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1. Bevezetés

A traumas agykarosodas (TBI — Traumatic Brain Injury) vilagszerte
a vezetd halalokok kozott szerepel.! Magas mortalitasa mellett (35-40%) a
talélokben fellépd kronikus viselkedésbeli és kognitiv-zavarok nem csak a
betegeknek és csaladjaiknak, hanem az egészségugyi ellatasnak is hatalmas
terhet jelentenek.? Evente 1.7 milli6 ember szenved traumas agykarosodast
az Egyesilt Allamokban?® és kb. 2.5 millié beteg az Eurépai Unidban®. A
traumas agykarosodas a kdvetkezményes tudatzavar alapjan lehet enyhe (a
Glasgow Coma Skala (GCS) szerint 14-15,) kozepes (GCS 9-12) és sulyos
(GCS 3-8)*. A mechanikai eré behatasara bekdvetkezo elsddleges sériilést
kovetéen az n. masodlagos agykéarosodast®® eléidézd patofizioldgiai
folyamatok indulnak el, amelyek szerepet jatszanak a kovetkezményes
kognitiv’ és pszichés zavarok kialakulasaban. Fontos kiemelni, hogy a
masodlagos agykarosodas folyamatai és ezaltal azok kovetkezményei
potencialisan megeldzhetdk. A masodlagos agykarosodas folyamataiban az
agyi vérkeringeés szabalyozasanak trauma kapcsan kialakul6 zavara kozponti
szerepet jatszik.
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Az agyi véraramlasnak a szisztémas vérnyomas valtozasaitol
fiiggetleniil allandonak kell lennie, hogy a zart koponya térben elhelyezkedd,
energiaraktarakkal nem rendelkezd agyszovet stabil vérellatasa biztositott
legyen. Ezt a feladatot az agyi véraramlas autoregulacidja latja el, aminek
egyik kdzponti mechanizmusa az agyi erek nyomas-indukélta an. myogén
valasza. A szisztemas nyomas csokkenésekor vasodilatacioval, annak
névekedésekor vasokonstrikcioval a myogén valasz a nyomasvaltozashoz
illesztett cerebrovaszkularis rezisztencia-valtozassal hozzavet6legesen
allando6 véraramlést biztosit. A traumas agykarosodas kdzponti jelentoségii
cerebrovaszkularis  kovetkezménye az agyi autoregulacio és a
cerebrovaszkularis myogén valasz mechanizmusainak zavara. Ennek
kOszonhetéen az agyi vérataramlas a szisztémds vernyomassal
parhuzamosan valtozik, attdl nem fliggetlen, vagyis a szisztémas nyomas
csokkenesekor perfazios deficit, annak nodvekedésekor cerebralis
hyperaemia és kovetkezményes koponyaiiri nyomas- €s térfogatterhelés
alakul ki. A TBI-okozta autoregulaciés/myogén zavar mechanizmusa
azonban nem ismert.

A traumads agykdrosodast kovetden kialakulo autoregulacios zavar a
fent emlitett mechanizmusokon (volumen és nyomas terhelés az agyi
mikrocirkulaciéban) keresztiil feltehetéleg a vér-agy gat (angol
roviditésének megfeleléen BBB) zavarat idézi eld. A BBB miikddés
karosodasa kozponti szerepet jatszik a betegség kimenetelét meghatarozo
masodlagos agykarosodas kialakulasaban.>® BBB karosodast kovetden
kiilonb6z6 szérum komoponensek (valamint viz) kontrollalatlanul
kertilhetnek az agyi parenchymdba, ami akutan intrakranialis
nyomasnovekedéshez, kronikusan neuroinflammaciéhoz és
kovetkezményes neuronalis diszfunkciohoz (pl. kognitiv zavar) vezethet.® A
koponya-agysériilés leggyakoribb forméja, az enyhe koponya trauma
(mTBI) jellegzetesen csak atmeneti BBB zavart okoz, a hagyomanyos
képalkotd eljarasokkal nincs kimutathatd organikus kovetkezménye.’
Korabbi vizsgalatok szerint kiilonb6zé komorbid tényezdk fokozzak a
traumas agykarosodas karos hatasait'®, ezaltal hosszabb intenziv ellatast és
a lehetséges szovodmények fokozott eléfordulasat eredményezve. A TBI-t
szenvedett betegek leggyakoribb komorbid tényezdje a Magyarorzagon is
népbetegségnek szamitd magasvérnyomas betegség,!'''2 amely a vér-agy gat
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karosodasat kialakuldsat vagy fokozodasat idézheti eld. Példaul idds
hypertonias egerekben korabban kimutattuk, hogy azonos ¢életkora
normotenziés allatokkal Osszehasonlitva a BBB fokozott karosodasa
figyelhetd meg, ami kovetkezményes neuroinflammacio és kognitiv zavar
kivalto oka lehet'>.

