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FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC avidin-biotin komplex

AlF apoptosis indukal6 faktor

APP amyloid precursor protein

BDHC benzidindihydrochloride

BP vérnyomas (blood pressure)

ca* kalcium

CClI controlled cortical impact —koponyasérulésidaill
CCJ cranio-cervicalis atmenet

CMSP calpain-medialt spectrin-bontas (calpain-muedi spectrin proteolysis)
CsA cyclosporin A

CSF cerebrospindlis folyadék (liquor)

CSpT corticospinalis palya (corticospinal tract)

CT computer tomogréfia (képalkotas)

Cyto c cytochrome ¢

DAB diaminobenzidin

DAI diffiz axonalis karosodas (diffuse axonal iryju

EKG elektrocardiografia

EM elektronmikroszkop

F-FM fluorescens-fénymikroszkopos Keti(-célu) jeldlés
FITC fluorescens izotiocianid jel6lés

FM fénymikroszkopos

GCS Glasgow Kéma Skéla (Glasgow Coma Scale)
GOS Glasgow Kimeneteli Skéla (Glasgow Outcomeejcal
HR szivritmus (hearth rate)

1A impakt akceleracios (-koponyasérulési modell)

IAT axondlis transzport-zavar (impaired axonahggort)
ICP intrakranidlis nyomas (intracranial pressure)

icv intracerebroventrikularis

IHC immunhisztokémia(-i)

IR immunreaktiv

iv intravénas

Vv intraventricularis vérzés

KIR kdzponti idegrendszer

LM lemniscus medidlis

MLF medialis hosszanti kéteg (medial longitudifedcicle)
MPT mitochondridlis permeabilitasi atmenet

NF neurofilament

NDS normal szamar szérum (normal donkey serum)
NFC neurofilament kompakcié (neurofilament comjmamt
NGS normal kecske szérum (normal goat serum)

NHS normal 16 szérum (normal horse serum)

NIH National Institute of Health

PACAP hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polypeptid

PARP Poly-(ADP-ribose) polymerase

PBS foszfat puffer oldat (phosphate buffered salin
SatQ artérias vérminta oxigén telitettsége (pulzus oxyiae
SAV subarachnoidedlis vérzés

sem atlag szérasa (,standard error of mean”)

SBDP spectrin degradacids termék (spectrin breaikgmoduct)
TAI traumas axonkarosodas (a DAI allatkisérletegi@lebje)
TSA tyramide-jelfelefsités (tyramide signal amplification)
VVIP Vector VIP-festékanyag

WHO Egészséglgyi Vilagszervezet
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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Sulyos koponyasériilés —epidemioldgiai adatobsztalyozas

A globdlis fejbdés eredményeként elterfenhotorizacidéval emelkedik a baleset okozta
agyserulés éfordulasa, mely a fejlett ipari orszagok 40 évtalakossaga korében a vedet
halalokot képezi; a WHO szerint a kérkép 2020-hmamadik leggyakoribb halalok |€82"

Hazai epidemiologiai vizsgalatok a sulyos kopong#gé népegészsegugyi
jelenségeén tul azt is feltartak, hogy a nemzetkdzi ddaip képest kozel kétszeres
halalozast regisztralhatuli® %

A koponya-agysérulések osztalyozasa éppen a kdidssgetett volta miatt tdbb
szempont szerint torténhet, a mellékelt, 6sszeldtddlazai1l.tdblazat)a klinikai
szempontbol legrelevansabb csoportositast teszikbz:

1. tablazat. Koponya/agysériilések felosztada

Tipus & kivalt6 momentum #Patologiai Ok (patoanatémia)
jellemz

Epiduralis, akut impakt fokalis a.meningea media szakadas

Epidurdlis, impakt fokalis Diploe/emissaridlis véna

szubakut/kronikus (ritka) sérulese

Subduralis, akut Gyorsulas/lassulas>impakt fokalis Hidvéna es/vagy felszini
artéria sérilése

Subdurdlis, Gyorsulas/lassulas>impakt>ismeretien fokalis Hidvéna sérulése

szubakut/kronikus

Traumas Gyorsulas/lassulas>impakt fokélis Kérgi (pialis) artéria sérilése

subarachnoidealis vérzés

Agyzuzo6das (contusio Impakt>Gyorsulas/lassulas fokali§ Kérgi (pidlis) artéria

cerebri) /coup- sérilése, agyszoveti laceracio

countercoup/

DiffGz axonkarosodas Gyorsulas/lassulas diffuz Axonkarosodas

Diffiz neuron Gyorsulas/lassulas diffaz Perikaryon karosodas

karosodas

Agyduzzadéas Gyorsulas/lassulas diffaz Kevert etiologiaju, rendkivil

“Brain swelling” sulyos elédleges+masodlagos
agysérilés

Hypoxias agykarosodas Gyorsulas/lassulas diffaz Kevert etiol6giaju, rendkivul
sulyos elédleges+masodlagos
agysérilés

Diffliz vascularis Gyorsulas/lassulas diffaz Kevert etiologiaju, rendkivil

karosodas sulyos elédleges+masodlagos
agysérilés

&Sllyos koponyasériilés: a post-resuscitacios GCS<9
b A disszertacié szempontjabdl legrelevansabb kérképevastagon szedve
¢ Gyakran tarsul diffiz agyszoveti karosodassal

1.2. Diffaz agysérulés- Diffuz axonkarosodas

A baleseti agysérulések patobiologiai osztalyozésan fokalis és diffuz elvaltozdsokat szokas
megkulonboztetni, a két forma tarsulhat. A diff@gsérulés alcsoportjél. tablazatkozul klinikai
és - éppen ezért — kutatasi szempontbdl a diffondlis karosodas (DAI) a legnagyobb jetestgi®.
A DAl tipusosan acceleraciés-deceleracios meharszalikialakuld, a fehérallomanyt, azon belil is
elsssorban a corpus callosumot valamint a hosszUp&ggtorzsi szakaszat érinti>>>>3° A
koponyatrauma hatasara létrejéaxonalis karosodas az agy egész allomanyaraddies €p
axonok kozott elszértan figyelléemeg; a sériilést nyirdie hozzak létré Klinikai megjelenésére a
tudatzavart magyarazo terfoglalo elvaltozas-, vagyabolikus zavar nélkul fennall6 comatosus
tudatallapot a jellent?**>. Gennarelli szerint a DAl 50%-ban fdlsla tartos tudatzavarért illetve
35%-ban a mortalitasért a nem térfoglalé jellegysériilésekbén

Az axonsérllés korfolyamatanak vizsgélataban &tdrézott Povlishock és munkatérsai
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1983-ban kozo6lt munkaja, amely — szemben a korabllagadott elképzeléssel — kimutatta,
hogy a DAI nem a trauma pillanatdban azonnal kidakxonszakadast jelent, hanem a
karosodott axonok tébbségében edibien fokozatosan progredialé folyamatrél van'§z@.
abra). Azota ez az elmélet szamos allatfajpan és maoeteldalamint human szévetmintakon
is igazolast nyett32223:30,32.35.37,40.86,108 119121123, 827183 Fayy. &5 elektronmikroszképos
megfigyelések szerint a karosodott axonszakaszekidést kovéien azonnal (<5 perc)
fokdlis axolemmalis permeabilitasi zawanutatnak (,mechanoporacid”), melynek
kovetkeztében nagy molekulasulyd anyagokat (pmégyyokér-peroxidazt, vagy dextranokat)
vesznek fel, amelyek az ép axolemman keresztij@égzséges axonokba nem tudnanak
bejutni-08109.125.128.129.183 “ahra) Az axolemma fokalis sériilését egyéb morfoldgemzsk
kisérik: mitochondrium duzzadds'®1% neurotubulus elinég®"®1%? neurofilament-
moédosulas>*104109.128.129.14%, onalis transzportzava® > **'mely utébbi az ére iranyuld
intraaxonalis transzport — egy ponton valo — fakééllasdban nyilvanul meg, és az ilyen
modon szallitddo sejtalkotok illetve egyéb anyatphkalmozodasahoofganellum-
akkumulacié)és kovetkezményexonduzzaddmz vezet #1112 E duzzadas tivel egyre
kifejezettebb lesz, és végul az érintett axonszakalon formajaban IéZ6dik, 1étrehozva
ezzel a korkép korai leirasaibol ismert proximéhksnballorokat, mig a disztalis axonszakasz
Waller-féle degeneraciot szenvef 120%412" Az axondlis elvaltozasok kezdetéaz
axonballon kialakulasaig illetve az axonszakadélggt id a vizsgalt species figgvényében
valtozik; emberben tipikusan 6rakban, napokban ettt '**1"! azaz kezelésre
rendelkezésre all6 Un. terapias ablak jéval hosszaint kisérleti allatokban.

A diffuz axondlis karosodasnak mai tudasunk szézgmlabb két, morfologiailag jol
elkulonithed megjelenési formaja ismert: az axonduzzadas/aXonbépzdés és az
ultrastrukturalis (neurofilament) kompakcio. A ldagkus elképzelés szerint e két morfologiai
jelenség kivaltasdban ugyanazok a télkgatszanak szerepet, ezaltal ugyanazokat az
axonokat érintik’® a legtjabb nézetek szerint azonban — a legtétthes — a kétféle
elvaltozas két jol-elkiilonithéaxon-populacioban figyelhemed***2

1.3. Kalcium indukalta fehérjebonto folyamatok szeepe az axonkarosodasban

A C&*-dependens folyamatok koziil az egyik legfontosabalpain aktivalodasa, amelynek
szamos idegrendszeri kérkép igy a traumas agyseékifékalig* o7 11211411813 a1y/0
diffaz® ®2'%tipusa kialakulaséaban is fontos szerepe van. pagaklgsorban a nekrotikus
sejthaldl kialakuldsaban vesz részt, de egyes afikys folyamatok soran is aktivalodfk

A C&" aktivalta proteolysis vizsgalatara Siman és muarkai olyan immunsavot allitottak
elé (Ab38), mely a calpain altal hasitott alfa-spectiegység 150kD molekulasulyu fragmentumat,
egy stabil, mas protedzok altal nem képzett fehismgeri fef %2414 A spectrin az axolemma alatt
talalhatd subaxolemmalis hal6zat vagy kortikaltesikeleton (membran-szkeleton) alkotéeleme,
amely integrans membranfehérjékhez kapcsof8dikrészt vesz a szinaptikus vezikulak
kiliritésében, tovabba a membran szerkezeti inésgitak elengedhetetlen el&fié&
A fent emlitett immunsavét felhasznalva- calpaieafikus spectrin fragmentumot (SBDP) talaltak
karosodott perikaryonokban és nekrotikus kérnyesretdhelyezketi axonokbafi®>>%>** calpain
antagonistak adasaval pedig az allatok funkciofiélépiilése javithatonakrit’ 3’
Ezek a modellek kivétel nélkil salyos agy/gerinévadriléssel, kitejedt nekrotikus treg
képzsdésével jartak, tehat olyan folyamatokat vizsgaleakelyekben a Gajelentss mennyiségben
valik szabadda és kiterjedt membrankarosodas akakalrol, hogy a diffuz agysérulés soran/diffuz
agykarosodas kisérletes modelljeiben milyen széjészik a CA'-bearamlas indukalta szerkezeti
fehérjebontas, a disszertacio alapjaul szolgakérldtekt| vartunk részletes informaciot.
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1.4. Mitochondrialis karosodas diffuz axonkarosoddsan: apoptotikus folyamatok
aktivalodasanak elvi alapjai

Finomszerkezeti vizsgalatok szerint az axon-sétigégen mar 5 perccel a trauma utan
ballonszeiien duzzadt, karosodott mitochondriumok szaporodelaknelyek megjelenése a
mitochondrialis permeabilitasi tranziciés (MPT) pskinyilasat koveétvégzetes mitochondrialis
duzzadas képét idézi, azaz valosldg az axolemma karosodasanak hatasara kialakué@ikonalis
Cd* - akkumulécié kdvetkezményének tekintfét %8109126.128.129 7 MPT-pérus "tllaktivalddasa”
az 1.5 kD molekulasuly alatti anyagok bearamlasakizetkezményes folyadék-akkumulalédashoz,
a mitochondrium duzzadaséhoz, s az organellum pldszhoz vez&t'*>1"3 Ez a fajta
tulaktivalodas akkor jon létre, amikor a citoplazikias/axoplazmatikus G&bdl tulkinalat Iévén a
mitochondrium divalens kationokat halmoz fel, ealdibkozatosan felboritva a transzmembran
potencialt. Hasonloképp a porus kinyilasat eredregingti annak calpain altal térterészleges
proteolytikus emésztés&. A pérus kinyilasa hatasara proapoptoticus mediktszabadulhatnak fel
a karosodott axonokban (cytochrome c, apoptosigéa@tfaktor /APAF/, apoptosis indukal6 faktor
/AIF/), melyek tovabbi fehérjebontd enzimek- iggaspase enzimcsalad 3-mas szammal jelolt, az

apoptozis folyamataban kulcsszerepet bétdlgjanak aktivalodasat is maguk utan
Vonhatjélé3,101,144,155,156,l('SO

