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Jelen értekezésben ex vivo €s in vivo mddszereket és megkozelitéseket alkalmaztunk,
amelyek célja az emberi agyi véraramlas (CBF) tobbszintli szabalyozasanak megértése.
Ennek megfelelden a disszertaciot két kiilon részre osztottuk melyek a neurovaszkularis
kapcsolast sejtes ¢s fiziologiai szinten vizsgaljdk emberben. Az 1. rész az emberi agy
neurovaszkularis kapcsoldsdnak molekularis mechanizmusait mutatja be, a II. rész pedig
klinikai koriilmények kozott alkalmazhaté modszereket ismertet az agyi véradramlas
szabalyozasi mechanizmusainak felmérésére ¢és megértésére. Ezutan kozos
diszkusszidban értékeljiik eredményeinket, kiilonds tekintettel a transzlacios és a klinikai

felhasznalhatdsag szempontjaira.

|. Rész. A PGE2 vazomotor hatasa az emberi agyi arterioldkra: a

neurovaszkularis kapcsolas mechanizmusainak vizsgalata

Bevezetés

Az agyszovet rendelkezik a legnagyobb energiaigénnyel az emberi testben, azonban az
energiafogyasztds fenntartdsdra az agyban nem 4llnak rendelkezésre jelentds
energiaraktarak. Ezért az agy rendeltetésszerti miikddése a folyamatos, stabil vérellatastol
fligg. Az agy a koponyaban helyezkedik el, amelyben a térfogat-novekedés csak
korlatozott mértékben lehetséges, mivel az agyi vérdramlas (CBF) novekedése a
koponyaiiri nyomas emelkedéséhez vezetne. igy a CBF-nek viszonylag allandonak és a
szisztémas keringéstdl fiiggetlennek kell lennie. Ugyanakkor, amint azt a fentiekben
emlitettiik, ki kell szolgalnia az agyszovet megndvekedett igényeit az idegsejtek
regiondlis aktivalodasa soran. Ezen egyedi kovetelmények teljesitése érdekében az agy
vérellatasat  meghatdrozd  folyamatok  dinamikus, tobbszintli  szabdlyozasi
mechanizmusokat integralnak. A két {6 szabalyozasi folyamat az agyi autoregulacié és a

neurovaszkularis kapcsolas.



Agyi autoreguldcio

A Monroe-Kellie doktrina szerint a koponya teljes térfogata allandod, és az agyszdvet, a
vér és a cerebrospinalis folyadék térfogata csak a masik kettd rovasara valtozhat. Ezért az
agyi véraramlasnak viszonylag allandonak kell lennie az agyszovet stabil és folyamatos
energiaellatasdnak biztositasa, valamint a koponyatiri térfogat €s nyomas allando értéken
tartasa érdekében. A perfuzios nyomads széles tartomanyaban a CBF csak kismértékben
novekszik linedrisan, ezaltal a véraramlas platofazisat képezi a szisztémas vérnyomas
fiiggvényében a 60 - 160 Hgmm nyomadshataron beliil. Az agyi autoregulacio egyik 6
mechanizmusaként a miogén valasz jelentdsen hozzajarul az agyi vaszkularis
rezisztenciahoz azaltal, hogy a rezisztenciaerek atmérdje az agyi perfizidés nyomas
figgvényében valtozik negativ ,feedback” mechanizmuson keresztil. Az agyi
véraramlast mélyen befolydsolja a kémiai és anyagcsere-szabdlyozas is. Az emlitett
negativ ,,feedback” szabalyoz6 mechanizmusokkal ellentétben egy ,feedforward”
mechanizmus, az Ugynevezett neurovaszkuldris kapcsolds biztositja az aktivalt

1degszovet megfeleld metabolikus és oxigénellatasat.

Neurovaszkuldris kapcsolds

A neurovaszkularis kapcsolas (NVC) (vagy ,,funkcionalis hiperémia”) felelds azért, hogy
az agyi véraramlas illeszkedjen az idegsejtek aktivitasahoz. Ezt szdmos jol szervezett
mechanizmus valositja meg, amelyekben aktivalt idegsejtek, asztrocitak, pericitak,
simaizom- ¢s endothelsejtek, értagitd mediatorok és elektromos impulzusok vesznek

részt.

Korabbi vizsgalatok kiilonb6z6 preklinikai modellekben és emberekben azt sugalltak,
hogy az asztrocita eredetii prosztaglandin E2 (PGEy) fontos szerepet jatszhat az NVC-
ben. Més tanulményok ezzel szemben azt igazoltak, hogy a PGE: inkabb vazokonstriktor,
mint értagitdé az agyban, sOt, szerepet jatszhat a subarachnoidalis vérzést kovetd

vazospasmus kialakulasaban is.



Prosztaglandin E;

A neurovaszkularis hiperémiat féleg az arachidonsav (AA) ciklooxigenaz (COX) enzim
altal szintetizalt szarmazékai kozvetitik, amelyek koziil a prosztaglandin E2-t (PGEz)
feltételezik az asztrocita- és az idegsejtek altal kozvetitett neurovaszkularis kapcsolés
kulcsfontossagu kozvetitdjeként. Tovabba tanulményok utalnak arra is, hogy a COX-
eredetii PGE», az emberi szervezetben a legszélesebb korben eldallitott prosztaglandin,
tonusos értagitd hatassal van az agyi keringésre, hozzajarulva a normalis CBF

fenntartasahoz.

