Hisztopatoldgiai és kisérletes terapias vizsgalatok sulyos

koponya-agysériilés kisérletes modelljeiben

Doktori (PhD) értekezés

Kovesdi Erzsébet

Témavezetd: Dr. Biki Andras

Elméleti Orvostudomanyok, Doktori Iskola vezetdje: Dr. Szolcsanyi Janos
Kisérletes Neurolégia, Programvezetd: Dr. Gallyas Ferenc (2006.03.31-ig)
Klinikai Orvostudomanyok, Doktori Iskola vezetdje: Dr. Komoly Samuel

Klinikai Idegtudomanyok, Programvezetd: Dr. Komoly Sdmuel

Pécsi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Idegsebészeti Klinika

2010



1. FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE .ecuveueeveeeeeneesessssesssssssssssssssssssassessssssssnes 4

2. BEVEZETES, IRODALMI HATTER wuceuieucrncinnsinsscnssenscssssssssssssssssssossssssssssssssss 5
2.1. A koponyasériilés epidemiolOgia]a...ieeeeccsecsssssssrssessssssssssssassssssssassssssssassssssssssossssse 5
2.2. A baleseti agyserilések 0SZtAlYOZASA cuuverruresserssarsssnsssarssrsssanssssessssssssssssssssssssssosassss 6
2.3. Diff1z aXONAlis KATOSOAAS wueeevueesercsrecsenssnnisnnssanssnensssncssessssnsssessssncssessssnsssesssssessenes 7
2.3.1. Axon duzzadas/axonballon KEPzZAAES (AD/B).eueicccercsssercsssessssssssssasssssasssssasssssanes 8

2.3.2. Az ultrastrukturélis (neurofilament) kompakci6 (neurofilament compaction, NFC)

........................................................................................................................................ 9
2.4. Diffaz idegsejt-karosodas (,,s6tét” idegsejt KEPZOAES) cerereressrrrsssrressassssasssssassssaanes 11
2.5. Sejthalal mechanizmusok agySErile€shen..eiceeecccseresssercssseressressssssssssassssanssssanssssanes 13
2.6. A diffuz axondlis karosodas terapias befolydsoldsat c€lzo vizsgalatok ......eeeeeeneene 14
2.6.1. Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivald polipeptid....cesscesecseccssececssecsnccsesance 14
2.6.2. A poli (ADP-11b0Z)-pOolimeraz GAtlASA .eeeeeseressseresseresssesesssesssssssssasssssssssssassssanes 15
3. CELKITUZESEK u.vuvuesueressesnssessssessessesessesssessesessessesssssssssessesssssssesessessssessesssessssessasans 17
4. AZ AGYALAPI MIRIGY ADENILAT-CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID
(PACAP) NEUROPRTEKTIV HATASANAK IMMUNHISZTOKEMIAI
VIZSGALATA A CENTRALIS FOLYADEK-PERKUSSZIOS (CFP) PATKANY-
MODELLLEL VEGZETT AGYSERULES ESETEBEN .....ccevvveeetessseessessssessessssessesens 18
4. 1. BOVEZEIES cerrrnneereeeecsssssnsansassecesssssssnssssssscsssssssnsasssssesssssssssnsssssssssssssssnnasssssesssssssssanaas 19
4.2. Anyagok €S MOASZEIEK cevurerreresrressercsaresssnsssnesssnssarssssnsssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssase 19
4.2.1. KISEIIEt] Al1At0K ceeeeerrrraneeeeeccccsssssssssaeeccccssssossanssesescesssssssassssssscsssssessasassssssssssssnanans 19
4.2.2. A centralis folyadék perkusszios modell kivitelezése patkanyon ceceeeeesseecssesecsnes 20
4.2.3. 1.C.V. PACARP KEZEIES ueuueeeeeerrruerecessnreeccssanaeccssanseecsssnsssecsssnssssssssnssscsssnsssessssnnsssssse 21



4.2.4. ImMUNhISZIOKEMIA uererueissenssrenssencsnissenssnenssenessnssssnsssessssnsssnssssnsssesssssssssssssssssssssae 21
4.3, ErCdmENYeK ceceesrecsserecssanesssanesssancsssansssansssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssssasssssns 22
4.4. Megbeszel€s, KOVELKEZIEIESEK urerrrrersresssrsssrsssarsssrsssansssnsssssssasesssssssssssssssasessssssnsssanse 25

5.AZ,1-2286"-EGY UJ POLI (ADP-RIBOZ) POLIMERAZ INHIBITOR
NEUROPROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA MARAMROU-FELE IMPAKT
ACCELERACIOS PATKANY MODELLEL VEGZETT KOPONYATRAUMA

ESETEBEN wouutuuniuscsnscsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 28
5. 1. BEVEZELES cureruerssnessenecsaenssnssssessanesssesssnesssnssssesssnsssassssessssssssssssassssasssssssasssssssssasssessaases 29
5.2. Anyagok €S MOASZETEK cerrereessrressnrsssannsssanesssanesssanessasessassssssssssssssssssssssasssssasssssassses 30
5.2.1. KISErleti AllatOK weccveeesseccseecsenssancsunncsunnsanisssnsssnssssnssnnsssnsssanssseesssssssssssssssssssssssssases 30
5.2.2. Marmarou-féle impakt acceleracios modell patkanyon.....ceeeeeeseeesseessercsnseseresanens 31
5.3, IMMUNISZEOKEIMIA werrurerrrcrersncsarcsenssncssecsanssncssecssessesssessasssassssessessessssssasssassssssssssssssese 31
5.4. MagatartdsviZSZAlatok ceeeeeecssseesssesssssnsssssresssasesssasssssasssssassssssssssssssssnsssssnsssssasssssassses 32
5.5. ETCAMENYEK cvvreerraresssanesssanessnnssssnnsssanssssssssssasessasssssassssssssssssssssssssssnsssssssssssasssssasssss 34
5.5.1. IMMUNOISZEOKEMIA cereererseesarcsersnesaecsensncssncsenssecssncsasssnsssessessessssssssssnsssssssessasssecs 34
5.5.2. MagatartasviZSZAlAtoK ceeveceeeesssressesssnssnssssnssssssssnsssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassss 37
5.6. MegbeszEl€s, KOVETKEZIEIESEK tevvrresssrrsssaresssanesssanesssanessanssssnsssssnsssnssssssssssasssssassses 42

6. TRANZIENS FOKALIS AGYI ISZKEMIA OKOZTA ,,SOTET” IDEGSEITEK
SORSA NEM-NEKROTIKUS ES NEM EXCITOTOXIKUS SZOVETI

KORNYEZETBEN: NEUROBIOLOGIAI KOVETKEZTETESEK ....cuvvueveesessesesseneene 44
6.1, BEVEZEIES eeveereeeeerrrsanneeeeccccssssossansessesccssssssssasasasscsssssssssnssssesssssssssssasasssssssssssssannassssass 45
6.2. Anyagok €S MOASZETCK cerererssuressnrsssannsssanesssanesssanessasesssessssssssssssssssssssssssssssasssssassses 45
6.2.1. KISETICtD AllAtOK weeeeeerrsareeccssnreeccssnneeccsssnseecsssasseccsssansecssssnssscsssnnsssesssanssessssnsssssssnnas 45



6.2.2. Patkény tranziens fokalis agyi iszkémia modell.....ccecreressrercssrercssrescssanssssanesssaneses 45

6.2.3. SzOvettan feldOIZOZAS cuuieesseressserssssnrsssanesssanesssanesssasesssessssssssssssssssssssssasssssasssssassses 46
0.3. EredmeENyekK uucuuieeeesseicsiessnnnssenssnncssnissnisssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 47
6.3.1. FénymikroszkOpos megfigyelEsek cucienerrsuresserssarssserssancssansssnssnsssansssssssssessssssasene 47
6.3.2. Elektronmikroszkopos megfigyeleseku.eimmeenaresssenesssercsseressresssssesssasssssanssssaseses 51
6.4. MegbeszEl€s, KOVETKEZIEIESEK vevvrresssrrsssresssanesssaresssasessanssssesssssnssssssssssssssssanssssassses 55
7. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ...uvevveseertesressessesssssssssssssnsssssssssssessesses 57
8. AZ ERTEKEZES ALAPJAT KEPZO PUBLIKACIOK ...cvvurererrerneressessesensesssessenes 59
9. EGYEB EREDETI KOZLEMENYEK ...cvvvstesseressessesessesesessessssessesssessssessessassssesas 60
10. KOSZONETNYILVANITAS ..e.vureeerreereereeessessssesssssssssssssssessssssessasessessesessessssessases 63
11. IRODALOMIEGYZEK ...uvrverresressessessessesssssssssssssessessssessesssssessesssssssssssssassessassessens 64



1. FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD/B
AIF
APP
CSpT
CT
DAB
DAI
DVI
ER
FGF
FP
GCS
1.c.v.
MLF
MRI
NAD
NFC
PACAP

PARP
PBS
TAI
TBI
TNF
uC
VIP

axonduzzadas/axonballon-képzddés

apoptdzis-indukalé faktor (apoptosis-inducing factor)
amiloid prekurzor protein (amyloid precursor protein)
kortikospinalis palya (corticospinal tract)

komputer tomografia (computed tomography)
diamino-benzidin

diffuz axonalis karosodas (diffuse axonal injury)

diffuz vaszkularis karosodas (diffuse vascular injury)
endoplazmatikus retikulum

fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)
folyadék perkusszio (fluid percussion)

Glasgow kéma skala (Glasgow Coma Scale)
intracerebroventrikularis

medialis hosszanti kdteg (medial longitudinal fascicle)
magneses rezonancias képalkotds (magnetic resonance imaging)
nikotinamid adenin-dinukleotid

neurofilament kompakci6 (neurofilament compaction)
agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (pituitary adenilate
cyclase activating polypeptide)

poli (ADP-rib6z)-polimeraz

foszfat puffer (phosafate buffered saline)

traumds axonkarosodds (traumatic axonal injury)
traumas agykarosodas (traumatic brain injury)

tumor nekrozis faktor

ultrastrukturalis kompakciod (ultrastructural compaction)

Vazoaktiv intestinalis peptid (vasoactive intestinal peptide)



2. BEVEZETES, IRODALMI HATTER

2.1. A koponyasériilés epidemiologiaja

A fejlett ipari tarsadalmakban a 35 év alatti aktiv, munkaképes populaciot érintd
vezetd halalok, megelézve a kiilonb6z6 daganatos valamint sziv és érrendszeri
betegségeket, a koponyasériilés okozta agyi karosodas. Mig a nyugati tdrsadalmakban a
koponyasériilés kovetkeztében 1étrejové haldlozas 20-25%-ot tesz ki, addig ez
Magyarorszagon eléri a 45%-ot [127]. Az Egyesiilt Allamokban készitett felmérd
tanulmany szerint évente 100.000 ilyen jellegli sériilésbol 180-250 eset végzddik
halallal [21]. Eurépaban 1.600.000 koponyasériilést szenvedett beteg részesiil korhazi
ellatasban, ebbdl az agysériilt paciensek ardnya évente 100.000 emberbdl 235 {6, és
66.000 koponyasériilt esete halallal végzddik.

Koponyasériilések legféképpen autdbalesetek, elesés, erdszakos behatasok és
kiilonbozd sportagakbol fakadd sériilések okozataként jonnek Iétre. A leginkabb
veszélyeztetett demografiai csoport a férfiak, és a hatranyos teriileteken-, illetve egyediil
¢lék [21]. Sajnalatos modon nem csak az eldbb emlitett rétegek veszélyeztetettek,
hanem a gyerekek és a fiatal felndttek is. Két éves korndl fiatalabb gyermekeknél
leginkédbb maga a koponyasériilés okoz halalt, gyakran az un. ,,shaken baby szindréma”
jon létre [30, 79].

A nagyban motorizalt tarsadalmakban, igy az Egyesiilt Allamokban a
koponyasériiltek ellatasanak kozvetett és kozvetlen koltsége jelentds, utobbiban az évi
60 milliard USA dollart is eléri [50]. A fejlett eurdpai orszdgokban a sulyos
koponyasériiltek korhazi ellatdsanak koltsége paciensenként eléri a 6.000 Eurot [15],
mely a teljes kezelési koltségeknek csak egy kis hanyadat teszi ki. Egy koponyasértilt
beteg élete végéig tartd kezelésének Gsszkoltsége az Egyesiilt Allamokban elérheti a
200.000 USA dollart is. Felmérések alapjan 2020-ra a koponyasériilés globalisan a
harmadik leggyakoribb vezetd halalokka fog valni [99].

A National Institute of Health felmérése szerint az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (USA) 1,4 millié baleseti agysériilés torténik évente, melybSl 50.000
haldlos kimenetel, 235.000 igényel korhazi kezelést, és 5,3 milli6 ember ¢l

koponyasériilésre visszavezethetd tartos egészségkarosodassal [85].



2.2. A baleseti agysériilések osztalyozasa

A baleseti agysériiléseket tobbféle modon osztalyozhatjuk. A sériilés
stlyossaganak meghatarozasara leggyakrabban hasznalt modszer a Teasdale és mtsai.
altal kialakitott Glasgow koéma skéala (Glasgow Coma Scale, GCS) [149]. A
pontrendszer harom reakcidt értékel ki: a szem kinyitasat, a mozgast és a verbalis
megnyilvanulasokat. Az 0Osszesitett értékek alapjan megkiilonboztetnek: enyhe
(GCS=13-15), kozépsulyos (GCS=9-12), valamint sulyos (GCS=3-8) sériiléseket.

A koponyasériilések klasszikus felosztdsa szerint megkiilonboztetiink nyilt (a
dura mater sériil) és zart sériiléseket (a dura mater intakt marad) [1]. A nyilt sériilések
lehetnek penetralo, vagyis a koponyacsontot és az agyburkokat atszakitd sériilések,
valamint az agyviz-tér ¢és a kiilvildg indirekt kozlekedését eredményezdk.

A sériilés patomechanizmusa alapjan az irodalom megkiilonboztet elsddleges és
masodlagos elvaltozasokat. Az elsddleges elvaltozasok a sériilés pillanataban a
mechanikai er6k hatdsara jonnek létre, amelyek érinthetik az ereket, axonokat, ideg-¢s
gliasejteket fokalis (gocos) vagy ép agyszdvetben elszortan (difftiz) eléfordulé modon.
A két tipus a sériiltek nagy részénél egyidejlileg fordul el6. A masodlagos elvaltozasok a
kiilonbozd tipusu elsddleges elvaltozasokhoz kapcsoltan, az agy vér-, és oxigén

ellatasanak kovetkezményeként jonnek 1étre (1. abra).