1.5. Prognosztikai faktorok, biomarkerek szerepe aulyos koponyasériiltek ellatasaban

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben tobit fidlszdz, neuroprotektivnek tartott szer
illetve eljaras klinikai kiprébalasa tortént megégra legigéretesebbek is kudarcot valldttak
158 Ennek hatterében nemcsak a terapias modalitéasuknmegfeldél megvalasztasa, hanem a
terapia hatékonysaganak megitélésére alkalmazaszeéek (Glasgow kimeneteli skala,
koponydiri nyomas/perfizié) nem kéllérzékenysége is &lf. Sajnalatos médon ma sem
rendelkezlink olyan specifikus laboratoriumi vizegdrassal illetve agy melletti, ,on-line”
agyviz vagy szérum-analysist lebst te\s ,point of care” diagnosztikai eszkdzzel, mely a
koponyasérulés sulyossagarol/a varhaté kimerdgtalmasodlagos karosodasok
jelentkezésédil illetve a terapia hatékonysagarél azonnali infaciot szolgaltatna.
Mindez felkeltette az érdeddést olyan, az agysérulés kivaltotta korfolyamatakh
specifikusan kapcsol6do biomarkerek irant, amelypekfeleb végpontként kdthetik 6ssze az
allatkisérletes modelleken tortéalkalmazast és a klinikai kiprobaldst ¢ E célnak
leginkabb az egyes fehérjebontd folyamatok hatdsgledkes, egy specifikus enzim-
aktivalodasat jekz fehérje-lebontasi termékek (,signature proteilefhetnének meg.
Spectrin és lebontasi terméke\. spectrin Yide supraynind a calpain-, mind a caspase-3-
medialt hasitas szubsztratja. A 145 kDa molekulagina calpain, azaz a nekrotikus-, mig a
120 kDa nagysagu degradatum a caspase-3, azantpaopfolyamatokra jellentz®4¢17°
Allatkisérletben az SBDP-liquorszint szignifikarmelkedését észlelték 24—72 6ra kozott,
valamint korrelaciot igazoltak azérehatas ésségével, illetve a laesio nagysagaval
Prognosztikai modellekMivel a sulyos koponyasérultek ellatasara vonatkandgzeti
ellatasi iranyelvekben szeréptorai szedacié a GCS prognosztikai értékésem
csokkentette, a prognosztikai vizsgalatok a CTékeken lathat6 elvaltozasokra iranyultak.
Marshall és mtsai. 1991-ben létrehoztak egy a betegtele utani etskoponya CT vizsgélat
elemzésén alapulo rendszert, mely a sulyos kopeénysket kategorizalja és a sulyos
koponyasériiltek varhaté kimenetelének megitélésékalmazhat1°6>°

E beosztas alapjan Maas és mtsai. hivtak életia.aRotterdam score-t, majd Maas €s
Marmarou NIH tamogatott kutatasi programok adati&Enak tomegét dolgozta fel,
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megalkotva a sériilés kimenetelére vonatkoz@ldgtfulajdonsagokat 6sszefoglalé IMPACT-
adatbazist (és on-line kimenetel- kalkulafSrfy9%1*

1.6. A diffaz axonalis karosodas terapias befolyatisat célzé vizsgalatok

Povlishock és munkatarsai eredményei aldpfanDAI progresszidjanak megakadalyozasara
tobb tamadasponton is vizsgalatok kidtek.

A DAI- illetve altalaban a koponya-agysérulés kdréamatanak 6sszetettsége, a
nekrotikus és apoptoticus enzim-kaszkad egitidkfivalodasa, a masodlagos karosodas
jelensége alapjan a terapias megkozelitések leétaitpbb tamadaspontu, kombinalt kezelés
illetve a kdrfolyamatok szelektiv blokkolasan alkpstratégia>*?2 A patobioldgiai
folyamatok megismerését az utdbbi, mig a klinikeddést az ébbi szolgalhatja jobban.

A mitochondriumok funkciojanak mégzésén keresztil az axonok integritdsat
fenntartani képes eljarasok (hypothertifa >’ Cyclosporin-A kezelé4?83102102103.145
vizsgalata segitette a mitochondrialis karosodéski&zerepére, az apoptoticus enzimek
aktivalodasanak leh&téegere iranyuld, a jelen disszertacio alapjat képesgalatokat.

A calpain géatlasaA diffiz axonkarosodas mechanizmusanak ismeretébsrei terapias
célpont a calpain-medialt spectrin proteolysisagzt! Contusios traumamodellben a calpain
gatlasaval végzett vizsgalatokban az NFC és argpeletgradacios termékek kémesének
csokkenését figyelték m&Ed. Bar a calpain gatlasa javitotta a trauma utamkdionalis
kimenetelt fokalis agykarosodas esetéi® e hatas mogott a laesio teriiletén nem sikeriilt
csokkent CMSP-t kimutath®®2 azaz az enzim gatlas jotékony hatasanak valdirosm
azonositottak.

Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivalo polypigh (PACAP) alkalmazasaA DAI
korfolyamataban mind a nekrotikus mind az apoptstienzim-kaszkad szerepet jatszik, ezért
azok az eljarasok, melyek feltebeh mindketbt gatoljak, kiemelt figyelmet érdemelnek.
Egyes elképzelések szerint az apoptotikus folyaknseelektiv gatldsa ugyanis az
elektrontranszport-lanc disszociacioja illetve tockirome c felszabadulasa, azaz a
mitochondrialis karosodas létrejotte utan mar nesdményezheti a neuron megmenekilését,
csupan az apoptoticus sejthalal helyett a nekrstiaszkad aktivalodasat, tehat a két
enzimatikus folyamat kozti ,shiftet” idézi&F. A PACAP a vazoaktiv intestinalis peptid
(VIP)/szekretin/gliikagon csaladba tartozik, meBlészor a hypothalamusbél izolalf8kin
vitro antiapoptoticus és gyulladascsokkehatasat is leirt&R°"°%1%%n vivovizsgalatok
igazoltak, hogy atjut a vér-agy gafdni’ és egyarant hatasos patkanybdidékzett globalis és
fokalis agyi ischaemia éft és utan adva, valamint retinélis degeneracitébsa is®.

A PARP-gatlasA poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP) DNS-javit@en. Az (oxidativ-)
stressz hatasara kialakul6 DNS torés indukaljavakidaséat, melynek kdvetkezményekeént a
NAD-rol ADP-ribéz egysegeket transzferal nukledeisérjekre. E rendkivil energia igényes
folyamat halmozott stressz hatasara kialakul¢ tiiidésével a NAD depléciojat, ATP
vesztést és a sejt energia-homeosztazisanak 6dsmearévén sejthalalt eredményezhet

A PARP tartos gatldsa mutagenezist/cancerogenedigtalhat, &am az akut szakban
hozzajarulhat az energia-haztartas retidégehez, a homeosztazis fenntartasahoz.
Komijati és munkatérsai (2005) szerint a PARP-gatémcsak a szabadgyok-indukalta
nekrozist gatolja: AlF-en keresztiil a PARP kozveileszerepel az apoptoticus folyamatok
elinditasaban és az NF-kappaB-n keresztiil inflaroriats folyamatokat is modufdl

Az elmult években a koponyaseérilés kulortbimdelljeiben szamos PARP-inhibitort
teszteltek, igy a PARP-inhibitor 3-aminobenzanitlex®ly szignifikAnsan cstkkentette a
hideg-indukalta agysériilés-modellben kialakul6im&ierjedéséf. Erdekes ugyanakkor,
hogy hasonléan a calpain gatlas neuroprotektivshatiz, a PARP-inhibicio sordn sem
sikerilt eddig minden esetben feltarni a kedvidinikai hatas patomorfoldgiai hatte?&t®
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2. CELKIT UZESEK

l.

1.,
2.,
3.

V.
11.

12.

13.

14.

VI.

15.

16.

17.

A DAI kialakuldsanak vizsgalata - Fehérjebontéfolyamatok szerepe |I.

Calpain aktivalodasanak igazolasa DAI6id#z6 kisérletes neurotrauma modellben

A calpain-medialta szerkezeti fehérje bongasés idbeli alakulasanak leirasa
Kolokalizacios vizsgalatokkal meghataroznafpain-medialta szerkezeti fehérje bontas
és a DAI soran kialakul6 tovabbi korfolyamatok (pbezmatikus transzport zavar,
citoszkeletalis kompaktalodas) tér- é8hkdli viszonyat

Fény-és elektronmikroszkdpos kstfelbléses vizsgalatok egystisitésére szolgalo
immunhisztokémiai eljaras kidolgozdsa az axonkataésdorfolyamatainak vizsgalatara

A DA kialakulasénak vizsgalata - Fehérjebontofolyamatok szerepe Il.

A DAI soran létrejo& mitochondrialis karosodas fény- és elektronmikkogos
bizonyitékainak feltarasa

Apoptoticus folyamatokban szerepet jatszéteiszprotedz-kaszkad (caspase)
aktivalodasanak vizsgalata DAI-t kivalté kisérlebesirotrauma modellben

A DAI kéreredetében szerepet jatsz6 fehérjgbtolyamatok kapcsolatanak tisztazasa

A DAI kialakulasanak vizsgalata — Diffuz agyséruléshez tarsuld gerincveli
axonkarosodas

A diffuz axondlis karosodas mérteke és akiaalto energia 6sszefliggésének leirasa
Az akceleracios - deceleracidos mechanizmssiakuld koponya/agysériléshez
tarsulo, tavoli (gerincvél) diffuz axonalis karosodas jelenségének igazolasa

A gerincveli DA és az azt kivaltd mechanikai energia 6sszgésgnek vizsgalata

A Pécsi Sulyos Koponyasérilt Adatbazis feldgbozasa

Fehérjebonto folyamatok kimutatasa koponydisddien: alkalmazott klinikai kutatasok
- A diffuz agysérilés soran aktivalodo fehérjeldoimlyamatok azonositasa sulyos
koponyasériltek agyviz mintainak elemzésével

Prognosztikai faktorok azonositasa sulyos kgpeagysérultek ellatasa soran

A DAI kisérletes terapias befolyasolasa: a fel@bont6 folyamatok gatlasa

A szelektiv calpain-inhibitor MDL-28170 hadask elemzése: az axonalis karosodast
jelzé immunhisztokémiai markerek vizsgalata

A szelektiv calpain-inhibitor MDL-28170 hadésk elemzése: az axonalis membran-
permeabilitasi zavar gatlasanak vizsgalata

A DAI kisérletes terapias befolyasolasa: a naektikus és apoptotikus folyamatokat
gatlé pituitary adenylate cyclase activating polypptide (PACAP) hatasa

A PACAP diffuz axonkarosodast befolyasolodgg@gének felmérése: traumittel

adott polypeptid hatasanak elemzése, dozis-hatde gélallitasa

A PACAP diffuz axonkarosodast befolyasolodsg@gének tovabbi vizsgalata: terapias
ablak meghatarozasa

A PACAP axonoprotektiv hatasanak vizsgaldisatovabbi allatkisérletes modelljén:
a centralis folyadék- perkusszidos modell elemzése

VII. A DAI kisérletes terapias befolyasolasa: az poptoticus folyamatokat gatlo PARP-

inhibitor L-2286 hatasa

18., A PARP inhibitor L-2286 axonalis karosodassdunkcionalis kimenetelre gyakorolt

hatadsanak elemzése DAI allatkisérletes modelljében
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3. ANYAGOK ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez 300-405g Wistar (Charles River, #habt) és 365-400g sulya Sprague-
Dawley (Charles River Laboratories, Raleigh, NOkaayokat hasznaltunk, az allattartas- s
kisérleti felhasznalas soran mindvégig a Magyaatatikai Bizottsag (MAB, BA02/2000-
26/2001) és a Virginia Commonwealth University itngional Animal Care and Use
Committee (IACUC) Protocol for Use of Vertebrateidals in Research szabalyozasa és
engedélye szerint jartunk el.

3.2. Allatkisérletek: miitéti technikak, kisérletes koponyatrauma-modellef®

Kisallat-narcosisA 4 % isofluran, 70 % DD and és 30 % £Xkeverék segitségével elaltatott
patkanyokat orotrachedlisan intubaltuk, majd folgéms altatasban tartottuk 1,5-2 %
isofluran, 70 % MO és 30 % Qkeverékét alkalmazo altatégép segitségével.

