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1. BEVEZETES

A zavartalan agyi vérellatas fenntartasa kulcsfontossagli a megfelelé agymiikodés
szempontjabol. A vérellatas tekintetében az agy a legigényesebb szerv, melyben
folyamatos a véraramlas: 50 ml/100g/perc. Nincs még egy szerv a testben, amely
egyszerre négy nagy artériabodl - a két artéria carotis interna és a két arteria vertebralis -
kapna a vérellatasat [1-3].

Ezek az erek az agyalapon egy gytirti alak(i cs6rendszerben - a circulus arteriosus
Willisiben - egyesiilnek, melyet lateralis iranybodl a két arteria carotis interna, dorsalis

iranybol a két arteria vertebralis egyesiilésébdl keletkez6 arteria basilaris taplal (1. abra).

1. abra: A circulus arteriosus Willisi sematikus rajza, kiemelve az Arteria Cerebri
Media ledgazasat és elhelyezkedését. |A kép modositva a Szentagothai &
Réthelyi 1989: Szentdgothai Janos, Réthelyi Miklds. Funkciondlis anatomia: Az
ember anatomidja, fejlodéstana, szOvettana ¢€s tdjanatomiaja: 5. atd. kiad.,
Budapest: Medicina (1989). ISBN 963-241-789-5 utan./ ACA: arteria
communicans anterior, MCA: arteria cerebri media, ICA: arteria carotis interna,

PCA: arteria cerebri posterior, BA: arteria basilaris, VA: arteria vertebralis.



A négy magisztralis nagyér altal szallitott vérmennyisége és nyomasa, a circulus
arteriosus Willisi szerkezete miatt egyenletesen eloszlik. Ez a kiegyenlités sokszor
pétolja, ha az egyik 6 taplald ér besziikiil, vagy bezarul [4, 5]. Humanban a circulus
arteriosus Willisi kollateralis szerepe teljes mértékben csak akkor érvényesiilhet, ha a
sziikiilet lassu iitemben alakul ki. Az innen ledgaz6 artériak kozott azonban mar nincsenek
Osszekottetések.

Az agyi keringés egyik jellegzetessége, hogy a vaszkularis rezisztencia alapvetd
meghatarozo6i a Willisi-rendszer utani nagyobb ¢és kisebb agyi artériak [6-10]. Az innen
szarmaz6 artéridk kozott azonban nincs anasztomozis, ami a barmely okbdl fellépd
vérellatasi zavart ki tudna egyenliteni. Ilyen pl. a k6zEépsd agyi artéria (middle cerebral
artery, MCA) amely ellatja a cortex nagy részét és a koztiagyat [5, 11].

Valoban a klinikumi esetek is azt mutatjak, hogy az egyes régiok vérellatasi
zavara nem kompenzalodik, mivel az agyi artérias rendszerbdl hianyoznak a sziikséges

méretl és elhelyezkedésii 6sszekottetések, anasztomdzisok (2. abra) [5].

2. abra: A kézépso agyi artéria (MCA) és a perfordalo dgai sematikus abrdan. A
kozépso agyi artéria ellatja a cortex nagy részét és a koztiagyat. Stria dgak: SA
és a CN: nucleus caudatus. |A kép modositva az eredeti rajzrol: Evans E, de
Lahunta A. Miller A kutya anatomidja cimii miivébdl. 4. kiadas Philadelphia, PA:
Elsevier; 2013; Barone R. Anatomia comparata dei mammiferi domestici. Vol. 6:



Neurologia [Hazi emldsok Osszehasonlitdé anatomiaja. Vol. 6: Neuroldgia]. 3.

kiadas Bologna: Edagricole, 2003. utan./

1.1. A Monro-Kellie doktrina

Az agyi keringés egyik f6 meghatarozdja, hogy az agy egy zart térben a
koponyaban helyezkedik el. Ezt felismerve, tobb mint két évszazaddal ezel6tt, 1804-ben,
Alexander Monro publikalta megfigyeléseit az idegrendszer szerkezetérél és
mikodésérdl. Elsoként 6 feltételezte, hogy a koponya ereiben keringé vér allando
térfogati. Tekintettel arra, hogy a koponya egy merev, kemény fala szerv, és az agy
allitdsa szerint ,,szinte 0sszenyomhatatlan”, Monro arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
egészséges €s koros koriilmények kozott a koponyaban 1€vo vér mennyiségének stabilnak
kell maradnia. Mivel az agy ,,anyaga” -akarcsak a testiink tobbi szilard anyaga- szinte
Osszenyombhatatlan, a fejben 1év0 vér mennyiségének egészséges esetben mindenkor
azonosnak vagy nagyon kozel azonosnak kell lennie. Ettdl eltér6t mind az életben
1év6knél mind a halottak boncolasakor, akkor tapasztalt, amikor a viz vagy mas anyag
,.kiomlik” vagy ,.kivalasztodik” az erekbdl. Ezekben az esetekben az agy a ,,kiomlott”

anyaggal, egyenlé mennyiségli vért présel ki a koponyabdl- irta Monro.

Ezt a hipotézist 1824-ben Monro egykori tanitvanya George Kellie is
alatamasztotta, embereken és allatokon végzett kisérleteivel [12-14]. Az edinburgh-i
sebész hozzajarulasa a doktrindhoz azokbol a dokumentumokbol ered, amelyeket egy téli
vihar utdni reggelen Leithben holtan talalt két személy post mortem vizsgalatarol tett
kozz¢, a fejen beliili keringésrdl egy nagyon sajatos leirasban. Kellie szerint maga az agy,
kevéssé 0sszenyomhatd, szilard csonthdzban van, amelyet pontosan megtolt, és amely
megvédi a 1égkdr sulyatdl és nyomasatol (...) egy olyan erdtdl, amelynek ezért
folyamatosan miikddnie kell, fenntartani a fejben 1év6 érrendszer miikodését [14].

A hipotézisnek eredeti formajaban voltak ugyan hianyossagai (nem irtak az
agykamrakrol és a gerincvel6i folyadékrol), de ezekre mar a kortars kutatok is
ravilagitottak. Példaul 1846-ban George Burrows az agyi keringési zavarokrol szolo

konyvében bevezetett néhany valtoztatast Monro és Kellie hipotézisébe, feltételezve,



hogy az agyi vértérfogat valtozhat, de csak az agy és a cerebralis folyadék térfogatanak
javara vagy karara) és a javitas utan megsziiletett a Monro-Kellie doktrina [13, 15, 16].
A doktrina szerint a koponyaliri nyomast az intracranialis térben elhelyezked6 3
kompartment hatarozza meg:
e azagyszovet,
e avér,ésa
e liquor cerebrospinalis.
Ez azt jelenti, hogy egyik tényez6 térfogata sem valtozhat - példaul néhet meg - anélkiil,
hogy egy masik (vagy akar ketté kompartment) térfogata ne csdkkenjen [4] mivel az
intracranialis tér a szilard koponya miatt meghatarozott térfogata.
Ez a hipotézis elméleti alapokat teremtett a megndvekedett koponyatiri nyomas €s

a csokkent cerebrospinalis folyadék (CSF) térfogat tekintetében.

1.2. Az agyi véraramlast (CBF) befolyasolo tényezék

Az agyat egy merev falt, csontos koponya veszi koriil. Ez alapvetéen befolyasolja
az agy vérellatasi viszonyait és ezen keresztiil az élettani szerepeit is. Fokozott védelmet
jelent a koponyan kiviili torténésekkel szemben, példaul hémérséklet, mechanikai
behatasok. Ugyanakkor specialis allandosagot biztosit az intracranialis térben zajlo
fizikai-kémiai folyamatok szamara is [4, 5].

Az agyi véraramlast (CBF) befolyasolo legfontosabb tényezok:

e az intracranialis nyomas,
e az agyi artérias nyomas,
e azagyi vénds nyomas,

e a vér viszkozitasa,

e ¢sazagyi erek keresztmetszete.

Ez utobbi, az agyi erek keresztmetszete (az ér atmérdje) az Osszes tényezd koziil a
legmeghatarozobb, nemcsak az agy egészének, de egy adott régid véraramlasi viszonyait

tekintve is.



1.3. Az agyi metabolikus szabilyozé mediatorok szerepe

Kezdetben a metabolikus szabalyozasaban az ionok és gazok szerepét ismerték fel
[17, 18]. A teljes agyi véraramlast befolyasolo legfontosabb kémiai tényezOk: az artérias

vér parcialis oxigén és parcialis szén-dioxid tenzidja [19].

Szén-dioxid (CO) és pH

Az 1800-as évek ota dokumentalt tény, hogy az artérias vér parcialis oxigén és szén-
dioxid nyomasanak valtozasa az emlésok agykéreg ereiben, nagymértékli reverzibilis
véraramlas-valtozasokat okoznak. Ugyan régota felfedezett, hogy a szén-dioxid erds
agyiér tagitd hatasu, de a pontos mechanizmusa nem volt ismert. Els6ként Sandor és mtsai
1994-ben irtak le hogy a CO2 okozta dilatici6 az agyi erekben dontdéen a nitrogén
monoxid (NO) mediacidjaval jon létre [20]. A szisztémas vérkeringésben dramlo vér CO2
gaztenziojanak valtoztatasat kisérletekben, tesztként lehet hasznalni az agyi erek
reaktivitdsanak vizsgélatara [21].

Az agyi erek simaizomtonusat csokkenti €s a teljes agyi véraramlast fokozza az artérias
vérben érkezd szén-dioxid parcialis nyomasanak emelkedése azaltal, hogy az agyi
extracellularis tér pH-értékét a savas iranyba tolja el [20-22].

A pH csokkenése kovetkeztében az érfali simaizomsejtek K¥ate csatorndi és K'ca-
csatornai kinyilnak, ezért K* kidramlas indul meg az izomsejt belsejébdl, igy a sejt
hiperpolarizalodik, a hiperpolarizacio kovetkeztében az izomsejt fesziiltségfiiggd Ca?*
csatornai zarulnak az intracellularis Ca?' szint csokken, ennek kovetkeztében a

simaizomsejt tonusa is csokken, kialakul a vazodilatacié [23].

Oz (hypoxia)
Az oxigén hianya, az agyi keringés egyik fontos regulald tényezdje. A hypoxia agyi
értagitd, aramlasfokozo hatdsa részben lokalis metabolikus és neuralis mechanizmusok

Osszesege [24].
Adenozin

Metabolikus tényezdként az adenozin [25] jatszik kiemelt szerepet, ugyanis hypoxia

hatasara az agyszovetben €s a plazmaban jelentésen megnd a koncentracioja.
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fokozodast eredményez. Az adenozin receptorok a vér-agy gaton kiviil helyezkednek el.
Allatkisérletekben a hypoxiaval kivaltott pialis vazodilaticiot gatolni lehet az

adenozinreceptorok blokkolasaval [26, 27].

Neuralis tényezok

Szamos adat ugyanakkor arra utal, hogy a hypoxia okozta agyi véraramlasfokozodasban
lokalis metabolikus faktorok szerepe nem kizarolagos, hanem nagy részben a neuralis
tényezok is feleldsek [23, 28]. Majd a neuronok metabolizmusanak végtermékeit ismerték
fel.

Neurovaszkularis coupling

Késobb, a XIX. és XX. szdzadban ismertté valtak az agyi érfalra hat6, gyors szabalyozast
létrehozo neurondlis eredetli mediatorok. Ezek a perivascularis idegekkel és sejtekkel, -
az astrocytakkal és pericytakkal- hozzak létre a neurdlis szabalyozast [28, 29]. Az
astrocytak lényegében hidként viselkednek a neuronok és az agyi mikroerek kozott.
Feladatuk, hogy tovabbitsak a neuronoktol érkezd elektromos szignédlokat az agyi erek
falahoz. Igy a lokélis véraramlas fokozodaséhoz sziikséges energiaforrasokat biztositani
tudjak [30]. A nagyobb agyi artéridk, arterioldk atmérdjének (ellenallasanak) neuralis
szabalyozéasaban elsOsorban a perivascularis rostoknak, a mikrocirkulaciot biztosito erek:
kapillarisok atmér6jének szabalyozasaban a perivascularis rostoknak, astrocytaknak és a

pericytaknak van kiemelt szerepe.

Endotélium eredetii mediatorok szerepe az agyi értonus szabalyozasaban

Endotél eredetii hiperpolarizalé faktor (EDHF)

Az 1980-ban felfedezett endotélium majd az abbol szarmazo faktorok, az agyi
vérkeringés szabalyozast teljesen ) megvilagitasba helyezték.

A kis artéridk esetében az acetilkolin hatasara foként az endotél eredetii hiperpolarizalo
faktor (EDHF) szabadul fel, ami simaizomsejt membranjat hiperpolarizalja ami az ATP-

fiiggetlen K* csatornak megnyitasat eredményezi ezaltal dilataciét okozva [31].
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Nitrogén-monoxid (NO)

A szervezet leghatdsosabb természetes vazodilatdtor anyaganak tartjdk a nitrogén-
monoxidot (NO). Az NO rendkiviil jelentds agyi értagitd, lokalis szoveti aramlast fokozo
hatastu. Az agyi erek endotéliuma feldl, a perivascularis nitrit-oxiderg idegvégzddések
felol és az agysejtek metabolizmusa sordn, az agysejtek feldl is elérheti az érfali
simaizomréteget. A nitrogén-monoxid harom ismert moddon befolyasolja az
agyivéraramlast: kozvetlen értdgitd hatdsa révén, az artérids hypoxia okozta agyi
vazodilatacio és az artérids hypercapnia vazodilatator hatdsaban jatszott szerepe révén.
Az agyi artérias NO koncentracid a shear stress kialakuldsa soran is megné. A shear
stress az érfali simaizomsejtekben 1év0 mechanoszenzitiv ioncsatornakra kifejtett hatasa

révén csokkenti az intracellularis Ca?* szintet, és igy valt ki vazodilataciot [32].

Az endotél eredetli agyi vazodilatatorok koziil lényeges megemliteni még az érfal
permeabilitasat, kifejezetten a vér-agy gat permeabilitasat szelektiven fokozo
bradikinint (BK). Az agyi erek endotéliumaban és a parenchymajaban jelen 1évo peptid

hormont [33, 34].

Prosztaglandinok

A cerebrovaszkularis szabdlyozas fontos mediatorai pl. a vazodilatator prosztanoidok: a
prosztaciklin PGlz, PGEz, és a PGD..

