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1. Bevezetés

A neurodegeneracio fo jellemzdje a neuronok progressziv sériilése és pusztuldsa egyes agyi
régiokban. A kialakuld funkciocsdkkenés kiilonb6zo korképek megjelenéséhez vezethet, mint
példaul Parkinson-koér (PK), Huntington-kér és Alzheimer-kor (AK). E betegségek ugyan
szdmos klinikai, biokémiai ¢és hisztopatologiai tulajdonsdgaikban kiilonboznek, mégis
kialakulasuk hatterében taldlhatunk kozos jellemzoket, mint a mitokondrialis diszfunkcio, a
glutamaterg excitotoxicitas, vagy a csokkent antioxidans kapacitas.

Az antioxidans védelem komplex rendszer, amely enzimatikus (példaul szuperoxid-diszmutaz,
katalaz, glutation-peroxidaz) és nem-enzimatikus mechanizmusokbdl all. A nem-enzimatikus
folyamatokban olyan kisméretii molekulak vesznek részt, mint a -karotin, koenzim Q10, C-
vitamin, E-vitamin és flavonoidok. A lipofil E-vitamin-csoportot 4-4 tokoferol és tokotrienol
alkotja, szerkezetiik egy alifas oldallanccal rendelkezd kromanolgyliriit tartalmaz, amely
tokoferolok esetén telitett, tokotrienoloknal telitetlen. Az izomerek kiilonb6z6 formai (a, B, y és
d) a metilcsoportok szamaval és helyzetével azonosithatéak. Ezen antioxidans védelemnek
kiemelked6 szerepe lehet az agyban, hiszen e szerv a magas energiaigénye és lipidtartalma miatt
kiilonosen érzékeny az oxidativ sériilésekre. Az E-vitamin-hiany, ezen beliil is féleg az o-
tokoferol (aT) hidnya gyakran tarsul neurolédgiai tiinetekkel, tovabba a szakirodalomban szép
szammal taldlni olyan tanulmanyokat, melyekben szignifikdnsan alacsonyabb szérum- vagy
plazma oT koncentraciokat talaltak egyes neuroldgiai megbetegedésekben, példaul AK-ban és
PK-ban. Ezek azon megbetegedések, melyek novekvo prevalenciat mutatnak idéskortakban.

A tokoferol homeosztazisra vonatkoz6 ragesalo tanulmanyok esetén csupan limitalt adat érhetd
el arrol, hogyan befolyasolja az €letkor €s a nem a periférias és agyi tokoferol koncentraciokat.
A szakirodalomban talalhato egér és patkany tokoferol vizsgalatok tobbsége az allatokat nem
valasztotta kiilon a késdbbi statisztikai 0sszehasonlitdsokhoz sziikséges csoportokra (bioldgiai
nem vagy életkor szerint, vagy nem kozlik ezeket az adatokat). Gohil és munkatarsai (mtsai.)
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy 5 honapos C57B1/6 néstények esetén az Osszes vizsgalt agyi
régioban jelentdsen magasabb szintek mérhet6ek, mint a himekben, de mivel csak egy adott
¢letkorban hataroztak meg ezeket az értékeket, a fiziologids oregedés hatasat nem elemezték.
Csupan egyetlen kéziratot taldlni a szakirodalomban, amely az életkor hatdsat vizsgalta a
tokoferolok vonatkozasaban C57Bl/6Ncr him egerekben, azzal a megallapitassal, hogy a plazma

szintekben nincs szignifikans valtozads, ugyanakkor néhany agyi régidban szignifikans



emelkedés mutatkozott az ¢életkorral. Mivel ez utébbi tanulményba nem vontak be ndstény
egereket, igy nyitott kérdés maradt, hogy a Gohil és mtsai. altal meghatarozott nemi kiilonbségek
vajon az ¢€letkor elérehaladtaval ugyanigy megmutatkoznak-e vagy mas tendencia lesz mérvado.
A PK egy gydgyithatatlan progressziv neurodegenerativ korkép, melynél kardindlis motoros
tiinetek (bradikinézia, rigor, tremor) kialakuldsaban a kozépagyban elhelyezkedd substantia
nigra pars compacta (SNpc) dopaminerg idegsejtjeinek pusztulasa okozta striatalis
dopaminhiany, és a basalis ganglionok rendszerének ebbdl adodo funkcidzavara all. A motoros
tiinetek mellett a dopamin (DA), valamint a tobbi biogén amin egyéb agyi teriileteken jelentkezd
hidnya jellegzetes nem-motoros tiinetek kialakulasat eredményezi (példdul alvaszavar,
pszichiatriai és kognitiv eltérések). A PK-ban jelentkez6 neuronalis apoptozist tobbek kozott
Osszefliggésbe hoztak az oxidativ stresszel és a mitokondrialis diszfunkcioval is.

