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1 Bevezetés

A neuroldgiai megbetegedések, mint a fejfajas (migrén, tenzids fejfajas), Alzheimer kor (AD)
¢s egyéb demencidk, szkler6zis multiplex, Parkinson koér (PD) és epilepszia, feleldsek
vilagszerte a betegség altali terhelés 3 szazalékaért. Bar ez a szam kicsinynek tlinhet, ezek a
betegségek tartoznak azok koz¢ amik a legtobb rokkantsaggal eltoltott letévvel jarnak.

A neurodegenerativ betegségek (AD, PD, Huntington kor (HD)) ugyan kisebb szazalékat
érintik a népességnek de jelenleg egyikre sincs tényleges gydgymod, csak tiineti terapia. A
rendelkezésre allo kezelési lehetdségek, a PD kivételével, hatasfoka is elmarad az optimalistol.
Ennek hatterében a komplex ¢és részben felderitetlen patomehanizmusok allnak. A
neurodegeneracid progressziv neuron vesztéssel jellemeheté ami sulyos neuronalis
diszfunkcidhoz vezet koszonhetdéen kiilonbozo genetikai mutacidknak és kornyezeti
faktoroknak. Annak ellenére, hogy a molekularis és sejtszintli folyamatok jol koriilirtak, mint
mitokondrialis diszfunkcido és emelkedett szabadgyokképzddés, glutamat excitotoxicitas,
lerakodott fehérje aggregatumok, gyulladés és megvaltozott génexpresszid, ezek a folyamatok
nehezen befolyasolhatoak.

A neurologiai tudomanyok f6 célja az idegrendszer vizsgélata fiziologids és patologids
korlilmények kozott a betegségek diagnosztizalasdhoz, prevencidjadhoz ¢és kezeléséhez
sziikséges ismeretek felderitésére. Nagy része a kutatdsoknak Uj biomarkerek keresésére
fokuszal, amelyek nem csak a patomehanizmusok vizsgalata soran sziikségesek hanem 1j
gyogyszerek hatdsanak monitorozésa soran is jelentds szereppel birnak.

Human és allatkisérletes tanulméanyok alapjan feltételezziik, hogy a trigeminalis rendszerben,
ami a fej teriiletén érzett fajdalom feldolgozaséaért felelds, a glutamat receptorain (féleg az N-
metil-D-aszpartat receptoron (NMDAR)) keletkezd ingerlés fontos szerepet jatszik a fajdalom
mehanizmuséban. A triptofan (TRP) metabolizmusanak kinurenin ttvonala (KP) egy alaposan
kutatott teriilet, féleg a kinurénsav (KYNA) kimutathaté endogén protektiv hatdsanak
koszonhetden az ugyanezen utvonalon képzddd quinolinsav (QUIN) és 3-hidroxikinurenin (3-
OHK) excitotoxicitast és oxidativ stresszt eldidéz6 hatasaival szemben. Ezt a hatast a KYNA
foleg az NMDA receptorok nem-szelektiv antagonistajaként éri el. A glutamaterg
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analogjai kozponti szereppel birnak 0j, potencidlisan protektiv vegyiiletek tesztelése soran. Az



egyik, preklinikai vizsgélatok sordn gyakran hasznalt, allatkisérletes modell az orofacilis
formalin teszt, amivel a fajdalom periférids és centralis komponenseit is meg lehet figyelni.

A HD egy autoszom dominans modon 6roklédé neurodegenerativ betegség ami kognitiv,
pszihiatriai és motoros tiinetekkel jar. A betegség soran képz6dé mutans huntingtin fehérje altal
okozott patoldgias elvaltozasok teljes mehanizmusa még nem ismert, de a legelfogadottabb
elméletek szerint az excitotoxicitas €s mitokondridlis zavarok jelentds szereppel birnak. A
glutamaterg excitotoxicitas foéleg az NMDA receptorok kozvetitésével jon 1étre €s szamos
bizonyiték van arra, hogy a TRP metabolizmus KP utvonalan képz6dd vegyiiletek
koncentracioi is valtoznak HD soran. A 3-nitropropionsav (3-NP) a mitokondriumban talalhato
1€gzési lanc II-es komplexét karositja, aminek csokkent mitkddését HD-ben is kimutattak, ezért
a 3-NP kezelést gyakran hasznéljdk a betegség allatkisérletes toxin modelljeként.

A genetikai hajlamon kiviil egyes kornyezeti faktorok szintén hozzajarulhatnak
neurodegenerativ betegségek kialakuldsdhoz, aminek egyik kiemelkedd példaja az 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) altal okozott toxinindukalt PD. Az MPTP hatasara a
mitokondrialis 1égzési lanc I-es komplexe karosodik féleg a nigrostriatalis rendszer teriiletén,
ami hasonl6 tiinetekkel jar, mint a PD-re jellemzd dopaminerg neuronveszteség ¢&s
mitokondrialis diszfunkcido a substantia nigra pars compacta teriiletén. A dopamin (DA)
toxinmodelljeiben a neurondlis kdrosodas gyorsan és pontosan kovethetd.

