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Bevezetés

A stroke vilagszerte kozel 94 millio embert érint, ezaltal a masodik
vezetd haldlok, valamint a harmadik leggyakoribb haldlhoz és
rokkantsaghoz egyiittesen hozzajarulo betegség. Globalis incidenciaja
1990 ota 70%-kal emelkedett, a betegség kovetkezményeként a
mortalitds és rokkantsag pedig megduplazodott. A stroke betegek akut
terapidja, illetve a rehabilitacio jelentOs anyagi és tarsadalmi terhelést
okoznak, amely hangstilyozza a hatékonyabb terapiak kifejlesztésének

fontossagat.

A stroke akut, fokalis neurologiai deficitként definialhato, melyet az
agyl keringés zavara okoz. Az esetek mintegy 87%-a iszkémids
eredetll. Akut iszkémias stroke (AIS) sordn egy agyi artéria elzarodésa
miatt hirtelen megsziinik a vérellatas, megfosztva az agyszovetet az
oxigéntdl és glikoztol. A Na'/K*-ATPaz miikodésének zavara a
transzmembran ionkonduktancia megbomlasahoz vezet, és olyan
koros kaszkadokat indit el, amelyek végiil sejthalalhoz vezetnek. Az
g/perc ala csokken, irreverzibilis karosodas kovetkezik be. A magot
Ovez6 penumbra egy hipoperfundalt, de potencialisan megmenthetd
zona, ahol a véraramlas 20—40 ml/100 g/perc kézott van. Az elhtizodo
iszkémia soran a mag régi6 a penumbra karara fokozatosan névekszik,
igy a gyors reperfuzid a stroke terapiak elsddleges célja. Gyakran
azonban sikeres rekanalizacio ellenére is ndvekszik az agyi
infarktusok térfogata, amelyet a jelen stroke kutatas egyik fokuszat

képezi. Ennek ellenére a késoi karosodast megcélzd neuroprotektiv



szerek koziil sem jutott el a preklinikai sikert6l a klinikai alkalmazasig

az elmult 30 évben.

Az  iszkémias 1ézi6 ndvekedését szekunder pathologids
mechanizmusok gyorsitjak. A terjedd depolarizacié (SD) a neuronok
¢s gliasejtek csaknem teljes, 2—6 mm/perc sebességgel hulldmszeriien
terjedd depolarizacidja. Az SD-k extrém metabolikus terhet ronak a
szOovetre és az agyi aramlasra is hatast gyakorolnak. Egészséges
szOvetben 4tmeneti hiperémiat idéznek eld, amely gyorsitja a
repolarizaciot, azonban az iszkémids, metabolikusan sériilt
agykéregben hosszan tarté hipoperfuzidt, ugynevezett terjedd
iszkémiat okoznak. A véraramlés tovabbi csokkenése felgyorsitja a
penumbra magga alakulasat. Az SD-k ezen feliil a depolarizalt sejtek
citotoxikus duzzadasat is okozzak, amely az akut iszkémias stroke

kovetkezményeként kialakuld agyddéma elso 1épése.

Az agyddéma jelentdsen rontja a betegség prognozisat. Jelenlegi
kezelési lehet6ségei tobbnyire reaktivak és a késoi, térfoglald 6démat
célozzak, annak ellenére, hogy a citotoxikus 6déma a legkorabbi
esemény ¢s meghatarozd szerepet jatszik a késobbi fazisok
létrejottében. A citotoxikus 6déma perceken beliil kialakul az
iszkémiat kovetden az ionegyensuly megbomlasa, a sejtekbe torténd
Na*-bearamlas és a vizfelvétel kovetkeztében. A vazogén 6déma 2-3
nappal késébb tetdzik, miutan a vér—agy gat progressziv karosodasa
lehetévé teszi a folyadék kilépését az intravaszkuléris térbol az

extracellularis térbe.



