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FONTOSABB RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

ABC  avidin-biotin komplex 
AIF  apoptosis indukáló faktor 
APP  amyloid precursor protein 
BDHC  benzidindihydrochloride  
BP  vérnyomás (blood pressure) 
Ca2+   kalcium 
CCI   controlled cortical impact –koponyasérülési modell 
CCJ  cranio-cervicális átmenet 
CMSP  calpain-mediált spectrin-bontás (calpain-mediated spectrin proteolysis) 
CsA  cyclosporin A 
CSF  cerebrospinális folyadék (liquor) 
CSpT  corticospinális pálya (corticospinal tract) 
CT   computer tomográfia (képalkotás) 
Cyto c  cytochrome c 
DAB  diaminobenzidin 
DAI  diffúz axonális károsodás (diffuse axonal injury) 
EKG  elektrocardiográfia 
EM  elektronmikroszkóp 
F-FM  fluorescens-fénymikroszkópos kettıs (-célú) jelölés 
FITC  fluorescens izotiocianid jelölés 
FM  fénymikroszkópos 
GCS  Glasgow Kóma Skála (Glasgow Coma Scale) 
GOS  Glasgow Kimeneteli Skála (Glasgow Outcome Scale) 
HR  szívritmus (hearth rate) 
IA  impakt akcelerációs (-koponyasérülési modell) 
IAT  axonális transzport-zavar (impaired axonal transport) 
ICP  intrakraniális nyomás (intracranial pressure) 
icv  intracerebroventrikuláris 
IHC  immunhisztokémia(-i)  
IR  immunreaktív 
iv  intravénás 
IVV  intraventricularis vérzés  
KIR  központi idegrendszer 
LM  lemniscus mediális 
MLF  mediális hosszanti köteg (medial longitudinal fascicle) 
MPT  mitochondriális permeabilitási átmenet  
NF  neurofilament 
NDS  normál szamár szérum (normal donkey serum) 
NFC  neurofilament kompakció (neurofilament compaction) 
NGS  normál kecske szérum (normal goat serum) 
NHS  normál ló szérum (normal horse serum) 
NIH  National Institute of Health 
PACAP hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polypeptid  
PARP  Poly-(ADP-ribose) polymerase 
PBS  foszfát puffer oldat (phosphate buffered saline) 
SatO2  artériás vérminta oxigén telítettsége (pulzus oxymetria) 
SAV  subarachnoideális vérzés 
sem  átlag szórása („standard error of mean”) 

SBDP  spectrin degradációs termék (spectrin breakdown product) 
TAI  traumás axonkárosodás (a DAI állatkísérletes megfelelıje) 
TSA  tyramide-jelfelerısítés (tyramide signal amplification) 
VVIP  Vector VIP-festékanyag 
WHO  Egészségügyi Világszervezet 
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1. BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
 
1.1. Súlyos koponyasérülés –epidemiológiai adatok, osztályozás 
 
A globális fejlıdés eredményeként elterjedı motorizációval emelkedik a baleset okozta 
agysérülés elıfordulása, mely a fejlett ipari országok 40 év alatti lakossága körében a vezetı 
halálokot képezi; a WHO szerint a kórkép 2020-ra a harmadik leggyakoribb halálok lesz63,91.  

Hazai epidemiológiai vizsgálatok a súlyos koponyasérülés népegészségügyi 
jelentıségén túl azt is feltárták, hogy a nemzetközi adatokhoz képest közel kétszeres 
halálozást regisztrálhatunk139,25. 

A koponya-agysérülések osztályozása éppen a kórkép összetett volta miatt több 
szempont szerint történhet, a mellékelt, összefoglaló táblázat (1.táblázat) a klinikai 
szempontból legrelevánsabb csoportosítást teszi közzé14, 41. 
 
1. táblázat. Koponya/agysérülések felosztása a,b 

Típus Fı kiváltó momentum Fı Patológiai 
jellemzı 

Ok (patoanatómia) 

Epidurális, akut impakt fokális a.meningea media szakadás 

Epidurális, 
szubakut/krónikus (ritka) 

impakt fokális Diploe/emissariális véna 
sérülése 

Subdurális, akut Gyorsulás/lassulás>impakt fokálisc Hídvéna és/vagy felszíni 
artéria sérülése 

Subdurális, 
szubakut/krónikus 

Gyorsulás/lassulás>impakt>ismeretlen fokális Hídvéna sérülése 

Traumás 
subarachnoideális vérzés 

Gyorsulás/lassulás>impakt fokálisc Kérgi (piális) artéria sérülése 

Agyzúzódás (contusio 
cerebri) /coup- 
countercoup/ 

Impakt>Gyorsulás/lassulás fokálisc Kérgi (piális) artéria 
sérülése, agyszöveti laceráció 

Diffúz axonkárosodás Gyorsulás/lassulás diffúz Axonkárosodás 
Diffúz neuron 
károsodás 

Gyorsulás/lassulás diffúz Perikaryon károsodás 

Agyduzzadás 
“Brain swelling” 

Gyorsulás/lassulás diffúz Kevert etiológiájú, rendkívül 
súlyos elsıdleges+másodlagos 
agysérülés 

Hypoxiás agykárosodás Gyorsulás/lassulás diffúz Kevert etiológiájú, rendkívül 
súlyos elsıdleges+másodlagos 
agysérülés 

Diffúz vasculáris 
károsodás 

Gyorsulás/lassulás diffúz Kevert etiológiájú, rendkívül 
súlyos elsıdleges+másodlagos 
agysérülés 

a Súlyos koponyasérülés: a post-resuscitációs GCS<9 
b A disszertáció szempontjából legrelevánsabb kórképek vastagon szedve  
c Gyakran társul diffúz agyszöveti károsodással 
 
1.2. Diffúz agysérülés- Diffúz axonkárosodás 
 
A baleseti agysérülések patobiológiai osztályozása során fokális és diffúz elváltozásokat szokás 
megkülönböztetni, a két forma társulhat. A diffúz agysérülés alcsoportjai (1. táblázat) közül klinikai 
és - éppen ezért – kutatási szempontból a diffúz axonális károsodás (DAI) a legnagyobb jelentıségő2.  
A DAI típusosan accelerációs-decelerációs mehanizmussal kialakuló, a fehérállományt, azon belül is 
elsısorban a corpus callosumot valamint a hosszúpályák agytörzsi szakaszát érinti2,3,23,35,36. A 
koponyatrauma hatására létrejövı axonális károsodás az agy egész állományára kiterjedve, ép 
axonok között elszórtan figyelhetı meg; a sérülést nyíróerık hozzák létre1. Klinikai megjelenésére a 
tudatzavart magyarázó térfoglaló elváltozás-, vagy metabolikus zavar nélkül fennálló comatosus 
tudatállapot a jellemzı34,35. Gennarelli szerint a DAI 50%-ban felelıs a tartós tudatzavarért illetve 
35%-ban a mortalitásért a nem térfoglaló jellegő agysérülésekben35.  
Az axonsérülés kórfolyamatának vizsgálatában áttörést hozott Povlishock és munkatársai 
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1983-ban közölt munkája, amely – szemben a korábban elfogadott elképzeléssel – kimutatta, 
hogy a DAI nem a trauma pillanatában azonnal kialakuló axonszakadást jelent, hanem a 
károsodott axonok többségében egy idıben fokozatosan progrediáló folyamatról van szó124 (2. 
ábra). Azóta ez az elmélet számos állatfajban és modellben, valamint humán szövetmintákon 
is igazolást nyert12,13,22,23,30,32,35,37,40,86,108,119-121,123,127,142,143. Fény- és elektronmikroszkópos 
megfigyelések szerint a károsodott axonszakaszok a sérülést követıen azonnal (<5 perc) 
fokális axolemmális permeabilitási zavart mutatnak („mechanoporáció”), melynek 
következtében nagy molekulasúlyú anyagokat (pl. tormagyökér-peroxidázt, vagy dextránokat) 
vesznek fel, amelyek az ép axolemmán keresztül az egészséges axonokba nem tudnának 
bejutni108,109,125,128,129,152(2. ábra). Az axolemma fokális sérülését egyéb morfológiai jellemzık 
kísérik: mitochondrium duzzadás80,108,109, neurotubulus eltőnés76,78,109, neurofilament-
módosulás53,54,104,109,128,129,149, axonális transzportzavar128,129,151 mely utóbbi az elıre irányuló 
intraaxonális transzport – egy ponton való – fokális leállásában nyilvánul meg, és az ilyen 
módon szállítódó sejtalkotók illetve egyéb anyagok felhalmozódásához (organellum-
akkumuláció) és következményes axonduzzadáshoz vezet79,81,123,124. E duzzadás idıvel egyre 
kifejezettebb lesz, és végül az érintett axonszakasz ballon formájában lefőzıdik, létrehozva 
ezzel a kórkép korai leírásaiból ismert proximális axonballonokat, míg a disztális axonszakasz 
Waller-féle degenerációt szenved18,81,120,124,127. Az axonális elváltozások kezdetétıl az 
axonballon kialakulásáig illetve az axonszakadásig eltelt idı a vizsgált species függvényében 
változik; emberben tipikusan órákban, napokban mérhetı142,143,171, azaz kezelésre 
rendelkezésre álló ún. terápiás ablak jóval hosszabb, mint kísérleti állatokban. 
 A diffúz axonális károsodásnak mai tudásunk szerint legalább két, morfológiailag jól 
elkülöníthetı megjelenési formája ismert: az axonduzzadás/axonballon-képzıdés és az 
ultrastrukturális (neurofilament) kompakció. A klasszikus elképzelés szerint e két morfológiai 
jelenség kiváltásában ugyanazok a tényezık játszanak szerepet, ezáltal ugyanazokat az 
axonokat érintik108; a legújabb nézetek szerint azonban – a legtöbb esetben – a kétféle 
elváltozás két jól-elkülöníthetı axon-populációban figyelhetı meg74,152. 
 
1.3. Kalcium indukálta fehérjebontó folyamatok szerepe az axonkárosodásban 
 
A Ca2+-dependens folyamatok közül az egyik legfontosabb a calpain aktiválódása, amelynek 
számos idegrendszeri kórkép így a traumás agysérülések fokális44,95-97,112-114,118,134 illetve 
diffúz61,62,133 típusa kialakulásában is fontos szerepe van. A calpain elsısorban a nekrotikus 
sejthalál kialakulásában vesz részt, de egyes apoptotikus folyamatok során is aktiválódik94.  

A Ca2+ aktiválta proteolysis vizsgálatára Siman és munkatársai olyan immunsavót állítottak 
elı (Ab38), mely a calpain által hasított alfa-spectrin alegység 150kD molekulasúlyú fragmentumát, 
egy stabil, más proteázok által nem képzett fehérjét ismeri fel132,146-148. A spectrin az axolemma  alatt 
található subaxolemmális hálózat vagy kortikális citoszkeleton (membrán-szkeleton) alkotóeleme, 
amely integráns membránfehérjékhez kapcsolódik28,38, részt vesz a szinaptikus vezikulák 
kiürítésében, továbbá a membrán szerkezeti integritásának elengedhetetlen eleme46,38.  
A fent említett immunsavót felhasználva- calpain-specifikus spectrin fragmentumot (SBDP) találtak 
károsodott perikaryonokban és nekrotikus környezetben elhelyezkedı axonokban8,9,55,95,134, calpain 
antagonisták adásával pedig az állatok funkcionális felépülése javíthatónak tőnt117,137.  

Ezek a modellek kivétel nélkül súlyos agy/gerincvelı sérüléssel, kitejedt nekrotikus üreg 
képzıdésével jártak, tehát olyan folyamatokat vizsgáltak, amelyekben a Ca2+ jelentıs mennyiségben 
válik szabaddá és kiterjedt membránkárosodás alakul ki. Arról, hogy a diffúz agysérülés során/diffúz 
agykárosodás kísérletes modelljeiben milyen szerepet játszik a Ca2+-beáramlás indukálta szerkezeti 
fehérjebontás, a disszertáció alapjául szolgáló kísérletektıl vártunk részletes információt.  
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1.4. Mitochondriális károsodás diffúz axonkárosodásban: apoptotikus folyamatok 
aktiválódásának elvi alapjai 
  
Finomszerkezeti vizsgálatok szerint az axon-sérülés helyén már 5 perccel a trauma után 
ballonszerően duzzadt, károsodott mitochondriumok szaporodnak fel, melyek megjelenése a 
mitochondriális permeabilitási tranziciós (MPT) pórus kinyílását követı végzetes mitochondriális 
duzzadás képét idézi, azaz valószínőleg az axolemma károsodásának hatására kialakuló intraaxonális 
Ca2+ - akkumuláció következményének tekinthetı23,108,109,126,128,129. Az MPT-pórus "túlaktiválódása" 
az 1.5 kD molekulasúly alatti anyagok beáramlásához, következményes folyadék-akkumulálódáshoz, 
a mitochondrium duzzadásához, s az organellum pusztulásához vezet90,145,173. Ez a fajta 
túlaktiválódás akkor jön létre, amikor a citoplazmatikus/axoplazmatikus Ca2+-ból túlkínálat lévén a 
mitochondrium divalens kationokat halmoz fel, ezáltal fokozatosan felborítva a transzmembrán 
potenciált. Hasonlóképp a pórus kinyílását eredményezheti annak calpain által történı részleges 
proteolytikus emésztése4,39. A pórus kinyílása hatására proapoptoticus mediátorok szabadulhatnak fel 
a károsodott axonokban (cytochrome c, apoptosis aktiváló faktor /APAF/, apoptosis indukáló faktor 
/AIF/), melyek további fehérjebontó enzimek- így a caspase enzimcsalád 3-mas számmal jelölt, az 
apoptózis folyamatában kulcsszerepet betöltı tagjának aktiválódását is maguk után 
vonhatják43,101,144,155,156,160.  
 
