Bevezeté tajékoztatas

( 1) 2003 elején az eredeti témavezetd, Dr. Komjati Katalin Egyesilt Allamokbeli
tanulméanyutja soran férjhez ment. Az OTKA Bizottsdg Endkéhez irt levelében jelezte ezt
a korulményt és azt, hogy nem kivan hazatérni. Egyuttal kerelmezte, hogy a téma
vezetését az abban addig térs-kutatoként szerepld Dr. Sandor Peéter egyetemi tanar
vehesse at.

Az OTKA Operativ Bizottsaga az OB EInok javaslatiara a kérést engedélyezte,
kilonos tekintettel arra a kortlmeényre, hogy a kutatomunkaban résztvevd harom Ph.D.
hallgatd (Dr. Lacza Zsombor, Dr. Erdds Benedek, Dr. Lenzser Gabor) kutatasainak
anyagi fedezetét is ezen OTKA Altal timogatott palyazat jelentette.

Dr. Séandor Péter a kutatdsi téma folytatdsdt és a harom Ph.D. hallgato
témavezetését vallalta.

(2.) A kutatasi idészakban, 2002-2006 kozétt Dr. Lacza Zsombor és Dr. Erdés Benedek
Ph.D. fokozatot szerzett, Dr. Lenzsér Gabor Ph.D. értekezése munkahelyi vita el6tt all.

(3.) A Kkutatas kezdete 6ta megjelent publikacidk dsszesité adatai:
folydirat kozlemény: 29 ( 6sszesitett IF: 111,06 )
konyvfejezet: 4
jelentésebb el6adas kivonat: 34

(4.) A zérdjelentésben az eredmények ismertetésekor a publikéaciokra valo hivatkozasok
az egyes vizsgalt témakorok cimei utan, zarojelben talalhatok. Az egyes szdmok a
zardjelentéshez tartozé kozleményjegyzék sorszamai. A folyoiratcikkeket "F" jelzéssel, a
konyvfejezeteket "K" jelzéssel, az eléadas kivonatokat "A" jelzéssel lattuk el.

A kutatasi eredmények rovid ismertetése, a vizsgalt kérdések témakorei szerinti
csoportositasban

Axon, oligodendrocyta serilések vizsgalata vérzeses és ischemiés allapotokban (1K)

Az agy Kkortikalis és szubkortikalis szirke allomanyanak kilonbdz6 pathologias
allapotokban bekovetkez6 sériillésehez képest az ugyanezen allapotokban bekovetkez6
fehér Aallomanybeli valtozdsok vizsgélata igen hidnyos. Az axonokat, vagy
oligodendrocytakat érint6 sérilések kerdésével kapcsolatos keves irodalmi adat is
ellentmondasos. Feltételeztiik, hogy az ellentmondasok oka az, hogy az agyi ischemiat
koveté valtozasok vizsgalatara hasznélt két klasszikus &llatkisérletes modell: az art.



VA

felvezetéses Longa f. modell, - melyeket széles koérben azonos hatdsunak tartanak, -
valdjaban mas-maés terileteken hoznak létre karosodasokat. Ha feltételezésiink igaz, a
kétféle modellen végzett kisérletek eredményeit nem volna szabad 6sszehasonlitani.

Patkanyokon végzett kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a Tamura és a Longa féle
eljaréssal letrehozott stroke képe sem anatomiai, sem immunhisztologiai képeben nem
azonos. A fehér allomanyban a Longa f. modellben a ventralis caps. interna, medialis
kdzépagyi koteg, commissura antteriorban mindig szignifikdns aramlascsokkenés volt
megfigyelhet, - ugyanez sosem kdvetkezett be a Tamura modell alkalmazasa soran. A
rostralis caps. externa es a cingulum teriletén mindkét modell kismértéki, de
statisztikailag jelentés aramlascsokkenést okozott. A sziirke allomany tertletén is nagyok
a kilonbségek: a Longa f. modell mindig szignifikdnsan csokkentette az ipsilateralis n.
accumbens, a hypothalamus és a globus pallidus véraramlasat, - ugyanezen teriileteken a
Tamura modell egyaltalan nem okozott szignifikans véraramlas valtozast. A n. caudatus
teriiletén - melyet gazdagon atszének a fehérallomanyi rostok - mindig sulyosabb volt a
Longa modell alkalmazésa soran az aramlascsokkenés, mint a Tamura modellben.

A kétféle modell altal Iétrehozott axonsériilés pathologiai képét APP (amyloid precursor
protein) immunhisztologiai eljarassal hataroztuk meg. Az APP pathologias megjelenése
teljes mértékben korrelalt a véraramlas észlelt képével.

Hangsulyozni kell, hogy a perikarialis sertilések nagysadga megegyezett, ha azt az
altalanosan hasznalt metodikéakkal (H+E, TTC) analizaltuk.

Eredményeink alapjan jelentésen modositani kell az anti-ischemias szerek vizsgélatara
hasznalatos, megszokott eljarasokat, illetve azok értékelési methodikajat.

