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Bevezetés

Az elmult évek egyik fontos tudomanyos felismerése, hogy
oregedés soran az agyi mikrokeringés allapota meghataroz6 az agy
egészének egészsége szempontjabol. Az Oregedés az agyi
mikrokeringés szerkezeti és funkciondlis karosodasat okozza, mely
szignifikansan hozzajarul az ¢életkorral Osszefliggd kognitiv
hanyatlds kialakuldsdhoz. Eurdpa népessége gyorsan Oregszik igy
egyre fontosabb lenne hatékony és elérhetd modszerek kifejlesztése,
amelyek megel6zhetik vagy késleltethetik a kognitiv zavarok és a
demencia kialakulésat.

Az agyi homeosztazis fenntartdsahoz szorosan ellenérzott
oxigén- és tapanyag-ellatasra, valamint a karos bomlastermékek
hatékony eltavolitdsara van sziikség. Az agyszovet korlatozott
energia ¢s oxigén tartalékkal rendelkezik, igy az agyi véraramlas
csOkkenése vagy szabalyozatlansaga esetén az idegrendszeri
funkciok csak rovid ideig fenntarthatok. Oregedéssel a kapillaris
héalozat megritkulasa szignifikdnsan hozzajarul az agyi véraramlas
csokkenéséhez mely veszélyezteti az aktiv idegsejtek oxigén- és
tapanyagellatasat, igy iszkémids gocok kialakuldsdhoz, idegsejtek
diszfunkcidjahoz és demyelinizacidhoz vezet. Az intenziv, térben és
idében dinamikusan valtoz6 neuron aktivitas a regionalis oxigén- €s
gliikozszallitas gyors alkalmazkodasat igényli. Ezt egy evolucidsan
konzervalt élettani mechanizmus, a neurovaszkularis csatolas
biztositja. A neurovaszkularis csatolast az aktivalt idegsejtek,
asztrocitak, endotél sejtek, pericitdk ¢és  simaizomsejtek
Osszehangolt, szorosan ellendrzott kommunikéacidja hozza létre. A
funkcionalis  hiperémia  elégtelenségét  (,,neurovaszkularis
szétkapcsolds™) az oregedéssel kapcsolatos, a kognitiv teljesitmény
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romlasaval jar6 betegségek széles spektruméaban (magas
vérnyomas, az elhizas és az Alzheimer-kor) megfigyelték.

A NAD" egy kulcsfontossagu koenzim az allati sejtekben,
mivel sebességmeghataroz6 az elektron atadéassal jar6 biokémiai
reakciokban. A sejtekben a kor elére haladtaval csokken a NAD”®
koncentracidja, mely feltételezhetben az Oregedés egyik
kulcsfontossagui hajtoereje. Ennek az oOregedéssel parhuzamos
NAD" kimeriilésnek fontos szerepe lehet az idéskorhoz kapcsolodo
kronikus betegségek széles spektrumanak kialakulasaban. A
nikotinamid-mononukleotid (NMN) a NAD" szintézis elanyaga. A
sejtek a keringésbol nagy hatékonysaggal veszik fe, viszont ennek a
pontos molekularis mechanizmusa nem ismert. Az NMN a
nikotinamid-mononukleotid-adenil-transzferdz (NMAT) enzim
kozvetitésével, az igy nevezett ,,ment6 utvonalon” keresztiill NAD"-
a alakul at és noveli a sejtek NAD" koncentraciojat. Az NMN
terapids potencialjat nagyban ndveli, hogy szajon at adhatd és
farmakokinetikdja az emberi szervezetben kivalo.

A mikroRNS-ek (miRNS) rovid, endogén, nem kodold
transzkriptumok, amelyek poszttranszkripcids szinten szabalyozzak
a génkifejez6dést. Az eddigi tanulmanyok szering a miRNS-
szabalyozas hozzajarul az endotél sejtek Oregedéssel megjelend
fenotipus valtozasaihoz. A korabbi igéretes eredmények ellenére a
pontos érrendszeri miRNS interakciokat még nem sikertilt tisztazni.
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Ceélkituzés

Az itt bemutatott tanulmany célja annak a hipotézisnek a tesztelése
volt, hogy az agyi kapillaris endotél sejtek NAD" szintjének
helyreallitasa nikotinamid-mononukleotid kezeléssel javithatja-e az
agyl mikrokeringés egészségét az dregedés soran. Hipotézisiinket
egy atfogd in vitro ¢és in vivo kisérleteket tartalmazé
vizsgalatsorozatban teszteltiik.

