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,Felfedezni valamit annyit tesz, mint latni, amit mindenki lat, és kdzben arra gondolni, amire

még senki.”

Szent-Gyorgyi Albert



I. BEVEZETES, IRODALMI HATTER

A koponvasériilés epidemiologiaja

A fejlett ipari tdrsadalmakban a 35 év alatti aktiv, munkaképes populéciot érintd
vezetd haldlok a koponyasériilés okozta agyi kdrosodas (TBI). Mig a nyugati tarsadalmakban
a koponyasériilés kovetkeztében létrejovo haldlozas 20-25%-ot tesz ki, addig ez
Magyarorszagon eléri a 45%-ot. Eurdpaban 1.600.000 koponyasériilést szenvedett beteg
részesiil korhazi ellatasban, az agysériilt paciensek aranya évente 100.000 emberbdl 235 f6.
Koponyasériilések legfoképpen autdbalesetek, elesés, erdszakos behatasok ¢és kiilonb6zo
sportagakbdl fakado sériilések okozataként jonnek létre. A leginkabb veszélyeztetett
demografiai csoport a férfiak és az egyediil ¢l6k hatranyos teriileteken.

A fejlett eurdpai orszdgokban a sulyos koponyasériiltek koérhazi ellatasanak koltsége
paciensenként eléri a 6.000 Eurdt, mely a teljes kezelési koltségeknek csak egy kis hanyadat
teszi ki. Egy koponyasériilt beteg élete végéig tartd kezelésének O0sszkoltsége az Egyesiilt
Allamokban elérheti a 200.000 USA dollart is. Felmérések alapjan 2020-ra a koponyasériilés
globalisan a harmadik leggyakoribb vezetd halalokké fog valni.

A baleseti agvysériilések osztalyozasa

A sériilés sulyossaganak meghatarozasara leggyakrabban hasznalt médszer a Teasdale
¢és mtsai. altal kialakitott Glasgow koma skdla (Glasgow coma scale, GCS), amelyben
megkiilonboztetnek: enyhe (GCS=13-15), kozépsulyos (GCS=9-12), valamint stlyos
(GCS=3-8) sériiléseket. A koponyasériilések klasszikus felosztasa szerint megkiilonboztetiink
nyilt és zart sériiléseket. A sériilés patomechanizmusa alapjan az irodalom megkiilonbdztet
elsddleges és masodlagos elvaltozasokat. Az elsddleges elvaltozasok a sériilés pillanataban a
mechanikai er6k hatasara jonnek létre, amelyek érinthetik az ereket, axonokat, ideg-és
gliasejteket fokalis vagy az ép agyszovetben elszortan eléfordulé modon.

Diffuz axonalis karosodas

A diffuz axondlis kérosodas (DAI) a koponyatrauma hatdsara 1étrejové axonalis
elvaltozasok 0sszessége, melyek az ép axonok kozott elszortan, tobbnyire ép parenchymalis
kornyezetben figyelhetdek meg.

A DAl-nak két morfologiailag jol elkiilonithetd megjelenési forméja van: az
axonduzzadés/axonballon-képzddés (AD/B), valamint az ultrastrukturalis (neurofilament)
kompakcio (NFC). A DAI vizsgélathoz kiilonboz6 éallatkiséletes modelleket alkalmaznak, de
ezek nem képesek a human DAI teljes kiterjedését €s idbeni lefolyasat 100%-ban utdnozni.
Ezért az éallatkisérletekben modellezett axonkarosodast traumas axonkarosodasnak (TAI)
nevezziik, a DAI elnevezést pedig a huméan esetekre hasznaljuk.

Axon duzzadas/axonballon képzodés (AD/B)

A diffaz axonkarosodast jelenségét Strich €s mtsai. irtak le eldszor. A sulyos koponya-
agysériiltek post mortem vizsgalata soran a fehérallomdnyban az ép axonok kozott elszort
ballonszerli axontagulatok lathatoak, amely tagulatoktdl disztalis axonszakaszon Waller-féle
degeneracio és myelin-degradaci6 is megfigyelhetd. A manapsag hasznalt elnevezés, azaz a
DAI Adams-tol szarazik. Strich 6ta Adams ¢és kollégai hangsulyoztak eldszor, hogy az
axonkdrosodas a koponyasériilés elsddleges kovetkezménye, és nem pedig a mdasodlagos
karosodas kovetkeztében alakul ki. Povlishock €és mtsai. szerint ezen axonalis kdrosodast a
kozépsulyos illetve a sulyos koponyatrauma 4ltal kivaltott nyiréerék inditjak el.
Megallapitottdk, hogy a DAI a karosodott axonok nagy részében egy idoben fokozatosan
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elérehalado folyamat. A folyamat soran a karosodott axonszakaszokban a sériilést kdvetden
gyakorlatilag azonnal (<5 perc) fokélis axolemmalis permeabilitasi zavar jelentkezik.

Az axolemma fokalis sériilését olyan morfolégiai jellemzok kisérik, mint a
mitokondriumok megduzzadasa, neurotubulusok eltlinése, neurofilament-mddosuldsok és az
elére iranyuld axondlis transzportzavar. Ez utobbi kdvetkezményeként a szallitodo sejtalkotok
és egyeb anyagok felhalmozodnak, igy létrejon az axonduzzadas. Id6vel az axonduzzadas
egyre nagyobb mértékli lesz, melynek végeredményeként az érintett axonszakasz ballon
formajaban leflizodik, l1étrehozva a korkép korai leirdsaibol ismert proximalis axonballonokat,
mig a disztalis axonszakasz Waller-féle degeneraciot szenved.

Az axonalis elvaltozasok kezdetétol, az axonballon kialakulasdig valamint az
axonszakadasig eltelt id6 fiigg a trauma stlyossagatol, modjatol és az adott fajtol. Emberben
ez az 1d6 orékban €és napokban mérhetd, vagyis a kezelésre rendelkezésre allo terapias ablak
joval hosszabb, mint a kisérleti allatok esetében.

Az ultrastrukturalis (neurofilament) kompakciéo (NFC)

Az NFC-t Povlishock és mtsai. fedezték fel, koponyatrauma utan szinte azonnal (5
perc) perfuzidsan fixalt 4llatok agytorzsének elektronmikroszkopos vizsgalataval.
Megfigyelték, hogy a neurofilamentek kozotti tavolsag mintegy felére csokkent, valamint
nagymértékben csokkent a mikrotubulusok illetve a neurofilament oldalkarok szama.
Elképzelésiik szerint az NFC mechanizmusa a kdvetkez0: koponyatrauma hataséara az érintett
axon egy rovid szakaszan makromolekuldkat atereszteni képes méretii porusok nyilnak meg
(mechanoporacid), megszlinik az axolemmanak az ionhdztartdst szabalyozo szerepe, az
axonba kalcium ionok aramolnak be. A nagymértékben megnovekedett kalcium koncentraciod
kovetkeztében aktivalodik a calpain, amely a nem-erythroid alfa-II spektrint 145 kD ¢s 150
kD méretli egységekre bontja (calpain-medidlta spektrin proteolizis, CMSP). A spektrin a
szubaxolemmalis citoszkeleton alkotorésze, tovabba megtalalhaté a mitokondriumok kortil is.
Bontasa eleinte csak a szubaxolemmalis tér és a mitokondriumok koriil zajlik (15-30 perc),
majd tovatevOdik az érintett axon citoszkeletalis haldzatara, melynek emésztdédése tovabbi
permeabilitasi zavart és tovabbi intraaxonalis proteolitikus kaszkad aktivalédast eredményez,
amely végiil irreverzibilis axonkarosodasat okoz.

