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Bevezetés
Az agyvizeny0 - a kdzponti idegrendszer szoveteiben torténd gyors €s koros
folyadékfelszaporodas - az egyik legnagyobb kihivas a neurointenziv ellatas
szdmara. A hirtelen felhalmoz6do szoveti folyadék az agy térfogatanak
taguldsat eredményezi, amely a zart koponyatiron beliil megemelkedett
nyomashoz vezet. A kozvetlen szovetkdrosito hatasan tul, a magas
koponyaliri nyomas ellentétesen hat az agyi artéridk nyomdsaval, igy
akadalyozza az agyi perfzidt, tovabb rontja a szovet tulélési esélyeit. Egyes
estekben az agyérhalozat 6nszabalyozo folyamata is zavart szenved, igy az
agy vérellatasa képtelen igazodni a vérnyomads ingadozashoz, mely 1)
szoveti vérboséget eldidézve tovabb emelheti a koponyaliri nyomast, illetve
2) alacsony vérnyomas eseten elégtelen szoveti perfuziot okozhat.
A kialakulés sejt szintli folyamata alapjan citotoxikus és vazogén 6démat
kiilonithetilink el: az el6bbi az agysejtek duzzadasat jelenti, mig az utobbi a
vér-agy gat elégtelensége miatt jon 1étre. Bar egyik 6déma tipus sem
jelentkezik 6nalloan, mégis az egyes korfolyamatokban az egyik tipus
dominal a masik felett: citotoxikus sejtduzzadas — féleg asztrocita duzzadas -
figyelhetdé meg zart koponyasériilés szubakut szakaszaban, agyi iszkémiaban
mig vazogén 6déma az uralkodo a primer agytumorokban, gyulladasos
idegrendszeri betegségekben (meningitis, encephalitis, agytajog, tumefaktiv
sclerosis multiplex).
A korfolyamatnak megfeleléen az agyddéma kezelési modszerei jelenleg a
kovetkezokre korlatozodnak: koponyatiri nyomascsokkentés a) agyviz
csapolassal kamradrénen keresztiil, b) hypertonias oldatok adésa a szovet-
vizeny0 kivonasara, ¢) dekompressziv craniotomia mely teret enged az

agyszovet tagulasanak, tovabba bizonyos esetekben: d) hyperventillacio,



mely a kitdgult agyi ereket konstrikcidoba hozza, illetve ) steroidok adasa a
vér-agy gat helyreallitasara. Az eddigi klinikai tapasztalat szerint ezek a
modszerek sokszor elégtelennek bizonyultak a hatékonyabb kezelési
lehetdségek kidolgozasahoz, ezért az elmult években az agyddéma tovabbi
részfolyamatai illetve molekularis szintli mechanizmusait vizsgaltak .

Az agyodéma kilalakulasdban bizonyitottan fontos szerepet jatszanak az
ugynevezett aquaporin (AQP) vizesatornak, melyek nagyban eldsegitik a viz
sejtmembranon keresztiil torténd atjutasat. Az aquaporinok 4-es altipusa
érdekes modon a vér-agy gatban illetve agyviz-agyszovetet hatarold
asztrocita talpakban fejezddik ki, ez alapjan feltételeztek, hogy fontos
szerepe van az agyba illetve az agybol torténd vizaramlas szabalyozasaban.
Ennek megerdsitésére az aquaporin-4 hidnyos transzgenikus egerekben
megfigyelték, hogy a citotoxikus agyddéma kialakuldsa iddben elhuzodik, az
asztrocita talpak duzzadésa csokken és ezzel parhuzamosan jobb az allatok
tulélése. Vazogén 6démaban az aquaporin 4 hianya az 6déma felszivodas
elhuzodasa miatt sulyosbitotta az agyvizeny6t és ezaltal rontotta a halalozasi
aranyt.

