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I. A PERIVASCULARIS VER VASOMOTOR HATASA IZOLALT AGYI EREKEN
1.1. Bevezetés
1.1.1. Az agyi véraramlas szabalyozasa és egyedi sajatossagai

Az agyi vérkeringés (cerebral blood flow; CBF) szabalyozasa kulcsfontossagu az agy
komplex miukodésének ellatasaban, tgy mint az agyszOvet tapanyagellatasa, vér és
interstitium kozotti optimalis gazcsere, valamint az intracranialis nyomas és térfogat allando
szinten tartasa [1]. A fenti folyamatok, igy az agyi vérkeringés bonyolult, interdependens és
heterogén szabalyozas alatt all: az agyi autoregulaciot biztositd ér- és biomechanikai
szabalyozas [1, 2], kémiai (respiratorikus komponensii) szabalyozas [3, 4], neurogén
szabalyozas [3, 5], metabolikus szabalyozas [3, 6-9], microvascularis kommunikacié [9-15],

valamint a neurovascularis csatolas (neurovascular coupling) [5, 16, 17] (1. abra)

Box 2-endothelial cells
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Box 4-microvascular communication

Box 3-astrocyte

1. dabra. Az agyi keringés szabalyozdasanak multiplex mechanizmusa [9]

/Peterson, E.C., Z. Wang, and G. Britz, Regulation of cerebral blood flow. Int J Vasc Med, 2011.
2011: p. 823525./




Az agy vérellatasat anatomiai szempontbol egyrészt az agytorzset ellatdé vertebro-
basilaris rendszer, masrészt dontéen a cerebrum vérellatasaért felelés a. carotis interna
agrendszere biztositja [18]. Ezen két artérias rendszer az agyalapon elhelyezkedd circulus
arteriosus Willisin keresztiil kommunikal, kiemelt jelent6séget tulajdonitva ezzel a patologias
véraramlasi koriilmények esetén, lehetdséget teremtve a véraramlas €és az intravascularis
nyomaseloszlas kiegyenlitésére, ill. korrekciojara. A cerebralis artéridk pialis arteriolakra
oszlanak, majd az agyfelszinr6l a penetraldo arteriolak a Virchow-Robin [19, 20] téren
athatolva intraparenchimalis arteriolak halozatat alkotjak, melyek végiil kapillarisokka
oszlanak, cerebrovascularis szegmenseket hozva létre. Itt a kapillarisok 6-7 um atmér6jiiek,
egymastol 40 um tavolsagban elhelyezkedd, dsszességében ~ 650 km hosszisagu haldzatot
alkotnak [21, 22]. A kapillaris halozat késobb, billenty(i nélkiili, centralis/mély venulakba,
majd felszini corticalis vénakba torkollik, melyek az agyfelszinen végiil (traumas behatasra

kiilondsen vulnerabilis) sinusokat alkotnak, melyek a vena jugularisokba tovabbitjak a vért.

Az agy tomege a testtomeg mindossze 2%-a, de az agyi véraramlas felnétt esetében
50-65 ml/100 g agyszovet/min, ami az egész agyszovetre szamolva ~750-900 ml/min. Ez a
nyugalmi perctérfogat ~15%-a [18]. A szervezet oxigénfogyasztasanak 25%-a, az gliikkoz-
fogyasztasnak a 70%-a az agyszovetre jut [23]. A neuronokban tarolt glycogen az agyszoveti
gliikoz-felhasznalas mindossze ~2 perces id6szakat képes fedezni [18]. Az 1-2 masodperces
keringésleallas eszméletvesztéssel jar [23], mig a 6 percnél hosszabb vérellatasi sziinet
irreverzibilis idegrendszeri karosodast okoz, ezért az agy minden mas szervnél érzékenyebb a

vérellatas hianyara [24].

Az agyi vérkeringés szabalyozdsaval szemben egyedi ¢és fontos fiziologiai
kovetelmények allnak fenn: 1.) Az intracranialis nyomas és térfogat allando szinten tartasa az
u.n. agyi autoregulacido révén. 2.) A tapanyagellatds és gazcsere biztositdsa, anyagcsere-
termékek elszallitasa térben és idében optimalis legyen, melyet a neurovascularis csatolas
biztosit (neurovascular coupling). 3.) Az agyi lokdlis véraramlast metabolikus faktorok
szabalyozzak, lehetdséget teremtve a negativ feed-back mechanizmusra. 4.) Kritikus keringési
koriilmények (sokkos keringés) esetén az agyi vérellatas a végsdkig megtartott legyen, melyet

dontden a kémiai (respiratorikus komponensil) agyi regulacié biztosit.



1.1.1.1. Autoregulacio.

Ez olyan mechanizmusok eredménye, melyek az intracranialis volument (és nyomast),
valamint a véraramlast kozel alland6é szinten tartjdk, €s melyet az intraluminalis
hemodinamikai erék vezérelnek. Az eredeti Monro-Kellie doktrina mar az 1820-as években
[25, 26] kimondta, hogy a ,.cranium egy zart doboz, melyben clhelyezkedik a csaknem
Osszenyombhatatlan agyszovet”. Valamint, hogy ,az intracranialis térfogat allando”, igy
,barmilyen intracranialis térfogat-novekedés (agy, vér, cerebrospinalis folyadék) intracranialis
nyomasndvekedéssel jar”. ,,Ha ezen harom koziil barmelyik térfogata megnovekszik, az csak
a masik két térfogat terhére torténhet”. Mindezek alapjan a fenti élettani folyamatoknak a zart,
intracranialis térben kell megvaldsulnia, figyelembe véve a harom cerebralis kompartment
(agyszovet+interstitium, intravascularis vérvolumen és a cerebrospinalis folyadék) dinamikus
egyensulyat. Ezt a napjainkig intenziven kutatott agyi autoregulacio biztositja [1, 2, 27].
Tekintettel arra, hogy az agyi erek az agytérfogat 25-30%-at teszik ki, valamint az agyi
vértérfogat 70%-a vénakban és venulakban taldlhatd, igy az intravascularis vérvolumen

jelentds autoregulacios puffer-kapacitassal rendelkezik.

a.) Az intraluminalis nyomas szerepe

Az autoregulacios elképzelésiink alapjat részben a korabban Bayliss [28] altal leirt, és
rola elnevezett Bayliss-effektus adja. Ez az G.n. myogen valasz, amely az intravascularis
nyomas-novekedésre adott vasoconstrictio: az emelked6 intravascularis falfesziilés hatasara a
mechano-¢és stretch-receptorok eredményeképpen alakul ki, és a statikus myogen tonust
alakitja ki [20]. Halpern és Osol igazoltak, hogy az érfaltonus-novekedés és kovetkezményes
vasoconstrictio elsédleges ingere az erek belsé falara hatd intraluminalis nyomas-indukalta
falfesziilés [29]. Az agyi autoregulacio hivatott biztositani, hogy az artérias k6zépnyomas 60-
140 Hgmm tartomanyban az agyi vérataramlas kozel allando szinten maradjon. Ez a regulécio
egyéb szabalyozasi mechanizmusoktol fliggetlennek tekinthetd, alapvetéen ér- ¢és
biomechanikai (hemodinamikai) folyamatok hozzak 1étre [30]. Az autoregulacio regionalis és
szegmentalis eloszlast mutat. A vertebrobasilaris rendszer regionalis agytorzsi szabalyozasa
hatékonyabb és pontosabb, mint a regionalis a. carotis interna agrendszer altal regulalt
cerebrum [1, 31, 32]. A szegmentalis autoregulacio esetén mind a nagyartériak (cerebrum),
mind a kisartéridk (arteriolak az agytOrzsben) jelentGsen részt vesznek az agyi vascularis
resistentia kialakitasaban, igy minden cerebrovascularis szegmens részt vesz a CBF

szabalyozasaban. A teljes agyi érellenallas ~40%-at az agyi nagyartériak biztositjak [2], mig a



resistentia ~20-30 %-aért az arteriolak felel6sek [33, 34]. Mindezek alapjan az allando
intracranialis térfogat és nyomas, valamint agyi perfizio biztositasa érdekében a teljes agyi
vérataramlasnak konstansnak kell lennie. A Hagen-Poiseuille torvény (Q=[AP x IT x r*] / [8 x
n x 1]; ahol Q az aramlas, AP a perfiizids nyomas, r a sugar, 1 a viszkozitas és 1 az ér hossza)
értelmében a véraramlas az ér sugaranak negyedik hatvanyaval aranyos, igy konnyen
belathato, hogy az érfal kismértékti atmérdvaltozasa az aramlas exponencialis valtozasahoz
vezetne. Mindemellett, a megnovekedett intravascularis vérvolumen intracranialis nyomas-

novekedést idézne eld, mely csak az intracranialis kompartmentek rovasara torténhetne [35].

b.) Nyomas-indukalta molekularis mechanizmusok

Az intraluminélis nyomas indukalta, érfal-fesziilés hatdsara aktivalodo stretch-
receptorok [36] egyrészt nem szelektiv kation-csatornak [37], melyek membrandepolarizacio
révén a fesziiltségfliggd kalcium-csatornakat aktivalva vasoconstrictiot okoznak [38]. Mig
Busija és Heistad [39] az arteridkban és arteriolakban az intravascularis nyomasnovekedés
okozta falfesziilésért és kovetkezményes vasoconstrictioért - azaz a myogen valaszért -
Oonmagdban a simaizomsejteket tette feleldssé, addig Harder kutatisaiban a myogen ténus
kialakitasat endothelium-dependens folyamatként irta le [40]. Masrészt Gokina és mtsai
igazoltdk, hogy a Rho-kindz gatlasa szelektiven gétolta a nyomas-indukalta intravascularis
Ca®*-szint novekedést és kdvetkezményes myogen valaszt [41]. Mindezek mellett leirtak, az
aktin-miozin komplexum Ca?*-érzékenység fokozodasaval jaré mechanizmusokat, mely soran
a miozin konnyli lanc foszfataz aktivitdsanak szabalyozasaval a miozin konnyl lanc
foszforilaltsagi allapota valtozik [42, 43]. gy tehat az intraluminalis nyomés hatdsara
kialakulé érfal-valaszokban az endotheliumnak szenzoros és transzducer funkciojat az

effektor simaizomszovet végzi el [40].

C.) Az intraluminalis Aramlas szerepe

Allatkisérletes eredmények alapjan korabban munkacsoportunk igazolta [1, 2], hogy
az autoregulacidé nem 6nalldan az intravascularis nyomasnovekedésre adott valaszkészség. Ha
csak az intravascularis nyomast emeljiikk az autoregulacios tartomanyon beliil, akkor az agyi
artériak atmérdje megkozelitdleg allando lesz. Viszont ez esetben nem szamolunk az allandé
atmérd mellett kialakuld nyomasgradiens altal 1étrehozott aramlasndvekedéssel, amely luxus-
perfuziot idézne el6. Amennyiben az intravascularis nyomasnovekedés aramlasnovekedéssel

egésziil ki, tgy jelentésebb vasoconstrictio tapasztalhato [1, 2]. Igy tehat a nyomas- és
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aramlas-gradiens in vivo egymast kiegészitd €s erdsitd szereppel bir, hatékonyabba téve

ezaltal az agyi autoregulaciot (2. abra).

Autoregulation
by pressure only

CBF

Autoregulation by
pressure plus flow mechanisms

N\O“V

Pressure

2. abra. Az agyi erek intralumindlis nyomds- és dramlasvaltozdsra adott
szerepe az agyi autoreguldcio szabdlyozdsaban

/Koller A, Toth P.: Contribution of Flow-Dependent Vasomotor Mechanisms to the
autoregulation of Cerebral Blood Flow. J Vasc Res; 2012 Jun 22;49(5):375-389./

d.) Aramlas-indukalta molekularis mechanizmusok

Az intraluminalis aramlas hatasara kialakul6 vasomotor valaszok lokalizacié szerinti
sajatossdgokat mutat. Fontos megemliteni, hogy mig a periférids erek az intralumindlis
aramlas novekedésére dilatacioval valaszolnak [44, 45], addig az agyi artéridk dontGen
vasoconstrictioval [1] (1asd késébb). Mindez érthetd, hiszen mig a limitalt intracranialis térben
az agyi erek esetében ez sulyos kovetkezményekkel jarna, addig periférian (az aktivitas
novekedésével parhuzamosan), a fokozodd anyagcsere megndvekedett perfuzidt igényld
eseteiben, szabadon megvaldsulhat. Ebben az esetben tehat, a Hagen-Poiseuille képlet és a
periférias érfeliilet nagysaganak figyelembe vételével, az ératméré-novekedés feltételezhetd
célja az aramlas-novekedéssel parhuzamos energiaveszteség csokkentése [33]. Itt a mechano-
transzdukcio szerepét részben az endotheliumhoz asszocialt glycocalyx réteg tolti be [46],
mely az endotelidlis nitrogén monoxid (NO) szintdz aktivitds fokozodasaval NO

felszabadulést eredményez.
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Ujabb fontos felismerés azonban, hogy az agyi erek topografiai kiilonbozdséget
mutatnak intraluminalis nyomas- és aramlasra adott vasomotor valaszaikban [2]: az a.cerebri
medidban az aramlas novekedése vasoconstrictiot okoz [1, 47, 48], mig a. basilarisban
vasodilatatiot [49-51], vagy bifazisos valaszt ad [52, 53] (3. A abra). Fenti kisérletes
eredmények alapjan mara korvonalazodtak az agyi erek eltéré aramlas-indukalta vasomotor
valaszaiban  tapasztalhato  kiilonbségek  intracellularis  hatasmechanizmusai: A
vertebrobasilaris rendszerben az aramlas - és kdvetkezményes fali nyirderé - novekedés az
endotheliumban egyrészt NAD(P)H oxidaz—H,0;, utvonalon, masrészt endotelialis NO
szintaz—NO tutvonalon okoz vasodilatatiot. Az a. carotis interna agrendszerében tapasztalhato
vasoconstrictio az aramlas-novekedésre adott fokozott arachidonsav (AA) felszabadulast
okoz, ami a citokrom P450 (CYP450 4A)—20-HETE—COX—TP-receptor utvonalon alakul
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3. dbra. (A) Regionadlis kiilonbségek az agyi erek intraluminadlis nyomads- és
aramlasvaltozdsra adott vasomotor valaszaiban. (B) Az eltérd aramlds-indukalta
vasomotor vilaszok feltételezett mechanizmusai agyi erekben.

/Koller A, Toth P.: Contribution of Flow-Dependent Vasomotor Mechanisms to the autoregulation
of Cerebral Blood Flow. J Vasc Res; 2012 Jun 22;49(5):375-389./

Mindezen folyamatok alapjan feltételezhetd, hogy az eltérdé lokalizacioja agyi erek
kiilonboz6 tulajdonsaggal, és eltéré autoregulacios funkcioval birnak [33]. Ez magyarazza
egyrészt az agytOrzs vérellatasi prioritasat, masrészt biztositja, hogy a zart intracranialis
térben a CBF kozel allandé maradjon, a regionalis funkciondlis aktivitashoz tarsuld agyi

keringés lokalis atrendez6dése (Roy-Sherrington elv [54]) esetén is [2].
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A fenti komplex aramléds és nyomas-indukalta autoregulacios rendszer kialakitasaban
dontéen az endothelium ¢és a simaizom sejtek vesznek részt, mig minddssze modulator
szereppel birnak a lokalis metabolitok és a neurovascularis egység elemei [20]. Az
intraluminalis nyomasvaltozast mechano- és/vagy stretch-receptorok érzékelik [36], az
intralumindlis aramléas a fali nyiréeré valtozasan keresztiil érzékelhetd, melyek feltehetéen

endotheliumhoz asszocialtak [9, 55].

1.1.1.2. Neurovascularis csatolas (neurovascular coupling): sejtes és molekularis

mechanizmusok

Az agyi miikodés fenntartasaban kiemelten fontos a tapanyagellatas és gazcsere
biztositasa, valamint az anyagcsere-termékek elszallitasa térben és idében optimalisnak kell
lennie. Ezt a finoman szabalyozott folyamatot a funkcionalisan aktiv neuronok és fokozott
anyagcseréjiik biztositja az un. “neurovascular coupling”, magyarul neurovascularis csatolas
révén [5, 16, 17]. A neurovascularis egység (neurovascular unit) az endotheliumbél, a
pericitakbdl, az asztrocitdk és az érfalat fedd végtalpaikbol, valamint piramissejtekbdl és
interneuronokbol all [30]. Kimutattak, hogy az interneuronok az akcids potencialtdl fiiggetlen
mechanizmussal is képesek stimulalni az agyi vérataramlast [9, 56]. Az asztrocitak fokozzak
az agyi véraramlast a neuronalis aktivitasnak megfeleléen az arteriolakat fed6 végtalpak
moderalt K* és H" ionok [57] felszabadulasa, kovetkezményes simaizom-hyperpolarisatio és

vasodilatatio révén [5].

Az utdbbi id6ben a pericitak (korabban Rouget-sejt) heterogén és komplex funkcioit
intenziven kutatjak. A pericitakat Rouget fedezte fel, majd 1874-ben publikalta, mint a
kapillarisokkal hataros, és az endothelsejtekkel kzos basalmembrant alkoto sejttipust [58]. A
pericitdk  kozponti  idegrendszerben  betoltott  fontos szerepét mutatja, hogy a
pericita/endothelsejt aranya kiemelkedéen magas a tobbi szerv érhaldzatahoz viszonyitva
(agyszovetben 1:3; vazizomzatban 1:100) [58, 59]. A pericitak részt vesznek a
contractilitdisban és a véraramlas szabalyozasaban, a dontden prekapillaris teriileten
expresszalt alfa-simaizomsejt aktin, valamint endothelin-receptor expresszidja révén [30, 59].
Részt vesznek tovabba az immunitdsban ¢és fagocitdldsban, ami az antigénprezentald
képességiiknek és a termelt adhézids molekulaknak kdszonhetd [59]. A migracios képességiik
dontéen az endotelialis eredeti PDGF-f receptor-expresszio révén valosul meg [30]. Ennek
kiemelt jelentdsége van, hiszen patologias koriilmeények kozott, mint pl. traumas agysériilést

kovetden a pericitak ~40%-a microvascularis nicheb6l a perivascularis térbe vandorol [60].
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Irodalmi adatok alapjan a pericitdk az agyi Ossejt-rezerv része, hiszen in vitro FGF
(fibroblaszt novekedési faktor) hatdsdra a feliiletén glia-és neuron markerek mutathatok ki
[61]. A véralvadasi kaszkad ko-aktivatora [62, 63], tovabba részt vesz az angiogenesisben
(TGF-B) [64], a vér-agy-gat “tight junction” €s paracellularis permeabilitas kialakitasaban is
(TGF-B) [65], valamint a basalmembran-képzésben (laminin, GAG, IV-tipusu kollagén) [59].

a.) Metabolikus regulaciés mechanizmusok

A neurovascularis csatolas alapjat a fenti, mar 1890-ben kozolt Roy és Sherrington
publikacidja [54] szolgaltatja, mely soran a regionalis CBF az agyi metabolizmusnak
megfelelden valtozik, melyet késébb funkcionalis képalkotd vizsgalatokkal is alatamasztottak
[9, 66]. A CBF szabalyozasanak feed-back mechanizmusat a metabolikus végtermékek altal
torténd regulacio biztositja. A metabolikus végtermékek (adenozin [67-70], laktat [71], K¥, H*
[57, 72-74]) lokalis felhalmozodasa vasodilatatiot okoz az agyi ereken [3]. Allatkisérletes
adatok szerint a fokozott agyi aktivitas, ischaemia, vagy hypoxia esetén az agyi extracellularis
adenozin-koncentracio szignifikansan megemelkedik [75]. Erdekes, hogy mig az agyszovet a
szervezet glikoz-fogyasztasanak 70%-ért felelés, addig a hypoglykaemia direkt agyi

vasoregulatios mechanizmussal nem rendelkezik [9].

b.) Kritikus keringési koriilmények (sokkos keringés) kozott a szervezet fiziologias
védelmi vonala jelenti az utolso esélyt az agy keringésének kompromisszumos fenntartasaban.
Ezt a biztonsagi védvonalat a kémiai (respiratorikus komponensii) agyi regulacio biztositja.
Szoros a korrelacio a CBF és a CO,/H" (és kovetkezményes pH valtozas), valamint az artérias
pO, kozott. A cerebrovascularis reaktivitas specialis mediatora a CO; [3], melynek
hatasmechanizmusat maig is intenziven kutatjak. Izolalt macska agyi ereken végzett kisérletek
alapjan az izohidrikus (4lland6 pH) koriilmények kozott megndvelt pCO; vasodilatatiot, mig
pCO; csokkenés vasoconstrictiot okozott [76]. Kutya a. basilaris esetén is emelkedett pCO,
esetén vasodilatatiot tapasztaltak [77]. Erdekes, hogy mésok nyul agyi artéridkon nem a
valtozd pCO,-vel, hanem a valtozd pH-val igazoltak a vascularis reaktivitast [78, 79].

Malacokon végzett kisérletek soran, az alkalikus hypocapnia-indukalta inozitol
trifoszfat (IP3) jelatviteli mechanizmus feler6sodott az alkalikus isocapniaval szemben [80]. A
pH elsédleges szerepét erdsitve, patkdny agyi a. cerebri media esetében (izotonias és
izometrids rendszeren mért kisérletek soran) mind az acidotikus hypercapnia, mind az
acidotikus hypocapnia relaxatiot okozott [81, 82]. Erdekes, hogy patkany a. cerebri media

esetében sem az acidotikus isocapnianak, sem az izohidrikus hypercapnianak nem volt

14



vasomotor hatasa [83]. A CO, hatasmechanizmusaban az endotheliumban [78, 84]
megemelkedett intracellularis Ca®* [85], NO [79, 86], arachidonsav (AA) és metabolitjai [84,
87], SKca/IKc, csatornak [84, 88], valamint a vascularis membranpolarizacio [81, 82] szerepét
szamos kisérlet bizonyitja. Figyelembe véve a fenti szakirodalmi adatokat és kisérleteket,
maig nincs egységes allaspont, igy intenziv kutatasok alapjat képezi a CO, és/vagy pH

konkordans, vagy ezek prioritast élvezé vasomotor hatasa.

Korabbi kutatasok tisztaztak az oxigén (O;) cerebrovascularis hatasat. Az agyszovet a
szervezet egyik legnagyobb oxigén fogyasztdja, igy nem meglepd, hogy a hypoxia potens
vasodilatator az agyi erekben, és markans agyi vérataramlast okoz [20, 89]. Az agyszoveti
pO, 50 Hgmm csokkenéséig jelentds aramlas-ndvekedés nem tapasztalhatd, mig ez alatt
jelentésen fokozodik [20, 89], akar 400%-os novekedést eldidézve [90]. Korabbi kutatasok
alapjan mig lokalis agyi hypoxia enyhe agyi vasodilatatiot okoz, addig a globalis agyi artérias
hypoxia vasodilatatiot hoz létre a pia mater artériain, valamint csokkenti a cerebrovascularis
ellenallast, és fokozza az agyi vérkeringést [91, 92]. A hypoxia talajan kialakuld6 ATP-szint
csokkenés megnyitja az erek simaizomzatan talalhatd Karp csatornakat, ezaltal
hyperpolarisatiot és vasodilatatiot hozva 1étre [93]. Mig az akut hypoxia rapid lokalis NO és
adenozin felszabadulast okoz, elGsegitve ezaltal a vasodilatatiot [94], addig a kronikus
hypoxia inkabb a HIF-1 (Hypoxia Indukalta Faktor-1) és VEGF (Vascular Endothelial

Growth Factor) révén a cerebralis microvascularis kapillaris denzitas novekszik [20, 95, 96].
c.) Neurogén szabalyozas

Szovettani és funkcionalis kisérletekbdl tudjuk, hogy perivascularis idegelemek
(extrinsic és intrinsic) [20] részt vesznek a CBF regulacioban, melyben kiemelt szerepet
kapott a korabban mar ismertetett neurovascularis csatolas [5, 16, 17]. Az extrinsic
perivascularis ideghalozat az agyszoveten kiviil helyezkedik el. Harom fontos helyr6l kap
beidegzést, a ganglion (ggl.) trigeminale, ggl. cervicale superius és ggl. sphenopalatinum [97].
Ezek mind szenzoros, mind szimpatikus €s paraszimpatikus beidegzést biztositanak. A
szimpatikus beidegzés fiziologias koriilmények kozott a vasoregulatioban vesznek részt, mig
a paraszimpatikus beidegzés patologids koriilmények kozott jut szerephez. A ggl. trigeminale
fajdalomérzo rostjai a (Calcitonin gene-related protein; CGRP medialt) migrén kialakuldsaban
van szerepe [98]. A vasculatura a Virchow-Robin teret elhagyva, a mélybe bukva elveszti
extrinsic beidegzését, kialakitva ezzel az intrinsic innervaciot, mely dontéen indirekt modon,

interneuronokon keresztiil kapcsolodik az érhalozathoz, vagy az asztrocita-végtalpakon
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keresztiil latja el modulator feladatat [99]. Az intrinsic beidegzést a basalis eléagy, a locus

coeruleus és nucleus raphe, vagy a lokalis interneuronok biztositjak [20].

d.) Microvascularis kommunikacié

Szamos korabbi kisérleti eredmény felvetette, majd tovabbi kisérletes adatok
bizonyitottak a microvascularis kommunikaciéo agyi regulacioban betoltott szerepét.
Tekintettel arra, hogy az agyi vascularis resistentia kialakitasaban mind a nagyartériak, mind a
kisebb artéridk és arteriolak részt vesznek, a szoveti mikrokeringés biztositasanak alapfeltétele
a proximalis és distalis érszakaszok optimalis és interdependens vasoregulatioja [9]. A
koordinalt vascularis valaszt (CVR-Coordinated Vascular Response) elséként Rosenblum és
mtsai igazoltak in vivo kisérletekkel egerek pialis arteridin [13]. Késébb Dietrich és mtsai
leirtdk a penetrans arteriolak vezetett vasodilatatids mechanizmusat [10]. Segal és mitsai
periférias ereken igazoltak, hogy a CVR hatterében nem allhat sem egyszeri diffuzid, sem
innervacio, valamint intravascularis okkluzidval igazoltak, hogy fliggetlen az aramlas- és
nyoméasvaltozasoktol is [15]. Feltételezik, hogy a CVR mechanizmusaban a (K'-dependens)
endothelialis [11], simaizom-elemek, valamint a kés6bb azonositott connexinek vesznek részt,
melynek elektromos és konduktiv szerepet tulajdonitanak [9, 14]. Fontos megemliteni, hogy
kiemelked szerepet tulajdonitanak a subarachnoidealis vérzés-indukalta vasospasmus

kialakulasaban a vezetett vasodilatatio gatlasaban [12].

e.) Az endothelium és a simaizom szerepe a vasoregulatiéban

Ismert, miszerint az agyi perfuzié folyamatos fenntartdsdban fontos és kiemelt szerepe
van az agyi artériak megfelel6 ellenallasanak, igy az atmérének [2, 100, 101].

