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L BEVEZETES

A Dbalesetek soran bekovetkezd agysériilés gyakorisdga a motorizacioval
parhuzamosan emelkedik; a fejlett ipari orszagokban a 40 év alatti lakossag korében a vezetd
halalokot képezi. A WHO felmérései szerint 10 millio baleseti agysériilésbol kovetkezd
halaleset, vagy korhazi apolas torténik vilagszerte minden évben, és a vilagon kb. 57 millid
ember szenvedett ¢lete soran legalabb egyszer traumas agysériilést. Hazankban a koponya-
agysériiltek évi szama kozel 14 000, ebbdl 71,3% enyhe, 19,4% kozepes, és 9,4% a stlyos
kategoriaba tartozik. A stlyos koponya-agysériiltek 55%-a hal meg az akut ellatas soran. A
tulélok kozil az elbocsatdskor 40% tartés vegetativ  allapotd, vagy sllyos
maradvanytiineteket mutat, csak 45%-a gyodgyul enyhe maradvanytiinetekkel vagy
maradvanytiinetek nélkiil.

A koponyatrauma altal kivaltott agysériilések igen heterogén betegségcsoportot
képviselnek. A disszertacid targyat képezd vizsgélataink egyik része - a traumas
agysériiléseken beliil - a difftiz axonalis- és idegsejt-karosodasok allatkisérletes aspektusaira
szoritkoznak. Vizsgalataink madsik része pedig — allatkisérletes adatokra tdmaszkodva — a
human baleseti agysériilések kozvetlen tanulmanyozasat tlizte ki céljaul.

A difftiz axonalis kdrosodas (diffuse axonal injury, DAI) a koponyatrauma hatiséara
kialakult primer axonalis elvaltozasok Osszessége, melyek az agy egész allomanyara
kiterjedve, ¢ép axonok kozott elszortan figyelhetdk meg, egyébként tobbnyire ¢&p
parenchimalis kornyezetben. E korkép klinikai jelentéségét azok az adatok hangsulyozzak,
melyek szerint ez felelds 50 %-ban a tartds tudatzavarért, illetve 35 %-ban a mortalitasért a
nem-térfoglald jellegli koponya-sériilésekben. A diffiz axonalis karosodasnak ¢s
allatkisérletes megfeleldjének, a traumés axonkdrosodasnak (TAI) két, morfoldgiailag jol
elkiilonithetd megjelenési formaja ismert: az axonduzzadas/axonballon-képzddés (AD/B) és
az ultrastrukturélis (neurofilament) kompakci6é (UC). Az AD/B a trauma hatésara kialakuld,
elére-iranyuld axontranszport karosodasa kovetkeztében alakul ki, kimutatasa a transzport-
zavar kovetkeztében felhalmozddd anyagok elleni antitestek alkalmazasaval lehetséges. A
legelterjedtebb ezek kozil a béta amyloid precursor protein (APP), amely a DAI
diagnozisanak legszélesebb korben alkalmazott eszkdzévé valt. Az UC jelensége csak a 90-es
¢vekben kerilt leirasra. Kezdetben ugy gondoltdk, hogy a citoszkeletalis elvaltozasok
ugyanazokat az axonokat érintik, mint az AD/B. Mara azonban mar vilagossa valt, hogy az
AD/B, illetve az UC két kiilonbozé axonpopoulaciot érint az esetek tilnyomo tobbségében,
és csak kis részben figyelhetd meg egyazon kéarosodott axonon beliil. Az UC kimutataséara a
kompaktalodott kdzepes méretli neurofilament alegység (NF-M) elleni RMO-14 antitestet
alkalmazzak, amely a megndvekedett intraaxonalis Ca”" indukalta és calpain altal medialt
strukturalis fehérjebontas kovetkezményeként szabadda valt NF-M ,,rod domain-hez képes
kotddni. E technikdval azonban csak minimum 15 perccel a koponyatrauma kivaltasa utan
tudtak axon-kompakciot kimutatni. Ugyanakkor egy specialis eziistozési eljarassal a trauma
utdn azonnal ledlt allatokban, s6t post mortem is kimutathatdé egy — hosszli axonszakaszok
megvékonyodasaval jard — argyrophil karosodas, amely fénymikroszképos megjelenése lehet
az UC-nek. E jelenség mas megvilagitasba helyezi az UC kialakuldsdnak mechanizmusaban
feltételezett enzimatikus reakciok kizarolagos szerepét.

Az utdbbi évtizedekben viszonylag sok kutatasi projekt iranyult a koponyasériilések
soran kialakulé diffuz axonkéarosodas vizsgalatara. Ugyanakkor kevés figyelem fordult annak
vizsgalatara, hogy ugyanazok az erdk, melyek axonkarosodast valtanak ki, okoznak-e
neuronalis sériiléseket is diffuz eloszlasban, egyébként ép parenchimalis kdrnyezetben. A
legutobbi vizsgalatok szerint a trauma altal kivaltott direkt plazmamembran-sériilés
(,,mechanoporacid”) — az axonok mellett — idegsejteket is érint az agykéregben, a



hippocampusban és a thalamusban, diffiiz eloszldsban. A megfigyelt neuronalis elvaltozasok
spektruma e neuronok korében a gyors nekrozistol az ultrastrukturalisan ki nem mutathato
elvaltozasokig terjedt. Ez utdbbi jelenség hatterében — azaz abban, hogy a sejtmembran-
sériilés nem feltétleniil vezet az érintett idegsejt pusztulasdhoz — a szerzok az idegsejt-
membran gyors helyreallitodasat (resealing) feltételezték. Ez-irdnyu kisérletek azonban
mindezidaig nem torténtek.

II. VIZSGALATOK

1. Az ultrastrukturalis axon-kompakcio kapcsolata az argyrophil
axonkarosodassal.

Hatteér: Kiilonféle modon eldidézett koponyatrauma utan (i) egy specidlis, ¢és
reprodukélhatd eredményli eziistozO eljards hosszii axon-szakaszokat fest feketére, nem-
festdd0 axonok kozt sporadikus (diffuz) eloszldsban, (ii) valamint ultrastrukturalis
(neurofilament) kompakciot hoz Iétre szamos elektron-mikroszkopos axon-profilban, nem-
kompaktalodott axon-profilok kozt sporadikus (difftiz) eloszlasban.

Célktiizés: Annak a — tapasztalati uton nyert feltételezésnek — igazolasa, hogy az
eziistdoz6do axon-szakaszok azonosak az UC-t szenvedett axon-profilokkal.

Modszer: A Marmarou-féle késziilékkel végzett koponya-trauma utdn, a sziven
keresztiili perfuzidval azonnal fixalt patkanyok agyabol készitett 150 pum-es vibratomos
sorozat-metszetek koziil minden 6todiket megeziistoztiik. (A) vizsgalat: Az eziistozott axon-
szakaszt tartalmazo teriileteket elektron-mikroszkopos megfigyelésre ozmifikaltuk,
Durcupanba agyaztuk, ,,ultra-metszettiik” és kontrasztoztuk. (B) vizsgalat: Nem-eziistozott
vibratomos metszetek ugyanezen teriileteib6l ozmifikalds és Durcupanba dgyazas utdn 1 pm-
es metszeteket készitettiink, ezeket megeziistoztiik, majd Gjra beagyaztuk, ,,ultrametszettiik”
¢s kontrasztoztuk.

Eredmények: (A) vizsgélat: Az eziistdzés erdsen roncsolja az ultrastruktirat; fellazitja
a myelin-hiivelyek lemezeit, feloldja a normalis axonokat, de - homogenizalt forméban -
megorzi a kompaktalodott axon-profilokat. Eziist-szemcséket csak kompaktalodott axon-
profilokban talaltunk; masrészt nem taldltunk olyan kompaktalodott axon-profilt, amely nem
tartalmaztak ezilist-szemcséket. (B) vizsgalat: Minthogy az ezlistozést ozmifikalas és
Durcupanba agyazas eldzte meg, az ultrastruktira kivaléan megdérzddott. Sok, és viszonylag
nagy eziist-szemcsét talaltunk a kompakciot szenvedett axon-profilokban; masrészt nem
taladltunk olyan kompaktdlodott axon-profilt, amely nem tartalmazott sok nagy eziist-
szemcsét.

Kovetkeztetések: (1) Az alkalmazott eziistoz0 moddszer lehetévé teszi az UC-t
szenvedett axon-szakaszok fénymikroszkdpos feltiintetését vastag vibratomos metszeteken;
ezaltal vizsgalhatova teszi ezen karosodést elszenvedett axonok térbeli elhelyezkedését,
valamint az elektron-mikroszkdpos vizsgalatra érdemes teriiletek kivalasztasat. Tovabba,
szemben a vonatkozd korabbi elképzelésekkel, (2) az UC a trauma pillanataban kovetkezik
be, nem pedig 5-15 perces késéssel, (3) a citoszkeletalis kompakcid viszonylag hosszu, akar 1
mm-es axon-szakaszokra is kiterjedhet, azaz nem EM-szintli ,,fokalis” elvaltozas.

2. Ultrastrukturalis kompakcio szelektiv eléidézésére alkalmas koponyatrauma
modell kidolgozasa

Hattér: A diffuz axonkarosodés koponyatraumat szenvedett kisérleti allatokban két jol
elkiilonithetd morfoldgiai elvaltozds formdajaban jelentkezik: (i) az eldre-iranyuld
intraaxondlis transzport-zavar altal eldidézett axonduzzadas/ballon-képzddés (AD/B), (ii) az
eziistozodéssel jard ultrastrukturalis kompakcido (UC). Mig az eldbbi jol ismert human



vonatkozasban is, az utdbbi szerepe a DAI-ban kevésbé tisztdzott. A meglévod
koponyatrauma-modellek az emlitett axonalis elvaltozasok — és egyéb karosodasok — egyiittes
létrehozasara, és ezaltal a TAI komplex vizsgalatira alkalmasak, az egyes morfologiai
jellemzok szelektiv vizsgalata azonban hasznéalatukkal nem lehetséges.