A PK allatkisérletes modellezésére talan mind a mai napig legszélesebb korben a mitokondrialis
légzési lanc I-es komplexének miikodését gatld 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
toxint hasznaljak. Az MPTP aktiv metabolitja, az 1-metil-4-fenilpiridinium ion szelektiven
karositia a SNpc dopaminerg neuronjait, ami a betegségre jellemzd striatdlis DA
koncentraciocsokkenést okoz. Az MPTP toxinra legérzékenyebben a C57B1/6 egértorzs reagal,
igy legtobb esetben a kisérletekbe C57Bl/6 egereket vonnak be. A neurotoxicitas fokozott
érzékenységet mutat az allatok oregedésével, emellett nemi kiilonbségeket is megfigyeltek a
C57Bl/6 egértorzsben MPTP intoxikalast kovetden. Bar a kapott eredmények ellentmondésosak,
a vizsgalatok tobbsége fokozott érzékenységet mutatott ki a himeknél, kiilondsen a nigrostriatalis
sériilés kapcsan. Ennek pontos oka a mai napig feltaratlan. Tobb allatkisérletes tanulmany is
foglalkozott a neuronpusztulds megdvasa érdekében exogén modon alkalmazott oT
adminisztracioval MPTP kezelt C57Bl/6 egerekben, azonban neuroprotektiv hatasat tekintve
nem sziiletett egységes allaspont. Osszességében azon kisérletekben  bizonyult
neuroprotektivnek az oT, melyekben azt nagy dozisban alkalmaztak.

Az E-vitamin vegyliletek abszorpciés maximuma az UV-tartomanyban van, ami lehetéveé teszi
a diodasoros detektorral (DSD) csatolt modszerek alkalmazasat, bar a metodika szelektivitasat
erdsen befolyasolhatjdk a bioldgiai mintakban esetlegesen jelen 1évé egyéb UV-aktiv
vegyliletek. Ezenkiviil a DSD alacsonyabb érzékenységgel dolgozik a kovetkezd detektalasi
modszerekhez képest. A fluoreszcens detektalasi (FLD) modszer az E-vitamin nativ
fluoreszcencidjabol profital, és szelektivebb, érzékenyebb detektalast biztosit. A kromanolgytirii

aromas hidroxilcsoportja miatt az elektrokémiai mérés is kivitelezhetd, ezért az elektrokémiai



detektalas (EKD) is népszer(i az FLD mellett, mert hasonld, ha nem jobb érzékenység érhet6 el.
Ragcsalok, kiilondsen egerek plazma- vagy szérum- €s agymintai esetében a tokoferolok mérése
—az oT kivételével — kis koncentracioszintjiik miatt kihivast jelent.

A biogén aminok biologiai mintakbdl térténd mérése nagyon szelektiv és érzékeny modszert
igényel, mivel azok alacsony koncentracioban vannak jelen. Az EKD-vel kombinalt
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiai (HPLC) metodika az egyik legjobb alternativa a
monoaminok és rokon vegyiileteik kvantitativ kimutatasara bioldgiai mintakbol elektroaktiv
funkcidscsoportjaik és az EKD kivételes érzékenysége miatt. A mddszer alkalmazhatosagat
szamos tényezOé befolyasolja, hasznalata €és optimalizaldsa nagy szakértelmet igényel. A
mobilfazis Osszetétele jelent6s hatast gyakorol a metabolitok meghatarozasara. A minta
elokészitésének komplex folyamatat illetden, kiilondsen az agymintdk esetében, a belsd
standardok (BS) alkalmazasa clengedhetetlen a mintaveszteségek felméréséhez és a sziikséges
korrekciok elvégzése végett. Nagyszdmu biogén amin méréshez parhuzamosan tobb BS egyidejii
alkalmazasat a hosszi mérési 1d6 €és a mért vegyiiletek (katekolaminok és szerotonin) eltérd
kémiai szerkezete teszi indokoltta, amelyekre az alkalmazott méodszernek szelektivnek is kell
lennie. A metodika szelektivitdsanak tobb agyi régid vizsgalatanak vonatkozéasaban torténd

beallitasa is akadalyokba {itkozhet.

2. Célkitizések

1, HPLC-EKD és HPLC-FLD moédszerek alkalmazhatosaganak 6sszehasonlitasa C57BI/6N

egér agymintdkbol torténd aT szintek mérésére.

., C57BI/6N néstény és him egerek kozponti idegrendszerében (KIR), valamint vérében az
oT szintekre gyakorolt lehetséges ¢€letkor- €s nemi hatasok vizsgalata a tovabbfejlesztett €s

validalt HPLC modszerekkel.

1., HPLC-EKD moddszer kidolgozasa bizonyos biogén amin és néhany rokon vegyiiletiik
(levodopa, 3,4-dihidroxifenilecetsav  (DOPAC), noradrenalin, 5-hidroxiindolecetsav,
homovanillinsav (HVA), DA, szerotonin és 3-metoxitiramin) parhuzamos meghatarozasara

C57BI/6N egerek kiilonbozo agyi régioibol 3 BS hasznalataval.

IV., A PK MPTP-indukalt neurotoxicitasi allatmodelljében C57BI/6N ndstény és him egerek
striatalis oT és DA szintjei k6zotti lehetséges nemfiliggd kapcsolatok felderitése tovabbfejlesztett

¢és validalt HPLC moédszerek segitségével.



