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1. Bevezetés

A neurologiai megbetegedéseket a rokkantsag vezetd, illetve a halalt okozé megbetegedések
masodik leggyakoribb okozoiként tartjak szamon. Igy egyre nagyobb szerepet toltenek be a
betegségek altal okozott életmindség romlasban. Ezek a betegségek — beleértve a fejfajassal
jar6 megbetegedéseket is (példaul migrén, tenzids tipusu fejfajas, gyogyszertiladagolas okozta
fejfajas), a szklerozis multiplexet, az epilepsziat és a neurodegenerativ korképeket is — felelsek
vilagszerte a betegségek altal okozott terhelések 3 szazalékaért. Bar ez a szazalékos arany
alacsonynak tiinik, a migrén, a stroke, az epilepszia ¢és a demencia megtalalhaté az 50
leggyakoribb betegség kozott, melyek a legtobb rokkantsaggal eltoltott életévvel jarnak.
Tovabba, a neurologiai korképek kozott kiemelkedd fontossaggal birnak a fejfajassal tarsuld
megbetegedések, hiszen ezek egy évre vonatkoztatva az emberiség 46%-ban fordulnak eld, mig
a teljes élethosszra vonatkozoan ez az arany 64%-ra emelkedik. Ezek nagy részét az elsddleges
fejfajasok teszik ki. Ebbdl 14,4% migrénnel, 26,1% tenzios fejfajassal és 3-5% kronikus napi
fejtajassal diagnosztizalt beteg. A masodlagos fejfajasok esetén a fejfajas csupan tiinete egy
alapbetegségnek, vagyis a probléma hatterében szamos més tényez0 allhat.

A fejfajas kialakulasanak megértéséhez elengedhetetlen a trigeminalis rendszer mikodésének
ismerete. Az elsddleges neuronok — melyek tartalmaznak specialis receptorokat, un.
nociceptorokat — sejttestjei a trigeminalis ganglionban (TG) talalhatok, melyek kiilonféle
kémiai, termikus és mechanikus ingerek hatasara aktivalodnak. Innen az agytorzsi trigeminalis
caudalis mag (TNC) masodlagos neuronjaihoz futnak, melyek kiilonféle neurotranszmitterek
(pl. glutamat (Glu), kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene related peptide - CGRP), P-
anyag, neurokinin A és a hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo polipeptid (pituitary adenylate
cyclase activating peptide - PACAP)) felszabadulasaban vesznek részt. A Glu és CGRP
egylittes felszabadulasat a kalcium influx szabalyozza, a P/Q-tipusu csatornakon keresztiil, ez
utobbi pedig a CGRP receptorok aktivalodasahoz is vezethet, igy tovabb fokozva a Glu és P
anyag felszabadulasat. Tovabba a CGRP receptorok jelenlétét preszinaptikusan is igazoltak
glutamaterg neuronokon, igy az aktivaciojuk tovabb fokozza az 3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol
propionsav (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid - AMPA) és N-metil-D-
aszpartat (NMDA) receptorok szenzitizaciojat, mely ugyancsak képes serkenteni a Glu
felszabadulasat. A magas Glu szint tovabb serkenti az NMDA receptor expresszidjat, mely
hozzajarul a szenzitizacios allapot fenntartasahoz. A masodlagos neuronok tovabbitjak a jelet a
thalamus felé, innen pedig a harmadrendii neuronok az elsédleges Szomatoszenzoros
agykéregbe juttatjak az informaciot. Ezen a szinten kiilonb6z6 neurotranszmitterek és

neuromodulatorok (pl. a y-aminovajsav (GABA)-/glicinerg inhibitoros neuronok) aktivacioja



révén képesek szabalyozni a fajdalomszintet. Nem csak a GABAerg, de szerotonerg és
noradrenerg axonok is részt vesznek a leszalld palya szabalyozasaban.

A fenti informaciok alapjan, a Glu, illetve Glu ionotrép és metabotrop receptorainak is fontos
szerepe van a fejfajas és a fajdalom pathomechanizmusaban. Az NMDA receptorok aktivacidja
kulcsfontossagu szerepet tolt be a centralis szenzitizacids allapot fenntartdsaban. A Glu
koncentraci6 megemelkedését leirtdk kiillonbozd fejfajasos allatkisérletes modellekben.
Ugyancsak fajdalommodellekben bizonyitottak be a GABA receptor agonistak és inhibitorok
antinociceptiv hatasait is. Tovabba a szerotonerg rendszer is komoly szerepet jatszik a fejfajas,
igy a migrén pathomechanizmusaban is.