 
1.5. Prognosztikai faktorok, biomarkerek szerepe a súlyos koponyasérültek ellátásában 
 
Annak ellenére, hogy az elmúlt évtizedekben több mint félszáz, neuroprotektívnek tartott szer 
illetve eljárás klinikai kipróbálása történt meg, még a legígéretesebbek is kudarcot vallottak93, 

158. Ennek hátterében nemcsak a terápiás modalitások nem megfelelı megválasztása, hanem a 
terápia hatékonyságának megítélésére alkalmazott módszerek (Glasgow kimeneteli skála, 
koponyaőri nyomás/perfúzió) nem kellı érzékenysége is áll135. Sajnálatos módon ma sem 
rendelkezünk olyan specifikus laboratóriumi vizsgálóeljárással illetve ágy melletti, „on-line” 
agyvíz vagy szérum-analysist lehetıvé tevı „point of care” diagnosztikai eszközzel, mely a 
koponyasérülés súlyosságáról/a várható kimenetelrıl, a másodlagos károsodások 
jelentkezésérıl illetve a terápia hatékonyságáról azonnali információt szolgáltatna. 
Mindez felkeltette az érdeklıdést olyan, az agysérülés kiváltotta kórfolyamatokhoz 
specifikusan kapcsolódó biomarkerek iránt, amelyek megfelelı végpontként köthetik össze az 
állatkísérletes modelleken történı alkalmazást és a klinikai kipróbálást10,52,116. E célnak 
leginkább az egyes fehérjebontó folyamatok hatására keletkezı, egy specifikus enzim-
aktiválódását jelzı fehérje-lebontási termékek („signature protein”) felelhetnének meg.   
Spectrin és lebontási termékei. A spectrin (vide supra) mind a calpain-, mind a caspase-3-
mediált hasítás szubsztrátja. A 145 kDa molekulatömegő a calpain, azaz a nekrotikus-, míg a 
120 kDa nagyságú degradátum a caspase-3, azaz apoptoticus folyamatokra jellemzı48,146,170.  
Állatkísérletben az SBDP-liquorszint szignifikáns emelkedését észlelték 24–72 óra között, 
valamint korrelációt igazoltak az erıbehatás erısségével, illetve a laesio nagyságával111.  
Prognosztikai modellek. Mivel a súlyos koponyasérültek ellátására vonatkozó korszerő 
ellátási irányelvekben szereplı korai szedáció a GCS prognosztikai értékét erısen 
csökkentette, a prognosztikai vizsgálatok a CT felvételeken látható elváltozásokra irányultak. 
Marshall és mtsai. 1991-ben létrehoztak egy a beteg felvétele utáni elsı koponya CT vizsgálat 
elemzésén alapuló rendszert, mely a súlyos koponyasérülteket kategorizálja és a súlyos 
koponyasérültek várható kimenetelének megítélésére is alkalmazható141,166,50.  

E beosztás alapján Maas és mtsai. hívták életre az ún. Rotterdam score-t, majd Maas és 
Marmarou NIH támogatott kutatási programok adatbázisainak tömegét dolgozta fel, 
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megalkotva a sérülés kimenetelére vonatkozó legfıbb tulajdonságokat összefoglaló IMPACT-
adatbázist (és on-line kimenetel- kalkulátort)69,72,92,161.  
 
1.6. A diffúz axonális károsodás terápiás befolyásolását célzó vizsgálatok 
 
Povlishock és munkatársai eredményei alapján124 a DAI progressziójának megakadályozására 
több támadásponton is vizsgálatok kezdıdtek.  

A DAI- illetve általában a koponya-agysérülés kórfolyamatának összetettsége, a 
nekrotikus és apoptoticus enzim-kaszkád egyidejő aktiválódása, a másodlagos károsodás 
jelensége alapján a terápiás megközelítések két útja: a több támadáspontú, kombinált kezelés 
illetve a kórfolyamatok szelektív blokkolásán alapuló stratégia93,122. A patobiológiai 
folyamatok megismerését az utóbbi, míg a klinikai kezelést az elıbbi szolgálhatja jobban.  

A mitochondriumok funkciójának megırzésén keresztül az axonok integritását 
fenntartani képes eljárások (hypothermia58,82,15,77, Cyclosporin-A kezelés17,83,102,102,103,105) 
vizsgálata segítette a mitochondriális károsodás kóroki szerepére, az apoptoticus enzimek 
aktiválódásának lehetıségére irányuló, a jelen disszertáció alapját képezı vizsgálatokat.  
A calpain gátlása. A diffúz axonkárosodás mechanizmusának ismeretében ésszerő terápiás 
célpont a calpain-mediált spectrin proteolysis gátlása. Contusiós traumamodellben a calpain 
gátlásával végzett vizsgálatokban az NFC és a spectrin-degradációs termékek képzıdésének 
csökkenését figyelték meg117. Bár a calpain gátlása javította a trauma utáni funkcionális 
kimenetelt fokális agykárosodás esetén137,138, e hatás mögött a laesio területén nem sikerült 
csökkent CMSP-t kimutatni138,62, azaz az enzim gátlás jótékony hatásának valódi okát nem 
azonosították.  
Az agyalapi mirigy adenilát-cikláz aktiváló polypeptid (PACAP) alkalmazása. A DAI 
kórfolyamatában mind a nekrotikus mind az apoptoticus enzim-kaszkád szerepet játszik, ezért 
azok az eljárások, melyek feltehetıen mindkettıt gátolják, kiemelt figyelmet érdemelnek. 
Egyes elképzelések szerint az apoptotikus folyamatok szelektív gátlása ugyanis az 
elektrontranszport-lánc disszociációja illetve a cytochrome c felszabadulása, azaz a 
mitochondriális károsodás létrejötte után már nem eredményezheti a neuron megmenekülését, 
csupán az apoptoticus sejthalál helyett a nekrotikus kaszkád aktiválódását, tehát a két 
enzimatikus folyamat közti „shiftet” idézi elı68. A PACAP a vazoaktív intestinális peptid 
(VIP)/szekretin/glükagon családba tartozik, melyet elıször a hypothalamusból izoláltak89. In 
vitro antiapoptoticus és gyulladáscsökkentı hatását is leírták26,57,60,163. In vivo vizsgálatok 
igazolták, hogy átjut a vér-agy gáton7,150 és egyaránt hatásos patkányban elıidézett globális és 
fokális agyi ischaemia elıtt és után adva, valamint retinális degeneráció esetében is5,6. 
A PARP-gátlás. A poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP) DNS-javító enzim. Az (oxidatív-) 
stressz hatására kialakuló DNS törés indukálja aktiválódását, melynek következményeként a 
NAD-ról ADP-ribóz egységeket transzferál nukleáris fehérjékre. E rendkívül energia igényes 
folyamat halmozott stressz hatására kialakuló túlmőködésével a NAD deplécióját, ATP 
vesztést és a sejt energia-homeosztázisának összeomlása révén sejthalált eredményezhet20.  

A PARP tartós gátlása mutagenezist/cancerogenesist indukálhat, ám az akut szakban 
hozzájárulhat az energia-háztartás rendezıdéséhez, a homeosztázis fenntartásához.  
Komjáti és munkatársai (2005) szerint a PARP-gátlás nemcsak a szabadgyök-indukálta 
nekrózist gátolja: AIF-en keresztül a PARP közvetlenül szerepel az apoptoticus folyamatok 
elindításában és az NF-kappaB-n keresztül inflammatorikus folyamatokat is modulál59.  

Az elmúlt években a koponyasérülés különbözı modelljeiben számos PARP-inhibitort 
teszteltek, így a PARP-inhibitor 3-aminobenzanide-ot, mely szignifikánsan csökkentette a 
hideg-indukálta agysérülés-modellben kialakuló laesio kiterjedését49. Érdekes ugyanakkor, 
hogy hasonlóan a calpain gátlás neuroprotektív hatásához, a PARP-inhibíció során sem 
sikerült eddig minden esetben feltárni a kedvezı klinikai hatás patomorfológiai hátterét64,11.  
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2. CÉLKIT ŐZÉSEK  
 
I.  A DAI kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok szerepe I. 
1.,  Calpain aktiválódásának igazolása DAI-t elıidézı kísérletes neurotrauma modellben 
2.,  A calpain-mediálta szerkezeti fehérje bontás tér- és idıbeli alakulásának leírása 
3.,  Kolokalizációs vizsgálatokkal meghatározni a calpain-mediálta szerkezeti fehérje bontás 

és a DAI során kialakuló további kórfolyamatok (axoplazmatikus transzport zavar, 
citoszkeletális kompaktálódás) tér- és idıbeli viszonyát 

4.,  Fény-és elektronmikroszkópos kettıs-jelöléses vizsgálatok egyszerősítésére szolgáló 
immunhisztokémiai eljárás kidolgozása az axonkárosodás kórfolyamatainak vizsgálatára 

 
II.  A DAI kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok szerepe II. 
5.,  A DAI során létrejövı mitochondriális károsodás fény- és elektronmikroszkópos 

bizonyítékainak feltárása 
6.,  Apoptoticus folyamatokban szerepet játszó cisztein proteáz-kaszkád (caspase) 

aktiválódásának vizsgálata DAI-t kiváltó kísérletes neurotrauma modellben  
7.,  A DAI kóreredetében szerepet játszó fehérjebontó folyamatok kapcsolatának tisztázása 
 
III.  A DAI kialakulásának vizsgálata – Diffúz agysérüléshez társuló gerincvelıi 

axonkárosodás 
8.,  A diffúz axonális károsodás mértéke és az azt kiváltó energia összefüggésének leírása 
9.,  Az akcelerációs - decelerációs mechanizmussal kialakuló koponya/agysérüléshez 

társuló, távoli (gerincvelıi) diffúz axonális károsodás jelenségének igazolása 
10.,  A gerincvelıi DAI és az azt kiváltó mechanikai energia összefüggésének vizsgálata  
 
IV.   A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis feldolgozása 
11.  Fehérjebontó folyamatok kimutatása koponyasérültekben: alkalmazott klinikai kutatások 

-  A diffúz agysérülés során aktiválódó fehérjebontó folyamatok azonosítása súlyos 
koponyasérültek agyvíz mintáinak elemzésével 

12.  Prognosztikai faktorok azonosítása súlyos koponya-agysérültek ellátása során 
 
V.  A DAI kísérletes terápiás befolyásolása: a fehérjebontó folyamatok gátlása 
13.,  A szelektív calpain-inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális károsodást 

jelzı immunhisztokémiai markerek vizsgálata 
14.,  A szelektív calpain-inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális membrán-

permeabilitási zavar gátlásának vizsgálata 
 
VI.  A DAI kísérletes terápiás befolyásolása: a nekrotikus  és apoptotikus folyamatokat 

gátló pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) hatása  
15.,  A PACAP diffúz axonkárosodást befolyásoló képességének felmérése: trauma elıtt 

adott polypeptid hatásának elemzése, dózis-hatás-görbe felállítása 
16.,  A PACAP diffúz axonkárosodást befolyásoló képességének további vizsgálata: terápiás 

ablak meghatározása 
17.,  A PACAP axonoprotektív hatásának vizsgálata a DAI további állatkísérletes modelljén: 

a centrális folyadék- perkussziós modell elemzése 
 
VII.  A DAI kísérletes terápiás befolyásolása: az apoptoticus folyamatokat gátló PARP-

inhibitor L-2286 hatása 
18.,   A PARP inhibitor L-2286 axonális károsodásra és funkcionális kimenetelre gyakorolt  

hatásának elemzése DAI állatkísérletes modelljében 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZER  
 
3.1. Kísérleti állatok  
 
A kísérletekhez 300-405g Wistar (Charles River, Budapest) és 365-400g súlyú Sprague-
Dawley (Charles River Laboratories, Raleigh, NC) patkányokat használtunk, az állattartás- és 
kísérleti felhasználás során mindvégig a Magyar Állatetikai Bizottság (MÁB, BA02/2000-
26/2001) és a Virginia Commonwealth University Institutional Animal Care and Use 
Committee (IACUC) Protocol for Use of Vertebrate Animals in Research szabályozása és 
engedélye szerint jártunk el. 
 
3.2. Állatkísérletek: mőtéti technikák, kísérletes koponyatrauma-modellek16 
 
Kisállat-narcosis. A 4 % isoflurán, 70 % N2O and és 30 % O2 keverék segítségével elaltatott 
patkányokat orotracheálisan intubáltuk, majd folyamatos altatásban tartottuk 1,5-2 % 
isoflurán, 70 % N2O és 30 % O2 keverékét alkalmazó altatógép segítségével.  
Az állatok szövettani feldolgozása elıtt a peritoneum üregébe juttatott natrium-pentobarbitál-
túladagolással értünk el „túlaltatást”.  
 
