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Bevezetés

A neurovaszkularis egység (NVU) az agyi mikrovaszkularis sejtek
(endotélsejtek és pericitak), az idegsejtek és a gliasejtek kozotti szoros
szerkezeti és funkcionalis kapcsolat, amelynek két f6 funkcidja van: az agyi
véraramlas és a vér—agy gat szabalyozasa. Az NVU sejtjei koziil a pericitdk
képezik a legkevésbé meghatarozott és legvitatottabb sejttipust. Ezek a sejtek
a bazalis membran kettdzetében elhelyezkedd muralis vagy fali sejtek,
amelyek szoros kapcsolatban allnak az agyi endotél- s gliasejtekkel. Habar
kozel 150 éve fedezték fel dket, a pericitak—morfologiai és funkcionalis
heterogenitasuk miatt—tovabbra is nehezen jellemezhetdek, és elsésorban
perivaszkularis elhelyezkedésiik alapjan azonosithatok (1).

A pericitak multipotens sejtek, amelyek fenotipusos és feltehetden
funkcionalis kontinuumot alkotnak a vaszkularis simaizomsejtekkel, és
kozosen szabélyozzék az NVU kulcsfontossagl folyamatait (2). Morfoldgiai
jellemzéik, alfa-simaizom aktin (a-SMA)  expresszidjuk, Ca2*
szignalizaciojuk és Fluoro-Nissl festékfelvételiik alapjan harom tipusba
soroljuk Oket: ensheathing, mesh és thin-strand pericitadk (3-5). Az
ensheathing pericitak rovid sejthosszal, kiallo sejttesttel, nagy érfelszini
lefedettséggel rendelkeznek, ¢és kimutathatd mennyiségli o-SMA-t
expresszalnak. Ezt a tipust atmeneti pericitaként vagy prekapillaris
simaizomsejtként is ismerik (6). Altaldban az elsé négy elagazast fedik a
penetrald arteriolabol kiindulva. Ezzel szemben a mesh és thin-strand
pericitakat—amelyeket kapillaris pericitaknak is neveznek—alacsony a-
SMA-szint jellemez, amely csak specialis fixalasi technikakkal mutathaté ki
(7). A mesh pericitak hosszabbak az ensheathing pericitdknal, és kozepes
meértékben fedik a kb. 6 pm atmérdji mikroerek falat, mig a thin-strand
pericitak hosszu nyulvanyokat és rovid, merdleges elagazasokat alkotnak a
legkisebb kapillarisok mentén, részlegesen Slelve korbe a kapillarist.

Figyelme véve a heterogenitasukat, nem meglepd, hogy a pericitak
szerepe az agyi véraramlas szabalyozasaban kezdetben vitatott volt, €s csak

az atmeneti/ensheathing pericita tipusokra korlatozodott (8—10). Kimutattak,



hogy az ensheathing pericitak képesek szabalyozni az értagulast és az
érosszehuzodast egyarant, rdadasul stimulacié hatasara az ensheathing
pericitakkal boritott elsérendi erek hamarabb tagultak, mint a
simaizomsejtekkel fedett penetralo arteriola (8). Azonban a kapillaris
pericitak  szelektiv ablacidja értagulashoz (11), mig optogenetikai
stimulacioja érésszehuzodashoz vezetett (12). Ezek az adatok pedig arra
utalnak, hogy a kapillaris pericitak is részt vesznek az értonus és az agyi
véraramlas finom szabalyozasaban.

A neurovaszkularis funkciok tobb aspektusaban is szerepet jatszod
pericitak mind a normalis, mind a patologias dregedés soran valtozasoknak
vannak kitéve. A szeneszcenciat és az ,inflamm-ageing”-et magukban
foglald sejtes és molekularis valtozasok a neurovaszkularis egység
oregedéssel jaré morfologiai és funkcionalis eltéréseihez vezetnek, mint az
érritkulas, mikrovérzések, fokozott vér—agy gat permeabilitas, valamint a
csokkent agyi véraramlas és neurovaszkularis kapcsolas (13,14). A pericitak
rendellenes miikodése a f6 komponense ezeknek a valtozasoknak (15), és a
lokalis pericita pusztulds fokalis értagulathoz vezet, amely a véraramlas
egyenl6tlenségét eredményezi (16). A pericitdk kontraktilitdsaban
bekovetkezd valtozasok feltehetéleg szintén nagyban hozzajarulnak az
oregedéssel Osszefliggd pericita diszfunkcidokhoz.