A kinurénsav (kynurenic acid - KYNA) a triptofan (TRP) metabolizmus kinurenin (kynurenine
- KYN) atvonalan (kynurenine pathway - KP) keletkez6 végtermék, mely tobb modon képes
befolyasolni a glutamaterg neurotranszmissziot. A KP felelds a TRP 95%-anak atalakulasaért,
mig a maradék 5% a szerotonin (5-HT) ttvonalon bomlik le. A neuroprotektiv termékeinek
koszonhetden a KP egyre gyakrabban vizsgalt kiilonbozé kutatasi teriileteken. A KYNA
antinociceptiv hatasat bizonyitottak mar kiilonboz6 fajdalommodellekben, beleértve a kronikus
oszteoartritisz jellegii iziileti fajdalommodellt, a karragén-indukalta termalis hiperalgéziat és
egy¢éb iziileti gyulladdsos modelleket. Tovabba a TRP, a KYN ¢és a KYNA
koncentraciovaltozasat leirtdk fejfajasos betegségekben is: a szérumban szignifikdns
csokkenést észleltek a KYN és a KYNA szintjeiben, mig a TRP emelkedést mutatott migrénes
¢s cluster fejfajasos betegekben is.

A neurotranszmittereket leggyakrabban nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (high
performance liquid chromatography - HPLC) detektaljak, am minden mddszernek megvan a
maga negativuma is.

A f6 serkentd neurotranszmitter, a Glu detektalasa leggyakrabban a GABA gatld
neurotranszmitterrel egyiitt torténik, hiszen igy komplex képet kapunk a kdzponti idegrendszer
serkentd-gatld rendszerérdl. Detektdlasukhoz nagy segitséget nyujtanak az wgynevezett
derivatizacids agensek, melyek segitségével jo érzékenységet lehet elérni fluoreszcens detektor
(FLD) alkalmazasa mellett. Ez a leggyakrabban alkalmazott detektor, hiszen egyszeriien
csatolhat6 egy forditott fazisi HPLC-hez. A metodikak nagy része az o-ftalaldehid (OPA) és a
3-merkaptopropionsav (3MP) egyiittes hasznalatat irja le, hiszen gyors reakcioba lépnek az
aminosavakkal (vizes oldatban, szobahémérsékleten), illetve a kapott fluoreszcens komplex
magas szenzitivitassal és szelektivitassal rendelkezik. Tovabba taladagoldsa esetén nem lép
tovabbi reakciokba, igy a melléktermék képzddés nem 4all fent. A negativ tulajdonsagai kdzott

érdemes megemliteni az instabil karakterét és a pH valtozasra valo érzékenységét. Mindemellett



mar a mintael6készitési Iépésekben alkalmazhatd, és viszonylag gyors futasi id6t tud biztositani
a Glu és a GABA mérésére egyarant.

A TRP és néhany metabolitjanak a mérése (beleértve a KYNA-t is) kiilonbozé biologiai
matrixokbol kihivast jelent az eltér6 kémiai karakterti komponensek miatt. Az FLD alkalmazasa
egy alacsony detektalasi hatart (limit of detection - LOD) tud biztositani, amely igen fontos
szempont a kis mintamennyiségeknél (pl. egér agy). fgy tehat a KP parcialis detektalasa
torténhet FLD és UV-detektor (UVD) egyiittes hasznalataval, hiszen a TRP, az 5-HT ¢és a
KYNA konnyen detektalhatdo FLD-vel, mig a KYN UVD-vel. Két detektor alkalmazasa mellet
legalabb két bels6 standardot (internal standard - IS) kell beiktatni. A szakirodalomban is
gyakran emlitett 3-nitro-L-tirozin (3NLT) megfelel az UVD komponensek korrigalasara, mig
az ujonnan szintetizalt anyag, a 4-hidroxiquinazolin-2-karboxisav (HCA) konnyen
alkalmazhat6 az FLD-n.

A fent emlitett analitikai technikdk kovetelménye egy validacios folyamat, mely soran
meghatarozzuk a szelektivitast, a linearitast, a LOD-ot, a meghatarozasi hatart (limit of
quantification - LOQ), a precizitast és a visszanyerhetdséget, hiszen e paraméterekkel igazoljuk

az optimalizalt metodikak robusztussagat.