Az intracellularis Ca?" koncentracio emelésével az endotélsejtek részérdl aktivalodnak a
foszfolipaz-A, (PLA2), és a ciklooxigendz (COX) enzimek ami a reaktiv oxigén
speciesek (ROS) és a vazokonstriktor prosztanoidok termelését inditja meg amelyeket a
szakirodalom endotél eredetii konstriktor faktoroknak (EDCF) nevez.

A prosztaglandin-H-szintaz altal 1étrehozott vazoaktiv prosztanoidok koziil a tromboxan
A> (TXA2) és a prosztaglandin Fa, (PGF2,) kiemelten vesznek részt a vasomotor
miikddésben [35].

Endotelin-1 (ET1)
Az endotélium eredetii agyi vazokonstriktorok legismertebb molekuldja az Endotelin-1
(ET1), amely permanensen képes emelni a szisztémas artérias nyomast. Az érfali

simaizomsejtekben helyezkedik el az ET1 receptora mely a foszfolipaz-C enzimhez
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kapcsolodik és az intracellularis Ca?* koncentracio emelésével fejtik ki konstriktor

hatasukat [36].

1.4. Az agyi vérkeringés autoregulacidja

Az artérids nyomdas 60 Hgmm ald csokkenése csokkenti, 160 Hgmm {6lé
emelkedése pedig noéveli az agyi véraramlast. A 60-160 Hgmm artérias
nyomastartomanyban azonban az agyi véraramlas valtozatlan marad, ezt az allanddsagot
a miogén- és aramlas-fiiggd autoregulacios mechanizmusok biztositjak [2, 37, 38]. Az
autoregulacios mechanizmusok az érfalban talalhatok. Itt torténik a hemodinamikai erék
valtozasainak, igy a nyomasnak [39-43] és az aramlasnak [44-48] az érzékelése.

Ezek a jellemzOk az agyi véraramlas egyik fontos szabalyoz6 mechanizmusat az
autoregulaciot eredményezik, igy viszonylag allandé aramléas alakul ki az agyban, a
szisztémads vérnyomas valtozasaival szemben (~ 60—160 Hgmm tartomanyban). Valoban,
korabbi kutatdsok in vivo mérési technikai igazoltdk, hogy az agyi véraramlas csak
kismértékben névekszik linearis mddon [1, 7]. Rosenblum tgy gondolta, hogy a linearis
novekedés annak megfelelden alakul ki, ha a nyomas €s az &ramlas is egyszerre novekszik
az érben [1, 7, 49, 50]. Lényeges hangsulyozni, hogy a véraramlas nem exponencialis,
hanem linearis novekedésii mellyel egyiitt jar az emelkedd vérnyomas tiinete is. Ennek
hatasara, védomechanizmusként a mar emlitett agyi autoregulacio jelensége alakul ki [1].

Az agyi artéridk nyomadasérzékeny miogén reakcidjdnak jelenlétét mar koran
felismerték [1, 45, 46, 51-56], ugyanakkor tovabbi kutatasok idével kimutattak, hogy
nemcsak a miogén valasz jatszik kiemelt szerepet az autoregulacios szabalyozasban [39,
43, 57-59]. Az utobbi évtizedben elbtérbe keriiltek az aramlasérzékeny autoregulacios
mechanizmusok szerepérdl sz616 kutatasok is [44, 51, 60]. Valoszintsithetd, hogy mindkét
mechanizmusra sziikség van az autoregulacio teljesértékli miikodéséhez.

Ez esetben az agyi artéridk konstrikcios képességének biztositasa lényeges
szempont. Ugyanis az erek konstrikcios képessége noveli az érellenallast és ezzel
megakadalyozza a véraramlas novekedését, amikor a perfiizidés nyomas is megndvekszik
[44]. Az intraluminalis nyomas ndvekedése €és az intraluminalis dramlads gyorsuldsanak
egyidejii bekovetkezte esetén a nyomasndvekedésre aktivalodé miogén mechanizmus

vazokonstrikciot hoz 1étre [39, 40, 43, 57]. Tovabb4a, az agyi artériakra specifikusan a
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fokozott aramlas szintén konstrikciot hoz létre [44, 46]. Osszességében, amikor a
szisztémas nyomas megvaltoztatja az agyi erek atmérdjét, valoszinlisithetden a nyomas

¢€s az aramlas egylittes hatasa hatarozza meg az agyi vérataramlas valtozasait [61-64].

Az agyi véraramléas autoregulacids szabalyozasat mar az 1900-as évek elejétol
kezdve sokan kiilonféle kisérletekben, valtozatos allatfajokban és human vizsgalatokban
kutattak. Kiilonb6z6 in vivo technikak felhasznalasaval - példaul az artérias bearamlas és
a vénas kidramlas mérésével, autoradiogratiaval, radioaktiv mikrogdmbdk eloszlatasaval,
valamint a kdzelmultban hangsulyt kapott magneses rezonancia (MRI) és az ultrahangos
képalkotd technikdk segitségével - probaltdk feltdrni az autoreguldcidos szabalyozas

crer

kiilonbségeket fedeztek fel [74].

Mindez felveti az agy térbeli jellemzdinek kérdéskorét is az autoregulacid
tekintetében. Valdjaban regiondlis kiillonbségek mutatkoztak az agyi autoregulécios
valaszokban. Az autoreguldcid hatérait atlépd valtozasok kdovetkeztében kialakulo
hypertonia volt detektdlhaté a macskaagyban. Ugyanakkor ezen eltérések mellett az
agytorzsben nem lehetett kimutatni a megnovekedett nyomast, bizonyitva az agytorzsi
autoregulacio hatékonyabb voltat [72, 74, 75]. Lényeges, hogy az autoregulacios funkciot

tekintve a human agyi vérkeringésben is mutatkoznak regionalis kiilonbségek [76, 77].

1.5. A regionalis/lokalis vérkeringés szabalyozasa az agyban

Az autoregulacio talajan regionalisan is van szabalyozas, melyben - endotélialis,
metabolikus és neuralis mechanizmusok révén - az agyi véraramlas szabalyozasat
komplex, tobb szinten mitkodé mechanizmusok végzik. Tovabba, a kézelmultban az is
kideriilt, hogy a glia sejtek, ezek koziil is az asztrocitak €s a pericytak is szerepet jatszanak

Néhanyuk a lokalis véraramlasi sziikségletet elégiti ki [44, 56, 86-88]. Masok
biztositjak, hogy a merev koponyacsontban elhelyezkedd agyban, megfelel6 legyen a

teljes vér ataramlas mértéke. Ez utobbi kiemelt szempont, mert gatolhatja a koponyatiri
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nyomas novekedését azaltal, hogy megakadalyozza, hogy az agyi erekbe hirtelen

nagyobb mennyiségli vér keriiljon [44].

Az 1970-es évek végén Kontos és mtsai. vizsgaltak a macska pialis keringését.
Megallapitottak, hogy a Willisi korétol az arteria pialisig terjedé nagy felszini erek - a
legfeljebb 200 mikrométeres arterioldk - a cerebrovaszkularis rezisztencia ~ 30% -at
adjak. Ezért feltehetd, hogy a 120 és 160 Hgmm koz6tti intraluminalis nyomas kozott
elsésorban ezek az erek felelések az autoregulacio miikodéséért [7]. Hasonld
megallapitasokat figyeltek meg a patkany agyi keringésével kapcsolatban is [9]. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az agyban a CBF szabdlyozasaban mind a nagy artériak,
mind a kis arteriolak részt vesznek. Igy az érrendszeri valaszkészség hierarchiara épiilve
adja az alapjat a tobbi bonyolult szabalyozasnak.

Mindezek mellett az agyi véraramlast szabalyozo6 érfali miogén ¢€s endotelialis
mechanizmusok Osszjatéka Iényeges tényez0 az optimalis szoveti véraramlas

fenntartasaban.

1.6. Az arachidonsav, metabolitjai és a recepotorai

Az arachidonsav ¢és az észterezett arachidonat minden emlds sejtjeiben
megtalalhat6. Ez a tobbszorosen telitetlen zsirsav nagyon fontos biokémiai szerepet tolt
be, tobbek kozott a bioaktiv lipid kozvetitok, példaul prosztaglandinok és leukotriének
kozvetlen el6futara. A 20 szénatomos zsirsavat négy kettds kotéssel eldszor 1909-ben
Percival Hartley izolalta és azonositotta az emlésok szoveteibdl. Ezutan az 1930-as
¢vekben sikeriilt megérteni az arachidonsav sajatossagait és megismerni a szerkezetét
valamint a bioszintézisének tjat [89].

Azota tovabbi kutatasok soran kideriilt az is, hogy arachidonsav tutvonal
kulcsszerepet jatszik a sziv- érrendszeri megbetegedésekben, a karcinogenezisben és
szamos gyulladasos betegség kialakulasaban is, példaul: asztmaban, iziileti gyulladasban.
Az arachidonsav metabolizmusa sordn a kovalens kotések katalizdldsaval harom {6
foszfolipaz enzim, a foszfolipaz-A2 (PLA2), a tobbszordsen telitetlen zsirsav (PLC) és a
foszfolipaz-D (PLD) felelés az arachidonsav felszabadulasaért a membranhoz kotott

foszfolipidekb6l. A  prosztaglandinok a ciklooxigenazokkal (COX) az AA-t
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protanoidokka, prosztaciklinné és tromboxanna metabolizaljak. A lipooxigenazok (LOX)
az arachidonsavat leukotriénekké és hidroxi-eikozatetraénsavva (HETE) metabolizaljak.
A P450 epoxigenazok az arachidonsavat HETE-vé és négy eikozatetraénsavva (EET)
metabolizaljak. Ezutdn az oldhat6 epoxid-hidrolaz [90] az Osszes eikozatetraénsavat

tovabb metabolizalja kevésbé aktiv dihydroxy-eikozatriénsavakka (DHET)[91] (3. abra).

A kutatasok soran eldszor a ciklooxigenazok (prosztanoidokat, azaz prosztaglandinokat
(PG) és tromboxan A2-t (TXA?) termelnek) voltak az elsé olyan enzimek, amelyekrél
bizonyitottdk, hogy metabolizaljdk az AA-t. A plazmamembranbdl lipid szabadul fel a
foszfolipazok altal, majd ezt kdvetden a COX enzimek metabolizmusa altal PGG2-vé és
PGH,-vé alakul. Ez utobbiakat ezutan a specifikus PG-szintdzok prosztaglandinokka
metabolizaljak [91, 92]. Két kiilonboz6 ciklooxigenaz izoforma 1étezik. A legtobb sejtben
konstitutivan expresszalodo COX-1 altalanos funkcidkat betoltd prosztanoidok forrasa.
A COX-2-t (mas néven PTGS2-t) viszont gyulladdsos ingerek, hormonok és novekedési
faktorok indukaljak [92].

A lipooxigenaz (LOX) titvonal volt a méasodik eikozanoid és gyulladasos Gitvonal, amelyet
felfedeztek. Az enzimek leukotriéneket (LT-ket) termelnek, amelyeket elészor 1979-ben
irt le Bengt 1. Samuelsson, aki ezért 1982-ben fiziologiai és orvosi Nobel-dijat kapott [93].

A harmadik AA metabolizal6 utvonal a citokrom P450 (CYP) utvonal, amelyet el6szor
1980-ban irtak le. A CYP enzimcsalad szamos alosztalyt tartalmaz [94], de az AA
metabolizmusaban az o-hidroxildz és az epoxigendz aktivitas a legfontosabb.

Szamos CYP enzim azonban vegyes hidrolaz és epoxigenaz funkcidval rendelkezik, és
kiilonféle termékeket képesek eldallitani. A CYP enzimek w-hidroxilaz aktivitasa az AA-
t hidroxi-eikozatetraénsavva (HETE) alakitja at. A 20-HETE az egyik legjobban
tanulmanyozott metabolit, kimutattdk, hogy amellett, hogy hozzdjarul az érrendszeri

miikodéshez, gyulladasgatld hatassal is rendelkezik [95].
A CYP enzimek, példaul a CYP2J ¢és a 2C csalad epoxigendza aktivalja az AA

epoxidokat, ill. epoxicikozatriénsavakat (EET-ek; 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET és
14,15-EET). A bioaktiv EET-k a majban képzédnek és az érrendszerben és a
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szivizomsejtekben is kimutathatok. Az epoxieikozatriénsavakat foként az oldhaté epoxid-
hidrolazt [90] metabolizalja a megfelelé diolokka vagy dihidroxi-eikozatriénsavakka
(DHET) [96, 97]. A diolokat eredetileg kevésbé aktivnak tartottak, mint az epoxidokat,
de ma mar vilagos, hogy az epoxidok és a diolok bizonyos koriilmények kozott akar
antagonisztikus hatast is kifejthetnek. Mivel a kutatasok Szerint az epoxieikozatriénsavak
dilataciot valtanak ki az érben, ez az Gitvonal és metabolitjai jelenleg a sziv- és érrendszeri
betegségek, de akar a magasvérnyomas, a szivelégtelenség és a stroke kezelésében is
kiemelt szempontot jatszhatnak [98, 99]. Valamint a CYP-eredetii AA metabolitok
hozzajarulhatnak a tumor ndvekedéséhez, progresszidjahoz ¢€és a metasztazisok

kialakulasahoz is [100].

A prosztaglandinok a membranban lokalizalt G-fehérjéhez kapcsolt receptorok
aktivalasaval fejtik ki hatasukat. A prosztanoid receptorok alcsaladja 8 tagbol all; a PGD
receptor (DP1), a PGF receptor (FP); a PGI receptor (IP), a tromboxan receptor (TP) és
az E prosztanoid receptor 4 altipusa (EP1-4) [101]. Az alternativ *’splicing’’ tovabb
bonyolitja a helyzetet és a human tromboxéan receptor (TP) két tovabbi izoforméjaért
(TPq, TPp) felelds. Léteznek még az FP (FPa, FPg) receptorok, valamint az EP3 (nyolc
valtozattal), amelyek csak a C-terminalis farkukban kiilonboznek egymastol [102].
Ezenkiviil 1étezik egy kiilonallé G-fehérjéhez kapcsolt receptor, azaz kemoattraktans
receptor-homolég molekula (CRTH2 vagy DP2), amely a kemokin receptorok csaladjaba
tartozo, de a PGD2-vel aktivalhatd T-helper 2 sejteken expresszalodik [102, 103].