A pericitak rendellenes miikodése még jobban kifejezddik az 6regedéssel
Osszefliggd patologias folyamatokban, mint a neurodegenerativ vagy
iszkémias allopotokban (17,18), illetve agyi metasztazisok esetén (19). Az
iszkémia pericita kontrakciot valthat ki, amelyet a pericita pusztulasa
kovethet, ezzel véglegesen lezarhatvaa kapillarist (8), mig az emlékarcindma
sejtek érosszehtizodést indukaltak, mieldtt atjutnak az agyi parenchymaba
(20).

Az agyi kisér betegség részét képezve, az agyi mikroinfarktusok a
leggyakoribb iszkémias 1éziok az oregedd agyban, amelyek jelentdsen
hozzajarulnak a kognitiv hanyatlashoz és a demencidhoz (21,22). A

mikroinfarktusok nagy szamu eret érintenck az agyban, igy az allapot



modellezésére a legjobb modszer, mikrogyongyok injektalasa az agyi
keringésbe (23).

Célkitiizések

Kutatasaink sordn azt szerettiink volna megérteni, hogy az dregedés és a
mikroinfarktusok, valamint az agyi metasztdzisok hogyan befolyasoljak a
pericitak kontraktilis elemeinek az expresszidjat, s ezek hogyan okozhatjak
az agyi véraramlas zavarat. Kisérleteink 4 f6 kérdésre fokuszaltak:
1. Hogyan valtozik az a-SMA expresszidja a pericitakban 6regedés soran,

¢és mi szabalyozza az a-SMA valtozasat?

2. Indukalnak-e a mikroinfarktusok valtozast a pericitak o-SMA

expresszidjaban fiatal és id6s egerek agyaban?

3. Szerepetjatszanak-e mas kontraktilis fehérjék, minta y-aktin, a pericitak
0sszehtiz6do képességében iszkémia soran?

4. A metasztatikus sejtek kivaltanak-e a-SMA expresszié fokozodast az
agyi pericitidkban?

Eredmények
1. Az agyi pericitak kontraktilis fehérje expressziéjaban bekovetkezé
valtozasok oregedés soran
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a fiatal és id6s egerek agyi
mikroereiben a kontraktilis fehérjék expresszidjat, eldészor kis ereket
izolaltunk fiatal (2—3 honapos) és id6s (24 honapos) BALB/c egerek agyabol.

Az izolalt mikroerek endotélsejteket €s pericitakat tartalmaztak (1. a abra).
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1. abra: CD13 expresszié fiatal és idos egerek izolalt agyi mikroereiben.

a: Reprezentativ immunfluoreszcens mikroszkopos felvétel (maximalis intenzitasa
projekcid) egy izolalt agyi mikroérr6l. b: Reprezentativ western blot, amely a CD13
expressziojat mutatja fiatal és id6s egerek agyi mikroereiben (a B-aktint hasznaltuk
kontrollként). ¢: A CD13 mennyiségi elemzése a B-aktin expressziohoz viszonyitva,
western blot alapjan. A grafikonok az atlagot + SEM (N = 2) mutatjak. A két csoport
kozott nem volt szignifikans kiilonbség (Student-féle t-proba).

Osszehasonlitvaa fiatal és az id6s egerek mikroereit, megfigyeltiik, hogy
a CD13 (aminopeptidaz N) fehérje mennyisége az életkor elérehaladtaval
nem valtozott jelentdsen (1. b, ¢ abra). Ugyanakkor az Acta2/0-SMA
expresszidjamind mRNS, mind fehérje szinten drasztikusan csokkent azidds
egerek mikroereiben, a fiatal allatok agyabol izolalt mikroerekhez képest (2.
a-c abra). Mivel az 0-SMA mennyiségének csokkenése sokkal markansabb
volt, mint a CD13-¢, ez arra utal, hogy nem a pericitdk szamanak valtozasa,
hanem a fehérje expressziojanak valtozasa felel6s a megfigyelt jelenségért.

Mind a vaszkularis simaizomsejtekben, mind a pericita sejtekben az a-
SMA expresszid egyik f0 szabdlyozdja a TGF-B1 (24,25). Ennélfogva
kovetkez6 1épésként a Tgfb1/TGF-B1 expresszidjat elemeztiik, és a 2 éves
egerekben szignifikdnsan alacsonyabb gén- és fehérjeexpresszios értékeket
detektaltunk, mint a fiatal egerekben (2. d-f abra). Ez 6sszhangban van az
Acta2/a-SMA  expresszidjanak csokkenésével, és nagy valdsziniiséggel
hozzajarul ahhoz.

