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Az OTKA PD 72240 szamu kutatasi tAmogatas segiteé@08. szeptember &kt
2011. december 31-ig 9 tudomanyos publikaciobanq#821), illetve hazai és nemzetkozi
konferenciakon 6 idézh&t absztraktban (poszter prezentaciéban) ismertettidhn a
eredményeket, melyek a kutatasi tamogatas segveeggilettek. Tovabba két 6sszefoglald
kozlemény is sziletett (ebbegy még 'under review' allapotban van). Legszahizan a
kutatdsi témahoz tartozé tudomanyos folyoiratcikkekama 4 (IF: 7,425), tovabbi
publikaciok ebkészitése jelenleg is folyamatban van.

A kutatasi palydzatban munkank sordn négy iranyaegkozelitést alkalmaztunk,
egyrészt a protein biomarkerek jelenlétének, szerelp tanulmanyozasara, masrészt a
traumas agysériléssel tordénsszefliggések keresésére: 1.) human szervezeltifendald
(endogén) biomarkerek mérésének, illetve I1.) Ritsrletes koponyatrauma modellek
tanulmanyozasanak segitségével. Az egyes kisérlatitielezése soran lehitég szerint
minél tobb oldalrél (‘'endpoint’) prébaltuk megkéiehi, illetve alatamasztani a kisérleti
koncepciot és eredményeket. 1l1l.) A palyazatbarizkitt célok mellett szdmos mas, a
palyazatban megfogalmazott célokhoz kapcsolodoliémés értiink el sikeres eredményeket
a tamogatas segitségével. IV.) Torekedtink tovablhy@an oOsszefoglald kozlemények
megjelentetésére, melyekidn tikrozik jelen témaban a tudomany akkori ésnjetp allasat
— sajat és tarskutatok munkait alapul véve.

|. HUMAN VIZSGALATOK

A PTE KK Idegsebészeti Klinikan kezelt sulyos kopasérultekdl (TBI) agy-
gerincvebi folyadék (liquor) és szérum minték igiesét kezdtik el a palyazat kezdétét
fogva, és azota is folyamatosan végezzik: egy-égitsesetében az esetleges elhalalozasig,
de maximum 10 napon keresztil, napi kétszer (18290@4:00). Jelenlegi mintaszamunk az
elmult iddszak gyijtésé®l 2072 db. A -80°C-on tarolt mintakbdl tobbféle —osként
biomarkerek kimutatasara — korabban tervezett leistalyik, illetve némelyek ékészitése
folyamatban van.

Az emberi szervezet bizonyos testnedveiben korakbaatattuk az endogén maédon
jelen 16w ,pituitary adenylate cyclase activating polypeptiet (PACAP). Késbb ezen
eredmeényeket dsszegeztik tobbek kozattearopeptide010 konferencian (LAMMEL et
al., 2010) ésActa Physiologica2011-es Kongresszusan (REGLODI et al., 2011).6Ebb
kifolydlag munkéank egyik & csapasirdnyanak az endogén PACAP szerepénekAhakas
jelenlétének részletesebb vizsgalata kinalkozdtiy@matosan g§jtott mintak segitségével.
Tovabba a korabbi rendkivil eredményes egyiktidések szerves folytatasaként, illetve a
Klinikdnkon rendelkezésre allé anyagi és targyiéiielekben mutatkozé hianyossagok miatt,
mas intézetekkel (Anatomiai Intézet, Farmakol6giai Farmakoterapias Intézet (FFI)) is
kooperaltunk.

Az iranyitAisom alatt dijtott humén liquor és plazma mintdk endogén PACAP

“ sz

és jelenleg is vizsgaljuk a PTE KK FFI-ében, tekinthogy annak neuroprotektiv hataséat
szamos kozlemény igazolja allatkisérletes kopoayata-modelleken. Ennek ellenére
embereknél nem ismert esetleges koncentraciévatioed annak kinetikaja, élettani hatdsa
koézponti idegrendszeri sérulést kddet. Szoros egyuttilkddésben adaptaltuk és beallitottuk
az FFl-ben mar endogén PACAP kimutatdsara egyébtakan és célokkal sikerrel
alkalmazott Radio Immuno Assay (RIA) modszert ayasilkoponyaseriltjeinét gyajtott
liquor- és plazma-mintak PACAP tartalmanak detéidgata és kvantifikdlasara. Mivel a pilot