A prosztanoid receptorok szamos intracellularis jelatviteli utvonalhoz kapcsolddnak,
amelyek kozvetitik a receptoraktivacio sejtfunkciokra gyakorolt hatasat. Példaul az EP2,
EP4, IP és DP1 receptorok a G-en keresztiil aktivaljak az adenil-ciklazt, hogy noveljék
az intracellularis cAMP-t, mig az EP1 és FP aktivalasa a Gq-n keresztiil a foszfatidil-
inozitol metabolizmusahoz kapcsolodik, ami az inozitol-trifoszfat képzodéséhez vezet az
intracellularis szabad kalcium mobilizalasaval [104, 105].

Az in vitro kisérletek soran a PGHz-t és TXAo-t csak ritkdn hasznaljak TP
agonistaként (fizioldgias korilmények kozott fennalld instabilitdsuk miatt) ezért a
megfelelé helyettesitd az 9,11-Dideoxi-11a, 9a-epoxi-metanoprostaglandin  F2a
(U46619) [1086].
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Az PGF2a, PGE, carbacyclin és a STA2 szintén TP-receptor agonistak. Ovatosan
kell eljarni a rendkiviil er6s TP agonistakkal mint példaul az I-BOP, és az EP-171
Kisérletben valo alkalmazasakor mivel 16-p-halofenoxicsoportjuk miatt varhatéan
rezisztensek a 15-OH prosztaglandin-dehidrogenaz altali in vivo dezaktivaciora [106,
107].

1.7. Az arachidonsav és metabolitok szerepe az agyi vérkeringés szabalyozasaban

A vaszkularis eredeti mediatorok szerepe az agyi értonus szabalyozasaban
kiemelten fontos. Ahogy mar korabban is leirtam az endotél és simaizom sejtekben a
foszfolipaz A2 a membranlipidekbdl arachidonsavat tesz szabadda: az arachidonsavbol
pedig bonyolult enzimatikus rendszerek segitségével igen sok egyéb molekula keletkezik,
melyeknek igen sok funkcidja van [80].

Az arachidonsav metabolitjai tobbek kozott a cerebrovaszkularis szabalyozas
fontos mediatorai mind fizioldgids mind patoldgias kortiilmények kozott. Tobb helyen is
keletkezhetnek, példaul neuronokban, asztrocytakban, mikrogliakban, perivaszkularis
idegekben, az endotéliumban, simaizomsejtekben, fibroblasztokban és vérlemezkékben.
Ahogy mar fentebb emlitettem az arachidonsav metabolizmusanak 3 {6 utja van aszerint,
hogy lebontasat a lipooxigendaz, a citokrom- P450, vagy a ciklooxigenaz enzimek végzik
[5, 108] (3. abra).

A keletkezett lebomlasi termékeket egylittesen eikozanoidoknak nevezik. Az
agyi erek simaizomzatanak tonusat lokalisan, parakrin tton, az érfali keletkezés helyén
befolyasoljak, vagy egy tavolabbi keletkezési helyrdl a cerebrospinalis vagy
extracellularis folyadékkal jutnak a rendszerbe [109].

Egyes eikozanoidok hatdsa lehet vazodilatacid, masok vazokonstrikciot fejtenek
Ki [60], ismét masok valamely vazoaktiv rendszer miikodésének modositasaval képesek
az agyl erek tonusat megvaltoztatni. Nem minden sejttipus szintetizdl minden
eikozanoidbol azonos mennyiséget, hanem egy-egy sejt ezek koziil csak egyeseket
példaul az endotélsejtek foként prosztaciklint, a vérlemezkék foként thromboxant [108].

Korabbi kisérletek kimutattak, hogy az arachidonsav metabolitok részt vesznek a
hemodinamikai er6k agyi artérias erek vasomotor valaszokka torténd atalakitasaban [46,
51, 110-112]. Ezek a metabolitok a citokrom P450 o-hidroxilazok, a CYP450 4A termékei,
példaul a 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE), amelyek a thromboxan A, /
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prosztaglandin Hz thromboxan-prosztanoid receptorokra (TP receptorok) hatnak.
Emellett kiilonféle prosztaglandinokat, példaul PGE> is megkiilonboztetiink [113-115],
melyeknek fontos szerepiik van a cerebrovaszkularis rezisztencia szabalyozasaban [44,
116]. Kimutattak, hogy a szisztémas vérnyomas vagy aramlas novekedésével példaul
testedzés kozben vagy akar a Valsalva mandver - de a hipertonia betegség esetén is-, AA
szabadul fel a sejtmembranbol, majd a CYP450 4A, 20-HETE-vé metabolizalodik, ami
jelentés agyi artérias ér konstrikciot valt ki a TP receptorokra hatva [51, 117], ezaltal

crcr

abra).
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3. abra: Ezen az abran az arachidonsav kaszkad lathato.

Az AA kaszkad magadaban foglalia az AA felszabadulasat a membran
foszfolipidekbél a PLA> (foszfolipaz A2) dltal, majd metabolizdalodik bioaktiv
eikozanoidokka - prosztaglandinok, leukotriének és epoxi zsirsavak - COX, lipoxigendz
és citokrom P450 epoxigendz enzimek révén. EET= epoxieikozatriénsav; HETE=
hidroxi-eikozatetraénsav; HPETE= hidroxi-peroxieikozatetraénsav, LOX= lipoxigendz,
PG= prosztaglandin; TXA;= thromboxdn A, /Az éabra moédositva a Bosetti F.
Arachidonic acid metabolism in brain physiology and pathology: lessons from genetically
altered mouse models. Journal of Neurochemistry. 2007 Aug;102(3):577-586. DOI:
10.1111/j.1471-4159.2007.04558.x. PMID: 17403135; PMCID: PMC2084377. utan./
[o1, 118]

Ahogy korédbban leirtam az arachidonsav €s metabolitjai (példaul a CYP450 4A-
bol szarmazo6 20-HETE, a COX ¢és a TXA2) fontos szerepet jatszanak az agyi érrendszeri
rezisztencia szabalyozasaban [46, 119, 120]. Az is ismert, hogy a 20-HETE citokrom P450
altali termelése és kozvetlen beadasa képes oxigén szabadgyokot (ROS-t) eléallitani [121-
123].

Korabbi kutatasokban [124, 125] azt talaltak, hogy a 20-HETE kiilonb6z6 utakon
kontrahalja az agyi artériakat. Példaul a 20-HETE aktivalja a protein-kinaz C-t (PKC), és
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depolarizélja a sima izomsejteket a nagy vezetoképességli KCa csatorna gatlasaval, és
noveli a Ca®* bearamlast az L tipust Ca®* csatornakon keresztiil. Ezenkiviil a thromboxan

A, amely egy masik AA metabolit szintén hatassal van az agyi érrendszerre [119].

1.8. A traumatikus agysériilés epidemiologiaja

Fontos tudomanyos ¢és klinikai kérdést vet fel az agyi autoregulacios
mechanizmusok miikodésének vizsgalata a traumatikus agysériilés (TBI) utani
allapotokban is.

A traumatikus agysériilés egy gyakori ¢és hosszitavon is fennmaradd
kovetkezményekkel jaro megbetegedés, amely kiemelt népegészségiigyi problémat jelent
szerte a vilagon. A tarsadalmi és gazdasagi hatdsok a sulyos koponyasériilések és
kovetkezményeik miatt mar tobbnyire fel lettek tarva a szakirodalomban. Ugyanakkor, a
joval nagyobb tomeget (15-30-szor annyi embert), érinté enyhe koponyasériilések
jelentdségét csak az utdbbi idoben kezdik felismerni, elsésorban a kozlekedési balesettel,
a sportolassal, illetve az iddskori elesésekkel Osszefliggésben keletkezd enyhe sériilések
okozta megbetegedések kapcsan.

A traumas agysériilés szerte a vilagon nagyon gyakran fordul elé. Evente tobb
millio embert érint (USA: évente kb. 1-2 millié allampolgar/év, Egyesiilt Kiralysag: kb.
1 milli6 f6/év, Eurdpa: 2,5 millio f6/év) mindemellett az utobbi néhany évet figyelembe
véve kiemelten magas morbiditasi és mortalitasi adatokat talalunk a betegségrol [58, 126].
Traumatikus agysériilések minden korosztalyban el6éfordulhatnak. Gyakoriak a fiatal
korosztalynal, ugyanakkor az id6sek magas aranya ugyantugy megfigyelheto a fejsériilést
szenvedett paciensek kozott. Rdadasul ez utdbbi korosztaly esetében a magas életkor €s
a meglévé alapbetegségek ronthatjadk a betegség kimenetelét valamint nagyobb

mértékben hozzajarulhatnak a mortalitdshoz [127, 128].

Az intrakranidlis hipotenzidban vagy a CSF térfogatcsokkenésében tapasztalt MRI-n
latott eltérések kozil sok a Monro-Kellie hipotézissel magyarazhaté. Ezek a
rendellenességek magukban foglaljak az agyhdrtya megvastagodasat, a szubduralis
folyadékgyiilemet, az agyi vénds szinuszok elzarddasat, a spinalis epiduralis vénas plexus

kiemelkedését és az agyalapi mirigy megnagyobbodasat [12].

21



Egyre tobb klinikai kutatas bizonyitja a Magneses Rezonancia Képalkotas (MRI)
kiemelkedd szerepét a koponyasériilések akut ellatdsaban, példaul a diffuz axonalis
karosodas vagy cerebralis kontizidok diagnosztikdjaban. Ezen képalkotdé modalitas
esetében olyan szekvenciak allnak rendelkezésre, amelyek napokkal, sét évekkel a
traumas agysériilés utan is képesek kimutatni bizonyos traumas eltéréseket. Ezek az
elvaltozasok haemosziderint tartalmaznak igy a késoi, kronikus fazisban alacsony
intenzitast laesiokként jelennek meg [129, 130].

Az MRI eljardsok (difftizios tensor képalkotds 3 dimenzids tractografiaval,
diffuzio-sulyozott képalkotas, haemogradiens, susceptibility weighted imaging (SWI) (2.
abra) megkonnyitik a traumas agysériilés kimutatasat [90, 131]. Az MRI eldnyeire
érintélegesen ramutatva az aldbbiakban a Semmelweis Egyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kardanak Neuroradioldgia Tanszékén végzett vizsgalat képanyaga

lathato.

4. abra: Az agykoponyarél késziilt axialis sikit FLAIR kép (bal oldalon) és SWI kép
(jobb oldalon), Philips Ingenia 3T MR késziilékkel.
/Semmelweis Egyetem, Orvosi Képalkotdo Klinika Neuroradioldgiai Tanszékének

felvétele, Dr. Magyar Maté szivességébol/

Fluid Attenunation Inversion Recovery technika (FLAIR),
Szuszceptibilitas-sulyozott (SWI) szekvencia
Lelet: Bal oldalon temporalisan kiterjedt, mindkét oldalon a gyrus frontalis superior

ellilsé részén kis teriileten FLAIR magas jeladas, corticalis hidny és allomanyi illetve
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subduralis haemosiderin depositio figyelheté meg. Kevés haemosdierin jobb oldalon
frontobasalisan lateralisan is megfigyelhetd, itt gliosis nincs. A bal hippocampus test
eliils6 részén apro allomanyi haemosiderin lerakodas van.

Vélemény: Bal temporalisan, kétoldalt frontalisan és valosziniileg bal fronto-basilarisan

korabbi trauma utani allapot (4. abra).

A Koponyasériilések leggyakoribb okai:
e sport- ¢és rekreédcids tevékenységek
¢ kozlekedési balesetek (motor-, gépjarmii balesetek, titkozések)
e iddskori elesések
e esések, magasbol torténd zuhanasok
o |5tt-, szart sérilésekbol
o fizikai er6szak, bantalmazasok

e robbanasok banyakban, timadasok a haborus 6vezetekben [127].

A fej nagymértékben ki van téve annak, hogy megsériiljon bizonyos sportok és
szabadidds valamint rekreacios tevékenységek gyakorlasanal. Ezek a koponyatraumak
sokfélék lehetnek, akar tiineteket nem produkald - szubkonkussziv behatas okozta -
sériilések, szimptomas konkussziok, illetve stlyosabb kimeneteli fejsériilések is gyakran
kialakulhatnak.

A legtobbszor a sportolas kdzben eléfordulod koponyasériilések a sulyossag szerint
enyhének  —  altalaban  konkusszionak,  agyrazkodasnak,  minor/minimalis
koponyatraumanak — mindsiilnek. Ugyanakkor a kovetkezmények és a kimenetel
szempontjabol viszont még az ilyen enyhe fejtrauméknak is lehetnek olyan hosszatava
kovetkezményei — leginkdbb emocionalis, kognitiv, de akéar viselkedési zavarok
formdjaban — melyek korlatozhatjak az egyént a mindennapi életében és ronthatjak az
¢letmindségét. A zart fejsériilés vagyis a konkusszio, altalaban egy hirtelen kiilsé
erébehatas kovetkezményeként jon 1étre. Ilyenkor az agy nekilitkozik a koponya belsd
felszinének, amely karosodasokhoz ¢és miikodési zavarokhoz vezet. A konkussziok
lehetnek lathato tiinetek nélkiiliek melyeket aszimptémas szubkonkusszidknak neveziink

vagy tobb tiinet jelentkezése esetén szimptdémas konkusszidk [132].
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A kozlekedési balesetek esetén szoba jonnek a hétkdznapi, személyautoval
elszenvedett fejsériilések, de ki kell emelniink, hogy az aut6- és motorsport esetében -
példaul FORMA-1, MotoGP, NASCAR - kiemelked6en magas morbiditast mutatnak a
varatlan fejsériilések. Ugyanakkor, ide sorolandok a lovasbalesetek is [128].

Az id6sebb életkorban bekdvetkezo traumas agysériilések legfobb okai foként az
elesések, mig a fiatalabb életkorban jellemzden a gépjarmi balesetek és a kiilonféle

sporttevékenységek kozben szerzett sériilések dominalnak [128, 133].

Ugyanakkor az altaldnosnak mondhat6 fejfajas, a vérzés és a kognitiv hanyatlas
mellett a TBI igen gyakran okozhatja az agyddéma kialakulasat is. Ennek oka, hogy az
agyi mikroerekben megnd az intraluminalis nyomas, emiatt pedig az agy elkezd duzzadni.