A meggy06z0 bizonyitékok ellenére, amelyek arra utalnak, hogy a funkcionalisan sokszinti
PGE; kozponti szerepet jatszik az NVC-ben mint értagitd, ellentmondas alakult ki a
vazoaktiv hatdsat illetéen. A varakozasokkal ellentétben egy nemrégiben késziilt
tanulmany arr6l szamolt be, hogy a PGE> mind a M. musculus, mind az R. norvegicus
fajokbol izolalt parenchymas arteriolakon vazokonstrikciot indukalt. Ezenkiviil a
preklinikai modellekben a PGE; tultermelése 6sszefiiggésbe hozhatd a subarachnoidalis
vérzéshez asszocialt vazospasmussal is. Az ellentmondasos bizonyitékokat részben a
PGE: kiilonb6z6 receptorai és a receptorok altal aktivalt molekularis mechanizmusok
kiilonbozdésége magyarazhatja. A PGE: érosszehuzodast vagy dilataciot is kivalthat, az
aktivalt receptor altipustol fliggden. Kimutattadk, hogy az EP1 receptorok ndvelik az
intracellularis [Ca®'] szintet, ami az ér simaizomsejtjeinek 6sszehtuzodisahoz vezet. Az
EP4 receptor aktivalasa értagulathoz vezet az adenilil-cikldz Gs-fliggd stimulacioja, a
ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) termelésének fokozasa és a protein-kinaz A

(PKA) aktivacioja altal.

Célok és felvetések

Feltételeztiik, hogy a kiilonb6z6 EP-receptorok expresszidja a cerebrovaszkularis
agrendszer mentén elhelyezkedd specifikus ereken modulalja a PGE> vazomotoros
hatasat az emberi agyi arteriolakban. Hipotézisiink teszteléséhez ex vivo megkozelitéssel
meghataroztuk a PGE»> kozvetlen vazoaktiv hatdsait, valamint az EP receptor altipusok
expresszidjat izolalt rezisztenciaereknek megfeleld nagysdgu emberi agyi parenchimalis

arteriolakban.



|. Rész: Modszerek

Human parenchimdlis arterioldk izoldldsa és vazomotor hatdsainak vizsgdlata

Az emberi alanyokat érint6 valamennyi a Helsinki Nyilatkozattal 6sszhangban 1€évé
eljarast a Pécsi Tudomanyegyetem Regiondlis Kutatds Etikai Bizottsdga jovahagyta
(3887). Tajékoztatas, és irasbeli beleegyezés utan azoktdl a betegektdl, akiknél
agydaganat idegsebészeti eltavolitdsa valt sziikségessé, kortikalis mintakat
(sziirkedllomany) kaptunk amelyek egyébként megsemmisitésre keriiltek volna. A
betegeknek nem volt ismert tarsbetegsége. A laboratoriumba szallitds utdn
intraparenchimalis arteriolakat (a penetrald subpialis arteriolaris rendszer elsé rendi
agait, ~ 100-150 um) izolaltunk a mintdkbdol mikrosebészeti miszerekkel operacios
mikroszkop alatt. Az ereket gytirlikre vagtuk és drot myografba helyeztiik (Danish Myo
Technology, Aarhus, Dania). Az arterioldk szegmenseit (amelyek 1,5 - 2 mm hosszuak)
40 pm-es rozsdamentes acél huzalokra rogzitettilk, majd oxigenizalt PSS-sel toltott
miograf kamrakba (szovetfiirdd) tettiikk. Egy tovabbi kisérletsorozatban a Wistar Kyoto
patkanyokat anesztéziat (izofluran) kovetden dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk, a
basilaris artériak szegmenseit elkiilonitettiik és drot myogratba helyeztiik az eldz6ekben
leirtak szerint. Az allatkisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdga hagyta jova (BA02/2000-32/2016), és azokat az EU (2010/63/EU) és
ARRIVE irdnyelvnek megfeleléen végeztiik el.

Farmakoldgiai vizsgdlatok

Prekontrahalt (fenilefrin 10° mol/L) humén agyi parenchimas arterioldk vazomotor
valaszait értékeltiik a PGE2 novekvé koncentracioinak (10°- 3x107 mol/L) kumulativ
hozzéadasat kovetden. Az erek konstrikcids képességét a béta adrenerg agonista
epinefrinre adott vazomotor valaszaival (10° - 10 mol/L) teszteltik. A kdvetkezd
antagonistakat hasznaltuk az EP-receptorok szerepének vizsgalatahoz: a specifikus EP4
blokkolé BGC 20-1531 (10°® mol/L 5 percig), az EP2 receptor blokkold PF-04418948
(10° mol/L 5 percig) és az SC-51322 EP1 receptor blokkolé (10°® mol/L 5 percig). Kiilén
kisérletsorozatban az EP4 receptor agonista CAY 10598 (10 mol/L) indukalt relaxaciot

az arteriola-gytiriikben, majd kimosas utan a vélaszokat 3x10”° mol/L PGE; jelenlétében



ujraértékeltiik. Tovabbi kontrollkisérletekben a vazomotor valaszokat patkany a. basilaris
készitményekben értékeltiik a PGE> novekvd koncentracidinak (10°- 3x10 mol/L)
kumulativ adagolasara. Minden kisérlet végén maximalis izometrikus fesziilést valtottunk
hogy 10 mol/L nifedipint adtunk a szdvetfiirdéhoz.