2. Hipotézisek

A traumas agykarosodas az agyszovet mitokondrialis diszfunkciojat
idézi el6é, ami excessziv mitokondrialis hidrogén-peroxid (H20>)
teremelddéshez vezet!*. Kordbbi kutatdsok kimutattak, hogy a H2O, erds
értagitd hatassal rendelkezik az agyi vaszkulatiira kiilonbdzd erein'®. Ezen
dilatatort hatas részben a myogén valasz negativ regulatoraként ismert,a
kalcium-aktivalt kalim csatorna aktivacidja medialjal®. Ezek alapjan jelen
kutatasunkban azt hipotetizaltuk, hogy a TBI-t koveté mitokondrialis HoO2-
nek kozponti szerepe van az agyi erek TBI-indukalta myogén
diszfunkciojaban, valamint célul tliztiik ki a hattérben 4llo cellularis
mechanizmusok tisztazasat. Szintén feltettlk, hogy magasvérnyomas
egyidejii fennallasa esetén az enyhe koponya trauma a vér-agy gat kronikus
zavardhoz vezethet, ami az agyi parenchymaban felszaporodd
szérumkomponensek révén neuroinflammaciot és kognitiv zavart indukal.

3. Célkitiizés: Célul thztik ki, hogy a traumas agykarosoadst kovetden
tisztazzuk:

-a mitokondridlis H»O> szerepét agyi erek csdkkent nyomas-indukalta
myogén valaszaban;

-a H202 pontos cellularis hatasmechanizmusat, kilonos tekintettel a kalcium
aktivalt kalium csatornak (BKca)'>'® szerepére;

-valamint ceélunk volt a H>O, és a BKca csatorna kozotti pontos
mechanisztikus kapcsolat feltarasa.

- enyhe koponya trauma veér-agy gatra kifejetett hatdsanak vizsgalata
normotenzids és hypertonias patkanyokban, és annak szerepének tisztazasa
a neuroinflammacio és kognitiv zavar kialakulasaban.



4. Modszerek:

Traumas agykéarosodas allat-modell: A megfeleld etikai engedélyek
birtokaban TBI el6idézésére a Marmarou-féle difflz agykarosodas modellt
hasznaltuk. Ennek megfeleléen egy plexiiiveg cs6ben 450g sulyu fém
hengert ejtettiink a trauman ates6 him 300-350g Wistar-Kyoto (WKY)
patkdnyok koponydjan rogzitett korongra 1,5m (sulyos) magassagbol.

Izolalt artéria cerebri media (MCA) nyomas indukalta valasza,
farmakologiai Kiserletek: Izolalt artéria cerebri media (MCA) nyomas-
indukélta myogén vélaszait vizsgéltuk nyomas-myografia alkalmazasaval
kontrol patkanyokban valamint 24 6raval stulyos koponya traumat kovetden.
A kiilonb6z0 medidtorok szerepét a kovetkezd gatldszerek jelenlétében
vizsgaltuk: mitokondridlis szuperoxid szabad gyokoket elimindlé (ROS)
mitoTEMPO (3x10® mol/L), a H20.-0t bontasat végzd katalaz (CAT,
120U/mL), BKca csatorna blokkold Paxilline (10° mol/L), és TRPV4
csatorna gatldé HC067047 (0,5x10® mol/L) . Ezt kovetden MCA H20,-

jelenlétében. Szintén, doézis fliggd dilataciot idéztink el6 TRPV4
agonistaval GSK1016790A Paxilline jelenlétében €s hidnyaban. Az atméro
valaszok a 80 Hgmm-en mért passziv atméré szazalékos értékeként vannak
kifejezve.