Az endotheliumnak rendkiviil fontos szerepe van a kozponti idegrendszer
vérkeringésének szabdlyozasaban is. JOl ismert, miszerint az endothelium fontos mechanikai
¢s bioldgiailag aktiv kdzeg a keringd vér és szovetek kozott. Szamos specialis funkciéval bir:
funkciot [45] lat el, szabalyozza az angiogenesist, a permeabilitast, az adhaesiot, valamint
antithromboticus barrier tulajdonsaga [20, 102]. Az endothelium vasomotor funkcidja kiterjed
a véraramlas altal kialakitott fali nyirderd érzékelésére, valamint a sajat és kiilsé
(farmakologiai) behatas altal kialakult jelatviteli folyamatokra [44, 103]. A négy f6
endothelialis regulator vegyiilet: a nitrogén-monoxid (NO), az eikozanoidok, az endothelium-

fiiggd hyperpolarizal6 faktor (EDHF) és az endothelinek [9].
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Az NO-nak Kkiemelt szerepe van a kozponti idegrendszer vérkeringésének
szabalyozasaban [104-106]. Az NO szerepére el6szor Furchgott és Zawadzki [107, 108], majd
Ignarro [109] vilagitott ra, igynevezett endothel-fliggd relaxalod faktornak (EDRF) nevezték
el. Sajat eredményeink is kimutattak, hogy az endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS)
gatlasaval (L-NAME) csokkent az a. basilaris erck alapatméréje (24. C abra). Mindezek
alapjan feltételezziik, hogy az endothelbdl konstitutivan felszabadulé NO-nak fontos szerepe
van a myogen tonus és az agyi erek alapatmérdjének szabalyozasaban (lasd késobb). A
kozponti idegrendszer teriiletén tobb NOS isoforma is talalhat6: az endotelialis (eNOS), a
neuronalis (nNOS) és az indukalhato (iNOS). Ismert, miszerint az eNOS altal termelt
gazhalmazallapotd NO a simaizomba diffundalva fokozza a szolubilis guanilat-ciklaz (SGC)
enzim aktivitdsat, ami a ciklikus guanozin monofoszfit (cGMP) intermedier molekula
szintézisét végzi, ezaltal aktivalva a protein-kinaz G-t (PKG) [110]. A PKG foszforilacio
utjan inaktivalja a miozin kdnnytilanc kindzt (MLCK), ami a vasoconstrictioban elementaris
fontossagu lenne, igy indirekt vasodilatatiot és vasorelaxatiot okoz [111]. Mindemellett egyes
kutatasok felvetették az NO medialta, sGC/cGMP fiiggetlen vasomotor mechanizmusok
szerepét [112-119], melyet sajat kutatasainkkal is bizonyitottunk. (24. C és E abra)

Egyes kutatasok fontos szerepet tulajdonitanak a ciklooxigenidz (COX), lipoxigenaz
(LOX) [9, 120] és a citokrom P450 (CYP450) [121-123] enzimek altal termelt arachidonsav
derivatumainak, melyek lehetnek mind vasoconstrictor, mind vasodilatator hatasuak. A fenti
enzimrendszerek fontossagat kiemeli, hogy szamos szovetben és sejttipusban megtalalhatok,
igy hatasuk nem korlatozodik az endotheliumra. Korabbi kutatasaink alapjan a CYP450 altal
termelt 20-HETE jelent6s szereppel bir az aramlas medialta vasoconstrictio kialakitasaban
[1], de a részt vesz a hypertonia kialakitasaban és fenntartasaban, ezzel fokozva az oxidativ
stresszt és endothel diszfunkcidt, valamint a kovetkezményes vascularis gyulladast, mely
szamos cerebrovascularis korképet idéz el6 [124].

Gatolt NO- ¢és eikozanoid-dependens utvonalak esetén tovabbi dilatacids kapacitast
irtak le, mely kiemeli az EDHF szerepét is [106, 125-127]. Sajat eredményeink is igazoltak,
hogy a guanilat-ciklaz blokkolé6 ODQ nem okozott szignifikans mértékii csokkenést az acetil-
kolin (ACh)-indukalta vasodilatatioban (24. F abra). Ez felvetette annak lehet6ségét, hogy az
ACh az sGC/cGMP-medialta utvonaltdl fiiggetlen, feltehetden EDHF-ként hat [128-130].

Az endothelinek vasoregulatioban betoltott szerepérél szamos tanulmany beszamolt
[9, 131-140]. Az endothelin hatasanak kifejezodése dontden a receptor tipustol (ETa és ETg),
¢s kevésbé a ligand tipusatol figg (ET-1/-2/-3). Alapvetéen az ETa receptorok a

simaizomsejteken helyezkednek el és az ET-1/-2 liganddal vasoconstrictiot, mig az ETg
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receptorok az endotheliumon helyezkednek el és mindharom liganddal vasodilatatiot hoznak
létre [131, 132]. Az endothelin receptorok heterotrimer G-protein-kapcsolt receptorcsaladhoz
tartoznak, ahol a 7 transzmembran domén ligandkétése Gg-medialta, PLC—PIP,—IP3+DAG
aktivacio révén Ca®* felszabadulast és kovetkezményes vasoconstrictiot idéz eld. Némileg
arnyalja a képet, hogy mig az ET-1 a f6 mediator a cerebrovascularis keringésben [133], és
intakt endothelium esetében ETg-hez kotddve vasodilatatio [134], valamint endothelium
denudatio esetén ETa-hoz kotddve vasoconstrictio figyelheté meg [135, 136], addig ETa
receptorok jelen lehetnek az endotheliumon [137] és az ETg receptorok pedig a
simaizomsejteken is detektalhatdéak [138]. Mindezek alapjan az endothelin vasoregulatioban
betoltott szerepének dinamikus egyensulyat az aktualis receptor-expresszid és ligandkotés
hatarozza meg. A jelenlegi szakirodalmi adatok szerint azonban, a fentiek figyelembe
vételével az endothelinek fizioldgias koriilmények kozott nem vesznek részt jelentésen a CBF
szabalyozasaban, mig kiemelked6 szerephez jutnak patofiziologias (stroke, cerebralis
vasospasmus) koriilmények kozott [139].

A cerebrovascularis simaizomsejtek szenzoros (mechano- és stretch-receptorok) és
alapveté effektor (aktin-miozin komplexum) szerepet toltenek be az agyi keringés
szabalyozasaban. A simaizomszdvetre hatdssal vannak egyrészt a kiilonb6zd, endotheliumbol
felszabaduld molekulak igy példaul NO, endothelinek, eikozanoid szarmazékok|[részben
dilatator hatastak (pl.: prosztaciklin), részben constrictor hatastak (pl.: TXA,)], masrészt a
lokalisan felszabaduld, simaizomszdvetre haté vegyiiletek: adenozin [67-70], laktat [71], K,
H* [57, 72-74], valamint a szintén jelentds vasoactiv tulajdonsiggal biré reaktiv oxigén-
gyokok (ROS) [124]. Utobbi forrasa lehet egyrészt a mitokondrialis 1égzési lanc, a NAD(P)H
oxidaz, a xantin oxidaz, az arginin-metabolizmus, a mikroszomalis CYP450, COX és LOX

aktivitas, makrofag aktivitas, valamint a zsirsavak peroxysomakban zajl6 beta-oxidacioja.
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1.1.2. Az intracranialis vérzések

Intracranialis vérzések alatt a traumas, vagy nem traumas eredetii, koponyan beliili ér
folytonossaganak megszakadasaval jard korallapotokat értjiik [141]. A traumas intracranialis
vérzések epiduralis, subduralis, subarachnoidealis és intracerebralis eredetiick lehetnek, az
agyhartyakhoz és az agyhoz valo viszonyatodl fiiggéen [141]. A nem traumas intracranialis
vérzések hatterében valamilyen cerebrovascularis rendellenesség all, mely magaba foglalja az
extracerebralis (subarachnoidealis vérzés) ¢és intracerebralis, mas néven parenchymas
vérzéseket [142]. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) didaktikus meghatarozasa alapjan
az agyi érkatasztrofa (stroke) az agymiikodés globalis vagy fokalis zavaraval jellemezhetd,
gyorsan kialakuld tlinetegylittes, amely tobb mint 24 6rdn at fennall, vagy a beteg halaldhoz
vezet, és amelynek bizonyithatdan nincs mas oka, mint az agyi érrendszerben kialakult
elvaltozasok. A szakirodalom a stroke két alapvetd patofiziologiai formajat kiilonbozteti meg:
thromboticus vagy embdlias érelzarddassal jard ischaemias korfolyamatok (80-85%), illetve

az erek folytonossag-megszakadasaval jaro, haemorrhagias elvaltozasok (15-20 %) [141].

1.1.2.1. Az intracranialis vérzések epidemiologiaja

Fontos megemliteni, hogy a stroke a fejlett orszagokban a harmadik leggyakoribb
halalok a cardiovascularis és a daganatos betegségek utan, valamint a legfontosabb tényezdje
a sulyos, élethosszig tartd fogyatékossagnak [143]. Becslések szerint az akut stroke miatt
korhazba keriilt betegek haldlozasi ardnya az elsd honapban az ellatdo osztily tipusatol
fliggben 12-18%, az els6 évben 25-30% [141]. A vérzéses stroke incidencidja 12-
15/100.000/év, a korai mortalitasa viszont kozel 50% [141]. A nem traumas intracranialis
vérzések 24%-a subarachnoidealis (SAV), 41%-a intracerebralis (ICH), 12%-a
intraventricularis és 23%-ban az el6z6ek valamilyen kombinacidja [141]. A SAV korai
mortalitasa 41,7% [144], az ICH korai halalozasa 40,4%, és nagyban fiigg a vérzés
kiterjedésétdl és lokalizaciojatol. Mig a 60 cm® volument meghaladd vérzés esetében a
mortalitds mély agyi lokalizaci6 esetén 93% és lobaris vérzésnél 72%, addig a 30 cm>-es
volument el nem érd haemorrhagia esetén mély agyi teriiletek esetében 39% és lobaris
vérzésnél 7%, valamint cerebellaris érintettség esetén 57% a mortalitas [142].

Mindemellett, mig a nyugati tarsadalmakban a koponyasériilés kovetkeztében
kialakul6 mortalitas 20-25%, addig Magyarorszagon eléri a 45%-ot [145]. Craniocerebralis
traumak esetén kimagaslo a SAV incidencidja [146-148], egyben a SAV jelenléte noveli a
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morbiditast és mortalitast [147, 148], valamint az egyik legfontosabb prognosztikai faktor
[146, 149], kiemelve a SAV felismerésének és pontos kezelésének jelentdségét.

1.1.2.2. Az intracranialis vérzések etiologiaja és tiinetei

Az epiduralis vérzés leggyakrabban fiatalokban eléforduld (20 év alatt az
intracranialis vérzések 2/3-a), kontakt erObehatas kovetkeztében kialakuld, dura mater
érsériilésével jard trauma kovetkezménye. Mig i1d6s korban a dura mater jobban tapad a
koponyacsont bels6 felszinéhez, addig fiatalokban a duralis erek (leggyakrabban a. meningea
media) sértésével az arterids vérzés szeparalja a durat a csontos alaprol, ezzel jellegzetes
lencse alaku, jelentds, dontéen fronto-temporalis térfoglalast idézve eld. Jellemzo tiinete a
lucidum intervallum, majd a sériilést koveté néhany oraval agyi nyomasfokozodas tiinetei
¢szlelhetoek: fejfajas, hanyinger, hanyas, vigilitds-csokkenés, majd fokalis neurologiai
tiinetek alakulnak ki, végiil a vitalis paraméterek sulyosan romlanak, mely beavatkozas nélkiil
halalhoz vezet. Altalaban siirgds miitét indikalt, ha tiineteket produkél, vagy meghaladja a
vérzés a 30 cm’-t, vagy az atmérdje a 15 mm-t, vagy az 5 mm-es kdzépvonali dislocatiot
[141].

A subduralis vérzések jellemzéen acceleratios/deceleratios sériilések soran
keletkeznek, ahol a tarsuld primer laesio (agyi contusio, diffuz axonkarosodds) is jelentds.
Pathomechanizmusiban egyrészt a contusios vérzés subduralis térbe torténd kitorése,
masrészt a hidvénak (vv. cerebri superiores) hirtelen szakadasa all. Ezt gyermekkorban a
vénak falanak szakadékonysaga, mig az idGés korban az agyi atrophia magyarazza. Nagy
mortalitassal jaro korkép, mig felvételi GCS 6 esetén 50%-os mortalitas, addig felvételi GCS
3 esetén 90% [141]. Siirgés miitét végzendd, ha GCS<9, vagy vérzés vastagsaga > 10 mm,
vagy a kdzépvonali dislocatio >5 mm, vagy GCS hirtelen romlani kezd [150].

A primer agyallomanyi vérzések hatterében leggyakrabban (60-70%) a 45-50 év
feletti populacioban, a kronikusan fennalld hypertonia acut nyomasfokozodasra kialakuld
érfal-rupturat valoszintsitik, valamint el6fordulhat arteriovenosus malformacio (AVM),
Charcot-Bouchard aneurysma ruptura, amyloid angiopathia, daganatos megbetegedés, drog
intoxikacio, de trauma és fokozott vérzéshajlam esetén is. A hypertensiv allomanyvérzések
soran az esetek 60%-aban a putamen, 20-30%-ban a thalamus, 10%-ban a cerebellum és 5-
10%-ban a hid érintett [141, 151].
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A subarachnoidealis vérzések (SAV) incidencidja 2-16/100.000/év. Primer és
secunder formait kiilonithetjiik attol fiiggden, hogy primeren a subarachnoidealis térben vagy
az agyallomanyban tortént-e a vérzés. SAV sordn az extra/perivascularis vér és komponensei
az érfallal torténd érintkezéskor feltételezhetden ¢€lénk vasomotor hatassal rendelkezik. A
klinikai tiinetekkel jar6 SAV 80 %-at saccularis (bogyo-) aneurysma rupturdja okoz, melyhez
intracranialis nyomas-novekedés, hydrocephalus és vasospasmus tarsulhat. Az aneurysmak 40
%-a az arteria carotis interna elagazasainal, 30%-ban a ramus communicans anterior teriiletén,
20%-ban az MCA, mig 5-10 %-ban az a. basilaris teriiletén fordul el6. A SAV akut fazisaban
a betegek harmadénal szivritmuszavar fordulhat el6, mely a prognozist rontja, monitorizalast
indokol. Erdekes, hogy becslések szerint a lakossag 1-10%-a nem vérzett aneurysméat hordoz.
A kezeletlen aneurysma rupturdk 3-4%-a mar az elsd 24 oOraban ujravérzik. Mig az elso
aneurysma-ruptura mortalitdsa 15-20%, addig az els6é reruptura eléri a 60-70%-0s
Osszmortalitast, valamint a masodik reruptura mortalitasa ennél is magasabb. A SAV maradék
20 %-aban AVM, trauma, kamrarendszerbe t6r6 roncsold vérzés, hematologiai és daganatos
betegségek allnak. Mig 20 éves kor alatt a vérzésforras leggyakrabban AVM eredetii, addig
30-60 év kozott aneurysma ruptura valdszintsithet6, valamint 50 év felett (korabban ismert
hypertonias betegnél) a vérzés az esetek tobbségében primer intracerebralis haemorrhagia
[141].

SAV legfontosabb tiinete a hirtelen, iitésszerlien jelentkezd, megsemmisit ereji
fejfajas, melyet gyakran a beteg élete legrosszabb fejfajasaként emlit. A fejfajast kisérheti
hanyinger/hanyas, szédiilés, fényérzékenyég, meningealis izgalmi jelek, ritkabban goctiinet és
eszméletvesztés [141]. A SAV kimenetelének megitélésére, a klinikai tiinetek sulyossaga
alapjan, a Hunt-Hess féle klasszifikaciot [152, 153] hasznaljak, melynek f6 rendezési elve a
fejfajas sulyossaga és a vigilitas romlasa (I/B evidencia [154]).

Mig a SAV mar 1823-ban John Blackall leirasaban [155] megjelent, addig a vérzés
helyének pontos megitélésére 1927-ben keriilhetett sor, amikor Antonio de Egaz Moniz
publikalta [156] a cerebralis angiografia alapjait [157]. A SAV rutin diagnosztikus eszkoze
CT (vérzés esetén CT angiografiaval kiegészitve [141]), a diagnosztika és therapias
interventio része a DSA (digitalis subtractios angiografia) [154], mig a vasospasmus
kovetésének standardja a transcranialis Doppler (TCD; lla/B evidencia- [154]) [149, 158,
159]. Amennyiben a SAV a CT-n a magas szenzitivitas (~90%) ellenére nem igazolodik, vagy
a klinikai tiinetek alapjan gyantja fennall, ugy lumbalpunctio elvégzése javasolt [141, 154]
(/B evidencia). Irodalmi adatok szerint a SAV soran a vasospasmus potencialis protein-

biomarkereként az amyloid, Apolipoprotein E (ApoE) és ApoA csaladot azonositottak, ahol a
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szérum-szint valtozasok jol korrelaltak a vasospasmus megjelenésével [160]. Korabban
felvetették az adrenomedullin [161] szerepét, tobbek kozott SAV el6fordulasakor, melynek
szintje korrelalt a SAV sulyossagaval [162], és a késoi tipust vasospasmus megjelenésével
[163].

A SAV Kkezelésének alapjat az altalanos intenziv therapias elvek mellett a vérzés
intracranialis komplikacioinak (Gjravérzés, artérias spasmus, epilepszia, agyoedema és
fokozott koponyaliri nyomas [164]) megel6zése és kezelése jelenti [150], kiemelt
figyelemmel a vérnyomas csokkentésére 160 Hgmm systolés célérték ala (Ila/C evidencia-
[154]). A legfontosabb tényezdje azonban az ujravérzés megsziintetésének endovascularis
(coiling, esetleg stent behelyezés [165]), vagy matéti (clipping) uton torténd rupturalt
aneurysma legkorabbi Kiiktatasa az agyi vérkeringésb6l (I/B evidencia) [141, 154, 166, 167].
A postoperativ, symptomaticus vasospasmus megjelenésekor a tripla-H therapia (hypertensio,
hypervolaemia, haemodilutio) alkalmazasaval szignifikansan jobb kimenetelt észleltek [157].
Kosnik és Hunt 1976-ban human tanulmanyban leirtak, hogy a kolloidok altal indukalt
hypervolaemia ¢és a fenilefrin-indukalta hypertensioval a neurologiai karosodas
visszafordithato volt [153], melyet Giannotta 1977-ben megerdsitett [168]. Wood és mtsai
1982-ben igazoltdk a haemodilutio preventiv hatdsdt a symptomaticus vasospasmus
megjelenésében [169]. A tripla-H therapia fontossagat Kassel és mtsai [170], majd Awad és
mtsai [171] is igazoltak, azonban mara a hangsulyt az euvolaemiara és indukalt hypertensiora
fektették (I/B evidencia), ezzel a klasszikus tripla-H therapia, ajanlas szintjén érvényét
vesztette [154, 172].

A SAV-hoz tarsulé vasospasmus therapias lehetéségei a preventiv célu nimodipin
[173-177] (I/A evidencia [154]), a nicardipin [178, 179], a magnesium [180], az NO-szint
emelése [181-183], vagy a vér evacuatioja [184, 185] lamina terminalis és Liliequist membran
fenestratiojaval, percutan transluminalis ballon angioplasztika (PTA; lla/B evidencia [154])
[179, 186], az intra-arterias Rho-kinaz inhibitor fasudil [187, 188], valamint a clazosentan
alkalmazasa [189-198]. Sasaki és mtsai klinikai kutatasaiban a SAV-indukalta vasoconstrictio
kialakulasaban [191-193], egyben lehetséges therapias tamadaspontként az ET-1
clazosentannal torténd ETa receptor-gatlasat irtak le [194]. Korabbi kisérletekben kutya a.
basilarisban a preventiv célu, folyamatos intravénas adagolastt ETa receptor antagonista BQ-
485 kivédte a vasoconstrictio kialakulasat [195], majd a szelektiv ETa receptor antagonista
clazosentan human esetben is csOkkentette a vasospasmus kialakulasat [196]. Mig a
clazosentan a CONSCIOUS-1 klinikai study alapjan a stlyos vasospasmus gatlasat mutatta,
¢s jobb funkcionalis kimenetelt sugallt [197], addig a CONSCIOUS-2 szerint sem a
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vasospasmus morbiditdsaban, sem a mortalitdsaban, sem a funkciondlis kimenetelben nem
mutatkozott szignifikans hatas [190], viszont tobb nemkivanatos mellékhatast (pulmonalis
oedema, maj- és veseelégtelenség) észleltek a clazosentan csoportban [198].

Mig korabban leirtak a PTA-t kovet6 foszfodiészteraz-gatlo papaverin szuperszelektiv
intra-arterias felhasznalas el6nyeit [179, 199, 200], késébb a szamos, sulyos szovédmény
megjelenése, ¢és az ellentmondasos eredmények [201] kétségessé tették a beavatkozas sikerét
a hosszu tavu kimenetel szempontjabol, ezaltal korlatozva felhasznalasat [179].

Megel6zoleg igazoltdk a HMG-Coenzim A reduktaz gatlo statinok szerepét a SAV-
indukalta vasospasmusban [202, 203], addig az Gjabb kutatasok a statinok igazolt pleiotrop
hatasa ellenére, ezek preventiv hatasat nem tudtak igazolni [194, 204, 205].

Gyakran azonban, ezen igen hatasos vasodilatatorok (pl. Ca®*-csatorna blokkoldk)
jelentds mellékhatassal, pl. a szisztémas vérnyomads-csokkenéssel, coronaria és agyi
véraramlas csokkenésével jarnak, melyek limitaljak felhasznalasukat. A SAV-t talélok kb.
harmada tartoés és stlyos neurologiai karosodasban szenved [167], valamint az esetek 32-
67%-aban fatalis kimenetelti [206]. A magas mortalitas hatterében a SAV egyik legstlyosabb
szovOdménye, a multifaktoridlis cerebralis vasospasmus 4all, mely secunder cerebralis
ischaemiat okoz (fokalis/globalis) [207]. A cerebralis erek constrictiojat (spasmusat) létrehozo

mechanizmusok pontos természete nem kellden tisztazott.

1.1.2.3. Az intracranialis vérzés hatasa az agyi erek vasomotor miikodésére

Klinikai és experimentalis kutatasok szerint haemorrhagias stroke és craniocerebralis
trauma talajan kialakuld6 SAV [146-149] az agyi autoregulaciot sulyosan karositja [208, 209].
Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy SAV fokozott vasoconstrictiot idéz eld, ezzel a
kornyez6 agyszovet vérellatasat rontja, igy szekunder ischaemias agykarosodast eredményez
[52, 210, 211]. Korabbi kutatasok alapjan az agyi erek vasospasmusaban két fazis kiilonithetd
el: 1) korai (akut) vasospasmus az elsé 48 oraban fejlddik ki, valamint a 2) késéi tipusu
vasospasmus 3-7 nappal késobb alakul ki. SAV-t koveté korai szekunder ischaemids
agykarosodas részben a kiserek sériilésével és parenchymas arteriolas diszfunkcidval jar
[212], melynek hatterében vasoconstrictio és kovetkezményes csokkent agyi vérataramlas all,

egyben meghatarozza a SAV sulyos kimenetelét [211, 213].

23



1.1.2.4. A vér és alkotorészeinek vasomotor hatasa

Korabbi vizsgalatok ramutattak a vér és vasomotor hatasti komponenseinek komplex,
multifaktorialis vasoconstrictor mechanizmusara [194, 210].

