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Kdszonetnyilvanitas

Szerencsésnek mondhatom magam, mert azt tehetengy@mmekként megalmodtam. Hogy
ez igy tortént, abban Szlleim, Csaladom gondoskoégsamogatasa kivételesen fontos
szerepet jatszott. Gimnaziumi tanaraim, Rakosb J&alffy Sandor, Barta Palné adtak az
alapokat, melyet olyan kivételes mentorok épitettet@bb, mint Merchenthaler Istvan,
Lengvari Istvan, Lipostis Zsolt és Gallyas Ferenaf€sszorok.

Flerké Professzor Ur és Porczi Jozsef orvosi, enpldgdamutatasa palyakesdént
meghatarozé volt.

Az ldegsebészeti Klinika minden Munkatarsanak relléartozom, nélkiliuk és a
Neuropatologiai Laboratoriumban dolgozoé kollégakd|datok nélkil e munka téredéke sem
készult volna el, kdztlik is kiemelném Farkas OQrapCzeiter Endre, Kévesdi Erzsébet,
Bukovics Péter, Pal J6zsef és Kovacs Noémi seditség

A legfébb héla és tisztelet Doczi Professzor Uré, akitieies, tiirelmes mentorom-, minden
torekvésemben kritikus tamogatom volt, kiallt aztlez ertékekért, amik szamomra fontosak
voltak, kdvetend példat mutatott orvoskent, sebészként, emberkeént.

Tobb mint két évtizedes baratsagaért, tanacsadédndéogatasaért koszonet Sandor Janosnak,
s hasonlé halas szivvel gondolok ReljlDorara, Tamas Andreara, Szelier Martara és az
Anatomia Intézet munkatarsaira azért a segitsageétyet diakkorosként, majd kutatoként
t6luk kaptam.

Csepregi Gyula, Futd Judit, Varga Endre, Fehér dsikDamshid Ghajar nemcsak
tamogatdim, példaképeim is, akilbeadtak a néha szélmalom-harcn@hstklinikai

kutatashoz és iranyelv-fejlesztéshez.

John Povlishock atyai baratom, mentorom, tavolp@vio, aggodo tamogatasaért soha nem
tudom eléggé kifejezni halamat. Kdszdnet Ron Hagle®s Munkatarsainak, akik értelmét
lattak a k6zos munkanak és rajtam keresztil a kdirfkKozpontot is kiemelten tamogattak.
Azok, akik mellettem voltak, folyamatosan aldozdtortak azért, hogy annyit dolgozhassam,
amit munka-maniam megkovetelt; kdszonet Sara, Béadgalint lemondasaért és hala
Dérinak és Balintnak, hogy idealis feltételekeetatett ahhoz, hogy itthon is képes legyek
tulélni a hétkbznapokat, s legyen értelme mindanaaiit teszek.
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FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BEVEZETES

Az els) négy életévtizedben sulyos koponyasériilésben aglartegtobb ember. Tiz éven
belll varhatéan az egész vilagon ez lesz a harggy#koribb halélok egyike, ugyanakkor a
kozvélemeény, &, az egészseégugyi ellatd rendszerek sem veszihigktkdomast a korkép
jelentbségedl; nem véletlen a baljos hangzatu elnevezés: Jjbatepidemic”, azaz ,a
csondes jarvany”.

A sérliltek altalaban az aktiv populaciébdl kikérithunkaképes fiatalok, akiknek
halala nemcsak csaladjukra, hanem a tarsadaloraérgds oriasi terhet r6. Az Egyesilt
Allamokbol (USA) szarmaz6 adatok szerint egy évkigrel 50 milliard USA dollart tesznek
ki a koponyasériltek ellatasara forditott kozvetstkdzvetlen kdltségek, tobbet, mint az
trkutatdsi hivatal ’/NASA”/ teljes évi koltségvetegefiatal életek megmentésével ndezptt
munkaképes évek ugyanakkor jol magyarazzak, neérhé a sulyos koponyasériltek
korszefi ellatasa az egyik leg-koéltséghatékonyabb orvasikenységnek.

E disszertacié szefe 1997-ben 6sztondijasként kertlt a richmondi egyee, a
diffuz agysérulés kutatdsanak akkori kdzpontjdbdaymonyasériltek elldtdsara vonatkozo
iranyelvek sziletésének egyik helyszinére. Itt sxsiilt azzal, hogyan alakithatja at az
orvosi dontéshozatalt a patofizioloégiai megkdzsl@#s a tudomanyos bizonyitékokon alapuld
orvoslas elveinek kdvetkezetes alkalmazasa.

Hazatérve még nyilvanvalébba valt szamara az éllexzt akut sulyos agysérilés
reménytelensége és a terapias eszkoztar illetviéskinkorlatozottsaga kozt. E helyzetben
nem volt mas valasztasa, mint legjobb tudasa dzmunmkalkodni e korlatok attérésén.

Jelen disszertacio természeténél fogva csilk texiiletéél szol annak a tiz éves munkanak,
melynek eredményeként Kelet Eurépabailadat, akkreditalt neurotraumatoldgiai kisérletes
modelleket és a fiziologiai paraméterek monitorézéevezetve, sikertlt apro, de Iényeges
kérdések megvalaszolasaval hozzajarulni a dollfokbol mikodé nagy kutatdkézpontok
eredmeényeihez. Ekd6zben hosszabb-révidebb tanuln@imunkatars kerilt ki az Egyesilt
Allamokba, kozuluk ketten dolgoznak ismét Magyardgon. A laboratorium hazai, ETT és
OTKA forrasok mellett NIH-Fogarty thmogatast kapott

Amirdl a dolgozat természeténél fogva alig tehet entjit&sa sulyos koponyasérultek
ellatasanak megreformalasara tetfeszitések. Szeszs neéhany elhivatott munkatarsa
elssként szembesitette a dontéshozdkat és az elladi@i koponyasérult-ellatas
katasztrofalis eredményeivel és korilményeivel. énkacsoport Markusovszky emléklapot
kapott, az idegsebészeti szakmai kollégium pedigredmények alapjan dolgozhatta ki a

hazai ellatasi iranyelveket. E tevékenységnek\aigtudomany-mérési modszerekkel
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kifejezhebt, ,peer reviewed” kdzlésre méltd eredménye: ko Beld¥abbkeépé eléadas, a
prehospitalis irdnyelvek forditasa és kozzétéwlayrhazi ellatasi iranyelvek szerkesztése,
ellatds-auditélasi programok szervezése, a magzgr ATLS-képzésben egyedili
idegsebészként tortémészvétel és az egyetlen hazai neurotraumato)agiaiar tobb mint
350 sulyos koponyasértilt adatait magaban fogladdbachk és utan-kdvetési rendszer képezi
f6 allomasait.

A modszeresen épitett killkapcsolatok nemcsak ait@lrsszervdékent jegyzett
eddigi 6t Pannon Symposiumban, vagy az USA Védmmisztérium kutatasi
tamogatasaban gyimolcsoztek, déladsit Hazankban az agyszoveti oxigenizacio és
hémérseéklet, valamint a keringés mérésére szolgaliitorok rendszeres alkalmazasanak
alapjait is sikertlt megteremteni (Licox és HemedaexCOSBID programban a
koponyasérultek csik-elektrodos EEG monitorozas&ngktasi programjahoz is csatlakozott
a munkacsoport.

Patetikus kérdés, hogy ment-e a fenti tevékenyssgiipeenyekent a koponyaseérultek
ellatasa dlbbre Magyarorszagon? Annyi bizonyos, hogy a tudgmsubizonyitékon alapul6
iranyelvek alkalmazasa hosszutavon megkerilhetettame lett az ellatasnak.

Az ellatas racionalis szervezése és az iranyelegkzetése megfelezte a sulyos
koponyasériltek nyugati orszadgokban mért morbiditas mortalitasat; a kutatokon a sor,
hogy a maradék 15-20% mortalitdst cstkkentsék. 2aHkRban még mindig 50% feletti
mortalitas leszoritasa az idegsebész klinikus-kuggyik © feladata, mindemellett
megkerilhetetlen az alapkutatasi vizsgalatokbagrdreszvétel is.

A mar emlitett, ichmondi vizsgélatok a diffiz agyisodés kulénbézZormai kézal
klinikai és epidemiolodgiai jelefisége okan kiemelkédiffiz axonalis karosodas
koreredetének feltarasara koncentraltak s e muwiitodott a pécsi laboratériumban.

A disszertacidoban 6sszefoglalt kutatasok céljafazlaxonalis karosodas kialakulasat
eléidéz fehérjebontd folyamatok, a ,nekrotikus” illetvep@ptoticus” kaszkad szerepének
azonositasa illetve az azt befolyasolo kisérletefpias modalitasok vizsgalata. A sulyos
tovabba az alapkutatasi vizsgalatok eredményelkaemicsitott fehérjebontd folyamatok
JLettenérése” a sérilt emberi agyban illetve klai#iagnosztikai — neuro-monitorozasi
felhasznalasuk megalapozasa abban a reménybenatebgrjebontd folyamatok kovetése
segitheti a terapia hatékonysaganak megitélépédbgadzis becslését és a kezelés

individualizalasat.
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1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Sulyos koponyasérilés —epidemioldgiai adatok

A globalis fejbdés eredményeként elterfedhotorizacio aranyaval parhuzamosan,
folyamatosan emelkedik a baleset okozta agyséeltiésrduldsa, mely a fejlett ipari

orszagok 40 év alatti lakossaga korében a Gerdtilokot képezi. A WHO felmérései szerint
10 milli6é baleseti agyséruléshbekovetke# halaleset, vagy korhazi apolas torténik
vilagszerte minden évben; a vilagon 57 millio emdmanvedett élete soran legalabb egyszer
traumas agysérulést, s a korkép 2020-ra varhatdédagon a harmadik leggyakoribb halélok
lesZ?® 1% A National Institute of Health (NIH) felmérésessint az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (USA) 1.4 millié baleseti agysériléstéik évente, melyll 50 000 halalos
kimeneteti, 235 000 igényel korhazi kezelést, és 5.3 miliitber él koponyasérulésre
visszavezethéttartds egészségkarosoda¥Sakovetéses vizsgalatok igazoltak, hogy a
baleset utan 1-3 évvel a normal populaciohoz képbesieseti agysérulést szenvedettek
koérében csaknem kétszeres esély van alkohol-alikielagulasara, mig 11-szeres epilepszia,
7.5-sz0r6s halal, 1.5-sz6r6s depresszio, illet3e425-sz6ros Alzheimer kor

eléfordulasard™ 10% 207

Az els hazai epidemiolégiai vizsgalat 1997-ben dnbevalidrdives mddszerrel késziilt

es évi 2000 sulyos koponyasériltet (a Glasgow K8ka@a (GCS) érték 9 alatt)
valoszirisitett, 42%-o0s halalozassal.

Ezen adatb&zis eredményeit felhasznalva munkadsmpa2003-ban a subdurdlis
vérzést szenvedett betegeknél regisztralt a nelvziedklatokhoz képest kdzel kétszeres
halalozast?, majd 2007-ben a hat évvel korébbi orszagos pkispielmérés megddbbeht
adatait ismertettiik, mely szerint a korhazi halasoa fenti betegcsoportban meghaladja az
54%-ot, amely az évi 14 000-re becsult szamu kopsényilt 9%-at kitev sulyos eseteket
tekintve kozel 700 halalesetet jelent évente. Rawddatulébk kozil az elbocsataskor 40%
tartos vegetativ allapotd, vagy sulyos maradvaretgket mutat, ami szintén joval magasabb,
mint a nemzetk6zi irodalombadl ismert hasonlo adafakakut ellatast tuléknek csak 45%-a
gyogyul enyhe maradvanytiunetekkel vagy maradvamygknnélkil. A talék hosszu tavu
életmirbségét elemz vizsgalatok folyamatban vannak, de becslésekrazeazankban
kézilik csak minden negyedik illeszkedhet visszrsadalombs.
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1.2. A koponya/agysérulések osztalyozasa

A koponya-agysérulések osztalyozasa éppen a kédsgetett volta miatt tobb szempont
szerint torténhet, e tudomanyos igémgszefoglalod riben —annak alkalmazott kutatasi
jellegi témaja miatt is — szefza klinikai szempontbdl legrelevansabb csoportesteszi

kozz&%8

1.2.1. Osztalyozas az intracranidlis #aés valészifsége alapjan

A koponyasérilések e klasszikus felosztasa, melghegyviz-tér megnyilasa, az esetleges
agyvizcsorgas (liquorrhoea), és a kdvetkezményesngeencephalitis kialakulasanak
lehetisége alapjanyilt észart sériléseket kilonbdztethetiink meg az antibiotikumo
alkalmazésa 6ta veszitett jelésigéll®. A nyilt sérillések lehetnglenetralg azaz a
koponyacsontot €s az agyburkokat atszakitd sekjléstve az agyviz-tér és a kilvilag

indirekt kozlekedését eredményiz ha a koponyaalap torése esetén légtartalmu kiied§

nyilik meg (pl. frontobazdlis torés esetén a siinostalis, laterobazalis torés esetén a dobiireg,

a mastoid sejtek).

1.2.2. Patoanatdmiai felosztas

A patoanatomiai illetve képalkoto vizsgalatokkalgyetenithed elvaltozasok kétsf formaja a
gocos(fokalis)illetve az ép agysztvetben elszértasfaiduld (diffuz) agysérulés, utdbbi
képezi ezen értekezé&stEmajat. Ebbbit eldsorban statikus, vagy egy pontban haté,
ugynevezett impakt tipusu, mig utobbit diemt dinamikus, gyorsulasos-lassulas@behatas
hozza létrg1.tablazat) Mivel a balesetek gyakran a fentbkregyittes jelentkezésével jarnak,
a két korforma a sériltek tulnyomo tébbségébendsgieg fordul eb.

A fokalis sériilésekobb tipusai: epiduralis vérzés, subduralis vérzés, contusiémainyi
vérzés, és az azzal jar6 traumas subarachnoidéahids. Adiffizagysérilés altipusai:
(diffaz) vascularis sérilés, hypoxias agyserulggdazzadas, axonalis karosodas, neuron

karosodas.

1.2.3. Patobiolégiai felosztas

A sérilt a trauma pillanataban szenvedi el azlgidlegesagysérilést, melynek mértékét és
jellegét csupan a baleset koriilményei, a prevemi@ealmazott eszkdzok, a sérilt alkata és
helyzete hatarozza meg, kovetkezésképpen e sététéskezelés nem befolyasolja.

A sériilés pillanatatél azonnal megkédik az in.masodlagokarosodasok kialakulasa,

melyek eredje az agyi hypoxidban és hypoperfusioban, illetver@deti karosodas
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kiterjedésének ndvekedéseében nyilvanul meg. Tudgasabizonyitékok alapjan tudjuk, hogy
a (prehospitdlis) ellatas soran észlelt hypoxadf0&o alatti artérias oxigénsaturatio /SO

vagy hypotensio (90 Hgmm alatti systolés vérnyorsamnifikansan rontja a kimeneféIf>

1. tAblazat. Koponya/agysériilések felosztadd

Tipus g kivalt6 momentum dpatoldgiai jellemd Ok (patoanatémia)
Epiduralis, akut impakt fokalis a.meningea media
szakadas
Epidurdlis, impakt fokalis Diploe/emissaridlis véna
szubakut/kronikus (ritka) sériilése
Subduralis, akut Gyorsulas/lassulas>impakt fokalis Hidvéna és/vagy felszini

artéria sérlilés

Subduralis, Gyorsulas/lassulas>impakt>ismeretler] fokalis Hidvsérulés

szubakut/krénikus

Traumas Gyorsulas/lassulas>impakt fokd&lis Kérgi (piélis) artéria
subarachnoidedlis vérzés sérilése
Agyzuzédas (contusio Impakt>Gyorsulas/lassulas fokali§ Kérgi (pialis) artéria
cerebri) /coup- sériilése, agyszoveti
countercoup/ laceracio
Difflz axonkarosodas Gyorsulas/lassulas diffaz Axddrosodas
Diffz neuron Gyorsulas/lassulas diffuz Perikaryon karosodas
karosodas
Agyduzzadas Gyorsulas/lassulas diffaz Kevert etiologiaju,
“Brain swelling” rendkivil sulyos

elssdleges+masodlagos

agysérilés

Hypoxias agykarosodas Gyorsulas/lassulas diffaz eKastiologiaju,
rendkivil sulyos

elsidleges+masodlagos

agysériilés
DiffGz vascularis Gyorsulas/lassulas diffaz Kevert etioldgiaju,
karosodas rendkivil sulyos

elsidleges+masodlagos

agyseérilés

&Sllyos koponyasériilés, GCS<9
® A disszertacié szempontjabél legrelevansabb kérképevastagon szedve

“Gyakran tarsul diffiz agyszoveti karosodassal

1.2.4. A sérulés sulyossagan alapul6 felosztas

Az elmult két évtized tudomanyos publikacioi ésaankon alapuld ellatasi iranyelvek a
sérllés sulyossaganak megitéléséiseldban a tudatzavar mértékére alapoztak; ennek
fokméje a Teasdale és Jeni&téltal kidolgozott glasgow-i coma skéla (GCS)GCS
értékét az agy megfetan oxigenizalt és vérrel ellatott allapotaban ke#ighatarozni. A skéla
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pontossagat metabolikus zavarok (pl. hypoglykaewuasa, alkohol-, drog intoxikacio)
nagyban befolyasoljak. Mivel a korsdezllatas a sérilt azonnali szedalasat és szikségtsz
helyszini intub&lasat irjadgla GCS az utdbbi dben jelentsen vesztett értékéb raadasul
nyilvanval6, hogy egy adott GCS-érték hatterébemsxs, teljességgel eltgjellegi és
egészen mas kimenetellel jellemezhelvaltozas allhat®. Mindazonaltal, amig a sériilést
kove® elss CT-felvételeken alapulé pontrendszerek (MarskIRotterdam- beoszt&y,
illetve a vérlbl meghatarozhatd, a sériilés sulyossagat és a gdinatnetelt jelé
biomarkerek széles korben el nem terjednek, a GEp8A a kozeljol sérilt-osztalyozasanak
alapjat is. A GCS- érték és klinikai adatok alapgaralabbi séruléstipusokat kilénithetjuk el:
- enyhe sérilésaz eszméletvesztéssidrtama 30 percnél kevesebb, a poszttraumas
amnézia (PA) legfeljebb néhany érara terjed ki €&CS nem kevesebb, mint 13.
- kozépsulyos sériléaz eszméletvesztéssidrtama kevesebb, mint 6 6ra, a PA
maximum néhany nap, a GCS 9-12 kozotti.
- sllyos sérilésa GCS 9 alatti.
Ujabban a GCS 13 foku sériilteket szokas a kozepsssens kategoriaba sorolni, ugyanis a
GCS 14 és 15 értekkel jellemezhesoportban a kimenetelt a CT kép hatarozza megami
GCS 13-11 csoportban a neurologiai allapot romlégidepszias gorcsok, illetve a GCS 10-9
csoportban a GCS legjobb motoros valasz-értékmaretel szempontjabol dériényes*.

1.3. Diffuz agyseérulés- diffaz axonkarosodas

Mint a fenit szakaszban részleteztik, a balesgié&tgilések osztalyozasa soran fokalis és diffuz
agyseérulést szokas megkulonboztetni, s a két foansalhat. A diffaz agysériuléseken belll leirt
négy klasszikus alcsoport, a diffuz axonalis kadaso(“diffuse axonal injury/DAI”), hypoxias
agykarosodas (“hypoxic brain damage”), agyduzzégdaain swelling”) és a rendkivil koran
halalhoz vezé, klinikai relevanciaval alig rendelkédiffuz vascularis sérulés (“diffuse vascular
injury”) mellett nemrégiben kerilt leirasra a défdeurondlis karosodés.tablazat) A kérképek
kdzul klinikai és - éppen ezért — kutatasi szemipoina DAI a legnagyobb jelesgédi®.

E munka elédleges targya, a DAI tipusosan acceleracios-demeés mehanizmussal kialakulo, a
fehérallomanyt, azon belll is érban a corpus callosumot valamint a hosszUpaggtorzsi
szakaszat érifitelvaltozad>** "% A koponyatrauma hatasara létréjcaxonalis elvaltozasok az
agy egész allomanyara kiterjedve, ép axonok k@&sidrtan figyelhék meg, egyébként tébbnyire
ép szoveti kdrnyezetben. A diffiz agysérilésekakialasaban acceleracido-deceleracio hatasara

ebred nyirdelbk jatszanak szerepet, amelyek tipikusan motorbicikkemélygépkocsi-, vagy
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gazolasos balesetek soran fordulnak.eh kérkép klinikai megjelenésére a tudatzavart yaagzo
térfoglalé elvaltozas-, vagy metabolikus zavar tikfennallé comatosus tudatallapot a jell&fiZ°
A CT-n csak kb. 20 %-ban detektalhat6 elvaltozésikpetechidlis vérzések és/vagy hypodenz
gocok formajaban, elsorban a szlrke- és a fehérallomany hataran,eletworpus callosumban és a
hosszu palyak agytorzsi szakasZéhA.abra)

A korai stadiumban végzett MRI a CT-nél hatékonyablelvaltozasok kimutatasara. A nem-
haemorrhagias laesiok a T2-sulyozott és a protaritiestl képeken kis, ovalis vagy kerek
hiperintenziv jelek formajaban lathatfik D.abra), mig a vérzéses laesiok centralis terlletén

hipodenzitas figyelhétmeg.

15 X e A
CHEE Y
Pa T

1. abra. Képalkot6 vizsgalatokkal igazolt DAI éarga nyilak az agytérzsben a pons és a mesencephalon hataran,
dorsalisan. A CT felvételen minimdlis hypodenzitasdthaté baloldalon az agytérzsbenA&), az SWIi-vizsgalat jol mutatja a
kiterjedt laesiot, illetve a subcorticalisan a fehglloméanyban jobboldalon temporalisan megfigyelheé hasonl6 elvaltozéast
(B). AT1 (C) és FLAIR (D) sulyozott képek is joval érzékenyebbek,mint a hagmanyos CT vizsgélat.
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Ezek az elvaltozasok a kronikus fazisban nagyoesalay intenzitasu laesiokként jelennek
meg, mert haemosziderint tartalmaztdR® Annak ellenére, hogy a fejlettebb MRI eljarasok
(diffazio-sulyozott képalkotas, diffuzids tensompiedkotas 3 dimenzids tractografiaval,
haemogradiens, susceptibility weighted imaging (Ba/B.abra) megkonnyitik a
kimutatasdt**°?*” a DAI teljes bizonyossaggal még ma issstsban szdvettani vizsgéalattal
(4ltalabarpost mortemdiagnosztizalhat& ™

A nyolcvanas években Gennarelli munkéjanak készidehespidemioldgiai médszerekkel
sikerdlt igazolni, hogy a DAI 50%-ban febsl a tartos tudatzavarért illetve 35%-ban a

mortalitasért a nem térfoglalé jelkeggysériilésekbéh

1.3.1. Az axonduzzadas/axonballon-Kélgs jelensége

A diffuz axonkarosodas jelenségét Strich és mumkatdedeztek fel és irtak le, mint a sulyos
traumas agysérulések gyakori velejargjat. Olyagasikoponya-agyseérultek poszt-mortem
vizsgalata soran, ahol érdemi fokalis sérulést tedéttak, Strich ballonszéraxontagulatokat
figyelt meg a fehérallomanyban ,normalis” axonolkéti elszértan, amely tagulatoktol
disztalis axonszakaszon Waller-féle degeneraciyésin-degradéacié volt lathatd 22

Ezt az axonballon-kégdést és az azt kovietehérallomanyi degeneraciot Strich a trauma
pillanatdban kialakult azonnali axonszakadas k@@tienyének tartotta.

Hipotézise szerint a baleset soran ébrexik az axon szakadasédhoz, az érintett proximalis
axonveg kovetkezmeényes visszahlzédasahoz és aaaxapkiboltosulasahoz vezetnek,
létrehozva ezzel a ,retrakcios axonballont” a kgrkérai szakaszabd@. abra) ehhez tarsul
a kégbbiekben a disztalis axon szakasz Waller-féle degejd®".

- . 2. abra. Tormagyokeér-
peroxidaz jeldlt karosodott
axonok patkanyban, két
oraval diffaz agyseérilés utan.

r A nyil axonballont, a nyilhegyek
- "\. - — - duzzadtabb, de lefiz6dést nem
- mutat6é axonszakaszt jeléinek.
A & ~

Ve

~raumas idegrost szakadast” definialta, a korké@pisrhasznalatos elnevezését, a ,diffuz
axonalis karosodast”, Adams aftarra utalva, hogy a karosodott axonok elszé6gan,
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axonok kozott az agy egész allomanyara kiterjedvduinak eb. Adams és kollégai
hangsulyoztak Strich 6tadslzér, hogy az axonkarosodas a koponyasérilédletges
kovetkezménye, szemben azon nézetekkel, amelyakaAlis karosodast masodlagos —
oedéma, hypotensio és/vagy hypoxia kdvetkeztébmakilt — elvaltozasnak tartotfak

Adams és munkatarsai ugyancsak @dttduunkat végeztek a human diffuz axonkarosodas
anatomiai lokalizalasaban, illetve a klinikai gydtban maig hasznalt sulyossag-
meghatarozasban E szerint a DAI tipusosan a féltekei fehérallogidm, a corpus
callosumban, az agytérzsi hosszupalyakban, illkisebb gyakorisaggal a kisagyban fordul
elé fokalis karosodas nélkil (1-es fokozat) vagy fakidesiokkal a corpus callosumban (2-es
fokozat) és a rostralis agyttrzsben (3-as fokozat).

A korkép Strich és Adams szerinti patomechanizrrugaaz, hogy az axonszakadas a
trauma pillanatdbaazonnalbekévetkezik €s emiatt terapiasan nem befolyasotha
évtizedekig elfogadott volt; mindez a kdérkép kusatéés kezelését hosszu ideig hatraftatta
A diffuz axondlis kdrosodasnak ugyanakkor mai tud&sszerint legalabb két, morfolégiailag
jol elkulénithet megjelenési forméja ismert: az axonduzzadas/aXonbeépzdés és az
ultrastrukturalis (neurofilament) kompakcio. A DRitatasok kezdetben az axonduzzadas
vizsgalatara irdnyultak; az ultrastrukturalis kokpé jelensége ké&bb kerult csak
lefrasra®. A klasszikus elképzelés szerint e két morfologikinség kivaltasaban ugyanazok
a tényedk jatszanak szerepet, ezaltal ugyanazokat az amp@oitik; a legujabb nézetek
szerint azonban — a legtobb esetben — a kétfédt@has ket jol-elkilonithétaxon-
populéciéban figyelhétmeg(ld. lent)*2>°

A traumas axonkarosodasi vizsgalatok tulnyomé tégbkilonboé allatkisérletes
modelleket alkalmaz a korkép feltérképezésére fedyidsoldsanak vizsgalatara. Ezek a
modellek — természetesen — nem képesek a humamydzat és igy a human DAI teljes
spektrumat, kiterjedését eimeni lefolyasat maradéktalanul reprodukalni, ekélyesebb az
allatkisérletekben modellezett axonkarosodast tésumonkarosodasként (traumatic axonal
injury, TAI) emliteni, a DAI kifejezést pedig a hém esetekre fenntartarfi Korlataik
ellenére azonban az allatkisérletes modellek edgaidinértékben jarultak hozza a human
DAI kialakulasa alapvételemeinek feltérképezésehez, segitségikkel uggamisnan DAI
szamos aspektusa — fokalis elvaltozasokkal kiséagg 6nmagaban — megbizhatéan
vizsgéalhato.

Bar Maxwell és munkatarsai fenti, a nevezéktanreatknzé érveléséveaf
maradéktalanul egyet értiink, a disszertacioban tikblommal keverednének a TAl-ra

illetve DAI-ra vonatkozo, gyakran atfedést mutaggjagyzések, ezért az egysseg
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kedvéért e munkaban a tovabbiakban kizardlag dzhitginevezeést/roviditést kivanjuk
alkalmazni.)

Az axonduzzadas/axonballon-képes vizsgalataban attorést hozott Povlishock és
munkatarsai 1983-ban kdz6lt munkéja, amely — szermaldeorabban elfogadott elképzeléssel
— kimutatta, hogy a DAI nem a trauma pillanatabaonaal és véglegesen kialakuld
axonszakadast jelent, hanem a karosodott axondk ttilthségében egydtlen fokozatosan
progredialé folyamatrél van sZ§ (2. abra) Azéta ez az elmélet szamos allatfajban és
traumamodellben, valamint human szévetmintakogagalast
nyer124,26,38,44,57,64,79,81,86,164,194,209-211,2112307242'

A DAl kialakulasanak Povlishock-jegyezte elméleterint ezen axonalis
karosodasert elsllegesen a kdzépsulyos illetve a sulyos koponyatsadital kivaltott
nyiroelk felelosek, amelyek az axonokban éliredbb, fény- és elektronmikroszkép
segitségeével vizsgalhatd korfolyamatot is elindikarEszerint a kdrosodott axonszakaszok a
sérllést kdvéien azonnal (<5 perc) fokalisxolemmalis permeabilitasi zavanutatnak
(,mechanoporacio”), amely folyamatot az szemlékéstigazolja, hogy a karosodott axonok
nagy molekulasulyd anyagokat (pl. tormagyoker-petaat, vagy dextranokat) vesznek fel,
amelyek az ép axolemman keresztil az egszségeskbaitletve neuronokba nem tudnak
bejutnt?+19°:215.218.219288 " 4hra) Az axolemma fokalis sériilését egyéb morfoldgdemzsk
kisérik: mitochondrium duzzad&s***'°> neurotubulus elinés>>*>31 neurofilament-
moédosulashH12186:195.218.219.253, g nalis transzportzavar > *fmely utébbi az ére
iranyulo intraaxonalis transzport — egy ponton valokalis leallasaban nyilvanul meg, és az
ilyen médon szallitodo sejtalkotok illetve egyélyagok felhalmozédasahoarfanellum-
akkumulacié)és kovetkezményesxonduzzaddmz vezef*1°6213.214
A traumatdl eltelt id elsrehaladtaval az axonduzzadas egyre nagyobb nidegk, es vegul
az érintett axonszakasz ballon formajabatizédik, Iétrehozva ezzel a kérkép korai
leirdsaibdl ismert proximaliaxonballorokat, mig a disztalis axonszakasz Waller-féle
degeneraciot szenv&d>6-210:214.217

A DAl-ra jellemz fenti morfologiai elvaltozasokat a human DAI &Bbi
tanulmanyozasa soran szintén égggyig leirtag?244481.80.183.240.24¢4velemre méltd, hogy
az axonalis elvaltozasok kezdétaz axonballon kialakulasaig illetve az axonszaisigl
eltelt id5 a trauma sulyossaga- és a vizsgalt species fugghén valtozik; emberben
tipikusan 6rakban, napokban métét 42?92 azaz emberben a kezelésre rendelkezésre all6
an. terapias ablak joval hosszabb, mint kisérlitiagkban.