Céljaink:

1. Megvizsgéalni az NMN kezelés hatdsait az agyi kapillaris
endotél sejtek proliferacids és tubulus formalo képességére.

2. Megvizsgélni, hogyan hat az NMN kezelés az oxidativ
szabadgyok termelddésre az agyi kapillaris endotél sejtekben.

3. Megvizsgalni, hogyan hat az NMN kezelés a kisérleti allatok
kognitiv és motoros funkcidjara.

4. Megvizsgalni az NMN kezelés hatdsat az agyi kapillaris
keringés, igy a neurovaszkularis csatolas miikodésére.

5. A megfigyelt élettani valtozasok hatterében all6 molekularis
jelatviteli utak feltérképezése.
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Anyagok és Modszerek

In vitro:

Primer agyi kapillaris endotél sejt kultara: Az in vitro
méréseinkhez hasznalt agyi kapillaris endotél sejteket Fischer 344 x
Brown Norway (F344xBN) hibrid patkanyok agyabdl izolaltunk.
Az éllatokat a National Institute of Aging kolonidjabdl szereztiink
be. Kordbbi tapasztalatok és szakirodalmi adatok alapjan ez a tipus
az Oregedés bioldgianak tanulméanyozéasara az egyik elsé korben
valasztando modell. Az 4llatokat a University of Oklahoma Health
Sciences Center SPF (specific-pathogen-free) 4allathazaban
tartottuk. Az allatok tartdsa és kisérletes felhasznaldsa a National
Institute of Health szabdlyait betartva tortént a University of
Oklahoma Allatkisérletes Etikai Bizottsiganak engedélyével és
feliigyeletével.

Az éllatok szabalyszerli eutanaziat kovetden dsszegyiijtott szovetet
mechanikus és enzimatikus modszerrel feltartuk és az endotél
sejteket két Iépcsdben izolaltuk. Elsé 1épésben gradiens
centrifugdlast, masodik Iépcsében magnesezhetd mikrogyongy-
kapcsolt antitest jelolést kovetd frakciondlt magneses elvalasztast
hasznaltunk.

Proliferacios és kapillaris képzo potencial mérése:

Proliferacios képesség: Az endotél sejtek proliferacos képességét
VEGF stimulédciot kovetden aramlasi citometria alapti Guava
CellGrowth assay segitségével mértik. A  sejteket 1
carboxifluorescein-diacetat-succinimidil-észter (CFSE) festékkel
inkubaltuk. 24 o6rdas VEGF stimulaciot kovetéen a sejteket
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Osszegyljtottiikk, mostuk, az elhalt sejtek kiszlirésére propidium-
jodiddal festettiik és aramlasi citometridval mértiik.

crer

stimulaciot kdvetden a sejtek bazalis és appikalis oldala kozotti
elektromos impedancia mérésén alapuld ECIS (Electric cell-
substrate impedance sensing) eszkdz segitségével mértik. A
sejteket specidlis eziist elektrodokkal ellatott tenyésztd csészékben
inkubaltuk és az impedanciat folyamatosan rogzitettiik. Amikor az
impedancia elérte platot, a sejteket egy nagy energidjii impulzusnak
vetettiik ald, mely a sejtek egy részét elpusztitotta. Az elhalt sejtek
levalasat az impedancia hirtelen csokkenése jelezte. Ezt kdvetden a
sejteket VEGF-fel stimulaltuk. A stimulacié sordan a migracios
sebességet a stimulalod elektroda mérete és az impedancia gorbe
véltozasa alapjan hataroztuk meg.

Tubulus képzés: Az endotél sejteket egy erre a célra fejlesztett
Geltrex Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix
médiumban novesztettiik. A tenyésztd csészék egy részéhez EX-
527-et, a sirtuin 1 szelektiv gatloszerét adtuk. A tubulus képzést
semiquantitativ médon, NIS-Elements mikroszkoéppal mértiik €s
hasonlitottuk dssze a csoportok kozott.

