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Előszó

A PhD dolgozat témája az agyi vízháztartás sejt- és molekuláris szintű 

szabályozó mechanizmusainak valamint az agyödéma pathofizológiájának 

többféle módszertani megközelítésből, köztük sejt- és molekuláris biológiai 

illetve mágneses rezonancia spektroszkópiás (MRS) és képalkotó (MRI) 

módszerekkel való vizsgálata. A tézis 4 közleményből és angol nyelvű 

összefoglalásból áll. A dolgozat alapját képező munkát a Pécsi 

Tudományegyetem Orvoskara Idegsebészeti Klinikájának PhD hallgatójaként 
végeztem 1997-től 2001-ig, Prof. Dr. Dóczi Tamás vezetésével. 1999 és 2001 

között a dániai Aarhusi Egyetem Anatómiai Intézetének Sejtbiológiai 

Tanszékén és MR Kutatási Központjában dolgoztam, Prof. Dr. Seren Nielsen 
munkacsoportjában.

A dolgozat alapját a kővetkező négy közlemény képezi:

I. Z. Vajda. E. Berényi, P. Bogner, I. Répa, T. Dóczi & E. Sulyok. Brain 
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Pediatric Research 46,450-454 (1999).

II. Z. Vajda. M. Pedersen, T. Dóczi, E. Sulyok, J. Frekiaer, S. Nielsen. Effects of 

Centrally Admi-nistened Arginine-Vasopressin and Atrial Natriuretic Peptide on 

the Development of Brain Edema in Hyponatremic Rats. Neurosurgery 
(közlésre elfogadva).

Ill- Z. Vajda. D. Promeneur, T. Dóczi, E. Sufyok, J. Frakiaer, O.P. Ottersen and S. 

Nielsen. Increased Aquaporin-4 Immunoreactivity in Rat Brain in Response to 

Systemic Hyponatremia. Biochemical and Biophysical Research 
Communications 270,495-503 (2000).

IV. M.-L Elkjaer, Z. Vaida. L  N. Nejsum, T.-H. Kwort,-U. B. Jensen, M. Amiry- 

Moghaddam, J. Frekiaer and S. Nielsen. Immunolocalization of AQP9 in Liver, 

Epididymis, Testis, Spleen and Brain. Biochemical and Biophysical 

Research Communications 276,1118-1128 (2000).
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Rövidítések jegyzéke
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ADC

ANP

AQP

AVP

CHÍP28

CSF

DWI

EC

IC
ICV

MIWC

MR

MRI

NMR

SE

apparent diffusion coefficient -  apparens diffúziós állandó
atriális natríuretikus peptid
aquaporín

arginin vazopresszin

channel-forming integral protein of 28 kDa -  28 kDa-os 
csatorna képző fehérje 

cerebrospinal fluid - liquor

diffusion weighted imaging -  diffúzió súlyozott képalkotás
extracelluláris

intracellulárís

intracerebro-ventricular

mercurial-insensitive water channel -  higannyal nem 

gátolható vízcsatorna

magnetic resonance - mágneses rezonancia 

magnetic resonance imaging -  mágneses rezonanciás 
képalkotás

nuclear magnetic resonance -  magmágneses rezonancia 
spin echo
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Bevezetés

Általános megfontolások

Az agyi szöveti víztartalom és térfogat pontos szabályozása nélkülözhetetlen 

a központi idegrendszer normális működéséhez. A csontos falú koponyával 

körbevett agy nagyfokban érzékeny az intrakraniális nyomás legcsekélyebb 

növekedésere is. A kompenzatórikus mechanizmusok kimerülése emelkedett 

szöveti víztartalomhoz (agyödéma) vezet, melynek következményeként 

csökkent szöveti perfúzió és mechanikai szövetkárosodások alakulhatnak ki, 

súlyosabb esetben pedig az agy hemiácója miatt életveszélyes állapotot hoz 

létre. Az agyödéma a kialakulás pathomechanizmusa alapján vazogén 

(interstíciális vízfelhalmozódás) illetve celiuláris (intracelluláris 

vízfelszaporodás) csoportra osztható és jelentős mértékben hozzájárul a 

központi idegrendszeri betegségek, köztük a fejsérülések, daganatok, 

agyvérzés, fertőzések, hydrocephalus és metabolikus zavarok, köztük a 
szisztémás hypo- és hypematrémia morbiditásához és mortalitásához 