Az axoplazmatikus transzport folyamatanak zavaltapuhaz axonduzzadas-
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ballonképs#dés kimutatasanak modszertana is: a gyors axoptkzsaranszporttal éte
szallitott és annak karosodasakor a sérilés hédjigamozodo anyagok elleni antitestek
alkalmazaséaval végzett immunhisztokémiai modszéegalterjedtebb ilyen technika a béta
amyloid precursor protein (APP) rnetranszport-fehérje felhalmozédasanak kimutatasa,
amely viszonylag egyszgrezért a DAI diagndzisanak legszélesebb kérbesratkzott

ft1136.240.292annak ellenére, hogy a legujabb vizsgalatok szesldszitileg

é2t,148,259

modjava va

alulbecsli a DAI mérték

1.3.2. Az ultrastrukturalis (neurofilament) kompigk@JC, NFC)

Az axonkérosodas ezen morfoldgiai valtozatat kéréde irtdk le, 6sszefoglalva az
intraaxonalis citoszkeleton kompakciojat (a nedanfientumok kdzotti tavolsagok 1ényeges
csokkenése, neurofilament kompakcio, NFC), a mikolusok szamanak cstkkenését és a
neurofilament-oldalkarok médosul &84t 112194218,219.293

Kezdetben ugy gondoltak, hogy a citoszkeletalidlehzasok ugyanazokat az axonokat
érintik, mint az axonduzzadas/ballonkégés. A hipotézis szerint az NFC
kovetkezmeényekeént all le az axonduzzadashoz §ek@eiranyuld intraaxonalis

transzport3 120194195219 7t tamasztottak ala azok a kisérletek is, medgekint az
intraaxonalis transzportzavart mutaté APP-pozitierek és az NFC-t mutatd RMO-14-
pozitiv axonok ugyanazon anatomiai régidkban fardkleb és befolyasolasuk ugyanazon
kezelési eljarasokkal volt lehetséged*8’

Mara azonban bebizonyosodott, hogy a DAI két, lidllénithetd morfologiai jellemje,

tehat az axonduzzadas/ballonkéges, illetve az NFC két kiulonb&zaxonpopulaciot érint az
esetek tllnyoma6 tébbségében, és csak kis résziparitfet meg egyazon karosodott axonon
belill, leginkabb a lemniscus medidlis nagy kaliteronjaibaf****° Az NFC kimutatasara a
kozepes mérétNF alegyseg (NF-M) elleni RMO-14 antitestet alkatnak(3.abra) amely

az axondlis citoszkeleton strukturalis atrerddiézse folyaman (a calpain altal medialt
strukturalis fehérjebontas kovetkezményeként, edszén lasd kébb) szabadda valt NF-M

,rad alegység -rod domain™-hez képesdditit>*13
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raunofilamantuemn

3. &bra. Neurofilamentum ellenes
antitestek cél-epitépjai.

A sematikus abran jél lathatd, hogy az
RMO-14 antitest csak az M-alegység
oldalkarjanak eltiinése (proteolytikus
hasitas, dekarboxilalédas) esetén képes
kapcsolédni(Trojanowsky nyoman)

Az immunhisztokémiai technikat alkalmazé vizsgatawgkorabban 15 perccel a
koponyatrauma kivaltdsa utan tudtak axon-kompakdmutatni. Ugyanakkor egy specialis
ezlstozeési eljarassal a trauma utan azonnal iggtite post mortenkoponyatraumat
szenvedett allatokban is kimutathatd egy — hossafszakaszok megvékonyodasaval jaré —
argyrophil karosodas, amely fénymikroszképos megjese lehet az NFC-néK>. E jelenség
mas megvilagitasba helyezi az NFC kialakulasanatherézmusaban feltételezett
enzimatikus reakciok kizarolagos szerepét, felvdtegy a citoszkeletonban tarolt szerkezeti
energia is képes lehet bizonyos kérfolyamatok élasdra.

1.4. Kalcium indukalta fehérjebonto folyamatok szeepe az axonkarosodasban

A C&*-dependens folyamatok koziil az egyik legfontosabalpain aktivalédasa, amelynek
szamos idegrendszeri kérkép kialakulasaban — kaiikobbi évek kutatasai alapjan a
traumas agysériilések fokd[ig 177199201208 23 atye diff(1z+2%2***4ipusaban is — fontos
szerepe van. A calpain a cisztein protedzok csahadjartozo enzim. Tobb fajtaja ismert,
ezek kozul a calpain-1 vagy p-calpain és a cal@aiagy m-calpain a kbzponti
idegrendszerben mindenhobfrdul’®’. Szamos szubsztratjat azonositottak (pl.
citoszkeletalis fehérjék)**?% és élettani szerepe van az idegsejbdigis és a szinaptikus
struktura kialakitasabah taimikodése azonban a sejt szamara végzete$1éfieSzerepe
elsbsorban a nekrotikus sejthaldl kialakuldsaban nalgnpsédi, de a legujabb kutatasok
szerint egyes apoptotikus folyamatok soran is akdidik'"*

Mig a perikaryonokat ériitkérfolyamatok esetében a Cdearamlas, intraneurdlis €a
akkumulacié karos hatasa széles korben vizsg#fiogaglott jelenséf*?*® addig a C& indukalta
proteolytikus folyamatok szerepe az axonok karoséblan korantsem ennyire nyilvanvalo. Az

axonokon egyrészt nincsenek excitatorikus amindsaital szabalyozott Gacsatornak, masrészt a
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feszlltség szabalyozott csatornak denzitasa a migaliellyel boritott axonszakaszon rendkivl
alacson§>*%*

A klasszikus elméletek szerint az axon karosodasakengelyfonatokra hato nyirdér
kovetkeztében létrej@vaxolemmalis permeabilitas valtozas (Un. mecharamgp@y hatasara
bearamlé CH proteolytikus enzimeket aktivalna, melyek azormabtamadijak és az axon
egészében igen rovidddilatt "megemésztik" a struktiralis fehérjéRét**°® Az intraaxonélis C4
bearamlasn vivoigen nehezen megfoghaté, ugyanigy & Gadukalta proteolytikus folyamatok
kévetése is hosszudd at nehézségekbe (itkozott. A’Caktivalta proteolizis vizsgalatat
ugyanakkor forradalmasitotta, hogy Siman és mungaitélyan immunsavot allitottakéelmely a
mikromolaris calpain altal hasitott alfa-spectiegység 150kD molekulasulyu fragmentumat, egy
rendkivil stabil, mas protedzok altal nem képziéfjét ismeri féF>2**%% Immun-
elektronmikroszkopos vizsgalatok a spectrin molaladamos valtozata kdzul a neurdlis format, a
két alfa és két béta alegység alkotta "agyi/brpergint” vagy fodrint az axoplazmaban, a
citoszkeleton elemeihez kapcsoltan talaltak 1&g A citoszkeletont a spectrin az axoplazmaban
taldlhato tovabbi elemekhebkient mitochondriumokhoz régziti, ugyanakkor a mitmiedriumok
felszinén is spectrin “hald” alakul ki. Emellettimhaz axolemma alatt taldlhaté subaxolemmalis
halézat vagy mas néven kortikalis citoszkeletorerfroran-szkeleton) alkotéeleme, a spectrin
ankyrinen keresztul illetve kdzvetlendl, tn. “nomkgrin-binding domain”-eken keresztil is
kapcsolddik integrans membranfehérjékfiéZ A spectrin részt vesz a szinaptikus vezikulak
kiGritésében, tovabba a fentiekben ismertetettosmiai lokalizaciéjanak megfel@&n a membran
szerkezeti integritasanak elengedhetetlen elendhldiszerepére példa a spherocytosidirkérkép
létrejotte, melynek hatterében az erythroid sjreserkezeti hibaja &f®* A calpain - fiziologias
folyamatokban igazoltan - képes a spectrin hasithsamembran szerkezetének atalakitasara, mint
példaul a myoblast fuzi6 sor&f

Mik6zben a spectrint a calpaiiziologiasaktivitdsanaka limitalt strukturalis proteolizisek
egyik feltételezett szubsztratjaként azonositogglyre nagyobb érddidés dvezte a calpain
“tllindukciéjd, azaz gpatolégiasszinti Ca*-koncentracié okozta enzimaktivalodas kovetkeztében
létrejo6\6 spectrin-lebomlas patofiziologiai szerepét kildiho
kérképekbehz’ls'18'40'41'68'84'137'223'248'250'.297
A fent emlitett immunsavoét felhasznalva- calpaieafikus spectrin fragmentumot (SBDP) talaltak
karosodott perikaryonokban és nekrotikus kornyeeelhelyezkatlaxonokbaff’ 12172225
calpain antagonistak adasaval pedig az allatokdioniélis felépiilése javithatonaknt?®’ 2%
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Ezek a modellek kivétel nélkil sulyos agy/gerinévadriléssel, kitejedt nekrotikus treg
képzsdésével jartak, tehat olyan folyamatokat vizsgaleakelyekben a Gajelentss mennyiségben
valik szabadda és kiterjedt membrankarosodas akakul

Arrol, hogy a diffaz agyseérilés soran/diffuz agydsodas kisérletes modelljeiben milyen
szerepet jatszik a a Eabedramlas indukalta szerkezeti fehérjebontassszeitacio alapjaul
szolgalo kisérletekt vartunk részletes informaciot.
A vizsgéalatok megkezdésestlkét feltételezés volt, az egyik szerint ,mindergy semmi” -alapon
aktivalodva excessive fehérjebontast indukal & @earamlas>*°¢ mig mas elképezelések szerint
a DAI-t a permeabilitas-valtozas alapjan elénazsgalatokban a tormagyokér peroxid jel6lt, tehat
permeabilitasi zavart szenvedett axonok finomszatestilsdgosan intakt volt ahhoz, hogy a fenti

elképzeléseknek megfeteproteolytikus ,amokfutas” bekovetkezését alatartramssd®™ 19419
1.5. Periszomatikus axonkarosodas és diffiz neurolisitkarosodas

Mig szer®d és munkacsoportja kutatdsaiésisrban az agytorzsi, kisebb részben a geridcvel
hosszupalyakban kialakuldé DAI vizsgalatara irargkiltmas kutatok a periszomatikus
régioban létrejod axonkarosodas és a kapcsolodo neuron vizsgaledasatottak
figyelmuket, illetve arra fokuszaltak, hogy ugyaolaz ebék, melyek diffiz axonk&rosodast
valtanak ki, okoznak-e diffuz eloszlasban, egyébk@nsziveti kornyezetben neuronalis
sérluléseket. E vizsgalatok megallapitottak, hogyarttal ellentétben — a sejttest kdzelében
kialakul6 axonszakadas nem feltétlentl vezet aaregyors halalahoz, hanem az érintett
neuronokban a sérilés kivaltasa utan a mitochomdiués a citoszkeleton épsége mellett a
durva endoplazmatikus retikulum /ER/ és a poliriimsak degranulacioja illetve a Golgi
ciszternak diszperzidja megy végbe.

Immunhisztokémiai (IHC) modszerekkel ezen idegkbge a fehérjeszintézis
atmeneti zavarat igazoltak, ami azonban hosszabélieltével sem feltétlentl progredialt,
szamos esetben ugyanis reorganiz4cio és az ulkast helyreallitodasa volt megfigyeltet
azaz az axonszakadas nem feltétleniil eredményagicsol6dé neuron gyors pusztuldat
Ugyanakkor az agytorzsi hosszupalyakban altalunkegfigyelt, idben elhtizédo
axonszakadassal ellentétben, a periszomatikush@gi(heocortex, thalamus) gyors, (15
percen belilli) axonszakadéas, majd kisétaller-féle degeneraci6 volt megfigyeltEY.
Ugyancsak ellentmond6 megfigyelés, hogy a hossgakan altalunk is igazolt axolemma
permeabilitasi zavar a periszomatikus régioban weltngazolhaté sem axontranszport-

zavart mutatd-, sem azt nem mutatd axonok korében

22



dc_14 10

A diffuz koponyatrauma kodzvetlen neuronalis hatakanzsgalata soran Singleton és
munkatarsai szamos elvaltozast irtak le. Nagy muddekilyd anyagokat hasznalva jélol
anyagként megallapitottak, hogy a traumat szentvedatonok egy részében az axonokhoz
hasonloan sejtmembran permeabilitasi zavar joe [@zaz az érintett neuronok felveszik az
ep sejtekbl a sejthartya altal kiszoritott tracer-t) a trauatan kdzvetlentl (mechanoporacio).
Ez az esetek egy részében gyors — nekrotikus hat@jtoz vezet, a permeabilitasi zavart
mutaté neuronok egy csoportjdban azonban a sugjtkgsodas jelei nem voltak
egyértelniien megfigyelheétek. Ugyanezekben az agyi régiokban ugyanakkor sejionan
permeabilitasi zavart nem mutatd neuronok is katésoszenvedtek, ezekben periszomatikus
axonlaesio vagy axonlaesiotol flggetlen stressziéalolt igazolhat6 szintén sulyos
ultrastrukturalis karosodas nélktit

A trauma pillanataban permeabilitasi zavart szeeitateuronok tovabbi vizsgéalataval
az is kiderult, hogy az érintett neuronok egy rbspéa sejtmembran helyreallitodik, e
neuronok ultrastrukturalisan épek maradnak. A neakeegy masik csoportja csak orakkal a
trauma utan szenved permeabilitas-valtozast. Mégieegfigyelés volt, hogy mig axonok
esetében altalunk bizonyitottan a permeabilita®zab egyiitt jar a calpain aktivalédasaval és
spectrin bontassal (calpain-medialt spectrin pigges, CMSP), addig a permeabilitasi zavart
szenvedett neuronok csak kis részében figyélimety CMSP, illetve a CMSP-t mutato
neuronok csak egy részében igazolhaté6 membranddass

1.6. Mitochondrialis karosodas diffiz axonkarosoddsan: apoptotikus folyamatok

aktivalodasanak elvi alapjai

A diffuz axonkarosodasra vonatkozo finomszerkeziesgalatok egybehangz6 megallapitasa volt,
hogy az axon-sérulés helyén karosodott mitochonurkuszaporodnak fel. Az érintett
axonszakaszokon mar 5 perccel a trauma utan badidies duzzadt mitochondriumok jelennek
meg, melyeknek &ltalaban mar krisztai sem lathdddkid Okonkwo felismerése volt, hogy e
jelenség morfolégiailag teljesen megfelel a mitauh@alis permeabilitasi tranzicids porus kinyilaséat
koéve® végzetes mitochondridlis duzzadas képének, azégardileg az axolemma karosodasanak
hatasara kialakulé intraaxonalis‘Caakkumulacié tovabbi kévetkezményének
tekinthe644’194’195’216'218'2.19

Maga a permeabilitasi tranzicio (“mitochondrialpeability transition”, MPT) jelensége
fizioldgias, a mitochondrialisan tarolt E&iaramlasaért, s igy a "€andukalta C4' felszabadulas"

kialakulasaért fel@k®**24%2"® Ugyanakkor a pérus "tulaktivalédasa" az 1.5 kDekolasuly alatti
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anyagok bearamlasahoz, kévetkezményes folyadékrad@odashoz, a mitochondrium
duzzadasahoz, a kidlisebb felllei membran kdvetkezményes szakadaséhoz s az organellu
pusztulasahoz veZ81%%3%° Ez a fajta tulaktivalodas akkor jon létre, amikor
citoplazmatikus/axoplazmatikus €adl tulkinalat Iévén a mitochondrium divalens katkat
halmoz fel, ezaltal fokozatosan felboritva a tramsebran potencialt.

Hasonldképp a poérus kinyilasat eredményezheti acalplain altal tortéhrészleges proteolytikus
emésztése®.

A MPT jelenségének kialakulasat hatékonyan gasotjanszplantacios gyakorlatban
szervkil6lkodes gatlasara —tartds adagolasban- hasznalt infitinna cyclosporin A
(CsAY49:70.91,96.125.134,178.235.275.209har g CsA-t kordbban trauma modelleken nemratieak,
tobb munkacsoport igazolta, hogy a szer alkalmaet laz ischaemias eredeteuron-karosodas
kiveédésére a mitochondriumokiikbdoképessegenek fenntartasa, s az ionhomeostasisdibitgsa
révéﬁlg,65,70,91,96,134,247,275,2.77

Az MPT jelenségének a DAI kialakulasaban jatszzatepe tisztazdsahoz doem
hozzajarult Okonkwo és Povlishock ttigelentsédi kisérleté®”, mely igazolta, hogy a CsA
harminc perccel a traumasél adva képes kivédeni a sértlt, tormagyoker peldezt akkumulalo
axonokban a mitochondrialis karosodas kialakula&d@tezen, huszonnégy oraval a trauma utan a
CsA-ebkezelt allatokban a béta-amyloid precurzor proteainozo, azaz megszakadt
axoplazmatikus transzportot mutatd, duzzadt axaeoizitdsa a DAI-nak kitett idegpalyakban
szignifikansan lecsokkelit. Tovabbi kisérletek azt is igazoltak, hogy a trawetitt, illetve utan
intraciszternalisan adott CsA a mitochondrium sezeeki egységének és funkcionalis allapotanak
megirzésén keresztll képes a proteolytikus folyamatolazaenergiahaztartas zavara altéldgdzett

tovaterjedését és felgyorsulasat megakadal§jbZi**>

Megforditva: a mitochondrialis kdrosodas
befolyasolasa kedvéZgatld) hatassal birt az intraaxonalis proteal&isalamint a citoszkeletalis
atrende#désre.

A michondriumok integritasdnak és a lokélis enefgieneosztazis fenntartdsanak a karosodott
axonok szerkezeti integritasanak réieagsében jatszott szerepét tAmasztjak ala azolgigyelések
is, melyek a hypothermia-kezelés j6tékony (axonigitdv) hatasara vonatkozngdHl. lent).

A CsA alkalmazasaval nyert megfigyelések tettéletare a DAI patogenesisének
teljesebb feltarasat, tisztazva a mitochondriurakdikarosodasa, a mitochondrialis
permeabilitasi tranzicios porus kinyilasa és aqoiyticus folyamat kibontakozasa kdzotti
kapcsolatot. A mitochondrialis permeabilitasi pdkusyilasa, melyet DAI-ban a CsA-kezelés
hatékonysaga indirekt modon igazolt, tovabba achdriumok elektronmikroszkoposan

megfigyelt morfologiai valtozasai arra utaltak, ladyan proapoptoticus mediatorok
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szabadulhatnak fel a karosodott axonokban (cytoclro, apoptosis aktivalo faktor /APAF/,
apoptosis indukalé faktor /AIF/), melyek tovabbinégjebontd enzimek aktivalédasat is
maguk utan vonhatjak, igy a caspase enzimcsaladssseammal jelolt, az apoptdzis
folyamataban kulcsszerepet betdtgja is aktivalodhat182:245:266.267.278

Ez az enzim a béta alegységnél timadva - szemtmpainnal — irreverzibilisen hasitja a spectrin
molekulat, ami ekkor teljes mértékben elveszitienthranhoz valé kétés képességéf2?
Tovabba, dizetes vizsgalatok eredményei szerint, a caspaseti@ges aktivalédasa a calpain
fiziologias gatlo enzimjét, a calpastatint is hasitovabb gerjesztve ezzel a calpain
aktivitasat’®29®2>" 288 Ezen folyamatoknak az axonban toété@setleges aktivalédasanak egyenes
kovetkezménye csak az irreverzibilis axonkarosdeldest.

Elvi kérdés természetesen, hogy az apoptotikusrezkza neuron/axon-karosodas
klasszikusan nekrotikus eretleek tartott modelljében, a DAI-ban szerepet jatsriae?
Koponyaseérilés soran a mechanikai energia okogidlegjes karosodas mellett masodlagos
autodestruktiv folyamatok is elindulnak. Allatkigéekben az alkalmazott modell tipusétol,
az eBbehatéds nagysagatol, néinds életkortdl, sejttipustol és agyi régiotol fagg
kulonbo® sejthalal-mechanizmusok aktivalodnak. Az elmutizad kutatasai soran egyre
tobb bizonyiték giit 6ssze a stroke, a neurodegenerativ betegséaiaknwmt a neurotrauma
tertletén, amelyek megkéijeélezik a jelenleg is érvényben Eynekrozis- apoptdzis”
paradigma helyessé§ét
Jelenlegi ismereteink szerint a sejthalal-mechansok jellemezhék egyrészt a
mikroszkopos, illetve ultrastrukturalis morfologk@ppel (fenotipus), valamint a genetikai
program megvalosuldsa soran zajlo génexpressZzitoz &gokkal (genotipus). A klasszikus
nekrdzis a membranintegritas megszsével, duzzadassal, a sejtorganellumok szétedgsév
valamint gyakran gyulladasos infiltraciéval jardylamat. A korabbi elképzelésekkel
ellentétben, amelyek a nekroézist kaotikus, mindenfézérlést néelkildzfolyamatnak
tartottak, Ujabban génexpressziés valtozasoka&a¥sfiiggs, aktiv proteolizist is sikeriilt
igazolni, példaul Nematodakban. A mechanizmus lanizsnének a Ca - aktivalt cisztein
proteazt, a calpaint, valamint azdderban a lizoszOmakban megtalalhato katepszint
tartjéléio,132,268,29'5
Az apoptézis a klasszikus definicié szerint a fogzis soran megleldsen konzervalt,
fiziologias folyamatot jelez, amelynek szerepe @sti homeosztazis fenntartasa.
Jellegzetessége a kromatinkondenzacidé, a magfragniéna sejtzsugorodas, valamint az
apoptotikus testek képdése, amelyeket makrofagok takaritanak el. Mived@aptozis

szemben a nekrézissal bizonyos fokig energia igefolgamat, ezért efsorban az

25



dc_14 10

ischaemias vagy traumas sérilés nekrotikus fokkisdd elhelyezked ,penumbra” tertleten
fordul elb. Kulcsenzime a caspase, az aszparaginsav nfekdtt (,cisztein-") proteéz,
amely intrinsic (mitochondrium karosodas) és exidr{,halalreceptorok”) maédon
aktivalodhat.

Az apoptdzisnak ugyancsak ismert caspase-tol flegglirmaja is, amelyben kilonhéz
faktorok — mint az AIF vagy endonukledz G (mitoctinalis nukleaz) — medialjak a
programozott sejthaldlra jelleiifenotipus megjelenését®:

Egyes vizsgalati eredmények szerint a sejtet edlins (jelen esetben a mechanikai
energia) efssegéil, a Ca2+-felszabadulas mértéietlletve az intracellularis ATP-szirdtt
filgg, hogy a sejt a nekrotikus vagy az apoptotikias valasztj&. Feltételezik azt is, hogy az
egyik Ut gatlasa a masik iranyaba terelné a sejtplés kivitelezését®*?% Természetesen
mind a nekrdzis, mind az apoptdzis csak abbdl atgenlag ebre meghatarozott
eszkozkészleth (jelatviteli utak, effektor proteazok stb.) vabpat, amelydl a fiziologias
mitkodések i§*. Ezért az élettani illetve a killonkibmoxak altal elinditott patolégias
folyamatok a genotipusukban és ez altal a fenatifhemn is hasonlithatnak egyméshoz.
Egyes szefik a nekrdzist €s az apoptdzis egy képzeletbelitapmkkéet szélén helyezik el,
amely kozott barmilyen ,hibrid” éfordulhat®. Masok nekrézis, ,nekrézis-s#&r
,apoptozis- szét’, és apoptdzis kategdridkat hasznaliak’®**! Az eddigiekis! jo! kitiinik,
hogy — habar kilénbézsejthalal-tipusokrol beszélink, és azok igen kexgik — ezek
gyakran ugyanazokat a szignaltranszdukcios utaearialjaR®. A kaszkadok effektorai az

Ve

a caspase kozott feltételezett parbeSZé&d
1.7. Diffuz agyseéruléshez tarsuld gerincvélkarosodas

A DAI kialakulaséara vonatkozé ma elfogadott, feddzletezett elgondolasok alapiet
szerepet tulajdonitanak a sérulést kivalté meclzdeikk (gyorsulas-lassulas, centrifugélis
erd) hatasara létrej@vaxonkoteg-vongalédasnak, melyek az ismert ,pridiés helyeken”
(subcorticalis fehérallomany, corpus callosum, agg) hoznak létre diffiz axonalis
karosodasdt® "

Ragcséalokban a fenti elvaltozasokat legmegbizhatdllz an. impakt akceleracios
vagy suly-ejtési modellekben tudjulbeézni, melyek 1ényege, hogy az agytérzsben az
axonkarosodast az alatamasztott fej tetejére gjitthatasara a craniocervicalis atmenetben

létrejows hirtelen flexio (a fehérallomanyi palyak megny@jkozza létré®?'8 Annak
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ellenére, hogy a sériilés mechanizmusa alapjanusgilina, hogy a gerincvden is
létrejojjenek karosodott axonok, ilyen jellegizsgalatok alig torténtek.

Lighthall** kézvetlen agykérgi sértést kivalté (controlledtimai impact, CCI) modellben,
Hamberge? pedig rotaciés gyorsulasi modellben irt le elsadiarosodott axonokat az
agytorzs és a gerincvéeitmeneti szakaszan (cranio-cervicalis atmenet).CCJ

Emberben csak anekdotikus kézlésként emliti Sharimugy ,megrazott gyermek
szindrébméban”, azaz ,shaken baby syndrome”-(SBS3tém a nyaki gerincuiden
ké&rosodott axonokat |4t6tt.

A jelenség szisztematikus vizsgalatara mindeddigiellenére nem kerilt sor, hogy az
axonkérosodas esetleges kimutatasa tampontot adhdtimman esetek igazsagugyi orvos
szakérbi boncolasanak kiterjesztéséhez (gerinévetegmentumok részletes elemzése)
illetve az axonszakaszok vongalodasat kéeeonkarosodas vizsgalata a spondylotikus
myelopathia illetve a centralis gerinctedériilés koreredetére vonatkozodan is Ujabb addtokka

szolgalhatna.
1.8. Prognosztikai faktorok, biomarkerek szerepe aulyos koponyaseériiltek ellatasaban

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben tobit fidlsz&z, neuroprotektivnek tartott szer
illetve eljaras klinikai kiprobalasa tortént megegma legigéretesebbek (N-metil-D-
aszparaginsav /NMDA/- és 2-amino-3-metil-(3-hidrdximetil-izoxazol-4-il)- propionsav
IAMPA/-receptor-antagonistak, szteroidok, lipidpdd#z-gatlék, gyokfogok, Cacsatorna-
blokkolék, hypothermia) is kudarcot vallottak?"

Ennek hatterében nemcsak a terapias modalitdsoknmegyfeleb megvalasztasa, hanem a
terapia hatékonysaganak megitélésére alkalmazaszeéek (Glasgow kimeneteli skala,
koponydiri nyomas/perfizié) nem megfeletrzékenysége is &f. Mindez felkeltette az
érdekbdést olyan, az agysérulés kivaltotta kérfolyamatakbpecifikusan kapcsoldédd
biomarkerek irdnt, amelyek megfélalégpontként kdthetik 6ssze az allatkisérletes
modelleken tortéh alkalmazast és a klinikai kiprobalast.

A GCS alkalmazhatésagat a vitathatatlanul cseki&ygz eredményeket kbnnyen
befolyasolo, az egyes értéklkozt fellelhet pontozasi kilonbség illetve a korsketlatasi
protokollokban alkalmazott korai mély sedatio émitazitas korlatoz24*+#*

A koponya-CT-felvételeken szamos, a sériilés kiégére utald és a kimenetellel is
kapcsolatba hozhat6 elem lathat6 (fokalis sériéldedata, kamra kompresszio, kozépvonal-

diszlokacio, bazalis ciszternak kompresszioja),daronaltal, kilondsen diffuz elvaltozasok
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s s

esetén, a vizsgalat specifikussaga, szenzitivéasgy prediktiv értéke is kicsi, raadasul a
beteg szallitasat feltételéA

A koponya MR vizsgalata, kulondsen a T1-viztérképiffzid sulyozott vizsgalatok,
illetve a diffuzids tenzor képalkotas valamint Igban a haemogradiens illetve ,SWI"-
vizsgalatok a diffuz karosodas mertéias adhatnak felvilagositast, de sem a vizsgakat &
sem idigényessége, sem pedig specialis technikai fedtiglR-kompatibilis respirator,
monitor stb.) nem teszik letiat rutinszei alkalmazasat ®*107:189.236.270

A korszefi neuromonitorozas soran nyert adatok (kopényayomas, artérias
k6zépnyomas, agyi perflzidos nyomas, vergazeértaglszoveti oxigénnyomas) ésorban a
primer karosodas sulyossagara és az esetleges safgndlagos karosodas kialakulasara
figyelmeztetnek, &m ezek a paraméterek sem adf@kriaciot az agyban zajlo biokémiai
folyamatokrof?9°:2%2

Tobb évtized alapkutatasi vizsgalatai ellenére smmdelkezink olyan specifikus
laboratériumi vizsgaldeljarassal illetve agy meileon-line” agyviz vagy szérum-analizist
lehetivé tewb ,point of care” diagnosztikai eszkozzel, mely a&oyasériilés sulyossagarol/a
varhato kimenetedit, a masodlagos karosodasok jelentkeZz@sietve a terapia
hatékonysagarol azonnali informaciot szolgaltatna.

Az idedlis biomarkerrel szemben tamasztott alapektarasok az alabbiak: véib
és/vagy liquorbdl kimutathat6 legyen, megjelenéggén aranyos a mechanikai
erdbehatassal és a sértlés nagysagaval. Fontos éilesdg, és a nagy szenzitivitas.
Lehebleg a sértlést kovéen rovid latenciaval jelenjen meg a testnedvekbariasson jol
definialt idsbeli eloszlast°2%

Sajnélatos modon azok a feltételezett biologiaikeaak, melyekhez kordbban nagy remeényt
fuztek, mint a glialis fibrillaris acidikus protei®GEAP) vagy a neuron specifikus enolaz
(NSE) csupan az un. ,surrogate”, ,helyett&siharker szintjét érik el, azaz legfeljebb
utalhatnak bizonyos jelenségekre, de specifikukdmoai folyamatokrol nem adnak
informaciot®,

A fent felsorolt 6sszes elvarasnak leginkabb azedghérjebontod folyamatok hatasara
keletke®, egy specifikus enzim-aktivalodasat kézjegy-sepijeld fehérje-lebontasi

termékek (,signature protein”) felelhetnének meg.