Az allatok szovettani feldolgozasattla peritoneum Uregébe juttatott natrium-pentoibélrb
tuladagolassal értink el ,talaltatast”.

Az élettani paraméterek monitorozabéinden allatkisérlet soran monitoroztuk a perifgéria
oxigeén telitettséget, a szivritmust, a rectalia ésmporalis izom-tmérseékletet, mikbzben az
allat testlimérsékletét szenzorokkal 6sszekapcstipfad segitségével 37°C-on tartottuk.
Szurdéproba széen kivalasztott allatokon részletes keringés-léguéstorozast folytattunk:
véres vérnyomas monitorozas és rendszeres vérgfiratdeozas tortent.

Koponyatrauma modellelaz impakt akceleraciés (IA) koponya trauma mofddiffizan
elszort, a koponya sérilés hatasara karosodotbxaalakulasat idézi élelsisorban a
hosszupalyak agytorzsi szakaszan (tractus corficélép (TCSp) medullaris szakasza, a
decussatio pyramidorum, lemniscus medialis (LMa éasciculus longitudinalis medialis
(FLM) nyultveléi szakasza), anélkil, hogy gécos agysérulés, mérkziés is kialakulna. A
sérllést a koponyacsontraeitett femkorongra 2m magassagbol ejtett 4509 téreaty
hozza létre.

Centralis folyadék-perkusszios koponyatraukiasgalataink soran az élsorban diffaz és
kisebb mértékben gocos agykarosodast kivaltanikéestralis médozatot alkalmaztuk, 2atm
nyomassal (e beallitas kozepesen sulyos/stlyolsébidézésére alkalmas**°y.

Tormagyokér-peroxidaz alkalmazagatormagyokér peroxidazt egy éraval a koponyasértilé
eléidézését megékéen, mar altatott €s Stoelting stereotaxias késbelékogzitett koponyaju
allatban stereotaxiasan az oldalkamraba injekdidatpermeabilitdsi zavar igazolaséra.

3.3 Kisérletes terapias vizsgalatok

Az MDL-28170 adagolas& sejt-permeabilis calpain-inhibitort egyszeridlevénaba adott
30mg/kg bolus-adagban alkalmaztuk. Oldoszerkenegysittal a kontroll allatok kezelésére
is- 1ml vivdanyagot hasznaltufk

A PACAP adagolas&ls-kisérleteink soran 12%)/kg, fiziologias sodoldatban oldott PACAP-
ot adtunk bolusban, intravénasan (i.v.) (v. femengnulalas utan), kézvetlendl a
koponyatrauma kivaltasaéid, mig a kontroll-csoport ugyanilyen dézisu éanyagot
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kapott®°. Tovabbi kisérleteinkben intracerebroventriculéigs.) alkalmazassal keriiltik meg
a vér-agy-gatat,ig, 1Qug és 10Qg PACAP-ot illetve vivanyagat kapott, valamint al-operalt
allatokat is alkalmazva.

Az L-2286 PARP-inhibitor adagolasa.Pécsi Tudoméanyegyetem Klinikai Kémiai
Intézetében dolgozé Hideg Kalman Professzortdl kdpaRP-gatidval a dézis-hatas gérbe
megéallapitasa utan 10§ L-2286/ qul fizioldgids sbéoldat ddzissal dolgoztunk.

3.4. Immunhisztokémiai (IHC) vizsgélatok

Perfaziés fixalasA kisérleti allatok agyat tulaltatasuk utan l.anscardialis —szelektiv-
nyomas-vezérelt perfuziés modszerrel (90 Hgmmiglfigias sooldattal (250 ml)-, majd
Millonig-féle foszfat pufferban oldott 4% parafortdahyd és 0.1% glutaraldehyd
keverékével, illetve egyes kisérletekben Zamboleifizaloval aramoltattuk at. Egy oraval a
perfuziot kbveben az agyakat eltavolitottuk €s ugyanilyen 6sseététdatban, immerziés
modszerrel, 16-18 oran at utéfixaltuk.

Az agytorzs feldolgozasAz agytorzset tartalmazé szovetblokkot kinyéfge>°vibratommal
agar ontvényben 30-40um vastag sorozat-metszétékeitettiink, ,semi-serial” technikaval

gyijtve.

Immunhisztokémiai jelfelésités —,antigene retrieval’Vizsgalataink soran mindveégig
szabadon Usz6 (“free floating”) metszeteket hasank) melyeket a metszést kdden

foszfat puffer oldatban, majd a nem-specifikus peféz aktivitas elnyomasara fél oran at
0.5%-0s HO, oldatban mostunk. Az IHC jelfelésités illetve érzékenység-fokozas céljabdl
mikrohullam( antigén-felésitési eljarast alkalmaztutik

Antiszérumok jellemzésk.disszertacidban ismertetehtHC vizsgalataink soran alkalmazott
elssdleges (“primary”) antitesteketz3. tablazaffoglalja 6ssze.

2. Tablazat. Felhasznalt immunfestési protokollok: alpain-kozvetitett szerkezeti fehérjebontas
és az axonkarosodas klasszikus markereinek elemzése

Elsddleges Antitest, Mésodlagos Antitest,

Cél Alkalmazas

Higitas Higitas
Ab38 (nyul) Ca2+-indukalta, Calpain-mediélta spectrin Fény - és elektron Biotinilalt (B-) Anti-
1:8000 proteolysis (150-kDa spectrin fragmentum ) mikroszkoépia nyul, (kecske) 1:400
. ) S - . . (B-) Anti-egér,

RMO-14 (egér) Neurofilamentum M-alegység, “rod domain Fény - és elektron . A .

) : L 2 - . patkany-kimeritett (1)
1:500 (citoszkeletalis kompaktalodas) mikroszképia 1:400
APP (egér) (B-) Anti-egér,

Béta-amyloid precursor protein felhalmozédéas

1:100ill. (nya) (axoplazmatikus transzport karosodasa)

1:500-3000

Fénymikroszképia patkany-kimeritett (16)
1:200

Szdvettani metszetek feldolgozasa, elemagsantigén- jel-felafsités fent leirt folyamatéat
kéveben a sorozatmetszetek kiulonbazsoportjait féenymikroszképos (FM) egyes- illetve
peroxidaz alapu keis jelolési mddszerekkel elemeztiik, tovabba immun-
elektronmikroszkopos (EM) analysis céljabol dolgiztel, illetve immunfluorescens (F-FM)
kettosjeldlési modszereket alkalmazturdk (ablazay.

Specialis IHC-madszertani vizsgalataink soran artyde-jelfeleésités (Tyramide Signal
Amplification, TSA) alkalmazdsaval nemcsak ketjeloléses vizsgalatokat végeztink,

10
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hanem egy Uj, a peroxidaz alapu ICH és a TSA-alapi¥l kombinalasan alapulo,
elektronmikroszkopos vizsgalatokra konvertalhativettani/festési eljarast is vizsgaltunk
illetve kidolgoztunR**°2

3. Tablazat. Felhasznalt immunfestési protokollok: alpain- és caspase-3 kozvetitett szerkezeti fehdsntas és a

mitochondridlis karosodas markereinek elemzése

Elsédleges antiszérum

Cél-epitop

Kisérleti cél

Masodips antiszérum

Ab38, ny(l1:8000

CMSP (150-kDa SBDP)

Rutin FM

Biot. AntiNyul, kecske 1:400

Ab38 nyal1:5000

CMSP (150-kDa SBDP)

Fluoresc. FM- (F-FMjettés jeldlés
FITCTSA

Biot. Anti-Nyul, kecske 1:400

Ab38 nyul1:1000

CMSP (150-kDa SBDP)

F-FM ketts jelolés

594 Alexa- Anti-Nyul, kecske
1:200

SBDP-12@sirke 1:3000

120-kDa SBDP, caspase-3 ereiilet

Rutin FM/EM,

Biot. Anti-Csirke, kecske, 1:400

SBDP-12@sirke1:5000

120-kDa SBDP, eredét

F-FM kettés jelolés, FITC-TSA

Biot. Anti-Csirke, kecske 1:400

Cyto ¢ Ab egér1:2000
PharMing.

Extramitochondrialis cytochromee ¢

Rutin FM,/EM

Biot. Anti-Egér, horse 1:400

Cyto c Ab egér1:400
PharMingen

Extramitochondrialis cytochromee c

Fluoresc. FM-
kettés jelolés

594 Alexa- Anti-egér, kecske
1:200

P20-Ab, nydl 1:8000
R&D Syst.

Aktivalt caspase-3

F-FM-ketis jelolés

594 Alexa- Anti-Nyul, kecske
1:200

egérl:200
Boehringer

B-Amyloid Precursor Protein,
NH,-vég

Rutin FM

Biot. Anti-Egér, horse 1:200

IHC kontrollok.A vizsgalatok soran felhasznalt antitestek mindieggizéles kdirelemzésen
esett at, melyet részben a gyartok, részben pedigabi felhasznalok végezteker* !
Mindazonaltal, az eredmények hitelességének toudibtmsitasahoz Gjabb vizsgalatokat is
végeztiunk: minden inkubalas soran hasznaltunk alyerszeteket, melyeket az @léeges
vagy a masodlagos antitest kihagyaséaval kezeltonkpba a TSA kihagyasaval folytatott-,
illetve t6bbszoros antitest-, illetve TSA-higitasezeléseket is alkalmaztunk.

3.5. Hisztokémia (HC): HRP-kimutatas

A feltételezett axolemma- kdrosodas miatt HRPHdhozé axonszakaszok kimutatasara
fent leirtak szerinti transcardialis perfaziohoz pésaformaldehyde és 2.5% glutaraldehyde
0.1 M Millonig- pufferben képzett oldatat hasznkltd szévetekben kotott peroxidazt a
kobalt-gliikdz-oxidaz médszerrel tettiik lathatBVd®

3.6. Az eredmények feldolgozasa

Kvantitativ feldolgozas — képelemzés, statiszfik@rgylemezre huzott metszeteket
viztelenités és lefedése digitalis kameraval feddzéoto-mikroszkdppal elemeztik.

A digitalis felvételek illetve az eredmények kvaativ feldolgozasa vak maddszerrel tortént, a
vizsgalt mintak eredetét illéen tajékozatlan kdzreifhods bevondsaval. A karosodott axonok
denzitas (mrfire vonatkoztatott jelolt axon-szam) értékeinekrkitativ 6sszehasonlitasara
SPSS 7.5 for Windows szoftver alkalmazasaval, $etéfe posthoc tdbbvaltozos analysissel
kiegészitett ANOVA segitségével kertlt sor. Az &woima karosodas kovetkeztében HRP-t
felvevd axonok hosszanak és vastagsaganak elemzése swdéntS tesztet hasznaltunk.

11
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A kisérletek soran tébb protokollt alkalmaztunkelemindegyikében a vizsgalt agytorzsi
illetve gerincvebi terlletekdl szarmazd megfelélszamu metszet@ke meghatarozott
felszinén szamoltuk meg a karosodott, IHC/HC jadéltnszakaszokat.

3.7. Viselkedésvizsgalatok

Viselkedés-vizsgéalataink soran az egyenstlyozas éefinom-motoros koordinaci®, az
emelt keresztpall6 tes2f a szorongés-, a porond teszt a motoros funkcidiitélésére
szolgalt. A teszteredmények alapjan képzett cséffagokat a kondicionalas utani illetve a
kontrollokban mért értékkel statisztikai moédszerdkiasonlitottuk dssze.

3.8. A Pécsi Sulyos Koponyasérult Adatbazis Feldalgasa

A Pécsi Sulyos Koponyasérult adatbazist 2002-bapitaitta e disszertacié szée azzal a
céllal, hogy a klinikai epidemioldgiai kutatasokhiietve a betegek kovetéséhez hasznalhato
informacios bazist teremtsen és az ellatas valaazimikalmazott protokollok auditalast
szolgdlja. A rendszerbe 2009. december végéig B¢bskoponyasérilt adatai kertltek;
részben Klinikai informacio: élettani adatok, agyigén és szovetidmeérséklet (Licox),
Astrup értékek. A Regiondlis Kutatdsetikai Bizoffgéetve az US Department of Defense
engedélye illetve ellgmzése mellett rendszeres szérum és liquor-mintetd@ténik (utdbbira
a kil kamrai drain indik&cidjanak felallitdsat kogen kertlhet sor), emellett a CT-, MRI-,
laboratoriumi-, és mikrobiologiai vizsgalatok eregimgét is tartalmazza az adatbazis. A tobb
éves kovetés soranjtjik a neuroldgiai, mozgasszervi, képalkoto vidatgk eredményét, a
kognitiv teszt-battériaval illetve endokrin kévetgsizsgalatokkal nyert adatokat.