A koponyatrauma altal 1étrejott agysériilések heterogén betegségcsoportot
alkotnak. Osztalyozdsuk sokféle szempont szerint fellelhetd a szakirodalomban. A
Klinikum alapjan megkiilonboztetiink enyhe, kozépstlyos ¢és sulyos sériiléseket. A
koponyatrauma mechanizmusa alapjan nyilt illetve zart sérilésekrél beszélhetiink. A
koponyatrauma altal okozott intrakranialis elvaltozasok lehetnek els6dlegesek, vagyis a
mechanikai behatds kozvetlen kovetkezményei, illetve masodlagosak; ezek a
koponyatrauma kovetkezményeként kialakult kiilonb6zé agyi szovodményekbdl

kovetkezoek [134-136].

A koponyatrauma miatt kialakuld mdsodlagos patologias allapotok és
kovetkezményeik (fokalis vagy difftiz): az 6déma, az ischemia és az emelkedett
intrakranialis nyomas. A disszertaciom ennek a komplex korkép-csoportnak csak a
vaszkularis aspektusdval foglalkozik, melyeket patkdnyokbdl izolalt agyi artéridkon

vizsgaltunk.
1.9. A TBI és a miogén mechanizmus
Masok és a mi sajat kisérleteink is igazoltak, hogy a TBI karositja az agyi artériak

miogén mechanizmus valaszait [117, 137]. A vizsgalatok megallapitottak, hogy

fliggetleniil az alkalmazott allatmodellektdl, valamint az idobeliség vizsgalatatol (2 és 24

24



6rds modell hasznalata) a miogén mechanizmusok, az erek konstrikcids képessége
Kifejezetten sériilnek [138].

A TBI altal kivaltott miogén konstrikcid karosodasanak kovetkezményei
valdszintileg sokrétliek. El0szor is hozzajarul a megndvekedett vérmennyiséghez a zart
koponyaban. Masodszor, a vérnyomds emelkedésénél, a miogén ,,védé mechanizmus”
hianya valdszinlileg lehetdvé teszi a magas nyomas létrejottét az agy
sériilést, ami sulyosbitja a vazogén 6démat [45, 117, 138-141]. Mind a megndvekedett agyi
vér volumen (CBV), mind a vazogén 6déma hozzajarul az intrakranialis nyomas
emelkedéséhez. Ez kiilonosen akkor jellemzd, ha a koponyan beliili 4llandosagot, az
intracranialis nyomas (ICP), novekedésének ellensulyozasara, gyengiti a citotoxikus

0déma [117, 138-144].

1.10. A BKca csatornak szerepe az agyi artériak miogén konstrikciéjaban a TBI utan

Korabbi kutatasok kimutattak a BKca csatornak jelenlétét az agyi artériakon [145,
146]. Ezen csatornak aktivalasa az erek simaizomsejt membranjanak hiperpolarizacidjaval
jar, amely a miogén konstrikcio negativ visszacsatolo szabalyozdja [147-149]. Kimutattak,
hogy a BKca-csatorna gatlasa a TBI utan [150], kontrahalja az agyi artériakat. A korabbi
vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a BKca csatornak Paxillinnel torténd specifikus gatlasa
izolalt MCA-n visszaallitja a TBI patkanyok MCA-janak miogén konstrikcidjat a kontroll
szintre [117].

A kutatasok szerint a TBI patkanyok H>O> altal kivaltott MCA-k dilatacioja 1)
szignifikansan nagyobb, mint a kontroll allatokbdl szarmazd MCA-k dilatator valaszai,
¢és 2) gatoljak a BKca csatornak blokkolasaval az érvalaszt. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a TBI-el 0sszefiiggd fokozott cerebrovaszkularis H>O; termelés rontja az
MCA-k miogén konstrikcidjat a BKca csatornak aktivalasa révén. A TBI feliilszabalyozza
a BKca csatornaprotein mRNS-ének expresszidjat, ami valosziniileg megmagyarazza a

csatorndk agyi trauma utani fokozott dilaticios hatasat is [117].

Az 4ramlésra érzékeny vasomotor valasz lehetséges valtozasait azonban még nem tartak

fel TBI utan. Mivel mindkét hemodinamikai eré Osszekapcsolodik az érrendszeri
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rezisztencia valtozasaival és ezéltal hozzajarul az autoregulacidhoz, fontosnak tartottuk

annak tisztazasat, hogy az dramlasérzékeny valaszokat befolyasolja-e a TBI.

1.11. Terapias lehetéségek az autoregulacios funkciok helyreallitasara a traumas

agysériilés utan

A TBIl-ban szenvedd embereknél jelenleg nem dallnak rendelkezésre célzott
beavatkozasok az autoregulacids funkcié helyreéllitasara vagy a terjedd depolarizaciok
¢s az egyidejii CBF-valtozasok megeldzésére. A jelenlegi terapias erdfeszitések a CBF-
szabalyozast ismerten befolyasold szisztémas hemodinamikai paraméterek (vérnyomas,
plazma ozmotikus nyomas, plazma- és eritrocitatérfogat, valamint PaO2 és PaCOz) az

ugynevezett >’Lund-protokoll’’ hasznalataval, a normalizalasara Gsszpontositanak, hogy

crer

Azonban a kézelmultban végzett vizsgalatok eredményei alapjan egy meglehetsen
ujszerii terapias megkozelités alakult ki, nevezetesen az agyi perfiizios nyomas (CPP)
olyan szinten tartasa, ahol az autoregulacios funkcié a legjobban megdérzddik, és ezaltal
valik optimalissa az egyes betegek szamara [140, 141, 152-154]. Ha megfigyeljik és
abrazoljuk a nyomas reaktivitasi indexet a CPP fliggvényében, akkor egy U-alaku gorbét
kapunk. Ezutan a paciens szamara optimalis CPP-t a gorbe legalacsonyabb nyomas
reaktivitasi index értékének megfeleld értékként hatarozzak meg. Ezt az értéket a késObbi
betegkezelés soran személyre szabottabb megkozelitésként lehet megcélozni, mint az
agyi perfuzios nyomast a feln6tt populacioé szamara normalisnak tekintett 60—140 Hgmm
igen széles tartomanyban tartani.

Az optimalis agyi perfuziés nyomds elméletileg sziikebben is célozhatdé az
intrakranialis nyomas szabalyozasaval €s a paciens vérnyomasanak beallitasaval, ezaltal
optimalizalva az autoregulacios funkciot. Egy kutatas szerint: a betegeknél a
neurointenziv monitorozas soran fenntartott optimalis CPP és tényleges CPP-értékek
kozotti kisebb kiilonbségek kedvezObb kimenetelekkel jartak [152]. A tényleges agyi
perfiizids nyomasok, amelyek joval az optimalis CPP alatt voltak, magasabb mortalitast,
a lényegesen optimalis agyi perfuzidos nyomast meghaladok pedig fokozottabban

rokkantsagot eredményeztek [155, 156].
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Az allatkisérletekben, a hirtelen fellépd hipotenziora [157], valaszul 1 Oras
poszttraumds hipotermia, javitotta a traumas agysériiléssel Osszefiiggd autoregulacios
diszfunkciot de ezeket az igéretes eredményeket nem tudtdk klinikai koriilményekre

atiiltetni [158].

1.12. Az aramlas-indukalta konstrikcié valtozasa a traumas agysériilésben

A fentiek miatt terveztiik vizsgalni a TBI hatasat a patkany izolalt kozépsé agyi
artériainak (MCA) aramlasérzékeny vasomotor valaszara. Ezt az eret (MCA-t) és az ér
ugyanazon szakaszat valasztottuk vizsgalatunkhoz annak érdekében, hogy eredményeink
Osszehasonlithatok legyenek a kutatd csoportunk, és mas nemzetkozileg elismert
tudomanyos kozlemény korabbi eredményeivel [137, 159]. Allandé intraluminalis nyomas
jelenlétében ebben a vizsgalatban megvaltoztattuk az intraluminalis dramlast és kovettiik
az intakt és TBI patkanycsoportokbol izolalt MCA-k atmérdjének valtozasat.
Farmakologiai eszk6zok alkalmazasaval arra is torekedtiink, hogy felfedjiik az aramlas
okozta vasomotor valaszokat kozvetité molekularis mechanizmusokban bekovetkezd

lehetséges valtozasokat a TBI hatasara.
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2. HIPOTEZISEK ES CELKITUZESEK

» Feltételeztiik, hogy a traumas agysériilés az aramlas szempontjabol eldnyteleniil
modositja az izolalt kdzépso agyi artéridk aramlas-indukalt konstrikciojat.
» Feltételeztilk, hogy a traumds agysériilés karositja az arachidonsav

metabolizmusat ¢és a konstriktor prosztaglandinokra érzékeny receptorokat.
» Kisérleteink soran célul tliztiik ki patkany agyi artériakbol izolalt MCA aramléas-

indukalt valaszanak vizsgalatat agyi sériilés el6tt és utan

» valamint farmakologiai eszkdzokkel a molekularis mechanizmusok tisztazasat.
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3. MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok

Az agyi artéridkkal végzett allatkisérleteinket a Pécsi Tudomdnyegyetem
Orvostudomanyi Intézmény Allatgondozasi Felhasznalasi Bizottsaga, valamint az
Orszagos Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai Bizottsdg hagyta jova az ,,ARRIVE”
iranyelveinek megfelelden (Allatkisérletes etikai engedélyszam: BAI/35/51-107/2016
2016. oktober 25-én).

A kisérleteinket him (300-350 g méretii) Wistar—Kyoto patkanyokkal végeztiik
melyeket a Charles River Laboratories-tol (Wilmington, MA, USA) szereztiink be. A
patkanyok standard taplalékot kaptak ad libitum és az ivovizhez is szabad hozzaférésiik

volt.

3.2. Traumatikus agysériilés (TBI)

A kisérleteink soran a traumads agysériilést az impakt akceleracids koponyasériilés
modellel idéztiik el6. Amely elsésorban a zart koponyasériilések esetén keletkez6 difftz
karosodasok modellezésére szolgal, a koponyatrauma standardizalt koriillmények kozotti
kivaltasara alkalmas berendezés [45, 52, 142, 160].

A szakirodalom szerint Marmarou és Foda altal leirt impakt akceleracios koponya
trauma modellt [161, 162] (5. abra) a Virginia Commonwealth University (Richmond VA)
technologiai intézetétdl tudta megvasarolni a Pécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai
Janos Kutatokozpont, Neurotrauma kutatocsoport Kelet-Europaban elséként. Az eszkoz
diffizan elszort, a koponya sériilés hatisara kdrosodott axonok kialakulasat idézi eld.
Kifejezetten a hosszupalydk agytorzsi szakaszan (tractus corticospinalis (TCSp)
medullaris szakasza, a decussatio pyramidorum, lemniscus medialis (LM) és a fasciculus
longitudinalis medialis (FLM) nyultveldi szakasza), anélkiil, hogy gocos agysériilés, vagy

az agyburok vérzése is kialakulna.

3.3. Kisérleti allat anesztézia és miitét
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A Marmarou féle sulyejtéses modell hasznélata el6tt elokészitettiik a kisérleti
allatot. A mitét el6tt a patkanyokat egy plexibdl késziilt dobozban 4 % isofluran (Forane,
Abott, Magyarorszag), 70 % N20 and és 30 % Oz keverek segitségével elaltattuk. A miitét
ideje alatt az allatokat folyamatos altatasban tartottuk (1,5-2 % isofluran, 70 % N2O és 30
% O keveréke Ohmeda Tec 4 Anesthetic Vaporizer (Ohmeda Inc., Madison, WI)
altatogép segitségével (Inspira ASV, Harvard Apparatus, USA). A miitétet sebészi
narkozis allapotaban végeztiik, az allatok a kisérlet soran fajdalmat nem éreztek.

Mint emlitem az anesztéziat (4%-0s) izofluran segitségével végeztiik [137, 163, 164]
majd a miitét soran a patkany fejét rogzitettiik a Stoelting sztereotaxias késziilékben. Majd
leborotvaltuk és fertétlenitettiik a fejbort, mieldtt hosszanti metszést ejtettiink rajta, hogy
szabadda valjon a Lambda és a Bregma varratok kozotti koponyafelszin. A varratok kozé
a centralisan egy rozsdamentes acélbol késziilt fém anyagu korongot, -melynek atmérdje
10mm, vastagsaga 3mm- rogzitettiink cianoakrilat ragaszto segitségével.

Ezutan a standard fej- és testtartd szivacsra helyeztiik le az allatot, ahol rogzitettiik
szijakkal, majd a fent emlitett fémkorongra 450g tomegli stlyt ejtettiink 1,5m
magassagbol a Marmarou-féle impakt-akceleracios késziilék plexi-csovén keresztiil (5.
abra).

A kisérlet koponyasériilés fazisa utan a fémkorongot eltdvolitottuk. Ezutan
megvartuk, amig a spontan 1égzés vissza nem tért. Amennyiben a spontan 1égzés 30 mp
mulva sem tért vissza, akkor az allatokat intubaltuk és 100 % Ogz-nel 1¢legeztettiik a
felébredésiikig. Ha a kisérlet soran a koponyacsont stlyosan megsériilt példaul eltort, az

allatot a tovabbi kisérletekbdl kizartuk.
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5. dbra: Marmarou féle suly ejtéses modell sajdt készitésii sematikus dbrdja.
Altatott patkanyokban impakt akceleracios koponyasériilés modell, mely elsosorban
a zart koponyasériilések esetén keletkezo diffuz karosodasok modellezésére szolgal
(450 g suly, 1,5 m magasrol). /A kép modositva a Chronic Histopathological and
Behavioral Outcomes of Experimental Traumatic Brain Injury in Adult Male
Animals, N. Osier, S. Carlson, A. Desana and C. Dixon Journal of neurotrauma 2014
Vol. 32 DOI: 10.1089/neu.2014.3680 utan/.

3.4. Patkany kozéps6é agyi artériainak izolalasa és nyomas-aramlas kamraba

helyezése a vasomotor valaszok vizsgalatahoz

Az els6 beavatkozas utan 24 o6ra elteltével az allatokat egy ujabb kisérlet elején
elaltattuk (2%-o0s) isoflurane-nal majd dekapitaltuk Oket. A koponyabol az agyakat
azonnal eltavolitottuk, ezt kovetben 0-4°C-os standard Krebs oldatot tartalmazo,
szilikonnal bélelt Petri csészébe helyeztiink.

