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1. BEVEZETES

A klinikai boncolasok gyakorisaga évtizedek oOta drasztikusan hanyatlik, noha
ezek tovabbra is fontos visszajelzést jelentenek a klinikai gyakorlatban. A halal okanak
tisztazasa mellett, mely nem csupan individualis esetekben fontos, hanem az
epidemiologiai statisztikak alapjat is képezi, a betegségek varatlan komplikéacidinak (pl.
a terapidk nem vart mellékhatasainak) felderitését is a boncolastél varhatjuk. A
klinikopathologiai tanulmanyok nagy jelentdségiiek, mert a halotti bizonyitvanyokban
és a korhazi zargjelentésekben szerepld klinikai diagnozisok a post-mortem pathologiai
vizsgalatkor kapott diagnozisokkal Osszehasonlitva gyakorta jelentds -eltéréseket
mutatnak. Emellett nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a medikusok szinvonalas pre-
és posztgradualis képzése soran is.

Intézetiink mintegy 500 000 lakos ellatasaért felelds stroke centrum, ahol évente
kb. 800 acut stroke beteget kezeliink. A thrombolysissel kezelt betegek aranya a nyugat-
eurdpai orszagokhoz képest 19%-kal magasabb. A mindennapi gyakorlat soran szamos
képalkotd eljarasra (CT, MRI) tamaszkodunk, melyek az agy szdmos morfologiai
elvaltozasar6l nytjtanak hasznos informaciot. Bar felvételkor szamos betegiinkrdl, a
stroke betegeink koziil pedig mindahanyrol (és ha a romlo neurologiai status megkivanja,
a késobbiekben is) késziil koponya CT vagy MRI vizsgalat, sem etikai, sem financialis
korlatok nem teszik lehetdvé a képalkotd vizsgalatok napi gyakorisagl, rutinszeri
alkalmazasat azon célbol, hogy a terminalis allapotu betegeknél a klinikai allapot
hanyatlasanak okat vagy a halal okat minden esetben mar premortem tisztazhassuk. Az
elmult években a Debreceni Egyetem Neurologia Klinikéjan elhunyt betegek tobb mint
90%-anak boncolasa tortént a Pathologia Intézetben, majd a Neuropathologia
Laboratériumban, mely egy kiilonleges lehetdség a hanyatld aranytl autopsidk
id6szakaban.

Az agyi ischaemias elvaltozasok vizsgalata egyre nagyobb érdeklédésre tart
szamot. Ennek természetesen a legf6bb oka az lehet, hogy a cerebrovascularis korképek

a leggyakoribb idegrendszert érinté korképek, becslések szerint 2010-ben a vilagon



11.57 milli6 ischaemias stroke eset tortént. Az ischaemias stroke 1/3-a halallal végz6dik,
a tuleld betegek kozott pedig magas a rokkantsag aranya.

A vérzéses transzformacio az ischaemids stroke gyakori komplikaci6ja, habar a
haemorrhagias transzformaciok (HT) jelents részét nem kiséri a klinikai allapot
rosszabbodasa. A betegség kimenetelére vonatkozé hatésa is kérdéses, a tanulmanyok jo
része foként az ischaemids stroke-ban alkalmazott thrombolysis esetén vizsgilja a
kérdést, elsésorban abb61l adoddan, hogy a HT a thrombolysis és az anticoagulans terapia
egyik gyakori mellékhatasa. Szamos korabbi tanulmany elemzi a kiilonb6z6 aetiologiai
faktorok potencialis szerepét: kor, Systolés és diastolés arterias vérnyomas, pangasos
szivelégtelenség, testhémérséklet, vércukorszint, anticoagulans kezelés, megel6z6
aszpirinkezelés, korai ischaemias jelek a CT-n, az infarceralt teriilet térfogata, plasma
matrix metalloproteindz-9 (MMP-9) szint. A vérzéses transzformaci6é detektalasara
legalkalmasabb id6 is vitatott, igy Osszességében az autopsias vizsgalatoktol varhato a
HT-k gyakorisagat illetéen a legbiztosabb informacio.

Az ischaemias stroke molekularis mechanizmusait vizsgalva szamos
neuroprotektiv szer hatékonynak bizonyult allatkisérletes modellekben, melyek aztan
nem igazolodtak az ischaemids stroke human klinikai vizsgalataiban. Ennek feltehet6en
az allhat a hatterében, hogy azok a molekularis mechanizmusok, melyek a human agyi
ischaemiaban lejatszodnak, masfajta koreografia szerint zajlanak az allatkisérletek
kontrollalt koriilményei kozott, mely utobbiak altaldban fiatal, tarsbetegségekkel nem
rendelkez6 egyedek vagy egy adott betegségre genetikusan determinalt fajtak (pl.
spontan hypertensios patkanyok) részvételével torténnek. Nyilvanvaloan egészen mas
koriilmények uralkodnak egy id6s stroke beteg szervezetében, akinek a stroke
kialakuldsanak pillanataban egyéb cardiovascularis vagy pulmonologiai megbetegedése
is van.

Irodalmi adatok szerint ischaemias stroke-ban az apoptoticus sejthalal a sejtek
kisebb hanyadat érinti, mint a necrosis, mégis dominalo a jelenléte a penumbraban, mely
a neuroprotektiv probalkozasok f6 targetje. Az arteria cerebri media (ACM) elzarodas
soran aktivalodo extrinsic €s intrinsic apoptosis utvonalak vizsgalataval patkanyokban

és egerekben szamos tanulmany foglalkozott korabban. A human agyi ischaemia
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sejthalal mechanizmusainak folyamatarol azonban minddssze néhany tanulmany szolt
eddig, a neuronok mitokondrium-fliggd apoptosisanak pontos szerepe sem ismert a
human mintakban. Még kevesebb olyan munka all rendelkezésre, ahol a stroke-ot kdvetd
rovid talélési id6 a korai folyamatok vizsgalatat is lehetové teszi. Kisérletes
allatmodellek alapjan a poly(ADP-ribosyl)atio gatlasat neuroprotektiv hatasiinak
gondoltak. Klinikai vizsgalatokban (I. és II. fazisa) a PARP-1 (poly(ADP-ribose)
polymerase) gatlas kardioprotektiv hatasunak, valamint adjuvans kezelésként chemo- és
radiosensitizer hatasunak bizonyult. Ischaemids stroke-ban eddig a PARP-1 inhibitiot
nem vizsgaltak (pl. ClinicalTrials.gov), mégis a stroke tiinik a PARP-1 inhibitor
alkalmazas egyik legigéretesebb teriiletének.

A spontan kialakuld agyallomany vérzések vildgszerte 5 milli6 embert
érintenck évente, incidenciajuk évi 10-30/100 000 lakosra tehetd, az Gsszes stroke
esemény 10-15%-at képviselik. Az dsszes stroke altipuson beliil az egyik legnagyobb
mortalitasu korképek, 40%-0s a 30 napos halalozasi aranyuk, a fatalis kimenetel 50%-a
az allomanyvérzés kialakulasat kovetd két napban torténik. A haemorrhagias stroke-ot
tulélok kozott magas a rokkantsag aranya, 6 honappal kés6bb minddssze 20%-ban
képesek az 6nallo életre. A gyogyszeres €s sebészi kezelési lehetdségek alul maradnak
az ischaemias stroke-ban rendelkezésre allo lehetdségekhez képest. Miutan a vérzés altal
okozott primer agykarosodas mérséklésére egyeldre nem ismert bizonyitottan hatékony
eljards, az allomanyvérzések kezelése elsdsorban a masodlagos karosodéasok
megeldzésére fokuszal. Az intracerebralis vérzések (ICH) lehet6ség szerinti
legmegbizhatobb prognosztizalasa nagyon fontos, mert a korkép magas mortalitasa
ellenére sem elfogadhato a fatalista, eleve lemondé megkozelités, mely mind a szélesebb
korben vett ellatdé személyzetet, mind a csaladtagokat érintheti. A prognosztizalasban
segitd eszkozok tampontot nyujtanak a klinikusoknak a varhaté kimenetelre vonatkozé
objektiv vélemény kialakitasaban, ugyanakkor segitséget nyujthatnak a bizonyitékokon

alapulo életvégi dontések (jraélesztés, kezeléskorlatozas) meghozatalaban is.



2. CELKITUZESEK

I. A Debreceni Egyetem Neuropathologiai Laboratoriumban a 2 évig tartd vizsgalati
periddusban boncolt esetek klinikai és boncolasi adatait retrospektiv médon elemezve
célunk az volt, hogy

1) vizsgdljuk az agyi ischaemids infarctus eseteiben a klinikai, valamint a
neuropathologiai eszkozokkel felallithato diagndzisok megfelelésének mértékét,

2) elemezziik, hogy a neuropathologiai vizsgalat milyen 0j adattal szolgalhat és ennek
kapcsan meghatarozzuk, milyen elvaltozasok keriilnek gyakran csak post-mortem
azonositasra,

3) kritikusan vizsgaljuk a neuropathologiai értékelés jelentdségét a rutin képalkotod
diagnosztika eredményeivel dsszevetve.

II. A Helsinki Egyetem Kozponti Korhazanak Neurologia Intézetében kezelt tizenharom
ischaemias stroke miatt elhunyt beteg agyanak vizsgalatdval célunk az volt, hogy

1) immunhisztokémiai és immunfluoreszcencian alapuld modszerekkel (kaszpaz-3,
PARP-1, p89 fragmentum, PAR, TUNEL) megprobaljuk jellemezni az ischaemias
stroke-ban lezajlo kiilonb6z6 sejthalal mechanizmusokat (necrosis, apoptosis) egyrészt a
stroke kialakulasa ota eltelt id6, masrészt a stroke lokalizacidjanak (mag, periinfarctusos
régid, contralateralis félteke) fiiggvényében.

III. A Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajan az 53 hénapig tartd vizsgalati
periddusban primer agyi allomanyvérzés miatt kezelt betegek klinikai adatainak
retrospektiv modon torténd elemzésével, valamint a betegekrol késziilt koponya CT
felvételek alapjan tortént klasszikus, képalkoto alapu, a formalin fixalt agyakon pedig
post-mortem elvégzett volumetrids mérések kombinalasaval célunk az volt, hogy

1) a nem-taléld csoportban a kiindulasi CT eredményeit az ABC/2 mobdszerrel
megszerezhetd volumetrias végponttal 6sszehasonlitva a haematoma névekedés indexét
az elhunyt betegekben is meghatarozhassuk,

2, kifejlessziink egy 1j, relative egyszert, klinikai és epidemioldgiai adatokra
tamaszkodo, reprodukalhato és koltséghatékony értékeld rendszert, mely alkalmas arra,

hogy segitségével megbecsiiljiik a 30 napos halalos kimenetel rizikojat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A Klinikai és neuropathologiai diagnézisok osszehasonlité elemzése
3.1.1. Betegvalogatas és adatgyiijtés

Retrospektiv. moédon elemeztiik a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Neuropathologiai Laboratériumban 2011. januar és 2012. december kozott boncolt
eseteket. Az Osszes vizsgalt beteget a Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajan
kezelték, koziilik a stroke betegek mindegyikét multiparametrids monitorozasra
alkalmas stroke osztalyon. A vizsgalt populacidban minden beteg idésebb volt, mint 18
éves, az atlagéletkor 62.66 év (SD 6.51) volt. Az alabbi adatokat gyiijtottiik dssze a
zardjelentésekre tdmaszkodva: nem, életkor, talélési id6 a stroke-ot kovetden,
thrombocyta-aggregatiot gatld gyodgyszer vagy anticoagulians gyogyszer szedése a
kezelés soran, stroke betegeknél a felvételkor rogzitett NIHSS, a kezelés soran készitett
koponya CT, CTA és MRI vizsgalatok eredményei, valamint az altalanos boncolas
eredményei. Klinikailag ischaemias stroke diagnézist kaptak azok a betegek, akiknek
acut kezdetli focalis neurologiai tiinetei voltak azzal egyidejlileg, hogy a képalkotd
diagnosztikai eljardssal akar infarctusnak megfeleld kép latszott, akédr egyaltalan nem
volt ischaemias jel. Haemorrhagias stroke volt a klinikai diagnoézis, ha a focalis
neurologiai tiinetek mellett a felvételkor késziilt koponya CT-n intraparenchymalis
vérzésre utald hyperdensitas latszott.