Liguormintak elemzés@ klinikai vizsgalatainkba bevont betegek kezelé&keas neuro-
monitorozasanak menete minden vonatkozasban migfddénikai rutin ellatast
meghatarozo6 protokolloknak. A betegékbz agyviz mintat az érvényes ellatasi
irAnyelveknek megfelélkezelésiik részeként szilkségessé vald beavatkogdssikkamrai
drainage, lumbalis punkcid) soran nyertik. A licaantakon calpain- és caspase-specifikus
SBDP-k kimutatdsara Western blottot végeztink.rAmunjelolést kemilumineszcens
reagens segitségével Kodak filmeken tettlk latt#atde eredményeket denzitometrias
modszerrel értékeltik és t-prébaval hasonlitottssezé.

Prognosztikai vizsgalatokizsgalatunkban a Kklinika sulyos koponyasérilt Bdaisanak
elemzése soran 99 sulyos koponyasérult (post-restids GCS 8 vagy az alatti) CT
vizsgalatait és tulélési adatait vetettiik egybegyNenhat esetben hagyomanyos CT
felvételek kiértékelésére volt leldseg, 53 esetben digitalis képek szamitogépes asalys
tortént DicomWorks 1.3.5 szoftverrel. Minden esathekorhazba kertilés utani — sulyos
koponyasérultek esetén rutindpem készifl — legel$ CT vizsgalat felvételeit

tanulmanyoztuk, a Marshall-féle beosztas valamiRbterdam score megallapitasan tul
szamos tovabbi, klinikai tapasztalatok szerint pdkrydiri nyomasfokozédas indirekt

jeleként értelmezhételvaltozast is elemezve. Adataink statisztikaiddéozasahoz egy-

illetve tobbparaméteres logisztikus regressziclallaztunk SPSS 11.5 szoftver segitségével.

12
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A diffuz axondlis karosodas kialakuldsanak vegalata - Fehérjebonto6 folyamatok
szerepe a diffaz axonalis karosodas koreredetében |

i., a calpain aktivalodasanak és az axonkarosodasasszikus markereinek viszonya-
illetve a spectrin-lebontas tér-és ifibeli alakuldsanak vizsgalata.

Kisérleteinkben a Gabearamlas- kivaltotta CMSP IHC kimutatasan ketdszt
vizsgaltuk, milyen szerepet jatszhat & Qdvaltotta strukturalis proteolysis a DA
patogenezisében.

Osszesen 24 patkanyon alkalmaztunk IA-séruléset&sh 6 oraig terjed tulélési
idokkel, egyes és tdbbes jel6lést alkalmazé peroxadiai IHC-val.

E TBI modellt alkalmazva sikertilt kimutatnunk a’Gandukalta cisztein protedz, a
calpain aktivalédasat -annak spectrin-hasito tolagdgat felhasznalva- a patkany CSpT
pyramidalis szakaszan tovabba a ML-ben és az MitF--B2emben a korabbi elképzelésekkel
azt talaltuk, hogy a G&indukalta proteolysis aktivalédasasien elnyuijtott folyamat: a
sérllés utani 15 pefidtl20 percig vizsgalva az IR axonok szaméanak fotazamelkedését
észleltik, a 15 és 60 illetve a 30 és 120 perdekead kozott szignifikdns kilénbséget
tapasztalva. Mig a traumat koégedorai idspontokban az IR axonok morfoldgiailag kevéssé
valtoztak, minimalis duzzadas, kéd vacuolizacio jellemezte csupéket, addig a 60-120
perces idintervallumban mind t6bb ésen duzzadt, helyenkéntiebds, megszakado profilt
taldltunk; mindez j6l mutatta a DAI progresszi@aEMSP-IR axonszakaszokban.

Az immun-elektronmikroszképos vizsgalatok kimutkttdogy 15 perccel a trauma
utdn az IR csapadék csaknem kizarolag az axolerattaaasubaxolemmalis
kompartmentben tarolodott, s mindéssze csekélyrelettenz DAB csapadék volt
megfigyelhed az axoplazmaban, ott is é®rban a duzzadt mitochondriumok felszinén; 30-
60 perc utan fokozatosan emelkedett az axoplazmabahato csapadék mennyisége, s 120
perc utan rendszerint a teljes axoplazmat kit@tott

Fény- és elektronmikroszkopos Ketjellési technikak alkalmazasaval a DAI
jelenleg ismert legérzékenyebb IHC markerének, aNE&lkar-modosulasan alapuld
citoszkeletalis kompaktalodast (“neurofilament caetpn”, NFC) kimutato RMO-14
antitestnek és a CMSP markerének (Ab38) elosztsaiehasonlitva, kolokalizaciojukat
egyértelniien sikertlt minden vizsgaltépontban igazolni, ezzel is alatamasztva, hogy a
CMSP kiemelked szerepet jatszik a DAI patogenezisében. A kolakaibra vonatkozé
adatok alatamasztottak azokat az ultstrukturaigee jeldlés IHC-EM vizsgalatokbal
szarmazd megfigyeléseinket, melyek szerint a CME#h$egét mutatd axonszakaszokban az
axonalis karosodas klasszikus jeleit, azaz mitodhéalis duzzadast, NFC-t, a mikrotubulusok
szadméanak cstkkenését, a myelin hively fellazuksgeriaxolemmalis terek kgjugsét
talaltuk. A ketbsen jel6lt axonszakaszokban szintén megfigyéliielt a CMSP-IR tulélés-
flggs kompartmentalizacidja.

Kovetkeztetésel calpain illetve a permeabilitas valtozasok szérédm bevezetben leirtak-
27,28,38,108,109.12%4\,4hh4 fenti megfigyeléseink alapjan az alabhiééet korvonalazhaté.

A trauma- kivaltotta axonalis fesziilés hatasara @ammlik a vongalddasnak kitett
axonszakaszba, ahol kezdetben a subaxolemmalisattmgntben indukal fehérjebontast.
Mindez j6l megfelel a calpain aktivalédasardl viljelenlegi biokémiai felfogasnak, mely
szerint egy membran-phospholipid-kapcsolt folyagiatan sz, melynek elengedhetetlen
feltétele a calpain translocatioja a membranra.

Ezen C&'-indukélta subaxolemmalis fehérjebontas az integraembranfehérjékhez
ankyrinen keresztil illetve kdzvetlendl is kapcstiiGpectrin-vaz lebontdsa kovetkeztében
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destabilizalja az axolemmat, aXChearamlasa immar kiterjedt intraaxonalis protdstys

indukal s igy az axon karosodasa visszafordittzata# valhat

A C&* hataséara aktivalodé calcineurin-okozta neurofilanmdalkar-defoszforilalodd% ' %%és a
calpain okozta proteolytikus oldalkar-modosulasiggpsen a neurofilamentumok kozti tavolsagot
fenntartd ionkdlcsdnhatasok megvaltozasdhoz ésleresztil a neurofilamentek kdzti tAvolsag
csokkenéséhez, az axondlis citoszkeleton kompaléséihoz vezet. Mindez jelésen
felgyorsithatja az intraaxondlis fehérjelebomldgdmatat, hiszen a neurofilamentumok
defoszforilalt formaban jéval érzékenyebbek felsojed enzimekr:+#100.136.140

A bearaml6 C& ugyanakkor a mikrotubulusok ionésség fiigg disszociacidjat éidézve
kozvetlenil feleds azok szamanak cstkkenéseéért.

Az axoplazma egészére kiterfeBMSP a citoszkeleton destrudlodasahoz, az MPTsporu
kozvetlen, proteolytikus-aton toértérkinyilasahoz és az axonalis transzportfolyamatok
0sszeomlasan keresztil organellum akkumulaciolmaxan fokalis duzzadasahoz és
kettészakadasahoz vezet.

ii., Fény-és elektronmikroszkopos kefis-jel6léses vizsgalatok egysagsitésére szolgald
immunhisztokémiai eljaras kidolgozasa az axonkarostas kérfolyamatainak
vizsgalatara.

A kutatas e fejezetének éteges célja a fluorescens Kaielolési technikak EM
vizsgalatokra tortéhkonvertalasara szolgaloddszertanijitas kidolgozasa és tesztelése
volt, mindazondltal a vizsgalatok eredményei egyétten megesfsitették a calpain-mediélt
fehérjebonto folyamatoknak a diffz axonkarosod@eiedetében jatszott szerepével
kapcsolatos korabbi megfigyeléseinket, melyekei.dlatt részleteztiink.

A vizsgalt axonok tébbsége coumarin és rhodamumaéscenciat egyarant mutatott,
jelezve az NFC és CMSP kimutatasara szolgatidedges antitestek kolokalizaciéjat. Ez a
kolokalizaciés modszer joval inkabb felhasznaléabaolt, mint a korabbi vizsgalatainkban
hasznalt peroxidaz alapu technikak. A hagyomanpasdlkalmazashoz képest 25-40%-ra

s

sz

hattéer-festés immunreakciot kaptunk, mely semmi féle mas emissgpectrumba nem
vetllt. Rdadasul ez a késjelolési technika lehété tette annak a korabbi felismerésiinknek a
pontos megéisitését, hogy az RMO-14 jeldlt axonok egy része martat Ab38-I1R-t.

Kovetkeztetéseklltrastrukturalis vizsgalataink soran az egyik tegbsabb megallapitas
annak felismerése volt, hogy —dacéara a bonyolulibacios folyamatnak és a felhtzas-
lefedés-leaztatas eseménysoranak- a szovet finokegedi részletei kivaloan mégodtek,
ismét feltarva az axonkarosodasra jelléraltrastrukturalis részletekétide supra)

A TSA kivalo speificitasrol és szenzitivitasrolttenubizonysagot, s a DAB csapadék
megjelenése legalabb olyan intenziv volt, mint tadsoportunk korabbi, mas tipusu
peroxidaz reakcion alapulé vizsgalatainal, igazohagy sem a jelfelésités, sem a tyramide
sajat, minimalisan elektrondenz volta nem befolitadvatranyosan az EM vizsgalatot.

4.2. A diffuz axonalis karosodas kialakulasanak viegalata - Fehérjebonto folyamatok
szerepe a diffuz axonalis karosodas koreredetébeh A diffiz axon-sériilés soran
létrejévo mitochondrialis karosodas és az apoptoticus folyaatokban szerepet jatsz6
cisztein protedz-kaszkad (caspase) kovetkezményddigalodasanak vizsgalata.

Korabbi vizsgalataink eredmény&t®valamint munkacsoportunknak a DAI soran jelentkez
mitochondrialis karosodas kivédésére illetve a @sénoprotektiv szerepére vonatkozo
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megfigyeléséi’1%%1%31%¢|yetették, hogy a ,Pandora szelencéjeként” itegetett
mitochondriumok®®*"2 kinyilasa” azaz az MPT-pérus szabadda valasa-cyidramlashoz
és kovetkezményes caspase-3-aktivaldédashoz sditgysakeleton irreverzibilis hasitasahoz
vezethet.

Kisérleteink célja annak FM és EM IHC-val illetdadreszcens keisjelolési
technikaval val6 igazolasa volt, hogy a*Ghearamlas indukalta CMSP és a mitochondrium
karosodas éldézte cyto-c kiaramlas egyazon axonszakaszoklsatizdlt jelenség, mely
egyuttal a caspase enzim aktivalodasaval is egytiit.

A vizsgalatok soran 25 allatot tettiink ki IA-kop@sgrilésnek, 30 peétc oraig
terjeds tulélési idsvel.

Fénymikroszkdpos, kvalitativ immunhisztokémiai mepgfelések A kisérletes
koponyasérulés kivaltasat koenh mar 15 perc elteltével az agytérzs ponto-medsilla
szakaszan a CSpT és az MLF tertletén cyto-c-IR/dISBDP-120-IR axonszakaszokat
lattunk, bar ebben azdgontban karosodott, immunreaktiv axon-profilok cebiétve voltak
vizsgalat soran is észlelldetolt az IR axonszakaszok szamanak jélemtvekedése.

Az Osszes vizsgalt éghontban és agytorzsi régidban a cyto-c-IR és SBERR
axonszakaszok morfologiai megjelenése rendkividiiasak bizonyult: kezdetben fokalis
axon duzzanat, majd a tulélésp idovekedésével vacuolizaltsag, fragmentalodasjelite.
Fénymikroszkopos, kvantitativ immunhisztokémiai nfiggelések Az ANOVA-elemzés
igazolta a sérilés utan elteltitkk a cyto-c-IR-axon szegmensek megjelenésére gplako
hatasat mind a CSpFg 0= 67.715p < 0.001), mind pedig az MLA(s 20~ 31.969p
<0.001) terlletén. A Scheffe-fgmst hoddsszevetés azt mutatta, hogy a cyto-c-IR axon
szegmensek denzitasa szignifikanséit 80 perc és 180 perc kozp€0.01) és 180 perc és
360 perc kozt p <0.04) a CSpT-ben illetve 60 perc és 180 perc &a¥LF-ben (p <0.01).
Az ANOVA szintén igazolta a sériilés utan eltelt @& az SBDP-120-IR axonok denzitasanak
Osszefliggéseét a CSpH{20) = 41.986p <0.001) illetve az MLFK4,20)= 19.156p <0.001)
teriletén. A Scheffe-félpost hoaisszevetés alapjan az SBDP-120-IR axon szegmensek
denzitdsa szignifikansardth az MLF-ben 15 és 30 pernp €0.05) és 60 és 180 perc kozt
(p<0.01).

