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BEVEZETES, CELKITUZESEK ES AZOK SORSA

A palyazat 6t évvel ezel6tt irodott, azzal a céllal, hogy ,,szeretnénk olyan, in situ és in
VIVO mddszerekkel meghatdrozhaté, kvantitalhato paramétereket talalni, amelyek alkalmasak
a koros allapotok és az altaluk okozott karosodasok mértékének jellemzésére. Ezen keresztiil
nyilna lehetéség arra, hogy egyrészt a potencidlis terapeutikumok (kezdetben a poli-ADP-
riboz-polimeraz <PARP>, késobb esetleg mds kulcsenzimek gatloszerei) hatdsossagara
kapjunk  szamszerti informdciot, mdsrészt a kdrosodds és kivédése molekularis
mechanizmusanak  felderitéséhez kaphassunk tampontokat”. Ma mar mindezt ugy
fogalmaznam meg az azdta kiforrott 1) fogalmak hasznalataval, hogy magneses
magrezonanciaval nyerhet6 biomarkereket szerettiink volna talalni. Ha ma késziilne a
palyazat, azt is hozzatenném, hogy a jelen vizsgalatok csak el6-biomarkerek (az FDA
terminoldgia szerint ,,pre-biomarkerek” megkeresésére iranyulnak) nem célozzdk a
biomarkerek tovabbfejlesztését (ami pl. tobb centrumban végrehajtott Osszehasonlito
vizsgalatokat is igényelne).

A palyazat ot évvel ezel6tti formdjaban kiemelten kezelte a metabolomikai-
metabonomikai megkozelitést, ami akkoriban nagyon perspektivikus 6tletnek latszott, szamos
konferencian és szakmai forumon ,forréo témaként” kezelték. A megkozelités magaban
hordozta a miniméalisan invaziv diagnosztikai alkalmazéasok igéretét, kiilondsen azt kovetden,
hogy egy a Nature Medicine-ben megjelent tanulmany szerint a vérplazma ‘H NMR-
spektrumabol metabonomikai eszkozokkel megallapithatd a szivkoszoruérbetegség jelenléte,
s6t akar kiterjedése is, tehat a diagnosztikédhoz addig sziikséges angiografias katéterezés
kivalthat6 lenne egy vérvétellel. 2005 januér 1-jén (a jelen palyazat kezdetével gyakorlatilag
egyidejlileg) a Genome Canada 7,5 milli6 dollar befektetésével elinditotta a Human
Metabolome Project-et."" Ugyancsak jol illusztralja a téma ot évvel ezeldtti kiemelkedd
korszerliségét az a ,,maganéleti” esemény, hogy a jelen palyazat benytjtasa eldtt roviddel egy
19 résztvevés EU6 palyazatunk az informalis indoklds szerint azért maradt le kettdvel a
rangsorban a tAmogatottsagrol, mert nem volt benne elég erés a metabolomikai vonal.

Id6kozben azonban a kiilonb6zd ilyen irdnyu vizsgéalatokba bevont esetszamok
novekedésével vilagossa valt egyfeldl az, hogy a metabolomikai alapti diagnosztika
zavartlirése (robusztussaga) az egyik legsebezhetobb pontja; kideriilt példaul a nevezetes
szivkoszoruér-diagnosztikai eljarasrol is, hogy a predikcios képessége mégsem olyan erds,
mint elsdre latszott, s6t.""



Masfeldl az is kideriilt, hogy a Human Metabolome Database adattartalma is csak kritikaval
hasznalhato (pl. sok esetben életszertitlen koncentracidban és/vagy életidegen oldoszerekben
vették fel egyes metabolitok spektrumait, ezért a kémiai eltolodasok esetenként tavol eshetnek
az ¢élettani folyadékokban mérheto értékektol).

Harmadrészt az is vildgossd valt, hogy az adatfeldolgozds és a statisztikai kiértékelés
ugyancsak jelentdsen képes befolyasolni az eredmények reproducibilitasat, ezért nagyon
jelentds statisztikai és bioinformatikai arzenal és human erdforrds is sziikséges egy ilyen
tipusu projekt eredményes muveléséhez. Természetesen a szakirodalomban ma mar talalhatok
olyan dolgozatok (els6sorban a témateriilet vezeté laborjabol — Imperial College London),
amelyek adresszaljak az adatgylijtés" és az adatfeldolgozas buktatoit (lasd pl. a kémiai
eltolodas  kalibracidja  biofolyadékokban"), tovéabba igyekeznek validalt eljarasokat
kialakitani,”" de ezeket az eredményeket késéi megjelenésiik miatt a jelen palyazat keretei
ko6zott mar nem volt idonk/alkalmunk kiprobalni.