Veérzéses es ischemias allapotok hatasanak vizsgalata az agykéreg ereinek faldban
végbemené molekularbiologiai folyamatokra, a vér-agy gat strukturdjara eés
atereszté képességére (7K, 58F, 60F, 13A, 16A, 34A, 35A)

Altatott patkanyokon vizsgaltuk, milyen hatasa van standardizalt vérzéses shock
kompenzalt, illetve dekompenzalt fazisdban az agykérgi mikroerek faldnak fehérje
expressziojara. A shockot veéreztetéssel, az allatok art. nyomasanak 40 Hgmme-ra valo
csokkentésével hoztuk létre. Dekompenzéltnak tekintettlik az allapotot, amikor az allatok
art. nyomasa ugyan valtozatlanul 40 Hgmme-en maradt, de ahhoz, hogy ezt a nyomast fenn
tudjék tartani, mar elvesztett verik felét visszavették a vér-reservoirbol. Eredmeényeink
szerint a shock kompenzalt fazisaban a vér-agy gat transzmembran atereszté képessége
még valtozatlan. A dekompenzalt fazis elején meg ugyanezt latjuk, azonban ekkor (mar
20 perces, 30 Hgmm-re tortént véreztetés utan) a paracellularis ateresztoképesség
szignifikdnsan n6. Megéllapitottuk, hogy ezen allapot kialakulasaban alapvet6 alapvetd
szerepe van a transmembran tight junction protein occludin és a transmembran adherens
junction protein cadherin expresszié csokkenésének.



A vér-agygat permanens globalis ischemia hatdsara bekdvetkezé funkciondlis és
strukturalis véaltozasait szintén altatott him Wistar patkdnyokon vizsgaltuk. A globélis
agyi ischemit a kétoldali art. carotis 20 perces leszoritsaval es az art. nyomas egyideju,
azonos iddtartamu csokkentésével (50 Hgmmre valo veéreztetéssel) hoztuk létre. Az
ischemia mertékét az agyi véraramlés laser-Doppler technikaval torténé folyamatos
mérésével hatdroztuk meg. A vér-agy gat kontroll allatokhoz viszonyitott
mikodoképesseget  (permeabilitas  valtozasait) kétféle modszerrel vizsgéltuk: a
paracellularis extravasatiot i.v. adott NA-fluoreszceinnel, a transzendothelialis
permeabilitast i.v. Evans kékkel. A vér-agy géat strukturalis valtozasainak vizsgélatat a
szoros sejtkapcsolatokat biztosito junctionalis fehérjék mennyiségének meghatarozasaval
végeztik, agykergi mikroér izolatumban, Western-blott analizissel. Eredményeink szerint
a corticalis veraramlas 80%-o0s csokkenése mellett a transzendothelialis extravazéacio nem
valtozott, ugyanakkor a paracelluléris ateresztoképesseg szignifikdnsan nétt és az
ischemias agybdl izolalt kapillarisokban a "tight junction"-t alkotd fehérjék kozul az
occludin szintje szignifikansan csokkent. Ez arra utal, hogy a vér-agy gat mar 20 perces
globalis agyi ischemidban megnyilik és ebben elsésorban a paracellularis
ateresztokepesség novekedese jatszik szerepet, melynek hatterében viszont a csokkent
occludin expresszio lehet fontos tényezé.

Kisérleteink egy tovabbi csoportjaban a mitochondrialis K* csatornaknak a vér-agy gat
muikodéseben jatszott szerepét vizsgaltuk agyi ischemia es reperfuzio allapotaban .
Altatott patkdnyokon és azok agyi endothelsejt kulturgjan a K* csatorna nyité diazoxid
alkalmazéasaval elsoként igazoltuk, hogy (1) a K" csatorna nyitasa (diazoxid elokezelés)
szignifikdnsan csokkenti a vér-agy gat ateresztéképességének ischemia/reperfuzio soran
megfigyelhet6 fokozodésat, (2) a diazoxid - endothelsejt kulturdn — depolarizalja a
mitochondriumok membrénjat. Ez utébbi koérilmény a diazoxid kozvetlen, endothelialis
mitochondriumokra gyakorolt hatasara utal.

A Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) enzim jelentésége a diabeteszes,
kardiovaszkularis és kozponti idegrendszeri ischemias sérilésekben és a természetes
dregedés folyaman ( 19F, 20F, 24F, 29F, 46F, 66F, 9A, 10A, 11A,12A)

A szabadgyokok szdmos pathologiai folyamatban, ( diabetes, gyulladdsos folyamatok,
ischamias korképek ), valamint a természetes dregedés soran roncsol6 hatast gyakorolnak
a legkulonbozobb sejttipusokra ( endothelsejtek, sziv- és simaizomsejtek, neuronok).
Hatasuk a sejt egyik legérzékenyebb pontjan, a sejtmagban éveényesil, ahol a DNS
szerkezete séril, a szabalyos kettds spiral toredezik. Erre a szignélra azonnal aktivalédnak
olyan DNS- karosodasokat korrigalo enzimek, mint pl. a PARP. Az enzim mikddése
azonban rendkivll energiaigényes es aktivitdsa sordn teljesen felélheti az amugy is
csokkent energiaellatas (-pl. ischaemias sejt) energiakészletét es ez altal sejtnekrozist hoz
létre.



Kisérleteink sordn a PARP enzim tulmiikddése &ltal okozott kardiovaszkularis és
kozponti idegrendszeri karosodasok lehetséges mechanizmusait vizsgaltuk ot
kisérletes modell allapotban:

1 kdzponti idegrendszeri ischaemiaban - fokalis stroke modellben, patkanyon
2 krénikus ischaemias szivelégtelenségben, patkanyon

3 humén diabéteszes microangiopathidban (szemikvantitativ médszerrel)

4 termeészetes dregedés soran, patkanyon

5 postischemias vér-agy gat zavar allapotaban, patkanyon

A specifikus szabadgyokok (ONOO) felszaporodasat, valamint a szabadgyok karosito
hatast korrigalni igyekvé PARP enzim aktivalddasat valamennyi Kisérleti protokollban
immunhisztokémiai modszerekkel igazoltuk. Eredmények:

(1) Intralumindlis fonal-modell segitségével tranziens, fokalis agyi ischaemiéat
hoztunk létre Spraque-Dawley patkanyokon. A modellben két anyag, a peroxynitrit
kialakulast katalizal6 FP 15, valamint a PARP enzim gatl6 INO 1001 ischemias agyra
gyakorolt hatdsat vizsgéltuk. Az altalunk alkalmazott stroke modellben az FP 15
hatastalannak bizonyult. A PARP enzim gatlo6 INO 1001 adagolasa azonban az
infarctusos terulet nagysadganak 84%-os csokkenését okozta, - mind a szurkeallomanyi
(TTC), mind a fehéralloméanyi sérulés (APP) nagysagat szignifikansan csokkentette. A
morfologiai valtozdsokkal parhuzamosan javitotta az ischemia okozta neurologiai
tlneteket is. A "terapiés ablak" 6 draban volt meghatarozhat6. INO 1001 adagolésa utan a
PAR festédesek szignifikdns csokkenését és a NT festés valtozatlan voltat
immunohisztokémiai technikaval igazoltuk.

(2) A PARP blokkol6 PJ 34 adagolasa patkanyokon, a bal oldali artéria
coronaria leszalld6 aganak kroénikus lekotesevel létrehozott infarctus modellen
szignifikansan javitotta a sziv bal kamra funkciojat. A bal kamra funci6 valtozasain kivdl
immunhisztokémiai maddszerekkel igazolni tudtuk, hogy bar a PJ 34 kezelés nem
valtozatott a nitrogén eredet1 szabadgyoktermelés mértékén, a szivfunkcio javuldsaval
parhuzamosan a PAR pozitivan jel6l16d6 sejtmagvak szama szignifikansan csokkent. Ez a
megfigyelés valoszinusiti a PARP mechanizmus szerepét a kronikus szivelegtelenség
pathomechanizmuséban.

(3) 2-es tipusu diabetesben szenvedé betegekbdl szarmazd szévetmintakban,
azok immunhisztokemiai analizisével igazolni tudtuk a PARP aktivacio jelent6s mérteki
fokozodasat a bor mikroerek endothelsejtjeiben. Ezt igazolni lehetett olyan magas
rizikdju vizsgélati csoport szévetmintdiban is, ahol az alanyok sziilei 2-es tipusu
diabetesben szenvedtek. Ez a korilmeny felveti a PARP patomechanizmus jelentéségét a
diabeteses mikrovacularis karosodasok kialakulasaban.

(4) Természetes Oregedés soran, idés patkanyokon igazoltuk a reaktiv oxigén-
és nitrogén eredeti szabadgyokok felhalmozodasat, és az altaluk indukalt PARP
aktivalodast. Ezen vizsgalatok sordn 22 hénapos allatok ereinek kontrakcids, illetve
endothelfiiggé és endothel-fliggetlen relaxacios képességét tanulmanyoztuk izolalt
aortagyarikon. Mig a kontakcids, és endotheltsl fliggetlen relaxacios aktivitas az
Oregedes soran nem valtozott, az endothelfiiggé relaxacio szignifikdnsan csokkent. Ezt a
csokkenést a PARP blokkol6 PJ34 adagolasaval teljesen vissza lehetett forditani.



Kisérleteink egy tovabbi részeében fokalis agyi ischemias patkanyokon vizsgaltuk: milyen
hataisa van az INO 1001 PARP gatlonak az apoptosis-inducing-factor (AIF)
expressziojara, illetve transzlokacidjara? Az AIF flavoprotein, mely fiziologiasan a
mitochondriumokban expresszalodik, neurondlis karosodasok soran transzlokalodik a
sejtmagba. Eredményeink arra utalnak, hogy a PARP enzim gatlasa az Altalunk
alkalmazott ddzisban eés patkdny modellben statisztikailag jelentés mertékben gatolta az
AIF stroke folyamén kialakulé transzlokacios folyamatat.

(5) Post-ischemias vér-agy gat zavar allapotadban, patkanyokon (a carotisok 20
perces lekotését es az artérids nyomas egyideji, 45-50 Hgmme-ra tortént csokkentését
kovetéen vizsgéltuk, milyen hatdsa van a PARP enzim PJ34-el tortén6 specifikus
bénitasanak ( N-(6-oxo-5,6-dihydrophenanthridin-2-yl)-N, N-dimethylacetamid.HCI, 10
mg/kg, i.v.). Eredményeink: A PARP bénitdsa (1) jelentésen csokkentette a vér-agy gat
ischemia sorédn kialakult ateresztoképesség fokozodasat, (2) csokkentette az agyddémat,
(3) csokkentette az agykéreg neutrofil infiltracidjat (4) csokkentette az agyi kapillarisok
endothel sejtjei kdzotti postischemias occludin veszteseget. Mindez arra utal, hogy a
PARP enzimnek szignifikans szerepe lehet az agyi keringészavarok kialakulasaban

Neurdlis tenyezok és szomatikus fajdalomingerek hatdsa az agyi erek CO2-
érzékenysegeére és a regionalis agyi véraramlésra (21K, 64K, 61F, 25F, 36F, 67F)

Altatott, lelegeztetett macskakon végzett kisérleteinkben jelzett mikroszfér technikéval
vizsgaltuk, van-e szerepe az opioid peptiderg idegeknek, illetve az ezek axon
termilalisairol felszabadulé endogén opioidoknak az agyi és gerincveléi erek CO2-
szenzitivitasdra 1/ normotensios allapotban és 2/ vérzeses hypotensio két kilonbozE
szintjen, 80 Hgmm-es és 40 Hgmm-es szisztemas artériass nyomas mellett.
Vizsgalatainkat 10 jol definialt agyi ill. gerincvel6i régidban végeztik. A CO2-
szenzitivitast megfelel6 gazkeverekek segitségével vizsgaltuk, melyek belélegeztetésével
normoxias, de egylttal vagy normokapnids, vagy hypokapnids, vagy hyperkapnias
allapotokat tudtunk letrehozni. A széndioxid-érzekenység fokanak megallapitasa celjabdl
az art. PaCO2 értekek fuggvényeben abrazoltuk az egyes regidkban mért aramlas
értékeket, a kapott pontokra szamitogeppel illesztettiik a legjobban illeszked6 regresszids
egyenest, és ezek meredekségét megfelel6 program segitségével hasonlitottuk 6ssze. Az
opiat receptorok bénitasa 1.0 mg/kg i.v. adott naloxonnal tortént.