1.8.1. Spectrin és lebontasi termékei
A spectrin nett szerkezeti fehérje jelefgégére és lebontasanak potencialis

kovetkezményeire a korabbi szakaszokban részbeRitgérink, réviden dsszefoglalva: a
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non-erythroidull-spectrin (280 kDa) a corticalis citoszkeletayyi f6 komponense.
Elsésorban a preszinaptikus terminélokban, illetvengétyfonalak subaxolemmalis
kompartmenjében fordul &*%*?°7 Az ut6bbi két évtized vizsgalati eredményei
bizonyitottak, hogy a spectrin mind a calpain-, dnéncaspase-3-medialt hasitas szubsztratja.
Amig a 150 kDa nagysagu lebontasi termék nem skesi{mindkét enzim képez ilyet),
addig a 145 kDa molekulatomieg calpain, azaz a nekrotikus folyamatok, mig ak2a
nagysagu degradatum a caspase-3, apoptoticus proikadésére jellenig 2424829
A spectrin agyi ubikviter jellege alapjan alkalmakrint a sejtpusztulas és az axonkarosodas
kimutatasara, amelyet szamos allatkisérletes nmatelts human vizsgalatban
bizonyitottak!>197:198:225

Habar a koponyatrauma altal kivaltott fokélis Wetdiffiz agysérilések elt&¢mddon
jonnek létre és klinikai manifesztaciojuk is kul@aB, hasonld biokémiai folyamatok mindkét
forma progresszidjaban szerepet jatszanak. llygarimat a calpain €s a caspase aktivalédasa
igtt4115.175,200225 7 o Kkgvetkeztében specifikus spectrin-degragéeidnékek (SBDP)
felszaporodasa figyelhtmeg az agyszovetben mind allatkisérletekffehi® 2?4 mind human
koponyatraumat kovéen® illetve kisérleti allatokban az agyvizb&h
Allatkisérletben az SBDP-liquorszint szignifikarmelkedését észlelték 24—72 6ra kozott,
valamint korrel&ciot igazoltak azérehatas ésségével, illetve a laesio nagysagatvaiz
SBDP Kklinikai alkalmazasaban @jehetségeket a disszertacio alapjaul szolgald
vizsgalatokig csupan kis betegszamu, csekély stiiss ereji, ,peer reviewed”
publikaciéban nem kozolt &etes human vizsgalatok soran elemé?iélzek soran néhany
sulyos koponyasériltben a spectrin- és SBDP-szstighifikans emelkedését észlelték a
nem-sérilt kontrollokhoz képest.

1.8.2. Prognosztikai modellek

Mikdzben a biomarkerek kutatasat az agysérilésratedet illetve sulyossagat jélegyik
legigéretesebb lehetséges iranynak tartjuk, érdathedanteni, hogy a rendelkezésre allo
klinikai adatok elemzésével milyen (prognosztikiidyetkeztetéseket vonhatunk le.

Tobb korabbi vizsgéalat elemezte a pupilla atijegrek, az areactiv tag pupillanak, a
sérllés utan eltelt fshek, a beteg életkoranak valamint a CT vizsgakdrmenyének
viszonyat a varhat6 kimenetellel. Mik6zben e faékat, mint a kimenetel fliggetlen
prediktorait azonositottak, kevés rendszerezesipétat nydjtott a sérilés varhato

kimenetelére vonatkozo -a klinikai gyakorlatbandkaln hasznalhato- informaciot.
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Mivel a korai szedacié a GCS prognosztikai értééten csokkentette, a vizsgalatok
egyik 16 célpontja az etsCT felvételeken lathato elvaltozasok klasszifikgaiett. Et6l a
felismerésil vezérelve Marshall és mtsai. 1991-ben létrehoetaka beteg felvétele utan
rutinszefien készitett etskoponya CT vizsgalat elemzésén alapul6 rendszedty a sulyos
koponyasérulteket hat kategoriara osztja. Ez aztées diffuz sértlések négy csoportjat
kulénbozteti meg, etsorban a kozépvonal eltolédasa illetve a baz&igteinak allapota
alapjan, valamint a 25chmél nagyobb - vérzésre utal6 — magas vagy keesrzitasu laesio
sebészi eltavolitasa/eltavolithatosaga alapjarbtuvéet kategoriat ir le. Ez az alapien
diagnosztikus célu rendszer széles korben eltegsdtgyre tobben kezdtéek alkalmazni
stlyos koponyasériiltek varhaté kimenetelének miéggée 4226108

E beosztasbdl kiindulva 2005-ben Maas és mtsaghérztak egy elisorban a
Marshall-féle beosztast alapul vevmmaron elédlegesen prognosztikai célzatu
pontrendszert, az un. Rotterdam score-to$tidban a Marshall kategorizalas tomeges
laesiokat leird két - prognosztikai célokra megtében elnagyolt - csoportjanak finomabb
differencialdsaval értek el attorést, oly modorgyhpontértéket adtak a kamrabastor
vérzesnek, a traumas subarachnoidealis vérzéstakinhaz epiduralis vérzésnek. Maas
nemrégiben Marmarou munkacsoportjaval kézosen Bihbgatott kutatasok adatbazisainak
tomegét dolgozta fel, megalkotva az IMPACT-adathtdzizzal a céllal, hogy azonositsak a
kimenetelre vonatkozo legjib tulajdonsagokat illetve egy olyan internetesladzst
hozzanak létre, amely a széles kérben elérbekoterapias prognosztikai honlapok mintajara

néhany paraméter belitésével értékélkinenetel-becslést adhé 4’ ++27?
1.9. A diffaz axonalis kadrosodas terapias befolyatisat célzé vizsgalatok

Miutan Povlishock és munkatarsainak fent részlétezzesgalata kapcsan egyértdine valt,
hogy a DAI nem azonnal létrejé\axonszakadas, hanem egy 6rék alatt progredidfarfuit
eredmény&“ a komplex patomechanizmusnak megtaaltobb tamadasponton is kutatasok
kezdbdtek a karosodas mérséklésére, illetve kivédéseére.

A DAI- illetve altaldban a koponya-agysérulés kbrémnatanak komplexitasa, a nekrotikus és
apoptoticus enzim-kaszkad egyitlektivaldédasa, a masodlagos karosodas jelenségjaraka
terapias megkozelitések altalanossagban két ytatdednek: a tobb tAmadasponton hato
kombinalt kezelés illetve az egyes korfolyamatoddetkiv blokkolasan alapul6 stratégia
alkalmazhatt'®**? A patobiolégiai folyamatok pontosabb megismerégéttdbbi, mig a

klinikai kezelést az ébbi megkdzelités szolgalhatja jobban.
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A mitochondriumok funkcidjanak mégzésen keresztil az axonok integritasat
fenntartani képes eljardsok vizsgélata (hypother@yalosporin-A kezelés) segitette a
mitochondrialis karosodas kéroki szerepére, az piops enzimek aktivalodasanak
lehetiségére iranyulo tovabbi, a jelen disszertacio atd@pe# vizsgalatok kibontakozasat.

A calpain szelektiv gatlasara vonatkozo vizsgalatekcsak az axonkarosodas
kivédésének lehéségét vethették fel, hanem az eddigi patobioldgitételezések
helyességét is igazolhattak.

A PACAP mind a nekrotikus, mind az apoptoticus &whatok kdzvetett befolyasolasa
révén lehet axono-protektiv hatasu, a szelektiv PARibitor pedig szintén a

mitochondriumok rikodoképessegenek mégése atjan fejtheti ki a DAI-t gatlo hatasat.

1.9.1. A mitochondriumok integritasa és az axorgtisrgia-haztartas mégzése

Az axonkarosodas gatlasara ad alkeres beavatkozas a feltelet a mitochondrialis
energiahdztartds mé&geése és az axolemma stabilizalasa révén hatodia@tithypothermia
kezelés volt**. A contusiés agysériilés allatkisérleti modellj¢herauma utan révid éoh
belul (<25 perc) alkalmazott terapias, kbzepes tojiothermia (32°C) szignifikansan
csokkentette az axonduzzadast/ballonkdpzt mutatd axonok szamat. A korai kontrollalt
hypothermia axondlis védelmet nyujté hatasdkbsa difflz agykarosodast kivaltd
modellekben is igazolast nyert mind az axonduzzhdfsnképsdés (APP-pozitivitas}® >’
mind a CMSP és az NFC tekintetéBehn? Ugyanakkor tébb vizsgalat igazolta, hogy a
felmelegedésnek lassu, fokozatos formaban ke#ndie, a tul gyors visszamelegités ugyanis
az axonkarosodas Ujboli fetabdeését okozza, mely hatds az immunophillin taonadisal
(FK506,1d. len)) ugyanakkor részben kivédié&t’ 2%

A terapias jelled kutatasok egy masik csoportja is a mitochondriumeggritasanak
megirzesét, ezaltal a lokalis energiahaztartas feragattilletve a cytochrome-c (cyto-c)
felszabadulasdnak és a kévetkezményes caspasacidtiak a megakadalyozésat célozta.
Okonkwo és munkatarsai egy, a klinikumban mar imsaupresszansként bevalt szert, a
cyclosporine-A-t (CsA) vizsgaltak. E vegytlet képégsdni a MPT-porushoz (Id. fent),
megakadalyozva annak kinyilasat, ezaltal csokkemtwitochondrialis karosod&&t
A kisérletek igazoltak, hogy a mitochondriumok faidfanak fennmaradasa esetén az
excesszfv mértékben bearam|& Caltavolitasat védrzfolyamatok energiaigénye fedezbiet
és igy a C&-indukalta strukturalis fehérjebontas féke#hébvetkezményesen az axonélis

citoszkeletalis elvaltozasok megehetel® 8
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Az NFC befolyasolasaban megfigyelt jotékony hatédlett a CsA az intraaxonalis
transzportzavart mutaté axonok szamat is szignika csokkentett& 18187
A CsA-val kapcsolatos legutdbbi klinikai vizsgalaigazoltak, hogy a szer emberben is
biztonsagosan alkalmazhato, igy léiség nyilhat a tényleges klinikai kiprébaldsta

Az MPT-porusokra kifejtett hatasa mellett a CsA&admos egyéb, hozza hasonloan
az immunophillinek csaladjaba tartozo6 vegytilet lsépealcineurin gatlasara is. Ismert, hogy
a citoszkeleton integritdsdhoz elengedhetetlemibfoa neurofilamentek foszforilalt
allapotanak fenntartasa. A calcineurin egy foszfaadnely gy karositja az axonalis
citoszkeletont, hogy a neurofilamenteket — defadiZfguk utjan — hozzaférhiibé teszi a
calpain szamar&® igy gatlasa j6tékonyan befolyasolhatja az axars@uas
folyamatat®>*?*° Az immunophillinek kéziil az FK506-rél (tacrolimusikeriilt kimutatni,
hogy az axonduzzadast mutatd neuritok szamanakestidse révén kedvéhatasa van
diffaz trauméas axonkarosoda&*?illetve kiilonbos agysériilési modellekben alkalmazott
hypothermia kezelés esetén a felmelegedési szaklmmhaz axonalis, mind a neuro-
vascularis karosodast kivedi.

1.9.2. A calpain gatlasa
A diffz axonkarosodas mechanizmusanak ismeretéhetbi terapias lehé&tégnek
tarthatjuk a calpain enzim- és igy a calpain-medigéctrin proteolizis gatlasat. Korabbi,
contusiés traumamodellben a calpain gatlasavaletégzsgalatokban valoban az NFC és a
spectrin-degradéacios termékek képésének csokkenését figyelték ffégA calpain gatlasa
javitotta a trauma utani funkcionalis kimenetekétis agykarosodas esetéf?® ugyanakkor
e j6tékony hatas mogott nem sikerllt Western Hlékahisztologiai médszerekkel cstkkent
CMSP-t kimutatrfi*®.
Hasonléan ellentmondasosak az eredmények a diffparkyatrauma egér-modelljében,
amennyiben ez esetben sem kisérte a javulé neiabldgenetelt csdkkent neuronalis
CMSP az agykéregben illetve a hippocampusian
A calpain-medialt struktarfehérje-bontasnak a DAtdredetében jatszott, a disszertacioban
részletezentlszerepének ismeretében joggabdétt fel, hogy a calpain antagonistak
funkcionalis kimenetelre gyakorolt j6tékony hatésaa contusiés elvaltozasok méretének
valtozatlansaga kozt feséigllentmondés oka az e modellekben is kialakuléegddig nem
vizsgalt diffuz sérulés-, elsorban az axonkarosodas gatldsaban kerésend

A korabban leirt és sikerrel alkalmazott calpaimtorok kereskedelmi forgalomba —
kulonbo® okok miatt- nem kertltek. Kisérletes kiprobalészaviDL-28170 allt
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rendelkezésre, melyet azaéllitdé cég ajandékozott a vizsgalatok elvégzéséheMDL-
28170 egy sejt permeabilis peptidil-aldehyd, széledalpain inhibitor, mely arteria cerebri
media- (MCA-) filament occlusiés modellben mar igia neuroprotektiv hatdsat. A szer
hatranya rossz oldhatésaga, s az oldészer koveétazkialakulo lagyrész-elhalas

lehetisége, mely klinikai kiprébalasanak gatat sZab

1.9.3. Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivgdolypeptid (PACAP) alkalmazésa
A DAI kérfolyamataban mind a nekrotikus mind az pfmicus enzim-kaszkad szerepet
jatszik, ezért azok az eljarasok, melyek feltébetmindkeidt gatoljak, kiemelt figyelmet
érdemelnek. E keis tamadaspont kulondsen azeért kap hangsulyt, pgeseslképzelések
szerint az apoptotikus folyamatok gatldsa az ebektanszport-lanc disszociécioja illetve a
cytochrome c felszabadulasa, azaz a mitochondkiafissodas létrejétte utan mar nem
eredményezheti a neuron megmenekilését, csupqoptoticus sejthalal helyett a
nekrotikus kaszkad aktivalédasat, tehat a két emiimns folyamat kozti ,shiftet” idézi &t
(Id.feny.
Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivalo polypgeb(PACAP) szerkezetileg a vazoaktiv
intestinalis peptid (VIP)/szekretin/gliikagon cs@adartozik, melyet ékz6r a
hypothalamusbdl izolaltak’. E fehérjét Miyata és munkatérsai hiisz éve mint a
hypothalamusban terntel peptidet irtak le, mely a hypophysisben az adéaylgclase
aktivitast emeli és neuromodulacios funkcidja nebekézponti- illetve a periférias
idegrendszer terliletén szerteagazo, részben igazawdurotrophicus és neuroprotectiv hatast
fejt ki"?®* Antiapoptotikus képességét igazolja, hogy angsel sériilés extraduralis
staticus compressios modelljében a gerirtiaoptozis szignifikans csokkent&¥anellett a
gerincveb atmetszés modelljében kivédte a TNF felszabadtiést koponyasériilés
kisérletes modelljeben a PACAP-mRNA ,upregulatibga apoptoticus sejtek parhuzamos
csokkenésével jart egytitt Mindazonéltal a PACAP pontos sejtstifiatasai csak részben
ismertek.

In vitro mind antiapoptoticus, mind gyulladascsokkematasait leirtak. A kisagy
granularis sejtjeiben szignifikdnsan gatolta a aaep3 aktival6dasSt. Ugyancsak gatolta a

118121l etve

microglidlis pro-inflammatoricus cytokine és nitérgoxid felszabadul&$
serkentette az anti-inflammatorikus IL-10 cytokiremebdését®. A PACAP tobb olyan gén
Lupregulatiojat” inditja el, melyek a neurotoxidtalleni védekezésben szerepet jatszanak,
ezek koze tartozik a cytochrome P450 és a fibrabladvekedési faktor (FGF) regulalt

fehérjé®. A peptid a glutamat transzporter és szintetazesgzio fokozasa révénsskgiti az
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astroglia glutamat felvétefét A glutamat indukalt toxikus hatasok kivédésékazott
szerepét tébbek kozt corticlis és retinalis nedemyészetben igazoltak *92*3
A PACAP egyik tAmadéspontja szintén mitochondridlisérleti kbrilmények kdzott gatolta
a mitochondridlis kalcium felvétel hatasara létvéjakonitaz-inaktivalodast, fenntartva ennek
a mitochondridlis eredgta neuronok ritkodokéepessegeéhez nélkiuldzhetetlen enzimnek a
funkciojac®.

In vivovizsgalatok alapjan igazolédott, hogy a PACAP &ijwér-agy gatori*°
illetve egyarant hatasosnak bizonyult patkanybagretesen éidézett globalis és fokalis
agyi ischaemia étt, és utan adva, valamint retinalis degeneraaéeen i%°. Viselkedés-
vizsgalatok alapjan kimutatték, hogy Huntington-k8etében a PACAP-al&kzelt
patkanyokban hyperkinézia egyaltalan nem alakuyk kiz aszimmetrikus mozgas is meénsz
a kezelés utani 10. napdh A Parkinson-kér allatkisérletes modelljébeRACAP-al tortéi
elokezelés csokkentette a hypokinézia sulyossagatmvatiaeljes felgydgyulashoz és az
aszimmetrikus tiinetek meds®séhez vezetett a kezelés utani 10. f&pon
A peptid diffuz agysérulésben jatszott esetlegeskny szerepél ugyanakkor a disszertacio

alapjaul szolgal6 kisérletek megkezdéseig semmiiraatat nem allt rendelkezésre.

1.9.4. A PARP-gétlas
A PARP-ot DNS-javité enzimként ismerték meg. Azidativ-) stressz hatasara kialakul6
DNS torés indukalja aktivalodasat, melynek kovethéryeként a NAD-rol ADP-rib6z
egyseégeket transzferal nuklearis fehérjékre. Eendkivil energia igényes folyamat
halmozott stressz hataséara kialakul¢ tikodésével a NAD depléciojat, ATP vesztést és a
sejt energia-homeosztazisanak 6sszeomlasa rénhakilat eredményezhhi

Mik6zben a PARP hosszutavu gatlasa elvileg mutagsinés cancerogenesist
indukalhat, az akut szakban hozzajarulhat az emdr@gitartas rendédéséhez, az energia-
homeosztazis fenntartdsahoz.
Komjati és munkatérsai a kdzelmultban (2005) megébttdk, hogy a PARP-gétlas nemcsak
a szabadgyok (ROS)-indukalta nekrozist gatoljaAz-en keresztil a PARP kozvetlendl
szerepet jatszik az apoptoticus folyamatok elisditén is €és az NF-kappaB-uton keresztul
inflammatorikus cytokinek és mediatorok felszabadét is modulalj&’.

Az elmult években a koponyasérilés kiléribgmdelljeiben szadmos PARP-inhibtort
teszteltek, igy a PARP-inhibitor 3-aminobenzanitlex®ly szignifikAnsan cstkkentette a

hideg-indukalta agysériilés-modellben kialakulbim&ierjedéséf®.
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Erdekes ugyanakkor, hogy hasonl6an a calpain géglasoprotektiv hatasahoz, a PARP-
inhibicié soran sem sikertlt eddig minden esetledtarhi a kedvek klinikai hatas
patomorfologiai hatterét. A lateralis folyadék pessios modellben LaPlaca és munkataf3ai
igazoltak, hogy a PARP inhibitor GPI 1650 szigrafilsan csokkentette a laesio mértéekét,
anelkdl, hogy a TUNEL-pozitiv sejtek szamat csok&#r volna. Mas vizsgalatok javuld
funkcionalis kimenetelt talaltak valtozatlan mérsériilés mellet?.

A fenti vizsgalatok nem tértek ugyanakkor ki az LERal okozott ,jarulékos” DAI
elemzésére, igy a disszertacio alapjaul szolgalegailatok soran azt a feltételezést is
vizsgalni kivantuk, hogy a morfologiai vizsgalatekkem egyértelfien magyarazott

kedves funkcionalis kimenetel hatterében allhat-e a DAll@séra gyakorolt hatas.
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2. CELKIT UZESEK

l. A diffuz axondlis kdrosodas kialakulasanak vizsglata - Fehérjebonto6 folyamatok
szerepe a diffaz axonalis karosodas koreredetében |

1., C&" indukalta protedzok (calpain) aktivalodasanakatgea diffiiz axonkarosodast
eléidézs kisérletes neurotrauma modellben

2., A calpain-mediélta szerkezeti fehérje bontésée idbeli kialakuldsanak leirasa

3., Kolokalizacios vizsgalatokkal meghatarozni fpae-medialta szerkezeti fehérje bontas és
a DAI soran kialakul6 tovabbi korfolyamatok (axapt@atikus transzport zavar,

citoszkeletalis kompaktalodas) tér- éshdli viszonyéat

4., Fény-és elektronmikroszkopos Kstjeldléses vizsgalatok egysisitésére szolgald IHC

eljaras kidolgozasa az axonkarosodas korfolyamakaiizsgalatara

ll. A diffaz axondlis kdrosodas kialakulasanak vizgalata - Fehérjebontd folyamatok
szerepe a diffuz axonalis kadrosodas koreredetébeh |

5., A difflz axon-sérllés soran létrefomitochondrialis karosodas fény-és
elektronmikroszkopos bizonyitékainak feltarasa

6., Apoptoticus folyamatokban szerepet jatsz0 eieztrotedz-kaszkad (caspase)
aktivalédasénak vizsgalata diffiz axonkarosodasilta kisérletes neurotrauma modellben
kulonds tekintettel a proteolytikus folyamatoknakn@ochondrialis karosodassal vald
0sszefluggésére

7., A diffdz axonalis karosodasban szerepet jafszérjebont6 folyamatok kapcsolatanak

tisztdzasa

lll. A diffiz axonalis kdrosodas kialakulasanak vizsgalata — Diffuz agysériléshez tarsuld
gerincveldi axonkarosodas

8., A difflz axonalis karosodas mértéke és az iwAltb energia 6sszefliggésének leirasa
9., Az akceleracios - deceleracios mechanizmusalakkilo koponya/agysériléshez tarsulo,
tavoli (gerincvebi) DAI jelenségének igazolasa

10., A gerincvali DAI és az azt kivaltd, a koponyara haté mecharekergia

Osszefliggésének vizsgalata
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IV. A Pécsi Sulyos Koponyaseértlt Adatbazis feldolgasa

11. Fehérjebonté folyamatok kimutatasa koponyasskiién: alkalmazott klinikai kutatasok -
A diffuz agysértlés soran aktivalodo fehérjebomtigdmatok azonositasa sulyos
koponyasériltek agyviz mintainak elemzésével

12. Prognosztikai faktorok azonositasa sulyos kgaagyseériltek ellatasa soran

V. A diffuz axonalis kdrosodas kisérletes terapidbefolyasolasa: a fehérjebont6
folyamatok gatlasanak vizsgalata

13., A szelektiv calpain-inhibitor MDL-28170 hataa& elemzése: az axonalis karosodast
jelz6 IHC markerek vizsgalata

14., A szelektiv calpain-inhibitor MDL-28170 hatasl elemzése: az axonélis membran-

permeabilitasi zavar gatlasanak vizsgalata

VI. A diffaz axonalis kdrosodas kisérletes terapiabefolyasolasa: a nekrotikus és
apoptoticus folyamatokat gatlé pituitary adenylatecyclase activating polypeptide
(PACAP) hatasanak vizsgalata

15., A PACAP diffaz axonalis kadrosodast befolyadapességének felmerése: traundiit el
adott polypeptid hatasanak elemzése, dozis-hatde délallitasa

16., A PACAP diffaz axonalis karosodast befolyadatpességének tovabbi vizsgalata:
terapias ablak meghatarozasa

17., A PACAP axonoprotektiv hatadsanak vizsgaldb#htovabbi allatkisérletes modelljén: a

centrdlis folyadék-perkussziés modell elemzése

VII. A diffdz axonalis karosodas kisérletes terapia befolyasolasa: az apoptoticus
folyamatokat gatl6 PARP-inhibitor L-2286 hatasanakvizsgalata
18., A PARP inhibitor L-2286 axonalis kdrosodasduinkcionalis kimenetelre gyakorolt

hatasanak elemzése DAI allatkisérletes modelljében
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3. ANYAGOK ES MODSZER
3.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez 300-405g Wistar (Charles River, &abt) és 365-400g sulyd Sprague-
Dawley (Charles River Laboratories, Raleigh, NGkpaayokat hasznaltunk, az allattartas- és
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-modelle®®

3.2.1. Kisallat-narcosis

Mitét ebtt a patkanyokat egy plexibkészilt dobozban 4 % isofluran (Forane, Abott,
Magyarorszag), 70 % J0 and és 30 % £keverék segitségeével elaltattuk majd O niéret
Miller laryngoscope lapoc és méretre vagott szilikobus alkalmazasaval orotrachealisan
intubaltuk. A niitét ideje alatt az allatokat folyamatos altatddaatottuk (1,5-2 % isofluran,
70 % NO és 30 % @keveréke Ohmeda Tec 4 Anesthetic Vaporizer (Ohmeda

Inc., Madison, W) altatogép segitségével (Inspira ASV, Harvard Appes, USA).

Az allatok szovettani feldolgozasattla peritoneum Uregébe juttatott natrium-pentoibélrb

tiladagolassal értiink el szivmegallast (,talaltgtas

3.2.2. Az élettani paraméterek monitorozasa

Annak ellenére, hogy a vizsgalatok soran alkalntdieérletes modellek vilagszerte
elterjedtek, s érdemi fiziologiai eltérést kontéditlalkalmazasuk nem okoz, a kisérletes
neurobioldgiai vizsgalatoknal elvarhaté gondossatpbitasara minden allatkisérlet soran
monitoroztuk a periférias oxigén telitettséget égiaritmust (NONIN Pulse Oxymeter
8600V ) illetve a rectalis és a temporalis izotiwersékletet, mikdzben az allat
testltbmérsékletét a szenzorokkal 6sszekapcstiphd segitségével 37°C-on tartottuk (FHC
BOWDOINHAM ME 04008 USA Temperature Control). M kisérletsorozat alkalméaval
szuréproba széen kivalasztott allatokon részletes keringés-légmestorozast folytattunk:

az arteria femoralis heparinizalt szilikon-kanigsaaitan véres vérnyomas monitorozas és

rendszeres vérgaz meghatarozas tortént.
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3.2.3.Impakt-akceleraciés koponyatrauma

A Marmarou as Foda altal leirt impakt akcelera¢i83 koponya trauma modefft'4
(4.abra)a Virginia Commonwealth University (Richmond VASchnoldgiai intézetéith
vasaroltuk, Kelet-Eur6paban ékent. A modell diffazan elszort, a koponya sériilégasara
karosodott axonok kialakulasat idézb elisorban a hosszupalyak agytdrzsi szakaszan
(tractus corticospindlis (TCSp) medullaris szakaazdecussatio pyramidorum, lemniscus
medialis (LM) és a fasciculus longitudinalis medigFLM) nyultvebi szakasza), anélkdl,
hogy gocos agysériilés, burki vérzés is kialakubnmitéti soran a patkany fejét Stoelting
sztereotaxias készulékben rogzitettiik, majd bolatvés fekitlenités utan a feflsdn
hosszanti metszést ejtettlink, hogy a Lambda éggnix varratok kdzotti koponyafelszint
szabadda tegyuk. E két varrat k6zé a kozépvonapgmozsdamentes acélbdl késziilt
fémkorongot (atméx 10mm, vastagsag: 3mm) rdgzitettiink cianoakrégitségével. Ezt

Plexiiiveg cso
Belso atmera: 19 mm
Kiilso atméro: 25 mn

| 4. Elélbra. A Marmarou-félt? s_L:JIy-
B 1o ceamily ejtéses (,impakt-akceleraciés”

| Atuers: 18 um IA)), diffaz agysériilést ebidézé
készulék fényképe és sematikus
rajza.

Csoallvany -~
fémbilincseklcel § |

Acél "helmet”

Szivacs
12x12x43 em

Plexiiiveg oldal

Faalap
(2.5 cm magas)

koveten a standard fej-és testtartd szivacsra helyeztitlatot, ahol szijakkal rogzitettik,

majd az emlitett fémkorongra 4509 toriegilyt ejtettink 2m magassagbdél a Marmarou-féle
IA készilék plexi-csévén at. A koponyasérilés misa utan a fémkorongot eltavolitottuk,
majd megvartuk, mig a spontan légzés vissza ndiHgm spontan Iégzés 20 mp mualva sem
tért vissza, akkor az allatokat ismét intubaltuk @8 % O-nel Iélegeztettiik felébredésikig.
Koponyacsont-torés esetén az allatot a tovabbilkte&lbl kizartuk.
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3.2.4.Centralis folyadék-perkusszios koponyatrauma
A Virginia Commonwealth University (Richmond VA)denoldgiai intézetél vasarolt

késziléekkel5.abra)yégzett vizsgalataink soran a folyadék perkusszif®nyatrauma

5.,abra. A folyadék percussios
koponyatrauma modell.

A: a sériilés ebidézésére
elékészitett patkany a dokkol6
egységhez rogzitett allapotban,
miutan a munkahenger
|égtelenitése megtdrtént.

B: a kalapacs éltal a cé végén
levé gumimembranra mért ités
keltette I6késhullamot az
oszcilloszkép regisztralja.

