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|. BEVEZETES:

4. Agy 6déma:

4.1.1. Altalanos leirés:

Az agy vizhomeosztazisa elengedhetetlen része a@oktizidegrendszer (KIR) szabalyos
miikodésének. Agy ddéma kialkuldsa soran koros vipsadgi jon |étre az agyban. A Monroe-
Kellie elv szerint az agyat, a cerebrospinalis &olékot (CSF), és az agy vertartalmat a csontos
agykoponya és a viszonylag merev dura veszi kdB#irmely Osszeté mennyiségének
novekedése kizarolag a masik kettarara” torténhet. Ha az agy térfogata mggmivekszik az
intrakranialis nyomas (ICP) is. Eleinte az agy qudir és a vértartalom mennyiségének
csokkentésével kompenzalni probal. Amennyiben aemidd kivaltd tényey elég eés, a
kompenzéaciés mechanizmusok kimerllnek és a kopgwnysyomas tovabb ndvekszik. Ez
herniacokhoz vezethet, mely halélt okozhat. Agycaé&ditterében szamos tényedlhat: stroke,
agydaganatok, traumas agyi sérilés, szisztéemasaypemia, hydrocephalus, f&rések stb.

Az agy 6déméat eredetileg két kategoriaba sorole@kularis (cytotoxicus) valamint vasogen
csoport; ma mar hydrocephalicus és ozmotikus tigpisnert.

Celluléris agy 6déma stroke korai fazisa és hypaeatia soran figyelhétmeg. A sejten beldli
vizfelhalmozédas hatasara mégaz intracellularis (IC) tér. Masfdl az altalaban daganatok,
illetve talyogok okozta vasogénikus agy 6déma samextracellularis (EC) tér ndvekszik meg a
megrongéalodott vér-agy gat (BBB) éltal atengedetgyobb mennyiség EC térbe tortéh
fehérje- és vizmozgas hataséara. A Klinikai gyakastrdn azonban az agy 6déma tobb tipusa
lehet jelen ugyanazondbtlen, ugyanazon betegben.

4.2. Hyponatraemias agy 6déma:

A hyponatraemia az egyik leggyakoribb elektroliawa korhazban fekvbetegekben. Akut
hyponatraemia soran, a hyponatraemias stresszrg a@laszként egyre tobb viz kerll az
intracellularis (IC) térbe, ez cellularis agy 6déroéoz, amely a kérkép vezetiineteiért feldis.

Az akut hyponatraemia tisztdzatlan lefolyasa égtllein rendezése életveszélyes allapotokhoz
vezethet.

5. Az agy valasza a hyponatraemias stresszre:

Az agysejtek hypoozmotikus stresszre adottéddgies valasza a duzzadas, melyet a
koncentracios gradiens altal fenntartott transzmiémlyiz diffazid iranyit. Ezt, egy az eredeti
helyzet visszaallitasara torekvkomplex folyamat koéveti, a fennallé hypoozmotikus
koralmeényekdl fliggetlendl. Ez a folyamat regulatorikus térfaggitkkenésként (RVD) ismert.

5.1. Regqulatorikus térfogatcsékkenés (RVD):

Az RVD-t felépitt események sorozata harom szakaszra bonthato. tkemdegy szenzor
erzékeli a sejt térfogataban bekévetkezett valtoas az informéacio egy jelatviteli kaszkadott
triggerel, mely szdmos membrancsatorna fehérjegébise duzzadés aktivalta "Gisatornak,
stressz aktivalt, fesziiltségfitgydl” csatornak, Ca fuggs K csatornak és neutralis'4Cl™ ko-
transzporterek aktivalédasat eredményezi. Az idocsak aktivacidja K és Cl ionok és
organikus ozmolitek cellularis effluxat indukaljdk. reakcio végén a sejt eredeti térfogatdnak
“emléke” allitja le az RVD folyamatot.