A Kkisérlet alatt a sooldatot 10% O, 5% CO», 85% N tartalmt gazkeverékkel
oxigenizaltuk. Az oldat pH-jat 7,4-re allitottuk be. A kozéps6 agyi artériakat (MCA)
izolaltuk az allatok agyanak mindkét oldalarol (n = 77) [117]. Az izolalt artéria kb. 1 cm-
es szakaszat (6. abra) egy specialis, két livegkaniilt tartalmazo6 érkamraba helyeztiik. A

kamra és a kaniilok hiitott valamint oxigenizalt fiziologias sooldattal voltak feltoltve. A
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preparalds soran megfigyelt &ramlési viszonyok szerint el0szor az érszegmens proximalis,
majd a disztdlis végét megkaniilaltuk, ezutdn csomozéassal rogzitettik az
iivegkaniilokhéz. Az MCA ér megkaniilalasat €s rogzitését mikrosebészeti eszkozokkel

¢s specialis mikrofonallal végeztiikk mikroszkop alatt.

anterior posterior

patkany agy

6. dbra: Eredeti felvétel patkany agyrol valamint izolalt, kaniilalt MCA szegmensrol.
Az MCA ér szakasz kaniilalasat és a mikrokaniilokon valo rogzitését mikrosebészeti
eszkozokkel és mikroszkop segitségével végeztiik

/A kép moddositva Toth P, Csiszar A, Sosnowska D, Tucsek Z, Cseplo P, Springo Z,
Tarantini S, Sonntag WE, Ungvari Z, Koller A. Treatment with the cytochrome P450 o-
hydroxylase inhibitor HET0016 attenuates cerebrovascular inflammation, oxidative
stress and improves vasomotor function in spontaneously hypertensive rats. Br J
Pharmacol. 2013 Apr;168(8):1878-88. doi: 10.1111/bph.12079. PMID: 23194285;
PMCID: PMC3623058./.

A nyomasokat egy servo-kontroll pumpa rendszerrel (Living Systems
Instrumentation, Burlington és VE, USA) allitottuk be és mértiik. A perfuzidé aramlasat
gombaramlasmérével meértiik (Omega, Omega Engineering Inc., Stamford, CT, USA).

A bels6é atmérdt videomikroszkoppal, vizsgaltuk konkrétan egy mikroangiométer
segitségével (Texas A&M University System, College Station, TX 77840, USA). Az
artéria atmérdjének valtozasat folyamatosan digitalisan rogzitette a PowerLab rendszer
(AD Instruments, Sydney, Ausztralia), amely késobbi elemzés céljabol a szamitogéphez
csatlakozott.
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Az iivegkaniilok atmérdje ugyanakkora volt - 110 um volt - annak érdekében, hogy a
nyomas-miograf rendszerben azonos ellenallasi viszonyok alakuljanak ki az érszegmens
mindkét végén [80]. A standard iivegkaniiloket a Danish Myo Technology A/S-t6l
vasaroltuk. A kaniilok szilikonbol késziilt csévekben folytatddva kapcsolodtak be az

izotonias nyomas-miograf rendszerbe (7. abra).

7. dbra: Egyedi gyartasu nyomds-aramlas kamra, benne a mindkét végén kaniilalt
kozépsd agyi artéria szegmens. Eredeti felvétel: Az izolalt artéria kb. 1 cm-es szakasza
egy specialis, a két tivegkaniilt tartalmazo érkamraban. A kantilok és a kamra flitve voltak,
valamint oxigenizalt fizioldgias sooldattal voltak feltdltve. A Petri csésze, amelybe az agy

keriilt, jéggel volt hiitve.

33



3.5. Miogén ténus és aramlas okozta valaszok izolalt agyi artériakban

A 60 perces inkubacios id6 végére az erekben spontan miogén tonus alakult ki,
valaszul a 80 Hgmm intraluminalis nyomasra. Ezutan az MCA atmérdjének valtozasat
kovettilk nyomon a nyomaskiilonbség altal kivaltott aramlas fokozatos ndvekedésével
(AP; a bearamld és a kidramld nyomds azonos mértékli, de ellentétes irdnyu
megvaltoztatasaval allapithatd meg. Kordbbi kisérletekben [80] a nyomaskiilonbségnek
megfeleléen mért dramlas: AP = 0, 10, 20, 30 ¢és 40, amely 3-32 pL / perc véltozasnak
felel meg az intraluminalis d&ramlasban (80 Hgmm intralumindlis nyomasnal) [111].

A protokollnak megfelelden a ki és a bearamlast szabalyozo rezervoarokkal minden
vizsgalati dramlas 1épcsdnél 3 percig vartunk, hogy elérjiik az ér fiziologias egyensulyi
allapotat és pontos ératmérd valtozast rogzithessiink. Majd a PowerLab ¢és a
mikroangiométer segitségével lejegyeztiik az ératmérd kiillonbozo vizsgalati koriilményei
soran fellépd valtozasait az ép, intakt és a TBI csoportban is. A 8. abra és a 9. abra a
nyomas-miograf és az Osszes eldbb felsorolt kisérlethez sziikséges rendszert, valamint a

felépitésiiket mutatja be.
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8. dbra: A nyomds-miogrdf rendszer felépitését bemutato eredeti felvétel.

A rendszerben egy specialis érkamraban helyezkedik el a mindkét végén kantilalt MCA
ér. A mikrokaniilok mindkét végén nyomasmérd és atalakitdé eszkdéz van beépitve. A
vizcentiméter alapjan kalibralt tubusok segitségével az érszegmensek végén valtoztathatod
az intralumindlis nyomds, igy aramlds is generalhatd. A rendszerben az ératmérd
valtozdsokat a videomikroszkép 4altal monitoron lehet nyomon koévetni. A
mikroangiométer manualis beallitast igényel az ératmér6 valtozasanak megfeleléen. Az
adatokat a késobbi analizishez a Power Lab digitalis adatrogzité rendszer tovabbitja a

szamitogépre.
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9. dbra: A sematikus dbra mutatja az izoldlt ér kisérleti rendszert, amiben az éren beliili
nyomdst és daramlast tetszolegesen szabdlyozni lehet és az agyszovet hianydban annak
metabolikus hatdasai kizdarhatok. Egy televizios mikroszkop segitségével az érdtméro

valtozasai folyamatosan kovethetok és rogzithetok.
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10. dbra: Eredeti felvétel: a PowerLab digitalis adatrogzité rendszer
regisztratuma az izolalt patkany agyi MCA érrol. Az X tengelyen lathato a kisérlet soran
eltelt idd, az Y tengely felsé részében um-ben meghatarozott ér datméré valtozast
detektalhatunk, az also részén az Y tengelynek pedig az ér intraluminalis nyomas
valtozasait tudjuk leolvasni, Hgmm-ben. Ebben a kisérletben az ér atmérs 270-190 um
kozott valtozott, 80 Hgmm-es allando nyomdason, 0-40 Hgmm-es intraluminalis aramlas

valtozassal. A kisérlet 28 percen at tartott.

A 10. abran lathatd, hogy a traumaés agysériilést szenvedett patkany agyi MCA ér,
0-40 Hgmm aramlas valtozas hatasara is nagyon kismértékii ératmérd reakcidt mutat.

A vazoaktiv anyag hozzidadasa (ez esetben az U46619, 107-10° mol/L) a
regisztratum felsé részében pm-ben meghatarozott ér atmérdt kovethetiink nyomon, -
amely ez esetben konstrikciot mutat-. Az abra alsobb részén pedig a Hgmm-ben

meghatarozott az ér intraluminalis nyomas és aramlas valtozasait tudjuk leolvasni.
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3.6. Felhasznalt vazoaktiv anyagok

A kisérleteink soran az aldbbi vazoaktiv anyagok és gatloszerek keriiltek felhasznalasra:

o Arachidonsav (AA):
prosztaglandin prekurzor
10"; 10 mol/ L (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

o 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE):
citokrom P450 o-hidroxildzok
107 mol / L (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

o 9,11-Dideoxi-11a, 9a-epoxi-metanoprostaglandin F2o (U46619):
TP-receptorok stabil agonistaja

10%: 107 mol / L (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

o 1S-[la, 2a(Z2), 3a, 4a]] - 7- [3 - [[2 - [(fenilamino) karbonil] hidrazino] metil] -
7-oxabiciklo [2.2.1] hept -2-il] -5-hepténsav (SQ 29,548):
a PGH2/TXA: receptor specifikus blokkoloja

10% mol/ L, 30 perces inkubacié (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, USA)

o N- (4-butil-2-metilfenil) -N'-hidroxi-metanimidamid (HETO0016):
a CYP450 4A inhibitora

10% mol / L, 30 perces inkubécié (Cayman Chemical Company, Ann

Arbor, MI, USA)

o 1S, 2R, 5S, 7R, 118, 14S) -11-hidroxi-7- (2-hidroxi-propan-2-il) -1,2-dimetil-6-
oxa-23-azahexacy-klo [12.10.0.02, 11.05,10.016,24.017,22] tetracosa-9,16 (24),
17,19,21-pentaen-8-on (Paxilline):

simaizom kaliumcsatorna blokkold (BKca)

10° mol / L, 30 perces inkubacié, (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
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A Kkisérlet végén felvettiik az erek maximalis passziv atmérdjét, ehhez a
rendszerben aramlé standard Krebs oldatot lecseréltiik a dimetil-2,6-dimetil-4- (2-nitro-
fenil) -1,4-dihidropiridin-3-t tartalmazé Ca?" -mentes fiziologias séoldatra (PSS) és 5-
dikarboxilat-tal (nifedipin) 10° mol/l (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 1 percig
inkubaltuk.

fgy a kisérletek végén meggydzddhettiink arrdl, hogy az altalunk alkalmazott
vazoaktiv anyagok és gatloszerek nem sértették e fel az ér simaizom viabilitasat és

egészében az érszegmens funkcionalis épségét.

A gatloszereket €s a vazoaktiv anyagokat extraluminalisan juttattuk be az
érkamraba. Az altalunk vizsgalt anyagoknal a végsd koncentraciok értékeit tlintettiik fel.
Az ératmérét nem befolyasoltdk az altalunk felhasznalt enzimeket gatld szerek és

vazoaktiv anyagok oldasara hasznalt vegyszerek.

Minden esetben kiilon kisérletben vizsgéltuk az olddszerek esetleges hatasat az
ératmérdre. A vazoaktiv agensek hatdsainak vizsgalata utdn az érkamrat friss Krebs

oldattal mostuk at.

3.7. Kvantitativ valés idejii qRT-PCR

A 20-HETE termeld citokrom izoformak, a CYP4al és a CYP4a3 mRNS
expressziojanak elemzéséhez az egyes csoportok patkanyainak MCA-jaiban kvantitativ
valds idejii QRT-PCR technikat alkalmaztunk [165]. A gyartd (Life Sciences, Carlsbad,
CA, USA) altal javasolt protokoll szerint a teljes RNS-t a Pure Link TM RNA Mini Kit
segitségével izolaltuk. A minta homogenizaldsa utan az RNS-t etanollal tisztitottuk, és a
membranrol elualtuk. A NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
alkalmazasaval meghataroztuk az RNS teljes mennyiségét. Ezutan a nagy kapacitast
cDNS kitet alkalmaztuk a cDNS szintézisének elvégzésére (Applied Biosystems, Fos-ter
City, CA, USA). A gRT-PCR-t SensiFast SYBR Green reagenssel (Bi-oLine,
Luckenwalde, Németorszag) hasznaltuk a génexpresszios elemzéshez.

Az amplifikaciokat az ABI StepOnePlus rendszeren futtattuk (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A gén-expresszio elemzéséhez StepOne szoftvert
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hasznaltunk, amelyet a 18S hdztartasi génre normalizaltak. A PCR referencia gérbék
mindsége alapjan a 18S-t valasztottuk referencia génnek. A primer szekvenciakat az 1.

tablazat foglalja Ossze (1. tablazat).

1. tablazat: A 20-HETE termelo citokrom izoformdak, a CYP4al és a CYP4a3
MRNS expresszidjanak elemzése kvantitativ valos idejii gRT-PCR-rel. A primer

szekvenciak a tablazatban lathatoak.

Primerek | Eldre Hatramenet

18S TTGCTGATCCACATCTGCT | ATTGCCGACAGGATGCAGAA
GG

CYP4al AATGCTAACCCCAGCCTTC | AGAGGAGTCTTGACCTGCCA
C

CYP4a3 CTGTAGCTTTTCCTCCAGA | CAGTGGCTGGTCAGAGGTGAA
CTCCA

A primer szekvencidkat magunk terveztilk meg, a primereket pedig a Bioscience-t6l

c ey

AACt modszer szerint szamitottuk.
3.8. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést kétiranyu ANOV A-val végeztiik, amelyet Tukey post hoc teszt
vagy Student t-teszt kovetett. Az dsszes adatot atlag £+ SEM formaban mutatjuk be, és a

p <0,05 értékeket tekintettiik szignifikansnak. Az adatokat mikrométerben (um), vagy a

passziv atmérd szazalékaban adjuk meg a megfeleld intraluminalis nyomason.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az izolalt agyi artériak (MCA) aramlas altal kivaltott atméré valaszai ép, intakt

esetben és traumas agysériilés utan

Vizsgélataink sordn az ép patkdnyokbol izolalt MCA-k aktiv ér &tmérdje 238,2 + 6
um, mig a passziv atméré 280,9 + 9 um (n = 16, p<0,05) volt. Vizsgalataink soran
allando6, 80 Hgmm intraluminalis nyomas jelenlétében jelentds miogén tonus alakult ki
az MCA-kban. Az ép, intakt MCA-k esetén az aramlas novekedése (a nyomaskiilonbség
novelésével, 80 Hgmm allandé nyomas jelenlétében) jelentds ér konstrikciot valtott ki (A
—26£4 um, n = 16, p <0,05), amint az a 11. abran is lathato.

A traumas agysériilés (TBI) utdn az dramlas novekedésének hatdsara az ér atmérd

Osszehtizodasa szignifikansan és nagymértékben csokkent (11. abra).