Az NFC kimutatasara a neurofilament kdzepes méretii alegysége (NF-M) elleni RMO-
14 antitestet hasznaljak, amely a neurofilament-oldalkarok defoszforilaloédasa soran szabadda
valt NF-M alegység ,,rod domén”-jéhez képes kotddni. Kezdeti elképzelések szerint a
citoszkeletalis elvéltozasok ugyanazokat az axonokat érintik, mint az AD/B. Ujabb
megfigyelések szerint az AD/B és a NFC az esetek tobbségében két kiillonbozd axon-
popouldciot érint, és csak kis részben figyelhetd meg ugyanazon karosodott axonon beliil,
azaz egymastol fliggetlen jelenségekrdl van szo6.

A diffuz agysériilés kisérletes terapias befolyasolasa

Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) alkalmazasa

A DAI korfolyamatdban mind a nekrotikus mind az apoptoticus enzim-kaszkad
szerepet jatszik, ezért azok az eljardsok, melyek feltehetden mindkettét gatoljak, kiemelt
figyelmet érdemelnek. E kettdés tdmadaspont kiilondsen azért kap hangstlyt, mert egyes
elképzelések szerint az apoptoticus folyamatok gatldsa az elektrontranszport-lanc
1étrejotte utdn mar nem eredményezheti a neuron megmenekiilését, csupan az apoptoticus
sejthalal helyett a nekrotikus kaszkad aktivalédasat, tehat a két enzimatikus folyamat kozti
,,shiftet” 1dézi elo6.



A PACAP szerkezetileg a vazoaktiv intestindlis peptid (VIP)/szekretin/gliikkagon
csaladba tartozik, melyet el6szor a hypothalamusbol izolaltak.

In vitro mind antiapoptoticus, mind gyulladascsokkentd hatasait leirtak. In vivo
vizsgalatok alapjan igazolodott, hogy a PACAP atjut a vér-agy géaton €s egyarant hatdsosnak
bizonyult patkdnyban kisérletesen eldidézett globalis és fokalis agyi iszkémia el6tt, és utdn
adva, valamint retinalis degeneracio esetében is.

Az elmult években munkacsoportunk vizsgalta a PACAP neuroprotektiv hatdsat diffuz
karosodast okozé trauma modellben patkanyon. A kordbban agyi iszkémiaban hatasos dozis
(125png, sériilés  elotti  intavénds  (i.v.) kezelés) nem volt hatdsos, am az
intracerebroventrikularis (i.c.v.) kezelés hatasosnak bizonyult. A vizsgalatunkban hasznalt
dozis a fenti kutatasi eredményeken alapul, miszerint az i.c.v. 100ng PACAP képes
szignifikansan csokkenteni a karosodott axonok denzitasat a corticospinalis palya (CSpT)
tertiletén.

A poli(ADP-riboz)polimeraz (PARP)-gatlas

A PARP-ot DNS-javitdo enzimként ismerték meg. Az (oxidativ-) stressz hatdsara
kialakul6 DNS torés indukalja aktivalodasat, melynek kovetkezményeként a NAD -r6l ADP-
rib6z egységeket transzferal nuklearis fehérjékre. Ez a rendkiviil energia igényes folyamat
halmozott stressz hatasara kialakulo talmiikodésével a NAD' deplécidjat, ATP vesztést és a
sejt energia-homeosztazisanak dsszeomlasa révén a sejt halalat eredményezheti.

Mikézben a PARP hosszii tavi gatlasa elvileg mutagenezist €s cancerogenesist
indukalhat, az akut szakban hozzajarulhat az energia-haztartds rendezddéséhez, az energia-
homeosztazis fenntartasahoz.

Komjati és munkatarsai a kdzelmultban (2005) megallapitottdk, hogy a PARP-gatlas
nemcsak a szabadgyok-indukalta nekrozist gatolja. Az apoptédzis indukald faktoron (AIF)
keresztiil a PARP kozvetleniil szerepet jatszik az apoptoticus folyamatok elinditasaban is és
az NF-kappaB-uton keresztiil inflammatorikus cytokinek ¢és mediatorok felszabadulasat is
modulélja.

Az elmult években a koponyasériilés kiilonbdz6 modelljeiben szdmos PARP-inhibitort
teszteltek, igy a PARP-inhibitor 3-aminobenzamide-ot, mely szignifikansan csokkentette a
hideg-indukalta agysériilés-modellben kialakul6 1ézi6 kiterjedését.

Erdekes ugyanakkor, hogy hasonléan a calpain gatlas neuroprotektiv hatasahoz, a PARP-
inhibicié soran sem sikeriilt eddig minden esetben feltarni a kedvezd klinikai hatés
patomorfologiai hatterét.

Kisérletiink soran egy 1 fejlesztésii kinazolin szarmazék PARP gatlot, az L-2286 (2-
[(2-piperidin-1-yletil)thio]quinazolin-4(3H)-one) hatasat vizsgaltuk Marmarou-féle impakt
acceleracios modell okozta koponyasériilés esetében.

Diffuz idegsejt-karosodas (..sotét” idegsejt képzodés)

Tobb mint szaz éve irtak le, hogy kiilonb6zd neurologiai betegségekben meghaltak
agyaban olyan idegsejtek talalhatok, amelyek magja, citoplazmdja és {6 dendritjei
nagymértékben zsugorodottak, valamint erdsen kotik a neurohisztoldgiaban hasznalatos
bazikus festékeket. Ezeket a sejteket tradiciondlisan ,,s0tét” idegsejteknek nevezik. A 80-as éve
eleje ota szamos neuroldgiai megbetegedés allatkisérletes modellje esetében is leirtak ,,sotét”
idegsejtek jelenlétét (hipoglikémia, hiperglikémia, epilepszias roham, fokalis iszkémia, négy-ér
1szkémia).

Gallyas és mtsai a 90-es évek elején megfigyelték, hogy mind in vivo, mind post
mortem mechanikai trauma hatasara is képzddnek ,,sotét” idegsejtek és axonok.
Elektronmikroszkopos vizsgalatok szerint a . frissen” képzddott ,,sotét” idegsejt
ultrastrukturalis elemei épnek tlintek, de szorosan egymas mellé tomdoriiltek (ultrastrukturalis
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kompakcio). Az érintett sejtek elektron-denzitasa megemelkedett, térfogatuk a felére csokkent
a plazma-membréan felszakadasa nélkiil. Az endoplazmatikus retikulum (ER) ciszternai
Osszesziikiiltek, a Golgi-ciszternak viszont kitagultak. Nem valtozott a mitokondriumok és a
multivezikularis testek térfogata. A ,,s6tét” idegsejtekre jellemzd: ha a szomdja kompaktalodik,
akkor dendritfaja is, és forditva. Az axonoknak mindig viszonylag hosszi szakaszai
kompaktalodnak.

E jelenségek tigy magyarazhatok, hogy a kompaktalodas minden egyes szoma-dendrit
domén, vagy axon egyetlen pontjan indul meg, majd onnan terjed ra az egészre. Ezt a
folyamatot Gallyas és mtsai. (1992) ugy magyaraztdk, hogy az idegsejtek (és mas sejtek)
citoplazmajaban egy - az ultrastrukturalis elemekhez ,,lehorgonyzott” - mikro-trabekularis gél-
struktura talalhat6, amely nem-kovalens kotések forméjaban szabad energiat tarol, és képes egy
ponton vald inicidlas utdn, Osszehuzodassal jard, tovaterjedd fazisatalakulasra (gélbol-gél
fazisatalakulas) a tarolt energia hatdsara. Az erre képes géleknek két, vagy tobb metastabil
allapota van ¢és a kiilonb6z0 energiaszinti metastabil allapotokhoz eltéré polimer-molekula
konformacio, eltérd viztartalom és egymastol eltérd térfogat tartozik. Megfeleld aktivacios
energia kozlésével a magasabb-energiaji metastabil struktra egy pontja ,atbillen” az
alacsonyabb energiaértékli 4m ugyanakkor energetikailag stabilabb allapotba. Az itt
felszabaduld energia a szomszédos pontokon aktivacids energiaként szolgédlva lancreakciot
indit el (domind-elv). A ,sotét” idegsejtek esetében a fazisatalakulds inicidlodhat
patometabolikus folyamat (iszkémia, hipoglikémia, status epilepticus vagy mechanikai
behatas) altal. A gél-struktira Osszehtzoddsa magéval vonja a hozzd horgonyzott
ultrastrukturalis elemeket, ¢és folyadékot présel ki a szoma-dendrit doménbdl illetve az érintett
axon-szakaszokbol.