Irodalmi adatok szerint a tisztitott hemoglobin dézis-fliggé vasoconstrictiét 0koz
[214]. A fenti folyamat hatterében a ferro-oxihemoglobin és az NO dioxigenizacios reakcioja
megy végbe: NO + HbFe'"-0, — NO3 + HbFe'"' melynek soran egy tranziens (ty < 1 ms)
Fe(lll)—peroxynitrit  komplex képzodik, mely rapidan tovabbalakul nem toxicus
methemoglobinna (HbFe) és NOs-ta [214, 215]. Minneci és mtsai kisérletei szerint a 80
ppm koncentraciojt  NO inhaldlasa a plazma oxihemoglobin 85-90%-at oxidalta
methemoglobinna, igy kivédte az endogén NO megkdtésével jard, hemolizis éltal indukalt
szisztémas vasoconstrictiot [214]. Preklinikai kisérletekben leirtak az NO protektiv szerepét
ischaemias szovetkarosodasban [183], majd igazoltak, hogy az arteriass NO szint novelése
gatolta a kés6i tipust vasospasmus kialakulasat [182, 216]. Késébb felvetették, hogy az
intravascularis NO tartalék fenntartasaban fontos szerepe van az NO,-nek [217-219], mely a
lokalis szinten lezajlé redukcid révén NO-donorként viselkedik [218]. Az NO donor NaNO,
hatasosnak bizonyult féemlds modellekben a SAV-indukalta vasospasmus kivédésében [217,
220], és elnytjtott infazios adagolasa human kutatasokban is biztonsagosnak latszik [181].
Mindezek alapjan feltételezték, hogy a dekompartmentalizalt hemoglobinnak - az NO
scavenging folyamat révén - szerepe lehet a SAV-indukalta vasospasmus kialakulasaban.
Mindemellett Nystoriak és mtsai kimutattak, hogy az oxyhemoglobin direkt vascularis
hatasaban szerepe lehet a tirozin-kinaz aktivalasan keresztiil kialakult, fesziiltség-fiiggd
kalium-csatornak (K,1,5) internalisatiojanak és csokkent aktivitasanak, mely membran
depolarizaciot és kovetkezményes vasoconstrictiot valt ki [221].

A SAV altal indukalt endothel diszfunkcié szakirodalma meglehetdsen
ellentmondasos. Sasaki és mtsai szerint kutya a. basilarisban SAV soran kialakulé endothel
karosodas ~3 hétig fennallo endothel diszfunkciot és degeneracidt idéz el [222], melynek
soran mind az ATP-, mind az ACh-indukalta vasodilatatio karosodik [223]. Mig a korabbi
tanulmanyok feltételezése szerint SAV sordn nagy agyi erekben az NO-medialt vasodilatatio
karosodik [210, 214, 224-226], addig masok igazoltak, hogy SAV-t kovetéen az endothelium-
dependens relaxaci6 valtozatlan marad [221, 227, 228]. A megfigyelések kozti
ellentmondasok az ér-kaliber discrepantiaval, egyben az ératmér6b6l adoéddé vasomotor

kapacitas kiilonbségével oldhatok fel [221].
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Clark és mtsai szerint SAV soran a hemoglobin és metabolitjai, a bilirubin oxidacios
termékei (BOX) kozrejatszhatnak a kés6i tipust vasospasmus kialakulasaban [229].
Kisérleteikben autolog hemolizalt vér injektaltak a subarachnoidalis térbe, mely haem-
oxigenaz-1 (HO-1) enzim-indukciot idézett elé a mikrogliakban, makrofagokban és az érfal
simaizomsejtjeiben. Ismert, hogy a haemet az indukalhat6 HO-1 és/vagy a konstitutiv HO-2
metabolizalja BOX-4, ahol a biliverdin—bilirubin atalakulast kévetéen a ROS-nak kdzponti
szerepe van. A BOX-nak izolalt ereken endothel hianyaban nem volt vasomotor hatéasa,
azonban in vitro fokoztak a hisztamin és phenylephrin altal kivaltott contractio mértékét,
valamint a kalium-klorid (KCI) altal kivaltott depolarizaciot. Azonban, in vivo dozis-fiiggd
moddon vasospasmust idéztek eld. BOX-inkubalt sertés simaizomsejt kultiraban fokozoddott a
laktat-dehidrogenaz (LDH) enzimszint, jelezve, hogy a sejtek magasabb metabolikus
stressznek voltak kitéve, ahol feltehetden aktivalodott a simaizomsejt myosin ATP-dz
enzimrendszer [229].

Kordbban felvetették, hogy SAV soran a citoszol Ca®*-ion koncentracioja
megemelkedik, igy fokozott vasoconstrictio alakul ki. Nystoriak és mtsai igazoltak, hogy
parenchymalis arteriolakban egyrészt a SAV fokozza a nyomas-indukalta vasoconstrictio
kialakuldsat, masrészt azonban a SAV-indukalta constrictio fiigg az intravascularis nyomastol,
melynek hatterében membran-depolarizacié és a fesziltség-fliggd Ca’**-csatornak fokozott
expresszidja és/vagy aktivitisa 4ll. Tovébba, SAV-indukalta [Ca®]; novekedés és
vasoconstrictio fiiggetlen volt az endothelialis diszfunkciotol [221]. Ezzel ellentétben, Sasaki
¢és mtsai szerint SAV soran kialakul6 fokozott vasoconstrictio hatterében a regulatorikus feed-
back mechanizmusok komplex zavara all, beleértve a myofilementumok Ca®*-érzékenység
szabalyozasanak zavarat is [194].

Tobb kutatas is felvetette, hogy a vér vasoactiv komponensei a cerebralis erek
membran-depolarizacidjahoz vezetnek, feltehetéen a kalium-csatornak aktivitas-csokkentése
révén [210, 221, 230]. Mindezt igazolni latszik, hogy a Ky-csatornak 4-aminopiridinnel
torténd gatlasa membran-depolarizaciot és vasoconstrictiot idéz el6 [221, 231, 232]. Nyul
pialis arteridk simaizomszovetén az oxyhemoglobin K,1,5 internalisatio révén
vasoconstrictiot okozott [221], valamint K,2,2 csatornak expresszidja csokkent kutya SAV
modellekben [233]. Mig Zuccarello és mtsai [234] K'-csatorna aktivator cromakalim [235,
236] alkalmazasaval a SAV-indukalta vasospasmust sikeresen visszaforditottak nyul a.
basilaris esetében, addig Chen és mtsai [237] KMUP-1 felhasznalasaval kivédték a SAV-

indukalta vasoconstrictiot a BK¢, aktivitas visszadllitdsaval patkany a. basilarisban.
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Grande és mtsai szerint a hisztamin mind human, mind patkany esetében
vasodilatatiot okozott agyi erekben [238], melynek hatterében a Hj receptorhoz kotott,
endothel-dependens, G, mediélta jelatviteli folyamatot irtak le, tovabba igazoltdk a H»
receptorok szerepét a vasorelaxatioban [239]. Ezzel ellentétben, patkany a. mesentericaban
[240] és egér a. basilarisban a histamin koncentracio-fliggé vasoconstrictiot idézett eld,
egyben a H; receptor blokkold difenhidramin jelenlétében szignifikans mértékben
csOkkentette a vasoconstrictio mértékét, €s a Hp receptor blokkol6 cimetidin nem volt hatdssal
a vasoconstrictiora [241].

Cambj-Sapunar és mtsai szerint SAV-t kdvetéen a cerebrospinalis folyadékban (CSF)
a szerotonin (5-HT) koncentracidja szignifikans mértékben megndtt, egyben jelentds
cerebrovascularis constrictiot okozott [242]. Az 5-HTig receptorok isamoltannal torténd
blokkolasa megeldzte egyrészt a 20-HETE szintjének az emelkedését CSF-ben, masrészt a
SAV utan kialakult regionalis agyi vérkeringés kovetkezményes csokkenését [242]. Mindezek
alapjan feltételezik, hogy az 5-HT kozre jatszik a 20-HETE szintézisében, melynek kiemelt
szerepe van az agyi véraramlas szabalyozasaban [1, 242]. HET0016 (20-HETE szintézis-
gatld) szignifikansan csokkentette az 5-HT altal kivaltott vasoconstrictiot patkany a. cerebri
medidban, egyben a WIT003 (20-HETE agonista) részben visszadllitotta az 5-HT
vasoconstrictor hatasat [242]. Kehl és mtsai szintén igazoltak a SAV-t koveté 20-HETE
koncentracié emelkedését a CSF-ben, melynek a korabbiaknak megfeleléen fontos szerepe
van a regionalis agyi vérkeringés csokkenésében [243].

Uski kisérletei igazoltak [244], hogy izolalt a. basilarison az alabbi prosztanoidok és
analogjaik szignifikans vasoconstrictiot idéztek el6: PGF,,, U46619, U44069, PGA;, PGA,,
PGE;, PGE,, PGD,, PGB;, PGB;. PGl; és PGE; esetében bimodalis valaszt figyeltek meg,
alacsony koncentracio esetén relaxaciot, nagyobb koncentracio esetén contractiot tapasztaltak.
A SAV soran feltételezetten kialakuld endothelialis diszfunkcio [222, 223] és degeneracio a
PGl, csokkent termelédésével [245] ¢és kovetkezményes indirekt cerebrovascularis
constrictioval jar, melynek jelentds szerepe lehet a megndvekedett vascularis contractilitas
kialakulasaban [194]. A thromboxan-A, (TXA;) fontos vasoconstrictor vegyiilet artériakon
[246], masok a legpotensebb cerebrovascularis constrictorként emlitik [247], valamint
Osszefliggést talaltak a prosztanoidok constrictor hatdsdnak nagysaga és a TXAj-Szenzitiv
receptorok jelenléte kozott [244]. A TXAo/prosztanoid receptor (TP-receptor) aktivacioja
simaizom kontrakciot és thrombocyta aggregaciot hoz létre. Irodalmi adatok igazoljak, hogy
SAV esetén cerebralis artériak és mikroerek simaizom sejtjeiben fokozodott a TP-receptor

expresszioja, amely a regiondlis és globalis agyi vérkeringés jelentds csokkenéséhez vezetett.
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Mig a TP-receptor gatldsa nem volt effektiv a SAV modellekben, addig eredményes volt
tranziens cerebralis ischaemia esetében kutyamodellben [248]. Erdekes, hogy mig a TXA,
szintézisének gatlasaval (ozagrel) megeldzhetd volt kutya SAV modellben a vasospasmus
kialakulasa [249], addig ozagrel alkalmazasa nem tudta visszaforditani a SAV-indukalta
vasospasmust [250]. Tovabba, Ansar és mtsai szerint sem a prosztanglandinok sem a
thromboxanok szintézisének gatlasa nem okozott szignifikdns mértékii csokkenést a
vasopasmus kialakulasaban sem kisérletes sem human esetben [251].

Tang és mtsai elsének mutattak ki nyal SAV modellben a. basilarison a szfingozin-1-
foszfat (S1P) szerepét a vasospasmusban [252]. A S1P membranlipid mediator, mely az
aktivalt thrombocytak hatasara szabadul fel, majd endothel és simaizomsejteken [253], nagy
affinitassal G-protein-kapcsolt receptorhoz koétédve (S1Pi.s) Rho-kindz, illetve alacsony
affinitassal G; medialta utvonalon [254, 255] vasoconstrictiot okoz [252].

Hirano és mtsai kimutattak, hogy SAV-t kdvetéen a cerebrospinalis folyadékban a
thrombin szintje szignifikdns mértékben megemelkedik [256]. Megfigyelték, hogy SAV
indukcidjat kovetéen a thrombin szignifikdns kontrakcidt valtott ki patkany [227] és nyul
[257] a. basilarisban, melyet a SAV hatasara kialakult proteaz aktivalt receptor-1 (PAR;)
fokozott expressziojaval magyaraztak [227]. Mig a thrombin receptor agonista peptid fokozott
constrictiot idézett elé [227], addig az intrathecalis PAR; antagonista megakadalyozta
egyrészt a PAR; expressziojat, masrészt a thrombinra adott fokozott contractilis valaszt [257].
Tovabba igazoltak, hogy SAV soran a thrombin-indukélta fokozott contractilitas a thrombin
eltavolitasat kovetden is fennall [191]. Nakayama és munkacsoportja kimutatta, hogy a
tripszin képes volt a PAR; receptorok ligandjainak eltavolitasara, kialakitva az inaktiv PAR;
konformaciot [258], egyben a tripszin meggatolta a thrombin-indukalta elhtz6do
vasoconstrictio kialakulasat [191]. Mindezek alatamasztjak, hogy autokrin modon a thrombin
medialta PAR;-aktivacio fontos szerepet jatszik az 6nnon PAR; expresszio fokozasaban,
ezaltal megnovelve a thrombinra adott contractilis valaszok nagysagat SAV-t kdvetden [194].

Lominadze és mtsai szerint a fibrinogén vasoconstrictor mechanizmusaban Sszerepe
lehet az ICAM-1 medialta vascularis fibrinogén kotodésnek [259, 260], és az endothel
sejtekben kialakult, fokozott endothelin-1 expresszionak [261, 262], valamint kimutattak a
fibrinogén potencirozo szerepét a noradrenalin-indukalta vasoconstrictioban [263].

Ide és mtsai leirtak, hogy az endothelin-1 (ET-1) jelentOs szerepet t6lt be SAV soran
kialakult vasoconstrictioban [192, 193]. Kikkawa és mtsai igazoltak — hasonldéan az autokrin
moddon haté thrombinhoz —, az ET-1 is fokozott contractiot okozott SAV indukcidjat

kovetden, melynek hatterében a SAV-t kdvetd ETa receptorok — hasonloan a thrombin PAR;
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¢és a fenilefrin al-adrenerg receptorahoz — fokozott expresszidja allhat [191]. Tovabba leirtak,
hogy SAV soran az elhuz6do vasoconstrictiot egyrészt gatolta a Gaq protein inhibitor mind az
ET-1-, mind a thrombin-, mind a fenilefrin-indukalta esetben, masrészt fokozta a GTP analog
GTPyS egy receptor-fiiggetlen, direkt G-protein-aktivacié utjan [191], jelezve a SAV soran
kialakulo6 feed-back mechanizmusok komplex zavarat [194].

Toyoda és mtsai kisérletei alapjan a Calcitonin gén asszocialt peptid (CGRP)
expresszalo adenovirusok altal létrehozott CGRP géntranszfer esetén a CSF CGRP-
koncentracioja 400-szorosara emelkedett. In vitro a CGRP vasodilatatiét indukalt mind SAV
modellben, mind kontroll esetben, tovabba in vivo esetben az artérias vér cisterna magnaba
torténd injektalasa soran a megel6z6 CGRP géntranszfer gatolta a SAV-indukalta
vasoconstrictio kialakulasat [264].

Culliver és Pennington kutatdsaikban igazoltadk a Stabil plazma protein oldat
(SPPO) vasomotor hatasat [265], tovabba in vitro kisérletekben leirtak, hogy a plazma
proteinek, elsésorban az albumin fokozta a noradrenalin-indukalta vasocontractiot nytl aorta-
gylir(i preparatumban [263].

Az utobbi évek kutatasai felvetették az agykérgi terjedd depolarizacio (CSD;
Cortical Spreading Depolarization) [266] szerepét a SAV-indukalta korai [267] és késoi
tipusu vasospasmusban [268, 269]. Mig fiziologias koriilmények kozott a CSD a neuronok
depolarizaciojanak kovetkeztében fellépd neurovascularis valasz, mely vasodilatatioval és
fokozott agyi véraramlassal jar, addig koros koriilmények kozott a CSD sulyos hypoperfusiot

idéz eld [270].

28



1.2.  Hypothesisek és célkitiizések

Klinikai és experimentalis adatok igazoljak, miszerint vérzéses stroke [100] és
craniocerebralis trauma [146-149] talajan kialakulo SAV [100] az agyi autoregulaciot
stlyosan karositja [208, 209, 266]. A SAV Korai illetve késoi tipusu cerebralis vasospasmust
okoz [271], igy a kornyez6 agyszovet vérellatasat rontja, mely a regionalis agyi vérkeringés
stlyos karosodasat okozza, ezzel szekunder ischaemias agykarosodast eredményez [52, 210].
A cerebrovascularis ellenallas (atmérd) kiemelten fontos a folyamatos vérellatas és perfazid
biztositasaban [2, 100, 101]. A megndvekedett vascularis contractilitds hatterében endothel-
¢s/vagy simaizom-diszfunkcio allhat [194]. A SAV-indukalta vasoconstrictor valaszok
hatterében szamos mechanizmust emlitenek (lasd fent), azonban a perivascularis teljes

hemolizalt vér vasomotor hatasa nem kell6en tisztazott.

Mindezek miatt, kisérleteinkben feltételeztiik, hogy:

1.) ahemolizalt vér és komponensei az agyi erek kiilonb6zé mértékii constrictiojat hozzak

létre,
2.) ahemolizalt vér az agyi erek 4tmérdjét a vascularis [Ca?']; emelése révén csokkenti,

3.) ezen vasoconstrictor hatasok létrejottében szamos Ca®'-jel feletti mechanizmusok

aktivalodnak és multifaktorialis eredetiiek.
Ezen hipotézisek tesztelésére célul tliztiik ki, hogy izolalt agyi ereken:
1.) karakterizaljuk a vér vasoactiv komponenseit,

2.) ismert hatasmechanizmussal rendelkezé farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval

tisztazzuk a hattérben huzodo intracellularis vasoconstrictor mechanizmusokat.
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1.3. Médszerek
1.3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben ~ 2 honapos (testsuly: 250+50 g) him Wistar patkanyok (Crl:WI;
n=6-12 csoportonként; Charles River Magyarorszag kft, Budapest, Magyarorszag) agyabol
izolalt arteria basilaris (BA) illetve arteria cerebri media (MCA) ereket vizsgaltunk. Az
allatokat elkiilonitve tenyésztettiik 12 o6ras nappal/éjszaka ciklussal, ahol ad libitum standard
patkany tappal taplaltuk, valamint szabad hozzaférésiik volt a vizhez. Az allatok tartasa és a
kiilonbozo kisérleti beavatkozasok elvégzése az alapvetd allatkisérletes etikai normak szerint,
a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak jovahagyéasaval, és a Baranya
megyei Kormanyhivatal engedélyével (BA 02/2000-13/2008, BA 02/2000-12/2011) tortént,
figyelembe véve a hatilyos magyar Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs és EU

Direktivakat (2010/63/EU), valamint az ARRIVE guidelinet.

1.3.2. Az agyi erek izolalasa

Korabbi kozleményeink szerint [124, 211], a patkanyokat éteres altatas utan
decapitaltuk, majd tigyelve az agyszovet épségére az agyat a koponyabol kiemeltiik, majd azt
fiziologias kalciumos Krebs (Ca-Krebs) oldatba helyeztiik (110 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KClI,
1,88 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgSO,4, 1 mmol/l KH,PO,, 6,38 mmol/l gliik6z és 24 mmol/l
NaHCOg3). Ezt kovetden az agyat rogzitettik egy szilikon aljzatd Petri-csészében, és

mikrosebészeti eszk6zokkel az agyi erekbdl megfeleld hossziisagu szakaszt kipreparaltunk.
1.3.3. Funkcionalis mérések a miograf kamraban

A kipreparalt agyi arteridkat egy 5 ml térfogati, nyomas-aramlés tipust izotonids
miograf kamraba helyeztiik (4. abra), melyben az erek mindkét végét {iveg mikropipettakra
rogzitettiik, és az oldalagakat lekotottiik. Az iiveg mikropipettdk atmérdje egységes volt,
elkeriilve ezaltal a kiilonbozé hidrodinamikai resistentiabol ad6dd nyomasi és aramlasi
diszturbancidkat. A miograf-kamraba helyezett érszakasz belsé atmérdjét video-mikroszkdp
segitségével, angiométerrel mértiik, mely kozvetleniil a miograf kamra f616tt talalhato, és egy
interfészen keresztiil szamitogéphez csatlakozott. Igy az adatokat digitalis iton folyamatosan
rogzitettiik (Labchart 7 pro by PowerLab; ADInstruments, Bella Vista, NSW, Ausztralia). Az
ereket fiziologids Ca-Krebs oldatban, zér6 aramlas ¢s 80 Hgmm intraluminalis nyomas
jelenlétében, oxigenizalva (21% O, 5 % CO,, 74% Ny) inkubaltuk egy oran at a spontan

myogen toénus kialakulasaig. Ekkor megmértiik az erek basalis diaméterét (BD), melyre a
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vasomotor valaszokat a késObbiekben normalizaltuk. Kisérleteink végén kalcium-mentes
Krebs-oldattal és 10 M-os nifedipin jelenlétében megmértik az erek maximalis, passziv
atmérdjét (passziv diaméter; PD), melyre a késObbiekben szintén normalizaltuk az
eredményeinket. Amennyiben az ereck BD és PD értéke nem kiilonbozott szignifikansan,
valamint az erek vasomotor funkcidjanak vizsgalatakor szignifikans hatast nem észleltiink,
ugy az érszakaszt életképtelennek itéltiik és kisérletet nem végeztiink rajta. A kisérlet teljes
idétartama alatt Dbiztositottuk a megfeleldé homérsékletet (36,5-37 °C), oxigén- ¢&s

ionkoncentraciot (4. abra).

izoléli patkany agy

]

kanulalt a. basilaris

a.cerebri media

a. basilaris

Monitor
Angiométer [ ’ Kamera

216

@ ®©

7 N
Adatrogzit6-PC \_ZI_I

E Mikroszkop

Miograf-kamra

4. dbra. Az agyi erek izoldalasa (A), kaniilalasa (B), valamint a kisérleti miiszer
sematikus abrazolasa (C).

/Sajat felvételek és rajzok/
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1.3.4. Vasoactiv hatoanyagok és blokkolok

A hatdéanyagokat minden alkalommal frissen, a kisérlet reggelén oldottuk fel. A
hasznalatig -20°C illetve +4°C-on taroltuk Oket, a gyartd altal forgalmazott hivatalos
felhasznalasi utmutatd szerint. Funkciondlis méréseink soran figyelembe vettik a
szakirodalmi adatokat, valamint felvettiik a dozis-hatas gorbét az adott kisérleti koriillmények
kozott.

Az erek vasomotor miikodését az adott kisérleti anyag kdzvetleniil a miograf-kamraba
torténd injektalasaval vizsgaltuk: a simaizom- és endothelium-dependens, bifazisos
(constrictio a simaizom P,x; receptoron keresztiil, majd dilatatio az endothelialis Pay
receptoron keresztiil) valaszt ado adenozin-trifoszfattal [272] (ATP; 10°-10* M; 24. 4abra),
endothel-fiiggd acetil-kolinnal (ACh; 10°® -10™*M), NO-donor nitroprusszid-natriummal (SNP;
10°°-10*M), Ca*-csatorna blokkold nifedipinnel (10°-10 M) vagy nimodipinnel (10° M), és
COs-vel (15% COy, 21% 0O,, 64% N,) vizsgaltuk a korabbi kozleményiinknek megfeleléen
[211]. Ezaltal meggy6zoédhettink mind az endothelium, mind a simaizom funkciok
allapotar6l. A receptor-independens vasomotor funkciét a korabban publikalt adatoknak
megfeleléen KCI (10-60 mM) oldattal ellendriztiik [273].

a.) A hemolizalt vér és alkoto elemeinek elkészitése

A perivascularis vér hatasat 200 pl hemolizalt vér (hemolysed blood, HB) kamraba
torténd juttatasaval modelleztiik [211]. Az autolog vért heparinos kémcsobe (Vacutainer)
gytjtottik. A hemolizalt vért a heparinos teljes vér desztillalt vizzel 1:4 aranyban torténd
osmolysisével értiik el. A hemolizalt vér hatasat 5-10 percen keresztiil regisztraltuk, majd a
vér kimosasat megeldézden ismételten megvizsgaltuk az ACh-ra, SNP-re, nifedipinre és CO,-
re adott vasomotor valaszokat. A CO, vasomotor hatasat vékony levegdztetd kaniilon
keresztiil a gaz direktben a kamréba juttattatasaval modelleztiik CO,-t tartalmazo tartalybol
(15% CO,, 21% O,, 64% N,). A vér és komponenseinek vizsgalatakor minden kisérlet végén
ujbol teszteltiik a fenti dilatatorok vasomotor hatasait.

Tovabbi, kiilonalld vizsgalat-sorozatban elemeztik a hemolizalt-vorosvértest
koncentratum (hemolysed red blood cell conentrate; hRBC), vérplazma, szérum,
thrombocyta-koncentratum (platelet concentrate; PLTc), thrombocyta-szuszpenziét (platelet
concentrate; PLTs), illetve tisztitott hemoglobin (Hgb) hatasat az agyi ereken. A hemolizalt
vordsvértest koncentratumot (100 pl) alvadasban gatolt autoloég vér 10 percig, 3000-es

fordulatszdmon torténd centrifugaldsaval nyertiik, majd a vorosvértesteket tartalmazo iiledék
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(20 pl) leszivasaval és ennek desztillalt vizzel 1:4 aranyban torténd osmolysisével készitettiik.
A vérplazmat (20 pl) heparinizalt autolég vér 10 percig, 3000-es fordulatszdmon torténd
centrifugalasaval allitottuk eld. A vérszérumot (20 pul) alvadasdban nem gatolt autolog vér 10
percig, 3000-es fordulatszamon torténd centrifugalasaval allitottuk el6. Az ép thrombocyta-
koncentratumot (10 upl; PLTc) EDTA-s vér 5 percig, 800-as fordulatszamon torténd
centrifugalasaval nyertiink, majd a thrombocyta-das feliiluszot tiz percig 2800-as
fordulatszamon centrifugaltuk, ezutan a thrombocyta iiledéket EDTA-s PBS-sel kimostuk. A
dekompartmentalizalt thrombocyta-szuszpenziét (100 ul) az izolalt tiledék (10 ul) desztillalt
vizzel 1:9 ardnyban torténd osmolysisével allitottuk eld.