Az élettani paraméterek monitorozása. Minden állatkísérlet során monitoroztuk a perifériás 
oxigén telítettséget, a szívritmust, a rectális és a temporális izom-hımérsékletet, miközben az 
állat testhımérsékletét szenzorokkal összekapcsolt főtıpad segítségével 37°C-on tartottuk.  
Szúrópróba szerően kiválasztott állatokon részletes keringés-légzésmonitorozást folytattunk: 
véres vérnyomás monitorozás és rendszeres vérgáz meghatározás történt. 
 
Koponyatrauma modellek. Az impakt akcelerációs (IA) koponya trauma modell71 diffúzan 
elszórt, a koponya sérülés hatására károsodott axonok kialakulását idézi elı elsısorban a 
hosszúpályák agytörzsi szakaszán (tractus corticospinális (TCSp) medullaris szakasza, a 
decussatio pyramidorum, lemniscus mediális (LM) és a fasciculus longitudinális mediális 
(FLM) nyúltvelıi szakasza), anélkül, hogy gócos agysérülés, burki vérzés is kialakulna. A 
sérülést a koponyacsontra erısített fémkorongra 2m magasságból ejtett 450g tömegő súly 
hozza létre.  
 
Centrális folyadék-perkussziós koponyatrauma. Vizsgálataink során az elsısorban diffúz és 
kisebb mértékben gócos agykárosodást kiváltani képes centrális módozatot alkalmaztuk, 2atm 
nyomással (e beállítás közepesen súlyos/súlyos sérülés elıidézésére alkalmas29,154,157). 
 
Tormagyökér-peroxidáz alkalmazása. A tormagyökér peroxidázt egy órával a koponyasérülés 
elıidézését megelızıen, már altatott és Stoelting stereotaxiás készülékben rögzített koponyájú 
állatban stereotaxiásan az oldalkamrába injekcióztuk a permeabilitási zavar igazolására. 
 
3.3 Kísérletes terápiás vizsgálatok 
 
Az MDL-28170 adagolása. E sejt-permeabilis calpain-inhibitort egyszeri, farok-vénába adott 
30mg/kg bólus-adagban alkalmaztuk. Oldószerként – s egyúttal a kontroll állatok kezelésére 
is- 1ml vivıanyagot használtunk70. 
  
A PACAP adagolása. Elı-kísérleteink során 125µg/kg, fiziológiás sóoldatban oldott PACAP-
ot adtunk bólusban, intravénásan (i.v.) (v. femorális kanülálás után), közvetlenül a 
koponyatrauma kiváltása elıtt, míg a kontroll-csoport ugyanilyen dózisú vivıanyagot 
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kapott150. További kísérleteinkben intracerebroventricularis (icv.) alkalmazással kerültük meg 
a vér-agy-gátat, 1µg, 10µg és 100µg PACAP-ot illetve vivıanyagát kapott, valamint ál-operált 
állatokat is alkalmazva.  
 
Az L-2286 PARP-inhibitor adagolása. A Pécsi Tudományegyetem Klinikai Kémiai 
Intézetében dolgozó Hideg Kálmán Professzortól kapott PARP-gátlóval a dózis-hatás görbe 
megállapítása után 100µg L-2286/ 5µl fiziológiás sóoldat dózissal dolgoztunk. 
 
3.4. Immunhisztokémiai (IHC) vizsgálatok 
 
Perfúziós fixálás. A kísérleti állatok agyát túlaltatásuk után l.a. transcardiális –szelektív- 
nyomás-vezérelt perfúziós módszerrel (90 Hgmm), fiziológiás sóoldattal (250 ml)-, majd 
Millonig-féle foszfát pufferban oldott 4% paraformaldehyd és 0.1% glutaraldehyd 
keverékével, illetve egyes kísérletekben Zamboni-féle fixálóval áramoltattuk át. Egy órával a 
perfúziót követıen az agyakat eltávolítottuk és ugyanilyen összetételő oldatban, immerziós 
módszerrel, 16-18 órán át utófixáltuk.  
 
Az agytörzs feldolgozása. Az agytörzset tartalmazó szövetblokkot kinyerve142, 159 vibratommal 
agar öntvényben 30-40µm vastag sorozat-metszeteket készítettünk, „semi-serial” technikával 
győjtve. 
 
Immunhisztokémiai jelfelerısítés –„antigene retrieval”. Vizsgálataink során mindvégig 
szabadon úszó (“free floating”) metszeteket használtunk, melyeket a metszést követıen 
foszfát puffer oldatban, majd a nem-specifikus peroxidáz aktivitás elnyomására fél órán át 
0.5%-os H2O2 oldatban mostunk. Az IHC jelfelerısítés illetve érzékenység-fokozás céljából 
mikrohullámú antigén-felerısítési eljárást alkalmaztunk153.  
 
Antiszérumok jellemzése. A disszertációban ismertetendı IHC vizsgálataink során alkalmazott 
elsıdleges (“primary”) antitesteket a 2-3. táblázat foglalja össze. 
 
2. Táblázat. Felhasznált immunfestési protokollok: calpain-közvetített szerkezeti fehérjebontás 
és az axonkárosodás klasszikus markereinek elemzése 

Elsıdleges Antitest, 
Hígítás Cél Alkalmazás Másodlagos Antitest, 

Hígítás 

Ab38 (nyúl) 
1:8000 

Ca2+-indukálta, Calpain-mediálta spectrin 
proteolysis (150-kDa spectrin fragmentum ) 

Fény - és elektron 
mikroszkópia 

Biotinilált (B-) Anti-
nyúl, (kecske) 1:400 

RMO-14 (egér) 
1:500 

Neurofilamentum M-alegység, “rod domain” 
(citoszkeletális kompaktálódás) 

Fény - és elektron 
mikroszkópia 

(B-) Anti-egér, 
patkány-kimerített (ló) 
1:400 

APP (egér) 
1:100ill.(nyúl) 
1:500-3000 

Béta-amyloid precursor protein felhalmozódás 
(axoplazmatikus transzport károsodása) 

Fénymikroszkópia 
(B-) Anti-egér, 
patkány-kimerített (ló) 
1:200 

  
Szövettani metszetek feldolgozása, elemzése. Az antigén- jel-felerısítés fent leírt folyamatát 
követıen a sorozatmetszetek különbözı csoportjait fénymikroszkópos (FM) egyes- illetve 
peroxidáz alapú kettıs jelölési módszerekkel elemeztük, továbbá immun-
elektronmikroszkópos (EM) analysis céljából dolgoztuk fel, illetve immunfluorescens (F-FM) 
kettısjelölési módszereket alkalmaztunk (3. táblázat). 
Speciális IHC-módszertani vizsgálataink során a tyramide-jelfelerısítés (Tyramide Signal 
Amplification, TSA) alkalmazásával nemcsak kettıs jelöléses vizsgálatokat végeztünk, 
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hanem egy új, a peroxidáz alapú ICH és a TSA-alapú F-FM kombinálásán alapuló, 
elektronmikroszkópos vizsgálatokra konvertálható szövettani/festési eljárást is vizsgáltunk 
illetve kidolgoztunk51,162. 

 
3. Táblázat. Felhasznált immunfestési protokollok: calpain- és caspase-3 közvetített szerkezeti fehérjebontás és a 
mitochondriális károsodás markereinek elemzése 

Elsıdleges  antiszérum Cél-epitop Kísérleti cél Másodlagos antiszérum 

Ab38, nyúl1:8000 CMSP (150-kDa SBDP) Rutin FM Biot. Anti-Nyúl, kecske 1:400 

Ab38 nyúl1:5000 CMSP (150-kDa SBDP) Fluoresc. FM- (F-FM) kettıs jelölés 
FITCTSA 

Biot. Anti-Nyúl, kecske 1:400 

Ab38 nyúl1:1000 CMSP (150-kDa SBDP) F-FM kettıs jelölés 594 Alexa- Anti-Nyúl, kecske 
1:200 

SBDP-120csirke 1:3000 120-kDa SBDP, caspase-3 eredető Rutin FM/EM,  Biot. Anti-Csirke, kecske, 1:400 

SBDP-120csirke1:5000 120-kDa SBDP, eredető F-FM kettıs jelölés, FITC-TSA Biot. Anti-Csirke, kecske 1:400 

Cyto c Ab egér1:2000 
PharMing. 

Extramitochondriális cytochromee c Rutin FM,/EM Biot. Anti-Egér, horse 1:400 

Cyto c Ab egér1:400 
PharMingen 

Extramitochondriális cytochromee c Fluoresc. FM- 
kettıs jelölés 

594 Alexa- Anti-egér, kecske 
1:200 

P20-Ab, nyúl 1:8000 
R&D Syst. 

Aktivált caspase-3 F-FM-kettıs jelölés 594 Alexa- Anti-Nyúl, kecske 
1:200 

APP egér1:200 
Boehringer 

ββββ-Amyloid Precursor Protein, 
NH2-vég 

Rutin FM Biot. Anti-Egér, horse 1:200 

 
IHC kontrollok. A vizsgálatok során felhasznált antitestek mindegyike széles körő elemzésen 
esett át, melyet részben a gyártók, részben pedig a korábbi felhasználók végeztek el65,134,117. 
Mindazonáltal, az eredmények hitelességének további biztosításához újabb vizsgálatokat is 
végeztünk: minden inkubálás során használtunk olyan metszeteket, melyeket az elsıdleges 
vagy a másodlagos antitest kihagyásával kezeltünk, továbbá a TSA kihagyásával folytatott-, 
illetve többszörös antitest-, illetve TSA-higításos kezeléseket is alkalmaztunk.  
 
3.5. Hisztokémia (HC): HRP-kimutatás 
 
A feltételezett axolemma- károsodás miatt HRP-t felhalmozó axonszakaszok kimutatására a 
fent leírtak szerinti transcardiális perfúzióhoz 2% paraformaldehyde és 2.5% glutaraldehyde 
0.1 M Millonig- pufferben képzett oldatát használtuk. A szövetekben kötött peroxidázt a 
kobalt-glükóz-oxidáz módszerrel tettük láthatóvá109,129.  
 
3.6. Az eredmények feldolgozása 
 
Kvantitatív feldolgozás – képelemzés, statisztika. A tárgylemezre húzott metszeteket 
víztelenítés és lefedése digitális kamerával felszerelt foto-mikroszkóppal elemeztük. 
A digitális felvételek illetve az eredmények kvantitatív feldolgozása vak módszerrel történt, a 
vizsgált minták eredetét illetıen tájékozatlan közremőködı bevonásával. A károsodott axonok 
denzitás (mm2-re vonatkoztatott jelölt axon-szám) értékeinek kvantitatív összehasonlítására 
SPSS 7.5 for Windows szoftver alkalmazásával, Scheffe-féle posthoc többváltozós analysissel 
kiegészített ANOVA segítségével került sor. Az axolemma károsodás következtében HRP-t 
felvevı axonok hosszának és vastagságának elemzése során Student-t tesztet használtunk.  
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A kísérletek során több protokollt alkalmaztunk, ezek mindegyikében a vizsgált agytörzsi 
illetve gerincvelıi területekrıl származó megfelelı számú metszet elıre meghatározott 
felszínén számoltuk meg a károsodott, IHC/HC jelölt axonszakaszokat.  
 
3.7. Viselkedésvizsgálatok 
 
Viselkedés-vizsgálataink során az egyensúlyozás teszt a finom-motoros koordináció45-, az 
emelt keresztpalló teszt107 a szorongás-, a porond teszt a motoros funkciók megítélésére 
szolgált. A teszteredmények alapján képzett csoportátlagokat a kondicionálás utáni illetve a 
kontrollokban mért értékkel statisztikai módszerekkel hasonlítottuk össze. 
  
3.8. A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis Feldolgozása 
 
A Pécsi Súlyos Koponyasérült adatbázist 2002-ben alapította e disszertáció szerzıje azzal a 
céllal, hogy a klinikai epidemiológiai kutatásokhoz illetve a betegek követéséhez használható 
információs bázist teremtsen és az ellátás valamint az alkalmazott protokollok auditálást 
szolgálja. A rendszerbe 2009. december végéig 341 súlyos koponyasérült adatai kerültek; 
részben klinikai információ: élettani adatok, agyi oxigén és szöveti hımérséklet (Licox), 
Astrup értékek. A Regionális Kutatásetikai Bizottság illetve az US Department of Defense 
engedélye illetve ellenırzése mellett rendszeres szérum és liquor-mintavétel történik (utóbbira 
a külsı kamrai drain indikációjának felállítását követıen kerülhet sor), emellett a CT-, MRI-, 
laboratóriumi-, és mikrobiológiai vizsgálatok eredményét is tartalmazza az adatbázis. A több 
éves követés során győjtjük a neurológiai, mozgásszervi, képalkotó vizsgálatok eredményét, a 
kognitív teszt-battériával illetve endokrin követéses vizsgálatokkal nyert adatokat.  
 
Liquorminták elemzése. A klinikai vizsgálatainkba bevont betegek kezelésének és neuro-
monitorozásának menete minden vonatkozásban megfelelt a klinikai rutin ellátást 
meghatározó protokolloknak. A betegekbıl az agyvíz mintát az érvényes ellátási 
irányelveknek megfelelı kezelésük részeként szükségessé váló beavatkozások (külsı kamrai 
drainage, lumbális punkció) során nyertük. A liquor-mintákon calpain- és caspase-specifikus 
SBDP-k kimutatására Western blottot végeztünk. Az immunjelölést kemilumineszcens 
reagens segítségével Kodak filmeken tettük láthatóvá. Az eredményeket denzitometriás 
módszerrel értékeltük és t-próbával hasonlítottuk össze.  
 