Agvi sériilést koveto elsodleges elvaltozasok

L. Diffuz: - axonalis karosodas (diffuse axonal injury, DAI)
axonduzzadas/axonballon-képzddés
ultrastrukturalis (neurofilament) kompakcio

- vaszkularis kérosodas (diffuse vascular injury, DVI)

II. Fokalis: - intrakranialis vérzés
- szubduralis vérzés
- extraduralis vérzés
- szubarachnoidalis vérzés

- axonalis karosodas

- kontizid
- laceracid
Masodlagos elvaltozasok
I. Diffuz: - hipoxias-iszkémids karosodas
- agyduzzadas
II. Fokalis: - hipoxias-iszkémids karosodas
- agyduzzadas

1.abra: Elsddleges ¢s méasodlagos agyi elvaltozasok osztalyozasa

2.3. Diffuz axonalis karosodas

A disszertacio elsé két fejezetének célteriilete a DAI vizsgalata. DAI a
koponyatrauma hatasara 1étrejov0 axonalis elvaltozasok Osszessége, amelyek az ép
axonok kozott elszortan, tobbnyire ép parenchimalis kornyezetben figyelhetdek meg.
Olyan balesetek esetében johet 1étre, mint pédaul motorbicikli, személygépkocsi, vagy
gézolasos balesetek, ahol acceleracid-decelerdcid hatasara ébredd nyirderdk jatszanak
foszerepet [127]. A komputer tomografian (computer tomography, CT) az elvéltozasok
kicsi, petekialis vérzések formajaban, elsdsorban a sziirke- és a fehéralloméany hataran,

valamint a corpus callosum-ban és a hossza palyak agytorzsi szakaszan figyelhetdek




meg [32]. Annak ellenére, hogy a magneses rezonancias képalkotds (magnetic
resonance imaging, MRI) megkonnyiti a kimutatast [14], a DAI teljes bizonyossaggal
csak szOvettani vizsgalattal diagnosztizalhatd [64]. Gennarelli munkéja alapjan a DAI
50%-ban felelds a balesetek utani tartds tudatzavarért illetve 35%-ban a mortalitasért a
nem térfoglalo jellegli traumds agykarosodas (traumatic brain injury, TBI) esetekben
[64].

A DAI-nak két morfologiailag jol elkiilonitheté megjelenési formaja ismert: az
axonduzzadas/axonballon-képzddés, valamint az ultrastrukturdlis (neurofilament)
kompakci6. Korabbi elképzelés szerint mindkét megjelenési forma kivaltasdban
ugyanazok a tényez6k jatszanak szerepet és ugyanazokat az axonokat érintik. Ujabb
megfigyelések szerint a két elvéltozas két jol elkiilonithetd axon-populacidoban
figyelheté meg [92, 140].

A DAI vizsgalathoz kiilonb6z0 allatkisérletes modelleket alkalmaznak.
Mindazonaltal ezek nem képesek a human viszonyokat, példaul a human DALI teljes
kiterjedését ¢és iddbeni lefolyasat 100%-ban utdnozni, ezért az allatkisérletekben
modellezett axonkarosodast traumés axonkarosodéasnak (traumatic axonal injury, TAI)

nevezzik, a DAI elnevezést pedig a huméan esetekre hasznaljuk [102].

2.3.1. Axon duzzadas/axonballon képzédés (AD/B)

A diffiz axonkdrosodéds jelenségét, mint a sulyos traumas agysériilések
stlyos koponya-agysériiltek post mortem vizsgalata soran a fehérallomanyban az ép
axonok kozott elszort ballonszerti axontagulatok lathatoak, amely tagulatoktol disztalis
axon-szakaszon Waller-féle degeneracio ¢€s mielin-degradacio is megfigyelhetd [142,
143]. Elméletiik szerint a korkép korai szakaszdban a trauma altal 1étrejott mechanikus
erdk vezetnek az axon szakaddsdhoz, az érintett proximalis axonvég kovetkezményes
retrakcidjahoz valamint az axoplazma kiboltosuldsahoz, 1étrehozvan ezzel a ,,retrakcios
axonballont”. A ,retrakcios axonballon” utan, a disztalis axon-szakasz Waller-féle
degeneracioja jon létre [142]. Mig Strich a megfigyelt elvaltozdsokat, mint a
addig a manapsag hasznalt elnevezés, -a diffuz axonalis karosodas-, Adams-tol szarazik
[3]. Strich 6ta Adams ¢és kollégai hangstlyoztdk eldszor -szemben mas kutatdkkal-,
hogy a korkép kialakuldsdban az axonkarosodds a koponyasériilés -elsddleges

kovetkezménye, és nem pedig a masodlagos karosodds (6déma, hipotenzid és/vagy



hipoxia) kovetkeztében alakul ki [68]. Adams €s mtsai. megfigyelései alapjan a DAI a
féltekei fehérallomanyban, a corpus callosum-ban, az agytorzsi hosszupalyékban, illetve
kisebb gyakorisaggal a kisagyban fordul elé fokalis karosodas nélkiil (1-es fokozat).
Fokalis léziokkal pedig a corpus callosum-ban (2-es fokozat), illetve a rostralis
agytorzsben (3-as fokozat).

Povlishock és munkatarsai szerint ezen axonalis karosodast a kdzépsulyos illetve
a sulyos koponyatrauma altal kivaltott nyiréerék inditjak el. Megallapitottak, hogy a
DAI nem a trauma pillanatdban azonnal és véglegesen kialakulé axonszakadasként
alakul ki, hanem a karosodott axonok nagy részében egy iddben fokozatosan
elorehaladdo folyamat [115]. Azdéta ez az elmélet szamos allatfajban ¢és
traumamodellben, valamint human szovetmintdkon is is beigazolddott [18, 20, 31, 32,
47, 64, 66].

A folyamat soran a karosodott axonszakaszokban a sériilést kdvetden
gyakorlatilag azonnal (<5 perc) fokalis axolemmalis permeabilitasi zavar jelentkezik
(,,mechanoporaci¢”). Az axolemma fokalis sériilését olyan morfologiai jellemzok
kisérik, mint a mitokondriumok megduzzadésa [95, 110, 111], neurotubulusok eltiinése
[93, 111], neurofilament-modosulasok [74, 105, 111, 117, 118] és az eldre iranyuld
axondlis transzportzavar [111, 116, 118, 138]. Ez utobbi kovetkezményeként a
szallitodo sejtalkotok és egyéb anyagok felhalmozodnak, igy 1étrejon az axonduzzadas
[94, 114, 115]. Az id6 eldrehaladtaval az axonduzzadas egyre nagyobb mértékii lesz,
melynek végeredményeként az érintett axonszakasz ballon formajaban leflizédik, ezzel
létrehozva a korkép korai leirasaibdl ismert proximalis axonballonokat, mig a disztalis
axonszakasz Waller-féle degeneracidt szenved [5, 96, 113, 117, 119]. Az axonalis
elvéltozasok kezdetétdl, az axonballon kialakulasaig, valamint az axonszakadasig eltelt
1d6 fliigg a trauma sulyossagatol, modjatol és az adott fajtol. Emberben ez az 1d6
orakban ¢és napokban mérhetd, vagyis a kezelésre rendelkezésre allo terapias ablak joval

hosszabb, mint a kisérleti allatok esetében. [130, 131, 156].

2.3.2. Az ultrastrukturalis (neurofilament) kompakcié (neurofilament compaction,
NFC)

Az NFC-t Povlishock és mtsai. fedezték fel koponyatrauma utan szinte azonnal
(5 perc) perfuzidsan fixalt allatok agytorzsének elektronmikroszkopos vizsgélataval
[110]. Azt figyelték meg, hogy a neurofilamentek kozotti tdvolsagok mintegy felére

csokkentek, valamint nagymértékben csokkent a mikrotubulusok illetve a neurofilament



oldalkarok szama. Elképzelésiik szerint az NFC mechanizmusa a kovetkezo:
koponyatrauma hatdsara az érintett axon egy rovid (atmérdjénél alig hosszabb)
szakaszan makromolekulakat (pl. tormagyokér-peroxidaz) [110, 111] atereszteni képes
méretli poérusok nyilnak meg (mechanoporacio). Ezaltal megsziinik az axolemmanak az
ionhaztartast szabdlyozd szerepe; az axonba kalcium ionok aramolnak be. A
nagymértékben megnovekedett kalcium koncentracié kovetkeztében aktivalodik a
kalpain-nevii cisztein protedz, amely a nem-erithroid alfa-II spektrint 145 kD és 150 kD
méretli egységekre bontja (kalpain-medidlta spektrin proteolizis, CMSP), amelyek
specidlis immunhisztokémiai eljrassal kimutathatoak [135]. A spektrin a
szubaxolemmalis citoszkeleton alkotorésze [12, 65, 109], amely az ,,ankyrin” fehérjén
keresztiil kapcsolddik a k616nb6zé membranfehérjékhez, valamint az axolemmahoz [38,
159], tovabba megtaldhaté a mitokondriumok koriil is [41, 65]. A spektrin bontisa
eleinte csak a csak a szubaxolemmalis tér és a mitokondriumok koriil zajlik (15-30
perc), majd tovatevodik az érintett axon citoszkeletalis halozatara [26], melynek
emésztddése tovabbi permeabilitdsi zavart 4s tovabbi intraaxonalis proteolitikus kaszkad
aktivalodast eredményez, amely végiil irreverzibilis axonkarosodasat okoz [25, 26]. Az
NFC kimutatdsara a kozepes méreti neurofilament ,,M”-alegysége elleni RMO-14
antitestet talaltadk hasznalhatonak, amely a neurofilament oldalkarok defoszforilalodasa
soran szabadda valt neurofilament-M alegység ,,rod domén”-jéhez képes kotddni [87,
117]. Kezdeti elképzelések szerint a citoszkeletdlis elvaltozasok ugyanazokat az
axonokat érintik, mint az axonduzzadas/ballonképzddés; mégpedig: a neurofilamen-
kompakci6 kovetkezményeként all le az eldre-iranyul6 intra-axonalis transzport, amely
az axon-duzzadas/ballonképzddés okozdja. Erre abbdl kovetkeztettek, hogy az intra-
axonalis transzportzavart mutatd6 APP-pozitiv axonok, és a neurofilament-kompakciot
mutatd6 RMO-14-pozitiv axonok ugyanazon anatomiai régiokban fordultak eld, és
befolyasolasuk ugyanazon intervenciokkal volt lehetséges [23, 24, 81, 104, 106]. Ujabb
megfigyelések szerint az AD/B és a NFC az estek tobbségében két kiilonbozd axon-
populacidt érint, és csak kis részben figyelheté meg ugyanazon karosodott axonon beliil,
azaz egymastol fliggetlen jelenségekrdl van sz6 [92, 140].

A neurofilament-kompakcié mechanizmusanak 10 alapra valod helyezését az a
megfigyelés tette sziikségessé, hogy koponya-trauma utdn azonnal perfuzidsan-fixalt
allatok agyaban, sot post mortem végzett koponyatraumat ,,szenvedett” allatok agyaban
1s megtalalhato volt egy specialis eziist6z0 eljarassal. Elektron-mikroszkdpids vizsgalat

igazolta, hogy, ,,s0tét” idegsejtek képzOddnek koponyatrauma hatasara az enzimatikus
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folyamatok szamadra szélsdségesen kedvezdtlen koriilmények kozott is [58]. Ebben az
esetetben a kompaktaldédott axonokban a mikrotubulusok épnek latszottak, a
neurofilament oldalkarok sem tlintek el, csak megrovidiiltek. Ez arra utal, hogy a
koponyatrauma utani elsé 6rakban kisérletesen talalt ,,kalcium-indukalt, kalpain-medialt
spektrin proteolizis” nem okozo6ja, hanem kovetkezménye az ultrastrukturalis
kompakcionak. Minthogy a kompakcidé nemcsak a neurofilamenteket érinti, hanem az
axon valamennyi ultrastrukturalis elemét, célszerli a neurofilament kompakcid helyett
az ultrastrukturalis kompakcio terminus technikust alkalmazni. Az eziist6z0 eljarassal
kimutathat6 volt, hogy az ultrastrukturalis kompakcié az axon viszonylag hosszu (akar 1
mm-nél is hosszabb) szakaszat érinti, de - disztalis iranyban - altalaban nem a teljes
hosszusagat, és - proximalis irdnyban - 4ltaldban nem éri el az axon eredési dombot.
Egy specidlis koponyatrauma modszer segitségével ultrastrukturalis axon-
kompakciot sikeriilt el6idézni egyébként ép agykéreg eldre kivalasztott tertiletén [107].
Ezen moddszer alkalmazasaval kideriilt, hogy a kompaktalodott axonoknak csupan egy
hanyada degeneralddik, mésik hanyaduk néhany ora leforgasa alatt visszanyeri eredeti
struktarajat [61]. Az axonokban végbemend ultrastrukturdlis kompakcio feltételezett
mechanizmusa megegyezik az idegsejtek szomajaban és dendritjeiben végbemend (és a

kovetkezo alfejezetben targyalt) ultrastrukturalis kompakcidjéval, ezért ott targyaljuk.

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

Tobb mint szaz éve irtdk le [52], hogy kiilonb6zd neuroldgiai betegségekben
meghaltak agyaban olyan idegsejtek taldlhatok, amelyek magja, citoplazmaja és a 6
dendritjei nagymértékben zsugorodottak, valamint er6sen kotik a neurohisztolégidban
hasznalatos bazikus festékeket (hiperbazofilia). Ezért ezeket a sejteket tradiciondlisan
,sotét” idegsejteknek nevezik [28]. A 80-as éve eleje oOta szamos neuroldgiai
megbetegedés allatkisérletes modellje esetében is leirtak a ,,s0tét” idegsejtek jelenlétét. A
hipoglikémia és a hiperglikémia hatasara képzddott ,,sotét” idegsejtekrdl kimutattak,
hogy mind elpusztulni, mind pedig regeneralodni képesek [4, 10]. Status epilepticus
esetében ugyanez a helyzet [9, 136]. Fokalis iszkémia utani reperfizié esetében pedig az
1szkémias goc sz€li teriiletein lehet megfigyelni ezen elvaltozast [36, 72, 76, 80, 101,
134, 134]. Négy-¢ér iszkémia esetében a reperfizid utan foleg a hilus és a hippocampus

crer

keresztiili sejtpusztulas [36, 72, 80]. Gallyas és mtsai. a 90-es évek elején megtigyelték,
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hogy mind in vivo, mind pedig post mortem mechanikai trauma hatéasara is képzédnek
,,Sotét” idegsejtek és axonok [62].

Elektronmikroszképos vizsgalatok [58] szerint a ,,frissen” képzddott ,,sotét”
idegsejtek ultrastrukturalis elemei épnek tlinnek, de szorosan egymas mellé tomoriilnek
(ultrastrukturalis kompakcid). Az érintett sejtek elektron-denzitasa megemelkedik,
térfogata pedig mintegy felére csokken a plazma-membran felszakadasa nélkiil. Az
endoplazmatikus retikulum (ER) ciszternai 6sszesziikiilnek, a Golgi-ciszterndk viszont
kitagulnak. Nem véltozik a mitokondriumok és a multivezikularis testek térfogata. Az
(recovery), egy masik hanyada viszont elpusztul. Azon az alapon, hogy a ,frissen”
ultrastrukturdlis kompakciot szenvedett idegsejtek és a ,frissen” ultrastrukturalis
kompakciot szenvedett axonok fény- és elektron-mikroszkdpos sajatossadgai azonosak,
képzddési mechanizmusukat is azonosnak tartjak [58].