II. CELKITUZESEK

Munkdam sordn a diffuz axondlis karosodas kisérletes terapidas befolydsolasanak uj
lehetioségeit kivantam vizsgdlni illetve az ultrasrukturdlis kompaktilodas kialakuldsi
mechanizmusdanak tovabbi részleteit szerettem volna pontosabban feltirni. A legfontosabb
dltalam vizsgalt kérdések az alabbiak voltak:

1., Van-e neuroprotektiv hatisa a PACAP-nak a centrdlis folyadék perkusszios
(CFP) patkany-modellel végzett traumds agysériilés esetén?

2., Van-e neuroprotektiv hatisa az L-2286-nak (egy uj fejlesztésii PARP
inhibitornak) a Marmarou-féle impakt accelerdcios patkany-modell végzett traumds
agysériilés esetében?

3., Mi a sorsa a tranziens fokdlis agyi iszkémia okozta ,,sotét” (ultrastrukturdlis
kompakciot szenvedett) idegsejteknek nem-nekrotikus és nem-excitotoxikus szoveti
kornyezetben?



1. PACAP KEZELES HATASA PATKANY FOLYADEK PERKUSSZIOS
KOPONYATRAUMA MODELL ESETEBEN

1.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

A kisérleteket 350-380 g-os him Wistar patkanyokon végeztiik, amelyeket a Pécsi
Idegsebészeti Klinika kutatdlaboratéoriumanak allathazaban standard koriilmények kozott
tartottuk, étellel és vizzel ad libitum ellatva.

A centralis folyadék perkusszios modell kivitelezése patkanyon

Az allatokat 5 percig elGaltattuk 4% isofluran, 70% N,O és 30% O, keverékével.
Intubélas utan a mitét alatt a patkdnyokat mélyen altattuk 1-2% isofluran, 70% N,O és 30%
0, clegyével, altatogép segitségével. Ezutdn az allatokat sztereotaxias késziilékben
rogzitettiik, majd a fejtetd borén ejtett hosszanti bemetszéssel feltartuk a koponya lambda és
bregma varratok kozotti részét. Két 1 mme-es lyukat fartunk a koponya jobb oldali frontalis és
occipitalis részébe 1 mm-re a bregma és lambda varratoktél, majd ezekbe a “korona” jobb
rogzitése céljabol kisméretli csavarokat rogzitettiink. 4,8 mm atmérdji koponyaléket furtunk a
lambda ¢és bregma varratok kozotti kozépvonalon a durat sértetleniil hagyva. A ,korona” {6
részeként a lyuk felett mlianyagbol késziilt igynevezett sapkat rogzitettiink, majd fogaszati
akrill segitségével a két kordbban mar rogzitett csavarokat és a sapka koriili teriileteken a
sapka magassagaval megegyez0 szintig kialakitottuk a “koronat”. Az akrill megszéaradasa utan
a sapkat fizioldgias sooldattal toltottiik fel. A kisérlet allatokat kdzvetleniil a trauma képzése
eldtt levettiik az altatogéprol, majd az allatok a FP berendezésre felhelyezve kozépsulyos (2
atm) koponyatraumaban részesiiltek. Az al-mt6tt csoporton csak magat a miitétet végeztik
el, de traumat nem kaptak. A trauma utan az allatok a spontan légzés visszatéréséig
megfigyelés alatt alltak, s ha 20 mp alatt nem tért vissza a spontan 1égzés, akkor 1élegeztetd
gépre keriiltek, ahol 100% O,-t kaptak a 1égzés normalizalddasaig.

I.c.v. PACAP kezelés

Egyszeri kezeléssel 100 ng PACAP-ot 5ul fiziologias sdoldatban feloldva juttattunk a
jobb oldali agykamraba 30 perccel a trauma (AP:-1,0; L: 1,5; V:-3,5 a bregmatol szamitva). A
vivoanyag kezelt csoport ezzel megegyez6 mddon fiziologias sooldatot kapott.

Immunhisztokémia

Trauma utan 2 6raval az allatokat intraperitonidlis (i.p.) pentobarbiturattal tulaltattuk,
majd sziven keresztiil el6bb fiziologids sooldattal és 4%-os paraformaldehiddel perfundaltuk
Oket. Az agyakat a gerincvelO agytorzsi szakaszaval egyiitt eltavolitottuk a fixalt allatokbol és
egy ¢jszakan keresztiil 4%-os paraformaldehid oldatban taroltuk. Az agytorzsi részbdl egy
medialis Smm széles blokkot vagtunk ki specialis agyfeldarabolodast segitd eszkozzel, majd
vibratom segitségével 30um-es szeletekre vagtuk. Ezeket 0,1 M-os foszfat pufferben taroltuk
az immunhisztokémiai protokoll megkezdéséig.

Kétféle immunhisztokémiai protokollt haszndltunk. Egyrészt a karosodott axonalis
transzport vizsgalatdhoz a béta-amiloid prekurzor protein (B-APP) C-terminusara hatd
poliklonalis antitesttel imunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink. Mésrészt a NFC vizsgélatara
RMO-14 antitestet hasznaltunk, amely a trauma kovetkeztében konformacié valtozason
atesett NF-M alegységén talalhato “rod-domén”-hez kotddik.
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A szovettani vizsgalatok elemzése Image-Pro Plus v5.0.1 segitségével

Az APP illetve RMO-14 immunopozitiv (IP) axonokat fénymikroszkop,
hozzékapcsolt digitalis fényképezdgép, valamint szamitogépes képvizsgalé programmal
(Image Pro Plus v5.0.1) elemeztiik. A korabbi leirasok alapjan a DAI legféképpen érintett
teriilete a CSpT és a medialis hosszanti koteg (MLF) agytorzsi szakasza, ezért ezeket a
tertileteket elemeztiik.

Statisztikai analizis

A PACAP ¢és a vehikulummal kezelt csoport kozotti karosodott axonok denzitasat
(immunjeldlt axon/mm®) Student-féle t-probaval hasonlitottuk &ssze. Szignifikdnsnak
tekintettiik a kiilonbséget, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

1.2. EREDMENYEK

Az eredmények fénymikroszkdpos valamint = statisztikai elemzése soran
megallapitottuk, hogy a kozépstulyos CFP okozta koponyatrauma utan 30 perccel torténd i.c.v.
100 pg PACAP kezelés a vehikulummal kezelt allatokhoz viszonyitva szignifikdnsan
csokkentette mind az APP, mind az RMO-14 IP axonok denzitasat a CSpT-ben. Az MLF-ben
szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk sem az APP, sem az RMO-14 IP axonok
denzitasaban a PACAP és vehikulummal kezelt csoport kozott (1. Tablazat).

APPIP \  kutum pacap RMO-14 - itum PACAP
axonok IP axonok
290,04+36,93

(p<0,05) CspT

155,71+31,52

Cspr | 560.96+64.36 (p<0,05)

283,31429,91

MLF 307424,17  265,57£10,81  MLF 272,314£20,1  265,7+33,46

1. Tablazat APP és RMO-14 IP axonok denzitasa a CSpT és az MLF teriiletén a PACAP
illetve vehikulum kezelt llatok esetében. Az adatok atlag denzitdas/mm” + SEM.
p <0,05 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest.