Vizsgaltuk a prosztanoidok szerepét a HB-indukalta vasoconstrictio kialakuldsaban.
fgy a prosztanoidok szintézisét a non-szelektiv COX inhibitor indometacinnal gétoltuk [274]
(INDO; 5x10°M, 30 min; n=11; 13. C abra), melyet arachidonsav hozzaadasaval
teszteltiink [275, 276] (AA, 10° M, 15 min; n=11; 13. B abra). A thromboxanok hatasat
hemolizalt vér hozzdadasat megelézdéen a kordbbi kisérleteinknél hasznélt TP-receptor
(TXA2/PGH,-receptor) antagonistaval [1, 274] (SQ29548; 10 M; 20 min; n=7; 13. C 4bra)
blokkoltuk. Az SQ29548 karakterizalasahoz az ismert hatast TP-receptor agonista, szintetikus
PGH; analdgot [276, 277] hasznaltuk BA ercken (U46619; 107 M, n=9: 13. A abra). Az
endothelialis NO szintazt L-NAME-mel blokkoltuk [278] (10™* M; 20 min; n=5-11, 19. és 24.
C abra)

b.) Vegyszerek és gatloanyagok

A kisérleti vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag), valamint
az SQ29548, HET0016 a Cayman Chemicals-tél rendeltiik (Cayman Europe, Tallinn,
Estonia). A kalium-ion koncentraciot [K'] koncentracié meghatirozasat a Nova Biomedical
pHOX plus vérgaz-analizatorral végeztiikk (Nova Biomedical, Waltham, MA, USA) a 0., 5. és
10. perchen.

1.3.5. Vascularis Ca’" mérése

Korabbi leirasnak megfeleléen [211], az intracellularis Ca®*-ion ([Ca?'];) koncentraciot
raciometrikus  (R) Ca®*-méréssel végeztiik 5-Oxazolecarboxylic acid, 2-(6-(bis(2-
((acetyloxy)methoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-(2-(2-(bis(2-((acetyloxy)methoxy)-2-
oxoethyl)amino)-5-methylphenoxy)ethoxy)-2-benzofuranyl)-, (acetyloxy)methyl ester (Fura2-
AM; Invitrogen, Life Technologies, Budapest, Hungary) fluorescens festéssel 340 nm és 380
nm hulldmhosszon [279, 280]. A kisérleti méréseket a Debreceni Egyetem AOK, Kardiologiai
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Intézet, Klinikai Fiziologia Tanszékén végeztem. A mérés soran a miograf-kamra fiziologias
Krebs oldatat Fura2-AM (5 umol/L) fluorescens Ca* festékkel egészitettiik ki BSA (bovine
serum albumin; 1%) hozzaadasaval a 60 perces inkubacios periddus alatt. Az intravascularis
Ca®* koncentraciot fluoreszcens mikroszkop segitségével, valamint a hozza kapcsolt
interfészen keresztiil Incytelm2 méréberendezéssel (Intracellular Imaging Inc, Cincinnati,
OH, USA) regisztraltuk, és mértiik a 340 ¢és 380 nm véltakoz6 hullimhosszon gerjesztett
sorozatfelvételek alapjan (cutoff >510 nm). A sorozatfelvételeket 4 masodpercenként
rogzitettiik, a kiértékelése utdlag tortént meg. Az érfali Ca®* koncentraciokat a 340 és 380 nm-

es excitacio atlagolt jelintenzitas aranyabol (R) szamoltuk a teljes érfalszegmensen.
1.3.6. Statisztikai analizis

Mind a szévegben, mind az eredményeket bemutatd abrakon a statisztikai adatok
atlagat és az atlag standard hibajat tiintettiik fel (4tlagtSEM). Az adatainkat kifejeztiik um,
valamint normalizalds esetén az alapatmérd-valtozas [BD%] és passziv atmérd-valtozas
[PD%] szézalékaban is. Az intracellularis Ca®*-jelintenzitas valtozas mérésekor a Ratio (R),
¢és a delta Ratio (Ratio valtozast; AR) értékeket tiintettiik fel. A tézisben bemutatott kisérletek
eredményeit, valamint az azok kozott 1évo statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgélatot
kovetden egyutas-ANOVA (Holm-Sidak modszer), vagy Student-féle t-teszttel igazoltuk. A
statisztikai analizist SPSS 11.0 (SPSS 11.0 for Windows; SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
programmal végeztilk. Az eredmények kozotti kiilonbségeket p<0,05 esetén fogadtuk el

statisztikailag szignifikdnsnak, amit az abrakon feltiintetett szimbolumokkal jeldltiink.
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1.4, Eredmények
1.4.1.1. Hemolizalt vér vasomotor hatasa agyi ereken

Publikacionknak megfeleléen [211], a 80 Hgmm intraluminalis nyomassal torténd
inkubacio soran a BA alapatméréje (BD) 264+7 um, az MCA esetében 185£15 pm volt, mig
a passziv atméré (PD) BA esetében 39248 um, MCA esetében 282+10 um volt. Az 5. abra
eredeti regisztratuma szerint a hemolizalt vér (HB) jelentds vasoconstrictiét okozott a.
basilarison (kontroll: 285 um; HB: 168 um; kimosas: 287 um). A 6. abra alapjan a
hemolizalt vér hozzaadasa az alapatmérét szignifikans mértékben csokkentette BA (164+11
um; -23,9+ 3 [PD%]) és MCA ereken (155+14 um; -11,4+0,8 [PD%]). Fontos megemliteni,
hogy a vér kimosasat kovetden az alapatmérd visszatért az eredeti értékre (BA esetén 288+12
pm, MCA esetén 195+12 um; 5-6. abra). A BD és PD kozott szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk mind az MCA, mind a BA esetében (6. abra), mely jelzi a contractilis elemek

épségét, és a funkcionalis érvalaszok validitasat az adott kisérleti kdriilmények kozott.
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5. dbra. Eredeti regisztratum: hemolizalt vér (HB) vasomotor hatdisa BA ereken.
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6. abra. Hemolizalt vér (HB) vasomotor hatisa BA (bal oldal, n=12) és
MCA (jobb oldal, n=6) ereken.

Az adatok az atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. * szignifikans eltérés a kontroll és a HB
kozaott, valamint a HB és kimosds kozott; p<0,05. # szignifikans eltérés a kontrol! és a passziv
diameter kozott, p<0,05.

1.4.1.2. A hemolizalt vér vasomotor hatasa az agyi erek dilatator valaszaira

Vizsgaltuk a dilatatorok hatasat MCA és BA ereken a hemolizalt vér (HB) hozzaadasa
elott (kontroll), kozben, és a kimosast kovetden. A 7. abra eredeti regisztratumai a dilatatorok
(ACh, SNP, nifedipin és CO,) hatdsat mutatjdk a HB hozzaadasa eldtti kontroll koriilmények
kozott (A), majd a HB hozzaadasa kézben (B) BA ereken.
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7. dabra. Eredeti regisztratumok: vasodilatdtorok hatdisa hemolizadlt vér
hozzdaaddsa elétt (A) és kozben (B) BA ereken.
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A 7. abra ecredeti regisztratumai alapjan mig az ACh-indukalta vasodilatatio
hemolizalt vér (HB) hozzaadasakor szinte teljesen megsziint (ACh: 237 um-r6l 317 um-re vs.
ACh+HB: 202 pm-rél 208 pm-re) és az SNP-indukalta vasodilatatio HB hozzaadéasakor
jelentésen csokkent (SNP: 234 pum-r6l 307 um-re vs. SNP+HB: 209 um-r6l 240 pum-re),
addig sem a nifedipin (nifedipin: 262 pm-rdél 364 pm-re vs. nifedipintHB: 235 pm-rol 361
um-re), sem a CO,-indukalta vasodilatatio mértéke nem csokkent HB hozzaadasakor (CO:
212 pm-rél 284 um-re vs. CO,+HB: 210 um-rdl 328 pm-re).

A szummacios 8. abra alapjan, az ACh a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt (kontroll)
szignifikans vasodilatatiot indukalt BA (19,9+4,6 [BD%]) és MCA (10,8+3,4 [BD%]) ereken.
Hemolizalt vér (HB) hozzaadasakor szignifikans dilatatio-csokkenés volt megfigyelheté BA
(7,4+1,4 [BD%]) és MCA (3,8+1,3 [BD%]) ereken, valamint a vér kimosasat kdvetden is
szignifikans mértékben csokkent maradt BA (5,7+1,7 [BD%]) és MCA (4,9+£1,3 [BD%])
ereken.

Az SNP a hemolizalt vér hozzaadasa eldtt (kontroll) szignifikans dilatatiot indukalt
BA (26£2,6 [BD%]) és MCA (40,216 [BD%]) ereken. HB hozzdadasakor szignifikdns
dilatatio-csokkenés volt megfigyelhet6 BA (11,8+1,7 [BD%]) és MCA (4,3+0,7 [BD%])
ereken, valamint a vér kimosasat kovetden is szignifikdns mértékben csokkent maradt BA
(13,9+£2,2 [BD%]) és MCA (15+7,3 [BD%]) ereken. MCA esetében az SNP-indukalta
vasodilatatio ugyan szignifikansan csokkent maradt kimosast kdvetden is, de ez egyben
szignifikans mértékli novekedést jelent a HB jelenlétében kialakult dilatatiohoz képest
(4,3+£0,7 [BD%] vs. 15£7,3 [BD%]) (8. abra).

Nifedipin a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt (kontroll) szignifikans vasodilatatiot
indukalt BA (32,6+£5,1 [BD%]) és MCA (78+18,3 [BD%]) ereken. Vér hozzaadasakor
azonban szignifikans dilatatio-csokkenés nem volt megfigyelheté sem BA (28,7+3,5 [BD%])
sem MCA (59,1+14,9 [BD%]) ereken. Vér kimosasat kovetden sem mértiink szignifikans
mértékii dilatatio-csokkenést sem BA (30+2,3 [BD%]) sem MCA (63+16,9 [BD%]) ereken
(8. abra).

A CO; a hemolizalt vér hozzaadasa el6tt (kontroll) szignifikdns vasodilatatiot indukalt
BA (25,7£2,7 [BD%]) ereken. Vér hozzaadasakor azonban szignifikans dilatatio-csokkenés
nem volt megfigyelheté BA (29,5+1,7 [BD%]) ereken. Vér kimosasat kovetden sem mértiink
szignifikans mértéki dilatatio-csokkenést BA (27+3 [BD%]) ereken (8. abra-bal oldal).
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8. abra. ACh, SNP, nifedipin és CO, vasomotor hatdsa hemolizalt vér (HB)

jelenlétében BA (bal oldal, n=10-12) és MCA (jobb oldal, n=>5) ereken.

Az adatok az dtlag + SEM formdaban vannak feltiintetve. * szignifikdns eltérés a kontrol! és a HB kozott,
valamint a kontroll és kimosas kozétt; p<0,05. # szignifikans eltérés a dilatatorok-indukalta atméré
(kontroll) és az alapatmérd kozott, p<0,05. * szignifikdns eltérés SNP esetében a HB és kimosds kézott
MCA éren;, p<0,05.

400 4

w
<
o

Diameter [um]
w
3

— 0 C02
—=5'CO,
- 10 COZ

>

8.0

7.8 1

7.6 -

pH

7.4 1

7.2 1

7.0

—0'CO,
— 5'CO,
=m 10° CO,

pCO, [Hgmm]

350

Diameter [pum]

200

150

w
[=3
o

250 -

— kontroll
mm CO,
—= HB

e

o
K
[
p3e;

<5
oo,
39,

%
&

o]

toseserst
o

otetel

8

X905
%

.,’.,.,
PR
K00

T
etes
bede

Z

25

<

o
2

e
2
4
‘Q

<
el

ol

9. abra. CO; hatdsa a BA datmérdjére (A; n=10), a miogrdaf-kamra Krebs-oldatinak
parcidlis CO; tenzidjara (B; n=7), valamint pH valtozdsara (C; n=7) 15% CO,
expozicio 0., 5. és 10. percében. A CO,, hemolizalt véer (HB), valamint HB és CO,

vasomotor hatdsa BA ereken (D; n=10).

Az adatok az atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. * szignifikans eltérés a kontrollhoz képest,
p<0,05. # szignifikans eltérés a HB-hez képest; p<0,05.
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A CO, cerebrovascularis hatasainak vizsgalatakor kiilon kisérletsorozatban mértiik a
miograf-kamra Krebs-oldatanak parcialis CO; (pCO,) tenzidjat, valamint pH valtozasat, és
BA ercken az ehhez tartozo ératmérdket a 15% CO; expozicio 0., 5. és 10. percében (0’; 5°;
10’). A 9. A abra szerint az alapatméro szignifikans mértékben novekedett az expozicid 10.
percében (0’: 26623 um; 5°: 302+£28 um; 10°: 322+29 um; n=10). A 9. B abra alapjan a
15% CO; a Krebs oldat pCO, értékét szignifikansan novelte az 5. és 10. percben (0’: 32,943
Hgmm; 5°: 53,2+7,2 Hgmm; 10’: 56,6+£6,5 Hgmm; n=7). Ezzel parhuzamosan a 9. C abra
szerint a 15% CO; a Krebs oldat pH értékét szignifikans mértékben csokkentette az 5. és 10.
percben (0’: 7,74+0,87; 5°: 7,49+0,05; 10’: 7,43+0,04; n=7). A 9. D abra alapjan a CO, az
el6zéekkel megegyezden, szignifikans vasodilatatiot idézett el6 BA ereken a kontrollhoz
képest (kontroll: 25617 um; CO,: 321£20 um). Mig a kontrollhoz adott HB szignifikans
vasoconstrictiot okozott (HB: 167+13 um), addig HB jelenlétében a 15% CO, expozicio
szignifikans vasodilatatiot idézett el6 BA ereken (HB+CO3: 253+17 um), mely szignifikdnsan
nem kiilonbo6zott az alapatmérotol.

Kisérleteinkben vizsgaltuk a SAV therapidban alkalmazott, nagy cerebrovascularis
specificitasi nimodipin dilatator hatdsat. A 10. abra alapjan elmondhat6, hogy a nifedipin
(10 M) szignifikans dilatator hatdsa (201+13 pm-r8l 332+12 um; +69,6 [BD%]; n=11) nem
kiilsnbdzott a nimodipin (10° M) dilatator hatésatol (198+11 pum-r8l 333+12 um; +72,5
[BD%]; n=11).
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10. abra. Nifedipin és nimodipin vasodilatator hatisa BA ereken az dtméro
fiiggvényében (A) és az alapatméro-vialtozas szazalékaban (B)

Az adatok az dtlag + SEM formdban vannak feltiintetve. * szignifikans eltérés a kontrollhoz
képest; p<0,05; n=11. # szignifikdans vasodilatatio az alapdtmérdhoz képest; p<0,05; n=11.
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1.4.1.3. Hemolizalt vér komponenseinek vasomotor hatasa BA ereken

e re s

Kisérleteink soran vizsgaltuk a hemolizalt vér oldatanak K* koncentraciéjat [K'], a
hemolysis 0. percében (6,77+0,22 mM), az 5. percben (6,84+0,24 mM), tovabba a 10. percben
(7,02+0,22 mM). A hemolizalt vér hozziadisit kovetd 0. percben a [K'] szignifikans
mértékben megemelkedett a vér hozzaadasa elétti Ca-Krebs oldat [K*]-hoz képest (kontroll;
6,20+£0,01 mM), majd azonban a [K'] az inkubacié alatt nem emelkedett tovabb szignifikans

mértékben (11. A abra). Vizsgaltuk tovabba a KC1 vasomotor hatasat BA ercken. Itt a 20 mM

cyey

cre

a kontroll alapatméréhoz képest (25518 um) (11. B abra). A 12. abra alapjan elmondhato,
hogy a hemolizalt vér (164+11 pum) és a 60 mM KCl (17020 pm) szignifikans
vasoconstrictiot okozott a kontrollokhoz (26447 um, ill. 255£18 um) képest, valamint hogy a
60 mM KCI (170+20 um) okozta szignifikans vasoconstrictio mértékétdl a hemolizalt vér
(164+11 pm) indukélta vasoconstrictio szignifikdns mértékben nem kiilonbozott. Masrészt
szignifikans kiilonbség talalhaté a superfusatum kontroll [K*] koncentracidja (6,20+0,01 mM;
K*c), valamint a superfusatum hemolizalt véres oldatdnak [K'] koncentracioja (7,02+0,22

mM; K*yg) kozott (12. abra y, tengely).
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11. dbra. Hemolizdlt vér hatdsa a superfusatum [K'] koncentrdcidjira HB
hozzaadasanak 0., 5. és 10. percében (A; n=9). Kiilonbozé koncentrdacidju KCI
oldat vasomotor hatisa BA ereken (B, n=9-12).

Az adatok az atlag + SEM formdban vannak feltiintetve. * szignifikans eltérés a kontrollhoz
képest; p<0,05. # szignifikans vasoconstrictio a kontrollhoz képest, p<0,05.
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12. abra. A hemolizalt vér (HB) és KCI oldat vasomotor hatasa BA ereken (y; tengely,
N=9-12), valamint HB hatdsa a superfusatum [K'] koncentrdcidjdra (v, tengely; n=9)

Az adatok az dtlag + SEM formaban vannak feltiintetve. * szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest; p<0,05.
# szignifikans eltérés a superfusatum kontroll (K'c) és a superfusatum hemolizalt véres oldata (K )
kozott; p<0,05.

Vizsgaltuk tovabba prosztanoidok szerepét a HB-indukdlta vasoconstrictio
kialakuldsdban. Ehhez a prosztanoidok szintézisét a non-szelektiv COX inhibitor
indometacinnal gatoltuk (INDO; 5x107° M; 30 min; n=11; 13. C abra), melyet
arachidonsavval teszteltiink (AA; 10° M; 15 min; n=11; 13. B abra), mig a thromboxanok
hatasat hemolizalt vér hozzaadasat megeldzden a korabbi kisérleteinknél hasznalt TP-receptor
(TXA2/PGH,-receptor) antagonistaval (SQ29548; 10 M; 20 min; n=7; 13. C Aabra)
blokkoltuk. Az SQ29548 karakterizalasahoz az ismert hatasa TP-receptor agonista, szintetikus
PGH, analogot hasznaltuk BA ereken (U46619; 107 M, n=9; 13. A &bra).

A 13. A abran lathato, hogy a U46619 (-37,7+1,4 [BD%]) szignifikans
vasoconstrictiot okozott BA ereken az alapatméréhoz képest. A U46619 vasoconstrictor
hatdsat az SQ29548 szignifikans mértékben gatolta 10° M esetében (-8,5+0,3 [BD%], a
funkcionalis blokk mértéke 91,78i0,94%),10'5 M (-3,4+1 [BD%], a funkcionalis blokk
mértéke 96,4240,89%) és 10* M (-0,6+0,6 [BD%], a funkcionalis blokk mértéke
99,37+0,73%) esetében is.

A 13. C abran lathatd, hogy szignifikdns vasoconstrictio alakult ki mind a HB
(-37,6+4,9 [BD%]), mind az SQ29548-cal inkubalt HB (-43,3+7,7 [BD%]; HB+SQ29548),
mind az indometacinnal inkubalt HB (-37,5+3 [BD%]; HB+INDO) esetén, és nem
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tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a HB, HB+SQ29548 ¢és HB+INDO indukalta
vasoconstrictio mértékében.

A 13. B abra alapjan az arachidonsav hozzdadasa szignifikans mértéki
vasoconstrictiot (-8,8+2,3 [BD%]), majd nagyfoku, szignifikans dilatatiot okozott BA ereken
(+34,5+4 [BD%]). Indometacin inkubaciot kdvetéen mind a constrictio (-1,6+1,5 [BD%]),
mind a dilatatio szignifikans mértékben lecsokkent (+19,3+6 [BD%)]).
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13. abra. U46619 (1 0’ M) vasomotor hatdisa BA ereken és SQ29548 (SQ; n=9)
jelenlétében (A). Arachidonsav (AA, 1 0’ M, n=11) vasomotor hatisa BA ereken és
indometacin (INDO, 5x10° M, n=11) jelenlétében (B). Hemolizdlt vér vasomotor hatdsa
BA ereken (HB, n=11), indometacin (HB+INDO; n=11) és SQ29548 (HB+SQ; n=7)
jelenlétében (C).

Az adatok az dtlag = SEM formdban vannak feltiintetve.™ szignifikdans eltérés a kontrol! alapdatmérdéhoz képest;
p<0,05. * szignifikins eltérés a U46619 csoporthoz képest p<0,05.% szignifikins eltérés a kontroll
alapatmérdhoz képest; p<0,05. NS nincs szignifikdns eltérés;, p>0,05. “ szignifikans eltérés a kontroll
alapatmérdhoz képest; p<0,05. ” szignifikans eltérés az INDO+AA és AA kozott; p<0,05.
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1.4.2. Szérum vasomotor hatasa BA ereken

A 14. A abra alapjan a vér vasomotor komponenseinek tovabbi elemzésekor a szérum
vasomotor hatasat vizsgaltuk a. basilaris ereken, ahol az alapatméré (BD) 246+8 um, a
passziv atméré (PD) 408+11 um volt. 20 pl autolég szérum kamraba juttatdsa szignifikans
vasoconstrictiot hozott létre BA ereken (170+6 um; -19+0,9 [PD%]) a kontrollhoz képest
(246+8 um). Fontos megemliteni, hogy a Szérum kamrabol torténé kimosasat kovetGen
szignifikans vasodilatatio volt észlelheté (231+10 um). A BD és PD kozott szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk, mely jelzi a contractilis elemek épségét, és a funkcionalis
érvalaszok validitasat az adott kisérleti koriilmények kozott.

A 14. B abra alapjan az ACh, SNP ¢és nifedipin szignifikans mértékli vasodilatatiot
okozott BA ereken (ACh: 39,1£3,4 [BD%]; SNP: 37,745,1 [BD%]; nifedipin: 53+4,8
[BD%]). Szérum jelenlétében szignifikans mértékben csokkent az ACh- és SNP-indukalta
vasodilatatio, mig nifedipin-indukélta dilatatio nem csdkkent (ACh: 24,9+2.9 [BD%]; SNP:
20,6+3,8 [BD%]; nifedipin: 62+5,1 [BD%]). Szérum kimosasat kovetéen, mig az ACh-
indukalta dilatatio csokkent, addig sem az SNP, sem a nifedipin esetében dilatatio-csokkenést
nem regisztraltunk a kontrollhoz képest (ACh: 24,9+4,7 [BD%]; SNP: 33,5+5,7 [BD%];
nifedipin: 57,1+5,9 [BD%)]).
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14. abra. Szérum vasomotor hatisa BA ereken (A). ACh, SNP és nifedipin
vasomotor hatdsa szérum jelenlétében BA ereken (B).

Az adatok az datlag + SEM formdban vannak feltiintetve; n=9. * szignifikdans eltérés a kontrol/ és a
szérum kozott, valamint a szérum és kimosds kozétt; p<0,05. * szignifikans eltérés a kontroll és a
passziv diameter kozott, p<0,05. " szignifikans eltérés a dilatatorok-indukdlta atmérd (kontroll) és
az alapatméré kozott; p<0,05. & szignifikans eltérés a kontroll vasodilatatiohoz képest; p<0,05.
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1.4.3. Hemolizalt vorosvértest koncentratum vasomotor hatasa BA ereken

A 15. A abra alapjan a hemolizalt vorosvértest koncentratum (hRBC; hemolysed Red
Blood Cell concentrate) vasomotor hatasat vizsgaltuk a. basilaris ereken, ahol az alapatméro
(BD) 21749 pum, a passziv atméré (PD) 353+£27 um volt. 100 pl autolog hRBC kamraba
juttatasa szignifikns vasoconstrictiot hozott 1étre BA ereken (166+6 um; -14+1 [PD%]) a
kontrollhoz képest (217+9 pm). Fontos megemliteni, hogy a hRBC kamrabol torténd
kimosésat kovetden szignifikans vasodilatatio volt észlelhetd (220+£29 um). A BD és PD
kozott szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk, mely jelzi a contractilis elemek épségét, és a
funkcionalis érvalaszok validitasat az adott kisérleti kortilmények kozott.

A 15. B abra alapjan az ACh, SNP ¢és nifedipin szignifikans mértékli vasodilatatiot
okozott BA ereken (ACh: 31,3£8,6 [BD%]; SNP: 39,1+3,7 [BD%]; nifedipin: 49,9+5,9
[BD%]). Azonban hRBC jelenlétében szignifikdns mértékben csokkent az ACh- és SNP-
indukélta vasodilatatio, mig nifedipin-indukalta dilatatio nem csokkent (ACh: 7,6£3,9
[BD%]; SNP: 16,243,9 [BD%]; nifedipin: 57,1£5,9 [BD%]). Majd hRBC kimosésat
kovetden, mig az ACh-indukalta dilatatio csokkent maradt, az SNP-indukalta dilatatio is
csOkkent maradt, de egyben szignifikdnsan nétt a hRBC jelenlétében kialakult dilatatiohoz
képest, addig a nifedipin esetében dilatatio-csdkkenést nem tapasztaltunk a kontrollhoz képest

(ACh: 7,242,6 [BD%]; SNP: 28,3+3,1 [BD%]; nifedipin: 50+6,3 [BD%]).

A B

1 kontroll

# <70 4
400 | |mmmm hRBC ?é > kontroll
== klmos’asd‘ @ 60 - = hRBC +
Kock passziv diameter o —> kimosas I
— 300 * * T 50 - !
g- 11— "g +
o +
= T 3 40 - !
2 200 - @ &
o S 30
E S 20 2
© Ny 4
0 100 & & g
g 10 -
i
0 Z 0
ACh SNP Nifedipin

15. abra. Hemolizalt vorosvertest koncentratum (hRBC) vasomotor hatisa BA ereken
(A). ACh, SNP és nifedipin vasomotor hatisa hRBC jelenlétében BA ereken (B).