Az asztrocitak kozponti szerepet jatszanak az 6démaképzddésben a
végtalpaikon elhelyezkedé aquaporin-4 (AQP4) csatornak miatt,
melyek a kozponti idegrendszer elsédleges vizcsatornai. Az AQP4
nagy szamban, polarizaltan helyezkedik el a végtalpakon, ahol
hozzajarul az agyi folyadékhomeosztazis fenntartasdhoz. Korabbi
kisérletekben az AQP4 génkiiités iszkémiat kovetden ~35%-kal
csokkentette az agyduzzadast, igy igazolva a csatorna citotoxikus
O0démaban betoltott koézponti szerepét. Az AQP4 expresszidja
bifazisos médon ndvekszik stroke utan, sejtfelszini eloszlasa pedig
egy kalmodulin (CaM) altal szabalyozott jeluton keresztiil valtozik
meg. Bar az AQP4 eldsegiti a karos vizbearamlast az 6démaképzodés
soran, az 6déma felszivodasahoz is hozzajarul, amely a csatorna direkt

gatlasat kedvezdtlen célpontta teszi.
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1. dbra. Az agyddéma kialakulasa masodpercekkel az iszkémids inzultust kovetden
megkezdddik, a térfoglald hatassal is rendelkez6 vazogén 6déma pedig a sériilés utani 2—
3. napon cstcsosodik ki. Ezzel parhuzamosan az iszkémia bifazisos modon fokozza az
aquaporin-4 (AQP4) vizcsatorna expressziojat.

Ezen tények fényében az AQP4 transzlokacidjanak befolyasolésa - a
csatorna miikodésének gatlasa helyett - igéretes terapias célpont lehet.
A trifluoperazin (TFP) egy kalmodulin kindz enzim-gatlo vegyiilet,
amely megakadalyozza az AQP4 membranba torténd kihelyezddését.

Korabbi kutatasok alapjan a TFP csokkenti az 6démat és a sériilés



nagysagat gerincvelében és a  fokalis kortikalis  stroke
allatmodelljeiben, mely alapjan az AQP4 transzlokacié modulélésa 1;

terapias célpont lehet az AIS miatti agyodéma megelozésében.
Hipotézis és célkitiizések:

A terjedd depolarizacidk ismerten az asztrocitak citotoxikus 6démajat
okozzak, ami tovabbi depolarizaciok kialakulasahoz,
asztrocita-diszfunkciohoz és a karosodas elérehaladasahoz vezet.
Mivel iszkémias karosodast kdvetden a sejtekbe torténd vizbeadramlas
elsdsorban az AQP4 csatornakon keresztiil valosul meg, célunk az
AQP4 csatornak elhelyezkedésének befolyasolasa volt a CaM altal
szabalyozott jelatviteli ut gatlasaval. Célkitlizéseink az alabbiak

voltak:

1. Az asztrocita Ca®*-dinamika jellemzése terjedé depolarizaciok

soran.

2. A Ca*-fiiggé CaM jelatvitel farmakoldgiai gatlasa és funkciondlis

kovetkezményeinek értékelése.

Az adatértékelés soran egy paradox, nemlinedris kapcsolatot
figyeltiink meg az infarktusméret és a neuroldgiai deficit kdzott, igy

egy tovabbi, harmadik célkitlizést fogalmaztunk meg:

1. Alézidméret és a neurologiai deficit kozotti kapcsolat jellemzése.



Anyagok és modszerek

Kisérleteink soran him, C57BL/6 egereket hasznaltunk (2 - 4.5
hoénapos, 26,83+3,91¢g). Az altatast izoflurannal tartottuk fenn
02:N20 (1:2) keverékben (4% indukcio, 0,5-1,5% fenntartas).

Asztrocita Ca**-képalkotas és SD-indukcio

A jobb parietalis kéreg felett 3 mm atmérdjii craniotomiat készitettiink.
Az intracellularis Ca**-ot Fluo-4 AM jelzéfestékkel, az asztrocitakat
sulforhodamine-101-gyel jeloltiik és a koponyaablakot fedélemezzel
zartuk. Egy masodik, caudalisabb ablakban az SD-k 1-3 uL 1 M KClI

oldat topicalis alkalmazasaval valtottuk ki.