Ultrastrukturalis vizsgalatok Az immun-elektronmikroszképos vizsgalatokkal azadtuit
cyto-c-IR illetve SBDP-120-IR axonszakaszok mindarwrfoldgiai jeleket mutattak,
melyeket az axonkdrosodas EM elemzésekor jebemiAtunk, s a korabbi bekezdésekben
részleteztiink. Abban a néhany, elszort axonbary, angértilést kovét15-30 percen bell
cyto-c-IR-t mutatott, az elektrondenz DAB-csapadagy a mitochondriumok felett, vagy
azok kozelében helyezkedett el, gyakran elfedvé@chondriumok finomszerkezetét. Ahol a
csapadék alatt a mitochondrium szerkezete kiveldt, ott fellazult lamellakat, duzzadast
eszleltink. Ezek a karosodott illetve csapadéeke@dft mitochondriumok kizarélag azon
axon szegmensekben voltak lathatok, melyek a DAélegeleit is mutattak.

A talélési idb nbvekedésével (60—-360 perc) is hasonlo helyzetbdtdrnyezetben
taldltuk a cyto-c IR-t jekz DAB csapadékot, ugyanakkor az axonalis kdrosodas e
szegmentumokban mar joval sulyosahirkthaladottabb képet mutatott: a citoszkeleton
elrendeddése is megvaltozott: nemcsak kompaktacio, hankazétsag, feloldodas,
szakadozottsag volt lathatd, illetve organelluny tigpbek kdz6tt duzzadt mitochondriumok-
akkumulalédasa is megfigyelidetolt.

Az SBDP-120-IR axonokon is jol kiveltdt voltak a DAI jellemai. A caspase aktivalodas,
azaz az SBDP-120-IR —t j@lDAB csapadék az axolemma alatt €s a mitochondumo
kozelében volt fellelhét A hosszabb tulélési e marker esetében is azzal jart, hogy joval
sulyosabb ultrastrukturalis kdrosodas jeleit mugatdnkban detektaltuk az SBDP-120-IR-t.
Ugyanakkor, paradox maédon, e jeldléssel még nyiaabb volt a mitochondriumok
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karosodasa és akkumulacidja 3-6 éraval a traummg bisz az SBDP-120-IR kevésbé fedte a
mitochondrium felszinét, mint tette azt a cyto-ctljelz6 DAB-csapadék.

Ketigs jeldléses immunfluorescens vizsgalatdz immunfluorescens vizsgalatok soran
mind az IR-axonok lokalizacioja, mind megjelenésgfalelt a korabbi kdzlésekben
leirtaknak, tovabba medwsitette kvalitativ fénymikroszkdpos IHC-megfigyedéket.

A koponyaseérilés utani korai szakaszban (15-30 pe@MSP-IR dominalt, alig
mutatva ketis jel6lést mas vizsgélt markerekkel. Ebben &zidkban egyenletes, bar kissé
duzzadtabb axonszakaszok abrazolodtak CMSP-IBkaht a CSpT terlletén. A tulélésbid
novekedésével az egyre nagyobb szambamteltMSP-IR axonszakaszok mind a cyto-c,
mind pedig az SBDP-120 és p20 megjelenitését dadig@rescens festéket is magukban
hordoztédk. Az SBDP-120-IR és a p20-IR egyittes mlegjtése egyfajta endogén kontroll
kisérletként adta meg§go bizonyitékat annak, hogy az apoptotikus enzim kadzilletve
annak legvédsvégrehaijtdja, a caspase-3 enzim az al@eveinekrotikus” folyamatnak
megismert diffiz axonkarosodas soran aktivalodhat.

Kovetkeztetéselh CMSP IHC markerének és a cyto-c felszabadulasunflmorescens
jelének egy adott axonban toréédetektalasa arra utal, hogy a spectrin lebontémstézs
Cd* bearamlas sszefiiggésben van az axon karosoddskbban leirt és sikeres kisérletes
terpias tamadaspontként azonositott mitochonslidliosodassal.
A cyto-c és SBDP-120-IR egy adott axonban tértégyideji megjelenitése az apoptoticus
enzim-aktivaciéo mitochondridlis kdrosodassal valézifliggésének kdzvetlen bizonyitékat
adja. A két cisztein proteaz egy axonon bellEt@raktivaldodasat jelk CMSP-IR- SBDP-
120-IR kolokalizacié pedig arra utal, hogy az aXoegy részében mind a ,nekrotikus” mind
pedig az ,apoptotikus” enzim kaszkad aktivalodik.
A kdzelmultban kozolt biokémiai vizsgalatok alapgspectrin caspase-3 hatasara definitiv,
irreverzibilis hasitast szenved, tehat az axonkidtés folyamata it a ponttol bizonyosan
visszafordithatatlanna vafi-*¢°17°

Az irodalmi hattér felvazolasakor mar utaltunk &ndeis illetve apoptozis
neurobiolégiai folyamatokban jatszott szerepévelckalatos ellentmondasokra.
Vizsgalataink ismét jelzik, hogy a két folyamat kdehéz éles hatart hizni: a sejt illetve jelen
esetben axonja a kidlsioxa hatdsara azzal az effektor (enzim-) késkhtaszol, ha gy
tetszik, az a halal-utat valasztja, amely rendelkére all; ha a caspase enzimrendszer
aktivalédaséanak lehétége adott, s ez bekdvetkezik, aligha beszélhetikiokalis
apoptozisrol, sokkal inkabb az enzimrendszereki kilmhmunikaciorol, ,végzetes
egyuttniikodéss|” 167168

4.3. A diffuz axondlis karosodas kialakuldsanak vegalata — Diffuz agysériléshez
tarsulo gerincvelsi axonkarosodas.

i., A diffuz axondlis karosodas meértéke és az azivaltdé energia dsszefliggésenek leirasa.

A DAIl-ra vonatkoz6 korabbi vizsgalatok felvetetigknak lehdiségét, hogy a klinikai
tinetek (atmeneti légzésledllas, gorcsroham, aggitoeflexek kiesése) nélkuli, enyhe
koponyasérilés esetén is johetnek létre IHC viasgikal detektalhatd, karosodott axonok.
El6zetes kisérleteinkben e kérdést vizsgalva 36 allattiink ki IA koponyaseérilésnek, az
allatok 1-1 harmadaban a szokvanyos 2m helyett @0, 150cm-6l alkalmazva a 450g
tomedi sulyt, 30-120 perces tuléléssel meghatarozva &-WRPaxondenzitast a CSpT-ban.

A fénymikroszkopos elemzés soran mér 30 perc élteltipusos APP-IR axon-
szegmenseket lattunk, a karosodott, jel6lt axorzdkms €s a rajtuk lathato alaktani jegyek az
eltelt iddvel aranyosan a sérilés progresszidjat mutattdlgnakkor kvalitativ vizsgélataink
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soran nem talaltunk érdemi morfoldgiai kilonbségeeltéé nagysagu mechanikai hatas
kovetkezteben APP-IR-t mutatd axonszakaszok kozott.

Az adatok elemzése azt mutatta, hogy a diffiz di®sérulést kivaltd targy
tobmegével aranyosarbit az axonkarosodas meértéke és hasonlo dsszefiilggasozott a
DAI kialakulasa és a kivalté noxa kozt eltel idonatkozasaban is; a regressziés analysis
soran az APP-IR axonok atlagos denzitasa és &silléb valamint a sérulést kivaltd sualy
O0sszefliggése egyarant szignifikans volt: a p é1ék7-nek illetve p 0.001 adddott.

ii., Az akceleraciés - deceleraciés mechanizmusdahlakulé koponya/agysériléshez
tarsulo, tavoli (gerincvelsi) diffiz axonalis karosodas jelenségének igazolasa

Az agytorzsi axonkarosodashoz tarsuld geriniiM@Al kimutatasara tovabbi 36
kisérleti allat esetében, adsb szakaszban leirt fokozatokkal alkalmazott IA-sésl
kivaltasa utan 2, 6 és 24 o6raval dolgoztuk fel ABRMO-14 IHC alkalmazaséaval a
szovetblokkokat, harom anatomiai régiot elemezv@aaiospinalis atmenetet, a cervico-
thoracalis (C-Th.) blokkot valamint a thoraco-lurib&Th-L.) atmenet tertletét.

A gyorsulasos-lassulasos koponyaseriilés kivalgetacvebi DAI kvalitativ FM elemzése
soran a karosodast a mar ismert agytorzsi palyleaszakon mutattuk ki, az APP jel6lés
elsssorban duzzadt, a nodalis-paranodalis régioban mjetilt-, iddsnként feltoredezett,
elszakadt szegmenseken, az RMO-14 jel pedig Idbukduolizalt, gyakran elszakadt
szegmenseken volt megfigyellet

A craniospinadlis atmenet terliletén a CSpT tartatemal®sorban az IR-axonokat, mig a C-Th
és a Th-L szakaszon déen a hatso kotél és ritkan az etit®lumna.

Az axonok e szakaszokon déen a citoszkeletalis karosodas markeréveljelik, s ezen
RMO-14-IR- szakaszok az agytorzsi jelolt axonokkiesen megegyézalaki jegyeket
mutattak, ugyanakkor, a joval kisebb szamban déltekPP-IR axonszakaszok a
gerincvebben meglepp moédon elésorban az RMO-14-IR tarsaikra hasonlito lobulalt,
vacuolizalt format vették fel.

A statisztikai elemzés azt igazolta, hogy a karostoakonok denzitasa e vizsgalat
soran is a sérilést kivaltdé noxa sulyossagatolsgsidésil eltelt idotol fliggott,
megfigyelhed volt ugyanakkor az is, hogy az agytoétstaudalisan haladva fokozatosan
csokkent a DAI kialakulsa.

A Th-L atmenetben enyhe sértlés (1m ejtési magassaten gyakorlatilag nem
taldltunk immunreaktiv axon szakaszt, mig sulyossaifilés (2m) esetén ésorban RMO-14
IR axon-szegmensek jetiltek.

KovetkeztetéselRz enyhe koponyasériléssel kapcsolatos legfriskktkai illetve
képalkot6 vizsgalatok mind tobb példat adnak drogyy az akut szakban klinikai tiineteket
nem okozo, ké&bb ugyanakkor postcommotios syndroman keresztiil takis
egészségkarosodasra és életisdy romlasra vez&tminor koponyasérilés” esetén az
agyallomanyban szerkezeti eltérések detektalhaiffkizios tenzor képalkotas (DTI) soran
frakciondlt anizotropia vizsgélattal illetve sustbitity waited imaging-SWI-vel DAI
kdzvetett illetve kdzvetlen jelei fedezhiktfel az agyallomanybah®*
E Klinikai jelenséget modellezik a fent részleteadlatkisérletes vizsgélataink eredményei is,
melyekben az IA koponyaseérilést kivalto suly és asagg csokkentésével minden em
klinikai tinet (Iégzésledllas, epilepszias rosstyhélkil is ebidéztiink —-méghozza az
alkalmazott sérulés intenzitasaval és az attolt éftével aranyos- diffuz axonalis karosodast.
A koponyaseérilés kis§elenségeként észlelt gerinctieDAI az agytorzsi
vongalddasra vezégyors cranio-cervicalis flexio (IA-modell) hatdaa gerincvel felss
szakaszan érthigtam hasonlo jelenség a C-Th. atmenetben mégéeph-L. terlleten pedig
teljességgel varatlan. Magyarazata feltételezésiaknt abban rejlik, hogy a gerincéel
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ligamentum denticulatumoknal illetve a kitegyokok terlletén rogzitett helyzetben van,
tehat teljes hossza vongalodik. Ugyancsak szejéisehatnak a gerincuiglDAI
kivaltasdban azok a ,folyadék-l6késhulldamok”, mélgefejtetre e targy illetve a fenti
vongalédas kovetkeztében generalodnak

Az igazsagugyi orvos szakérgyakorlatban a megrézott csecgeszindroma
(,shaken baby syndrome”) esetében eddig érdembmanvizsgalat spinalis DAI elemzése
szliikségességének alatamasztasan tul munkank alisegrincved syndroma és a
spondyloticus myelopathia kialakulasanak keletkézélskapcsolatban is figyelem felhivo
adatokat szolgaltat. Bar Ujabb adatok alapjan isrhegy a korabban haemorrhagias
nekrozissal magyarazott,dsl spondyloticus betegek arcra esésekor hyperegtensi
mechanizmussal Iétrejé\centralis gerincvéllaesio hatterében nem haematomyelia, hanem
elsssorban axondlis laesio &f®*3° olyan modellt, mely a fenti jelenséget akar részb
magyarazna, eddig nem irtak le. Feltételezzik, lmaggskori, gerincvalt komprimalo
spondyloticus peremek olyan ,fulcrum”-ként szolgdtek, amelyen a gerincéeiegtorhet
és flexio-, bként pedig extenzio-disztrakcio hatdsara vongalbdtma jelenség akutan is
létrejohet, DAI-t okozva (centralis gerincéedyndroma) de krénikus fennallasa is fokozatos,
kiterjedt axonkarosodast eredményezhet (sponduketicyelopathia).