Oxidativ szabadgyok képzdodésének mérése: Az endotél sejtek
oxidativ szabadgydk termelését a CM-HDCFDA (5(€s6)-
klormetil-2',7'-diklor-dihidrofluoreszcein-diacetat-acetil-észtert), a
membranon atjut6d oxidativ fluoreszcens indikator festékkel tortént
jelolést kdvetden aramlasi citometridval mértiik.

SIRT1 and SIRT2 gének kiiitése shRNS segitségével: A sirtuin
jelatvitel szerepét az NMN hatdsanak kozvetitésében a SIRT1 és
SIRT2 shRNS (short hairpin RNS) segitségével vizsgaltuk. A
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sejteket az elektroporacion alapuld6 Amaxa Nucleofector
technologidval transzfektaltuk. A tovabbi méréseket a transzfekciod
utani masodik napon hajtottuk végre.

Mitokondrialis funkcio mérése:
Reaktiv oxigén szabadgyokok: Az endotél sejteket mitokondrialis

oxidativ szabadgyok termelését a superoxid érzékeny MitoSOX
Red mitokondrium-specifikus fluoreszcens festékkel torténd
jelolést kdvetden aramlasi citometria segitségével mértiik.
Mitokondrialis ~ membranpotencial: Az  endotél  sejteket
mitokondridlis membranpotencialjat a JC-1 mitokondrium-
specifikus fluoreszcens festékkel torténd jelolést kovetden aramlasi
citometria segitségével mértiik.

A mitokondriumok oxigén felhasznaldsa: Az endotél sejtek oxigén

felhasznalasat Seahorse XF96 késziilék segitségével mértiik.

NO termelés mérése: Az endotél sejtek NO termelését a DAF-FM
fluoreszcens indikator (4-amino-5-metilamino-2',7'-difluoreszcein)
segitségével aramlasi citometria segitségével mértiik.

ATP szint mérése: Az endotél sejtek ATP szintjének mérésére az
ENLITEN ATP bioluminescent assay-t hasznaltuk. A sejteket
homogenizaltuk ¢és luciferdz  jelenlétében inkubaltuk. A
fluoreszcencidt Tecan Infinite M200 plate reader segitségével
meértiik.



In vivo:

A Kkisérleti allatok: Az in vivo kisérleteinkhez 3 és 24 honapos
C57BL/6 egereket hasznaltunk. A 24 honapos allatok egy csoportjat
14 napig napi 2 alkalommal (6 és 20 orakor) peritonealisan 500
mg/ttkg NMN-nel injekcidztuk.

Kognitiv és motoros tesztek:

Radial arm water maze teszt: A hippokampuszhoz kotott tanuldsi és
memoria funkciokat Radial arm water maze teszt segitségével
mértiik. Az utvesztd nyolc, egymashoz kézépen kapcsolddo karbol
all, melyet vizzel toltottiink fel. A menekiilési platform az egyik kar
végén a viz ald meriilt. A teszt sordn regisztraltuk, hogy az adott
allat mennyi 1d0 alatt jut ki az utvesztébdl €s hogy mennyi hibat vét
a kifelé vezetd uton.

Elevated plus maze teszt mddositott tanuldsi protokollja: A tanulasi
¢s memoria funkciokat Elevated plus maze teszt segitségével is
vizsgaltuk. A 40 cm-rel a padlo felé emelt Gtvesztét két nyitott és
két zart karbol all, melyek derékszogben egy kozponti platformon
talalkoznak. Az egereket egyesével az egyik nyitott kar végére
helyezziik és mértiik mikor haladnak at a kozépvonalon és érik el a
zart részt.

Novel object recognition teszt: A tanuldsi és memoria funkcidkat
Novel object recognition teszt segitségével is vizsgaltuk. A teszt
harom egymast kovetd részbdl, egy habituacids, egy ismerkedési €s
egy proba szakaszbdl all. A habituaciés szakasz soran az allatok 5
percen keresztiil szabadon felfedezték az iires ,,open-field” arénat.
Ezutan az egerek mellé két percig két, azonos targyat helyeztiink. 4
oraval késobb, az egészet megismételtiik a proba fazis sordn azzal a
kiilonbséggel, hogy az allatok két percen keresztiil egy ismert
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targyat és egy Uj targyat vizsgalhattak. Ekozben végig regisztraltuk
az allatok mozgésat az arénaban, kiillonds tekintettel, melyik targy
kozelében mennyi id6t toltenek.