Primer intracerebralis tumor volt a klinikai diagndzis, ha a betegnek korabban
szovettanilag vagy képalkotd vizsgalattal igazolt kdzponti idegrendszeri daganata volt.
Ezekben az esetekben a felvétel okaként altalaban a betegség progresszidja szerepelt (pl.
mélyiild tudatzavar, nyelészavar vagy epilepszias rosszullét). Az agyi metastasisok
eseteiben képalkotd vizsgalatok igazoltadk a kozponti idegrendszeri attéteket, a beteg
neurologiai osztalyra torténd felvételét a betegség progresszidja (megndvekedett
intracranialis nyomas, epilepszias rosszullét) vagy acut stroke tette sziikségessé, a primer

tumort pedig mar klinikailag diagnosztizaltak, hisztologiai szempontbol verifikaltak.



A kozponti idegrendszer fertdzéseinek eseteiben a neurologiai tiinetek, a
meningealis izgalmi jelek felvetették meningitis vagy meningo-encephalitis lehetdségét,
melyet a liquor vizsgalata megerfsitett: az infectiv agenst6l fiiggéen normalis vagy

csokkent liquor cukorszint mellett a sejtszam €s a fehérjetartalom emelkedett volt.

3.1.2. Neuropatholégiai értékelés

Neuropathologiai Laboratoriumunkban a strandard protokollnak megfeleléen
az eltavolitott agyakat 10%-os formalinban fixaltuk, megelézve a jelentdsebb
deformaciot. Rutinszeriien mértiik a formalin fixalt teljes agy és kiilon a formalin fixalt
agytorzs-cerebellum komplexum tomegét is, mely altal kiszamithaté a supra- és
infratentorialis részek tomegének hanyada, informaciét nytjtva ezzel az atrophia
aranyair6l vagy az agy tomegének ndvekedésérdl, pl. oedema miatt. Részletes kiilleirast
kovetben 0.75 cm vastagsagu coronalis szeleteket készitettiink. Ez a vastagsag megfeleld
ahhoz, hogy az dllomanyban lathato kisebb, de makroszkdpos méretii focalis eltérések is
metszési sikba keriiljenek és diagnosztizalhatoak legyenek (allomanyvérzés, infarctus,
vérzéses transzformacio, be¢kelddés, masodlagos agytorzsi vérzés, arachnoidealis cysta,
tumor vagy metastasis, stb.). A korongok makroszkopos értékelését kovetden kb.
2x2x0.5 cm méretli (neuropathologiai értékelésre rutinszeriien alkalmazott kazettakba
illeszkedé) szovetmintdkat vagtunk ki a BrainNet Europe ajanlasa szerinti
lokalizacidkban (frontalis cortex, temporalis cortex, gyrus cinguli, parietalis cortex,
gyrus prae- és postcentralis, occipitalis cortex, hippocampus anterior, hippocampus
posterior, basalis el6agy, striatum, thalamus, mesencephalon, pons, medulla, vermis,
cerebellum). A blokkok paraffinos beagyazasat kovetéen 7 pm vastagsagu metszeteket
készitettiink, melyeket haematoxylin €s eosin (H&E), valamint luxol fast blue és Nissl
(LFB/Nissl) festésekkel kezeliink a rutin pathologiai értékeléshez. Az értékelést a minta
lokalizacidjanak és a beteg kortorténetének ismeretében neuropathologus szakorvos
végezte. Tanulmanyunkban a rutinszeriien végzett, mindennapi neuropathologiai
gyakorlatban megszerezhetd eredményeket értékeltiik a klinikai diagnézisokkal

Osszehasonlitva.



3.2. Sejthalal mechanizmusok ischaemias stroke-ban
3.2.1. Betegvalogatas és adatgyiijtés

Tizenhdrom ischaemids stroke-ban elhunyt beteg agyat vizsgéltunk. A
betegeket a Helsinki Egyetem Kozponti Korhazanak Neurologia Intézetében kezelték,
15-18 ora volt a stroke-ot kovetd atlagos tulélési és 18.6 ora (3.5—40 h) volt az atlagos
postmortem id6. Kontrollként két nem-neurolégiai ok miatt meghalt beteget
valasztottunk. A protokollt a Helsinki Egyetem Kozponti Korhazanak Etikai Bizottsaga

elfogadta, a hozzatartozok beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala.

3.2.2. Neuropatholégiai értékelés

A szdvettani mintavétel a legutolsé koponya CT eredménye alapjan, egyrészt
az infarctus magbdl, masrészt a feltételezett penumbra teriiletérél, a contralateralis
hemisphaerium identikus teriileteir6l, valamint két kontroll agybol tortént. Boncolas
sordn az infarceralt teriilet makroszkopos kivalasztdsa utan kb. 1 cm®-es, subcorticalis
fehérallomanyt is tartalmazo corticalis mintat tavolitottunk el, melyet aztan formalinban
fixaltunk, ezt kovetden pedig paraffinba agyaztunk. A paraffinba agyazott blokkokbol 5
um vastagsagi metszeteket készitettiink, melyeket haematoxylin-eosinnal festettiink,
hogy az ischaemis neuronalis valtozasokat detektalhassuk. Az értékelést tapasztalt
neuropathologus végezte a beteg kortorténetének és a minta lokalizacidjanak ismerete
nélkil. A latott neuronalis ischaemids elvaltozés, valamint a sejtmag integritdsa alapjan
minden szévetmintat osztalyozott: 0 pont: normal neuronalis morfologia; 1 pont: dontéen
normal morfolégia, de néhany neuron sejtmagjaban mar latszik eltérés (pyknosis,
alacsony sejtmag-cytoplasma kontraszt, sejtmag hataranak elmosddasa); 2 pont: sejtmag
eltérésekkel rendelkez6 neuronok nagy szamban; 3 pont: sejtmag -eltérésekkel
rendelkez6é neuronok nagy szdmban, valamint néhany irreverzibilis elvaltozast mutatd
neuron zsugorodott cytoplasmaval és szabalytalan sejthatarral vagy lathatatlan nucleus-
szal; 4 pont: irreverzibilis elvaltozasokat mutatd neuronok nagy szamban.

A neuropatholdgiai besorolast a CT leletekkel és a makroszkopos boncolasi képpel

Osszehasonlitva, 0 és 1 pontszamu teriileteket a contralateralis féltekék mintai, valamint
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a kontroll mintak (ipsi- vagy contralateralis) tartalmaztak, mig a 3 pontszam elsGsorban

a periinfarctusos teriileteken, 4 pontszam pedig az infarctus magjaban fordult eld.

3.2.3. Immunohisztokémia

Az alabbi antitesteket hasznaltuk a vizsgalatok soran: (1) monoclonalis nyul
hasitott kaszpaz-3 elleni antitest (At), (2) monoclonalis poly(ADP-ribose)polymerase
elleni At a teljes hosszisagli PARP-1 ellen, (3) egér immunoglobulin G1 az 2. At
kontrolljaként, (4) polyclonalis nyal PARP-1 p85 fragment elleni At (hasitott PARP-1
elleni At), (5) nyul immunoglobulin G a 4. At kontrolljaként, (6) monoclonalis anti-PAR
At, (7) egér immunoglobulin G3 a 6. At kontrolljaként.

A formalinban fixalt, paraffinba adgyazott mintdkat xylennel deparaffinaltuk,
majd leszallo alkoholsorral rehidraltuk. Az antigén feltarashoz 0.1M citrat puffert (PH
6.0) és mikrohullamu siit6t (két alkalommal 750W teljesiménnyel 5-5 percig, majd egy
alkalommal 650W teljesitménnyel 10 percig) hasznaltunk. Ezt kovetéen 0.3% H20 és
metanol (az ACA-3 antitest esetében 3% H»0, és viz) keverékében hiitéttiik 10 percig,
majd 30 percig 10%-os normal serummal (az ACA-3 antitest esetén egy o6ran at 5%
normal serummal) blokkoltuk. A primer antitesttel egy éjszakan at +4 °C-on tortént az
inkubacio, majd a biotinilalt masodlagos ellenanyagot (1:200; 30 min) az avidin-biotin
komplex 30 perces inkubacidja kovette. A diaminobenzidinnel (DAB) torténd inkubacio
a gyarté cég utasitdsa alapjan, majd a sejtmagi kontrasztfestés Mayer-féle hemalum
festéssel tortént. A hasitott PARP-1 (p85) kimutatisira NovoLink™ detektalast
alkalmaztunk szintén a gyarto cég javaslata alapjan, a felhasznalt puffert kivéve (0.05 M
Tris-Hel pH 7.6, 0.03 M NaCL0.1% Tween 20). Tovabbi kontrollvizsgalatokat
végeztiink az elsddleges, valamint a masodlagos antitest kihagyasaval, ezeknél az
eseteknél nem volt immunreakcio. A PARP-1 és a hasitott PARP-1 kimutatasara Western
blot analizist is végeztiink. Az ACA-3 antitestet a kaszpaz-3 proteinnel inkubalva (1 h,
szobahd) az immunoreaktivitas sikeres kikiisziibdlése megtdrtént, igazolva az ACA-3

antitest specificitasat.
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3.2.4. Western blot vizsgalat

A Western blot analizis a PARP-1 antitestek specificitasanak vizsgalatara
szolgalt (Serotec és Promega) elkiilonitve egymastol a teljes hosszusdgu €s a hasitott
PARP-1-t. A teljes hosszasagi human PARP-1 protein hasitasara in vitro human
rekombinans kaszpaz-3 proteint hasznaltunk. A reakciohoz 750 ng tisztitott ACA-3-t és
10 U teljes hosszisagu human PARP-ot kevertiink 6ssze, majd a keveréket 30 percig +37
°C-on inkubaltuk. Savonként 400 ng mennyiséget a keverékb6l 8%-0s SDS-
poliakrilamid gélre, majd a gélfuttatast kovet6en a fehérjéket PVFD membranra vittiik.
Az elsOdleges antitest a PARP-1 esetén teljes hosszusaghi PARP-1 ellenes antitest
(Serotec Ab; 1:1000 higitas), a hasitott PARP-1 esetén pedig a Promega altal gyartott
hasitott PARP-1 ellenes antitest (1:1000) volt. Tormagyokér-peroxidaz (HRP) konjugalt
kecske anti-egér és anti-nyal IgG-t (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk
masodlagos antitestként. A fehérje savokat ECL Plus és Typhoon 9400 Variable Mode
Imager segitségével vizualizdltuk. A negativ kontrollhoz az elsédleges antitestet

kihagytuk a protokollbol, ekkor immunreaktiv siv nem jelent meg.