(Fishman 1975; Klatzo 1994). Az agyődéma kórélettanával és annak 

molekulárís alapjaival számos tanulmány foglalkozott, keveset tudunk 

azonban a víz vér-agy gáton keresztüli illetve az extra- és intracelluláris 

kompartmentek közötti transzportjának cellulárís és molekuláris 

mechanizmusairól. Ezen mechanizmusok részleteinek vizsgálata új, a jelenreg 

alkalmazott agyödémaellenes kezelési módokat effektíven kiegészítő terápiás 
eljárások kifejlesztéséhez segíthet hozzá.

MRI és MRS módszerek

A mágneses rezonanciás képalkotó (MRI) és spektroszkópiás (MRS) 

módszerek lehetővé teszik a központi idegrendszer non-invazív, élőben 

történő vizsgálatát. Az MRI és MRS a rutin klinikai diagnosztikában betöltött 

fontos szerepe mellett nagyon hasznos kísérleti módszerként szolgál az agyi 

vízterek funkcionális vizsgálatához és az agyödéma pathogenezisének 

tanulmányozásához. A víz az agyszövet 78-80 százalékát teszi ki és fiziko- 

kémiai tulajdonságai miatt meghatározza az élő rendszerek fehéijeláncainak 

molekuláris konfigurációját és ezáltal funkcióját. A központi idegrendszerben 

tevő víz az agyi parenchyma extra- és intracelluláris terei valamint a liquor
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cerebrospinalis és a vaszkulárís kompartment között oszlik meg. Az agyat 

‘tökéletlen ozmométemek’ tekinthetjük, mivel az interstícium és a cytoplazma 

között fennálló ozmotikus egyensúly zavarai esetén a sejtek térfogatát 

szabályozó mechanizmusok aktiválódnak, melyek gátolják az ozmotikus 

grádienst követő vízáramlást, csökkentik a sejtek zsugorodását illetve 

duzzadását és törekszenek a normális agyi térfogat és szöveti víztartalom 

visszaállítására (Trachtman 1992; Gullans és Verbális, 1993). Az 

agyszövetben található víz szervetlen oldott részecskékkel valamint 

fehéijékkel, lipidekkel és glykózaminoglikánokkal -  főként hyaluronsawal 

(Granger, 1981) -  lép interakcióba, és ezen interakciók erőssége alapján 

különböző kötöttségi fokú, eltérő fizikai tulajdonságokkal rendelkező vízterek 

különíthetőek el.

A transzverzális (72) relaxáció multikomponens jellege 
A biológiai szövetekben található víz protonjainak 72 relaxációja 

multiexponenciális függvénnyel írható le, mely multiexponenciális függvény 

megfelelő matematikai módszerrel komponenseire bontható. Az eltérő 

relaxációs idejű komponensek különböző mértékben kötött 

vízkompartmenteknek feieltethetők meg, így a komponensek arányának és 

relaxációs idejének meghatározásával az egyes kompartmentek méretére és 

a bennük lévő víz kötöttségi fokára következtethetünk (Menőn és Allen, 1990; 