Rotarod teszt: Az allatok motoros koordinacidt és egyensulyat egy
automata négysavos rotarod eszkoz alkalmazasaval vizsgaltuk. Az
egereket a forgd kerékre helyeztik ¢és a kerék sebességét
egyenletesen noveltiik, amig az 4llat le nem esett. A keréken toltott
1ddt és a maximalis fordulatszamot rogzitettiik.

Grip_strength teszt: Az allatok maximalis izom erejét a mellsd
végtagban Grip strength késziilék segitségével mértilk. A mérést
egerenként harom alkalommal ismételtiik.

CatWalk teszt: Az allatok egyensulyat, jarasat, illetve a mozgas
koordinéci6 térbeli és iddbeli aspektusait a CatWalk rendszer
segitségével vizsgaltuk. A megvilagitott tiveglapon futd allat

Iépéseit alulrdl egy nagy sebességii, nagy felbontasii kameraval
rogzitettiik és egy specialis, erre a célra irt szoftverrel elemeztiik.

Neurovaszkularis csatolas mérése: Az dallatokat izofluranos
altatast kovetden endotrachedlisan intubdltuk és mechanikusan
1¢legeztettiik. Az artérids vérnyomast a femoralis artéridba vezetett
kaniilon keresztiil mértiik. Az egereket koponyajat egy sztereotaxias
keretre fogtuk és nyitott koponyaablakkal lattuk el, melyet
mesterséges cerebrospinalis folyadékkal toltottiink fel. A hiperémiat
a bal oldali szomatoszenzoros kéreg f616tt 1ézeres Doppler-probaval
mértiik.

Oxidativ stressz mérése az agykéregben: A kéregben kialakulo
oxidativ stresszt mérésére a 3-nitrotirozint, a peroxinitrit képzddés
indirekt markerét hasznaltuk. A szovetmintakat homogenizatuk ¢s
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OxiSelect Protein Nitrotyrosine ELISA Kits alkalmazéséaval
meértiik.

Endotél funkcié6 mérése az aortaban: Az endotél funkcid
mérésére frissen izoldlt 1,5 mm hosszisdgi aorta gytriiket
hasznaltunk. Az izometrikus fesziiltség mérése céljabol erre a célra
kialakitott specialis miografokat hasznaltunk. A  gytriket
phenilefrin segitségével maximalisan kontrahaltuk, majd az
endotél-fliggd vasodilatator acetilkolin hozzaadéasaval relaxaltuk.

Az aorta miRNS profilja: Az izolalt aorta gylirik miRNS
kifejez6dést RT-qPCR technikdval, TagMan Array Rodent
MicroRNA A+B Cards Set v3.0 segitségével mértik. A qPCR
adatokat a AACt modszerrel normalizaltuk, és az adatok
illetve az IRIDESCENT (in-Silico Construction of an Entity-based
Network from Text) rendszert hasznaltuk.

A neurovaszkularis egység transzkriptomja: Az allatok
szabalyszerli eutandzidja utan az Osszegyljtott agyszovetbol
mechanikusan ¢és enzimatikus feltarast kovetden a neurovaszkularis
kapcsolas sejtjeit gradiens centrifugalassal majd magnesezhetd
mikrogyongy-kapcsolt antitest alapt frakcionadlt magneses
elvalasztassal gytjtottikk. Az igy nyert sejtekbél RNS-t nyertiik ki,
amit cDNS konyvtarakka irtunk at. A konyvtarak szekvenalasa a
megfeleld preanalitikai ellendrzéseket kdvetden Illumina NovaSeq
6000 szekvenatorral végeztiik.