Célkitiizés: Olyan koponyatrauma-modell kidolgozasa, melynek segitségével az UC
kialakulasa és a kompaktalodott axonok sorsa — mas morfoldgiai elvaltozasok befolydsolo
hatasa nélkiil — vizsgalhato.

Modszer: Patkanyok puha koponya-tetején kontrollalhato-mélységli benyomodast
hoztunk létre pillanat-szertien, majd a patkanyokat azonnal, illetve 1 vagy 4 6raval késobb,
formalinos vagy glutaraldehides fixaloval perfundaltuk. A koponyatrauma elétt, illetve a
tulélés idotartaméban monitoroztuk a 1égzés-szamot, a pulzusszamot, a vérnyomast és a
koponyaiiri nyomast. Az 1 nap mulva kivett agyakbdl készitett vibratomos metszetek koziil
minden harmadikat megeziistoztiik; a formalinban fixaltaknal a ,.kdzbeesd” metszetek APP
immun-hisztokémiara vagy RMO-14 immun-hisztokémiara keriiltek, mig a glutaraldehides
,k0zbeesd” metszeteknek az ezilistozés alapjan vizsgalni érdemesnek tartott teriileteit
elektron-mikroszkopiara dgyaztuk be.

Eredmények: 0.75 mm-es benyomddas esetén a vizsgélt fizioldgiai paraméterek a
koponyatrauma utan 1 perccel visszatértek a koponyatrauma el6tti értékekre; eziistozott
illetve UC-t szenvedett axonok csak a benyomodas alatti agykéregben voltak megfigyelhetdk,
normalis axonok kozott elszortan, €ép parenchimalis kornyezetben. Egyéb morfoldgiai
elvaltozdst nem talaltunk. A karosodott axonok szdma a koponyacsont-benyomddas
mértékével parhuzamosan valtozott. Azonnal, illetve 1 6raval a trauma utan a kompaktaldédott
axonok homogénen eziistozédtek, mig 4 oraval a traumat kdvetden pontszerli eziistozodés
volt megfigyelhetd. Intraaxonalis transzportzavart mutatd (anti-APP-pozitiv) axonok csak 1
mm-es, vagy nagyobb benyomoédas esetén voltak lathatok; RMO-14 pozitivitast egyetlen
esetben sem észleltiink.

Kovetkeztetések: (1) A kidolgozott koponyatrauma-modell 0.75 mm-es koponyacsont-
benyomoddas esetén alkalmas az ultrastrukturadlis axon-kompakci6 szelektiv eldidézésére,
ezaltal alkalmas a kompaktalodott axonok sorsanak — mas morfologiai elvaltozasok vagy
patofiziologiai tényezOk befolyasold hatasa nélkiili — vizsgalatara. (2) Az APP-pozitivitas
hianya megerdsiti azt az elképzelést, hogy az intraaxondlis transzportzavar €s az axon-
kompakcié két kiilonbozé axon-populacot érint. (3) A kompaktalodott axonok az
agykéregben tobb ora elteltével sem festddnek az agytorzsi axon-kompakcidé kimutatasara
széles korben elterjedt markerrel, az RMO-14 antitesttel. A jelenség valosziniileg azzal
magyarazhat6, hogy — ellentétben az agytorzs nagy-kaliberli, myelinizalt axonjaival — az
agykéreg vékony axonjaiban igen kevés az axon-kalibert meghatarozé NF-M alegység,
amelynek a calpain-aktivalodas hatdsara szabadda valt ,,rod domainjét” mutatja ki az RMO-
14 antitest.

3. A kompaktalédott axonok sorsanak vizsgalata szelektiv ultrastrukturalis
kompakciot kivalté koponyatrauma modellben

Hattér: Az ultrastrukturalis axon-kompakci6 a TAI konzekvens morfologiai
velejardja, ennek ellenére eddig nem vizsgaltak az érintett axonok sorsat. Ugyanakkor ismert,
hogy UC-t szenvedett idegsejtek egy hanyada néhany ora alatt spontdn ,meggyogyul”
(recovery), masik hényada viszont elpusztul. Minthogy az axon-kompakcio illetve az
idegsejt-kompakci6 feltételezhetéen azonos mechanizmussal megy végbe (lasd 4. pont),
feltételezhetd, hogy a kompaktdlodott axonoknak is csak egy hanyada pusztul el, a tobbi

Célkitiizés: A 2. pontban ismertetett koponyatrauma modszer segitségével szelektiven
kompaktta tett axonok sorsanak nyomon kovetése.



Modszer: 0.75 mm-es koponyacsont-benyomodast 1étrehozd koponyatraumat
szenvedett patkanyokat a trauma kivaltasa utdn azonnal illetve 6 honapig terjedd talélési 1d6
elteltével glutaraldehid-tartalmu fixaloval perfundaltunk, az agyakbol késziilt metszetek egy
hanyadat eziistoztiik, a szomszédos metszetek EM feldolgozasra keriiltek. Egy kivalasztott
agykérgi teriileten a kompaktalodott, illetve a nem-kompaktalodott myelinizalt axonok
szamat kvantitativ analizis céljabol megallapitottuk.

Eredmények: Az agykéreg vizsgalt teriiletén a kompaktalodott myelinizalt axonok
szama az azonnal-perfundalt patkdnyokban t6bb, mint kétszer annyi volt, mint az 1 napot
vagy az | hetet taléltekben. Az azonnal, illetve a 4-0ras talélés utan ledlt patkdnyokban
szamos UC-t mutatd myelinizalt axon-profil volt megfigyelhetd. A talélési id6 novekedésével
egy sor egy¢b ultrastrukturdlis elvaltozas keriilt megfigyelésre; igy (i) membran-6rvények
megjelenése az elsd két tulélési napban egyébként ép ultrastruktiraju axon-profilokban, (ii) a
kompaktalodott axon-profilok ultrastruktirajanak homogenizacidja az elsd két tulélési
napban, (iii) késébb a homogenizalt ultrastrukturalis teriiletek fragmentacioja, (iv) majd a
fragmentumok felcserélddése oligodendroglia-citoplazmaval, és (v) végiil axolemmaval
koriilvett, neurofilamenteket tartalmazo  profilok megjelenése szokatlanul  sok
oligodendroglia-citoplazmat tartalmaz6 myelinizalt axonokban. (vi) Kiemelendd, hogy
makrofag infiltracidéra, mikroglia proliferdciora ¢és a Waller-féle degeneracido késoi,
elérehaladott stddiumara utal6 jeleket nem lattunk még 6 honap elteltével sem.

Kovetkeztetések: (1) A kompaktalodott axonok >50%-a 1 napon beliil, mig <10%-a 1
nap ¢és 1 hét kozott visszanyeri eredeti ultrastruktirdjat; ennek jele a ,,membran-6rvények”
megjelenése. (2) A tobbi kompaktalddott axon néhany honap alatt regeneralodik (lasd az
eredmények (ii)-(vi) pontjait). (3) Feltételezhetd, hogy a fentiek szerepet jatszanak a
koponyatraumat szenvedett betegek fizikai €és szellemi teljesitményeinek gyors (az elsé
trauma-utani nap folyaman végbemend) illetve lassu (a néhany honappal késdbb végbemend)
javulasaban. (4) A Waller-féle (irreverzibilis) degeneraciéval szembeni eltérés magyarazata
abban keresendd, hogy a vizsgalt esetben nem szakad meg a kapcsolat a kompaktaldédott axon
myelin-burka, és az azt taplalo oligodendroglia kozt; ezért a myelin-burok nem pusztul el, és
igy palyat képez a regenerdlodd axon szamadra. (5) Az alkalmazott modellrdl ismert, hogy
nem valt ki tartés rosszabbodast a fizioldgiai jellemezOkben. Ennek tudhaté be a talalt
spontan-gyogyulasi képesség, valamint a degeneracio reverzibilitasa.

4. Az ultrastrukturalis axon- illetve idegsejt-kompakci6 mechanizmusanak
tisztazasa

Hattér: Kiilonbozé patobiokémiai tényezdk (koztiikk hipoglikémia, ischemia és
epilepsia), tovabba fizikai behatdsok (elektromos sokk, koponyatrauma) képesek azonos
morfologiai elvaltozdsok (ultrastrukturalis kompakcid) létrehozasara. Fénymikroszkopos
szinten ismert, hogy ugyanilyen morfologiai elvaltozas jon létre post mortem is idegsejtekben
a nem-fixalt, vagy rosszul fixalt agynak a koponyabdl valé kivétele soran elszenvedett
mechanikai megterhelés hatdsara. Az azonos morfoldgia a kivaltd karositd hatastol fliggetlen
kozos kialakulasi mechanizmust feltételez; a post mortem kialakulas lehetdsége pedig nem-
enzim-kozvetitett folyamatra utal. A polimer gél-kémiabol ismert egy, a kivaltod tényezotol
fliggetlen mechanizmusu, és tarolt nem-kovalens kotésekbdl szarmazd energia hatdséara
végbemend, egy pontbol kiinduldan tovaterjedé folyamat, a gélbdl gél fazisatalakulés,
melynek szerepét az €10 sejt egyes mechanizmusaiban mar feltételezték.

Célkitiizés: (1) In vivo, illetve az enzim-kozvetitett folyamatok szamara rendkiviil
kedvezdtlen koriilmények kozott végzett, azonos tipusu mechanikai behatds altal kivaltott
ultrastrukturalis idegsejt- illetve axon-kompakcidé morfoldgiai jellemzdinek Osszehasonlitasa
annak bizonyitasara, hogy a kompakcio kialakulasdnak mechanizmusa nem enzim-kdzvetitett
folyamat. (2) Annak valoszintisitése, hogy ez a folyamat mind energetikai, mind strukturalis



szempontbol gélbodl-gél fazisatalakulas.

