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[. INTRODUCTION:

1. Brain edema:

1.1. Brain edema - General:

Brain water homeostasis is imperative for the ndifionactioning central nervous system (CNS).
Brain edema involves abnormal water accumulatiorthe brain. According to the “Monro-
Kellie principle, the brain, cerebrospinal fluid RE) and the brain’s blood compartment are
encased within the bony cranium of the skull andtireely rigid dura. An increase in any of
these compartments comes at the “expense” of therotin the event of brain swelling, due to
brain edema, intracranial pressure (ICP) incredsédglly, the brain tries to counter-act this by
shifting of CSF and decreasing of the blood conmmpart. In case that the insult causing the
brain edema is so great, these compensatory maohsueventually fail and the ICP continues to
rise. This can lead to cerebral herniations, whtdy result in death. Brain edema may be
caused by a variety of pathologies. These includeke, brain tumors, traumatic brain injury,
systemic hyponatremia, hydrocephalus, infectiotts, e

Brain edema was originally classified into cellu{aytotoxic) and vasogenic subtypes, though
hydrocephalic and osmotic types of brain edemalksieknown.

Cellular brain edema is viewed in the event of amlyestroke and hyponatremia. The
intracellular (IC) compartment swells as water acalates within the cells. On the other hand,
in vasogenic brain edema, usually caused by braimots or brain abscesses, the extracellular
(EC) compartment swells. This occurs due to in@gasovement of plasma proteins and water
in to the EC space, permitted by a malfunctionihgpd brain barrier (BBB). In the clinical
practice however, more than one type or subtypdsaih edema can be present at a given time
in a given pathology.

1.2. Hyponatremic brain edema:

Hyponatremia is one of the most common electroligerders in hospitalized patients. During

acute hyponatremia, in response to the hyponatrstréss, more and more water shifts into the
intracellular space (IC). This causes cellular beakedema, which manifests the most important
symptoms of this pathology. The ambiguous naturacote hyponatremia and its inappropriate
correction can result in life threatening condison

2. The brain’s response to hyponatremic challenge:

The initial response of brain cells to hypo-osmatiess is swelling which is directed by water
diffusion across cell membranes according to threentration gradient. This in turn, is followed
by a complex process aiming to restore the cellsh&r original volume regardless of the
ongoing hypo-osmotic conditions. This process svkm as regulatory volume decrease (RVD).

2.1. Regqulatory volume decrease (RVD):

The chain of events making up RVD takes place liedlstages. Initially a sensor detects a shift
in the cell volume. This information then triggsignaling cascades which result in activation of
several membrane channel proteins including swgbictivated Clchannels, stretch-activated,
voltage-gated K channels, Ca-dependent K channels and neutral “kCI" co-transporters.
Activation of ion channels induces cellular efflakK* and Cl ions and organic osmolytes. At
the conclusion of this reaction, it is the memofyh® original cell volume that brings RVD to
its end.



2.2. Epithelial sodium channels and Benzamil:

Epithelial Na channels (ENaC) are members of thea@&Negenerin family of ion channel
proteins. ENaCs are present in a variety of boslues. These include the brain, kidney, urinary
bladder, lungs, salivary and sweat gland ductsedsas in the distal colon.

Trans-epithelial sodium transport is a two-stepcpss: initially Na enters the cell via amiloride-
sensitive ENaCs located on the apical membrandefcell. Then, using the Na-K-ATPases
found at the baso-lateral membrane, the cell egsgulde Na.

Niisato et al. demonstrated that exposure of A6 meinolayer to hypotonic stress increases
cellular sodium uptake via translocation of prefecdhENaC protein from the cytosolic store into
the membrane and/or via generation of new channaeips. The hypotonicity-stimulated
transport could be completely inhibited by Benzamispecific Na channel blocker.

3. MRI

Magnetic resonance imaging (MRI) is a technique éx¢ernally measures the nuclear magnetic
resonance (NMR) signals originating from the subjeiving information about its internal
structural anatomical as well as chemical compmsiti

In the case of small animal experiments, usingMiie machine is superior to classical in-vitro
techniques since the evolution of a given patholoagy be studied in real time and in-vivo.