Menőn et al, 1991). A lassan relaxálódó (azaz hosszabb 72 idővel rendelkező) 

komponensek viszonylag szabad, kevésbé kötött vizet tartalmazó frakciókat 
jelölnek, míg a makromolekulárisan kötött víz a gyorsabban relaxálódó 

komponenseket adja (Mulkern et al, 1989; Serényi et al, 1998). A különböző 

mértékben kötött vízfrakciók létezésének kémiai alapját és az intracellulárís 

teret és extracelluláris mátrixot felépítő makromolekulák elektron-gazdag 

funkcionális csoportjai és a vízmolekulák között kialakuló hidrogénkötések 

adják. A vízprotonok 7z relaxációját a vizsgált anyagban jelenlevő spinek 

fázisvesztése hozza létre. Nagyobb homogenitású mágneses mezőben 

hosszabb ideig tart a spineknek fázis koherenciájuk elvesztése. A mágneses 

mezőnek a hosszú láncú, polimerizált makromolekulák összetett 

elektronfelhője által létrehozott helyi változásai a mező inhomógenitását 

növelve gyorsítják a vízproton-spinek fázisvesztését ezzel rövidítve a 72 időt.

)
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Vagyis a vízmolekulák makromolekulákhoz történő kötődése rövidebb 7*2 időt 

eredményez. A nagyobb mértékben (rövidebb 7*2) illetve kevésbé (hosszabb 

7*2) kötött vízfrakció vízmolekulái illetve protonjai folymatosan cserélődnek 

egymással és ha ezen a kicserélődés időskálája nagyságrenddel rövidebb a 

relaxációs időnél, úgy a relaxáció sebessége (1/7*2) a szabad és kötött 

vízfrakciók súlyozott átlagaként írható fel:

)

VT2oös=Z(P íIT 2 í)

ahol 7*3*8 a mért 7*2, Pt i-edik frakció nagysága és 7*3 az i-edik frakció 

transzverzális relaxáción ideje (Fullerton et al, 1982; Cole et al, 1992).

Diffúzió-súlyozott képalkotás (DWI)
Minden egyes MR képpont (voxel) intenzitását a voxelben levő spinek 
protondenzítása, 7i, 7*2, valamint Tz" relaxációs folyamatai határozzák meg. 

A protonok különböző térerejű helyi mágneses mezőkbe diffundálása random 

fáziseltolódásokat hoz létre, mely fáziseltolódások Összegződése az adott 

voxel szignáljának csökkenését eredményezi, amelyből a vízmolekulák 

voxelbeli diffúziós állandója (apparent diffusion coefficient, ADC) 

meghatározható. Az ADC változását több neurológiai kórképben, így 

ischémiás stroke-ban (Neumann-Haefelin et al, 2000), fejtraumában (Barzó et 

al, 1997), epilepsziás rohamokban (Zhong et al, 1993) és metabolikus 

rendellenességekben, mint szisztémás hyponatrémia (Sevick et al, 1992) 

megfigyelték. Az ADC változásai a sejttérfogat, az extracelluláris tér 

‘sűrűségének’ (tortuosity) és az egyes kompartmentek diffúziós állandójának 

változásait tükrözik. Az ADC csökkenése az intracelluláris tér expanziójával 

magyarázható (celluláris ödéma), mely során az extracelluláris térben 

gyorsabban diffundáló vízmolekulák az alacsonyabb diffúziós konstansú 

intracelluláris térbe kerülnek. (Moseley et al, 1990; Mintorovitch et al, 1991). 

Emelkedett ADC értékek a extraceiluláris/intracelluláris tér hányadosának 

növekedését és vazogén ödéma kialakulását jelzik (Barzó et al, 1997; Ebisu 

et al, 1993). A diffúziós MR! a kísérletes agyödémamodellekben, főként stroke 

modellekben alkalmazott neuroprotektív framakológiai intervenciók 

hatásosságának tesztelése mellett, perfúziós képalkotással (PWI) kombinálva
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az akut stroke trombolitikus terápiája időablakának meghatározásában játszik 

egyre fontosabb szerepet a klinikai gyakorlatban (Neumann-Haefelin et al, 

2000b).

Az AVP és ANP agyi vízháztartásban betöltött szerepe.