Statisztikai analizis

A farmakologiai vizsgalatok eredményeit paros t-probaval elemeztiik. Ezenkiviil az EP1
¢s EP4 PCR-ral és Western blot-tal mért expressziojat hasonlitottuk 6ssze. A EP4
agonista CAY10598 hatasait - PGE: jelenlétében vagy anélkiill - egyutas
varianciaanalizissel (one-way ANOVA) elemeztiik, Tukey post-hoc teszttel kiegészitve.
Az adatok normalitdsédnak teszteléséhez a Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk, és
azok normalis eloszlast mutattak. A 0,05 alatti p értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
|. Rész: Eredmények

A PGE2 koncentrdcidfliggs, kétfdzisu vazomotor hatdst vdlt ki izoldlt humdn agyi

parenchimdlis arterioldkban

Funkcionalisan ép parenchimaélis arterioldkban a PGE; alacsonyabb koncentracioban
(10 - 10° mol/L) jelentés, endothelium-fiiggetlen vazorelaxaciot okozott. Ezzel
szemben a PGE; magasabb koncentracioja jelentds vazokonstrikcidt valtott ki. Az 1A
abra egy humdan parenchimalis arteriola tipikus vazomotor valaszanak eredeti
Osszefoglald adatokat az 5B dbra mutatja. A patkany a. basilarisok (BA) dozisfiiggd
Osszehtizodast mutattak a PGE; beadasara, és patkany BA-ban a konstriktor EP1 (Ptgerl)
receptorok mRNS-expresszidja szignifikansan magasabb volt, mint a vazodilatator EP4

expresszioja (Ptger4).
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1. dabra: A prosztaglandin E2 (PGE) kétfazisu vazomotor valaszokat valt ki human agyi
parenchimalis arteriolakban. Eredeti regisztrdatum, amely bemutatia a PGE> hatasat az izolalt
emberi agyi parenchimdlis arteriola-szegmensek tonusdra. Megjegyezziik, hogy alacsonyabb
koncentracioknal a PGE; jelentds vazorelaxaciot valt ki, mig magasabb koncentrdciok esetén

kifejezett vazokonstrikcio jellemzo.

Az EP1 és EP4 receptorok szerepe a PGE; dltal kivaltott kétfdzisu vazomotor valaszokban

az emberi agyi parenchimdlis arterioldkban

Megfigyeltiik, hogy az emberi agyi arteriolak a BGC201531 (10° mol/L) - a PGE: 4-es
altipustl (EP4) rececptoranak specifikus antagonistaja - gatolta a PGE; altal kivaltott

vazorelaxaciot (2B abra).
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2. dabra: A EP4 és EPI altipusu PGE; receptorok szerepe a PGE; dltal kivdltott vazomotor
vilaszok kozvetitésében emberi agyi parenchimalis arterioldkban. A: Osszesitd adatok, amelyek
az izolalt human agyi parenchimds arteriolak vazomotor tonusanak PGE>-indukdlta,
koncentraciofiiggd valtozasait mutatjak be funkciondalis endotelialis réteg hianyaban (Endo-) és
Jjelenlétében (Endo+). B: Osszesité adatok a humdn izoldlt agyi parenchimdlis arterioldk
vazomotor tonusanak valtozasairél a BGC201531 (10° mol/L), a PGE; 4-es altipusii receptor
specifikus inhibitoranak (EP4) hianydban és jelenlétében. C: Osszesité adatok a PGE; dltal
kivaltott human izolalt agyi parenchimalis arteriolak vazomotor tonusanak valtozasairol az
SC51322, PGE; I-es altipusii receptor (EP1) blokkolé jelenlétében (10°° mol/L). Megjegyezziik,
hogy az SC51322 beaddsa utin a PGE> magas koncentracioja (107 és 3x107 mol/L) 6sszehiizédds

crer

adatok atlag + S.E.M formaban vannak megjelenitve. (n = 6) * P <0,05 a kontrollhoz viszonyitva.

A PGE; magas koncentréacidja (107 és 3x10~ mol/L) altal kivaltott arteriolasziikiiletet az
SC51322 (10 mol/L), a PGE: 1-es altipusti receptor (EP1) specifikus antagonistaja
gatolta (2C abra). ). Az EP1 altal kozvetitett konstriktor valasz (SC51322) gatladsakor a
PGE:> magas koncentracioira is megjelent egy PGE: altal kivaltott értagito hatas, ami arra
utal, hogy a konstriktor EP1 receptor magas PGE> koncentracioval torténd aktivalasa

elfedi az értagité EP4 receptorok aktivacidjanak hatasait.

A human agyi parenchimalis arteriolak elsésorban EP4 receptorokat expresszdlnak

Azt talaltuk, hogy az endotheliumban-denudalt human agyi parenchimalis arterioldkban
az EP4 (PTGER4) receptor mRNS ¢és fehérje expresszidja szignifikdnsan nagyobb volt,
mint a vazokonstriktor EP1 (PTGERT1) receptoroké.



Il. Rész: Az agyi autoregulacié és a neurovaszkularis kapcsolds in

Vivo, non-invaziv vizsgalata emberben.