C: a dokkol6 egység (trepanatio
utani) elhelyezkedése centrélis
folyadék percussios trauma
kivaltasa esetér

modellek kdziil az etsorban diffiz és kisebb mértékben gbécos agykarssddaltani képes
centralis médozatot alkalmaztuk, 2atm nyomassaly méeallitds mellett kozepesen
stlyos/sulyos sériilésitiézésére alkalmas™®>2"® A patkany fejét Stoelting sztereotaxias
készulékben rogzitettiik, majd borotvalas ésfiemités utan a feflsobn hosszanti metszest
ejtettiink, szabaddé téve a Lambda és a Bregmapanatrias pontokat, melyegktjobbra
1mm-rel két, egyenként 1mm-es furt lyukat helyektfah, majd az e célra rendszeresitett
trepan segitségével a kozépvonalra helyezett, 4.8tmmébji craniektomias nyilast
készitettiink. Az un. ,injury cap” /a folyadékoszlgmkkolo” egysége/ és a rogéitsavarok
felhelyezése utdn a légmentesitett folyadékoszlogattakoztattuk a megfeten elhelyezett
patkany koponyajan kialakitott ,injury cap”-hez.tkpvetien a 2atm nyomasra beallitott
készulék létrehozta a sérulést: a folyadékoszltgtalmazo Uvegésvégén leé membranra
mert Utést a gumi-vdéigfémkalapacs, a folyadékoszlopon vegigfutd |6kédsnubt
oszcilloszkdp rogzitette, kalibracios gorbe segi#sél megadva a nyoméas-értéket, amely a
craniektomia tertiletén a dura materradtiitt. Ha a beavatkozas soran a kemény agyburok

sérilt, az allatot a tovabbi kisérletékhkizartuk.
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3.2.5. Tormagyokér-peroxidaz alkalmazasa

A tormagyokér peroxidazt (HRP, Sigma Aldrich Hungagy 6raval a koponyasérilés
eloidézését megéksen, mar altatott és Stoelting stereotaxias késbeélékogzitett koponyaju
allatban stereotaxias modszerrel az oldalkamrgbktaituk (Stoelting stereotaxias keszulék,
Paxinos-Watson stereotaxias patkany- agy- atlaswdinatak: a Bregma kraniometrias pont

mogott 1mm, lateralisan 1.5mm és az agyfel$zBibmm mélyen).
3.3. Kisérletes terapias vizsgalatok

3.3.1. Az MDL-28170 adagolasa

Az MDL-28170-et, mely az Aventis Pharmaceuticandgkaként allt rendelkezésiinkre,
egyszeri, farok-vénaba adott 30mg/kg bélus-adaghaimaztuk. Oldészerként — s egyuttal a
kontroll allatok kezelésére is- 1ml vianyagot hasznaltunk, mely polyethileneglykol300 és
etanol 9:1 aranyu keverék@hallt. A fenti adagolast Markgraf és mtsai leird3édletve a
szerdvel tortént levelezés alapjan valasztottuk. (A sevivwanyaga nehezen viltedldott
allapotba, kizarélag ultrahangos kezeléssel (,daior”) érhed el a megfeld injektalashoz
szlikseéges viszkozitas; tobbek kdzott ez a negatjdbnsag magyarazza, hogy az Aventis
gyogyszergyar a kedvékisérletes tapasztalatok ellenére nem fejleszi@ittbb e szelektiv,
sejt permeabilis calpain inhibitorat.)

3.3.2. A PACAP adagolasa

A PACAP alkalmazasaval végzett &lisérletes terapias vizsgalat soran g&g,
fiziol6gias séoldatban oldott PACAP-ot adtunk bdlas, intravénasan (i.v.) (v. femoralis
kanulalas utan), kozvetlendl a koponyatrauma kasaltedtt, mig a kontroll-csoport
ugyanilyen dozisu viganyagot kapott. Az allatok a koponyasérilésdéizesét kovéen 2
illetve 6 oOrét éltek a szdvettani vizsgalatokradiif perfazids fixalasig; az alkalmazott
adagolast az irodalomban ischaemias agyi keringas{astroke”) kisérletes vizsgalata soran
lefrtak alapjan valasztottti.

A vizsgéalatok eredménye (a vart terapias hatasreltdaa) miatt tovabbi kisérleteinkben
intracerebroventricularis (icv.) alkalmazasddl {en) keriltik meg a vér-agy-gatatudy, 10
ug és 10Qug PACAP-ot illetve vivanyagat, valamint al-operdlt allatokat is alkalnmeazy
tulélési ids 2 déra volt.

Tovabbi, a terapias ablak meghatarozasat célzgalamink soran a fenti tanulmany

eredmeényeit szemadat tartva 10Qug PACAP-bOlust alkalmaztunk icv., melyatlSiziologias
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sooldatban oldottunk fel. A PACAP-ot illetve a kit allatok esetében az oldoszert 30
perccel illetve 1 éraval a koponyasérilés kivalt&s&eten alkalmaztuk, illetve a kisérlet
soran al-operalt/al-sérult/ allatokat is haszn&tkontrollként. A tulélési id ezuttal is 2 6ra
volt.

A centralis folyadékperkusszids koponyatrauma nibdelvégzett vizsgalatok esetén 50
PACAP-bdlust alkalmaztunk icv., melyeatlSiziologias séoldatban oldottunk fel. A PACAP-
ot illetve a kontroll allatok esetében az oldos3érperccel a koponyasérilés kivaltasat

kéveten adtuk be, 2 déras tulélést hagyva a koponyatrauéam

3.3.3. Az L-2286 PARP-inhibitor adagolasa

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kémiai Intézetébeigozé Hideg Kalman Professzortdl
kapott PARP-gatldval végzett vizsgalatok sor&szbr a dozis-hatas gorbét allapitottuk meg,
melynek soran 30 perccel a trauma utan 10, 50 @sdLD-2286-ot bl fiziologias séoldatban
feloldva a fent megadott koordinatak figyelembeeidtel elért jobb oldali oldalsé
agykamraba bolus-injekci6 formajaban juttattunkAeulélési id az ebz6 vizsgalatok
eredmeényei alapjan 2 ora volt.

Ezen dbzis-hatas gorbe alapjan a tovabbiakban aanHC, mind a

viselkedésvizsgéalatokban 1@ L-2286/ qul fiziologias séoldat dozissal dolgoztunk.
3.4.Immunhisztokémiai vizsgalatok

3.4.1. Perfuzios fixalas

A kisérleti allatok tulaltatasa utan thoracotonf@tarasbol az aorta descendenst érfogéval
lezartuk, a bal kamrat megnyitottuk, a felszall@@okanulaltuk, s azon keresztil az allatot a
jobb pitvar megnyitasat kouin nyomas-vezeérelt perfuzios modszerrel (90 Hgmm),
fiziol6gias séoldattal (250 ml)-, majd — kezdetlggrors (350 ml) ezt kévéen lassu (250 ml)
cseppszammal - Millonig-féle foszfat pufferban dtdi®% paraformaldehyde és 0.1%
glutaraldehyde keverékével aramoltattuk at. Azasgalatokban, ahol elektronmikroszkopos
szovetfeldolgozast nem végeztink, a glutaraldehyelet tartalmazo, ugyancsak 4%
paraformaldehyd illetve pikrinsav tartalmi Zambé&éie fixalét alkalmaztunk.

Egy oraval a perfuziot kovéen az agyakat eltavolitottuk és ugyanilyen ossekététdatban,

immerziés modszerrel, 16-18 6ran at utéfixaltuk.

42



dc_14 10

3.4.2. Az agytorzs feldolgozasa

Az agytdrzs tovabbi vizsgalatokra torééfeldolgozasat ékegitették az alkalmazott
modellekkel nyert korabbi tapasztalatok, melyelpjla a DAI varhaté anatomiai
lokalizAcioja nagy valésziiséggel kiszamithato véff2’” Ennek megfelélen az immerziés
fixalast koveben az agybol egy sagittalis agyblokkol6 eszkozlBzaiftree Scientific Inc) a
kozép$, 5Smm szélessdichasabot, melynek lateralis hatara a sulcus pardivnedialis
tertletén, tehat a medullaris pyramistol oldalrydumkedett el, kimetszettik. Edlba
blokkbdl coronalis sikban vezetett metszésekkdlbsztottuk a ponstol a félservicalis
segmentumig terjédrészt, s abbdl viboratommal [Vibratome Series 1@®dlysciences Inc.,
Warrington, PA)], agar dntvényben 30-40um vastagzi-metszeteket készitettlink,
melyeket ,semi-serial” technikaval az adott kisétiervnek megfelélen agy rendeztink el
12-24 cstves szovetteny&srhlcakban, hogy egy-egyd&seprezentativ modon a
feldolgozando szovetblokk minden terilétaaranyosan tartalmazzon tobb mintat is. A

szovettenyeés#tcs és a feldolgozott terlilet méretétiiggéen 4-8 metszet kerllt egydtse.

3.4.3. Immunhisztokémiai jelfefsités —,antigene retrieval”

Vizsgalataink soran mindvégig szabadon Usz0 (‘fiesding”) metszeteket hasznaltunk,
melyeket a metszést koven foszfat puffer oldatban, majd a nem-specifikeropidaz
aktivitas elnyomasara fél éran at 0.5%-g®koldatban mostunk.

Az IHC jelfelesitési illetve érzékenység-fokozasi technikak k@8ltone és tarsai altal
1997-ben a beta-amyloid precursor protein (APP) ummeactivitas (-IR) kimutatasara
kidolgozott mikrohullamu antigén-felgsitési eljarast alkalmazttfR A metszeteket natrium-
citrat pufferbe (pH 6.0) helyeztik, majd egy prageazhatd, magnetronnalikods, 900 watt
teljesitményi (PELCO 3460; Ted Pella, Redding, CA, illetve pédsérleteinknél PELCo
BioWave 34700-230) specidlis laboratoriumi mikrdéoll készilékbe helyeztik. Ezeket a
szamitégéppel szabalyozott és alaitt hitérendszerrel ellatott mikrohullamua ket ugy
programoztuk, hogy a citrat pufferben elhelyezedtsnetek 2x5 percig, 70%-0s
teljesitménnyel kapjanak mikrohullamu energia-csgohas tbmeérsékletiik semmi képpen

sem haladja meg a 40°C-ot.
3.4.4. Antiszérumok jellemzése (2-3.tablazat)

A disszertaciéban ismertetehtHC vizsgalataink soran az alabbidglseges (“primary”)

antitesteket hasznaltuk:
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Az Ab38 kddszamu antitestet (Dr. Robert Siman ajandéekaydysity of Pennsylvania) a
spectrin (fodrin) béta alegysége 150-kDa molekuteggi lebomlasi termékének (“spectrin
breakdown product”, SBDP) NHerminalis fragmentuma ellen termeltették, nyGfaf'®
%0 E7 a specifikus SBDP kizarélag akkor keletkehika spectrin molekulat a Ealtal
aktivalt, calpain nelv enzim bontja, tehat a SBDP-IR kimutatasa kizardag jellemé a
calpain aktivalédasara (“signature protei®¥?>?*"*°ygyanis a caspase-3 hasonlé
molsulyd, instabil hasitasi termékét az antitest feddli . Az antitestet mind Western blot
modszerrel, mind kimeritéses, IHC technikavaltedsz az edallitd és a Cephalon cég
i8207’223’225'25.0
Az RMO-14 kéddal jelolt, egérben termelt monoklonalis astit@®r. Trojanovsky,
University of Pennsylvania ajandéka) akkor kapadilé@ neurofilament kozepes
molekulasulya alegységének (“M-subunit”) tovéhaon@'domain”), ha az oldalkarok
(“sidearms”) korabban lehasadtak (calpain medidtgolysis) vagy alapvétalaki valtozast
szenvedtek (calcineurin medialt defoszforilaci@z<ltal a rod domain-epitépok
hozzéaférhetvé valnak. Mivel az axoneredési dombtdl ké&dten a neurofilament oldalkarok
donen magas szinten foszforilaltak, leszamitva cs@pészonylag alacsony foszforilacios
szintet mutaté Ranvier higflédéseket (“nodal region”), az RMO-14 antitest noimésetben
az axonokban elhelyezk&deurofilamentumokhoz nem Kitik (2.abra) Ugyanakkor az
immunszérum k@tdési képessége illetve az IHC specifikussaga tetében hasznos adat,
hogy a neuronok, melyek a neurofilamentumokat fwdzlatlan formaban tartalmazzak, az
RMO-14 antitesttel minden esetben, legalabbis efgkigan jeldltté valnak, igy a vizsgalt
szOvettani metszetben autokontrollként is szoldalna
Az antitest alkalmas arra, hogy a DAI kialakuladékarai szakaszaban felismerjik azokat a
karosodott axonszakaszokat, amelyekben a neuraiitioidalkar-médosulas és
citoszkeletalis kompaktalodas folyamata — s aitéregyéb axolemmalis és axoplazmaticus
valtozasok - a kébbiekben az axon duzzadasahoz és szakadasahoaeddgdasahoz
vezethetnek?! 186195218

Az APP- antitest, mely egér eredetmonoklonalis antiszérum, a Boehringer 6éégt
majd a Zymed Laboratories Inc.-tol (utdbbi nyullydonalis) keriilt beszerzésre. Az APP
vezikularis formaban, a gyors axoplazmatikus trpadzatjan szallitédik, s az
axoplazmatikus transzport karosodasa folytan, Iis&alkoran olyan szintet ér el, amely IHC-
val kimutathatd, kiléndsen a fent leirt antigérigleiésitési modszer

alkal maZéSé.Vg ,94,162,183,196,240-2'42
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2. Tablazat. Felhasznalt immunfestési protokollok: alpain-kozvetitett szerkezeti fehérjebontas

és az axonkarosodas klasszikus markereinek elemzése

Elsédleges Antitest, Masodlagos Antitest,
cél Alkalmazas
Higitas Higitas
Ab38 (nyul) Ca2+-indukalta, Calpain-medialta spectrin Fény - és elektron Biotinilalt (B-) Anti-
1:8000 proteolysis (150-kDa spectrin fragmentum ) mikroszkaépia nyul, (kecske) 1:400
5 ) . . . , (B-) Anti-egér,
RMO-14 (egér) Neurofilamentum M-alegység, “rod domain” Fény - és elektron ) . .
. . o ; . patkany-kimeritett
1:500 (citoszkeletélis kompaktéalddas) mikroszkopia i
(16)1:400
APP (egér) i ) . o (B-) Anti-egér,
) i Béta-amyloid precursor protein felhalmozédas ) . o ) o
1:100ill.(nyal) . i i Fénymikroszkopia patkany-kimeritett
(axoplazmatikus transzport karosodasa) i
1:500-3000 (16)1:200

A cytochrome c (cyto-c)kimutataséra szolgal6 antitest egér engdabnoklonalis, a
PharMingen allitotta é| és kizardlag az extramitochondrialisan elhelydékgyto-c
kimutatasara szolgét”®

Az SBDP-120 antitestaz agyi spectrin molekulabdl kizardlag a caspasaZdm altal

kiszakitott fragmentum (,signature protein”- kézjefghérje”) kimutataséra szolgald, Kevin
K. Wang altal kifejlesztett polyklonalis csirke asgzérum.

3. Tablazat. Felhasznalt immunfestési protokollok: alpain- és caspase-3 kdzvetitett szerkezeti fehdpntas és a

mitochondridlis kdrosodas markereinek elemzése

Elsédleges antiszérum Cél-epitop Kisérleti cél Masodlag antiszérum
Ab38, ny(l1:8000 CMSP (150-kDa SBDP) Rutin FM Biot. AntiNyul, kecske 1:400
Ab38 nyul1:5000 CMSP (150-kDa SBDP) Fluoresc. FM- (F-FMjettés jelolés Biot. Anti-Nyul, kecske 1:400

FITCTSA
Ab38 nyul1:1000 CMSP (150-kDa SBDP) F-FM ketis jelolés 594 Alexa- Anti-Nyul, kecske
1:200
SBDP-12@sirke 1:3000 120-kDa SBDP, caspase-3 ereiflet 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 egérl:2000 Extramitochondrialis cytochromee c Rutin FM,/EM Biot. Anti-Egér, horse 1:400
PharMing.
Cyto ¢ Ab egérl:400 Extramitochondrialis cytochromee c Fluoresc. FM- 594 Alexa- Anti-egér, kecske
PharMingen kettés jeldlés 1:200
p20-Ab, nydl 1:8000 Aktivalt caspase-3 F-FM-ketis jeldlés 594 Alexa- Anti-Nyul, kecske
R&D Syst. 1:200
egérl:200 B-Amyloid Precursor Protein, Rutin FM Biot. Anti-Egér, horse 1:200
Boehringer NH>-vég
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A p20 antitestaz R&D Systems altal gyartott polyklonalis nyutiapérum, mely az
aktivalt caspase-3 szelektiv kimutatasaval az ayipis enzimkaszkad végiségreha;jtd

enzimjének jelenlétét igazolja.

3.4.5. Szovettani metszete#kélszitése fény- és elektronmikroszképos immurkeésai@ra

Az antigén- jel-felefsités fent leirt folyamataval bezarélag az IHC gkotlok teljesen
megegyeéek voltak, majd foszfat pufferes mosas illetverm@sodik szérum termeltetési
fajatol fugghen - 10%-o0s normal 16- vagy normal kecske-szérusafta pufferes (NHS/PBS
vagy NGS/PBS), 0.2% Triton-X-100-at (mind Sigma @@l Co., St. Louis, MO)
tartalmazo oldataban tort@€85 perces inkubacio kovetkezett. Ez a |épés résalyem-
specifikus antigén-kotés leszoritasat (normal segmnészben pedig a membrannak az antigén
altali atjarhatosaga novelését szolgalta (detejg&zsitan a megfelélfajd normal szérum
1%-0s oldataban val6 rovid mosas illetve addilsges antiszérumban vald, 12-16 6ras
(“overnight”) inkubécid kovetkezett. Ismételt, nathszérumban valé mosas utan egy éran
keresztil inkubaltuk a metszeteket a biotinilalsodik antitest fenti tablazatban ismertetett
ABC Elite-kit (Vector, Burlingame, CA) 1:100 olda# csatoltuk a peroxidase enzimet az
IHC reakcid-lancba. Az immunkomplexet az igy kofigtoxidase kdzvetitésével,
hidrogénperoxid és diaminobenzidin (DAB) (mindke®igma Chemical Co., St. Louis, MO)
hozzaadasaval tettik lathatova, felhasznalva, hdggB oxidalodasa soran barna, tartdsan

stabil, elektrondenz csapadékot képez.

3.5. Fény- és elektronmikroszkdpos kel jeldlési stratégia

Mikdzben a fenti protokoll tikrézi a fény- illetvedektron mikroszképos egyes jeldlés
menetét, kilon szikséges részletezniink az Ab38/3-R4 antitestek kolokalizaldsara
hasznalt kilonféle keis jelolési protokollokat. Bar az IHC repertoar so&flehebséget
nyujt kilonbos antigének egyazon metszetben taftkimutatasara sejttesten beltl vagy
szinaptikus kapcsolatban (,juxta-pozicio azonoaijtasilénb6s epitopok egyazon axonon
belll tortérd egyideji megjelenitése szamos nehézségbe utkozik. llyaddeh a latszolag
leghasznéalhatobb metodika a fluorescensikgéidlés, &m ennek elektron mikroszkdpos
konverzibja igen munka- és eszkozigényes feladapekialis konverziot nem igéyl

elsssorban peroxidase alapu szinreakciokkal szinténalkanehézségek. Munkank soran
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szamos chromogén kombinacidval probalkozva niejiretjik, hogy a rendkivil

korilmeényes protokoll kbvetését igébyhehezen diffundalé benzidindihydrochloride

[BDHC, zdldeskék, (Sigma Chemical Co., St. LouiQf’"*?"**> mely ugyanakkor igen jol
elkilénithed, vagy a kdnnyebben diffundald, am fénymikroszkégmaten nehezebben
megkilénboztethétVector VIP (VVIP, lilaf??*egyarant alkalmazhat6 akar egymassal, akar
a DAB-bal (barna) parban, két, etiégrpitop egyazon metszetben tofténegjelenitésére és

azonositasara.

Kisérleteinkben az Ab38 és RMO-14 kolokalizalagd$azor a fentiekben leirtaknak
megfeleben a metszeteket az Ab38 antitesttel inkubaltuk eakciot DAB-bal hivtuk él
Ezutan a metszeteket foszfat pufferben mostuk, m@JdNHS-ben blokkoltuk, mely ezuttal
mar nem detergenst, hanem 1:20 ardnyban higitato¥Avidin Blocking Kit-tet
tartalmazott. Ezt 1% NHS-ban tortént révid mosaajdnaz RMO-14 — antitestben valé 12-16
oras inkubacio kovette. Az RMO-14 1:500 higitasiatd tartalmazott még 1:20 aranyban
oldott Vector Biotin Blocking Kit-tet is. Az inkuladot kbvet, 1% NHS/PBS-ben tortén
mosas utan a metszeteket a masodik szérummal itlkibdajd szazadmalos, 7.5 pH-ju
foszfat pufferben mostuk, Vector ABC oldatban in&libk, és a VVIP peroxidase szubsztrat-
kit 1:60 higitasu oldatabansélivtuk. A metszetek egy részét a fenti 6sszdigtefferbol
vittik targylemezre, és tartos alkohol-behatésrélksével lefedtik (Cytoseal 60, Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ), mas metszetek pelégibbiekben leirandé médon EM

feldolgozasra kerultek.

Azokban az esetekben, ahol a BDHC — VVIP chromdgénbinaciot alkalmaztuk, a
két antigén kimutatdsa a fentieknek megtetalekvenciaban tortént, azzal a kilonbséggel,
hogy az el§ immunreakcio, tehat az Ab38 kimutatasara a BDHkdlmaztuk. Ez a
protokoll megkdvetelte tovabba, hogy a metszetékepH-ju, 0.01M foszfat pufferben
mossuk és az @hivasi reakcié 4 &on torténjen. Mindemellett, a BDHC reakciétermékae
tovabbi lépések soran tortemtenzitas-csokkenését kivédénd ketés jeldlési folyamat
tovabbi |épéseit, tehat az RMO-14-ben valo inkuktaifietve az RMO-14-kimutatas VVIP-
ben tortéld elbhivasanak teljes folyamatét a fenti pufferben@eshkon végeztik. A VVIP
reakcio leallitasat kbvéen a metszetek tovabbi sorsa megegyezett a DABIPVV

kombinacio esetében leirtakkal.
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3.5.1. Immun-elektronmikroszkopiai szévetfeldolgoza

Az elektron mikroszképos (EM) vizsgalatokra, ultrakturdlis analizisre kivalasztott
szabadon Usz6 metszeteket osmium tetroxidos imal&grfelszallo alkoholsorban valé
viztelenités utan plasztik lemezek kozotigyantaba (Ted Pella, Redding, CA) agyaztuk,
majd a beagyazast koven a vizsgalando, IR terileteket kivagtuk és pikséankokre
ragasztottuk. Az igy elkészitett szovetblokkokb§BLUItratome-mal 70-100 nm ultravékony
metszeteket készitettlink, melyeket Formvar-ral bexokroracsokra (grid) teritettiink s két
percre 50% methanolban oldott 5% uranyl acetattajd egy percre 0.5% 6lomcitrattal
kezeltink. Ezt a kontrasztositasi leépést tobb meétszetében elhagytuk. A metszeteket vegul
egy JEOL-1200 elektron mikroszkopon analizaltufeleételeket pedig transzparencia
adapterrel felszerelt Epson-800, Professional Séagscanner-rel, Adobe Photoshop 5.0
programmal digitalizaltuk.

A Vector VIP —t tartalmaz6 metszetek esetében @adast elkertlentla viztelenités,

beagyazéas folyamatéban a Zhou és Grofova altahiéidszertant alkalmaztefé®
3.6. Specidlis ketisjeldlési metodika — Tyramide-jelfelebsités (TSA)

A 30um vastagsagu, vibratommal készitett szabadpd sorozatmetszetelokészitése
mindenben megfelelt a fentiekben leirtaknak, béleéda kontrollalt Bmérsékleten tortén

mikrohullam-indukalta antigén-jelfelésités modszerét is.

3.6.1. Immunfluoreszcencia EM-ra konvertalasa T8IA-v

A mikrohulldmban tortént kezelés utan a metszefegedcre 0.2% Triton X-100

(Sigma Chemical; St Louis, MO) feltarasra keruléelkattér-blokkolast szolgalé 10%-o0s
normal kecske- és szamar szérum keverékében (NGB8} foszfat pufferban (PBS).
Gyors, 1% NGS/NDS tartalmu PBS oldatban téstérosasok utan a metszeteket az Ab38 és
RMO-14 el$dleges antitesteket egyarant tartalmazé oldatdarbéltuk éjszakan at (12-16
ora). A nyul polyklonalis Ab38-at 1:18,000, az egé@noklonalis RMO-14-et 1:500
higitasban alkalmaztuk. Ujabb mosasok utan counfiegkd jeldlt szamar anti-egér
immunglobulin (1:200; Jackson Immunoresearch Latooies, West Grove, PA) és biotin-
jelolt kecske anti-nydl immunglobulin (1:400; Vect8urlingame, CA) keverékében 60
percig inkubaltuk a metszeteket, majd PBS-ben nkasktat. A metszet-ékészités minden

tovabbi lépése sotétkamraban, kozvetlen fényhaéddsével tortént.
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A TSA alkalmazaséat egyszmitend s egyszersmind az eljaras koltségeit cstkketend
illetve az ultrastrukturalis részletek néegesének javitasara tobb ponton moédositottuk az
elsssorban gyenge IHC jel felgsitésére kidolgozott gyari modszertant (eredetasei
hasznalati utasitas, Renaissance Kit, NEN Lifer®&s Products, Boston, MA).
Osszefoglalva, az avidin—biotin—peroxidaz komplexp&BC standard Elite

kit; Vector; 1:200) és TNB blokkol6 puffer-oldatb&Renaissance Kit, NEN Life Science)
valb 20 perces- illetve PBS-ben 2x10 perces mosdgsrhodamine—tyramide

és biotin—tyramide (Renaissance Kit, NEN Life Sc@nl:300- as oldatat alkalmaztuk. Az
amplifikacios oldat 1:6 aranyu keverekét (Renaissdfit, NEN Life Science) és PBS-t
hasznaltunk a tyramide torzsoldat feloldasaraképritettik el a ,munka-higitast”. Ezt
k6zepes mérétszovettenyésittalca cstveiben helyeztik el, 400ml munkahigéé<
metszetet juttatva minden nyilasba (12 nyilas/tataécon Multiwell Tissue Culture Plate,
Becton Dickinson Labware; Becton Dickinson, Linc8®lark, NJ). A metszeteket 12 perc
inkubalas utan 3x10 percig mostuk PBS-ben. (Azedréeiras szerint toményen hasznalando
amplifikacios higitdé PBS-ben hatszorosara higitdisés az eredetileg javasolt Tween-20
detergensnek a moso-pufferékiald kinagyasaval az EM-vizsgalatokat hatranyosan
befolyasol6 membran karosodas és a feleslegeseasrhagfér-immunreaktivitas kivédése
volt a célunk.)

A prémium-lemezekre (Fisher Scientific; PittsburBiA,) huzott metszeteket 50% glycerol-
bidesztillalt viz oldatat felhasznalva fedtik legjchazonnal a Nikon Eclipse E 800 kutato
mikroszkop ala helyeztik, ahol Sony Catseye digittdmeraval az immunfluorescens
axonokat lefényképeztik, a felvételeket digitaliaachivaltuk. Mivel minden metszetet kilon
haztunk fel sorozatszadmmal ellatott targylemezekmaetszetek kdvetése nem jelentett
gondot. A fénykép elkésziltével a metszeteket élémdezt leoldva eltavolitottuk és avidin—
biotin—peroxidaz 1:200 higitasu oldataban inkubk@limajd 0.05% diamino-benzidine (DAB)
(Sigma) és 0.01% hidrogénperoxid 0.1M PBS-ben bkléhivo oldataba helyeztik. (Az
eredetileg hasznalt ABC komplex peroxidaza 6nmagalaeEM-feldolgozasra alkalmatlanul
gyenge jelet adott az@lizsgalataink szerint, ezért volt sziikség az ABKlracio

ismétlésére.)

3.6.2. Ultrastrukturalis vizsgalatok
A korabbi szakaszokban leirt viztelenités és bedipyatan a digitalis felvételeket elemezve
valasztottuk ki az EM alatt vizsgalni kivant tetéleet. A fluorescens illetve

fénymikroszkopos felvételekkel vald 6sszehasorigadelhasznaltuk az utdbbiakon lathato
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specialis azonositokat, mint példaul ératmetszetsiyet-szél, jeldlt axonok egymashoz vald
tavolsaga. Az azonositott IR axonszakaszok keriitte&bbi- a fentiekben leirtaknak
megfeleb- részletes EM feldolgozas utani elemzésre JEOIO 12hszmisszios

elektonmikroszkaopon.
3.7. Immunfluorescens ketbs jeldlési technikak(3.tablazat)

A szenzitivitas ndvelésére és az antitest felhdazresokkentéseére a tyramide signal
amplification (TSA) médszert alkalmazttfk?®°a hagyomanyos fluorescens IHC
modszerekkel karoltve.

A korabbiakban részletezett, alapv#tiC szovet feldolgozasi és inkubacios lepések,
mikrohullam-kezelés, blokkolas és Tritonos memifgitéras utdn a metszeteket éjszakan at
inkubaltuk az alabbi oldatok/kombinaciok valameghlen:

(1) Ab38 (nyul, polyklondlis,1:6000) ésyto-c (egér, monoklonalis, 1:300);

(2) cyto-c (egér, monoklonalis, 1:300) &8DP-120(csirke, poliklonalis, 1:5000);

(3) SBDP-120(csirke, poliklonalis, 1:5000) és Ab38 (nyul, pdinalis, 1:1000); valamint

(4) SBDP-120(csirke, poliklonalis, 1:5000) 20 (nyul, poliklonalis, 1:500).

A mésodlagos antitestek alkalmazéasa és a TSA-gkitérdlag sotétkamraban tortént. Ennek
soréan az alabbi kombinacidkat alkalmaztuk:

(1) biotin-jeldlt anti-nydl kecske Ig (Vector Lakaiories) és Alexa 594 fluorescenciaval
jelolt anti-egér kecske Ig (1:200, 1% NGS-ben khagitviolecular Probes, Eugene, OR), majd
inkubaciod Vector Laboratories ABC kit (1:100)-b&@gil Fluorochrome-TSA-kit (FITC-
TSA, 1:200) kezelés;

(2) Alexa 594 fluorescenciaval jeldlt anti-egér &lee Ig (Molecular Probes) és

biotin-jel6lt anti-csirke kecske Ig (1:200, 1% N@&&n higitva; Vector Laboratories), majd
inkubaciod Vector ABC kit (1:100) -ben, végil Fluohwome-TSA-kit (FITC-TSA, 1:200)
kezelés;

(3) biotin-jeldlt anti-csirke kecske Ig (Vector Latatories) és Alexa 594 fluorescenciaval
jelolt anti-nydl kecske Ig (1:200, 1% NGS -ben higi Molecular Probes), majd inkubacio
Vector Laboratories ABC kit -ben (1:100), végul élachrome—TSA-kit (FITC-TSA, 1:200)
—ben tortéa kezelés; és vegul

(4) biotin-jeldlt anti-csirke kecske Ig (Vector Latatories) és Alexa 594 fluorescenciaval
jelolt anti-nydl kecske Ig (1:200, 1% NGS -ben; Eallar Probes), majd inkubacio Vector
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Laboratories ABC kit (1:100) -ben, végul Fluoroame-TSA-kit (FITC-TSA, 1:200) -ben
tortérd kezelés.

Legvégul, a metszeteket zselatin lemezre huztugeddount-tal (Blomeda Corp., Foster
City, CA) fedtuk, a felemezeket koromlakkal légmentesen zartuk. A métgzevabbi
vizsgalata a megfekéffluorescens dr6k alkalmazasaval Sony Catseye digitalis kameraval

felszerelt Nikon Eclipse 800 kutatdé mikroszkoép ttattént.