1.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Munkénk az elsé olyan tanulmany, amely a CFP modellben bizonyitotta a PACAP
neuroporotektiv hatdsat TAI esetében. Megfigyeléseink alatdmasztottdk azokat a korabbi
tapasztalatokat, melyek szerint a diffiz TAI impakt accelerdiés modellje esetében, a PACAP
hatékony gatloszerként miikddik az axonalis karosodas kovetkeztében 1étrejovo intraaxonalis
transzportzavar ¢€s NFC kivédésében. Tovabba jol egybevagtak azokkal a kordbbi
tanulmanyokkal, amelyek a PACAP neuroprotektiv hatdsat vizsgaltak kiilonbozo in vitro és in
vivo vizsgalatok soran. In vitro koriilmények kozott a szer kiillonbozd sejtvonalakon végzett
kisérletek soran hatékony apoptozist gatldo hatassal rendelkezik. /n vivo mind az atmeneti,
mind a tartds fokalis iszkémia allatkisérletes modellek esetében csokkentette az elhalt agy
teriiletének nagysagat. Teljes agyi iszkémia esetében az i.c.v. vagy i.v. PACAP kezelés
Parkinson-kér allatkisérletes modelljében a substantia nigra dopamintermeld sejtcsoportjait
megvédte a programozott sejthalaltol. TAI esetében a PACAP szignifikdnsan gatolta a
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caspase aktivitast, valamint az apototikus kaszkad létrejottében kulcsfontossagii szerepet
jatszd6 molekuldk mitkodését. A TAI létrejottében fontos szerepet jatszik az intraaxondlis
mitokondriumok integritdisdinak megvaltozdsa. A koros mitokondrialis kalcium akkumulécio
inaktivalja a mitokondrialis akonitdz enzim miikddését, és ezliton is befolyasolja az idegsejtek
¢letképességét. A PACAP ezt az inaktivaciot gatolva képes fenntartani a mitokondrialis
integritast.

A kisérlet 6 megallapitasa, hogy kozépsulyos CFP utdn 30 perccel torténd i.c.v.
100pug PACAP kezelés szignifikdnsan csokkentette mind az APP, mind az RMO-14 IP
axonok denzitasat. Habar az axonalis transzportzavar nem csak az egyetlen axonpusztulashoz
vezetd ut, mégis az anterograd transzport ilyen jellegli kdrosodasa, valamint az ennek
kovetkeztében 1étrejové axonszakadds megakadalyozdsa a DAI egyik lehetséges
kulcsfontossagu kezelési modjaként azonosithatd. Megjegyzendd viszont, hogy a PACAP
neuroprotektiv tulajdonsaga csak a CSpT teriiletén volt szignifikans. Ezen palyarendszerben a
karosodott axonok denzitdsa valamint az atmérdjiik és lefutasuk mas, mint ami a medialis
hosszanti koteg teriiletén 1évé axonokra jellemzd, de ez csak részben magyardzhatja az
eredményekben tapasztalt eltérést.

Vizsgélatainkat Osszegezve, igazoltuk, hogy a PACAP axonoprotektiv hatassal
rendelkezik, mely nem csak az impakt acceleracids, hanem a CFP allatkisérletes modellben
kivaltott DAI esetében is igazolhat6. A korabbi, valamint a most bemutatott eredmények
alapjan a PACAP potencialis jeloltnek szamit, mint lehetséges hatdanyag a koponyasériilés
okozta agyi karosodésok klinikai kezelésében.

2. L-2286: EGY UJ PARP INHIBITOR HATASA PATKANY IMPAKT
ACCELERACIOS MODELL ESETEBEN

2.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

A kisérleteket 300-350 g-os him Wistar patkanyokon végeztiik, amelyeket a Pécsi
Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Kisérletes Allattani és Neurobioldgiai Tanszék
allathdzéaban standard koriilmények kozott tartottunk, étellel és vizzel ad libitum ellatva.

Marmarou-féle impakt acceleracios modell patkanyon

Az éallatokat el6szor 5 percig eldaltattuk 4% isoflurdn, 70% N,O és 30% O,
keverékével, majd a miitét alatt mélyen altattuk 1,5 % isofluran, 70% N,O ¢és 30% O,
elegyével, altatogép segitségével. Intubdlas utan az allatokat sztereotaxias késziilékben
rogzitettiik, majd a fejtetd bdrén ejtett hosszanti bemetszéssel feltartuk a koponya lambda és
bregma varratok kozotti részét. A lambda és bregma varratok kozotti tér kodzepére, a
kozépvonalba egy rozsdamentes fémkorongot (10 mm atmérdjii és 3 mm vastagsagu)
rogzitettiink, amivel kivédhetd egy esetleges koponyatorés. A sulyos koponyasériilés
létrehozasa céljabol két méter magassagbol 450 g sulyt ejtettiink az allat koponyacsontjadhoz
rogzitett fémkorongra. Trauma utdn a korongot eltavolitottuk a koponya felszinérdl, majd a
miitét utdn az allatok a spontan 1égzés visszatéréséig megfigyelés alatt alltak. Ha 20 mp-ig
nem tért vissza a spontan 1égzés, akkor azonnal vissza lettek helyezve az altatogépre, ahol
100% Os-t kaptak a 1égzés normalizadlodasaig. Az al-miitott allatokon ugyan ezt a miitéti
eljarast alkalmaztuk, de trauméaban nem részesiiltek.



I.c.v. L.-2286 dozis-hatas gorbéjének megallapitasa

Harminc perccel a trauma utan egyszeri 10, 50 illetve 100 pg/patkény 5 pl fiziologias
sooldatban feloldott L.-2286-t juttatunk be a jobb oldali agykamraba kezeltiink (AP:-1,0; L:
1,5; V:-3,5; a bregmatol szamitva). A vivOanyag kezelt csoport ugyanekkora mennyiségii
fiziologias sooldatot kapott a hatdéanyaggal kezelt csoportokkal megegyezé modon. Trauma
utdn 2 oraval ezeket az allatokat az ,,Immunhisztokémia”-részben ismertetett eljarasnak
vetettlik ala azzal a kiilonbséggel, hogy csak az APP IP axonok denzitdsat hataroztuk meg a
CSpT agytorzsi szakaszaban.

Terapias ablak meghatarozasa i.c.v. 100 pg/patkany 1.-2286 esetében

Az allatok egyik felét kozvetleniil, a masik felét 30 perccel a trauma utan az elébb
ismertetett modon i.c.v. 100 pg/patkdny L-2286-tal kezeltiink. A két kezelési idépontnak
megfeleléen a vehikulum kezelt csoportot ezzel megegyezd mddon 5 pl/patkdny fizioldgias
sooldattal kezeltiik. Az immunhisztokémiai vizsgalathoz a trauma utdn 2 oraval ezeket az
allatokat is az ,,Immunhisztokémia”-részben ismertetett eljarasnak vetettiik ala.

A szovettani metszetek elemzése Image-Pro Plus v 5.0.1. segitségével

Az APP IP axonokat fénymikroszkop, illetve hozzakapcsolt digitalis fényképezdgép,
valamint szamitogépes képvizsgalo program segitségével (Image-Pro Plus v5.0.1) elemeztiik.

Statisztikai analizis

Az 1-2286 illetve vehikulum kezelt csoport kozotti karosodott axonok denzitasbeli
(atlag/mm?) kiilsnbségét mindkét vizsgalati idSpontban Student-féle t-probaval hasonlitottuk
Ossze. Szignifikdnsnak tekintettiik a kiilonbséget, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

Beam-balance teszt

A mitét elott 1 nappal az allatokat eldedzettiik, hogy képesek legyenek az
egyensulyukat megtartani 60 mp-ig egy 1,5 cm szélességli fabol késziilt gerendan, amit 60cm
magassagban helyeztiink el egy szivacsparna felett. Minden kisérleti csoportot a miitét utan 1
oraval és a mitétet kovetden 1-7 napig naponta egyszer teszteltilk, majd az egyes csoportok
napi eredményeit értékeltiik. A teszt értékrendszere a kdvetkezo: 1.: egyensulyi helyzetet vesz
fel a gerendan, 2.: megfogja a gerenda oldalat és/vagy egyenetlen mozgasokat tesz, 3.:
atkarolja a gerendat vagy ,,csuszkal” rajta leesés nélkiil, 4.: megkisérli az egyensulyi helyzet
felvételét, de ekozben leesik, 5.: fiigg a gerendan, majd leesik, 6.: egyaltalan nem kisérli meg
a fentmaradast a gerendan.