A ,s0tét” idegsejtekre jellemzO, hogy ha szomaja kompaktalddik, akkor
dendritfaja is, ¢és forditva. Az axonoknak mindig viszonylag hosszi szakaszai
kompaktalodnak. E jelenségek csak ugy magyarazhatéak, hogy a kompaktalddas
minden egyes szoma-dendrit domén, vagy axon egyetlen pontjan indul meg, majd
onnan terjed rd az egészre. Ezt a folyamatot ugy magyarazzak [55, 58] ugy
magyaraztdk, hogy az idegsejtek (és mas sejtek) citoplazmdjdban egy - az
ultrastrukturalis elemekhez ,,lehorgonyzott™ - mikro-trabekuldris gél-struktura talalhato,
amely nem-kovalens kotések forméjaban energiat tarol, és amely képes - egy ponton
valo inicidlas utan - Osszehtizodassal jaro, tovaterjedd fazisatalakulasra (gélbol-gél
fazisatalakulds) a tarolt energia hatdsara. A gélbdl-gél fazisatalakulds a polimer-
kémidban ismert jelenség [6, 148]. Az erre képes géleknek két, vagy tobb metastabil
allapota van és a kiilonb6z6 energiaszinti metastabil allapotokhoz eltér6 polimer-
molekula konformaci6, eltérd viztartalom ¢€s egymastol eltérd térfogat tartozik.
Megfeleld aktivacids energia kozlésével a magasabb energiaju metastabil struktura egy
pontja ,,atbillen” az alacsonyabb energiaértékii, &m ugyanakkor energetikailag stabilabb
allapotba. Az itt felszabadulo energia a szomszédos pontokon aktivacids energiaként
szolgalva lancreakciot indit el (domino-elv). A ,,sOtét” idegsejtek esetében a
fazisatalakulds inicidlodhat patometabolikus folyamat (iszkémia, hipoglikémia,
epilepszias roham vagy mechanikai behatas) altal. A gél-struktira Osszehuzddasa
magaval vonja a hozza horgonyzott ultrastrukturalis elemeket, €s folyadékot présel ki a

szoma-dendrit doménbol illetve az érintett axon-szakaszokbol [58].
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2.5. Sejthalal mechanizmusok agysériilésben

Koponyasériilés sordn az elsddleges karosodas mellett masodlagos folyamatok is
elindulnak. A kiilonb6z0 allatkisérletes modellekben az erébehatas nagysagatol, nemtol,
¢letkortdl, sejttipustol és agyi régiotol fiiggden kiilonbozd sejthalal-mechanizmusok
aktivalodnak. Az elmult évtizedben egyre tobb, a sztrok, a neurodegenerativ betegségek,
valamint a neurotrauma teriiletén sziiletett kutatasi eredmény kérddjelezi meg a jelenleg
is érvényben 1év0 ,,nekrdzis- apoptdzis” paradigma helyességét [67].

A klasszikus leiras alapjan a nekrozis a sejthartya integritdsanak megsziinésével,
duzzadassal, végiil a sejtorganellumok szétesésével jard folyamat.

Az apoptozis a klasszikus definicid szerint a filogenezis soran konzervalt,
fiziologias folyamat, amelynek szerepe a szoveti homeosztazis fenntartdsa.
Jellegzetessége a kromatin-kondenzécio, mag-fragmentacio, a sejtzsugorodas, végiil az
apoptotikus testek képzddése, amelyeket makrofagok takaritanak el. Mivel az apoptozis,
szemben a nekroézissal energia igényes folyamat, ezért az apoptozis elsdsorban az
iszkémids vagy traumas sériilés nekrotikus kozpontja koriil elhelyezkedd széli
(penumbra) teriileten fordul el6. Kulcsenzime a kaszpaz, amely mitokondridlis
karosodas valamint halalreceptorok segitségével aktivalodhat. Az apoptdzisnak ismert
kaszpaztol fliggetlen forméja is, amelyben kiilonb6z6 faktorok — mint az az AIF vagy
endonukledz G (mitochondrialis nukledz) — medialjak a tipusos programozott sejthalal
fenotipus megjelenését [151, 157].

Egyes kutatasi eredmények alapjan a sejtet ért behatds erdsségétdl (mechanikai
energia), a kalcium-felszabadulds mértékétdl, illetve az intracellularis ATP-szinttdl fliigg
[44], hogy a sejt melyik sejthalal utat valasztja. Feltételezik, hogy az egyik ut gatlasa a
masik iranyaba tereli a sejtpusztulést [19, 51, 112]. Mind a nekrozis, mind az apoptozis
csak abbdl a genetikailag eldre meghatarozott eszkdzkészletbdl valogathat, amelybdl a
fiziologias mitkddések is, igy az élettani és a kiilonbozé noxak altal elinditott patologias
folyamatok a genotipusukban és ez altal a fenotipusukban is hasonlithatnak egymashoz.

Egyes szerzok szerint a nekrdzis €s az apoptozis egy képzeletbeli spektrum két
sz¢€lén helyezkedik el, amely kozott barmilyen ,,hibrid” eléfordulhat [157]. Mas kutatok
nekrozis, ,,nekrdzis-szerll”, ,,apoptozis-szerli”, és apoptozis kategoridkat hasznalnak
[88]. Mindezek alapjan ugyan kiilonbozd sejthalal-tipusokrdl beszéliink, de ezek viszont

gyakran ugyanazokat a jelatviteli utakat hasznaljak [54].
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Az elpusztult ,sotét” idegsejtek vagy az apoptotikushoz hasonléan (a
kompaktalodott  struktira  homogenizalodik, majd  membrannal  koriilvett
fragmentumokra bomlik, amelyeket fagocitdld sejtek kebeleznek be), vagy pedig a
nekrotikushoz hasonléan (a kompaktalodott ultrastruktura fellazul, majd elemei
,»Szetzilalodnak™, végezetiil elobb a plazma-membran, majd a mag-membran eltiinik)
»takaritodik™ el a szovetbdl [56]. Ismeretes, hogy az apoptotikus sejtek citoplazmdja a
biokémiai folyamatok lejatszoddsa ¢és a mag-kromatin kondenzdloddsa utdn
ultrastrukturalis kompakciét szenved. Azon az alapon, hogy a kompakciot szenvedett
apoptotikus sejtek fény- €s elektron-mikroszkopos sajatossagai megegyeznek a ,,sotét”
idegsejtekével feltételezik [55], hogy az ultrastrukturalis kompakcid6 mechanizmusa
mindkettében ugyanaz. igy a ,,sotét” idegsejt képz6dés nem mas, mint a fiziologias
apoptozis szdmara genetikailag kodolt ultrastrukturdlis kompakcié nem-apoptotikus
(nem-kodol, téves) inditasa.

Az ultratrukturalis kompakciot szenvedett apoptotikus sejtek is ,,eltakarithatodnak™ a
nekrotikushoz hasonlé uton [55]. Ezért el kell vélasztani a sejt-halal folyamatat a
meghalt sejtek ,.eltakaritasanak” folyamatatdl. Az eldbbi lehet nekrotikus, apoptotikus,
egyéb [67], vagy a ,,sotét”’-idegsejt allapoton keresztiili; az utdébbi pedig apoptotikushoz-

hasonl6, vagy nekrotikushoz-hasonlo [55].

2.6. A diffuz axonalis karosodas terapias befolyasolasat célzé vizsgalatok

Az el6z6 fejezetekbdl kitlinik, hogy az axon-duzzadas/ballonképzddés egy orak
alatt kialakul6 folyamat eredménye, az ultrastrukturalis kompakciot szenvedett axonok
pedig regeneracidra képesek, a DAI mindkét forméjaban lehetdség nyilik a karosodas
mérséklésére.

Mivel a dolgozat az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivaldo polypeptid
(PACAP) ¢és egy poli (ADP-rib6z)-polimeraz (PARP) inhibitor, az L-2286 terapias
hatasaval foglalkozik, igy e bevezetd részletesen csak a PACAP és a PARP inhibitorok
hatdsmechanizmusat targyalja.

2.6.1. Az agyalapi mirigy adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid

A PACAP szerkezetileg a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP)/szekretin/gliikagon
csaladba tartozik, melyet els6ként a hipotalamusz-bol izolaltak [98]. A fehérje a
hipofizis-ben noveli az adenilat-ciklaz aktivitast, neuromodulacios funkcidja mellett a
kozponti-, illetve a periférias idegrendszer teriiletén neurotréfikus és neuroprotektiv

hatast fejt ki [7]. Antiapoptotikus hatdsat igazolta, hogy a gerincveld sériilés ,,extradural
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static weight compression” modelljében a szignifikansan csokkentette a gerincveldi
apoptozist [77], tovabba gerincveld atmetszés modelljében kivédte a tumor nekrozis
faktor (TNF) felszabadulast [78]. In vitro mind antiapoptotikus, mind
gyulladascsokkentd hatasait leirtak. A kisagy granularis sejtjeiben szignifikdnsan gatolta
a kaszpaz-3 aktivaloédast [153], mikroglialis pro-inflammatorikus citokin és nitrogén-oxid
felszabadulast [40, 78, 84], illetve serkentette az anti-inflammatorikus IL-10 citokin
termelddését [63]. A PACAP tobb olyan gén miikodését inditja be, amelyek a
neurotoxicitas elleni védekezésben szerepet jatszanak, ilyen példaul a citokrom P450 és
az fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor, FGF) [152].

A PACAP kisérletes koriilmények kozott gatolta a mitokondridlis kalcium
felvétel hatasara 1étrejove akonitdz enzim inaktivalodast, ezzel megtartva ennek a
neuronok mitkdddképességéhez nélkiilozhetetlen enzimnek a funkciodjat [145].

In vivo vizsgélatok szerint a PACAP atjut a vér-agy gaton [13]. A PACAP
hatasosnak bizonyult patkanyon kisérletesen eldidézett globalis és fokalis agyi iszkémia
elétt, valamint utdn adva, tovabba retina-degeneracié esetében is [8, 11]. Viselkedés-
vizsgélatok alapjan kimutattak, hogy Huntington-kor allatkisérleti modellje esetében a
PACAP-al elokezelt patkanyokban hiperkinézia nem alakult ki, és az aszimmetrikus
mozgas is megsziint a kezelés utani 10. napon [146]. A Parkinson-kor allatkisérletes
modelljében a PACAP-al torténd elokezelés csokkentette a hipokinézia stlyossagat,
valamint teljes felgyogyulashoz és az aszimmetrikus jelek megsziinéséhez vezetett a

kezelés utani 10. napon [123].

2.6.2. A poli (ADP-ribdz)-polimeraz gatlasa

A PARP egy kromoszomalis enzim, amely olyan folyamatok miikodésében vesz
részt, mint a DNS javitds [37], és a programozott sejthaldlnak, az apoptozisnak a
l1étrejotte. Oxidativ stressz hatasara kialakulo DNS torés kovetkeztében aktivalodik,
melynek eredményeként a nikotinamid adenin-dinukleotidrol (NAD") ADP-rib6z
egységeket transzferal nukelaris fehérjékre. Ez a rendkiviil energia igényes folyamat,
halmozott stressz hatasara kialakulo talmiikodésével a NAD" depléciojat, ATP vesztést
€s a sejt energia-homeosztazisdnak Osszeomlasa révén nekrotikus uton bekovetkezd
sejthaldlhoz vezet [27]. Mikdzben a PARP hossza tavh gétlasa elvileg mutagenezist és

karcinogenezist indukélhat, az akut szakban hozzajarulhat az energia-haztartas

rendezddéséhez €s az energia-homeosztazis fenntartasdhoz.
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A PARP kozponti szerepet jatszik a kaszpaztol-fliggetlen, apoptozis-indukalod
faktor (apoptosis-inducing factor, AIF) kozvetitette apoptdzis 1étrejottében, valamint az
NF-kappaB-tuton keresztiil gyulladdsos citokinek ¢és mediatorok felszabadulasat is
befolyasolja [83].

Az elmult évek soran fény deriilt arra, hogy a PARP aktivalodésa szerepet
jatszhat a kaszpaz-fliggetlen apoptdzis létrejottében [43, 158], ezért a PARP gatlok
fontos terdpias lehetdségnek szamitanak a koponyasériilés okozta agyi karosodas soran
1étrejovo nekrozis, illetve apoptozis 1étrejottének csokkentésében [128].

Korabbi vizsgalatok tobbféle PARP gatlok, mint példaul benzamid analog
vegyliletek (3-aminobenzamid) és az isoquinolin szarmazékok hatdsat vizsgaltak
koponyasériilés okozta agyi karosodas esetében [16, 17, 86, 128]. A kiilonbozd
allatkisérletes modelleken végzett sikeres kisérletek eredményeinek alapjan reményeink
szerint a PARP gatlo vegyliletek is fontos szerepet jatszhatnak a késobbi klinikai

kezelések soran.
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3. CELKITUZESEK

Amint a Bevezetésben talalhato tablazatbol kitlinik, a koponya-trauma hatasa
rendkiviil 6sszetett, komplex folyamatainak kdvetése még in vitro modellkisérletekn,
vagy egyszeri allatkisérletes, ragcsalo modellen sem konnyli. Eppen ezért a
koponyatrauma patologids hatdsanak egyes részleteire probaltunk fokuszalni a jelen
disszertaci6 alapjat képezd vizsgalatokban, mely kérdéseket a rendelkezésiinkre allo
modszerek hasonldsaga is Osszekapcsolja. Minthogy a masodlagos koponyatraumas
elvaltozasok kozé tartozd iszkémids karosodds eléforduldsa ¢és lokalizacioja
rapszodikus, rdadasul tovdbb bonyolitja a fenti képet, az iszkémiat egy jol

reprodukalhaté nem-koponyatraumés modellben vizsgaltuk.

A munka soran feltett alapvetd kérdések az aldbbiak voltak:

Van-e neuroprotektiv hatdsa a hipofizis adenilat-cikladz aktivalo polipeptidnek
(PACAP-nak) a centralis folyadék-perkusszios (CFP) patkany-modellel végzett traumas

agysériilés esetén?

Van-e neuroprotektiv hatasa az L-2286-nak (egy 1j fejlesztésti PARP-
inhibitornak) a Marmarou-féle impakt acceleracios patkdny-modell végzett traumas

agysériilés esetében?
Mi a sorsa a tranziens fokalis agyi iszkémia okozta ,,s6tét” (ultrastruktualis

kompakciot szenvedett) idegsejteknek nem-nekrotikus €s nem-excitotoxikus szoveti

kdrnyezetben?
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4. AZ AGYALAPI MIRIGY ADENILAT-CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID
(PACAP) NEUROPRTEKTIV HATASANAK IMMUNHISZTOKEMIAI
VIZSGALATA A CENTRALIS FOLYADEK-PERKUSSZIOS (CFP) PATKANY-
MODELLLEL VEGZETT AGYSERULES ESETEBEN

A fejezet alapjaul szolgalo publikécio:

Kovesdi, E.; Tamas, A.; Reglddi, D.; Farkas, O.; Pal, J.; Bukovics, P.; Doczi, T.; Biiki,
A.: Posttraumatic administration of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in

central fluid percussion injury in rats. Neurotox. Res. 2008, 13:71-8
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4.1. Bevezetés

A PACAP szerkezetileg a szekretin/gliikagon/vazoaktiv intestindlis peptid
csaladba tartozik. Elsoként birka hipotalamusz-bol izolaltak adenildt-ciklaz aktivalo
hatdsa alapjan [98]. Tobb tanulmany szerint szdmos in vivo és in vitro neuroprotektiv
hatasa ismert [7, 137, 154]. Sajnalatos mddon az in vivo neuroprotektiv hatas pontos
mechanizmusa nem tisztazott még pontosan. Az in vivo tanulmanyok a PACAP
apoptozis ¢és gyulladds géatlo hatdsat bizonyitjak. Agyi granuldris sejtekben
szignifikansan képes gatolni a kaszpdz-3 aktivitasat [154], valamint hatast gyakorol a
mitokondrialis atjarhatosagra, ugyanis gatolja az akonitaz enzim mitokondrialis
kalcium-felvétel indukélta inaktivalodasat. Az akonitdz egy kulcsfontossagu
mitokondrialis enzim, amely befolyasolja az idegsejtek ¢letképességét [145].