A mitokondrium miikédésének zavardnak, valamint egyes anyagok (pl.: 3-OHK, QUIN)
hatasara keletkezett reaktiv szabadgyokok (RS) a kézponti idegrendszerre kiillondsen karosak
¢s a legtobb neuroldgiai betegség hatterében kimutathatoak. Az RS képzddésének mérséklésére
a szervezetben komplex antioxiddns rendszer all rendelkezésre, amelynek egyik nem-
enzimatikus része az E-vitamin, ami négy tokoferolt és négy tokotrienolt foglal magéba.
Csokkent tokoferol koncentraciokat mar tobb neurologiai tiinet kapcsan is mértek, gy mint:
cerebellaris ataxia, demencia, periférias neuropatia és miopatia. Tokoferol hidny tobbnyire
felszivodasi zavarok, abetalipoproteinémia vagy E-vitamin hidnyos ataxia (AVED) miatt
alakulhat ki. Mivel ezen betegségek differencial diagnézisa komoly kihivast jelent, a szérum
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diagndzis és terapia felallitasaban.



2 Célkitiuzések

L., Két KYNA analog (KA-1: N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-1H-quinolin-2-karboxamid
hidroklorid és KA-2: N-(2-N-pirrolidiniletil)-4-oxo-1H-quinolin-2-karboxamid hidroklorid)
farmakokinetikai Osszehasonlitasa a protektiv mehanizmusok felderitése végett a fejfajas

orofacialis formalin modelljében.

II., A KP kezdeti vegylileteinek koncentraciobeli valtozasainak vizsgalata a TRP

metabolizmusaban 3-NP kezelést kvetden a HD toxin modelljében.

III., Nigrostriatalis sériilés biokémiai karakterizalasa MPTP kezelés hatasara bekovetkezett

PGCl1-a szovetspecifikus expresszid valtozasanak soran.

IV., Szérum tokoferol koncentracidinak referencia intervallumainak meghatarozasa a felnott

magyar populécioban.

3 Anyagok és modszerek

Anyagainkat kereskedelmi forgalombol szereztik be, a KA-1 és 2 kivételével, melyek
szintézise a Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszerkémiai
Intézetében tortént. Allatainkat standard laboratériumi koriilmények kozott tartottuk és a rajtuk
végzett kisérletek megfeleltek a nemzetkozi (International Association for the Study of Pain)
¢és europai (Eurdpai Gazdasagi Kozoseg; 86/609/ECC) iranyelveknek. A human kisérleteinkben
részt vevo alanyok irdsos beleegyezésiiket adtdk a Helsinki Deklaracionak megfelelden.

A KYNA anal6gok farmakoldgiai 6sszehasonlitasa sordn felnétt Sprague-Dawley patkdnyokat
hasznaltunk, akiket 1 mmol/kg eldkezelést kovetden 15, 30, 60, 120 ¢és 300 perccel
mértiikk, a KYNA-t fluoreszcens (FLD) detektalassal, a 3-nitro-L-tirozint (3NLT)mint bels6
standardot UV detektalassal és a KYNA amidokat tomegspektrometrids modszerrel.

A HD toxinmodell vizsgalata soran 5 honapos him C57Bl/6 egereket alkalmaztunk akiket 18

nappal a 3-NP kezelést kovetden dolgoztunk fel HPLC méréshez. Az éllatok szérumabol és



agyi mintdibodl (stridtum, cortex, hippocampus, cerebellum és agytorzs) a KYN-t és 3-NLT-t
UV detektalassal, a TRP-t és KYNA-t fluoreszcens detektalassal és a 3-OHK-t izoproterenol
(IPR) bels6 standarddal pedig elektrokémiai detektalassal (ECD) hataroztuk meg.

A PD toxinmodell tanulmanyozésakor 12 hetes him C57BI1/6 egerek kaptak MPTP kezelést két
kiilonb6z6 oltasi séma alapjan. Az akut kezelések soran egy nap alatt 5 oltds volt 2 6ras
intervallumokban, mig a kronikus kezelés napi egy oltasbol allt 12 napon keresztiil. Az akut
csoportban levd allatokat két részre osztottuk, az egyik csoportot 90 perccel az utolsé oltast
kovetden a masikat pedig egy héttel késobb dolgoztuk fel. A kronikus oltasi sémat kdvetden az
allatok 90 perccel az utolso oltas utan keriiltek feldolgozasra. Az allatok stridtumabol HPLC-
ECD-vel mértik a DA-t ¢és metabolitjait, 3,4-dihidroxifenilecetsavat (DOPAC) ¢és
homovanillinsavat (HVA) IPR belsd standarddal.