3.2.5. Kettés jelolésii immunofluoreszcens festés (PARP-1, PAR)

Az antitesteket az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt higitasban
alkalmaztuk. A paraffinba agyazott metszeteket el6bb xylennel deparaffinizaltuk, majd
leszallo alkoholsorban rehidraltuk. Az antigének feltardsdra mikrohulldmu siitdt
hasznaltunk (0.1 M citrat puffer, pH 6.0; egy alkalommal 5 min 750 W, majd két
alkalommal 5 min 650 W), ezt kovetden 0.1 M Tris—Hcl/3% BSA (szarvasmarha serum
albumin) és 20% FBS (foetalis szarvasmarha serum), pH 7.5 inkubaci6 tortént 30 percig.
Elobb a primer antitesttel inkubaltuk a metszeteket 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten,
majd nyulbol szarmazd egér-ellenes FITC-et (fluoreszcein-izotiocianat) hasznaltunk
1:20 higitasban egy Oran keresztiil szobahémérsékleten. Az endogén biotin blokkolas a
gyartd cég javaslata alapjan tortént a masodik antitesttel torténd egész éjszakas +4 fokos
inkubaciot megel6zden. Egér-ellenes vagy nytl-ellenes biotinilalt masodlagos antitest

hasznélatat kovetéen (1:200) NeutrAvidin Rhodamine Red-et hasznaltunk 1:200 30
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percig szobahOmérsékleten. A metszeteket Vectashield-DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) fluoreszcens fed6anyaggal fedtiik. A metszeteket minden 1épés kozott 2x5
percig PBS-ben (foszfattal pufferolt sooldat) mostuk. Minden 1épés sotét nedves

kamraban tortént.

3.2.6. Harmas jelolésii immunfluorszecens festés in situ sejthalal detektalasra

TUNEL médszerrel ACA-3 és DAPI alkalmazasaval

Mikrohullamu kezelést kdvetden (0.1 M citrat pufferben, pH 6.0,370 W, 5 perc)
3%-0s BSA-val 30 percig blokkoltuk a mintat (20% normal szarvasmarha serum/0.1
MTris—HCI, pH 7.5). Az éjszakan at torténd primer antitesttel (ACA-3) torténd
inkubalast kdvetden 30 percig 1:200 higitasban a masodik antitesttel inkubaltuk a mintat,
majd RhodamineRed®-konjugalt Neutralite™ avidint hasznaltunk detektorként 1:200
higitasban 30 percig. Ezt kovetéen végeztik el a TUNEL reakcidt (terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) a gyarto
utasitasai szerint (in situ cell death detection kit, Fluorescein; Boehringer Mannheim)
FITC-tag-gel. A TUNEL reakcio az apoptosisra jellemz6 DNS fragmentéci6
detektalasara alkalmas modszer. A metszeteket Vectashield-DAPI fluoreszcens jelo1s

anyaggal fedtiik, majd epifluoreszcens mikroszkdoppal vizsgaltuk.

3.2.7. A mikroszképos eredmények értékelése, statisztikai analizis

Az infarctus magbol, a periinfarctusos régiobol, valamint a contralateralis
hemisphaerium identikus teriileteir6l szarmazé mintdk mikroszkopos eredményeit
regisztrltuk. Minden metszetben 6t egymast kovetd latotérben (0.3125 mm?) észlelhetd
immunreaktivitas értékelése tortént az immunpozitiv sejtek atlaganak megadasaval
(4tlag (SE) /mm?).

Noha van egyéb sejtek, pl. az astrocytak apoptosisara is kisérletes bizonyiték,
egybehangzdan a tartds ACM occlusiot vizsgalo allatkisérletes modellek eredményeivel,
human agyi ischaemidban az apoptoticus sejthalal és a TUNEL jel6lodés

legkifejezettebben a neuronokban érhetd tetten. A jelenlegi tanulmanyban bizonyos
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sejthalal mediatorok, nevezetesen a PARP-1, p89 fragmentum, PAR, ACA-3
immunreaktivitas neuronokban lathat6 értékelésére koncentraltunk.

Az ischaemids neuronalis elvéaltozdsokat a szomszédos metszetbdl a
Neuropathologiai részben (3.2.2.) mar részletezett 0-4 skalan értékeltik. Az adatokat
atlag ¢és annak standard hibaja formajaban adtuk meg. A statisztikai analizis soran a mar
korabban leirtakat kovettiik, SPSS for Windows programot (version 13.0) hasznaltunk.
Két agyi régio kozotti kiilonbséget immunreaktivitas tekintetében (immunoreaktiv
sejtstruktiira/mm?) one-way ANOV A médszerrel hasonlitottunk dssze, melyet LSD post
hoc teszt kovetett. Jonckheere—Terpstra trend tesztet hasznaltunk a folytonos valtozok
kozotti osszefliggések elemzésére, pl. ACA-3 és PARP immunreaktivitas, ischaemias
neuronalis karosodasok szerinti osztilyozas. Spearman korrelacios koefficienst (rS)
hasznaltunk a PARP-1 és a TUNEL pozitiv neuronok &sszehasonlitasakor.
Dobozdiagramos abrazolassal az oszlopon beliili vonallal a mediant, az oszlopokkal a
felsd és az alsé kvartilist, a fligg6leges vonalakkal a nem extrém terjedelmet, a pontokkal
pedig az extrém értékeket tintettiik fel. A p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

3.3. A 30 napos kimenetel vizsgilata spontan, supratentorialis lokalizacioja

intracerebralis vérzésekben
3.3.1. Betegvalogatas és adatgyiijtés

Retrospektiv médon elemeztiik 156 beteg adatait, akiket egy 53 honapig tartd
vizsgalati periddus alatt kezeltek a Debreceni Egyetem Neurologia Klinikajanak Intenziv
Osztalydn allomanyvérzés miatt (85 taléld és 71 elhunyt). Minden beteg a stroke
kezdetétdl (vagy ennck bizonytalansaga esetén az utolsd jo altalanos allapotban latott
pillanatt6l) szamitva 24 6ran beliil felvételre keriilt az intenziv osztalyra, mely stroke
ellatasra specializaldédott multiparametrias monitorizalasra alkalmas osztily. Minden
betegrol felvételét kovetden 30 percen belill koponya CT vizsgalat késziilt, mely alapjan
az allomanyvérzés diagnosztizalhatd volt. Masodik, kontroll CT altalaban 10 nappal a

felvételt kdvetden vagy allapotromlas esetén késziilt. Vizsgalatunkbdl kizartuk azokat az
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eseteket, ahol a vérzés hatterében trauma, subarachnoidealis vérzés, vascularis
malformatio, tumor, ischaemias infarctus vérzéses transzformacioja vagy thrombolysist
kovetd bevérzése szerepelt, a vérzések koziil az infratentorialis vagy a csak
intraventricularis lokalizaciojuakat, valamint azokat a betegeket, akiknél az
allomanyvérzés miatt kamradrain behelyezése vagy egyéb idegsebészeti beavatkozas
tortént.

A betegeket és adataikat a Debreceni Stroke Adatbazisra tamaszkodva
gyujtottiik ki a vizsgalati periddusbdl. A betegek klinikai dokumentaciojabol a kdvetkezd
adatok retrospektiv gyiijtését végeztilk: nem, életkor, aktualis dohanyzas, jelent8s
alkohol fogyasztas, felvételi systolés, diastolés arterias vérnyomas és pulzusszam. A
laboratoriumi paraméterek koziil az alabbiakat hasznaltuk fel: az érkezéskor vett
mintdbol szarmazod serum natrium-, kalium- és glikozszint, vérsejtsiillyedés,
haemoglobin, fehérvérsejt- és thrombocytaszam, maj- és vesefunkcidés paraméterek,

hemosztazis paraméterek.

3.3.2. CT analizis

A képanalizist a Debreceni Egyetem Orvosi Laboratoriumi és Képalkotod
Diagnosztikai Tanszék két neuroradiologiaban tapasztalt munkatarsa retrospektiv
modon, a betegek kimenetelét illetéen vakon végezte. A CT felvételek (felvételi és
kontroll) két 16 szeletes MDCT (Multidetector Computed Tomography) scannerrel
késziiltek. A supratentorialis szeletvastagsag 5-10 mm, az infratentorialis szeletvastagsag
2.5-4 mm volt. Képelemzésre a nativ felvételek képanyagat hasznaltuk. A DICOM
(Digital Imaging and Communications in Medicine) formatumi képeket egy offline
munkaallomasra tovabbitottuk tovabbi feldolgozas céljabol. A képi adatok kvantitativ
értékelése 3D Slicer programcsomaggal tortént, mely a Brigham and Women's Hospital
Surgical Planning Laboratory és az MIT fejlesztése. Félautomata szegmentacidt
végeztiink, melynek soran a program MeasureVol moduljaval meghataroztuk a
kovetkezd térfogatokat (cm®-ben): intracranialis térfogat, teljes haematoma térfogat;

intraparenchymalis haematoma térfogat; intraventricularis haematoma térfogat. A kapott
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értékekbol kiszamoltuk a relativ térfogatokat is a teljes, az intraparenchymalis, az
intraventricularis haematoma térfogatok és az intracranialis térfogat hanyadosaként

(egység nélkiil).

3.3.3. Neuropatholégiai értékelés

Az autopsidkra altaldban a halalt kovetd 48 oOran belil sor keriilt. Az
agyboncolasok a Neuroldgia Klinika Neuropatholdgiai Laboratoriumaban torténtek. A
10% formalinban fixalt agyak coronalis szeletelésekor megerdsitheté volt a klinikai
diagnozis. Hasonléan az in vivo is hasznalt diagnosztikahoz, ABC/2 eljarassal becsiiltiik
meg a haematoma térfogatat, azon a feltételezésen alapulva, hogy a haematoma térfogata
kozelithetden megfeleltethetd egy ellipszoidnak, kivéve a kifejezetten szabalytalan alaka
vérzéseket. Az ellipszoidok leirhatoak a harom egymasra meréleges tengelyen
megadhato6 Cartesian koordinatakkal. Az egymast kovet6 coronalis szeleteket a posterior
felszintikkel felfelé lapra fektettiik, majd minden szeleten mértiik az allomanyvérzések
legnagyobb atméréit (mm) a horizontalis, valamint egy arra merdleges sikban. Ezt az
utobbi két atmérét neveztik az ABC/2 formulaban az A és B atmérdknek, melyek
egyébként nem feltétleniil estek ugyanarra a korongra. Minden korongrél
fotodokumentacié késziilt. Habar a korongok eredetileg 10 mm vastagsagiiak voltak,
minden korong vastagsagat négy kiilonbozo ponton ujra megmeértiik, feltételezve, hogy
az agyallomany a fixacidé soran zsugorodott. Ez utobbi mérések atlagaként egy-egy
korong preciz vastagsagat, ezek Osszegeként pedig a korabban emlitett két atmérdre
merdleges sikban a harmadik, legnagyobb atmérét kaptuk, azaz a C értéket az ABC/2
formulabdl. Ahol a haematoma nem érintette a korong teljes vastagsagat (az elsd és az
utolsd korongokon), egy palca segitségével mértiik az adott korongra esé haematoma
kiterjedést. A korongozasnak és a fixacidnak koszonhetéen nem volt mindig pontosan
elkiilonitheté a coagulum parenchymara és kamrakra esé kiterjedése, igy az ABC/2
formula az intraparenchymalis €s intraventricularis hanyad egyiittesének felelt meg. A
mért térfogatértékeket cm®-ben adtuk meg. A relativ haematoma térfogatot a felvételkor

késziilt koponya CT-n lathaté intracranialis térfogat segitségével generaltuk.
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3.3.4. Statisztikai analizis

A haematoma novekedési indexét az alabbi képlettel két 1épésben szamitottuk
(log a természetes logaritmust jelzi): L=log(hpb2/(1-hpb2))-log(hpbl/(1-hpbl)), és
novekedési index=exp(L)/(1+exp(L))-0.5, ahol a hpb a haematoma és az intracranialis tér
térfogatanak a hanyadosa; hpb2 a teljes haematoma térfogat (melyet a masodik
térfogatmérésbél kaptunk talélokben a kontrol CT, elhunytakban pedig a
neuropathologiai vizsgalat eredményeire (ABC/2) tamaszkodva) és az intracranialis
térfogat (talélokben a kontrol CT, elhunytakban az elsd CT alapjan szdmolva)
hanyadosa; hpbl a teljes haematoma térfogat és az els6 CT alapjan szamitott
intracranialis térfogat hanyadosa (mind tulélékben, mind elhunytakban). A negativ
ndvekedési index a haematoma kiterjedésének csokkenését, a pozitiv ndvekedési index
a haematoma kiterjedésének novekedését jelezte.