3.7.1. IHC kontrollok

A vizsgalatok soran felhasznalt antitestek mindeggizéles kdr elemzésen esett at, melyet
részben a gyartok, részben pedig a koréabbi felld@sznégeztek &f1%>2°7 Mindazonaltal,
az eredmények hitelességének tovabbi biztositasghbb vizsgélatokat is végeztink:
minden inkubdalas soran hasznaltunk olyan metszetelatyeket az elglleges vagy a
masodlagos antitest kihagyasaval kezeltiink, tovabb8A kihagyasaval folytatott illetve

tobbszoros antitest, illetve TSA-higitasos kezedéses alkalmaztunk.

3.8. Hisztokémia: HRP-kimutatas

A feltételezett axolemma- karosodas miatt HRPhakhoz6 axonszakaszok kimutatasara
fent leirtak szerinti transcardialis perfazidhoz pésaformaldehyde és 2.5% glutaraldehyde
0.1 M Millonig- pufferben képzett oldatat hasznkltdz agyttrzs szokott médon tortén
elokészitését kovéen 50um-es vibratom metszeteket készitettlink, és a szkiven kotott
peroxidazt a kobalt-gliikoz-oxidaz modszerrel tetéitkatova®?'° Ennek soran a
metszeteket 37°C-on 0.05% DAB, 0.2% -D-glucose4%@mmaonium klorid, és ,glucose
oxidase type II” (0.41 mg/100 ml) 0.1 M Millonig fiaren képzett oldataban inkubaltuk
kétszer egy 6ran at. A metszeteket Uveglemezraiklgzaritottuk, alkohol-xilol firgben

deritettik, majd fénymikroszkopos vizsgalatra atkad fedlemezzel fedtik.

3.9. Az eredmények feldolgozasa

3.9.1. Digitalis keprogzitési technika, fotomunka

A foszfat pufferlél lemezre huzott metszetek viztelenitése és leéedtEs azokat egy Sony
Catseye digitélis kameraval felszerelt Nikon E&@i@90 (illetve Pécsett SPOT-RT kameras
NIKON 600) photomikroszkoppal elemeztik, a diggdklvételeket Adobe Photoshop
programmal rogzitettik, a papirképeket Sony prameryomtattuk ki.
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3.9.2. Kvantitativ feldolgozas — képelemzés, gtites

Az eredmények kvantitativ feldolgozasa minden késéoran vak modszerrel tortént, a
vizsgalt mintak eredetét illéen tajékozatlan kdzrelfkods bevonasaval.

A vizsgalatokat Olympus BH-2 Microscope, Nikon ddjis kamera és a hozzéa kapcsolt,
szamitogep-vezerelt képelebnzendszer segitségével (Imaging Research, St. @atise Ont.
Canada) valamint Pécsett NIKON Eclipse 600 és hkapésolt SPOT Diagnostic
Instruments Inc. SPOT-RT 2.2.1 kamera és NIH IMAGE THSCSA-IMAGETOOL 3.00,
valamint IMAGE-PRO PLUS 5.0.1 képelethprogramok alkalmazaséaval végeztik.

3.9.3. Statisztikai modszerek.

A kéarosodott axonok denzitas (rfume vonatkoztatott jeldlt axon-szam) értékeinekrkitativ
0sszehasonlitasara SPSS 7.5 for Windows szoftkainehzasaval, Scheffe-féle post hoc
tbbbvaltozos analizissel kiegészitett ANOVA segiésel kerilt sor, a szignifikans kilénbség
hatérértékét p<0.05-ben hataroztuk meg.

Az axolemma karosodas kovetkeztében HRP-t fél\awnok hosszanak és vastagsaganak
elemzése soran Student-t tesztet hasznaltunk.

A kisérletek soran tébb protokollt alkalmaztunk:

A CMSP idébeli lefolydsanak elemzéséra decussatio pyramidorum terilétér
valasztottunk metszeteket s e teridletryertiink digitalis felvételt 20X objectiv és 2.5X
intermedier lencse alkalmazasaval. A képelemzésobgn, 125,00Qum? teriileti
négyszogre korlatoztuk, amelynek hossztengelyeaitzus medidlis lefutasaval volt
parhuzamos, caudalis, vertikalis axisa a decuskagioostralisabb rostjain haladt at, s maga a
négyszog egyeblfelszint fedett be mind a medullaris pyramisbahanpedig a LM-bal.

E terlleten belll megjel6ltik mindazon immunreakttonszegmentumokat, melyeknek
barmely &tméije az 6t mikrométert meghaladta, majd a jelolt, B4R axonszakaszokat
leszamolva, az Ab38-IR axonok denzitasat mint igakton per négyzetmilliméter
szamoltuk, illetve fejeztik ki, s e denzitas értékasznaltuk a tovabbi statisztikai
szamitasokhoz.

A mitochondrialis karosodas -, illetve a calpain- glamint caspase — kdzvetitett
axonalis szerkezeti fehérjebontas immunhisztokémigeleinek quantifikalasa soran a
rendszerezetten (,semi-serial”)igiptt metszetekdl a fent leirt lencsékkel a medullaris
pyramis tertletén meghatéroztuk a pyramis cranigh és caudalis (,B”) végpontja kozti
,d” tavolsagot, melynek kozép®s disztalis harmada hataran centraltuk a mikdys

lencséjét a corticospinalis tractusra (CSpT). Kexkethen 20-as objektivre valtva e terldtr
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digitalis képet készitettiink, majd ugyanezen métsiza ,B” pont magassagaban a fasciculus
longitudindlis medialis (MLF) terlletéris készitettiink ugyanezen objektivvel felvételt.
A fentiekben hivatkozott digitalis képelethrendszer segitségével tortént a képek tovabbi
feldolgozasa: mind a CSpT, mind az MLF tertileténg 00,000 prh(200x500) racsot
vetitettlink, €s a mar hivatkozott kizarasi kiiszahéghaladé mérét immunpozitiv axon-
profilokat manualisan megszamoltuk, a tovabbi fidpas pedig a fent leirtak szerint tortént.

A koponyasérilés kivaltotta gerincvebi axonkarosodas elemzéseka medullaris
pyramis teriiletén két, egyenként 40.008es racsot vetitettiink a NIKON 600-as
mikroszkop és SPOT-RT 2.2.1 digitalis kamera (SHE@agnostic Instruments Inc.)
segitségével 50x-es nagyitason felvett képre, (MAGE J és UTHSCSA-IMAGETOOL
3.00) s a fenti kizarasi kritériumok mellett az Zessimmunpozitiv axon-profilt leszamoltuk,
mig az MLF teriiletén egy 25X-6s nagyitason felikéfire veti 160.000pfres racsban
végeztink hasonlé szamolast. Ugyanezt végeztulkCél szegmentum tertletén is. A C-Th.
atmenet terliletén allatonként hat, rendszerezgtiigitbtt metszetben a 2um-nél nagyobb
atmébjii axon-profilokat szamoltuk meg egy 160.000fves racsban, melyet Gigy vetitettiink
a digitalis fényképre, hogy a legtébb karosodotirdxXoglalja magaban. A Th-L. terlleten
hasonl6 modon jartunk el, itt azonban nem a fé&gidknal alkalmazott, fent leirt denzitas-
meghatarozasi modszert kovettik, hanem —az immkiiivesxonok alacsony szdma miatt- az
egy adott rAcsban detektélt 6sszes jeldlt axon &zhataroztuk meg.

A Kkisérletes terapias vizsgalatoknal (MDL-28170, PEBAP, PARP-inhibitor)
hasonlé modon jartunk el (csupan az alkalmazo# né&reteben volt eltérés az egyes
kisérletek soran); adDL-28170-re vonatkozo kisérletek esetében a permeabilitasi
vizsgalatoknal meghataroztuk a kijelolt racsb& ldRP-jeldlt axonok atlagos hosszat,

vastagsagat minden egyes kisérleti allat esetében.

3.10. Viselkedésvizsgalatok

3.10.1. Egyensulyozas teszt

Az egyensulyozas teszt (beam-balance teszt) a fmotoros koordinaciobeli kdrosodasok
vizsgalatara létrehozott mddszer, amellyel a bétegggan mindennapi tevékenységét lehet
ragcsalokon kisérletesen utanozni és vizsgalnit anjaras €s egyensulyérzet. A mozgas
koordinalasadban az asszociacios kéreg, a szenzaad@reg, a torzsducok, a kisagy, az

agytorzs valamint a gerincveggyarant részt vesz. Neurondlis szinten a vesatiibotoros
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funkciokat a corticospinalis neuronok, a nigrogigsideuronok, a nucleus accumbens, a
bazalis ganglion és a thalamusz kozv&titila ezek kézil valamelyik rendszer karosodast
szenved, akkor a motoros funkciékban zavar Iép fel.

Vizsgalataink soran aiftet ebtt 1 nappal minden egyes kisérleti allatot addigdicionaltuk,
amig képesek lettek az egyensulyukat harom egykodas®t probalkozas soran 60 mp-ig
megtartani egy 1,5-2cm szélessé@bdl készilt gerendan, amit 60cm magassagban
helyeztiink el egy szivacspéarna felett. Mindentdila trauma utan naponta egy alkalommal
teszteltik (trauma utan 16raval majd naponta, azaiben 1x a 7. nappal bezardlag). Az
allatokat a vizsgalat utan a Clifton és mtsai aftebhatarozott értékelés alapjan pontoztuk
1, egyensulyi helyzetet vesz fel és azt meg ifatat megfogja a gerenda két oldalat és/ vagy
egyenetlen mozgast végez; 3, a gerendaba kapak4&edés nélkul; 4, megprobal
egyensulyozni, de leesik; 5, fliggeszkedni probéledsik; 6, egyaltalan nem képes fent
maradni a gerendan, leesik.

A vizsgalat kiértékeléséhez az egyes vizsgalapatokba tartozo allatok napi eredményeit
atlagoltuk, majd az egyes csoportok atlagat szamodts statisztikai hipotézisvizsgélatokat

végeztink a csoportatlagok 6sszehasonlitasara.

3.10.2. Emelt keresztpall6 teszt

A kilénboz sulyossagu koponyasérilés utan gyakran Iép febkimagyobb mérték

szorongas vagy depressZi6 1313 Az emelt keresztpall6 teszt (elevated plus mege t

EPM) a szorongas mértékének vizsgalatara alkalimagalati moédszer.

A berendezés 2-2 egyforma hosszusagu karbdl (45ssetl, 10cm széles) all, amelyek egy

pontban (k6zépen) talalkoznak. A zart karokat &léd 30cm magas fal veszi koril, mig a

nyitott karokat nem dvezi fal.

A nyitott, illetve zart karban eltdltétt édaranyanak, valamint a nyitott karba valo belépések

szamanak véltozasa alapjan lehet kvetkeztetromsgas mértékére, alakulasara

Salum és mtsal' szerint a sériilést nem szenvedett allatok ebhbeszében kozepes

szorongasi szintet mutatnak, vagyiémglben részesitik a védettséget nyujtd zart kart.
Allatkisérletes vizsgalatainkban az emelt keredittpasztben a trauma utan felép

szorongast vizsgaltuk a trauma utani 6. napon.llaréat egyesével a berendezés kdzepére

helyeztik. Egy, a kisérlet szempontjabdl tdjékeraflvak”) megfigyeb videokamera

segitségével rogzitette az 5 percéanibrvallum alatt az egyes allatok tevékenységét. A

kiértékelés soran az alabbi paramétereket vizdgdkjtbedugasok szama a nyitott karba,
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belépés mindkét metidabbal a nyitott karba, agaskodas a nyitott ikedvzart karban, nyitott

illetve zart karban toltott itl s@rtisztitd magatartas (Id. a porond tesztnél) akntban.

3.10.3. Porond- teszt

A motoros funkciok vizsgalatara létrehozott, legibk standardizalt, altalanos moédszer az
porond (open field) teszt. Ebben a tesztben &gt nyilik a spontan mozgasok (lokomotoros
aktivitas) mennyiségi valtozasdnak nyomon kovetés&iokomotoros aktivitas alatt mind a
megtett utat (crossing, horizontalis mozgasok),cdharsztereotip agaskodasokat és a
mosakodo/sirtisztitd magatartast (rearing, grooming, vertikdiozgasok) értjuk. Maga a
vizsgalati me& egy 50cm magas fali és 70X70 cm alapteifjiles egy 4x4-es négyzetracsos
térrészre osztott, allé alapu faldda. A kisérligitékat a sérilés utani nyolcadik napon
szallito ketrecben vittik a vizsgalati helyiséghie 30 percig tartottukket ketreciikben
(szoktatas az uj kornyezethez), majd az open éipfrhratus kbzepebe helyeztik az allatokat
egyenként. Az 5 percig tartd teszt soran vide6 karsegitségével rogzitettiik a kisérleti
allatok mozgasat, majd az elemzés sorén, az egggzeteken vald athaladasok (minimum 3
lab egy négyzetben jelent 1 ,crossing”-ot), és aakodasok valamint agaskodas szamat
megallapitottuk. Ezutan csoportatlagokat képezéimktatisztikai 6sszehasonlitdsokat

végeztink.
3.11. A Pécsi Sulyos Koponyasérult Adatbazis Feldmzasa

A Pécsi Sulyos Koponyasérilt adatbazist 2002-bapitaltta e disszertacid széje azzal a
céllal, hogy a klinikai epidemioldgiai kutatasokhiietve a betegek kovetéséhez hasznalhato
informacios bazist teremtsen és az ellatas-, adralkott protokollok auditalast szolgalja.
A rendszerbe 2009. december végéig 341 sulyos kagenilt adatai kerultek.

Ezen adatok egy része klinikai informacio, melylmikKa Intenziv Osztélyan rogzitett
élettani adatokat (Philips Intelliview MP40 moni@ndszer adatai 72 6ranként letdltve
ko6zponti monitorrél, 5 perces intervallumokban: |[GFABP, invaziv BP, HR, EKG, Sat])
tovabba GCS, GOS, agyi oxigén és szovémmérseéklet (Licox) illetve agyi vérataramlas
(Hemedex), Astrup értekeket tartalmaznak.

A PTE AOK, majd KK Regiondlis Kutatasetikai Bizditgilletve az US Department of
Defense folyamatos ellérzése illetve engedélye alapjan az abba beleégyez
betegek/hozzatartozok esetében rendszeres széliquarsmintavétel torténik (utdbbira a

kulsé kamrai drain indikaciojanak standard ellatasi gkotl szerinti felallitasat kovéen
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kerllhet sor), a CT és MRI vizsgalatok archivaldslett a mikrobioldgiai tenyésztések
eredményét is tartalmazza az adatbazis.
Emellett az elbocsatott betegek rendszeres vigsdealése, a tulék kognitiv tesztbattériaval

val6 kovetése illetve endokrin kévetéses vizsgalatpezik a rendszer tovabbi elemeit.

3.11.1. Liguormintak elemzése

Klinikai vizsgéalatainkat a PTE AOK, majd KK RegidisaKutatasetikai Bizottsaganak
(Institutional Review Board) illetve az US Departrhef Defense engedélyével a Helsinki
Deklaracio (Good Clinical Practice) elveinek telpetartasaval végeztik. A vizsgalatokba
bevont betegek kezelésének és neuro-monitorozasdeadte minden vonatkozasban
megfelelt a klinikai rutin ellatdst meghatarozétpkmlloknak. A vizsgalatokba bevont
betegekBl az agyviz mintat az érvényes ellatasi iranyehedkmegfeled kezelésik részeként
szlkségesseé valo beavatkozasok (kklmrai drainage, lumbalis punkcid) soran nyertuk.

Tizenkét sulyos koponyatraumat (GCS <9), 3 subai@idiealis vérzést (SAV) illetve
3 intraventrikularis vérzést (IVV) szenvedett, tblda 3 agytumoros beteg — ICP kontroll
céljabdl behelyezett agykamrai katéteren keresehigicsatott — liquor-mintain, illetve 5,
meningitis vagy sclerosis multiplex kizarasara niegaredmeénnyel diagnosztikus-célu
lumbal-punkcion atesett beteg liquor-mintéin a aalpés caspase-specifikus SBDP-k
kimutatasara Western blottot végeztiink. A kapatierényeket denzitometrias médszerrel
hasonlitottuk 6ssze. Néhany beteg esetén e kdnégd& jelenlétét a liquorban a traumatol
eltelt ids figgvenyében is meghataroztuk.

A kamrai katéteren keresztil vagy lumbal-punkcigwart liquor-mintékat a calpain-
és caspase-specikifus SBDP-k kimutatasara dolgdetulk mintdkat 100kD-s $iz6t
hasznalva Amicon ultrafiltracios készuléken atdik, majd a fehérje-koncentracioikat
fotometrids médszerrel megmeértik. Augfehérjét tartalmazé mintakkal 6.5 %-os gélen
natrium-dodecil-szulfatos polyakrilamid gél-elektn@zist végeztiink, majd a géllia
fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferalthknembranokat az alfa-1l spectrint és
lebontéasi termékeit egyarant kimutato (éppen emértunhisztokémiai vizsgalatokra nem
alkalmas) MAB1622 egér antitesttel (Chemicon, 1f§0@ajd biotinilalt anti-egér
masodlagos antitesttel (1:1000), végul streptadiitinilalt peroxidaz komplexben
inkubaltuk. Az immunjel6lést kemilumineszcens reegsegitségével Kodak filmeken tettiik
lathatova. Az eredményeket denzitometrids moddzéenékeltik és t-probaval hasonlitottuk

0ssze.
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3.11.2. Prognosztikai Vizsgalatok

Vizsgalatunkban a klinika sulyos koponyasérilt héaisanak elemzése soran 99 sulyos
koponyasérilt (post-resuscitatios GCS 8 vagy an)alal vizsgalatait és tulélési adatait
vetettik egybe. Negyvenhat esetben hagyomanyogl@dtélek kiértékelésére volt

lehetiség, 53 alkalommal digitélis képek szamitogépebasa tortént DicomWorks 1.3.5
szoftverrel. Minden esetben a kérhazba kerllés utétlyos koponyasériltedr

rutinszefien készitl — legel$ CT vizsgalat felvételeit tanulmanyoztuk, hogyriipdon
elkertljuk a masodlagosan kialakuld és az esetlegiedszi tevékenység kdvetkeztében
létrejo\6 elvaltozasok zavard hatasat. A Marshall-féle bi&ssealamint a Rotterdam score
megallapitasan tul szamos tovabbi, klinikai tapEaik szerint a koponyia

nyomasfokozodas indirekt jeleként értelmedtadvaltozast elemeztiink. llyenek voltak
tobbek kozott: contusios vérzes; oedema részlegmsyglizalt; epiduralis vérzés; impressios
torés; intracerebralis vérzés; kamrab@ ta#rzés; petechias vérzés; subarachnoidealis vérzés
subduralis vérzés; ciszterna kompresszidja/hidkyzépvonal eltolddas; plexus choroideusok
€s corpus pineale szimmetriaja. Dicommal elemézbstteinknél emellett vizsgalatra kerdilt
a contusids vérzés térfogata @nepidurdlis vérzés térfogata (Emintracerebralis vérzés
térfogata (cm); subdurélis vérzés térfogata Bmvérzések dssz-térfogata (Hm

Adataink statisztikai feldolgozasdhoz egy-, illetibbparaméteres logisztikus regressziot
alkalmaztunk SPSS 11.5 szoftver segitségével.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

l. A diffuz axondlis kdrosodas kialakulasanak vizsglata - Fehérjebonto6 folyamatok

szerepe a diffaz axonalis karosodas koreredetében |

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

Vizsgalatunk célja a Gabearamlas- kivaltotta CMSP IHC kimutatasan ketdsainak
kideritése volt, hogy pontosan milyen szereperfésa C& kivaltotta strukturélis
proteolizis a DAI patogenezisében. Az altalanosiédti bevezéiben leirtaknak megfel&tn
feltételeztik, hogy a koponyasértléskor ébneyiroek hatasara |étrej@vkezdeti
membranpermeabilitas-valtozas (axolemmalis mechadef) hatasara az axonba’Ca
aramlik, mely a CMSP aktivalodasahoz és kovetkexmenitoszkeletélis fehérje-
emészédéshez vezet. Mint azt kordbban szintén leirtula szamitottunk, hogy egy azonnali,
kontrollalatlan fehérje-emésztés helyett a CMSPRelkdzatosan aktivalodik, s ennek
megfeleben mind az IHC-val detektalhaté axonok mennyiségelmpedig az egyes
axonokon beldli ultrastrukturalis folyamatol6lien progressziot mutatnak.

A vizsgalatok fontos részét képezte annak a kéekéamegvalaszolasa, hogy £Ca
indukalta CMSP IHC val6ban kolokalizalhato-e a O#dn korabban leirt klasszikus
markerekkel, azaz a CMSP és a DAI megjelenéseogsguszioja térben éssioen
O0sszekapcsolhaték-e.

A vizsgalatokat 6sszesen 24 patkanyon vegeztulséiést alkalmaztunk 15, 30, 60 és 120
perc tulélési idvel, tulélési idnként 6 allatot operaltunk, edilil-1 traumat nem szenvedett,
de a ntitéti fazisokon (altatas, fémkorong-felhelyezéqjmma-készulékben tortén
poziciondlas, ébresztés) atesett kontroll voltgfsttontrol”). A szovetfeldolgozas az
altalanos metodikai fejezetben leirtaknak megbelelzajlott, a sorozat-metszeteket hat
csoportba gijtottik (“semi-serial sections”), Ab38 egyes jekil@lkalmaztunk fény- illetve
elektron mikroszkopiara (egyes és kettes csogRMD-14 egyes jeldlést feny-és elektron
mikroszkopiara (harmas és négyes csoport) és blanaészletezett médon, kétféle
peroxidase alapu szinreakciévaitglott Ab38-RMO-14 jel6lt metszeteket dolgoztunk fe
fény- (6t0s csoport) és elektron mikroszképiaradbasoport). Az egyes és harmas
csoportbdl retrospective minden olyan metszeteglaia pyramispalya keresztaieseét

tartalmazta, a metodikai fejezetben leirt médomkiativ elemzésnek is alavetettiink.
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E jOl karakterizalt és széles kbrben hasznalt iypéikeleracios TBI modellt
alkalmazva sikeriilt kimutatnunk a €andukalta cisztein protedz, a calpain aktivalotasa
annak spectrin-hasito tulajdonsagat felhasznalyatleany corticospinalis palyaja
pyramidalis szakaszan tovabba a lemniscus medadligb a fasciculus longitudinalis
medialisban.

Tal azon, hogy e vizsgalatok ékent igazoltdk a calpain-medialta spectrin prosli
jelenlétét (CMSP) DAI-ban, mind a fény-, mind pedigelektronmikroszkopos
megfigyeléseink Gjszéek voltak a fent ismertetett klasszikus’Ghypothesis tiikrében.
Szemben a korabbi elképzelésekkel azt talaltuky moga2+-indukalta proteolizis
aktivalddasa idben elnyujtott folyamat: a sérulés utani 15 p#reR0 percig vizsgalva az IR
axonok szamanak fokozatos emelkedését észleltlik£a 60 illetve a 30 és 120 perces
ertékek kozott szignifikans kilénbséget tapasztgiva0.05)(6. abra)

1 6. abra. CMSP-IR karosodott axonok
I atlagos denzitdsanak eloszlasa (95%

konfidencia intervallumok (CI)
0sszehasonlitasa).

! A 30 és 60 perc tulélési iéhél szamolt
denzitas-érték méar egyértelniien
szignifikAns ndvekedést mutat.

05% Cl- karosodolt avonok denzitésa
B

e S e

tiléiesi idd
Mig a traumét koveétkorai iddpontokban az IR axonok morfolégiailag kevéssé wédi
minimalis duzzadas, ke&do vacuolizacio jellemezte csupéket (7.A.abra) addig a 60-120
perces idintervallumban mind tobb ésen duzzadt, helyenkéntiebds, megszakado profilt

talaltunk; mindez jol mutatta a DAI progresszi@aCMSP-IR axonszakaszokb&hB.abra)
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7. abra. A CMSP ICH markerével jeldlt axonok 15 peccel és 2 6raval a trauma utan. A: a korai
posttraumas idészakban megvastagodott, linearis, vacuolizalt axomakaszok, a kééi szakaszban (B)
lefiiz6dott, végbunkd képBdést mutaté profilok lathatok.

Az immun-elektronmikroszképos vizsgalatok tovalibiG& -aktivalta proteolyticus
folyamatokrdl vallott kordbbi nézetek tikrében ugysak meglef adatokat eredményeztek;
mig 15 perccel a trauma utan az IR csapadék csakizémdlag az axolemma alatt, a
subaxolemmalis kompartmentben tarol6dott, s mirmkssekély elektrondenz DAB
csapadék volt megfigyelhieaz axoplazmaban, ott is &®rban a duzzadt mitochondriumok
felszinén(8.A.abra) addig 30-60 perc utan fokozatosan emelkedetkaeglazméban

taldlhatoé csapadék mennyisége, s 120 perc utaszendt a teljes axoplazmat kitoltétte, nem
téve immar lehévé a CMSP-IR kompartmentalis elhatarol§8aB.abra)

8. abra. A CMSP-IR ultrastrukturalis megjelenése 3Qperccel @A) és 60
perccel IA koponyasérilés utanB). A trauma utan roviddel
subaxolemmalisan (nyilak) és a karosodott mitochormtimok (M) koril
lathato6 elektrondenz-DAB csapadék, mig a kébbi felvételen a
reakciotermék az axont teljes keresztmetszetébendie

Fény- és elektronmikroszképos Ketjelolési technikak9-10.4bra)alkalmazésaval a DA

jelenleg ismert legérzékenyebb IHC markerének, aMB&lkar-modosulasan alapuld
citoszkeletalis kompaktalodast (“neurofilament caectipn”, NFC) kimutat6 RMO-14
antitestnek és a CMSP markerének (Ab38) elosztissaehasonlitva, kolokalizacidjukat
egyeértelntien sikertlt minden vizsgaltégontban igazolni, ezzel is alatamasztva, hogy a
calpain-mediélta spectrin proteolysis kiemelkederepet jatszik a DAl patogenezisében.
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9. abra. Kettisen jeldlt axonok a CSpT-ban 15 (A) illetve 120 pecel (B) trauma utan. A.: CMSP (lila, VVIP) illetve a NFC
(kék, BDHC), B: CMSP (barna, DAB) illetve NFC (kék,BDHC) IHC markerének kolokalizacidja.

10. abra. Elektronmikroszkopos felvétel a CMSP (DAB,
nagyobb precipitatum) illetve a NFC (VVIP, kisebb,
kerek precipitatum) ICH markerével kett 6sen jel6lt
axonszakaszrol, 30 preccel trauma utan.

Jol lathatd, hogy a DAB-csapadék a subaxolemmalis
térben, illetve a kompaktalddott neurofilamentumokm
jelenik meg (nyilak, ill. Gres nyilak), mig a VVIP a
kompaktalédott citoszkeletonon foglal helyet
(nyilhegyek). A csillag a fellazult szerkezdit myelint jelzi.

A kolokalizaciéra vonatkozo6 adatok alatamasztottakat az ultstrukturalis, egyes jeldiés
IHC-EM vizsgélatokbdl szarmaz6 megfigyeléseinket)yak szerint a CMSP jelenségét
mutatd axonszakaszokban az axonalis kdrosodazikiasgeleit, azaz mitochondriélis
duzzadast, neurofilament kompaktaldédast, a mikidtigok szamanak csokkenését, a myelin
havely fellazulasat és periaxolemmalis terek kéjgzsét talaltuk. A ketsen jeldlt
axonszakaszokban a tuléléss fdiggvényeben a CMSP-IR ugyanolyan
kompartmentalizalédast mutatott, mint azt fenteblegyes jeldlés ultrastrukturalis elemzése
kapcsan mar részleteztik.

Mind a fény-, mind az elektronmikroszképos megfiggek soran talaltunk azonban —
elsssorban a medullaris pyramis teriiletén- olyan vélbiwyaxonszakaszokat, melyek mar a
sérllés utani korai vizsgalatok esetén (15 pefgpsikarosodast mutattak; bennik a
finomszerkezetet teljesen elfetR-t jelz6 AB-csapadékot talaltunk.

Kovetkeztetések
Megfigyeléseink értelmezéséhez és azok patofiziaiggientsége felismeréséhez a spectrin
bevezatben leirt, a subaxolemmalis ,membran-szkeletonlaki@gasaban jatszott szerepére

kell emlékeztetrit>*34 Figyelembe véve a fent lefrtakat illetve a Pdwdisk-munkacsoport
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korabban emlitett, a sérult axon szakasz membndngadilitds-valtozasara vonatkozo6

?.[94 ,195,219

megfigyelése , tovabba azt a megfigyeléslinket, hogy a DAl sar&MSP

15-30 min

11. abra. A C&*indukalt spectrin proteolysis szerepe a DAI kéreredtében: a
mechanoporacién alapul6 calpain-kaszkad elmélete-A korai szakaszban a
proteolizis kiterjedése korlatozott.

egyértelniien a traumatdl eltelt &6l fliggé kompartmentalizaciot mutatott, az alabbi elmélet
korvonalazhato.

A trauma- kivaltotta axonalis fesziilés hatasara @amlik a vongalddasnak - alaki
adottsaga és/vagy lefutasa alapjan - kitett axdaszba. A Ca indukalta fehérjelebomlas a
korai szakaszban limitalt, kezdetben a subaxolemsrkampartmentre korlatozatt1.abra)
Mindez j6l megfelel a calpain aktivalédasardl viljelenlegi biokémiai felfogasnak, mely
szerint egy membran-phospholipid-kapcsolt folyadlatan sz, melynek elengedhetetlen
feltétele a calpain translocatioja a membranra.

Ezen C&'-indukélta subaxolemmalis fehérjebontas az integrdembranfehérjékhez
ankyrinen keresztil illetve kdzvetlendl is kapcstiiGpectrin-vaz lebontdsa kdvetkeztében
destabilizalja az axolemmat, aXChearamlasa immar kiterjedt intraaxonalis protéstiz
indukal s igy az axon karosodéasa visszafordittzata# valha{12.abra)(ld. még az egyidéj
caspase-aktivalodasra vonatkozé megjegyzeseket).