Eredmeényeink szerint normotenziv allatokon az opiat receptorok generalizélt bénitasa
nem okozott valtozast az egyes vizsgalt agyi regiok CO2-érzékenységében. 80 Hgmm-es
hypotenzidban altalanosan csokkent minden regio CO2-érzékenysége, de ezt a naloxon
adasa szintén nem befolyasolta. 40 Hg-mm-es, stlyos hypotenzio sordn azonban nemcsak
tovabb csokkent minden regio CO2-érzékenysége, hanem egy eddig ismeretlen jelenséget
sikerlilt megfigyelnink: ~ CO2 hatdsara az agyi véraramlas nem nétt, hanem
szignifikdnsan csokkent. Ez arra utal, hogy az endogen opioidok ugyan sem
normotensioban, sem kisfoku hypotensioban nem mddositjak az agyi erek CO2 iranti



érzékenysegeét, - sulyos hypotensioban azonban szerepet jatszhatnak a CO2-érzékenység
megorzésében.

A nem fajdalmas szomatikus ingerek centralis neuronokat aktivalé hatdsa es az ezt koveto
anyagcsere es veraramlas fokozddas kérdése ltalanosan ismert, - a szomatikus eredeti
fajdalomingerek regiondlis agyi vararamlasra (rCBF) gyakorolt hatasa ezzel
szemben még mindig tisztazatlan. Vizsgalataink soran altatott, |élegeztetett, vérgaz
stabilizalt patkanyokon vizsgaltuk, milyen hatasa van a n. ischiadicus fajdalmas
elektromos ingerrel tortén(E stimulélasanak a somatosensoros cortex és a fajdalomérzés
palydjanak nagy relay-magja, a thalamus lokalis véraramlasara. Az vizsgalt teruletek
celluléris aktivalddasanak meghatarozasa a c-fos expressio mérésével tortént.
Eredmeényeink szerint az ischiadicus ingerlés sorén a cortex tertletén 47%-al, a thalamus
tertleten 44%-al nott a lokalis véraramlés, az art. nyomas szimultan 35%-o0s emelkedése
mellett. Az aramlasnovekedést azonban nem a nyomasemelkedés okozta, mert ugyanilyen
nyoméasemelkedés i. art. vér injekcidjaval nem okozott hasonld aramlésvaltozasokat.
Szimpatikus a-receptorok, opiat-receptorok, cyclooxygenase bénitasa nem véltoztatta
meg ezt a képet, - de az ATP-szenzitiv kaliumcsatornak , vagy szimpatikus -receptorok
bénitasaval az aramlasnovekedes kikapcsolhaté volt. (NO-blokkoloval csak a thalamus
veraramlas-fokozodasat lehetett meggatolni). Eredményeink arra utalnak, hogy fajdalmas
ingerlés soran az agyi vérdramlas vazokonstriktor autoregulacios es specifikus
vazodilatdtor mechanizmusok segitségével alkalmazkodik a megndvekedett lokalis
neuralis aktivitdshoz, mely mechanizmusokban szerepe van a szimpatikus f-
receptoroknek, az ATP szenzitiv K csatornaknak és a nitrogén monoxid release-nek.

Kisérleteink egy tovabbi, altatott patkdnyokon végzett csoportjdban azt a kérdést
vizsgéltuk: hogyan valtozik a teljes agyi vértérfogat (gCBV) a n. ischiadicus C-
rostjainak fajdalmas paraméterekkel torténé ingerlése soran? Ezt a paramétert —
méltanytalanul — némileg elhanyagoljdk az agyi keringési kutatasok. A gCBV ugyanis
egyszerre ad tajékoztatast az agyi artérias, arteriolds, kapillaris-, és vénas keringés
aktualis allapotéardl. Ezekben a kisérletekben a teljes agyi vértérfogat szilikon fotddiodas
modszerrel tortént folyamatos mérése mellett mintavételszertien ellenériztik azt, hogyan
valtozik a gCVB-vel egyidejileg a hypothalamus véraramlasa. Elséként irtuk le azt a
jelenséget, hogy mig a szomatikus fajdalomingerek hatasara szignifikansan né az arterias
nyomas és a regionalis agyi (hypothalamikus) véraramlas, addig a teljes agyi vértérfogat
valtozatlan marad. Ennek oka ismeretlen, de nem lehet kizarni azt a lehetéseget, hogy az
agyi véraramlas autoregulaciéjahoz hasonldan Iéteznek olyan mechanizmusok is, amelyek
a teljes agyi vértérfogat autoregulaciojat biztositjak.