5.2. Epithelidlis natrium csatornak és benzamil:

Az epithelidlis natrium csatornak (ENaC) az ionosaa fehérjék ENaC/degenerin csaladjanak
tagjai. ENaC-k a test tobbféle szdvetében felléketMegtalalhatok mind az agyban, a
vesekben, a hugyholyagban, a nyal- és verejtékyeikigen, mind a colon disztalis szakaszaban.
A transzepithelidlis natrium transzport kétléfefolyamat: edszor a natrium amilorid-szenzitiv,

a sejt apikalis membranjaban elhelyezkdeNaC-on lép be a sejtbe, majd a basolateralis
membranban [53% Na-K-ATP&azok eltavolitjak a natrium ionokat.
Niisato és munkatarsai bemutattak, hogy a hypososigessznek kitett A6 sejt monolayerben a
kordbban szintetizalt ENaC fehérjek cytosolbdl pnsembranba tortéhtraszlokacioja és/vagy
Uj csatorna fehérjek &@llitasanak hatasara meéga cellularis natrium felvétel. A hypotonicitas
stimulalta transzport benzamillal, egy specifikustriumcsatorna-blokkoloval teljesen
megakadalyozhato volt.

6. MRI:

A magneses rezonancia képalkotas (MRI) egy a Jizsggektumbdl j6v¥ magmagneses
rezonanciat (NMR) kitdeg mét modszer, mind az anatdmiai szerkedetmind a kémiai
Osszetételil informéacidval szolgal.

Kisallat kisérletek soran az MRI hasznalata a kiss in-vitro kisérletekkel 6sszehasonlitva
kiemelked volt, mivel adott kéros allapotok evolucioj@dken figyelhed meg.

6.1. Diffdzid sulyozott képalkotas (DWI):

Az MRI jol hasznalhat6 a mikroszkopikus vizmozgésgalatara. Az elképzelések szerint mind
az intra- és az extracellularis diffaziés koeffitde valamint a sefttérfogat frakcié valtozasa is
befolyasolja a diffGzids koefficienst (ADC).

Vasogenikus agyodémaban az ADC emelkedése az elitdds térfogatfrakcid
megndvekedésével flgg ossze. Madfal cellularis tipusu ddémaban latott ADC csdkkenés
hatterében a megndvekedett extracellularis tortéstsés a protonok, a gyorsabban diffundald
extracellularis térl a lassabban diffundalé intracellularis térbe yalbanszlokaciojat
feltételezik.

A méréseknél magasabb b-faktor hasznalatakor anfiriamozgésok is detektalhatok. Magas b-
faktor estén az ADC multiexponencidlis lesz. Biaxgucialis matematikai modell hasznalata
esetén a szignalcsokkenés a gyors (ARCés a lassu (AD&w) diffuzios komponens
0sszegeként interpretalhato.

6.2.Magneses rezonancia spektroszkdpia (MRS) — vizjel:

A protonokat a koérnyezetikben tevmakromolekuldk altal Iétrehozott kémiai kdrnyezet
befolyasolja. Normal spektroszkdpia soran a kénkarnyezet valtozasa miatt bizonyos
metabolitok rgjuk jellemz kiilonbod frekvenciaju rezonanciat mutatnak.

Mivel a protonszignal a metabolitok szignaljandhkiban joval disebb, altaldban elnyomjuk a
vizjelet. Amennyiben nem nyomjuk el a vizjelet dsnmaljuk a befolyasol6 faktorokat a
feltételezések szerint a vizjel integraljat kapjolely a protonok szamaval aranyos, igy az egy
voxelen bellli viz molekulak mennyisége megbecdtilhe




Il . CELOK:

Vizsgalataink célja az agyodéma folyamatainak etsgkebb megértése, Uj és jobb diagnosztikai

modszerek és terapias lebstgek felmérése volt, kilonds tekintettel a hyp@ahias 6démara.

Azt feltételeztik hogy az epithelialis natrium cgatk és a natrium influx a sulyos

hyponatraemia alapjan kialakulé agyddéma inicigétian €s propagaciojaban szerepet jatszanak.

5. A kezdeti cél a benzamil-hydrochloride, egy sp&osi ENaC blokkold, agyddémara
gyakorolt hatasanak vizsgélata volt. Vizsgalni kiwk, hogy képes-e a benzamil a
hyponatraemias agydodéma csokkentéseére.