Az értékeket folytonos valtozok esetén a szamtani atlaggal és a szorassal (SD),
kategorikus valtozok esetén pedig a felvett értékek relativ gyakorisagaval jellemeztiik
mind a tlél6, mind az elhunyt csoportban. A vizsgalt faktorok és a 30 napos halalozas,
mint kimeneti valtozo dsszefliggését logisztikus regresszios analizissel vizsgaltuk. Ahol
sziikséges volt, ott az Osszefliggések vizsgalatakor transzformaciot alkalmaztunk vagy
az adott magyarazo tényez6 négyzetre emelt valtozatat is szerepeltettiik a modellben. A
korrigalatlan elemzésben Osszefliggést mutatd valtozokkal kezdtiik a tobbszords
regressziés modellt. Kollinearitds esetén azt a valtozot szelektaltuk ki, amelynek
szerepeltetését klinikai célszerliség alapjan kevésbé fontosnak itéltiik. A kihagyott
valtozokat egyesével rendre hozzaadtuk az igy kialakult modellhez, és megtartottuk, ha
klinikailag jelentékeny vagy statisztikailag szignifikdns hatast mutattak. A végsd
tobbszoros regresszios modell illeszkedését a Hosmer—Lemeshow-probaval ellendriztiik.
A szignifikancia hatdra 0=0.05 volt. A pontozérendszer kialakitasdhoz a haldlozas
modell altal szamitott valdsziniiségét minden vizsgalt egyénre meghataroztuk, és
szarmaztattuk az igy kapott szamhalmaz minimumat, 10., 20., ..., 90. percentilisét ¢s
maximumat. A végsé modell egyiitthatdit beépitettiik egy tablazatkezeld programba,

amely megmutatja, hogy egy adott beteg — a ra jellemz6 adatok alapjan — a halalozasi
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valosziniiség percentilis skalajan a vizsgalt mintankban hol helyezkedne el. A statisztikai

szamitasok Stata Statistical Software (StataCorp. 2009) segitségével késziiltek.

4. EREDMENYEK

4.1. A Klinikai és neuropatholégiai diagnézisok 6sszehasonlité elemzése

Minden betegrél (n=100) késziilt koponya CT felvételkor. Felmeriild
thrombolysis esetén a stroke-os betegekrél CT angiographia is tortént. Huszonnégy
oraval kés6bb minden thrombolysissel kezelt beteg esetében megismételtiik a koponya
CT-t. Kontroll koponya CT késziilt akkor is, ha a beteg hanyatlé neurologiai statusa ezt
megkivanta annak érdekében, hogy barmi kezelhet vagy fenyegeto okat felderithessiik
az allapotromlasnak (pl. haemorrhagia, HT, masodlagos agytorzsi vérzés, térfoglald
oedema, stb.)

Klinikailag 64 beteg esetében (62.74%, nék n=40, férfiak n=24, atlag 62.6 év,
SD 6.51) szerepelt klinikai diagnézisként az acut ischaemias stroke, fliggetleniil attol,
hogy latszott-e a felvételkor késziilt koponya CT-n infarctus vagy korai ischaemias jel.
deriilt fény.

Boncolaskor 59 esetben territorialis ischaemia, 5 esetben lacunaris infarctus
volt. A territorialis ischaemidk kozil 34 esetben (16 thrombolysalt, 18 nem
thrombolysalt betegnél) az infarceralt teriilet vérzéses atalakulasa latszott. A
haemorrhagias transzformaciokat a mar korabban leirtak szerint csoportositottuk: HI1:
kis petechidk, HI2: dsszefolyd petechiak, PH1: jelentdsebb vérzés, mely mar enyhe
térfoglald hatassal bir, de az infarceralt teriilet kevesebb, mint 30%-at érinti, PH2: az
infarceralt teriilet nagyobb, mint 30%-at érint0 jelentds bevérzés, mely térfoglald hatasu
vagy bevérzés az ischaemias teriileten kiviil. A 64 ischaemias stroke miatt kezelt beteg
kozil 22 beteget kezeltek thrombolysissel. A 22 thrombolysalt beteg koziil 6 esetben
(27.3%-ban) nem latszott, 16 esetben (72.7%-ban) latszott HT, melybdl 10 esetben mar

a koponya CT eredménye alapjan ismert volt a HT, 6 esetben csak az autopsia soran
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deriilt ra fény. A 42 nem thrombolysalt betegbdl 24 esetben (57.1%-ban) nem latszott,
18 esetben (42.9%-ban) latszott HT, a 18 eset mindegyikét autopsia igazolta. Az altalunk
vizsgalt, HT-val jar6 eseteknél HI1 26.5%-ban, HI2 29.4%-ban, PH1 29.4%-ban és PH2
14.7%-ban fordult eld. A HT-val rendelkezé stroke betegek koziil egyetlen beteg sem
kapott terapias d6zisu anticoagulans kezelést a hospitalizacio soran, 4 esetben azonban a
beteg felvételét megeldzden warfarint vagy kumarint szedett, tgy, hogy mind a 4 beteg
esetében hatastalan (<1.7) INR szintet észleltiink felvételkor. Profilaktikus dozisu
LMWH terapiat 31 beteg, thrombocyta-aggregatio gatlo kezelést 17 beteg kapott.

A koponya CT eredményei alapjan klinikailag 22 betegnél diagnosztizaltak
allomanyvérzést (21.56%, né n=6, férfi n=16, atlagéletkor 75 év, SD 19.7). Az
agyboncolasok soran az emlitett esetekben megerdsitést nyert a diagnézis. A klinikai
dokumentaci6 szerint egy esetben trauma, egy esetben pedig anticoagulans
gyogyszerelés szovodményeként alakult ki a vérzés. A neuropathologiai feldolgozas egy
esetben cerebralis amyloidosist, egy esetben pedig arteriovenosus malformatiot talalt
actiologiaként. A boncolas egyetlen esetben igazolt allomanyvérzést ngy, hogy
klinikailag ez nem volt ismert; egy enyhe vertebrobasilaris teriileti keringészavar tiinetei
miatt kezelt férfibeteg varatlan halalanak hatterében rupturalt arteria basilaris fusiformis
aneurysmara ¢és kdvetkezményes sulyos subarachnoidealis vérzésre deriilt fény.

Az autopsia mind a 3 primer agydaganat és a cerebralis és/vagy cerebellaris
metastasisok 4 esetében aldtdmasztotta a klinikai diagndzist. A primer agydaganat két
esetben astrocytoma, 1 esetben gliosarcoma volt. A metastasisok eseteiben a primer
tumor pulmonalis adenocarcinoma (n=1), ductalis eml6carcinoma (n=1), sigillocellularis
gyomorcarcinoma (n=1) és szajiiregi uvulat érintd carcinoma (n=1) volt.

Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban két esetben volt a klinikai diagnozis a
kozponti idegrendszer infekcidja. Az agyboncolas mindkét esetben megerdsitette a
diagndzist.

Az autopsia négy esetben megerdsitette a klinikailag mar diagnosztizalt, életet
nem veszélyeztetd korallapotokat (pl. neuronalis heterotopia és microgyrificatio,

arachnoidealis cysta, silent aneurysma, makroszkdposan opaleszkalo, szovettani
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vizsgalattal mononuclearis infiltratiot mutatd meninxek korabbi meningitis

kovetkezményeként).

4.2. Sejthalal mechanizmusok ischaemias stroke-ban
4.2.1. Western blot vizsgalat

A tisztitott PARP-1 proteinnel tortént Western blot eljaras sordn a teljes
hosszisagu PARP-1 ellenes PARP-1 antitest (Serotec) mind a 116 kDa-os (ekvivalens a
teljes hosszusaga PARP-1-gyel), és kevésbé intenziv reakcioval a 89 kDa-0s PARP-1-et
is detektalta. In vitro ACA-3-mal tortént PARP-1 hasitast kovet6en a teljes hosszisagu
PARP-1-nek megfelel szignalt teljesen elveszitettiik. A hasitott PARP-1 ellenes antitest
(Promega) csak a hasitott PARP-1-nek megfelel6 savot detektalta (89 kDa).

A késobbiekben a szovegben a PARP-1 a teljes hossziisagih PARP-1-nek felel meg (de
nem zarja ki teljesen annak a lehetdségét, hogy kis mennyiségii hasitott PARP-1 p89
fragmentumat is detektalja). A p89 fragmentum kimutatasara a hasitott PARP-1 ellenes

specifikus antitestet (Promega) alkalmaztuk az immunhisztokémiai eljarasok soran.

4.2.2. Post-ischaemias PARP-1 immunoreaktivitas

A kontroll agyak mintdiban csak néhany neuronban latszott PARP-1
immunreaktivitas (n = 2). Post-ischaemids PARP-1 immunoreaktivitas mind a neuronok
magjaban, mind azok cytoplasmajaban, s6t a nucleolusokban is latszott. A PARP-1
pozitiv neuronalis nucleusok maximuma az infarctus magjaban latszott az elsd
postinfarctusos napon, mely aztan a periinfarctusos régiora tev6dott at a masodik napon
(a legnagyobb szam 23 o6ranal és 39 dranal latszott az emlitett esetekben).

A PARP-1 immunreaktiv neuronok atlagos szama a periinfarctusos régioban
volt a legmagasabb. A nuclearis PARP-1 pozitivitas a neuronalis ischaemias (necrosis)
pontszammal pozitivan korrelalt, kivéve a legkifejezettebb ischaemias karosodas régidjat

(csak két agyi szekcioban, Score 4) (p=0.013). Az emlitett eltérés a stroke-ot kovetd két
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hétben végig lathato volt. A contralateralis féltekében a nuclearis PARP-1 pozitivitas a
2. napon érte el a maximumat, majd a 3. napon visszaesett.

A cytoplasmaticus PARP-1 immunreaktivitds a periinfarctusos régio
neuronjaiban kifejezettebb volt, mint az infarctus magjaban (4.6 (SE 0.8) vs. 2.3 (SE
0.5); p=0.028). A cytoplasmaticus PARP-1 immunreaktivitas a 3. postinfarctusos napnal
lathatd maximummal hasonlé idobeli dinamikat mutatott, mint a nuclearis PARP-1
festédés. A cytoplasmaticus PARP-1 a 6. talélési napig a TUNEL pozitiv sejtek novekvo
szazalékos aranyéaval korreldlt azokban a régiokban, ahol a neuronalis ischaemias
pontszam 2, 3 vagy 4 volt, azaz az infarctus magjaban és a periinfarctusos régio teriiletén
(p=0.01).