Endothel sejtek, ioncsatorndk szerepe az agyi keringés szabalyozasaban fiziologias
és pathologiés allapotokban (K1, 14F, 22F, 23F, 37F, 42A, 53A)

A kdzponti idegrendszerben a bradykinin (BK) nemcsak az 6démaképzédés f6 mediatora,
de az agyi artériak igen hatasos dilatatora is. A mechanizmus azonban, mely az arteridk



tdgulatdhoz vezet még ismeretlen. Kisérleteinkben a topikalisan agyfelszinre juttatott
bradykinin agyi keringésere gyakorolt hatasait vizsgaltuk ujszulétt malacokon. Az
NO és prostanoid hatdsok Kkizardsa céljabol valamennyi Kkisérletet L-NAME és

indomethacid elkezelésben végeztilk. Célunk a K* csatornak és az EDHF szerepének
vizsgalata volt a bradykinin okozta vazodilatacidban.

Eredmeényeink szerint a topikalisan adott BK 62%-0s vazodilataciot valtott ki a pialis
erekben, - ezt a dilataciot az endothelium karositasa és a BK2 receptor antagonista HOE-
140 kikapcsolta. Western blottal kimutathato volt a BK2 receptorok jelenléte a cortexben
és a pialis érfalban. Cytochrom P-450 antagonistaval, lipoxigenaz inhibitorpkkal ugyanezt

nem lehetett elérni. A H202 scavanger katalazzal és az ATP szenzitiv K* csatorna

bénito glibenclamiddal a BK dilatator hatasat meg lehetett sziintetni.
Eredényeink alapjan feltételezzik, hogy a BK-indukalt, nem NO és nem prostanoid
dependens pialis vazodilataciét H202 medialja, BK2 receptorokon keresztul, ATP

dependens K* csatornak nyitasaval.

Him Wistar patkanyokon vizsgaltuk a mitochondrialis ATP-szenzitiv K+ csatorna
nyit6 diazoxid (D1Z) hatasat a 90 perces, MCA occlusioval Iétrehozott iscemias agyi
sejtkarosodasra. A DIZ 15 perccel az MCAO elétt kertlt beadasra, oldalsé agykamraba
adott infusioval. A neurologiai "score™" az ishemia kialakitasa utan 24 o6raval szignifikans
javulast mutatott a kontrollokhoz képest. Az infarctus volumene a kontrollok 41.9%-0s
értékével szemben 20.9%-ra csokkent. A neuroprotectiv hatds a cortexen Kivil a basalis
ganglionokban is megfigyelhet6 volt. A DIZ ezen protektiv hatdsai teljesen kivédhetok
voltak a szelektiv mitochondrialis Katp blokkold 5-HD segitségével. Az izolalt agyi
mitochondriumok fluorescens imaging technikaval torténd vizsgalataval bizonyithatd
volt, hogy a DIZ csokkentette a membran potencidlt. Western blottal az agyi
mitochondriumokban "inwardly rectifying” kalium csatornak jelenléte volt kimutathato.
Eredményeink arra utalnak, hogy a mitochondrialis Kap csatornék szelektiv nyitasanak
neuroprotektiv hatasa van az ischemia-reperfusios karosodasokkal szemben.

Az agykeéregben lejatszodo, sokat tanulmanyozott agykérgi "spreading depression™ (CSD)
jelenség szerepet jatszhat a migrén kialakulasaban, de feltételezik, hogy szerepet jatszik
az ischemias stroke és az agyi traumakat koveté korképek kialakuldsaban is.
Kisérleteinkben azt a kérdést vizsgaltuk, felelésse teheték-e endothelium mediélt
vazodilataciés mechanizmusok abban a corticalis hyperemidban, mely a spreading
depression (SD) folyaman alakul Ki.

Kisérleteinket patkanyokon végeztiik, hdromféle megkdzelitésben. 1.: az endothelialis
vazodilatacios utak gatlasat kdvetéen (cyclooxygenase gatlas indomethacinnal, NO-
szintdz gatlasa L-NAME-val, cytochrom P-450 epoxygendz gatlasa miconazollal). 2.:
akat farmakologiai endothel karositas phorbol 12,13dibutyrat-tal. 3: kronikus
endothelium kérositas diétaval kialakitott inzulin rezisztens allatok létrehozasaval. Az
agyi véraramlads meérése laser-Doppler technikaval tortént. A CSD-t kalium Kklorid
topikalis alkalmazésaval valtottuk ki.

Eredmeényeink szerint az endothelium dependens vazodilatacio bénitasa egyik
alkalmazott mddszerrel sem befolyasolta a CDS sorén kialakuld agykergi hyperemiat.



Ezért ezen eredmények alatamasztjak azt a véleményiinket, hogy a CDS soran kialakul6
kérgi ertadgulat és véraramlas fokozddas mechanizmusaban az endothelium &ltal mediélt
mechanizmusoknak nagy valdsziniiséggel nincs jelentés szerepe..

A nitrogén monoxid szintaz (NOS), a hem oxigendz és ciklooxigenaz (COX)
reakcioutak szerepe az agyi véraramlas szabalyozasaban (27F, 30F, 49F, 62F, 65F,
3A, 8A, 15A, 18A, 21A, 26A, 28A, 31A, 32A, 33A, 41A, 43A, 44A, 45A, 47A, 48A,
50A, 51A, 52A, 54A, 55A, 57A, 59A, 60A)