Hasonlé eredményeket kaptunk fiatal (2—3 hénapos) és idds (14-21

honapos) Wistar patkanyok esetében a kontraktilis fehérje mennyiségét



illetéen. Az Acta?/a-SMA expresszidja mind transzkript, mind fehérje
szinten szignifikans cs6kkenést mutatott idés patkanyok agyi mikroereiben,

Osszehasonlitva a fiatal allatokbodl izolaltakkal.
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2. abra: Az Acta2/0-SMA és a Tgfb1/TGF-P1 expresszidja fiatal ésidos egerek agyi
mikroereiben.

a: Az Acta2 gén expresszioja fiatal (2—3 honapos) ésidds (24 honapos) BALB/c egerek
agyabol izolalt mikroerekben. A grafikonok a valtozas mértékét mutatjak (GAPDH -
hoz normalizalva), atlag + SEM (N = 2 fiiggetlen kisérlet, mindegyik triplikatumban
elvégezve). *** P<0,001 (Student-féle r-proba). b: Reprezentativ western blot, amely
az a-SMA expresszidjat mutatja fiatal és idds egerek agyanak mikroereiben (f-aktint
hasznaltunk kontrollként). ¢: Az a-SMA mennyiségi elemzése a B-aktin expressziohoz
viszonyitva, western blotalapjan. A grafikonok az atlagot = SEM-et (N = 2) mutatjak.
* P<0,05 (Student-féle #-proba). d: A Tgfbl gén expresszidja fiatal (2-3 honapos) és
id6s (24 honapos) BALB/c egerek agyabol izolalt mikroerekben. A grafikonok a ,,fold
change” értéket abrazoljak (GAPDH-hoz normalizalva), atlag+ SEM (N =2 fiiggetlen
kisérlet, mindegyik triplikatumban elvégezve). * P<0,05 (Student-féle ¢-proba). e:
Reprezentativ western blot,amely a TGF-1 expressziojat mutatja fiatal ésidés egerek
agyanak mikroereiben (B-aktint hasznaltunk kontrollként). f: A TGF-f1 mennyiségi
elemzése a B-aktin expressziohoz viszonyitva, western blot alapjan. A grafikonok az
atlagot + SEM-et (N = 2) mutatjak. * P<0,05 (Student-féle ¢-proba).



2. Az o-SMA expresszidjanak valtozasai az agyi pericitikban
mikrogyongyok altal kivaltott lumen elzirdédas esetén

Mivel az agyi mikroinfarktusok gyakoriak 6regedés soran, célunk volt
annak megértése, hogy hogyan befolyasolja a muralis sejtek kontraktilitasa
az érelzarodas kimenetelét. Ezt az allapotot gy modelleztiik, hogy 10 um
atméroji fluoreszcens mikrogydngyoket juttattunk egerek agyikeringésébea
belsd nyaki artériaba (arteria carotis interna) torténd injektalassal. A korabbi
eredményekkel 6sszhangban (23) a legtobb mikrogydngyot a neokortexben
figyeltik meg (fiatal egereknél 33,43%, mig idds egereknél 32,47% a teljes
szambol), majd a talamuszban (15,01% és 13,90%) és a hippokampuszban
(8,93% fiatal és 11,63% idds allatoknal).

Bar nem volt szignifikdnsan magasabb, mint 2 vagy 24 6ra utan, az a-
SMA-pozitiv mikrogyongyoket tartalmazo erek szama a gyongyok beadasa
utan 4 6raval volt a legmagasabb, mind fiatal, mind id6s allatokban. Ezért az
Osszes tovabbi kisérletet ebben az idépontban végeztik el, és a
mikrogyongyok tobbségének elakadasi helyét jelentd agykérgi teriiletek
vizsgalatara koncentraltunk. Az agyi metszetek a-SMA immunfluoreszcens
jelolésével megfigyeltiik, hogy a mikrogydngyoket koriilvevd erekben
érsziikiilet tendenciaja volt megfigyelhetd, bar a jelentds sziikiilet ritka
jelenség volt, kiilondsen az idés allatoknal.