Transzkranidlis Doppler ultrahang alkalmazdsa autoreguldcid és neurovaszkuldris

kapcsolas kvantifikdldsdra emberben

Az agyi véraramlas szabalyozéasanak in vivo vizsgalatara klinikai és kutatasi célokbol a
transzkranialis Doppler-szonografia (TCD) széles korben alkalmazott, non-invaziv
modszer, amelyet Aaslid irt le 1982-ben. A TCD eszkozok altal mért nyers adatokbol —
amely az agyi artéridkban aramld vorosvérsejtek pillanatnyi sebessége - szdmos
paraméter szarmaztathazd. Ezek koziil a legfontosabb az atlagos aramlasi sebesség
(FVm), amely a pillanatnyi dramlési sebességek iddintegralja osztva az integracios
periodussal; a szisztolés és a diasztolés dramlasi sebesség (FVsys és FVdia), amelyek a
legnagyobb ¢és a legkisebb sebességek egy adott iddintervallumban; a Gosling-
pulzatilitasi index (PI = (FVsys - FVdia) / FVm) és a Pourcelot Rezisztencia Index RI =
(FVsys - FVdia) / FVsys. Ez utobbi kettdt eredetileg a disztalis cerebrovaszkularis

rezisztencia (CVR) jellemzésére hasznaltak.

Atlagos dramldsi sebesség

Az agyi artéridkban mért atlagos dramlési sebesség (FVm) kulcsfontossagu paraméter a
transzkranialis Doppler (TCD) ultrahang vizsgélat soran. Szubarachnoidalis vérzés utan
az agyi véraramlas valtozdsainak nyomon kovetésére haszndljak. A vazospasmus
kimutatasara FVm kiiszobértékeket hataroztak meg. Az FVm szintén alapvetd fontossagu
az autoreguléacios paraméterek non- invaziv szarmaztatasa soran. Szamos TCD eszkoz az
FVm értékét a szisztolés aramlasi sebességbdl (FVs) és a diasztolés dramlasi sebességbol
(FVd) egy hagyomanyos, széles korben elterjedt képlettel szadmolja ki:

FVmcalc = (FVs +2 * FVd) / 3.

Ez ugyanakkor egy meghatarozott linearis kapcsolatot feltételez az Osszes mért
komponens kozott. Pontosabb értéket kapunk, ha az dramlasi sebességek 1d6 szerinti

integraljat elosztjuk az integracios periddus hosszaval (FVmreal).



Az agyi autoreguldcio értékelése invaziv modszerekkel: a nyomdsreaktivitdsi index

A nyomasreaktivitasi index (PRx) az artérias kozépnyomas (ABP) és az intrakranialis
nyomas (ICP) kozotti mozgo korrelacios egyiitthatd. Ez az elsé paraméterek egyike,
amely szamszer(isiti az agyi autoregulacié egyik f6 mechanizmusat, a transzmuralis
nyomas valtozasara bekovetkezd myogén valaszt. Ha az autoregulécio intakt, akkor a
vérnyomas emelkedését vagy csokkenését kompenzaland6, vazokonstrikcido vagy
vazodilatacié 1ép fel az agyi rezisztencia erekben, ezért az intrakranialis nyomas nem
korreldl a vérnyomadssal. Ebben az esetben negativ vagy nulldhoz kdzeli PRx-értékek
utalnak a fiziologias autoregulacios funkcidra. Mésrészt pozitiv korrelacid a vérnyomas
¢s az ICP kozott (amikor az ICP a vérnyomas fliiggvényében passzivan valtozik), avagy
1-hez kozelitd PRx az agyi autoregulacio zavarat jelzi. Az pulzusamplitiddé-indexet
(PAX) tigy szamitjuk ki, hogy az abszolut ICP-értékek helyett az ICP pulzusamplitidojat
(AMP) korrelaltatjuk az artérias vérnyomassal. Ez a moddszer hatékonysagba
potencialisan feliilmulhatja a PR-et, kiilondsen, ha tartésan alacsonyabb ICP értékeket
mériink, példdul dekompressziv kraniektomia utan, amikor a CBV valtozdsai nem

tikr6zOdnek kozvetlenil az ICP valtozasaban.

Optimalis perfuzios nyomds és optimdlis autorequldcios funkcio: klinikai alkalmazds

Jelenleg az emlitett modszereket széles korben alkalmazzék sulyos traumads agysériilést
(TBI) szenvedett betegek ellatdsa soran, a kozelmultban kifejlesztett nagy felbontast
invaziv neuromonitorozd rendszerek részeként. Kimutattdk, hogy a karosodott
autoregulacids funkcié hatarozza meg a sulyos TBI-t elszenvedett betegek kimenetelét.
Ennek megfeleléen a PRx jol korreldl a kimenetellel, és pozitiv kapcsolat van a
kedvezdtlen PRx, a magas koponyaliri nyomas és az alacsony felvételi GCS (Glasgow
Coma Scale pontszam) kozott. A PRx dbrazolasa az agyi perfuzios nyomas fliggvényében
egy U alakt gorbét ad. Ennek a gorbének a minimuma (ahol a PRx a legalacsonyabb)
hatdrozza meg az ugynevezett optimalis agyi perfuzios nyomas (CPP) értékét, amelynél
az autoregulacios funkcio a leghatékonyabb. A betegek monitorozésa, az optiméalis CPP

azonositasa, ¢s az ennek megfelelden beallitott terapia (vérnyomas ¢€s / vagy az ICP
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kontroll), hatékonyabb kezelést tesz lehetévé az optimalis autoregulacids funkcid

elérésén €s ezaltal a masodlagos agykarosodas megeldzésén keresztiil.
Az agyi autoreguldcio non-invaziv mérése