A vaszkularis H202 termelést kontroll és koponya trauman atesett
patkanyok izolalt MCA-nak fluoreszcens CM-H2DCFDA festését kovetéen
konfokalis mikroszképpal (Olympus Fluoview FVV1000) vizsgaltuk.

Quantitative real-time RT-PCR: kontroll és koponya trauman atesett
patkényok izolalt MCA-ban a BKca alegységeinak (alfa, beta) valamint a
TRPV4 csatorndk mRNS expressziojat vizsgaltuk.

BKCa csatorna funkcio vizsgalata: izolalt vaszkularis simaizom sejteken
patch-clamp maddszerrel.

Statisztikai analizis: Statisztikai analizisre paros T-probat vagy two way
ANOVA-t hasznaltunk. P<0.05 esetén tartottuk a kuldnbségeket
szignifikansnak. Az adatokat vagy mikrométerben vagy a passziv a&tméro %-
ban fejeztiik ki (100%: Ca2+ mentes oldatban mért maximum atméré 80
Hgmme-en). Az adatok atlag + SEM-ként vannak megadva.
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Traumas agykéarosodas allat-modell: A megfeleld etikai engedélyek
birtokaban TBI el6idézésére a Marmarou-féle difflz agykarosodas modellt
hasznaltuk. Ennek megfeleléen egy plexiiiveg cs6ben 450g sulyu fém
hengert ejtettiink a trauman atesé him spontan hipertonias patkanyokra
(n=30) és ugyanolyan kort him normotonias Wistar patkanyokra (n=30) a
koponyajukra rogzitett korongra 25cm magassagbol.

Vérnyomas merése: A kisérletben résztvevd allatok vérnyomasat a fejbe
ités el6tt és utan is non-invaziv moédon farok mandzsettas vérnyomas
mérével altatasban végeztik.

Magatartés-vizsgalatok:

- Open field (OF) teszt: a patkanyokat egy 60x60 cm-es, 40 cm magas
falakkal korllvett négyzetalapu porondra helyeztiik, és 3 percen at mertik
az allatok horizontélis és vertikalis exploracios aktivitasat, valamint
sztereotipias viselkedését.

- Novel object recognition (NOR) teszt: két prébabdl all6 hosszutavu
memoria teszt. Az elsé probaban két egyforma targyat exploralhat az allat,
enyhe megvilagitas mellett 3 percen at, majd a masodik préba soran az egyik
mar ismert targyat és egy Uj targyat explorélhat szintén 3 percen at.
Habituaciods célbdl a kisérletet megel6zden az allatokat egy iilés erejéig nyilt
porond exploracids tesztbe vontuk be.

Vér-agy gat funkcié vizsgalata (BBB): Vér-agy gat ateresztd
képességének meghatérozasat intraperitonealisan beadott Evans Blue (2%,
7ml/kg) festékkel vizsgaltuk. Az agyi parenchyma homogenizalasa utan
spektrofotométerrel detektéaltuk a festék mennyiségét.

Western blot: A vér-agy gat atereszté képességét az agyszovetbe kilépo
fibrin mennyiségének western blot vizsgalataval is igazoltuk.

Quantitative Real-Time RT-PCR: IL-1, IL-6 és TNF-alfa mRNS
expresszidjat vizsgaltuk izolalt agyszdvet mintakban.