Prognosztikai vizsgálatok. Vizsgálatunkban a klinika súlyos koponyasérült adatbázisának 
elemzése során 99 súlyos koponyasérült (post-resuscitatiós GCS 8 vagy az alatti) CT 
vizsgálatait és túlélési adatait vetettük egybe. Negyvenhat esetben hagyományos CT 
felvételek kiértékelésére volt lehetıség, 53 esetben digitális képek számítógépes analysise 
történt DicomWorks 1.3.5 szoftverrel. Minden esetben a kórházba kerülés utáni – súlyos 
koponyasérültek esetén rutinszerően készülı – legelsı CT vizsgálat felvételeit 
tanulmányoztuk, a Marshall-féle beosztás valamint a Rotterdam score megállapításán túl 
számos további, klinikai tapasztalatok szerint a koponyaőri nyomásfokozódás indirekt 
jeleként értelmezhetı elváltozást is elemezve. Adataink statisztikai feldolgozásához egy- 
illetve többparaméteres logisztikus regressziót alkalmaztunk SPSS 11.5 szoftver segítségével. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS  
 
4.1. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében I. 
 
i., a calpain aktiválódásának és az axonkárosodás klasszikus markereinek viszonya- 
illetve a spectrin-lebontás tér-és idıbeli alakulásának vizsgálata. 

Kísérleteinkben a Ca2+ beáramlás- kiváltotta CMSP IHC kimutatásán keresztül 
vizsgáltuk, milyen szerepet játszhat a Ca2+ kiváltotta strukturális proteolysis a DAI 
patogenezisében.   

Összesen 24 patkányon alkalmaztunk IA-sérülést 15 perctıl 6 óráig terjedı túlélési 
idıkkel, egyes és többes jelölést alkalmazó peroxidáz alapú IHC-val. 

E TBI modellt alkalmazva sikerült kimutatnunk a Ca2+-indukálta cisztein proteáz, a 
calpain aktiválódását -annak spectrin-hasító tulajdonságát felhasználva- a patkány CSpT 
pyramidális szakaszán továbbá a ML-ben és az MLF-ben. Szemben a korábbi elképzelésekkel 
azt találtuk, hogy a Ca2+-indukálta proteolysis aktiválódása idıben elnyújtott folyamat: a 
sérülés utáni 15 perctıl 120 percig vizsgálva az IR axonok számának fokozatos emelkedését 
észleltük, a 15 és 60 illetve a 30 és 120 perces értékek között szignifikáns különbséget 
tapasztalva. Míg a traumát követı korai idıpontokban az IR axonok morfológiailag kevéssé 
változtak, minimális duzzadás, kezdıdı vacuolizáció jellemezte csupán ıket, addig a 60-120 
perces idıintervallumban mind több erısen duzzadt, helyenként lefőzıdı, megszakadó profilt 
találtunk; mindez jól mutatta a DAI progresszióját a CMSP-IR axonszakaszokban.  

Az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatok kimutatták, hogy 15 perccel a trauma 
után az IR csapadék csaknem kizárólag az axolemma alatt, a subaxolemmális 
kompartmentben tárolódott, s mindössze csekély elektrondenz DAB csapadék volt 
megfigyelhetı az axoplazmában, ott is elsısorban a duzzadt mitochondriumok felszínén; 30-
60 perc után fokozatosan emelkedett az axoplazmában található csapadék mennyisége, s 120 
perc után rendszerint a teljes axoplazmát kitöltötte. 

Fény- és elektronmikroszkópos kettıs jelölési technikák alkalmazásával a DAI 
jelenleg ismert legérzékenyebb IHC markerének, a NF oldalkar-módosulásán alapuló 
citoszkeletális kompaktálódást (“neurofilament compaction”, NFC) kimutató RMO-14 
antitestnek és a CMSP markerének (Ab38) eloszlását összehasonlítva, kolokalizációjukat 
egyértelmően sikerült minden vizsgált idıpontban igazolni, ezzel is alátámasztva, hogy a 
CMSP kiemelkedı szerepet játszik a DAI patogenezisében. A kolokalizációra vonatkozó 
adatok alátámasztották azokat az ultstrukturális, egyes jelöléső IHC-EM vizsgálatokból 
származó megfigyeléseinket, melyek szerint a CMSP jelenségét mutató axonszakaszokban az 
axonális károsodás klasszikus jeleit, azaz mitochondriális duzzadást, NFC-t, a mikrotubulusok 
számának csökkenését, a myelin hüvely fellazulását és periaxolemmális terek képzıdését 
találtuk. A kettısen jelölt axonszakaszokban szintén megfigyelhetı volt a CMSP-IR túlélés-
függı kompartmentalizációja.  
 
Következtetések. A calpain illetve a permeabilitás változások szerepérıl a bevezetıben leírtak-
27,28,38,108,109,129, továbbá fenti megfigyeléseink alapján az alábbi elmélet körvonalazható.  

A trauma- kiváltotta axonális feszülés hatására Ca2+ áramlik a vongálódásnak kitett 
axonszakaszba, ahol kezdetben a subaxolemmális kompartmentben indukál fehérjebontást. 
Mindez jól megfelel a calpain aktiválódásáról vallott jelenlegi biokémiai felfogásnak, mely 
szerint egy membrán-phospholipid-kapcsolt folyamatról van szó, melynek elengedhetetlen 
feltétele a calpain translocatioja a membránra.   
Ezen Ca2+-indukálta subaxolemmális fehérjebontás az integráns membránfehérjékhez 
ankyrinen keresztül illetve közvetlenül is kapcsolódó spectrin-váz lebontása következtében 
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destabilizálja az axolemmát, a Ca2+ beáramlása immár kiterjedt intraaxonális proteolysist 
indukál s így az axon károsodása visszafordíthatatlanná válhat.  
A Ca2+ hatására aktiválódó calcineurin-okozta neurofilament oldalkar-defoszforilálódás104,109 és a 
calpain okozta proteolytikus oldalkar-módosulás együttesen a neurofilamentumok közti távolságot 
fenntartó ionkölcsönhatások megváltozásához és ezen keresztül a neurofilamentek közti távolság 
csökkenéséhez, az axonális citoszkeleton kompaktálódásához vezet. Mindez jelentısen 
felgyorsíthatja az intraaxonális fehérjelebomlás folyamatát, hiszen a neurofilamentumok 
defoszforilált formában jóval érzékenyebbek fehérjebontó enzimekre33,42,106,136,140.  
A beáramló Ca2+ ugyanakkor a mikrotubulusok ion-erısség függı disszociációját elıidézve 
közvetlenül felelıs azok számának csökkenéséért.  
Az axoplazma egészére kiterjedı CMSP a citoszkeleton destruálódásához, az MPT-pórus 
közvetlen, proteolytikus-úton történı kinyílásához és az axonális transzportfolyamatok 
összeomlásán keresztül organellum akkumulációhoz, az axon fokális duzzadásához és 
kettészakadásához vezet.  
 
ii., Fény-és elektronmikroszkópos kettıs-jelöléses vizsgálatok egyszerősítésére szolgáló 
immunhisztokémiai eljárás kidolgozása az axonkárosodás kórfolyamatainak 
vizsgálatára. 

A kutatás e fejezetének elsıdleges célja a fluorescens kettısjelölési technikák EM 
vizsgálatokra történı konvertálására szolgáló módszertani újítás kidolgozása és tesztelése 
volt, mindazonáltal a vizsgálatok eredményei egyértelmően megerısítették a calpain-mediált 
fehérjebontó folyamatoknak a diffúz axonkárosodás kóreredetében játszott szerepével 
kapcsolatos korábbi megfigyeléseinket, melyeket 4.1.i. alatt részleteztünk.  

A vizsgált axonok többsége coumarin és rhodamine fluorescenciát egyaránt mutatott, 
jelezve az NFC és CMSP kimutatására szolgáló elsıdleges antitestek kolokalizációját. Ez a 
kolokalizációs módszer jóval inkább felhasználó-barát volt, mint a korábbi vizsgálatainkban 
használt peroxidáz alapú technikák. A hagyományos IHC alkalmazáshoz képest 25-40%-ra 
csökkentett koncentrációjú Ab38 elsı antiszérumot a gyári protokollhoz képest 1/6-nyi 
koncentrációjú tyramide elıhívó oldatban megjelenítve is kiváló jel/zaj arányú, azaz alacsony 
háttér-festéső immunreakciót kaptunk, mely semmi féle más emissziós spectrumba nem 
vetült. Ráadásul ez a kettısjelölési technika lehetıvé tette annak a korábbi felismerésünknek a 
pontos megerısítését, hogy az RMO-14 jelölt axonok egy része nem mutat Ab38-IR-t. 
 
Következtetések. Ultrastrukturális vizsgálataink során az egyik legfontosabb megállapítás 
annak felismerése volt, hogy –dacára a bonyolult inkubációs folyamatnak és a felhúzás- 
lefedés-leáztatás eseménysorának- a szövet finomszerkezeti részletei kiválóan megırzıdtek, 
ismét feltárva az axonkárosodásra jellemzı ultrastrukturális részleteket (vide supra).  

A TSA kiváló speificitásról és szenzitivitásról tett tanúbizonyságot, s a DAB csapadék 
megjelenése legalább olyan intenzív volt, mint kutatócsoportunk korábbi, más típusú 
peroxidáz reakción alapuló vizsgálatainál, igazolva, hogy sem a jelfelerısítés, sem a tyramide 
saját, minimálisan elektrondenz volta nem befolyásolta hátrányosan az EM vizsgálatot. 
 
 
4.2. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata - Fehérjebontó folyamatok 
szerepe a diffúz axonális károsodás kóreredetében II. A diffúz axon-sérülés során 
létrejövı mitochondriális károsodás és az apoptoticus folyamatokban szerepet játszó 
cisztein proteáz-kaszkád (caspase) következményes aktiválódásának vizsgálata. 
 
Korábbi vizsgálataink eredményei15,19 valamint munkacsoportunknak a DAI során jelentkezı 
mitochondriális károsodás kivédésére illetve a CsA axonoprotektív szerepére vonatkozó 
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megfigyelései17,102,103,105 felvetették, hogy a „Pandora szelencéjeként” is emlegetett 
mitochondriumok156,172 „kinyílása” azaz az MPT-pórus szabaddá válása cyto-c kiáramláshoz 
és következményes caspase-3-aktiválódáshoz s így a citoszkeleton irreverzibilis hasításához 
vezethet.  

Kísérleteink célja annak FM és EM IHC-val illetve fluoreszcens kettısjelölési 
technikával való igazolása volt, hogy a Ca2+-beáramlás indukálta CMSP és a mitochondrium 
károsodás elıidézte cyto-c kiáramlás egyazon axonszakaszokban lokalizált jelenség, mely 
egyúttal a caspase enzim aktiválódásával is együtt járhat. 

A vizsgálatok során 25 állatot tettünk ki IA-koponyasérülésnek, 30 perctıl 6 óráig 
terjedı túlélési idıvel. 
Fénymikroszkópos, kvalitatív immunhisztokémiai megfigyelések. A kísérletes 
koponyasérülés kiváltását követıen már 15 perc elteltével az agytörzs ponto-medulláris 
szakaszán a CSpT és az MLF területén cyto-c-IR illetve SBDP-120-IR axonszakaszokat 
láttunk, bár ebben az idıpontban károsodott, immunreaktív axon-profilok csak elvétve voltak 
megfigyelhetık. A túlélési idı növekedésével (30-360 perc) ugyanakkor már a kvalitatív 
vizsgálat során is észlelhetı volt az IR axonszakaszok számának jelentıs növekedése.  
Az összes vizsgált idıpontban és agytörzsi régióban a cyto-c-IR és SBDP-120-IR 
axonszakaszok morfológiai megjelenése rendkívül hasonlónak bizonyult: kezdetben fokális 
axon duzzanat, majd a túlélési idı növekedésével vacuolizáltság, fragmentálódás jellemezte. 
Fénymikroszkópos, kvantitatív immunhisztokémiai megfigyelések. Az ANOVA-elemzés 
igazolta a sérülés után eltelt idınek a cyto-c-IR-axon szegmensek megjelenésére gyakorolt 
hatását mind a CSpT (F(4,20)=  67.715, p < 0.001), mind pedig az MLF (F(4,20)= 31.969, p 
<0.001) területén. A Scheffe-féle post hoc összevetés azt mutatta, hogy a cyto-c-IR axon 
szegmensek denzitása szignifikánsan nıtt 60 perc és 180 perc közt ( p<0.01) és 180 perc és 
360 perc közt ( p <0.04) a CSpT-ben illetve 60 perc és 180 perc közt az MLF-ben ( p <0.01). 
Az ANOVA szintén igazolta a sérülés után eltelt idı és az SBDP-120-IR axonok denzitásának 
összefüggését a CSpT (F(4,20) = 41.986, p <0.001) illetve az MLF (F(4,20) = 19.156, p <0.001) 
területén. A Scheffe-féle post hoc összevetés alapján az SBDP-120-IR axon szegmensek 
denzitása szignifikánsan nıtt az MLF-ben 15 és 30 perc (p <0.05) és 60 és 180 perc közt 
(p<0.01). 
Ultrastrukturális vizsgálatok. Az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatokkal azonosított 
cyto-c-IR illetve SBDP-120-IR axonszakaszok mindazon morfológiai jeleket mutatták, 
melyeket az axonkárosodás EM elemzésekor jellemzıen látunk, s a korábbi bekezdésekben 
részleteztünk. Abban a néhány, elszórt axonban, mely a sérülést követı 15–30 percen belül 
cyto-c-IR-t mutatott, az elektrondenz DAB-csapadék vagy a mitochondriumok felett, vagy 
azok közelében helyezkedett el, gyakran elfedve a mitochondriumok finomszerkezetét. Ahol a 
csapadék alatt a mitochondrium szerkezete kivehetı volt, ott fellazult lamellákat, duzzadást 
észleltünk. Ezek a károsodott illetve csapadékkal fedett mitochondriumok kizárólag azon 
axon szegmensekben voltak láthatók, melyek a DAI egyéb jeleit is mutatták.   