Korabbi kutatasok alapjan a PACAP hatasosnak bizonyult patkdny kisérletes
globalis ¢s fokalis agyi iszkémia esetében sériilés elotti, illetve utani kezelések esetében
[124, 125, 150], Parkinson-korban és retindlis degeneréacid esetében is [11, 121, 123,
150].

Az utdbbi néhany évig csak kevés tanulmany foglalkozott a PACAP esetleges
neuroprotektiv tulajdonsaganak vizsgalataval trauma okozta agy, illetve gerincveld
sérilés esetében. A gerincveldi karosodast okozo ,.extradural static weight
compression” modelljében szignifikdnsan csokkentette az apoptotikus sejtek szdmat a
sériilt gerincveldben [77].

Az elmult években pécsi kutatok vizsgaltdk a PACAP neuroprotektiv hatasat
diffuz karosodast okozd trauma modellben patkdnyon [49, 147]. A korabban agyi
iszkémidban hatasos dozis (125 pg, sériilés eldtti intavénas kezelés) nem volt hatasos,
am az intracerebroventrikuldris (i.c.v.) kezelés hatdsosnak bizonyult [49].

A vizsgéalatunkban hasznalt dozis a fenti munkacsoport kutatasi eredményein
alapul, miszerint az i.c.v. 100 ug PACAP képes szignifikansan csokkenteni a kdrosodott

axonok denzitasat a kortikospinalis palya (corticospinal tract, CSpT) teriiletén.

4.2. Anyagok és médszerek
4.2.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket 350-380 g-os him Wistar patkanyokon végeztiik, amelyeket a
Pécsi Idegsebészeti Klinika kutatélaboratoriumanak allathdzédban standard koriilmények
kozott tartottuk, étellel és vizzel ad libitum ellatva. Az allatok tartasat és kezelését az

allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998. szamu kormanyrendelet eldirasainak
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megfelelden végeztiik. A kisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel

foglalkoz6 Etikai Bizottsaga (engedélyszam: BA 02/2000-26/2001) engedélyezte.

4.2.2. A centralis folyadék perkusszios modell kivitelezése patkanyon

Osszesen 21 felnétt Wistar patkanyt (350-380g) hasznaltunk a vizsgalatokhoz.
Ebbdl 18 allat részesiilt az elére meghatarozott miitéti protokoll [42, 97] alapjan
kozépsulyos (2 atm) CFP okoza koponyasériilésben, mig 5 allaton csak magat a miitétet
végeztiik el, de traumat nem kaptak (al-mit6tt csoport).

A mitéti eljaras soran az allatokat 5 percig eldaltattuk 4% isofluran (Abbot
Laboratories (Magyarorszag) Kft.), 70% N,O ¢és 30% O, keverékével. Intubalas utan a
mitét alatt a patkdnyokat mélyen altattuk 1-2% isoflurdn, 70% N,O és 30% O,
elegyével, altatogép segitségével (Inspira ASV, Harvard Apparatus USA). Az éllatok
testhdmérsékletét minden mitét alatt allandéan mértiik és 37 °C-on tartottuk egy
specialis fiitdpad segitségével (FHC BOWDOINHAM ME 04008 USA Temperature
Control). Az artérids oxigén szaturacidt az egyik hats6é végtagon elhelyezett pulzus-
oximéter (NONIN 8600 V) segitségével folyamatosan ellendriztiik egészen az allatok
¢bredéséig a mitétek utan. Intubalds utdn az Aallatokat sztereotaxias késziilékben
rogzitettiik, majd a fejtetd boérén ejtett hosszanti bemetszéssel feltartuk a koponya
Lambda és Bregma varratok kozotti részét. Két 1 mme-es lyukat furtunk a koponya jobb
oldali frontalis és occipitalis részébe 1 mm-re a Bregma és Lambda varratoktdl, majd
ezekbe a “korona” jobb rogzitése céljabol kisméretli csavarokat rogzitettiink; 4,8 mm
atmérdju koponyaléket furtunk a Lambda és Bregma varratok koézotti kozépvonalon a
durat sértetleniil hagyva. A “ korona” f6 részeként a lyuk felett miianyagbol késziilt
ugynevezett sapkat rogzitettiink, majd fogéaszati akrill segitségével a két kordbban mar
rogzitett csavarokat ¢és a sapka koriili terlileteken a sapka magassagaval megegyez6
szintig kialakitottuk a “koronat”. Az akrill megszaradasa utan a sapkat fiziologias
sooldattal toltottiik fel. A kisérlet allatokat kdzvetleniil a trauma képzése elott levettiik
az altatogéprdl, majd az allatok a FP berendezésre felhelyezve kozépsulyos (2 atm)
koponyatraumaban részesiiltek. A trauma utan az allatok a spontan 1égzés visszatéréséig
megfigyelés alatt alltak, s ha 20 mp alatt nem tért vissza a spontan 1égzés, akkor
1élegeztetd gépre kertiiltek, ahol 100% O,-t kaptak a 1égzés normalizalodasaig. A miitét

végén az allatok fejborét Gsszevarrtuk, és egyesével visszahelyeztiik a sajat ketreciikbe.
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4.2.3. L.c.v. PACAP kezelés

A hatéanyag kezelt csoportban esetében (n=8) 30 perccel a trauma utan
folyamatos altatds alatt a Bregmat 0:0 koordinataju pontnak tekintve (Paxinos és
Watson, 1997) az AP:-1,0; L: 1,5; V:-3,5; agyteriilet felett fogaszati furd segitségével,
mikroszkdépos kontroll alatt megnyitottuk a koponyat, ¢és i.c.v. kezeléssel 100 pg
PACAP-ot 5ul fizioldgias séoldatban feloldva juttattunk be a jobb oldali agykamraba.
Mig a vehikulum kezelt csoport (n=8) esetében ezzel megegyezdé mddon fizioldgias

sooldatot kapott.

4.2.4. Immunhisztokémia

Trauma utan két oraval az 4llatokat intraperitonidlis pentobarbiturattal
tulaltattuk. Ezt kovetden sziven keresztiil elobb fiziologids séoldattal, majd 4%-os
paraformaldehiddel perfundaltuk Oket. Az agyakat a gerincveld agytorzsi szakaszaval
egylitt eltavolitottuk a fixalt allatokbol és egy ¢€jszakan keresztiil fixald oldatban taroltuk
(4%-o0s paraformaldehid). Az agytdrzsi részbdl egy medidlis Smm széles blokkot
vagtunk ki specidlis agyfeldarabolodast segitd eszkozzel (Braintree Scientific Inc.),
majd vibratom segitségével 30 um-es szeletekre vagtuk. Ezeket 0,1 M-os foszfat
pufferben taroltuk az immunhisztokémiai protokoll elvégzésének megkezdéséig. Az igy
elOkészitett metszeteket két részre osztottuk a kétféle immunhisztokémiai vizsgalathoz.

A karosodott axonalis transzport vizsgalatdhoz béta-amiloid prekurzor protein
C-terminusara (APP) hatdé poliklondlis antitesttel imunhisztokémiai vizsgéalatot
végeztiink. Az APP a gyors axondlis transzporttal szallitodik. A koponyatrauma okozta
agysériilés kovetkeztében létrejovéd axonalis karosodas soran az axoplazmatikus
transzport karosodik €s az APP felhalmozodik a karosodas helyén [22, 23, 26, 74, 92,
117, 118]. Az RMO-14 antitest a trauma kovetkeztében konformacié valtazason atesett
neurofilamentumok “M” alegységén talalhat6 “rod-domén”-hez kotddve a citoszkeleton
karosodasanak (NFC) kimutatasara alkalmas [23, 87, 105, 117].

Az agyszeleteken 30 percig 0,5 %-os hidrogén-peroxidal torténd endogén
peroxidaz blokkolasa utan a szeletek 3x10 percig torténd foszfat pufferes (phosafate
buffered saline, PBS) mosasa kovetkezett. Ezutan Stone leirdsa alapjan [141] citrat-
pufferben antigén-feltaras kovetkezett. Ujboli 3x10 percig tartd PBS-es mosas utn a
hattérgatlas miatt a metszeteket PBS €és a Vectastain ABC standard "Elite" kit (Vector)

1%-o0s 16széruméban inkubaltuk 35 percig. Ezutdn a primer antitesttel torténd kezelés
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kovetkezett, ami APP jelolés esetében nyul-anti-APP ¢és 16szérum keverékét (1:500),
mig RMO-14 jelolés esetében egér monoklonalis RMO-14 antitest és 16szérum
keverékét (1:500) jelenti egy €jszakan at torténd inkubalassal. Méasnap 3x10 percig tartd
PBS-es mosas utan a szekunder antitestel 1 oran at tartd inkubalas kovetkezett. Ujboli
3x10 perces PBS ben torténd mosas ¢és avidin biotin-peroxiddz komplexel torténd
inkubalas utan a szeleteket 3x10 percig PBS-ben mostuk. Ezutan az immunhisztokémiai
komplexet a lathatova tétel miatt 0,05%-0s diamino-benzidin (DAB) és 0,01%-os
hidrogén peroxid oldattal eléhivtuk. A DAB-al torténd el6hivas utan a metszeteket még
1x10 percig PBS-ben mostuk, majd a metszetek desztillalt vizbol vald targylemezre

felhuzésa és 30 percig tartd szaradasa utan lefedtiik a fénymikroszkopos vizsgalathoz.

A szovettani vizsgalatok elemzése Image-Pro Plus v5.0.1 segitségével

Az APP illetve RMO-14 immunopozitiv axonokat fénymikroszkép (Nikon),
hozzakapcsolt digitalis fényképezdgép (Spot Rt), valamint szamitogépes képvizsgald
programmal (Image-Pro Plus v5.0.1) elemeztiik. A korabbi leirdsok alapjan a DAI
legféképpen érintett terlilete a CSpT és a medialis hosszanti koteg (medial longitudinal
fascicle, MLF) agytorzsi szakasza, ezért ezeket a teriileteket elemeztik az
immunhisztokémiai protokoll elvégzése utan. Allatonként 6 agytorzsi szakaszrol
készitettiink digitalis képet 20-szoros nagyitisban. 45.000 pm’-es teriileten mind a

CSpT, mind az MLF teriiletén a kdrosodott axonokat 6sszeszdmoltuk.

Statisztikai analizis

A PACAP ¢s a vehikulummal kezelt csoport kozotti karosodott axonok
denzitasbeli (4tlag/mm?) kiilonbségét Student-féle t-probaval hasonlitottuk Gssze.

Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbséget, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

4.3. Eredmények

Az al-mitott  allatok immunhisztokémiai vizsgéalatnak fénymikroszkdpos
elemzése karosodott axonokat nem mutatott ki. Az APP immunopozitiv axonok
morfoldgiai képe megduzzadt, részben szétszakadt axondarabokat mutatott. Az RMO-
14 immunopozitiv axonok lobuléltak €s részben vagy teljes mértékben szétszakadtak a
fénymikroszkopos képen. Ezek a megfigyelések megegyeznek a mas kutatok altal

korabban mar hasonlé tulélési idot kdvetoen leirt karosodott axon-alakokkal [22, 24,
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139]. Sem az APP, sem az RMO-14 immunoreaktiv axonok morfoldgiai jellege nem
kiilonbozott a PACAP-, illetve a vehikulum kezelt csoportban.

Az eredmények fénymikroszkopos valamint statisztikai elemzése soran
megallapitottuk, hogy a kozépsulyos CFP okozta koponyatrauma utdn 30 perccel
torténd i.c.v. PACAP kezelés szignifikansan csokkentette mind az APP, mind az RMO-
14-immunopozitiv axonok denzitasdt a CSpT-ben a vehikulummal kezelt allatokhoz
viszonyitva. Ezzel szemben az MLF-ben szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk
sem az APP, sem az RMO-14-immunopozitiv axonok denzitdsdban a PACAP ¢és

vehikulummal kezelt csoport kozott (2-5. abra).

2. abra: Megduzzadt, részben szétszakadt APP immunopozitiv axonok
fénymikroszkopos képe a kortikospinalis payaban (CSpT, A és B) és a medialis
longitudinalis kotegben (MLF, C és D) a PACAP (A és C) illetve vehikulummal kezelet
(B ¢és D) allatok esetében.
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3.abra: Lobulalt, részben vagy teljes mértékben szétszakadt RMO-14 immunopozitiv

axonok a kortikospinalis payaban (CSpT, A és B) és a medialis longitudinalis kotegben

(MLF, C és D) a PACAP (A ¢és C) illetve vehikulummal kezelet (B és D) allatok

esetében.
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4. abra: APP immunopozitiv axonok atlagos denzitdsa CSpT és a MLF teriiletén a

PACAP és vehikulummal kezelet allatok esetében. Az adatok atlag/mm? + SEM-ben

kifejezve (*p< 0,05 a vehikulum kezelt csoporthoz viszonyitva).
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5. abra: RMO-14 immunopozitiv axonok atlagos denzitasa a CSpT és az MLF teriiletén
a PACAP és vehikulummal kezelet allatok esetében. Az adatok atlag/mm?”+ SEM-ben

kifejezve (*p< 0,05 a vehikulum kezelt csoporthoz viszonyitva).

4.4. Megbeszelés, kovetkeztetések

Munkéank az elsé olyan tanulmany, amely a CFP modellben bizonyitotta a
PACAP neuroporotektiv hatdsat DAI esetében. Eredményeink jol mutattdk, hogy a
kozépsulyos CFP modell okozta sériilés utan 30 perccel torténd i.c.v. 100 ug PACAP
kezelés szignifikdnsan képes volt csokkenteni a karosodott axonok denzitdsat a CSpT-
ben. Megfigyeléseink alatamasztjdk azokat a korabbi tapasztalatokat [137], melyek
szerint a diffiz TAI impakt acceleraids modellje esetében, a PACAP hatékony
gatloszerként milkddik az axondlis karosodas kovetkeztében létrejovd intraaxonalis
transzportzavar ¢s NFC kivédésében.

Megfigyeléseink ezen kiviil jol egybevagnak azokkal a korabbi tanulmanyokkal,
amelyek a PACAP neuroprotektiv hatdsat vizsgaltdk kiilonbozd in vitro és in vivo
vizsgélatok soran. E szerint in vitro koriilmények kozott a kiilonbozé sejtvonalakon
végzett kisérletek soran hatékony apoptozist gatld hatassal rendelkezik [132, 137], in
vivo mind az atmeneti (tranziens), mind a tartdos (permanens) fokalis iszkémia
allatkisérletes modellek esetében csokkenti az elhalt agyteriilet nagysagat [125, 137].
Teljes agyi iszkémia esetében az i.c.v. vagy intravénas PACAP kezelés gatolja az
iszkémia okozta sejtpusztulast a hippokampusz CAl regidjanak teriiletén [133]. A

Parkinson-kér — allatkisérletes modelljében a subtancia nigra dopamintermeld
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sejtcsoportjait megvédi a programozott sejthalaltol (apoptozis), valamint ezzel egyiitt
javitja funkcionalis kimenetelt [122, 123].