5. Eredmények

A mitokondriélis H2O. szerepe az agyi artéridk myogén valaszanak
csokkenésében traumas agykarosodas utan
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A diffuz agysériilést kovetéen 2 oraval izolalt MCA-Kk myogén
valaszai megtartottak voltak, azonban 24 ¢draval a fejbe Utés utan
szignifikansan csokkent a myogén konstrikcié az autoregulacios nyomas-
tartomanyban (60-140 Hgmm) a kontrol patkanyok MCA vélaszaival
dsszehasonlitva. A csokkent myogén konstrikcié mitokondrialis antioxidans
(mitoTEMPOQO) és catalase (CAT) jelenlétében a kontroll erek myogén
konstrikcidjanak szintjére allt vissza, a CAT és mitoTEMPO nem fejtett Ki
additiv hatast a nyomas-indukalta konstrikcié erésségére. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a traumds agykarosodast kovetden csokkent nyomas-
indukalta konstriktor valasz csokkenés mitokondrialis eredetii H2O2-nek
tulajdonithat6. Ezt a hipotézist tdimogatja, hogy a sulyos diffaz traumés
agykarosodas eredményeink szerint szignifikansan novelte a CAT-érzékeny
cerebrovaszkularis CM-H2DCFDA festddést, fokozott H202 termelésre
utalva.

BKca csatorna szerepe agyi erek csokkent nyomés-indukalta
konstrikcibjdban sulyos traumds agykarosodast kovetéen

Eredményeink szerint a BKca csatorna gatlasa Paxillinnel traumas
agykarosodas utan agyi erek myogén konstrikcidjat visszaallitotta a kontrol
szintre. Azt talaltuk, hogy paxillin jelenlétében izolalt MCA-k H202-okozta
dozis-fiiggé dilatacioja szignifikansan csokken. Ez arra utal, hogy a TBI-
okozta emelkedettt H2O2 szint a BKca csatornan keresztiil idézhet el6
csokkent nyomas-indukalta konstrikciot. Szintén kimutattuk, hogy TBI utén
a BKca csatorna mindkét alegységének cerebrovaszkularis expresszioja
fokozott, aminek szintén szerepe lehet a csatorna fokozott dilatator
hatasaban traumas agykarosodas utan.

A TRPV4 csatorna szerepe agyi erek csokkent nyomas-indukalta
konstrikciojaban sulyos traumas agykarosoddast kévetoen

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a TRPV4 csatorna érzekeny a
kornyezet redox valtozasaral’, valamint képes a BKca csatornat aktivalni®e.
Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy traumas agykarosodas utan a
felszaporod6 H202 a TRPV4 csatorna aktivalasan keresztiil idézi el6 a BKca
csatorna fokozott mikodését, és ezaltal a nyomas-indukalta konstrikcid
csokkenését. Els6ként mutattuk ki, hogy traumdas agykarosodds utdn a
csokkent cerebrovaszkularis myogén konstrikcié TRPV4 gatlé (HC067047)
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jelenlétében visszaall a kontrol szintre. Szintén megmutattuk, hogy a H20>
altal el6idézett MCA dilatacio csokken a HC067047 jelenlétében, valamint
a TRPV4 agonista GSK1016790A indukalta dézis fliggd dilatacio gatolhato
BKca csatorna blokkolo jelenlétében (Paxillin). A traumas agykarosodas
nem csak funkciondlisan aktivdlja a TRPV4 csatorndkat, hanem
szignifikdnsan noveli az agyi erek simaizom sejtjeinek TRPV4 gén
expressziojat is.

TRPV4 csatorna altal kozvetitett H202 indukalta BKca csatorna aram
vaszkularis simaizom sejten (VSMCs)

Patch clamp technika alkalmazasaval azt talaltuk, hogy izolalt
cerebrovaszkularis simaizom sejteken a H20> szignifikansan noveli a BKca
csatorna aktivitasadt, ami a TRPV4 csatorna szelektiv gatloszerének
jelenlétében megelézhet6. A H202-nek nincs hatdsa a BKca csatorna
aktivitasra paxilline jelenlétében. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
H>O2 a TRPV4 csatorna aktivalasan keresztil idézi elé a vaszkularis
simaizom BKca csatornainak fokozott miikodését.

Enyhe koponya trauma a vér-agy gat kronikus karosodasdahoz vezet spontan
hypertonias patkanyokban

Spontdn  hypertonids patkanyok vérnyomaésa szignifikdnsan
magasabb volt, mint a kontrollként hasznalt normotenziés Wistar
patkanyoké. Az enyhe koponya trauma nem volt hatassal a vérnyomas
értékekre. Enyhe traumas agykarosodast kovetden két héttel a magas
vérnyomasos patkanyokban (n=7) szignifikdns (p<0.05) vér-agy gat
karosodasra utalé Evans blue extravazacio volt megfigyelhetd, mig festék
kilépést a normotdnias patkanyokban (n=7) nem észleltiink. Szintén, két
mutattuk ki spontdn hypertonids patkdnyokban (n=6), ami a normotenzios
kontroll allatokban nem volt kimutathat6 (n=6, p<0.05).