A PRx alkalmazasanak f6 hatranya klinikai koriilmények kozott az invazivitasa, mivel
mind az artérids nyomast, mind az intrakranidlis nyomast intraarterialis ¢€s
intraventrikuléris / intraparenchymads érzékeldkkel sziikséges mérni. Non-invaziv TCD
méréseken alapulé modelleket fejlesztettek ki az agyi artérids vér térfogatdnak (CaBV)
becslésére, amelyek felhasznalhatok az agyi autoregulécid non-invaziv értékelésére. Az
egyszeriibb ,,folyamatos aramlas” (CFF - continuous flow forward) modell feltételezi,
hogy az agybdl szarmazé véraramlas sebessége allandd, mig a ,,pulzatilis aramlas” (PFF
- pulsatile low forward) modell szerinti megkozelités pulzatilis elfolyast feltételez az
agybol, azaz a cerevrovaszkularis rezisztencia és az artérids nyomas is befolyasolja a
kidramlast. A CaBV ¢és az ABP korrelacids egyiitthatdjanak kiszamitasaval megkapjuk a

PRx non-invaziv megfeleldjét az nPRx-et.

A neurovaszkuldris kapcsolds non-invaziv mérése transzkranialis Doppler segitségével

A neurovaszkularis kapcsolds kdvetkeztében megnovekedett agyi véraramlas TCD-vel
kimutathat6, és ez lehetdséget ad arra, hogy ezt a szabalyozé funkciot non-invaziv moédon
monitorozzuk. Ennek az eljarasnak a modszereit és megkozelitéseit azonban még nem
dolgoztak ki ¢és irtak le részletesen. Ennek ellenére a TCD koltséghatékony, non-invaziv
eszkozz¢é valhat ezen alapvetd fiziologiai és koros mechanizmusok vizsgalatdban,
tovabba eldsegitheti a prognosztizalast vagy a kezelés megvalasztasat klinikai
koriilmények kozott. Panerai és munkatarsai eredményei alapjan arra térekedtiink, hogy
a TCD-t a neurovaszkularis kapcsolas mérésének eszkozeként alkalmazzuk, €és beépitsiik

a meglévd neuromonitorozoé rendszereink kozé.

Célok és felvetések

Célul taztik ki, hogy 0Osszehasonlitsuk a kiilonb6z6 CBV becslési modellekkel
kiszamitott, non-invaziv TCD indexek megbizhatosagat az invaziv TCD indexekkel a

TBI-t elszenvedett betegek autoregulacios funkcioinak értékelése soran. Tovabba célunk
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volt egy megbizhatd modszer kifejlesztése, amely alkalmas az NVC in vivo mérésére
egészséges egyénekben non-invaziv médon annak érdekében, hogy felmérjik a
neurovaszkularis kapcsolas monitorozasanak megvalosithatdsagat klinikai koriilmények

kozott kiilonbozo patologiai folyamatokban.
Il. Rész: Mddszerek

Transcranialis  Doppler-szonogrdfia és az autoreguldcio monitorozdasa traumds

koponyasérlilt betegekben

Folyamatos invaziv (ABP ¢és ICP), és napi rendszerességgel TCD-vel non-invaziv
monitorozast végeztiink traumés agysériillést (TBI) szenvedett betegekben az
Addenbrooke’s Hospital (Egyesiilt Kiralysag, Cambridge) Neurointenziv Osztalyan
(NCCU). A szokasos ellatas részeként prospektiven regisztralt adatokat retrospektiven
vizsgaltuk az ICM+ szoftverrel (Cambridge Enterprise, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag;
http://www.neurosurg.cam.ac.uk/icmplus). Az adatbazis teljes mértékben anonimizalt, a
betegazonositok nem alltak rendelkezésre adatok, ezért nem volt sziikség tovabbi etikai
jovahagyasra, sem a paciens vagy meghatalmazott beleegyezésére. A PRx és a PAx az
ABP ¢és az ICP (vagy PAx esetén az ICP pulzusamplituddja) 10 méasodperces atlagainak
30-30 egymast kovetd értéke kozotti korrelacids egyiitthatdjaként kertilt kiszdmitasra.

Atlagos dramldsi sebesség (FVm) szémitdsa tranziens intrakranidlis hiperténidban

Az FVm pontos kiszdmitasanak jelentdségét felmérendd, retrospektiven elemeztiik a fenti
betegek egy specidlis csoportjat. Azon betegekre fokuszaltunk, akiknek ICP
regisztratumaban platd hullamokat (4tmeneti koponyaliri nyomasfokozddas) lattunk,
amely szignifikans kiilonbséget eredményezett a baseline és a platd fazis ICP atlagai
melyet sulyos TBI betegeknél regisztralhatunk, hemodinamikai diszfunkcidval és
cerebrovaszkularis értagitdo kaszkaddal tarsulva. Altalaban masodlagos agykarosodast
jelez, rosszabb kimenetelt és megndvekedett mortalitasi rizikot eredményez, mivel ez
alatt a néhany perctdl akar 30 percig is terjedd epizod alatt a CPP és kovetkezésképpen

az agyi véraramlas jelentdsen csokken. Az FV pontos mérése, mikdzben az ICP magas,
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rendkiviil fontos, és segithet meghatdrozni ezen potencialisan kéaros folyamat
relevanciajat a TBI-betegek ellatasa soran. Meghataroztuk a kiilonbségeket az FVmcalc,

az FVmreal €s a bel6liik szarmaztatott pulzilitasi index (PI) indexek kozott.