ARAMLAS (Hgmm 4)
A0 A10 A20 A30 A40

' MCA atmérGjének valtozasa (A um)
-
()

% [NTAKT aramlas - |NTAKT aramlas+SQ 29,548
- TBIl aramlas TBI dramlas+SQ 29,548

11. abra: Az izoldlt kozépso agyi artériak (MCA) atmérdjének valtozdsai.
Ep és traumds agysériilés (TBI) utdni patkdanyokbdl izolalt MCA dtmérd valtozésa. Az
intraluminalis aramlds (A0, A10, 420, 430, 440 Hgmm kézotti bearamlo és kidaramlo

rezervoirok kozott) novekedésére, és az SQ 29,548 (10® mol/L). jelenlétében, ami a
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thromboxan Az receptor (TP) gatloja. A csillag szignifikans kiilonbséget jelez * p
<0,05 (n=16, n=8 mindegyik csoportban) [166].

Hasonloképpen, az SQ 29,548 (107° mol / L) jelenlétében a thromboxan-prosztanoid
A receptor (TP receptorok) inhibitora az intakt patkanyokbol szarmazéo MCA aramlas
altal indukalt konstrikcioi szignifikansan és jelentdsen csokkentek és a TBI utani
csokkent konstrikcids valaszokat az SQ 29,548 mar nem befolyasolta tovabb.

Az SQ 29,548 vegyiilet a TP-receptorok specifikus inhibitora. Igy az a megallapitas,
hogy az SQ 29,548 jelenlétében az dramlas altal kivaltott konstrikcido meggatolhatd, azt
jelzi, hogy a TP-receptorok részt vesznek az aramlas altal indukalt valaszban,
megerdsitve korabbi megallapitasainkat [159].

Ezt mutatja az 11. abra, nevezetesen azt, hogy intakt MCA-ban a TP-receptorok SQ
29,548 altali gatlasa jelentdsen csokkentette az aramlas altal kivaltott konstrikciot.

Jelen kisérleteink 0j megallapitdsa az, hogy a TBI utdn a csokkent aramléas okozta
konstrikciot az SQ 29,548 nem befolyasolta tovabb, ami arra utal, hogy ezt a jelatviteli
utat a TBI karositja.

4.2. Az izolalt agyi artériadk (MCA) aramlas altal kivaltott maximalis atméré

valaszai ép esetben és traumas agysériilés utan

A hemodinamikai er0k hatasanak bemutatasira az MCA atmérdjének maximalis
csokkenésére €p allapotban €s TBI utan, oszlopdiagrammban abrazoltuk az adatokat (12.
abra). Ez az abra azt mutatja, hogy a nyomas onmagaban, az aramlas dnmagaban,
valamint a nyomas + aramlas egyiittes hatasa hogyan befolyasolja az izolalt MCA
atmérojét.

Lathato, hogy ezek a hemodinamikai erdk egylittesen jelentds konstrikciot valtottak
ki az MCA-bol (A -52 + 2,8 um). Ezenkiviil a HET0016, amely a CYP450 4A inhibitora,

szignifikansan inaktivalta az atmér valaszokat.
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12. dbra: E7 az abra mutatja a nyomds (P) - vagy az aramlds (F) dltal kivaltott
datmérdocsokkenést onmagaban, vagy a nyomds + aramlas additiv hatdsat az ép
patkanyok MCA datmérdjére és TBI utdan.

Ezenkiviil a 11. abra azt mutatja be, hogy a traumas agysériilés (TBI) jelentdsen
csokkenti az ér valaszokat, a nyomas (P) -, az dramlas (F) -, és az MCA-K
kombinalt nyomds + dramlds (P+F) dltal okozott ér konstrikciokat (*#
szignifikans valtozast jeleznek) # énadlléan P-bol és F-bol, valamint P + F-b4l (n
= 24, az adatok dtlag = SEM, p<0,05). Ezenkiviil a HET0016 (10 mol/L), ami a
citokrom P450 44 (CYP450 4A) gatolja lényegesen és jelentosen csokkentette a
nyomds + dramlds dltal indukadlt konstrikciot (n = 6 mindegyik csoportban, &

szignifikans valtozast jelez, p<0,05) [166].

4.3. Az arachidonsav hatasa az izolalt agyi artériak (MCA) ér atmérdé valtozasaira,

€ép esetben és traumas agysériilés utan
Annak igazolasara, hogy a TBI gatolja az arachidonsav metabolitok termelését €s

ezaltal a vasomotor valaszokat, kiilonbozo koriilmények kozott teszteltiik az AA altal

kivaltott MCA atmér6 valtozasat (13. abra). Megallapitottuk, hogy ép MCA-kban AA
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10~® mol/L, kezdeti dilatacio utan (1 percnél: 17 + 2,1%) konstrikciot véltott ki (10 perc
—23 +1,8% -nél), mig AA 10”7 mol /L 10 perc tjabb konstrikciét valtott ki (—26 + 2,3%).

Fontos, hogy az AA altal kivaltott valaszok szignifikansan csokkentek a TBI
csoportbdl izolalt MCA-ban: AA (108 mol/L 1 percnél: 6 £ 1,4%), 10 perc utan (108
mol/L: =9 £ 1,1 %) és (107 mol/L: =11 + 1,3%).
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13. abra: Az ép patkdanyokbdl izoldlt kozépsd agyi artériakban (MCA-K) az ar-
achidonsav alacsonyabb koncentrdcioja kezdeti dilatacio utin (bal oldali
panel), konstrikciot valtott ki (jobb oldali panel) mig az; AA nagyobb
koncentracidja rogton konstrikciot valtott ki.

A traumas agyseériilés (TBI) utan az AA adltal kivaltott dtméro valaszok jelentdsen
csokkentek. Az adatok a normalizalt atméro % atlag £ SEM. (%, ** # jelzi p
<0,05) [166].

4.4. Az izolalt agyi artériak (MCA) A CYP izoformak expressioja ép esetben és

traumas agysériilés utan
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Ezutan a 20-HETE-t termeld citokrom izoformak CYP4al és CYP4a3 mRNS-
expressziojanak vizsgalatat tliztiik ki célul. Ezért mindkét csoportbol szarmazo patkanyok
MCA-jaban, kvantitativ, valos idejii qRT-PCR technikat alkalmaztunk [165].

Mindkét CYP4a izoformanak mRNS-expresszidjat megfigyelhettiik, ami korrelalt a

csokkent vasomotor valaszokkal (14. abra).
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14. dbra. Ez az dbra a Cyp4al és Cyp4a3 citokrom izoformdik mRNS-
expressziojat mutatja az INTAKT és TBI patkdanyok kozépsé agyi artéridaiban
(MCA), amelyek a TBI utin lényegesen csokkentek (n = 6 mindegyik
csoportban) [166].

4.5. A 20-HETE és U46619 TP receptor agonista vasomotor hatasat vizsgaltuk az
izolalt agyi artériadk (MCA) atmérd valaszaira ép esetben és traumas

agysériilés utan

Ezutan megvizsgaltuk a TP receptorok érzékenységét az agonistakkal szemben. Korai
kutatasok kimutattak, hogy az agyi artériakban a 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE),
a citokrom P450 o-hidroxilazok (CYP450 4A) metabolitja a thromboxan-prosztanoid A
/ prosztaglandin H; receptorokra hatva konstrikciot valt ki (TP receptor) [51, 112]. A 20-
HETE (10" mol/L), amelyrdl ismert, hogy a PGH, / TXA; [159] és az U46619, -amely
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egy stabil analog PGH»,- mindkett6 vegyiilet a TP-receptorokra hatva, az intakt csoport
esetén az izolalt MCA-K jelentds konstrikcigjat valtotta ki.

Tovabba (20-HETE 107 mol/L: —31 =+ 3,6% U46619: (107 mol/L: —21 =+ 3,3%, 107
mol/L: —29 £ 1,5%), mig a TBI-b6l szarmazd MCA-kban patkanyoknal ezek a valaszok
szignifikdnsan csdkkentek (20-HETE 107 mol/L: —16 + 2,5%; U46619 —16 + 2,4%; 10°®
mol/L: =16 + 1,7%) (15. 4bra).
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15. dbra: Az izolalt kozépso agyi artériak (MCA) dtmérdjének valtozdsai a citokrom
P450 44 enzim (CYP450 4A4) és az U46619 (10" mol/L) 20-hidroxi-eikozatetraénsav
(20-HETE, 107 mol/L) metabolitjdra adott vilaszként és 10° mol/L a TP-receptorok
stabil agonistdja, (thromboxdn analég) intakt és traumads agysériilés (TBI) utdn.
Az adatok atlag + SEM. A csillagok szignifikans kiilonbségeket mutatnak (* p
<0,05, Intakt 20-HETE 107 ** p <0,05 vs. TBI 20-HETE 107 és Intakt U46619
1077, Intakt U46619 107¢ ** p <0,05 TBI U46619 1076 Xn = 24, n = 6 minden
csoportban) [166].
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4.6. A stabil prosztanoid, U46619 hatasa a vasomotorra a paxilline jelenlétében és
hianyaban. Izolalt agyi artériak (MCA) atméroé valaszai ép esetben és
traumas agysériilés utan

A Paxilline (10 mol/L, BKca kaliumcsatorna-blokkold) nem modositotta szignifikdnsan
az intakt patkanyokbol izolalt U46619 (107 — 10° mol/L) okozta MCA ér konstrikcidjat
(korabban: 107 mol/L: -15,9 + 5,1 pm 108 mol/L: 41,4+ 3.2 um ;10° mol/L: 55+ 4,8
um), mig a Paxilline hozzaad4sa utan (107 mol/L: -17,4 + 3,8 ;10 mol/L: 37,7 £ 5,1 ;10"
S mol/L: 52+ 4,3, p <0,05). (16. abra).

Hasonlé médon a Paxilline (10 mol/L) szignifikdnsan nem gatolta az U46619
(107 - 10° mol/L) thromboxan analog altal kivéltott konstrikciot a TBI MCA csoportban
sem (korabban: 107 mol/L: -10 + 2,5 um;10°® mol/L: -16 + 3,8 um;10° mol/L: -26+ 3,2
um), mig a Paxilline hozzaadasa utin nem volt tovabbi hatassal az ér atmérékon
hasonloképpen az ér kis mértékii konstrikciojat tapasztaltuk (107 mol/L: -15 £2,2 um;10°
® mol/L: -27 £ 2,8 um;10° mol/L: -35+ 1,9 um) (17. 4abra).
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alap U46619 U46619 U46619 Paxilline 10-¢ utan
atméré 107 106 105 U46619 U46619 U46619
INTAKT 107 106 105

16. abra: Az izoldlt kézépso agyi artériak (MCA) atmérdjére kifejtett U46619
(107- 10° mol/L,) és a BKca kdliumcsatorna gatlé Paxilline (10° mol / L)
jelenlétének és hianydanak hatdasa az ép intakt érre.

Az adatok atlag + SEM, n=6. A csillagok szignifikans (p <0,05) kiilonbségeket
jeleznek (* alap atmérd vs Intakt U46619 10775, Intakt, Paxilline utan U46619

10 7°mol / L). Publikdacidban nem szerepld sajat készitésii dbra.
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17. abra: Az izoldlt kézépso agyi artériak (MCA) datmérdjére kifejtett U46619
(107- 10° mol/L,) és a BKca kdliumcsatorna gatlé Paxilline (10° mol / L)
jelenlétének és hianydanak hatdsa, a TBI traumatikus agysériilést kovetoen. Az
adatok datlag + SEM, n=6. (p <0,05). Publikdcioban nem szerepld sajdt készitésii

abra.
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5. MEGBESZELES

A jelen disszertacidm Uj megallapitasai: a traumas agysériilés patkany kisérleti
modellben:

(1) jelentosen csokkenti az izolalt kozépso agyi artériak dramlas dltal kivaltott

konstrikciojat,

(2) amiért feltehetoen az arachidonsav -20-HETE- thromboxdn receptor jelut

sériilése teheto feleldssé [166], ami feltehetoen

(3) a 20-HETE a CYP450 4A dltal valo csékkent termelése és a TP receptorok

konstriktor prosztanoidokra valo csokkent valaszkészsége miatt jon létre.

Kisérleteink alapjan igazolddott, hogy a TBI hatasara megvaltozik a CYP450 4A
mitkodése, ezaltal a konstriktor prosztaglandinok termelése és a TP receptorok
érzékenysége ezekre a prosztaglandinokra, emiatt egy lényegesen csokkent aramlas altal
indukalt konstriktor valaszt eredményez az ér mitkodése.

A jelenlegi és korabbi kutatasok [137, 166] eredményei alapjan tgy véljik, hogy a
sériilt nyomas- és aramlas altal kivaltott érsziikitdé mechanizmusok egyiittese jelentésen
hozzajarulhat az agyi véraramlds traumatikus agysériilés utani autoregulaciojanak

diszfunkciojahoz.

5.1. A traumas agysériilés és kovetkezményeli

Evente az USA-ban kozel kétmillio ember szenved el traumas agysériilést, mig az
Eurdpai Unidban mar kortlbeliil két és fél millio. A kisgyermekek és az id0s emberek
kiilondsen ki vannak téve ilyen tipusu sériiléseknek: mely példaul esések, balesetek [162]
vagy akar erdszak kovetkeztében is kialakulhat. Ezenkiviil a TBI gyakran el6fordul a
sport, - kiilondsen az extrém sportok - novekvd népszeriisége miatt, valamint a katonai
hadmiiveletek soran [138].

Mivel az agy a merev koponyaban helyezkedik el, az intrakranialis térfogat
komplex szabalyozas alatt all, az allandé vérnyomas elengedhetetlen az agy egészséges

mukodésének fenntartasahoz [167].
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Mi és masok is kimutattak, hogy a hemodinamikai erékre (példaul nyomaésra és
aramlasra) érzékeny [38-41] vasomotor mechanizmusok fontos szerepet jatszanak az

agyl véraramlas fenntartdsaban a novekvo szisztémas nyomas ellenére.

5.2. A traumas agysériilés karositja a nyomast és az aramlasra érzékeny vasomotor

mechanizmusokat

Korabban bemutattuk, hogy a hemodinamikai erék valtozésaira érzékeny
vasomotor mechanizmusok fontos szerepet jatszanak az agyi véraramlas
szerepe az elhelyezkedésiikben rejlik, a bejovd vér térfogatanak az agyba torténd
visszavezetése kapcsan.

Megallapitottuk, hogy az izolalt patkany kozéps6 agyi artériak nyomasérzékeny
Osszehuzd mechanizmusa karosodast szenved a traumas agysériilés utan [113]. Mivel
korabban azt is kimutattuk, hogy az aramlas novekedése az MCA konstrikcidjat is
feltételezni, hogy ezt a mechanoszenzitiv valaszt a TBI is befolyasolja. Farmakologiai
eszkozokkel vizsgaltuk az aramlas okozta vasomotor valaszt kozvetité molekularis
mechanizmusokat és azok valtozasait a TBI utan.