Enyhe koponya trauma perzisztalo neuroinflammaciot okoz spontdan
hypertonias patkanyokban

A gyulladasos cytokinek IL-1, IL-6 and TNF szintje szignifikansan
(p<0.05) magasabb volt mind az agykéregben mind a hippocampusban
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magas vérnyomasos patkanyokban két héttel enyhe koponya trauma utan
(n=8), mint a TBI nélkiili hyperténids (n=8) és a kontrol normotonias
allatokban TBI-vel (n=8) és anélkiil (n=8).

Enyhe koponya trauma perzisztalo kognitiv zavart okoz spontan hypertonias
patkanyokban

Az OF teszt soran két héttel enyhe koponya traumat kdvetéen a
normotenziv patkanyok (n=11) szignifikans (p<0.05) habituacidt mutattak,
ami intakt tanuldsra és memoriafunkciora utal. Ezzel szemben a spontan
hypertonias allatok (n=11) enyhe TBI utan két héttel nem mutattak
habituaciot, ami a tanulds és memoriafunkcido karosodasara utal. Ezt
konfirmdlja, hogy a NOR teszt soran az intermedier deklarativ memoriat
jelzd diszkriminacids index (DI) szignifikdnsan (p<0.05) csokkent spontan
hypertonids patkdnyokban (n=11) két héttel enyhe koponya traumat
kovetéen. Normotenzids allatok (n=11) DI értéke nem mutatott eltérést
enyhe koponya trauma utan, intakt memoria mitkodésre utalva.

6. Megbeszélés

Jelen vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy sulyos diffaz koponya-agy
sérilést kovetéen 24 oraval a agyi erek nyomas-indukéalta myogén
konstrikcidja karosodott. A csokkent autoregulaciés miikodés fontos
korélettani szerepet jatszhat a masodlagos agykarosodas kialakulasaban: 1.)
megndvekedett vértérfogathoz vezet, ezzel hozzajarulhat az intrakranialis
nyomas ndvekedéséhez a zart koponyatérben; 2.) a myogén mechanizmusu
rezisztencia-névekedés hianyaban a vérnyomas novekedése akadalytalanul
tevOdik at az agyi mikrocirkulaciora, elésegitve a vér-agy gat karosodasat és
sulyosbitva a vasogén 6déma kialakulasat. Eredményeink szerint a diffuz
traumas agykarosodast kovetd fokozott mitokondrialis H.O> termelés
felelds az agyi erek csokkent nyomas-indukalta érvélaszaiért. Korabbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy a TBI-t kovetd fokozott excitotoxicitas, a
csokkent perfuzid és a kdvetkezményes metabolikus szétkapcsolas jelentds
agyszdveti mitokondrialis oxidativ stresszt idéz el8.1%?° Azt talaltuk, hogy
traumas agykarosodas utan a H2O> szintje szignifikdnsan megemelkedik az
agyi artériak simaizom rétegében is, aminek elbontasa catalase-zal a
csokkent myogén vélasz kontrol szintre torténé visszaallasahoz vezet.
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Eredményeink szerint a H,O, hatasaban az érfali calcium aktvalt kalium
csatornaknak (BKca) és a tranziens receptor vanilloid csatorna 4 (TRPV4)-
nek kdzponti szerepe van. Ezt bizonyitja, hogy mindkét csatorna gatlasa a
TBI-okozta csokkent myogén konstrikcidt visszadllitja. Hipotézisink
szerint a felszabaduld mitokondrialis H20: aktivalja a cerebrovaszkularis
simaizom TRPV4 csatornait, amik a BKca csatorna aktivalasan keresztil a
simaizom hyperpolarizlédasdhoz és ezaltal a myogén konstrikcio
gyenguléséhez vezetnek. Ezt tamogatja, hogy a H20.-indukalta MCA
dilatacié blokkolhaté a BKca és TRPV4 gatld jelenlétében, a TRPV4-
agonista indukalta vasodilatacié nem valthatd ki BKca gatlo jelenlétében,
valamint a cerebrovaszkularis simaizom BKca ionaramai (patch clamp)
TRPV4 fliggé aktivaciot mutatnak Ho2O> jelenlétében.