6. Masodlagos célunk egy olyan modalitas kifejlesztéde mellyel az agyddéma kialakulasét,
és a benzamil-hydrochlorid hatasat in-vivo kiséeetvizsgalhatjuk. Az MRI-t valasztottuk
erre a feladatra. MRI hasznéalatanaéngke, hogy az agydodéma f&jlése & korilmeények
kozott figyelemmel kisérhét Ennek a célnak elérése érdekében egy a kisaNategalatara
alkalmas maédszert kellett kifejleszteni.

7. Harmadlagos kutatasi célunk a hyponatraemias agyédegiciaciojarol és propagaciojarol,
valamint a benzamil kezelés hatasairol megkendasanyagunkdvitése volt.

8. Tovabbi célunk volt vizmozgasok soran lathato MRyfigyelések részletesebb megértése,
egy a hyponatraemias agyddéma vizsgalatara alkaktimagalati modszer kifejlesztése in
vivo agyddéma modellen végzett DWI biexponencidtializis segitségével.

Il . Anyagok és mddszerek:

5. A benzamil megeézi a viz felszaporodast hyponatraemias patkanyokban

Him Wistar patkanyok négy csoportjat vizsgaltuk=X& minden csoportban). Az |. csoport
allatai normonatraemiasak voltak, 0,9%-0s soOoldatacerebrovascularis (ICV) adasaban
részesultek; a II-IV csoport allatait hyponatraesaétettiik 140 mmol/l-es dextr6z oldat 20 %-0s
testtbmeg dozis intraperitonedlis (IP) adasavglatkanyokat 0,9 %-o0s sooldat (Il. csoport), 120
ug arginin-vazopresszin (AVP) (lll. csoport) vagud benzamil-hydrochlorid (IV. csoport) ICV
adasaval kezeltuk &l A plazma natrium tartalmat (ionszelektiv elecjrgilazma ozmolalitast
(vapour pressure osmometer), az agy natrium ésrkakrtalmat (lang photometer), valamint az
agy viztartalmat (dessicatios médszer) mértik eggris hydratios periodust kégen.

6. A patkanyagy kvantitativ proton MRI és MRS vizsgalda 3 Tesla (T) klinikai MR
scannerrel:

Nyolc Wistar patkanyt (harmonéstény, 6t him) vizsgaltunk. A DWI értékeléséhez moés

biexponenciélis megkozelitést  hasznéltunk  (b-értél6000  s/mrfrig). Bels

referenciahasznélataval proton spektroszkopiat atégk. Mikroszkopos felbontassal

(130x130x130m°) is scanneltilk a patkanyok agyat.

7. A benzamil-hydrochlorid hatasanak mérése a hyponaiemias agytédéma kialakulasara
in vivo MRI vizsgalattal:

Him Wistar patkanyok 0Ot csoportjat vizsgaltuk a étkezképpen: normonatraemias, nativ

allatok (NN csoport, n=7), hyponatraemias allatbliN(csoport, n=8), hyponatraemias allatok ,

4ug ICV benzamillal kezelve (HNB csoport, n=8), hyptiaemias allatok ICV fiziologias

sooldattal kezelve (HNS csoport, n=5) és normoeatras allatok gdg ICV benzamillal kezelve

(NNB csoport, n=5). A fent emlitett médon hyponatréat indukaltunk. ADC meéréséhez MRI-



vel sorozatos DWI-t végeztink, a vizjelet MR spegikdpiaval hataroztuk meg. Ezt kasest
szérum natrium, kdlium és plasma ozmolalitas megbaast vegeztink.

8. Biexponencialis DWI vizsgalat patkanyagyi intracellilaris 6démaban:

Tiz him Wistar patkanyban a korabban emlitett moadracellularis 6démat idéztinkaéel3T
MRI készulékkel sorozatos DWI-t végeztink, a virj@drésekhez MRS-t hasznaltunk. Az MR
vizsgalatot koveten az éllatok agyat elektronmikroszképos (EM) médst vizsgaltuk,
mikdzben a szérum natrium, kalium és plazma ozité@éameghatarozast végeztink.