2. Célkitiuzések

(i) A CFA-indukalt orofacialis fajdalommodell neurokémiai profiljanak kutatasa
patkanyokban, beleértve a Glu, a GABA, a TRP, az 5-HT, a KYN ¢s a KYNA koncentracio
mérését, és megtalalni az atmeneti pontot a mért neurotranszmitterek és a szakirodalomban

leirt, a fajdalommal kapcsolatba hozhaté neuropeptidek koncentracio valtozasa kozott.

(if)  Optimalizalni és validalni egy HPLC-UVD/FLD metodikat, mely alkalmas a TRP, az 5-
HT, és a KYN utvonal neuroprotektiv agan képz6dé anyagok mérésére kiilonbozo
biologiai matrixokbdl, beleértve az egér és patkany agyszoveteket és plazmakat, illetve a

human liquor és plazma mintakat, két belso standardot alkalmazva.

3. Anyagok és modszerek

3.1 CFA-indukalta orofacialis modell

A 10-12 hetes Sprague-Dawley patkanyokat standard laboratoriumi koriilmények kozott
tartottuk és a rajtuk végzett kisérletek etikai engedéllyel torténtek (X1./1102/2018), kdvetve a



hivatalos iranyelveket (International Association for the Study of Pain; Europai Gazdasagi
Kozoség, 86/609/ECC). Az allatokat elaltattuk 4%-os kloralhidrattal, majd a jobb oldali
bajuszparnaba adtuk az 50 ul komplett Freund adjuvans (CFA) injekciot. A kontroll csoportban
1évo patkanyokat megegyez6 térfogatu sdoldattal oltottuk be. A liquor levétele utan a vérvétel
a baloldali pitvarbol tortént, natrium-EDTA-t tartalmazo csdvekbe, majd a transzkardialis
perfazié kovetkezett, melyhez 200 ml foszfat-puffert hasznaltunk. A plazma mintakat
centrifugalas utan (3500 RPM, 10 perc, 4°C) -80°C-on taroltuk felhasznalasig. Az agyi
mintakat illetéen a TNC-bdl és a szomatoszenzoros kéregbdl (ssCx) is kiilon taroltuk a jobb és
a bal oldali régiokat. Mérés el6tt a mintakat Gjra szamoztuk, igy azokat randomizaltan és az
analitikai méréseket végz0 szamdra vakon hajtottuk végre, validalt HPLC metodikak
alkalmazasaval. Az 6sszes mérés egy UVD-vel és egy FLD-vel felszerelt Agilent 1100 HPLC
miszeren (Santa Clara, CA, USA) tortént. Az elvalasztast minden esetben egy Kinetex
C18 150%4,6 mm bels6 atmérdjii, 5 pm szemcseméretii oszlopon (Phenomenex Inc., Torrance,
CA, USA) végeztik, melynek védelmezésére egy C18, 4x3 mm belsé atmaréji, 5 pm
szemcseméretli SecurityGuard eléoszlopot (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)
alkalmaztunk. El6szor az agyakat homogenizaltuk 0,5 M-0s perklérsavban (PCA) 1:5 m/V
aranyt alkalmazva, mely tartalmazta a TRP metodikahoz tartozo két 1S-t (3NLT-t és HCA-t).
Majd a mintakat elosztottuk harom részre, és -80°C-on taroltuk a felhasznalasig. A Glu és
GABA mérésekhez 100 pl feliiliszot higitottunk szazszorosara desztillalt vizzel, majd ebbdl az
oldatbol 100 pl-t derivatizaltunk 100 pl e célbdl készitett oldattal (2 ml OPA, 7,94 ml 0,2 M
borat puffer (pH = 9,9) és 60 ul 3MP) majd ehhez adtunk még 50 pl desztillalt vizet, mely
tartalmazta a belso standardot, a homoszerint. Az elvalasztashoz gradiens elticiot alkalmaztunk.
Az ‘A’ mobilfazis 95:5 V/V 0,05 M natrium acetat (pH = 5,5): metanol; mig a ‘B’ oldat
45:45:10 V/V metanol:acetonitril:viz volt. 95% ‘A’ mobilfazissal kezdtiik az eluciot, majd ez
linearisan csokkent 50%-ra, ahol 2 percig tartottuk, majd 1 percen at visszaallt a kiindulo
allapotra, igy elérve a 16 perces futasi idot. Az aramlasi sebesség 1 ml/perc volt, 10 pl
injektalasi térfogat mellett. Az FLD 230/440 nm excitacidés/emisszios hullamhosszon mért. A
Glu és GABA mérése liquorbdl hasonlé metodikaval tortént, mint az agyak esetén, bar a
kiindulasi mobilfazis 93% ‘A’ oldatot tartalmazott. A mintaelokészités esetén itt is az 1:1:0,5 =
minta: derivatizacios oldat: IS oldat aranyokat kovettiik.