Az asztrocitdk talpnytlvanyait, illetve sejttestjeit az ugynevezett
réskapcsolatok (gap junction-ok) kdétik Ossze, ezaltal a teljes idegrendszert
atjaro halozatta kapcsoljak 6ket 6ssze. Ezen réskapcsolatok atjarhatdsagat a
connexin 43 fehérjeegységek foszforilaltsdgi foka hatarozza meg, amely
szoros szabalyozas alatt all. Bar az agyddéma folyamataban eddig még nem
vizsgaltak a réskapcsolatok szerepét, passziv molekula ateresztd képességiik

miatt fontos szerepet tolthetnek be ebben a korfolyamatban.



Célkitiizések
A citotoxikus agyvizenydnek néhany fontos kovetkezményét az eddigi
klinikai gyakorlat nem kovette szoros figyelemmel. Ide tartozik 1) a sejtkozti
allomany 6sszehtizodéasa, mely kapcsan a neurotranszmitterek, jelzé
molekulak, gydgyszerek és akar virus vektorok illetve DNS-lipid komplexek
mozgasa akadalyozott. 2) Az agyi kapillarisokat hatarol6 asztrocita talpak
duzzadésa 6sszenyomja a mikroerek lumenet, ezaltal rontja az agy
mikrokeringését. Els6 célkitlizéseink voltak, hogy az aquaporin 4 szerepét
vizsgaljuk ebben a két folyamatban transzgenikus egérmodell
felhasznalasaval.
Az agyvizenydben szenvedd betegek kezelésre adott valasza és ennek
megfelelden a klinikai torténete nagyon valtozatos. Felmertilt a kérdés hogy
vajon az aquaporin 4 molekuldk mutacioja eredményezhet-e kiilonbségeket
az agyvizenyO kialakuldsdban? A valaszt keresve megmértiik human
kohortbol kisziirt AQP4 csatorna varidnsok vizateresztd képességét
szOvettenyészet modellben.
Végiil feltételeztiik, hogy a réskapcsolatoknak szerepiik lehet az asztrocitak
kozotti vizatdramlas eldsegitésében, az alapjan, hogy 1 kDa alatti
részecskéket készséggel ateresztenek, ideértve a vizet is. Ennek felderitésére
megvizsgaltuk a réskapcsolatok szerepét az epilepszias rohamot kdvetd

asztrocita duzzadas kialakulasaban.



Eredmények

Az AQP4 miikodés elosegiti az agyodémaban megfigyelt sejtkozti
diffaziocsokkenést

Uj mikrooptikai modszert fejlesztettiink ki a sejtkozti térben torténd diffuzio
mérésére, mellyel az agy mélyebb strukturai is hozzaférhetdvé valnak. A
modszert a citotoxikus agyddéma egyik jol kiprébalt kisérletes rendszerében
a vizintoxikacidés modellben alkalmaztunk. A vizintoxikacot kovetd 10.
percben a sejtkozti diffuzié mintegy 12-szeresével csokken az agykéreg
melyebb rétegeiben, 0sszhangban a korabbi agykéreg felszinén végzett
mérésekkel. Az AQP4 deficiens egerek agykérgében azonban ugyanebben

az idépontban nem figyeltiink meg szignifikans diffuzidcsokkenést.

Az AQP4 miikodés elosegiti az agyodémaban megfigyelheto
mikrokapillaris kompressziot. Elektronmikroszkopos felvételeken végzett
méréseink szerint a fokalis sériilés penumbrajaban az AQP4 vizcsatorndban
gazdag perivaszkuléris astrocyta nyulvanyok 1) korabbi citotoxikus
modellben latottaknak megfelelden szignifikansan megduzzadnak és 2) az
altaluk korbeodlelt kapillarisokat 6sszenyomjak —“mikrovaszkularis
kompresszi0”. Ezzel ellentétben az AQP4 hidnyos egerekben a vad tipushoz
képest szignifikansan csokkent az asztrocita duzzadas (40+5 um® és 29+2
um® a vad illetve az AQP4 hianyos egerekben) és a kapillaris kompresszio is

(kapillaris iireg teriilet: 13 + 2 pm® verzus 22 £ 3 um?, n=11, p < 0.05).



Az AQP4 gén egyes mutacioi megvaltoztatjak a csatorna vizatereszto
képességét.