kisérletek eredményei (10 beteg mintain) mégjgették azon feltevésinket, hogy az endogén
PACAP mint lehetséges biomarker jelen van a hunzénusn és liguor mintakban, illetve
kulonb6®d mintazatok lehetséges hatterének feltarasat, msertlés patomechanizmusanak,
mind a klinikai diagnosztikai és terapids beavaflsuk lehetséges hatasdnak elemzése
alapjan — adekvat statisztikai médszerekkel alasatwa. Elvégeztik &fkisérletsorozat ebs
fazisat, melynek eredményéiira National Neurotrauma Societyas Vegasban tartott
Symposiuman 2010-ben szamoltam be (BUKOVICS et 24110) — legjobb tudomasunk
szerint a vilagon éz6r huméan TBI — endogén PACAP vonatkozasdbansEsebt ndvelve
20 beteg mintéainak analizalasa és elemzése sonqededsitést nyert az endogén PACAP
detektalhatésdga human plazmaban és liquorban. sktele tbbbségében koncentracidja
mindkét mintatipusban jeleifgen emelkedett a sulyos koponyasértilést ko2ét48 oraban.
Legtobb esetben a PACAP szintjének véltozasa amalags liquor mintakban parallelnek
bizonyult. Ez utébbi megfigyelés is alatamasztja stlyos koponyasériltek tébbségenél — a
vér-agy gat jeleds sérilését. Mindezeken tul szignifikAns negativrdtaciéd volt
megfigyelned a PACAP atlagos és legmagasabb plazma szintjeazésl$ tiz napban
bekovetke# mortalitas kozott. Ezen eredmények mind alatarj@szz endogén PACAP
hipotetikus neuroprotektiv hatasat a sulyos kopsésidés acut fazisdbaizen (kéébbi)
eredmeények bemutatdsa 2011 decemberében tortéatralpternational Symposium on VIP-
PACAP and Related Peptiddsonferencian lzraelben, melyen elnyertem Azignura Young

| nvestigator Award” dijat.

Tovabbi betegek bevonasaval (jelenleg 6sszesehaB9)ailletve tovabbi statisztikai
modszerek (pl. egyvaltozos logisztikus regressfati)asznalasaval folytattuk kisérleteinket,
melynek kiértékelése részben megtortént. Kontrollmeningitis €s mas neuroldgiai
elvaltozasok gyanuja miatti lumbal punctidbdl szardy és negativnak diagnosztizalt —
liguormintakban, illetve egészséges oOnkéntesek nm@azntaiban meéert PACAP
koncentracidkkal 6sszevetve a koponyasériltek rbiaéatalalhaté PACAP értékek (mind az
elss, a masodik napi, a legmagasabb és az atlagos aliequor értékek vonatkozasaban)
szignifikansan magasabbnak bizonyultak (ANOVA,; ©8), A megndvelt esetszam mellett
logisztikus regresszioval sikerult szignifikans §é&dktorkent (OR<1,00; p<0,05) azonositani
a PACAP plazmaban mért szintjét (masodik napi ékiékzes mért érték atlaga) az egy hetes
(a leginkdbb a koponyasérilés illetve annak akov@imenyei kovetkeztében bekovetkyz
mortalitdsra vonatkozolag. Ismertetett eredményirdén tervezzik publikalni — a beadandé
cikk pillanatnyilag kézirat stadiumban létezik (BOK/ICS et al., 2012).

Terveink kdzott szerepel a fenti 6sszefliggésekfikéidsa kilonboé allatkisérletes
modellekben.

ll. ALLATKISERLETES VIZSGALATOK

Ismeretes, hogy hazankban a baleseti agyseérilédoviealaloknak szamit a 40 év
alattiak korében — 55% mortalitassal. Jelen vizggakban a primer agysérilésen belll — a
legtbbb hosszan tarté comatosus allapothoz $ezethaldlozas jeleéis részének okaként
azonosithat6é — diffiz axonalis karosodas tanulmzZasét, kezelésének lehetséges modszereit
tekintettilk elédleges célunknak &llatkisérletes modellek és kidédfb potencialisan
neuroprotektivnek vélt szerek alkalmazasaval.