Az agyszovetek estén a TRP, az 5-HT, a KYN és a KYNA méréséhez 5,8-as pH-ji, 200 mM
cink-acetatot (ZnAc) és végsd Osszetételében 5% acetonitrilt tartalmazo mobil fazist

alkalmaztunk. Az aramlasi sebesség 1,2 ml/perc volt, illetve 50 pl mintat injektaltunk az



oszlopra. Plazma és liquor esetén hasonldo metodika mellett tortént az elvalasztas, de a pH

értékét 6,2-re allitottuk be, illetve 20 és 50 pl térfogatokat injektaltunk.

3.2 TRP, 5-HT, KYN és KYNA kvantifikalasa kiilonb6z6 biolégiai matrixokbol

A neurologiai korképekben és ezek allatkisérletes modelljeiben a TRP-nak és metabolitjainak
kulcsfontossagu szerepilik van, igy mérésiik nem csak patkany mintakbol, de human és egér
mintakbol is relevans lehet. A metodikak optimalizalasa soran az UVD-vel detektalhatod
anyagok fényelnyelését egy Agilent 8453 UV-Vis spektrofotométerrel (Santa Clara, CA, USA)
vizsgaltuk. A mobil fazis 200 mM ZnAc-ot tartalmazott, 5 %-os végs6 acetonitril tartalommal.
Human és ragesalo plazma, illetve liquor esetén a pH-t 6,2-re, mig ragcsalé agyszovetek esetén
5,8-ra allitottuk be. Minden esetben 1,2 ml/perc volt a mobilfazis dramlasi sebessége. Plazma
mintdk esetén 20 pl, mig agyszovetek és liquor esetén 50 ul feliilaszo keriilt injektalasra.
Detektoronként kiilon alkalmaztunk egy-egy 1S-t: 3NLT-t az UVD-n, és HCA-t az FLD-n mért
anyagok korrigalasara, melyeket a detektoron mért egyes anyagok hasonlo kémiai szerkezete
miatt valasztottunk. Validalas soran egy kalibracids egyenes segitségével szamitottuk ki a LOD
matrixot (human és patkany liquort és plazmat, valamint egér plazmat), kdvetve a minta
elokészitésénél is alkalmazott kicsapasi ardnyokat. A nehézkés mintavétel, illetve a sokszor
vérrel szennyezett patkany liquor nem tette lehet6vé a teljes validalasi folyamat véghezvitelét,
igy a megfelelden tiszta liquor mintdk csak a kalibracios gorbe meghatarozasara, valamint a
LOD ¢és a LOQ értékek kiszamolasara voltak elegendéek. A ragcsaldo plazmakat 1:1 V/V
aranyban csaptuk ki a két IS-t tartalmaz6 0,5 M PCA oldattal, majd 12000 RPM-en, 4°C-on
centrifugaltuk 10 percent at. A frissen feldolgozott agyszoveteket tomegiik lemérése utan
jéghideg oldatban homogenizaltuk, 1:5 m/V aranyban 0,5 M PCA oldatban, mely tartalmazta a
két belso standardot is. Az Eppendorf csoveket a fentiekhez hasonloan centrifugaltuk. A humén
plazma el6készitése hasonlo volt a ragesald plazmamintak elokészitéséhez, bar itt a kicsapasi
arany 1:3 V/V; mig liquor esetén 5:6 V/V volt.

A validalasi folyamat sordn az elegendd mintamennyiség érdekében tobb mintat
OsszeOntottiink, mig a metodikak alkalmazhatosaganak bizonyitasa soran 8 kiilon egyedtol

szarmazo6 mintat mértiink le.