A nyert szekvencidk azonositisa és annotdlasa az egér genom
GRCm38 valtozata alapjan a Kallisto v0.43.03 szoftver segitségével
végeztilk. A kiugré mintdkat az adatok fékomponens elemzés
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segitségével azonositottuk. A  génkifejez6dés valtozasdnak
szignifikancia szintjét az Empirikus Bayes-moddszer segitségével
szamoltuk. Egy valtozéast szignifikdnsnak fogadtunk el, ha a
valtozas abszolut értéke > 1,5 és a korrigalt p-értéke < 0,05 volt.
Az elemzéseket R kornyezetben végeztiik, a Bioconductor projekt
szoftveres megadasait, illetve az Ingenuity Pathway Analysis
szoftverben implementalt algoritmusokat hasznaltuk.
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Eredmények

A primer agyi kapillaris endotél sejtekkel in vitro VEGF
stimulacié mellett végzett méréseink megmutattdk, hogy az
NMN kezelés helyreéllitotta az idds allatokbol izolalt sejtek
oregedéssel elvesztett proliferacios ¢és kapillaris képzd
potencialjat.

Ezekben az idds allatbol izolalt agyi kapillaris endotél
sejtekben az NMN kezelés ndvelte a mitokondriumok
hatékonysagat és csokkentette mitokondriumok szabadgyok
termelését, visszaallitva azt a fiatalkori szintre.

Az NMN hatésait in vivo vizsgalva megmutattuk, hogy a
kezelés javitotta az id6s egerek kognitiv teljesitményét €s
motoros funkcidjat.

Az NMN kezelés sikerrel helyreallitotta az idés egerek
szomatoszenzoros agykérgében a neurovaszkularis csatolast
és javitotta az izolalt aorta gylirlikben mert az endotél
funkciot.

Az NMN kezelés az idds allatok aortajaban visszaforditotta
a miRNS valtozasait, melyek oregedés sordn alakultak ki,
illetve a neurovaszkularis egység sejtjeiben visszaforditotta
az Oregedés soran lejatszodd mRNS szintli valtozasokat. A
bioinformatikai elemzés megmutatta, hogy a megfigyelt
pozitiv valtozasok hatasat a neurovaszkuldris egység
sejtjeire NAD-fiiggd hiszton-deacetilaz Sirtl szabalyozza.
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Diszkusszio

Mara altalanosan elfogadott, hogy az agyi kapillaris hal6zat
strukturalis és funkciondlis karosodédsa az oregedéssel alapvetden
hozzajarul demencia patogeneziséhez. Epidemiologiai jelentosége
ellenére jelenleg nincs elérheté gyogyszer ennek a pusztitd
betegségnek a megeldzésére vagy kezelésére.

A sejtekben a kor elére haladtaval csokken a NAD'
koncentracidja, melyrdl feltételezhetéen az oOregedés egyik
kulcsfontossagu hajtoereje. Az oOregedéssel parhuzamos NAD'
kimeriilésnek fontos szerepe lehet az idéskorhoz kapcsolddod
kronikus  betegségek széles spektrumanak kialakulasaban.
Tanulmanyunkban in vitro és in vivo kisérletek sorozataval
mutattunk be és szisztematikusan értékeljiik a kis molekulajat NAD"
eldanyag, a nikotinamid mononukleotid (NMN) kezelés hatasat az
agyi kapillaris endotél sejtekre ¢és a kapillaris keringésre. Tovabba
elemeztiik az NMN kezelés pozitiv hatdsa mogotti molekularis
valtozasokat, kiilonos tekintettel a génkifejezdédésre. Tudomasunk
szerint jelenleg ez a szakirodalomban rendelkezésre 4llo
legatfogdbb tanulmany, amely az NMN hatésait vizsgalja az id6s
agyi kapillaris halozatra.

Az 1d6s allatokbol izolalt primer agyi kapillaris endotél
sejtekben csokkent a proliferacids, migracios és tubulus formald
képesség. Ez a korabban mar részletesen vizsgalt jelenség a
kapillaris halézat megritkulasdhoz, igy az agyi vérdramlas
csOkkenéséhez vezet és veszélyezteti az aktiv idegsejtek oxigén- €s
tapanyagellatdsat. Méréseink alapjan az NMN  kezelés
szignifikdnsan javitotta az 1idds allatokbol izolalt sejtek
proliferacids, migracios és tubulus formalo képességét.
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Az dregedés egy masik, ismert, gyakran vizsgalt jellemzdje
a sejtek fokozott oxidativ szabad gyok képzddése. Az idds
allatokbol izolalt primer agyi kapilldris endotél sejtekben csokkent
mitokondrialis membranpotencialt, csokkent oxigénfogyasztast €s
fokozott szabad gyokok termelését mértiink a fiatal allatoktol izolalt
sejtekkel Osszehasonlitva. Az altalunk alkalmazott NMN kezelés
jelentdsen javitotta a sejtek mitokondridlis funkcidjat, amelyet a
megnovekedett mitokondrialis membranpotencial, a
megnovekedett oxigénfogyasztds és a csokkent szabad gyokok
termelésének jellemzett. Az in vitro végzett méréseket az in vivo
eredményeink is megerdsitették. Az idds egerek NMN kezelése
jelentdsen csokkentette a nitrogén szabad gyokok mennyiségét a
kéregben, amit a 3-nitrotirozin festéssel értékelt modositott fehérjék
csokkent szintje jelzett.

