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A PhD dolgozat téméja az agyi vizhaztartas sejt- és molekulans szinti
szabélyozé mechanizmusainak valamint az agyodéma pathofizol6gidjanak
tébbféle modszertani megkdzelitésbbl, kdztak sejt- és molekularis biologiai
iletve magneses rezonancia spektroszkdpids (MRS) és képalkoté (MRI)
modszerekkel vald vizsgélata. A tézis 4 kozleménybdl és angol nyelvi
Osszefoglalasbél 4ll. A dolgozat alapjat képezd munkat a Pécsi
Tudomanyegyetem Orvoskara Idegsebészeti Klinikajanak PhD hallgatéjaként
végeztem 1997-t31 2001-ig, Prof. Dr. D6czi Tamas vezetésével. 1999 és 2001
kozdtt a daniai Aarhusi Egyetem Anatomiai Intézetének Sejtbiolégiai
Tanszékén és MR Kutatasi Kdzpontjaban dolgoztam, Prof. Dr. Sgren Nielsen
munkacsoportjaban.
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Roviditések jegyzéke

A,DC apparent diffusion coefficient — apparens difftiziés allandé

ANP atnidlis natriuretikus peptid

AQP aquaporin

AVP arginin vazopresszin

CHIP28 channel-forming integral protein of 28 kDa — 28 kDa-os
csatoma képzd fehérje

CSF cerebrospinal fiuid - liquor

DWI diffusion weighted imaging — diffuzié stlyozott képalkotas

EC extracellularis '

IC intracellularis

Icv intracerebro-ventricular

MIWC mercurial-insensitive water channel — higannyal nem
gatolhaté vizcsatoma

MR magnetic resonance - magneses rezonancia

MRI magnetic resonance imaging — magneses rezonancias
képalkotds

NMR nuclear magnetic resonance — magmagneses rezonancia

SE spin echo



Bevezetés

Altalanos megfontolasok

Az agyi szoveti viztartalom és térfogat pontos szabalyozasa nélkildzhetetien
a kézponti idegrendszer normalis mikddéséhez. A csontos fali koponyaval
kdrbevett agy nagyfokban érzékeny az intrakranialis nyomas legcsekélyebb
ndvekedésere is. A kompenzatdnkus mechanizmusok kimerilése emelkedett
szbveti viztartalomhoz (agyodéma) vezet, melynek kdvetkezményeként
csokkent szdveti perf(zié és mechanikai szdvetkarosodasok alakulhatnak ki,
sulyosabb esetben pedig az agy hemidcéja miatt életveszélyes allapotot hoz
létre. Az agydodéma a kialakulas pathomechanizmusa alapjan vazogén
(intersticidlis  vizfelhalmozédas) illetve cellularis (intracellularis
vizfelszaporodas) csoportra oszthatd és jelentds mértékben hozzéjarul a
kdzponti idegrendszeri betegségek, koztik a fejsérilések, daganatok,
agyvérzés, fertdzések, hydrocephalus &s metabolikus zavarok, kéztik a
szisztémas hypo- és hypematrémia morbiditdsdhoz és monrtalitasahoz
(Fishman 1975; Klatzo 1994). Az agyddéma kérélettandval és annak
molekuldris alapjaival szamos tanulmany foglalkozott, keveset tudunk
azonban a viz vér-agy gaton keresztlli illetve az extra- és intracellularis
kompartmentek  kdzotti  transzportjanak  celluldris és  molekularis
mechanizmusairél. Ezen mechanizmusok részleteinek vizsgdlata Uj, a jelenleg
alkalmazott agyddémaellenes kezelési médokat effektiven kiegészitd terapias
eljarasok kifejlesztéséhez segithet hozza.

MRI és MRS mddszerek

A mdgneses rezonancids képalkoté (MRI) és spektroszkdpids (MRS)
mobdszerek lehetdvé teszik a kdzponti idegrendszer non-invaziv, élGben
torténd vizsgalatdt. Az MRI és MRS a rutin klinikai diagnosztikaban betéitstt
fontos szerepe mellett nagyon hasznos kisérleti médszerként szolgal az agyi
vizterek funkciondlis vizsgdlatdhoz és az agyddéma pathogenezisének
tanulményozasahoz. A viz az agyszévet 78-80 szézalékat teszi ki és fiziko-
kémiai tutajdonsagai miatt meghatarozza az é13 rendszerek fehérjeléncainak
molekuldris konfiguracidjat és ezaltal funkci6jat. A kdzponti idegrendszerben