A kétfoton-mikroszkopos képalkotast 55-85um mélységben
végeztik (FEMTO 3D Dual mikroszkop; 810 nm gerjesztés). Az
SD-ket 15-20 percenként valtottuk ki. A depolarizaciot a terjedd

Ca?-hullamok és a jellegzetes arteriola-atméro valtozasok igazoltak.
SD-érzékenység vizsgalata

Nem-iszkémias egerek intakt koponydjdn (n=18) SD
indukcidhoz és a mérésekhez két kraniotomiat készitettiink. A
véraramlast 1ézer-Doppler aramldsméréssel monitoroztuk, a
helyi mezdpotencial valtozasait Ag/AgCl elektrédakkal
rogzitettiik. Alapvonal felvétele utan a kezelt 4llatok (n=38)
20 uM TFP-t kaptak topikalisan, a kontrollok (n = 10) olddszert.
Az SD-ket 1 M KCl-lel valtottuk ki 15 percenként, 120 percig.



Tranziens arteria cerebri media okkluzio

A bal oldali a. cerebri media intraluminalis elzarasaval 60 perces
iszkémias stroke-ot idéztiink el6 (n=69). A sikeres okkluziot az agyi
véraramlas <20%-ra csOkkenése igazolta. A filement eltdvolitasat

teljes reperfuzid, majd 72 oras talélési idészak kovette.
Posztoperativ ellatas és kezelés

Az allatok fajdalomcsillapitashoz karprofent kaptak (5mg/kg, 12
oranként), folyadékszupplementéacidhoz gliikkdz-s6 és Duphalyte-so
oldatot, valamint pépesitett taplalékot. Két TFP-kezelési protokollt
teszteltiink: 1 mg/kg reperfuzidkor, 24 oOranként frissité dozissal
(n=14), illetve egyszeri 5mg/kg dozist reperfuzidkor (n=13). A
kontroll csoport sooldatot kapott (n=14).

Funkcionalis vizsgalatok és képalkotas

A neurologiai deficitet a Garcia Neuroscore Scale-el (GNS) mértiik fel
24-72 ora elteltével. A neurovaszkularis csatolast
bajuszparna-ingerléssel és a kivaltott aramlasi valaszok mérésével
vizsgaltuk (n=19). 72 éra talélés utan MRI és SPECT képalkotas
kovetkezett (n=21) a 1ézido- ¢és hemispheridlis térfogatok

megitéléséhez.
Eredmények

Az SD Ca’ hullimat az asztrocitak Ca®" oszcillacioi kovetik
A terjed6 depolarizaciok sikeres kivaltasat az asztrocitak jellegzetes
terjedési sebességli Ca?"-hullamai igazoltak (77,5+25,2 pm/s). A

Ca?-hullamot kdvetden ugyanabban az asztrocita-haldzatban nem-



szinkronizalt ~ Ca®*"-oszcillaciok  jelentek  meg,  atlagosan
183,64+89,21s késéssel. Ezek az oszcillaciok 0,66+0,32
esemény/perc/sejt  frekvenciaval fordultak eld, ami kozel
haromszorosa a spontin megfigyelhet6 Ca®"  aktivitdsnak
(0,19+£0,032 esemény/perc/sejt). Az oszcillaciok véletlenszeriiek,
ismétlddok voltak, nem mutattak idObeli rendezettséget a sejtek
kozott, fluoreszeens jelerdsségiik szignifikansan kisebb volt, mint az
Oket megel6z6 Ca**-hullamé (54,02 22,65 vs. 98,06 24,35 AF/F).