3.  Anyagok és modszerek

Mindkét kisérletiinkhdz C57B1/6N egértdrzs him és ndstény egyedeit vontuk be. Az allatokat
normal laboratériumi koriilmények kozott tartottuk (50% =+ 2% pératartalom, 22°C + 1°C
hoémérsékleti tartomany és 12 — 12 oras fény és sotét ciklus) ketrecekben (maximum 4 allat
ketrecenként) szabad hozzaféréssel az ivovizhez és a standard ragesaldé taphoz. Elso
tanulmanyunkban, ahol az életkor és a nem hatasait vizsgaltuk, az egereket hat csoportba
osztottuk, melyek 6, 16 és 66 hetes kort néstény €s him egerekbdl, csoportonként 9 egyedbdl
alltak. A kovetkez6 kisérletiinkben az allatokbol 4 csoportot alkottunk, amelyek a kontroll és
MPTP-vel kezelt 16 hetes him ¢és néstény egerekbdl alltak (kezdeti elemszam 15 egyed volt
csoportonként). Kisérleteinket az Allatok Védelmével Foglalkozé Tudomanyos Etikai Bizottsag
¢és Tanacsad6 Testiilet jovahagyasaval hajtottuk végre (XXIV./352/2012.). Kutatasunkat a
Szegedi Tudomanyegyetem Allatkisérleti Bizottsaga is engedélyezte (X1./243/2019.).

Az MPTP hidrokloridot fiziologias sooldatban frissen feloldottuk, és intraperitonealisan adtuk
be. Két csoport 12 mg/testtomeg kg MPTP injekciot kapott 6tszor, 2 oras idékozonként. A masik
két csoportot kontrollként fiziologias sdoldattal oltottuk Gtszor, 2 oras idokozonként. Az utolsod
MPTP oltas utan egy néstény és két him egér elpusztult. Egy kontroll néstényt pedig ki kellett
zarnunk a kisérletbdl szokatlan viselkedése miatt.

Az els6é tanulmanyunkban a 6, 16 és 66 hetes egereket mély altatasba helyeztiik izofluran gaz
inhalaltatdsaval. Torakotomiat kovetden a jobb pitvarbdl vérvétel tortént intrakardialis punkcio
segitségével. A vért EDTA-t tartalmaz6 Eppendorf csdbe helyeztiik, majd tovabbi felhasznalasig
4 °C-on taroltuk. Az allatokat ezutan 8 ml/perc sebesség mellett 5 percig egy perisztaltikus
pumpaval mesterséges agy-gerincvel6i folyadékkal perfundaltuk. Miutan a vérmintakat 5 percig
4 °C-on centrifugaltuk, percenként 3500 fordulatszam (RPM) mellett, a feliilisz6é plazmat (200
ul) azonnal homogénre vortexeltiik frissen készitett 200 pl-nyi 15 mg/ml aszkorbinsav oldattal
¢és 400 pl 250 mg/L butilhidroxitoluol (BHT) etanolos (EtOH) oldataval. A mintakat —80 °C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A mérések el6tt 250 mg/L BHT-t és 3 uM rac-tokolt (r'T, BS)
tartalmazé 600 pl-nyi n-hexant adtunk a frissen felolvasztott plazmamintakhoz. EQy percig tarto
intenziv kevertetés utan a mintakat 4 °C-on 10 percig 12 000 RPM sebességgel centrifugaltuk.
A kovetkezd 1épésben 450 pl térfogatu n-hexan feliiluszot nitrogén gaz alatt beparoltunk. A
maradékot 75 ul acetonitril (ACN) és 50 ul EtOH:1,4-dioxan (1:1) keverékével oldottuk vissza,

majd sotétitett iivegekbe helyeztiik a mérésekhez.



Dekapitacio utan az agyat kifejtettiik a koponyabol, majd hideg (—20 °C) feliileten disszekaltuk
az ot agyi régiot (striatum, stridtum feletti agykéreg, hippokampusz, kisagy és agytorzs). A
pontos kimetszések kivitelezése az online elérhetd egér agyi térkép alapjan tortént (Allen Brain

Atlas: Mouse Brain; Allen Institute for Brain Science, Seattle, Washington, Amerikai Egyesiilt

Allamok; http://mouse.brain-map.org/static/atlas). Felhasznalasig —80 °C-on taroltuk 8ket. Az
agyi régidkat a mérések eldtt analitikai mérlegen, fagyott allapotban lemértiik és ultrahanggal
homogenizaltuk 1020 pL térfogatu jéghideg oldatban. A mintakat ezutan 4 °C-on 10 percig
12 000 RPM sebességgel centrifugaltuk, a feliiluszokat 6sszegyljtottiik, majd a plazma esetében
leirt moédszerrel stabilizaltuk. A mintaelokészités folyamatai is megegyeztek, azzal az eltéréssel,
hogy a beparlasi maradékot a mobilfazisokban oldottuk fel, ahogy arrdl késébb lesz szo.

Az MPTP Aéllatkisérletes tanulmanyunkban az allatokat 1 héttel az utolso kezelést kdvetden
terminaltuk izoflurdn gaz inhaldltatdsaval. A mintavétel és a stabilizacios folyamat hasonl6 volt
plazmat és medialisan felezett striatalis mintakat gyijtottiink. Az oT bioanalizise ugyantugy
tortént, mint korabban emlitettiik. A DA, DOPAC és HVA mérések el6tt a felezett stridtumokat
lemértiik és ultrahanggal roncsoltuk jéghiitétte oldatban. A mintakat 30 percig 4 °C-on
centrifugaltuk 12 000 RPM sebességgel, és a feliiluszok 0sszegylijtése utan 10 pl-t injektalt a
HPLC.