Habéar azok a folyamatok, melyekben a PACAP in vivo neuroprotektiv
tulajdonsaga érvényesiil egyelére még nem tisztazottak, az in vitro tanulmanyok szerint
a PACAP mind apoptozis-, mind gyulladasgatld hatassal rendelkezik. TAI esetében a
PACAP szignifikdnsan gatolja a kaszpdz aktivitast valamint az apototikus kaszkad
1étrejottében kulcsfontossagh szerepet jatszo molekulak miikodését [25, 48]. Ez a hatas
szintén megfigyelhetd idegsejtkultirakban és in vivo retina-sejttenyészetben is [120,
137]. A TAI létrejottében fontos szerepet jatszik az intraaxonalis mitokondriumok
integritasdnak megvaltozasa [24, 25, 106]. A koros mitokondrialis kdlcium akkumulécio
inaktivalja az akonitdz enzim mikodését, amely a {6 mitokondridlis enzim és
befolyasolja az idegsejtek ¢életképességét. A PACAP ezt az inaktivaciot gatolva képes
befolyasolni ezt a megvaltozott mitokondrialis integritast [145].

A kisérlet f6 megallapitasa, hogy CFP utan 30 perccel torténd i.c.v. 100 pg
PACAP kezelés szignifikdnsan csokkenti mind az APP, mind az RMO-14
immunopozitiv axonok denzitasat.

Mig az axondlis transzportzavar nem csak az egyetlen axonpusztulashoz vezetd
ut, mégis az anterograd transzport ilyen jellegii karosodasa, valamint az ennek
kovetkeztében létrejovo axonszakadas megakadalyozdasa a DAI egyik lehetséges
kulcsfontossagi kezelési moédjaként azonosithatdé. Megjegyzendd viszont, hogy a
PACAP neuroprotektiv tulajdonsdga csak a CSpT teriiletén volt szignifikdns. Ezen
palyarendszeren a karosodott axonok denzitasa valamint az atmérdjlik és lefutasuk mas,
mint ami a medialis hosszanti koteg teriiletén 1évé axonokra jellemz6 [92, 140], ez
részben magyarazhatja az eredményekben tapasztalt eltérést. Annak ellenére, hogy az
utobbi években kiterjed kutatds folyt olyan 1j hatéanyagok kifejlesztésére ¢€s
tesztelésére, amelyek képesek gatolni a DAI 1étrejottét okozd patobiologiai
mechanizmusokat, egyetlen klinikai vizsgalatban alkalmazott hatdanyag sem bizonyult
hatékonynak. Ezért az aprélékos preklinikai kivalasztas feltétleniil sziikséges ahhoz,
hogy a késObbiekben a klinikai tesztelések soran a kivalasztott szer maximalis
hatékonysagot nydjtson.

Vizsgalatainkat 6sszegezve azt szandékoztuk bemutatni, hogy a PACAP
axonoprotektiv hatassal rendelkezik, mely nem csak az impakt acceleracids, hanem a

CFP éllatkisérletes modellben kivaltott DAI esetében is igazolhato. A kordbbi, valamint
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a most bemutatott eredmények alapjan a PACAP potencialis jeloltnek szamit, mint

lehetséges hatdanyag a koponyasériilés okozta agyi karosodasok klinikai kezelésében.
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5. AZ ,L-2286"-EGY UJ POLI (ADP-RIBOZ) POLIMERAZ INHIBITOR
NEUROPROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA MARAMROU-FELE
IMPAKT  ACCELERACIOS PATKANY MODELLEL  VEGZETT
KOPONYATRAUMA ESETEBEN
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5.1.Bevezetés

A PARP egy kromoszomalis enzim, amely a sejtmagban taldlhatd, és fontos
szerepet jatszik a sejtek életciklusaban [34, 39, 158]. Olyan folyamatok mikodésében
vesz részt, mint példadul a DNS javitds [37], és a programozott sejthaldlnak, az
apoptozisnak a létrejotte [70].

A fehérje harom f6 strukturalis doménbdl all [126]:
1. DNS ko6t6 domén, amely két cink ujjat tartalmaz
2. automodifikéaciés domén

3. katalitikus domén

A Kkatalitikus domén felelés a NAD" nikotinamidda és ADP-rib6zza torténd
atalakitasaért [75]. Normalis koriilmények kozott a PARP a DNS-t javitd
folyamatokban jatszik szerepet, ezért miikodésének gatldsa a rakos betegek
kemoterapids kezelésében hasznosithato [69]. PARP talmiikddés esetében az ADP-rib6z
nagymértékli polimerizaciojdhoz vezet, melynek kovetkeztében a NAD+ szintje
nagymértékben lecsokken az intracellularis ATP szinttel egyiitt, ami nekrotikus uton
bekovetkezd sejthalalhoz vezet [100]. A PARP miikddésének ilyen jellegii aktivalodasa
fontos az olyan agyi szoveti karosodasok Iétrejottének folyamatdban, amelyek
Osszefiiggésben vannak a megndvekedett oxidativ stresszel, agyi iszkémiaval [45, 46],
Parkinson-koérral, amit 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine hoznak 1étre [34],
valamint gerincveldi sériilés esetében is [129].

A PARP kozponti szerepet jatszik a kaszpaztol-fiiggetlen, AIF kozvetitette
apoptozis 1étrejottében. Az AIF egy evolucidsan konzervalt mitokondridlis flavoprotein,
amely a mitokondridlis membran depolarizacidja utan szabadul fel [144]. Az
idegsejtekben az AIF-medialta apoptozis in vivo koriilmények kozott oxidativ stressz
[43, 158] kisérletes koponyatrauma okozta agysériilés és agyi iszkémia esetében jon
l1étre. Az utobbi években fény deriil arra, hogy a PARP aktivalodasa szerepet jatszhat a
kaszpaz-fiiggetlen apoptozis létrejottében. Ezért a PARP gatlok fontos terapias
lehetdségnek szamitanak koponyasériilés okozta agyi karosodas soran 1étrejovo nekrozis
illetve apoptozis 1étrejottének csokkentésében [128]. A PARP gatlok neuroprotektiv
hatdsunak bizonyultak széliités, folyadék perkusszidés koponyatrauma modellben,
valamint a Parkinson-kor éllatkisérletes modelljeiben [2, 34, 46, 73, 86].

Az olyan PARP gatlokat, mint a benzamid anal6g vegyiiletek és az isoquinolin
szarmazekok, mar kordbban is alkalmaztdk a PARP miikddésének vizsgalatara

koponyasériilés okozta agyi karosodas esetében [16, 17, 86, 128]. A kiilonb6zo
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allatkisérletes modelleken végzett sikeres kisérletek eredményeinek alapjan a PARP
gatlo vegyiiletek is fontos szerepet jatszhatnak a késobbi klinikai kezelések soran.
Kisérletiink soran egy uj fejlesztésii quinazolinone szarmazék PARP gatlo, az L-
2286 (2-[(2-piperidin-1-yletil)thio]quinazolin-4(3H)-one) (6.4bra) hatdsat vizsgaltuk
Marmarou-féle impakt acceleracios modell okozta koponyasériilés [53, 90] esetében a
diffuz axonalis kérosodéasra specifikus immunhisztokémiai modszerekkel, valamint

magatartasvizsgalatokkal.
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6. abra. Az [.-2286 szerkezeti képlete [108]

A vizsgalat elsd 1épése az L-2286 dozis-hatas gorbéjének meghatarozésa volt. A
masodik 1épésben az igy meghatarozott hatdsos dozis hatdsat vizsgaltuk trauma utén
kozvetleniil, illetve 30 perccel torténd kezelés utdn egyrészt APP és RMO-14
immunhisztokémiai vizsgalattal az agytorzsben, masrészt kiilonbozo

magatartasvizsgalatokkal.

5.2. Anyagok és médszerek
5.2.1. Kisérleti allatok

A Kkisérleteket Osszesen 68 darab 300-350 g-os him Wistar patkdnyokon
végeztiik, amelyeket a Pécsi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Kisérletes
Allattani és Neurobiologiai Tanszék allathazaban standard koriilmények kozott
tartottunk, étellel és vizzel ad libitum ellatva. Az allatok tartasat és kezelését az
allatkisérletek végzésérdl szolé 243/1998. szdmu kormanyrendelet eldirdsainak
megfelelden végeztik. A kisérleteket a Pécsi Tudomdanyegyetem dallatkisérletekkel

foglalkoz6 Etikai Bizottsaga (engedélyszam: BA 02/2000-21/2006) engedélyezte.
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5.2.2. Marmarou-féle impakt acceleracios modell patkanyon

A mitéti eljaras soran az allatokat 5 percig eldaltattuk 4% isofluran (Abbot
Laboratories (Magyarorszag) Kft.), 70% N,O és 30% O, keverékével. Intubalas utan a
mitét alatt a patkanyokat mélyen altattuk 1,5 % isofluran, 70% N,O és 30% O,
elegyével altatogép segitségével (Inspira ASV, Harvard Apparatus USA). Az allatok
testhdmérsékletét minden mitét alatt allanddan meértiik és folyamatosan 37 °C-on
tartottuk egy specialis flitdpad segitségével (FHC BOWDOINHAM ME 04008 USA
Temperature Control). Az artérids oxigén szaturacidt az egyik hatsd végtagon
elhelyezett pulzus-oximéter (NONIN 8600 V) segitségével folyamatosan ellendriztiik
egészen az allatok ébredéséig a mitétek utan. Intubalds utdn az allatokat sztereotaxids
késziilékben rogzitettilk, majd a fejtetd borén ejtett hosszanti bemetszéssel feltartuk a
koponya Lambda ¢és Bregma varratok kozotti részét. A koponya felszin alapos
letisztitasa utdn a Lambda és Bregma kraniometrias pontok kozotti tér kozepére, a
kozépvonalba egy rozsdamentes fémkorongot (10mm atmérdji és 3mm vastagsagl)
rogzitettiink, amivel kivédhetd egy esetleges koponyatdrés. A stlyos koponyasériilés
létrehozasa céljabol  két méter magassagbol 450g sulyt ejtettiink az allat
koponyacsontjdhoz rdgzitett fémkorongra. Trauma utdn a korongot eltavolitottuk a
koponya felszinérdl, majd a miitét utdn az allatok a spontan 1égzés visszatéréséig
megfigyelés alatt alltak, s ha 20 mp-ig nem tért vissza a spontan 1égzés, akkor azonnal
vissza lettek helyezve az altatogépre, ahol 100% O,-t kaptak a 1égzés
normalizalédasaig. A mitét végén az allatok fejborét Osszevarrtuk, és egyesével
visszahelyeztiik a sajat ketreclikbe. Az al-miitott allatokon ugyan ezt a miitéti eljarast

alkalmaztuk, de traumaban nem részesiiltek.

5.3. Immunisztokémia

Lev. L-2286 dozis-hatas gorbeéjének megallapitasa APP immunhisztokémiai

vizsgalattal

Harminc perccel a trauma utdn folyamatos altatas alatt dozisonként 5-5 allatot
10, 50 illetve 100 pg/patkany 5 ul fiziologias s6oldatban feloldott, i.c.v. adott L-2286-al
kezeltiink a kovetkezd koordinatdk alapjan a Bregmat 0:0 koordinacidés pontnak
tekintve: AP:-1,0; L: 1,5; V:-3,5;. A vehikulum kezelt csoport (n=5) ugyanekkora
mennyiségli fiziologids sdoldatot kapott a hatdoanyaggal kezelt csoportokkal megegyezd

modon. Trauma utan 2 6raval ezeket az allatokat a ,,4.2.5. Immunhisztokémia”-részben
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ismertetett eljarasnak vetettiik ald azzal a kiilonbséggel, hogy csak az APP-
immunopozitiv axonok denzitdsat hataroztuk meg a CSpT agytorzsi szakaszaban.

Terapias ablak meghatarozasa i.c.v. 100 ug/vatkany L-2286 esetében

A vizsgalat kovetkezd részében az allatok egy részét kozvetleniil (n=6), a masik
részét 30 perccel a trauma utdn (n=6) az eldébb ismertetett modon i.c.v. 100 pg/patkany
L-2286-tal kezeltiink, melyet a jobb oldali agykamrdba juttattunk (olddszer: Sul
fiziologias sooldat). A két kezelési idépontnak megfeleléen a 2 vehikulum kezelt
csoportot (n=6;6) ezzel megegyez0 mddon Sul/patkdny fizioldgias sdoldattal kezeltiik.
Az immunhisztokémiai vizsgalathoz a trauma utan 2 oraval ezeket az allatokat is a

,»4.2.5. Immunhisztokémia”-részben ismertetett eljarasnak vetettiik ala.

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

Az APP immunopozitiv axonokat fénymikroszkop (Nikon), illetve
hozzakapcsolt digitalis fényképezdgép (Spot Rt), valamint szdmitdgépes képvizsgalo
program segitségével (Image-Pro Plus v5.0.1) elemeztiik. Allatonként 6 agytorzsi
szakaszrol készitettiink digitalis képet 10-szeres nagyitasban. 180.000 pm?-es teriileten

mind a CSpT, mind az MLF teriiletén a karosodott axonokat dsszeszamoltuk.

Statisztikai analizis

Az L-2286, illetve vehikulum kezelt csoport kozotti karosodott axonok
denzitasbeli (4atlag/mm?) kiilonbségét mindkét vizsgalati idépontban Student-féle t-
probaval hasonlitottuk 6ssze. Szignifikdnsnak tekintettiik a kiilonbséget, ha a p érték

kisebb volt, mint 0,05.

5.4. Magatartasvizsgalatok

Beam-balance teszt

A mutét elétt 1 nappal minden egyes kisérleti allatot addig edzettiik, amig
képesek lettek az egyensulyukat megtartani 60 mp-ig egy 1,5cm szélességli fabol
késziilt gerenddn, amit 60cm magassagban helyeztiink el egy szivacspdrna felett.
Minden kisérleti csoportban 1évo allatot miitét utan 1 6raval és a miitétet kovetéen 1-7
napig naponta egyszer teszteltiik, majd az egyes csoportok napi eredményeit értékeltiik.

A kovetkezd besoroldsi rendszer alapjan értékeltik az egyes allatok

teljesitményét [33]:
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1. egyensulyi helyzetet vesz fel a gerendan

megfogja a gerenda oldalat és/vagy egyenetlen mozgasokat tesz
atkarolja a gerendat vagy ,,csiszkal” rajta leesés nélkiil
megkisérli az egyensulyi helyzet felvételét, de ekdzben leesik

fligg a gerendan, majd leesik

S i

egyaltalan nem kisérli meg a fentmaradast a gerendan

Open-field teszt

Az open-field tesztet a trauma utdni spontdn lokomotoros aktivitds vizsgalatara
hasznaltuk. Az eszkdz egy 70x70cm alapteriiletii és 5S0cm magassagu a lada, amelynek
az alja 16 egyenld méretli négyzetre van osztva. A centralis zona a doboz kdzepén 1évd
2x2 négyzet, a periférias zona a kiilsd maradék 3x4 négyzet. A vizsgalat napjan fél
oraval a tesztelés eldtt az allatokat a vizsgaldszobaba vittilk. Ezutan minden egyes
allatot 5 perces id6tartamra az open-field kozepére helyeztik ¢és videokamera
segitségével rogzitettiik az egyes allatok tevékenységét. A ,,crossingok” (min. 3 1ab egy

négyzetben) és agaskodasok szamat értékeltiik az 5 perces vizsgalati id6tartam alatt.