A C&"* hataséra aktivaldé calcineurin-okozta neurofilanuédalkar-defoszforilaloda® 1%°¢és a
calpain okozta proteolytikus oldalkar-modosulasiggpsen a neurofilamentumok kdzti tavolsagot
fenntarto ionkélcsonhatasok (,repelling forces”)gwéltozasahoz és ezen keresztil a
neurofilamentek kodzti tavolsag csokkenésehez, andlis citoszkeleton kompaktalodasahoz

vezetnek. Mindez jeleésen felgyorsithatja az intraaxondlis fehérjelebentdyamatat, hiszen a
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neurofilamentumok defoszforilalt formaban jovalé&enyebbek fehérjebontd
enzimekré7'90'188‘227’23.4

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

A fokozott C&*-bearamlas hatasara kialakulé mitochondridlis l@dés patobioldgiai
jelenségével lentebb foglalkozunk, itt megjegyezzik,yhagnitochondridlis laesio az
ionpumpa-nikddés hatraltatdsa, az axondlis energia-homeoszavara kovetkeztében
tovabb gerjeszti a divalens kation-bearamlas inldakgfatologias foku fehérjeemeésztést.
Mindezen, viszonylag kismértélkcitoszkeletalis valtozasok mellé a tulelésitéd fliggéen
egyre nagyobb fokd, az axoplazma egészére kiteddSP kialakulasa tarsul, amely a
citoszkeleton destrualédasahoz, a mitochondri&@impabilitasi pérus direkt, proteolytikus-
aton tortéw kinyilasahoz és az axonalis transzportfolyamagdzéomlasan keresztil

organellum akkumulaciéhoz, az axon fokalis duzzalddz és kettészakadasahoz vezet.

12. abra. A C&*indukalt
spectrin proteolysis szerepe a
DAl kéreredetében: a
mechanoporacion alapuld
calpain-kaszkad elmélete-Il.

A progredialo citoszkeletalis és
membran-permeabilitasi
véaltozasokat generalizalt
fehérjebontas kiséri.

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

vizsgalatara.

A kutatas e fejezetének éteges célja a fluorescens Kaielolési technikak
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elektronmikroszkopos vizsgalatokra tordéonvertalasara szolgatodszertanijitas
kidolgozasa és tesztelése volt, mindazonaltal sgaiatok eredményei egyértdiem
megedbsitették a calpain-medialt fehérjebonto folyamatika difflz axonkarosodas
koreredetében jatszott szerepével kapcsolatos londgfigyeléseinket.

Fénymikroszkopos vizsgalataink soran d@mta CSpT és az MLF teruletén talaltunk
a neurofilamentumok kompaktalodasat (RMO-14) éalpain-mediélt spectrin lebontést
(CMSP/ADb38) jeld IR-t (13.abra) Mig fél éraval a trauma utan lineéris, alig vasidott
axon szegmentumok jefiiltek a fenti markerekkel, addig harom ora elteliéze
immunreaktiv axonok nagy része duzzadt, vacuolinélinelyikik teljességgel kettészakadt
volt. Az axonok tobbsége coumarin és rhodamine@scenciat egyarant mutatott, jelezve a
vizsgalt el§dleges antitestek colokalizaciojat. Ez a kolokaliaa modszer joval inkadbb

felhasznal6-barat volt, mint a korabbi vizsgaladtaen hasznalt peroxidaz alapu technikak.

13. 4bra. Fluorescens keftis
jelélt axon 30 perccel
trauma utan: a jel EM
konverzidja.

A: Kék coumarin jeldli az
RMO-14 (NFC) antitestet,
ugyanezen axonban piros
rhodamine-tyramide jelzi az
Ab-38-at (CMSP) B).C: A
és B digitalis egybevetése (a
pisoklila, kettésen jeldlt
axon alatt egyes jeldlt kék,
azaz NFC-t mutato
axonszakasz lathato.)

D: a TSA—DAB konverzié.
E ésF az EM konverzio
eredményét jelzi, ahol a
nyilak a CMSP
subaxolemmalis illetve a
kettés nyil a
mitochondrium-felszini
megjelenését mutatja. A
konverzié utan
ultrastrukturalisan
elemezheb axonszerkezet
egyértelmien mutatja az
NFC jelenségét. Lathatéan
fellazult a periaxolemmalis
tér és a myelin (M).

E-n jol lathaté a csillaggal
jelolt ép axonok kivaléan
megorzoétt ultrastruktdrdja,
az egészséges myelin hiively.

A hagyomanyos IHC alkalmazashoz képest 25-40%ékkentett koncentracioju Ab38 éls
antiszérumot a gyari protokollhoz képest 1/6-nynéentracioju tyramide &hivo oldatban

megjelenitve is kivalé jel/zaj aranyl, azaz alagdudttér-festésimmunreakciot kaptunk,
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mely semmi féle mas emisszios spektrumba nem v&atdasul ez a kéjeldlési technika
lehetve tette annak a korabbi felismerésinknek a panegebésitését, hogy az RMO-14
jelolt axonok egy része nem mutat Ab38-immunpoitést.

Az egyes maik digitalis egymasra vetitése meg@gtette a reakcio-termékek
kovetkezetes és preciz megjelenését illetve igazokonverzios technika pontossagat,
amennyiben a DAB csapadék pontosan a rhodaminé geddn szegmens felett alakult ki,
illetve egyetlen izolaltan RMO-14 jelolt axon tezidn sem alakult ki DAB csapadék, mely

ismét csak a mddszer precizitasa mellett €Z&labra)

Kovetkeztetések

Ultrastrukturdlis vizsgalataink soran az egyik tegbsabb megéallapitas annak felismerése
volt, hogy —dacéara a bonyolult inkubacids folyana&tgs a felhlizas- lefedés-leaztatas
eseménysoranak- a szovet finomszerkezeti réskigtddan megrzodtek, ismét feltarva az
axon karosodasra jellealtrastrukturalis részleteket, azaz a neurofilaimerok
kompaktalédasat, a mitochondrialis duzzadast, dimigévely fellazuldséat, periaxolemmalis
ur kepzdését. A CMSP-IR elektrondenz DAB csapadék azokbiegrosodott axonokban
jelent meg, melyek egyértetren mutattak a neurofilamentumok kompaktalédasat. A
koponyasérilést koueB0 perc utdn a DAB dlsorban a subaxolemmalis kompartmentben
helyezkedett el, majd 3 6ra utdn a kéros szerkedtiszkeletont az axon teljes
atmetszetében befedte a DAB-csapadék.

A TSA kivalo specificitasrol és szenzitivitasrottteanubizonysagot, hiszen csak
karosodott axonszakaszokat jeldlt, a csapadeék nifummdélt az axonok k6zé vagy ép axonok
tertletére. A DAB csapadék megjelenése legaldbdnalytenziv, &t, talan még markansabb
volt, mint kutatocsoportunk korabbi, mas tipustopetaz reakcion alapulé vizsgalatainal
megszokhattuk, igazolva, hogy sem a jeli&@es, sem a tyramide sajat, minimalisan

elektrondenz volta nem befolyasolta hatranyosaslektronmikroszkopos vizsgalatot.
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Il. A diffdz axondlis kdrosodas kialakulasanak vizgalata - Fehérjebontd folyamatok
szerepe a diffuz axonalis karosodas koreredetébeh A diffiz axon-sérilés soran
létrejové mitochondrialis karosodas és az apoptoticus folyaatokban szerepet jatszé

cisztein proteaz-kaszkad (caspase) kovetkezményddiaalodasanak vizsgalata.

A CMSP-vel kapcsolatos koréabbi vizsgélataink erenlyeé&®*valamint
munkacsoportunknak a DAI soran jelent&eaitochondrialis kdrosodas kivédésére illetve a
CsA axonoprotektiv szerepére vonatkozé megfigyefet#18>185elvetették, hogy a
,Pandora szelencéjeként” is emlegetett mitochomaoit°”*?® kinyilasa”, azaz az MPT
jelenségének a membran-permeabilitas zavara éskéagygtlen calpain emésztés hatasara
tortérd aktivadlodasa cyto-c kiaramlashoz és kovetkezméageptotikus enzim (caspase-3)-
aktivalodashoz s igy a citoszkeleton irreverzithbisitasahoz vezethet. Kisérleteink célja
annak FM és EM IHC-val illetve fluoreszcens ksjelolési technikaval val6 igazolasa volt,
hogy a C&'-bearamlas indukalta CMSP és a mitochondrium ké@sebidézte cyto-c
kidramlas egyazon axonszakaszokban lokalizalt$élgnmely egyuttal a caspase enzim
aktivalodasaval is egydutt jarhat.

A vizsgalatok soran 25 allatot tetttink ki IA-kop@s¢rilésnek, 5 allat, mint nem
sérilt kontroll szolgélt. Az allatoknak egyémsoportokban, 1-1 kontrollal kiegészitve 15,
30, 60 percig illetve 3 és 6 oraig engedtik tulé@lkoponyasérilést. A szdvettani
feldolgozasra kerdl,semi-serial” modon gyjtétt metszetek etskét csoportja kvalitativ és
kvantitativ fény-mikroszkopos illetve kvalitativ EMIC feldolgozasra kertilt a
mitochondriumokbdl kiszabadul6 cyto-c kimutatasszalgalo antitesttel; a harmadik és
negyedik csoport hasonlé elemzését végeztik eD&kD2SBDP-t kimutatd antitesttel. Végil,
az 6todik csoportba sorolt metszeteket fluorest@histechnikaval végrehajtott kégjeldlési
vizsgalatokban hasznaltuk fel, az alabbi antitestliinaciok kolokalizalasara: Ab38 + cyto-
c, cyto-c + SBDP-120, SBDP-120+Ab38 és SBDP-120p@Abbi részleteket Id. a
metodikai fejezetben).

i. Fénymikroszkopos, kvalitativ immunhisztokémiaegfigyelések

A kisérletes koponyaseérilés kivaltasat kdeatmar 15 perc elteltével az agytérzs ponto-
medullaris szakaszan a CSpT és az MLF terileténayR illetve SBDP-120-IR
axonszakaszokat lattunk, bar ebben é&padtban karosodott, immunreaktiv axon-profilok

csak elvétve voltak megfigyeltidt (14.A,C.abra)
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14. &bra. Cyto-c-IR @A, B) és SBDP-120-IRC, D)
axonok 15 @A, C)és 360 perccelR, D) impakt
akceleracids koponyasérilés utan.

Jol lathatd, hogy a korai post-traumas szakban
mindkét antitestet jel6lé DAB csapadék lineéris,
duzzadt axonszakaszokat fest, mig a kéisszakban
duzzadt, lefliz6dé, megszakadt folytonossagu
axonszegmenseket jeldl az immunfestés.

A tulélési idb ndvekedésével (30-360 perc) ugyanakkor mar atltislivizsgalat soran is
észlelhed volt az immunreaktiv axonszakaszok szamanak fedemivekedése. Az 6sszes
vizsgalt iddpontban és agytorzsi régioban a cyto-c-IR és SBERIR axonszakaszok
morfolégiai megjelenése rendkivil hasonlonak bizdinkezdetben fokalis axon duzzanat,
majd a tulélési i névekedésével inkdbb vacuolizaltsag, fragmentéldéfszakadozas
jellemeztesket (14.B,D.4bra)

Bér a vizsgalatoknak nem volt célja a neuronokkaeyonjanak elemzése, megallapithato,
hogy az agyttrzsi magvakban érdemi IR-t a vizagaltkerekkel nem tapasztaltunk.

ii. Fénymikroszkopos, kvantitativimmunhisztokémiaiegfigyelések

Az ANOVA-elemzés igazolta a sérulés utan eltedhigk a cyto-c-IR-axon szegmensek
megjelenésére gyakorolt hatasat mind a CHulog= 67.715p < 0.001), mind pedig az
MLF (F,20= 31.969p <0.001) tertiletén. A Scheffe-fa@mst hoasszevetés azt mutatta,
hogy a cyto-c-IR axon szegmensek denzitdsa szignisian itt 60 perc és 180 perc kozt
(p<0.01) és 180 perc és 360 perc kdg.04) a CSpT-ben illetve 60 perc és 180 perc kozt
az MLF-ben (p <0.01). Az ANOVA szintén igazolta a sérulés utédelelds és az SBDP-
120-IR axonok denzitdsanak 0sszefuggéseét a ClipIof= 41.986p <0.001) illetve az MLF
(Fa,200= 19.156p <0.001) teruletén. A Scheffe-fgmst hoaisszevetes alapjan az SBDP-
120-IR axon szegmensek denzitdsa szignifikanétram MLF-ben 15 és 30 per@p0.05)
€s 60 és 180 perc kézp&0.01).
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iii. Ultrastrukturdlis vizsgalatok

Az immun-elektronmikroszkopos vizsgélatokkal azadtaiscyto-c-IR illetve SBDP-120-IR
axonszakaszok mindazon morfolégiai jeleket mutatiéddyeket az axonkarosodas
finomszerkezeti elemzésekor jelleten latunk: a fokalis citoszkeletalis karosodasokiko
mind a neurofilamentumok kompaktalodasat, mind leotubulusok szamanak cstkkenését
észleltik, akarcsak az axolemmadmittségét illetve a myelin hively fellazulasat. Abta
néhany, elsz6rt axonban, mely a sérilést kb¥b+30 percen belll cyto-c-IR-t mutatott, az
elektrondenz DAB-csapadék vagy a mitochondriumddttfievagy azok kdzvetlen kdzelében
helyezkedett el, gyakran elfedve a mitochondriumriszerkezetétl5.A-C.abra)

Ahol a csapadék alatt a mitochondrium szerkezetehiat volt, ott fellazult
lamellakat, duzzadt mitochondriumot fényképezhdttlizek a karosodott illetve
csapadeékkal fedett mitochondriumok kizardlag azamnaszegmensekben voltak lathatok,
melyek a diffiz axonalis laesio fent emlitett egyabit is mutattdk. Ez a megfigyelés is
kiemeli az alkalmazott anti-cyto-c élleges antitest azon tulajdonsagat, hogy kizaralag
karosodott- mitochondriumokbol kiszabadulo, tebditeemitochondridlis cyto-c-t jeleniti
meg.

A talélési idb nbvekedésével (60—-360 perc) is hasonlo helyzetbdtdrnyezetben
talaltuk a cyto-c IR-t jekt DAB csapadékot, ugyanakkor az axonalis karosodas e
szegmentumokban mar jéval sulyosahivkthaladottabb képet mutatott: a citoszkeleton
elrendeddése is megvaltozott: nemcsak kompaktacio, hankazdétsag, feloldodas,

szakadozottsag volt lathatd, illetve organelluny tigpbek kdz6tt duzzadt mitochondriumok-

akkumulalédasa is megfigyellsetolt (15.D.4bra)

15. &bra. Cyto-c-IR axon EM képe 30
! perccel trauma utan.B ésC az A-n
fehér illetve fekete nyillal jeldlt

szakasz kinagyitasaB egészsége§;
~ . sérilt axon, erre utal a myelin
szerkezeti eltérése és a citoszkeletalis
s karosodas.

@' Anyilak B-n egészsége€-n
& karosodot mitochondriumokat
jelélnek, utébbi felszinén a
kiszabadulé cyto-c-t jelob DAB
csapadék figyelheé meg.
D: Hat 6raval a sériilés utan a
karosodott mitochondriumok
Osszegyilése és koriilottik jelents
cyto-c-IR kialakulasa lathaté (csillag).
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Azok a metszetek, melyek a rendszerezeiftggnek kdszonhéen a cyto-c-IR axon

szegmensekhez kozeli terllet@kszarmaztak, egyértelien mutattak az SBDP-120-IR jeleit

is, tul az axon-karosodas fent felsorolt jegyein.

16. abra. Caspase-3 aktivalodast jeizSBDP-
120-IR axonok 30 (A), 120 (B), és 360 perccel
(C) IA koponyatrauma utan.

Az idé elérehaladtaval a sulyos citoszkeletalis
karosodas/emészidés (csillagok), a
karosodott mitochondriumok

felhalmozddasa (nyilak) egyre kifejezettebb;
C-n mindkét elvaltozas extrém fokot ér el.

A caspase aktivalodast, azaz az SBDP-120-IR -4 [@/B csapadék a spectrin szerkezeti
fehérje ebfordulasi helyein, azaz az axolemma alatt és aamd@ondriumok felszine korul
fordult el leginkabb(16.abra) A hosszabb tulélési éde marker esetében is azzal jart, hogy
joval sulyosabb ultrastrukturalis karosodés jetaittaté axonokban detektaltuk az SBDP-120-
IR-t. Ugyanakkor, paradox madon, e jeldléssel matyanvaldbb volt a mitochondriumok
karosodasa és akkumulacioja 3-6 éraval a traunm hisz az SBDP-120-IR kevésbé fedte a
mitochondrium felszinét, mint tette azt a cyto-ctljelz6 DAB-csapadék.

iv. Kettd's jeldléses immunfluorescens vizsgalatok

Az immunfluorescens vizsgalatok soran mind az immeaktiv axonok lokalizaciéja, mind
morfolégiai megjelenése teljes mértékben megfel&brabbi kozlésekben illetve sajat
munkankban leirtaknak, tovabbé visszatikrozte érleiskvalitativ fénymikroszképos IHC-
megfigyelései{17.abra)
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17. &bra. Fluorescens ketis jel6lés
kombin&ciok a CMSP,
mitochondrium-karosodas és a
caspase-aktivalodas egyidéj
kimutatasara (MLF, 60 perccel
trauma utan).

A: CMSP-IR,

B: cyto-c-IR,

: digitalis atfedés.

: Cyto-c_IR,

: SBDP-120-IR,

: digitalis atfedés.

: p-20-IR (aktivalt caspase-3-IR),
: SBDP-120-IR,

I digitalis atfedés.

J: CMSP-IR,

K: SBDP-120-IR,

L: digitalis atfedés.

IONMmMOQO

A kisérletes koponyaseérilés utani korai szakasga30 perc) a CMSP-IR dominalt, alig
mutatva ketfis jelolést mas vizsgalt markerekkel. Ebben &szdkban egyenletes, bar kissé
duzzadtabb axonszakaszok &brazoldédtak CMSP-IBkéht a CSpT terlletén. A tulélésbid
novekedésével (60—360 perc utan) az egyre nagyblmn feling CMSP-IR
axonszakaszok mind a cyto-c, mind pedig az SBDPéE2P0 megjelenitését szolgalo
fluorescens festéket is magukban hordoztak. Az SBPIRIR és a p20-IR egylittes
megjelenitése egyfajta endogén kontroll kisérldtkéita megg§zo bizonyitékat annak, hogy
az apoptotikus enzim kaszkad, illetve annak legv&ggrehajtdja, a caspase-3 enzim az

alapveben ,nekrotikus” folyamatnak megismert diffiz axondgodas soran aktivalodhat.

Kovetkeztetés
A calpain-medialt spectrin lebontas IHC markerééela cyto-c felszabadulas

immunfluorescens jelének egy adott axonban tértiatektalasa arra utal, hogy a spectrin
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lebontéast elidéz C&* bearamlas (és véllien az ehhez jaruld, calpain medialta
szerkezeti/membran fehérje bontas kovetkeztébesssie bejutdé Ca) 6sszefiiggésben van
az axon karosodéaskor kordbban leirt és sikeredddise terapias tamadaspontként azonositott
mitochondrialis kdrosodassal.

A cyto-c és SBDP-120-IR egy adott axonban tértégyideji megjelenitése az apoptoticus
enzim-aktivaciéo mitochondridlis karosodassal valézifliggésének kdzvetlen bizonyitékat
adja.

A két cisztein proteaz egy axonon belll toét@hktivalodasat jelt CMSP-IR- SBDP-120-IR
kolokalizacié pedig arra utal, hogy az axonok eggzében mind a ,,nekrotikus” mind pedig
az ,apoptoticus” enzim kaszkad aktivalodik.

A kdzelmultban kozo6lt biokémiai vizsgalatok alapgspectrin caspase-3 hatasara definitiv,
irreverzibilis hasitast szenved, tehat az axonkidtés folyamata it a ponttol bizonyosan
visszafordithatatlanna vafik-2%%-2%

Az irodalmi hattér felvazolasakor mar részletesenertettiik a nekrozis illetve
apoptoézis neurobiologiai folyamatokban jatszotrepével kapcsolatos ellentmondasokat.
Vizsgalataink ismét alahuzzak, hogy a két folyakiatt nehéz éles hatart huzni: a sejt illetve
jelen esetben axonja a kéilsoxa hatasara azzal az effektor (enzim-) késkthedtaszol, ha
ugy tetszik, azt a halél-utat valasztja, amely etkezésére all; ha a caspase enzimrendszer
aktivalédaséanak lehétége adott, s ez bekdvetkezik, aligha beszélhetikiokalis
apoptozisrol, sokkal inkabb az enzimrendszereki kilmhmunikaciorol, ,végzetes
egyuttrriikodéss|” 287288

lll. A diffiz axonalis kdrosodas kialakulasanak visgalata — Difflz agysériléshez tarsuld

gerincveli axonkarosodas.
i., A diffuz axondlis kdrosodas mértéke és az azivaltd energia dsszefliggésének leirasa.

A diffuz axon karosodasra vonatkozo6 korabbi vizatgt, tobbek kdzt kutatocsoportunk
eredmeényei is felvetették annak lefsgtgét, hogy a klinikai tiinetek (atmeneti légzékisal
gorcsroham, agytorzsi reflexek atmeneti kiesésijingenyhe koponyasértilés esetén is
johetnek létre IHC vizsgalatokkal detektalhat6 dsadott axonok. Bketes kisérletes
vizsgalatainkban erre a kérdése kerestik a vakasakor 6sszesen 36 allatot tettlink ki 1A
koponyasérulésnek. Az allatok 1-1 harmadaban avémylos 2m helyett 50, 100, 150cHi-r

alkalmaztuk a 4509 tomégsulyt a fentiekben leirt kisérleti beallitasbaa.dlatok aranyos
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csoportjat 30, 60, 120 perc utan dolgoztuk fel a l@iat modon, meghatarozva az APP-IR
axonok denzitasat a CSpT-ban.

A fénymikroszkopos elemzés soran mar harminc pesttével a CSpT terlletén a
nodalis-paranodalis szakaszon tipusos APP-IR axegrsenseket lattunk, a karosodott, jeldlt
axonok szama és a rajtuk lathat6 alaktani jegyedtait iddvel aranyosan a sérilés
progresszidjat mutattak, ugyanakkor kvalitativ gaataink soran nem talaltunk érdemi
morfolégiai kilonbséget az elténagysdgu mechanikai hatds kovetkeztében APP-IRdth
axonszakaszok kozott.

Az adatok elemzése azt mutatta, hogy a diffiz di®séarilést kivaltd targy
tobmegével aranyosarbth az axonkarosodas mertéke: az APP-IR axonok sZan2ab.4
(atlagtsem, /mm) 0.5m, 19426.6 1m és 430:#54.2 1.5m magassag esetén; hasonléan,
kozel szignifikans dsszefliggés mutatkozott az aamdodas mértéke és a kivaltdo noxa kozt
eltelt id5 vonatkozasaban: az APP-IR axon-szegmensek atthgastasa 170412.5 (atlag
+sem, /mm) 30-, 21@57.6 60-, és 280479 120 perccel a trauma utan.

Az dsszefiiggést a regresszids analizis még inkabdnaasztotta: az APP-IR axonok
atlagos denzitasa és a tulélés kdzti 6sszefliggés esetében a p érték 0.017-nalotdig
a sérllést kivaltoé sualynal p 0.001 volt, mikdzberr értéke 0.52.

iil., Az akceleracios - deceleraciés mechanizmusdadlakuldo koponya/agyseériléshez

tarsuld, tavoli (gerincvelsi) diffiz axondlis karosodas jelenségének igazolasa

Az agytorzsi axonkarosodashoz tarsuld gerinv@Al kimutatasara tovabbi 36 kisérleti allat
esetében, az@&o6 szakaszban leirt fokozatokkal alkalmazott 1A-sésiivaltasa utan 2, 6 és
24 6raval dolgoztuk fel APP és RMO-14 IHC alkalnsél a szovetblokkokat, harom
anatomiai régiot elemezve: a craniospindlis atnetnatcervico-thoracalis (C-Th.) blokkot
valamint a thoraco-lumbalis (Th-L.) atmenet teréiet

A gyorsulasos-lassulasos koponyaserilés kivalgatacvebi DAI kvalitativ

fénymikroszkopos elemzése soran a DAl a mar isawytrzsi palya-szakaszokon (CSpT,
MLF, ML) IR axon-szakaszok kialakulasaban jelenttezaz APP jelolés d@lsorban duzzadt,

a nodalis-paranodalis régioban immunjeldlténikiént feltbredezett, elszakadt szegmenseken,
az RMO-14 jel pedig lobulalt, vacuolizalt, és gyakelszakadt szegmenseken volt

megfigyelhed.

72



dc_14 10

A craniospinalis atmenet teriiletén a CSpT tartatmal£isorban az IR-axonokat, mig a C-Th

és a Th-L szakaszon déeh a hatso kotél és ritkan az etit®lumna(18.4bra)

Az axonok e szakaszokon déeh a citoszkeletalis karosodas markerével geltik, mely

18. 4bra. RMO-14
(NFC) —IR
axonszakaszok a nyaki
illetve a hati gericveb-
szakaszbol 6 éraval IA-
koponya trauma utan.
A karosodott, IR
axonszakaszok
toredezettek, lobulaltak.

morfolégiailag az agytdrzsben leirt RMO-14-IR-djdsen megegyéen jelentkezett,
ugyanakkor, a joval kisebb szdmban detektélt APBx&hszakaszok a gerinctben
megle® mddon elésorban az RMO-14-IR tarsaikra hasonlit6 lobul&tuolizalt

megjelenést mutatt§ld 9.abra)

19. &bra.A: APP- (axoplazmatikus
transzport-zavar markere) , B: RMO-
14 (NFC) —IR axonszakaszok a
cervico-thoracalis szakaszbdl két
oraval |A sérilés utan. A nyillal jel6lt
axon-ballon képZdés egyértelnien
lathato, a két, kilonboz markerrel
jelolt axonok jelentés morfologiai
hasondséaaotmutatnak.

A kétoldalas ANOVA elemzés (Scheffe-féle post-hemezéssel kiegészitve) azt mutatta,
hogy a karosodott —IR- axonok denzitasa mind désiieltelt iddvel, mind pedig a kivaltd
noxaval (suly/ejtési magassag) aranyoséh ggy-, illetve két métedt ejtve a 4509 sulyt,
illetve 2-, 6-, 24 Ora tuléléssel a CSpT-ben ésaE-ben a p értékek az aldbbiak szerint
alakultak: a CSpT: 2,2x10 APP-vel és 7,1xIb2 RMO-14-el, az MLF: 1,4x1‘®APP-veI és
2,7x10" RMO-14-el. Ket$- és hat 6ras talélés kozt ismét szignifikans zisoallt be:
p=1,5x10*a CSpT-ben APP-IR-al, ugyanakkor nem volt szigaifi& valtozas a 6 és 24 6ras
talélési ids kozt.

A kdzepesen sulyos/sulyos traumat elszenvedetieffsi magassag) csoportban az
RMO-14-IR sérilt axonok denzitdsa minden esetb@miikansan nagyobb volt, mint az
APP-IR axonoké, kiilénésen az MLF-ben (p=1,08%10
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Az alacsonyabbnak adodo denzitasi értakedtekintve hasonlé megfigyeléseket
tettlink a cervico-thoracdlis régiéra vonatkozoarkigerileten a karosodott, IR axonok
denzitdsa maximumat hat 6raval a trauma utan Erfe=®,006 2 és 6 ora kozt APP
esetében), raadasul itt az axon-karosodas mérsekéigaltd noxa kozti kapcsolat még
nyilvanvalébb volt: p=7,1x1¢° 1m és 2m ejtési magassag kdzt APP-; és p=3,1%5&MO-
14 esetében. Az RMO-14-IR axonok denzitasa e vizsgakaszon is szignifikansan
magasabb volt, mint az APP-IR axonoké (p=7,531@.tablazat)

TihlékEs APP. v = 50 Y LW pe——
Srovetbiokk Tertlad (&ra)

1= J dam I

1 ccJ CligT : 128 2 302 HE = an Boa = 302 W4 zs 4 tablazat. APP-, és RMO-14-IR
ey f 0+ 87 2 = O 1a = 154 bl = 3.2 s .
14 06 + 513 £+ §013 116 = £84 um = miz  axonszakaszok denzitasa illetve
P 2 I =MT  XE = s a6 =401 szama, atlaga és standard
fi 154 = 320 h = &3 4 = 338 4 = 600 L, e, . —_— v
] e i =11 ws =y deviacio a gerincveb kulonbozé
2,C-Th : 2= Ha o = 207 4=13 mi=32  gzgkaszaiban, 2-, 6-, 24 6raval
£ =04 15 = 440 =7 ezl . A ~
2 M 41 16 = 152 W= 157 1 = 413 1-, illetve 2m magassaghbol
. = bl b et T i .
3. Thi 1 :; s i". Yer L: : ___: k|.\./a|tc3tt IA-koponyatraumat )
a Mg $6 =24 Meg 4R = 14 kovetéen. Neg elhanyagolhat6.

A Th-L atmenetben enyhe sérilés (1m) esetén gyatkag nem talaltunk immunreaktiv axon
szakaszt, ugyanakkor sulyosabb sérlilés (2m) eaetBMO-14 IR axon-szegmensek
abszolit szama szignifikdnsan magasabbnak bizoaguPP-IR-nal (p=1,32x19, s

mindkét immunfestés esetében a legtdbb karosoxott & oraval a sértlés utan tudtuk

megszamolni.

Kovetkeztetések

Az enyhe koponyaséruléssel kapcsolatos legfriskkikai vizsgalatok modern képalkoto
eljarasok alkalmazasaval mind tobb példat hoznb&rfa, hogy az akut szakban klinikai
tineteket nem okozo, késb ugyanakkor postcommotios syndroman keresztiil taki#®s
egészségkarosodasra és életisdyg romlasra vez&tminor koponyasérilés” esetén az
agyallomanyban szerkezeti eltérések detektalhdiffkzios tenzor imaging soran frakcionalt
anizotropia vizsgalattal illetve SWI-vel DAI kozett illetve kdzvetlen jelei fedezligt fel az
agyallomanybaff*"1&

E Klinikai jelenséget modellezik a fent részleteadlatkisérletes vizsgélataink eredményei is,
melyekben az IA koponyasériilést kivaltd suly és asagg csokkentésével minden fiem
klinikai tiinet (Ieégzésleallas, epilepszias rosstytelkil is ebidéztink —-méghozza az

alkalmazott sérulés intenzitasaval és az attolt éftével aranyos- diffuz axonalis karosodast.
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E megfigyelés kulondsen felértekeli a diffiz axamlséddast izolaltan &idézo 1A-
koponyasérilési modellben tett kisérletes ter&ggakeléseinket: nem zarhaté ki, hogy az
enyhe koponyasériltek MRI-vel és esetleg biomavkesgalatokkal azonositott
rizikdcsoportjaiban az altalunk allatkisérletekipazitiv eredmeénnyel kiprobalt terapias
modalitasok a kébbiekben klinikai kiprobalasra is kerllhetnek.