Osszességében ma, 2009 legelején ugy latom, hogy az alapvetd biofolyadékok, mint a
vérszérum ill. plazma, a vizelet, a cerebrospinalis folyadék és az amnion metabolomikai
NMR-analizise nagy erdkkel és valtozatos modszerekkel megindult ugyan a vildgban, és egy
nagy kozos adatbazis kialakuloban van, de a holisztikus, ,,tlit a szénakazalban” megkozelités
egyelore még nem eredményezett jol haszndlhatdé biomarkereket. A legrobusztusabb
eredmények olyan, toxikologiai jellegli projektekbdl sziilettek, amikor azt vizsgaltak, hogy mi
lesz egy kiviilrdl bevitt, a szervezetben nem létezd anyag sorsa az €16 rendszerben. Ezen a
ponton meg kell emliteni, hogy magyar szerzoknek is sikeriilt mar - a vilag témateriileten
vezetonek szamito laborjaval egyiittmiikodésben — néhany honapja egy metabonomikai NMR
alkalmazast bemutat6 dolgozatot publikalniuk.""

A jelen palyédzat nem biiszkélkedhet sajnos sziiken értelmezett metabolomikai témaja

cikkekben lek6zolheté eredményekkel. Ennek véleményem szerint az az oka, hogy a projekt
kezdetén még nem lehetett latni néhany olyan akadalyt, amit végiill nem is sikeriilt
atugranunk. Ilyen példaul, hogy csak menet kozben deriilt ki: a rendelkezésiinkre allo
térerdsség mellett nyerhetd spektrumok felbontasa valoszinilileg nem elégséges, még 2D
mérések esetén sem. Azt is itt kell megemliteni, hogy elére nem lathatéoan sok iddt voltunk
kénytelenek szoftverfejlesztéssel €s paraméterezéssel, valamint a tobbvaltozos statisztikai
analizis megtanulasaval eltolteni. A mintakkal kapcsolatban minden modellben jellemzé volt,
hogy a metabolomikai vizsgalatra szant mintak kozotti szoras (azaz az egyes metabolitok
kezeletlen csoportokon beliil is. Végiil pedig azt is meg kell jegyezni, hogy most kellett
megtanulnunk: a nemzetk6zi tudoményos irodalom |, (farkastérvényei” szerint a
szarnyprobalgatdsok és a kezdeti buktatok altal felemésztett id6 a kiilvilag szemében
mindaddig ,,hidbavalonak mutatkozik™, amig publikalhaté mindségii eredmény nem sziiletik —
ebben a helyzetben van pillanatnyilag a megpalyazott projekt ezen része is.
A metabolomikai publikaciok nélkiil maradasnak van még egy — némileg személyes — oka.
Béar a palyazat benytjtasdhoz sziikséges rektori alairas alkalmaval Prof Kosztolanyi Gyorgy
akadémikus, akkori rektorhelyettes méltatta azt a ambiciomat, hogy elézmények nélkiili,
,ugras a sotétbe” tipusu projekttel palydzom, és nyugtatott, hogy ,,nem baj, ha nem lesz beldle
szabadalom, terdpids alkalmazas, horribile dictu még cikkek sem”, de utdlag visszatekintve
ugy latom: Magyarorszadgon szocializalodott tudoményos munkésként, viszonylag sikeres és
termékeny eldélettel, viszonylag jelentds tuljelentkezés mellett elnyerve a palyazatot az elso
masfél-két év utan akkordra nétt bennem a lelkiismeretfurdalds amiatt, hogy nem lattam,
mibdl és mikor lesz mar nemzetk6zi publikacid, hogy a mindennapi munka apr6é dontéseit
gyorsabb eredménnyel kecsegtetd iranyba probaltam terelni.



Végeredményben az eredeti projektet a metabolomikara nem lesziikitve, tehat
betegségmodellekben toérténd, MR-modszerekkel detektalhatd (pre-)biomarker-keresés terén
végil sikeriilt kozolhetd eredményeket elérniink, amit az alabbiakban ismertetek.