Open-field teszt

Az open-field tesztet a lokomotoros aktivitds vizsgalatara hasznaltuk. Az eszkoz egy
70x70 cm alapteriiletti és 50 cm magassagu lada. A trauma utani nyolcadik napon az allatokat
bevittiik a kisérleti helyiségbe, ahol 30 percet toltottek a sajat ketreciikben (akklimatizacio),
majd minden egyes allatot 5 perces id6tartamra az open-field kozepére helyeztiink. A
»crossingok”, mosakodasok ¢és dgaskoddsok szamat értékeltiik az 5 perces vizsgalati idtartam
alatt videokamera segitségével.

Emelt keresztpallo teszt

Az emelt keresztpalld teszt a szorongds vizsgalatara alkalmas. Négy egymasba nyilo
karbol all, amelybdl 2 kar teljesen nyitott (nyitott kar), viszont a masik 2 kar 3 oldala fallal
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van koriilvéve (zart kar). Minden egyes allatot 5 perces idOtartamra a berendezés kdzepére
helyeztiink és a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk az egyes csoportokban: fejbedugasok
szdma a nyitott karba, a mells6 két labbal valé belépések szama a nyitott karba, valamint a
nyitott illetve zart karban t6ltott idotartam.

Statisztikai analizis

A magatartasvizsgalatok soran az egyes csoportokban szerepld allatok adatait
Osszesitettiik. A beam-balance teszt eredményeit nem-parametrikus Dunn-féle poszt teszttel
kiegészitett egyutas ANOVA teszttel-, az open-field és az emelt keresztpallo tesztek adatait
Dunnett-féle poszt teszttel kiegészitett egyutas ANOV A-teszttel értékeltiik. Minden esetben a
kiilonb6z6é csoportok kozotti eredmények Osszehasonlitdsakor p<0,05 és p<0,01 értékeket
hataroztunk meg szignifikansnak.

2.2. EREDMENYEK

Az i.c.v. L-2286 dézis-hatas gorbéje

A trauma utdn 30 perccel torténd i.c.v. 10 pg/patkdny L-2286-al kezelés nem
csokkentette az APP IP axonok denzitdsat a CSpT-ben. Az i.c.v. 50 ug-al torténd kezelés
csokkentette az APP IP axonok szdmat, de ez a vehikulummal kezelt allatok értékeihez képest
statisztikailag még nem volt szignifikans. A harom vizsgalt dozis koziil csak az i.c.v. 100ug-
al torténd kezelés volt képes szignifikans mértékben csokkenteni az APP IP axonok denzitasat
a CSpT-ben (2. Tablazat).

Vehikulum 10 ug 50 ug 100 ug

87,61+8,86

Denzitds 345,61+41,56  348,09+13,08  255,58+10,72 (p<0,01)

2. Tablazat A trauma utan 30 perccel torténd kiilonb6z6 dozisu i.c.v. L-2286 kezelés
hatésa az APP IP axonok denzitasara a CSpT teriiletén. Az adatok atlag denzitas/mm? + SEM.
p <0,01 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest.

Terapias ablak

Mind az APP, mind az RMO-14 IP axonok esetében, mind az azonnali, mind a trauma
utan 30 perccel torténd i.c.v. 100ug/patkdny L-2286 kezelés hasonld mértékben csokkentette
a karosodott axonok denzitdsast mint a CSpT-, mind az MLF teriiletén. Viszont az RMO-14
IP axonok esetében az azonnali kezelés hatasosabbnak tlint, mivel szignifikans kiilonbség volt
megfigyelheté mind a CSpT, mind az MLF teriiletén a trauma utan 30 perccel torténd
kezeléshez képest (3. Tablazat).
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L-2286
APP IP . azonnali L-2286 30
K Vehikulum kerelé perccel a
axono ezeles trauma utdn
72,50+8,54 87,61+8,86
CSpT 345,61+41,56 (p<0,01) (p<0,01)
45,59+4,09 71,17£7,23
MLF 285,33+48,90 (p<0,01) (p<0,01)
RMO-14
IP axonok
5,56+2,98 45,81+5,04
CSpT 88,296,355 (p<0,01) (p<0.,01)
16,01£3,04 42,9242 3
MLF 131,66+21,39 (p<0,01) (p<0.01)

3. Tablazat APP ¢s RMO-14 IP axonok denzitdsa a CSpT és az MLF teriiletén a
vehikulum illetve i.c.v.100 ug/patkany L-2286-al azonnal valamint 30 perccel a trauma utani
kezelés esetében. Az adatok atlag denzitas/mm?” + SEM. p <0,01 a vehikulummal kezelt
allatokhoz képest.

Azi.c.v. L-2286 hatasa a beam-balance tesztben

A négy vizsgalt csoport koziil a vivoanyagot kapott allatok mutattdk a legrosszabb
motoros teljesitményt. Ezek az allatok az utolsé vizsgalati napra sem érték el az al-miitott
allatok teljesitményét. A trauma utan azonnal torténd i.c.v. 100 pg/patkadny L-2286 kezelés a
vehikulummal kezelt csoporthoz viszonyitva csak az elsé vizsgalati idopontban javitotta a
szignifikdnsan motoros teljesitményt. A trauma utdn 30 perccel kezelt csoport tagjai a
negyedik vizsgalati napon elérték a maximalisan elérhetd teljesitményt (1-es érték). Ezen
allatok motoros teljesitménye a vehikulummal kezelt csoporthoz képest szignifikansan jobb
volt a masodik mérési idéponttdl (1nap) egészen az utolsd mérési idépontig (7. nap).

A két kezelési modot Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a beam-balance tesztben
ugyan mindkettd javitotta a karosodott motoros funkcidkat, de a trauma utan 30 perccel
torténd i.c.v. 100 pg/patkany L-2286-al torténd kezelés hatasosabbnak tiint, mint a trauma
utan azonnal torténd kezelés (4. Tablazat).

Azi.c.v. 100 pg/patkany 1.-2286 hatasa az open-field tesztben

A vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a harom vizsgélt paraméter koziil a trauma
utdn kozvetleniil L[-2286 kezelt allatoknal lényeges javulas nem volt megfigyelhetd
vehikulum kezelt allatokhoz képest. Viszont a trauma utdn 30 perccel torténd kezelés
szignifikansan ndvelte a mosakodéasok szdmat, de semmilyen egyéb hatdsa nem volt a masik
két vizsgalt paraméterre (,,crossing”, dgaskodas) (4. Tablazat).

Azi.c.v. 100 pg/patkany 1.-2286 hatasa az emelt keresztpallo tesztben

Eredményeink azt mutattdk, hogy mindkét L[-2286-al kezelt csoport esetében a
megemelkedett szorongdsi szint a vivOanyaggal kezelt allatokhoz képest szignifikansan
lecsokkent, mivel hozzajuk képest szignifikansan tobb id6t toltottek a nyitott karban és ezzel
egyiitt szignifikinsan kevesebb id6t a zart karban. Erdekes médon a trauma utan azonnal L-
2286-al kezelt csoport szignifikansan toltott tobb iddt a nyitott karban mind a vehikulummal
kezelt, mind al-mitott csoporthoz képest, de ez a trauma utdn 30 perccel kezelt csoport
esetében nem volt megfigyelhetd (4. Tablazat).
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R . L-2286 azonnali  L-2286 30 perccel a
Beam-balance Al-miitott — Vehikulum kezelés trauma utdn
1 éra (érték) 1 6 3,8+0,58 p<0,05 4,8+0,2
1 nap (érték) 1 5,6+0,24 3,4+0,4 2,6+0,24 p<0,01
2 nap (érték) 1 4,8+0,2 3+0,55 2,440,24 p<0,05
3 nap (érték) 1 5,2+0,2 2,6+0.,6 1,4+0,24 p<0,01
4 nap (érték) 1 4 240,55 1 p<0,01
5 nap (érték) 1 3,8+0,2 2,2+0,73 1 p<0,01
6 nap (érték) 1 340,32 240,55 1 p<0,01
7 nap (érték) 1 2,2+0,22 1,6+0,67 1 p<0,05
Open-field
,,Crossing” (db) 117,4+2,77 75,8+6,09 98,4+11,45 90+15,99
Mosakodas (db) 33+3,61 19,8+1,39 28,6+£2,5 30,6+4,37 p< 0,05
Agaskodas (db) 1,4+0,93 1,2+0,97 0,6+0,24 1,2+0,73
Emelt keresztpallé
Fejbetétel nyitott karba (db) 6+1,58 10,4+0,51 71,13 p<0,05 6,6+1,21 p< 0,05
Belepés a nyitott a karba (db) 4,4+1,21 2,6+0,87 3,6+0,26 3,24+0,66
Nyitott karban ts1t6tt idd (mp) 46,8+10,17 1,6+0,98 78,8+2,11 p<0,01 68+13,67 p<0,01
Zért karban toltétt id6 (mp) 253,2+10,17 298,4+0,98  221+£2,11 p<0,01  232,2+13,67 p<0,01
Agaskodis a zirt karban o) | | 0H0% 12,630,51 12,2+1,18 15,4+2,16