Kilon jelentséggel bir a gerincuédben a koponyasériilés kigglenségeként észlelt
DAI. Mikdzben az IA modellben a sériilésbielezs, agytorzsi vongalddasra veéeagyors
cranio-cervicalis flexio kovetkeztében logikusahéelezhed, hogy a gerincvél felss
szakaszan karosodott axonszakaszokat talalunknldgstenség a cervico-thoracalis
atmenetben meglépa thoraco-lumbalis tertleten pedig teljességgedtlan (utdbbi tertletet
eredetileg csupan ,szdvettani autokontrollkénthedetilk volna).

Az észlelt axonkarosodas magyarazata részben abjiknhogy a gerincvél a ligamentum
denticulatumoknal illetve a kilé&pgyokok terlletén rogzitett helyzetben van, tehéiaio-
cervicdlis atmenetben bekodvetkezxtrém flexié hatasara teljes hossza —a kivaltGtia

val6 tavolsaggal forditott aranyban- vongalodikyblgcsak szerepet jatszhatnak a geririgvel
DAI kivaltasaban azok a ,folyadék-lokéshullamok’elyek a fejtedre e$ targy illetve a

fenti vongalédas kovetkeztében general6di=R>

Az igazsagugyi orvos szakérgyakorlatban a megrézott csecgeszindroéma
(,shaken baby syndrome”) esetében eddig érdemhmarvirsgalat spinalis DAI elemzése
szikségességenek alatamasztasan tul vizsgalateenkralis gerincvélsyndroma és a
spondyloticus myelopathia kialakulasanak keletkézélskapcsolatban is figyelem felhivo
adatokat szolgaltatnak.

Bar évek 6ta tudjuk, hogy a hosszU ideig vascutraseinek feltételezett,
haemorrhagias nekrézissal magyarazotis sbondyloticus betegek arcra esésekor
hyperextensios mechanizmussal létréjoentralis gerincvéllaesio hatterében nem
haematomyelia, hanem ésorban axonélis laesio &1*%°?%° olyan modellt, mely a fenti
jelenséget akér részben magyarazna, nem irtakddnienyeink ismeretében joggal datik
fel, hogy az idskori, gerincvelt komprimalo spondyloticus peremek olyan ,fulcruként
szolgalhatnak, amelyen a geringvategtorhet és flexio-pként pedig extenzio-disztrakcio
hatasara vongalddhat. Ez a jelenség akutan igdieat nagy kiterjedés diffaz
axonkarosodast eredményezve (centrdlis geridsygldroma) de krénikusan fennallva is
fokozatos, kiterjedt axonkarosodast eredményespeindyloticus myelopathia).

75



dc_14 10

IV. A Pécsi Sulyos Koponyaseériilt Adatbazis feldolgrasa.

i. Fehérjebontd folyamatok kimutatasa koponyasérukkben: alkalmazott klinikai
kutatasok - A diffaz agysérilés soran aktivalédo dhérjebonté folyamatok azonositasa

sulyos koponyasérultek agyviz mintainak elemzésével

A bevezetbben részletezett okok miatt rendkivil fontos aikihgyakorlat szamara, hogy a
koponyasérultek ellatasaban hasznalhato biomagkaay, a sérilés altal kivaltott bioldgiai
folyamatokba is betekintést enggel6l6 anyagot sikerlljon azonositani. Sajnalatos modon,
az eddig alkalmazott ,surrogate markerek” nem véiobe a hozzajukizott reményeket; a
hazankban is tobb helyen alkalmazott, legigéreteSAi®0R megbizhatdsagat sok kritikai
eszrevetel éri, polytraumatizacio esetében pélaaaldipocyta erediefehérje felszabadulasa
miatt teljességgel megbizhatafizit®>

Alapkutatasi eredményeink alapjan joggal remélhidgy a calpain és caspase-medialt
fehérjebontd folyamatok aktivalédasa soran ilyeheeezatben definialt klasszikus
biomarker kdvetelményeinek megféléermékek keletkeznek, melyek megjelenitésére
kezdtiink szervezett liqguormintaigiést a PTE AOK Idegsebészeti Klinikan. Az additgs
a 2002-ben elinditott Pécsi Sulyos KoponyaséruttBank része, mely a mai napig tébb mint
300 sulyos koponyasértilt klinikai monitorozasi aitaképalkoté-, laboratériumi- és
neuropszicholdgiai vizsgalatainak és rendszerezait kovetesének eredmeényeit tartalmazza.
A fenti adatbank elemzésétieizsgalatokkal kezdtik, melyek soran a metodikaezetben
részletezett harom betegcsoport (sulyos koponyaéaiht, nem- traumas-eredet
intracranialis nyomasemelkedésben szet\mtegek, illetve subarachnoidedlis vérzés,
meningitisz vagy SM gyanuja miatt végul negativderénnyel lumbalis punkcion atesettek)
liguormintait Western blot (,dot-blot”) modszertehsonlitottuk 6ssze.

A Western blot vizsgalatok denzitometrias eredmé&uoran azt talaltuk, hogy a
280kD molsulyu intakt, és a 120kD malsulyt caspaseeifikus spectrin-degradacios termék
a koponyatraumat szenvedettek liquoraban szigm&&a nagyobb hanyadban volt jelen, mint
mas betegek esetén (66% szemben 11% illetve 75there22% gyakorisaggal).
A diagnosztikus lumbal-punkcion atesett betegek-@fdtai nem tartalmaztak a vizsgalati
modszereinkkel kimutathaté mennyi§égBDP-t.

Az intakt spectrin, valamint a 150kD és a 120kDysagu SBDP-k szintjét
szignifikhnsan magasabbnak talaltuk koponyatrawsetéa, mint a vizsgalt nem-traumas,

ugyanakkor a koponyiai nyomas fokozodasaval jaré agyséruléseki2éa21.abra)
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280 kDa - ‘
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20. abra. Spectrin és lebontasi termékei
kilonbozé korképekben: TBI:
koponyasérilés, SAH: subarachnoidealis-,
IVH: agykamrai vérzés-, illetve tumor

esetében nyet liquormintdk 6sszehasonlitasa.

800 7
700 1
600 1
500 1
400 1
300 -
200 1
100 4

21. abra. Az oszlopdiagrammok

az egyes lebontéasi termékek
eléfordulasat mutatjak
koponyasériilekben illetve mas-,

nem traumas okbodl ICP emelkedéssel

%
jaré korképekben, denzitometrias
adatok alapjan. Fehér oszlop:
koponyasériilés, fekete: kontroll.
*
*
280 150 145 120 110

A vizsgalt fehérjék liquor-szintjében megbizhatéeprodukalhaté modon a trauma utani 2-3.

napon teizést talaltunk, majd az ismét visszatért a kiinsiaintre, ezt kévéen néhany

beteg esetében egy Ujabb emelkedés volt tapashiéBtzaabra)

Spectrin lebontés id 6beli lefolyasa
1600
1400 ' /-\
1200 4
g 1000 ','::" // )\\\
g 800 / /
o 600 J} —
400 Y @
200 |t
o ,
05 1 2 3 4 5 6 9
Trauma utan eltelt id &/nap/

—&— 280 kDa
—— 150 kDa
—4— 145 kDa
—e— 120 kDa
-- & --280 kDa
--150 kDa
-+ 145 kDa
--120 kDa

IR

22. abra. Spectrin lebontas idbeli
lefolyasa. A vizsgalt liguormintak

alapjan a koponyasériltek tébbségénél a
24-72. 6ra kozott te6zott a lebontasi
termékek illetve az intakt spectrin
denzitasa.

A spectrin-szintek és a klinikai paraméterek 6sagehitasa soran sem a sulyossagi fokkal

(GCSs alapjan), sem a kimenetellel (GOS alapjam), gedig az ICP-emelkedés mértekével

nem talaltunk szignifikAns dsszefliggést, ugyangkik&ent a felvételi GCS és az intakt

spectrin agyvizben tortémmegjelenésének viszonya kdzel szignifikans (nepktirrelaciot

mutatott; ez a trend a relative kis betegszam @leeagyértelriien megfigyelhét volt (280
kDa: #=0.318 P=0,07; 150 kD&*50.245 P=0.121; 145 kD&’=0.209 P=0.156).
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Kovetkeztetések

A Klinikai mintak feldolgozéasa igazolta azt az glkélésiinket, hogy a sulyos
koponyasériltekben ugyanazon fehérjebonté korfoltaktetten érhék, mint a
koponyatrauma allatkisérletes modelljeiben. Eredreiéket egy potencialis biomarker
kifejlesztésének szemszo@géhizsgalva megallapithatjuk, hogy a fehérje leldsntermékek
megjelenése az agyvizben jél kimutathat6, és negyanazhatd csupan az emelkedett
intracranialis nyomassal vagy a killsamrai drain behelyezésével, hanem a traumas
agyserulés kovetkezmeénye.

A vizsgalt fehérjék liquor-szintjének jellegzetdé-iosszefliggése, valamint a mar
kisszamu betegen végzett Western blot vizsgaldegham is a sérllés sulyossagaval (GCS)
és a kimenetellel (GOS) dsszefiaggend alapjan joggal feltételezliehogy a calpain- és
caspase-specifikus SBDP-k vizsgalata @lp@n hasznos patomechanizmus-specifikus
biomarker lehet a koponyatraumat szenvedett betéiggbotanak nyomon kovetésében. E
kijelentést idkozben mind allatkisérletes, mind klinikaidel vizsgalatoR®161197:202.22¢5
alatdmasztottak.

Az eredmények tovabbi megsitésének és klinikai relevancigja igazolasanak
alapfeltétele a liquor-, és szérum-adatbazis tovi@idolgozasa, ugyanakkor a Western blot
vizsgalatokban 6nmagaban mar addlsges antitest olyan koltséget jelent, mely a haza
kutatastamogatasi rendszerben nem finanszirozhatél. olyan megfelél érzékenység
ELISA kidolgozéasa, diagnosztikai értekkel biré sméttesztek kifejlesztése, melyek a rutin
diagnosztikadban is alkalmazhato, a sérulés sulgassk illetve a varhatd kimenetelnek
valamint a terapia hatékonysaganak megitéléséainadis ,point of care device” alapjaul
szolgalhatnak. E multicentrikus kutaté-fejléstvékenységben munkacsoportunk a
University of Florida spin-off cégeként alakult BAIXN INC. vezetése alatt —az USA
védelmi minisztériuma altal tamogatott- ,BANDITSutatasi program tarsintézmeényekeént-
tevékenyen részt vesz. A vizsgélatokbol eddig esédetes eredmények kerlltek
ismertetésre, az ezeket tartalmazé kongresszusgfoggalok illetve birdlat alatt allo

k6zlemények listja a kdzlemények soraban szintégtatalhato.
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il. Prognosztikai faktorok azonositasa sulyos kopora-agyseériiltek ellatasa soran.

Mint a bevezdiben részletesen kifejtettiik, a Pécsi Sulyos Kopsénjat Adatbazis
létrehozasaval a koponyaseriltek ellatdsara vonatkiinikai epidemioldgiai vizsgalatok
alapjat teremtettik meg. E vizsgalatok egyilkcélkitizése annak a kérdésnek a
megvalaszolasa, hogy milyen prediktiv modellt tudatkotni a sértilt felvételekor
rendelkezésunkre allé adatok alapjan. Ahogy kordhlggyancsak részleteztik, az ilyen
modellek nemcsak a varhaté kimenetel becslésennanesllatas auditalasa szempontjabol is
kiemelked jelentsédiek.

A prognosztikai faktorok elemzése, méas kozolt nakiza 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.
5. tablazat. Kiilonbdz CT- illetve demografiai paraméterek dsszefliggéselkamenetellel. A 0-3. nap kozotti halalozast
dontéen az elédleges agysériilés, a 0-10 kozottit emellett a masagos sériilése is befolyasolja, mig az dsszes hatas

esetében kégbbi sz6\bdmények is szerepet jatszanak.

Teljes populacio Vizsgalt paraméter OR p
Eletkor (év) 1,118 0,000
Subarachnoidealis vérzds 3,619 0,031
Osszes haldlozas Kamraba t66 vérzés 3,952 0,049
Ciszterna elint 47,056 0,001
Ciszterna kompresszio 3,328 0,136
Plexus/Corp. Pineale aszim. 0,184 0,014
Nem (férfiak) 0,276 0,050
Eletkor (év) 1,074 0,000
Oedema generalizalt 5,827 0,20%
Halalozas 0-10. napor Oedema részleges 1,166 0,911
Kamraba t66 vérzés 5,263 0,010
Ciszterna elint 12,108 0,017
Ciszterna kompresszio 2,26 0,346
Kamraba to6 vérzés 5,917 0,001
Halalozas 0-3. napon| Plexus/Corpus Pineale
_ _ 0,202 0,003
aszimmetria
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Az elemzés soran 99 sulyos koponyaseriilt (postsoistios GCS 8 vagy az alatti) CT

-----

féle beosztas valamint a Rotterdam score alapgmatt értékekke(5. és 6.tablazat).

6. tablazat. Kiilonbda CT- illetve demografiai paraméterek dsszefliggéselkamenetellel szamitogépes képelemzés
esetén illetve annak hianyaban

Képelemzéssel vizsgalta  Vizsgalt paraméter OR p
Eletkor (év) 1,07 0,012
B Subarachnoidealis vérzés 4,102 0,055
Osszes halalozas : :
Ciszterna kompresszig 0,139 0,048
Ciszterna elint 0,055 0,013
Eletkor (év) 1,062 0,046
Kamraba to6 vérzés 44,562 0,004
Ciszterna kompresszio 0,055 0,011
Halalozas 0-10. napon Ciszterna elint 0,02 0,019
Plexus/Corpus Pineale
. _ 0,134 0,055
aszimmetria
Subduralis vérzés (cma3) 1,024 0,031
Kamraba to6 vérzés 68,102 0,002
o Subduralis vérzes 9,216 0,047
Halalozas 0-3. napon
Plexus/Corpus Pineale
. . 0,033 0,006
aszimmetria
Képelemzés nélkiliek Vizsgélt paraméter OR p
. Eletkor (év) 1,177 0,002
Osszes halalozas : :
Subarachnoidedlis vérzgs 16,157 0,031
Eletkor (év) 1,075 0,003
Hal&lozas 0-10. napon Ciszterna kompresszig 2,907 0,35p
Ciszterna elint 15,921 0,033

Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a digit&épelemzés soran értékelt
paraméterek 6sszességében szignifikansan jobbfidggést mutatnak a kimenetellel, mint a

film-alapu képelemzés (p=0.009 szemben p=0.106-#eRotterdam score elemei kdzul
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mind a kamraba tort vérzés, mind a traumas subao#bialis vérzés, mind pedig a ciszternak
eltinése szoros dsszefiiggést mutatott a kimenetedighnakkor ezek kilén-kilon pontosabb
prognosztikai értéket adtak, mint 6sszegzett Ridrerscore-ként hasznalva.

A Nagelkerke 7 elemzés azt is igazolta, hogy a szamitégépes dpéksel nyerhitovabbi
informaciokkal valamint az életkorral kiegészitttterdam score adja a leggpontosabb

prognosztikai eredmény?3.4bra)

Kovetkeztetések

Eredményeink egyérteliien igazoljak, hogy mind a Rotterdam score, mindaaidkall-féle
beosztas keden nagy prediktiv ével rendelkezik sulyos koponyasérilések esetémt ezé
ezirAnyu hasznalatuk a magyarorszagi betegellatdshadokolt volna. Vizsgalatainkbol
kidertl, hogy sulyos koponyasérilések esetén mégomdo lehet egyéb, a CT felvételékr
megallapithaté paraméterek beépitése az osztahgratszerekbe.

llyenek lehetnek: generalizalt oedema, impressigisst plexus choroideus/corpus pineale
aszimmetria (fontos a Gentry standard beallitasa!).

Halalozas a 0-10. napon

0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 - &
0,000 : ‘

Marshall-féle  Rotterdam Rotterdam  Altalunk épitett

beosztas score score elemei modell

Nagelkerke r 2

—e— Osszesen —e— Dicommal elemzett —e— Dicom nélkdli

23. abra. A Marshall-féle beosztas, a Rotterdam som, a Rotterdam score elemei illetve a vizsgalataoran
alkalmazott prediktiv modell (CT paraméterek és demgrafiai adatok) 6sszfliggése a korai halalozassallgas

koponya-agysériltek esetén.

Elsdsorban tébbvaltozis elemzéseink alapjan valik eglygiive, hogy a CT felvételek

szamitogeépes szoftverrel végzett egzakt analidigésetiinkben Dicom) d@ytott adatok

81



dc_14 10

alapjan képzett prognosztikai csoportositasok gtedértéke messze meghaladja a
hagyomanyos CT képek elemzésének értékét, (ezdsddnannak az ellenallasnak az
ismeretében érdekes adat, amelyet a felhaszndlliool a klinikusok a kizarélag digitélis
képrogzitési-leletezési technika bevezetése elleisitottak.)

Megallapithatd, hogy noha a Marshall-féle beosgtaa Rotterdam score prediktiv értéke
Onmagaban is magas, ha igazan hatékony becsléanklkadni az sérult klinikai kimenetelére
vonatkozolag, akkor nem tekinthetlink el - az aapjaliban meghatarozo - individudlis
tényedktol, mint pl. az életkor. Felmerll az igény, hogy lamem all rendelkezésre

digitalisan feldolgozhat6 formatumu CT eredménysatikséges a felvételek digitalizalasa és
volumetrias elemzeése.

A fenti eredmények alapjan a Koponyasériilt Adatb&arabbi feldolgozasa zajlik,
immar 6sszesen tébb mint 350 sértilt adatai alapgamcsak a fenti képelemzés prediktiv
ertékét vizsgaljuk és készitjikselpeer reviewed” publikaciora, hanem azt is eleniiézz
hogy az interneten elérlieMPACT predikcids rendszer alkalmazhaté-e a maggaagi
ellatasi viszonyokra is.

A hazai katasztrofalis koponyaseériilt-halalozasa@anilag akkor valtoztathatunk, ha
sikerll a sulyos koponyaseériltek ellatasaban anidahyos bizonyitékon alapulo iranyelveket
érvényre juttatni, illetve, ha az ellatas auditatésk rendszere elterjed. A koponyasérult
adatb&zisok prognosztikai faktorokon alapul6 elesazé varhaté kimenetéltvalo eltérés
feltarasa és okainak elemzése nemcsak az ellatasstirozo biztosito, hanem az ellaté
alapveb érdeke és feladata is kell, hogy legyen. Az ilgdatbazis elemzések nemzetkozi
szinten tudomanyos értékkel csak rendkivil nagyszdeteg esetében birnak, illetve, ha az
elemzés olyan alapkutatasi vizsgalatokon nyugsaiit esetlinkben a spektrin és lebomlasi
termékeinek elemzése. Fentiek alapjan az adatlmkiidslszarmazo kozlések tulnyomo
tobbségét a disszertaciobol kinagytuk, a teljegsélygéért azonban a hivatkozasokhoz

csatoljuk.
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V. A diffaz axonalis karosodas kisérletes terapidbsefolyasolasa I.: fehérjebonté

folyamatok gatlasanak vizsgalata.

i., A szelektiv calpain- inhibitor MDL-28170 hatas@ak elemzése: az axonalis karosodast

jelzé immunhisztokémiai markerek vizsgalata.

A calpain-medialt spectrin proteolysisnek a DAl &@detében bet6ltott meghatarozo
szerepére vonatkozo korabban részletezett vizegéddapjan joggal védott fel a kerdés,
képes-e a calpain aktivalodasat gatld sejt perrisaeiptidil-aldehyd, az MDL-28170
megakadalyozni a DAI kialakulasat. A Marmarou-fiégakt-akceleraciés koponyatrauma
(DAI-) modellben a sértlésdt 30 perccel MDL-28170-t, vagy wanyagot (kontroll) farok
vénan keresztul bolus-adagolasban kapott, trauérakét oraval le6lt patkanyok agytorzsi
metszeteit feldolgozva az axonkarosodas klassmiarkerével (anti-APP), illetve az NFC
markerével (RMO-14) immunhisztokémiat végeztinkatosodott axonok denzitasat a
CSpT-ben és az MLF-ben 6sszehasonlitottuk a kézedtkontroll patkanyok kdzott.

Az anti-APP-pozitiv és az RMO-14-pozitiv axon-plaiti morfologiai jellemsiben
nem volt megfigyelhétkilonbség a kezelt illetve a kontroll patkanyokl2sh. és 25.4bra)
A kvantitativ analizis szerint a traumattiégzett MDL-28170 kezelés ugyanakkor
szignifikAnsan csotkkentette az RMO-14-pozitiv axospamat mind a CSpT, mind pedig az
MLF teriiletén (1864 £200.&kmo-r (atlagesem, /mm)-rél 1155.854. Fmo-r —ra (t=3.05,
df=7, p<0.02), illetve 109416.&mo.r -r6l 52.5:9.7rmo-r —ta (t=2.74, df=7, p<0.03)). Az
anti-APP-pozitiv axonok szama is statisztikailaigsifikAns csokkenést mutatott az MDL-
28170-nel valb kezelést kovein mindkét vizsgalt agytorzsi terileten 17 #2.B8.5pp.1r -1l
757.5:194.3pp.r—ra (t=2.82, df=7, p<0.03) illetve 8%7.1app.r -r0l 50.8:1.6app.r—ra
(t=4.25, df=7, p<0.01).
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24. abra. APP-IR (axoplazmatikus
transzport zavarat mutatd) axonok a
CSpT-bél (A, B) és MLF-bél (C, D) 2
oraval IA-koponyatrauma utan.

A vivéanyag kezelt allatban A,C)

a karosodott axonok denzitdsa szemmel
lathatéan nagyobb, mint a calpain
inhibitor MDL-28170 kezelésben
részesilt patkanyban B, D)

25. dbra. RMO-14-IR (NFC-
marker) axonok a CSpT-bil (A, B)
és MLF-bél (C, D) 2 6raval I1A-
koponyatrauma utan.

A vivéanyag kezelt allatban A,C)
a karosodott axonok denzitadsa az
elézé &brahoz hasonldan nyilvan
valéan magasabb, mint a calpain
inhibitor kezelésben részesiilt
patkanyban (B, D)

Kovetkeztetések

A calpain- gatlasnak az NFC kialakulaséra kifejigttkony hatasa magyarazhat6 a calpain-
mediélt spectrin-bontas és az NFC ismert kapcsahtBar a legujabb kisérleti eredmények
azt mutatjak, hogy az NFC és az axonalis transzawar (impaired axonal transport,
IAT/) kiilénbozs axon-populéciokat érif?>° a calpain-gatlasnak az IAT-ra kifejtett pozitiv
hatasa azt bizonyitja, hogy — ha a kompakcio neidrssil feltétlenl minden esetben

transzport-zavarral — a calpain aktivalédasa mihftdgamatban jelerdts szerepet jatszik.

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

permeabilitasi zavar gatlasanak vizsgalata.
A fenti eredmények megésitették a korabbi vizsgalatok soran felvetettalpain

aktivalédasnak a DAI koreredetében jatszott szeeepenatkozé elméleteket, ugyanakkor

kevés U] és kozvetlen informaciot szolgéltattalalpain intraaxonalis szerepére.
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Mivel a Robert Simon altal termeltetett nyul polycélis antiszérum nem allt mar
rendelkezéstinkre, a Floridabdl (Kevin K. W. Warggrsazo calpain specifikus lebontasi
terméket Western blot vizsgalatokban kimutaté SBIBB-pedig nem adott megips é€s
reprodukalhatd IHC reakciét, a calpain hatasatdfiaganak kovetkezményeit a membran-
permeabilitasi zavar kimutatasan keresztil prokattegkozeliteni.

Az 1ml vivéanyagban feloldott 30 mg/kg MDL-28170-¢el illetveré@nyagaval 30 perccel a
diffuz koponyasériilés kivaltasat meggen farok vénan &t bolus injekcidban kezelt
patkanyok (4-4 allat) agytorzsi metszeteinek hiszimoiai feldolgozasa utan végeztiink
fénymikroszkopos megfigyeléseket.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy fiziokgkorilmények kozétt az axon ép
membran-rendszerén at nem jut6 tormagyokér-peraxitdekulak a sérilést koven mind
a CSpT mind pedig a MLF terlletén szamos axonbarkiékk.

A kvalitativ vizsgalattal valosziisithet volt, hogy a gydgyszeresen kezelt allatok
esetében joval révidebb axonszakaszok ¢eli@k a CSpT teriltén, mint a iianyaggal
kezeltek esetébgi26.abra) Bar a jeldlt axonok alaki megjelenésében szamotgyéb
kulonbség nem volt, a vdanyaggal kezeltek gyakrabbdmtek holyagosnak,
,vacuolizaltnak”, ami a CMSP-IR axonok esetéberakdi vizsgalataink soran a
proteolytikus folyamatok éfehaladott voltara utalt. Az is nyilvanvalé volgdy az MLF
terliletén vastagabb axonszakaszok §elidk, mint a CSpT-ben.

A digitélis adatelemzés és statisztikai feldolgopazolta, hogy a tormagyokeér-
peroxidazt halmozé jel6lt axonszakaszok hosszangignsan rovidebb a gyogyszeresen
kezelt &llatokban a CSpT-ban (48.1+3.4 um illet¢e2®5.2 um [t=2.57, df=6, p<0.04)],
ugyanakkor érdemi valtozast az MLF terlletén nenam120,1+10,1 um illetve 120,4+6,2
pum). Bar a vivanyaggal kezelt allatokban mind a CSpT-ben, mirdigpa MLF-ben
vastagabbnak adddott a tormagyokér-peroxidaz jeétok atmeéije, mint a gyogyszert is
kapott patkanyok esetében, e killénbség nem éastaltisztikailag szignifikans meértéket
(2,5£0,1 pm a CSpT és 4,940,3 um az MLF terllet&1 A8170 kezelés eseten, illetve
2,940,2 um a CSpT és 5,8+£0,3 um az MLF teruletebariyag kezeltekben).
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26. bra. Tormagyokeér peroxidazt akkumulalo karosodét membran-permeabilitAsi axonok patkany CSpT-
ben, két 6raval IA-koponyasériilést kbveien. A vivéanyag kezelt allat B) axonjai hosszabb szakaszokon
jelélédtek, varicosusabb, vacuolizaltabbak, mint az MDL-8170 kezelt allatbdl szarmazokA).

Kovetkeztetések

E vizsgéalat eredménye arra utal, hogy a sérulémsoDAI-t kivaltd gyorsulas-lassulas
hatasara vongalddast és nyirast elszeha@dnok membranjanak sérilése (Un.
~-mechanoporacio”) kovetkeztében a tormagyokér pdémxbearamlott az axonokba, jol
jelezve azokat a tertileteket, ahol a permeabildasar kovetkeztében calpain aktivalodas
feltételei fennallhattak. A traumadédt adott calpain inhibitor az axolemmalis permeisdsi
zavar masodlagos (elgondolasunk szerint @g&mtalpain-medialt spectrin proteolysissel
magyarazhatd) generalizalodasat, azaz a perméabiavar altal érintett axonszakasz hossz-
novekedését gatolta. Azt, hogy ez a gatlé hatddlazteriletén miért nem volt mérkéet

nem tudjuk egyértelfien megmagyarazni; feltételezésink szerint a vastagokon kialakult
porusok mérete alapjan mar eleve olyan menngistigP aramlott az axon-cylinderbe, mely
meggatolta az érdemi valtozas detektalasat illetveem zarhaté ki, hogy a vastagabb
tengelyfonatokban az MLF teriletén lassabban généi@dott a permeabilitasi zavart is
fokozo calpain mediélt fehérjebontés.

Osszegezya vizsgalatok Ujabb bizonyitékkal tamasztottékaatlacium-indukalt,
calpain-medialt strukturdlis fehérjebonté folyaniatak a DAI kéreredetében feltételezett
szerepét és megfetetlapot szolgaltattak ahhoz, hogy a calpain-metiékrjebontas
»-nyomait” sulyos koponyaseériiltek agyvizében megafjik kimutatni, illetve, hogy a

nekrotikus folyamatokat befolyasol6 tovabbi, kistat terapias vizsgalatokat inditsunk el.
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VI. A diffaz axonalis karosodas kisérletes terapiabefolyasolasa Il.: a nekrotikus és
apoptoticus folyamatokat gatlé pituitary adenylatecyclase activating polypeptide
(PACAP) hatasanak vizsgalata.

i., A PACAP diffuz axondlis karosodast befolyasol@épességének felmérése: trauma

elétt adott polypeptide hatdsanak elemzése, dozis-hat@orbe felallitasa.

A PACAP axonoprotektiv hatasat megitélni hivatitsgalataink els fazisaban azt
elemeztik, hogy az 1A készilékkel kivaltott kopomgama ebtt PACAP-ot az ischaemias
agykérosodasban hatékony aton- (intravénasanylagban kapott patkanyokat 2 illetve 6
oraval a koponyatrauma utan perfaziosan fixalvaysttanilag az agytorzset feldolgozva
sikerll-e a karosodott, immunjeldlt axonok denZAb@E csokkenést latni.

A szagittalis agytorzsi metszeteket anti-APP imnmsztiokémiaval vizsgaltuk, a
karosodott axonok szamat a kezelt illetve a kohpatkdnyokban a CSpT és az MLF
terliletén hasonlitottuk 6ssze. Vizsgalataink sanégallapitottuk, hogy intravénas adagolas
esetén — mas KIR betegségekben hatasosnak bizadpisbban — a PACAP nem bizonyult
neuroprotektivnek (sem a CSpT sem pedig az MLHdtni nem csokkentette szignifikansan
az APP immunpozitiv axonok szam@ty.C.abra)

Annak megitélésére, hogy a PACAP hatastalansadaattdeében a vér-agy-gat nem
megfeleb athatolasa, a nem megfélelgyi eloszlas, avagy a szer eleve hatastalan atblea
tovabbi vizsgalatokat folytattunk, melyben a PAC@Aistereotaxias modszerrel az
agykamraba juttattuk s egyuttal a hatasos dézisahagitasa céljabdl jg, 10ug és 10Qug
ora volt.