Modszerek: A Marmarou-féle késziilékkel koponyatraumat hajtottunk végre egyrészt
post mortem (glutaraldehides fixdloval végzett 30-perces, sziven-keresztiili perfuziot
kovetden O-fok kozelébe hiitdtt patkanyokon), masrészt in vivo (kdzvetleniil a perfuzios
fixalas el6tt a Marmarou-féle késziilékkel traumatizalt patkanyokon). Az 1 nappal kés6bb
kivett agyakbol készitett vibratomos metszetek egy része eziistozésre, masik része EM
feldolgozasra kertilt. Kvantitativ analizis céljabol meghataroztuk a hosszanti ultrastrukturalis
elemek kozti atlag-tavolsagot mind kompaktalodott, mind pedig normal axonokban.

Eredmények: (A) Az in vivo és a post mortem koponyatrauma egyforma morfologiai
elvaltozasokat eredményezett, mind a (i) a hyperbasophilia, (ii) a III-tipusu argyrophilia, (iii)
a hiper-elektrondenzitds, mind pedig (iv) az UC jellegzetességeinek tekintetében. (B) Az
ultrastrukturalis axon-kompakcié foka a post mortem trauma esetén nem kiilonbozott az in
vivo trauma esetén meghatdrozottol. (C) A trauma-indukalta eziist6z6dés minkét esetben
,minden vagy semmi” jellegii volt, azaz az érintett szoma-dendrit domainek teljes egészére,
illetve hosszli axon-szakaszokra terjedt ki, de altaldban nem egyazon idegsejt szOma-dendrit
domainét és axonjat érintette.

Kovetkeztetések: Az ultrastrukturalis idegsejt- és axon-kompakcié mechanizmusaban
nem enzim-kozvetitett folyamatok jatszanak szerepet, hiszen (1) valoszinltlen, hogy
ugyanolyan morfologiai eredménnyel folynak le biokémiai folyamatok in vivo és post
mortem, vagyis az enzimatikus folyamatoknak kedvez6 illetve rendkiviil kedvezdtlen
koriilmények kozott. (2) A ,,minden-vagy-semmi” jelenség csak ugy magyarazhatd, hogy a
kompakcid egyetlen kezdeti pontbdl terjed ki az érintett idegsejt szoma-dendrit domainjének
egészére, vagy egy hosszu axonszakaszra. Elképzelhetetlen ugyanis, hogy a kompakcié az
érintett idegsejt szoma-dendrit domainjének valamennyi pontjan egyszerre inicidlodjon a
pillanatszerli koponyatrauma hatésara, a szomszédos idegsejtek szoma-dendrit domainjének
pedig egyetlen pontjat sem. Nagyon valoszinlitlen az is, hogy egy enzim-kozvetitett reakcid
csillapodas nélkiil végigterjedjen az érintett sejt szoma-dendrit domainjének egészén vagy
hosszii axon-szakaszokon, kiilonosen az enzimatikus reakcioknak rendkiviil kedvezotlen
koriilmények kozott. Az UC jelenségének magyarazatdra feltételeztiik, hogy az ismert
ultrastrukturalis elemek (organellumok, citoszkeleton) kozti terekben egy 0Osszefiiggo,
fehérje-matrixa  gél-struktira taldlhatd, amely energiat tarol nem-kovalens kotések
formajaban. Ebben a gél-struktiraban a gél matrixat felépitd fehérje-molekuldk kooperativ
konformécio-valtozasa kovetkeztében fazisitalakulds megy végbe, mikdzben a megkotott
vizmolekulak illetve K' ionok egy jelentds hanyada felszabadul a gél Osszehtizodasat
(térfogatcsokkenés) eredményezve. Az 0Osszehtizodd gél a hozzdkotott ultrastrukturalis
elemeket magéaval vonja (kompakcid). A polimer-kémiabol ismert, hogy a gélbol-gél
fazisatalakulas inicialhatdé mind fizikai, mind kémiai behatasokkal, és reverzibilis lehet,
Osszhangban a ,,s6tét” idegsejtek és axonok hasonlo képességeivel.

5. Egy sejt-permeabilis calpain-inhibitor, az MDL-28170, hatasianak vizsgalata a
diffuz axonkarosodasra

Hattéer: A koponyatrauma altal kivaltott axolemma-permeabilitdsi zavar
(,mechanoporaci¢”) — a megndvekedett intracellularis Ca®" koncentracié révén — calpain
aktivalodashoz, az axonalis citoszkeleton részleges lebontasahoz és kovetkezményes NFC-
hez vezet. Kontuziés koponyatrauma-modellekben a calpain gatldsa jotékony hatdstnak
bizonyult az agykérgi citoszkeletalis karosodasok, ¢és funkcionalis kéarosodasok
csOkkentésében, illetve a hasznalni kivant vegytilet neuroprotektiv hatast volt agyi ischemia
soran.

Célkitiizés: Egy sejt-permedbilis calpain-inhibitor, az MDL-2817, hatasanak
vizsgalata a diffiz axonkérosodas két morfologiai jellemzdjére, a csokkent intraaxonalis



transzportra (IAT) és a neurofilament kompakaciora (NFC).

Modszerek: A Marmarou-féle késziilékkel kivaltott koponyatrauma eldtt 30 perccel
MDL-28170-t, vagy vivéanyagot (kontrol) iv-kapott patkdnyokat a trauma utan 2 o6rdval a
sziven keresztiil fixaloszerrel perfundaltuk. A szagittalis agytorzsi metszetek egy hanyadan az
IAT markerével (anti-APP), a szomszédos metszeteken pedig az NFC markerével (RMO-14)
immunhisztokémiat végeztiink. A karosodott axonok szamat a kortikospinalis palyaban
(CSpT) és a medialis hosszanti kotegben (MLF) Osszehasonlitottuk a kezelt és a kontrol
patkanyok vonatkozasaban.

Eredmények: Az anti-APP-pozitiv és az RMO-14-pozitiv axon-profilok morfologiai
jellemzdiben nem volt kiillonbség megfigyelhetd a kezelt illetve a kontrol patkanyokban. A
kvantitativ analizis szerint a trauma eldtt végzett MDL-28170 kezelés szignifikansan
csokkentette az RMO-14-pozitiv axonok szamat mind a CSpT (p<0.02), mind pedig az MLF
teriiletén (p<0.03). Az anti-APP-pozitiv axonok szama is statisztikailag szignifikans
csokkenést mutatott az MDL-28170-nel vald kezelést kovetéen mindkét vizsgalt agytorzsi
teriileten (p<<0.03 a CSpT estén és p<0.01 az MLF esetén).

Kovetkeztetéesek: A calpain-gatlasnak az NFC kialakuldsara kifejtett jotékony hatdsa
magyarazhaté a calpain-medialt spektrin-bontds és az NFC ismert kapcsolatdval. Bar a
legijabb kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy az NFC ¢és az IAT kiilonb6z6 axon-
populécidkat érint, a calpain-gatlasnak az IAT-ra kifejtett pozitiv hatasa azt bizonyitja, hogy
— ha a kompakcidé nem is tarsul transzport-zavarral — a calpain aktivaléddsa mindkét
folyamatban jelentds szerepet jatszik.

6. A trauma elott illetve utan iv- illetve icv-adott PACAP neuroprotektiv hatasanak
vizsgalata; valamint a hatasos dozis megallapitasa

Hattér: A PACAP szamos neurotrofikus és neuroprotektiv hatassal rendelkezik in
vitro. In vivo jotékony hatastinak bizonyult mind a globalis, mind a fokalis agyi ischemia
kezelésében, emellett traumds gerincveld-sériilésekben, tovabba latdideg- illetve arcideg-
atvagas esetén is. Az ischemids és a traumds agykarosodas kialakuldsaban szerepet jatsz6 —
részben hasonldé — mechanizmusokbdl kiindulva feltételezhetd, hogy ez a vegyiilet traumas
agykarosodas esetén is hatasos lehet.

Célkitiizés: A PACAP esetleges neuroprotektiv hatdsanak vizsgéalata a traumas
agysériilések sordn kialakul6d diffuz axonkarosodasra; illetve a vegylilet hatdsos dozisanak
megallapitasa.

Modszerek: (A) A Marmarou-féle késziilékkel kivaltott koponyatrauma el6tt PACAP-
ot iv-kapott patkanyokat 2 illetve 6 oraval a koponyatrauma utdn perfuziosan fixaltuk, a
szagittalis agytorzsi metszeteket anti-APP immunhisztokémiaval vizsgéltuk, a karosodott
axonok szamat a kezelt illetve a kontrol patkdnyokban a CSpT és az MLF teriiletén
Osszehasonlitottuk. (B) A hatdsos doézis megallapitasa céljabol 1 pg, 10 pug és 100 pg
PACAP-ot adtunk be az (A) kisérlet eredményeibdl kiindulva icv; a talélési id6 2 6éra volt.

Eredmények: (A) Intravénas adagolds esetén — mas KIR betegségekben hatdsosnak
bizonyult dozisban — a PACAP nem bizonyult neuroprotektivnek (sem a CSpT sem pedig az
MLF teriiletén nem csokkentette szignifikansan az anti-APP immunpozitiv axonok szdmat).
(B) A PACAP intracerebroventrikuldris adagolasban 1 pg-os és 10 pg-os dozis esetén szintén
nem bizonyult hatasosnak, 100 pg-os dozis azonban szignifikdnsan csokkentette a CSpT
terliletén talalt anti-APP immunpozitiv axonszakaszok szdmat (p<0.05).

Kovetkeztetesek: (1) A PACAP az apoptotikus €s a gyulladasos medidtorok gatlasa,
illetve bizonyos mitokondridlis enzimek befolyasolasa révén fejthet ki neuroprotektiv hatast.
E folyamatok — mind az els6dleges, mind a masodlagos patologids folyamatok kdvetkeztében
— traumas agysériilések esetén is megfigyelhetdk. (2) Az intravénas adagolés sikertelensége
abban keresendd, hogy — bar a PACAP bizonyitottan atjut a vér-agy gaton — transzportjanak



mértéke az agytorzsben sokkal alacsonyabb, mint mas agyteriileteken. (3) Hasonloan, az
agytorzs teriiletén a feltételezett alacsony mértékii liquor-agy transzport lehet a magyarazata a
mas kisérletekben tapasztaltabbakndl magasabb hatdsos dozis igénynek icv alkalmazés
esetén.