3.1. Diffusion weighted imaging (DWI):

MRI may be utilized to investigate microscopic wataotion in the brain. Intra and extra-
cellular diffusion coefficients as well as modifiicans in cellular volume fractions, are believed
to influence the apparent diffusion coefficient (BP

In vasogenic edema, an increase of the extracelkddume fraction is implicated in the
elevation of ADC. On the other hand, in cellulaeet, it is believed that increased extracellular
tortuosity and translocation of protons from adastiffusing extracellular compartment into the
slower diffusing intracellular space, contributdlte ADC decrease seen in this type of edema.
Finer changes of water motion become detectableeareasure with larger b-factors.

At high b-values the ADC becomes multi-exponeritising a bi-exponential mathematical
model, this decay can be interpreted as the surheoffast (ADGs) and slowly (ADGiow)
diffusing components.

3.2. Magnetic resonance spectroscopy (MRS) - water kigna

Hydrogen protons are influenced by the chemicalrenment of the macromolecules in which

they reside. In normal spectroscopy, due to thé&rgbal shift, certain metabolites are resonating
at different characteristic frequencies. Since fireton signal is much higher than the

metabolites signals, we usually must suppress thierwsignal. By not suppressing the water
signal, and eliminating other influencing factatss hypothesized that the integral of the water
signal will be proportional to the number of pratan it, thereby estimating the amount of water
present within the measured voxel.




Il. AIMS:

The aim of our study was to better understand tbegss taking place during brain edema and
find new and better ways for diagnosing and tregtive hyponatremic brain edema in particular.
Our hypothesis was that ENaC and sodium flux ihtadells might be involved in the initiation
and propagation of brain water accumulation in segponatremia.

1. The initial goal was to test whether Benzamil hythloride, a specific ENaC blocker, has an
effect on brain edema, and whether it has the ptoveecrease the hyponatremic edema.

2. The secondary aim was to develop a modality thatidvallow us to investigate brain edema
and the effects of Benzamil hydrochloride in arvivo experiment. For this task MRI was
chosen. The advantage of using MRI is that thenbedema can be followed in the in vivo
setting. In order to achieve this goal, the methoglp that would allow us to scan small
animals as test subjects had to be developed.

3. The tertiary goal of the research was to advangekaowledge about the initiation and
propagation of the hyponatremic brain edema, a$ agethe dynamic effects of Benzamil
treatment on it.

4. Another aim of the research was to better undedstha background behind MR related
observations of water movements in brain edema.gbaé was to develop a new method to
measure the hyponatremic brain edema, by using Bi#4ponential analysis in an in vivo
intracellular brain edema model.

Il . Materials and methods:

1. Benzamil prevents water accumulation in hyponatrent rats:

Four groups of male Wistar rats were studied (naJ&ich group). Animals in group | with
normonatraemia received intracerebroventriculaW§lG.9% NacCl; animals ingroup II-1V were
made hyponatraemic by intraperitoneal administratib140 mmol/l dextrose solution in a dose
of 20% per body weight. Rats were pretreated wit¥d D.9% NacCl (group 1), 12Qg arginine
vasopressin (AVP) (group Ill) orpg benzamil-hydrochloride (group 1V). Plasma sodi(iom
selective electrode) plasma osmolality (vapour sues osmometer) and brain sodium and
potassium content (flame photometer) as well as lwater content (desiccation method) were
measured after a 2-h hydration period.

2. Quantitative proton MRI and MRS of the rat brain wi th a 3T clinical MR scanner:

Eight Wistar rats (three females, five males) wesed as test subjects. For the evaluation of the
DWI mono- and biexponential approaches (b-valuetmips000 s/mrf) were used. Proton
spectroscopy was performed using water as an adtegference. The rat brain was also scanned
at a microscopic resolution of 130x130x 8¢,

3. The influence of Benzamil hydrochloride on the evaition of hyponatremic brain edema
as assessed by in vivo MRI study in rats:

Five groups of male Wistar rats were studied aevid: normonatremic, native animals (group

NN, n=7), hyponatremic animals (group HN, n=8), tiyatremic animals treated with ICV

benzamil (group HNB, n=8), hyponatremic animalated with ICV saline (group HNS, n=5)

and normonatremic animals treated with ICV benzggrnbup NNB, n=5). Hyponatremia was



induced as mentioned above. Benzamil hydrochlqdgdg) was injected ICV to treated animals.
MRI was applied to perform serial DWI to measure@Bnd MRS to determine water signal.
Serum sodium and potassium (ion selective electradewell as plasma osmolality (vapor
pressure osmometer) were determined.