Neurovaszkuldris kapcsolds vizsgdlata egészséges emberekben

Hosszatavu célunk az egészséges kontrollok, valamint a neuropatolédgiai betegségekben
szenvedd betegek NVC funkcidinak felmérése és a kiilonbségek azonositasa. Ennek
érdekében egy érzékeny és specifikus mddszert kell kidolgoznunk az agyi véraramlas
valtozasainak észlelésére. 10 egészséges felndttnél folyamatosan mértiik a vérnyomast és
az agyl véraramlast. A vérnyomast (BP) egy non-invaziv ujjmandzsetta
vérnyomasmérdvel (CNAP® Monitor 500 HD, CNSystems, Graz, Ausztria) mértiik, mig
a véraramléas sebességét (FV) egy TCD eszkoz (Multi-Dop T, Compumedics DWL,
Singen, Németorszag) segitségével mértiik. Ezutdn a digitalis adatokat az ICM +
szoftverben szinkronizaltuk. Az alanyokat arra kértiik, hogy maradjanak mozdulatlanul,
¢s legalabb 5 percig lazitsanak egy baseline méréshez, majd legalabb 1 percig kiillonb6z6
feladatokat hajtottak végre. Az aktiv intervallumok kozdtt minimum 2 perc pihendt
tartottak. A feladatok kozott szerepelt a Trail making teszt (TMT), ahol az alanynak
novekvo sorrendben kell 6sszekapcsolnia a szdmokat (és betiiket), valamint a Breath
holding teszt, mely sordn az alanyoknak fél percig kell visszatartani a 1¢legzetiiket. A BP
¢s az FV valtozasait a baselinetol a plato fazisig a kiillonb6zd tevékenységek soran ICM

+ és Excel szoftver segitségével elemeztiik.

Il. Rész: Eredmények

A non-invaziv TCD eredetli autoreguldcids indexek &sszehasonlithatok invaziv

megfelelSikkel

A CaBYV valtozasat egy adott idopillanatban a koponyaba torténd bearamlas és kidramlas
mennyisége hatarozza meg. TCD-vel csak a vér bearamlasanak sebessége mérhetd. A
kiaramlas jellegzetessége alapjan két kiilonb6z6 modell hasznalhaté a CaBV

valtozasainak becslésére.

13



1. AC,BVepp(t) = ftZ(CBFa(s) — meanCBFa)ds

_t ABP(s)
2. AC,BVpre(®) = J, (CBFa (s) — "o ) ds
ahol: s — az integralas idévaltozoja, CBFa— agyi véraramlas, ABP — artérias nyomas, and

CVR — cerebrovaszkularis rezisztencia (CVR = meanABP/meanCBFa).

A folyamatos aramlas (CFF) modellben nem pulzatilis vérkiaramlast feltételeziink. A
pulzatilis bearamléast a duralis sinusokon keresztiili folyamatos, egyenletes kidramlas
ellensulyozza. Hosszabb id0 alatt a kiaramlas egyenld a bedramléssal, ezért kiszamithato
a bearamlas 4atlagolasaval tobb szivciklusra (ebben a tanulményban 5 perces

intervallumokat hasznaltunk).

A masodik egyenlet (pulzatilis &ramlas, PFF modell) azt feltételezi, hogy a kiaramlés - a
bearamlashoz hasonldan - szintén liiktetd. Ennek az elméletnek az az alapja, hogy a
kiaramlast a szabalyoz6 arteriolak vazomotoros tonusa és a pulzalo ABP is befolyasolja,

¢s az ABP ¢és az agyi érellendllas (CVR) ardnya alapjan hatarozhat6é meg.

A PRx ¢és a PAx non-invaziv megfeleldit hasonloan szarmaztattuk, de az ICP értékek
helyett az egyenletek alapjan becsiilt agyi térfogatok segitségével. Az nPRx-et az ICP
helyett CaBV-vel, az nPAx-ot pedig a CaBV impulzusamplitudojaval szdmoljuk az AMP
helyett. Az nPRx és az nPAx értékeket mind a CFF, mind a PFF modellek segitségével
kiszamoltuk (3. 4bra).
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impulzusamplitiido-index (PAx) és a nem invaziv PAx (nPAx) (also panel) egy reprezentativ
regisgtratumban. Mind a folyamatos daramlas (CFF), mind a pulzatilis aramlas (PFF) modellt
felhasznaltuk a nem invaziv autoreguldcios indexek kiszamitasahoz.

Az FVm kiilbnb6z6 szamitdsi modszerei hibat okozhatnak a mérésekben

A tranziens intrakranidlis hipertonia alatt végzett mérések soran (4. dbra) az FVmcalc €s
az FVmreal atlaga szignifikdnsan eltért (p<0,05), a kiilonbség 6,1+2,7 cm/s (atlag+SD)
volt. A platd hullam soran, amikor az ICP emelkedett, a hiba az baselinehoz képest
(4,6£2,4 cm/s) a nott (9,8+4,9 cm/s) (p<0,05). Hasonloképpen, az FVmcalc-kal szamitott
PI hib4ja is ndvekedett a platd hullam alatt (0,11+0,07-r61 0,44+0,24-re, p<0,005).
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4. abra Transzkranialis Doppler (TCD), artérias vérnyomds (ABP) és koponyaiiri nyomds
(ICP) monitorozdasa ICM+ szoftverrel. A felsé panelen az ICP drasztikus, 15 perces emelkedése
lathato (plato hullam), allando ABP-vel és az ebbdl kovetkezé agyi perfizios nyomdas (CPP)
csokkenesével egyiitt. A kozépso panel mutatja az a. cerebri media dtlagos dramldsi sebességét,
mind a hagyomanyos (FVmcalc) képlettel, mind az dramldsi sebesség iddintegraljaval (FVmreal)
szamitva. A két paraméter kozotti kiilonbség az also panelen lathato. A hiba novekedése egybeesik
a plato hullammal.