Az adatok az atlag = SEM formdban vannak feltiintetve; Nn=6. * szignifikans eltérés a kontrol/ és a hRBC
kézott, valamint a hRBC és kimosds kézott; p<0,05. " szignifikdns eltérés a kontroll és a passziv diameter
kozott, p<0,05. * szignifikans eltérés a dilatatorok-indukalta atméré (kontroll) és az alapdatmérd kozott,
p<0,05. & szignifikans eltérés a kontroll vasodilatatiohoz képest; p<0,05. * szignifikins eltérés SNP
eseteben a hRBC és kimosas kozott, p<0,05.
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1.4.4. Vérplazma vasomotor hatasa BA ereken

A 16. A abra alapjan a vérplazma (plazma) vasomotor hatasat vizsgaltuk a. basilaris
ereken, ahol az alapatmérd (BD) 25847 um, a passziv atméré (PD) 396+12 pum volt. 20 pl
autolog plazma kamraba juttatasa szignifikans constrictiot hozott 1étre BA ereken (22647 um,;
-7,7+0,5 [PD%]) a kontrollhoz képest (258+7 um). Erdekes, hogy a plazma kamrabol torténd
kimosasat kovetden szignifikans vasodilatatio ugyan nem volt észlelhetdé (244+18 pm),
viszont kimosast kovetden nem volt szignifikdns kiilonbség az alapatmérd és a kimosasi
atméré kozott (258+7 um vs. 244+18 um). A BD és PD kozott tovabbra is szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk, mely jelzi a contractilis elemek épségét, és a funkcionalis
érvalaszok validitasat az adott kisérleti koriilmények kdzott.

A 16. B abra alapjan az ACh, SNP ¢és nifedipin szignifikans mértékli vasodilatatiot
okozott BA ereken (ACh: 27,9+2,8 [BD%]; SNP: 35,2+2.4 [BD%]; nifedipin: 45+4.4
[BD%]). Erdekes, mig vérplazma jelenlétében sem az ACh, sem a nifedipin-indukalta
vasodilatatio mértéke nem csokkent, addig az SNP-indukalta vasodilatatio szignifikans
mértékben lecsokkent (ACh: 22,9+3,7 [BD%]; SNP: 12,4+1,5 [BD%]; nifedipin: 50,4+7,5
[BD%]). Plazma kimosasat kovetden, mig sem az ACh-, sem a nifedipin-indukalta dilatatio
nem csokkent, addig az SNP esetében dilatatio-csokkenést tapasztaltunk a kontrollhoz képest
(ACh: 20,5+5,4 [BD%]; SNP: 21,7+2,4 [BD%]; nifedipin: 50+7,7 [BD%]).
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16. abra. Plazma vasomotor hatisa BA ereken (A). ACh, SNP és nifedipin vasomotor
hatdsa plazma jelenlétében BA ereken (B).

Az adatok az datlag + SEM formdaban vannak feltiintetve; n=9. * szignifikans eltérés a kontroll és a plazma
kozétt; p<0,05. N nincs szignifikdns eltérés a kontroll és kimosds alapatméréi kozott; p>0,05. * szignifikans
eltérés a kontroll és a passziv diameter kézott, p<0,05. * szignifikans eltérés a dilatatorok-indukalta atmérd
(kontroll) és az alapdtmérd kozott, p<0,05. & szignifikdns eltérés a kontroll vasodilatatiéhoz képest; p<0,05.
* szignifikéns eltérés SNP esetében a plazma és kimosds kozott; p<0,05.
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1.4.5. Thrombocytak vasomotor hatasa BA ereken

Kisérleteink soran vizsgaltuk a 10 pl ép thrombocyta-koncentratum (PLTc; platelet
concentrate) és 100 ul osmolysissel eldallitott thrombocyta-szuszpenzié (PLTs) hatasat BA
ereken. A 17. abran lathat6, hogy az alapatméré (BD) a PLTc esetén 188+11 um, PLTs
esetén 191+15 um, valamint a passziv 4tmérd (PD) 360+13 pm és 356+12 pum volt. Erdekes,
hogy mig a PLTc kamréba juttatasa szignifikdns vasoconstrictiot nem hozott 1étre (185+12
um; -0,8+0,9 [PD%]), addig a PLTs szignifikans vasoconstrictiot okozott BA ereken (165+16
um; -7,5£2 [PD%]). Mig a PLTc kimosasat kovetden szignifikans vasodilatatio nem volt
tapasztalhatd (191+15 pum), addig PLTs esetén szignifikans vasodilatatiot észleltiink (195+11
um). A BD és PD kozott tovabbra is szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk, mely itt is jelzi a

contractilis elemek épségét, valamint a funkcionalis érvalaszok validitasat ebben a kisérleti

szituacioban.
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17. abra. Thrombocyta (PLTc) koncentratum (A), és thrombocyta-szuszpenzio
(PLTs) vasomotor hatiasa BA ereken (B).

Az adatok az dtlag + SEM formaban vannak feltiinterve; n=5. ™5 nincs szignifikans kiilonbség a
kontroll alapdtmérdéhoz képest, p>0,05. * szignifikans eltérés a kontroll és a PLTs kozott, valamint
a PLTs és kimosas kozott; p<0,05. # szignifikans eltérés a kontroll és a passziv diameter kozott,
p<0,05.
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1.4.6. Hemoglobin vasomotor hatasa BA ereken

Korabbi kutatasok alapjan feltételeztiik, hogy a tisztitott hemoglobin vasoconstrictiot
okoz [214, 221], igy szerepe lehet a perivascularis vér-indukalta vasospasmus kialakitasaban.
Meéréseink soran tisztitott hemoglobin (Hgb) vasomotor hatasat vizsgaltuk BA ereken. A 18.
abran lathato, hogy az alapatmérd (BD 26316 um, valamint a passziv atméré (PD) 361+11
um volt. Erdekes, hogy szignifikdns vasoconstrictio nem alakult ki sem a 10> M Hgb
(263+£15 pm; -0,27+211 [PD%]), sem a 10® M Hgb (27421 pm; -0,12+1,91 [PD%])
jelenlétében BA ereken. A kimosast kovetdé atmérd (270£12 um) és kontroll alapatmérd
(263+16 um) kozott szignifikans kiilonbség nem volt regisztralhatd. A BD és PD kozott

tovabbra is szignifikans kiillonbséget tapasztaltunk.
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18. abra. Hemoglobin (Hgb) vasomotor hatisa BA ereken

A Hgb 10" M és 10°° M koncentrdcioban vannak feltiintetve. Az adatok az dtlag + SEM formdban
taldlhatéak. * szignifikéns eltérés a kontroll és a passziv diameter kézétt (n=8); p<0,05.
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Feltételeztiik, hogy ha az irodalmi adatok szerint leirt hemoglobin az NO inaktivacidjan
keresztiil fejti ki vasoconstrictor hatasat BA esetében is, ugy az endogén NO megkdtésével
tovabbi vasoconstrictio nem alakul ki. Ezért a korabban leirt [281] modon az endothelialis NO
szintazt L-NAME-mel blokkoltuk (10* M; 20 min; n=11), és jelenlétében vizsgaltuk a
hemolizalt teljes vér hatasat BA ereken. A 19. A abra alapjan elmondhato, hogy L-NAME
jelenlétében a HB szignifikans vasoconstrictiot (126+8 um; -34,67+4,2 [BD%]) idézett el6 a
kontroll atméréhoz képest BA ereken (20610 um). A 19. B abra szerint a HB-indukalta
szignifikans vasoconstrictio (-37,62+4,9 [BD%]) mértékétél az LNAME+HB indukalta
vasoconstrictio (-34,67+4,2 [BD%]) szignifikansan nem kiilonbozott, egyben mind a HB,
mind az L-NAME+HB szignifikans mértékii constrictiot idézett el6 a kontroll alapatméréhoz

képest BA ereken.

A B

250 - —— kontroll < 0
L-NAME + HB 8 gfé:t,}é?}
T = 9959555 2
200 | 2 .10 S
T o psserestist
i * ﬁ AL 1“‘@
= 150 | g -20 595 Zg
5 T 8 oA 4'929" oA
R R
Q % 8 Sersssess
£ 100 - g -30 | it
5 S Giidc
& S =
il T
= NS #
o £ #
0 SRR o -50 -
= == HB

L-NAME + HB

19. abra. HB vasomotor hatisa BA ereken L-NAME jelenlétében az atméro
fiiggvényében (A) és az alapatméroé-vialtozas szdazalékaban (B)

Az adatok az datlag £ SEM formdban vannak feltiintetrve; n=11. * szignifikans eltérés a kontroll
atméré és a HB+LNAME kozott; p<0,05. # szignifikans vasoconstrictio az alapatméréhoz képest;
p<0,05. ™ nincs szignifikans eltérés a HB és a HB+LNAME kézétt; p>0,05.
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1.4.7. [Ca*"]; szerepe a HB-indukalta vasoconstrictio kialakulasaban BA erekben

A 20. abra (C) szerint a perivascularis hemolizalt vér (HB) koncentracio-fliggéen
szignifikans raciometrikus (R) Ca’'-jelintenzitas ndvekedést okozott, jelezve ezzel az
intravascularis [Ca®*]i novekedést. A HB-t 20 ul-ként adagoltuk az izotonias miograf-kamraba
installalt érhez 0 és 200 ul dozis kozott. Kontroll kériilmények kozott, a HB hozzaadasa elott
az R értéke 1,118+0,043 volt. 100 ul HB hozzdadasara ez megemelkedett 1,352+0,019-re
(AR=0,154+0,013), majd a 200 pul HB hozzaadasakor tovabb emelkedett 1,397+0,016-ra
(AR=0,21140,022). A HB-indukélta vascularis [Ca*"]; novekedés alatamasztotta a HB-
indukalta vasoconstrictiot BA ereken. A HB kimosasat kovetden, a funkcionalis
vasodilatationak  megfeleléen, az R  szignifikdnsan lecsokkent 1,076+0,069-re
(AR=0,293+0,079). A 20. abra a vascularis [Ca’"]; valtozast mutatja a fluoreszcens fotokon,
ahol a HB hozzaadasa el6tti kontroll (A) esetén a zold az alacsony, mig a HB-indukalta

vasoconstrictio (B) esetén a piros a magas Ca*-szintet jelzi.
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20. dabra. Floureszcens eredeti fotok a HB hozzdaddsa elotti (A) és a HB
hozzaaddasakor (B). Raciometrikus intravascularis Ca2+-jelintenzitds-vdltozds a
HB fiiggvényében (C).

Z6ld szin az alacsony (A), piros a magas [Ca®"); szintet (B) jeloli. Az adatok az dtlag + SEM
formdban vannak feltiintetve. * szignifikans eltérés a kontroll és a 200 ul HB, valamint a kimosds
kozott; p<0,05 (n=18).
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1.4.8. A perivascularis vér és komponenseinek vasomotor hatasa BA ereken

A 21. abra mutatja a vér komponenseinek szummacios vasomotor hatasat BA ereken.
A hemolizalt vér (kontroll: 264+7 um, HB: 164+11um, -23,9+3 [PD%]), a szérum (kontroll:
246+8 um, szérum: 170+6 um; -19+0,9 [PD%]), a hemolizalt vorosvértest koncentratum
(hRBC), (kontroll: 217+9 um, hRBC: 166+6 um; -14+1 [PD%]), a plazma (kontroll: 258+7
um, plazma: 226+7 um; -7,7£0,5 [PD%]), a thrombocyta-szuszpenzié (PLTs), (kontroll:
191+15 pm, PLTs: 165+16 pm; -7,5+2 [PD%]) szignifikans vasoconstrictiot okozott BA
ereken, mig sem a thrombocyta-koncentratum (PLTc) (kontroll: 188+11 um, PLTc: 185+12
um; -0,8+0,9 [PD%]) sem a hemoglobin (Hgb) (kontroll: 263+16 um; Hgb 107> M: 263+15
um; -0,2742,11 [PD%]; Hgb 10° M: 274421 um; -0,12+1,91 [PD%]) nem okozott
szignifikans vasoconstrictiot. A fenti eredményeket figyelembe véve, a vasoconstrictio
mértékében szignifikans kiilonbség mutatkozott a HB és szérum, majd a szérum és hRBC,
majd a hRBC ¢és plazma kozo6tt. Mig nem volt kiilonbség a plazma és PLTs kozott, addig
kiilonbség volt észlelheté a PLTs és PLTc kozotti vasoconstrictio mértékében, valamint nem
tapasztaltunk kiilonbséget a PLTc és Hgb kozott.
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21. abra. A hemolizalt vér (HB), szérum, hemolizalt vordsvértest koncentratum
(hRBC), a plazma, a thrombocyta-szuszpenzio (PLTs), a thrombocyta-
koncentratum (PLTc) és hemoglobin (Hgb) vasomotor hatiasa BA ereken.

Az adatok az atlag £+ SEM formdban vannak feltiintetve; n=9-12 cSoportonként. * szignifikdns
vasoconstrictio a kontroll alapdatméréhoz képest; p<0,05. # szignifikins eltérés a megeldzé
csoporthoz képest; p<0,05.
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1.5.  Osszegzés
1.5.1. A hemolizalt vér vasoconstrictiot okoz BA és MCA ereken

Kisérleteinkben a spontin myogen tonus [1, 2, 282, 283] (alapatmérd vs. passziv
atméro) kialakulasat figyelhettiik meg mind a BA, mind az MCA esetén, igy pre-constrictor
vegyiiletek nem befolyasoltak a cellularis vasomotor mechanizmusokat. A fentiek jelzik, hogy
kisérleteinket az erek vasomotor kapacitdsanak optimumaban végeztiik. Adataink mutatjak,
hogy a HB szignifikans ¢és jelentds vasoconstrictor tulajdonsaggal bir BA és MCA esetén.
Erdekes, és klinikailag fontos, hogy a HB kimosasat kovetden az alapatmérék elérték a
kiindulasi értékeket (5-6. abra). Fontos megjegyezni, hogy a kisebb agyi erek (MCA) is
hasonld constrictioval valaszoltak HB jelenlétében. Valosziniisithetd, hogy a még kisebb agyi
ereket is karositja a perivascularis vér, hiszen kordbbi kutatasok felvetették annak lehetdségét,
hogy a pialis arteriolak myogen valaszai karosodtak a vér kimosasat kovetéen is [221]. Mind-

azonaltal Gigy tlinik, hogy a HB-indukalt vasomotor valaszok hely- és lokalizacio-fiiggdek.
1.5.2. A HB-indukalta vasoconstrictio helyreallitisanak lehetséges mechanizmusai

Erdekes, hogy a szakirodalmi attekintés soran, a régota ismert, agyi erekre specifikus
vasodilatator hatasi CO, hatasmechanizmusaval kapcsolatban maig nincs egységes allaspont.
A CO, vasomotor hatasa nagyban fiigg a kisérleti feltételektdl, igy a COo-indukalta
vasodilatatio és/vagy a CO; szint csOkkenésével dsszefiiggd vasoconstrictio. A CO;, pH-fliggd
mechanizmusat szamos kutatdé megerésitette [78, 79], masok azonban ezt nem igazoltak [76,
77, 284]. Sokan endothelium-figgé [78, 84], mig masok NO-fiiggé [79, 86]
mechanizmusokat irtak le. Szamos esetben az arachidonsav-szarmazékokat [84, 87], mas
irodalmi adatok alapjan SKca/IKca Csatornakat [84, 88], és a sejtmembran polarizacio
valtozasat [81, 82] tették felelossé a CO, vasomotor hatasaért. Mindezek alapjan fontosnak
tartottuk tisztazni a CO, vasomotor hatasat az agyi ereken, kiilonosképp HB jelenlétében, - az
in vivo esetben megtalalhato - kornyez6 szovetek zavard hatasatol mentesen. Kisérleteinkben
a 0., 5. és 10. percben mértiik egyrészt a CO, vasomotor hatasat, masrészt a miograf-kamra
oldatanak pCO; és pH értékét (9. abra). Eredményeinkbdl kitiinik, hogy a CO, az 5. perctdl
szignifikans mértékben novelte a pCO, értékét, mely a pH szignifikans csokkenésével jart (9.
B-C abra). A CO; szignifikans vasodilatatiot idézett el6 az expozicid 10. percében, valamint
a megel6z6, HB-indukalta vasoconstrictiot szignifikans mértékben dilatalta (9. D abra), ezzel
visszaallitva az alapatmérét (9. D abra). Masrészt Ggy tlinik, hogy a CO, vasodilatator hatasa

kelléen erételjes ahhoz, hogy ellenstilyozza mindazokat a perivascularis vérben talalhato
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vasoconstrictor molekulakat, melyek felel6s lehetnek a kritikus vasospasmus kialakitasaért.
Mindezek alapjan fontosnak tartjuk, hogy a jelentds vasodilatator hatasu perivascularis CO,
lokalis emelésének lehetséges alternativai tovabbi kutatdsok alapjat képezze.

Szamos klinikai vizsgalat bizonyitotta a SAV therapidban hasznalatos, nagy
cerebrovascularis specificitasa nimodipin dilatator hatasat [173-177]. A 10. abran a Korabbi
kisérleteinkben hasznalt [124, 211], a szintén Ca”*-csatorna blokkol nifedipin vasodilatator
hatasat hasonlitottuk 0ssze a szakirodalombol ismert nimodipin dilatator hatasaval.
Kisérleteinkben nem talaltunk kiilonbséget a két vasodilatator hatasaban, emiatt tovabbra is, a
korabbi kutatdsaink soran hasznalt, nifedipint részesitettilk elényben. A 8. abra alapjan a
nifedipin-indukalta vasodilatatio a kontroll, a HB jelenlétében, majd a kimosast kdvetden is
szignifikans mértékii maradt, valamint nem volt kiilonbség a kontroll, a HB, vagy a kimosast
kovetd dilatatio mértékében sem BA, sem MCA esctében. Ebbol adoddan a Ca**-csatorna
blokkol6 nifedipin jelentds és szignifikdns mértékben dilatdlja az agyi ereket, endothelidlis és
simaizom fliggé mechanizmusok karosodasa esetén is, valamint megbizhatéan helyreéllitja az
alapatmérét a HB-indukalta vasoconstrictio esetén is, igy a Ca®*-csatorna blokkoloknak fontos
szerepe lehet a SAV-indukalta vasospasmus kivédésében és helyreallitasaban.

Korabbi tanulmanyok beszdmoltak a SAV soran kiszabadult vér perivascularis térbol
torténd eltavolitasanak jelent6ségérdl [184, 185]. Kutatasaink soran a HB kimosasaval az
alapatmér6 visszatért az eredeti értékre mind BA, mind MCA esetében (5-6. abra), jelezve a
perivascularis vér evacuatiojanak Kiemelt fontossagat. Az alapatmérd visszatérése ellenére
azonban a perivascularis HB mind az endothelialis, mind a simaizomfiiggd mechanizmusokat
karositotta BA és MCA esetén (7-8. abra). Az altalunk leirt endothel diszfunkcidét masok is
igazoltak [222], ahol az endothel karosodast kdvetéen, ~3 hétig fennalld endothel diszfunkcio
soran mind az ATP, mind az ACh-indukalta vasodilatatio karosodik [223], mig masok szerint
az endothelium-dependens relaxacié valtozatlan marad [227, 228]. A fenti ellentmondasokat
Nystoriak és mtsai az ératmérd kiilonbségb6l adodo eltérésekkel magyarazta [221]. Fenti
kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a hemolizalt vér-indukalta vasoconstrictio soran karosodik az
endothel- és simaizom-fiiggd, NO-medialta vasodilatatio, melyet masok is megerésitettek
[210, 214, 224-226].

A felfedezés, hogy a HB-indukalta vasoconstrictio ellensulyozhatd egyrészt Ca?*-
csatorna blokkolokkal, lokdlis COz-szint emelésével, vagy a vér kimosasaval, megerdsitette
azt az elképzelést, hogy a vascularis Ca?*-szint valtozésa, — és nem a Ca®* érzékenysége —
allhat a HB-indukalta constrictio hattérében. Feltételezziik, hogy kisérleti eredményeink

klinikai jellegli extrapolalasaval uj therapias lehet6ségek nyilnak a SAV kezelésében.
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1.5.3. A perivascularis vér és komponensei altal indukalt vasoconstrictio

feltételezett mechanizmusai

Mint korabban emlitettiik, szdmos irodalmi adat igazolja a vér multifaktorialis jellegli
vasoconstrictor komponenseit [151, 193, 194, 210, 214, 221, 223, 227, 229, 230, 241-244,
246, 249-252, 256, 257, 261-265, 267, 268], igy a késobbi kutatasoknak kell majd tisztaznia a
hattérben huzod6 komplex vasoconstrictor mechanizmusokat.

A szérum és az aktivalt koagulacids kaszkad szamos eicosanoid [243] és prosztanoid
[244, 245] derivatumot tartalmazhat, mely felelds lehet a kialakult vasoconstrictioért.
Figyelembe véve azonban kisérleti eredményeinket (13-14. abra), sem a non-szelektiv COX
gatld indometacin, sem a TXA,/PGH, receptor blokkold SQ29548 nem gatolta szignifikans
mértékben a HB-indukalta vasoconstrictiot. Ugy tiinik, hogy a. basilaris esetén a HB-
indukalta vasoconstrictio soran Sem az arachidonsav szarmazékok, sem a TXA,/PGH;
receptorok nem jatszanak jelent6s szerepet, hasonloan Ansar és Toshima munkacsoportjainak
eredményeihez [250, 251]. A szérum tovabba tartalmazhat egyéb, CYP450 eredetii 20-HETE-
t [242, 243], alacsony molekulasulya peptideket (pl. endothelin-1 [9, 140, 192, 193]), vagy
thrombint [191, 194, 227, 256, 257], melynek jelentés szerepe lehet a kialakult
vasoconstrictioban. Az indometacin COX-gatlo hatasat arachidonsavval (AA) teszteltiik (13.
B abra). AA hozzaadasa kezdetben vasoconstrictiot, majd vasodilatatiot idézett el6, melynek
hatterében feltehetéen kezdeti vasoconstrictor, majd vasodilatator hatast prosztaglandinok
szintézise all. Indometacin inkubaciot kovetden az AA altal indukalt bifazisos vasomotor
hatas szignifikans mértékben csokkent, ezzel igazolva az indometacin COX-g4tld hatasat.

Az inaktiv koagulacios faktorokkal keringd vérplazmanak szignifikdnsan kisebb
vasomotor hatdsa van a szérumnal (21. abra), de funkciondlis eredményeinknek megfeleléen
a benne talalhato fibrinogén [259, 261, 262] és plazma proteinek [263, 265] felelhetnek a
kialakult vasoconstrictioért.

A hemolizalt vorosvértest-koncentratum azonban szignifikdns vasoconstrictiot
okozott (15. abra), amit részben a hemoglobin és bilirubin oxidacids végtermékek [229]
endotheliumbdl felszabaduldo NO megkdotésével [214, 229] magyaraznak, masrészt a constric-
tio hatterében a felszabadulo és megemelkedett [K'] szint [210, 221, 230] 4llhat. Kisérleteink-
ben a [K'] szint szignifikdns mértékben megemelkedett HB jelenlétében, valamint a KCI szig-
nifikdns vasoconstrictiot hozott 1étre (11-12. abra). Tovabb4a, hemolysis sordan mind vorosveér-
test-koncentratumbol, mind a teljes vérbél [K'] szabadulhat fel, mely alapjan feltételezziik a

[K™] szint jelentés szerepét a perivascularis vér-indukalta vasoconstrictio kialakulasaban.
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Erdekes, hogy korabban masok, a hemoglobin és derivatumaik [214, 229]
vasoconstrictor  hatasat leirtdk, azonban kisérleteinkben a hemoglobin-indukalta
vasoconstrictiot a. basilaris ereken igazolni nem tudtuk (18. abra). Mindezek alapjan
valoszintisithetd, hogy a hemoglobin a HB-indukalta vasoconstrictioban szignifikdns
mértékben nem vesz részt. Kisérleteink mindezt alatamasztjak, hiszen az eNOS megel6z6
blokkolasa (L-NAME) — mely feltételezetten a Hgb-NO interakcié révén a f6 constrictor me-
chanizmus— esetén is a HB hozzaadasakor szignifikans vasoconstrictiot észleltiink (19. abra).

Erdekes, hogy mig a thrombocyta-koncentratum nem okozott szignifikans
vasoconstrictiot, addig osmolysissel dekompartmentalizalt thrombocytak jelentds
vasoconstrictiot alakitottak ki (17. B abra), feltehetden a nagy koncentracioban felszabaduld
thrombocyta eredetli vasoactiv anyagok révén. Ugyan irodalmi adatok megemlitik a TXA;
agyi keringésben [246, 247] és SAV-ban betoltott szerepét [249], azt a hemolizalt vér
esetében, a TP-receptorok gatlasakor nem tudtuk igazolni, hasonléan masokhoz [248, 250,
251]. A latszolagos ellentét feloldhatd, hiszen a multifaktorialis, vér-indukalta
vasoconstrictioban a TXA, szerepe eltorpiilhet és/vagy abban valéban nem TXA, szabadul fel
(szignifikans kiilonbség a HB és PLTs-indukalta vasoconstrictio k6z6tt; 21. abra), valamint a
thrombocytak dekompartmentalizacidjaval izolaltan nagy koncentracioban felszabaduld
egyéb thrombocyta-eredeti vasoactiv anyagok (szerotonin [242], hisztamin [185, 241],
szfingozin-1-foszfat [252-255]) jelentds constrictiot hozhatnak 1étre.