Kvantifikaltuk és 6sszehasonlitottuk az a-SMA expresszi6 intenzitasat a
mikrogyongydket tartalmazé €s a kontroll agyféltekékben fiatal és idds
egerekben. Ahogy vartuk, mindkét korcsoportban az ensheathing
pericitakban tobb volt a-SMA-ban, mint a mesh tipusokban. Az a-SMA
mennyiségének csdkkenését mind az ensheathing, mind a mesh pericitak
esetében kimutattuk idés allatokban, 6sszehasonlitva fiatal tarsaikkal (3.
abra). Fiatal egerekben az a-SMA expresszidja mind az ensheathing, mind a
mesh pericitak esetében szignifikdinsanmegndtta mikrogyongyok jelenlétére
reagalva (3. abra). Az id6s allatok ensheathing pericitiiban csak tendencia-
szeri emelkedés volt megfigyelheté a gydngyoket tartalmazo erekben a

kontroll erekhez viszonyitva, mig a 24 honapos allatok mesh pericitdiban az



a-SMA szignifikdnsan emelkedett a mikrogyongyoket tartalmazo erek koriil,
megkozelitdleg elérve a fiatal kontroll erekben mért szintet (3. abra). Az a-
SMA expresszidé ngvekedése elsGsorban a mikrogyongy egyik oldalan volt
megfigyelhetd; azonban a metszetek vékonysaga miatt nem tudtuk
meghatarozni, hogy ezaz ,,upstream” vagy a ,,downstream” iranyban tortént-
e. A thin-strand pericitdk valtozasait nem abrazoltuk, mivel az a-SMA
expresszidja ezekben a sejtekben meglehetdsen alacsony volt, és szinte csak
fiatal allatokban volt kimutathato. A mikrogyongyok altalaban az
alacsonyabb rendii erekben akadtak el, és nagyon ritkan észleltiik 6ket thin-
strand pericitak altal boritott kapillarisokban.

Expression of a-SMA in brain pericytes
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3. abra: Az 0-SMA expressziéja az agyi pericitikban 4 éraval a mikrogyongyok
beadisa utan fiatal és idés egerekben.

Az o-SMA expresszioja ensheathing és mesh pericitdkban, immunfluoreszcencia
intenzitas alapjan végzett méréssel fiatal (2—3 honapos)és idés (24 honapos) BALB/c
egerek agymetszetein, 4 oraval a mikrogyongyok beadasa utan. A grafikon az atlagot
+ SEM-et abrazolja (n = 5-10 sejt allatonként, N=2 allat csoportonként). * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0.001; ## P<0,01, ### P<0,001 az azonos csoport ensheathing
pericitaihoz hasonlitva (ANOVA ¢és Tukey tobbszords Osszehasonlito teszt).
Microsphere-inj. = microsphere-injected (mikroggyongydokkel injektalt).

3. A vy-actin expresszidjanak valtozasai az agyi mikroerekben
mikrogyongyok altal indukalt érelzarédasok soran

A pericita kontraktilitisa és szerepe az agyi véraramlas szabalyozasaban

régdta vita targyat képezi, foként azért, mert nehéz kimutatni az a-SMA-t a



thin-strand pericita sejtekben (26). Mas aktin izoformak, példaul a y-aktin
szerepét is felvetették, azonban a kozelmultban a y-aktin expresszidjat csak
alacsonyabb rendi erek pericitaiban mutattak ki (7). Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy a lumen elzarédasara hasonlé valtozasokat mutat-e,
mint az a-SMA. Ehhez ugyancsak 10 pm méretli mikrogydngyoket
injektaltunk unilateralisan, de nagyobb szamban, hogy a mikroerek tobbsége
érintett legyen. A western blot vizsgalatok alapjan az a-SMA szignifikansan
emelkedett, ezzel ellentétben a y-aktin expresszidja csokkent a
mikrogyongydket tartalmazo agyféltekékbdl izolalt mikroerekben (4. a, b
abra). Végiil szerettiikk volna meghatarozni, hogy mely vaszkularis sejtek
expresszaljak a y-aktint. Izolalt mikroerekben végzett immunfluoreszcens
vizsgalatokkal a y-aktin egyértelmiien kimutathato volt a von Willebrand-
faktor (vWF)-pozitiv endotélsejtekben, de hianyzott a CD13-pozitiv pericita
sejtekbdl (4. ¢ abra), ami arra utal, hogy az endotélsejtek és a pericitak kozott
kiilonbség van az aktin izoformak expresszidjaban mind egészséges, mind

koros allapotban.

4. Az agyi pericitik o-SMA expressziéja tumorsejtekre adott
valaszként

Csoportunk korabbi eredményeialapjan a mellraksejtek vazokonstrikciot
indukalnak, miutan 1-4 napot tartézkodtak az erek lumenében (20). Ennek a
mechanizmusnak a molekularis hatterét elemezve, a tumorsejtek kdzelében
1év6 pericitak kontraktilis fehérje expresszidjat szerettiik volna megvizsgalni.
Fiatal FVB/Ant:TgCAG-YFP egerek agyi metszetein—melyek endotélse;jtiei
Venus YFP sarga fluoreszcens fehérjét expresszalnak—a beadast kovetd
harmadik napon a-SMA expressziot figyeltink meg a mikroerekben

elhelyezkedd tumorsejtek kortiil (5. abra).
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4. abra: Aktin izoformak expressziéja az agy mikroereiben.