Az agyi kapillárisendothelium vízpermeábilitása más, a szisztémás 
vízháztartásban résztvevő szervekhez hasonlóan (pl. vese gyűjtőcsatorna 

hámja) szabályozott (Peachey and Rasmussen, 1961; Raichle et al, 1977) és 

az arginin vazopresszin (AVP) illetve atriális nátríuretikus peptid (ANP) 

szerepe ezen szabályozásban bizonyított (Cserr and Patlak, 1991; Dóczi, 

1993). Mindkét hormon és receptoraik szignifikáns koncentrációban 

megtalálhatóak az agyban (Heller et al, 1968; Wood, 1982; Gibson et al, 

1986; Gardner et al, 1987). Dóczi és munkacsoportja agyi vízfelszaporódást 
talált AVP (Dóczi et al, 1982, 1984), illetve csökkent szöveti víztartalmat és 

nátriumkoncentrációt ANP (Dóczi et al, 1987, 1988) centrális adását 

kővetően. Az AVP-nek (Del Bigio et al, 1992; Latzkovits et al, 1993) és ANP- 

nek (Del Bigio and Fedoroff, 1990; Latzkovits et al, 1993) a sejttérfogat 
szabályozására kifejtett ellentétes hatását astrogliatenyészetekben leírták. A 

fenti eredmények alapján a vér-agy és vér-liquor gát ozmotikus 

vízpermeábilitásának független, centrális agyi neuro-endokrin szabályozó 

mechanizmusát Írták le (Cserr and Patlak, 1991; Dóczi, 1993).

Az aquaporin membrán-fehérje család

Az aquaporinok (AQP) 28-30 kDa molekulasúlyú membránfehérje család, 

melynek tagjai a víz fő transzport útját képezik a vese, tüdő és más 

folyadékkiválasztó illetve transzportáló szervekben. A központi

idegrendszerben a fehérje család három tagjának jelenlétét Írták le idáig. Az 

aquaporin-1 (AQP1) (Preston et al, 1992) a choroid plexus epithéliumában 

expresszálódik ahol feltételezhetően részt vesz a liquor termelésében 

(Nielsen et al, 1993). Az aquaporin-4 (AQP4) (Hasegawa et al, 1994; Jung et 

al, 1994) nagy mennyiségben van jelen az ependymasejtekben és 

astrogliákban, nagyfokban polarizált expressziót mutatva a 

szubarachnoideális és kamrai liquortereket határoló glia limitansban illetve az 

ependymasejteket szubependymalisan határoló astroglia végtalpakban



(Nielsen et al, 1997). Az AQP4 erős expressziója figyelhető meg az agyi 

kapillárisokat körülvevő astroglia végtalpakban is (Nielsen et al, 1997). Az 

AQP4 expresszió ezen mintázata felveti a fehérje szerepét a központi 

idegrendszer folyadékkompartmentjei közötti víztranszportban. Ez a 

feltételezés megerősítést nyert az AQP4 knock-out egerekkel végzett 

kísérletekben, ahol ezen állatok jobb túlélését írták le különböző kísérletes 

agyődémamodellekben (Manley et al, 2000). Az aquaporin-9 (AQP9) mRNS- 

ének agyi jelenlétéről nemrégiben két függelten csoport is beszámolt 

(Tsukaguchi et al, 1998; Ko et al, 1999), a fehére expressziójának pontos 
lokalizálására azonban idáig nem került sor.

)
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Célkitűzések

A dolgozatban az agyi vízháztartás élettanát és az agyödéma kórélettanát 

vizsgáltuk különböző megközelítésekből, mágneses rezonancia képalkotó 
(MRI) és sejtbiológiai módszerek felhasználásával.