A TFP fokozza az SD-hez kapcsolodé véraramlasi valaszt nem-
iszkémias agykéregben

Ezt kovetéen a CaM-gatld TFP hatasat vizsgaltuk az SD-re €s a hozza
tarsuld vaszkularis valaszokra. A TFP csokkentette a KCl altal
kivaltott SD-k frekvenciajat és amplitadojat (12,96 +7,05 vs.
18,88 £2,64 mV; TFP vs. kontroll), bar a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak. A TFP nem befolyasolta az els6 SD-vel jar6 aramlasi
valaszt (118,9 £22,7 vs. 112,7+ 23,5 %; TFP vs. kontroll), ismétl6do
SD-k soran azonban a hiperémias valaszok mértéke meghaladta a
kiindulasi értéket (122,6 = 23,5 %), mig a kontroll csoportban az alatt
maradt (93,6+26,7%). A kiilonbséget a gorbe alatti teriilet
reprezentalja (9419 £2173 vs. 5444 £+ 1828 %xs; TFP vs. kontroll).

Az iszkémias 16zi6 kialakuldsdnak igazoldsa a. cerebri media
okkluziot kovetden

A sikeres a. cerebri media elzarast 1ézer-Doppler aramlasméréssel
ellendriztik, az iszkémids magra jellemz6 aramlasi értékek
kimutatasaval (13,11 £6,00% vs. kiindulasi 100%). A 72 oraval



késdbb végzett MRI igazolta a 1€zi6 kialakulasat; a 1ézidtérfogatok
(LV) 17-130 mm® kozott valtoztak, ami a hemispherium 7,31—
54,17 %-anak  felelt meg (HLV%: 35,71+12,06%). A
T2-hiperintenziv teriiletek a diffuziogatolt régiokkal atfedtek
(5,01 +£0,32x10* vs. 7,89+0,60x10*mm?s; 1ézid6 vs. ¢ép

hemispherium).

A progressziv agyodéma befolyasolja a 1ézioméret megitélését

Az agyi 6déma jelentdsen ndvelte az MRI felvételeken a 16zi6 méretét.
Az iszkémias hemispherium 17,32 + 12,39 %-kal ndvekedett (%HSE),
¢s a duzzadas mértéke Osszefiiggést mutatott az 1éziotérfogat
novekedésével (R=0.705, p=0.003). A pontos infarktusméret
meghatarozasahoz 6démakorrekciot alkalmaztunk (87,1 +30,6 mm?

vs. 44,4 + 23,6 mm?; korrekcid el6tt vs. utan).

A lézidtérfogat és a neuroldgiai deficit nem mutat 6sszefiiggést

A szenzomotoros funkcidt GNS-pontszammal értékeltilk. Sem az
eredeti, sem a korrigalt 1éziotérfogatok nem muattak Osszefiiggést a
GNS-szel az MRI idépontjdban (R=0.0581, p=0.837; R=0.167,
p=0.552). A korrigalt 1ézidoméret nem mutatott kapcsolatot a
GNS-szel 24 (R=0.170, p=0.545), 48 (R =0.0808, p=0.775) vagy
72 oranal sem (R=0.058, p=0.837). Ezzel szemben a 24 6ras GNS
elérejelezte a 72 6rdas GNS pontszamot (R=0.748, p=0.0013).
Paradox kapcsolat a 1ézioméret és a neurologiai karosodas kozott
A 15 egérbdl harom paradox mintazatot mutatott: kis 1€zi6 mellett
(14,64 £ 6,25 mm3 vs. 51,79 = 19,96 mm?) sulyos neurolédgiai deficitet
(GNS 72h: 9£2 vs. 11£2). Bar 12/15 egérnél a 1ézioméret—GNS



0sszhangban volt, a korrelacio a 3. napra gyengiilt (R =0,146, p=0,61
vs. R=0,485, p=0,110 24 h-nal). Az atipikus esetek kizarasa nem
erdsitette a korrelaciot (R=0.298, p=0.92). Az agyddéma mértéke
sem korrelalt a GNS-szel (R =0.235, p=0.398), igy sem a [ézioméret,

sem az 6déma 6nmagaban nem magyarazza a funkcionalis statuszt.