4.2.3. Post-ischaemias hasitott PARP-1 immunreaktivitas

Mig a PARP-1 pozitivitds maximuma a neuronok magjaban kevesebb, mint 3
nappal a stroke-ot kovetéen latszott, a hasitott PARP-1 immunreaktivitds ugyanitt
kés6bb, a 3 naptdl 2 hétig tartdé idészakban volt a legmagasabb. A cytoplasmaticus
hasitott PARP-1 pozitivitdas ugyanakkor a stroke-ot koveté elsé 3 napban volt a
legmagasabb. A nuclearis p89 pozitivitds a legkifejezettebb ischaemids karosodas
régidjat kivéve pozitivan korrelalt a neuronalis ischaemias pontszammal (p=0.009), a
cytoplasmaticus p89 pozitivitas pedig forditottan korrelalt a ndvekvd pontszami

neuronalis ischaemias pontszammal (p=0.001).

4.2.4. PAR-polymer immunreaktivitas

PAR immunreaktivitds a kontroll agyakban a legkifejezettebben a neuronok
neuronalis ischaemids pontszama 2 volt, mind a neuronok magjaban, mind a neuronok
cytoplasmajaban kifejezetten intenziv volt a PAR immunreaktivitds, mig két masik,
magas neuronalis ischaemias pontszammal (4 pont, infarctus mag) rendelkezd esetben

(12. és 13. eset) a PAR immunreaktivitas elsésorban a neuronok nucleusaban latszott.

20



4.2.5. PARP-1 és PAR egyidejii jelolése post-ischaemias agyszovetben

A hasitott PARP-1 (p85) immunfluoreszcens pozitiv neuronok szama magasabb
volt, mint a teljes hosszusdgt PARP-1 pozitiv sejtek ardnya, egybehangzéan az
immunhisztokémiai kisérletek eredményeivel. A PAR-fluoreszcencia a neuronalis
magokban (FITC) egyiitt jelentkezett a teljes hosszisdgu ¢és a hasitott PARP-1
pozitivitassal. Az emlitett régiokhoz képest a contralateralis félteke metszeteiben

kevesebb PAR-immunfluoreszcens sejt latszott.

4.2.6. ACA-3 immunreaktivitas

ACA-3 immunreaktivitas a kontroll agyak mintaiban csupan néhany sejtben
latszott. A post-ischaemids mintdkban az ACA-3 expresszid a sziirkeallomany
neuronjainak cytoplasmajaban kb. 15 doraval stroke-ot kdvetden lett nyilvanvalo.

Az infarctus magban a hyperacut fazisban koriilbeliil négyszeres ndvekedés latszott az
immunpozitiv.  ACA-3 sejtek szamaban. A periinfarctusos régioban az ACA-3
immunreaktiv neuronok szama megharomszorozodott egy hét alatt.

Az ACA-3 pozitiv neuronok szdma ezt kdvetden jelentdsen csdkkent, 2 hétnél idésebb
tiineteket mutatd csoportban szignifikansan alacsonyabb volt, mint az acut (kevesebb,
mint 3 napos) ischaemias csoportban (p=0.002). A contralateralis féltekében a neuronalis
ACA-3 immunreaktivitas szintén emelkedd tendenciat mutatott, majd a kontroll mintak
eredményeihez hasonld lett. ACA-3 expresszio a neuronalis nytulvanyokban a stroke-ot
kovetd 2. napon latszott az infarctus magban. Kettds jelolésti immunfluoreszcenciaval az
ACA-3 pozitiv neuronalis nytlvanyok bizonyos mértékig egyiitt fordultak el6 a TUNEL

pozitiv magokkal.

4.3. A 30 napos kimenetel vizsgalata spontan, supratentorialis lokalizaciéju

intracerebralis vérzésekben

A 81 tulélo beteg vizsgalatabdl 8 beteget a masodik CT hianya miatt kizartunk.
A 75 elhunyt betegbdl egynél ACM aneurysma rupturaja miatti subarachnoidealis vérzés

igazolodott. Egy masik beteg esetében a vérzést agyi metastasis bevérzése okozta, igy ez
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utobbi két beteget szintén kizartuk a vizsgalatbol. Tizenkét esetben az agy nem volt
alkalmas a neuropathologiai mérésekre multilobaris, szabalytalan alaka vérzés vagy
pedig post-mortem karosodas miatt, mely lehetett a koponyabol torténd eltavolitaskor
bekdvetkezd sériilés, de lehetett a nagyméretii haematoma okan fragmentalodott
parenchyma miatt is. Mindemellett 9 esetben hianyos volt a klinikai dokumentacio.
Osszességében igy a vizsgilatunkba bevont populicié 59 elhunyt és 66 tGlélé esetet

tartalmazott.

4.3.1. A 30 napos mortalitas prediktorai

A 30 napos mortalitas és a vizsgalt diszkrét és folyamatos valtozoink koziil az
¢életkorral vald Osszefliggés a szignifikancia hatarértékénél volt, a felvételkor észlelt
systolés vérnyomas és a serum gliikkozszint szignifikdnsan magasabb, a vérlemezkeszam
pedig szignifikdnsan alacsonyabb volt az elhunyt betegek csoportjaban. A serum
kaliumszint atlagértéke nem kiilonbozott szignifikansan a tuléldk és az elhunytak kdzott,
ugyanis az utobbi csoport szamos tagjanak hypo- és hyperkalaemias értékei voltak,
melyek atlagolasa kozel normalis értéket eredményezett, azonban a normalistol eltérd
kaliumszint szignifikdnsan gyakrabban fordult el az elhunyt betegek csoportjaban. Az
egyéb valtozok (nem, alkoholfogyasztas, dohanyzas, felvételi pulzusszam) nem mutattak

szignifikans osszefiliggést a 30 napos mortalitassal.

Osszességében a nem, az aktudlis dohdnyzds, a nagymennyiségii
alkoholfogyasztas, a diastolés vérnyomasérték és a felvételi pulzusszam nem érte el a
statisztikai szignifikancia hatarat. A laboratériumi paraméterek kozott vizsgaltuk az
érkezéskor vett serum natrium-, kalium- és gliikozszintjét, a siillyedést, valamint a
haemoglobin, fehérvérsejt- és vérlemezkeszamot, a maj- és vesefunkcids paramétereket,
valamint a koagulacidés paramétereket. Mindezek koziil a fatalis kimenetellel a serum
kaliumszint mutatott szignifikans 6sszefliggést, melynek minden iranyu eltérése novelte
a fatalis kimenetel valoszintiségét. Tovabbi prediktornak bizonyult a magasabb serum

gliik6z és az alacsony vérlemezkeszam is.
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A talélé és elhunyt betegek CT jellemzdinek és volumetrias értékeinek
Osszehasonlitasakor a stroke kezdete és az elsé koponya CT kozott eltelt id6 kifejezett és
forditott aranyossagot mutatott a 30 napos mortalitassal. A tuléld csoportban a felvételi
¢és a kontroll CT kozott eltelt idé 10.7 (SD 5.05) nap volt. Az elhunyt betegeknél az
atlagos tulélési id6 7.7 (SD 6.4) nap volt. Az els6 CT-n lathato, teljes ¢és
intraparenchymalis haematoma abszolut térfogat szignifikdnsan kiilonbozott a két
csoport kozott. Ugyanigy szignifikansan kiilonbozéek voltak a relativ haematoma
térfogatok. A haematoma ndvekedés indexe a kimenetel igen erds prediktora volt. Az
intraventricularis vérzés korai megjelenése és annak kiterjedése szintén nagyon erdsen
korrelalt a fatalis kimenetellel. Talélékben a felvételkor késziilt és a kontroll koponya
CT-n lathato teljes haematoma térfogatok kozott kb. 43% csokkenés latszott, a relativ
haematoma térfogat 42%-ot csokkent. Ugyanekkor elhunytakban a felvételkor késziilt
koponya CT-n lathat6, valamint az autopsia soran mért teljes haematoma térfogatok
kozott kb. 54% novekedés latszott és a relativ haematoma térfogat is 56%-kal nétt. A
haematoma intraventricularis megjelenése mind a kezdeti CT-n, mind a kdvetéses

vizsgalatoknal gyakoribb volt az elhunyt csoportban.

4.3.2. A SUSPEKT pontozé skala

A multiplex regresszios analizis alapjan a 30 napos mortalitds szamos
valtozoval szignifikans korrelaciot mutatott: serum glitkoz (Sugar); teljes haematoma
térfogat (Size); systolés vérnyomas (Pressure); intraventricularis vérzés megjelenése
(Extension to the ventricular system); serum kaliumszint (Kalium). Ezek, valamint a
borderline szignifikanciat mutato életkor (lifeTime) hasznalataval megalkottunk egy hat
faktort pontozo skalat, a SUSPEKT skalat. A SUSPEKT pontozo skala hasznalataval
primer supratentorialis vérzésekben lehet6ség nyilik a kimenetel becslésére. A
valoszinliség (pr) egy tablazat alapjan a kért valtozok kalkulalt koefficienssel tortént
szorzatainak 0sszegébdl (sbx) az Euler-féle szam (e) segitségével szamolhatd:

esPX/(1+e%™), melynek értéke aztdn egy percentilis tablazat alapjan értékelhetd.
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5. MEGBESZELES

5.1. A Klinikai és neuropathologiai diagnézisok osszehasonlité elemzése

Az, hogy a Debreceni Egyetem Neurologia Klinikaja stroke centrumként
mitkodik, magyarazza a tanulmanyunkban szerepld stroke betegek dontd tobbségét. Az
autopsia az Aaltalunk vizsgalt betegpopuldcidban az allomanyvérzések, primer és
metastaticus daganatok és kozponti idegrendszeri fert6zések eseteiben megerdsitette a
klinikai diagnézist. Az allomanyvérzések koziil két esetben a neuropathologiai vizsgalat
valaszt adott az aectiologiara is, fényt deritve egy esetben cerebralis amyloid
angiopathiara, valamint masik esetben arteriovenosus malformatiora. Egy
vertebrobasilaris teriileti keringészavar miatt felvett beteg hirtelen halalanak okat, az
arteria basilaris aneurysma rupturdjabol szarmaz6 subarachnoidealis vérzést
egyértelmiien csak boncolassal sikeriilt tisztazni.