Jelen bemutatott eredményeink szerint artérias hypertonia jelenléte
esetén enyhe koponya trauma hatasara perzisztald vér-agy gat zavar alakul
ki, aminek oki szerepe lehet az ezekben a kisérleti allatokban megfigyelt
kognitiv  diszfunkcidoval. Ezen eredmények felvetik, hogy a
magasvérnyomasos enyhe koponya traumat szenvedett betegek a
normotenziés betegektl eltérd diagnosztikai eljardsokat és terapias
bevatkozasokat igényelhetnek. Eredményeink szintén felvetik, hogy egyéb
gyakori komorbid tényezdk, pl. diabetes, obezitds stb. Hasonlo hatast
fejtethetnek ki enyhe koponya trauma utdn. Az enyhe TBI és a hypertonia
szinergista hatdsdnak mechanizmusa a BBB kérosodasaban nem tisztazott.
Mindkét korallapot fokozott cerebrovaszkularis szabadgyok termelddéssel
jar’!"2 aminek direkt szerepe lehet a BBB-t alkot6 tight junction-fehérjék
kéarosodasaban®*, valamint proteolitikus matrix metalloproteinaz enzimeket
aktivalhatnak®’, amik a barrier funkcié tovabbi romlasat eredményezhetik.
Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a vér-agy gat kdrosodédsa szérum
komponensek agyszdvetbe jutdsa révén okozhat neurologiai diszfunkciot.
Példaul olyan egerekben, akikben perycita-deficiencia miatt all fenn BBB
zavara fibrin agyszoveti depozicidja a monocyt/macrophage rendszer
aktivacigjat idézi eld, fokozott microglia aktivaciot és szabadgyok képzodést
1déz eld, ami tovabb ndveli a fent emlitett redox-szenzitiv proteolitikus
folyamatokat és gyulladdsos cytokinek termel6dését®®. Az emlitett
eredményekhez hasonloan kimutattuk, hogy enyhe koponya trauma
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magasvérnyomds egyidejii jelenléte esetén a kronikus BBB zavar mellett
fibrin felszaporodashoz vezet spontan hypertonias patkanyok cortikalis €s
hippocampalis allomanyaban. A fibrin felszaporodasahoz asszociéltan
enyhe koponya traumat szenvedett magasvérnyomasos allatok agyszdveti
gyulladasos cytokin (IL-1B3, IL-6, TNFa) termelése is fokozodik a trauman
nem atesd hypertdonias €s normotonids tarsaikhoz képest. A gyulladasos
cytokinek tovabbi BBB karosodast okozhatnak?’, bezarva ezzel egy pozitiv
feed-back elven erdsodd patholdgias folyamatot. A kronikus
neuroinflammacié axonalis-dendritikus karosodason, valamint a normal
neurologiai funkciot szabalyozé gének (Bdnf, Homerl, and Dlg4)

c ey

plaszticitas karosodasaban és a kialakul6 kognitiv zavarban?®,
7. Osszefoglalas

A sulyos diffuz  agykarosodas fokozott cerebrovaszkularis
mitokondrialis H202 termelédéshez vezet, ami BKca csatornak TRPV4
fiiggé aktivaciéjan keresztiil csokkenti az agyi erek nyomas-indukalta
myogén konstrikciojat.

Enyhe traumas agykarosodas magasvérnyomas egyidejii fennallasa
esetén a ver-agy gat kronikus zavarat okozza, amely toxikus anyagok
felhalmozddasahoz vezet az agyi parenchymaban, neuroinflammaéciot
és kognitiv zavart idézve el6. Mindez felveti, hogy a
magasvérnyomasban (és esetleg egyéb komorbiditasban) szenvedod
betegek enyhe koponya sériilés utan a normotenziv betegektdl eltéro
diagnosztikus és terapias megkdzelitést igényelnek.
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