A neurovaszkuldris kapcsolds TCD segitségével detektdlhatd

Az NVC mechanizmusait indukal6 tevékenységek koziil a ,,Trail making” teszt (TMT)
soran figyeltiik meg az atlagos véraramlasi sebesség legnagyobb emelkedését a kiindulasi
értékhez képest. Az atlagos ABP nem valtozott jelentdsen a foként kognitiv
tevékenységek soran. Pozitiv kontrollként a Breath Hold tesztet alkalmaztuk, mivel a
megnovekedett CO»-koncentracido metabolikus értagitd valaszokat valt ki NVC helyett,
¢s ennek megfeleléen mindig sokkal nagyobb ndvekedést lehetett kivaltani az FV-ben.

Azt is meg kell jegyezni, hogy a BHT alatt az ABP is ndvekedett.

TMT esetén a cerebrovascularis konduktivitas indexeket 6sszehasonlitva a baseline-on és
a platon (bal: 0,81+/-0,1 vs. 0,98+/-0,15; jobb: 0,814+/-0,1 vs. 0,95+/-0,14) szignifikans
kiilonbségeket talaltunk (bal: p=0,021; jobb: p=0,033; paros t-teszt). A BHT hasonld
Osszevetése (bal: 0,95+/-0,13 vs. 1,114/-0,15; jobb: 0,86+/-0,14 vs. 1,04+/-0,15)
megegyez0 eredményekhez vezetett, de magasabb szignifikanciaszinttel (bal: p=0,0001;

jobbra: p=0,0004; paros t-teszt).
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5. abra: A cerebrovascularis vezetoképességi index (CVCi) viltozdasanak reprezentativ abrdja a
Trail Making (TMT) teszt sordan. A sziirke teriilet azt az intervallumot jel6li, amely alatt a TMT-
t elvégezték. A osszefoglalo adatok azt mutatjak, hogy a CVCi szignifikansan megnatt, miutan az
alanyok kognitiv tevékenységet végeztek (**p<0,01, pdros t-teszt)

Amint azt az 5. dbra mutatja, egy TMT teszt sordn végzett reprezentativ felvétel alapjan,
altalaban a véraramlas sebességében ¢s a CVCi-ben jelentkezd csucsvalasz a feladat
kezdetétdl szamitott 1 perc elteltével kdvetkezett be. A baseline értékeket a pihendidd
alatt mértiik, miel6tt megkértiik a betegeket, hogy végezzék el a specifikus kognitiv
funkciokat igénybevevd tevékenységet, mig a platd értékeket a neuronok aktivaldsara

adott legmagasabb valasz koriili értékekbdl vettiik.
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Diszkusszio

Ex vivo vizsgdlataink sordan bizonyitottuk, hogy a PGE: fizioldgids koncentracioban
tagitja az emberi agy parenchimas arterioldit, mig magasabb koncentracidk esetén
érsziikiiletet valt ki. Ez a megallapitas nemcsak azt a hipotézist tdmasztja ald, hogy a PGE»
szabalyozza az agyi perfiziot a rezisztenciaerek tonusanak szabalyozdsaval, hanem arra

is utal, hogy ez a szabalyozéasi mechanizmus kétirany. Kordbbi tanulméanyok azt

crcer

crer

inditasdhoz megnovekedett neuronalis aktivitas soran. A PGE: altal kivaltott rezisztencia
artériak dilatacidja valdsziniileg patofiziologiai kvetkezményekkel is jar, hiszen kritikus
szerepet jatszik a migrén patogenezisében. Az alacsony PGE»-koncentraciora adott
valaszként értagulatot figyelték meg a human pialis artéridkban és féemlds a. cerebri
mediaban is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy szegmentélis kiilonbség nem

valoszinli a PGE; altal kivaltott valaszokban a cerebrovaszkuléris agrendszer mentén.

A fentiekkel ellentétben mas vizsgalatok azt mutattdk, hogy a PGE; érsziikiiletet valtott
ki huméan a. cerebri media szegmensekben. Ezekkel az eredményekkel dsszhangban a
PGE>-nek vazokonstriktor hatdsat is tapasztaltuk az emberi agyi parenchimalis
arteriolakban, amikor magasabb PGE-koncentracidokat alkalmaztunk. Farmakologiai
vizsgélataink tovabbi betekintést nyljtanak a bifazisos viselkedés mogott allo specifikus
molekularis mechanizmusokba. Feltételezhetd, hogy alacsonyabb koncentracid esetén a
PGE; értagulatot valt ki a dilatator EP4 receptorok aktivalasaval. Ezt a tagitd hatast
magasabb PGE: koncentraciotartoméanyban elfedi egy erds EP1 receptor altal kozvetitett
vazokonstriktor hatés. Osszességében ezek az eredmények magyardzatot adnak a PGE»

ellentmondasos szerepére az agyi véraramlas szabalyozasaban.

A fentiek alapjan azt feltételezziik, hogy fiziologias koriilmények kozott alacsony
mennyiségli PGE> szabadul fel az asztrocitakbdl és/vagy neuronokbdl, amely hozzajarul
az EP4 receptor altal kozvetitett értdgulathoz neurovaszkularis kapcsolds soran.