Az autopsia az ischaemids stroke eseteiben szolgalt a legjelentésebb
tobbletinformacioval. Az irodalomban ko6zolt adatok a HT eléfordulasat tekintve
rendkiviil eltéréek attol fliggden, hogy képalkotd vagy autopsids eredményekre
alapozoddott-e a tanulmany, aszerint hogy a vizsgalt betegek kaptak-e anticoaguldns,
antithromboticus vagy fibrinolyticus kezelést, valamint a képalkoté eljarasokon alapuld
tanulmanyokban attol fliggden, hogy az adott képalkoté vizsgalatot a stroke
kialakuldsahoz viszonyitva mikor végezték el. Az eredményeket a képalkoté vagy
autopsias eredmények dsszehasonlitasakor mindemellett nem csupan a detektalads modja
teszi nehezen Osszevethetové, de nyilvanvaléan a vizsgalt betegcsoport is jelentOsen
eltérhet az utdbbiaknal biztosan fatalis kimenetel miatt. Kerényi és mtsai 245 ischaemias
stroke beteg autopsias eredményeinek feldolgozasakor 29%-ban talaltak HT-t. Lodder és
mtsai 48 supratentorialis lokalizacioji ischaemids stroke eset neuropathologiai
vizsgalatakor 33%-ban talaltak HT-t. Toni és mtsai 150 beteget vizsgaltak anterior
keringés teriiletében kialakult keringészavart kovetéen. Egy héttel a stroke-ot kdvetden
vagy koponya CT vagy autopsia szolgalt a HT detektalasara, mely aranyaiban 43% volt,

ennek 89%-a petechias vérzés, 11%-a kiterjedtebb haematoma volt. Celik és mtsai 86
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ACM teriileti territorialis infarctuson atesett olyan beteget vizsgaltak, akik nem kaptak
sem thrombocyta-aggregatio gatlot, sem anticoagulanst. A stroke kialakulasat kovetéen
72 oréaval késziilt koponya CT alapjan a HT ardnya az 0sszes altaluk vizsgalt betegb6l
8.5%, azonban az ACM teriileti stroke eseteket vizsgalva 40.6% volt. Okada és mtsai
160 acut ischaemias stroke beteget vizsgaltak. Koponya CT vizsgéalatra alapozott
eredményeik azt mutattak, hogy 6sszesen 40.6 %-ban alakult ki HT, melynek 15.4 %-a
latszott az els6 1-4 napban, 67.7%-a latszott az els6 10 napban és 100%-ban latszott a 30
napos koponya CT-n, 1 honapon tal egyetlen esetben sem detektaltak ujkeletti HT-t.
Hornig és mtsai 65 beteg vizsgalatakor 28 esetben talaltak HT-t, melynek 40%-a az els6
héten, mig tovabbi 60%-a latszott a masodik post-stroke héten elkésziilt koponya CT
felvételen. Mindezek az eredmények jol mutatjak, milyen nehéz meghatarozni a HT
diagnosztizalasara legalkalmasabb id6t, mely bizonyos terapids beavatkozasok hatasait,
szovodményeit vizsgalo, meghatarozott idészakra vonatkozo tanulmanyokban a
vizsgalat kezdetén mar célzottan tervezhet6. A mindennapi klinikai gyakorlatban
azonban ugy, hogy annak gyakorisiga és id6pontja megbizhat6 és koltséghatékony is
legyen, nehezen definialhat6. Az ischaemids stroke miatt kezelt betegek premortem
kezelése hanyatlo tudattal és kritikus altalanos allapotban gyakran elhuz6dé lehet, akar
napokig, hetekig is tarthat, a mi anyagunkban a stroke és a halal kozott eltelt atlagos
id6tartam 11.71 nap volt (SD 13.16). Emiatt a kritikus iddszakban a HT kialakulasa
sokszor csak ismételt képakotd vizsgalatokkal (koponya CT vagy MRI) lenne lehetséges,
mely azonban sem etikai, sem financialis szempontok miatt nem megengedhetd. Kontroll
CT éltalaban a thrombolysist kovetden 24 draval torténik, mig a thrombolysissel nem
kezelt betegekben nem is késziil rutinszertien kontroll CT, ha azt a beteg allapota nem
koveteli meg vagy éppen nem teszi azt lehetdvé. Mindemellett szamos tanulmanyban
megerositették, hogy a HT-k jelentés tobbsége nem jar a neuroldgiai tiinetek
rosszabbodasaval.

Irodalmi adatok szerint a HT-k kiilonb6z6 tipusainak eléfordulasa is eltéré az
acut stroke kezelésekor alkalmazott terapia, valamint az eltérd definiciok szerint.
Tanulmanyunkban a HT-kat a mar korabban Fiorelli és mtsai altal leirtak szerint

csoportositottuk kis és Osszefolyd petechidkat, valamint 30%-nal kisebb és nagyobb,
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vagy az infarceralt teriileten kiviil esé parenchymas haematomakat elkiilonitve. Az
altalunk vizsgalt HT esetekben a HI1 26.5%-ban, a HI2 29.4%-ban, a PH1 29.4%-ban, a
PH2 14.7%-ban fordult el6. Okada és mtsai szintén autopsias adatokat hasznéalva csak a
kérget érintd kis petechidkat (56.9%), diffuz haemorrhagiat (18.5%), kis (3 cm-nél
kisebb atmérojit) (13.8%) és massziv (3 cm-nél nagyobb atmérdjii) haematomakat
(10.8%) kiilonitettek el. Fiorelli és mtsai az ECASS I tanulmanyban vizsgaltak acut
stroke-ban az intravenas rt-PA kezelést kovetden kialakuldo HT-k tipusat és gyakorisagat.
Vizsgalataik placebo kontroll mellett torténtek, a HT detektalasa 36 6ran beliil késziilt
koponya CT-n lathatdé eltérésekre alapozodott. Az Aaltalunk vizsgalt esetektdl
nagymértékben eltérd betegpopulacio, valamint a HT kizarolag képalkoto eljarasokra
alapozott megéallapitasa miatt HT altipusok megoszlasa tekintetében eredményeink nem
Osszevethetéek. Kozleményiik azonban megerdsiti a korabban megjelent vizsgalatok
eredményeit, miszerint rt-PA kezelést kovetéen a HT el6fordulasi gyakorisaga
magasabb, kiterjedése nagyobb. A mi tanulmanyunkban a PHI1-2 eseteinek dont6
tobbsége thrombolysissel kezelt betegekben alakult ki. Mindemellett felvetdik a kérdés,
mi lehet az oka annak, hogy a jelenleg rendelkezésre allo képalkoto eljarasok birtokaban
is ekkora hanyadot képviselnek a csak autopsidval diagnosztizalt HT esetek. Ennek
részben az allhat a hatterében, hogy thrombolysis végzése esetén a kontroll CT altalaban
a thrombolysist kovetéen 24 oraval torténik. Az rt-PA féléletideje ugyan csak néhany
perces, a coagulatios cascade-ra gyakorolt hatasa azonban elhtiz6do.

Fiorelli és mtsai, valamint Berger és mtsai az ECASS I és ECASS II tanulmany
adatainak feldolgozasadval mindkét adatbazis eredménye alapjan kizarolag a PH2
esetekben lattak 0sszefliggést a vérzéses atalakulas kialakuldsa és az acut fazisban lathat6
klinikai romlas szempontjabol, a HT 1-2 és PH 1 tipust bevérzések nem befolyasoltak a
klinikai statust és a kimenetelt. A NINDS rt-PA tanulmanyban elemzett symptomas
intracerebralis vérzések 70%-a az ECASS klasszifikacid szerint parenchymas
haemorrhagianak felelt meg. Az ECASS tanulmany symptomas intracerebralis
vérzéseinek is jelentds hanyada, 73.5%-a a parenchymas vérzések 1 és 2. csoportjanak

felelt meg. Ezek az adatok azt jelzik, hogy azok a HT-k, melyek neurologiai hanyatlashoz

s
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formajaban jelennek meg és kifejezett térfoglald hatasuk van. Az altalunk vizsgalt PH2
tipusi haematomak mindegyike thrombolysissel kezelt betegben alakult ki és
mindegyike ismert volt mar premortem is a kontroll koponya CT alapjan. Mindemellett
a stroke ellatasra szakosodott intenziv osztalyos kezelés és a multiparametrias
monitorozas mellett is viszonylag nagy aranyban lehetett csak autopsiaval igazolni a
haemorrhagias infarctusok 1-2. tipusat és az 1. tipust parenchymas haematomakat, noha
a thrombolysissel kezelt betegek mindegyikében, a thrombolysissel nem kezelt betegek
koziil pedig, allapotrosszabbodés miatt, 6 esetben tortént kontroll koponya CT.

Vannak tanulmanyok, melyek azt is felvetették, hogy szamos, akar a HT
asymptomas formajanak is lehet negativ kovetkezménye a kimenetelt illetden,
Osszehasonlitva a HT-val nem jar6 esetekkel. Egy képalkoto eljarasok eredményeire €s
pathologiai eredményekre alapozott feltételezés szerint a haemorrhagias infarctusok és
parenchymas haematomak pathogenesise is eltérd: amig a haemorrhagias infarctusok
feltehetéen multifocalis voOrdsvértest extravasatio kovetkezményei, dontéen a
sziirkeallomanyban, addig a parenchymas haematomak egy ischaemia, majd reperfusio
altal karositott érbdl szarmazo vérzésnek a kovetkezményei. Miutan a bevérzés a mar
necroticus szovet teriiletén torténik, a folyamat gyakran nem jar a klinikai allapotban
megfigyelhetd valtozassal, a haemorrhagias infarctusok esetében még térfoglald hatasa
sincs. Mindemellett a fatalis kimenetelii acut stroke betegek altalanos allapota sulyos,
haldlukhoz még HT esetén is szamos extracerebralis ok (pl. bronchopneumonia,
szivelégtelenség, acut myocardialis infarctus, valamint tiidéembolia) vezethet.

Vizsgalatunkban nem az volt a célunk, hogy a HT okait, jeleit vagy kezelését
feltarjuk, hanem hogy hangsulyozzuk kialakulasanak lehetdségét, igy azt is, hogy még
jelentés klinikai rosszabbodast nem mutaté betegeknél is gondolni kell ra.
Természetesen tanulmanyunkban a fatalis kimeneteli stroke esetek adatait dolgoztuk fel,
tehat eredményeink nem extrapolalhatoak az osszes ischaemias stroke esetre. Erdemes
azonban a késébbickben igy is megfontolni, széba jon-e kiilondsen a nagyobb
kockazattal jaro betegek esetében egy rutinszertien, a hazabocsatast megel6zéen
végzendd kontroll koponya CT mérlegelése. Ugyancsak megfontolandé a kontroll

koponya CT elvégzése anticoagulans kezelés indikaciojanak fennallasa esetén is,
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amennyiben annak beallitsa a stroke subacut-chronicus szakaszaban torténik. Ezekben
az eseteken a terapia elinditdsa elott érdemes a koponya CT kontrolljat elvégezni.
Mindemellett szeretnénk hangsulyozni az autopsia fontossagat, mely a stroke ellatasra
szakosodott, multiparametrids monitorizalasra alkalmas intenziv osztalyos kezelés és
jelenleg rendelkezésre allo képalkotd vizsgalati modszerek mellett is tud 1j
informacidval szolgalni. Bar sokszor megkérddjelezik a sziikségességét, mindenképpen
fontos visszajelzés mind a klinikusoknak, mind a radiologusoknak. A post-mortem

neuropathologiai értékelés a mindségbiztositas és az oktatas terén is kulcsfontossagu.