Az agyi véraramlas oszcillacidja szamos fiziologids és pathologids allapotban
megfigyelheto és jelentésen befolyasolhatja az agyi anyagcsere viszonyokat. Korébbi "in
vivo" vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy az NO szintézis gatlasaval az oszcillacio
kivalthatd, - de ennek mechanizmusa még tisztazatlan. Tovabbi kisérleteink soran izolalt
arteria cerebri media szegmenteken megfigyeltik, hogy a vazomaécié NO-blokaddal vald
kivaltasa a thromboxan-ut aktivaciojaval kapcsolatos. Ezért tisztazni kivantuk, hogy "in
vivo" korllmények kozott milyen hatdsa van a thromboxan receptor antagonista U-
46619-nek az oszcillaciok kialakulasara normal- és csokkent NO-szintézis allapotaban.
Altatott, spontdn 1égz6, normoxias-normokapnids patkanyokon laser-Doppler (LD)
technikaval folyamatosan mértik a kéreg véraramlasat mindkét oldali hemispheriumban.
Az LD regisztratum 5 perces szegmentumait értékeltiik az U-46619 i.v. adésa elétt és 20
perccel azt kdvetéen. A Kisérletek kesobbi szakaszaban, 75 perccel az U-46619 adasa
elétt adott i.v. L-NAME-el NOS blokéadot hoztunk létre. Az LD aramlas frekvenciajat és
korrespondalo amplitudojat Fourier analizissel vizsgaltuk. Eredményeink szerint steady
state nyugalmi allapotban az LD flow nagyon alacsony frekvenciaju oszcillaciot mutatott.
A thromboxan antagonista adasat kovetéen sem a frekvencia, sem az amplitudo nem
valtozott. NOS blokadot kovetéen - ahogy ez varhato volt, - nétt az arterias nyomas és
szignifikansan csokkent az LD flow. Ugyanakkor alacsony frekvenciuaju és amplitudoju
oszcillacio alakult ki. Ezt kovetéen adott U-46619 hatdsara nem valtozott jelentésen az
LD flow és annak frekvenciaja, de szignifikdnsan nétt az oszcillaciok amplitudoja.
Eredményeink arra utalnak, hogy a thromboxan receptoroknak fiziologias korilmények
kozott ugyan nincs jelentds szerepe az oszcillaciok létrejottében, nitrogén monoxid
hiany kialakuldsat kovetéen azonban szignifikans szerepet jatszanak ebben a
folyamatban. Ez azt jelentheti, hogy ez a mechanizmus jelentésen befolyasolhatja az agy
perfuziojat és anyagcsere-viszonyait olyan pathologids allapotokban, melyek csokkent
NO produkcioval és vérlemez aktivacioval jarnak.

A hem-oxigenaz (HO) Aaltal medialt hem bomlas egészséges szervezetben is
folyamatos szénmonoxid (CO) termelédéssel jar. A CO és a nitrogén monoxid (NO)
sok szempontbdl mutat hasonlésagokat, pl. mindkett6 szerepelhet neurotranszmitterként a
kdzponti- és periférias idegrendszerben, mindketté endothelium eredetii relaxalo faktor
az erekben. Kisérleteinkben altatott patkanyokon azt vizsgaltuk: 1. hogyan befolyasolja az
endogén CO az agy (hypothalamus) nyugalmi véraramldsat, 2. kimutathaté-e a
cerebrovaszkularis rendszerben kolcsonhatas a hem-oxigendz-CO mechanizmus és az L-
arginin-NO mechanizmus kozott?



A hem-oxigenaz gatlo cink deuteroporphyrin 2,2-bis glikol (ZnDPBG) intraperitonealis
adasat kovetéen nem valtozott meg a hypothalamus laser-Doppler technik&val mért
véradramlasa, ugyanakkor viszont 67%-al nétt a hypothalamus NO-szintdz aktivitésa,
mikozben a cerebrospinélis folyadék cGMP koncentracidja is valtozatlan maradt. Az NO-
szintaz bénitasat kdvetéen a csokkent a hypothalamus aramlasa és ezt még tovabbi 22%-
al csokkentette a ZnDPBG adésaval letrehozott hem-oxigenaz gatlas.

Eredmeényeink arra utalnak, hogy az endogén szénmonoxid szignifikansan befolyasolhatja
az agyi keringési viszonyokat minden olyan pathologias allapotban, amelyben csokken az
NO szintézis.

A nitrogén monoxid (NO), szemben a legtdébb prostanoiddal, szerepet jatszik a
coronariak nyugalmi veraramlasanak fenntartasaban is. Amikor azonban endothel sériilés,
vagy csOkkent NO-szintézis jon létre, né az egyéb vazodilatator mechanizmusok
jelentésége.

Kisérleteinkben  azt  vizsgaltuk, Kkimutathatok-e izolalt patkanysziven
kolcsonhatasok az L-arginin-NO rendszer és a prosztanoid rendszerek kozott? A
coronaria véraramlasat és a sziv munkavégzését standardizalt Langendorff perfuziés
prepardtumon vizsgaltuk. Indomethacin nem valtoztatta meg a coronaridk véraramlasat, -
NO blokadd (L-NA) ugyanakkor szignifikansan csokkentette azt. Indomethacin
jelenlétében az L-NA még jelentésebben redukalta a coronaria aramlast. Sem az L-NA,
sem az indomethacin nem véltoztatta meg a sziv munkavégzését ha kuldn-kilon
alkalmaztuk o6ket, - de egyittes adasuk esetén ez a paraméter 45%-al csokkent. (A
szivfrekvencia a kisérlet soran nem valtozott, és nem kilénbdz6tt szignifikansan az egyes
kisérleti csoportokban). A szivbél elfolyd folyadék prostacyclin tartalma szignifikdnsan
magasabb volt az NOS blokkolt allatok esetében.

Eredményeink arra utalnak, hogy abban az esetben, ha csokken a coronaridk NO szintje,
az érténus fenntartdséban a prostacyclin veszi at a f6 szerepet.

Az NO szintdz neuronalis izoformajanak (nNOS) jelenléte az astrocytdkban és a
neuronokban ugyanolyan jol dokumentalt, mint az agy perivaszkularis idegeiben és a
cerebrovaszkularis endotheliumban. A nNOS szerepe az agyi keringési rendszerben
azonban még tisztazatlan.