4. A biexponential DWI study in rat brain intracellula r edema:

Intracellular edema was induced in ten male Wistés by way of water load, as mentioned
above. A 3T MRI instrument was used to perform aeBWI, and MRS (water signal)
measurements. Following the MR examination thensraf the animals were analyzed for
electron microscopy, while serum sodium, potassameh plasma osmolality were determined as
mentioned above.

I1l. Results:

1. Benzamil prevents water accumulation in hyponatrent rats:

Plasma sodium, osmolality and tissue sodium andsgatm contents were markedly depressed
in hyponatraemic rats (group Il-1V, p<0.0005 fockagroup) irrespective of drug pretreatment.
Brain water content, however, responded to hypenat with an increase from 77.55 + 1.00%
to 78.45+0.94% (p<0.01), and it was further augmenb 79.35+0.80% (p<0.0005) by ICV
AVP pretreatment. By contrast, benzamil adminigiraprevented the rise of brain water caused
by hyponatraemia (77.61+1.04%).

2. Quantitative proton MRI and MRS of the rat brain wi th a 3T clinical MR scanner:
Diffusion-weighted imaging yielded accurate diffusicoefficient measurements throughout the
b-value range. MRS of visible metabolites was earrout with acceptable accuracy. High-
resolution Tweighted image achieved a microscopic resolutioh36f130x13Am?>

3. The influence of Benzamil hydrochloride on the evaition of hyponatremic brain edema

as assessed by in vivo MRI study in rats:
During the course of hyponatemia, ADC declined ditgdrom the baseline (100%) to reach a
minimum of 92.32+3.20% at 90 min (p<0.0005). Thisgess was associated with an increase in
water signal to a maximum of 5.95+2.62% at 100 ifur0.0005). After pretreatment with
benzamil, no consistent changes occurred eith&DI@ or in water signal.

4. A biexponential DWI study in rat brain intracellula r edema:

Following the water load induction, ADC values sdr declining from 724+48n’/s to
682+26um?/s (p<0.0001). ADC-fast values dropped from 948+i®840+66im?/s (p < 0.001).
ADC-slow showed a decrease from 226+66 to 191u#¥4s (p<0.05). There was a shift from the
slow to the fast component at 110 min time poirthe Tpercentage of the fast component
demonstrated moderate, yet significant increase 76.56+7.79% to 81.2+7.47% (p<0.05). The
water signal was increasing by 4.98+3.52% compé#uetthe base line (p<0.01). The results of
the E.M. analysis, revealed that water was detdoteakcellularly, within astrocytic preivascular
end-feet and cell bodies.



IV. Conclusions:

Our observations appear to suggest that an ealylazesodium uptake through the
benzamil-sensitive activated sodium channels maytreately involved in the development of
brain edema in rats exposed to hyponatremic strébge. opposing effects of systemic
hyponatremia on the brain-specific AQP4 and ENg@ayide an important defense mechanism
to act against excessive water accumulation apdat@ct brain volume.

ICV pretreatment with benzamil has an immediate-@matous effect that lasts for at
least 2 hours on the cellular brain edema assakiwith acute hyponatremic stress in rats.

The changes in serial MRS (water signal) give usaymther tool to continuously follow the
progress of brain edema evolution in-vivo. The imewesults confirm in-vitro observations that
benzamil prevents water accumulation in hyponatesats.

These observations suggest that, in the futurescsed non-toxic inhibition of brain
specific sodium channels by agents that can frerelgs the BBB may provide a new therapeutic
approach to prevent and treat hyponatremia assdciatain edema in the early stages of its
formation. In order to do this, the exact pharmaoetics and the ideal timing of treatment with
such sodium channel blockers would have to be wbik&, especially when considering the
clinical point of view, where the development omeistarting point of a brain edema are harder
to determine.

Our MRI experiments point to the fact that reliabieall animal imaging as well as DWI
and MRS can be carried out on 3T clinical scanners.

The unexpected volume fraction changes that wetectésl in hypotonic edema appear to be
substantially different from those observed in lgttoThis may suggest that contrary to general
opinion and radiology textbook data, the ADC deseem stroke cannot be explained by mere
water shift from extra to intracellular space (imtracellular edema). It is plausible that other
mechanisms such as decreased cytoplasmic streamémghrane pump dysfunctions, changes in
physical state of water (i.e. sol-gel transitioineg-bound transitions) etc. are involved in the
ADC decrease seen in stroke.

Based on our results and the literature, the biegptial DWI analysis would have a clinical role

in brain edema diagnosis and follow up of treatment
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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.
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