tanulméanyunkban demonstraltuk, hogy
szabadgyok fogdk jelenléte szignifikansan csokkentette az aramlés-indukalta konstrikciot,
jelezve azok mediator szerepét. Tovabba, az aramlas novelése fokozta patkdny MCA-k
ethidium-bromid fluorescenciajat, ami aramlas-indukalta szabadgyok termel6désre utal. A
fokozott ROS termelédés megsziint 20-HETE szintézis gatld jelenlétében megerdsitve a
felvetést, miszerint az aramlasndvekedés CYP 450 4A aktivaciot és 20-HETE szintézist
indukal, amit szabadgyok képzddés kisér. Mivel a konstrikcid €s a szabadgyok termelddés is
megsziint HET 0016 adéasat kdvetden nem valdszinli, hogy a szabadgyokoknek ebben a
helyzetben jelentds direkt vasomotor hatasa lenne, de a konstrikciohoz hozzajarulnak.

Eredményeink, melyek szerint mind a 20-HETE szintézis gatlasa, mind a TP receptor
blokkolasa meggatolta az aramlas-indukalta konstrikciot felvetik, hogy a 20-HETE a TP
receptoron keresztul hat. Ezzel a hipotézissel 6sszhangban, Schwartzman és munkatérsai
korébban kimutattak, hogy a 20-HETE vazokonstrikcidt okozott TP receptoron keresztiil,
miutan COX-medialt mddon 20-endoperoxid szarmazékokka alakult (20-OH-PGH,, 20-OH-
PGG,) °" ® Ezt megerdsitik eredményeink, melyek szerint az MCA &aramlas-indukalta
konstrikciojat a COX gatl6 indomethacin blokkolta. Az aramlas-indukalta konstrikcid
feltételezett molekularis mechanizmusat a 2. abra szemlélteti.



1.6. Az I. rész tézisei

1) Az intraluminalis aramlas novekedése konstrikciot okoz human intracerebralis és
patkany kozépsé agyi (MCA) artériakban;

2) izolalt patkany MCA-ban az intraluminalis nyomas és az aramlas szimultan
emelkedése szignifikdnsan nagyobb konstrikciét okoz, mint a nyomas egyeduil;

3) a nyomas- es aramlas-indukalta konstrikcié egyutt hatékonyabb szamitott agyi
autoreguléciot eredményez, mint a nyomas egyedul;

4) a aramlas-indukalta konstrikcio hatterében all6 molekularis mechanizmusok
szabadgyok termelédéssel és COX aktivacioval jarnak, CYP 4504A eredetii 20-HETE
termelddéshez vezetnek, ami a TP receptoron keresztiil vazokonstrikciot okoz.

Il. rész

A nyomas- és aramlas-indukalta vazomotor mechanizmusok diszfunkciéja
hypertonidban és Oregedésben. Koérélettani eltérések az agyi véraramlas
autoreguléciojaban.

11.1. Bevezetés

Epidemioldgiai  tanulményok  bizonyitékai  szerint a  hypertonia  kéros
cerebrovaszkularis hatasai felerésddnek az Oregedés soran, mig fiatal betegek relative
védettek a magasvérnyomas okozta cerebromikrovaszkularis kérosodastol.**"* Annak
ellenére, hogy az elérhetd6 human adatok alapjan az Oregedés ¢és a hypertonia
szinergisztikusan hatnak, eddig még nem vizsgaltak azon cerebrovaszkularis betegségekhez
vezetd Oregedés-fiiggd mechanizmusokat, amelyek az agyi mikroerek sériilékenységét
fokozzék hypertoniaban.”

Fiatal allatokon végzett kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy hypertoniaban a
cerebralis rezisztencia erek a struktiralis adaptaciot megel6zéen funkcionalis adaptacion
mennek at, a cerebrovaszkularis ellenallas novekedését eredményezve, amely fontos vedd
mechanizmusként megakadalyozza a nagy nyomas (és térfogat) mikroerekre vald tevédését.
3. "4 Ezekben az adaptiv folyamatokban a nyomas-indukéalta myogén vélasz fokozddasa
jelentds szerepet jatszik.> ® ™ Ezen vizsgalatok kimutattak, hogy fiatal hypertoniés &llatokban
a myogén mechanizmus fokozddasa megndvekedett agyi vaszkuldris rezisztenciahoz vezet,
igy a nyomas valtozatlan marad a mogottes erszakasz vékonyfald, sériilékeny arteriolaiban és
kapillarisaiban, biztositva a zavartalan vér és oxygen ellatast. (Fontos megjegyezni, hogy
ezzel egyidében ezen allatok sériilékenyebbé valnak iszkémids inzultusra.) Az adaptacio
eredményeként az agyi véraramlas autoregulécidja nagyobb nyomaés értékek felé tolodik ki,
mind hypertonias kisérleti allatokban mind magasvérnyomasos betegekben.” 74 7
A hypertonia és stroke allatmodelljeiben végzett vizsgalatok alapjan’’ az autoregulacios
védelmi mechanizmusok elvesztése cerebromikrovaszkularis karosodast eredményez. Az
autoregulaciés mechanizmusok ezen kiilonleges jelentdsége ellenére nem tisztazott, hogy az
oregedés hogyan befolyasolja az agyi erek hyperténiaban latott protektiv funkcionalis
mechanizmusait.