Az AQP4 gén gyakori (6nkéntesekbdl allo kohortunkban 1-2%-0s
prevalencia) variansait kifejez6 sejtvonalakat generaltunk, és a “stopped-
flow” optikai eljaras segitseégével megmértiik a sejtekbdl keészitett
szuszpenzid vizateresztd képességét. Eredményeink szerint a [128T, D184E,
1205L és M224T mutansok relativ vizateresztd képessége szignifikansan
kevesebb volt, rendre 48.3% £+ 11.5%, 36.3% =+ 8.1%, 25.6% =+ 5.8%, és
31% =+ 5.6%-al a vad tipusu kontrollokhoz képest (p<0.001). Az M278-as
varians vizateresztd képesseége azonban 138.1 + 9.0%-al magasabb volt a
kontrollnal (p<0.001). Sejtfelszini biotinilacids vizsgalataink szerint ez
utobbi varians felszini kifejezédése szignifikansan nagyobb, mint a vad
tipusu AQP4-¢, mely megmagyarazhatja a fokozott vizateresztd képességet
(az M278-as mutans esetén nagyobb szdmban volt jelen funkcioképes

vizcsatorna).

A connexin 43 réskapcsolat bezarodasa elosegiti citotoxikus sejt
duzzadast epilepszias rohamot kdvetéen.

Megmutattuk, hogy az epilepszia roham kovetkeztében kialakul6 astrocyta
duzzadéssal parhuzamosan a réskapcsolat connexin 43 egységeinek
foszforilacios ratdja csokken: 3 6raval a gorcs indukcidt kovetden mintegy
50%-os foszforilacids rata csokkenést figyeltiink meg parhuzamosan a 471%
+ 104-o0s glia duzzadassal a fizioldgids so6oldattal kezelt kontrollhoz képest
(100%). Ez a parhuzam 24 oraval a gorcskeltést kovetden is megfigyelhetd
volt, a ~10%-0s connexin 43 foszforilacios rata csokkenés mellett 392% +
71-os glia duzzadas maradt fenn. Az NMDA antagonista MK-801 eldkezelés

szignifikdnsan csokkentette a gércsok kovetkeztében kialakult glia duzzadést



(3 orandl illetve 24 6ranal rendre 292% =+ 59 és 129% + 45-os glia duzzadas
volt mérhetd) ezzel parhuzamosan a connexin 43 egységek foszforilacios

rataja a kontrollokétol nem kiilonb6zott szignifikdnsan.

Diszkusszio
A jelen munka tovabb szélesiti a citotoxikus agyddéma kialakulasaval
kapcsolatos ismereteinket. Transzgenikus egérmodell segitségével
bemutatja, hogy a citotoxikus agyddéma korabban megfigyelt két
kovetkezménye: az extracellularis tér 0sszehuzddasa illetve a mikro
kapillarisok 0sszeesése az AQP4 fiiggd citotoxikus sejtduzzadas kapcsan jon
létre. Tovabb vizsgélva ennek a sejtduzzadasnak a folyamatat, megmutattuk
hogy az AQP4 vizcsatorna gyakori mutacidi (prevalencia: ~1-2%)
megvaltoztatjak a csatorna vizateresztd képességét. Ebbdl kovetkeztethetiink
arra, hogy az ilyen mutéciokat hordozo6 betegeknél az agyodéma klinikai
lefolyasa eltérd, ezéltal kiilonféle ellatast kovetel. Végiil megmutatjuk, hogy
az epilepszids roham kapcsan 1étrejovo citotoxikus agyodémaval
parhuzamosan az asztrocitak kozotti réskapcsolatok connexin 43 egységei
defoszforilalodnak, mely — korabbi ismeretek szerint - a réskapcsolat

bezarddasat eredményezi.