Emelt keresztpallo teszt

Az emelt keresztpallo teszt a szorongas vizsgélatdra alkalmas. Az eszkoz Im
magassagban helyezkedik el. Négy, kozépen egymasba nyilé egyenlé méretti karbol all
(45 cm hosszu és 10 cm széles 1-1 kar), amelybdl 2 kar 3 oldala teljesen nyitott (nyitott
kar), viszont a masik 2 kar 3 oldala 30cm magas fallal van koriilvéve (zart kar). A
vizsgalat napjan fél oraval a tesztelés el6tt az allatokat a vizsgaloszobaba vittiik. Ezutan
minden egyes allatot 5 perces idOtartamra a berendezés kozepére helyeztiink ¢€s
videokamera segitségével rogzitettiik az egyes allatok tevékenységét. A felvételek
alapjan a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk az egyes csoportokban: fejbedugasok
(,,head dip”) szdma a nyitott karba, a mellsé két labbal vald belépések szama a nyitott

karba, valamint a nyitott illetve zart karban tolt6tt idétartam.

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 értékeltiik. Az open-field és az emelt

33



keresztpallo tesztek adatait Dunnett-féle poszt teszttel kiegészitett egyutas ANOVA-
teszttel értékeltiik. Minden esetben a kiilonb6z6 csoportok kozotti eredmények

Osszehasonlitdsakor *p<0,05 és **p<0,01 értékeket hatdroztunk meg szignifikdnsnak.

5.5. Eredmények
5.5.1. Immunhisztokémia

Az i.cv. L-2286 hatasa sulyos koponvasériilés utan

Az immunhisztokémiai vizsgélatok elsd részében az L-2286 harom kiilonb6zo
dozisanak hatasat vizsgaltuk. A trauma utan 30 perccel torténd i.c.v. 10 pg/patkany L-
2286-al kezelés hatastalannak bizonyult, mivel nem csokkentette a jelolt axonok
denzitasat a CSpT-ben. Az i.c.v. 50 pg-al torténd kezelés ezzel ellentétben viszont mar
csokkentette az APP immunopozitiv axonok szdmat, de ez a vivoanyaggal kezelt allatok
értékeihez képest statisztikailag még nem bizonyult szignifikdnsnak. A harom vizsgalt
doézis koziil csak az i.c.v. 100 pg-al torténd kezelés bizonyult kelléen hatdsosnak, igy a

vizsgalatok tovabbi részében ezzel a dozissal folytattuk a munkat (7-8. abra).

O vehikulum
450 oo 010 g
400 |~ < - @50 ug
10 I
300 - J- 4+
250 N B o o B
200 4

150

100 -

APP immunoreaktiv axonok atlag denzitasa
W
(e}

(=]
L

7.4bra APP immunhisztokémiai vizsgalat: kiilonb6z6 dozisu i.c.v. L-2286 hatasa 30
perccel a trauma utan. Az adatok atlag/mm”+ SEM-ben kifejezve (** p<0,01 a

vehikulummal kezelt allatokhoz képest).
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8.abra APP-IR axonok a CSpT teriilet 2 6réval a koponyasériilés utan vehikulum (A)

illetve i.c.v. 100 pg/patkany L-2286-al torténd kezelés esetében (B).

A szovettani vizsgalatok masodik részében az elsd vizsgalat sordn hatdsosnak
bizonyult dozist vizsgaltuk a trauma utan két kiilonb6z6 idépontban toérténd kezelés utan
immar nem csak APP, hanem RMO-14 immunhisztokémiai analizissel is.

Az APP immunhisztokémiai analizis fénymikroszkoppal torténd elemzése soran
megallapitottuk, hogy mind a trauma utan kozvetleniil, mind a 30 perccel torténd i.c.v.
100 pg/patkany L-2286-al torténd kezelés a vehikulummal kezelt allatok eredményeihez
képest szignifikdnsan csokkentette a karosodott axonok denzitasat (karosodott axonok
szama/mm®) mind a CSpT-ben, mind az MLF-ben. A két kezelési idépont kozott
statisztikai kiilonbség nem volt kimutathat6 (9. és 11. abra).

Az RMO-14 immunopozitiv axonok esetében az elobbiekhez hasonléan mindkét
idépontban torténd kezelés hatdsosnak bizonyult, vagyis mind az azonnali, mind a
trauma utdn 30 perccel torténd kezelés szignifikansan csokkentette az RMO-14
immunopozitiv axonok szamat mindkét vizsgalt agyteriileten. Megjegyzendd viszont,
hogy ellentétben az APP immunhisztokémiai vizsgalattal, ebben az esetben a két
kezelési idOpont kozott szignifikdns kiilonbség volt kimutathatd, miszerint a sulyos

trauma utdn kozvetleniil beadott 100 pg/patkany L-2286 nagyobb mértékben képes
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csokkenteni az RMO-14 immunopozitiv axonok szamat, ami mind a CSpT, mind az

MLF teriiletén egyarant megfigyelhetd volt (10. és 11. &bra).

450 pommmmmmmm e OMLF
400 & m o

350 f b
300 - |
20+ L
200 -
150
100 -

50 -

APP immunreaktiv axonok atlag denzitiasa

vehikulum L-2286 azonnali L-2286 30 min kezelés
kezelés

9. abra APP immunoreaktiv axonok denzitasa a CSpT és MLF teriiltén. Az adatok

atlag/mm” + SEM-ben kifejezve (** p<0,01 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).

180
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 +
20

vehikulum L-2286 azonnali L-2286 30 min kezelés
kezelés

RMO-14 immunoreaktiv axonok atlag denzitisa

10.abra RMO-14 immunoreaktiv axonok denzitasa a CSpT és MLF teriiltén. Az adatok
atlag/mm” + SEM-ben kifejezve (** p<0,01 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).
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. L-2286 azonnali P értck a 1-2286 30 pérték a
vehikulum , vehikulumhoz  percel a .
kezelés . . vehikulumhoz
képest trauma utan
APP
immunopozitiv|
axonok
CSpT 345,61+41,56 72,50+8,54 p<0,01(**) 87,61+8,86  p<0.01 (**)
MLF 285,33+48,90 45,59+4,09 p<0,01(**) 71,17£7,23 p<0,01 (**)
RMO-14
immunopozitiv|
axonok
CSpT 88,29+6,55 5,56+2,98 p<0,01(**) 45,81£5,04  p<0,01 (**)
MLF 131,66+21,39 16,01+3,04 p<0,01(**) 42,9242 3 p<0,01 (**)

11.4abra Trauma utdn azonnal illetve 30 perccel torténd kezelés i.c.v. 100 pg/patkény L-
2286-al: APP and RMO-14 immunhisztokémiai vizsgalat. Az adatok atlag/mm”+ SEM-

ban kifejezve (** p<0,01 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).

5.5.2. Magatartasvizsgalatok

Az i.cv. L-2286 hatasa a beam-balance tesztben

A beam-balance tesztben az L-2286 sulyos trauma kdvetkezményeként kialakulo
karosodott motoros funkcidkra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A teszt soran az al-mtott
allatok esetében semmilyen jellegii motoros teljesitmény-beli karosodast nem
tapasztatunk. Azoknal az éallatoknal, amelyek a trauma utdn csak vivéanyagot
(vehikulum kezelt) kaptak, a motoros teljesitmény nagymértékben leromlott és az utolso
vizsgalati napra sem érték el az al-miitott allatok teljesitményét.

A trauma utan azonnal torténd i.c.v. L-2286 kezelés ugyan javitotta a trauma
hatdsara kialakuldé motoros teljesitmény karosodasat, de a vehikulummal kezelt
csoporthoz viszonyitva szignifikans kiilonbséget csak az elsd vizsgalati idopontban
tapasztatunk (trauma utdn 1 oOra). A tobbi id6pontban szignifikans kiilonbséget a
vehikulum ¢és a trauma utan kozvetleniil L-2286-al kezelt csoport kozott nem
tapasztaltunk, valamint a teljes vizsgdlat alatt ezen allatok a maximalisan elérhetd
értéket (1) nem érték el.

Ezzel ellentétben a trauma utan 30 perccel L-2286-al kezelt allatok a negyedik
vizsgalati napon ezt az értéket elértek (1) és a tovabbi harom nap sordan ezt a

teljesitményt meg is tartottdk. Tovabba ezen csoport -a vehikulumal kezelt allatok

37



beam-balance beli teljesitményéhez képest- az elsd vizsgalati idépont teljesitményét
leszamitva a teljes vizsgalat alatt szignifikdnsan jobban tejesitettek.

A két kezelési modot dsszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a beam-balance
tesztben ugyan mindkettd javitja a karosodott motoros funkciokat, de a trauma utan 30
perccel torténd i.c.v. 100 pg/patkany L2286-al torténd kezelés hatdsosabbnak tiinik,

mint a trauma utan azonnal torténd kezelés ( 12. és 13. dbra).

—O— al-miitott

7 i sksk % sk

64 —l— vehikulum

5 —&— 0 min
x4 30 min
-t
L
\@ 3 i

2 4

1 4

0 ] T T T T T T T Id6

16ra 1nap 2nap 3nap 4nap 5S5nap 6nap 7nap

12.4bra Az i.c.v. 100 pg/patkany L-2286 hatasa a beam-balance tesztben. Az adatok
beam-balance értek + SEM-ben kifejezve (*p<0,05 és ** p<0,01 a vehikulummal kezelt
allatokhoz képest).

Az i.c.v. 100ug/patkany L-2286 hatasa az open-field tesztben

Az open-field tesztben a lokomotoros aktivitds karosodasat vizsgaltuk.
Eredményeink szerint a fiziologids sooldattal kezelt (vehikulum) allatoknal crossing és
az agaskodasok szama szignifikansan kevesebb, mint amit a trauméban nem részesiilt
al-mitott allatok esetében regisztraltunk. Tehat ezen allatok lokomotoros aktivitasa
karosodott.

A vizsgélat soran megallapitottuk, hogy a vehikulum kezelt allatokhoz képest a
trauma utdn kozvetleniil L-2286-al kezelt allatoknal javulas nem volt megfigyelhetd. A
harom vizsgalt paraméter koziil a trauma utan 30 perccel torténd kezelés L-2296 is csak
a mosakodisok szamat novelte szignifikdnsan (13 és 14. abra). Osszeségében
megallapitottuk, hogy az i.c.v. 100pg/patkany L-2286-al torténd kezelés egyik kezelési

idépontban sem javitotta jelentds mértékben a karosodott lokomotoros aktivitast.
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pérték a

pérték a

al-mitott  vehikulum p”ert eliaz ‘fl- L-2.286 . vehikulumhoz L-2286 30 p erf'cel vehikulumhoz
miitotthoz képest azonnali kezelés . a trauma utin .
képest képest
Beam-
balance
1 ora (értek) 1 6 p<0,001 (***) 3,8+0,58 p<0,05(*) 4,8+0,2 nsz
1 nap (érték) 1 5,6+0,24 p<0,001 (**%*) 3,4+0,4 nsz 2,6+0,24 p<0,01(**)
2 nap (érték) 1 4,8+0,2 p<0,001(**%*) 3+0,55 nsz 2,4+0,24 p<0,05(*)
3 nap (érték) 1 5,2+0,2 p<0,001 (***) 2,6+0,6 nsz 1,4+0,24 p<0,01(**)
4 nap (értek) 1 4 p<0,001(***) 240,55 nsz 1 p<0,01(**)
5 nap (érték) 1 3,840,2 p<0,001 (**%*) 2,2+0,73 nsz 1 p<0,01(**)
6 nap (érték) 1 3+0,32 p<0,001 (**%*) 2+0,55 nsz 1 p<0,01(**)
7 nap (érték) 1 2,240,22 p<0,001 (***) 1,6+0,67 nsz 1 p<0,05(*)
Open-field
”Crz’dsgl)“g 117,442,77 75,8£6,09  p<0,001 (***)  98.4+11,45 nsz 90+15,99 nsz
M"i(";l;‘)’das 3343,61  19,84139  p<0,001 (***) 28,6£2,5 nsz 30,6+4,37 p<0,05 (*)
Ag?ﬂ;‘;das 1,4£0,93  1,2+0,97 nsz 0,6+0,24 nsz 1,240,73 nsz
Emelt
keresztpallo
Fejbetétel
nyitott karba| 6+1,58 10,4+0,51 p<0,05 (*) 7+1,13 p<0,05(*) 6,6+1,21 p<0,05 (*)
(db)
Belepés a
nyitott a 4.4+1,21 2,6+0,87 nsz 3,6+£0,26 nsz 3,2+0,66 nsz
karba (db)
Nyitott
karban toltott| 46,8+10,17  1,6+0,98 p<0,01(**) 78,8+2,11 p<0,01(**) 68+13,67 p<0,01 (**)
id6 (mp)
Zart karban
161ttt idé  [253,2+10,17 298,4£0,98  p<0,01(**) 22142,11 Pp<0,01(**) 2322+13,67  p<0,01 (**)
(mp)
Agaskodis a
p<0,01 (**) 12,2+1,18 nsz 15,4+2,16 nsz

zart karban

(db)

17,6+£0,98 12,6+0,51

13.abra Az i.c.v. 100 pg/patkany L-2286 hatdsa a stlyos koponyatrauma utan a beam-

balance, open-field és emelt keresztpalld tesztben (nsz: nem szignifikans kiilonbség).

Az adatok az adott magartas vizsgalat értéke (érték, darab, mp) + SEM-ben kifejezve az

al-mtatt ill. vehikulummal kezelt allatokhoz képest).
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14.abra L-2286 hatdsa a mosakodéasok szamara az open-field tesztben. Az adatok
darabszam/5 perc = SEM-ben kifejezve (*p<0,05 a vehikulummal kezelt allatokhoz
képest).

Az i.c.v. 100 ug/patkany L-2286 hatasa az emelt keresztpallo tesztben

Ebben a tesztben a trauma utdn emberben is gyakran kialakuld szorongas
szintjének valtozasat vizsgaltuk az [.-2286-al torténd kezelés tiikrében.

Eredményeink elemzése soran megallapitottuk, hogy a sériilés utan a
vehikulummal kezelt allatoknal szorongéas volt megfigyelhetd, ugyanis az al-mtott
allatokhoz képest sokkal kevesebb id6t toltottek a védelmet nem nyujtd nyilt karban,
vagyis eldnyben részesitették a zart kart. Szignifikans kiilonbséget az al-miitott és a
vehikulum kezelt allatok teljesitménye kozott a kovetkezd paraméterek esetében
tapasztaltunk: fejbetétel nyitott karba, nyitott illetve zart karban toltott 1do.