A plazma mintdk mérését validalt DSD-vel kapcsolt HPLC metodikaval végeztik. Az
elvalasztashoz Agilent 1260 HPLC rendszert (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia,
Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk, mely sorin a mobilfazist 2,1 ml/perc aramlési
sebesség mellett juttattuk a 25°C-on termosztalt, Kinetex C18 tipust oszlopra (150 x 4.6 mm, 5
um részecske méret; Phenomenex Inc., Torrance, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok), amit
egy ugyanilyen fazisu eléoszlop védett (SecurityGuard, 4 x 3.0 mm, Phenomenex Inc., Torrance,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok). A mobilfizis 66,54 V/V% ACN-bdl, 21,40 V/V%
tetrahidrofuranbol, 6,61 V/V% metanolbol, 5,45 VIV% vizbdl és 272,4 mg/L ammonium acetat
keverékébol allt, melyet 0,45 pum porusméretli polivinilidén difluorid membranon sziirtiink
alkalmazasa el6tt. Az automata mintaadagold a 4 °C-ra hiitétt mintakbol 50 pl mennyiségi
térfogatokat injektalt az analitikai oszlopra. Az oT és rT vegyiileteket szimultan detektaltuk
maximalis abszorbancidjuk hullamhosszain, azaz 292 és 297 nm-en.

Az agyi mintdk méréséhez két kiilonboz6 detektalasi modszert valasztottunk, melyek koziil az

egyik esetben EKD-t, a masiknal pedig FLD-t alkalmaztunk. Mindkét modszerhez egy Agilent


http://mouse.brain-map.org/static/atlas

1100 HPLC rendszer (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt
Allamok) hasznaltunk, amely Model 105 EKD (Precision Instruments, Marseille, Franciaorszag)
és FLD (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok)
modulokkal van felszerelve. A méréseket izokratikus koriilmények kozott hajtottuk végre. Az
EKD technika esetén a mobilfazis 91,25 V/V% metanolt, 4,25 V/V% vizet, 4,50 V/IV%
izopropanolt és 2,81 g/l NaClOs-ot tartalmazott, melyet 0,45 um porusméretii polivinilidén
difluorid membranon sziirtiink alkalmazasa el6tt. A mobilfazist 1,2 ml/perc sebességgel a 25°C-
on termosztal oszlopra (Luna C18, 75 x 4,6 mm, 3 um szemcseméret, Phenomenex Inc.,
Torrance, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) juttattuk, amit egy ugyanilyen fazist
eldoszlop védett (SecurityGuard, 4 x 3.0 mm, Phenomenex Inc., Torrance, Kalifornia, Amerikai
Egyesiilt Allamok). Tiz uL alikvotot injektalt mintdnként az automata mintaadagolo, és a
mintakat 4 °C-on termosztaltuk. A mésik metodika esetén (FLD), a mozg6fazis tiszta metanolbol
allt, Yuan és mtsai. altal publikalt, altalunk kissé modositott modszerét alkalmaztuk. Az aramlasi
sebesség 1,8 ml/perc volt és tovabbi bedllitdsok megegyeztek az EKD-nél leirtaknal
(hémérséklet, oszlop tipusa, injektdlds mennyisége). A gerjesztési és az emisszios
hullamhosszakat 292 nm-re, illetve 330 nm-re allitottuk be, mind az oT, mind az rT szimultin
mérésére. A validalasi folyamat sordn minden esetben meghataroztuk a kimutatasi hatart, a
meghatarozasi hatart, a szelektivitast, a napon beliili és a napok koz6tti pontossagokat, valamint
a visszanyerési €rtekeket. Az egerek agymintaiban az aT-ra gyakorolt lehetséges é€letkorral és
nemmel kapcsolatos hatdsok tanulméanyozasa soran 2 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik
mintan, hogy dsszehasonlitsuk az FLD és az EKD modszerek alkalmazhatosagat.

A 3 biogén amin (DA, noradrenalin, szerotonin) és ezek prekurzorainak és metabolitjainak
(levodopa, DOPAC, HVA, 3-metoxitiramin, 5-hidroxiindolecetsav) mérése egér agyi mintakbol
3 BS (3,4-dihidroxibenzilamin, izoproterenol és Nw-metilszerotonin) adaptalasaval az alabbiak
szerint végeztiik. A moddszer kidolgozasahoz a kezdeti mobilfazis 2,80 mM natrium oktil
szulfatot (NaOS), 75 mM NaH2POas-t, 100 uM NaEDTA-t és 7,0 V/V% ACN-t tartalmazott. Az
ACN hozzaadasa el6tt a vizes fazis pH-értékét 3,0-ra allitottuk 85 tomeg%-0s foszforsavval. A
metodikafejlesztés soran négy paraméter hatisat vizsgaltuk az emlitett 11 komponensre,
amelyek koziil az els6 a pH érték volt, majd az ionparképz6 komponens (NaOS) koncentracidja,
a szerves oldoszer mennyisége (ACN) és végiil az EKD cella munkapotencialja. A validalasi
folyamat soran meghatdroztuk a linearitast, a kimutatasi és a meghatarozasi hatarokat, az

érzékenységet, a napon beliili és napok k6zotti pontossagot és a visszanyerhetdséget is.
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4. Eredmények

Megfeleld mintaeldkészités utan robusztus és preciz mddon tudtuk meghatirozni az oT
koncentraciokat egér plazmabdl €és az agyszovetbol. Tovabba megfeleld szelektivitast elérve
mindkét vegyiiletet (aT és rT) zavard tényez6kt6]l mentesen tudtuk detektalni.