3.3 Statisztika
A statisztikai teszteket az ingyen elérhetd R software 3.5.3. (R Development Core Team)

segitségével végeztik el. A metodikdk validaldsa és a mintdk mérése soran a legkisebb
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négyzetek modszerével illesztettiik az egyenes egyenletét, melyben az y a gép altal kiirt cstcs
alatti teriileteket, mig az x a koncentracioértékeket jelentette.

A CFA indukalta orofacialis modellben mintaeloszlast nem vizsgaltunk, hiszen ez nem volt
feltétele az alltatunk kivalasztott statisztikai tesztnek. ElsO korben a Levene teszt segitségével
igazoltuk a variancidk homogenitasat, majd fiiggetlen mintas t-probat futtatunk, ahol a
referencia eloszlast biztositd véletlen szamokat a Monte-Carlo modszerrel generaltuk. Ezutan
post-hoc vizsgalatként a parOs Osszehasonlitishoz a permutacios t-tesztet hasznaltuk. A
permutacidt a Monte-Carlo modszerrel végeztiik el (10 000 véletlen permutacio), €s az els6faja
hibakat a tévkovetkeztetési arannyal kontrollaltuk. A kiugré értékeket nem vizsgaltuk kiilon.
Elemszambecslést nem végeztiink, a 3R elméletet kovetve hagyatkoztunk az eddigi kisérleti
eredményekre. Statisztikailag szignifikans eltérést mutaté érték esetén, a Cohen féle d értékkel
(tovabbiakban Cohen’s d) adtuk meg a hatasnagysagot, mely segitett a tovabbiakban eldonteni,

hogy a kivalasztott elemszam megfeleld-e vagy sem.

4. Eredmények

4.1 CFA-indukalta orofacialis modell

Méréseink soran kiilon feldolgozasra keriiltek a jobb és a bal oldali agyi régiok, de mivel nem
talaltunk szignifikans eltérést a ketté kozott, igy a tovabbiakban az atlagukkal dolgoztunk. A
permutacios t-teszt soran a kontrollokhoz képest szignifikans emelkedést talaltunk a TNC-ben,
aGlu (p=0,0319, Cohen’s d = 1,49), a KYN (p =0,0123, Cohen’s d = 1,58) és a KYNA (p =
0,0098, Cohen’s d = 1,92) szintjeiben 24 o6raval a CFA kezelés utan, illetve szignifikans
csokkenést a Glu (p = 0,0357, Cohen’s d = 1,29), a KYN (p = 0,0123, Cohen’s d = 1,85) és a
KYNA (p = 0,0263, Cohen’s d = 1,39) szintjeiben a 48 oras és 24 6ras CFA kezelt csoportok
kozott, mig a kontroll és a 48 oras kezelt csoportok k6z6tt nem volt kiilonbség. Ami az sSCX
mintakat illeti, a KYNA (p=0,0237, Cohen’s d = 1,36) szignifikansan megemelkedett 24 6raval
a CFA utan, majd szignifikansan csékkent a 48 6ras csoportban (p = 0,0173, Cohen’s d = 1,80).
A kontroll és a 48 6ras csoport kozott nem volt szignifikans kiillonbség. Az 5-HT szignifikansan
csokkent a 48 oras csoportban a kontroll (p = 0,0479, Cohen’s d = 1,21) és a 24 oras
csoportokhoz (p = 0,0479, Cohen’s d = 1,20) képest is. Kiszamoltuk a KYN/TRP és
KYNA/KYN aranyokat is. A KYN/TRP arany szignifikans emelkedést mutatott a 24 oras
kezelt csoportban a kontroll (p = 0,0419, Cohen’s d = 1,19) és a 48 oras kezelt csoportokhoz
képest (p = 0,0419, Cohen’s d = 1,35). A liquor mintakban nem talaltunk szignifikans eltérést,

a TRP, a KYN ¢s a KYNA illetve a Glu és GABA mérése sordn, bar az alacsony elemszam
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miatt (n =5, 5, 4 akontroll, a 24 és a 48 6ras kezelt csoportok esetén) a statisztikai teszt er0ssége
alacsony volt. Erdemes megemliteni, hogy a KYN értéke LOD alatt volt a kontroll és a 48 6ras
kezelt csoportban (LOD = 0,0274 uM), egy érték kivételével. A plazma mintak esetében a TRP

metabolitokat kvantifikaltuk, de ezek nem mutattak szignifikans eltérést.