Vizsgalatunkban az id6s allatokban csokkent tanulasi és
memoriafunkcidit mértiink, mely egybevag a szakirodalmi
adatokkal ¢és a mi kordbbi megfigyeléseinkkel is, ebben az allat
modellben. Ezeknél az allatoknal a memoria mellett a motoros
funkcid is romlott. Az alkalmazott NMN kezelést kovetéen az id6s
egerek szignifikdnsan jobban teljesitettek a tanulasi és memoria
tesztsorozatban, mint kezeletlen tarsaik.

Az oregedéssel jard kognitiv karosodas szorosan korrelal a
neurovaszkuldris szétkapcsolddassal. Ezt a korabban mar publikalt
megfigyelésiinket az itt bemutatott adatok is igazoljak. Idds
allatokban az NMN kezelés helyredllitotta kontralateralis
bajuszparna ingerlésével kivaltott neurovaszkularis kapcsolast a
$Zomatoszenzoros kéregben. Megtigyelésiink SZOros
Osszefliggésben all in vitro eredményeinkkel, amelyek azt mutatjak,
hogy az NMN kezelés sikeresen helyredllitotta a NO felszabadulast
a tenyésztett id6s agyi kapillaris endotél sejtekben. Egy masik ex
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vivo kisérletsorozatban az NMN kezelés az id0s egerek aortdiban is
javitotta az endotelidlis NO-kozvetitett értagulatokat.

A NMN kezelés élettani hatdsainak molekularis hatterét a
génkifejez0dés  valtozasainak  bioinformatikai  elemzésével
vizsgaltuk. Az alkalmazott NMN kezelés az idds allatok aorta
szovetében megforditotta az dregedéssel jaro miRNS valtozasokat.
Ez a megfigyelés felveti annak lehetdségét, hogy az NMN kezelés
hatésai részben, vagy egészben a gén kifejez6dés posztranszkripcios
kontrolljaban bekovetkezd valtozasok okozzék. Az
neurovaszkuldris egységbdl izolalt mRNS szekvenaldssal nyert
adatok funkcionalis annot4cidja azt mutatta, hogy az id6s egerekben
az NMN kezelés gyulladdscsokkentd, antioxidativ, antiapoptotikus
¢és endotél diszfunkcidt gatld transzkripceios valtozasokat okoz. Az
SIRT1 jelatviteli ut kritikus szerepet jatszik upstream
szabdlyozoként az NMN  kezelés jotékony hatdsainak
kialakuldsédban. Az in silico eredményeinket megerdsiti, hogy 1dds
patkanyokbol szarmazo6 primer agyi kapillaris endotél sejtekben a
SIRT1 shRNS torténd leszabalyozasa megakadalyozta az NMN
kezelés jotékony hatésait.

Osszegzésként elmondhatd, hogy sikeresen bizonyitottuk,
hogy az NMN kezelés széles korti jotékony hatdssal rendelkezik
nemcsak az id6s agyi kapillaris endotél sejtekre, hanem az idds
egerek magas szintli agymiikddésére is. Vizsgalatunk szilard
bizonyitékot szolgéltat arra vonatkozoan, hogy az agyi kapillaris
endotél sejtek NAD™ szintjének helyreallitasa a kis molekulasulyt
NMN segitségével régota vart, hatékony és biztonsdgos modszer
lehet az iddskorral jaro vaszkularis demencia megeldzésére és/vagy
kezelésére id6seknél.
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