Az elsd kisérletiinkben, a plazma mintakat illetéen az alkalmazott két utas ANOVA szignifikans
kiilonbséget mutatott az életkorra (F2.48 = 10,55; p <0,001; w? = 0,0276), ugyanakkor a nemre
(F148 = 0,64; p=0,427) és az életkor vs. nem (F248 = 1,11; p = 0,339) valtozora és interakciora
nem. A post hoc analizis eredménye kimutatta, hogy életkoron beliil a 16 és 66 hetes him egerek
kozott szignifikans eltérés van (p <0,01Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhato.), melynek
Cohen-féle d értéke 2,234 volt.

Agymintak vizsgalatakor az EKD alkalmazasaval szélesebb linearis tartomany vizsgalhatd, ami
érzékenyebb meghatarozast biztosit az FLD-vel szemben. FLD segitségével az agymintak oT
tartalma precizebben és 1ényegesen gyorsabban hatarozhatd meg, tovabba a mérési feltételek is
Iényegesen egyszerlibbek, mint az EKD-nél, ezen feliil az alapvonal és a jel/zaj arany 1ényegesen
jobb. A validaciés paraméterek fényében mind az EKD, mind az FLD mérés alkalmazhat6 az aT
meghatarozasara agymintakbol, valamint a kapott eredmények detektortol fiiggetleniil
statisztikailag nem kiilonboztek, igy az FLD és EKD mérések eredményeit atlagoltuk minden
egyes agyminta esetén. A kovetkezd lépésekben ezek az atlagok lettek felhaszndlva két
szempontos ANOVA vizsgalatokhoz, melyek Tukey HSD post hoc tesztekkel egésziiltek ki.

A striatumban szignifikans eltérés volt mind életkor (F2,48 = 120,02; p <0,001; ©?=0,0752), nem
(F14s = 23,06; p <0,001; w? = 0,0070) és életkor vs. nem (Fz2.4s = 3,59; p <0,05; w? = 0,0016)
interakciojaban. Az alkalmazott Tukey HSD post hoc teszt korral szignifikansan emelked6 aT
koncentraciot mutatott a kovetkezd paronkénti Osszehasonlitisokban, melyeket figyelembe
vettiink: 6 vs. 16 hetes koru néstények (p <0,001) és himek csoportjaiban (p <0,01); a 16 vs. 66
hetes korti ndstényeknél (p <0,001) és himeknél (p <0,001); 6 vs. 66 hetes kort néstényeknél (p
<0,001) és himeknél (p <0,001); a 16 hetes kort himek és ndstények (p <0,05) és a 66 hetes koru
himek és ndstények Osszehasonlitisaban (p <0,001). A striatum feletti agykéregben szintén
mindkét valtozoé és interakcidja szignifikans kiillonbségeket mutatott az oT szintekben.
(életkorra: F24s = 159,59; p <0,001; ©? = 0,1042; nemre: F143 = 17,38; p <0,001; o? = 0,0054;
és ezek interakciojara: Fous = 5,47; p <0,01; 0? = 0,0029). A post hoc teszt megmutatta, hogy

csoportonként milyen eltérések vannak. Eletkorral emelkedd oT koncentraciok mutatkoztak a 6
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vS. 16 hetes néstényeknél (p <0,001) és himeknél (p <0,05); a 16 vs. 66 hetes néstényeknél és
himeknél (mindketté Osszehasonlitas esetén p <0,001); a 6 vs. 66 hetes néstények és himek
kozott (mindkét dsszehasonlitas esetén p <0,001) és a 66 hetes ndstények és himek kozott (p
<0,001). Tovabba a hippokampuszban, hasonléan, mint a korabbi két agyi régi6 esetén, a két
szempontos ANOVA szignifikans kiilonbséget mutatott életkor (F2.45 = 195,50; p <0,001; ©? =
0,1056), nem (F1.4s = 24,34; p <0,001, w? = 0,0063) és életkor vs. nem (F2.48 = 7,05; p <0,01; ?
= 0,0033) interakciora. Az ezt kovetden lefuttatott Tukey HSD post hoc teszt szignifikansan
emelkedett szintet jelzett a 6 vs. 16 hetes kort néstények (p <0,001) és himek esetén (p <0,001);
a 16 vs. 66 hetes koru ndstények (p <0,001) és himek esetén (p <0,001); a 6 vs. 66 hetes koru
ndstények (p <0,001) és himek esetén (p <0,001); valamint a 66 hetes kori himek és ndstények
kozott (p <0,001). A kisagy és az agytdrzs esetén csak az életkor (Fa.48 = 17,09; p <0,001; w? =
0,0134 és F24s = 3,49; p <0,05; w? = 0,0021; sorrendben) és a nem (F1,4s = 10,66; p <0 01; w? =
0,0040 és Fiss = 13,30; p <0,001; ®®> = 0,0051; sorrendben) valtozok befolyésoltak
szignifikansan ezen agyi régiok oT szintjeit, az interakcidjuk nem (F2,48 = 2,90; p = 0,065 és F2 48
= 0,82; p = 0,446, sorrendben). A paronkénti Osszehasonlitas (post hoc teszt) szignifikansan
emelkedett aT koncentraciot jelzett a kisagyi régidban a 6 vs. 16 hetes kort ndstényekben (p
<0,01) és a 6 vs. 66 hetes korGi ndstényeknél (p <0,001). Agytorzs esetén a lényegi
Osszehasonlitdsokban nem volt kiilonbség.