levé viz az agyi parenchyma extra- és intraceliularis terei valamint a liquor
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cerebrospinalis és a vaszkulanis kompartment kdzott oszlik meg. Az agyat
‘tokéletlen ozmométemek’ tekinthetjik, mivel az intersticium és a cytoplazma
kozott fennalld ozmotikus egyensily zavarai esetén a sejtek térfogatat
szabdlyozd mechanizmusok aktivalédnak, melyek gatoljdk az ozmotikus
gradienst koéveté vizaramlast, csékkentik a sejtek zsugorodasat illetve
duzzadasat és torekszenek a normalis agyi térfogat és szdveti viztartalom
visszadllitasara (Trachtman 1992; Gullans és Verbalis, 1993). Az
agyszovetben taldlhaté viz szervetlen oldott részecskékkel valamint
fehérjékkel, lipidekkel és glykézaminoglikanokkal — féként hyaluronsavval
{Granger, 1981) — lép interakcidba, és ezen interakciok erGssége alapjan
k(ldnbdzd kotdttségi foka, eltérd fizikai tulajdonsdgokkal rendelkezd vizterek
kuldnithetdek el.

A transzverzalis (T2) relaxacié multikomponens jellege

A Dbiolégiai szovetekben taldlhaté viz protonjainak T, relaxacidja
multiexponencidlis figgvénnye! irhaté le, mely multiexponencialis figgvény
megfelelé matematikai moédszerrel komponenseire bonthaté. Az eltérd
relaxaciés idejd komponensek kuilénbdzd mértékben kotott
vizkompartmenteknek feleltethetok meg, Igy a komponensek aranyanak és
relaxacids idejének meghatarozdsaval az egyes kompartmentek méretére és
a bennik lévd viz kotottségi fokara kévetkeztethetiink (Menon és Allen, 1990;
Menon et al, 1991). A lassan relaxalédé (azaz hosszabb T, idével rendelkezd)
komponensek viszonylag szabad, kevésbé kotdtt vizet tartalmazé frakcidkat
jeldinek, mig a makromolekularisan kotétt viz a gyorsabban relaxalédé
komponenseket adja (Mulkern et al, 1989; Berényi et al, 1998). A kiilénb6zd
mértékben kotott vizfrakcidk létezésének kémiai alapjat és az intracellularis
teret és extracellularis matrixot felépité makromolekulak elektron-gazdag
funkciondlis csoportjai és a vizmolekulak kozott kialakulé hidrogénkotések
adjdk. A vizprotonok T, relaxaci6jat a vizsgalt anyagban jelenlevé spinek
fazisvesztése hozza létre. Nagyobb homogenitasi magneses mezdben
hosszabb ideig tart a spineknek fazis koherencidjuk elvesztése. A magneses
mezdnek a hosszl lancd, polimenzalt makromolekuldk &sszetett
elektronfelhgje altal létrehozott helyi valtozasai a mezd inhomogenitasat
ndvelve gyorsitjak a vizproton-spinek fazisvesztését ezzel roviditve a T, id6t.
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Vagyis a vizmolekulak makromolekulakhoz t5rténé kstodése révidebb 7, iddt
eredményez. A nagyobb mértékben (rGvidebb 7o) illetve kevésbé (hosszabb
T2) kotott vizfrakci6 vizmolekulai illetve protonjai folymatosan cserélédnek
egymassal és ha ezen a kicserélddés idOskalaja nagysagrenddel révidebb a
relaxaciés idonél, ugy a relaxacié sebessége (1/77) a szabad és kotott
vizfrakciok sulyozott atlagaként irhatd fel:

1/T200s= Z(P,/ T2)

ahol T2xs a mént T, P i-edik frakcid nagysdga és 72 az i-edik frakcié
transzverzdlis relaxacion ideje (Fullerton et al, 1982; Cole et al, 1992).