4.4. A Pécsi Sulyos Koponyaseértlt Adatbazis feldadgasa.

i. Fehérjebonto folyamatok kimutatasa koponyasérikkben: alkalmazott klinikai
kutatasok - A diffuz agyseérulés soran aktivalododhérjebonté folyamatok azonositasa
sulyos koponyasértltek agyviz mintainak elemzésével

Alapkutatasi eredményeink alapjan reméltik, hogglpain és caspase-medialt
fehérjebontd folyamatok aktivalédasa soran a kiaszdiomarker kdvetelményeinek
megfeleb termékek keletkeznek, melyek megjelenitésére kekdizervezett liquorminta
gyijtést a PTE AOK Idegsebészeti Klinikan.

A Pécsi Sulyos Koponyasérult Adatbank elemzés@izdgalatokkal kezdtik, melyek soran
sulyos koponyaseériiltek és kontroll betegcsopouiiqintait Western blot (,dot-blot”)
modszerrel hasonlitottuk 6ssze.

Megallapitottuk, hogy a 280kD malsulyu intakt, €s20kD madlsulyd caspase-
specifikus spectrin-degradaciés termék a koponyatéd szenvedettek liquoraban
szignifikansan nagyobb hanyadban volt jelen, mias pkoponyéri nyomasfokozodas miatt
kezelt betegek esetén. A diagnosztikus lumbal-pionkétesett betegek CSF-mintai nem
tartalmaztak a vizsgéalati médszereinkkel kimutaihmaennyiség SBDP-t.

Az intakt spectrin, valamint a 150- és a 120kD rsagyl SBDP-k liquor-szintjét
szignifikansan magasabbnak talaltuk koponyatrause&éa, mint a vizsgalt nem-traumas,
ICP-emelkedéssel jar6 agyseérilésekben. A vizsghérfek liquor-szintjében a trauma utani
2-3. napon téizést talaltunk, majd az ismét visszatért a kiinsiuszintre.

A spectrin-szintek és a klinikai paraméterek dsagehitasa soran sem a sulyossagi fokkal
(GCs alapjan), sem a kimenetellel (GOS alapjam), gedig az ICP-emelkedés mértékével
nem talaltunk szignifikans dsszefliggést, ugyanakk&ent a felvételi GCS és az intakt
spectrin agyvizben tortémmegjelenésének viszonya — még a vizsgalatba béetegek kis
szama ellenére is-kdzel szignifikans (negativ)d&éaiot mutatott =0.318 P=0,07).

Kovetkeztetésel klinikai mintak feldolgozasa igazolta azt az gikéléstinket, hogy a sulyos
koponyasériltekben ugyanazon fehérjebonté korfoltaktetten érhék, mint a
koponyatrauma allatkisérletes modelljeiben. Eredreiéket egy potencialis biomarker
kifejlesztésének szemszo@ehizsgalva megallapithatjuk, hogy a fehérje leldshtermékek
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megjelenése az agyvizben jél kimutathat6, és negyanazhatd csupan az emelkedett
intracranialis nyomassal vagy a killsamrai drain behelyezésével.

A vizsgalt fehérjék liquor-szintjének jellegzetdé-osszefliggése, valamint a mar
kisszamu betegen végzett Western blot vizsgaldaghamn is a sérulés sulyossagaval (GCS)
és a kimenetellel (GOS) dsszefiaggend alapjan joggal feltételezliehogy a calpain- és
caspase-specifikus SBDP-k a §inen hasznos patomechanizmus-specifikus biomarkerkén
szolgalhatnak a koponyatraumat szenvedett betdigglotinak nyomon kdvetésében.

E kijelentést idkdzben mind allatkisérletes, mind klinikaidelvizsgalatok™410-11>134g
alatamasztottak.

ii. Prognosztikai faktorok azonositasa sulyos kopora-agysériiltek ellatasa soran.

E vizsgalatok egyikd célkitizése annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogyhmilye
prediktiv modellt tudunk alkotni a sériilt felvétiebe rendelkezéslinkre allé adatok alapjan; az
ilyen modellek nemcsak a varhato kimenetel becstémgem az ellatas auditalasa
szempontjabdl is kiemelkédelentsédiek.

A prognosztikai faktorok elemzése, mas kdzolt nekize adatokkal valé 6sszevetése mellett
arra is kivancsiak voltunk, hogy a hagyomanyos {ilamel” szemben a —kizarélagos
bevezetésekor nagy szakmai ellenallast kivaltGtalig felvételek elemzése biztosithat-e
elényt a kimenetel érejelzésében.

Az elemzés soran 99 sulyos koponyasértlt (possoisitios GCS 8 vagy az alatti)

CT vizsgalatait, meghatérozott klinikai paramétegsitulélési adatait vetettik egybe a
Marshall-féle beosztas valamint a Rotterdam sclaqgan szamolt értékekkel

Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a digit&&pelemzés soran értékelt
paraméterek dsszességében szignifikansan jobbfidggést mutatnak a kimenetellel, mint a
film-alapu képelemzés (p=0.009 szemben p=0.1063ofkierdam score elemei kozul mind a
kamraba tort vérzés, mind a traumas subarachn@deakés, mind pedig a ciszternak
eltinése szoros 0sszefiiggést mutatott a kimenetalghnakkor ezek kilén-kilén pontosabb
prognosztikai értéket adtak, mint 6sszegzett Ridiarscore-ként hasznalva.

A Nagelkerke 7 elemzés azt is igazolta, hogy a szamitégépes dwpéksel nyerhgtovabbi
informaciokkal valamint az életkorral kiegészitettterdam score adja a legpontosabb
prognosztikai eredményt.

Kovetkeztetésekredményeink egyértelfien igazoljak, hogy mind a Rotterdam score, mind
a Marshall-féle beosztas k&tin nagy prediktiv éwvel rendelkezik sulyos koponyasérilések
esetén, ezért ez iranyu hasznalatuk a magyarorsetegellatasban is indokolt volna.
Vizsgalatainkbdl kideril, hogy sulyos koponyasésaleesetén megfontolando lehet egyéb, a
CT felvételekél megallapithaté paraméterek beépitése az oszshlygidszerekbe, mint a
generalizalt oedema, impressios tores, plexus deuwe/corpus pineale aszimmetria.

Elsdsorban tébbvaltozds elemzéseink alapjan valik églygiivé, hogy a CT
felvételek szamitdgépes szoftverrel végzett ansdysil gyijtott adatok alapjan képzett
prognosztikai csoportositasok prediktiv értéke messeghaladja a hagyomanyos CT képek
elemzésének értekét. Megallapithato, hogy bar ahddirfele beosztas és a Rotterdam score
prediktiv értéke 6nmagaban is magas, ha igazakdratdecslést akarunk adni a sérlilt
klinikai kimenetelére vonatkozolag, akkor nem teéketlink el - az azt alapjaiban
meghatarozo - individualis tényiktol, mint pl. az életkor, alvadasi viszonyok.

A hazai katasztrofalis koponyaseériilt-halalozasa@anilag akkor valtoztathatunk, ha
sikerll a sulyos koponyasértiltek ellatdsaban andahyos bizonyitékon alapulé irdnyelveket
érvényre juttatni, illetve, ha az ellatas auditaték rendszere elterjed. A koponyasérult
adatbazisok prognosztikai faktorokon alapul6 elesazé varhaté kimenetéltvalo eltérés
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feltarasa és okainak azonositdsa nemcsak az efiaasszirozo6 biztositd, hanem az ellaté (és
ellatott) alapvet érdeke és feladata is kell, hogy legyen.

4.5. A diffuz axonalis karosodas kisérletes terapsabefolyasolasa I.: fehérjebontd
folyamatok gatlasanak vizsgalata.

i., A szelektiv calpain- inhibitor MDL-28170 hatds&ak elemzése: az axonalis kdrosodast
jelzé immunhisztokémiai markerek vizsgalata.

A calpain-medialt spectrin proteolysisnek a DAl &d@detében betoltétt meghatarozo
szerepére vonatkozo korabban részletezett vizegéddapjan joggal védott fel a kerdés,
képes-e a calpain aktivadlodasat gatld sejt perrisqiaptidil-aldehyd, az MDL-28170
megakadalyozni a DAI kialakulasat.

Az |A koponyatrauma modellben a sériilé&&teB0 perccel MDL-28170-t, vagy
vivéanyagot farok vénan keresztil bolus-adagolasbaotkdappuma utan két éraval ledlt
patkanyok agytorzsi metszeteit feldolgozva, az ARs az RMO-14-IR axon-profilok
morfologiai jellem®iben nem volt megfigyelhétkilonbség a kezelt illetve a kontroll
allatokban. A kvantitativ analysis szerint az MD81Z0 kezelés szignifikAnsan cstkkentette
mindkét IR axoncsoport denzitadsat minden vizsg@jt@zsi régioban.

ii., A szelektiv calpain- inhibitor MDL-28170 hatasinak elemzése: az axonalis membran-
permeabilitasi zavar gatlasanak vizsgalata.

A fenti eredmények alapjan, a calpainnak a mempeiimeabilitasi zavar
kialakuldsaban jatszott szerepére vonatkozo birékykat is kivantunk szolgaltatni.

Az MDL-28170-¢l illetve vivanyagaval 30 perccel az IA koponyasérilés kivaltasa
megebzéen farok vénan at bolus injekciéban kezelt, a traeifitt tormagyokér peroxidazt
icv kapott patkanyok agytorzsi metszeteinek hiszmoilai feldolgozasa soran megallapitottuk,
hogy az axon ép membrén-rendszerén at nem jut@gyiker-peroxidaz molekuldk a
sérulést koveéien mind a CSpT mind pedig a MLF tertletén szamosiba bekeriltek.

A kvalitativ vizsgalattal valosziisithet volt, hogy a gyégyszeresen kezelt allatok
esetében joval rovidebb axonszakaszok geli@k a CSpT terdltén, mint a va&nyaggal
kezeltek esetében. Bar a jeldlt axonok alaki meggtében szamotteegyéb kilénbség nem
volt, a vivwanyaggal kezeltek gyakrabbdmtek holyagosnak ,vacuolizaltnak”, ami korabbi
vizsgéalataink sorén a proteolytikus folyamatosrehaladott voltara utalt. Az is nyilvanvalo
volt, hogy az MLF terlletén vastagabb axonszakagdolkdtek, mint a CSpT-ben. A
digitélis adatelemzés és statisztikai feldolgogazolta, hogy a tormagyodkér-peroxidazt
halmozo jelolt axonszakaszok hossza szignifikan@aidlebb a gyogyszeresen kezelt
allatokban a CSpT-ben, ugyanakkor érdemi valtoaadLF terlletén nem mutat. Bar a
vivéanyaggal kezelt allatokban mindenutt vastagabbdal@tt a tormagyodkér-peroxidaz
jelolt rostok atméije, e killonbség nem érte el a statisztikailag stzigms mértéket.

Kovetkeztetések calpain- gatldsnak az NFC kialakulaséra kifejiatitkony hatdsa
magyarazhato a CMSP és az NFC ismert kapcsola&ah legujabb kisérleti eredmények
azt mutatjak, hogy az NFC és az IAT részben killaélaskon-populaciokat érift 2 a
calpain-gatlasnak az IAT-ra kifejtett pozitiv hata@t bizonyitja, hogy — ha a kompakcié nem
is tarsul transzport-zavarral — a calpain aktivAEadmindkét folyamatban szerepet jatszik.