A túlélési idı növekedésével (60–360 perc) is hasonló helyzetben és környezetben 
találtuk a cyto-c IR-t jelzı DAB csapadékot, ugyanakkor az axonális károsodás e 
szegmentumokban már jóval súlyosabb/elırehaladottabb képet mutatott: a citoszkeleton 
elrendezıdése is megváltozott: nemcsak kompaktáció, hanem fellazultság, feloldódás, 
szakadozottság volt látható, illetve organellum -így többek között duzzadt mitochondriumok- 
akkumulálódása is megfigyelhetı volt.  
Az SBDP-120-IR axonokon is jól kivehetık voltak a DAI jellemzıi. A caspase aktiválódás, 
azaz az SBDP-120-IR –t jelzı DAB csapadék az axolemma alatt és a mitochondriumok 
közelében volt fellelhetı. A hosszabb túlélési idı e marker esetében is azzal járt, hogy jóval 
súlyosabb ultrastrukturális károsodás jeleit mutató axonkban detektáltuk az SBDP-120-IR-t. 
Ugyanakkor, paradox módon, e jelöléssel még nyilvánvalóbb volt a mitochondriumok 
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károsodása és akkumulációja 3-6 órával a trauma után, hisz az SBDP-120-IR kevésbé fedte a 
mitochondrium felszínét, mint tette azt a cyto-c-IR-t jelzı DAB-csapadék. 
Kettıs jelöléses immunfluorescens vizsgálatok. Az immunfluorescens vizsgálatok során 
mind az IR-axonok lokalizációja, mind megjelenése megfelelt a korábbi közlésekben 
leírtaknak, továbbá megerısítette kvalitatív fénymikroszkópos IHC-megfigyeléseinket.  

A koponyasérülés utáni korai szakaszban (15–30 perc) a CMSP-IR dominált, alig 
mutatva kettıs jelölést más vizsgált markerekkel. Ebben az idıszakban egyenletes, bár kissé 
duzzadtabb axonszakaszok ábrázolódtak CMSP-IR-al fıként a CSpT területén. A túlélési idı 
növekedésével az egyre nagyobb számban feltőnı CMSP-IR axonszakaszok mind a cyto-c, 
mind pedig az SBDP-120 és p20 megjelenítését szolgáló fluorescens festéket is magukban 
hordozták. Az SBDP-120-IR és a p20-IR együttes megjelenítése egyfajta endogén kontroll 
kísérletként adta meggyızı bizonyítékát annak, hogy az apoptotikus enzim kaszkád, illetve 
annak legvégsı végrehajtója, a caspase-3 enzim az alapvetıen „nekrotikus” folyamatnak 
megismert diffúz axonkárosodás során aktiválódhat. 
 
Következtetések. A CMSP IHC markerének és a cyto-c felszabadulás immunfluorescens 
jelének egy adott axonban történı detektálása arra utal, hogy a spectrin lebontást elıidézı 
Ca2+ beáramlás összefüggésben van az axon károsodáskor korábban leírt és sikeres kísérletes 
terápiás támadáspontként azonosított mitochondriális károsodással.  
A cyto-c és SBDP-120-IR egy adott axonban történı egyidejő megjelenítése az apoptoticus 
enzim-aktiváció mitochondriális károsodással való összefüggésének közvetlen bizonyítékát 
adja.  A két cisztein proteáz egy axonon belül történı aktiválódását jelzı CMSP-IR- SBDP-
120-IR kolokalizáció pedig arra utal, hogy az axonok egy részében mind a „nekrotikus” mind 
pedig az „apoptotikus” enzim kaszkád aktiválódik. 
A közelmúltban közölt biokémiai vizsgálatok alapján a spectrin caspase-3 hatására definitív, 
irreverzibilis hasítást szenved, tehát az axonkárosodás folyamata ettıl a ponttól bizonyosan 
visszafordíthatatlanná válik167,169,170. 

Az irodalmi háttér felvázolásakor már utaltunk a nekrózis illetve apoptózis 
neurobiológiai folyamatokban játszott szerepével kapcsolatos ellentmondásokra.  
Vizsgálataink ismét jelzik, hogy a két folyamat közt nehéz éles határt húzni: a sejt illetve jelen 
esetben axonja a külsı noxa hatására azzal az effektor (enzim-) készlettel válaszol, ha úgy 
tetszik, az a halál-utat választja, amely rendelkezésére áll; ha a caspase enzimrendszer 
aktiválódásának lehetısége adott, s ez bekövetkezik, aligha beszélhetünk axonális 
apoptózisról, sokkal inkább az enzimrendszerek közti kommunikációról, „végzetes 
együttmőködésrıl” 167,168. 
 
4.3. A diffúz axonális károsodás kialakulásának vizsgálata – Diffúz agysérüléshez 
társuló gerincvelıi axonkárosodás. 
 
i., A diffúz axonális károsodás mértéke és az azt kiváltó energia összefüggésének leírása. 

A DAI-ra vonatkozó korábbi vizsgálatok felvetették annak lehetıségét, hogy a klinikai 
tünetek (átmeneti légzésleállás, görcsroham, agytörzsi reflexek kiesése) nélküli, enyhe 
koponyasérülés esetén is jöhetnek létre IHC vizsgálatokkal detektálható, károsodott axonok. 
Elızetes kísérleteinkben e kérdést vizsgálva 36 állatot tettünk ki IA koponyasérülésnek, az 
állatok 1-1 harmadában a szokványos 2m helyett 50, 100, 150cm-rıl alkalmazva a 450g 
tömegő súlyt, 30-120 perces túléléssel meghatározva az APP-IR axondenzitást a CSpT-ban. 

A fénymikroszkópos elemzés során már 30 perc elteltével típusos APP-IR axon-
szegmenseket láttunk, a károsodott, jelölt axonok száma és a rajtuk látható alaktani jegyek az 
eltelt idıvel arányosan a sérülés progresszióját mutatták, ugyanakkor kvalitatív vizsgálataink 
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során nem találtunk érdemi morfológiai különbséget az eltérı nagyságú mechanikai hatás 
következtében APP-IR-t mutató axonszakaszok között.  

Az adatok elemzése azt mutatta, hogy a diffúz axonális sérülést kiváltó tárgy 
tömegével arányosan nıtt az axonkárosodás mértéke és hasonló összefüggés mutatkozott a 
DAI kialakulása és a kiváltó noxa közt eltelt idı vonatkozásában is; a regressziós analysis 
során az APP-IR axonok átlagos denzitása és a túlélési idı valamint a sérülést kiváltó súly 
összefüggése egyaránt szignifikáns volt: a p érték 0.017-nek illetve p 0.001 adódott.  
 
ii., Az akcelerációs - decelerációs mechanizmussal kialakuló koponya/agysérüléshez 
társuló, távoli (gerincvelıi) diffúz axonális károsodás jelenségének igazolása. 

Az agytörzsi axonkárosodáshoz társuló gerincvelıi DAI kimutatására további 36 
kísérleti állat esetében, az elızı szakaszban leírt fokozatokkal alkalmazott IA-sérülés 
kiváltása után 2, 6 és 24 órával dolgoztuk fel APP és RMO-14 IHC alkalmazásával a 
szövetblokkokat, három anatómiai régiót elemezve: a craniospinális átmenetet, a cervico-
thoracális (C-Th.) blokkot valamint a thoraco-lumbális (Th-L.) átmenet területét. 
A gyorsulásos-lassulásos koponyasérülés kiváltotta gerincvelıi DAI kvalitatív FM elemzése 
során a károsodást a már ismert agytörzsi pálya-szakaszokon mutattuk ki, az APP jelölés 
elsısorban duzzadt, a nodális-paranodális régióban immunjelölt-, idınként feltöredezett, 
elszakadt szegmenseken, az RMO-14 jel pedig lobulált, vacuolizált, gyakran elszakadt 
szegmenseken volt megfigyelhetı. 
A craniospinális átmenet területén a CSpT tartalmazta elsısorban az IR-axonokat, míg a C-Th 
és a Th-L szakaszon döntıen a hátsó kötél és ritkán az elülsı columna. 
Az axonok e szakaszokon döntıen a citoszkeletális károsodás markerével jelölıdtek, s ezen 
RMO-14-IR- szakaszok az agytörzsi jelölt axonokkal teljesen megegyezı alaki jegyeket 
mutattak, ugyanakkor, a jóval kisebb számban detektált APP-IR axonszakaszok a 
gerincvelıben meglepı módon elsısorban az RMO-14-IR társaikra hasonlító lobulált, 
vacuolizált formát vették fel. 

A statisztikai elemzés azt igazolta, hogy a károsodott axonok denzitása e vizsgálat 
során is a sérülést kiváltó noxa súlyosságától és a sérüléstıl eltelt idıtıl függött, 
megfigyelhetı volt ugyanakkor az is, hogy az agytörzstıl caudálisan haladva fokozatosan 
csökkent a DAI kialakulása. 

A Th-L átmenetben enyhe sérülés (1m ejtési magasság) esetén gyakorlatilag nem 
találtunk immunreaktív axon szakaszt, míg súlyosabb sérülés (2m) esetén elsısorban RMO-14 
IR axon-szegmensek jelölıdtek.  
 
Következtetések. Az enyhe koponyasérüléssel kapcsolatos legfrissebb klinikai illetve 
képalkotó vizsgálatok mind több példát adnak arra, hogy az akut szakban klinikai tüneteket 
nem okozó, késıbb ugyanakkor postcommotios syndromán keresztül akár tartós 
egészségkárosodásra és életminıség romlásra vezetı „minor koponyasérülés” esetén az 
agyállományban szerkezeti eltérések detektálhatók: diffúziós tenzor képalkotás (DTI) során 
frakcionált anizotrópia vizsgálattal illetve susceptibility waited imaging-SWI-vel DAI 
közvetett illetve közvetlen jelei fedezhetık fel az agyállományban24,98,99.  
E klinikai jelenséget modellezik a fent részletezett állatkísérletes vizsgálataink eredményei is, 
melyekben az IA koponyasérülést kiváltó súly és magasság csökkentésével minden nemő 
klinikai tünet (légzésleállás, epilepsziás rosszullét) nélkül is elıidéztünk –méghozzá az 
alkalmazott sérülés intenzitásával és az attól eltelt idıvel arányos- diffúz axonális károsodást.  

A koponyasérülés kísérıjelenségeként észlelt gerincvelıi DAI az agytörzsi 
vongálódásra vezetı gyors cranio-cervicális flexió (IA-modell) hatására a gerincvelı felsı 
szakaszán érthetı, ám hasonló jelenség a C-Th. átmenetben meglepı, a Th-L. területen pedig 
teljességgel váratlan. Magyarázata feltételezésünk szerint abban rejlik, hogy a gerincvelı a 
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ligamentum denticulatumoknál illetve a kilépı gyökök területén rögzített helyzetben van, 
tehát teljes hossza vongálódik. Ugyancsak szerepet játszhatnak a gerincvelıi DAI 
kiváltásában azok a „folyadék-lökéshullámok”, melyek a fejtetıre esı tárgy illetve a fenti 
vongálódás következtében generálódnak85,87.  

Az igazságügyi orvos szakértıi gyakorlatban a megrázott csecsemı szindróma 
(„shaken baby syndrome”) esetében eddig érdemben nem vizsgálat spinális DAI elemzése 
szükségességének alátámasztásán túl munkánk a centrális gerincvelı syndroma és a 
spondyloticus myelopathia kialakulásának keletkezésével kapcsolatban is figyelem felhívó 
adatokat szolgáltat. Bár újabb adatok alapján ismert, hogy a korábban haemorrhagiás 
nekrózissal magyarázott, idıs spondyloticus betegek arcra esésekor hyperextensiós 
mechanizmussal létrejövı centrális gerincvelı laesio hátterében nem haematomyelia, hanem 
elsısorban axonális laesio áll75,88,130, olyan modellt, mely a fenti jelenséget akár részben 
magyarázná, eddig nem írtak le. Feltételezzük, hogy az idıskori, gerincvelıt komprimáló 
spondyloticus peremek olyan „fulcrum”-ként szolgálhatnak, amelyen a gerincvelı megtörhet 
és flexió-, fıként pedig extenzió-disztrakció hatására vongálódhat. Ez a jelenség akutan is 
létrejöhet, DAI-t okozva (centrális gerincvelı syndroma) de krónikus fennállása is fokozatos, 
kiterjedt axonkárosodást eredményezhet (spondyloticus myelopathia).  
 
4.4. A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis feldolgozása. 
 
i. Fehérjebontó folyamatok kimutatása koponyasérültekben: alkalmazott klinikai 
kutatások -  A diffúz agysérülés során aktiválódó fehérjebontó folyamatok azonosítása 
súlyos koponyasérültek agyvíz mintáinak elemzésével.  