A traumés agysérilés mechanizmuséaval foglalkozé&ttwrmunkank (CZEITER et
al., 2008) soran bizonyitast nyert, hogy az axavg@udas mértéke pozitivan korrelal a trauma
nagysagaval. Ezen eredményeket alapul véve vipsgélyy diffiz traumas axonsériléses
allatkiséerletes modellen (Marmarou modell, Wistatkgnyokon) a kalcium indukalta, calpain
medidlta proteolizis folyamatat MDL-28170 riewcalpain inhibitort és tormagyokér-
peroxidazt (HRP) mint jeldél anyagot felhasznalva, melynek eredméryenészletesen




beszamoltunk koézleményinkben (CZEITER et al, 201Qg¢lunk az MDL-28170
axonoprotektiv hatasanak igazolasa volt. Kisénetmiunk soran immunhisztokémiai
modszerrel igazoltuk, hogy a sérulésteinjektalt vegyilet szignifikansan csokkentette a
HRP-jelolt axonszakaszok atlagos hosszat a tracigospinalisban, alatamasztva az MDL-
28170 axonoprotektiv hatasat.

Centrélis folyadékperkussziés modell segitségévesgalatokat folytattunk annak
kideritésére, hogy a (exogén) PACAP intracerebrimikeraris (icv.) beadasa milyen hatéassal
van a diffiz axonkarosodas mértékére. Neuroprabelsziempontjabol a PACAP versus
vivéanyag kezelt allatok axonalis sérulése kozott sfikgms kilonbség mutatkozott a tractus
corticospinalisban (KOVESDI et al., 2008). Tobbélzétt ezen kutatasi eredmények adtak az
Otletet a kordbban emlitett huméan TBI betegek nmatéendogén PACAP vizsgalataira.

Megvizsgaltuk tovabba egy U] poly (ADP-ribose) pobrase (PARP) inhibitor (L-
2286) neuro/axono-protektiv potenciéljat is, szint@latkisérletes (impakt akceleraciés)
koponyatrauma modellben. Neuroprotektiv hatastésggrimmunhisztokémiai médszerekkel,
masrészt funkcionalis, magatartasvizsgalati tekelekbeam-balance, open-field és emelt
keresztpall6 modell) igazoltuk. Eredményeibtkkidertl, hogy a vizsgalt 6sszessgbntban
icv. alkalmazott 100 microgramm/patkany dozis siig@insan csokkentette a karosodott
axonok firiségét mind a tractus corticospinalisban, mind pedigsciculus longitudinalis
medialisban — 6sszehasonlitva a kontroll allato&kderényeivel. Magatartasvizsgalataink
minden kezelési protokollnal ramutattak az alla#orongasanak csotkkenésére, mig a
motoros funkciok a 30 perces post-injury kezelégbeualtak jelents mértékben (KOVESDI
et al., 2010).

Kdzismert, hogy a traumas agysérilés kimenetékeasetében kedvéhb, melyet a
szervezetikben magasabb koncentracioban jelef M8 nemi hormonok idegsejtvéd
regenerdlo jellemgének tulajdonitanakED Hall et al. (2000): Gender differences in acute
CNS trauma and stroke: neuroprotective effectsstfbgen and progesterone. Neurotrauma
17(5): 367-388).Ez iranyu vizsgalatok, illetve tesztelési leisgtg reményében hosszu tavu
kooperacios kapcsolatot épitettem ki Dr. Prokaizl@égs Dr. Tatrai-Prokai Katalin amerikai
kutatd vegyész professzorokkal, akik kifejlesztettgy dsztrogén analdg hidroféb vegyiletet
(DeHidroxi-EstraDiol — DHED) az 6sztrogé®imemi hormon egyik 6sszet@ebol, a 17§-
Osztradiolbdl (E2) a vegyulet kémiai médositasavalDHED jelentiségét az a tény adja,
hogy a vér-agy gaton athaladva kizarolag a kozpdetirendszerben alakul at egy reduktaz
enzimrenszer segitségével 17-beta 0OsztradiollaltakzéélirAnyosan lokalisan fejtve Ki
neuroprotektiv hatasat — elkerllve az egyéb nemkie& szomatikus (pl. feminizald)
hatdsokat. Az anyagnak neuroprotektiv hatasat gaaoltak ischémias modellben, azonban a
Klinikdnkon rendelkezésre all6 koponyatrauma-makdiél (,impact acceleration head
injury modell” és ,fluid percussion head injury naltl) még nem torténtek vizsgalatok. A
.,material transfer agreement” aldirasa és az anmgdgat koveéien az U] vegyullet
vizsgalatahoz szikséges allatkisérletekeéikeszitettik, megterveztik azokisérleteket,
melyeket 2009 szeptember kdzepén-végén egy egyededrisegéddel, két PhD hallgatoval,
két TDK hallgatoval és egy technikus kollégaval dkénk el. Céljaink kozott szerepelt a
DHED neuroprotektiv hatdsanak bizonyitasa az etnttedelleken, megvizsgalni a sérilés
elotti, illetve utani DHED/E2 kezelések kozotti kilddget, végul feltérképezni a vart
neuroprotektiv hatas 6sszefiiggését a beadott dbziss