Kisérleteinkben rapidan elvéreztetett patkdnyokbol szarmazo basilaris arteria
szegmenteken vizsgaltuk a cerebrovaszkularis nNOS szerepét, olymodon hogy
0sszehasonlitottuk a specifikus nNOS gatlo 7-NINA és az aspecifikus, altalanos NOS
inhibitor L-NA érfali simaizomzatra gyakorolt hataséat.

Eredményeink szerint 7-NINA nem gyakorolt jelentés hatast a nyugalmi értoénusra, mig
L-NA er6s kontrakcidkat hozott létre. Bradykinin relaxans hatdsa L-NA jelenlétében
csokkent, 7-NINA jelenlétében nem valtozott. 7-NINA viszont jelentésen csokkentette az
acetylcholinnnal kivaltott, endothel fiiggé vazodilataciot.

Eredményeink arra utalnak, hogy az nNOS szignifikdnsan hozzajarul az acetylcholin
értagitd hatasahoz, - tehat ezen izoenzym a cerebrovaszkularis endothelium mikddésében
jelentés funkcionalis szerepet jatszik.

Az NO és az NO metabolizmus igen sokféleképpen involvalt a mitochondrialis
folyamatokban. Ezért nemcsak érdekesnek, de fontosnak is tartottuk vizsgalni azt a



kérdést: vajon képesek-e maguk a mitochondriumok is az NO produkciéra a
centralis neuronokban?

Egér agybdl izolalt mitochondriumokat NO szenzitiv fluorochrom diaminofluoresceinnel
(DAF) toltottink fel és flow cytometria analizist végeztink,- de sem NOS gatlo szerrel,
sem a NOS gének genetikai disruptiojaval nem lehetett a DAF fluoreszcenciat
csokkenteni, - viszont peroxynitrit scavagerek redukaltadk a fluoreszcenciat. Ez arra utal,
hogy a DAF szignal nem specfikus NO-ra. Clark-tipusu NO-szenzitiv elektroddal sem
lehetett az agyi mitochondriumokb6l NO release-t detektalni. A teljes agyi NOS
aktivitdsnak a mitochondrialis NOS aktivitas csak 1%-at tesz ki, - ez viszont letet
extramitochondrialis kontaminacio eredménye.

Eredményeink arra  utalnak, hogy az egér agysejtjeinek mitochondriumai nem
tartalmaznak NOS izoforméakat és NOS-dependens mechanizmusokon keresztil nem
termelnek nitrogén monoxidot.

Benyo vizsgalatai fenyt deritettek arra a fontos koriilményre, hogy az NO-szintaz enzim
bénitdsanak hatésa az agyi keringésben teljesen eltéré lehet aszerint, hogy a bénitas
akutan, vagy kronikusan tortént. Akat bénitas (i.v. L-NAME) drdmaian csokkenti a
hypothalamus véraramlasat, mig kronikus L-NAME itatast kovetéen ugyanezen regio
véraramlasa valtozatlan marad. Vizsgélataink soran megfigyelhet6 volt, hogy a krénikus
NOS blokéad sorén adott L-arginin infuzio jelentés hypothalamikus aramlasfokozodast
okoz, jelezve, hogy NO hidnyaban kompenzal6 vazodilatator mechanizmusok indulnak
be. Annak érdekében, hogy tisztdzzuk, szerepet jatszanak-e a vazodilatator
prosztanoidok ezekben a kompenzal6 mechanizmusokban, meghatéroztuk a
hypothalamus széveti COX mRNA és protein szintjeit, - de az ismert izoenzimek kozil
(COX-1, COX-2, COX-3) egyikeben sem jelentkezett upregulacio a kronikus NOS
blokad sorén. A vazodilatator posztanoid metabolitok (PGI12, PGE2, PGD2) szintje sem
emelkedett. A COX indomethacinnal tétént bénitasa (a diclofenac-al tortént bénitassal
ellentétben) kontroll allatokban csokkentette a hypothalamus véraramlasat, de egyik sem
valtoztatta meg a hypothalamus vararamlasat a kronikus NOS blokkolt allatokban. Ezen
eredmeényeink arra utalnak, hogy a hypothalamus véraramlasadnak kronikus NO géatlast
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jelentés szerepet.

Inzulin rezisztencia hatdsa az agyi erekre és az agyi keringésre ( 4F, 5F, 38F, 39F,
40F, 63F, 6A, 7TA)

Inzulin rezisztencia (IR) embereken bizonyitottan ndveli a stroke kialakulasénak
veszelyé,( sulyosabb kimenetel, lassibb gyogyulas, megnétt mortalitas). 1désebb
embereken az IR jelentds riziko faktor a demencia és az axondlis karosodasokkal tarsuld
Alzheimer kor szempontjabol. Az inzulin rezisztencianak az agyi vérkeringés szabalyzo
mechanizmusaira gyakorolt hatsa azonban, - a kérdés fontosséga ellenére - méig sem
tisztazott.



Kisérleteink egy részében fruktozzal taplalt inzulin rezisztens (IR) és kontroll
patkanyokbol izolalt arteria cerebri media szakaszok reakcidoképességét vizsgaltuk
"in vitro™ kortlmények kozoétt. A Na-nitroprussziddal kivalthato érvalasz a két csoport
erein azonosnak bizonyult. Ezzel szemben a bradykininnel (BK) vagy a kalcium ionofor
A23187-tel kivélthato endothelium dependens vazodilatacio sokkal kisebbnek bizonyult
az IR allatok erein, mint a kontrollokén. L-NAME csokkentette a kontrollok BK-indukalt
értdgulatat es teljesen megszintette ugyanezt az IR Allatok erein. Indomethacin
csokkentette a kontrollok ereinek BK indukalt vazodilataciojat, de hatdstalannak
bizonyult az IR &llatok erein. Kombinalt L-NAME és indomethacin kezelés (ugyanugy
mint az endothelium denudécidja) mindkét allatcsoport erein megsziintette a BK és az
A23187 altal indukalt vazodilataciot.