A TFP kezelés csokkenti a 1ézioméretet

Az MRI minden csoportban kérgi és striatalis infarktust igazolt. Csak
a nagyobb, egyszeri TFP doézis csokkentette szignifikansan a
lézidoméretet (52,51 + 15,56 vs. 31,98 £14,46 vs. 20,51 £ 15,61 mm3;
kontroll vs. TFP1 vs. TFPS5). A kisebb 1éziok ellenére a hemispherialis
0déma hasonlé mértékii volt a csoportok kozott (20,91 £ 14,91 % vs.
25,35+5,74 % vs. 21,07 £ 6,33 %).

A SPECT-vizsgalat a stroke altal érintett teriileten fokozott
DTPA-felvételt mutatott, de nem volt szignifikans kiilonbség sem a
halmozas mértékében (558,00 £ 185,78 % vs. 820,86 £285,66 % vs.
632,33 +247,14%; p=0.126), sem teriiletében (75,74 +£25,16 vs.
82,14+ 17,95 vs. 78,59 + 18,81 mm?; p = 0.846).

A TFP javitja a neurovaszkularis csatoliast és a functionalis
kimenetelt

A bajuszparna ingerlésre adott funkcionalis hiperémia jelentésen
csokkent az iszkémias teriileteken (4,01 £3,77% vs. 22,39 £9,48%).
A TFP szignifikansan javitotta a hiperémiat (20,65+8,80% ¢s
19,49 +11,93% TFP1 és TFP5 esetén), valamint a kezelt allatok a 2.

¢és 3. napon is jobban teljesitettek a funkcionalis teszteken.



Osszefoglalas

Munkénk soran az iszkémias stroke-ot kovetd korai 6démaképzodés
korlatozasdnak hatasat vizsgaltuk az infarktus méretére és a
szenzorimotoros kimenetelre. Ehhez egy asztrocitdkban miikodo,
Ca*-fligg0 jelatviteli utvonalat céloztunk meg, amely az AQP4 - az
agy f6 vizcsatornaja - intracellularis transzportjat szabalyozza.

A vizsgalat els6 fazisaban az altatott egér szomatoszenzoros kérgében
tanulmanyoztuk az SD-hez tarsuld asztrocita Ca>" valtozasokat. Az
SD-t kiséro tranziens Ca?*-emelkedések megerésitése mellett elsoként
mutattuk be in vivo a kés6i asztrocita Ca**-oszcillaciok jelenlétét. Az
oszcillaciok 2—4 perccel a Ca*-hullam utan jelentkeztek, nem
mutattak szinkronitast, és amplitidojuk is kisebb volt, mint az
SD-hullamé, ami eltér6 mechanizmusokra utal. Mig az SD-vel jaro
Ca?" hullam tobb, extracellularis bearamlédst is magaban foglald
utvonalra tamaszkodik, az oszcillaciok feltehetGen elsGsorban
intracellularis raktarakbol — endoplazmatikus reticulumbdl vagy
mitokondriumokbol — szarmaz6 Ca**-felszabadulasnak felelnek meg.
Az SD miatti Ca?>"-bearamlasban szerepet jatszé csatornak koziil a
TRPV4 kiemelt jelentdségli. A TRPV4 non-szelektiv kationcsatorna
magas Ca*"-vezetOképességgel bir, amely az asztrocita végtalpakon
funkciondlis komplexet alkot az AQP4-gyel. A TRPV4 és az AQP4
mukodése szorosan kapcsolt: egyikiik hianya a masik miikodészavarat
okozza. Tobbek kozt a TRPV4-en keresztiil bearamlo Ca?* stabilizalja
az AQP4 és a CaM kozotti kolesonhatast, elosegitve a CaM-fiiggd
AQP4-transzlokaciot a plazmamembranba. Mivel kisérleteink

igazoltadk azokat a dinamikus Ca?'-valtozasokat, amelyek ezt a



jelatviteli tvonalat aktivalhatjak, a kovetkezd 1épéseinkben ennek
farmakologiai modulalasat céloztuk meg.