1 6ras pre- és Y2 6ras posttraumas modellekben Kingleceleracios kdzépsulyos
trauma, mely diffzan elszért axon sériléseket okolzosszupélyak agytorzsi szakaszan)
igazoltuk, hogy a DHED szignifikansan cstkkentettesérilt axonprofilok szamat a
haromféle kontrollcsoporthoz [E2-kezelt; §anyaggal (kukoricaolaj = vehiculum) kezelt;
illetve kezeletlen, azaz csak traumat kapott cdofprképest. Mind az alkalmazott
leghatasosabb dozist (1Q@/kg — dozis-hatas gorbe alapjan), mind a traumdtépest a



kezelés idpontjat, mind az alkalmazando6 trauma nagysagatigtkeegallapitani. Két 6ras
tulélést és intraperitonedlis tulaltatast kéest transzkardialis perfaziot alkalmaztunk
fiziologias sooldattal majd 4%-os formalin-PBS pmufel. A tovabbi 24 6rat kovét
agykivétel utan tortént az immunhisztokémiai fetpdas.

Kisérleteink kédbbi fazisdban a szakirodalomban preferalt folyadékpsszios
modellel és az allatszam noévelésével folytattuk kamkat — kiegészitve a korabbi
cikkeinkben mar leirt funkcionalis (magatartas) mltekkel a kognitiv és motoros funkcidk
vizsgalatara, és az agyi kontuzi6 igazolasara 3T Mialmazasaval.

Eredményeinket TDK hallgatdm tudoméanyos konferdwmia ebadasok formajaban
ismertette: Az Osztrogén és az 0Osztrogén analog DHED neurdgtiotehatasanak
vizsgéalata:

« Kari Tudoméanyos Diakkoéri Konferencia, PTE Altal&n@rvostudomanyi Kar, Pécs, 2011.
februar 24;

» IX. Orszéagos Interdiszciplinaris Grastyan Konfeian®TE Grastyan Endre Szakkollégium,
Pécs, 2011. marcius 29 - aprilis 1,

* XXX. Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia, Grvés Egészségtudomanyi Szekcid,
Debrecen, 2011. aprilis 8;

* XVI. Koranyi Frigyes Tudoméanyos Forum, Semmelwegy&em, Budapest, 2011. aprilis 14-
15;

» 18th Student Scientific Conference Targu Mures,dde@sarhely Roméania, 2011. mércius 17-
20.

A PTE AOK Kari Tudomanyos Diakkori Konferencigjareeményeink bemutataséaval
els helyezeést ért el.

Tekintve, hogy a fent ismertetett DHED rieikisérleti szer kifejles#t altal még nem
kerllt kellb mértékben hivatalos publikalasra, szabadalmi o&bldgyebre eredményeink
tudomanyos folydiratban torténkodzlésére nem kaptunk engedélyt. Reményeink gzerin
eredményeink publikalasara 2012 folyaman - kifejtesvegyész kollégakkal tortén
egyeztetés utan — kerilhet sor.

A neuropatholdgiai  kutatolaboratériumban rutineer végezhéek bizonyos
biomarker vizsgalatok: beallitottuk a modszereketksrin lebontasi termékek és az S-100-as
fehérje kimutatasara —dibit Western-blot, utdbbit ELISA technikaval, azanba tesztelési,
illetve Kkisérleti szakaszon tul az ezirAnyu kutaitdisat anyagi forrds / keret hidnyaban
targyidsszak alatt nem folytathattuk.

1. KUTATASI TEMAHOZ KAPCSOLODO EGYEB MUNKALATOK

Kisérleteket végeztink azon feltevés tovabbi tudomé bizonyitasara, hogy a
traumas agyseérilés a sérilés heélyivolabbi régidkban is kivalt axonkarosodastebeive
a gerincvedt is. Allatkisérletes modellel bebizonyitottuk, lyog trauméas axonkarosodas
meértéke pozitiv korrelaciot mutat a sérulés naggealyés negativ korrelaciot a seérilés
helyétl val6 tavolsaggal (CZEITER et al., 2008).