I1.2. Hipotézis és célkitizések

Kutatdsaink masodik részében a kovetkez6 hipotéziseket teszteltik: 1) az dregedés
rontja az agyi erek nyomas- és aramlas-indukalta vélaszainak funkciondlis adaptacidjat
hypertoniaban, 2) ez az agyi autoregulécié karosodasédhoz vezet, valamint 3) fokozza a



hypertonia-indukalta mikrovaszkularis k&rosodast és neuroinflammaciot 4) tanulsi
diszfunkcidhoz vezetve.

Célunk fiatal és id6s hypertonias egerekben a 1) nyomas- és dramlas-indukélta valaszoknak,
denzitasnak, a neuroinflammécié markereinek valamint 4) a kognitiv funkcionak a
meghatarozasa volt.

11.3. Vizsgalati anyag és modszer

Egerek: Fiatal (3 honap, n=80) és id6s (24 honap, n=80) him C57/BL6 egereket hasznaltunk.
A vizsgéaltokat a megfelelé egyetemi allat és kutatas etikai bizottsagok hagytak jova (Pécsi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Pécs és Univ of Oklahoma, HSC,
Oklahoma City, USA).

Angiotensin Il-indukélta hypertonia: Fiatal eés 6reg egerekbe szubkutan angiotensin 1l-t
(Ang I1, 1000 ng/min/kg) tartalmaz6 ozmotikus minipumpat Gltettink 4 hétig. A szisztolés
vérnyomast a farokra helyezett mandzsetta (tail cuff) segitségével mértuk.

Kognitiv vizsgalatok: Az egerek tanulasi teljesitményt vizsgaltuk elevated plus maze-en
alapul6 tanulasi protokol hasznalataval.

Cerebrovaszkularis autoregulacié: Altatott, lélegeztett egerek agykergi véraramlasat
detektaltuk a vérnyomas fliggvényében 40-160 mmHg kozott 1ézer speckle aramlasmérés
segitségével.

Nyomas és aramlas-indukalt valaszok felmérése izolalt artéria cerebri medidban: Izolalt
artéria cerebri medidban (MCA) detektaltuk az intraluminalis nyomas emelésére adott
atmérévalaszokat, amelyeket megismételtiink citokréom P450 w-hydroxylaz gatlé HET0016
(10°® mol/L) és TRPC csatorna blokkolé SKF96365 (5x 10 mol/L, 15 min-ig) jelenlétében.
Kulon kisérletekben a mar részletezett modon az &ramlés-indukalta atméré valaszokat
mértik.

Quantitative real-time RT-PCR: Cyp4al2, Cyp4al0, Cyp4al4 és Trpc6 mRNS expressziojat
vizsgaltuk az artéria ceberi mediakban (MCA).

Vér-agy gat permeabilitdsanak vizsgalata: Vér-agy gat (BBB) ateresztéképességének
meghatarozasat natrium fluorescein nyomonkdvetési esszével, valamint extravazalt 1gG
immunhisztokémiaval végeztuk.

Western blot: TRPC6 és tight junction fehérjék (ZO-1, occludin, és claudin-5) expressziojat
MCA-ban western blot analizissel vegeztuk.

Kapillarisok pericyta boritottsagdnak meghatarozasa: Fiatal és idés aSMA-GFP-t (o-
simaizom aktinhoz kapcsolt zold fluorescens fehérje) expresszald transzgén egerek friss
fagyasztott mintabol szarmazo agyi metszetein vizsgaltuk a kapillarisok pericyta lefedettségét
angiotensin ll-indukalt hipertoniaban vagy anélkil. Endothél jel6lésre CD31-ellenes
antitestet hasznaltunk.

Kapillaris denzitas meghatarozasa: CD31+ kapillarisok siiriségét hataroztuk meg kiilonb6z6
agy teriileteken adott térfogatban.