Az 1-2286-al kezelt allatok esetében azt tapasztaltuk, hogy esetiikben az a
megemelkedett szorongasi szint, amit a vivOanyaggal kezelt allatok esetében
tapasztaltunk, szignifikdnsan lecsokkent, mivel hozzajuk képest szignifikdnsan t6bb id6t
toltottek a nyitott karban és ezzel egyiitt szignifikdnsan kevesebb 1d6t a zart karban.

A trauma utdn 30 perccel torténd kezelés esetében is hasonld eredményt
kaptunk, de az al-miitott allatokhoz képest ez a kismértékben talzott “batorsag” mar
kevésbé volt megfigyelhetd (13. valamint 15-17. abra). Tehat az i.c.v. L-2286 kezelés

csokkentette a trauma utdn fellépd szorongas szintjét.
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15.4bra Az i.c.v. 100pg/patkédny L-2286 hatasa a fejbetétel nyitott karba paraméterre.
Az adatok darabszam/5 perc + SEM-ben kifejezve (*p<0,05 a vehikulummal kezelt
allatokhoz képest).
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16.abra Az i.c.v. 100ug/patkdny L-2286 hatasa a zart karban t61t6tt idére. Az adatok
mp + SEM-ben kifejezve (*p<0,05 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).
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17.abra Az i.c.v. 100ug/patkdny L-2286 hatasa a nyitott karban t6ltott idore. Az adatok
mp + SEM-ben kifejezve (*p<0,05 a vehikulummal kezelt allatokhoz képest).

5.6. Megbeszélés, kovetkeztetések

Korabbi vizsgalatok alapjan a Marmarou-féle impakt acceleracios modell okozta
diffuz agykéarosodas a motoros ¢és magatartasi/kognitiv funkciok karosodasat is
eredményezi [71, 155]. A DAI kordbban ismertetett korfolyamatait a neurofilament
kompaktaciot és az axoplazmatikus transzport zavarat jelzé markerek segitségével
vizsgaltuk az L-2286 hatékonysaganak feltarasara. Eredményeink igazoltdk, hogy
mindkét marker alapjan szignifikdnsan csokkent az axonkarosodas mértéke a motoros
funkciok palyarendszerét reprezentaldé CSpT-ben, illetve a szenzoros informaciot
kozvetit6 MLF-ban.

Az APP-immunoreaktiv és RMO-14-immunoreativ axonok denzitdsanak eltérd
mértékli csOkkenése megerdsitette azt a megfigyelést, hogy az axon-karosodas
heterogén jelenség, mely nem minden tengelyfonatban jelenti ugyanazon korfolyamatok
aktivalodasat [91, 140]. Ez a megfigyelés ujra alatdmasztja, hogy az igazsagiigyi
orvostani gyakorlatban évtizedek ota a DAI egyediili markerének tartott APP kimutatasa
messze alulbecsiilheti a karosodott axonok szamat, sot, esetleges fals negativ
véleményre is vezethet.

A funkcionalis kimenetelt értékeld  kisérletek eredménye  alapjan
megallapitottuk, hogy a DAI ezen modelljében, amely elsésorban a motoros rendszert

karositja, a PARP inhibitorral torténd utokezelés képes volt javitani a trauma
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kovetkeztében karosodott motoros teljesitményt (beam-balance teszt), ¢és
nagymértékben csokkenteni a trauma utan kialakuld szorongds szintjét (emelt
keresztpallo teszt), vagyis javitja a funkcionalis kimenetelt.

E vizsgalatok nem nyujtottak arra véalaszt, hogy a PARP inhibitor pozitiv hatdsat
kizarolag a DAI gatlasa révén okozza, vagy esetleg szerepet jatszhat a Marmarou-féle

koponyatrauma modellben igazolt diffuz neuralis kdrosodas kivédése is.
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6. TRANZIENS FOKALIS AGYI ISZKEMIA OKOZTA ,SOTET”
IDEGSEJTEK SORSA NEM-NEKROTIKUS ES NEM EXCITOTOXIKUS
SZOVETI KORNYEZETBEN: NEUROBIOLOGIAI KOVETKEZTETESEK

A fejezet alapjaul szolgalo publikacio:

Kovesdi E., P4l J., Gallyas F.: The fate of ,,dark” neurons produced by transient focal
cerebral ischemia in a non-necrotic and non-excitotoxic environment: neurobiological

aspects. Brain Res. 2007 May 25;1147:272-83.
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6.1. Bevezetés

Tobb mint egy ¢évszazada Flesh [52] mutatott ra arra, hogy kiilonb6z6
neurologiai betegségek kovetkeztében meghaltak agyaban dramai mértékben (>50%)
zsugorodott és hiperkromatikus idegsejtek taldlhatok, kiilonféle lokalizacidoban és
kiilonféle aranyban. Ezen - tradiciondlisan ,,s0tét”-nek nevezett - idegsejtek
patogenezise vitatott targy a neuropatologidban [4], amely ezeket négy morfologiai
tipusba sorolja [67]: Huntington tipusuak (Huntington-korban), artefakt tipusuak (post
mortem képzddnek kiilonb6zd mechanikai hatdsokra), reverzibilis tipusuak
(hipoglikémia, epilepszia vagy iszkémia korai stddiumdban), valamint irreverzibilis
tipusuak (hipoglikémia, epilepszia vagy iszkémia késoi stadiumaban talalhatok meg).

Az utobbi néhany évben egyes kutatok Uj eredményeket mutattak be
koponyatrauma, elektromos sokk, vagy hipoglikémia hatasara - viszonylag ép szoveti
kornyezetben képzddd - ,,sotét” idegsejtek képzodési mechanizmusara, regeneracios
képességére illetve pusztuldsanak modjara vonatkozodan [35, 56, 57, 160]. Ezekbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a ,,s6tét” idegsejteknek egyetlen sejtbiologiai tipusa van, a
fenti négy morfologiai tipust a kéros kdrnyezet ,,erdszakolja” rajuk [60].

Jelen kisérlet sordn az arteria cerebri media - intraluminérisan bevezetett
vékony filamentel valé [82]egy-0ras elzarasanak hatdsara — ép szoveti kornyezetben -
képz6do ,,sotét” idegsejtek morfologiai valtozédsait kovettiik nyomon a talélési 1d6
fiiggvényében, abbdl a célbol, hogy iszkémia esetében is igazak-e a fenti harom esetben

talaltakbol levont neurobioldgiai kdvetkeztetések.

6.2. Anyagok és moédszerek
6.2.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket 200-220 g-os him Wistar patkanyokon végeztiik, amelyeket a
Pécsi Idegsebészeti Klinika kutatolaboratoriumanak allathdzéban standard koriilmények
kozott tartottuk, étellel és vizzel ad libitum ellatva. Az allatok tartasat és kezelését az
allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998. szdmu kormanyrendelet eldirdsainak
megfelelden végeztiik.
6.2.2. Patkany tranziens fokalis agyi iszkémia modell

A mitétek alatt az allatokat altatogép segitségével (SurgiVet respirator,
Waukesha, WI, USA) lélegeztettiik 2,5% isoflurane, 30% oxigén és 67,5% dinitrogén-
oxid keverékével. 24 patkany esetében a jobb oldali arteria cerebri media-t a Koizumi

¢s mtsai. altal leirt mutéti eljaras szerint [82]1 orara lezartuk. A miitét soran a nyakon a
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jobb oldali arteria carotis teriiletét feltartuk, majd az arteria carotis 10 ¢és
pterigopalatinus agat elkotottilk. A arteria carotis kiils6 dgan keresztiil egy lekerekitett
végl 4-0-s mllanyag sebészeti fonalat vezettiink fel az arteria cerebri media-hoz, majd
1 oran keresztil ott tartottuk. Végil a fonalat eltavolitotuk ¢és a keringést
helyreallitottuk.

Kozvetleniil ezutan 3 darab patkanyt sziven keresztiil perfundaltunk 500 ml
glutaraldehides fixaloval. A tobbi allat esetében kiilonb6zo talélési idoket alkalmaztunk,
ezen id6pontokban a perfuzid eldtt az allatokat intraperitonidlisan 25 mg/ml thiopental
¢s 5 mg/ml diazepam 1:1 ardnyu keverékével 2 ml-t beadva testsuly-kilogrammonként
talaltattuk. Glutaraldehides fixalas esetében a tulélési idok a kovetkezok voltak: 1 ora, 4
ora, 1 nap, 2 nap ¢és 1 hét (vizsgalati idOpontonként 3 darab éllat), mig a formaldehides
fixalas esetében: 1 ora, 1 nap és 2 nap (vizsgalati idépontonként 2 darab allat).

Tovébbi 9 allat a fent ismertetett miitéti eljarason keresztiil esett at (al-mtétt,
tovabbiakban kontroll allatok), de ezeknél a fonalat kozvetleniil a behelyezés utan
eltavolitottuk. Ezen kontroll patkdnyok koziil harmat kdzvetleniil a miitét utan, majd a

maradék 3-3 patkanyt 1 oréval illetve 24 ora elteltével sziven keresztiil perfundaltuk.

6.2.3. Szovettani feldolgozas

A sziven keresztlili perfuzid utdn 1 nappal az agyakat eltavolitottuk a
koponyabdl [29]. A glutaraldehiddel fixalt agyak kozépsd 2/3-részébdl 150 pm
vastagsdgu metszeteket készitettiink frontalis sikban metszve vibratom segitségével.
Minden 6tddik metszetet egy specidlis eziistozési eljarassal festettiink meg, amely
specifikus a ,,s0tét” idegsejtekre [59] és reprodukalhatd eredményt képes nyajtani [103].
A modszer alapjan a metszeteket felszallo alkohol-sorban (1-propanol) viztelenitettiik,
majd 16 h-n at 56 °C fokon 0,8 % kénsavat és 2 % vizet tartalmaz6 I-propanol oldatban
inkubdltuk (észterifikacid). Ezutan a metszeteket rehidraltuk leszalld alkohol sorban (1-
propanol), 10 percig 1 %-os ecetsavba helyeztiik, majd egy specidlis fizikai el6hivod
oldatba meritettiik, amig vilagos barnava valtak.

Az elektronmikroszkopos szovettani feldolgozashoz 2x2 mm’-es darabokat
vagtunk ki a caudo putamen és temporalis cortex azon teriileteirdl, ahol az eziistdzés
utdn kompaktalodott idegsejteket vagy axonokat tartalmaztak az elobb ismertetett
eljarassal megfestett metszetek. Ezeket a darabokat egy oran keresztiil,

szobahOmeérsékleten utofixaltuk 2 %-o0s ozmium tetroxid és 3 %-o0s kalium ferrocianid
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1:1 aranyu keverékével, ezutan Durcupan ACM-be agyaztuk, majd 1 um vastagsagu
félvékony metszeteket készitettiink. Ezeket a metszeteket 0,05 % toluidin kéket, 0,05 %
natrium-tetraboratot és 0,1 % szacharézt (pH 9,5) tartalmazo oldatba helyeztiik 1 percre,
90 Celsius fokon. A metszetek toluidin-kékkel valo festésével azonositottuk a vizsgélni
kivant teriileteket. Ezutan vékony (50 nm) vastagsagli metszeteket készitettiink,
amelyeket ,,gridekre” huztunk, majd 5%-os uranil-acetattal 2 percig és 0,5 %-os 6lom-
citrattal 1 percig kezeltiik a metszetek kontrasztositasanak céljabol. Az ultrastrukturalis
vizsgéalatokat JEOL JEM 1200EX tipust transzmisszids elektronmikroszkdppal
hajtottuk végre.

A formaldehiddel fixalt agyak kozépso 2/3-at paraffinba agyaztuk, majd 10 um
vastagsagu szeltekre metszettiik szankamikrotom segitségével. Minden tizedik metszetet
0,1 %-os krezil ibolyaval (oldészer: 0,01%-0s ecetsav) vagy 1%-os savanyu fukszin
(olddszer: 0,01%-o0s ecetsav) oldattal festettilk. Ezekbdl a metszetekbdl olyan
teriileteket valasztottunk ki az apoptozis vizsgalatahoz, amelyek az elobb emlitett festési
eljarasok sordn karosodott idegsejteket tartalmaztak. Az igy kivalasztott darabokat in
situ sejthalal detektalo (TUNEL) kereskedelmi forgalomban kaphat6 kit-el (Roche, Cat.
No. 11684817910) a termék hasznalati utasitasa szerint feldolgoztuk ¢és

fénymikroszkoppal értékeltiik.

6.3. Eredmények
6.3.1. Fénymikroszkopos megfigyelések

A filament eltavolitdsa utdn azonnal fixalt patkdnyokban a jobb oldali caudo
putamen néhany idegsejtjének szoma-dendrit doménje homogénen eziistoz6dott (18.
abra a). Ez volt megfigyelhetd néhany piramis sejtnél is a jobb oldali temporalis cortex
teriiletén (19. abra a). Az 1, vagy tobb 6rat talélt allatoknal a nativ, festetlen metszeten
megfigyelhetd volt a karosodott (nekrotikus, excitotoxikus) teriilet elhelyezkedése fazis-
kontraszt vizsgélat alapjan (20. abra e). Az 1 napig tuléltetett allatoknal ezen a teriileten
a temporalis cortex szamos megduzzadt dendritet és asztrocita nyualvanyt, tovabba
normal kinézetli idegsejtet, oligodendrogliat, pericitat és endothel sejtet tartalmaztak,
tovabba néhany ,,sotét” idegsejtet. Egy, 4 ¢és 24 ora tulélés utdn a karosodott
idegsejtek szémdjaban és dendritjei mentén mitokondrium méretii eziist-gobok voltak
megfigyelheték (18. dbra b és 19. dbra c), ami a regeneralodo ,,sotét” idegsejtekre
jellemz6 tulajdonsag [35]. Egy ora talélés utan a nekrotikus teriileten ill. 1 és 4 ora

talélés utan a temporalis cortex excitotoxikus teriiletén szamos olyan homogénen-
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ezlistoz0dott idegsejt figyelheté meg, amelyek szoma-dendrit doménjeit nem lehetett
kiilon-kiilon megfigyelni (18. abra d; 19. abra b).

Egy ill. 2 nap talélés utdn néhany stellatum illetve piramis idegsejtnél
megfigyelheté volt a szoma homogén eziistozése, mig a dendritekben a
mitokondriumoknal nagyobb méretii eziist-gobok alltak (18. abra c; 19. dbra d), ami a
pusztulo "sotét" idegsejtek jellegzetes tulajdonsaga [35]. Egy nap tulélés utan a
karosodott teriilet széli terliletén (penumbra zoéna) ezilistoz0dd neurondlis elemek
,tomor” halmaza volt megfigyelhetd (18. abra e). Ezeknél az éllatokndl az eziistozés
utdn mind pusztulod, mind regeneralodo ,,sotét” idegsejtek voltak athatok, kiilondsen az
excitotoxikus teriilet periférigjan (19. abra e). Hat nap talélés utdn csak néhany
fagocitalo sejt jelenléte jelezte a mar elpusztult ,,s6tét” idegsejtek helyét (20. abra d).
Toluidin-kékkel homogénen festddtek a frissen-képzddott “sotét” idegsejtek magja,
citoplazmaja és f6 dendritjei mind a temporalis cortex, mind a caudo putamen teriiletén
(21. abra a). Egy nappal késobb a "sotét" idegsejtek festddésének intenzitasa megnott
(20. abra b). Két napot talélt allatoknal viszont mar fragmentalodasuk (20. abra c), mig
6 nap tulélés utan pusztulasukat bizonyitd fagocitdk voltak megfigyelhetdk (20. abra d).