Alapkutatási eredményeink alapján reméltük, hogy a calpain és caspase-mediált 
fehérjebontó folyamatok aktiválódása során a klasszikus biomarker követelményeinek 
megfelelı termékek keletkeznek, melyek megjelenítésére kezdtünk szervezett liquorminta 
győjtést a PTE ÁOK Idegsebészeti Klinikán.  
A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbank elemzését elıvizsgálatokkal kezdtük, melyek során 
súlyos koponyasérültek és kontroll betegcsoport liquormintáit Western blot („dot-blot”) 
módszerrel hasonlítottuk össze. 

Megállapítottuk, hogy a 280kD mólsúlyú intakt, és a 120kD mólsúlyú caspase-
specifikus spectrin-degradációs termék a koponyatraumát szenvedettek liquorában 
szignifikánsan nagyobb hányadban volt jelen, mint más, koponyaőri nyomásfokozódás miatt 
kezelt betegek esetén. A diagnosztikus lumbál-punkción átesett betegek CSF-mintái nem 
tartalmaztak a vizsgálati módszereinkkel kimutatható mennyiségő SBDP-t.  
Az intakt spectrin, valamint a 150- és a 120kD nagyságú SBDP-k liquor-szintjét 
szignifikánsan magasabbnak találtuk koponyatrauma esetén, mint a vizsgált nem-traumás, 
ICP-emelkedéssel járó agysérülésekben. A vizsgált fehérjék liquor-szintjében a trauma utáni 
2-3. napon tetızést találtunk, majd az ismét visszatért a kiindulási szintre.  
A spectrin-szintek és a klinikai paraméterek összehasonítása során sem a súlyossági fokkal 
(GCS alapján), sem a kimenetellel (GOS alapján), sem pedig az ICP-emelkedés mértékével 
nem találtunk szignifikáns összefüggést, ugyanakkor, fıként a felvételi GCS és az intakt 
spectrin agyvízben történı megjelenésének viszonya – még a vizsgálatba bevont betegek kis 
száma ellenére is-közel szignifikáns (negatív) korrelációt mutatott (r2=0.318 P=0,07). 
 
Következtetések. A klinikai minták feldolgozása igazolta azt az elképzelésünket, hogy a súlyos 
koponyasérültekben ugyanazon fehérjebontó kórfolyamatok tetten érhetık, mint a 
koponyatrauma állatkísérletes modelljeiben. Eredményeinket egy potenciális biomarker 
kifejlesztésének szemszögébıl vizsgálva megállapíthatjuk, hogy a fehérje lebontási termékek 
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megjelenése az agyvízben jól kimutatható, és nem magyarázható csupán az emelkedett 
intracraniális nyomással vagy a külsı kamrai drain behelyezésével.  

A vizsgált fehérjék liquor-szintjének jellegzetes idı-összefüggése, valamint a már 
kisszámú betegen végzett Western blot vizsgálatok alapján is a sérülés súlyosságával (GCS) 
és a kimenetellel (GOS) összefüggı trend alapján joggal feltételezhetı, hogy a calpain- és 
caspase-specifikus SBDP-k a jövıben hasznos patomechanizmus-specifikus biomarkerként 
szolgálhatnak a koponyatraumát szenvedett betegek állapotának nyomon követésében.  
E kijelentést idıközben mind állatkísérletes, mind klinikai (elı-) vizsgálatok21,84,110,115,131 is 
alátámasztották.  
 
ii. Prognosztikai faktorok azonosítása súlyos koponya-agysérültek ellátása során. 

E vizsgálatok egyik fı célkitőzése annak a kérdésnek a megválaszolása, hogy milyen 
prediktív modellt tudunk alkotni a sérült felvételekor rendelkezésünkre álló adatok alapján; az 
ilyen modellek nemcsak a várható kimenetel becslése, hanem az ellátás auditálása 
szempontjából is kiemelkedı jelentıségőek.  
A prognosztikai faktorok elemzése, más közölt nemzetközi adatokkal való összevetése mellett 
arra is kíváncsiak voltunk, hogy a hagyományos CT- „filmmel” szemben a –kizárólagos 
bevezetésekor nagy szakmai ellenállást kiváltó- digitális felvételek elemzése biztosíthat-e 
elınyt a kimenetel elırejelzésében.  

Az elemzés során 99 súlyos koponyasérült (post-resuscitatiós GCS 8 vagy az alatti) 
CT vizsgálatait, meghatározott klinikai paramétereit és túlélési adatait vetettük egybe a 
Marshall-féle beosztás valamint a Rotterdam score alapján számolt értékekkel. 

Vizsgálatainkkal megállapítottuk, hogy a digitális képelemzés során értékelt 
paraméterek összességében szignifikánsan jobb összefüggést mutatnak a kimenetellel, mint a 
film-alapú képelemzés (p=0.009 szemben p=0.106). A Rotterdam score elemei közül mind a 
kamrába tört vérzés, mind a traumás subarachnoideális vérzés, mind pedig a ciszternák 
eltőnése szoros összefüggést mutatott a kimenetellel, ugyanakkor ezek külön-külön pontosabb 
prognosztikai értéket adtak, mint összegzett Rotterdam score-ként használva.  
A Nagelkerke r2 elemzés azt is igazolta, hogy a számítógépes képelemzéssel nyerhetı további 
információkkal valamint az életkorral kiegészített Rotterdam score adja a legpontosabb 
prognosztikai eredményt. 
 
Következtetések. Eredményeink egyértelmően igazolják, hogy mind a Rotterdam score, mind 
a Marshall-féle beosztás kellıen nagy prediktív erıvel rendelkezik súlyos koponyasérülések 
esetén, ezért ez irányú használatuk a magyarországi betegellátásban is indokolt volna. 
Vizsgálatainkból kiderül, hogy súlyos koponyasérülések esetén megfontolandó lehet egyéb, a 
CT felvételekrıl megállapítható paraméterek beépítése az osztályzási rendszerekbe, mint a 
generalizált oedema, impressiós törés, plexus choroideus/corpus pineale aszimmetria. 

Elsısorban többváltozós elemzéseink alapján válik egyértelmővé, hogy a CT 
felvételek számítógépes szoftverrel végzett analysisével győjtött adatok alapján képzett 
prognosztikai csoportosítások prediktív értéke messze meghaladja a hagyományos CT képek 
elemzésének értékét. Megállapítható, hogy bár a Marshall-féle beosztás és a Rotterdam score 
prediktív értéke önmagában is magas, ha igazán hatékony becslést akarunk adni a sérült 
klinikai kimenetelére vonatkozólag, akkor nem tekinthetünk el - az azt alapjaiban 
meghatározó - individuális tényezıktıl, mint pl. az életkor, alvadási viszonyok.  

A hazai katasztrofális koponyasérült-halálozáson kizárólag akkor változtathatunk, ha 
sikerül a súlyos koponyasérültek ellátásában a tudományos bizonyítékon alapuló irányelveket 
érvényre juttatni, illetve, ha az ellátás auditálásának rendszere elterjed. A koponyasérült 
adatbázisok prognosztikai faktorokon alapuló elemzése, a várható kimeneteltıl való eltérés 
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feltárása és okainak azonosítása nemcsak az ellátást finanszírozó biztosító, hanem az ellátó (és 
ellátott) alapvetı érdeke és feladata is kell, hogy legyen.  
 
4.5. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása I.: fehérjebontó 
folyamatok gátlásának vizsgálata. 
  
i., A szelektív calpain- inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális károsodást 
jelzı immunhisztokémiai markerek vizsgálata. 

A calpain-mediált spectrin proteolysisnek a DAI kóreredetében betöltött meghatározó 
szerepére vonatkozó korábban részletezett vizsgálatok alapján joggal vetıdött fel a kérdés, 
képes-e a calpain aktiválódását gátló sejt permeabilis peptidil-aldehyd, az MDL-28170 
megakadályozni a DAI kialakulását.  

Az IA koponyatrauma modellben a sérülés elıtt 30 perccel MDL-28170-t, vagy 
vivıanyagot farok vénán keresztül bolus-adagolásban kapott, trauma után két órával leölt 
patkányok agytörzsi metszeteit feldolgozva, az APP-IR és az RMO-14-IR axon-profilok 
morfológiai jellemzıiben nem volt megfigyelhetı különbség a kezelt illetve a kontroll 
állatokban. A kvantitatív analysis szerint az MDL-28170 kezelés szignifikánsan csökkentette 
mindkét IR axoncsoport denzitását minden vizsgált agytörzsi régióban.  

 
ii., A szelektív calpain- inhibitor MDL-28170 hatásának elemzése: az axonális membrán-
permeabilitási zavar gátlásának vizsgálata. 

A fenti eredmények alapján, a calpainnak a membrán permeabilitási zavar 
kialakulásában játszott szerepére vonatkozó bizonyítékokat is kívántunk szolgáltatni. 

Az MDL-28170-el illetve vivıanyagával 30 perccel az IA koponyasérülés kiváltását 
megelızıen farok vénán át bolus injekcióban kezelt, a trauma elıtt tormagyökér peroxidázt 
icv kapott patkányok agytörzsi metszeteinek hisztokémiai feldolgozása során megállapítottuk, 
hogy az axon ép membrán-rendszerén át nem jutó tormagyökér-peroxidáz molekulák a 
sérülést követıen mind a CSpT mind pedig a MLF területén számos axonba bekerültek.  

A kvalitatív vizsgálattal valószínősíthetı volt, hogy a gyógyszeresen kezelt állatok 
esetében jóval rövidebb axonszakaszok jelölıdtek a CSpT terültén, mint a vivıanyaggal 
kezeltek esetében. Bár a jelölt axonok alaki megjelenésében számottevı egyéb különbség nem 
volt, a vivıanyaggal kezeltek gyakrabban tőntek hólyagosnak „vacuolizáltnak”, ami korábbi 
vizsgálataink során a proteolytikus folyamatok elırehaladott voltára utalt. Az is nyilvánvaló 
volt, hogy az MLF területén vastagabb axonszakaszok jelölıdtek, mint a CSpT-ben. A 
digitális adatelemzés és statisztikai feldolgozás igazolta, hogy a tormagyökér-peroxidázt 
halmozó jelölt axonszakaszok hossza szignifikánsan rövidebb a gyógyszeresen kezelt 
állatokban a CSpT-ben, ugyanakkor érdemi változást az MLF területén nem mutat. Bár a 
vivıanyaggal kezelt állatokban mindenütt vastagabbnak adódott a tormagyökér-peroxidáz 
jelölt rostok átmérıje, e különbség nem érte el a statisztikailag szignifikáns mértéket. 
 
Következtetések. A calpain- gátlásnak az NFC kialakulására kifejtett jótékony hatása 
magyarázható a CMSP és az NFC ismert kapcsolatával. Bár a legújabb kísérleti eredmények 
azt mutatják, hogy az NFC és az IAT részben különbözı axon-populációkat érint 73, 152, a 
calpain-gátlásnak az IAT-ra kifejtett pozitív hatása azt bizonyítja, hogy – ha a kompakció nem 
is társul transzport-zavarral – a calpain aktiválódása mindkét folyamatban szerepet játszik. 

A trauma elıtt adott calpain inhibitor az axolemmális permeabilitási zavar másodlagos 
(elgondolásunk szerint döntıen CMSP-vel magyarázható) generalizálódását, azaz a 
permeabilitási zavar által érintett axonszakasz hossz-növekedését gátolta. Azt, hogy ez a gátló 
hatás az MLF területén miért nem volt mérhetı, nem tudjuk egyértelmően megmagyarázni; 
feltételezésünk szerint a vastag axonokon kialakult pórusok mérete alapján már eleve olyan 
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mennyiségő HRP áramlott az axon-cylinderbe, mely meggátolta az érdemi változás 
detektálását illetve az sem zárható ki, hogy a vastagabb tengelyfonatokban az MLF területén 
lassabban generalizálódott a permeabilitási zavart is fokozó calpain mediált fehérjebontás. 
 
4.6. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása II.: a nekrotikus és 
apoptoticus folyamatokat gátló pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 
(PACAP) hatásának vizsgálata. 
 
i., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének felmérése: trauma 
elıtt adott polypeptide hatásának elemzése, dózis-hatás-görbe felállítása. 
A PACAP axonoprotektív hatását megítélni hivatott vizsgálataink elsı fázisában azt 
elemeztük, hogy az IA készülékkel kiváltott koponyatrauma elıtt PACAP-ot az ischaemiás 
agykárosodásban hatékony úton- (intravénásan), és adagban kapott patkányokban 2 illetve 6 
órával a koponyatrauma után sikerül-e a károsodott, APP-IR axonok denzitását csökkenteni a 
CSpT és az MLF területén. Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy intravénás adagolás 
esetén – más KIR betegségekben hatásosnak bizonyult dózisban – a PACAP sem a CSpT sem 
pedig az MLF területén nem csökkentette szignifikánsan az APP-IR axonok denzitását.  

Annak megítélésére, hogy a PACAP hatástalanságának hátterében a vér-agy-gát nem 
megfelelı áthatolása, a nem megfelelı agyi eloszlás, avagy a szer eleve hatástalan volta áll-e 
további vizsgálatainkban a PACAP-ot stereotaxiás módszerrel az agykamrába juttattuk s 
egyúttal a hatásos dózis megállapítása céljából 1µg, 10µg és 100µg PACAP-ot alkalmaztunk 
(dózis-hatásgörbe felállítása); a szövettani feldolgozásig a túlélési idı 2 óra volt.  