Valdban azt tapasztaltuk, hogy az intakt patkanyokbdl izolalt MCA-k jelentOs
aramlas altal kivaltott konstrikcioja lecsokkent a TBI utan (11. abra). Hasonl6 csokkenést
értiink el az aramlas altal kivaltott konstrikcidoban, amikor a thromboxan-prosztanoid A
receptorokat (TP) gatoltdk (SQ 29,548-al), vagy amikor a CYP450 4A inhibitoraval
(HET0016) kezeltiik és a mar csokkent valaszokat a TBI sem befolyasolta tovabb (11.
abra és 12. abra).

Ezutan AA-t (13. abra), a kiilonb6z6 prosztanoidok prekurzorat hasznaltuk az AA-
molekularis Gt TBI-ben valo részvételének tesztelésére. Az agyi erekben az AA-t a
citokrom P450 o-hidroxilazok (CYP450 4A) metabolizaljak 20-HETE-vé és mas
prosztanoidokkd, amelyek fontos szerepet jatszanak az agyi érrendszeri tonus
szabalyozasaban [47, 51, 113, 139]. Tobbek k6zo6tt ezek a metabolitok kozvetitik az agyi

ereknek az agonistak és nyomas altal kivaltott valaszait [110, 111].
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Jelen kutatdsunkban, szintén hasonld eredményt talaltunk az AA egy kezdeti
dilatacio utan ér konstrikciot valtott ki, ezért valoszinisithetéen az AA-bol kiillonb6zo
enzimek (ciklooxigenazok, CYP-ok, lipoxigenaz) révén dilatatorok és konstriktor
metabolitok keletkeznek [113, 159].

Mivel a TBI szignifikdnsan csokkentette mind a dilatator, mind a konstriktor
valaszat az AA-ra, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy azt az utat karositja a TBI, amely
elsdsorban a konstriktor prosztanoidokra érzékeny enzimeket és / vagy receptorokat
foglalhatja magaban.

Szintén jelentés csOkkenést taldltunk a CYP450 alegységek mRNS-ének
expresszidjaban a TBI utan (14. abra). A jelenlegi és korabbi megallapitasok alapjan,
amelyek szerint a TBI 20-HETE altal kozvetitett MCA-k aramlas altal kivaltott
konstrikcidi 1ényegesen és jelentdsen gyengiilnek, ugy véljiik, hogy ennek oka a csokkent
cerebrovaszkularis molekuldk termelésének €s a csokkent TP (a 20-HETE receptor) altal
kozvetitett 6sszehuzé hatas gyengiilése.

Az elsd lehetdséget tdmasztja ala az a megallapitas, hogy a TBI utdn a CYP450 4A
a HET0016 gatloja nem valtotta ki a konstriktor valasz tovabbi csokkenését, és a 20-
HETE-t termel6 CYP izoformak expresszioja a TBI utan csokkent (bar az expresszid az
adatok nagy eltérése miatt nem érte el a statisztikai szignifikanciat).

Mig a masodik megallapitast az tamasztja ald, hogy az U46619-hez, a TP
receptorokon keresztiil hato stabil thromboxan analoghoz valé konstrikcié csokkent a TBI
utan. Természetesen a CYP enzimek cerebrovaszkularis expresszioja nem feltétleniil
korrelal az aramlésra adott valaszként termelt 20-HETE szinttel. Ezt a hipotézist ezért a
cerebrovaszkularis 20-HETE szint direkt mérésével kell megvizsgalni, hasonléan a
korabbi vizsgalatokhoz [46, 125].

Korabbi kutatasokkal [43, 171] 6sszhangban értelmezziik ezeket a megallapitasokat,
amelyek szerint az dramlds novekedése kivaltja az arachidonsav felszabadulasat. Az
arachidonsavat a CYP450 4A metabolizdlja 20-HETE-v¢é, amelyet a COX 20-
endoperoxidoka (20-OH-PGH 2, 20-OH-PGG 2), és valosziniisithetéen ez okozza a TP-
receptorokon at az artériak 6sszehuzodasat [44, 113, 159].

A HETO0016 (a CYP450 4A gatloja) a TBI utani aramlds okozta konstrikcio
csokkentéséhez hasonld6 mddon csokkentette az ératmérét. Az U46619 altal kivaltott

konstrikciok szintén csokkentek a TBI utan, ami arra utal, hogy a TBI mind ezen
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receptorok termelését, mind érzékenységét karositja. Mas szoval, a kisérleteink
eredményei arra utalnak, hogy a k6zéps6 agyi artéridk aramlas altal kivaltott konstriktor
reakciojat a kozépsulyos traumds agysériilés csokkenti. Ez valdsziniileg annak
koszonhetd, hogy a citokrém P450 4A csokkent képessége képes az arachidonsavat
prosztaglandinokka alakitani, és a thromboxan Az (TXAy) / prosztaglandin Hz (PGH>) TP

receptoroknak csokkent az érzékenységiik.

5.3. Az arachidonsav jelut a vénas mikroerekben

Kevésbé ismert, hogy a periférids kis vénas erek, hasonléan az agyi artérias
erekhez, tobb konstriktor prosztaglandint termelnek, mint a szervezet tobbi artérids erei.
Ez jelzi, hogy az egyes régidokban, a miikddéshez alkalmazkodva, az AA-jelut
kiilonbozik, ami TBI esetén fontos lehet. Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy
patkany gracilis izombol izolalt venulakban az arachidonsav koncentraciofiiggd atmérd
csokkenést hozott 1étre, amelyet indometacin és SQ 29,548 szignifikans mértékben gatolt.
Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy arachidonsavbol az érfalban 1évé enzimek
nagyobb mennyiségben termelnek konstriktor- (TXA2/PGH>), mint dilatator faktorokat.
A bazalis értonushoz képest mindkét gatloszer jelenlétében jelentds vazodilatacio alakult
ki, ami a konstriktor faktorok gatlasa utan a dilatator faktorok fokozott termelésére és
talsulyara utal. Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az arachidonsav
vazokonstriktiv hatasat a konstriktor prosztaglandinok, a TXA2/PGH; kozvetitik [172].

A hidrogén-peroxid (H202) az AA-hoz hasonldan hat a kisvénak atmérdjére, az
ératmérd koncentracio fiiggden csokken a H20, emelkedd dozisainak hatdsara. A
mechanizmust az endotélialis és simaizom-fiiggé TXA2/PGH2 kozvetiti, mivel a COX
gatlas (indometacin, ami az aszpirinhez hasonld hatasu) és a TXA2/PGH, (TP) receptor
blokkolasa (SQ 29,548) szignifikansan mértékben csokkentette a H2O2 okozta érvalaszt
[172].

Izolalt vazizom venuldkban az intraluminalis aramléas/fali nyiréeré konstriktor
TXA2, NO ¢s dilatator prosztaglandin termelddéshez vezet, dsszességében dilataciot
eredményezve. [gy amikor a véraramlas sebessége és/vagy a viszkozitds nd a venulédkban,
ezen faktorok jelent6sen hozzajarulhatnak a fali nyirofesziiltség Osszetett feed-back

szabalyozasahoz [172, 173]. Masok és a kutatocsoportunk korabbi kisérletei alapjan
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megfigyelhetdé, hogy a venuldk és kisvéndk vasomotor ténusa komplex moédon
szabalyozddik. A hemodinamikai erdk (intraluminalis nyomds, aramlds) valtozasa és
kiilonbozo vazoaktiv anyagok atmérdvaltozasokat hoznak I1étre az endotélialis konstriktor
és dilatator faktorok szintézise révén, vagy kozvetlenil a simaizomra hatva (18. abra)

(174].

Vazizom kisvénak lokalis szabalyozé mechanizmusai
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18. abra: A vazizom kisvénak vasomotor tonusdnak lokdlis szabdlyozo mechanizmusai.
H202:  hidrogén-peroxid; TXA2/PGH,:. thromboxan Allprosztaglandin Hz; COX:
ciklooxigendz; NO: nitrogén-monoxid; ACh: acetilkolin; AA: Arachidonsav; SNP:

Nitropruszid-Na; NE: noradrenalin; PG: prosztaglandinok; Ca?*: kdlcium [174].

Korabban kimutattak, hogy a vénas rendszer is sériil TBI utan [175] azonban a vasomotor
mechanizmusok esetleges sériilése valtozasa tovabbra sem tisztazott. Ezért az agyi vénas
rendszer szerepe a TBI-ben tovabbra is ismeretlen és feltarast igényel. Varhatoan a
jovobeni kutatasok tobb adatot fognak szolgalni az agyi vénas rendszerrdl, ezaltal majd

jobban megérthetjiik azt.
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5.4. A BKca csatornak szerepének kizarasa az MCA TBI utani konstrikciojanak

csokkenésében

Az agyi artérids tonus szabalyozasaban leirtak a BKca csatornak (nagy vezetdképességii
Ca2?" -aktivalt K* csatorna) esetleges szerepét. Kiilonbozd szdvetek ereiben talalhatd
CYP450 epoxigenaz a 20-HETE-n kiviil szamos AA-metabolitot general, mint pl. epoxi-
eikozatrienok-savak (EETs) és dihydroxy-eikozatrienoik savak (DHETS) [97, 176] melyek
dilataljak pl. a koronaria ereket a BKca csatornak aktivalasan keresztiil [177].

Tovéabb4, vannak olyan adatok az irodalomban, amelyek azt mutatjak, hogy a 20-
HETE gatolja a BKca-t [112, 142]. Ugyanakkor korabbi kisérletek azt is kimutattak, hogy
a BKca-csatornak gatlasa MCA-ban magasabb intraluminalius nyomas jelenlétében nem
novelte jelentdsen a miogén tonust [178]. Ezért kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy TBI
utan BKca csatornak megvaltoztatjak-e az izolalt MCA konstrikcids képességét, a TP
receptorok stabil analogjanak, a U46619 vasomotor hatasanak kimutatasaval ép és TBI
utani. Az adatok azt mutatjak, hogy a U46619 hasonld konstrikcidt okozott paxilline
jelenlétében és hianyaban (ép/intakt, ill. TBI utan). Ezek utan a BK csatornak szerepét ki
tudtuk kizarni az MCA-nak a TBI utani csokkent konstrikcidja 1étrejottében (16-17.
abra).

Ugyanakkor Téth és mtsa kimutattak, hogy mitokondriumban TBI utan fokozottan
termel6d6 H20: [117] jelentésen gatolja a CYP enzimeket [179]. Mindezek jelzik az AA
jelut rendszer komplexitasat és vaszkularis teriilet fliggését €s ezért az izolalt ér szinten
valé felderitését. Ezért a legvalosziniibb, hogy a TBI okozta oxidativ stressz gatolta a

CYP450 miikddését, ami miatt kevesebb konstriktor 20-HETE képzddott.

5.5. Az arachidonsav jelut miikodése ép MCA-ban és TBI utan

Az alabbiakban az eredményeink alapjan Osszefoglaljuk az arachidonsav jelut
normalis miikodését és TBI utan (19. abra).

Lathato, hogy az aramlas novekedése hatasara jelentds konstrikciot okoz az ép

MCA érben (19. abra). Az aramlas altal kivaltott konstrikcio a 20-hidroxi-

eikozatetraénsav (20-HETE) (az arachidonsav) metabolitja miatt kovetkezik be, amelyet
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a citokrom P450 4A enzimek (CYP450 4A) termelnek a thromboxan A» / prosztaglandin
H> (TP) receptorokon és BKca kdlium csatornan keresztiil hat.

Ugyanakkor a TBI gatolja az arachidonsav metabolitok termelését és ezaltal a vasomotor
valaszokat, az AA altal kivaltott valaszok szignifikdnsan csokkentek a TBI csoportbodl
izolalt MCA-ban. A TBI els6sorban a CYP450 4A mukodésébe avatkozik bele, ezaltal a

konstriktor prosztaglandinok termelésére és a TP receptorok érzékenységére hatést

AT

gyakorolva (19. abra).

ARAMLAS
f CYP|450-4A  HET0016 CYP|450-4A ‘
4 20-HeTE 20-HETE
4 uase619 H I u46619f
N
f TP receptor $Q 29,548 TP receptor
l Kea — KCaI

Paxill )
t KONSTRIKCIO @lne - KONSTRIKCIO ‘
- .- ™

19. abra: Az arachidonsavval kapcsolatos molekuldris mechanizmusok szerepe
az aramldsérzékeny konstriktor mechanizmus kialakitdsaban ép korillmények kozott
és traumatikus agysériilés (TBI) utdn.

Az aramlas dltal kivaltott konstrikciot a 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE)
(az arachidonsav) metabolitja hozz létre, amelyet a citokrom P450 4A enzimek (CYP450
4A) termelnek a thromboxdn A» | prosztaglandin Hz (TP) receptorokon és BKca kdlium

csatornan keresztiil. Publikacioban nem szereplo sajat készitésii abra.
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5.6. A TBIl-karosodott mechanoszenzitiv  vasomotor mechanizmusok

kovetkezményei a CBF autoregulacidjara

Korabbi és jelenlegi megallapitasaink alapjan kidolgoztunk egy sémat, hogy jobban
kovetkezményekre (19. abra). A 20. abra azt szemlélteti, hogy normal, ép koriilmények
kozott a nyomas- és aramlasérzékeny konstriktor mechanizmusok - széles tartomanyban
- fenntartjak az idealizalt alland6 agyi véraramlast a perfiiziés nyomasndvekedés ellenére.
Ezen mechanizmusok hidnyaban vagy karosodasa esetén, példaul a TBI utan, az atmérd
nem csOkken jelentdsen, igy széls6séges korlilmények kozott az aramlas linedrisan
novekszik a nyomas fiiggvényében.

Mivel az aramlas 6sszefligg a sugar 4. hatvanyaval, az MCA ~ 50 um-es sziikitése,
a hemodinamikai er6khéz (miogén nyomas [137] és az aramlas altal befolyasolt, ahogy
jelen kisérleteink alapjan is irtuk) jelentdsen modosithatja az ezen az éren keresztiilmend
aramlas mennyiségét.