Eredmeényeink arra utalnak, hogy az IR allatok ereinek csokkent endothelium-figgé
vazodilatacidja elsésorban a cyclo-oxigenase &ltal medialt folyamatok kéarosodasanak a
kdvetkezménye. Az NO-medialt vazodilatacié az inzulin rezisztens allatok agyi erein is
mikodoképes marad.

Vizsgalataink soran felmerllt az a gondolat, hogy az IR allatok endothelium-fliggé
vazodilaticidjanak gyengilése az érfali simaizomzat K+ figgdé csatornainak
diszfunkciojaval kapcsolatos. Ezért megvizsgaltuk: hogyan alakul a kontroll &llatokbol,
illetve az IR allatokbdl szarmazé izolalt art.cerebri media (MCA) relaxacios készsége
kilonb6z6 K™ csatorna tipusainak aktivacioja, illetve gatlasa esetén?

Megaéllapitottuk, hogy az inzulin rezisztencia tipus-specifikus K* csatorna diszfunkcion
keresztlll hozza létre az agyi artéria dilatacids készségének romlasat: az IR allatokban
bekdvetkezett valtozasok a BKcy és Katp csatornak mikddésének valtozésaval
kapcsolatosak, mig a Kj; és a Ky mikddése valtozatlan marad. BK¢, s Katp csatornék
mikodésének ezen valtozasai az IR okozta oxidativ stress kdvetkezményei, mely ROS
scavangerekkel meggéatolhatd. Az IR nem befolyasolta a vizsgalt K* csatornak porus-
formalo sub-unitjainak expressiojat, - igy nem valdszini, hogy csatorna-denzités valtozas
szignifikans szerepet jatszana a csokkent K+ csatorna medialt valaszokban.

Tovabbi Kisérleteinkben az inzulin rezisztencia genetikai modelljén, az (fa/fa) "Zucker
Obese" (ZO) patkanyokon és kontrollként szolgald "Zucker Lean" (ZL) allatokon, a
koponyaalapba épitett ablak-technikaval vizsgéltuk az art. basilaris és oldalagainak
vazokonstriktor-vazodilatacios készségét.

Eredmeényeink szerint az IR az agyalapi artériak vazokonstriktor készségét nem
befolyasolta, - a vazodilatacios készség romlésat pedig - melyek alapvetéen a BKc, és
Katp csatornak mikoddesenek valtozasaval kapcsolatosak, - az oxidativ stressz és a
Protein Kinase C medialja.

Osztrogén és progeszteron hatasa a regionalis agyi véraramlas autoregulaciojara
(62F)

Ezen Kisérlet sorozatunkban azt a kérdést vizsgaltuk: van-e szerepe a ndi nemi
hormonoknak, az 0sztrogénnek és a progeszteronnak az agy, - konkrétan a vegetativ
miikodéseket szabalyzd hypothalamus - véraramlasi  autoregulaciojaban.  Altatott,



Iélegeztetett, almiitdtt kontroll, illetve  ovariektomizalt patkanyokon, lépcsézetes
vérnyomascsokkentés sordn, H,-gaz clearance modszerrel mértik a lokalis
hypothalamikus veraramlast. Eredményeink: (1) ovariektomia hataséara szignbifikansan
csokkent a hypothalamus nyugalmi veéraramlasa és 80Hgmm-rél 40 Hgmmre csokkent az
autoregulacio also hatara, tehat a fiziologias autoregulacios gorbe balra tolodott, jelezve,
hogy az éllatok hypothalamikus véraramlasa ebben az allapotban még 40 Hgmm-es
szisztémas artérias nyoméas mellett is (!) normal szinten marad, (2) 0sztrogén potlassal
mind a nyugalmi véraramlast, mind az autoregulacié véltozasait teljesen kompenzalni
lehetett, (3) progeszteron potlas emelte a nyugalmi véraramlast, de az autoreguléciot nem
befolyasolta .

A PUMA-G receptorok és a prostaglandin receptorok szerepe a nikotinsavval
kivalthato ,,flushing” reakciéban (56F)

A flushing (elvordsddes), mint mellékhatas, igen jelentésen gatolja a nikotinsavnak, mint
antidyslipémias anyagnak a terapias hasznalatat. A ,,flushing” reakcié mechanizmuséat
vizsgéltuk knock-out egereken. Feltételeztik, hogy az art. carotis externa teriletén
kialakul6 jelenség kialakulasaban esetleg prostaglandin receptorok, vagy egy G-
fehérjéhez kapcsolt receptor, a GPR109A (PUMA-G/HM74A) receptor jatszhat szerepet.
Knock out egereken végzett, ,,pilot study”-ként szolgal6 vizsgalataink eredményei szerint
(1) prostaglandin D2 és E2 knock-out egereken némileg csokkent ugyan a nikotinsav
okozta flushing mértéke, de nem sziint meg, (2) PUMA-G receptor hidnyos egereken
viszont egyaltalan nem lehetett nikotinsavval a bér vorosodeset Kivaltani. Adataink
egyértelmiien bizonyitjak, hogy a flushing reakciot a PUMA-G receptorok medialjak.
(Ezen adatok alapjan a vizsgalatokat iranyito kutato, Dr. Benyo Zoltan palyazatot nyujtott
be és tamogatast nyert az OTKA-t6l a jelenség mechanizmusénak tovabbi tisztazasara).