TUNEL-pozitiv sejtmagok a csak a nekrotikus teriiletek szé€li részein voltak

megfigyelhetdek, féleg az egynapos talélés utan (20. dbra f).
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18.4bra: Eziistoz6dott ,,sotét” idegsejtek fénymikroszkdpos képei a caudo putamen
teriiletén az arteria cerebri media 1 6ras elzarasa utan. Egy 6rés arteria cerebri media
elzéaras utdn azonnal perfundalt (a), 1 6rat (b and d) vagy 1 napot (c és e) talélt allatok

szovettani képei.
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19.4bra Eziistoz6dott ,,sotét” piramidalis idegsejtek a temporalis cortex teriiletén az
arteria cerebri media 1 6rés elzarasa utan. Egy Oras arteria cerebri media elzaras utan
azonnal perfundalt (a), 1 orat (b és c),1 napot (d) vagy 2 napot (e) talélt allatok

fénymikroszkopos szovettani képei. A romai szamok az érintett kérgi réteget jelenti.

20.abra Toluidin-kékkel jelolt ,,sotét” piramidalis idegsejtek a temporalis kéreg
tertiletén (a—d), emelkedett fazis-kontraszt a caudo putamen nekrotikus teriiletein (e),

TUNEL-jelolt sejtmagok a nekrotikus teriilet sz¢€li tertiletén (f). Egy oras arteria

cerebri media elzéaras utan azonnal perfundalt (a), 1 6rat (b és e), 1 napot (¢ és f)

valamint 6 napot (d) tulélt allatok fénymikroszkopos képei.
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6.3.2. Elektronmikroszkopos megfigyelések

A filament eltavolitdsa utan azonnal perfundalt allatokndl néhany
»kompaktalodott” idegsejt volt megfigyelhetd (20. abra a). Ezekben az ultrastrukturalis
elemek kozotti tavolsagok dramai mértékben lecsokkentek, az ER ciszternai
Osszeszikiiltek, mig a Golgi-apparatus ciszternai kitagultak, a mitokondriumok mérete
valtozatlan maradt, az ER-ciszterndkhoz nem-ko6tédott riboszomak egymashoz-
kapcsolodott formdban (poliriboszoma) voltak jelen. A sejtmag szdmos kisméretii
kromatin-gobot tartalmazott. Egy oras talélés esetében sok kompaktalodott idegsejt volt
megfigyelhetd. Ellentétben az azonnal perfundalt allatokkal, a riboszomak egymashoz
nem-kotodott  (sequestered) formdban voltak jelen, ¢€s tobb, feltinden nagy
mitokondriumot tartalmaztak (21. dbra b) a megndvekedett fazis-kontrasztl teriilet
kozelében.

Egyill. 4 ora talélés utan a kompaktalodott idegsejtekben az ER ciszternai mar
normalis méretlivé alakultak vissza (22. abra a). Egy- ill. 2-napos talélés utan szamos
normalis kinézetli idegsejt szomaja ¢és dendritjei mitokondrium-méreti membran-
orvényt (whorl) tartalmazott (22. ébra b,d,e). Ezek koziil néhany a szomat vagy a
dendritet éppen elhagyni latszott (22. abra c,f). Ugyanezen a teriileten néhany "sotét"
idegsejt olyannyira kompaktalddott, hogy a kiilonb6zd ultrastrukturas elemeket tobbé
nem lehetett elkiiloniteni egymastél ¢és emellett sok, kiilonb6zé méretli
membrankitiiremkedést is tartalmazott. Mellettiik glikogénszemcséket tartalmazo,
duzzadt asztrocitdk voltak megfigyelhetok. Két napos talélés esetén a korabbi
membrankitiremkedések ~ membranba  csomagolt,  kompakt ¢és  homogén
fragmentumokkd alakultak at (23. &bra a), amelyeket a 6-napot tulélt allatokban
asztrocitak, vagy mikroglia sejtek részben, vagy egészben fagocitaltak (23. dbra b,c). Az
1 napot tulélt alatokban a nekrotikus vagy excitotoxikus teriileteken néhany "sotét"
idegsejt még kompaktabba ¢€s elektrondenzebbé valt, mig masok megduzzadtak, sot -
részben, vagy egészben — ,,szétzilalédtak” (24. dbra a—d). Ezen utobbi sejtek duzzadt
dendritekkel ¢és glikogénszemcséket nem tartalmazo asztrocitdkkal voltak koriilvéve
(24. é4bra a, d). Két ill. 6 nap elteltével a "sotét" idegsejtek a nekrotikushoz-hasonlo
feldarabolodéson mentek keresztiil (24. abra e, f). A nekrotikus teriiletek szélén 1&vo,
kompaktéalodott-ultrastruktirdji sejtekben - az 1-napot tulélt allattoknal - a sejtmagok
né¢hany kerekded (apoptotikus) kromatin-gobot tartalmaztak (25. ébra a, b). A 2 vagy
tobb napot tulélt patkanyokban az ilyen sejtek koziil néhany a nekrotikushoz-hasonlo

fragmentalodason mentek keresztiil (25. abra c), mig masok membrannal burkolt,
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kompakt ¢és homogén fragmentumokka estek szét, amelyeket glikogén-tartalmu
asztrocita nyulvanyok vettek koriil.  Ezeket mikroglia- vagy asztrocita-sejtek

fagocitaltak (25. abra d, e).

21.4abra: Ujonnan képddott kompaktalodott ,,s6tét” és nem kompaktalodott idegsejtek
elektronmikroszkopos képei a caudo putamen-ben azonnali perfuzio (a) illetve 1 6rés

talélés utan az arteria cerebri media elzarasa utan.
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22.abra: Regeneralodo ,,sotét” idegsejtek szomadja és dendritjei a temporalis cortex-ben
(a, b és f) valamint a caudo putamen-ben (c—e) 16ras (a), 1 napos (b, d és e) illetve 2

napos (c ¢és f) talélés esetében.

23.abra A kiilonb6z6 apoptotikus uton valoeltavolitodas ép szoveti kdrnyezetben a
caudo putamen (a és b) valamint a neocortex (c) teriiletén 2 napos (a) illetve 6 napos (b

and c) tulélés esetében.
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24.4abra A temporalis cortex teriiletén 1évo ,,s6tét” idegsejtek nekrotikushoz hasonld
eltavolitodasanak kiilonb6zo fazisai excitotoxikus szoveti kdrnyezetben. Egy oras (a), 1

napos (b—d) illetve 2 napos(e ¢és f) tulélés esetében.
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25.abra Ujonnan képz3dott apoptotikus idegsejt (a és b), apoptotikus idegsejt
nekrotikushoz hasonli eltavolitodéasa a caudo putamen nekrotikus szoveti kornyezetben
(c), illetve apoptotikushoz hasonl6 eltavolitddasa a nekrotikus teriilet sz€li részén (d és

e). Egy napos ttlélés (a és b), illetve 2 napos tulélés (c—e) esetében.

6.4. Megbeszélés, kovetkeztetések

Az iszkémia a keringés elzarodasat jelenti. Ez az altalunk alkalmazott fokalis
tranziens iszkémia esetében csak részben valosul meg, mert a caudo putamenben a
nekrotikus teriilet centrdlis illetve periférias részén, valamint a temporalis cortex
citotoxikus illetve viszonylag ép szomszédos részén mas-mas mértékben csokken az
aramlo vér mennyisége [89]. Ezért az a biokémiai kaszkad, amely az ultrastrukturalis
kompakciot eldidézi, nagyban kiilonbozhet ezeken a teriileteken. Ennek ellenére az
alapvetd morfologiai tulajdonsdgok minden Gjjonnan-képzddott ,,sotét" idegsejtben - gy
a caudo putamen stellatum sejtjeiben, mind a temporalis cortex piramis sejtjeiben -
megegyeztek. Megegyeztek tovabbd az egyéb noxdk (mechanikus, elektromos,
hipoglikémias) altal okozott ,,s6tét” idegsejtek morfologiai képével. Mindebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a ,,s0tét” idegsejtek képzodése egy inicidlod €s egy végrehajtd
fazisbol all. Az iniciacidé mechanizmusa sokféle lehet, mig a végrehajtas mechanizmusa

fiiggetlen az inicidld noxa milyenségétdl, tovabba az érintett idegsejtek feno- ill. kemo-
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tipusatol. Ez a tény megerdsiti a ,,s0tét” idegsejtek képzOddési mechanizmusaval
kapcsolatos korabbi elképzelésiinket.

A koponyatrauma és az elektromos sokk [35], tovabbd a hipoglikémia [56]
hatasara kompaktalodott (,,s0tét”) idegsejtek egy héanyada regeneralodik. Ennek
fénymikroszkopos jele az ezilistoz0dés szemcséssé valasa, majd eltiinése; kezdeti
fazisanak elektronmikroszkopos jele az, hogy az ER ciszterndk visszanyerik eredeti
térfogatukat, majd az egyéb ultrastrukturalis elemek kozotti tavolsag fokozatosan
normalizalodik, kdzben pusztuld mitokondriumokbdl membran-orvények keletkeznek,
amelyek egy-két nap mulva elhagyjak az idegsejteket. A kiilonféleképpen eldidézett
,,S0tét” idegsejtek sejtbiologiai azonossagara vonatkozo elképzelésiinket alatamasztja az
a tény, hogy esetiinkben ugyanezeket a regeneracidra-utal6 morfoldgiai elvaltozasokat
tapasztaltuk.

A koponyatrauma ¢és az elektromos sokk tovabba a hipoglikémia hatésara
kompaktalodott (,,s6tét”) idegsejtek egy masik hanyada elpusztul. A nem-nekrotikus,
nem-excitotoxikus illetve nem-kontuziés agyi teriileteken ezen noxak hatdsara
kompaktalodott idegsejtek pusztuld hanyada az apoptotikus sejtekéhez hasonlé modon
(homogenizacio, felszin-konvolicid, fragmentacidé majd fagocitozis) tavolitodik el az
agyszovetbol, amint ezt esetiinkben is tapasztaltuk. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
a ,,s0tét” idegsejtek nem nekrdzis Utjan pusztulnak el, amint ezt kordbban gondoltdk
azon az alapon, hogy a nekrotikus, a citotoxikus illetve a kontuzids agyi teriileteken a
,,s0tét idegsejtek a nekrotikus idegsejtekéhez hasonldo modon (duzzadas, diszintegracio,
diszperzio) tavolitdodnak el az agyszovetbdl. Minthogy az emlitett fizikai noxak esetén
az ultrastrukturdlis kompakcio pillanatszerli, az apoptotikus pusztuldsi mod is
elképzelhetetlen. Igy a ,,s6tét” idegsejteknek sajat pusztulasi mechanizmussal kell
rendelkeznitik.

Esetiinkben a nekrotikus kornyezetbe keriilt apoptotikus idegsejtek is a
nekrotikushoz hasonld médon tavolitdédtak el az agyszovetbdl; apoptotikus eredetiikre
csak a visszamaradt nagy kromatin-gobok utaltak. Azaz a nekrotikus kornyezet
rakényszeritett egy nekrotikus eltavolitasi mechanizmust az apoptotikusan elpusztult
apoptotikus €s nem-nekrotikus (sajat) mechanizmussal pusztulo ,,s6tét” idegsejtekre is

rakényszerit egy nekrotikus eltavolitdsi mechanizmust.
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7. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

7.1.

A kozépsulyos centralis folyadék perkusszios (CFP) modellel végzett
kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a CFP utan 30 perccel i.c.v.-beadott 100 pg PACAP
szignifikansan csokkenti mind az APP, mind az RMO-14 immunopozitiv axonok
denzitasat, azaz a PACAP-nak neuroporotektiv hatdsa van a TAI mindkét megjelenési
formadja, az axonduzzadas/ballonképzddés €s az ultrastrukturalis kompakcio esetében.

A PACAP neuroprotektiv hatdsa nem volt szignifikdns a medialis hosszanti
kotegben. Magyarazatul szolgalhat az, hogy ezen idegpalya teriiletén az ép axonok
atmérdje és lefutasa mas, mint a kortikospinalis palya teriiletén, ahol a protektiv hatés
szignifikansnak bizonyult.

Eredményeink aldtdmasztjdk a TAI impakt acceleraiés modellje esetében
tapasztaltakat, miszerint a PACAP hatékonyan csokkenti a maradanddan karosodott
axonok szamat a koponyatrauma kovetkeztében kialakuld intraaxonalis transzportzavar

¢s a neurofilament kompakcio esetében.

7.2.

A Marmarou-féle impakt acceleracios modellel végzett kisérleteinkkel
bizonyitottuk, hogy a koponyatrauma utan azonnal, vagy 30 perccel késébb i.c.v.-
beadott 100 pg L-2286 (egy ujonnan kifejlesztett PARP-gatlo) szignifikdnsan csokkenti
mind az APP, mind az RMO-14 immunpozitiv axonok denzitasat, mind a CSpT-ben
mind pedig az MLF-ben; azaz az L-2286-nak neuroporotektiv hatdsa van a TAI mindkét
megjelenési forméja, az axonduzzadas/ballonképzddés és az ultrastrukturalis kompakcid
esetében.

Az APP-immunopozitiv és RMO-14-immunopozitiv axonok denzitdsdnak az
1.c.v.-beadott 100 pug L-2286 hatasara valo csokkenése eltérd mértékii volt. Ez a tény
arra utal, hogy a szoban-forgd axon-kdrosoddsok heterogén jelenségek, kiilonbozo
tengely-fonatokban kiilonb6z6 valoszinliséggel ,,aktivalodnak”.

Az i.c.v.-beadott 100pg L-2286 neuroprotektiv hatdsa a magatartdsvizsgalatok
soran is bizonyitast nyert. Nevezetesen: a ,,beam-balance” teszt esetében szignifikdnsan
javitotta a karosodott motoros funkciokat, valamint az emelt-kersztpallo tesztben

szignifikansan csokkentette a trauma utan gyakran fellépd szorongés mértékét.
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7.3.

Az éaltalunk alkalmazott fokalis tranziens iszkémia esetében a sotét idegsejtek
képzddésére és morphologiai sajatossagaira vonatkozo ) megfigyelésket tettiink.

Mindkét vizsgalt agyteriileten (caudo putamen centralis illetve periférids része,
valamint a temporalis cortex citotoxikus illetve viszonylag ép szomszédos része) a mas-
mas mértékben csokkend vératdramlas ellenére az alapvetd morfologiai tulajdonsagok
minden Gjonnan képzodott ,,sotét" idegsejtben azonosak voltak. Megegyeztek tovabba
az egy¢b karos behatasok (mechanikus, elektromos, hipoglikémids noxa) altal okozott
,,S0tét” idegsejtek morfologiai képével.

Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a ,,sotét” idegsejtek képzdodése egy
inicialo és egy végrehajtd fazisbol all. Az iniciacid mechanizmusa sokféle lehet, mig a
végrehajtas mechanizmusa fiiggetlen az inicialdé noxa milyenségétdl, tovabba az érintett
idegsejtek feno- ill. kemo-tipusatol. Ez a tény megerdsiti a ,,s0tét” idegsejtek képzodési

mechanizmusaval kapcsolatos korabbi elképzelésiinket.
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