Maisodik tanulmanyunk elvégzéséhez tovabbfejlesztettiink és validaltunk egy HPLC-EKD
modszert i1s a biogén aminok mérésére. A fejlesztés soran sikeresen optimalizaltuk az
ionparképz6 reagens és a mobilfazisban 1év6 szerves olddszer mennyiségét, az EKD cella
munkapotencialjat, és két uj BS-t tudtunk adni a modszerhez.

Az MPTP kisérletbdl nyert felezett stridtumokbol a kovetkezd eredmények sziilettek. A kétutas
ANOVA Tukey HSD post hoc teszttel a kovetkezd eredményeket hozta. Jelentds kiilonbségeket
figyeltiink meg a DA szintekben a kezelés (F (1, 52) = 196,355; p <0,001; w2 = 0,2201), valamint
a kezelés vs. nem interakcié vonatkozdsaban is (F (1, 52) = 5,703; p <0,05; ©? = 0,0053), de a
biologiai nem esetében nem (F (1, 52) = 3,627; p = 0,062). A Tukey HSD teszttel végzett post
hoc elemzés szignifikansan csokkent DA koncentraciot mutatott az MPTP-vel kezelt vs. kontroll
néstényeknél (p <0,001; hatasértéke -2,600 (Cohen-féle d)); tovabba az MPTP-vel kezelt vs.
kontroll himeknél (p <0,001; hatasértéke -5,925 (Cohen-féle d)); valamint az MPTP-vel kezelt
himeknél vs. ndstényeknél (p <0,05; Cohen-féle d értéke -1,303). A DA koncentracio fent

emlitett valtozasaihoz hasonloan a DOPAC szintekben is szignifikans kiilonbségeket mutatott ki
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a statisztikai teszt a kezelés (F (1, 52) = 143,741; p <0,001; o = 0,1769) és a kezelés vs. nem
interakci6 esetében (F (1, 52) = 12,481; p <0,001; > =0,0141), de a bioldgiai nem esetében nem
(F (1, 52) = 2,373; p = 0,129). A Tukey HSD teszttel végzett post hoc elemzés szignifikansan
csokkent DOPAC koncentraciot igazolt MPTP-vel kezelt vs. kontroll néstényeknél (p <0,001;
Cohen-féle d értéke -2,309); MPTP-vel kezelt vs. kontroll himeknél (p <0,001; Cohen-féle d: -
4,094); valamint MPTP-vel kezelt himeknél vs. néstényeknél (p <0,01; Cohen-féle d -1,491).
Jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a HVA szintekben is a kezelés (F (1, 52) = 59,920; p
<0,001; w? = 0,1137) és a kezelés vs. nem interakcidjaban is (F (1, 52) = 5,704; p <0,05; o? =
0,0090), de a biologiai nem esetében nem (F (1, 52) = 0,464; p = 0,499). A Tukey HSD teszttel
végzett post hoc elemzés szignifikansan csokkent HVA koncentraciot mutatott MPTP-vel kezelt
vs. kontroll ndstényeknél (p <0,01; Cohen-féle d értéke -1,629); és MPTP-vel kezelt vs. kontroll
himeknél (p <0,001; Cohen-féle d: -2,464). Szamitasaink soran egy metabolit aranyt is
meghataroztunk mind a négy csoportban, és az értékeket dsszehasonlitottuk kétutas ANOVA és
Tukey HSD post hoc tesztekkel. Jelentésen nétt a szamitott (DOPAC + HVA)/DA arany (DA
turnover) a kezelés (F (1, 52) = 26,129; p <0,001; ©? = 0,0538) hat4sara, de a bioldgiai nem (F
(1,52) =1,842; p =0,181) és a kezelés vs. nem interakcid eseteiben nem (F (1, 52) = 0,779; p =
0,382). A Tukey HSD post hoc teszt szignifikdinsan megnovekedett DA turnovert mutatott az
MPTP-vel kezelt vs. kontroll néstényeknél (p <0,05; Cohen-féle d értéke 1,335); és MPTP-vel
kezelt vs. kontroll himeknél (p <0,001; Cohen-féle d értéke 1,438).

Az egér plazma (HPLC-DSD metodika) és a striatalis mintakbol (HPLC-FLD moédszer) tortént
aT meghatarozéds eredményeit az aldbbiakban részletezziik. Az alkalmazott kétutas ANOVA
teszt szignifikdns valtozast igazolt a plazma oT szintjében a kezelés szempontjabol (F (1, 52) =
18,227; p <0,001; ®? = 0,0396), de a biologiai nem (F (1, 52) = 0,006; p = 0,938) és a nem Vs.
kezelés interakci6 vonatkozasaiban nem (F (1, 52) = 0,115; p = 0,736). A paronként
Osszehasonlitasokhoz hasznalt Tukey HSD post hoc teszttel végzett elemzés szignifikansan
csokkent oT koncentraciot mutatott az MPTP-vel kezelt vs. kontroll néstényeknél (p <0,05;
Cohen-féle d értéke -1,958); tovabba az MPTP-vel kezelt vs. kontroll himeknél (p <0,05; Cohen-
féle d értéke -0,829). A striatum tekintetében szignifikans kiilonbség volt a nemek kozott (F (1,
52) =29,680; p <0,001; w? = 0,0055), de a kezelés szempontjabol (F (1, 52) = 2,543; p = 0,117)
¢€s a nem VS. kezelés interakcid esetén nem volt (F (1, 52) = 0,029; p = 0,865). A Tukey HSD

post hoc teszt szignifikansan magasabb oT koncentraciot mutatott ki a kontroll ndstény vs. him



13

egerek esetén (p <0,01; Cohen-féle d értéke 1,811), valamint az MPTP-vel kezelt ndstény Vvs.
him egereknél is (p <0,01; Cohen’s d értéke 1,261).