A HB-indukalta, NO-medialta, endothelium-, és simaizomfliggd mechanizmusok
gatlasa és karosodasa (8. abra; ACh, SNP) alapjan feltételezhetjiik, hogy HB jelenlétében a
magas [K'] szint direkten befolyasolja a simaizom miikddését, depolarizaciot [76] és
kovetkezményes Ca®" felszabadulast hoz 1étre, a perivascularis KCl-hez hasonlé mértékben
(11-12. abra).

Dreier és munkacsoportja altal leirt CSD [270] hatterében a SAV soran felszabadulo
megannyi vasomotor hatdsi molekula részt vehet, ide értve az [K'] emelkedést, az
oxyhemoglobint, az NO csokkent bioldgiai hozzaférhetéségét, a fokozott glutamat-szintet, és
az ET-1 fokozott expresszidjat is [285, 286]. Mindezek hatterében a SAV-t kovetd nagy
arteriak vasospasmusa, majd a spasmus korai fazisaban a kis pialis arteridk kompenzatorikus
vasodilatatioja allhat (corticalis terjedé hyperaemia; Cortical Spreading Hyperemia, CSH). A
vasospasmus csucspontjaban pedig a CSD a fenti vasoconstrictorok részvételével alakul ki,
mely a regionalis CBF csokkenésével jar, majd kialakitva a kovetkezményes CSI-t (corticalis
terjed6 ischaemia; Cortical Spreading Ischemia) és késdi tipusu vasospasmust [194]. (22.

abra).
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22. abra. A perivascularis vér és komponenseinek feltételezett vasomotor hatdsa agyi
ereken (fekete nyilak), fenti mechanizmusok experimentdlis vizsgdlatira alkalmas
hatéanyagok (piros nyilak), valamint a perivascularis vér és komponensei dltal
indukalt vasoconstrictio lehetséges therapids tamaddspontjai (kék nyilak).

A magyardzatot lasd a megeldzé szévegben (1.1.2.2, 1.1.2.3, 1.1.2.4. és L.5. rész). Az abrdan felhasznalt
roviditések: + aktival; - gdtol; E: endothelium; SMC: vascularis simaizomsejt; L-Arg: L-Arginin; NO:
nitrogéen oxid; sGC: szolubilis guanilat-ciklaz; c¢GMP: ciklikus guanozin monofoszfit;, PKG:
proteinkindz-G;, MLCK: myosin  konnyii-linc  kindz;, COX-1:  ciklooxigendz-1; PGIl,/PGE,:
Prosztaglandinl,/E,; AC: adenilat cikldz;, cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat; PKA: proteinkindz-A;
PIP,: foszfatidil-inozitol-bifoszfat; PLC: foszfolipaz-C; 1P3: inozitol trifoszfat;, ER: endoplasmas
reticulum; CaM: calmodulin; Ca-CaM: Ca’*-calmodulin komplex; ET,: endothelin-A receptor; BQ-485:
enothelin-A receptor antagonista; H;R: hisztamin H; receptor; HIS: hisztamin; PAR;: protedz aktivalt
receptor-1; PAR;-AP: PAR; aktivalo peptid; E5555: PAR; antagonista; TP-R: TXA,/PGH, receptor;
SQ29548: TP-R antagonista; ozagrel: TXA, szintézis-gatlo; PLTs: thrombocyta-szuszpenzio;, BKcy: nagy
konduktanciaji, Ca**-aktivélta K*-csatorna; KMUP-1: nonszelektiv BKc, csatorna gatls; Kv: fesziiltség-
fiiggdé K- csatorna; 4-AP: 4-aminopiridin, Kv csatorna blokkold; Hgb: hemoglobin; Tyr-kindz: tirozin-
kinaz; ROS: reaktiv oxigén szarmazékok; BOX: bilirubin oxiddcios produktum,; CO: szénmonoxid;, HO-
1/-2: haem oxigendz-1/-2; Bv: biliverdin, BvR: biliverdin reduktdz; Bi: bilirubin; SER: szerotonin;
5HTyg: szerotonin 5HTyg receptor; INDO: indomethacin, nonszelektiv COX inhibitor; HET0016: CYP450
w-hidroxilaz inhibitor; 20-HETE: 20-hidroxi-eicosatetraénsav, PTA: percutan transluminalis
angioplasztika; CO,: széndioxid; CGRP: calcitonin gene-related peptide; L-NAME: Nw-nitro-L-arginin-
metil-észter, S1P: szfingozin-1-foszfat.

Nem jelolt utvonalak: PAR, receptor és az SIP G; medidlta utvonalon csékkenti az AC aktivitasat, ezzel
indirekt vasoconstrictiot idézve elo.
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1.5.4. A hemolizalt vér és alkotorészeinek szerepe az agonista-indukalt vasodilatatiéban

Korabbi tanulmanyok leirtdk, hogy az endothelium-eredetii faktorok kiemelten
fontosak a cerebrovascularis vasomotor szabalyozasban [2, 287, 288]. Irodalmi adatokbol
tudjuk, hogy az oxyhemoglobin vasoconstrictidt okoz agyi ereken, amit a korabban
ismertetett, NO megkotésével magyaraznak [214, 229]. Masrészt a hemoglobin a protein
tirozin kindz mechanizmus révén a fesziiltségfiigedé K* csatornak (K,1,5) [221]
internalisatiojaval és kovetkezményes inaktivalasaval képes direktben a simaizomsejtekre
hatni, vasoconstrictiot el6idézve. Tovabba leirtak kutya SAV modellekben a K,2,2 csatornak
expresszidjanak csokkenését is [233].

HB jelenlétében az ACh- ¢és SNP-indukélta vasodilatitor mechanizmusok
szignifikansan csokkentek, melyet masok is megerésitettek [223], majd a HB kimosasat
kovetden is csokkent maradt (8. abra). Mindez azt sugallja, hogy korabbi kutatasokkal
Osszhangban [210, 214, 224-226], a HB karositjia mind az endothelidlis, mind a
simaizomfiiggd, NO-medidlta vasodilatatios mechanizmusokat, mely a kimosast kovetden is
karosodott maradt. Mindezek alapjan, SAV soran endothel karosodas alakul ki, mely méasok
altal is leirt endothel diszfunkciot, majd degeneraciot idéz elé [222]. A fenti eredmények
alapjan elmondhat6, hogy bar a HB-indukalta vasoconstrictio kimoséassal megsziintethetd, a
hattérben huzdédé fontos vasomotor mechanizmusok sulyosan karosodnak. Tovabba,
kisérleteinkben sem a Ca®*-csatorna blokkold nifedipin, sem a CO,-indukalta vasodilatatio
nem karosodott a HB jelenlétében, és a kimosast kdvetden sem, melynek jelentds klinikai
vonatkozasai vannak. Tekintettel arra, hogy a CO, vasodilatator hatisa 6sszemérhetd a Ca®'-
csatorna blokkolo nifedipin hatékonysagaval mind kontroll, mind HB jelenlétében és kimosast
kovetden, ezért a CO, hatdsmechanizmusaval kapcsolatban igazolodni latszik a kéarosodott
endothel- és simaizomfiiggd mechanizmusok ellenére fennallo, szignifikans dilatator hatas,
melynek hatterében feltehetden hyperpolarisatio [84, 88] és Ca**-antagonista hatas all [81,
82].

Szérum esetében az endothel-fliggd dilatator mechanizmusok szintén kérosodtak mind
a szérum jelenlétében, mind a kimosast kovetéen. Erdekes, hogy mig szérum jelenlétében a
simaizomfiiggd dilatator mechanizmusok karosodtak, addig szérum kimosasat kovetéen nem
¢szleltiink szignifikans dilatator-csokkenést (14. B abra). Mindez felveti annak lehetdségét,
hogy a szérumban talalhat6 elhuz6dé hatasu vasoconstrictor dgensek dontéen endotheliumhoz
asszocialtak, mig a simaizom dependens dilatator-csokkenés csak tranziens gatlas

kovetkezménye. A nifedipin dilatator hatasaban nem tapasztaltunk csdkkenést sem a szérum
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jelenlétében, sem kimosast kovetden, egyben szignifikans dilatatiot észleltiink az expozicid
elott, kozben és kimosast kovetoen is.

A hRBC jelenlétében (15. B abra) a vasodilatatio szignifikans mértékben lecsokkent
mind az endothel, mind a simaizom-fiiggé mechanizmusok karosodasa miatt, mely a hRBC
kimosasat kovetéen is karosodott maradt. A hRBC vasoconstrictor mechanizmusanak
hatterében feltehet6leg bilirubin oxidacids termékek [229] felszabadulasa, valamint sajat
kisérleti eredményeink (11-12. abra) és mésok 4ltal leirt K*-szint emelkedés [210, 221, 230]
allhat (lasd: 1.5.3 rész), mely feleldssé tehetd a kialakult vasodilatatio elhuzodo gatlasaért. A
Ca**-csatorna blokkolo dilatator hatésa tovabbra is szignifikdns mértékii volt, és abban
csokkenést nem tapasztaltunk sem a hRBC hozzaadasakor, sem a kimosast kovetden.

Erdekes, hogy mig a vérplazma expoziciojat kovetden (16. B abra) az endothel-
fliggd dilatatio nem, addig a simaizomfiiggé mechanizmusok karosodtak, melyek a kimosast
kovetden is fennalltak. A plazma dilatator-hatast csokkenté komponensei korabbi kutatasok
szerint a fibrinogén [259, 261, 262] és egyéb plazma proteinek [263, 265] lehetnek. Mindez
azzal magyarazhatd, hogy a nagy molekulasulyuk miatt az extravascularis tér feldl adva,
primeren a simaizomszovet dilatator mechanizmusait karositottak. A nifedipin dilatator

A fentiek szerint, mig az endothelium ¢és simaizomfiiggd dilatator mechanizmusok
karosodtak, addig a CO; és Ca®"-csatorna blokkold nifedipin okozta dilatator hatas
csokkenését nem tapasztaltuk sem a HB és komponenseinek expozicidjakor, sem a kimosast
kovetden. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a vér és komponensei altal indukalt
vasospasmus az endothel- és simaizom-dependens dilatator folyamatok gatlasa ellenére CO,-
vel, Ca**-csatorna blokkolokkal és kimoséssal ellensulyozhatd, egyben az alapatmeérdt
visszaallitva fontos therapias konzekvenciai lehetnek (lasd 1.5.2. rész) tovabbi kutatasok

alapjat képezve.

emolizalt vér noveli a vascularis [Ca“']; szinte
1.5.5. A hemolizalt vér noveli 1 ca*' tet

A 20. abra alapjan elmondhato, hogy a HB koncentracié-fiiggden (Iépcsézetesen 20
ul-ként 0 és 200 ul kozott), szignifikans mértékben novelte a raciometrikus (R) Ca?*-jelet,
jelezve az intravascularis [Ca®*]i szint ndvekedését. Eredményeink alapjan elmondhatjuk,
hogy a HB szignifikans vasoconstrictiot okoz BA ereken, ezért feltételeztiik, hogy a

proximalis jelatviteli folyamatoktol fiiggetleniil, a HB a vasoconstrictiot [Ca®"]; szint
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novelésén keresztiil alakitja ki. Erdekes, hogy a HB kimosasa szignifikdnsan csokkentette a
[Ca?*]; szintet, elérve a kontroll alapatmérd értékét. Eredményeink a parhuzamos 4tmérs- és
Ca®*-szint valtozasok alapjan alatamasztjak, hogy az agyi ereken a HB altal el8idézett végsd
szignaltranszdukciés mechanizmus a simaizom [Ca2+]i szint — és nem a Ca2+-érzékenység —
emelkedése. Eredményeinket Nystoriak és Koide munkacsoportjai igazoltak [221, 289], mig

Sasaki és mtsai szerint a SAV-indukalta vasoconstrictio hatterében a Ca®*-érzékenység

cres

1.5.6. Klinikai jelentdség

A cerebrovascularis véraramlas modositasara és fokozasara alkalmas gyogyszer
kutatdsa maig nagy kihivast jelent az orvostudomény szamara, kiilonosképp a karosodott CBF
patofiziologias koriilmények kozott, mint haemorrhagias stroke [208, 290] és traumas
agykarosodas [146-149, 266] esetén. Ezekben az allapotokban a cerebrovascularis ellenallas
jelentésen megnd, csokkentve ezaltal a regionalis agyi véraramlast ¢s karositva a
parenchymas artérids funkciokat [212, 266]. Mindezek alapjan hissziik, hogy kisérleti
eredményeink klinikai jellegii extrapolalasaval 0 therapias lehetéségek alapjaul szolgalhatnak
majd a subarachnoidealis vérzés és a traumas agysériilés kezelésében, lehetdséget teremtve a
karosodott cerebrovascularis véraramlas optimalizalasaban.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a perivasculris hemolizalt vér (traumds
agykarosodas és egyéb szoveti faktoroktdl mentesen) szignifikdns vasoconstrictiot okozott a
kiilsnboz6 atmérdjl agyi ereken, a vascularis simaizomsejtek [Ca®']; szint emelése révén,
amely ellensulyozhat6 volt lokalis Ca?*-csatorna blokkol6val, CO; szint nvelésével, illetve a

vér kimosasaval.
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Uj eredmények osszefoglalasa

Kutatasaink alapjan a fobb eredményeink és megallapitasaink a kovetkezok:

1. A perivascularis hemolizalt vér szignifikans ¢és funkciondlisan szamottevd

vasoconstrictiot okozott mind az arteria basilaris, mind az arteria cerebri median.

2. A fenti funkcionalis mérések korrelalnak és megegyeznek a vascularis Ca®'-

jelintenzitas valtozasaval.

3. A vér és komponenseinek vasoconstrictor hatasa antagonizalhato volt Ca®*-csatorna

blokkolo nifedipinnel, CO;-szint lokalis emelésével, valamint a vér kimosasaval.

4. A perivascularis hemolizalt teljes vér és komponensei sulyosan karositottak az NO-
medialt endothel-, és simaizomfliggd dilatator mechanizmusokat agyi ereken, mely a

vér kimosasat kovetden is karosodott maradt.

5. A perivascularis hemolizalt teljes vérnek, a szérumnak, a hemolizalt vorosvértest-
koncentratumnak, a plazmanak és a dekompartmentalizalt thrombocytaknak jelent6s

szerepiik van a kialakult vasoconstrictiéban.
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1. A NEBIVOLOL VASOMOTOR HATASA IZOLALT AGY| EREKEN
11.1. Bevezetés

Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy szamos cerebralis korfolyamat ¢és betegség
(hypertensiv encephalopathia, vascularis kognitiv karosodas [VCI; vascular cognitive
impairment], Alzheimer-betegség, Pre/ecclampsia, ischaemias- és haemorrhagias stroke)
hatterében a karosodott agyi keringés és mikrocirkulacios zavar all [2]. Emiatt tobb
experimentalis és klinikai kutatas tlizte ki célul az agyi vératdramlas ¢és vérkeringés
fokozasaval és/vagy helyreallitasaval kapcsolatos gyogyszerkisérletek elvégzését [291].
Tovabba feltételezték, hogy fontos szerepet tolt be a szamos szovettipusban megtalalhato,
vasodilatator hatasu nitrogén monoxid (NO) [109] az agyi erck vasomotor miikodésében
[292], ezaltal az agyi véraramlas szabalyozasaban [106] is. Irodalmi adatok igazoljak, hogy az
NO-medialt jelatviteli folyamatok karosodésa kiilonods szereppel bir egyes cerebrovascularis
korfolyamatok kialakulasaban, ezért szamos kutatds fokuszalt az NO jelatviteli folyamatok
helyreallitasara és meg6rzésére [293, 294].

A mult szizad utols6 harmadaban a cardiovascularis betegségek gydgyszeres
kezelésében vezetd helyre keriiltek a beta-adrenerg receptor blokkolok (B-blokkolok),
melyeket elsédlegesen a szivelégtelenség és hypertonia kezelésében alkalmaztak [295].
Napjainkban tovabbra is elsdként valasztand6 szerként emlitik a hypertonia
monotherapiajaban (11/B evidencia-ESH/ESC 2013) [296], hypertonia és chronicus obstruktiv
léguti betegség (COPD) esetén (ESH/NEWS-N51 11B) [297-299], kettds kombinalt
therapiaban hypertonia és szivelégtelenség esetén (I/A evidencia-ESH/ESC 2013) [299],
harmas kombinalt therapidban ischaemias szivbetegség [300], szivelégtelenség [301], vagy
tachycardia [302] esetén (I/A evidencia-ESH/ESC 2013) [299]. A B-blokkolok generacioi
kozott szamos alapvetd kiilonbség van, ide értve a Pi-szelektivitast, a membranstabilizald
hatast, az intrinsic sympaticomimeticus aktivitast (ISA) és vasodilatator hatast [295].

A nebivolol egy hosszu hatast, 3. generacios 1-receptor blokkolo [303, 304], mely a
d- és l-nebivolol [305] enantiomerek keveréke, valamint nagy szelektivitasi a [31-
adrenoceptorra [304, 306, 307]. Tekintettel a magas maradékcsucshatasra (90%), elegendd a
napi egyszeri hasznalata, illetve felfiiggesztése nem jar a B-blokkoldkra jellemzd rebound
effektussal [295]. A nebivolol hatékonyan csokkenti mind a periférias, mind a centralis
vérnyomast, mely utobbi pozitiv hatds kiemelkedik mas B-blokkolokkal Osszehasonlitva
[297], valamint atenolollal dsszehasonlitva a nebivolol szignifikansan jobban csokkentette az

aorta pulzusnyomast [308].
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Klinikai kutatasok alapjan a nebivolol kiilondsen elényos szivelégtelenségben, hiszen
csokkenti a szivfrekvenciat, csokkenti a pre- és afterloadot, a bal kamrai végdiasztolés
nyomast, és noveli a verdtérfogatot [295]. Az ENECA vizsgalat szerint 65 évnél iddsebb,
szivelégtelenségben szenveddk esetében javult a bal kamrai ejekciods frakcio és az €letmindség
a kontrollhoz képest [309]. A SENIORS tanulmanyban a 70 évnél idésebb, szivelégtelenség-
ben szenveddk (<35% EF) esetében 38%-kal csokkent az sszmortalitas [310].

Korabbi vizsgalatok szerint a nebivolol eléonyés metabolikus profillal rendelkezik,
hiszen nem moddositja negativan sem a szénhidrat-, sem a lipidanyagcserét [311-313].
Nebivolol alkalmazasa nem okozott testtomegnovekedést, valamint nem novelte az Gjonnan
kialakulo diabetes gyakorisagat [310]. Celik és mtsai szerint a nebivolol fokozta az inzulin-
szenzitivitast és csokkentette az inzulinrezisztenciat [314], egyben masok is igazoltak, hogy
az inzulin-szenzitivitas nem csokkent [313, 315, 316]. Celik és Lacourciere munkacsoportjai
nebivolol alkalmazasa soran csokkent LDL- és Osszkoleszterin-szintet mértek [314, 317],
valamint Makolkin és mtsai a szérum-trigliceridszint csokkenésérdl szamoltak be [318].

COPD-ben szenved6 betegek esetében a B-blokkolok hasznalata sokaig kontraindikalt
volt, azonban a nebivolol megjelenésével mara egyéb indikacié parhuzamos fennallasa esetén
alkalmazhatova valt (ESH/NEWS-N51 11B) [299]. Szamos tanulmany igazolja a nebivolol
biztonsagos felhasznalasat COPD-s betegek esetén [319, 320], mivel nem rontja a 1éguti
aramlas paramétereit [321, 322], és csokkentette a mortalitast [323]. In vitro kisérletek [324]
¢és klinikai tanulmanyok szerint a nebivolol csokkenti az oxidativ stressz mértékét, és az
melyeknek fontos szerepe lehet a COPD-ben kialakulo 1éguti gyulladasos folyamatok
gatlasaban, igy az exacerbatiok kockazatanak csokkentésében [299].

A nebivolol alkalmazasa nem okozott erectilis diszfunkciét, egyben a szexualis
aktivitas fokozodasat irtak le mas B-blokkolokkal dsszehasonlitva [325]. A nebivolol nem
befolyasolta a fizikai aktivitast [311], valamint a legtobb B-blokkoldval ellentétben, nem
okozott alvaszavart, egyben szignifikdns mértékben javitotta a betegek életmindségét [326].

Korabban kimutattak, hogy a nebivolol vasodilatator tulajdonsaggal bir [304, 310], és
kiilonboz6 szovetekben és szervekben jelentds hatasa lehet az NO-medialta utvonalon [327],
valamint mérsékli az NO inaktivaciojat, csokkenti az endothelidlis NO szintaz (eNOS)
inhibitor aszimmetrikus dimetil arginin (ADMA) szintjét [324], egyben fokozza az eNOS
aktivitasat [328]. Ignarro és munkatarsai kutya a. pulmonalis és a. carotis ereken elvégzett
kisérletek alapjan feltételezték, hogy a nebivolol az eNOS stimuldldsaval ndveli az NO

szintjét és kovetkezményes dilatatiot okoz [329], melynek szerepe lehet a nebivolol okozta
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antihypertensiv hatas kialakulasaban [330]. A nebivolol-indukalta endothelium-fiiggd
vasorelaxatiot masok is megerdsitették: Gao és mtsai endothelium-fiiggd relaxatiot észleltek
kutya a. coronariakon [331], Bowman és mtsai venodilatatiot detektaltak human felsé végtagi
kisérleteikben [332], valamint Cockcroft és mtsai arterias dilatatiot mértek human fels6
végtagon [333]. Erdekes, hogy Ignarro és mtsai patkdny aorta-gyiiriikkel végzett
kisérleteikben mind endothel-fiiggd, mind endothel-fiiggetlen relaxatiot emlitenek [329].

Mindazonaltal fontos megemliteni, hogy a nebivolol a gatolt endothelidlis NOS
(eNOS) esetében is vasorelaxatiot hozott Iétre, melynek hatterében felvetették az
endothelialis hyperpolarizalo faktor szerepét is [329]. A fentiek figyelembe vételével ez a
kett6s hatas kiilondsen fontos lehet a csokkent NOS aktivitassal jard és/vagy csokkent NO
biologiai hozzaférhetdséggel tarsulod, ischaemias korfolyamatokban [334-336].

Erdekes, hogy egyes tanulmanyok beszamoltak mas PB-blokkolék altal indukalt
vasorelaxatiorol mind centralis, mind periférias artériakban [337-339]. Sakanashi és mtsai
propranolol-indukalta relaxatiot mutattak ki kutya coronaria ereken, valamint leirtak a
propranolol Ca**-influxot csokkenté hatasat [339]. Priviero és mtsai patkany aortan és a.
mesenterican igazoltak a propranolol-indukalta relaxatio hatterében allo, B-adrenerg receptor
blokadtol fiiggetlen, Ca**-influx csokkentd hatast [338]. Cekic és mtsai kimutattak a p-
blokkolo propranolol Ca’*-antagonista hatasat patkany a. basilarisban [337].

Haemorrhagias stroke és craniocerebralis trauma talajan kialakuld SAV a cerebralis
vasospasmus gyakori megjelenésével az agyi autoregulaciot sulyosan karositja [208, 209],
egyben szignifikans mértékben noveli a SAV morbiditasat és mortalitasat [146-149]. Szamos
irodalmi adat bizonyitja, hogy SAV fokozott vasoconstrictiot idéz el6, ezzel a kornyezd
agyszovet vérellatasat rontja, igy szekunder ischaemias agykarosodast eredményez [52, 210,
211]. Korabbi kisérleteinkben igazoltuk (6. abra), hogy a hemolizalt vér szignifikans
vasoconstrictiot idéz elé mind BA, mind MCA ereken [211]. A kutatas fontossagat
alatdmasztja, hogy - jelentds mellékhatasok nélkiil - maig limitalt therapids lehetdségek allnak
rendelkezésiinkre a karosodott agyi vérkeringés fokozasara és helyreallitdsara a fenti

esetekben.
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11.2.  Hypothesisek és célkitiizések

A nebivolol direkt vasomotor hatasa az agyi erekben a mai napig nem Kelléen
tisztazott, figyelembe véve az eddigi kisérleti modellekben a kornyezé agyszovet potencialis

zavaré hatdsait. A fentiek alapjan logikusnak tiint, hogy feltételezziik, hogy a nebivolol:
1.) szamos intracellularis mechanizmus révén noveli az agyi erek atmérdjét,

2.) els6sorban az irodalmi adatok alapjan feltételezett NO-medialta jelatviteli utvonalon,

és
3.) avascularis [Ca®"]; csokkentése révén, valamint
4.) helyreallitja a perivascularis hemolizalt vér altal indukalt vasoconstrictiot.
Ezen hipotézisek tesztelésére célul tiiztiik ki, hogy:

1.) karakterizaljuk a nebivolol vasomotor hatasat izolalt patkany agyi ereken, kontrollalt

kortilmények kozott, a kornyezo agyszovet zavard hatasatél mentesen.

2.) ismert hatasmechanizmussal rendelkezé farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval

tisztazzuk a hattérben huzdodo intracellularis vasodilatator mechanizmusokat.

Tekintettel az a. basilaris anatomiai helyzetére, fontos és specidlis funkcionalis szerepe van a
Willis-kor és az agytorzs vérellatasaban [340], ezért kisérleteinkben izolalt basilaris artériakat

hasznaltunk.
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11.3. Modszerek
11.3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben a korabbiaknak megfeleléen (I.3.1. rész), ~ 2 hodnapos (teststly:
250+50 g) him Wistar patkdnyok (Crl:WI; n=5-10 csoportonként; Charles River
Magyarorszag kft, Budapest, Magyarorszag) agyabodl izolalt arteria basilaris (BA) ereket
vizsgaltunk. Az allatok tenyésztése és tartasa a korabbiaknak megfelelé mdodon tortént (1.3.1.