I1l. Eredmények:

5. A benzamil megeézi a viz felszaporodast hyponatraemias patkanyokban

A plazma nétrium, ozmolaliths és a szoveti natriésy kalium tartalom, flggetlendl a
gyogyszeres ékezelésil, jelenttsen csokkent a hyponatraemias patkanyokban (Ik$dport,
p<0.0005 minden csoportban). Az agy viz tartalntgy@onatraemiara adott valaszként 77.55 +
1.00%-r0l 78.451£0.94%-ra (p<0.01) névekedett, mehyzelCV AVP-nel valo ékezelést tovabb
ergsitett. Ezzel szemben a benzamil adasa riegelaz agy viztartalmanak hyponatraemia
eldidézte emelkedését (77.61+1.04%).

6. A patkanyagy kvantitativ proton MRI és MRS vizsgélaa 3 Tesla (T) klinikai MR
scannerrel:

A diffazié sdlyozott képalkotas a teljes b-értéktdamanyban pontos diffuzios koefficiens

meghatarozast adott. A lathatdé metabolitok MRSHagadhaté pontossaggal volt kivitelezbiet

A magas felbontasu ,Tsulyozott kép mikroszképos 130x130x 18 -os felbontast képet

eredményezett.

7. A benzamil-hydrochlorid hatasanak mérése a hyponatemias agytédéma kialakulasara

in vivo MRI vizsgalattal:
A hyponatraemia soran az ADC allandé cstkkenésatoitf a kiindulasi 100 %-rél a mérés 90-
dik percen érve el a 92.32+3.20%-0s minimum ért€ket0.0005). Ez a folyamat a vizjel
novekedésével tarsult, mely a mérés 100-dik percélrge el 5.95+2.62%-0s maximumat
(p<0.0005). Benzamillal torténelokezelést kovéen sem az ADC-ben sem a vizjelben nem
jelentkezett konzisztens valtozas.

8. Biexponencialis DWI vizsgalat patkanyagyi intracellilaris 6démaban:

A vizterheléses indukciét kovien az ADC értékek 724+4?s-rél 682+2Gm?/s-ra
csokkentek (p<0.0001). ADG: értékek 948+122-r6l 840+@bn%/s-ra estek (p < 0.001). Az
ADCgon 226+66-r6l 191+7dm%/s-re csokkent (p<0.05). A mérés 110-dik percébelasau
komponensi#l a gyors komponensre valo valtas kovetkezett bgydrs komponens szazalékos
aranya mersekelt, amde szignifikans 76.56+7.79%8102+7.47%-ra valdo emelkedést mutatott
(p<0.05). A vizjel a kiindulasi értékhez képest843.52%-kal emelkedett (p<0.01). Az EM
vizsgalatok eredményei a vizet intracellularisan,aatrocytdk perivascularis labacskéaiban és a
sejttestben mutattak ki.



IV. Konklizié:

Medfigyeléseink azt mutatjak, hogy a sejtek kok@nzamil-szenzitiv aktivalt natrium
csatornakon keresztili natriumfelvétele jetenszerepet jatszik a hyponatraemiés stressznek
kitett patkanyok agyodémajanak kialakulasaban. i8z&zmas hyponatraemia az agy specifikus
AQP4 és ENaC csatorndkon kivaltott ellentétes hatastulzott vizfelhalmozédas elleni
védeked mechanizmusok és az agyi térfogat fenntartasénahkg eleme.

Az intracerebrovaszkularis benzamiléledzelésnek hyponatraemids stressz kivaltotta
agybdéma estén azonnali 6déma ellenes hatdsa vhanyekban, mely legaldbb két 6ran
keresztul fennall.

A sorozatos MRS (vizjel) mérések egy tovabbi lébé&get kinalnak az agyddéma kialakulasanak
€s progresszidjanak folyamatos in vivo vizsgalatAmin vivo mérési eredmények meggitik

azt az in vitro megfigyelést, miszerint a benzamégebzi a vizfelhalmozddast hyponatraemias
patkanyokban.