A PACAP intracerebroventrikularis adagolasbaimgios és 1Qug-os dozis esetén
szintén nem bizonyult hatdsosnak, 1@00s dozis azonban szignifikAnsan csokkentette a
CSpT teriletén talalt anti-APP immunpozitiv axomkszzok ebfordulasat (p<0.05§27. és
28.abra).
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10 ug PACAP
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1 g PACAP

10 ug PACAP

100 g PACAP
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27. dbra. APP-IR axonszakaszok
a CSpT-ben két éraval 1A
koponyasérilést kdvelen.

A: 4l-operdlt (,sham injured”)
kontroll;

B: vivéanyag-kezelt allat;

C: a trauma elgtt iv. PACAP-
kezelt patkany;

D: 1ug-,

E: 10ug-,

F: 100ug PACAP icv.
alkalmazéasaval kezelt patkany.
A nyilak szama a statisztikailag
megéllapitott axon-denzitassal
aranyos.

28. dbra. APP-IR axonszakaszok
denzitasa (IR-axon/mnf) a
CSpT-ben @A) és az MLF-ben B)
két éraval 1A koponyasérulést
kdvetéen: dosis-hatas gorbe
megéllapitasa.

A csillag a CSpT-ben 100ug
PACAP icv. alkalmazésa soran
medgfigyelt szignifikdns axono-
protektiv hatast jelzi.
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ii., A PACAP diffuz axonalis karosodast befolyasol&épességének tovabbi vizsgalata: a
terdpias ablak meghatéarozasa.

Miutan ebz6 kisérletinkben a PACAP axonkarosodast gatlo hatdsiatkoz6 dozis-hatas
gorbét feldllitottuk, a trauma kivaltasat kosen késleltetve, icv-adott PACAP
hatékonysaganak tesztelésével a PACAP axonoprotektiisara vonatkozo terapias ablakot
kivantuk meghatarozni. A Marmarou-féle készulélehltott koponyatrauma utan 30
perccel illetve 1 oraval 106y icv-beadott PACAP- vagy vbanyag-kezelésben részesiilt
patkanyokat a traumat kovein 2 éraval perfundaltuk. A szagittalis agytorzsisaetek egy
részén az axoplazmatikus transzport zavaranak mésdganti-APP), a szomszédos
metszeteken pedig az NFC markerével (RMO-14) imnszibkémiat vegeztink. A
karosodott axonok szamat a CSpT-ben és az MLF-keretiasonlitottuk a kezelt illetve a
kontroll patkanyok kozott.

A PACAP 100ug-os dézisban mind 30 perccel (p<0.01), mind pédigaval a
koponyatrauma kivéltasa utan icv.-beadva szignifsied (p<0.001) csokkentette a CSpT
terlletén az anti-APP-pozitiv axonok denzitdg8t és 30.abra)Nem volt azonban hatassal —
a fenti idspontok egyikében sem — az anti-APP-pozitiv axorekzdasara az MLF terlletén,
illetve az RMO-14-pozitiv axonok denzitasara egyidsgalt agytorzsi teriileten sem.

29. abra. APP-IR axonszakaszok a CSpT-
ben 2 éraval 1A- trauma utan vivéanyag
kezelt kontroll allatban (A) illetve a
traumat kovetéen 30 perccel B) és egy
oraval (C) 100ug PACAP-ot icv. kapott
patkanyokban.
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iii., A PACAP axonoprotektiv hatasdnak vizsgalata aiffiz axonalis kdrosodas tovabbi
allatkisérletes modelljén: a centralis folyadék pekusszidos modell elemzése.

Mikodzben fenti vizsgalataink igazoltak, hogy a PAE ktracerebroventricularis alkalmazasa
jelentbs mértékben csokkentette az IA koponyasérilés dra&salakult axonalis karosodast,
szikségesnek lattuk, hogy az eredményeket a difipanyasériilés mas modelljében is
megebsitsik; igy esett a valasztas a d@ntdifflz karosodas kialakulasat eredmédyez
centralis folyadék perkussziés modell alkalmazas&zaijabb modellen végzett vizsgalat
esetleges pozitiv eredménye feltétlenll |16kést adhaj, akar intravénasan is alkalmazhat6
PACAP-analdgok kifejlesztésének, raadasul valasszdgalhatna arra a kérdésre is, hogyan
viselkednek a szer hatasara e modellben a kil@nkdrfolyamatok aktivalédasa révén
karosodasukkor eltéimmun-jeléléssel (APP-IR illetve RMO-14-IR) jell@nheb
axonszakaszok.

Az agytorzsBl rendszerezetten pott vibratom-metszetek kvalitativ vizsgalata sora
az APP és RMO-14 IR axon-szegmentumok megjelenaseekerabbi vizsgalatokhoz képest
nem tapasztaltunk eltérést, az ép, IHC reakciogal jelolt axonok kozott elszértan a CSpT
és az MLF teruletén talaltuk a fenti médon jelalDAl morfoldgiai jegyeit mutato sérilt
axonszakaszok#B1. és 32. 4bra)Az al-operalt allatokban ezuttal sem észleltlink
immunreakciét mutaté axonokat, ugyanakkor RMO-Btéesel az elvarhatonak megfélel
perikaryon fegidest talaltunk az agytérzsi magvak tertletén. A RRE illetve vivwanyag
kezelt allatok esetében az IR axonszakaszok alagjetenésében kildnbséget ezuttal sem

észleltiink.
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A 100 pg PACAP-ot 30 perccel a sértiléest kégaticv-an kapott allatok esetében a digitalis
képelemzés és az eredmények statisztikai feldotgoaat mutatta, hogy a CSpT-ben az APP-
és RMO-14-IR axonok denzitasa szignifikAnsan csikkaig az MLF tertletén a valtozas

egyik marker esetében sem érte el a statisztikadapifikans mértékgB3. abra)
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Kovetkeztetések

A fenti vizsgalatokat 6sszegezvejzdtes feltételezésiinket, miszerint a PACAP, mely az

apoptotikus és a gyulladasos mediatorok gatldsayel bizonyos mitochondrialis enzimek

befolyasolasa révén fejthet ki neuroprotektiv hatzaz elvben mindkét, a koponyasérilés
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kivaltotta agysértilés korfolyamataban aktivan nés#t korfolyamatot, tehat a nekrotikus
illetve apoptotikus jelenségeket is befolyasolhatjegy a DAI kérfolyamatéanak gatlasaban
(axono-) protektiv- szerepe lehet, sikeriilt -leghla részben- igazolnuhk' 284

A

) 33. dbra. APP-IR Q) és
5 RMO-14-IR (B)
axonszakaszok

" denzitasanak (IR-

axon/mnT) alakulasa a

30| vizsgalt anatomiai
1| - régiokban.
2 | = Az éallatok a centrélis

folyadék perkusszios
trauma modellben a

vehicle-C5pl PACAF-CEp vehiche-M LY PACAP-MLF

350 - B trauma utan 30 perccel
icv. vivéanyagot vagy

300 100pg PACAP-ot kaptak,
a tulélési ids 2 ora volt.

250 A CSpT-ben mindkét
markerrel jelolt

0 ) karosodott axonok
denzitasa szignifikansan

" csokkent (csillag).

vehicle-CSpT PACAP-CSpt wehlehe-MLF PACAP-MLF

Kezdeti vizsgalatainkban, az intravénas adagokistsiensége abban keresénldogy — bar

a PACAP bizonyitottan atjut a vér-agy gaton — tzgostjanak mértéke az agytérzsben sokkal
alacsonyabb, mint mas agyterileteé®érHasonléan, az agytorzs teriiletén a feltételezett
alacsony mertékliquor-agy transzport lehet a magyarazata a ns&slkiekben
tapasztaltabbaknal magasabb hatasos ddzis igémynektkalmazas esetén.

Tovabbi kisérleteinkben sikertlt a PACAP axonafsdsodast gatlé adagolasat
meghataroznunk és igazolnunk, hogy a diffuz agyégninodelljében kivaltott DAI
progressziojanak PACAP-kezeléssel valo részlggdasara jeleds nagysagu terapias ablak
all rendelkezésre, ami a klinikai alkalmazhatodagfaltétele. Ha figyelembe vesszik azt a
kordbban mar emlitett kiilonbséget, mely a DAI kidgéban egyes spécieszek kdzott
megfigyelhet?*%%*?2%? eredményeink klinikai relevanciaja még szertibétb.

A vizsgalatok egy részében a PACAP NFC-ra gyakgdtdkony hatasanak
elmaradasa medgigiti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerinddzds az NFC részben
kiilonb62 axon-populaciokat éritt>>° és kialakulasukban részben kiillonboz
mechanizmusok jatszanak szerepet. Az IAT-ra gydkB®CAP-hatas elmaradasa az MLF
terlletén valésziileg annak tudhaté be, hogy az MLF-ben a statiszikignifikanciat
negativan befolyasolja a joval kisebb sérilt axzéns, illetve az MLF terlletén a traumét
koveten 2 6raval az NFC-t mutatd karosodott axon-prefidlominalnak. Természetesen az
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sem zarhato ki teljességgel, hogy az MLF terlletérlyezked, két 6raval a trauma utan
foként NFC-t mutatd, déten szenzoros informaciot kozvétfostokban ébred
kérfolyamatokat a PACAP kevésbé befolyasolja.

VII. A diffdz axonalis karosodas kisérletes terapia befolyasolasa lll.: az apoptoticus
folyamatokat gatl6 PARP-inhibitor L-2286 hatdsanakelemzése szdvettani mddszerekkel

valamint magatartési tesztekben.

Korabbi vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a DAI ka&llasaban az axonban talalhato
mitochondriumok karosodasanak kulcs szerepe lstat is bizonyitottuk, hogy a
mitochondriumok szerkezeti épségének dnegseével illetve a lokélis energia-homeosztazis
mas maédon (terapias hypothermia) toétéenntartasaval a diffiz axonkarosodas mértéke
csokkenthet.

E tanulmanyok és a beveében részletezett, a PARP-gatlas neuroprotektisheda
vonatkoz6 megfigyelések alapjan azt vizsgaltuk yreéécsi Egyetemen kifejlesztett és
szamos kisérleti modellben bizonyitottan hatékoARP inhibitor, az L-2286 alkalmazasa
képes-e a DAI gatlasara, és az esetlegesen melgiegykvalitativ €s kvantitativ axon-
szerkezeti valtozasokkal egyifljg a lokomotoros-, illetve alapwesztereotip magatartasi
teljesitmény javulasét is eredményezi-e?

Kisérleteink bevezetéseként a CSpT teriletén kimmiitAPP-IR axonszakaszok
denzitasanakvantitativelemzésévadidogoztuk az L-2286 axonkarosodas gatlasara
vonatkoz6 dézis-hatasgorbéj@t tablazat) Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a 10 pg
doézisban 30 perccel az impact akceleracios kop@nybkss utan intracerebroventricularisan
adott L-2286 a két oraval a koponyasérilést kiereelvégzett szévettani feldolgozas
tanldsaga szerint semmi ngéimatast nem fejtett ki a karosodott axonok denare@smig 50 pg
dozis esetén, bar csokkent denzitasuk, de a hataizonyult szignifikansnak; végil a
szignifikans axon-protektiv hatast 100 pug L-228&kmhazéasaval sikerllt elérni.

7. tablazat. Az L-2286 axon-védelemre vonatkozé diszhatasgorbéjének felallitasa.

vivganyag 1009 509 1Q0001g
denzitas 345.61+41.56 348.09+13.08 255.58+10.72 87.61+8.86
p érték ns ns <0.01 (*¥)
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A fenti kisérletben kivalasztott adagolassal (18plus, sztereotaxias alkalmazassal, icv
adva) az L-2286 szignifikansan csokkentette a Q8piletén mind az RMO-14, mind pedig
az APP-IR axonszakaszok denzit484t 4bra) Ez a hatds az MLF-ben is szignifikans volt,
ugyanakkor az RMO-14-IR axonok esetében a 30 petrecemna utan adott szer
szignifikansan kisebb mértékben cstkkentette adadtatt, immunreaktiv axonok denzitasat,

mint a sérilés utan kdzvetlenul beadott L-2gB&4blazat)

8. tablazat. Az L-2286 hatasa az axonkarosodas manivel jelolt, sériilt axonok denzitas-értékére ((IRaxon/mnt)

L-2286 p értéke ) p értéke
) ) L-2286 30min )
APP-IR axonok vivanyag kézvetlendl vivéanyaghoz i vivgdanyaghoz
trauma utan
trauma utan képest képest
CSpT 345.61+41.56 72.50%8.54 p<0.01 87.61+8.86 [{<0.0
MLF 285.33+48.90 45.59+4.09 p<0.01 71.17+7.23 p%0.0
L-2286 p értéke ) p értéke
) ] L-2286 30min )
RMO-14-IR axonok viganyag kozvetlendl vivganyaghoz } vivéanyaghoz
trauma utan
trauma utan képest képest
CSpT 88.29+6.55 5.56+2.98 p<0.01 45.81+5.04 p<0.01
MLF 131.66+21.39 16.01+3.04 p<0.01 42.92+2.3 p<0.01

A magatartas vizsgalatdoran az egyensulyozas (beam balance) teszt engdmeék
értékelésekor az al-operalt allatok esetében metmagatartasi valtozast nem tapasztaltunk;
a teszt soran a vbanyaggal kezelt éllatok nyujtottak a legrosszablonos teljesitményt.

Az L-2286 mindkét (azonnali posttraumas-, illet@ederccel a sériulés utan adott)
alkalmazasa esetén javitotta a ridon valé egyeosddyképességét; kozvetlendl trauma utan
adva ez az efséraban szignifikAnsnak adddott, &Bbi ellerbrzés soran a szignifikancia
azonban nem volt észlelldes az allatok nem érték el a maximalis adhatédrtéket a

vizsgalt hét napos periodusban. A 30 perccel trautda alkalmazott szer hataséara a
vivéanyag kezelt allatokhoz képest minden vizsg#épahtban szignifikansan jobb

teljesitményt észleltiing®. tablazat)
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9. tdblazat. A magatartas-vizsgalatok statisztikaelemzésének dsszegzése.

o . p érték  L-2286 30 p érték
Beam-balance Al-operalt  vifanyag pénckal-  1-2286 kizvetlen Vivg- perccel Vivg-
operalthoz trauma utan
anyaghoz trauma utan anyaghoz
16 1 6 p<0.001 3.8+0.58 p<0.05 4.8+0.2 ns
1 nap 1 5.6+0.24 p<0.001 3.440.4 ns 2.6x0.24 p<0.01
2 nap 1 4.8+0.2 p<0.001 3+0.55 ns 2.4+0.24 p<0.05
3 nap 1 5.240.2 p<0.001 2.6x0.6 ns 1.4+0.24 p<0.01
4 nap 1 4 p<0.001 2+0.55 ns 1 p<0.01
5 nap 1 3.840.2 p<0.001 2.2+0.73 ns 1 p<0.01
6 nap 1 3+0.32 p<0.001 2+0.55 ns 1 p<0.01
7 nap 1 2.2+0.22 p<0.001 1.6+0.67 ns 1 p< 0.05
Open-field
Keresztezés 117.4+%2.77 75.8+6.09 p<0.001 98.4+11.45 ns 90£15.99 ns
Srtisztitas 33+3.61 19.8+1.39 p<0.001 28.6+2.5 ns  .68037 p<0.05
Agaskodas 1.4+0.93 1.2+0.97 ns 0.6+0.24 ns 1.2+0.73 ns
Elevated plus-maze
Nyitott karba behajolas 6+1.58 10.440.51 p<0.05 I3 p<0.05 6.6+1.21 p<0.05
Nyitott karba belépés 4.4+1.21 2.610.87 ns 3.610.26 ns 3.2+0.66 ns
Nyitott karban toltott id
mp) 46.8+10.17 1.6+0.98 p<0.01 78.8+2.11 <0.01 68+13.6 0.01
Zart karban toltott id (mp.) 253.2+10.17 298.4+0.98  p<0.01 221+2.11 <0.01 232.2#13.67 0.01
Srtisztitas zart karban 17.6+0.98 12.6+0.51 p<0.01 2.241.18 ns 15.4+2.16 ns

A szorongasi szintet és a motoros teljesitményté® porond (“open field”) tesztek
soran a viganyag-kezelt allatok motoros tevékenysége az alattpgeéhoz képest
szignifikAnsan visszaesett. Az azonnal trauma kegdelt allatokban javulas nem volt
eszlelhet, mig a 30 perccel kébb kezeltekben kizarélag astisztitas (grooming)
szadmaban volt szignifikans javul@s tablazat)

Az emelt keresztpall6 vizsgalatokban addamyag kezelt allatok “féltek” a nem
biztonsagos terileten tartézkodni; adanyag kezelt illetve al-operalt allatok kdzt
szignifikans kilénbség volt a nyitott karba benézésyitott karban toltétt it a zart karban
toltott id6 illetve a zart karban végzettéstisztitas ideje kozt. Az L-2286 kezelt allatok
szorongasi szintje szignifikansan alacsonyabbnaki@it, mint a vivanyag kezelteké:

szignifikansan tobb it toltottek a nyitott-, €s kevesebbet a zart karban

95



dc_14 10

A kozvetlendl trauma utan kezelt allatok az al-@ftekhoz képest is —bar nem
szignifikAnsan- tobb it toltottek a nyitott karokban. A véanyaggal kezelt allatok és a 30
perccel a trauma utan kezeltek kdzo6tt a nyitotb&drenézések szama, a nyitott karokban és a

zart karokban elt6ltott wtartam vonatkozasaban volt szignifikans eltérés.

Kovetkeztetések

A Marmarou-féle impakt akceleracios modell okoztfld agy-szerkezeti karosodas korabbi
vizsgalatok szerint egyuttal a motoros és magati#tgnitiv funkcidk karosodasat is
eredményezf»?®> A DAI korabban részletezett kérfolyamatai kozileurofilament
kompaktaciot és az axoplazmaticus transzport zajedrd IHC marker alkalmazasaval
vizsgaltuk a PARP-inhibitor L-2286 hatékonysagauizsgalatok eredménye igazolta, hogy
mindkét marker alapjan szignifikansan csokkentankarosodas mértéke a motoros
palyarendszert reprezentaléo medullaris pyramisb@8@r illetve a vastagabb, déah

szenzoros informaciot kozvetiMLF-rostokban.

LA

/ o ~—e 34. dbra. APP-IR axonszakaszok a
" : /r a CSpT-ben vivwanyag @) illetve
S /‘ PARP-inhibitor kezelt allatban (B).
-3 (IA-koponyasérilés, két oraval a
/ trauma utan toértént IHC-
feldolgozas).
B .. A & A : . Az L-2286 kezelt illetve vivvanyagot
A === . / — kapott allatok axon-morfolégiaja
AT T & - nem tér el, szembeddl ugyanakkor
g - S et o S a jelentésen csokkent axon-denzitas
‘ 2 g a PARP-inhibitort kapott allat
/ ke esetében.

=

L

7 =
8 :
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Az APP-IR és RMO-14-IR axonok denzitasanak éltéértéki csokkenése ismét —kodzvetett-
megebsitését adta annak a megfigyelésnek, hogy az axmsddas heterogén jelenség, mely
nem minden tengelyfonatban jelenti ugyanazon kgaiolatok aktivalodasit >

Ez a medfigyelés ismét alatamasztja, hogy az iggmsa orvostani gyakorlatban évtizedek
ota a DAI egyeduli markerének tartott APP-kimutatasessze alulbecsiilheti a karosodott

axonok szamatgs, esetleges téves negativ véleményre is vezethet.
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A funkcionalis kimenetelt érték&imagatartasi vizsgalataink eredményét 6sszegezve
megéallapithatd, hogy a diffiz axonalis sérilés lkasira alkalmazott allatkisérletes
modellben, amely efsorban a motoros rendszert karositja, a PARP-ituniai tortérd
utokezelés képes javitani a trauma kovetkeztébrms&dott motoros teljesitményt
(egyensulyozas, spontan lokomotoros aktivitashaggymértékben csdkkenteni a trauma utan
kialakulé szorongas szintjét (sztereotip magatak&zama, nyitott karokban toltottoic
keresztpall6 tesztben), azaz 6sszességében javigama utani funkcionalis kimenetelt.

Az, hogy a PARP-inhibitor e pozitiv hatasat kizaghh DAI gatlasa utjan fejti-e ki,
avagy ebben szerepet jatszhat a Marmarou-féle pdkgatrauma modellben Farkas, Lifshitz

és masok vizsgélataival igazolt diffaz neuralisdsadas kivédésefst’ 138

jelen
vizsgéalatainkkal nem megvalaszolhat6. E kérdédeteszelemzéséhez indokoltak tovabbi,
példaul lateralis folyadék-perkusszios modellbegredt vizsgalatok, ahol a PARP-inhibitor

fokalis kdrosodasra gyakorolt hatasat is elemeizket]
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5. OSSZEFOGLALAS ES GYAKORLATI JELENT OSEG

Eredményeink a koponyasérulés kivaltotta diffiz axakarosodés koreredetének
megeértését, patobiologiai ésszéseggel megalapozott kisérletes és klinikai
gyogyeljarasok kifejlesztését, az agyserulés klingdk 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 adé neuropatologiai laboratériumban nemzetkozileg
elfogadott neurotrauma-modelleken, korszeii monitorozasi feltételek kozt végzett
igéretes kisérletes terapias vizsgéalatok nemcsak azonkarosodas korfolyamatanak
megertését segitettek &) de Uj fejezetet nyithatnak a kilonb6# sulyossagu diffuz
axonkéarosodas kezelésében is.

A Pécsi Sulyos Koponyasérilt Adatbazissal az Orszhgn egyedilallé, az ellatasi
protokollok auditalasatol a prognosztikai faktorok meghatarozasan at a sériltek
kognitiv, endokrinologiai kbvetésére, alkalmazott knikai kutatasok folytatasara

alkalmas rendszert dolgoztunk Ki.

A ,Célkit iizések” szerint részletezvézarojelben az értekezés alapjaul szolgalo

ko6zlemények hivatkozasi szama /1d:6.3./)

1., Fény- és elektronmikroszképos IHC bizonyitékailgéltattunk arra a régi feltevésre,
hogy a DAI korfolyamataban a strukturdlis fehérjébento cisztein proteaz, a calpain
aktivalodik (1, 2, 3, 4)

2., Peroxidaz alapu IHC vizsgalatainkkal a confisadlikroszkdpos modszerek elterjedése
elétt elssként irtuk le a calpain aktivalddas térbelijbeli sajatossagait. Igazoltuk, hogy a
DAI folyamataban a fent hivatkozott fehérjebonttyématok nem ,minden vagy semmi”

jellegi, irreverzibilis aktivalodast mutatnak, hanemibdn és az axon-cylinderen belil
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ultrastrukturalisan is jol meghatarozott, ,kompagtitalizalt” forgatokonyv szerint zajlik a
proteolizis.
A kompartmentalizacio illetve az elh(iz6d6 enzimhaddas Uj terapids célpontként

azonositotta a calpain-medialta fehérjebontéas fostat(1, 2, 3)

3., Fény- és elektronmikroszkdpos ketjeldléses vizsgalataink az &ts melyek a trauma
hatasara karosodott axon-szegmentumokbarf aiukalta, calpain-mediélta spectrin-
fehérje lebontas és a diffuz axonkarosodas klagszikarkereinek, azaz az axoplazmatikus
transzport zavarat mutatdo APP akkumulaciénak emueofilamentumok kompaktalddasanak
kolokalizacidjat igazoltak, a citoszkeletalis etealdsokkal kapcsolatos tér- égleli
viszonyat feltartakl, 2, 3)

4., A peroxidaz- alapu, azaz elektronmikroszképjaronvertalhaté, de fénymikroszkopos
vizsgalatok soran kérilményesen hasznalhaté-ydlarz 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 bstmi.

Vizsgalataink tovabbi bizonyitékot szolgaltatta&adpain-mediélt spectrin fehérjebontas és a
neurofilament-kompaktacio kapcsolatara vonatkoz@ldoi 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 karosodas cytochrome-c féladalassal jar egyditt.

Ugyancsak élszor szolgaltattunk fénymikroszkopos és finomszagkidizonyitékot a
cytochrome-c felszabadulassal kdzvetlen kapcsolatiahatd caspase aktivalédasra diffuz

agyserulés kisérletes modelljében karosodott axmarg,5).

6., Fluorescens két-jelolési technikak alkalmazasaval a confocatitinéka 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 felteveést, hogglpain-medialta fehérjebonté folyamatok
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kdzvetve (lokalis C& bearamlas fokozasa) vagy kozvetleniil (MTP spekmponensének
emeésztése) szerepet jatszhatnak a mitochondrélisédas kialakulasaban.

A fenti médszertannal azt is megallapitottuk, hagyytochrome-c felszabadulés és a caspase-
3-medialt fehérjebontas egyazon karosodott axokeszdan 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 éaspase altal a spectrifikkihasitott kézjegy
fehérje egyazon axon-locusban tofi&mutatasaval etként értik tetten tengelyfonatokban
az apoptozis végrehajtd enzimjének aktivalédasannyitékot szolgaltatva az irreverzibilis
axonalis karosodas feltételeinek kialakulasara.

A mitochondrialis karosodasra vonatkozé medfigyaildls és korabbi kisérletes terapias
vizsgalataink megalapoztak a cyclosporin-A klinikgirobalasat sulyos koponyasérulést
szenvedett betegekésh, 5)

7., A fluorescens kedis-jelolési technikak alkalmazasaval, és ,kézjegtidrjék
kimutatasaval élszor igazoltuk, hogy a két cisztein protedz enazimekrotikus folyamatok
.vegrehajtéja” a calpain és az apoptotikus kaszleg enzime, a caspase-3 egyazon
axonokban aktivalédik. A fentiekben dsszegzettdotatok és a caspase aktivalddasra
vonatkoz6 elektronmikroszképos medfigyelések alapj@gallapitottuk, hogy a DAI
korfolyamataban a caspase aktivalodasa képezhieteaerzibilis fazist, a ,point of no
return™t(4, 5, 6)

8., EbBzetes vizsgalatainkkal élsént tisztaztuk, hogy a diffiz koponya-agysériliseitetes
modelljében kialakul6 axonalis karosodas az azlidvmechanikai energiaval és a sérilés
utan eltelt idvel aranyos, ugyanakkor a karosodott axonok mogfal@s immunfestési

tulajdonsagaiban érdemi kilonbség nitiks

9., A diffuz koponya-agysérulés gyorsulason- lagsoh alapuld kisérletes modelljében tett
felfedezéslink szerint az agytdrzsi axonkarosoddletindterjedt, a gerincvéltavoli
szakaszain észlellteaixonalis sérulés is fellep, 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 vonatkozéasgs
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10., A fenti vizsgéalatokkal ed&ént irtuk le részletesen a gerindlan koponyasérulés
hatasara létrej@vDAl jelenségét, és a sériilést kivaltdb mechanikargiaval valamint a
sérilésil eltelt idovel tortérd dsszefliggéseét.

Megallapitottuk, hogy az 1A koponyatrauma modellbgtoponyasérilés sulyossagaval és a
sérulésil eltelt idovel aranyos mért@kDAI jon létre a gerincvében.

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

E megfigyelésinkkel kisérletes kortlmeények kozigtdsitottunk patobiologiai bizonyitékot
az emberben minimalis fejsérilés mellett 1étréjpost-traumas tlinet egyuttes hatterében
képalkot6 vizsgalatokkal felvetett DAI fennallaséda

11., Alapkutatasi vizsgalataink eredményei ala@rdett agyviz gjjtéssel és elemzéssel
igazoltuk és emberben élg&nt irtuk le azt, hogy a spectrin ttieagyi struktlrfehérje 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 lefd@ntermékei agykamraban toréén
megjelenésének étheni lefolyasat.

Vizsgalataink alapjan a sulyos koponyaseériltek adntenziv monitorozasaban potenciélisan
hasznosithat0, a terapia személyre szab&s®gb biomarker csalad azonositasara nyilhat
lehetség; e feltételezést nemzetkdzi kollaboraciobasgaljuk tovabi{9, 10, 11, 12, 13,

16).

12., A Pécsi Sulyos Koponyaseérilt Adatbazis létzdsaval 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 nemzetk6zi gyakorlatbaszmélatos, CT-alapu prognosztikai
rendszerek pontossaga jelé&sen novelhéttovabbi CT-anatdmiai jellendk valamint
demografiai adatok csatolasayas, 14, 15, 16)

101



dc_14 10

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

14., Megallapitottuk, hogy az MDL-28170 traumétehdva a CSpT terlletén gatolja az
axolemma trauma hatasara kialakult permeabilitismnak sulyosbodasat illetve
jelenségét illetve et&ent igazoltak, hogy a permeabilitasi zavarok, léglais részben,

visszaszorithatok a calpain aktivacio gatlasa (ti&n

15., Vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy & kidzponti idegrendszeri elvaltozdsokban
bevalt PACAP adagolas (dozis illetve ut) hatastal@Al esetében.

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

Ezek voltak az etsvizsgalatok, melyek a PACAP diffuz agysériléskamnkarosodaban

feltételezhei neuroprotektiv szerepét igazolt@lo).

16., A PACAP illetve analdgjai esetleges klinikgddbaldsanak alapfeltételét biztositando,
meghataroztuk az axonkarosodas gatlasara vonatkaggias ablakot, mely legalabb egy
oranak adddott, ami az axonkarosodas kivédésémkart allatkisérletes vizsgalatokban
kifejezetten hosszunak szamit, s ez @kbseredmeényes klinikai kiprobalasitditétele lehet
(20).

17., A PACAP illetve analdgjai klinikai kiprobalas#k tovabbi alapfeltételként igazoltuk,
hogy mas diffaz agysérilési modellben is képesxanlkarosodas kivedésére.

Elsoként vizsgaltuk és igazoltuk, hogy a PACAP folyagékkusszidés koponyaseérilési
modellben kivédi az axoplazmaticus transzport-z&iaakulasat.

Vizsgalataink ismételten ravilagitottak a diffGzadlis karosodast@téz korfolyamatok
sokszirtiségére és felhivtak a figyelmet arra, hogy az @gizgyi orvostani gyakorlatban a
DAI markereként hasznalt APP-IHC nem képes az axardodas teljes spektrumanak
kimutatasarg21).

18., Vizsgalatainkkal meghataroztuk a PARP-inhibit€2286 axonkarosodas kivédéseére

vonatkoz0 dozis-hatas gorbéjét.
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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 javitasdban is megnyilvanul, amennyib®ARP-inhibitor kezelt &llatok koponya-
agyserulés utani motoros aktivitasa és szorongatjes szignifikans javulast mutat a
kontrollokéhoz képest.

Eredményeink ismételten igazoljak, hogy a diffGgssgilés korfolyamataban az energia
haztartas helyreallitasa illetve a lokalis enehdiatartas fenntartasa kulcsszerepet jatszhat
(22).
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