Reprezentativ western blot, amely a y-aktin expressziojat mutatja fiatal egerekbdl
izolaltagyi mikroerekben, amelyekbe 10 pm atmérdjii mikrogyongyodket injektaltunk.
b: Az a-SMA ¢és y-aktin mennyiségi elemzése a B-aktin expressziohoz viszonyitva,
western blot alapjan. A grafikonok az atlagot+ SEM (N = 2) abrazoljak. * P<0,05
(Student-féle t-proba). c: Reprezentativ immunfluoreszcens mikroszkopos felvételek
(maximalis intenzitash projekciok), amelyek a y-aktin expresszidjat mutatjak fiatal
BALB/c egerek agyi metszeteiben. A nyilak a y-aktin endotelialis lokalizacidjat jelzik.
A szaggatott nyil a y-aktin hianyat jelzi a pericitakban.

a-SMA y-actin

B Control & Microsphere-inj.

5. abra: Tumorsejteket tartalmazoé agyi mikroerek a-SMA expresszidja.
Reprezentativ immunfluoreszcens mikroszkdpos felvételek (maximalis intenzitasa
projekcidk), amelyek az o-SMA expressziot mutatjadk fiatal (2-3 honapos)
FVB/Ant:TgCAG-yfp egerek agyi metszeteiben 3 nappal a 4T1-tdTomato
mellraksejtek beadasa utan.

10



Osszefoglalas

Az agyi pericitdk a mikroerek alaphartyajaba agyazott muralis sejtek,
melyek szorosan kapcsolodnak az endotél- és gliasejtekhez. Heterogenitasuk
alapjan harom tipusuk van: ensheathing, mesh és thin-strand. Az utébbi kettd,
amelyeket egytittesen kapillaris pericitdknak neveziink, alacsony a-SMA-
szinttel rendelkeznek, azonban részt vesznek a bazalis érrendszeri tonus
szabalyozasaban és lassu hatast gyakorolnak az agyi véraramlasra. Ezzel
ellentétben az ensheathing pericitdk magasabb kontraktilis fehérjetartalmuk
révén erételjesen szabalyozzak az érosszehtizodast és értagulast.

A pericitdk az dregedés soran szamos valtozason mennek at, amelyek
életkorral Gsszefiiggd korfolyamatokban, példaul a mikroinfarktusokban,
még kifejezettebbek lehetnek. Eztaz allapotot 10 pm-es mikrogyongyok agyi
keringésbe valo injektalasdval modelleztiik, amely elsésorban ensheathing és
mesh pericitdkkal fedett kapillarisok elzarédasahoz vezetett. Megfigyeltiik,
hogy az a-SMA, az azt kodolo Acta2 gén, valamint f6 szabalyozdja, a TGF-
B1/Tgfbl szintje az dregedd agy mikroereiben csokken. A kapillarisokban
elakadt mikrogyongyok kozelében azonban az o-SMA expresszidja
jelentésen nétt fiatal (2—3 honapos) és idés (24 honapos) egerekben is,
kiilondsen a mesh, de az ensheathing pericitak esetében is. A y-actint
endotélsejtekben, nem pericitakban mutattuk ki, és szintje csokkent a
mikrogyongyst tartalmazo féltekék mikroereiben. Tovabba, az agyi
metasztazisok altal kivaltott érdsszehtizodasok vizsgalata soran magas o-
SMA expressziot figyeltiink meg az erekben elakadt tumorsejtek koril.

Eredményeink szerint az agyi mikroerek elzarodasa mindkét
korcsoportban fokozza az a-SMA expressziot a pericitakban, de ez nem
ellenstlyozza az idds allatok alacsonyabb kontraktilis fehérjeszintjét. A
fokozott a-SMA expresszid az elzarddott erek szlikiilését okozhatja, ami
sulyosbithatja az &aramlas heterogenitasat id6és agyban és agyi
metasztazisokban. Osszességében az agyi pericitak kulcsszerepet tdltenek be
az Oregedéssel 0sszefiiggd iszkémias valaszok szabalyozasaban, igy célzott

kezelésiik uj terapias lehetdséget kinalhat iszkémias sztrokban.
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