Azt illetéen, hogy az endogén oT tartalom befolyasolhatja-e a DA szint valtozasat az MPTP
kezelés soran, az adatokat ANCOVA elemzésnek vetettiik ald. Ennek a komplex statisztikai
elemzésnek az eredményei azt mutattak, hogy az MPTP kezelés szignifikansan befolyasolja a
striatalis DA szintet (F (1, 52) = 8,689; p <0,01; részleges n° = 0,761), de a striatalis endogén aT
szint nem volt szignifikans hatassal sem a DA szint alakulasara (F (1, 52) = 0,487; p = 0,488),
sem az MPTP kezelést kovetd DA szint csokkenésén sem (interakciojuk; F (1, 52) =1,879; p =
0,176). E megallapitdsok megerdsitéséhez mindegyik csoportban korrelacios elemzéseket
végeztiink, amelyek hasonloan nem mutattak szignifikans 6sszefiiggést a striatdlis DA és az oT
szintek kozott (Pearson R? és p értékek a Bonferroni korrekcio elétt: kontroll néstények: 0,0069
¢és 0,779; kontroll himek: 0,036 és 0,495; MPTP-vel kezelt ndstények: 0,023 és 0,603; MPTP-
vel kezelt himek: 0,369 és 0,028).

5. DiszKusszio

A tokoferolok kiilonleges szerepet jatszhatnak az antioxidans védelemben a lipidben gazdag
szovetekben, példaul a KIR-ben. Mivel az agy miukodése egyértelmien hanyatlik az 1d6
mulasaval, szamos kutatas vizsgélta, hogy az exogén oT rendelkezik-e neuroprotektiv hatassal.
Az endogén tokoferolszintek valtozasairél azonban csak korldtozott mennyiségii adat all
rendelkezésre human vagy ragcesalo agymintdkban az életkor vonatkozasdban. Ezért kiilondsen
fontos az aT szintek életkorhoz kapcsolodo valtozasainak mélyrehatobb kutatasa. Az egyértelmii
trendek azonositasa bizonyos agyi régiokban és a két nemben segithet megérteni az oxidativ
karosodasokkal szembeni érzékenység kiilonbségeit. A human kutatasok mellet a ragcsalok
eziranyu vizsgalata is relevans lehet, figyelembe véve azt a tényt, hogy a neurodegeneracio
preklinikai kutatasainak legtobb vizsgalatat ebbe az alcsaladba tartozo allatokon végzik.

Ennek megfelelden a jelen dolgozat egyik célja az volt, hogy megfeleld metodikai fejlesztések
¢és validalasok utan a C57BI/6 egértorzs egyedeinek agyi aT szintjének régio-, életkor- és
nemspecifikus valtozasait meghatarozzuk. Vizsgalatunkat ezenkivill a plazma mintak
bioanalizisével egészitettiik ki, hogy meg lehessen itélni a periférids valtozasok lehetséges
hatdsat az agy oT szintjére. Az eredmények azt mutattdk, hogy az agy oT koncentracidja
szignifikansan emelkedett a stridtumban, az agykéregben €s a hippokampuszban, méghozza

¢letkorral monoton mértékben mindkét nemben. Ez a ndvekedés ndstényekben kifejezettebb
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mértékii volt és az eltérés nagysaga az életkorral egyiitt nétt az 6sszes fent emlitett agyi régid
esetében. A plazma mintdk tekintetében nem volt egyértelmli tendencia, szignifikans
kiilonbséget csak a 16 és 66 hetes himek k6zott talaltunk. E tanulmanyunk ujdonsaga az, hogy a
striatalis aT szint ilyen kifejezett emelkedést mutat, mikozben az agytérzs oT szintje nem
valtozik, tovabba els6ként jelenthetjiik ki, hogy a nemek kozotti kiilonbség az oregedéssel
jelentdsen ndvekszik a stridtum, agykéreg és hippokampusz régiokban.

A PK a masodik leggyakoribb neurodegenerativ megbetegedés a vilagon, amely ndvekvod
prevalenciat mutat az iddsebb tarsadalomban és azon beliil férfiaknal gyakrabban fordul eld. E
jelenségeket, vagyis a nigrostriatalis karosodas fokozodasat az ¢letkorral és a férfiak fokozott
¢érintettségét, a PK MPTP dllatkisérletes modelljeinek eredményei is tobb alkalommal
bizonyitottdk. Bar szamos kutatas feltételezi a nemi hormonok lehetséges szerepét jelen
megallapitdsok mogott, e tapasztalati tényre a mai napig nincs pontos magyarazat.
Kutatocsoportunkat elgondolkodtatta, hogy vajon a striatalis, magasabb oT szint legalabb
részben megmagyarazhatja-e a C57BI/6 ndstény egerek csokkent érzékenységét a PK MPTP
modelljében. Ezt a hipotézist, vagyis azt, hogy a ndstények szignifikansan nagyobb striatalis o T
szintje korrelal-e az MPTP-intoxikaciot kovetden a striatalis DA szintjének csokkenésével, még
soha nem tesztelték. Ennek megfelelden a kovetkezd tanulmanyunk célja annak megvizsgalasa
volt, hogy az endogén striatalis oT szint nemi kiilonbségei befolyasoljak-e az MPTP-vel kezelt
C57BI/6 n6stény és him egerek csokkent DA szintjeit.