4. Tablazat A trauma utan azonnali illetve 30 perccel késdbbeni i.c.v. 100 pg/patkany
L-2286 kezelés hatasa a beam-balance, open-field és az emelt keresztpallo tesztekben. Az
adatok atlag £ SEM (p< 0,05 és p<0,01 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).

2.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Korabbi vizsgalatok alapjan a Marmarou-féle impakt acceleraciés modell okozta agyi
karosodas a motoros €s magatartasi/kognitiv funkcidok karosodésat is eredményezi. A DAI
kordbban ismertetett korfolyamatait a neurofilament kompaktaciét €s az axoplazmatikus
transzport zavarat jelz0 markerek segitségével vizsgaltuk az L[-2286 hatékonysaganak
feltarasara. Eredményeink igazoltak, hogy mindkét marker alapjan szignifikansan csokkent az
axonkarosodas mértéke a motoros funkciok palyarendszerét reprezentaldé CSpT-ben, illetve a
szenzoros informéciot kozvetitd MLF-ban. Az APP és RMO-14 [P axonok denzitisanak
eltér6 mértékli csokkenése megerdsitette azt a megfigyelést, hogy az axon-kdrosodas
heterogén jelenség, mely nem minden tengelyfonatban jelenti ugyanazon korfolyamatok
aktivalodasat.

A funkcionalis kimenetelt értékeld kisérletek eredménye alapjan megéllapitottuk, hogy
a DAI ezen modelljében, amely elsésorban a motoros rendszert karositja, a PARP inhibitorral
torténd utdkezelés képes volt javitani a trauma kovetkeztében karosodott motoros
teljesitményt, és nagymértékben csokkenteni a trauma utdn kialakuld szorongds szintjét,
vagyis javitotta a funkcionalis kimenetelt. E vizsgalatok nem nyqjtottak arra valaszt, hogy a
PARP inhibitor pozitiv hatasat kizdrolag a DAI gatlasa révén fejti-e ki, vagy esetleg szerepet
jatszhatott a Marmarou-féle koponyatrauma modellben igazolt diffiz neuronalis karosodas
kivédése is.
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3. TRANZIENS FOKALIS AGYI ISZKEMIA OKOZTA ,,SOTET” IDEGSEJTEK
SORSA NEM-NEKROTIKUS ES NEM EXCITOTOXIKUS SZOVETI
KORNYEZETBEN: NEUROBIOLOGIAI KOVETKEZTETESEK

A ,s0tét” idegsejteket négy morfologiai tipusba soroljak: Huntington tipusuak
(egereknél képzodnek kisérletesen eldidézett Huntington-kérban), artefakt tipusuak (post
mortem képzddnek kiilonb6zé mechanikai hatasokra), reverzibilis tipusuak (hipoglikémia,
epilepszia vagy iszkémia korai stadiumaban), valamint irreverzibilis tipusuak (hipoglikémia,
epilepszia vagy iszkémia késdi stadiumaban). Az utobbi néhany évben egyes kutatok uj
eredményeket mutattak be koponyatrauma, elektromos sokk, vagy hipoglikémia hatasara -
viszonylag ép szoveti kornyezetben képzddo - ,,s0tét” idegsejtek képzddési mechanizmusara,
regeneracios képességére, illetve pusztulasanak modjara vonatkozoan. Ezekbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a ,,s0tét” idegsejteknek egyetlen sejtbioldgiai tipusa van, a fenti négy
morfologiai tipust a koros kornyezet ,,erdszakolja” rajuk.

Jelen kisérlet soran az arteria cerebri media - intralumindrisan bevezetett vékony
filamentel vald egy-O0rds elzarasanak hatdsara képzodo ,,sotét” idegsejtek morfologiai
valtozasait kovettiik nyomon az 1d6 fliggvényeben.

3.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

A kisérleteket 200-220 g-os him Wistar patkdnyokon végeztiik, amelyeket a Pécsi
Idegsebészeti Klinika kutatdlaboratériumanak allathdzédban standard korilmények kozott
tartottuk, étellel és vizzel ad libitum ellatva.

Patkany tranziens fokalis agyi iszkémia modell

A miitétek alatt az 4llatokat altatogép segitségével lélegeztettiik 2,5% isofluran, 30%
oxigén és 67.5% dinitrogén-oxid keverékével. A jobb oldali arteria cerebri media-t a Koizumi
¢s mtsai altal leirt miitéti eljaras szerint 1 orara lezartuk. A mtét soran a nyakon a jobb oldali
arteria carotis teriiletét feltartuk, majd az arteria carotis kiilsd, f6 és pterigopalatinus agat
elkotottiik. A arteria carotis kiilso agan keresztiil egy lekerekitett végii 4-0-s miianyag
sebészeti fonalat vezettiink fel az arteria cerebri media-hoz, majd 1 ordn keresztiil ott
tartottuk. Végiil a fonalat eltavolitottuk, és a keringést helyreallitottuk. Kozvetleniil ezutan az
allatok egyik részét sziven keresztiil perfundaltunk 500 ml glutaraldehides fixaloval. A tobbi
allat esetében kiilonbozo talélési idoket alkalmaztunk, ezen idépontokban a perfuzid elott az
allatokat i.p. 25 mg/ml thiopental és 5 mg/ml diazepam 1:1 ardnyu keverékével 2 ml-t beadva
testsuly-kilogrammonként talaltattuk. Glutiraldehides fixalads esetében a tulélési idok a
kovetkezOk voltak: 1 6ra, 4 6ra, 1 nap, 2 nap €s 1 hét, mig a formaldehides fixalas esetében: 1
ora, 1 nap és 2 nap. Az al-mitott allatok a fent ismertetett miitéti eljardson keresztiil esett at,
de ezeknél a fonalat kozvetleniil a behelyezés utan eltavolitottuk.
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Szovettani feldolgozas

A sziven keresztiili perfiizid utdn 1 nappal az agyakat eltavolitottuk a koponyabol. A
glutaraldehiddel fixalt agyak caudalis 2/3-részéb6l 150 pm vastagsagih metszeteket
készitettiink frontalis sikban metszve vibratdom segitségével. Minden 6todik metszetet egy
specialis eziistozési eljarassal festettiink meg, amely specifikus a ,,s6tét” idegsejtekre és
reprodukélhat6 eredményt képes nyujtani.

Az elektronmikroszkopos szdvettani feldolgozashoz 2x2 mm?’-es darabokat vagtunk ki
a caudo-putamen és a temporalis cortex azon teriileteirdl, ahol az eziistozés utan
kompaktalodott idegsejteket vagy axonokat tartalmaztak az elobb ismertetett eljarassal
megfestett metszetek. Az ultrastrukturdlis vizsgalatokat JEOL JEM 1200EX tipusu
transzmisszios elektronmikroszkoppal hajtottuk végre.