5.2. Sejthalal mechanizmusok ischaemias stroke-ban

Human agyi ischaemiaban a stroke kezdetét6l szamitott néhany percen beliil a
vérellatas kritikus csokkenése neuronalis karosodashoz vezet. Az acut neuronalis
karosodas a PARP-1 tulaktivalodasat eredményezi, melynek aztan tilzé mennyiségii
poly(ADP-ribose) (PAR) szintézist, valamint az ATP és a NAD" szint cs6kkenése miatt
Kiterjedt neuronalis sejtelhalas a kovetkezménye. Az Aaltalunk vizsgalt normal
agyszovetben csak néhany PARP-1 immunreaktiv neuron latszott, mely egybehangz6 a
korébbi tanulmanyok eredményeivel. A PARP-1 ischaemiat kovetd elsé harom napban
mind az infarctus magjaban, mind a periinfarctusos régidban lathaté nuclearis jelenléte
szintén megegyezik a korabbi human kisérletek eredményeivel, azonban a mi
anyagunkban a PARP-1 indukci6 1ényegesen hosszabb ideig, egészen 2 hétig latszott az
infarctus kialakulasat kovetéen. A cytoplasmaticus PARP-1 immunreaktivitds a
periinfarctusos régioban volt a legjelentdsebb ¢€s jol korrelalt az apoptoticus morfologiat
mutatd6 TUNEL pozitiv neuronok szdmaval. A talélési id6tdl fiiggetleniil intenziv
nuclearis és cytoplasmaticus festédést egyidejiileg ugyanabban a sejtben sehol sem
lattunk, ami a PARP-1 ischaemia indukalt subcellularis athelyez6désére utal. A nuclearis
immunreaktivitdis mind a PARP-1, mind a PARP-1 hasitasa utian keletkezé p89
fragmentum esetében a ndvekvd neuronalis ischaemids karosodas pontszamaval
korrelalt, am a p89 fragmentum expresszidjanak csucsa kissé késleltetetten, 3 nappal az

ischaemiat kovetden jelent meg. Azon neuronok szama, melyek p89 fragmentum
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cytoplasmaticus jelenlétét mutattak, forditottan korrelalt a ndvekvd ischaemias
karosodas jelenlétével. A PARP-1 enzimatikus aktivitasat a post-ischaemias neuronok
cytoplasmaticus PAR immunreaktivitdsa jelezte, mely egyttt fordult el a teljes
hosszisagu és a hasitott PARP-1 enzimekkel. Azt feltételezik, hogy a PAR els6sorban a
nucleusban keletkezik, &m a késObbieckben a cytosolban talalhaté meg, ahol a
mitokondriumokon keresztiil indukalja a sejthalal utvonalak elinduldsat.

Cytoplasmaticus PARP-1 jelenlétet normal agyszovetben mar egy olyan
korabbi tanulmanyban is leirtak, ahol 3 nem-neurologiai eset elemzése tortént. Egy
masik traumas agysériiltekre fokuszald vizsgalat azonban beszamolt nuclearis és
egyidejii nuclearis-cytoplasmaticus PARP-1 jelenlétr6l is. A cytoplasmaticus jelenlét
dominanciaja a traumatdl a mitétig eltelt rovid id6 esetén latszott. Mindezek a post-
mortem vizsgalatok azonban végig magukban hordozzak annak az eshetdségét, hogy a
megvaltozott PARP immunreaktivitas valéjaban annak koszonhetd, hogy a sejhalal
utvonalak soran a nuclearis tartalom elérhet6bbé valik az immunhisztokémiai festések
szamara. Meglep6é modon a jelenlegi tanulmanyban a PARP-1 nucleolaris jelenlétét is
detektaltuk akar onmagaban, akar nuclearis festodéssel egyidejiileg. A jelenség a 15-39
oras postinfarctusos id6szakban latszott, kizdrdlag a periinfarctusos és a contralateralis
zonakban, azaz a sejtek energiakészletének a tekintetében a megkiméltebb teriileteken.
Habar neuronokban nucleolaris PARP-1 jelenlétrél eddig nem szamoltak be, mar leirtak
in vitro MDBK, HeLa és CHO sejtekben, valamint ragcsalo fibroblasztokban, aktiv RNS
szintézis jeleként értelmezve.

Az ACA-3 kontrollokban lathatdé elszort jelenléte a kaszpdzok axon
novekedésben, synapticus plaszticitasban, valamint a normal agyi integritas
fenntartasdban betoltott szerepével van dsszefliggésben. Osszességében a neuronalis
cytoplasma ACA-3 immunreaktivitasa a penumbraban volt a legmagasabb — ott, ahol a
legjelentdsebb az apoptosis eléfordulas. Az ACA-3 jol ismert szerepe, hogy inaktivalja
a PARP-1-t. Miutan az utobbi nuclearis elrendez6dési, ez az ACA-3 nuclearis
lokalizaci6jat sugallta volna, igy meglepd volt, hogy a postischaemids ACA-3
immunreaktivitas elsGsorban a cytoplasmaban latszott. Egy korabbi human agyi

ischaemiarol sz616 tanulmanyban az ACA-3 mind a nucleusban, mind a cytoplasmaban
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er@sen expresszalddott. A mi eredményeink hasonldak a Ferrer és Planas eredményeihez,
akik felnétt patkdnyok penumbrabdl szarmaz6 mintaiban az ACA-3 jelenlétét Western
blot analizissel csak a cytoplasmaban tudtak demonstralni.

Jelenlegi megfigyeléseink és korabbi irodalmi adatok is azt a feltételezést
tamogatjak, hogy a teljes hosszusagl és hasitott PARP-1 tilnyomodan nuclearis jelenléte
a necroticus, mig cytoplasmaticus jelenléte inkabb a zajlo apoptoticus folyamatokra utal.
Néhany nap elteltével a penumbra teriiletén zajlo PARP-1 hasitas arra utal, hogy a sejt
igyekszik a necroticus titvonalat az ATP igényes apopt0sis iranyaba tolni. Egy korabbi
tanulmanyban in vitro sikeriilt demonstralni, hogy apoptosis soran a PARP-1 hasitast
kdvetden a p89 fragmentum a nucleusbdl a cytoplasmaba migralodik.

Egy human atherothromboticus infarctusokat vizsgald tanulmanyban arra a
megallapitasra jutottak, hogy az apoptosis human focalis agyi ischaemidban a sejthalal
utvonalak alacsony hanyadat érinti, mert szamos neuron az ischaemiés teriiletben az
ischaemias neuronalis sejthalal morfologiai eltéréseit mutatta ACA-3 pozitivitas nélkiil.
A mi eredményeink human agyi ischaecmidban az apoptosis és necCrosis egyidejii
jelenlétét tamogatjak, Gsszhangban Sairanen és mtsainak eredményeivel, akik leirtak,
hogy a TUNEL pozitivitas csdkkenése a necrosis nagyobb aranyt jelenlétével korrelal.

A PARP-1 gatlas klinikai hasznat human betegségekben, igymint myocardialis
infarctusban, stroke-ban és daganatos betegségekben komoly érdeklédés Gvezi, mely a
PARP-1 mind cardiovascularis, mind inflammatoricus korképekben megfigyelt kétélii
kard szerepére, valamint DNS repair-ben bet6ltott szerepére alapozodik. Amint azt
Graziani és Szabo 0sszefoglalta, jelentds mennyiségii irodalom tamogatja azt a nézetet,
hogy az enyhe, kijavithatdé DNS karosodassal rendelkez6 sejtek csakugy, mint a stlyos
DNS karosodassal rendelkez6 sejtek PARP-1 gatlassal egy k6z0s utvonalra, azaz az
apototicus sejteliminaciora késztethetdek. A kaszpaz-3 kozvetitett PARP-1 inaktivacid
azt sugallja, hogy a PARP-1 aktivacié blokkolasa lényeges pont az apoptosis
folyamataban. Az az elgondolas, hogy a necrosis elleni védelem a PARP-1 inaktivacidja
és gatlasa altal lehetséges, elérhetévé teszi a necrosist a farmakologiai intervenciok
célpontjaként. Kisérleteink tamogatjak azt a feltételezést, hogy a PARP-1
talaktivalodasanak gatlasa terapias tamadaspontként is szoba jon human agyi ischaemia
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kezelésében azzal, hogy a tovabbi necroticus sejtfolyamatok, a kovetkezményes
sejtszint{i energiavesztés gatlasat és szamos pro-inflammatoricus szignal transzdukcios

Tanulmanyunk o korlatja az adatok deskriptiv jellege, azaz intervenciora nem
volt lehetéséglink ¢és adataink immunhisztokémiai eredményeken alapulnak.
Megitélésiink szerint az altalunk hasznalt neuropatholdgiai minta kivaldan alkalmas volt
a mikroszkopos feldolgozasra, Osszehasonlitva pl. azzal, ha homogenizatumként
kizardlag Western blot analizisre alapoztuk volna, mely utobbinal példaul a cellularis
lokalizacié informacioja elvész.

Szintén korlatként emlithetdé a bar kiterjedt, azonban csak neuronokra
vonatkoz6 adathalmaz, mely nem tartalmazza az egyéb, neurovascularis egységhez
tartozo tobbi sejt adataibol szarmazé eredményeket. Erdemes megemliteni azt is, hogy

cohortunk stlyos, letalis esetekbdl szarmazoé mintakat dolgozott fel.

5.3. A 30 napos kimenetel vizsgalata spontian, supratentorialis lokalizacioju

intracerebralis vérzésekben

A primer intracranialis vérzések fatdlis kimenetelének prediktorait széles
korben vizsgaltak, ennek ellenére még nem sikeriilt eddig egyetlen megbizhat6 és széles
korben hasznalt értékeld skalat sem létrehozni. A mi célunk az volt, hogy egy relative
egyszerl, reprodukalhato, koltséghatékony pontozoskalat alkossunk, mely klinikai €s
epidemiologiai adatokat hasznal. Eredményeink azt mutatjak, hogy a systolés vényomas,
a serum kaliumszint, a serum glikézszint és a thrombocytaszam fliggetlen ¢€s
statisztikailag szignifikdns rizikofaktorai a primer intracranialis vérzések 30 napos
mortalitdsanak. Emiatt egy klinikai kimenetel becslésére alkalmas prediktiv
pontozoskala hasznalatat javasoljuk spontan intracranialis vérzések esetén, melynek
neve SUSPEKT és Osszesen hat paramétert foglal magaba (serum glikoz; teljes
haematoma térfogat; Systolés vérnyomas, intraventricularis vérzés jelenléte, serum

kaliumszint, életkor).
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A laboratoriumi paraméterek koziil a stroke kezdetén mért serum gliikozszint
(,»,U”) szignifikans 0Osszefliggést mutatott a 30 napos mortalitassal. Korabbi
tanulmdnyokban mar leirtak hasonlé eredményeket, ugyanakkor mas kutatdsok nem
igazoltak hogy ICH-ban a hyperglycaemia szignifikans és fiiggetlen prediktor lenne.
Stead és mtsai a korai haldlozast vizsgaltak (<7 nap), melynek a felvételi emelkedett
vércukorszint diabeteses és nem diabeteses betegekben is prediktora volt.

A haematoma mérete és méretének valtozasa szintén 1ényegesnek bizonyult az
allomanyvérzések utani kimenetelt illetéen. Tanulmanyunkban mind az abszolat, mind
a relativ haematomatérfogat (,,S”), mind a haematoma névekedési index, mind az
intraventricularis vérzés jelenléte és mérete prediktornak szamitott a 30 napos mortalitas
tekintetében. Mi egyébként az abszolut haematoma térfogat hasznalatat ajanljuk, mivel
ennek a szamitasa egyszer(ibb és a prediktiv értéke a relativ haematoma térfogatéval
megegyezl. A legtobb kozlemény egyetért abban, hogy haematoma kiterjedése ICH-ban
mind a mortalitasnak, mind a csokkent funkcionalis kimenetelnek erds determinansa.