Diffuzié-sulyozott képalkotds (DWI)

Minden egyes MR képpont (voxel) intenzitisat a voxelben levd spinek
protondenzitasa, T;, Tz, valamint T2* relaxdciés folyamatai hatarozzak meg.
A protonok kiilonbdzé térerejii helyi magneses mezdkbe diffundalasa random
faziseltolodasokat hoz létre, mely faziseltoloddsok ésszegzddése az adott
voxel szigndljanak csbkkenését eredményezi, amelybdl a vizmolekulak
voxelbeli diffaziés 4&llandéja (apparent diffusion coefficient, ADC)
meghatdrozhaté. Az ADC vdltozasat tobb neuroldgiai kérképben, igy
ischémids stroke-ban (Neumann-Haefelin et al, 2000), fejtraumaban (Barzé et
al, 1997), epilepszids rohamokban (Zhong et al, 1993) és metabolikus
rendellenességekben, mint szisztémas hyponatrémia (Sevick et al, 1992)
megfigyelték. Az ADC vdltozdsai a sejttérfogat, az extracellularis tér
‘sGrlségének’ (tortuosity) és az egyes kompartmentek diffuziés allandéjanak
valtozasait tikrdozik. Az ADC csdkkenése az intracellularis tér expanziéjaval
magyardzhaté (celluldris 6déma), mely sordn az extracelluldris térben
gyorsabban diffundalé vizmolekuldk az alacsonyabb diffiziés konstansu
intracelluldris térbe kerllnek. (Moseley et al, 1990; Mintorovitch et al, 1991).
Emelkedett ADC értékek a extracelluldris/intracelluldris tér hanyadosanak
novekedését és vazogén 6déma kialakulasat jelzik (Barzé et al, 1997; Ebisu
et al, 1993). A diffuziés MRI a kisérletes agyddémamodellekben, féként stroke
modellekben  alkalmazott neuroprotektiv  framakolégiai  intervencick
hatasossdganak tesztelése mellett, perfuzids képalkotdssal (PWI) kombindlva
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az akut stroke trombolitikus terapidja id6ablakanak meghatarozasaban jatszik
egyre fontosabb szerepet a kiinikai gyakorlatban (Neumann-Haefelin et al,
2000b).

Az AVP és ANP agyi vizhaztartasban betoltott szerepe.

Az agyi kapilldrisendothelium vizpermeabilitasa mds, a szisztémas
vizhaztartasban résztvevd szervekhez hasonidan (pl. vese gyijtdcsatomna
hamja) szabalyozott (Peachey and Rasmussen, 1961; Raichle et al, 1977) és
az arginin vazopresszin (AVP) illetve atridlis natriuretikus peptid (ANP)
szerepe ezen szabdlyozasban bizonyitott (Cserr and Patlak, 1991; Déczi,
1993). Mindkét hormon és receptoraik szignifikdans koncentraciéban
megtaldlhatéak az agyban (Heller et al, 1968; Wood, 1982; Gibson et al,
1986; Gardner et al, 1987). Déczi és munkacsoportja agyi vizfelszapor6dast
talalt AVP (Doczi et al, 1982, 1984), illetve csokkent szbveti viztartalmat és
natriumkoncentraciot ANP (Déczi et al, 1987, 1988) centrdlis adasat
kovetden. 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
szabdlyozésara kifejtett ellentétes hatasat astrogliatenyészetekben leirtak. A
fenti eredmények alapjan a vér-agy és vérliquor gat ozmotikus
vizpermeabilitasanak fliggetlen, centrdlis agyi neuro-endokrin szabalyozd
mechanizmusiét irtak le (Cserr and Patlak, 1991; Déczi, 1993).

Az aquaporin membran-fehérje csaldd

Az agquaporinok (AQP) 28-30 kDa molekulasilyd membraniehérie csalad,
melynek tagjai a viz 6 transzport Gtjat képezik a vese, tidé és mas
folyadékkivalaszté  illetve  transzportdldé  szervekben. A kdzponti
idegrendszerben a fehérje csalad harom tagjanak jelenlétét irtdk le idaig. Az
aquaporin-1 (AQP1) (Preston et al, 1992) a choroid plexus epithéliumaban
expresszalodik ahol feltételezhetden 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
astrogliakban, nagyfokban polarizatt expressziot mutatva a
szubarachnoidedlis és kamrai liquortereket hatarold glia limitansban illetve az
ependymasejteket szubependymalisan hatérolé astroglia végtalpakban

'~
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(Nielsen et al, ‘1997). Az AQP4 erds expresszibja figyelhetd meg az agyi
kapillarisokat kdrllvevg astroglia végtalpakban is (Nielsen et al, 1997). Az
AQP4 expresszi6 ezen mintdzata felveti a fehérje szerepét a kdzponti
idegrendszer folyadékkompartmentjei koz6tti  viztranszportban. Ez a
feltételezés megerdsitést nyert az AQP4 knock-out egerekkel végzett
kiserletekben, ahol ezen allatok jobb tulelését irtak le kalénbdzd kisérletes
agyddémamodellekben (Manley et al, 2000). Az aquaporin-9 (AQP3) mRNS-
ének agyi jelenlétérdl nemrégiben két fiiggelten csoport is beszamolt
(Tsukaguchi et al, 1998; Ko et al, 1999), a fehére expresszijanak pontos
lokalizalasara azonban idaig nem keriilt sor.