4.2 TRP, 5-HT, KYN és KYNA kvantifikalasa kiilonb6z6 biologiai matrixokbol

A validéalasi folyamat sordn a kalibracidos egyenes egyenletét meghataroztuk mindegyik
bioldgiai matrix esetén, majd kiszamoltuk a LOD, a LOQ, a precizitds és a visszanyerési
értékeket is. A kiilsé standardsor meghatarozasakor figyelembe vettiik, hogy kiilonb6z6
neurologiai korképekben, vagy allatmodellekben, a metabolitok értékei eltérnek a fiziologiai
értekektdl, igy egy nagyobb koncentracios tartomanyt adtunk meg minden egyes metabolit
esetén, torekedve a jo linearitas megdrzésére: a korrelacios koefficiens 0,999 f616tt volt minden
esetben. A LOD ¢és LOQ értékeket a LOD = 3.3-6/S' és LOQ = 10-6 /S egyenletekkel
Ezt alkalmazva, a kapott eredményeinek d6sszhangban voltak a szakirodalmi adatokkal: a human
¢s aragesalo plazma esetén (amikor 20 pl mintat injektaltunk az oszlopra) a LOD értékek 0,557
uM, 0,025 uM és 1,23 nM felett voltak, a TRP, a KYN és a KYNA esetében. Tovabba ragesald
agyszovet, valamint human és ragcsalo liquor esetén (amikor 50 pl mintat injektaltunk az
oszlopra) a LOD értékek 0,08 uM, 0,009 uM, 0,0274 uM ¢és 0,456 nM felett voltak, a TRP, az
5-HT, a KYN és a KYNA esetében. A precizitds vonatkozdsaban az egy napon meért mintak
kozotti eltérés 1,03—4,25 CV% volt, mig a napok kozotti precizitasok 1,11-10,6% kozotti
értékeket mutattak, de kivétel volt a fényre érzékeny €és konnyen oxidalthato 5-HT, melynek a
precizitasa 52%, illetve 19% volt egér és patkany agyszovetek esetében. A visszanyerési
tényez0 79,6% és 116% kozott volt, mely nem tér el az iranyelvek altal megadott tartomanytol.

Utols6 1épésben a metodika alkalmassagat bizonyitottuk be hat kiilonb6z6 bioldgiai matrixon.

5. Diszkusszio

5.1 CFA-indukalta orofacialis modell

A fejfajas az egyik leggyakoribb neurologiai korkép. 2010-ben a tenzios tipusu fejfajas és a
migrén a vilag masodik és harmadik leggyakoribb betegségének szamitott. A nociceptorok
periférias afferenseinek aktivalasa felels a Glu felszabadulasaért, az ionotrop és metabotrop
receptorok aktivalasaval egyiitt. Ezt a jelenséget nem csak a preklinikai vizsgalatok tamasztjak
ala, migrén betegekben is leirtdk. Igy a fijdalom és a glutamaterg Gtvonal kénnyen kapcsolatba
hozhato, és mindemellett kiilonb6z6 ionotrop glutamat receptor antagonistak pozitiv hatdsat