E kísérletben a PACAP icv 100µg-os dózisa csökkentette szignifikánsan a CSpT 
területén talált APP-IR axonszakaszok elıfordulását. 

  
ii., A PACAP diffúz axonális károsodást befolyásoló képességének további vizsgálata: a 
terápiás ablak meghatározása.  

A PACAP axonkárosodást gátló hatására vonatkozó dózis-hatás görbéjének felállítása 
után a traumát követıen késleltetve, icv-adott PACAP hatékonyságának tesztelésével a 
PACAP axonoprotektív hatására vonatkozó terápiás ablakot kívántuk meghatározni. A 
Marmarou-féle készülékkel kiváltott IA koponyatrauma után 30 perccel illetve 1 órával 100µg 
icv beadott PACAP- vagy vivıanyag-kezelésben részesült patkányokban a traumát követıen 
2 órával határoztuk meg az APP-IR illetve az RMO-14-IR axonok denzitását a CSpT-ben és 
az MLF-ben. Vizsgálatunkban a PACAP a fenti adagolásban mind 30 perccel, mind pedig 1 
órával a koponyatrauma kiváltása után szignifikánsan csökkentette a CSpT területén az APP-
IR axonok denzitását, nem volt azonban hatással az APP-IR axonok denzitására az MLF 
területén, illetve az RMO-14-IR axonok denzitására egyik vizsgált agytörzsi területen sem. 

 
iii., A PACAP axonoprotektív hatásának vizsgálata a diffúz axonális károsodás további 
állatkísérletes modelljén: a centrális folyadék perkussziós modell elemzése. 

Miközben fenti vizsgálataink igazolták, hogy a PACAP icv alkalmazása jelentıs 
mértékben csökkentette az IA koponyasérülés hatására kialakult axonális károsodást, 
szükségesnek láttuk, hogy az eredményeket a DAI más modelljében is megerısítsük; így esett 
a választás a döntıen diffúz agysérülést okozó centrális folyadék perkussziós modell 
alkalmazására.  

Az agytörzsbıl rendszerezetten győjtött vibratom-metszetek kvalitatív vizsgálata során 
az APP és RMO-14 IR axon-szegmentumok megjelenésében a korábbi megfigyelésekhez 
képest ezúttal sem tapasztaltunk eltérést. A 100µg PACAP-ot 30 perccel a sérülést követıen 
icv-an kapott állatok esetében a digitális képelemzés és az eredmények statisztikai 
feldolgozása azt mutatta, hogy a CSpT-ben az APP- és RMO-14-IR axonok denzitása 
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szignifikánsan csökkent, míg az MLF területén a változás egyik marker esetében sem érte el a 
statisztikailag szignifikáns mértéket. 
 
Következtetések. Elızetes feltételezésünket, miszerint a PACAP, mely az apoptotikus és a 
gyulladásos mediátorok gátlása, illetve bizonyos mitochondriális enzimek befolyásolása révén 
fejthet ki neuroprotektív hatást, azaz elvben mindkét, a DAI-ban aktívan résztvevı 
kórfolyamatot kedvezıen befolyásolhatja -legalábbis részben- sikerült igazolnunk66,164. 
Kezdeti vizsgálatainkban, az iv adagolás sikertelensége abban keresendı, hogy a vér-agy 
gáton átjutó PACAP transzportjának mértéke az agytörzsben sokkal alacsonyabb, mint más 
agyterületeken100.  

További kísérleteinkben sikerült a PACAP DAI-t gátló adagolását meghatároznunk és 
igazolnunk, hogy a diffúz agysérülés modelljében kiváltott DAI progressziójának PACAP-
kezeléssel való részleges gátlására jelentıs nagyságú terápiás ablak áll rendelkezésre, ami a 
klinikai alkalmazhatóság alapfeltétele. Ha figyelembe vesszük DAI kinetikájában egyes 
spécieszek között megfigyelhetı, korábban említett különbséget142,143,171, eredményeink 
klinikai relevanciája még szembetőnıbb. 

A vizsgálatok egy részében a PACAP NFC-ra gyakorolt jótékony hatásának 
elmaradása (RMO-14-IR) megerısíti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint az IAT és az 
NFC részben különbözı axon-populációkat érint73,152, és kialakulásukban részben különbözı 
mechanizmusok játszanak szerepet. Az IAT-ra gyakorolt PACAP-hatás elmaradása (APP-IR) 
az MLF területén valószínőleg annak tudható be, hogy az MLF-ben a statisztikai 
szignifikanciát negatívan befolyásolja a jóval kisebb sérült axon-szám, illetve az MLF 
területén a traumát követıen 2 órával az NFC-t mutató károsodott axon-profilok dominálnak.  
 
4.7. A diffúz axonális károsodás kísérletes terápiás befolyásolása III.: az apoptoticus 
folyamatokat gátló PARP-inhibitor L-2286 hatásának elemzése szövettani módszerekkel 
valamint magatartási tesztekben. 
 
Korábbi vizsgálatainkkal igazoltuk, hogy a DAI kialakulásában az axonban található 
mitochondriumok károsodásának kulcs szerepe lehet, s azt is bizonyítottuk, hogy a 
mitochondriumok szerkezeti épségének megırzésével illetve a lokális energia-homeosztázis 
más módon (terápiás hypothermia) történı fenntartásával a diffúz axonkárosodás mértéke 
csökkenthetı. 
A számos kísérleti modellben bizonyítottan hatékony, az axonális energia-homeosztázis 
fenntartását elvben segíteni képes PARP inhibitor L-2286 alkalmazása során azt vizsgáltuk, 
képes-e a DAI gátlására, és az esetlegesen megfigyelhetı kvalitatív és kvantitatív axon-
szerkezeti változásokkal egyidejőleg a funkcionális kimenetel javulását is eredményezi-e? 

Kísérleteink bevezetéseként a CSpT területén kimutatott APP-IR axonszakaszok 
denzitásának kvantitatív elemzésével kidogoztuk az L-2286 axonkárosodás gátlására 
vonatkozó dózis-hatásgörbéjét. Az ennek alapján alkalmazott L-2286 szignifikánsan 
csökkentette a CSpT területén mind az RMO-14, mind pedig az APP-IR axonszakaszok 
denzitását. Ez a hatás az MLF-ben is szignifikáns volt, ugyanakkor az RMO-14-IR axonok 
esetében a 30 perccel trauma után adott szer szignifikánsan kisebb mértékben csökkentette a 
károsodott, immunreaktív axonok denzitását, mint a sérülés után közvetlenül beadott L-2286. 
A magatartás vizsgálatok eredménye szerint a 30 perccel trauma után alkalmazott L-2286 
szignifikánsan javította a rúdon való egyensúlyozás képességét.  
A szorongási szintet és a motoros teljesítményt is mérı porond tesztek során a vivıanyag-
kezelt állatok motoros tevékenysége az ál-operáltakéhoz képest szignifikánsan visszaesett. Az 
azonnal trauma után kezelt állatokban javulás nem volt észlelhetı, míg a 30 perccel késıbb 
kezeltekben kizárólag a szırtisztítás (grooming) számában volt szignifikáns javulás.  
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Az emelt keresztpalló vizsgálatokban a vivıanyag kezelt állatok “féltek” a nem biztonságos 
területen tartózkodni; a vivıanyag kezelt illetve ál-operált állatok közt szignifikáns különbség 
volt a nyitott karba benézés, a nyitott karban töltött idı, a zárt karban töltött idı illetve a zárt 
karban végzett szırtisztítás ideje közt. Az L-2286 kezelt állatok szorongási szintje 
szignifikánsan alacsonyabbnak adódott, mint a vivıanyag kezelteké: több idıt töltöttek a 
nyitott-, és kevesebbet a zárt karban. 
 
Következtetések. A Marmarou-féle impakt akcelerációs modell okozta diffúz agy-
szerkezetikárosodás korábbi vizsgálatok szerint egyúttal a motoros és magatartási/kognitív 
funkciók károsodását is eredményezi 47,165.  
A PARP-inhibitor L-2286 axonoporotektív hatásának igazolása mellett a vizsgálatok -az 
APP-IR és RMO-14-IR axonok denzitásának eltérı mértékő csökkenését mutatva- ismét 
megerısítették, hogy az axonkárosodás heterogén jelenség, mely nem minden 
tengelyfonatban jelenti ugyanazon kórfolyamatok aktiválódását73,152. Ez is arra utal, hogy az 
igazságügyi orvos szakértıi gyakorlatban évtizedek óta a DAI elsıdleges markerének tartott 
APP-IR alulbecsüli a károsodott axonok számát, és akár téves negatív véleményre is vezethet. 

A funkcionális kimenetelt értékelı magatartási vizsgálataink eredményét összegezve 
megállapítható, hogy a diffúz axonális sérülés kiváltására alkalmazott állatkísérletes 
modellben, amely elsısorban a motoros rendszert károsítja, a PARP-inhibitorral történı 
utókezelés képes javítani a trauma következtében károsodott motoros teljesítményt és 
nagymértékben csökkenteni a trauma után kialakuló szorongás szintjét. 
Az, hogy a PARP-inhibitor e pozitív hatását kizárólag a DAI gátlása útján fejti-e ki, avagy 
ebben szerepet játszhat a Marmarou-féle IA koponyatrauma modellben Farkas, Lifshitz és 
mások vizsgálataival igazolt diffúz neurális károsodás kivédése is31,56,67, jelen 
vizsgálatainkkal nem megválaszolható. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS ÉS GYAKORLATI JELENT İSÉG  
 
Eredményeink a koponyasérülés kiváltotta diffúz axonkárosodás kóreredetének 
megértését, patobiológiai ésszerőséggel megalapozott kísérletes és klinikai 
gyógyeljárások kifejlesztését, az agysérülés klinikai monitorozását és kimenetelének 
megítélését szolgáló biomarker panel és prognosztikai rendszer kidolgozását szolgálták. 

Azonosítottuk a trauma kiváltotta diffúz axonkárosodás fehérjebontó 
folyamatait, köztük nem ismert, elvi jelentıségő, apoptotikus-nekrotikus 
enzimkapcsolatot tárva fel. 

Évtizedes alapkutatási munka eredményeként alkalmazott klinikai kutatásokat 
indítottunk el (proteolytikus biomarkerek) illetve klinikai fázisba került 
gyógyszerkísérletek elvi alapjait raktuk le (cyclosporin-A). 

A munkának otthont adó neuropatologiai laboratóriumban nemzetközileg 
elfogadott neurotrauma-modelleken, korszerő monitorozási feltételek közt végzett 
ígéretes kísérletes terápiás vizsgálatok nemcsak az axonkárosodás kórfolyamatának 
megértését segítették elı, de új fejezetet nyithatnak a különbözı súlyosságú diffúz 
axonkárosodás kezelésében is. 

A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázissal az Országban egyedülálló, az ellátási 
protokollok auditálásától a prognosztikai faktorok meghatározásán át a sérültek 
kognitív, endokrinológiai követésére, alkalmazott klinikai kutatások folytatására 
alkalmas rendszert dolgoztunk ki. 
 
A „Célkit őzések” szerint részletezve (zárójelben az értekezés alapjául szolgáló 
közlemények hivatkozási száma /ld:7.3./): 
 
1., Fény- és elektronmikroszkópos IHC bizonyítékot szolgáltattunk arra a régi feltevésre, 
hogy a DAI kórfolyamatában a strukturális fehérjéket bontó cisztein proteáz, a calpain 
aktiválódik (1, 2, 3, 4). 
 
2., Peroxidáz alapú IHC vizsgálatainkkal a confocális mikroszkópos módszerek elterjedése 
elıtt elsıként írtuk le a calpain aktiválódás térbeli, idıbeli sajátosságait.  Igazoltuk, hogy a 
DAI során e folyamatok nem „minden vagy semmi” jellegő, irreverzibilis aktiválódást 
mutatnak, hanem idıben és az axon-cylinderen belül ultrastrukturálisan is jól meghatározott, 
„kompartmentalizált” forgatókönyv szerint zajlik a proteolysis.  
A kompartmentalizáció illetve az elhúzódó enzim-aktiválódás új terápiás célpontként 
azonosította a calpain-mediálta fehérjebontás folyamatát (1, 2, 3). 
 
3., Fény- és elektronmikroszkópos kettıs jelöléses vizsgálataink az elsık, melyek a trauma 
hatására károsodott axon-szegmentumokban a Ca2+-indukálta, calpain-mediálta spectrin-
proteolysis és a DAI klasszikus markereinek, azaz az axoplazmatikus transzportzavart mutató 
APP akkumuláció és a neurofilamentumok kompaktálódásának kolokalizációját igazolták, a 
citoszkeletális elváltozásokkal kapcsolatos tér- és idıbeli viszonyát feltárták (1, 2, 3). 
 
4., A peroxidáz- alapú, azaz elektronmikroszkópiára jól konvertálható, de fénymikroszkópos 
vizsgálatok során körülményesen használható-, illetve az elektronmikroszóposan nem 
megközelíthetı, de fluoreszcens mikroszkópban látványos kettıs jelölési technikák illetve a 
tyramide jel-felerısítési módszer (TSA) elınyeit ötvözı szövettani technikát dolgoztunk ki.  
E folyamat során sikerült egyúttal a TSA-technika költséghatékonyabb, megbízhatóbb, jobb 
jel/zaj (specifikus/háttér-festés) arányát is biztosítani.  
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Vizsgálataink további bizonyítékot szolgáltattak a calpain-mediált spectrin fehérjebontás és a 
neurofilament-kompaktáció kapcsolatára vonatkozó korábbi fény- és elektronmikroszkópos 
megfigyeléseink alátámasztásához (3). 
 