10



Célkitizések

A dolgozatban az agyi vizhaztartds élettanat és az agyddéma kérélettanat
vizsgaltuk kilonbdzd megkdzelitésekbdl, magneses rezonancia képalkotd
(MRYI) és sejtbioldgiai médszerek felhasznaldsaval.

1) A dolgozat elsé részében MRI és MRS segitségével vizsgaltuk az agyi
vizkompartmentekben az agyddéma kialakulasa alatt létrejévd valtozésok
dinamikajat:

I. tanulmdnyban a kalonbdz3 fokban kotott agyi vizfrakcidkban az
agyddéma kialakulasa alatt bekdvetkezd valtozasokat vizsgdltuk a T proton
relaxéciés gérbe biexponencidlis elemzésével, hyponatrémias nydlmodeltben.

II. tanulmdnyban patkdnyoknak centralisan adott AVP-nek és ANP-nek az
agyddéma kialakuldsdra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk in vivo diffazié sulyozott

képalkotassal és az Ty-viz mapek segitségével.

2)) A dolgozat masodik részében az aquaporin (AQP) membran
vizcsatorna csalad kdzponti idegrendszerben expreszalédé tagjainak az agyi
vizhaztartdsban és az agyddéma pathogenezisében betdltott Iehetséges
szerepét vizsgaltuk, biokémiai és sejtbiologiai modszerek felhasznalasaval:

. tanuimdnyban az agyi AQP4 szisztémas hyponatrémiat Kisér
agyddémaban kialakuld esetleges protektiv downreguliciéjanak lehetoségét
vizsgaltuk meg patkanyokban.

Végul IV. tanuiményban az. AQP9 eloszlasat vizsaltuk patkdny agyaban és
egyéb szerveiben RT-PCR, Southem blotting, immunoblotting,
immunohisztokémia és immunoelektron microszkdpia segitségével.

11



Eredmények

A PhD dolgozatban maéagneses rezonancia képalkot6 (MRI) és
spektroszkdpias (MRS) médszerek felhaszndlaséval kdvettik nyomon az agyi
vizterekben agyddéma kialakuldsa alatt bekdvetkezd valtozasokat; kisérietes
agyodémamodellekben. Megvizsgaltuk tovabbd a kdzelmlitban felfedezett
aquaporin (AQP) membran vizcsatoma csalad kdzponti idegrendszerben
expresszdlédo tagjai kdzll az AQP4-nek és AQP9-nek az agyi
vizhaztartdsban és az agyddéma kértanaban betoltott iehetséges szerepét.
Az agyi szbveti vizprotonok transzverzdlis (T3) relaxécidjdnak
multiexponencidlis analizise lehetévé teszi gyors (721) és lassu (7Tz)
relaxacios komponensek elkllonitését, mely komponensek
makromolekularisan kotott illetve szabad vizfrakcidknak feleltethetok meg.
Nyulakban létrehozott progressziv hyponatrémiaban a kotott vizfrakcié gyors
cstkkenése volt megfigyelhetd 3 illetve 24 6raval a hyponatrémia kezdetét
utan, ezt kdvetden, a 48 6rds hidréciés periédus végére a frakcié nagysaga
ismét a kezdeti érték kozelébe emelkedett. A kifejl6d6 nagyfoku hyponatremia
ellenére az agyi viztartalomban nem tdrtént megfigyelhetd véltozas. Ezen
megfigyelések alapjan a cellularis és szdveti makromolekularis matrixhoz
kilonboz6 fokban kotdtt vizfrakcidk kozotti redisztribucié fontos szerepet
jatszik a szisztémds ozmotikus zavarokban mikddd adaptécios
mechanizmusokban.