irtdk le a nociceptiv folyamatokban. A pozitiv hatasuk ellenére a mellékhatasok miatt az ez
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iranyba halad6 kutatasokat megsziintették. Ugyanakkor a ketamin, ami egy NMDA receptor
antagonista, az egyetlen hosszu tavon jo opcionak tiind kezelés a komoly vagy hosszu ideig
tartd auras migrénes betegeknek, mig a tezampanel, mely az AMPA és kainat receptoron hat,
igéretes eredményeket mutat a migrénben szenveddk kezelésében. Tovabba bebizonyitottak,
hogy nemcsak a KYNA, de a KP utvonalon keletkezd szamos vegyiilet koncentraciovaltozasa
is kapcsolatba hozhat6 a migrén vagy cluster fejfajasos betegekkel. A KYNA, mint NMDA
receptor antagonista, fontos kiindulé molekula kiilonféle, a kdzponti idegrendszerre hato
gyogyszerek szintetizalasaban. Bar a vér-agy gaton nem tud atjutni és a szervezetbdl gyorsan
kitiriil, a KYNA analogok pozitiv valtozast mutatnak ez irdnyban. Ugyanakkor figyelembe
véve, hogy az elsérendli neuronok a vér-agy gaton kiviil talalhatoak, a KYNA 6nmagaban is
igéretes eredményeket hozhat. A fajdalomra kifejtett pozitiv hatasait tobb allatmodellben is
leirtak. A kutatocsoportunk altal végzett kisérletekben két KYNA analdgot vizsgaltunk a
trigeminalis fijdalom formalin modelljében. Erdekes modon az egyik hatdsosabb volt és ez
esetben sokkal magasabb periférias koncentracidértéket mutatott a KYNA, mig az agyban
egyforma emelkedést okozott mindkett6. Ezen eredmények is alatimasztjak hipotézisiinket,
miszerint a KYNA periférias emelkedése hatasos lehet a fajdalom ellen és a hasonlé szerkezetii
komponenseseket érdemes tovabb vizsgalni farmakoldgiai célbol, hiszen a vér-agy gaton vald
nagyobb koncentracioban valo atjutas a fajdalom kezelésében talan nem feltétleniil sziikséges.
A CFA-kezelt patkanyok a jelen tanulmanyban is szignifikansan megemelkedett Glu szintet
mutattak, a KYN ¢és a KYNA vegyiiletekkel egyiitt. Utobbiak valaszként szolgalhatnak a Glu
okozta szenzitizacios folyamatra. E hipotézisiinket mas tanulmanyok is alatdmasztjak, hiszen a
KP metabolitjainak valtozasat fejfajasban is leirtak, melyben az NMDA receptor aktivalasa
kulcsfontossagu 1épés lehet. Ezen eredmények azért is fontosak, mert a GABA nem mutatott
szignifikans emelkedést, igy Onmagaban a GABA nem elegendd ahhoz, hogy a Glu
szintemelkedés hatasat ellensulyozza. A szerotonin 48 oraval a kezelés utin mutatott
szignifikdns emelkedést a kéregben, mely a trigeminovaszkularis utvonal aktivacidjanak
gatlasara utalhat. Ezen eredmények utalnak a glutamdaterg utvonalakat célzo terapidk limitalt
iddintervallumara, hiszen egy eldzetes tanulmanyunk azt is bebizonyitotta, hogy a fajdalomban
megjelent. Ez az az id6pont, mely a kisérletiink periférias és centralis szenzitizacidjanak
megfelel. Jelen pillanatban a CGRP tutvonalat célz6 antitestek (eptinezumab, galcanezumab,
fremanezumab, erenumab) jelenthetnek ujszerii kezeléseket, melyek anyagi vonzata azonban

joval magasabb, mint azon kezeléseké, melyek a fejfajas akut fazisaban hatnak.
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5.2 TRP, 5-HT, KYN és KYNA kvanitfikalasa kiilonb6zo biol6giai matrixokbol

A metodika validdldsa sordn a meghatarozott paraméterek (LOD, LOQ, precizitds ¢és
visszanyerés) mind megfeleltek a hivatalos iranyelveknek. Az ugyanazon napon beliili
precizitas (melyet CV%-ban fejeziink ki; coefficient of variation - CV) mind 5 CV% alatt volt,
mig a napok kozotti precizitas 15% alatt, kivételt az 5-HT egér és patkany agyszovetekre
vonatkoz6 52 és 19%-os értékei képeznek. Bar célszerti a hivatalos iranyelvek altal kitlizott
maximalis értékeket alatt maradni, sok esetben a metodikdk heterogenitasa miatt ez nem
lehetséges. lgaz ez az el6bb emlitett agyszovetekbdl mért napok kozotti precizitasi értékekre is,
hiszen nem az agyszovetet taroljuk, hanem a feldolgozott, lehomogenizalt agyszovet
feliiluszojat, mert egy agy felezése nem eredményezne két homogén részt. E magas értékek
alapjan az agyakat a mérés napjan célszerti homogenizalni. Ilyenkor az eltérés az iranyelveknek
altal megadott maximalis értékek alatt marad: egér esetén 4,25 CV%, mig patkany esetén 1,91
CV%. A visszanyerés soran az dsszes érték 85-115% kozott volt, mig a LOQ-al spike-olt mintak
esetén 80-120% kozott, megfelelve az iranyelveknek. A metodikank alkalmazhatosaganak
vizsgalata soran igazoltuk minden bioldgiai matrix és minden metabolit vonatkozasaban, hogy

a koncentracioértékeink megegyeztek a szakirodalomban leirt értékekkel.
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