7. A terapias ablak meghatarozasa icv PACAP-kezelés esetén

Hattéer: Egy korabbi kisérlet szerint a koponyatrauma utdn azomnal icv-beadott
PACAP csokkenti az axonalis transzport fokalis ledllasa altal okozott axonkarosodast.

Célkitiizes: (A) A trauma kivaltasat kovetden késleltetve icv-adott PACAP
hatékonysaganak tesztelése diffuz axonkarosodasban az intraaxonalis transzportzavar ¢és a
neurofilament kompakci6 vonatkozaséban; (B) tovabba a terapias ablak meghatarozésa.

Modszerek: A Marmarou-féle késziilékkel kivaltott koponyatrauma utan 30 perccel
illetve 1 ordval 100 pg icv-beadott PACAP- vagy vivOanyag-kezelésben részesiilt
patkanyokat a traumat kovetden 2 oraval perfundaltuk. A szagittalis agytorzsi metszetek egy
hanyaddn az IAT markerével (anti-APP), a szomszédos metszeteken pedig az NFC
markerével (RMO-14) immunhisztokémiat végeztiink. A karosodott axonok szdmat a
kortikospinalis palydban (CSpT) és a medidlis hosszanti kdtegben (MLF) 6sszehasonlitottuk
a kezelt illetve a kontrol patkanyok vonatkozasaban.

Eredmények: A PACAP 100 pg-os dozisban mind 30 perccel (p<<0.01), mind pedig 1
oraval a koponyatrauma kivaltdsa utan icv.-beadva szignifikansan (p<0.001) csokkentette a
CSpT teriiletén az anti-APP-pozitiv axonok szamat. Nem volt azonban hatdssal — a fenti
idépontokban egyikében sem — az anti-APP-pozitiv axonok szaméra az MLF teriiletén, illetve
az RMO-14-pozitiv axonok szamara egyik vizsgalt agytorzsi teriileten sem.

Kovetkeztetések: (1) A koponyatrauma altal okozott DAI progresszidjanak PACAP-
kezeléssel valo részleges gatlasara jelentds nagysagu terapias ablak all rendelkezésre, ami a
klinikai alkalmazhat6sag alapfeltétele. (2) Az NFC-ra gyakorolt jotékony hatds elmaradasa
megerdsiti azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint az IAT és az NFC részben kiilonb6zd
axon-populaciokat érint, és kialakuldsukban részben kiillonb6z6 mechanizmusok jatszanak
szerepet. (3) Az [AT-ra gyakorolt PACAP-hatas elmaradasa az MLF teriiletén valdsziniileg
annak koszonhetd, hogy (i) az MLF teriiletén sokkal kevesebb a karosodott axonok szdma,
mint a CSpT-ben, ami megneheziti a statisztikai kimutathatosagot, illetve (i) az MLF
teriiletén a traumat kovetden 2 draval az NFC-t mutatd karosodott axon-profilok dominalnak.

8. A neuronalis mechanoporaicio, a resealing és a CMSP vizsgalata

Hattér: A koponyatrauma hatdsara ébredd intracerebralis erék a plazmamembran
molsulytl anyagokat tudjanak felvenni az extracellularis térbdl, szemben mas idegsejtekkel,
amelyek ép plazma-membranja nem engedi at ezeket az anyagokat. A tartds permeabilitas-
zavar az ion-homeosztazis felboruldsa — elsGsorban az intracellularis Ca® -koncentracio
megnodvekedése — miatt, kiillonboz6 enzimkaszkadok — példaul a calpain — aktivalodasa révén
sejthalalhoz vezethet.

Célkitiizés: Annak a hipotézisnek a tesztelése, hogy (I) a mechanoporaciot szenvedett
permeabilitds-zavar calpain-aktivalodassal és kovetkezményes spektrin-bontassal tarsul a
koponyatrauma altal kivaltott diffiz idegsejt-karosodas esetén.

Modszerek: A koponyatrauma el6tt illetve kiilonb6z6 id6 elteltével a trauma utan
tartds permeabilitdsi zavar fennallasat és az esetleges membran-helyreallitodast. (A)
Formalinos perfuziés fixalds ¢és vibratomos metszés utdn konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk a metszeteket. (B) Dextrannal-konjugalt-festék ellenes antitest segitségével végzett



immunhisztokémia és EM-feldolgozas tjan vizsgaltuk a permeabilitas-valtozassal asszocialt
ultrastrukturalis elvaltozasokat. (C) CMSP kimutatasara képes antitesttel végzett fluorescens
immunhisztokémia utan konfokalis mikroszkopidval vizsgaltuk a permeabilitas-valtozas és a
calpain-aktivalodas ko-lokalizacidjat. A calpain-asszocialt ultrastrukturalis elvaltozasok
vizsgalatara a metszetek egy része EM feldolgozasra keriilt. Kvantitativ analizist végeztiink a
permeabilitas-valtozast és/vagy CMSP-t mutato idegsejtek aranyanak a vizsgalt idépontokban
val6 Osszehasonlitisara.

Eredmeények: A permeabilitas-valtozast szenvedett idegsejteknek kb. fele mutatott
tartosan fenndlld permeabilitdsi zavart a vizsgalt idépontokban. E sejtek egy hanyadéanal
sulyos sejtkarosodas jeleit észleltiik, mas hanyaduk azonban csak minimalis ultrastrukturalis
elvaltozasokat mutatott. A tartds permeabilitasi zavar csak kevesebb, mint 15 %-ban tarsult
calpain aktivalodassal. A sejtek egy részénél megtortént a membran helyreéllitodasa, ezek
nem mutattak sulyos sejtkarosodas. Olyan idegsejtek is megfigyelhetdek voltak, melyek késoi
permeabilitasi zavart mutattak. A CMSP-t mutaté sejtek kb. harmada nem szenvedett
permeabilitas-valtozast. E sejtek moderalt ultrastrukturalis kédrosodast mutattak, a nekrotikus
sejtek nagy részében CMSP nem volt kimutathato.

Kovetkeztetések: (1) A membran-sériilés nem vezet feltétleniil gyors sejthalalhoz,
mint ahogy azt kordbban feltételezték. A membran-regeneraciot mutatdo sejtek mellett
valdsziniileg a tartds permeabilitdsi zavart mutatd sejtek egy része is képes a regeneraciora.
(2) A késOi1 permeabilitas-zavar hatterében a trauma utan orakig tartd, mérsékelten emelkedett
intrakranidlis nyomasnak lehet szerepe. (3) Kvantitativ elemzéseink azt mutatjak, hogy a
talélési 1d6 novekedésével a membran-sériillésben érintett neuronok kozott (elhuzodd
permeabilitas-zavar, helyreallitodas, késéi permeabilitasi zavar) atrendez6dés megy végbe,
mely soran a helyreallitddott-membrant neuronok egy hanyadanak ujra kinyilik a
membranja, mig a folyamatban korabban nem <érintett neuronok egy hanyada kés6bb
permeabilitas-zavart szenvedhet. Ez a megfigyelés a késOi permeabilitas-zavar jelentOségét
hangsulyozza, és felhivja a figyelmet a trauma altal kivaltott mésodlagos patoldgias tényezok
szerepére. (4) A membran-sériilés nem feltétlentiil sziikséges vagy elegendo triggere a calpain
aktivalodasnak, a trauma indukalta sejthaldl —az adott id6kereten beliil — nincs feltétleniil
Osszefiiggésben a calpain aktivalodassal.

9. A calpain- és caspase-aktivalodas szerepe a human traumas agykarosodasban

Hattér: Habar a koponyatrauma 4ltal kivaltott fokalis illetve diffuz agysériilések
eltérd modon jonnek létre és klinikai manifesztaciojuk is kiilonbozd, hasonld biokémiai
folyamatok mindkét forma progresszidjaban szerepet jatszhatnak. Ilyen példaul a calpain és a
caspase aktivalodasa. Ezek kovetkeztében specifikus spektrin-degradacios termékek (SBDP)
felszaporodasa figyelhetd meg az agyszovetben mind allatkisérletekben, mind humén
koponyatraumat kdvetden, illetve kisérleti allatokban a cerebrospinalis folyadékban (CSF).

Célkitiizés: (I) A calpain- és caspase-medialt folyamatok részvételének igazolasa a
human koponyatraumaban specifikus spektrin-degradacios termékeknek a human CSF-bol
(liquorbdl) valé kimutatasaval; (II) tovabba patomechanizmus-specifikus biokémiai markerek
azonositasa céljabol annak vizsgalata, hogy ezen termékek liquor-koncentracidja mutat-e
Osszefiiggést az agysériilés klinikai képével, példaul sulyossagéaval és kimeneteléve

Modszerek: 12 stlyos koponyatraumat (GCS<9), 3 szubarachnoidalis vérzést (SAV)
illetve 3 intraventrikularis vérzést (IVV) szenvedett, tovabba 3 agytumoros beteg — ICP
kontroll céljabol behelyezett icv katéteren keresztiil lebocsatott — liquor-mintdin, illetve 5
diagnosztikus-céli lumbal-punkcion atesett beteg liquor-mintdin a calpain- és caspase-
specifikus SBDP-k kimutatasara Western blottot végeztiink. A kapott eredményeket
denzitometrids moddszerrel hasonlitottuk Gssze. Néhany beteg esetén ezen koros fehérjek
jelenlétét a liquorban a traumatdl eltelt id6 fiiggvényében is meghataroztuk.



Eredmények: (A) A 280 kD molsulyt intakt, és a 120 kD sulyu caspase-specifikus
spektrin-degradacios termék a koponyatraumat szenvedettek szignifikdnsan nagyobb
hanyadaban volt jelen, mint mas betegek esetén. A diagnosztikus lumbal-punkcion atesett
betegek CSF-mintai nem tartalmaztak SBDP-t. (B) Az intakt spektrin, valamint a 150 kD ¢és
al20 kD nagysagti SBDP-k szintjét szignifikdnsan magasabbnak taldltuk koponyatrauma
esetén, mint a vizsgalt nem-traumds agysériilésekben. (C) A fehérjék liquor-szintje a trauma
utani 2-3. napon tetdzott, majd visszatért a kiinduldsi szintre, ezt kovetden egy ujabb
emelkedés volt tapasztalhatd. (D) A spektrin-szintek ¢és a klinikai paraméterek
Osszehasonitdsa soran sem a sulyossagi fokkal (GCS alapjan), sem a kimenetellel (GOS
alapjan), sem pedig az ICP-emelkedés mértékével nem talaltunk szignifikans 6sszefiiggést.