A formaldehiddel fixalt agyak caudalis 2/3-at paraffinba agyaztuk, majd 10 pm
vastagsagu szeltekre metszettiikk szankamikrotom segitségével. Minden tizedik metszetet 0,1
%-os krezil ibolyaval vagy 1%-os savanyu fukszin oldattal festettiik. Ezekbdl a metszetekbol
olyan teriileteket valasztottunk ki az apoptdzis vizsgalatdhoz, amelyek az elébb emlitett
festési eljarasok soran karosodott idegsejteket tartalmaztak. Az igy kivalasztott darabokat in
situ sejthalal detektaldo (TUNEL) kereskedelmi forgalomban kaphato kit-el a termék
hasznalati utasitasa szerint feldolgoztuk és fénymikroszkoppal értékeltiik.

3.2. EREDMENYEK

Fénymikroszkopos megfigyelések

A filament eltavolitadsa utan azonnal fixalt patkdnyokban a jobb oldali caudo-putamen
néhany idegsejtjének valamint jobb oldali temporalis cortex teriiletén 1évo némelyik piramis
sejt szoma-dendrit doménje homogénen eziist6zodott.

Az 1, vagy tobb orat tulélt allatokndl a nativ, festetlen metszeten megfigyelhetd volt a
karosodott (nekrotikus, excitotoxikus) teriilet elhelyezkedése fazis-kontraszt vizsgalat alapjan.
Az 1 napig tuléltetett allatoknal ezen a teriileten a temporalis cortex szamos megduzzadt
dendritet és asztrocita nyulvanyt, tovabba normal kinézeti idegsejtet, oligodendrogliat,
pericitat és endothel sejtet tartalmaztak, tovabba néhany ,,s6tét” idegsejtet.

Egy, 4 és 24 ora tulélés utan a karosodott idegsejtek szomajaban €és dendritjei mentén
mitokondrium méretli eziist-gobok voltak megfigyelheték, ami a regeneralodo ,,sotét”
idegsejtekre jellemzo tulajdonsag. Egy ora tulélés utan a nekrotikus teriileten ill. 1 és 4 o6ra
tulélés utdn a temporalis cortex excitotoxikus teriiletén szdmos olyan homogénen-
ezlistoz0dott idegsejt figyelheté meg, amelyek széma-dendrit doménjeit nem lehetett kiilon-
kiilon megfigyelni.

Egy ill. 2 nap talélés utan néhany stellatum illetve piramis idegsejtnél megfigyelhetd
volt a szdma homogén eziistozése, mig a dendritekben a mitokondriumoknal nagyobb méretti
ezilist-gobok alltak, ami a pusztulo "sotét" idegsejtek jellegzetes tulajdonsaga. Egy nap tulélés
utan a karosodott teriilet széli teriiletén (penumbra zona) eziist6z6dd neuronalis elemek
,tomor” halmaza volt megfigyelhetd. Ezeknél az éllatoknal az eziistozés utan mind pusztuld,
mind regeneralodo ,,sotét” idegsejtek voltak athatok, kiilondsen az excitotoxikus teriilet
perifériajan. Hat nap talélés utan az ép szdveti kornyezetben csak néhany fagocitald sejt
jelenléte jelezte a mar elpusztult ,,s6tét” idegsejtek helyét. Toluidin-kékkel homogénen
festodtek a frissen-képzodott ’sotét” idegsejtek magja, citoplazmaja és f6 dendritjei mind a
temporalis cortex, mind a caudo-putamen teriiletén. Két napot talélt allatoknal a toluidin-
kékkel festodott idegsejtek viszont mar fragmentalodtak, mig 6 nap tulélés utan pusztuldsukat
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bizonyit6é fagocitdk voltak megfigyelheték. TUNEL-pozitiv sejtmagok a csak a nekrotikus
teriiletek sz€li részein voltak megfigyelhetdek, féleg az egynapos tulélés utan.

Elektronmikroszkopos megfigyelések

A filament eltavolitdsa utan azonnal perfundalt allatoknal néhany ,,kompaktalodott”
idegsejt volt megfigyelhetd. Ezekben az ultrastrukturalis elemek kozotti tavolsagok dramai
mértékben lecsokkentek, az ER ciszternai dsszesziikiiltek, mig a Golgi-apparatus ciszternai
kitdgultak, a mitokondriumok mérete valtozatlan maradt. A sejtmag szamos kisméreti
kromatin-gébot tartalmazott. Egyoras talélés esetében sok kompaktalodott idegsejt volt
megfigyelhetd. Ellentétben az azonnal perfundalt allatokkal, a riboszoémak egyméshoz nem-
kotodott formaban voltak jelen, €s tobb, feltiinden nagy mitokondriumot tartalmaztak. A
megnovekedett fazis-kontrasztu teriilet kdzelében 1 ill. 4 ora tulélés utan a kompaktalodott
idegsejtekben az ER ciszternai mar normalis méretiivé alakultak vissza.

Egy- ill. 2-napos tulélés utdn szamos normalis kinézetl idegsejt szomdja és dendritjei
mitokondrium-méreti membran-6rvényt tartalmazott. Ezek koziil néhany a szomat vagy a
dendritet éppen elhagyni latszott. Ugyanezen a terlileten néhéany ,,s6tét” idegsejt olyannyira
kompaktalodott, hogy a kiilonbozd ultrastrukturas elemeket tobbé nem lehetett elkiiloniteni
egymastol ¢és emellett sok, kiillonboz6 méreti membrankitiiremkedést is tartalmazott.
Mellettiik glikogénszemcséket tartalmazo, duzzadt asztrocitak voltak megfigyelhetok.

Két napos tulélés esetén a korabbi membrankitiiremkedések membranba csomagolt,
kompakt €s homogén fragmentumokka alakultak at, amelyeket a 6-napot talélt allatokban
asztrocitak, vagy mikroglia sejtek részben, vagy egészben fagocitaltak. Az 1 napot tulélt
alatokban a nekrotikus vagy excitotoxikus teriileteken néhany ,,sotét” idegsejt még
kompaktabbd és elektrondenzebbé valt, mig masok megduzzadtak, st - részben, vagy
egészben ,,szétzilalodtak”. Ezen utobbi sejtek duzzadt dendritekkel és glikogénszemcséket
nem tartalmazd asztrocitakkal voltak koriilvéve.

Két ill. 6 nap elteltével a ,,s6tét” idegsejtek a nekrotikushoz-hasonlo feldarabolédason
mentek keresztlil. Az 1-napot talélt allattokndl a nekrotikus teriiletek szélén 1évo,
kompaktalodott-ultrastrukturaju sejtekben a sejtmagok néhany kerekded (apoptotikus)
kromatin-gobot tartalmaztak. A 2 vagy tobb napot tulélt patkanyokban az ilyen sejtek koziil
néhany a nekrotikushoz-hasonlé fragmentalddason mentek keresztiil, mig masok membrannal
burkolt, kompakt és homogén fragmentumokkd estek szét, amelyeket glikogén-tartalmt
asztrocita nyulvanyok vettek koriil. Ezeket mikroglia- vagy asztrocita-sejtek fagocitaltak.

3.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Az iszkémia a keringés elzarodasat jelenti. Viszont ez a mi kisérletiink esetében csak
részben valdsul meg, mert a caudo-putamen-ben a nekrotikus tertilet centralis illetve periférias
részén, valamint a temporalis cortex citotoxikus illetve viszonylag ép szomszédos részén mas-
mas mértékben csokken az dramld vér mennyisége. Ezért az a biokémiai kaszkad, amely az
ultrastrukturalis kompakciot eldidézi, nagyban kiilonbozhet ezeken a teriileteken. Ennek
ellenére az alapvetd morfoldgiai tulajdonsagok minden Gjonnan-képzddott ,,sotét” idegsejtben
- mind a caudo-putamen stellatum sejtjeiben, mind a temporalis cortex piramis sejtjeiben -
megegyeztek. Megegyeztek tovabba az egyéb noxdk (mechanikus, elektromos,
hipoglikémias) altal okozott ,,s6tét” idegsejtek morfologiai képével.

Mindebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a ,,s6tét” idegsejtek képzddése egy inicialo
¢s egy végrehajtd fazisbol all. Az inicidcid mechanizmusa sokféle lehet, mig a végrehajtas
mechanizmusa fliggetlen az inicialé6 noxa milyenségétdl, tovabba az érintett idegsejtek feno-
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ill. kemo-tipusatol. Ez a tény megerdsitette a ,,s6tét” idegsejtek képzédési mechanizmusaval
kapcsolatos korabbi elképzelésiinket.

A koponyatrauma ¢és az elektromos sokk, tovabbd a hipoglikémia hatdsara
kompaktalodott (,,s6tét”) idegsejtek egy hanyada regeneralodik. Kezdeti fazisanak jele az,
hogy az ER ciszterndk visszanyerik eredeti térfogatukat, majd az egyéb ultrastrukturalis
elemek kozotti tavolsdg fokozatosan normalizalddik, kézben pusztuld mitokondriumokbol
membran-orvények keletkeznek, amelyek egy-két nap mulva elhagyjak az idegsejteket.
Esetiinkben ugyanezeket a morfologiai elvaltozasokat tapasztaltuk a regeneralddo ,,sotét”
idegsejteknél.

A koponyatrauma ¢és az elektromos sokk tovabba a hipoglikémia hatdsara
kompaktalodott (,,s6tét”) idegsejtek egy masik hanyada elpusztul. A nem-nekrotikus, nem-
excitotoxikus illetve nem-kontizios agyi teriileteken ezen noxak hatdsara kompaktalddott
idegsejtek pusztulo hanyada az apoptotikus sejtekéhez hasonlé moédon tavolitodik el az
agyszovetbol, amint ezt esetiinkben is tapasztaltuk. Ebbol arra kovetkeztethettiink, hogy a
,,s0tét” idegsejtek nem nekrdzis Gtjan pusztulnak el, amint ezt kordbban gondoltdk azon az
alapon, hogy a nekrotikus, a citotoxikus illetve a kontizids agyi teriileteken a ,,sOtét”
idegsejtek a nekrotikus idegsejtekéhez hasonldé moédon tavolitddnak el az agyszovetbdl.
Minthogy az emlitett fizikai noxak esetén az ultrastrukturalis kompakcid pillanatszerii, az
apoptotikus pusztulasi mod is elképzelhetetlen. gy a ,,s6tét” idegsejteknek sajat pusztulasi
mechanizmussal kell rendelkeznitik.

Esetlinkben a nekrotikus kornyezetbe kertilt apoptotikus idegsejtek is a nekrotikushoz
hasonl6 moddon tavolitodtak el az agyszovetbol; apoptotikus eredetiikre csak a visszamaradt
nagy kromatin-gobok utaltak. Azaz a nekrotikus kdrnyezet rakényszeritett egy nekrotikus
feltételezziik, hogy a nekrotikus kornyezet a nem-apoptotikus és nem-nekrotikus (sajat)
mechanizmussal pusztuld ,,s0tét” idegsejtekre is rakényszerit egy nekrotikus eltavolitasi
mechanizmust.

III. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A kozépsulyos CFP modellel végzett kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a CFP utan
30 perccel i.c.v.-beadott 100 pg PACAP szignifikansan képes volt csokkenti mind az APP,
mind az RMO-14 IP axonok denzitasat, azaz a PACAP-nak neuroporotektiv hatasa van a TAI
mindkét megjelenési formaja, az AD/B €s az NFC esetében.

A PACAP neuroprotektiv hatdsa nem volt szignifikans az MLF-ben. Magyarazatul
szolgalhat az, hogy ezen idegpalya teriiletén az ép axonok atmérdje és lefutdsa mas, mint a
corticospinalis palya teriiletén, ahol a neuroprotektiv hatas szignifikansnak bizonyult.

Eredményeink alatamasztottdk a TAI impakt acceleracios modellje esetében

tapasztaltakat, miszerint a PACAP hatékonyan csokkenti a maradanddan karosodott axonok
szamat a koponyatrauma kdvetkeztében kialakuld intra-axondlis transzportzavar és a NFC
esetében.
2. A Marmarou-féle impakt acceleracidos modellel végzett kisérleteinkkel bizonyitottuk,
hogy a koponyatrauma utédn azonnal, vagy 30 perccel késobb i.c.v.-beadott 100 pg/patkany L-
2286 (egy ujonnan kifejlesztett PARP-gatld) szignifikdnsan képes volt csokkenteni mind az
APP, mind az RMO-14 IP axonok denzitasat, mind a CSpT-ben mind pedig az MLF-ben.
Azaz az 1-2286-nak neuroprotektiv hatdsa van a TAI mindkét megjelenési formaja, az AD/B
¢és az NFC esetében.

Az APP IP ¢és RMO-14 IP axonok denzitdsanak az i.c.v.-beadott 100pg/patkény L-
2286 hatéasara valo csokkenése eltérd mértéka volt. Ez a tény arra utal, hogy a szdéban-forgo
axon-karosodas  heterogén  jelenség,  kiilonbozé  tengely-fonatokban  kiilonboz6
valoszinliséggel ,,aktivalodik”.
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Az  i.c.v.-beadott 100pg/patkany  L-2286  neuroprotektiv ~ hatdsa  a
magatartasvizsgalatok sordn is bizonyitdst nyert. Nevezetesen: a ,beam-balance” teszt
esetében szignifikdnsan javitotta a karosodott motoros funkciokat, valamint az emelt-
keresztpallod tesztben szignifikdnsan csokkentette a trauma utan gyakran fellépd szorongas
mértékeét.

3. A fokalis tranziens iszkémia esetében a sotét idegsejtek képzddésére és morphologiai
sajatossagaira vonatkozoan 1j megfigyeléseket tettiink.

Mindkét vizsgalt agyteriileten (caudo-putamen centralis illetve periférias része,
valamint a temporalis cortex citotoxikus hatas alatt allo illetve viszonylag ép szomszédos
része) a mas-mas mértékben csokkend vératdramlas ellenére az alapvetd morfologiai
tulajdonsagok minden Gjonnan képzodott ,,sotét" idegsejtben megegyeztek s azonosak voltak.
Megegyeztek tovabba az egyéb karos behatdsok (mechanikus, elektromos, hipoglikémias
noxa) altal okozott ,,s6tét” idegsejtek morfoldgiai képével.
egy végrehajto fazisbol all. Az inicidcid mechanizmusa sokféle lehet, mig a végrehajtas
mechanizmusa fiiggetlen az inicialé noxa milyenségétdl, tovabba az érintett idegsejtek feno-
ill. kemo-tipusatdl. Ez a tény megerdsiti a ,,s0tét” idegsejtek képzddési mechanizmusaval
kapcsolatos korabbi elképzelésiinket. Feltételezziik, hogy a nekrotikus kdrnyezet a pusztulo
,,S0tét” sejtekre rakényszerit egy nekrotikus eltavolitasi mechanizmust.
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allatok kezelésénél illetve a vizsgalatokban nyujtott nagyfoku €s preciz gyakorlati segitségért.

Kiilon koszonet jar Nyirdadi Jozsefnek, aki bevezetett a szovettani vizsgalatok
rejtelmeibe és szépségeibe, €és a barati tiamogatasaért a laborban toltott éveim alatt. Valamint
Dr. Czeiter Endrének, Dr. Agoston Dénesnek, Dr. Liickl Janosnak, Dr. Pdl Jozsefuek, Dr.
Farkas Orsolyanak es Dr. Bukovics Péternek, hogy szakszerli szakmai tanacsaikkal ¢és barati
tamogatasukkal eldsegitették kisérleteim kivitelezését. Tovabbd Dr. Gyorgy Andredanak és
Alaa Kamnaksh-nak az angol nyelvii lektoralasért.
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