5., Fény- és elektronmikroszkópos IHC vizsgálatokkal, az extra-mitochondriálisan 
elhelyezkedı cytochrome-c kimutatásával elsıként igazoltuk, hogy a DAI kialakulása során 
észlelt mitochondrium károsodás cytochrome-c felszabadulással jár együtt.  
Ugyancsak elıször szolgáltattunk fénymikroszkópos és finomszerkezeti bizonyítékot a 
cytochrome-c felszabadulással közvetlen kapcsolatba hozható caspase aktiválódásra diffúz 
agysérülés kísérletes modelljében károsodott axonokban (4,5). 
 
6., Fluorescens kettıs-jelölési technikák alkalmazásával a confocális technika elterjedése elıtt 
igazoltuk, hogy a Ca2+-indukált, calpain-mediált spectrin-proteolysis és a mitochondriális 
károsodás hatására kialakuló cyto-c felszabadulás azonos axonszakaszokban kolokalizált 
jelenség, s ezzel igazoltuk azt a feltevést, hogy a calpain-mediálta fehérjebontó folyamatok 
közvetve (lokális Ca2+ beáramlás fokozása) vagy közvetlenül (MTP spectrin komponensének 
emésztése) szerepet játszhatnak a mitochondriális károsodás kialakulásában.  
A fenti módszertannal azt is megállapítottuk, hogy a cytochrome-c felszabadulás és a caspase-
3-mediált fehérjebontás egyazon károsodott axon szakaszban egyidejőleg fordul elı, igazolva, 
hogy az apoptoticus enzim aktiválódásának feltétele és vélhetıen oka a mitochondriális 
károsodás hatására kialakuló cyto-c felszabadulás.  
A caspase-3 aktivált formája elleni antitest és a caspase által a spectrinbıl kihasított kézjegy 
fehérje egyazon axon-locusban történı kimutatásával elsıként értük tetten tengelyfonatokban 
az apoptózis végrehajtó enzimjének aktiválódását, bizonyítékot szolgáltatva az irreverzibilis 
axonális károsodás feltételeinek kialakulására.  
A mitochondriális károsodásra vonatkozó megfigyeléseink és korábbi kísérletes terápiás 
vizsgálataink megalapozták a cyclosporin-A klinikai kipróbálását súlyos koponyasérülést 
szenvedett betegeken (4, 5). 
 
7., A fluorescens kettıs-jelölési technikák alkalmazásával, és „kézjegy”-fehérjék 
kimutatásával elıször igazoltuk, hogy a két cisztein proteáz enzim, a nekrotikus folyamatok 
„végrehajtója” a calpain és az apoptotikus kaszkád végsı enzime, a caspase-3 egyazon 
axonokban aktiválódik. A fentiekben összegzett folyamatok és a caspase aktiválódásra 
vonatkozó elektronmikroszkópos megfigyelések alapján megállapítottuk, hogy a DAI 
kórfolyamatában a caspase aktiválódása képezheti az irreverzibilis fázist, a „point of no 
return”-t (4, 5, 6).  
 
8., Elızetes vizsgálatainkkal elsıként tisztáztuk, hogy a diffúz koponya-agysérülés kísérletes 
modelljében kialakuló axonális károsodás az azt kiváltó mechanikai energiával és a sérülés 
után eltelt idıvel arányos, ugyanakkor a károsodott axonok morfológiai és immunfestési 
tulajdonságaiban érdemi különbség nincs (7).   
 
9., A diffúz koponya-agysérülés gyorsuláson- lassuláson alapuló kísérletes modelljében tett 
felfedezésünk szerint az agytörzsi axonkárosodás mellett kiterjedt, a gerincvelı távoli 
szakaszain észlelhetı axonális sérülés is fellép, mely magyarázatot adhat az e modellben 
észlelhetı motoros károsodás egy részére.  
Az eredmények felvetik a gerincvelı elemzésének fontosságát bántalmazott gyermek-
szindróma esetén és új adatokkal szolgálnak a spondylotikus myelopathia illetve a centrális 
gerincvelı syndroma kialakulására vonatkozóan is (8). 
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10., A fenti vizsgálatokkal elsıként írtuk le részletesen a gerincvelıben koponyasérülés 
hatására létrejövı DAI jelenségét, és a sérülést kiváltó mechanikai energiával valamint a 
sérüléstıl eltelt idıvel történı összefüggését.   
Megállapítottuk, hogy az IA koponyatrauma modellben a koponyasérülés súlyosságával és a 
sérüléstıl eltelt idıvel arányos mértékő DAI jön létre a gerincvelıben.  
Azt is igazoltuk, hogy a kísérleti állaton detektálható érdemi neurológiai illetve fiziológiai 
változásokkal nem járó súlyosságú koponyatrauma is képes jelentıs mértékő diffúz 
axonkárosodás kiváltására.  
E megfigyelésünkkel kísérletes körülmények között biztosítottunk patobiológiai bizonyítékot 
az emberben minimális fejsérülés mellett létrejövı post-traumás tünet együttes hátterében 
képalkotó vizsgálatokkal felvetett DAI fennállására (8). 
 
11., Alapkutatási vizsgálataink eredményei alapján kezdett agyvíz győjtéssel és elemzéssel 
igazoltuk és emberben elsıként írtuk le azt, hogy a spectrin nevő agyi struktúrfehérje és 
lebontási termékei az agyvízben baleseti agysérülés hatására kimutathatók. 
Ugyancsak elsıként igazoltuk, hogy e jelenség nem csupán az emelkedett intracraniális 
nyomástól függ, illetve leírtuk a spectrin és lebontási termékei agykamrában történı 
megjelenésének idıbeni lefolyását.  
Megfigyeléseink alapján a súlyos koponyasérültek neuro-intenzív monitorozását és a terápia 
személyre szabását elısegítı biomarkerek azonosítására nyílhat lehetıség; e feltételezést 
nemzetközi kollaborációban vizsgáljuk tovább (9, 10, 11, 12, 13, 16). 
 
12., A Pécsi Súlyos Koponyasérült Adatbázis létrehozásával országosan egyedülálló ellátás-
auditálási és beteg-követési rendszert alapoztunk meg. 
Az adatbázis elemzésével a koponyasérülés kimenetelére vonatkozó prognosztikai faktorokat 
azonosítottunk és igazoltuk, hogy a felvételi CT képek digitális elemzésével a kimenetelt 
elıre jelzı adatok nyerhetık, melyek jóval pontosabbak, mint a korábban használt 
filmfelvétel-alapú becslések.  
Azt is igazoltuk, hogy a nemzetközi gyakorlatban használatos, CT-alapú prognosztikai 
rendszerek pontossága jelentısen növelhetı további CT-anatómiai jellemzık valamint 
demográfiai adatok csatolásával (13, 14, 15, 16). 
 
13., Elsıként igazoltuk, hogy a szelektív calpain inhibitor MDL-28170 alkalmazásával az 
axonkárosodás markereivel jelölt, DAI morfológiai jeleit mutató axonok elıfordulása 
szignifikánsan csökkenthetı (17). 
 
14., Megállapítottuk, hogy az MDL-28170 trauma elıtt adva a CSpT területén gátolja az 
axolemma trauma hatására kialakult permeabilitási zavarának súlyosbodását illetve 
tovaterjedését. Vizsgálataink ismét megerısítették az axolemma mechanoporációjának 
jelenségét illetve elsıként igazolták, hogy a permeabilitási zavarok, legalábbis részben, 
visszaszoríthatók a calpain aktiváció gátlása útján (18).   
 
15., Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a más központi idegrendszeri elváltozásokban 
bevált PACAP adagolás hatástalan a DAI esetében.  
Feltérképeztük az icv. adott PACAP axon károsodás-gátlásra vonatkozó dózis- hatás-görbéjét 
és igazoltuk annak jótékony hatását, közvetlenül a sérülés után adva. 
Ezek voltak az elsı vizsgálatok, melyek a PACAP diffúz agysérülésben, axonkárosodában 
feltételezhetı neuroprotektív szerepét igazolták (19). 
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16., A PACAP illetve analógjai esetleges klinikai kipróbálásának alapfeltételét biztosítandó, 
meghatároztuk az axonkárosodás gátlására vonatkozó terápiás ablakot, mely legalább egy 
órának adódott, ami az axonkárosodás kivédésére vonatkozó állatkísérletes vizsgálatokban 
kifejezetten hosszúnak számít; ez a késıbbi klinikai kipróbálás elıfeltétele lehet (20). 
 
17., A PACAP illetve analógjai klinikai kipróbálásának további alapfeltételként igazoltuk, 
hogy más diffúz agysérülési modellben is képes az axonkárosodás kivédésére.  
Elsıként vizsgáltuk és igazoltuk, hogy a PACAP folyadék perkussziós koponyasérülési 
modellben kivédi az axoplazmaticus transzport-zavar kialakulását. 
Vizsgálataink ismételten rávilágítottak a DAI-t elıidézı kórfolyamatok sokszínőségére és 
felhívták a figyelmet arra, hogy az igazságügyi orvostani gyakorlatban a DAI markereként 
használt APP-IHC nem képes az axonkárosodás teljes spektrumának kimutatására (21).  
 
18., Vizsgálatainkkal meghatároztuk a PARP-inhibitor L-2286 axonkárosodás kivédésére 
vonatkozó dózis-hatás görbéjét.  
Elsıként igazoltuk, hogy a PARP-inhibitor L-2286 szignifikánsan csökkenti a DAI mértékét, 
és egyúttal arra is bizonyítékot szolgáltattunk, hogy ez az axono-protektív hatás a funkcionális 
kimenetel javításában is megnyilvánul, amennyiben a PARP-inhibitor kezelt állatok koponya-
agysérülés utáni motoros aktivitása és szorongási szintje szignifikáns javulást mutat a 
kontrollokéhoz képest. 
Eredményeink ismételten igazolják, hogy a diffúz agysérülés kórfolyamatában az energia 
háztartás helyreállítása, a lokális energia háztartás fenntartása kulcsszerepet játszhat (22). 
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7. KÖZLEMÉNYEK 
 
7.1. Az összes közlemény összesített impakt faktora:   64,765 
 
PhD fokozat megszerzése utáni közlemények:     45,643 
PhD fokozat megszerzése elıtti közlemények:     19,122 
Elsı és utolsó szerzıs közlemények:     42,604 
 
Idézettség (2010.07.15.): 
 
Összidézettség:                  833 
Független idézetek száma:       675 
 
H-index (klasszikus):           11 
H-index független idézetek alapján:             10  
 
 
7.2. Az értekezés alapjául szolgáló közlemények impakt faktora:  44,768 
 
PhD fokozat megszerzése utáni közlemények:    39,178 
PhD fokozat megszerzése elıtti közlemények:       5,590 
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olyan kivételes mentorok építettek tovább, mint Merchenthaler István, Lengvári István, 

Lipostis Zsolt és Gallyas Ferenc Professzorok. 

Flerkó Professzor Úr és Pörczi József orvosi, emberi példamutatása pályakezdıként 

meghatározó volt. 

Az Idegsebészeti Klinika minden Munkatársának hálával tartozom, nélkülük és a 

Neuropatológiai Laboratoriumban dolgozó kollégák, hallgatók nélkül e munka töredéke sem 

készült volna el, közülük is kiemelném Farkas Orsolya, Czeiter Endre, Kövesdi Erzsébet, 

Bukovics Péter, Pál József és Kovács Noémi segítségét. 

A legfıbb hála és tisztelet Dóczi Professzor Úré, aki kivételes, türelmes mentorom-, minden 

törekvésemben kritikus támogatóm volt, kiállt azokért az értékekért, amik számomra fontosak 

voltak, követendı példát mutatott orvosként, sebészként, emberként. 

Több mint két évtizedes barátságáért, tanácsaiért és támogátásáért köszönet Sándor Jánosnak, 

s hasonló hálás szívvel gondolok Reglıdi Dórára, Tamás Andreára, Szelier Mártára és az 

Anatómia Intézet munkatársaira azért a segítségért, melyet diákkörösként, majd kutatóként 

tılük kaptam. 

Csepregi Gyula, Futó Judit, Varga Endre, Fehér Miklós, Jamshid Ghajar nemcsak 

támogatóim, példaképeim is, akik erıt adtak a néha szélmalom-harcnak tőnı klinikai 

kutatáshoz és irányelv-fejlesztéshez. 

John Povlishock atyai barátom, mentorom, távolból is óvó, aggódó támogatásáért soha nem 

tudom eléggé kifejezni hálámat. Köszönet Ron Hayesnek és Munkatársainak, akik értelmét 

látták a közös munkának és rajtam keresztül a Klinikai Központot is kiemelten támogatták. 

Azok, akik mellettem voltak, folyamatosan áldozatot hoztak azért, hogy annyit dolgozhassam, 

amit munka-mániám megkövetelt; köszönet Sára, Bence és Bálint lemondásáért és hála 

Dórinak és Bálintnak, hogy ideális feltételeket teremtett ahhoz, hogy itthon is képes legyek 

túlélni a hétköznapokat, s legyen értelme mindannak, amit teszek. 
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