Kovetkeztetések: (1) A lumbal-punkcion atesett betegek esetén tapasztalt negativ
eredmény igazolja, hogy az SBDP-k megjelenése a CSF-ban agysériilés és/vagy emelkedett
intrakranidlis nyomas kovetkezménye. (2) A koponyatrauma soran — mas ICP-emelkedéssel
jaro allapotokkal szemben — tapasztalt magasabb SPDP-szint arra utal, hogy a megfigyelt
jelenség a sériilés direkt kovetkezménye, és nem az emelkedett ICP eredménye. (3) A
vizsgalt fehérjék liquor-szintjének jellegzetes ido-kinetikaja alapjan feltételezhetd, hogy a
calpain- és caspase-specifikus SBDP-k vizsgalata a jovOben hasznos patomechanizmus-
specifikus biomarker lehet a koponyatraumat szenvedettek allapotdnak nyomon kovetésében.

III. A TEMABAN ELERT, NEMZETKOZI-JELENTOSEGU EREDMENYEK

1. Igazoltuk, hogy a koponyatrauma kdvetkeztében kialakuld, argyrophil Ill-as tipusu
ezlistozési technikaval festddé axonok azonosak a koponyatrauma kovetkeztében
ultrastrukturalis kompakciot szenvedett axonokkal.

2. Kidolgoztunk egy olyan 1j koponyatrauma modellt, mely alkalmas az ultrastrukturalis
axon-kompakcio szelektiv eldidézésére.
3. A kompaktalddott axonok sorsaval kapcsolatban

(A)  elséként irtuk le a honapok alatt lejatsz6dd morfologiai elvaltozasokat,

(B)  igazoltuk, hogy az érintett axonok >50%-a 1 napon beliil, mig <10%-a 1 nap és 1 hét
kozott regeneralddik, azaz visszanyeri eredeti ultrastrukturajat. A tobbi kompaktalodott axon
néhany honap alatt regeneralodik,

(C)  megallapitottuk, hogy a kompaktalodott axonok az agykéregben tobb ora elteltével
sem festddnek az agytorzsi axon-kompakeid kimutatasara széles korben elterjedt markerrel,
az RMO-14 antitesttel.

(D) nem mutatnak pozitivitast az IAT markerével, ami megerdsiti azt az elképzelést, hogy
az intraaxonalis transzportzavar €s az axon-kompakcid két kiilonb6zé axon-populacot érint.

4. A traumds axon-kompakcidé mechanizmusanak vizsgalata soran elsdként allapitottuk
meg, hogy

(A)  az ultrastrukturalis axon-kompakci6 a trauma pillanataban kovetkezik be, nem pedig
5-15 perces késéssel, ahogy azt korabban feltételezték,

(B)  a citoszkeletalis kompakci6 viszonylag hosszu, akar 1 mm-es axon-szakaszokra is
kiterjedhet, azaz a kordbbi feltételezésekkel ellentétben nem ,,fokalis” elvaltozés,

(C) az in-vivo és a post-mortem koponyatrauma egyforma morfolégiai elvaltozasokat
eredményez, mind a (i) a hyperbasophilia, (ii) a IlI-tipusti argyrophilia, (iii) a hiper-
elektrondenzitas, mind pedig (iv) az ultrastrukturalis kompakci6 tekintetében,

(D)  az ultrastrukturdlis axon-kompakci6 foka a post mortem trauma esetén nem
kiilonbozik az in vivo trauma esetén meghatarozottol,

(E)  atrauma indukalta eziist6z6dés minkét esetben “minden vagy semmi” jellegli, azaz az
érintett szoma-dendrit domainek teljes egészére, illetve hosszli axon-szakaszokra terjed ki, de
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altalaban nem egyazon idegsejt szoma-dendrit domainét és axonjat érinti.

5. Kisérleteinkkel elséként igazoltuk, hogy a sejt-permeabilis calpain-inhibitor, MDL-
28170 szignifikdnsan csokkenti az ultrastrukturdlis kompakciot szenvedett, illetve az
intraaxonalis transzport-zavart mutaté axonok szamat a TAI kialakulasara jellegzetes
agytorzsi régiokban, azaz a CSpT és az MLF teriiletén.

6. Elséként igazoltuk, hogy a PACAP traumés axonkdrosodéas esetén szignifikdnsan
csokkenti az intraaxonalis transzport-zavart mutatd axonok szamat az agytdrzsben.
7. Traumdas axonkarosodas esetén kisérleteink soran elsdként hataroztuk meg PACAP-

kezelés tekintetében

(A)  ahatasos dozist

(B)  aterapids ablakot.

8. Kisérleteink soran elséként vizsgaltuk a koponyatrauma altal kivaltott idegsejt-
membran permeabilitadsi zavar alakulasat orakkal a traumat kdvetden in vivo modellben.
Elséként igazoltuk, hogy

(A)  atraumas sejtmembran-karosodés a korabbi nézetekkel ellentétben, az idegsejtek egy
részében nem vezet sulyos ultrastrukturalis elvaltozasokhoz €s gyors sejthalalhoz,

(B) a tartés sejtmembran permeabilitasi zavar csak kevesebb, mint 15 %-ban tarsul
calpain aktivalodassal és kovetkezményes strukturalis fehérjebontéssal,

(C) a karosodott sejtmembran a sejtek egy részénél helyreallitodik, ezek a sejtek nem
szenvednek stlyos sejtkarosodast,

(D)  sejtmembran permeabilitdsi zavar az idegsejtek egy részénél ordkkal a traumat
kovetden alakul ki, melynek hatterében feltételezhetd a kisérleteik soran észlelt tartosan 20
Hgmm koriili ICP emelkedés.

(E) A calpain aktivalodast és kovetkezményes CMSP-t mutatd sejtek kb. harmada nem
szenved permeabilitds-valtozast. E sejtek moderalt ultrastrukturalis karosodast mutatnak, a
nekrotikus sejtek nagy részében CMSP nem igazolhato.

(F) a tulélési id0 novekedésével a membran-sériillésben érintett neuronok kozott
(elhuz6dd permeabilitds-zavar, helyreallitodas, késdi permeabilitasi zavar) atrendezddés
megy végbe, mely sordn a helyreéllitdédott-membranu neuronok egy hanyadédnak ujra kinyilik
a membranja, mig a folyamatban kordbban nem érintett neuronok egy hanyada kés6bb
szintén permeabilitas-zavart szenvedhet.

9. Kisérleteink soran elsoként vizsgaltuk a calpain és caspase aktivacid ¢és
kovetkezményes strukturdlis fehérjebontas sordn létrejott spektrin degradacids termékek
jelenlétét human cerebrospinalis folyadékban. Megerdsitettiik, hogy

(A) a calpain- ¢és caspase-aktivacid fontos pathobiokémiai tényezd a traumas
agykarosodas kialakulasaban, tovabba els6ként igazoltuk, hogy

(B) a specifikus SBDP-k megjelenése a CSF-ben agysériilés és/vagy emelkedett
intrakraniélis nyomas kovetkezménye,

(C) az intakt spektrin, valamint a 150 kD ¢és al20 kD nagysagu SBDP-k CSF-szintje
szignifikdnsan magasabb koponyatrauma esetén, mint a vizsgalt nem-traumas
agysériilésekben.

(D)  a spektrin degradaciés termékek liquor-szintje jellegzetes idé-kinetikat mutat, azaz a
trauma utani 2-3. napon tetdzik, majd visszatér a kiindulasi szintre, ezt kdvetden egy ujabb
emelkedés tapasztalhato.

(E)  Kisérleteink nagyban hozzijarultak egy nemzetkozi, multicentrikus, a PTE AOK
Idegsebészeti Klinika részvételével folyd vizsgalat inditdsdhoz, amely kiilonb6zé
biomarkerek azonositdsa ¢és diagnosztikus/prognosztikus jelentdségiik felmérése céljabol —
tobb mas fehérjével egyiitt — a spektrin degradacios termékek vizsgalatat is célul tiizte.
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DIFFUSE AXONAL AND NEURONAL INJURY EVOKED BY TRAUMATIC BRAIN
INJURY: PATHOMECHANISM AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICAL
INTERVENTIONS

I. INTRODUCTION

Traumatic brain injury (TBI) is an important public health problem in the developed
world; it represents the leading cause of death in the population aged under 40. According to
the WHO, 10 million head injuries resulting in either death or hospital admission occur every
year in the world, and approximately 57 million people sustain TBI at least once in their life.
In Hungary, approximately 14 000 TBI occur every year, 71.3% of them are considered mild,
19.4% moderate and 9.4% severe. Fifty-five % of trauma patients die during the acute
management. Among the survivors, 40% are discharged in a permanently vegetative state or
have permanent disabilities, only 45% recover fully or with mild disability.

Traumatic brain injuries represent a very heterogeneous disease group. The objective
of the present dissertation was to investigate diffuse axonal and neuronal injuries in animal
models and to study human TBI based on the results of experimental studies.