Neuroinflammaécio: A hippocampus kiilonboz6 régidiban mikroglia aktivaciot detektaltunk
CD68+ és Iba-1+ sejtszam meghatarozasaval. Hippocampus mintakbdl gyulladasos
cytokineket/chemokineket mértiink RT-PCR-ral, valamint adott mikroglia-eredeti
proinflamécios faktorok (MCP-1, TNFa, IP-10) fehérje szintli expressziojat hataroztuk meg
bead esszével.

Hippocampus 5-nitrotitozin tartalmanak meghatarozasa: Az oxidativ/nitrozativ stresszt 5-
nitrotirozin meghatarotassal detektaltuk hippocampus homogenizatumban.

Statisztikai analizis: Statsztikai analizisre two-way ANOVA-t hasznaltunk. p<0.05 esetén
tartottuk a kulénbségeket szignifikansnak. Az adatokat vagy mikrométerben vagy a passziv
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atmérd %-ban fejeztik ki (egy adott érnek Ca®* mentes oldatban val6 maximum atmérdje,
mint 100%), Az eredmenyek atlag + SEM-kent szerepelnek.

11.4. Eredmények
Karosodott cerebrovaszkularis autoreguldaco idos hypertonids egerekben

Fiatal kontrol egerek CBF-je (LSP jel) fuggetlen volt a vérnyomas 60-120 mmHg
kozotti valtozasatol, mely jelzi, hogy az autoregulacio hatékonyan miikodott. Fiatal és idOs
normotonias egerek autoregulacidjaban nem volt detektalhatd kilénbség. Fiatal hypertonias
egerekben azonban magas nyomas értékeknél (150-160 Hgmm) az agyi véraramlas
szignifikansan kisebb valtozast mutatott, mint a kontroll allatokban, jelezve az autoregulacio
adaptiv feler6sodését. Az adaptiv véalasz hidnyzott az idés hypertonias egerekben.

Az oregedés rontja az agyi artériak autoreguldacios miikodését: myogén és dramlds-
indukélta valaszok szerepe

Fiatal kontrol egerek MCA-ja az intravaszkularis nyomas ndvekedésére fokoz6dd
myogén konstrikciot mutatott, majd ugyanazon myogeén ténust megtartotta 120 Hgmm-ig (a
CBF autoregulacios tartomannyal atfedve). Magasabb nyomasokon a myogén tonus
csokkent, az artéridk dilataltak. A fiatal hypertonias egerek MCA-ja 160 mmHg-ig csaknem
ugyanazon a szinten megtartotta myogén tonusat. Idés egerek MCA-janak myogeén vélasza
nem mutatott hypertonia-indukalt adaptiv ndvekedést magas nyomasértékeken.

Az intralumindlis &ramlas novekedése fiatal egerek MCA-jadban 6sszehuzddast
okozott, a konstrikciot hypertdnia szignifikansan novelte. Ezzel szemben, 6reg hypertonias
egerek MCA-ja elhanyagolhatd aramlas-indukalta konstrikciot mutatott.

A 20-HETE és a TRPC6 szerepe idos dllatok artéria cerebri medidjanak funkciondlis
adaptaciojaban hypertoniara

Fiatal hypertonias egerek agyi ereinek (MCA) fokozott myogén tonusat
szignifikdnsan gatolta a HETO0016 és az SKF96365 hozzaadasa, megsziintetve a
kilonbségeket a négy csoport kdzott. Sem a HET0016, sem az SKF96365 nem véltoztatta
meg szignifikdnsan az 6reg hypertonias egerek MCA-janak myogén tonusat. Fiatal egerek
Cyp4al0 es Cypdald) és a TRPC6 csatorna expresszidjat. 1d6s hypertonias egerekben a
fokozott expresszidé nem volt megfigyelhetd.

Fokozott vér-agy gdt (BBB) zavar idds hypertonids dllatokban

Szignifikdnsan magasabb natrium-fluoreszcein jelet detektaltunk id6s hypertonias
allatok hippocampusaban, agykérgében és fehérallomanyaban, mint a tobbi viszgalati
csoportban. A plazma eredetli IgG festése szignifikans perivaszkularis IgG szaporulatot
mutatott az 6reg hipertdnias egerek hippocampusaban.

Az Oregedes fokozza a hypertonia-indukélta pericyta lefedettség csokkenést és a
kapillarisok ritkulasat

Fiatal egerekben a hypertonia szignifikans csokkenést okozott a kapillariok pericyta
lefedettségében és a pericytak relativ szamaban. Mindkét érték idés hypertonids egerekben
szignifikdnsan ndétt. A relativ hypertonia—indukalta csokkenés 1dos egerek kapillaris
denzitasaban szignifikdnsan nagyobb volt mint fiatal egerekben.