A vizsgalat masodik fazisaban a trifluoperazin hatasat teszteltiik,
amely CaM-gatloként blokkolja az AQP4 transzlokaciojat.
Hipotézisiink szerint a TFP csokkenti az akut iszkémids fazisban
kialakul6 citotoxikus 6démat, lassitja az infarktus érését, és javitja a
neurologiai és cerebrovaszkularis kimenetelt. Az AQP4 szerepe stroke
soran kettds és fazisfiiggd: kezdetben fokozza a citotoxikus 6démat,
késdbb viszont a vazogén 6déma felszivodasaban jatszik szerepet, igy
a csatorna terapias gatldsa pontos id6zitést igényel. A TFP eziltal
igéretes terapias jelolt, mert az AQP4 lokalizaciojat képes modositani
anélkiil, hogy tart6san gatolna annak funkcigjat.

Varakozasainkkal ellentétben sem a bolus, sem az ismételt
TFP-kezelés nem csokkentette az agyddéma mértékét, azonban az
infarktus mérete csokkent és a neurologiai kimenetel javult, kiilondsen
a TFP-t egyszeri, emelt dozist adasakor. Feltételezésiink szerint a TFP
hatékonyan mérsékli a korai citotoxikus 6démat és a neuronalis
karosodast, azonban a harom nappal késobb végzett MRI elsdsorban
a késbi vazogén 6démat tiikkrozi, amelyre a TFP nincs hatassal. Ezt
tamasztjak ala SPECT eredményeink is, melyek nem igazoltak
kiilonbséget a vér-agy gat allapotaban. Mindezek ellenére a TFP
egyértelmli neuroprotektiv hatast fejtett ki: csokkentette az
1ézioméretet €s javitotta a funkcionalis kimenetelt.

A TFP javitotta a neurovaszkularis csatolast az iszkémids teriileten €s

s

kéregben. Az asztrocitak kulcsszereplok az SD-hez tarsuld vaszkularis



valaszok szabalyozasaban, azonban az SD miatti asztrocita duzzadas
milkddésiiket  ronthatja, valamint az  6démas  végtalpak
komprimalhatjak a mikrokeringés ereit. Az AQP4-transzlokacio
gatlasa, igy az 0©déma csokkenése enyhitheti a mechanikus
kompressziot, helyreéllitva a perfuziot. Alternativ magyarazatként a
TFP helyreallithatja a vazokonstriktiv és vazodilatator folyamatok
egyensulyat az asztrocitakban.

Az MRI vizsgéalatok soran kifejezett hemispherialis duzzanatot
¢észleltiink az a. cerebri media okkluziot koveté harmadik napon -
mind allatmodellekben, mind stroke-betegekben jol ismert a sikeres
recanalizaciot kovetden kialakulé térfoglald 6déma. Mivel az 6déma
lathatéan novelte a 1ézidtérfogatot, ddémakorrekciot alkalmaztunk az
infarktus méretének pontosabb megitéléséhez. Bar klinikailag a
jelentés 6déma gyakran tarsul rosszabb kimenetellel, vizsgalatunkban
az 6déma dnmagaban nem magyarazta a neurologiai deficitet.

A kifejezett 6déman thl infarktus mérete és a neurologiai karosodas
kozott diszkrepanciat fedeztiink fel, hiszen az infarktusméret nem
mutatott Osszefliggést a szenzorimotoros funciok allapotaval. A
klinikumban gyakran észlelhetok hasonl6 ellentmonasok, melyek a
stroke modellekben nagy variabilitas figyelhet6 meg az
infarktusméretben, ¢és a korai képalkotds prediktiv értéke
nagymeértékben fligg annak 1d6zitésétdl és az okkluzid hosszatol. Az
Osszefliggés hianyat az infarktus lokalizacidja, illetve a klinikai-DWI
mismatch jelenség is magyarazhatja, mikor progredial6 1ézidra utalo

sulyos tiinetek mellett csak kis sériilés igazolodik a képalkotassal. A



lézioméret és a funkcionalis deficit paradox kapcsolata ramutat a

megfeleld kutatasi végpontok megvalasztasanak fontossagara.
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