“Diffuse axonal injury (DAI)” refers to the phenomenon of primary damage to axons
scattered throughout the brain among normal axons in a widespread distribution in an
otherwise normal parenchymal environment. The significance of DAI is highlighted by the
fact that it is responsible for 50% of permanent comatose state and 35% of mortality in TBI
cases without space occupying mass lesions. Traumatic axonal injury (TAI), the
experimental-animal equivalent of DAI, has two distinct morphological consequences: axonal
swelling/axonal bulb formation (AS/B) and ultrastructural compaction (UC). AS/B results
from the impairment of the anterograde axonal transport evoked by TBI. It can be detected by
immunohistochemistry using antibodies against certain substances accumulating at the sites
of impaired axonal transport. The most widely used method is the detection of amyloid
precursor protein (APP), which has become the gold standard for the diagnosis of DAI. The
phenomenon of UC was described only in the nineties. Originally, it was assumed that UC
and AS/B occur in the same damaged axons. By today, however, it has become clear that, in
most cases, these two morphological changes occur in different axon populations and rarely
within the same axon. The histological detection of UC is usually carried out by using
antibodies against the medium sized neurofilament subunit (NF-M), which becomes
accessible for antibodies (e.g. RMO-14) as a result of calpain mediated structural proteolysis
evoked by increased Ca*" concentration after TBI. RMO-14, however, can detect UC only at
least 15 minutes following TBI. On the other hand, a special silver method can demonstrate
argyrophil axonal damage with decreased axonal caliber immediately after TBI or even in the
case of post-mortem TBI. This phenomenon might be the light microscopic equivalent of UC
and questions the exclusive role of enzyme mediated processes in the pathogenesis of UC.

In the past two decades, many studies investigated DAI evoked by TBI. The potential,
however, that forces of injury can also directly cause mechanically induced neuronal damage
or death has received little attention. According to the most recent investigations, TBI can
evoke plasma membrane disruption (“mechanoporation”) not only in axons but also in
neuronal somata in the neocortex, hippocampus and thalamus. Such neurons can display very
heterogeneous morphological characteristics ranging from fast necrosis to minor
ultrastructural alterations. The fact that membrane disruption does not necessary lead to cell
death is indicative of a fast membrane-resealing process. Investigations, however, to explore
this process has not been performed before.
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II. EXPERIMENTS

1. Association of the ultrastructural axon compaction with the argyrophil axonal
damage.

Background: Following TBI evoked by different methods, (i) a special and
reproducible silver method stains long axon segments distributed diffusely among normal
axons, and (ii) by electron microscope, ultrastructural (neurofilament) compaction can be
detected in axons scattered among non-compacted axons in a visibly intact environment.

Objective: To investigate the possibility that the argyrophil axonal damage is the
light-microscopic manifestation of ultrastructural compaction.

Methods: TBI was evoked by an impact-acceleration head injury device described by
Marmarou et al. Animals were transcardially perfused immediately after TBI. The brains
were removed one day later and sectioned coronally with a vibratome at a thickness of 150
um. Every fifth section was stained with silver. Experiment (A): Regions of silver stained
sections containing argyrophil axons were processed for EM (osmification, Durcupan
embedding, ultra-sectioning, contrasting). Experiment (B): The same regions of non-stained
sections were osmificated, embedded and sectioned at a thickness of 1 pm; these were silver-
stained, re-embedded, ultra-sectioned and contrasted.

Results: Experiment (A): Certain steps of the silver staining method damaged the
ultrastructure, loosened the layers of the myelin sheaths and completely disintegrated the
ultrastructure of normal axons. On the contrary, the compacted axons became homogenous
and thereby visible in the electron microscope. Silver grains could be detected only in
compacted axons, while no compacted axonal profiles were found without containing silver
grains. Experiment (B): Since the silver staining was performed following osmification and
embedding, the ultrastructure remained well preserved. Several silver grains could be
detected in compacted axons, while no compacted axons were found without silver grains.

Discussion: (1) The silver method used here can be utilized for detecting compacted
axons by light microscopy. Because of the high selectivity and low background staining of
this method, compacted axons can easily be located even in 150-um thick vibratome sections;
thereby it could be instrumental in mapping the distribution of compacted axons throughout
the brain and in locating areas that are suitable for investigation by means of electron-
microscopy or other techniques. (2) UC occurs at the moment of TBI, in contrast with
previous assumptions that postulate a 5-15 minute delay. (3) UC extends up to 1-mm-long
axonal segments, i.e. it is not a “focal” damage in the ultrastructure as it was previously
believed.

2. Selective induction of ultrastructural compaction in axons by a new head injury
device

Background: Traumatic axonal injury evoked by TBI has two distinct morphological
charactersitics: (i) axonal swelling/bulb (AS/B) formed by focal impairment of the
anterograde axonal transport and (ii) ultrastructural compaction (UC) that induces
argyrophilia. While AS/B is well known in human light-microscopic pathology, the
significance of UC has not been discussed in human DAI. The widely-used TBI models
produce various morphological responses in the same brain, thereby allowing the
investigation of their cumulative consequences. Individual morphological responses, such as
ultrastructural compaction in axons, however, cannot be selectively investigated by them.

Objective: To develop a TBI paradigm by which ultrastructural compaction can be
selectively investigated without the influence of other morphological responses.

Methods: A new head injury device was elaborated by which a depression of
controlled depth can be produed on the exposed skull. Animals were sacrificed by
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transcardial perfusion with a formaldehyde or a glutaraldehyde fixative either immediately
after head injury evoked by this new device or 2 h or 4 h later. Respiratory rate, heart rate,
blood pressure and intracranial pressure were monitored before and after injury. Brains were
removed 1 day later and sectioned with a vibratome. Every third formalin-fixed section was
stained with silver, or processed for APP or RMO-14 immunohistochemistry. The same
regions of glutaraldehyde-fixed sections were processed for electron microscopy.

Results: In the case of a 0.75 mm depression, the monitored physiological parameters
returned to the normal range within 1 min following head injury. Argyrophilic and compacted
axons could be demonstrated only in the neocortex under the impact site. They were scattered
among normal axons in a visibly normal parenchymal environment. Other morphological
alterations could not be observed. The number of damaged axons changed depending on the
depth of the depression. Immediately after the head injury or 1 h later, damaged axons were
stained homogeneously with silver, whereas 4 h post-injury, the silver staining became
dotted. Axons showing impaired axonal transport (APP positivity) could be detected only in
the case of depression 1 mm or deeper. RMO-14 positivity could not be observed in any case.

Discussion: (1) In the case of 0.75 mm depression, the new head injury device is
suitable for the selective investigation of UC, thereby allowing the examination of the fate of
compacted axons without the influence of other morphological or physiological consequences
of head injury. (2) The lack of APP-positivity is in accordance with the theory that impaired
axonal transport and UC affect different axon populations. (3) Compacted axons in the
neocortex cannot be stained with RMO-14, the widely used marker of axonal compaction in
the brainstem. The probable explanation of this phenomenon is that, in contrast with the
large-caliber, myelinated axons, the thin axons, such as those damaged in our experiment,
contain only a very small amount of the NF-M subunit. RMO-14 is known to target the “rod
domain” of this subunit after it becomes accessible as the result of calpain activated
proteolysis initiated by TBI.

3. The fate of axons subjected to traumatic ultrastructural compaction in a head
injury model of selective ultrastructural compaction

Background.: 1t has been demonstrted that ultrastructural axon compaction is one of
the morphological consequences of TAI. The fate of compacted axons, however, has not been
previously investigated. It has also been demosntrated that a considerable proportion of
neurons sustained UC recover spontaneously, while others die. Considering that presumably
the same processes take place in axonal and neuronal UC (see section 4), it is reasonable to
assume that a proportion of traumatically compacted axons may also undergo spontaneous
recovery.

Objective: To investigate the fate of compacted axons in a new head injury model
capable of evoking selective ultrastructural axon compaction (see section 2).

Methods: Rats suffering a 0.75-mm skull depression were sacrificed immediately
after head injury or at various time points up to 6 months post-TBI by transcardial perfusion
of a glutaraldehyde fixative. A proportion of brain sections were silver-stained, while nearby
sections were processed for EM. Compacted and non-compacted myelinated axons were
counted for quantitative assessment.

Results: The number of compacted axons was more than two times higher in animals
sacrificed immediately after the injury than in those survived for 1 day or 1 week. In cases of
immediate perfusion or 4-h survival, numerous axon profiles displaying ultrastructural
compaction were observed. At longer post-TBI times, various other ultrastructural alterations
were observed: (i) Membranous whorls appeared in axons with otherwise normal
ultrastructure in the first 2 days. (ii) The ultrastructure of compacted axons became
homogenized in 1 week. (iii) The homogenized axonal interior became convoluted or
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fragmented in 1 month, (iv) later the fragments were replaced presumably with
oligodendrocyte cytoplasm, (v) and finally axolemma-bound, neurofilament-containing
profiles were observed within myelin sheaths containing abundant oligodendroglia
cytoplasm. It should be emphasized that macrophage infiltration, microglial proliferation or
signs of advanced Wallerian degeneration could not be observed even in rats survived 6
months.

Discussion: (1) More than 50 % of compacted axons recover within 1 day post-TBI,
while another 10 % recover between 1day and 1 week. The EM sign of spontaneous recovery
is the presence of whorls within otherwise normal axons. (2) The majority of other
compacted axons regenerates during several months (see Results (ii)-(vi)). (3) These
processes presumably play some role both in the fast (within days) and in the slow (within
months) physical and/or mental improvement of patients suffering TBI. (4) The reason of the
absence of the Wallerian degeneration is presumably that the myelin sheaths around the
compacted axons remain intact and connected to the feeding oligodendrocytes, ensuring
guiding tubes for the regenerating axons. (6) The utilized head injury model does not evoke
permanent perturbations in the physiological parameters. This can be the reason for the high
rate of spontaneous recovery and for the reversibility of degeneration.

4. Mechanism of the ultrastructural compaction in axons and neurons

Background: Different pathobiological conditions including hypoglycemia, ischemia,
epilepsy, and physical forces such as electroshock or brain trauma can evoke similar
morphological responses, including ultrastructural compaction. It is well known that the same
alterations can occur post mortem in the brain due to mechanical forces during the removal of
non-fixed or not properly fixed brains from the skull. The similar morphology suggests
similar mechanism in the formation of UC, whereas the fact that it can occur post mortem
indicates non-enzyme-mediated processes. Gel-to-gel phase transition, known from polymer
chemistry, is a process independent of the inducing force, propelled by the difference in
energy stored in non-covalent bonds and can spread throughout the gel when initiated at a
single point. It has already been suggested to play essential roles in certain activities of the
living cell.