A koponyasérilés soran létrefdv pathologias folyamatok megértéséhez
elengedhetetlen azok fizikai-kémiai héatterének gdtata szOvettani és transzmisszios
elektron-mikroszkdépos maodszerekkel. Ehhez kapcdolokét megjelent kodzlemény
(BUKOVICS et al., 2008; GALLYAS et al., 2009). Atkisérletek soran megcéfoltuk azt a —
bizonyos tudomanyos korokben — évtizedek oOta etfotiaenyt, hogy a koponyaseérilés soran
keletkezett un. ,soOtét-sejteket” az aldehides fixakozza. Tovabba igazoltuk, hogy ezen
,SOtét-sejtek” kialakuldsa az intracellularis géllezer fazisatalakulasa kovetkeztében megy
végbe — megékve és kivaltva a kébbi enzimatikus folyamatokat.




Pathologias mechanizmusol &zervezetben végbenteim vivo vizsgalatahoz, illetve
a palyazat biomarker vizsgalatanak tovabbi alatathaghoz (kulon ,endpoint” gyanant)
MRI kisérleteket is végeztiink. Kezdetben kvaniitatIR allatkisérletekben (patkanyagy)
vizsgaltuk a Peécsi Diagnosztikai Kozpontban takélh&linikai 3T human szkenner
képességeit longitudinalis (T1) és transzverzal®) (relaxaciés it alkalmazva, illetve a
diffazié-sulyozott képalkotd eljarast (mind monanind biexponencialis megkozelitéssel).
Tanulmany soran ezen protokollok mellett mikrosa®felbontast, illetve bealsviztartalom
referenciaval kvantitativ proton spektroszkopiatvizsgaltunk. A kisérlet eredményeinek
konklaziéja, hogy nagy térefeklinikai szkennerek alkalmazasaval kvantitativ &&ptas és
spektroszkopia is kivitelezhekisallatokon (ARADI et al., 2010), ezaltal bebizosodott,
hogy hatékonyan végezibek ezen kortlmények kdzott tovabbi — céliranyosR Ksérletek.

Tovabbi MRI-vel 6sszefudy vizsgalataink soran diffazié sulyozott képalkoto
modszer biexponencialis elemzéséielvivo tanulmanyoztuk az intracellularis agydodéemat,
illetve tranzmisszios elektronmikroszkopiaval (mmbrfologiai hattér) tamasztottuk ala az
MR-nél tapasztalt megfigyeléseket. Intraperitoreediextroz oldatot alkalmazva valtottuk ki
feln6tt Wistar patkanyoknal az agybdémat, és agyi Mai@n meéréséhez MR
spektroszkopiét is alkalmaztunk (STEIER et al., DOTélunk annak bizonyitasa volt, hogy
az agyi intracellularis vizterekkel 6sszefliggesiest un. ,latszélagos diffuzios koefficiens”
(ADC) milyen mértékben hozhaté kapcsolatba egy leges stroke soran fellépagyi
odémaval.

IV. OSSZEFOGLALO KOZLEMENYEK, KUTATASI TEMAHOZ KAPGOLODO
TANULMANY

Osszegijijtve a 2009-ig megjelent — protein biomarker — téahdkapcsolatban
fontosabbnak itélt tudomanyos publikaciokat, 6ssglafdé kdzleményt jelentettiink meg a
protein biomarkerek szeregér— kihangsulyozva jeledségiket a klinikai gyakorlatban
(KOVESDI et al., 2009), illetve elbiralas alatt vanJournal of Molecular Neuroscience
szakfolyodiratnal egy review kdzlemény, mely a PACK#Zponti és periférias idegrendszeri
sérilésekre gyakorolt hatdsat mutatja be. Utdbbilikacioval célunk, hogy az eddig
megjelent koézlemények segitségével Osszegezve bssuit a PACAP neuroprotektiv
potencialjat kilonbdz traumas idegsérulési modelleknél (TAMAS et al120

A biomarkerek koponyatraumas agyseérilésnél jatgzotencialis diagnosztikus és
prognosztikus szerepével kapcsolatosan a DepartroéntDefense (US) tamogatasu
multicentrikus klinikai tanulmany kivitelezésébereszink részt (Szponzor. BANYAN
Biomarkers Inc.).

Tekintve, hogy a fent leirtak alapjan a projekt B§m- jelents — eredményének
kozlésére még nem volt leldseg, a publikalast késb, de maximum 2 éven belll tervezem,
kérni szeretném Tisztelt A8t és Tisztelt Biraldkat, hogy a jelentésben ftigla alapjan
szlletett midsitést az OTKA kiegésditeljarasban kébb mddositsa, figyelembe véve a
késibb megjelent kdzleményeket.

Pécs, 2012. januar 26.

Dr. Bukovics Péter
tudomanyos munkatars