Ezenkiviil az in vivo aramlas nemcsak az MCA rovid szakaszanak, hanem a teljes
artérias és arterioldris halézatnak a konstrikciojat idézi eld, ami ezutdn lényegesen
korlatozhatja a vérdramlds novekedését. A teljes érrendszeri konstrikcio (artérias és
valoszinileg vénas [80], a TBI utan bekdvetkezd sériilése) jelentésen ndvelheti az
aramlast és a nyomast. Ez behatolhat az agy mikrokeringésének disztalis részébe, ami a
vér térfogatanak és nyomasanak novekedéséhez vezet. Igy ezek valoszintileg feleldsek az
6déma és a szoveti toxicitas kialakulasaért (lasd 20. abra).

A magas pre-kapillaris arteriolds és poszt-kapillaris venuldris nyomas a sériilt
agyszovetbdl felszabaduld mediatorokkal egylitt az ér megnyilasdhoz vezet. A vér-agy
hozzajarul az 6déma és a szoveti sériilés kialakulasahoz (20. abra).

A CBF karosodott autoregulacidja megnovekedett koponyaiiri térfogatot és ezaltal
intrakranialis nyomast eredményezhet, ezzel komolyan befolyasolva a normal
agymukodést, ami mentalis leépiiléshez vezethet, példaul Alzheimer-tipust betegséghez

[180, 181].
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20. dbra: Ez az dbra bemutatia a kdrosodott nyomds- és dramlasérzékeny
mechanizmusok szerepét a traumds agysériilés (TBI) dltal kivaltott vasomotor

diszfunkcio és agyodéma kialakulasaban [166].

Normal, ép koriilmények kozott a nyomas- és aramlasérzékeny mechanizmusok - széles
tartomanyban - viszonylag alland6 agyi véraramlast tartanak fenn a novekvo perfuzios
nyomas ellenére (autoregulacids szabalyozds). A TBI utdn ezen mechanizmusok
karosodasa alakul ki, ezért igy gondoljuk, hogy a véraramlas linearisan fog novekedni a
nyomas novekedésének fliggvényében. Ezen tilmenden, a kisebb és nagyobb artéridk
megfeleld 6sszehtizodasanak hianyaban nemcsak a CBF, a koponyatiri térfogat és ezaltal
a nyomas novekszik, -amikor a perfiizidos nyomas novekszik-, hanem a disztalis mikro
vérzések iS. Emiatt karosodik a vér-agy gat, ugyanis nagyobb intraluminalis nyomasnak
lesz kitéve. Ezek a sériilt agyszovetbdl felszabadulé mediatorokkal egyiitt a BBB
megnyildsahoz, a folyadék és a kiilonbozé molekuldk szivargdsahoz vezethetnek,

hozzajarulva az 6déma és az agyszovet sériilésének kialakulasahoz.
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5.7. A jelen kisérleteink korlatai és a tovabbi tervek

Jelen kisérleteink soran izolalt kozEépso6 agyi artérias ereket hasznaltunk, amelyekben
nehéz molekularis vizsgalatokat végezni vagy mérni a mediatorok felszabaduldsat a TBI
el6tt, vagy utan. A cerebrovaszkularis falban az AA metabolitok szintjének véltozasat a
cerebrovaszkularis 20-HETE szint kozvetlen mérésével, folyadékkromatografia-
tomegspektrometriaval mértiik, mint a korabbi kutatasokban [46, 125], de ez meghaladja
a jelen vizsgalataink kapacitasat és sajnos ilyen modszerek jelenleg nem allnak
rendelkezésiinkre a laborunkban. Az ilyen mérések hianya korlatozta a kutatasainkat.

Ezenkiviil az autoregulaciot illetden azt feltételeztiik, hogy az agyi artéridk mas
szegmensei és agai ugyanugy viselkednek a traumas agysériilés hatdsara az autoregulaciod
utan. Ezeket a késobbi elképzeléseket, szamos klinikai megallapitas is alatamasztja,

példaul a fejtrauma utani sulyos agyi 6déma kialakulasat [182, 183]. Emellett biztos, hogy

nemcsak az artérias oldal, hanem a vénas keringés is érintett, a fej traumaja soran az
agyszovetek karosodasaval [174].

Valamint érdekes volna megvizsgalni a késObbieckben az agyi erek miikodését
rendszeres fizikai aktivitas, sportolas utan is. Korabbi kisérleteink ugyanis mar egy rovid
tavii napi szintll testmozgds program hatasidra szamos jotékony morfologiai,
biomechanikai és funkciondlis valtozast mutattak az intramuralis koszortér-arteriolak
adaptacioja kapcsan [184]. Mindezen korlatozasok egyidejiileg tovabbi kutatasi teriileteket

jelolhetnek ki a traumatikus agyi sériilés (agyrazkodas) kovetkezményeinek enyhitésére.
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6. KOVETKEZTETESEK

Jelen eredmények azt mutatjak, hogy

A traumas agysériilés szignifikansan és jelentdsen csokkenti a kdzéps6 agyi artériak
aramlas indukalta konstrikciojat.

A csokkent konstrikcioért felelds patomechanizmus magaba foglalja, azt, hogy a
citokrom P450 4A csokkent mértékben képes az arachidonsavbol konstriktor
prosztaglandinokat szintetizalni, ¢és a mar kialakult 20-HETE a sériilt

thromboxan/prosztanoid (TP) receptorokon keresztiil csokkent konstrikciot hoz 1étre.

Osszességében, a jelenlegi és a korabbi kutatdsok alapot nytjtanak az agyi véraramlas
autoregulacios szabalyozasanak karosodasahoz és a vér-agy gat ebbdl eredd sériiléséhez,
a mikro-vérzések fejlodéséhez és az 6démahoz, valamint az agytraumat kovetd mentalis
miikddési zavarok magyarazatdhoz.

Ugy gondoljuk, hogy a TBI elsésorban a CYP450 4A miikodésébe avatkozik be,
ezaltal a konstriktor prosztaglandinok termelésére és a TP receptorok érzékenységére
gyakorol hatast, amelyek jelentdsen csokkentik az aramlas altal indukalt konstriktor
valaszt. A jelenlegi és korabbi kutatdsok eredményei [164] alapjan ugy véljiik, hogy a
nyomas ¢és az aramlas altal kivaltott konstriktor mechanizmusok karosodésa jelentésen
hozz4jarulhat az agyi véraramlds traumas agysériilés utani autoregulaciojanak
diszfunkciojahoz.

Ezeknek a mechanizmusoknak az Gjonnan kifejlesztett farmakoldgiai terapiakkal

torténd kezelése a traumas agysériilés okozta agyi érrendszeri és agyi karosoddsok

enyhitésé¢hez vezethet.

59



7. OSSZEFOGLALAS, SUMMARY

A traumas agysériilés (TBI) vilagszerte gyakran eléforduld megbetegedés, amely
magas morbiditasu €és akar halalhoz is vezethet. Kisérleteink soran arra kovetkeztettiink,
hogy a TBI karosit egy autoregulacidos mechanizmust, nevezetesen az izolalt patkany agyi
kozépso artériak (MCA) aramlas altal indukalt konstrikcigjat.

A traumds agysériilést altatott patkdnyokon a Marmarou féle stlyejtéses modell
segitségével idéztik eld, majd az MCA-kat izolaltuk és nyomdas-aramlasos kamraba
helyeztiik. A belsé atmérdt videomikroszkdppal mértiik.

Az Intakt, egészséges patkanyok MCA-jaiban a nyomas €s az aramlas valamint ezek
egyiittese az ér konstrikciojat valtotta ki (—26 + 1,9 pm és —52 + 2,8 um, p <0,05).

Ez az ér reakcio jelentdsen lecsokkent a TBI utan, és a prosztanoid (TP receptor)
antagonista SQ 29,548 valamint a thromboxan jelenlétében. Az aramlas okozta
konstrikcidt jelentésen csokkentette a HET0016, a citokrom P450 4A (CYP450 4A)
inhibitora. Az arachidonsav (AA, 1077 M) és a CYP-450 4A metabolit 20-hidroxi-
eikozetetraénsav (20-HETE) kivaltotta az intakt MCA konstrikcidjat (-26 £+ 2,3% és —31
+ 3,6%), amelyek szintén jelentdsen csokkentek TBI utan (11 &+ 1,3% -ra és —16 + 2,5%
-ra). Az U46619 (107 M) TP receptor agonista lényeges MCA konstrikciot valtott ki ép,
egészséges patkanyoknal (-21 + 3,3%), amelyek szintén szignifikansan csokkentek a
traumas agysériilés utan (-16 = 2,4% -ra).

Az MCA aramlas indukalta konstriktor reakcidjat a traumas agysériilés rontja, amely
valészinlileg annak koszonhetd, hogy a citokrom P450 4A képes csokkenteni az
arachidonsavat, és a konstriktor prosztaglandinokat. A thromboxan-prosztanoid TP

receptorok érzékenysége pedig csokkent mértékii lesz.

Az 1j eredmények és megallapitasok dsszefoglalasa:
A traumds agysériilés rontja a kozépsO agyi artéria (MCA) aramlas altal indukalt
konstriktor reakciojat, ami valdsziniileg a TBI CYP450 4A miikddés sériilése miatt jon

l1étre. Ugyanakkor a konstriktor prosztaglandinok a TP receptorok csokkent érzékenysége

miatt, jelentdsen csokken az aramlas éltal indukalt konstriktor valasz.
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Eredményeink szerint:

Traumas agysériilés utan az izolalt kozéps6 agyi artériaban (MCA)-ban:

1.

2
3.
4

Csokkent a nyomas-indukalta miogén tonus

Csokkent az intraluminalis aramlas okozta konstrikcio

Csokkent az arachidonsav (AA) okozta dilatacio és konstrikcio

Csokkent a 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE) altal kivaltott konstrikcio
mértéke

Csokkent a thromboxan-prosztanoid TP receptorok érzékenysége a stabil

prosztanoid analogra (U46619).
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SUMMARY

Abstract: (1) Background: Traumatic brain injury (TBI) frequently occurs worldwide,
resulting in high morbidity and mortality. Here, we hypothesized that TBI impairs an
autoregulatory mechanism, namely the flow-induced constriction of isolated rat middle
cerebral arteries (MCAS).

(2) Methods: TBI was induced in anaesthetized rats by weight drop model, and
then MCAs were isolated and transferred into a pressure-flow chamber. The internal
diameter was measured by a video-microscopy.

(3) Results: In MCAs from intact rats, increases in flow and pressure + flow
elicited constrictions (—26 + 1.9 um and —52 + 2.8 pm, p < 0.05, which were significantly
reduced after TBI or in the presence of thromboxane-prostanoid (TP receptor) antagonist
SQ 29,548. Flow-induced constrictions were significantly reduced by HET0016, inhibitor
of cytochrome P450 4A (CYP450 4A). Arachidonic acid, (AA, 107 M), and CYP450 4A
metabolite 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) elicited constrictions of intact
MCA (=26 £ 2.3% and —31 + 3.6%), which were significantly reduced after TBI (to 11 +
1.3% and —16 +2.5%). The TP receptor agonist U46619 (10~ M) elicited substantial
constrictions of MCA from intact rats (=21 + 3.3%), which were also significantly
reduced, after TBI (to —16 + 2.4%)).

(4) Conclusions: Flow-induced constrictor response of MCA is significantly and
substantially impaired by traumatic brain injury, likely due to the reduced ability of
cytochrome P450 4A to convert arachidonic acid to constrictor prostaglandins and the
mitigated sensitivity of thromboxane-prostanoid receptors.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni témavezetomnek, dr. Koller
Akos Professzor Urnak. Lelkesedése és tamogatasa meggy6zott arrol, hogy érdemes
mindig rendiiletleniil dolgozni. K6szonom, hogy minden, az évek soran szembejovo
akadaly ellenére mindig volt ideje és tiirelme ram, valamint megnyugtatdéan segitett
atvészelni a legnehezebb iddszakokat is. K6szoném, hogy nem csak szakmailag, hanem
emberileg is mindig szdmithattam ra és még kiilfoldon is segitette minden elképzelhetd

modon a kint tartozkodasomat.

Ko6sz6nom elsé TDK témavezetémnek, Dr. Foldvari-Nagy Laszloné Dr. Lenti
Katalinnak, hogy kivalé élettan eldadasaival megszerettette velem a keringési rendszer
miikodését. Koszonom dr. Dong Sun Professzor Urnak, hogy fogadott a NYMC
intézetében igy volt lehetdéségem kiilfoldon tanulni és a laborjaban gyakorolni a

mikroerek specialis preparalasat mellyel megalapozta a PhD munkéamat.

Koszondm volt, és jelenlegi munkatarsaimnak az egylittmikodését, hiszen a
munkijuk nélkiil biztosan nem johettek volna létre e dolgozat alapjaul szolgald
kozlemények. Kiilon koszonom dr. Toth Péternek, a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem,
Transzlacios Medicina Intézet, Cerebrovaszkuléris laborvezetdjének értékes szakmai
tanacsai és kisérleti munkéban vald tadmogatasa nélkiil e tudoményos munka nem

valésulhatott volna meg.

Munkam soran értékes elméleti és gyakorlati segitségemre volt dr. Szarka
Nikolett, akinek halaval tartozom. Az experimentalis mérések soran Dr. Amrein Krisztina
precizitasa és pontossaga garantdlta az eredményességet, melyet eziton is kdszonok.
Koszonettel tartozom Cser Agnesnek és Visnyei Tiindének a labor munkéban és a PhD
iigyeim intézésében nyujtott segitségiikért. Koszondm minden szerzOtarsamnak a

publikélasban val6 hozzajarulasat.

K06sz6ndm az intézeti vita opponensemnek, dr. Nadasy Gyorgy professzor urnak,
hogy értékes tandcsaival és megjegyzéseivel segitette a dolgozat végleges valtozatanak

elkészitését.
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Végiil pedig koszondm a csalddom ¢€s a bardtaim bizalmat és tdmogatasat.
Koszondm sziileimnek és nagysziileimnek, hogy egész életiikben probaltak tobbre és
jobbra késztetni és anyagilag is mindig segitették tanulmanyaimat. Koszonom a
férjemnek, dr. Poloskei Gergelynek, hogy folyamatosan készen allt dldozatot hozni azért,
hogy annyit dolgozhassak amennyit a kutatdéi munka igényelt és mindig maradt energiaja
arra is, hogy az abraim elkészitésében is segitsen. Kdszondm neki, és a sziileinek, hogy a

doktori disszertaci6 irasa alatt Oriasi részt vallaltak a gyermekiink nevelésébdl.
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