Ezt megel6z6en azonban egy EKD-vel csatolt HPLC modszert fejlesztettiink ki bizonyos biogén
aminok és azokkal kapcsolatos egyes vegyiiletek szimultan meghatarozasara 3 BS adaptalasaval.
A modszert optimalizaltuk, hogy a lehetd legjobb érzékenység és szelektivitas mellett tudjunk
dolgozni. A sikeres fejlesztés és validalasi folyamat elvégzése utan az eredményeink azt
mutattak, hogy az MPTP-vel kezelt néstény és him egerek striatalis DA szintjei szignifikansan,
39%-ra, illetve 15,4%-ra csokkentek a megfelel kontrollokhoz képest. Az MPTP-intoxikaciora
val6 érzékenységhben tapasztalt kiilonbség 6sszhangban van az irodalmi adatok tobbségével. Bar
a DA turnover jelent6sen nétt az MPTP-vel kezelt egerekben a kontrollokhoz képest, de a nemek
kozott nem volt kimutathato kiilonbség. A striatalis aT szinteket illetden a jelenlegi vizsgalat
eredményei megerdsitették kordbbi eredményeinket. Meglepd moddon, de a korabbi
megallapitasokkal egyhangtlag, a striatalis oT szinteket egyik kezelt csoportban sem
befolyasolta az MPTP kezelés, azonban a plazma oT koncentraciok mindkét nemnél

szignifikdnsan csokkentek. Figyelembe véve, hogy a bioanalitikai vizsgalatokhoz a mintakat 7



15

nappal az akut MPTP intoxikaciot kovetden nyertiik, igynevezett redisztribacid torténhetett a
periférian a kozponti idegrendszer felé, mely az agyi oxidativ sériilésének részleges
megakadalyozésat segithette el6. Tanulmanyunk kdvetkezd részében statisztikai modellépitéssel
felmértiik, hogy a fent részletezett 2 paraméter kozott lehetséges-e barmilyen kapcsolatot
Kimutatni, vagyis azt, hogy az emelkedett striatalis aT koncentracid képes-e védelmet nyhjtani
az MPTP-indukalt neurotoxicitas ellen. Az alkalmazott statisztikai elemzések azonban nem
mutattak ki szignifikans kapcsolatot kozottiik, ezért a hipotézisiink nem nyert bizonyitast.

Az eredmények tiikkrében megerdsithetjiik, hogy az endogén aT nem jatszik jelentds Szerepet az
MPTP altal kivaltott neurotoxicitas gatlasaban. Mindenesetre a néstény egerek nigrostriatalis
MPTP-toxicitassal szembeni csokkent érzékenysége mogott allo tényezok feltdrasa tovabbi
vizsgalatoknak adhat alapot, melyek nagyban eldsegithetnék 11j, célzott terapiak kifejlesztését.
Ezenkiviil az antioxidans védelem ezen aspektusanak mélyebb attekintése klinikai jelentdséggel
is birhat, azaz segithet az ¢életkorral Osszefliggd patogenetikai folyamatok elleni terdpias
stratégidk kidolgozasaban, els6sorban a megvaltozott agyi antioxiddns homeosztazis

helyreéllitasara sszpontositva.
6. Koszonetnyilvanitas

Szeretném halamat kifejezni Dr. Vécsei Laszl6 és Dr. Klivényi Péter Professzor Uraknak, amiért
lehetéve tették szamomra a szegedi Neurologiai Klinikdn a tudoméanyos munkamat. Halas
koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdmnek, Dr. Zadori Dénesnek, amiért munkam soran
batoritott és kiemelkedd tudomanyos hozzaallasaval formalta a gondolkoddsmodom. Halas
vagyok tovabba Dr. Veres Gabornak is, aki megismertette velem az elvalasztastudomany e szép,
de nehéz vilagat. Ezuton is szeretnék koszonetet mondani Cseh Edinanak a rengeteg szakmai
tanacsért. Szivbol jovo koszonetemet kiérdemelték kedves kollégdim, akik szakértelmiiket,
idejiiket adtak az allatkisérletek kivitelezésében, tovabba a labormunkék soran joparszor a kezem
ala dolgoztak: Martos Diana, Dr. Maszlag-T6rok Rita, Polyak Helga, Filopné Dr. Bohar
Zsuzsanna, Dr. Boros Fanni, Spekker Eleondra, Vagvolgyi-Siimegi Evelin, Szabd Csilla,
Keszégné Voros Gabriella és Lukacs Erzsébet. Egykori szakdolgozomnak, Dr. Hadady
Leventének sem lehetek elég halas, aki orvostan hallgatoként tudomanyos kutatasi
tevékenységét mindvégig lelkiismeretesen ¢€s kitartdoan végezte. Végiil, de nem utolsdsorban,
sziileimnek, testvéremnek, nagysziileimnek és paromnak 6rok haldval tartozom szeretetiikeért,

megertésiikért, batoritasukért és kitartd tamogatasukert.