1€s7).
11.3.2. Az agyi erek izolalasa

Korabbi kozleményeink szerint [124, 211, 281], a patkanyokat éteres altatas utan
decapitaltuk, ezutan tigyelve az agyszovet épségére az agyat a koponyabol kiemeltiik, majd
azt fiziologias kalciumos Krebs (Ca-Krebs) oldatba helyeztiik a korabban leirt izolalasi
protokollnak megfeleléen [211, 281] (1.3.2. rész).

11.3.3. Funkcionalis mérések a miograf kamraban

A kipreparalt agyi artéridkat a korabbi leirasnak megfelelden egy 5 ml térfogatu,
nyomas-aramlas tipust izotonias miograf kamraba helyeztik (4. abra), melyben az erek
mindkét végét iiveg mikropipettakra rogzitettiik és az oldaladgakat lekotottiik. A tovabbi
vasomotor valaszok vizsgalatat a kordbbi leirasnak megfelelden (1.3.3. rész), és mindenben

megegyez0 modon végeztiink a. basilaris ereken.
11.3.4. Endothel eltavolitasa

Az endothelium denudatiojat korabbi kisérleteink szerint [281] az ereken torténd
levegh 5 percen keresztiil). Majd az ereket feltoltottik az elézdekben is hasznalt Krebs
oldattal, mely segitségével kimostuk az endothelidlis szovettormeléket. Az erek ezt kdvetden
~15 percen belill kialakitottak egy steady-state tonust, melyben a tovabbi kisérleteket
végeztilk. Ezt kovetéen az erek sikeres denudatiojat, illetve épségének megitélését az
endothel-fiiggd acetil-kolinra (ACh; 10* M) adott vasodilatatio hidnya, mig NO-donor
nitroprusszid-natriumra (SNP; 10™ M) adott dilatatiés valasz esetén fogadtuk el (23. abra).
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23. dabra. Az endothelium-denudatio (E-) vasomotor hatdasa
BA ereken (A; n=10). Az ACh és SNP vasomotor hatdsa
endothelium denudalt (E-) és kontroll (E+) BA ereken (B; n=10)

Az adatok az atlag = SEM formdban vannak feltiintetve. * szignifikdans eltérés a kontroll és az
alapatmerd kozott; p<0,05. NS nincs szignifikans eltérés a két csoport kozott; p>0,05.

11.3.5. Vasoactiv hatéanyagok és blokkolok

A hatoéanyagokat minden alkalommal frissen, a kisérlet reggelén oldottuk fel. A
hasznalatig -20°C illetve +4°C-on taroltuk Oket, a gyartd altal forgalmazott hivatalos
felhasznalasi Utmutatd szerint. Funkciondlis méréseink soran figyelembe vettik a
szakirodalmi adatokat, valamint felvettiik a dozis-hatas gorbét az adott kisérleti koriilmények
kozott. A kisérleti vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag), az ODQ,
SQ22536 ¢és iberiotoxint a Cayman Chemicalstél rendeltik (Cayman Europe, Tallinn,
Estonia). A nebivololt a Berlin-Chemie/A. Menarini Ltd téritésmentesen biztositotta
szamunkra.

M) nebivololt kozvetleniil a miograf-kamraba fecskendeztiik, mas vasoactiv tulajdonsagi
kisérleti hatoanyaggal megegyezden.

Az erek vasomotor miikodését a simaizom- és endothelium-dependens, bifazisos
(constrictio a simaizom P,x; receptoron keresztiil, majd dilatatio az endothelialis Pyy
receptoron keresztiil) valaszt ado adenozin-trifoszfattal [272] (ATP; 10 M; n=11; 24. A-B
abra), endothel-fiiggd acetil-kolinnal (ACh; 10° -10*M), NO-donor nitroprusszid-
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natriummal (SNP; 10°-10*M), Ca?*-csatorna blokkolé nifedipinnel (10°-10* M) vizsgaltuk.
A receptor-fiiggetlen vasomotor funkciokat a korabban publikalt adatoknak megfeleléen KCl
(10-60 mM) oldattal (11. abra) ellendriztiik [273].

Az endothelidlis NO szerepének tisztdzasa érdekében az endothelidlis NO szintazt
(eNOS) Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) jelenlétében inkubaltuk (10 M; 20
min; n=5, 24. C abra) a korabbi szakirodalomnak megfelel6en [278]. Az L-NAME hatasanak
vizsgalatara ACh- és SNP-indukalta (10 M) vasomotor vélaszokat ellendriztiik az erek L-
NAME-mel torténd inkubaciot megel6zden, majd azt kovetden. Maés kisérletekben a
szolubilis guanilat ciklazt blokkoltuk 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ
[341] 10° M, 30 min, n=12; 24. E 4bra) jelenlétében. Az ODQ hatékonysaganak
megitélésében ACh- és SNP-indukélta (10* M) vasomotor valaszokat az ODQ hozzaadasa
elétt, majd azt kovetden elvégeztiik (24. F abra). Az adenilat-ciklazt 9-(tetrahydro-2-
furanyl)-9H-purin-6-aminnal blokkoltuk (SQ22536 [342, 343]; 10* M, 20 min, n=9; 24. D
abra). A Bi1 adrenerg receptorok nebivolol-indukalta vasodilatatioban betoltott szerepét
vizsgaltuk, ehhez a B; adrenerg receptor blokkold atenololt hasznaltunk ( 10° - 107 M: n=8;
24. G abra).

A B, adrenerg receptorok nebivolol-indukalta vasodilatatioban bet6ltott szerepének
vizsgalatahoz B, adrenerg antagonista butoxamint [344, 345] hasznaltunk (BTXN; 10 M, 15
min, n=5; 24. H abra). A nebivolol-indukalta vasodilatatioban vizsgaltuk a Ca®*-aktivalta
kalium-csatornak (Kca) szerepét is: a Kca csatornakat tetraethylammoniummal [344, 345]
(TEA; 10° M, 15 min; n=10; 24. H abra), mig a nagy konduktanciaju Ca®*-aktivélta kalium
csatornakat (BKc,) iberiotoxinnal [344, 345] (IBTX; 107 M, 15 min; n=6; 24. H 4bra)
blokkoltuk.

Vizsgaltuk tovabba az autoldg perivascularis hemolizalt vér (HB) vasomotor hatasat
BA ereken a HB miograf-kamréaba torténd direkt beadasaval. A HB elkészitése €s kisérleti

felhasznalasa a korabbi leirasnak megfeleléen (1.3.4. rész) tortént [211].
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24. abra. Az ATP (4-B; n=11), az eNOS inhibitor L-NAME (C; n=5), az adenilat cikldz
inhibitor SQ22536 (D; n=9) a guanilat ciklaz inhibitor ODQ (E; n=12), a 5, receptor
antagonista atenolol (G; n=10), valamint a 8, adrenerg receptor antagonista butoxamin
(n=5), a BKca csatorna blokkolé iberiotoxin (n=6) és a Kc, csatorna blokkolo TEA (n=10)
vasomotor hatisa BA ereken (H). Az ACh (10* M) és SNP (10 M) vasomotor hatisa BA
ereken kontroll kiiriilmények kozott és ODQ jelenlétében (F; n=7)

Az adatok az datlag + SEM formdban vannak feltiinterve. * szignifikans eltérés a kontrollhoz képest; p<0,05. #
szignifikans vasodilatatio az ATP-indukdlta vasoconstrictiohoz képest; p<0,05. & szignifikdns vasoconstrictio
az alapatmérchoz képest; p<0,05.
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11.3.6. Vascularis Ca®" mérése

Korabbi leirasnak megfelelden (1.3.5. rész; [211]), az intracellularis Ca®*-ion ([Ca®'])
koncentraciot raciometrikus (R) Ca**-méréssel végeztiik 5-Oxazolecarboxylic acid, 2-(6-
(bis(2-((acetyloxy)methoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-(2-(2-(bis(2-((acetyloxy)methoxy)-2-
oxoethyl)amino)-5-methylphenoxy)ethoxy)-2-benzofuranyl)-, (acetyloxy)methyl ester (Fura2-
AM; Invitrogen, Life Technologies, Budapest, Hungary) fluorescens festéssel 340 nm és 380
nm hullamhosszon [211, 279, 280]. A kisérleti méréseket a Debreceni Egyetem AOK,
Kardiologiai Intézet, Klinikai Fizioldégia Tanszékén végeztem. A mérés soran a miograf-
kamra fizioldgias Krebs oldatat Fura2-AM (5 umol/L) fluorescens Ca®" festékkel egészitettiik
ki BSA (bovine serum albumin; 1%) hozzaadasaval a 60 perces inkubacios periodus alatt. Az
intravascularis Ca®* koncentraciot fluoreszcens mikroszkop segitségével, valamint a hozza
kapcsolt interfészen keresztiil IncyteIm2 mérdberendezéssel (Intracellular Imaging Inc,
Cincinnati, OH, USA) regisztraltuk, és mértiik a 340 and 380 nm véltakozé hulldamhosszon
gerjesztett sorozatfelvételek alapjan (cutoff >510 nm). A sorozatfelvételeket 4
mésodpercenként rogzitettik, a kiértékelése utdlag tortént meg. Az érfali Ca®*
koncentraciokat a 340 és 380 nm-es excitacid atlagolt jelintenzitds ardnyabol (R) szamoltuk a

teljes érfal-szegmensen.
11.3.7. Statisztikai analizis

Megegyezden a korabban leirtakkal (1.3.6. rész) mind a szdvegben, mind az
eredményeket bemutatdé abrdkon a statisztikai adatok 4tlagat és az atlag standard hibgjat
tiintettiik fel (atlagtSEM). Az adatainkat kifejeztiik pm, valamint normalizalas esetén az
alapatméré [BD%] és passziv atmérd [PD%)] szazalékaban is. Az intracelluléris Ca*
jelintenzitas valtozas mérésekor a Ratio (R), és a delta Ratio (Ratio valtozas; AR) értékeket
tiintettiik fel. A tézisben bemutatott kisérletek eredményeit, valamint az azok kozott 1évo
statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgalatot kovetéen egyutas-ANOVA (Holm-Sidak
modszer), vagy Student-féle t-teszttel igazoltuk. A statisztikai analizist SPSS 11.0 (SPSS 11.0
for Windows; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programmal végeztiik. Az eredmények kozotti
kiilonbségeket p<0,05 esetén fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak, amit az abrakon
feltiintetett szimbolumokkal jeloltiink. Az 50%-o0s hatasos koncentraciot (ECsp) a nebivolol
dozis-hatas gorbéinek nonlinearis regresszi6S moddszerével szamoltuk ki ,,SigmaPlot for

Windows 11.0” szoftver segitségével.
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11.4.  Eredmények

11.4.1. Az endothelium és simaizom vasomotor funkcioban betoltott szerepének

vizsgalata izolalt agyi ereken

Az endothelium funkciondlis jelenlétérdl, valamint a simaizom életképességének
megitélésére endothelium-dependens vasodilatator ACh-t, és  endothelium-fiiggetlen
vasodilatator SNP-t hasznaltunk BA ereken. A 23. B abra szerint intakt endothelium esetén
(E+) szignifikans vasodilatatio volt megfigyelheté az ACh esetében (delta diameter; AD:
113+8 um; 32+5 [PD%]), 0sszehasonlitva az endothelium denudalt (E-) erekben (AD: 2+1
um; 0,5+0,3 [PD%]). E- artériak esetén az alapdiameter szignifikins mértékben lecsokkent
(280+30 um-r61 220429 pm-re; -16+£6 [PD%]; 23. A abra). Tovabba SNP esetén szignifikans
vasodilatatio volt megfigyelheté mind az E- (AD: 110£10 um; 32+6 [PD%]), mind az E+
esetén (AD: 83+19 pum; 26+7 [PD%]; 23. B abra). Az erek sikeres denudatiojat, illetve
épségének megitélését az endothel-fiiggd acetil-kolinra (ACh; 10 M) adott vasodilatatio
hianya, mig NO-donor nitroprusszid-natriumra (SNP; 10 M) adott dilatatios vélasz esetén
fogadtuk el (23. B abra).

Az irodalmi adatokkal megegyezden [272] az erek vasomotor miikodését a simaizom-
és endothelium-dependens ATP-vel (10 M; n=11) is teszteltiik. 24. A-B abra alapjan ATP
hozzaadasat kovetden gyors Dbifazisos valaszt észleltink BA ereken: kezdetben
vasoconstrictiot (264+12 pm-r6l 163+9 pm-re; -38,143,6 [BD%]), majd vasodilatatiot
(290+16 um; +48,6+4,5 [BD%)]).

11.4.2. A nebivolol hatisa az a. basilaris atméréjére

A BA alapatméréje a 80 Hgmm intraluminalis nyomas jelenlétében 235+16 pm volt,
mig a passziv atmér6 417+12 um. A 25. A abra eredeti regisztratuma a nebivolol
vasodilatator hatdsat mutatja a. basilaris éren az 1d6 fliggvényében (220 pm-rél 296 um-re
véltozott). A 25. B abra alapjan a nebivolol ndvekvd koncentracidja szignifikans mértékii
vasodilatatiot hozott létre BA ereken (107 M: -0,53+0,5 [PD%]; 5x107 M: -1,7+1,2 [PD%];
10° M: -1,6+1,3 [PD%]; 5x10° M: 5,8+1,7 [PD%]; 10° M: 23,2+3 [PD%]; 5x10° M:
34+5,5 [PD%]; 10 M: 35+6 [PD%], n=9). Masok 4altal leirt koncentracioknak megfeleléen
azt talaltuk, hogy a nebivolol ECsg értéke 7,8 = 0,19 X 10 M volt. Emiatt a kisérleteinkben

hasznalt specifikus blokkolokat a nebivolol 10”° M jelenlétében végeztiik.
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25. dbra. Eredeti regisztratum: a nebivolol vasomotor hatasa BA éren (A).
A nebivolol vasomotor hatdsa a koncentracio fiiggvényében BA ereken (B, n=9).

Az adatok az atlag + SEM formaban vannak feltiintetve.* szignifikans eltérés az alapatméréhéz képest;
p<0,05.

71




11.4.3. Ismert hatismechanizmusti gatlészerek hatasa a nebivolol-indukalta

vasodilatatiora a. basilaris ereken

Tovabbiakban vizsgaltuk a NOS gatlasanak hatasat a nebivolol-indukalta
vasodilatatioban. Az L-NAME szignifikansan csokkentette a BA alapatmérdjét (188+10 pum-
r6l 162+10 um-re; -7,3+1,6 [PD%]; n=5 (24. C abra). Az ODQ szignifikans alapatméro-
valtozast nem hozott 1étre BA ereken (22614 pm-r6l 225+16 um-re; -0,5+2,6 [PD%]; n=12;
24. E abra). A 24. F abra szerint, kontroll koriilmények kozott, az ACh és SNP szignifikans
dilatatiot idézett eld BA ereken (35,3+3,1 [PD%] és 33,6+1,3 [PD%]). ODQ jelenlétében az
ACh-indukalta dilatatio nem csokkent szignifikansan, mig az SNP-indukalta dilatatio teljes
mértékben megsziint BA ereken (31,4+4,7 [PD%] és 2,2+1,5 [PD%]; n=7). Az SQ22536 az
alapatmér6t szignifikans mértékben novelte BA ereken (283+£9 pum-r6l 322+7 um-re; 9+1,7
[PD%]; n=9; 24. D abra). A nebivolol-indukalta vasodilatatioban a B; receptorok (Bi1-R)
szerepének vizsgalathoz specifikus f;-R antagonista atenololt hasznaltunk 10° M - 10* M
koncentraciokban. Ahogy a 24. G abra mutatja, az atenolol nem befolyasolta szignifikansan a
BA alapatmérdjét (10° M: 221412 pm-rél 222413 pm-re; 10° M: 222+13 pm-rél 227+13
um-re; illetdleg 10™ M: 227+12 um-r8l 234+13 pm-re; n=10). A butoxaminnak (BTXN) nem
volt szignifikans hatasa az alapatmérére BA erek esetében (240+£17 um-r6l 252425 um-re;
3+2,5 [PD%]; n=5; 24. H abra). Sem a TEA (27214 um-r6l 258+23 um-re; -3,7+2,6
[PD%]; n=5; 24. H abra), sem az IBTX (248+15 um-r6l 242+10 pm-re; -1,5+2 [PD%]; n=6;

24. H abra) nem okozott szignifikans mértéki alapatméré-valtozast BA erek esetében.

A 26. abra szummacids oszlopdiagrammja alapjan nebivolol szignifikans
vasodilatatiot okozott BA ereken (10'5 M; 23,4+3 [PD%]; p<0,05; n=9). Az ODQ (20,5+1,5
[PD%]; p>0,05; n=8) nem befolyasolta szignifikansan a nebivolol-indukalta vasodilatatio
mértékét BA ereken. A nebivolol-indukalta vasodilatatio redukcidjanak mértéke, novekvo
sorrendben a kovetkezé: butoxamin (15,5+2,1 [PD%]; p<0,05; n=5), iberiotoxin (15,3+1,5
[PD%]; p<0,05; n=6), TEA (15,04+2,55 [PD%]; p<0,05; n=10) endothelium denudatio
(13,3£3,7 [PD%]; p<0,05; n=10), L-NAME (12,842,6 [PD%]; p<0,05; n=5), és SQ22536
(11,7+£3,3 [PD%]; p<0,05; n=9). Az atenolol (1,4+2,2 [PD%]; p<0,05; n=8) teljes mértékben

gatolta a nebivolol-indukalta vasodilatatiot.
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26. dbra. A nebivolol (10°M) vasomotor hatisa BA ereken guanilat-ciklaz blokkolo
ODQ, szelektiv B, receptor antagonista butoxamin (BTXN), BKca blokkolé iberiotoxin
(IBTX), Kca blokkolé TEA, valamint endothelium denudatio, NOS blokkolo L-NAME,

adenilat-ciklaz blokkolo SQ22536 és szelekitv f1-receptor antagonista atenolol
jelenlétében.

Az adatok az atlag + SEM formaban vannak feltiintetve.$ szignifikans eltérés az alapatmérchoz képest;
p<0,05.* szignifikans eltérés nebivololhoz képest; p<0,05. # szignifikans eltérés a nebivolol és atenolol
kozort; p<0,001.
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11.4.4. [Ca®"]; szerepe a nebivolol-indukalta vasodilatatio kialakuldsaban

A 27. A-B abra eredeti fluoreszcens felvételei egyértelmiien mutatjak (a piros a
magas, a zold az alacsony vascularis Ca®*-szintet jelzi), hogy a nebivolol csokkentette
raciometrikus Ca®*-jelet (delta Ratio, AR), és vasodilatatiét okozott BA ercken. A
szummacios 27. C abra szerint a nebivolol koncentracio fiiggben, szignifikans mértékben
csokkentette a raciometrikus Ca®*-jelet (AR) BA ereken (10° M: -0,007+0,005; 107 M:
-0,021+0,013; 10°® M: -0,038+0,018; 10° M:-0,113+0,031). A nebivolol-indukalta
vasodilatatioval megegyezben, szignifikins mértékben csokkent a vascularis [Ca?'];

koncentracio.
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27. abra. Az eredeti fotok a BA erek Fura2-AM fluoreszcencidjdat mutatjak kontroll (A) és
nebivolol (10°M; B) jelenlétében. A piros a magas, a zéld az alacsony vascularis Ca**-ot
jelzi. A szummdcios oszlopdiagrammon a novekvd koncentrdcioju (1 0® - 10° M) nebivolol-
indukalta raciometrikus valtozds (AR) jelzi a vascularis [Ca2+]i valtozast BA ereken; (C).

Az adatok az dtlag + SEM formdban vannak feltiintetve; n=9. * szignifikans eltérés a 10°M és 10° M kozott;
p<0,05.

74




11.4.5. A nebivolol hatasa a perivascularis vér altal indukalt vasoconstrictiora

Korabbi kisérletsorozatban vizsgaltuk a nebivolol hatdsat a perivascularis vér altal
indukalt vasoconstrictiora. A tanulmany elsé felében részletesen leirt modon, a perivascularis
hemolizalt vér szignifikins vasoconstrictiot okozott (5-6. abra) és névelte a [Ca®']; szintet
agyi erekben (20. abra). A 28. A abra eredeti regisztratuman lathat6, hogy hemolizalt
perivascularis vér jelen kisérletsorozatban vasoconstrictiot okozott (210 um-rél 115 pm-re),
10° M: 148 pm; 10° M: 224 um), elérve a kiindulasi alapatmérét. A 28. B abra alapjan a
hemolizalt vér (HB) szignifikans vasoconstrictiot okozott BA ereken (HB; 219+11 pum-rél
14811 pum-re; - 18,5+1,9 [PD%]). A nebivolol a HB jelenlétében koncentracio-fiiggéen
(107-t81 10™° M-ig) szignifikans mértékii vasodilatatiot okozott BA ereken (107 M: 2,3+1,6
[PD%]; 10° M: 5,1+1,4 [PD%]; 10° M: 16+3 [PD%]). Fontos megemliteni, hogy a HB
jelenlétében, a nebivolol 10° M koncentraci6 4ltal kialakitott 4tmérd elérte az alapatmérot

(kontroll alapatmérd: 219+11 pm; HB: 148+11 pm; nebivolol: 10 M: 209+9 pum).
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28. dabra. Eredeti regisztratum: A hemolizalt vér (HB) vasomotor hatdsa, valamint
nivekvé koncentrdcioban hozzdiadott nebivolol (10"M-10" M) esetén BA éren (4). A
szummdcios oszlopdiagramm a hemolizalt vér (HB) vasomotor hatdsdt mutatja,
valamint névekvd koncentraciéban hozzdadott nebivolol (10'M-10° M) esetén BA
ereken (B, n=6).

Az adatok az atlag + SEM formaban vannak feltiintetve.* szignifikans eltérés a HB és alapatmeérd kozott;
p<0,05. # szignifikans eltérés a HB-diametertol; p<0,05. Az (4) panelen az ératmérd-kévetés nem volt
folyamatos.
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11.5.  Osszegzés

Legjobb tudasunk szerint, ez az elsé kisérletsorozat, ahol izolalt agyi ereken
kimutatjuk a nebivolol vasodilatator hatasat. Ugy tiinik, a nebivololnak régié-specifikus
hatasa van, hiszen a cerebrovascularis dilatatio szamos, parallel-hatasi vasomotor
mechanizmus altal kozvetitett, beleértve az endothelium-fiiggd, NO- ¢és cAMP-
mechanizmusokat, a B/, adrenerg receptorokat, hyperpolarizalé faktorokat/BKc, csatornakat,
melyek végiil a simaizomsejt Ca®*-szint csokkenéséhez vezetnek. Tovabba, a nebivolol
gatolta a HB-indukalta vasoconstrictiot. Ezaltal a nebivolol hatdsos lehet az agyi keringés
fokozasaban ¢€s helyreallitasaban karosodott koriilmények kozott, kiilondsképp akkor, amikor
kiemelten fontos és elényds lehet a vérnyomas csokkentésével parhuzamos vasodilatatio, a

megfeleld agyi véraramlas és perfuzio biztositasaval.
11.5.1. A nebivolol régié-specifikus vasodilatatiét okoz

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a nebivolol szerv-specifikus vasodilatator
tulajdonsagokat mutat, hiszen egyrészt Ignarro és mtsai endothelium dependens és
independens relaxatiot talaltak patkany aorta gylr(ikon végzett vizsgalataikban [329],
masrészt egyéb vasodilatitor hatasokat is leirtak a nebivolol hatdsmechanizmusanak
feltérképezése soran: Evangelista és mtsai a nebivolol hatasaért dontden az antioxidans hatast
tették feleléssé, ahol a human umbilicalis vénak endothel sejtjeiben egyrészt az NO
indukcidja (egyben az NO oxidativ inaktivacidjanak gatlasa) révén alakult ki vasodilatatio,
masrészt a 13 receptoroknak tulajdonitottak jelentds szerepet [346]. Tovabba, Georgescu és
mtsai kimutattak, hogy a nebivolol vasodilatatiét okoz egerek veseartériain egyrészt a [,
receptorok, masrészt Ca’’-aktivalta kalium csatornak révén [345]. Tran-Quang és mitsai
igazoltak a nebivolol B, és B3 adrenerg receptor-agonista, és/vagy i, B1 adrenerg receptor
antagonista altal medialta vasorelaxatiot patkany aorta gytriikon [347]. Mindazonaltal fontos
megemliteni, hogy a nebivolol a gatolt endothelidlis NOS (eNOS) esetében is vasorelaxatiot
hozott 1étre [329], melynek hatterében felvetették az endothelialis hyperpolarizalé faktor
szerepét is [344]. A fentiek figyelembe vételével ez a kettOs hatas kiilonosen fontos lehet a
csokkent NOS aktivitassal jaro és/vagy csokkent NO biologiai hozzaférhetdséggel tarsulo,

ischaemias korfolyamatokban [334-336].
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11.5.2. A nebivolol dilatatiot okoz agyi ereken

A nebivolol széles korben alkalmazott 3. generacids B-adrenerg receptor blokkolod
[303-305, 307], melyeknek kiemelt szerepiik van az antihypertensiv therapidban [304, 330]
(/A evidencia) [296], coronaria-betegségben [300], szivelégtelenségben [301], és
pitvarfibrillatioban [302]. Tovabba kimutattak, hogy periférias ereken vasodilatatiot okoz
[304, 310, 332, 333], részben az eNOS aktivitas emelésével, és kovetkezményes NO-cGMP
Gitvonal aktivalasaval [329]. Erdekes, hogy nincsenek adatok a nebivolol cerebrovascularis
hatésair6l. Ezért célul tiiztiik ki a nebivolol vasomotor hatdsanak karakterizalasat izolalt agyi
107 és 10™* M kozétt hataroztuk meg, melyek sajat cerebrovascularis mérési eredményeinkkel
jol korrelaltak. Eredményeink alapjan a nebivolol koncentracio-fliggéen szignifikans ¢és
jelentds vasodilatatiot okozott agyi ereken (25. abra). Tekintettel, hogy az ECsg is 7,8 + 0,19
X 10° M kozstt volt, a tovabbi, blokkolok jelenlétében végzett vizsgalatainkat az ECsg koriil
végeztiik, egyezményesen 10° M koncentraciénal. Human kutatasok sordn az 5 mg per os
elfogyasztott nebivolol esetében mért alacsonyabb plazma koncentraciok is szignifikans
szisztémas vascularis resistentia csokkenést okoztak [347], utalva ezzel a klinikailag relevans

felhasznalasra, mely alapjan feltételezhetjiik, human esetben is hatdssal lehet az agyi erekre.