MODSZEREK

In vitro és ex vivo vizsgalatok

Amikor a minta vérszérum vagy szovetextraktum volt, azokat az in situ vagy in vivo-
vizsgalatok utan felaldozott allatokbdl nyertiik; a vérmintakbol centrifugéalassal valasztottuk el
a sejtes elemeket és a feliiluszot hasznaltuk, a szovetextraktumokat a kivagas utan legrovidebb
idon beliili cseppfolyos nitrogénbe fagyasztast és poritast kovetd perklorsavas
fehérjementesito feltarassal készitettiik

Ezekben az esetekben a minta vizes oldatként allt eld, igy hagyoméanyos oldat NMR -
modszerekkel vizsgaltuk: a vérszérumokat (tipikusan ~100 pl) 5 v/v% D,0O-val higitva 5 mm
atmérdji Shigemi-csovekben tettiik a magnesbe, a szovetextraktumokat (tipikusan ~500 pl)
D,0-t tartalmaz6 inzertcsdvel ellatott hagyomanyos NMR-csovekben mértiik.

1D 'H és 2D 'H-3C gHSQC (tovabba esetenként *H-'H COSY) méréseket hajtottunk végre,
a a kapott spektrumokat alapvonalkorrekcio utdn egyenld hossziisagu szakaszokra szeleteltiik,
az egyes szeletekhez tartoz6 numerikus integralokat tablazatba vittiik és tobbvaltozos
analizissel probaltunk olyan paramétereket taldlni, amelyek értékei kellden jellemzok voltak
arra, hogy a mintak ,,kontroll” vagy ,,beteg” csoportba tartoznak.

In situ vizsgalatok

Amikor a minta izolalt szerv, azaz Langendorff szerint perfundalt patkanysziv volt, olyankor
a patkanybol kiemelt szivet a hazi épitésii retrograd perfiizids apparatussal tartottuk
miikodésben, €s a szivet a berendezéshez tartozd, 20 mm kiilsé atmérdju, keringetett perfiizios
folyadékot tartalmazo csében helyeztiik a magnesbe és arrdl in situ **P NMR-spektrumokat
vettiink fel 3 perces id6felbontassal.

A sziv tdpanyagellatasat (a perfuzios folyadék atfolyasat) elzarva ischaemiat, ujra megnyitva
reperfuziot idéztiink eld. Az ischaemia alatt a perfuzios folyadékot sziikség esetén
kicserélhettiik. A spektrumokbol megallapitottuk az ATP, a kreatin-foszfat és a szervetlen
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sebesseégére is.
Egyes sziveket [1-13C]g11’jk(')zt tartalmaz6 oldattal perfundaltunk, ezeket a perfuzié végén
cseppfolyos nitrogénben lefagyasztottuk, majd szévetextraktumot készitettiink beldliik.

In vivo vizsgalatok

Amikor a minta intakt egér volt, olyankor az intraperitonealis ketamininjekcioval altatott
allatot a mintatartoba rogzitettiik és gy helyeztiik a képalkotdo mérdfejbe. Shimelés és RF-
kalibracié utan egy durva lokalizacios képalkotd mérés alapjan kivalasztottuk az allat
vizsgalando részét és kijeloltiik a mérendd szeleteket. Ezutan tobb kiilonbozo idozités (ezzel
Ti, Ty, spinstiriség ¢és diffuzid szerint kiillonbozo sulyozas) mellett szamos képsorozatot
készitettiink a vizsgaland¢ teriiletekrdl, mig olyan paramétersort nem talaltunk, amelyben a
legnagyobb kontrasztot mutatjak a kontroll és a beteg csoport kdzotti elvaltozasok. Ezek
megallapitasa utdn rogzitettiik az 6sszes allat keresztmetszeti képeit a megfeleld paraméterek
mellett.



EREDMENYEK AZ EGYES BETEGSEGMODELLEKBEN

Gliikézfelvétel posztischaemias szivben

Irodalombol ismert, hogy ischaemia esetén a sziv gliikozfelvétele megemelkedik. Ezt mi is ki
tudtuk mutatni Langendorff szerint perfundalt patkanysziven in situ *'P NMR-
spektroszkopiasan. Mivel ismert, hogy a PARP-gatlok hatékonyan segitik a posztischaemias
szivben az energiametabolizmus normalis allapot fel¢ vald visszatérését, a molekularis
hatdsmechanizmus felderitésének részeként vizsgaltuk azt, hogy egyes PARP-gatlok hogyan
modositjak a sziv glilkozfelvételét, ha egyaltalan.

Azt talaltuk, hogy az altalunk ismert és korabban mas teriileteken mar jellemzett PARP-gatlok
tobbsége csokkenti a gliikozfelvétel sebességét, mig egyikiik szignifikansan tovabb noveli azt.
A kapcsolodo jelatviteli utvonalak vizsgéalata még folyamatban van, az elézetes eredmények
az Akt és az AMPK involvalodasat mutatjak.

Ezen eredményeinkbdl kéziratot postazunk a legkdzelebbi jovoben.