A trauma ebtt adott calpain inhibitor az axolemmalis permea#dsi zavar masodlagos
(elgondolasunk szerint dd®n CMSP-vel magyarazhatd) generalizaloédasat, azaz a
permeabilitasi zavar altal érintett axonszakaszho$vekedesét gatolta. Azt, hogy ez a gatlo
hatds az MLF terlletén miért nem volt mééheem tudjuk egyértelren megmagyarazni;
feltételezésiink szerint a vastag axonokon kialgkutisok mérete alapjan mar eleve olyan
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mennyisé§ HRP aramlott az axon-cylinderbe, mely meggatattérdemi valtozas
detektalasat illetve az sem zarhato ki, hogy aagadib tengelyfonatokban az MLF terlletén
lassabban generalizalddott a permeabilitasi zév&mkozo calpain medialt fehérjebontés.

4.6. A diffuz axonalis kdrosodas kisérletes terapsdbefolyasolasa Il.: a nekrotikus és
apoptoticus folyamatokat gatlé pituitary adenylatecyclase activating polypeptide
(PACAP) hatasanak vizsgalata.

i., A PACAP diffuz axondlis kdrosodast befolyasol@épességének felmérése: trauma
elétt adott polypeptide hatasanak elemzése, dozis-ha@orbe felallitasa.
A PACAP axonoprotektiv hatasat megitélni hivat@sgalataink el fazisaban azt
elemeztik, hogy az 1A készilékkel kivaltott kopomgama ebtt PACAP-ot az ischaemias
agykérosodasban hatékony aton- (intravénasanyjagban kapott patkdnyokban 2 illetve 6
oraval a koponyatrauma utan sikertl-e a karosod®E-IR axonok denzitasat csokkenteni a
CSpT és az MLF teruletén. Vizsgalataink soran mepgobttuk, hogy intravénas adagolas
esetén — mas KIR betegségekben hatasosnak bizadpigban — a PACAP sem a CSpT sem
pedig az MLF tertletén nem cstkkentette szignifiedmnaz APP-IR axonok denzitasat.
Annak megitélésére, hogy a PACAP hatastalansadattdeében a vér-agy-gat nem
megfeleb athatolasa, a nem megfélelgyi eloszlas, avagy a szer eleve hatastalan atlea
tovabbi vizsgalatainkban a PACAP-ot stereotaxiadsmérrel az agykamraba juttattuk s
egyuttal a hatasos dozis megallapitasa céljglogl 10ug és 10Qg PACAP-ot alkalmaztunk
E kisérletben a PACAP icv 1(0§-os dbzisa csokkentette szignifikAnsan a CSpT
teriletén talalt APP-IR axonszakaszokfetdulasat.

ii., A PACAP diffaz axonalis karosodast befolyasol&épességének tovabbi vizsgalata: a
terdpias ablak meghatéarozasa.

A PACAP axonkarosodast gatlé hatasara vonatkozisdiaas gorbéjéenek felallitasa
utan a traumat kovéen késleltetve, icv-adott PACAP hatékonysaganaktetisével a
PACAP axonoprotektiv hatasara vonatkozo terapitekatkivantuk meghatarozni. A
Marmarou-féle készulékkel kivaltott IA koponyatraamtan 30 perccel illetve 1 6raval 1@0
icv beadott PACAP- vagy véanyag-kezelésben részesult patkanyokban a trawowébkn
2 oraval hataroztuk meg az APP-IR illetve az RMOHR4Axonok denzitasat a CSpT-ben és
az MLF-ben. Vizsgalatunkban a PACAP a fenti adagjmdd mind 30 perccel, mind pedig 1
oraval a koponyatrauma kivaltasa utan szignifikéressokkentette a CSpT tertletén az APP-
IR axonok denzitasat, nem volt azonban hatassaP&zIR axonok denzitasara az MLF
tertletén, illetve az RMO-14-IR axonok denzitasgggik vizsgalt agytorzsi tertleten sem.

iii., A PACAP axonoprotektiv hatasanak vizsgalata aiffiz axonalis kdrosodas tovabbi
allatkiséerletes modelljén: a centralis folyadék pekusszios modell elemzése.

Mik6zben fenti vizsgalataink igazoltak, hogy a PAE &V alkalmazasa jelafd
meértékben csokkentette az IA koponyaseérilés ha&sdlakult axonalis karosodast,
szilkségesnek lattuk, hogy az eredményeket a DAInnadelljében is megésitsik; igy esett
a valasztas a dafen diffaz agyseérilést okozo6 centrélis folyadék pegzios modell
alkalmazéaséra.

Az agytorzsBl rendszerezetten gjott viboratom-metszetek kvalitativ vizsgalata sora
az APP és RMO-14 IR axon-szegmentumok megjelenasstkerabbi megfigyelésekhez
képest ezuttal sem tapasztaltunk eltérést. A 1FOMQAP-ot 30 perccel a sértlést ket
icv-an kapott allatok esetében a digitalis képekesnzs az eredmények statisztikai
feldolgozasa azt mutatta, hogy a CSpT-ben az ABRRMO-14-IR axonok denzitasa
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szignifikansan csokkent, mig az MLF teruletén dozds egyik marker esetében sem érte el a
statisztikailag szignifikans mértéeket.

Kovetkeztetéseklozetes feltételezéstinket, miszerint a PACAP, melgpmptotikus és a
gyulladasos mediatorok géatlasa, illetve bizonyowahiondrialis enzimek befolyasolasa révén
fejthet ki neuroprotektiv hatast, azaz elvben méid DAI-ban aktivan résztvév
kérfolyamatot kedveen befolyasolhatja -legalabbis részben- sikeriatzagnunk®%4

Kezdeti vizsgalatainkban, az iv adagolas sikertgdge abban keresdéhdhogy a vér-agy

gaton atjutd6 PACAP transzportjanak mértéke az aggbien sokkal alacsonyabb, mint mas
agyteriletekef?®.

Tovabbi kisérleteinkben sikertlt a PACAP DAI-t gatidagolasat meghataroznunk és
igazolnunk, hogy a diffuz agysérulés modelljébarakott DAI progresszidjanak PACAP-
kezeléssel valb részleggatlasara jeleis nagysagu terapias ablak all rendelkezésre, ami a
klinikai alkalmazhatosag alapfeltétele. Ha figyelenvesszik DAI kinetikajaban egyes
spécieszek kozott megfigyellbekorabban emlitett killonbséd&t***"! eredményeink
klinikai relevanciaja még szemlietbb.

A vizsgalatok egy részében a PACAP NFC-ra gyakgdtdkony hatasanak
elmaradasa (RMO-14-IR) medseiti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerinddzds az
NFC részben kiildnbdzaxon-populaciokat érifit™>? és kialakulasukban részben kiilonboz
mechanizmusok jatszanak szerepet. Az IAT-ra gydkB®CAP-hatas elmaradasa (APP-IR)
az MLF terlletén valosziiteg annak tudhat6 be, hogy az MLF-ben a statisztika
szignifikanciat negativan befolyasolja a joval kisesérilt axon-szam, illetve az MLF
terlletén a traumat kovien 2 6raval az NFC-t mutato karosodott axon-prifilominalnak.

4.7. A diffuz axonalis kdrosodas kisérletes terapsdbefolyasolasa lll.: az apoptoticus
folyamatokat gatl6 PARP-inhibitor L-2286 hatdsanakelemzése szdvettani modszerekkel
valamint magatartési tesztekben.

Korabbi vizsgéalatainkkal igazoltuk, hogy a DAI lkaillasaban az axonban talalhato
mitochondriumok karosodasanak kulcs szerepe lshatt is bizonyitottuk, hogy a
mitochondriumok szerkezeti épségének dnegseével illetve a lokélis energia-homeosztazis
mas maédon (terapias hypothermia) toétéenntartasaval a diffiz axonkarosodas mértéke
csOkkenthet.
A szamos kisérleti modellben bizonyitottan haték@zyaxonalis energia-homeosztazis
fenntartasat elvben segiteni képes PARP inhibit2286 alkalmazasa soran azt vizsgaltuk,
képes-e a DAI gatlasara, és az esetlegesen melgiegykvalitativ €s kvantitativ axon-
szerkezeti valtozasokkal egyi€iEjg a funkcionalis kimenetel javulasat is eredmeige
Kisérleteink bevezetéseként a CSpT teriletén kimmtitAPP-IR axonszakaszok
denzitasanak kvantitativ elemzésével kidogoztuk-2286 axonkarosodas gatlasara
vonatkoz0 dozis-hatasgorbéjét. Az ennek alapjaalral&zott L-2286 szignifikansan
csokkentette a CSpT teriletén mind az RMO-14, mextig az APP-IR axonszakaszok
denzitasat. Ez a hatas az MLF-ben is szignifikais ugyanakkor az RMO-14-IR axonok
esetében a 30 perccel trauma utan adott szer fizégrsan kisebb mértékben csdkkentette a
karosodott, immunreaktiv axonok denzitasat, mserilés utan kozvetlenil beadott L-2286.
A magatartas vizsgalatok eredménye szerint a 3&pktrauma utan alkalmazott L-2286
szignifikansan javitotta a radon val6 egyensulyd&gsességeét.
A szorongasi szintet €s a motoros teljesitményté® porond tesztek soran a ¥anyag-
kezelt allatok motoros tevékenysége az al-operéiitak képest szignifikansan visszaesett. Az
azonnal trauma utan kezelt allatokban javulas nelnégzlelhat, mig a 30 perccel kékb
kezeltekben kizarolag a&tisztitas (grooming) szamaban volt szignifikanauijas.
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Az emelt keresztpall6 vizsgélatokban addamyag kezelt allatok “féltek” a nem biztonsagos
terlleten tartézkodni; a vilanyag kezelt illetve al-operalt allatok kdzt szfd@ins kilonbség
volt a nyitott karba benézés, a nyitott karbanstbitls, a zart karban toltott &dilletve a zart
karban végzett srtisztitas ideje kozt. Az L-2286 kezelt allatok saugasi szintje
szignifikansan alacsonyabbnak adddott, mint damyag kezelteké: tobbddtoltottek a
nyitott-, és kevesebbet a zart karban.

Kovetkeztetésel Marmarou-féle impakt akceleraciés modell okozféid agy-
szerkezetikdrosodas korabbi vizsgalatok szerinfittglya motoros és magatartasi/kognitiv
funkciok karosodasat is eredmény&zi®
A PARP-inhibitor L-2286 axonoporotektiv hatasdngéziolasa mellett a vizsgélatok -az
APP-IR és RMO-14-IR axonok denzitasanak élt@ertéki csokkenését mutatva- ismét
mege#bsitették, hogy az axonkdrosodas heterogén jelensglg,nem minden
tengelyfonatban jelenti ugyanazon kérfolyamatokvaltédasat’*>2 Ez is arra utal, hogy az
igazsaguigyi orvos szakérgyakorlatban évtizedek 6ta a DAI étleges markerének tartott
APP-IR alulbecslili a karosodott axonok szamatkés &ves negativ véleményre is vezethet.
A funkcionalis kimenetelt érték&imagatartasi vizsgalataink eredményét 6sszegezve
megallapithatd, hogy a diffaz axonalis sértilés [kas@ra alkalmazott allatkisérletes
modellben, amely efsorban a motoros rendszert karositja, a PARP-ituniai tortérd
utokezelés képes javitani a trauma kovetkeztébreys&dott motoros teljesitményt és
nagymeértékben csokkenteni a trauma utan kialakidéomgas szintjét.
Az, hogy a PARP-inhibitor e pozitiv hatasat kizagoh DAI gatlasa utjan fejti-e ki, avagy
ebben szerepet jatszhat a Marmarou-féle 1A kopoayata modellben Farkas, Lifshitz és
masok vizsgalataival igazolt diffiz neurélis kamés kivédése 18°°°7 jelen
vizsgéalatainkkal nem megvalaszolhato.
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5. OSSZEFOGLALAS ES GYAKORLATI JELENT OSEG

Eredményeink a koponyasérulés kivaltotta diffiz axakarosodés koreredetének
megertését, patobioldgiai ésszéseggel megalapozott kisérletes és klinikai
gyogyeljarasok kifejlesztését, az agysértlés klindk monitorozasat és kimenetelének
megitélését szolgalé biomarker panel és prognosztikrendszer kidolgozasat szolgaltak.

Azonositottuk a trauma kivaltotta diffiz axonkarosadas fehérjebontd
folyamatait, kdztik nem ismert, elvi jelentisédi, apoptotikus-nekrotikus
enzimkapcsolatot tarva fel.

Evtizedes alapkutatasi munka eredményeként alkalmant klinikai kutatasokat
inditottunk el (proteolytikus biomarkerek) illetve klinikai fazisba kerult
gyogyszerkisérletek elvi alapjait raktuk le (cycloporin-A).