A szisztémds vizhaztartasban kulcsszerepet betditd két fehérje hommon, az
arginin vazoporesszin (AVP) és atridlis nétriuretikus peptid (ANP) agyi
térfogatszabdlyzdsban betoltott szerepének vizsgdlata munkacsoportunk
kutatasi terletei kozott hagyomanyosan kiemelt helyen all. A fenti
hormonoknak az agyédéma kifejlodésében jatszott szerepének in vivo
vizsgalatara diffuzié-sulyozott mégneses rezonancids képalkotast (DWI) és
Ty-viztartalom map-eket hasznaltunk. DiffGzié-sdlyozott MRil-vel
meghatérozhaté a vizsgdlt szovet apparens diffuziés koefficiense (ADC),
melynek valtozasa az extra- és intracellulans .vizterek hdnyadosdban
bekdvetkez6 valtozasokkal aranyos. Patkanyoknak intrace-
rebroventrikuldrisan (icv.) adott fiziolégias séoldat ilietve AVP hatdsara nem

12
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tortént véltozds az ADC-ben, mig icv. adott ANP az ADC gyors emelkedését
véltotta ki, jelezve az extracelluldris tér ardnyanak novekedését. Az icv.
injekciét kovetd hypoozmotikus vizterhelés és az annak kdvetkezményeként
kifejlodd sziszteméds hyponatremia az ADC gyors esését valtotta ki
mindhdrom kisérleti csoportban, jelezve az intracelluldris kompartment
ndvekedését. A hyponatremia kezdeti periddusdban az ANP képes volt
mérsékelni az intracellularis tér ndvekedését, ez a hatds azonban révid
tdvinak bizonyult és a masfél oras vizterheléses protokoll végén nem volt
kaldnbség az icv. fiziolégids sdoldattal illetve ANP-vel kezelt llatok agydnak
ADC-je kozott. Az icv. AVP-vel kezelt csoport agyadnak ADC-je a
hyponatremias protokoll kezdetén nem mutatott kiiénbséget az icv. séval
kezelt 4llatokéhoz viszonyitva, azonban a hyponatremia progresszidjaval az
ADC csokkenése szignifikdnsan nagyobb volt az AVP csoportban, jelezve a
nagyobb mértéki intracellularis vizfelhalmozddast ebben a csoportban. A T:-
vizmap-ek haszndlata lehetvé tette az agyi szdveti viztartalom él3ben
torténé meghatarozasat a kiséreti protokoll kezdetén és végén. Mindh&rom
kisérleti csoportban emelkedett szdveti viztartalom volt mérhetd, szignifikan-
san magasabb ériékekkel az icv. AVP kezelt csoportban az icv. séoldattal
kezelt csoporttal Gsszehasonlitva, megerSsitve munkacsoportunk korabbi
eredményeit.

A fenti tanuimanyokban alkaimazott multikompartment- T3, diffizié sulyozott
MRI és Ti-vizmap technolégidk kombinacidja lehetdvé teszi az agyszdvet
viztartaimanak és annak az egyes szdveti vizkompartmentek kdzotti
eloszldsanak éI6ben torténd vizsgalatat. EbbGl  kovetkezBen ezen
technologidk fontos szerepet jatszanak a k0I6nbdz8 neuropatholégiai
dllapotokhoz térsulé agyddéma elleni gyégyszerek kifejlesztésében és ezek
. hatdsanak tesztelésében, mind allatkisérietes mind terdpias szinten.

Az aquaporin-4 (AQP4) molekularis membrén vizcsatoma
immunoreaktivitdisdban és lokalizaciéjdban szisztémds hypoantremia
hatdsdra bekovetkezG valtozasok felvetik az agyban jelenlévd AQP4
vizcsatoma modifikaciéjanak lehetGségét, mely potencidlis védekezl
mechanizmusként  funkcionalhat az intracellulans  vizfelhalmozddas

megel6zésében. Ezen megfigyelds, valamint kozelmiltban publikalt
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tanulmanyok eredményei, melyekben kimutattdk az aqp4 gén deléciéjénak az
agybdéma kifejiddése elleni protektiv hatdsat és hogy az AQP4 foszforilicidja
csokkenti a fehérje vizateresztd képességét, az AQP4 membrén vizcsatomat
az intracellularis vizfelhalmozédas és agyddéma kialakulasa elleni phar-
makologiai beavatkozas potencidlis célpontjava teszi.

Az aquaporin-9 (AQP9) vizcsatoma mRNS-ének agyban vald
expresszalédasat patkdnyban a kdzelmultban tébb laboratérium is kézélte. A
fehérje lokalizaciéjara poliklondlis antitesteket fejlesztettink ki. Az AQP9
fehérjét, mas szervek mellett, az agykamrékat béleld ependymasejtekben és
a medio-bazdlis hypothalamus tanycytaiban lokalizaltuk, immunoblottingal és
immunhisztokémiai modszerekkel. Az AQP9 fenti lokalizaciéjanak élettani je-

lentGségének tisztdzasara tovabbi tanuimédnyokat terveziink elvégezni.
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