A felvételkor mért magas systolés és diastolés vérnyomds a haematoma
méretének ndvekedésében meghatarozd. Az emelkedett arterias kozépvérnyomas és a
magas diastolés vérnyomds a mortalitdssal, a magas Systolés és diastolés vérnyomas
mortalitdssal és a kedvezbtlen kimenetellel egyiittesen korrelal szignifikansan.
Dandapani és mtsai a felvételkor észlelt, 145 Hgmm-nél magasabb arterias
kozépvérnyomast talaltak kedvezdtlennek a kimenetel szempontjabol. Irodalmi adatok
azonban arrol is vannak, hogy a nagyon alacsony tensioérték sem kivanatos, a 120 Hgmm
alatti systolés vérnyomas szintén sszefligg a kedvezétlen kimenetellel. Az INTERACT
II. tanulmanyban a systoles vérnyomas drasztikus (140 Hgmm ald) és mérsékelt (180
Hgmm) csokkentésének hatasat hasonlitottak Ossze 6 Oran beliil kialakult, primer
cerebralis allomanyvérzést szenvedett betegeken. A systolés vérnyomds intenziv
csokkentésének statisztikailag kedvezd hatdsat sem a haematoma ndvekedés, sem a
rokkantsdg, sem a fatalis kimenetel szempontjabél nem sikeriilt igazolniuk.
Vizsgalatukbdl kizartak mindazokat a betegeket, akiknél a klinikai vagy radiologiai
tlinetek alapjan magas 24 6ras mortalitast valdszintsitettek A mi eredményeink a magas

systolés vérnyomas (,,P ) prediktor szerepét igazoltak a 30 napos mortalitas esetén.
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Irodalmi adatok szerint az intraventricularis vér jelenléte és mennyisége (,,E”)
erdsen korrelal a kimenetellel akar az 9sszes, akar csak a supratentorialis lokalizacioju
vérzéseket tekintjiik.

A legtobb kozlemény egyetért abban, hogy haematoma kiterjedése ICH-ban mind a
mortalitasnak, mind a csokkent funkcionalis kimenetelnek er6s determinansa.

Vizsgélataink alapjan a serum kéaliumszint (,,K”) és a 30 napos halalozas kozott
nagyon erds, szignifikdns dsszefliggés van, barmely iranyba térjen is el a kaliumszint a
normalistdl (mind a magasabb, mind az alacsonyabb értékek esetén), mely eredmény
ujdonsagnak szamit. Egy korabbi tanulmany 55 haemorrhagias stroke-ot szenvedett
betegb6l csaknem 40%-ban talalt abnormalis kaliumszintet, mely dontéen (34.55%)
hypokalaemia, kisebb hanyadaban (3.63%) hyperkalaemia volt, azonban nem vizsgaltak
ennek a prognozisra vonatkozo hatasait. Egy korabbi kézlemény szerint a thalamus
vérzést szenvedett betegek kozott a serum kalium-, natrium és kloridszint eltérései
szignifikansan gyakrabban fordultak eld, mint nem thalamus vérzésekben. Az elektrolit
eltéréssel rendelkezd betegek mortalitasa pedig szignifikansan magasabb volt a normal
elektrolittal rendelkezd betegekéhez képest. A mi eredményiinket a kaliumszint akar
magasabb, akar alacsonyabb tartomanyokba torténd eltéréseinek a morbiditasra és
mortalitasra  gyakorolt hatéasait illetéen feltehetéen a kardiologiai hatdsok
(kamrafibrillatio, hirtelen szivmegallas) is magyarazzak, azaz extrém kaliumszintbeli
eltérés esetén a halal nem az intracranialis nyomas fokozodéasa, hanem a cardialis
dysfunctio miatt kdvetkezhetett be.

Az életkornak (,,T”) borderline prediktiv értéke volt (p=0.054), mely
egybehangz6 a kordbbi eredményekkel, melyek szerint az életkor szerepe az ICH
kimenetelben kétséges. Néhany korabbi tanulmany szerint az életkor szignifikansan
korrelald, fliggetlen faktor a haldlos kimenetelt illetden, mig masok nem talaltak
ugyanilyen dsszefliggést vagy csak a 65 vagy 80 évnél idésebb betegcsoportban tudtak
mindezt igazolni.

Tanulmanyunkban az alacsony vérlemezkeszam a haldlos kimenetel
prediktoranak bizonyult. Korabbi irodalmi adatok megerdsitik ezt, mind az alacsony

thrombocytaszam, mind a thrombocyta dysfunctio szignifikansan korrelalt a haematoma
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novekedésével. Az alacsony haemoglobin koncentraciéo nem volt 6sszefliggésben a 30
napos halalos kimenetellel. Habar Kumar és mtsai az anaemiat és az alacsony
fehérvérsejtszamot is Osszefliggdnek taldltdk a nagyobb haematoma mérettel, a mi
eredményeink nem igazoltak egyik valtozo szignifikans szerepét sem a 30 napos
mortalitas tekintetében.

A tunetek kezdete és az els6 CT kozott eltelt ido erdsen, forditottan korrelalt a
halalos kimenetellel. Ez a paradox kapcsolat feltehetéen azzal magyarazhatd, hogy azok
a betegek keriiletek mihamarabb korhazba, akiknek gyorsan romlo, stlyos tiinetei voltak,
mig a kevésbé fenyeget6 allapotok (pl. kisebb méretli allomanyvérzéssel sszefliggésben
enyhébb tiinetek) esetén a korhazba jutésig eltelt id6 hosszabb volt.

A dohanyzas és a 30 napos halalozas tekintetében nem talaltunk 6sszefiiggést.
Egy kinai tanulméanyban a korabbi dohanyzas mind ischaemids, mind haemorrhagias
stroke esetén fiiggetlen rizikofaktor volt, mig masok szintén nem talaltak kapcsolatot.
Ikehara és mtsai a nagy mennyiségli alkohol fogyasztds és a haemorrhagids stroke
halalozas tekintetében férfiaknal szignifikans Osszefiiggést talalt, ezzel szemben a mi
eredményeink nem igazoltak osszefiiggést az alkoholfogyasztas és a halalos kimenetel

kozott. Szamos tanulmanyban a miénkhez hasonlé eredményeket kozoltek.

Az ICH kimenetelét becsl6 skalak szamos faktorra fokuszalnak: életkor, nem, a
haematoma lokalizacidja ¢és Kkiterjedése, az intraventricularis vérzés jelenléte, a
haemorrhagia subarachnoidealis térbe torése, a kiindulasi koponya CT-n lathato
hydrocephalus, tudatzavar, focalis neurologiai tiinetek észlelése felvételkor, magas
NIHSS 6sszpontszdm, pulzusnyomads (systolés és diastolés vérnyomas kiilonbsége). Az
eddig hasznalt prognosztikai skalakkal 6sszehasonlitva a SUSPEKT kétségtelen elénye,
hogy két konnyen detektalhatd paramétert is tartalmaz, egyrészt a serum kaliumszintet,
mely Gjdonsagnak, valamint a hyperglycaemiat, mely egy korrigalhato klinikai faktornak
szamit. A masik elény, hogy minddssze hat olyan paramétert vizsgal, melyek a
haematoma térfogat kivételével konzervativ (azaz nem sebészi) modon is

befolyasolhatoak.
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Vizsgalatunk rendelkezik bizonyos korlatokkal a praehospitalisan elhunyt
betegeket, a multilobaris vérzések kizarasat, valamint a talélé csoportban néhany esetben

hidnyz6 masodik, kontroll CT-t tekintve.

UJ EREDMENYEINK

1) A Debreceni Egyetem Neuropathologiai Laboratériumaban két év alatt
elvégzett agyboncolasok eredményeit feldolgozva igazoltuk, hogy a korszeri
diagnosztikus eljarasok rutinszeriit és koriiltekinté alkalmazasa mellett sem
nélkiilozhetéek az autopsiak, melyek a klinikai diagnozisok megerdsitésén tal szamos
esetben pontosithatjadk vagy tisztazhatjdk az in vivo elvégzett eljarasokkal nem
felderithet6 eseteket.

2) A szakirodalom alapjan az ischaemias stroke vérzéses transzformacidjanak
viszonylag gyakori kialakuldsa és gyakran tiinetszegény, neurologiai allapotromlast nem
okozo el6fordulasa ismert jelenség, azonban a témaban megjelent kozlemények donté
tobbsége képalkoto eljarasok adataira tdmaszkodik. Osszehasonlitva a meghatarozott
idGtartamra tervezett, az adott vizsgalatra megalkotott protokollok szerint elvégzett
diagnosztikus eljarasok adatait feldolgoz6 tanulmanyokkal, vizsgalatunk retrospektiv
adatokkal szolgal atekintetben, hogy a rutin neurologiai gyakorlatban, a szakmai
protokollokat kdvetve végzett képalkoto eljarasok alkalmazésa mellett is szamos esetben
rejtve marad az ischaemias stroke vérzéses transzformacidja fatalis kimenetelii acut
stroke esetekben. Megallapitottuk, hogy a HT a stroke ellatasra szakosodott kezelés
mellett is viszonylag nagy aranyban fordul elé és annak ellenére, hogy a mindennapi
gyakorlatban a klinikusok tisztaban vannak kialakulasanak lehet6ségével és ennek
megfelelden eréfeszitések is torténnek elkeriilésére és felderitésére, napjainkban is csak
autopsiaval igazolhat6 az esetek donté tobbsége.

3) A PARP-1 nucleolaris jelenlétét neuronokban els6ként irtuk le.
Tanulmanyunkban a PARP-1 nucleolaris jelenlétét 6nmagaban és nuclearis festodéssel

egyiitt vizsgalva is sikeriilt detektalnunk. A jelenség a 15-39 6ras postinfarctusos
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idészakban latszott, kizarélag a periinfarctusos és a contralateralis zondkban, azaz a
sejtek energiakészletének tekintetében a megkiméltebb teriileteken.

4) Jelenlegi megfigyeléseinkkel human mintan igazoltuk azt a feltételezést,
hogy a teljes hosszusagu és hasitott PARP-1 tilnyomoéan nuclearis jelenléte a necroticus,
mig cytoplasmaticus jelenléte inkabb a zajlo apoptoticus folyamatokra utal.

5) Jelenlegi megfigyeléseinkkel human mintdn demonstraltuk azt a korabbi in
vitro eredményt, hogy apoptosis soran a PARP-1 p89 fragmentuma a nucleusb6l a
cytoplasmaba migralodik.

6) Eredményeinkkel sikeriilt igazolni az apoptosis és necrosis egyidejl
jelenlétét a penumbraban human agyi ischaemiat kdvetden.

7) Vizsgalataink alapjan a serum kaliumszint és a 30 napos halalozas kdzott
nagyon erds, szignifikans Osszefliggést €szleltiink, a kaliumszint normalistol torténd
barmely iranyu eltérésével, azaz mind a magasabb, mind az alacsonyabb értékek esetén.

8) A serum gliikoz (Sugar); a teljes haematoma térfogat (Size); a Systolés
vérnyomas (Pressure); az intraventricularis vérzés megjelenése (Extension to the
ventricular system), a serum kaliumszint (Kalium), valamint az életkor (lifeTime)
hasznalataval megalkottunk egy hat faktort pontozé skalat, a SUSPEKT skalat, melynek
hasznalataval primer supratentorialis vérzésekben lehetdség nyilik a kimenetel
becslésére. Az eddig hasznalt prognosztikai skalakkal dsszehasonlitva a SUSPEKT
elénye, hogy két konnyen detektalhatd paramétert is tartalmaz, egyrészt a serum
kaliumszintet, mely ujdonsagnak, valamint a hyperglycaemiat, mely egy korrigalhatd
klinikai faktornak szadmit. Tovabbi elénye a skalanak, hogy minddssze hat olyan
paramétert vizsgal, melyek a haematoma térfogat kivételével konzervativ (azaz nem

sebészi) modon is befolyasolhatoak.
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