Ugyanezen modellen vizsgaltuk a gliilkdz sorsat [1-3C] gliikoz adasa utan
szdvetextraktumokbol 2D *H-C gHSQC alapu metabolomikai vizsgalodassal, azonban
adataink irreproducibilitidsa nem engedte meg robusztus kdvetkeztetés levonasat.

Ferulaldehid szerepe a bakterialis lipopoliszachariddal keltett
szepszis modellben

Kimutattuk, hogy T,-stlyozott MR képeken a szepszist kiséré gyulladas jol vizualizalhato a
hastiregben, és az alkalmazott gydgyszerjelolt (jelen esetben: ferulaldehid) terapias
hatékonysaga jol kdvethetd. Az alabbi abran lathato egy kontroll allat (balra), egy LPS-kezelt
allat (k6zépen) és egy LPS+ferulaldehid kezelést kapott allat hasiiregének keresztmetszeti T,-
sulyozott képe.
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Ezen modellben elért eredményeinkrdl mar beszdmoltunk egy kozleményben (J. Nutrition,
Epub 2008)

Ugyanezen modellen vizsgaltuk az egerek vérszérumait 1D "H NMR és 2D *H-C gHSQC
alapi metabolomikai vizsgalodassal, azonban adataink irreproducibilitidsa nem engedte meg
robusztus kovetkeztetés levonasat.



SM

A sclerosis multiplex cuprizonnal keltett modelljében T,-sulyozott MRI segitségével jol
vizualizalhato elvaltozéasok torténnek a corpus callosumban, amelyek vizsgalataink alapjan jol
korrelalva kovetik a demyelinizacid mértékét (amit felaldozas utan Luxol festéssel
igazoltunk), és ugyanakkor a terapias hatékonysagot is (lasd az alabbi abran; 4HQ = 4-
hidroxi-kinazolin).
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Ezen modellben hormonkeverékkel elért terapias eredményeinkrél mar beszamoltunk egy
kozleményben (Glia, Epub 2008), a PARP-gatloval kapcsolatos vizsgalatainkbol pedig
benyujtottunk egy kéziratot.



OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyoztuk a gliikkdz- és energiametabolizmus iddbeli alakulasat valamint a fellépd
¢lettani-morfoldgiai valtozasokat tobb betegségmodellben, elsdsorban in situ €s in vivo NMR-
spektroszkopiai és MR mikroképalkoté (MRI) modszerekkel. Megkiséreltiik az elvaltozasok
mértékét MR-modszerekkel meghatarozhato paramétereken keresztiil jellemezni, €s igy
kisérleti terapeutikumok (elsésorban poli(ADP-ribdz) polimeraz gatlok) hatdsossagat
jellemezni. Szévetextraktumokbodl végzett in vitro NMR-vizsgalataink (egésziikben, a
mintavételt €s a mintael6készitést valamint az adatfeldolgozést is beleértve) sajnos nem
bizonyultak eléggé robusztusnak ahhoz, hogy publikalhaté kovetkeztetéseket vonjunk le az
adatokbol.

Fobb eredményeink:

- A sziv gliikézfelvételének ischaemia-reperfiizio utan tapasztalt megemelkedésének mértékét
egyes PARP-gatlok fokozzak, masok mérséklik Langendorff szerint perfundalt izolalt
patkanyszivben. A gliikozfelvétel sebességének emelkedéséért kisérleteink alapjan tobb
jelatviteli Gitvonal is felelds, a vizsgalt utvonalak koziil az Akt és az AMPK szerepe latszik
legjelentdsebbnek.

- Bakterialis lipopoliszachariddal indukalt szeptikus sokktol szenvedd egerekben a
gyulladasos teriiletek T2-stllyozott MR-képeken val6 hiperintenziv dbrazolodasat kisérleti
terapeutikumokkal folytatott kezelések hatdsossaganak monitorozasara hasznaltuk.

- A sclerosis multiplex cuprizone-kezeléssel keltett egérmodelljében erds korrelaciot talaltunk
a demyelinizaci6 és a corpus callosum T2-stlyozott MR-képeken mutatott hiperintenziv
abrazolodasa kozott. Ez alapjan tobb kisérleti terapias eljarast teszteltlink, melyek koziil kettd
(egyik szteroidkeverékkel, a masik egy PARP-gatloval) kiilondsen eredményesen szoritotta
vissza a demyelinizaciot.

Eredményeinkrdl mintegy tucatnyi konferenciamegjelenés (eldadasok, poszterek) mellett két
nemzetkozi kdzleményben, két benyujtott és egy eldkésziiletben 1évo kéziratban szdmoltunk
be, a mar megjelent publikacidk Osszesitett impaktfaktora: 9,15.
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