1.) A dolgozat első részében MRI és MRS segítségével vizsgáltuk az agyi 

vlzkompartmentekben az agyödéma kialakulása alatt létrejövő változások 
dinamikáját:

/. tanulmányban a különböző fokban kötött agyi vízfrakciókban az 

agyödéma kialakulása alatt bekövetkező változásokat vizsgáltuk a T2 proton 

relaxációs görbe biexponenciális elemzésével, hyponatrémiás nyúlmodeltben.

II. tanulmányban patkányoknak centrálisán adott AVP-nek és ANP-nek az 

agyödéma kialakulására gyakorolt hatását vizsgáltuk in vivo diffúzió súlyozott 

képalkotással és az 7}-víz mapek segítségével.

2.) A dolgozat második részében az aquaporin (AQP) membrán 

vízcsatorna család központi idegrendszerben expreszáiódó tagjainak az agyi 

vízháztartásban és az agyödéma pathogenezisében betöltött lehetséges 

szerepét vizsgáltuk, biokémiai és sejtbiológiai módszerek felhasználásával:
III. tanulmányban az agyi AQP4 szisztémás hyponatrémiát kísérő 

agyödémában kialakuló esetleges protektív downregulációjának lehetőségét 

vizsgáltuk meg patkányokban.

Végül IV. tanulmányban az AQP9 eloszlását vizsáltuk patkány agyában és 

egyéb szerveiben RT-PCR, Southern blotting, immunoblotting, 

immunohisztokémia és immunoelektron microszkópia segítségével.
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Eredmények

A PhD dolgozatban mágneses rezonancia képalkotó (MRI) és 

spektroszkópiás (MRS) módszerek felhasználásával követtük nyomon az agyi 

vízterekben agyödéma kialakulása alatt bekövetkező változásokat, kísérletes 

agyódémamodellekben. Megvizsgáltuk továbbá a közelmúltban felfedezett 

aquaporín (AQP) membrán vízcsatorna család központi idegrendszerben 

expresszálódó tagjai közül az AQP4-nek és AQP9-nek az agyi 

vízháztartásban és az agyödéma kortanában betöltött lehetséges szerepét.

Az agyi szöveti vízprotonok transzverzális (Ti) re láció jának 

multiexponenciális analízise lehetővé teszi gyors (7*2i) és lassú {T&) 

relaxációs komponensek elkülönítését, mely komponensek 

makromolekulárisan kötött illetve szabad vízfrakcióknak feleltethetők meg. 

Nyulakban létrehozott progresszív hyponatrémiában a kötött vízfrakció gyors 

csökkenése volt megfigyelhető 3 illetve 24 órával a hyponatrémia kezdetét 

után, ezt követően, a 48 órás hidrációs periódus végére a frakció nagysága 

ismét a kezdeti érték közelébe emelkedett. A kifejlődő nagyfokú hyponatremia 

ellenére az agyi víztartalomban nem történt megfigyelhető változás. Ezen 

megfigyelések alapján a celluláris és szöveti makromolekuláris mátrixhoz 

különböző fokban kötött vízfrakciók közötti redisztríbúció fontos szerepet 

játszik a szisztémás ozmotikus zavarokban működő adaptációs 

mechanizmusokban.

A szisztémás vízháztartásban kulcsszerepet betöltő két fehérje hormon, az 

arginin vazoporesszin (AVP) és atriális nátriuretikus peptid (ANP) agyi 

térfogatszabályzásban betöltött szerepének vizsgálata munkacsoportunk 

kutatási területei között hagyományosan kiemelt helyen áll. A fenti 

hormonoknak az agyödéma kifejlődésében játszott szerepének in vivo 

vizsgálatára diffúzió-súlyozott mágneses rezonanciás képalkotást (DWI) és 

Ti-víztartalom map-eket használtunk. Diffúzió-súlyozott MRI-vel

meghatározható a vizsgált szövet apparens diffúziós koefficiense (ADC), 

melynek változása az extra- és intracelluláris vízterek hányadosában 

bekövetkező változásokkal arányos. Patkányoknak intrace- 

rebroventrikulárisan (icv.) adott fiziológiás sóoldat illetve AVP hatására nem
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történt változás az ADC-ben, míg icv. adott ANP az A DC gyors emelkedését 

váltotta ki, jelezve az extracellulárís tér arányának növekedését. Az icv. 