A munkanak otthont add neuropatologiai laboratériumban nemzetkdzileg
elfogadott neurotrauma-modelleken, korszeii monitorozasi feltételek kozt végzett
igéretes kisérletes terapias vizsgalatok nemcsak azonkarosodas korfolyamatanak
megértését segitették &) de Uj fejezetet nyithatnak a kilonb6# sulyossagu diffaz
axonkéarosodas kezelésében is.

A Pécsi Sulyos Koponyasérilt Adatbazissal az Orszhgn egyedilallé, az ellatasi
protokollok auditalasatol a prognosztikai faktorok meghatarozasan at a séruiltek
kognitiv, endokrinoldgiai kovetésére, alkalmazott knikai kutatdsok folytatdsara
alkalmas rendszert dolgoztunk Ki.

A ,Célkit iizések” szerint részletezvézarojelben az értekezés alapjaul szolgalo
kozlemények hivatkozasi szama /1d:7.3./)

1., Fény- és elektronmikroszképos IHC bizonyitékatlgéltattunk arra a régi feltevésre,
hogy a DAI korfolyamataban a strukturalis fehérj@hento cisztein proteaz, a calpain
aktivalodik (1, 2, 3, 4)

2., Peroxidaz alapu IHC vizsgélatainkkal a confiscdlikroszkdpos modszerek elterjedése
elétt elskent irtuk le a calpain aktivalodas térbelijbeli sajatossagait. Igazoltuk, hogy a
DAl soran e folyamatok nem ,minden vagy semmi’ggfl, irreverzibilis aktivalodast
mutatnak, hanem ében és az axon-cylinderen belll ultrastrukturalisgal meghatarozott,
~kompartmentalizalt” forgatokdnyv szerint zajlikpaoteolysis.

A kompartmentalizacio illetve az elhizédd enzimhabdas U] terapias célpontként
azonositotta a calpain-mediélta fehérjebontéas foltat(1, 2, 3)

3., Fény- és elektronmikroszkdpos ketjeldléses vizsgalataink az &ts melyek a trauma
hatasara karosodott axon-szegmentumokbarf aitukalta, calpain-mediéalta spectrin-
proteolysis és a DAI klasszikus markereinek, azaax@plazmatikus transzportzavart mutato
APP akkumulacié és a neurofilamentumok kompakt&adak kolokalizaciojat igazoltak, a
citoszkeletalis elvaltozasokkal kapcsolatos téiigéseli viszonyat feltartakl, 2, 3)

4., A peroxidaz- alapu, azaz elektronmikroszképjdr&onvertalhatd, de fénymikroszkdpos
vizsgalatok soran korilményesen hasznalhaté-ydlaz elektronmikroszéposan nem
megkdzelithdt, de fluoreszcens mikroszkopban latvanyosokgtlolési technikak illetve a
tyramide jel-feledsitési modszer (TSA) @hyeit 6tvod szovettani technikat dolgoztunk ki.
E folyamat soran sikertlt egyuttal a TSA-technikdtdeghatékonyabb, megbizhatdbb, jobb
jel/zaj (specifikus/hattér-festés) aranyat is ksni.
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Vizsgalataink tovabbi bizonyitékot szolgaltattakadpain-mediélt spectrin fehérjebontas és a
neurofilament-kompaktacio kapcsolatara vonatkozdldoi fény- és elektronmikroszkopos
megfigyeléseink alatdmasztasalidy

5., Fény- és elektronmikroszkopos IHC vizsgalatbkéa extra-mitochondrialisan
elhelyezked cytochrome-c kimutatasaval ék&nt igazoltuk, hogy a DAI kialakulasa soran
észlelt mitochondrium karosodés cytochrome-c féladalassal jar egyutt.

Ugyancsak élszor szolgaltattunk fénymikroszkopos és finomszagtiebizonyitékot a
cytochrome-c felszabadulassal kdzvetlen kapcsolatiahatd caspase aktivalédasra difflz
agyserulés kisérletes modelljében karosodott axmarg,5).

6., Fluorescens két-jelolési technikak alkalmazasaval a confocatititéka elterjedése @t
igazoltuk, hogy a C&-indukalt, calpain-medialt spectrin-proteolysisaémitochondrialis
karosodas hatasara kialakul6 cyto-c felszabaduldiscs axonszakaszokban kolokalizalt
jelenség, s ezzel igazoltuk azt a feltevést, hogglpain-medialta fehérjebonto folyamatok
kdzvetve (lokdlis C& bearamlas fokozasa) vagy kozvetleniil (MTP spekwmponensének
emésztése) szerepet jatszhatnak a mitochondrélisédas kialakulasaban.

A fenti médszertannal azt is megallapitottuk, hagyytochrome-c felszabadulas és a caspase-
3-medidlt fehérjebontds egyazon k&rosodott axokeszéan egyidéjeg fordul eb, igazolva,
hogy az apoptoticus enzim aktivalodasanak feltésleelheien oka a mitochondrialis
karosodas hatasara kialakul6 cyto-c felszabadulas.

A caspase-3 aktivalt formaja elleni antitest eagpase altal a spectrifikkihasitott kézjegy
fehérje egyazon axon-locusban toft&mutatasaval etként értik tetten tengelyfonatokban
az apoptozis végrehajtd enzimjének aktivalédasannyitékot szolgaltatva az irreverzibilis
axonalis karosodas feltételeinek kialakulasara.

A mitochondrialis karosodasra vonatkoz6 medfigyaids és korabbi kisérletes terapias
vizsgalataink megalapoztak a cyclosporin-A Kklinikgirobalaséat sulyos koponyaseérulést
szenvedett betegekésh, 5)

7., A fluorescens keis-jelolési technikak alkalmazasaval, és ,kézjegtidrjeék
kimutatasaval észor igazoltuk, hogy a két cisztein proteaz enzimekrotikus folyamatok
,vegrehajtéja” a calpain és az apoptotikus kaszleg enzime, a caspase-3 egyazon
axonokban aktivalédik. A fentiekben dsszegzettdotatok és a caspase aktivalddasra
vonatkozo elektronmikroszkdpos megfigyelések alapj@gallapitottuk, hogy a DAI
kérfolyamataban a caspase aktivalodasa képezhieteaerzibilis fazist, a ,point of no
return™t(4, 5, 6)

8., Ebzetes vizsgalatainkkal élsént tisztaztuk, hogy a diffiz koponya-agyseériléeietes
modelljében kialakul6 axonalis kdrosodéas az azlidvmechanikai energiaval és a sériilés
utan eltelt idvel aranyos, ugyanakkor a karosodott axonok mogfal@s immunfestési
tulajdonsagaiban érdemi kilonbség ni(iks

9., A diffuz koponya-agysérilés gyorsulason- |agsoh alapuld kisérletes modelljében tett
felfedezésilink szerint az agytdrzsi axonkarosoddletindterjedt, a gerincvéltavoli
szakaszain észlellteixonalis sérllés is fellép, mely magyarazatot tdh@& modellben
észlelhet motoros karosodas egy részére.

Az eredmények felvetik a gerincdetlemzésének fontossagat bantalmazott gyermek-
szindrOma esetén és U] adatokkal szolgalnak a gpmirkiis myelopathia illetve a centralis
gerincveb syndroma kialakulasara vonatkozéak8s
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10., A fenti vizsgalatokkal ed&ént irtuk le részletesen a gerindlan koponyasértlés
hatasara létrej@vDAIl jelenségét, és a sérilést kivalto mechanikargiaval valamint a
sérilésil eltelt idovel tortérd osszefliggéseét.

Megallapitottuk, hogy az 1A koponyatrauma modellbgtoponyasérilés sulyossagaval és a
sérilésil eltelt idsvel arAnyos mért@kDALI jon létre a gerincvében.

Azt is igazoltuk, hogy a kisérleti allaton detekttb érdemi neurologiai illetve fiziologiai
valtozasokkal nem jar6 sulyossagu koponyatraurképss jelerits mérték difflz
axonkéarosodas kivaltasara.

E megfigyelésiinkkel kisérletes kortilmények kozitdsitottunk patobioldgiai bizonyitékot
az emberben minimalis fejsérilés mellett Iétréjpost-traumas tlinet egyuttes hatterében
képalkot6 vizsgalatokkal felvetett DAI fennallaséda

11., Alapkutatasi vizsgalataink eredményei alaj@rdett agyviz gjjtéssel és elemzéssel
igazoltuk és emberben élent irtuk le azt, hogy a spectrin ttieagyi struktirfehérje és
lebontasi termékei az agyvizben baleseti agyséhatisara kimutathatok.

Ugyancsak elsként igazoltuk, hogy e jelenség nem csupan az exdetkintracranialis
nyomastol fligg, illetve leirtuk a spectrin és lefdsntermékei agykamraban toréén
megjelenésének dtheni lefolyasat.

Megfigyeléseink alapjan a sulyos koponyasértiltakoéntenziv monitorozasat és a terapia
szemeélyre szabasateegitt biomarkerek azonositasara nyilhat 16kég; e feltételezést
nemzetkdzi kollaboracidban vizsgaljuk tovg®b 10, 11, 12, 13, 16)

12., A Pécsi Sulyos Koponyasérilt Adatbazis létrdséval orszagosan egyedulallo ellatas-
Az adatbazis elemzésével a koponyaseérulés kiménetebnatkozd prognosztikai faktorokat
azonositottunk és igazoltuk, hogy a felvételi Cpddédigitalis elemzésével a kimenetelt
elére jelz adatok nyerhék, melyek joval pontosabbak, mint a korabban hdszna
filmfelvétel-alapu becslések.

Azt is igazoltuk, hogy a nemzetkdzi gyakorlatbaszmalatos, CT-alapu prognosztikai
rendszerek pontossaga jelésen névelhéttovabbi CT-anatomiai jellendk valamint
demografiai adatok csatolasayasB, 14, 15, 16)

13., El$ként igazoltuk, hogy a szelektiv calpain inhibisbDL-28170 alkalmazaséval az
axonkarosodas markereivel jel6lt, DAl morfolégieligit mutatdo axonok éfordulasa
szignifikansan csokkenthie17).

14., Megallapitottuk, hogy az MDL-28170 trauméteadva a CSpT teriletén géatolja az
axolemma trauma hatéasara kialakult permeabili@simnak sulyosbodasat illetve
jelenségét illetve et&eént igazoltak, hogy a permeabilitasi zavarok, léglais részben,
visszaszorithatdk a calpain aktivacio gatlasa (&

15., Vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy & kidzponti idegrendszeri elvaltozdsokban
bevalt PACAP adagolas hatastalan a DAI esetében.

Feltérképeztik az icv. adott PACAP axon karosoddksra vonatkozo dozis- hatas-gorbéjét
és igazoltuk annak jotékony hatasat, kozvetlerddrélés utan adva.

Ezek voltak az etsvizsgalatok, melyek a PACAP diffuz agysériléskamnkarosodaban
feltételezhei neuroprotektiv szerepét igazolt@lo).
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16., A PACAP illetve analdgjai esetleges klinikgddbaldsanak alapfeltételét biztositando,
meghataroztuk az axonkarosodas gatlasara vonatkaguias ablakot, mely legalabb egy
oranak adddott, ami az axonkérosodas kivédésémhkar® allatkisérletes vizsgélatokban
kifejezetten hosszunak szamit; ez ackés klinikai kiprébalas difeltétele lehe(20).

17., A PACAP illetve analdgjai klinikai kiprobalas#k tovabbi alapfeltételként igazoltuk,
hogy mas diffuz agysérilési modellben is képeskankérosodas kivédésére.

Elsdként vizsgaltuk és igazoltuk, hogy a PACAP folyagékkusszids koponyasérilési
modellben kivédi az axoplazmaticus transzport-z&iaakulasat.

Vizsgalataink ismételten ravilagitottak a DAI-bielezo kérfolyamatok soksziiségeére és
felhivtadk a figyelmet arra, hogy az igazsagugyiostani gyakorlatban a DAl markereként
hasznalt APP-IHC nem képes az axonkarosodas sggdrumanak kimutatasaial).

18., Vizsgalatainkkal meghataroztuk a PARP-inhibit€2286 axonkarosodas kivédéseére
vonatkoz6 doézis-hatas gorbéjét.

Elsdként igazoltuk, hogy a PARP-inhibitor L-2286 szigfansan cstkkenti a DAl mértekét,
€s egyuttal arra is bizonyitékot szolgaltattunigyhez az axono-protektiv hatas a funkcionalis
kimenetel javitasaban is megnyilvanul, amennyib@ARP-inhibitor kezelt allatok koponya-
agysérilés utani motoros aktivitasa €s szorongétjes szignifikans javulast mutat a
kontrollokéhoz képest.

Eredményeink ismételten igazoljak, hogy a diffGgssgilés korfolyamataban az energia
haztartas helyreallitasa, a lokalis energia hdgddanntartasa kulcsszerepet jatstha).
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