Az 6regedés fokozza a hypertdnia-indukalta hippocampalis gyulladast és oxidativ stresszt
Az Oregedés fokozta a hippocampusban az aktivalt microgliak szamat. Hypertonia
jelenléte a szamot szignifikansan novelte. A megfigyelt sejtszam ndvekedés asszocidlt volt
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pro-inflammacios citokinek és kemokinek fokozott expresszidjaval idds hypertonias egerek
hippocampusaban (MCP-1, TNFa, IP-10). Az Oregedés fokozta a hypertdnia-indukéalta
hippocampalis 5-nitrotirozin szintet.

Az oregedés fokozza a hippocampus fiiggd tanuldsi folyamatok hypertonia-indukalta
karosodasat

Fiatal kontrol egerekben, a transfer latency érték szignifikansan csokkent a 2. napon
dsszehasonlitva az 1. nappal, jelezve az intakt tanulési folyamat meglétét (tanulési index: 1).
A tanulasi index a fiatal hypertonias egerekben (~0.7) és az Oregek egerekben (~0.67) is
csokkent, de nem mutatott szignifikans eltérést. Idés hypertonids egerek azonos transfer
latency értéket mutattak az eslé és a masodik napon jelezve a tanulasi folyamat hianyat
(tanulasi index: ~0).

11.5. Megbeszeles

Az agyi keringés jellegzetessége, hogy a proximalis, nagyobb arteriaknak (pl. MCA)

jelentds szerepe van a cerebrovaszkularis rezisztencia meghatarozasaban, ezaltal védelmet
nydjtanak a disztalis mikrokeringésnek.*® Mint mar emlitettem (Id. 1 rész), egészséges fiatal
allatokban a nyomés-indukdlta myogén konstrikci6  alapvetdé  homeosztatikus
mechanizmusként megakadalyozza, hogy a megemelkedett artérids vernyomas a sérilékeny
mikrokeringésre tevédjon.> ™ Adaptiv mechanizmusként az agyi mikrocirkulacié védelme
érdekében fiatal hypertonias egerek és patkdnyok myogén konstrikcioja fokozott, ennek
koszonhetden az autoregulacios tartomany nagyobb nyomadsok felé tolodik ki, biztositva a
zavartalan agyi véraramlast.” ® > ® 37 jelen eredményeink alapjan id8s hypertonias allatok
agyi erei nem mutatnak a fiatal allatokehoz hasonld adaptiv myogén konstrikciot.
Amint az 1. részben bemutattuk, a myogén valaszt kiegészitve az agyi erek aramlas-indukalta
konstrikci6ja is részt vesz az agyi autoregulacié folyamataban.”” " Jelen vizsgélatainkban
kimutattuk, hogy a myogén konstrikciohoz hasonléan fiatal hypertonids allatokban az
aramlas-indukalta konstrikcio is fokozott, ami valoszintileg az agyi artéridk hypertoniaban
megjelend adaptiv autoregulacios mechanizmuséanak egy masik komponense. Az dregedés ezt
az adaptiv valaszt is karositja. Osszességében, idéskori hypertonidban az agyi mikrokeringést
védo vaszkularis mechanizmusok sériilnek.

Erdeményeink azt sugalljak, hogy a 20-HETE/TRPC6 szignaliziciés utvonal
aktivacioja all a fiatal hypertonias allatokban megfigyelt fokozott érvalaszok hatterében, és
ezen utvonal aktivacidjanak hidnya vezet az 1d6s hypertonias allatok csokkent valaszaihoz.
Ezt a kovetkez6 adatok tamogatjak: fiatal hypertonids allatok 20-HETE medialt myogén
konstrikcija magas nyomastartomanyban (150-160 Hgmm) fokozott, valdszinilleg a
vaszkularis citokrom P450 -hydroxilaz enzimrendszer fokozott expressziojanak
koszonhetden. A 20-HETE fiiggé adaptiv érvalasz hidnyzik idds hypertonids allatokban.
Kordbbi tanulmanyok eredményei szerint a 20-HETE-indukélta simaizom konstrikciot
részben TRPC6 csatornak kozvetitik®® hozzajarulva agyi erek myogén konstrikcidjahoz.
Ezzel 6sszhangban, a citokrom P450 w-hydroxilaz enzimekhez hasonloan fiatal hypertonias
allatok agyi ereiben a TRPC6 csatorna is fokozottan expresszalt, és gatlasaval a fokozott
funkcionalis vélasz blokkolhatd. A fokozott expresszid nincs jelen idds hypertonids allatok
agyi ereiben, valamint azok nyomas-indukalta valaszait a TRPC6 gatlasa nem befolyasolja.
Mivel az aramlas-indukalta konstrikcié tulnyomorészt 20-HETE medialt, ezen Gtvonal
diszregulécidja az agyi autoregulacio aramlés-indukalta komponensét is karositja id6s
hypertoniés allatokban.” ¢