Objective: (1) To compare the morphological characteristics of neuronal and axonal
compaction caused by in-vivo head injury with those caused by post mortem, under
conditions extremely unfavorable for enzyme mediated processes. (2) Confirmation of the
hypothesis that the mechanism of UC is gel-to-gel phase transition, in respect of both energy
and structure.

Methods: TBI was evoked by the Marmarou head-injury device either in vivo or post
mortem after a 30-min transcardial perfusion with a glutaraldehyde fixative followed by
cooling to app. 0 °C. In the case of in vivo TBI, animals were perfusion fixed immediately
post-injury. A proportion of brain sections were silver stained, while neighboring sections
were processed for EM. For quantitative assessment, the average distance between the
longitudinal ultrastructural elements was calculated both in the compacted and the non-
compacted axons.

Results: (A) Evoked either in vivo or post mortem, TBI resulted in similar
morphological alterations regarding (i) hyperbasophilia, (ii) type III argyrophilia, (iii) hyper
electron density and (iv) UC. (B) The degree of UC in the cases of post mortem head injury
did not differ from the degree of UC evoked by in vivo head injury. (C) Argyrophilia induced
by either in vivo or post mortem displayed an “all-or-nothing” nature with the next
stipulations: it involved either the entire soma-dendrite domains of the affected neurons but
not their axons or it extended to long axonal segments but not to their parent neurons.

Discussion: Enzyme-mediated processes cannot play any role in the pathomechanism
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of ultrastructural compaction either in neurons or axons, considering that (1) it is highly
improbable that any complex enzyme-mediated process would result in the same
morphological alterations under both optimum and extremely unfavorable conditions. (2) The
all-or-nothing nature can be explained only by the assumption that the compaction spreads
throughout each affected soma-dendrite domain or axon from a single initiation point. It is
impossible that a head injury would simultaneously produce UC at each point of a number of
randomly distributed neuronal soma-dendrite domains and axons and, at the same time,
would spare all points of the neighboring soma-dendrite domains and axons. It also appears
highly unlikely that any complex enzyme-mediated process whould spread over long
intracellular distances without fading under the extremely unfavorable conditions applied in
our post mortem experiment.

To explain the mechanism underlying UC, we hypothesized that a continuous gel
structure, with a matrix composed of protein molecules not belonging to the conventional
ultrastructural elements (organelles, cytoskeleton), fills the spaces between the ultrastructural
elements, stores free-energy in the form of non-covalent bonds and is capable of phase
transition at the expense of the stored energy. The phase transition (co-operative
conformational change of the protein molecules building up the gel matrix), is accompanied
by the release of K" ions resulting in hyperbasophilia and by the release and elimination
(pressing out) of bound water molecules resulting in volume reduction and ultrastructural
compaction. Gel-to-gel phase transition, known from polymer chemistry, can be initiated
both by physical and chemical injuries and can be reversible, in accordance with the similar
abilities of “dark” neurons and axons.

S. The effect of a cell-permeable calpain inhibitor (MDL 28170) on traumatic
axonal injury

Background: The alterations in axolemmal permeability evoked by TBI
(“mechanoporation”) lead to the activation of calpain due to increased intracellular Ca*"
concentration. Calpain activation results in partial proteolysis of the axonal cytoskeleton and
subsequent neurofilament compaction (NFC). In focal (contusional) brain injury models,
inhibition of calpain reduced the cytoskeletal changes in the neocortex and improved the
behavioral outcome. MDL 28170 has been found neuroprotective in brain ischemia.

Objective: To determine whether MDL 28170 attenuates traumatically induced axonal
damage in terms of impaired axonal transport (IAT) and neurofilament compaction (NFC).

Methods: TAI was induced by the impact-acceleration head injury device described
by Marmarou et al. MDL 28170 or its vehicle was administered intravenously 30 min pre-
injury. Animals were sacrificed 2 h post-injury by transcardial perfusion. Brainstems were
sectioned sagittaly with a vibratome at a thickness of 40 um. Half of the sections were
processed for APP mmunohistochemistry to detect IAT, while neighboring sections were
stained with RMO-14 for the detection of NFC. The number of damaged axons were
compared in the corticospinal tract (CSpT) and in the medial longitudinal fascicle (MLF)
both in MDL 28170-treated and vehicle-treated animals.

Results: In the MDL 28170-treated group, both the localization and the appearance of
APP and RMO-14 immunopositive axonal profiles were similar to those observed in the
vehicle-treated group. According to the quantitative assessment, pre-injury administration of
MDL 28170 significantly reduced the mean number of RMO-14-immunoreactive axons both
in the CSpT (p<0.02) and the MLF (p<0.03). Similarly, MDL 28170 significantly reduced the
number of APP-positive axonal profiles both in the CSpT (p<0.03) and the MLF (p<0.01).

Discussion: The beneficial effect of calpain-inhibition on NFC can be explained by
the well known association between calpain-mediated spectrin proteolysis and NFC.
Although, the most recent studies revealed that NFC and IAT affect different axon
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populations, the protective effect of calpain inhibition on IAT suggests that, even if NFC does
not accompany IAT, the activation of calpain takes place in the mechanisms of both
pathological processes.

6. Effects of Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptid (PACAP) on
traumatic axonal injury

Background: PACAP has several in vitro neurotrophic and neuroprotective effects. In
vivo, it proved effective in the treatment of focal and global cerebral ischemia, as well as, in
traumatic spinal cord injury, optic nerve injury and facial nerve injury. Considering the
partially similar subcellular mechanisms taking place in the pathogenesis of cerebral ischemia
and TBI, PACAP-treatment is assumed to be neuroprotective in TAI, as well.

Objective: To investigate whether PACAP attenuates traumatically-induced axonal
injury in terms of impaired axonal transport (IAT).

Methods: TAI was induced by the impact-acceleration head injury device described
by Marmarou et al. (A) PACAP or its vehicle was administered intravenously immediately
before head injury. Animals were sacrificed either 2 h or 6 h post-injury by transcardial
perfusion. Brainstems were sectioned sagittaly with a vibratome at a thickness of 40 pm.
Sections were processed for immunohistochemistry with anti-APP antibody to detect IAT.
The number of damaged axons was compared in the corticospinal tract (CSpT) and in the
medial longitudinal fascicle (MLF) both in the PACAP-treated and the vehicle-treated
animals. (B) Based on the results of the previous experiment (A), 1 pg, 10 pg or 100 pg
PACAP was administered intracerebroventricularly, to determine its effective dose.

Results: (A) Using intravenous administration, PACAP, in the dose that has proved
effective in the treatment of cerebral ischemia, did not exert neuroprotective effects on TAI,
i.e. did not reduce significantly the number of APP-positive axons in the CSpT or in the
MLF. (B) Intracerebroventricular administration of 1 pg and 10 pg of PACAP did not exert
neuroprotection. To the contrary, 100 ug PACAP significantly reduced the number of APP-
immunorective axonal profiles in the CSpT (p<0.05).

Discussion: (1) PACAP can exert neuroprotection by inhibiting apoptotic and
inflammatory mediators, as well as, by activating certain mitochondrial enzymes. These
processes also take place in the pathogenesis of TBI, both in the primary and the secondary
pathological processes. (2) The cause underlying the lack of effect in the case of intravenous
administration is presumably the significantly lower rate of PACAP-transport through the
blood-brain barrier in the area examined in the present study, as compared to other regions of
the brain studied previously. (3) Similarly, the assumed lower rate of passage within the
brainstem can be responsible for the relatively high concentration required to exert
axonoprotection.

7. Therapeutic window of PACAP-treatment in traumatic axonal injury

Background: In the above study, PACAP-treatment was found to be neuroprotective
in traumatically-induced axonal injury.

Objective: To investigate the neuroprotective effects of delayed PACAP
administration on traumatically induced axonal injury in terms of impaired axonal transport
(IAT) and neurofilament compaction (NFC), and to determie the therapeutic window.

Methods: TAI was induced by the impact-acceleration head injury device described
by Marmarou et al. 100 ug PACAP or its vehicle was administered intracerebroventricularly
either 30 min or 1 h post-injury. Animals were sacrificed 2 h post-injury by transcardial
perfusion. Brainstems were sectioned sagittaly with a vibratome at a thickness of 40 pm. Half
of the sections were processed for immunohistochemistry with anti-APP antibody to detect
IAT, while neighboring sections were stained with RMO-14 for the detection of NFC. The
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number of damaged axons were compared in the corticospinal tract (CSpT) and in the medial
longitudinal fascicle (MLF) both in PACAP-treated and vehicle-treated animals.

Results: Intracerebroventricular administration of 100 pg PACAP significantly
reduced the number of APP-immunopositive axonal segments in the CSpT both 30 min and 1
h post-injury (p<0.001). The PACAP-treatment, however, did not have neuroprotective
effects on IAT in the MLF or on NFC in any examined brain area, at any time point.

Discussion: (1) A considerable therapeutic window is available for the use of PACAP
in the treatment of traumatically induced axonal injury, which is required for potentially
useful clinical interventions. (2) The lack of beneficial effects of PACAP-treatment on NFC
is in accordance with previous observations indicating that IAT and NFC affect different
axon populations. (3) The lack of effect on IAT in the MLF can be explained by the facts that
(1) in the MLF, the number of damaged axons is significantly smaller than in the CSpT,
resulting in less statistical power in establishing significant differences, and (ii) in the MLF, 2
h post-TBI, damaged axons demonstrating NFC are more frequent than those showing IAT.

8. Neuronal mechanoporation, resealing and CMSP induced by diffuse TBI

Background: Traumatic brain injury evokes direct mechanical poration of the
neuronal plasma membrane allowing the uptake of high-molecular-weight tracers normally
excluded from the cytoplasm by the intact cell membrane. Permanent membrane permeability
perturbation leads to the activation of different enzyme cascades, including calpain, due to
the influx of damaging ions, resulting in neuronal death.

Objectives: To investigate the hypothesis that (I) a proportion of neurons sustaining
mechanoporation is capable of membrane repair and therefore survives and (II) membrane
permeability perturbations are accompanied by calpain activation and subsequent spektrin
proteolysis following diffuse traumatic brain injury.