injekciót követő hypoozmotikus vízterhelés és az annak következményeként 

kifejlődő szisztémás hyponatremia az ADC gyors esését váltotta ki 

mindhárom kísérleti csoportban, jelezve az intracelluláris kompartment 

növekedését. A hyponatremia kezdeti periódusában az ANP képes volt 

mérsékelni az intracelluláris tér növekedését, ez a hatás azonban rövid 

távúnak bizonyult és a másfél órás vízterheléses protokoll végén nem volt 

különbség az icv. fiziológiás sóoldattal illetve ANP-vel kezelt állatok agyának 

ADC-je között. Az icv. AVP-vel kezelt csoport agyának ADC-je a 

hyponatremiás protokoll kezdetén nem mutatott különbséget az icv. sóval 

kezelt állatokéhoz viszonyítva, azonban a hyponatremia progressziójával az 

ADC csökkenése szignifikánsan nagyobb volt az AVP csoportban, jelezve a 

nagyobb mértékű intracelluláris vízfelhalmozódást ebben a csoportban. A 7V 

vízmap-ek használata lehetővé tette az agyi szöveti víztartalom élőben 

történő meghatározását a kísérleti protokoll kezdetén és végén. Mindhárom 

kísérleti csoportban emelkedett szöveti víztartalom volt mérhető, szignifikán­

san magasabb értékekkel az icv. AVP kezelt csoportban az icv. sóoldattal 

kezelt csoporttal összehasonlítva, megerősítve munkacsoportunk korábbi 

eredményeit.

A fenti tanulmányokban alkalmazott multikom partment-T2, diffúzió súlyozott 

MRI és 7Vvízmap technológiák kombinációja lehetővé teszi az agyszövet 

víztartalmának és annak az egyes szöveti vízkompartmentek közötti 

eloszlásának élőben történő vizsgálatát. Ebből következően ezen 

technológiák fontos szerepet játszanak a különböző neuropathológiai 

állapotokhoz társuló agyödéma elleni gyógyszerek kifejlesztésében és ezek 

hatásának tesztelésében, mind állatkísérletes mind terápiás szinten.

Az aquaporin-4 (AQP4) molekuláris membrán vízcsatorna 

immunoreaktivitásában és lokalizációjában szisztémás hypoantremia 

hatására bekövetkező változások felvetik az agyban jelenlévő AQP4 

vízcsatorna modifikációjának lehetőségét, mely potenciális védekező 

mechanizmusként funkcionálhat az intracelluláris vízfelhalmozódás 

megelőzésében. Ezen megfigyelés, valamint közelmúltban publikált

)
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tanulmányok eredményei, melyekben kimutatták az aqp4 gén deléciójának az 

agyödéma kifejlődése elleni protektív hatását és hogy az AQP4 foszforilációja 

csökkenti a fehérje vízáteresztő képességét, az AQP4 membrán vízcsatornát 

az intracelluláris vízfelhalmozódás és agyödéma kialakulása elleni phar- 

makológiai beavatkozás potenciális célpontjává teszi.

Az aquaporin-9 (AQP9) vízcsatorna mRNS-ének agyban való 

expresszálódását patkányban a közelmúltban több laboratórium is közölte. A 

fehérje lokalizációjára poliklonális antitesteket fejlesztettünk ki. Az AQP9 

fehérjét, más szervek mellett, az agykamrákat bélelő ependymasejtekben és 

a medio-bazális hypothalamus tanycytáiban lokalizáltuk, immunoblottingal és 

immunhisztokémiai módszerekkel. Az AQP9 fenti lokalizációjának élettani je­

lentőségének tisztázására további tanulmányokat tervezünk elvégezni.

)
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