12



Aging Hypertensign

Autoregulatory

dysfunction
(20- HETE/TRPC6 ¥) Mlcrovascular damage T

Caplllary BB disruption T
density 4 *
) Neuroin Iar?mation T
|

Cognitive impairment i

3. abra. Feltételezett vaszkularis korélettani mechanizmusok: Tartésan magas nyomds hatdasdra idds
allatokban a 20-HETE/TRPC6 utvonal nem kellden aktivalédik, ami a CBF autoregulacio
diszfunkcidjahoz vezet. Ennek koszonhetden fokozodik a hypertonia-indukalta agyi mikrovaszkularis
karosodas és vér-agy gat zavar, neuroinflammaciéhoz és kognitiv zavarhoz vezetve.

Eredményeink bizonyitékkal szolgalnak arrél, hogy id6s hypertonids allatok
autoregulacids diszfunkcidja jelentds cerebromikrovaszkularis kéarosoddshoz vezet. A
hianyzé autoregulacidos védelemnek kdszonhetéen a magas vérnyomads valdszinlileg eléri a
mikrocirkulaciét és a vér-agy gat karosodasat okozza. A pericytdk a vér-agy gat fontos
OsszetevOi. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a hypertonia-indukélta pericyta pusztulds
hozzéjarul a vér-agy karosodasahoz. Mivel a pericytak nagyon érzékenyek az oxidativ allapot
megvaltozésara, a hypertonia és 6regedés altal fokozott oxidativ stressz a pericyta pusztulas
egyik oka lehet. A pericytak szintén fontos szerepet jatszanak az agyi kapillaris architektdra
kialakitdsaban, ezért feltételezhetd, hogy kéarosodasuk a latott kapillaris fogyatkozasban is
szerepet jatszik.

Erdeményeink azt mutatjak, hogy id6s hypertonids allatokban a vér-agy gat
diszrupcitja plazma IgG extravazaciot eredményez valamint fokozott neuroinflammaéciéhoz
vezet. A microglia eredetii pro-inflammaécios citokinek, kemokinek és protedzok (pl. MMP)
kiilonbdzé korélettani helyzetekben neurodegeneracié és diszfunkcié okozoi lehetnek. % Ez
alapjan az altalunk talalt neuroinflammaécié hozzajarulhat a hypertonia-indukalta neuralis
diszfunkciohoz idds allatokban. Ezt a feltevést erdsitik eredményeink, melyek szerint idds
hypertonias allatok szignifikdnsan csokkent tanulasi képességet mutatnak kontroll idds, fiatal
valamint fiatal hypertonias allatokhoz képest.

Mivel korabbi kutatadsainkban kimutattuk, hogy human agyi erek hemodinamikai
erokre adott valaszai hasonldak a patkany agyi erek vélaszaihoz, feltehetd, hogy hasonld
vaszkularis és kognitiv korfolyamatok talalhatok embrekben is idés korban, kilondsen,
amikor hypertonia is jelen van. Ezért kutatasainknak fontos klinikai vonatkozasai is vannak.
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11.6. A Il. rész tézisei

1) Fiatal hypertonias egerek agyi artéridi fokozott nyomaés- és aramlas-indukalta
konstrikciot mutatnak,

2) ezen vaszkularis adaptacioért a 20-HETE/TRPC6 utvonal felerésodése felel6s.

3) A hypertoniaban letrejové adaptiv vazomotor valaszoknak koszonhetéen fiatal
4) Id6s hyperténias allatok nem mutatnak fokozott nyomas- és aramlas-indukalta agyi
ervalaszokat,

5) ennek kovetkeztében az autoregulaciés adaptacio hianyzik idés hypertonias
allatokban. Ennek koszonhetden:

6) id6s hyperténias allatokban fokozott vér-agy gat zavar talalhato;

7) idés hypertonias allatokban csokkent agyi kapillaris siirliség, perycita szam és
vaszkularis lefedettség talalhato;

8) idds hypertonias allatokban fokozott neuroinflammacio talalhato, amelyek

9) idds hypertonias allatokban fokozott kognitiv/tanulasi diszfunkciéhoz vezetnek.
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