Korélettani koriilmények kdzott azonban, amikor a PGE» nagy koncentracioban szabadul
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fel (pl. subarachnoidalis vérzés (SAV) kovetkezményeként), az agyi parenchimalis
arteriolak EP1-receptor altal kozvetitett sziikitése valik domindns hatassa, ami agyi
iszkémidhoz is vezethet. A receptorok kozotti dinamikus kdlcsonhatasok vizsgalatara
tovabbi  vizsgalatok  sziikségesek  fiziolégiai  mechanizmusokban,  példaul
neurovaszkuléris kapcsoldsban, valamint olyan agyi érrendszeri rendellenességekben,

mint a SAV, az agyvérzés, a migrén vagy akar az Alzheimer-kor.

Az agydaganat miitéti kezelése soran néha sziikség van egyébként egészséges agyszovet
eltavolitasara. Ez a szokatlan koriilmény lehetdséget nyujt szamunkra, nevezetesen, hogy
kiilonosebb karosodas nélkiil emberi cerebrovaszkularis mintdk nyerhetdk, és kiilonféle
ex vivo kisérletek végezhetdk az ¢letképes szovetmintakon. Ezzel a mddszerrel az emberi
agyl artéridk és arterioldk lokalis vazomotoros mechanizmusainak fontos adatai

nyerhetok.

Azok a modszerek, amelyek lehetdveé teszik az emberi agyi érrendszer in vivo vizsgalatat,
tudomanyosan ¢és klinikailag kiemelkedd szerepet toltenek be. A TCD ultrahangvizsgalat
egy kifinomult eszkdz, amely nemcsak képes elvégezni ezt a feladatot, hanem mindezt
non-invaziv modon teszi, ezzel lehetOséget adva egészséges alanyok bevondsara ¢€s
Osszehasonlitasara a neurovaszkuléris betegségekben szenvedd betegekkel. Az agyi
érrendszeri szabalyozas tanulméanyozasa érdekében - az agyi erek alapvetd vazomotoros
folyamatainak molekularis mechanizmusaitdl az élettanilag és patofizioldgiailag is
relevans in vivo szabalyoz6 mechanizmusokig - TCD alapu modszereket dolgoztunk ki,
hogy klinikailag is értékelni tudjuk az autoregulacid és a neurovaszkularis kapcsolas

funkci6it emberben.

Eldszor megfigyeltiik, hogy transzkranialis Doppler-szonografiaval és az agyi artérids vér
térfogatanak relativ valtozasanak becslésével lehetséges a cerebrovaszkularis reaktivitast
jellemz6 non-invaziv indexek - nPRx és nPAx - haszndlata. Bemutattuk az invaziv és a
nem invaziv indexek nagyfoktl hasonldsagat. Ez az analog miikddés lehetdséget nyit a
non-invaziv cerebrovaszkularis reaktivitdsi indexek alkalmazéasara, melyek klinikailag
rendkiviil hasznosak lehetnek a neurointenziv ellatas szubakut fazisaban, mivel az invaziv

ICP monitorok eltavolitdsa utdn is tovabbi informdaciét nydjthatnak az autoregulacid

19



allapotarol. Mas nem invaziv technikakkal (folyamatos ABP monitorozas ujjmandzsetta
segitségével) a cerebrovaszkularis reaktivitas leirhaté barminemi invaziv mérés nélkiil.
Tovéabba a PRx-el analdg index hosszi tavon nyomonkdvethetd, és dsszehasonlithato a
korai klinikai ellatas sordn mért invaziv PRx értékekkel. A TBI kevésbé sulyos eseteiben,
ha nem allnak rendelkezésre invaziv paraméterek, a non-invaziv optimalis agyi perfuzios
nyomds (nCPPopt) ebben az esetben is meghatarozhato a hagyomanyosan invaziv

optimalis agyi perfuzids nyomdas (CPPopt) helyett, €s felhasznalhato a kezelés soran.

Képesek voltunk mérni a ndvekvo véraramlast az a. cerebri mediaban és a megndvekedett
cerebrovaszkularis konduktancia indexet non-invaziv TCD ¢és vérnyomasmérd
eszkozokkel egészséges embereknél olyan tevékenységek soran, amelyek értagulatot
valtanak ki kognitiv tevékenység és a kovetkezményes neurovaszkularis kapcsolasi
mechanizmusok révén, vagy a CO; szintjének emelésével és metabolikus autoregulacios
funkciok aktivalasaval. Ezek a modszerek - az NVC szamszertsitésével - lehetdséget
teremtenek az NVC funkcidinak tanulmanyozasara és Osszehasonlitasara kiilonb6zo
korallapotokban és korcsoportokban anélkiil, hogy dragabb és nehezebben elérhetd
berendezések (pl. MRI) sziikségesek lennének.

Osszefoglalva, jelen dolgozatban az emberi agyi véraramlas szabalyozisanak jobb
megértését célzd komplex megkdzelitéseinket mutattuk be. Az ex vivo és a non-invaziv
CBF szabalyozasat a sejtes, valamint az élettani és patofiziologiai szinteken. Ugy
gondoljuk, hogy eredményeink ¢és a bemutatott megkdzelitések eldsegithetik a CBF
valtozasainak megértését kiilonbozd neurologiai és idegsebészeti rendellenességekben,
lehetdvé téve szamunkra, hogy beavatkozhassunk klinikailag relevans médon és javitsuk

a betegek kimenetelét.
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