11.5.3. Az endothelium szerepe a nebivolol-indukalta vasodilatatioban agyi erek

esetében

Jol ismert, miszerint az endothelium fontos mechanikai €s bioldgiailag aktiv kozeg a
keringd vér és szovetek kozott. Szamos specialis funkcidt tolt be a gazcserétél a vasomotor
[45] funkcion at a barrier tulajdonsagig. Az endothelium vasomotor funkcidja kiterjed a
véraramlas altal kialakitott fali nyirderd érzékelésére, valamint a sajat és kiilsod
(farmakologiai) behatas altal kialakult jelatviteli folyamatokra [44, 103]. Ezaltal az
endothelium eltavolitasa jelentds szereppel bir a vasomotor funkcid6 €és myogen tonus
kialakitasaban. Adataink szerint az endothelium denudatio szignifikansan csokkentette az agyi
erek alapatmérdjét (23. A abra), bizonyitva az alapvetd szerepét a spontdn myogen tonus
kialakitasaban [2, 287, 288]. A nebivolol altal indukalt cerebrovascularis dilatatio szignifikans
mértékben csokkent az endothelium hianyaban (26. abra), utalva ezzel a nebivolol
endothelium-medialta jelatviteli szerepére. A nebivolollal kapcsolatos eredményeink
Osszhangban vannak a masok altal leirt, endothelium-fiiggé vasorelaxatioval [327, 329-333,
345].
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11.5.4. A nitrogén monoxid (NO) szerepe a myogen tonus fenntartasaban agyi

erek esetében

Eléz6ekben emlitett eredményekbdl tudjuk, hogy az NO-nak fontos szerepe van a
myogen tonus és alapatmérd kialakitasaban. A korabbi kutatasok altal leirt [1, 292, 340], az
NO alapatmérd kialakitasdban betoltott kiemelkedd szerepét kisérleteink sordn mi is
igazoltuk, hiszen az L-NAME szignifikans mértékben csokkentette az alapatmérét a.
basilarisban (24. C abra), alahuzva az NO ¢lettani szerepét az agyi erek vasomotor tonusanak

szabalyozasaban [2, 287, 288].

11.5.5. Az eNOS-NO és cGMP/cAMP jelatviteli utvonalak szerepe a nebivolol -

indukalta vasodilatatioban

A korabbiakban emlitett irodalmi adatok a periférids erek nebivolol-indukalta
eNOS/NO medialta folyamatat tamasztjak ala [329-333]. Jelen tanulméanyban az eNOS
blokkol6 L-NAME szignifikdnsan csokkentette a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi
erekben (26. abra), utalva az NO-medialta folyamatok szerepére [106, 292, 293]. Ismert,
miszerint az eNOS altal termelt NO noveli a simaizom szolubilis guanilat-ciklaz enzim
aktivitasat, ami a ciklikus guanozin monofoszfit (¢cGMP) intermedier molekula szintézisét
végzi, mely aktivalja a protein-kindz G-t (PKG) [110]. A PKG foszforilaci6 utjan inaktivalja
a miozin konnytilanc kindzt (MLCK), ami a vasoconstrictioban elementaris fontossagu lenne,
igy indirekt vasodilatatiot okoz [111]. Korabbi kutatasok szintén tisztaztak az adenilat ciklaz
(AC) enzim altal termelt ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) vasodilatatioban betoltott
szerepét [348]. Igy a cCAMP egyrészt aktivalhatja a protein-kindz A-t (PKA), inaktivalva ezzel
az MLCK-t, vasodilatatiot okozva (29. 4bra). Masrészt aktivalhatja a Ca®*-ATPazt,
csokkentve a [Ca*"]i-t, igy vasodilatatiohoz vezetve. Harmadrészt gatolja a Ca-CaM komplex
kialakuldsat, igy alakitva ki a vasodilatatiot. Fentiek figyelembe vételével kisérleteinkben
gatoltuk a cAMP (SQ22536; [342]) és cGMP (ODQ) szintézisét.

Korabbi tanulmanyokkal (kutya a. coronaria és pulmonalis arteridkon, ill. human
alkaron) ellentétben [329, 331-333], de Ogawa és mtsai [112] kutatasaival megegyezden, sajat
kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy az sGC-inhibitor ODQ nem modositotta sem az
alapatmérét (24. E abra), sem befolyasolta szignifikansan a nebivolol-indukalta vasodilatatio
mértékét (26. abra). Mindez felveti annak lehetdségét, hogy az intracellularis sGC/cGMP
utvonal szignifikans mértékben nem jarul hozza a nebivolol-indukalta vasodilatatiohoz agyi

erek esetében, mely egy NO medialta sGC/cGMP fiiggetlen utvonal szerepére vilagit ra [112-
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119]. Mindemellett evidencia van arra, hogy az NO vasodilatator hatasa ciklooxigenaz
(COX)-dependens, cAMP medialta utvonalon alakul ki patkany retina erekben [112, 113].
Szakirodalmi adatok igazoljak, hogy az NO kozvetleniil a BK¢, csatornan képesek hatni a
simaizomsejteken, vasodilatatiot okozva [114, 116], vagy csokkentve a vascularis
simaizomsejt Ca*" szenzitivitasat [125].

Adataink szerint az AC inhibitor SQ22536 szignifikans alapatméré novekedést idézett
el6 BA ereken (24. D abra), emiatt feltételezziik a constrictor faktorok tonusos jelenlétét
¢és/vagy nem-specifikus enzimgatlast [349]. Garland munkacsoportja alapjan a B; receptor
agonista az endogen/exogen induktor (ACh) jelenlétében csokkentette a vasodilatatiot az
endothelialis cAMP szint novelésével [350]. Az endothelialis AC gatlasa (SQ22536)
utanozhatja a fenti kisérletben igazolt, P; adrenerg receptor antagonista altal gatolt
endothelidlis AC-cCAMP-PKA ttvonalat, kdvetkezményes vasodilatatiot okozva, mely egyben
alatamasztja az SQ22536 altal okozott alapatméré-novekedést (24. D abra). SQ22536
jelenlétében a nebivolol-indukalta vasodilatatio szignifikans mértékben csokkent (26. abra),
utalva a feltehetdleg NO-medidlta AC/cAMP/PKA fttvonal prioritasara a nebivolol
hatasmechanizmusaban, az SGC/cGMP/PKG ftvonallal szemben. Ezek az adatok masok
eredményeivel kongruensek [112], ahol bizonyos erek esetében igazoltak az NO alternativ

jelatviteli utvonalat, kiemelten a cAMP, valamint COX-PGI,/PGE,-Gs utvonalat.

11.5.6. A B-adrenerg receptorok és a BKc, csatornak szerepe a nebivolol-

indukalta dilatatioban a. basilaris erekben

Cekic és mtsai kimutattak, hogy a specifikus ;1 adrenerg receptor antagonista atenolol
nem okozott cerebrovascularis relaxatiot, mig a nem-szelektiv propranolol vasorelaxatiot
idézett el6 [337]. Tran-Quang és mtsai leirtak, hogy a By receptor antagonista nem okozott
szignifikans valtozast a nebivolol-indukélta vasorelaxatioban patkdny aortagytirikon, jelezve,
hogy a pi receptorok jelentés mértékben nem vesznek részt a nebivolol-indukalta
vasodilatatioban [347]. Yarova és mtsai alapjan patkdny mesenterialis artéridkon az
endothelialis B-adrenerg receptor agonista csokkentette az ACh-indukalta vasodilatatiot, mig
B; receptor antagonista atenolol- az ACh-indukalta vasodilatatiot nem befolyasolta [350].
Mindezek alapjan feltételezziik, hogy — bizonyos koriilmények kozott — a i receptor
antagonista funkcionalis agonista hatast valthat ki a gatolt endothelialis Gs-AC-CAMP-PKA
utvonalon, ezzel csokkentve a K¢, csatorndk inaktivacidjat, ami endothelidlis és
(myoepithelialis gap junction segitségével) simaizom hyperpolarisatiojat okozza,

vasodilatatiot eldidézve [350].
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Kimutattuk, hogy a B; szelektiv antagonista atenolol nem befolyasolta az agyi erek
alapatmérgjét (24. G abra), amit részben az endothelialis indukciés faktor [337] hianya
magyaraz, részben a Nuttall és mtsai altal feltételezett, B, antagonista hatdsnak koszonhetd
[351]. Mindazonaltal eredményeink azt mutatjdk, hogy az atenolol teljes mértékben
meggatolta a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi erekben (26. abra). Ezt részben az
atenolol B, antagonista hatasanak (és kdvetkezményes vasodilatatio gatlasanak) tulajdonitjuk
[351], részben a PB; receptorok elfedésével (kompetitiv antagonizmus) magyarazzuk, ahol a
nebivolol a hatasat ki tudna fejteni NO jelenlétében. Mindez azt sugallja, hogy a nebivolol-
indukalta vasodilatatio részben [, receptor specifikus.

Dorobantu és mtsai feltételezték a P, receptorok szerepét a nebivolol vasodilatator
hatasaban egerek veseartériain [345]. Emiatt kisérleteinkben vizsgaltuk a [, receptorok
szerepét a nebivolol-indukélta vasodilatatio sordn. A 26. abra alapjan elmondhatjuk, hogy a
Bo-receptor antagonista butoxamin szignifikins mértékben csokkentette a nebivolol
vasodilatator hatasat BA ereken. P,-receptorok az endotheliumban és simaizomsejtekben is
expresszalodhatnak. Az endothelium-dependens, NO-medialta utvonal a B,-receptorok f6
jelatviteli Gtvonala lehet. A Bo-receptorok stimulacigja a simaizomsejtekben AC-CAMP-PKA
utvonal aktivaciojahoz vezet, és vasodilatatiot okoz, amit részben az MLCK inaktivacidjaval,
részben a BKc, csatornak aktivacidjaval [352] és hyperpolarisatioval ér el (29. abra).

Bolotina és mtsai igazoltdk a BKc, csatornak szerepét az NO-medialta jelatviteli
utvonalban [114], majd Popov munkacsoportja igazolta a BKc, csatornak szerepét a
nebivolol-indukalta  vasodilatatioban ~ [344]. Korabbi  kutatasokkal —megegyezden,
kisérleteinkben igazoltuk, hogy a BKc,; csatorna blokkold iberiotoxin (IBTX) és TEA,
szignifikans mértékben csokkentette a nebivolol-indukalta vasodilatatiot agyi erekben (26.
abra). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a nebivolol-indukalta vasodilatatioban jelentds
szerepe van az endothelium-fiiggé, NO-medialta, BKc, csatorna aktivacionak és
hyperpolarisationak, valamint a CAMP-PKA, a B; és B, receptoroknak, melyek az agyi erekre

specifikusnak tlinnek.

.5.7. A nebivolol csokkenti a vascularis [Ca“']; szinte
11.5.7. A nebivolol csokkenti laris [Ca®" tet

Erdekes, hogy egyes tanulmanyok beszdmoltak mas p-blokkolok altal indukalt,
endothelium independens vasorelaxatiorol mind centralis, mind periférias artériakban [337-
339]. Tobbek kozott Sakanashi és mtsai propranolol-indukalta vasorelaxatiot mutattak ki
kutya a. coronaridin, valamint leirtdk a propranolol Ca**-influxot csokkenté hatasat [339].

Priviero és mtsai igazoltak patkdny aortdn és a. mesenterican a propranolol-indukalta
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vasorelaxatio hatterében allo, B-adrenoreceptor blokadtol fiiggetlen, Ca**-influx csdkkentd
hatast [338]. Cekic és mtsai kimutattak a B-blokkold propranolol kalcium antagonista hatasat
patkany a. basilarisban [337]. Tekintettel arra, hogy a kisérleteinkben a nebivolol agyi ereken
vasodilatatiot hozott Iétre, feltételeztiik, hogy a proximadlis jelatviteli folyamatoktol
fliggetleniil, a nebivolol csokkenti a vascularis Ca®*-szintet, vasodilatatiot idézve el. Emiatt
parhuzamos kisérlet-sorozatot végeztiink, ahol az ératmér6-méréssel parallel, a korabbiakban
kozo61t modon [211, 279, 280, 353], raciometrikus modszerrel vascularis Ca®* jelintenzitas (R)
valtozast vizsgaltunk. Adataink alapjan a nebivolol szignifikdns R-érték csokkenést idézett
eld, jelezve a csokkent vascularis [Ca*]; koncentraciot. Ezen adatok Osszhangban vannak
funkcionalis ératméré-méréseinkkel, melyek azt sugalljak, hogy az agyi erekben a nebivolol-

indukélta végsé jelatviteli folyamat a simaizom intracellularis Ca**-szint csokkenése.

NEBIVOLOL (NB)

B,R BLOCK l" ;A B,-R

"~ ACL-CAMPL- PKAL oyos; o,
E K* csatorna aktivacio

hyperpolarisatio

hyperpolarisatio '
—— DILATATIO

29. abra. A nebivolol feltételezett hatasmechanizmusa cerebralis arteridakon

(E, endothelium; SMC, simaizomsejt) Adataink alapjan 1.) izolalt cerebralis arteriakona nebivolol szignifikans
vasodilatatiot okozott, 2.) amelyben szerepet jdtszhat a [f-receptor medidlta, endothelium-dependens NO- és
CAMP-mechanizmus, mely részben csokkenti a [Ca?*); szintet, részben simaizom-hyperpolarisatiét valt ki.
3.) Masrészt ugy tiinik, hogy a vasodilatatio kialakuldsaért részben a pi-receptor (B1-R) specifikus kotGhelyek és
a parhuzamosan megjelend endothelium-fiiggé hyperpolarisatio felelnek. 4.) Ugy tinik, hogy a cGMP
hatasmechanizmusa  szignifikans mértékben nem vesz részt a nebivolol-indukalta vasodilatatioban.
Ezen kutatasi eredmények hozzajarulhatnak a f-receptor blokkolo nebivolol komplex hatismechanizmusdanak a
jobb megértéséhez az agyi erekben, valamint felvetik az agyi vérdramlds fokozasdnak ujabb fontos therapids
lehetoséget pathologias kériilmények kozott.
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11. 5.8. A nebivolol gatolja a perivascularis vér-indukalta vasoconstrictiot

Korabbi kisérleteinkb6l tudjuk (5-6. abra), hogy a perivascularis hemolizalt vér
szignifikans vasoconstrictiot idéz elé agyi ereken [211]. Tekintettel a HB altal indukalt
endothel-és simaizomfiiggé mechanizmusok karosodasra, vizsgaltuk a cerebrovascularis erek
alapatmérdjének a helyreallitasara alkalmas COo, Ca®*-csatorna blokkolok és a kimosasi
modszereket. Mindazonaltal a nebivolol szignifikdns €s funkcionalisan jelentds vasodilatator
hatassal bir, melynek hatterében komplex hatdsmechanizmus érvényesiil, ahol felvetettiik
tobbek kozott a [Ca®]i szintet csokkentd hatasat is (27. 4bra). A fentiek alapjan
kisérleteinkben vizsgaltuk a nebivolol vasomotor hatasat HB-indukalt vasoconstrictioban.
Eredményeink alapjan a szignifikdns mértékii, HB-indukalt vasoconstrictio esetén a nebivolol
novekvod koncentracioi szignifikans vasodilatatiot idéztek el6 (28. abra). Figyelemre mélto,
hogy a nebivolol mar 10° M koncentracidban kivédte a HB okozta vasoconstrictiot (28.
abra), utalva a relevans ECsy koncentracional kialakult, szignifikans és jelentés funkcionalis
hatasra, valamint a nebivolol Ca’*-antagonista tulajdonsagara, melynek fontos klinikai

relevanciai lehetnek.
11.5.9. Klinikai jelentoség

A klinikai gyakorlatban az agyi véraramlas fokozasaval jaré therapias lehetéségek
kutatasa a mindennapok kihivasat jelenti. Ischaemias korallapotokban (ischaemias [354] és
haemorrhagias stroke [290]) a cerebrovascularis resistentia nagymértékben megné, gatolva
ezzel a kielégitd agyi véraramlast. Kisérleti eredményeink alapjan a nebivolol hatasara
jelentds vasodilatatio alakult ki a. basilaris ereken a kornyez6 idegi és egyéb szoveti faktorok
zavar0 hatasa nélkiil.

Tekintettel a vascularis valaszok hasonlosagara, a vasodilatatorok hatasanak
vizsgalatdban a patkdny-kisérletek megbizhatéan modellezik a huméan vasomotor
folyamatokat [238]. Ezaltal a kisérletes adatok klinikai extraplolalasaval uj therapias
lehetdségek nyilhatnak meg ezen 3. generacids specifikus B; adrenerg receptor blokkolo
felhasznalasa el6tt. Fontos megemliteni, hogy szakirodalmi adatok szerint a SAV akut
fazisaban a betegek harmadanal szivritmuszavar fordulhat eld, mely a prognozist rontja, és
monitorizalast indokol [141]. Korabbi study (BEST) alapjan vizsgaltak mar a B-blokkolo

propranolol cerebrovascularis hatasat subarachnoidealis vérzés esetén. Acut stroke-ban
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szenvedd betegek esetében a hossztavi kimenetelben biztatdé adatok jelentek meg, mig a
rovidtava talélést rontotta [355].

Azonban a nebivololt alacsonyabb ddzisban hasznaljak a propranololnal [349],
valamint biztonsagossagarol és effektivitasarol [297] mar szamos tanulmany beszamolt [356],
ezért valdszinlsithetd, hogy kevesebb mellékhatasa lehet tranziens ischaemias attack-ban
(TIA), vagy egyéb stroke formakban torténd alkalmazaskor. Figyelembe véve a kisérleti
eredményeinket (28. dbra), a nebivolol szignifikans és funkciondlisan jelentés mértékben
novelte a cerebralis erek atmérdjét perivascularis vér jelenlétében. Mindez felveti annak
lehet6ségét, hogy haemorrhagias strokeban, subarachnoidealis vérzés okozta vasospasmus
esetén therapias alternativaként szolgaljon, ahol kiemelten fontos és elényds lehet az
antiarrhythmias hatas mellett a vérnyomas csokkentésével parhuzamos vasodilatatio, valamint
a megfeleld agyi véraramlas és perfuzid biztositasa [357]. Feltételezziik, hogy kisérletes
eredményeink a kés6bbiekben tovabbi kutatasok alapjaul szolgalnak majd, ezzel
eredményeink hozzajarulhatnak a fi-receptor blokkold nebivolol komplex vasomotor

hatdsmechanizmuséanak jobb megértéséhez az agyi erekben.
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Uj eredmények osszefoglalasa

1. Els6ként mutattuk ki, hogy a nebivolol koncentracio-fiiggé modon, szignifikans, és

funkcionalisan jelentds mértékii vasodilatatiot hozott 1étre agyi ereken.

2. A nebivolol-indukalta vasodilatatioban szamos, parallel intracellularis jelatviteli

folyamat vesz részt,

3. beleértve a P, adrenerg receptorokat, az endothelium-fiiggé NO és cAMP altal

regulalt mechanizmusokat,

4. melyek a [Ca®']; csokkenését és/vagy a BKca csatornidkon a simaizom

hyperpolarisatiojat hozzak létre.

5. A B1 specifikus kotohely fontos szerepet jatszik a nebivolol-indukalta vasodilatatio

kialakitasaban.

6. A fenti funkcionalis vasomotor vélaszok korrelalnak a vascularis Ca?* jelintenzités-

valtozasaval.

7. A nitrogén monoxid fontos szereppel bir az agyi erek vasomotor tonusanak

szabalyozasaban.

8. A nebivolol a hemolizalt vér okozta vasoconstrictio esetében is jelentOs
vasodilatator hatdssal bir, valamint megbizhatéan helyreéllitja az alapatmérét a HB-

indukalta vasoconstrictio esetén is, utalva a késébbi, lehetséges therapias alternativara.
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I1.7. Disszertaciom tartalmi pontjainak osszefiiggése:

Bar kezdetben kisérleteim két iranyban indultak el, azonban latva a heterogén
patofiziologiai folyamatok interdependens halozatat és kapcsolodasi pontjait, a két irdny

kozott fontos kapesolat alakult ki.

A cerebrovascularis véraramlds modositasara és fokozasara alkalmas gyogyszer
kutatasa maig nagy kihivast jelent az orvostudomany szamara, kiilonosképp a karosodott agyi
véraramlassal jaré patofiziologias koriilmények kozott, ugy mint ischaemias korallapotokban,
vagy subarachnoidealis vérzés okozta vasospasmus esetén. Mindezek soran a
cerebrovascularis ellenallas jelentdsen megnd, csokkentve ezaltal a regionalis agyi

véraramlast és karositva a parenchymas artérias funkciokat.

Kutatasi eredményeink kimutattdk, hogy a direkt perivascularis hemolizalt vér
(traumas agykarosodas és egyéb szoveti faktoroktdl mentesen) vasoconstrictiot okozott, mely
kivédhetd volt lokalis Ca*-csatorna blokkold és CO,-szint novelésével, a vér kimosasaval,

valamint nebivolol alkalmazasaval.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a B;-receptor
blokkol6 nebivolol komplex hatasmechanizmusanak jobb megértésé¢hez az agyi erekben.
Experimentélis adataink klinikai extrapolalasa felveti az agyi véraramlas fokozasanak ujabb
fontos therapias lehetdségét pathologias koriilmények kozott, ugy, mint a subarachnoidealis
vérzés kezelésében. Ezaltal lehetdséget teremtve a karosodott cerebrovascularis véraramlas
optimalizalasadban ott, ahol kiemelten fontos és eldnyds lehet az antiarrhythmiés hatas mellett
a veérnyomas csOkkentésével parhuzamos vasodilatatio, ¢és megfelelé agyi véraramlés

biztositasa.

Osszegzésként elmondhatd, hogy tudomasunk szerint ezek az elsd kisérletek, ill.
kutatasok melyek feltarjak a hemolizalt vér és egy PBi-receptor blokkolo - eddig nem ismert -
cerebrovascularis hatasait. Eredményeink Onmagédban, de egyiittesen is tovabbi kutatdsok

alapjaul szolgalhatnak, melyek fontosak lehetnek a mindenapi gyogyito praxis szamara.
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I11.  Koszonetnyilvanitas
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mérfoldkéve valt, de dszintén kritikus tudott maradni a tudomanyos munkaban.

Koszonettel tartozom kivald gyakorlatvezetdmnek, dr. Pétervari Erikanak, aki
megszerettette velem a korélettant, és lehetdvé tette TDK hallgatoként a kutatdéi munka
megkezdését az akkori PTE AOK Korélettani és Gerontoldgiai Intézetben. Haléval tartozom
Székely Miklos professzor Urnak, aki biztositotta részemre a preciz kutatoi hatteret, és utat
mutatott a kivalo oktatoi tevékenység elérése¢hez. Koszondm az oktatdsban nyujtott segitségét
dr. Balasko Martanak, dr. Soos Szilvianak, dr. Garami Andrdasnak, dr. Solymar Margitnak és
dr. Garai Janosnak. Koszondm munkatarsaim segitségét, Dusikné Szommer Dalmanak,
Visnyei Tiindének, Potoné Olah Emokének, Dr. Garaminé Pdkai Eszternek, Mihallfyné Jech
Andreanak, Gasparné Koncsecsko Margitnak, Giran Juditnak, Kissné Boka Adriennek, Sziics
Istvanné Magdinak, 1llés Gabriellanak, Kiss Johannanak, hogy munkajukkal hozzajarultak
sikeres kisérleteinkhez.

Koszonom dr. Jancso Gdabornak, dr. Lantos Janosnak és dr. Kasza Gabornak, hogy

eldopponensként kritikai észrevételeikkel javitottak a dolgozat szakmai szinvonalat.
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Kosz6n6m az opponenseknek, dr. Kanizsai Péternek és Nyary Istvan professzor arnak,

hogy kritikus véleményiikkel ellenjegyezték tudomanyos munkamat és doktori értekezésemet.

Végiil szeretném megkdszonni csalddomnak, akik mindvégig tamogattak: ha kellett, a
kritikusan nehéz idészakokban, vagy az 6romteli pillanatokban. Megkiilonboztetett halaval
tartozom feleségemnek, Katdanak, aki mindvégig mellettem allt és feltétel nélkiil timogatott,
egyben a csaldd nyugodt békéjével megteremtette a lehetdséget tudomanyos munkam

végzéséhez.

Kutatasaimat az Orszagos Tudomdnyos Kutatdsi Alapprogramok (OTKA) OTKA
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