Methods: Enduring membrane permeability perturbations and potential membrane
repair were evaluated by the icv-infusion of high-molecular-weight fluorescent dextrans
administered either pre-injury or at different time points post-TBI. TBI was evoked by the
impact acceleration head injury apparatus; animals were sacrificed by transcardial perfusion
of a formaldehide fixative. (A) Vibratome sections were examined by confocal microscopy.
(B) Antibodies against the fluorescent dyes conjugated to the infused dextrans were used to
evaluate the ultrastructural alterations associated with membrane permeability perturbations.
(C) The co-localization of membrane disruption and CMSP was evaluated by triple-labeled
fluorescent immunohistochemistry using antibodies against calpain-specific SBDPs. A
proportion of brain sections were processed for EM to investigate ultrastructural alterations
associated with calpain activation. Quantitative analysis was performed to compare the
number of neurons demonstrating membrane permeability perturbations and/or CMSP at
different time points post-injury.

Results: Approximately 50 % of neurons showing any membrane permeability
alteration demonstrated enduring membrane perturbation. A proportion of these neurons
showed severe ultrastructural damage, while others displayed little or no pathological change.
Enduring membrane perturbation was associated with CMSP in less than 15 %. Several
neurons demonstrated membrane resealing, these neurons did not show overt ultrastructural
damage. Neurons demonstrating delayed membrane disruption could also be observed. One
third of the neurons showing CMSP did not demonstrate any membrane perturbation. These
neurons did not show severe ultrastructural alterations, while those with overt ultrastructural
damage did not demonstrate CMSP.

Discussion: (1) In contrast with previous assumptions, membrane disruption evoked
by diffuse TBI does not necessary lead to rapid cell death. Apart from neurons with obvious
membrane resealing, a proportion of neurons showing enduring membrane disruption are
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presumably also capable of membrane repair. (2) Elevated intracranial pressure several hours
post-TBI might be the reason underlying delayed membrane disruption. (3) According to the
quantitative assessment, an over time redistribution may occur between the neuron
populations showing different membrane permeability alterations (enduring membrane
perturbation, membrane resealing, delayed membrane disruption). Specifically, a proportion
of primarily mechanoporated neurons whose membrane resealed in the early post-injury
period may suffer later secondary membrane re-opening, which converts them to those which
display primary enduring membrane perturbation. Furthermore, with increased survival time,
proportionally more neurons suffer delayed membrane perturbation. This underlines the
significance of delayed membrane disruption and the role of secondary pathological factors
induced by diffuse TBI. (4) Our results emphasize the need for caution in interpreting the
occurrence of CMSP and its overall implications for neuronal injury and death following
diffuse TBI.

0. The role of calpain and caspase-3 activation in the pathomechanism of human
traumatic brain injury

Background: Although focal and diffuse traumatic brain injuries are evoked by
different mechanisms and their clinical manifestations can be different, similar biochemical
cascades, including increased pathological activation of calpain and/or caspase-3 can take
part in the their pathobiology. As a result of these processes, the accumulation of specific
spectrin breakdown products (SPBP) has been detected in the brain tissue and cerebrospinal
fluid of head-injured experimental animals and in the brain tissue of human victims of
accidents.

Objectives: (I) To investigate the role of calcium-induced, calpain- and caspase-
mediated structural proteolysis in the pathobiology of TBI, and (II) to identify potential
biomarkers specifically associated with the pathological processes evoked by TBI, in order to
determine the biochemical severity of the head injury, to predict the outcome of severely
brain-injured patients and to help their clinical management.

Methods: Ventricular CSF samples of 12 severe TBI-patients with raised intracranial
pressure (ICP) were processed. As controls, CSF samples were also obtained from 9 patients
with non-traumatically elevated ICP and from 5 patients undergone diagnostic lumbar
punction that proved negative for a neurological disease (DLP patients). The presence of
intact spectrin and calpain- or caspase-pecific SBDPs were assessed by means of Western
blot analysis of CSF samples collected once a day over a several-day period. Parameters of
severity and outcome such as ICP, Glasgow Coma Scale and Glasgow Outcome Scale were
also monitored in order to reveal a potential correlation between the clinical parameters and
the CSF markers.

Results: (A) Intact spectrin and 120 kD SBDP were significantly more frequent in the
CSF samples of head injury patients than in patients with non-traumatically elevated ICP. In
the DLP patients none of the SBDP proteins could be detected. (B) The CSF levels of intact
spectrin, 150 kD and 120 kD SBDPs were significantly higher in patients suffering TBI than
in the others. (C) (2) Elevated intracranial pressure several hours post-TBI might be the
reason underlying delayed membrane disruption. (D) Significant association between CSF
levels of SBDPs and severity of injury (as assessed by GCS), outcome (GOS) or elevated ICP
could not be demonstrated.

Discussion: The fact that CSF samples of the DLP patients proved negative for any of
the investigated proteins indicates that their accumulation is associated with traumatic brain
injury and/or elevated ICP. (2) The finding that intact spectrin and SBDPs reached
significantly higher levels in TBI than in other pathological conditions associated with
comparably elevated ICP, indicates that these changes were in direct response to the injury
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and not a secondary response to intracranial hypertension. (3) The observed specific time
course of SBDP-levels in the CSF indicates that, in the future, monitoring these biomarkers
might furnish important information for the management of TBI patients.

III. SUMMARY OF THE MOST IMPORTANT RESULTS

1. Our studies were the first to demonstrate that, in axons, type III argyrophilia induced
by TBI is the light microscopic manifestation of ultrastructural compaction.

2. We developed a new head injury device suitable for the selective induction of
traumatic ultrastructural compaction in axons.

3. With the aid of the new head injury device, our studies were the first to describe

(A) the morphological changes taking place in axons that have undergone traumatically-
induced ultrastructural compaction. We also demonstrated that

(B)  that more than 50 % of the compacted axons regenerate within 1 day post-TBI, while
another 10 % recover (regain the normal ultrastructure) between 1 day and 1 week. The
majority of other compacted axons recover during a few months,

(C) that the compacted axons in the neocortex do not display RMO-14 positivity, the
widely used marker of NFC in the brainstem, even several months post-TBI.

(D) that the compacted axons in the neocortex do not display IAT, confirming the
assumption that IAT and UC (NFC) affect different axon populations.

4. Regarding the pathomechanism of traumatic axon compaction, our studies were the
first to demonstrate that

(A) traumatic axon compaction occurs at the moment of injury, in contrast to the 5-15-min
delay thought previously,

(B)  ultrastructural compaction can affect even 1-mm-long axon segments, i.e. it is not a
“focal” alteration in the ultrastructure of the affected axons, as it was previously thought,

(C)  both in-vivo and post-mortem head injuries result in similar ultrastructural changes
regarding (i) hyperbasophilia, (ii) type III argyrophilia, (iii) hyper electro-density and (iv)
ultrastructural compaction,

(D)  the degree of post mortem-evoked axonal ultrastructural compaction does not differ
from that evoked in vivo,

(E)  argyrophilia induced by TBI demonstrates “all or nothing” nature, i.e. it extends to the
entire soma-dendrite domain of the affected neuron or affects long axonal segments; but it
does not usually affect the soma-dendrite domain and axon of the same neuron.

5. Our studies were the first to demonstrate that MDL-28170, a cell-permeable calpain
inhibitor, significantly decreases the number of damaged axons showing UC and/or IAT in
the CSpT and in the MLF following TBI.

6. Our studies were the first to demonstrate that PACAP significantly decreases the
number of damaged axons showing IAT in the brainstem following TBI.

7. Regarding the PACAP-treatment following TBI, we were the first to define

(A) its minimal effective dose and

(B) its therapeutic window.

8. Our studies were the first that investigated delayed neuronal plasma membrane
perturbations following diffuse TBI. We were the first to demonstrate that

(A) in contrast with previous assumptions, membrane disruption evoked by TBI does not
necessary lead to severe ultrastructural damage and rapid cell death,

(B)  enduring membrane perturbation is associated with calpain activation and subsequent
CMSP in less than 15 % of the affected neurons,

(C)  the disrupted cell membrane reseals in a proportion of the affected neurons and these
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neurons do not undergo severe cell damage,

(D)  cell-membrane permeability perturbation occurs several hours following TBI in a
proportion of neurons. Permanent ICP elevation may contribute to the observed delayed
membrane disruption.

(E)  One third of the neurons demonstrating calpain activation and subsequent CMSP do
not sustain any membrane permeability alteration. Such neurons demonstrate moderate
ultrastructural damage; the majority of necrotic neurons do not show CMSP.

(F) With the increase of the survival time, redistribution may occur between neurons
demonstrating different membrane permeability perturbations (enduring membrane
perturbation, resealing or delayed membrane disruption). Specifically, a proportion of
primarily mechanoporated neurons whose membrane resealed in the early post-injury period
may suffer later secondary mechanoporation, which converts them to those neurons
displaying primary enduring membrane perturbation. Furthermore, with increased survival
time, proportionally more neurons suffer delayed membrane perturbation. This underlines the
significance of delayed membrane disruption and the role of secondary pathological factors
induced by diffuse TBI.

9. Our studies were the first to investigate the accumulation of intact spectrin and
calpain- or caspase-specific SBDPs in the CSF of patients with severe TBI. We have
confirmed that

(A) calpain- and caspase-activation has an important role in the pathomechanism of
human TBI. Wewere the first to demonstrate that

(B)  the appearance of intact spectrin and SBDPs in the CSF are the result of brain injury
and/or elevated ICP,

(C) the CSF levels of intact spectrin as well as 150 kD and 120 kD SBDPs are
significantly higher in TBI than in other neurological diseases,

(D)  the CSF level of SBDPs shows a specific time course; it peaks on the nd 3 day post-
TBI, following by a decrease to the baseline level with a subsequent secondary increase.

(E)  Our studies significantly contributed to the launching and accomplishment of an
international, multicentric study which involves the University of Pécs, Department of
Neurosurgery. This study is aimed to identify specific biochemical markers and to evaluate
their diagnostic/prognostic significance in the management of severe TBI.
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