Ezek a medfigyelések arra utalnak, hogy &l@n az agyspecifikus natrium csatornak
szelektiv, nem toxikus gatlasa olyan agensek ditalyek szabadon hatolnak at a vér-agy gaton
0] terapias lehéséget nyujthat a hyponatraemia asszocialt agyodémra stadiumaban annak
megebzésében és kezelésében. Ennek eléréséhez megidsghlai ezen anyagok pontos
farmakokintikgjat, a natrium csatorna blokkolokkello kezelés idedlis éitését, kalondsen
tekintettel a klinikai gyakorlatra, amikor az aggiaa kialakuldsanak pontos kezdete nehezen
meghatarozhatd.

MRI kisérletein ramutatnak arra, hogy 3T klinikascer segitségével megbizhatd kiséllat
vizsgalatok, DWI és MRS is kivitelezlget
A varatlan térfogat frakcio valtozasok, amelyekétypotonids 6déma soran észleltiink, a stroke-
ban medfigyeltekii jelentsen kiulonbdének tinnek. Ez arra utalhat, hogy ellentétben a
radiologiai kényvek altal altalanosan elfogadotiemg&nnyel a stroke-ban megfigyelt ADC
csokkenés nem magyarazhatd pusztan a viz extridcelwertdl az intracellularis térbe valo
eltolodasaval (azaz intracellularis 6déma). Valdssdthet, hogy mas mechanizmusok, tgymint
csokkent citoplazmikus aramlas, membran pumpa wh&zidok, a viz fizikai allapotanak
valtozasa (szol-gél tranzicidk, vizkotottség vask) stb. is rész vesznek a stroke soran latott
ADC csokkenésben.

Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan a biempoidlis DWI analizisnek klinika szerepe
lehet az agyddéma diagnézisaban és a terapia lséete.



V. Irodalomjeqyzék:

3. Atézist megalapoz6 cikkek:

Sulyok E, Pal J, Vajda Z, Steier R, DécziBenzamil prevents brain water accumulation
in hyponatraemic ratgcta Neurochir (Wien). (2009) 151(9):1121-5.

Aradi M, Steier R, Bukovics P, Szalay C, Perlaki@si G, Pal J, Janszky J, Déczi T,
Schwarcz A. Quantitative proton MRI and MRS of tta¢ brain with a 3 T clinical
scanner. [published online ahead of print Mar 2202Q] Neuroradiol (2010).

Steier R, Aradi M, Pal J, Bukovics P, Perlaki Gsids, Janszky J, Schwarcz A, Sulyok
E, Déczi T. The influence of Benzamil hydrochloridie the evolution of hyponatremic
brain edema as assessed by in vivo MRI study $1 f@pub ahead of print 2011 Mar 29]
Acta Neurochir (Wien). (2011).

Steier R, Aradi M, Pal J, Perlaki G, Orsi G, BogReiGalyas F, Bukovics P, Janszky J,
Doczi T, Schwarcz A. A biexponential DWI study &t brain intracellular edema. [Epub
ahead of print 2011 Apr 1Hur J Radiol. 2011).

4. A tézist megalapoz6 &hdasok és poszterek:

Oral scientific progress reports at semiyearly mngst of the EU FP-6
"Aguaglyceroporins” to the rest of the consortiurambers. (Steier R, Aradi M, Pal J,
Bukovics P, Perlaki G, Orsi G, Schwarcz A, Sulyqkd6czi T.)

Oral contribution at the Neuroimaging Workshop ire§ed Hungary. March 2010:
Effects of Benzamil in rat brain edema investigablgdquantitative MR experiments.
(Steier R, Aradi M, Pal J, Bukovics P, Perlaki GsiG5, Janszky J, Schwarcz A, Sulyok
E, Doczi T.)

Oral presentation at thé"3annonian Symposium on Central Nervous Systenmyliju
Pecs Hungary. May 2010: Effects of Benzamil in ba&in edema investigated by
quantitative MR experiments. (Steier R, Aradi M] PAPerlaki G, Orsi G, Bogner P,
Galyas F, Bukovics P, Janszky J, Doczi T, SchwAryz