A sejtkdzti diffuzio lassulasa citotoxikus agyodémaban jelentds
kovetkezményekkel jar az agyszovet mitkodésére: gatolja a
neurotranszmitterek, ionok, gyogyszerek, és vektorok (virusok, DNS-lipid
keresztiil csokkenti a gorcskiiszobot is. Az altalunk kifejlesztett mikro

optikai modszerrel elsoként kovethettiik biologiailag relevans

crer



eredményekkel 6sszhangban kozel 12-szeres diffuzidlassulést figyeltiink
meg 10 perccel a viz intoxikaciot kovetden, mig az AQP4 hianyos
egerekben nem volt észlelhetd diffuzidcsokkenés. Eredményeink szerint
citotoxikus agyodémaban az agyszoveti diffuziocsokkenés az AQP4
dependens sejtduzzadas okan jon létre, ezzel tovabb hangsulyozzuk

ezen vizcsatorna szerepet az agyodéma mechanizmusaban.

Citotoxikus agyddémaban a mikrokapillarisok szintjén megfigyelhetd
redézddest illetve érkaliber csokkenést —“mikrokapillaris kompresszio™-
korabbi munkak igazoltak. Jelen dolgozatban elektronmikroszkopos
felvételeken bemutatjuk, hogy ezek a folyamatok ugyancsak az AQP4 fiiggd
sejtduzzadas kapcsan alakulnak ki. Az AQP4 miikodése a sejtkozti
diffuzio-csokkenés illetve a mikrokapillaris kompresszio elésegitésével
feltehetéen az agyi metabolizmus karosodasahoz jarul hozza citotoxikus

agyodémaban.

Tobb klinikai tanulmany hivja fel a figyelmet a koponyasériilt illetve
malignus infarctust (proximalis verdérszakasz elzarddast) szenvedd
betegeknél lathato eltérd klinikai lefolyasra, és feltételezik az AQP4
variansainak hozzajarulasat a folyamathoz. Jelen eredményeink szerint tobb
AQP4 varians 1étezik a populdcidoban, melyek megvaltoztatjak a csatorna
vizatereszt0 képességét. Figyelembe véve ezen variansok jelentés, 1-2%-
os gyakorisagat, nagyobb hangsulyt kivan ezen variansok azonositasa
és, hogy a lehetséges hatasuk a betegellatas soran is mérlegelésre
keriiljon. Ismert ugyanis, hogy a citotoxikus sejtduzzadast az AQP4
mikddést elosegitd — fokozott vizateresztd képesseég eldsegiti az 6déma

folyamatat - mig vazogén 6déméban az AQP4 megkdnnyiti az extracellularis



vizenyO kiiiritését az agyszovetbdl — emelkedett vizateresztd képesség

csokkenti az 6démat.

Az AQP4 miikodés mellett megvizsgaltuk a sejteket 6sszekotd
réskapcsolatok szerepét az asztrocita duzzadas kialakulédsaban. Az
asztrocitakra specifikus connexin 43 az egyetlen eddig ismert réskapcsolat
fehérje, mely az asztrocitdkat halozatta kapcsolja 6ssze, tehat feltehetéen
fontos szerepe van sejtek kozti viz- és iondtaramlas eldsegitésében. Ennek a
réskapcsolatnak az atjarhatosaga (igy vizateresztd képessége is) a connexin
43 fehérjeegységeinek foszforilacioja altal szabalyozodik: defoszforilacio
zarja, foszforilacio nyitja a réskapcsolatot. Eredményeink szerint a
gorcsfolyamat alatt kialakulo citotoxikus sejtduzzadaskor (6démakor) a
sejtkozti réskapcsolatok emelkedett aranyban zarodnak, mely altal
asztrocitak szigetelnek el. igy az AQP4 miikodés mellett a sejtkozti
kapcsolatok bezarddasa is elosegiti a citotoxikus 6démat, mert igy a
szomszédos asztrocitakon sem tudjak a sejtduzzadast ion/viz atvitelével

kompenzalni.

Ezek az eredmények a kovetkezd 0y lehetdségeket vetik fel az 6déma
kezelésében: 1) az AQP4 variansok azonositasat, 2) a réskapcsolatok
miitkodésének modulalasat, 3) agyddémaban kis molekula méretii
gyogyszerek/vektorok hasznalatat, 4) mesterséges oxigén hordozok

fejlesztését/hasznalatat.
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