Tokoferol méréseink soran a felndtt magyar populaciot vizsgaltuk két csoportban, kontroll és
egyeb neurologiai betegségben szenvedé (OND) alanyokkal. Kizartuk a vizsgalatbol azokat
akik barmilyen koleszterinszint csokkentd terapidban részestilnek vagy E-vitamint tartalmazo
étrendkiegészitét szednek. Az OND csoportbol tovabba kizartuk az ataxia, miopatia vagy
kognitiv diszfunkci6 tiineteit mutat6 betegeket, valamint a kontroll csoportbol kizartuk azokat,
akik barmilyen kronikus betegségben szenvednek. A férfiak €s nok szama minden csoportban
egyenld volt és életkorban is ugyanolyan eloszlastak voltak. Az alanyok szérumabol a-, y- és
o-tokoferolok koncentracigjat mértilk HPLC-vel fotodiddasoros UV detektéalas mellett.
Mindegyik mérési modszeriinket validaltuk, ami magéaba foglalta a szelektivitas, detektalasi

limit, meghatarozhatdsagi limit, precizitas €s visszamérhetds€g meghatarozasat.

4 Eredmények

A KYNA amidok koncentracidja a patkdnyok szérumédban beadast kovetden gyorsan
emelkedik, ami az elsd 6raban gyorsan csokken is és 5 o6ra mulva mar csak nyomokban
kimutathat6. A KA-2 maximum koncentracidja kisebb, mint a KA-1-¢, viszont csokkenése
idében jobban elhuzodik. A KYNA amidok beadasat kdvetéen a KYNA koncentracidjanak
emelkedését tapasztaltuk, ami a KA-2 esetében nagysagrendekkel nagyobb volt mint a KA-1

esetében. A patkanyok agyi mintdiban KA-1-et nem sikeriilt detektalni, a KA-2 maximum
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a két analog esetében hasonlo kinetikat mutatott.

3-NP toxinkezelést kovetden az egerek szérumaban és a vizsgalt agyi régiokban KYNA
koncentracio eltérést nem észleltiink. TRP esetében jelentds csokkenést tapasztaltunk a kontroll
csoporthoz képest mindegyik vizsgalt agyi régidban, mig a szérumban nem volt kiilonbség.
Tovébba a cortex KYN koncentréacidja €s a cerebellum 3-OHK szintje csokkent a toxinkezelés
hatasara. A KP metabolizmus jellemzésére gyakran hasznalt KYN/TRP aranyt mi is
kiszamoltuk a méréseink alapjan és a 3-NP-vel kezelt csoport striatumaban, hippocampusaban,
cerebellumban és agytorzsében szignifikans emelkedést észleltiink.

MPTP kezelés hatasara a striatalis DA, DOPAC és HVA szintek jelentdsen csokkentek az akut
kezelési séma alkalmazasakor 90 perccel az utolo oltast kovetden, tovabba ez a kiilonbség egy
héttel az utolso oltast kovetden is kimutathatd volt. A kronikus kezelési séma esetén csak a
HVA koncentracidja csokkent, DA és DOPAC esetében nem tudtunk kiilonbséget kimutatni.
Tokoferol méréseink soran a kontroll és OND csoport kozott nem talaltunk kiilonbséget, ezért
az alanyokat egy csoportba Osszesitettilk. Az also (2,5%) ¢és fels6 (97.5%) referencia
intervallumot meghatéroztuk a mért értékekbdl, amelyek pozitiv korreldciot mutattak az
¢életkorral. Az alanyok koleszterinnel korrigalt értékei esetén az életkorral valod korrelacio

megsziint és a referencia intervallumokat ezekre az értékekre is kiszdmoltuk.

5 Megbeszélés

Bioanalitikai mérések kozponti szerepet jatszhatnak a differencial diagnozis folyamataban és
ennek megfeleléen a preklinikai és klinikai kutatdsok jelentés hanyada Uj biomarkerek
felfedezésére fokuszal. Az analitikai modszerek koziil a HPLC az egyik legnépszelibb mert
kiilonboz6 anyagok széles spektrumanak gyors és robosztus meghatarozasat teszi lehetové.

A KYNA amidokkal végzett kisérleteink soran szerettiik volna felderiteni a f4jdalom orofacialis
formalin modelljében tapasztalt hatdsok farmakokinetikai hatterét, mivel a KA-1 és KA-2 is
pozitiv hatast fejtett ki, azonban az utdbbié kifejezettebb volt. Eredményeink alapjan
feltételezhetjiik, hogy a magatartasbeli és immunohisztokémiai eltérések hatterében a KYNA
analogok kezelése soran kiilonbozé mértékben emelkedett KYNA koncentracio a felelds.

Tovabba, mivel a kdzponti idegrendszerben nem volt kiilonbség a KYNA koncentracioban €s



a KYNA amidok nem vagy csak kis koncentracidban voltak detektalhatoak, a tapasztalt hatasért
valoszintlileg csak a periférids KYNA szintjének emelkedése all. Ezt a jelenséget a trigeminalis
fajdalom érzo rostokon is megtalalhatd6 NMDAR altal mediélt neurotranszmisszio gatlasaval
lehet magyarazni.

A TRP metabolizmus és azon beliil is a KP vizsgalatdra egy masik kisérletsorozatban a HD
genetikai modelljeiben mar leirt elvaltozasokat szerettiik volna megerdsiteni a betegség 3-NP
toxinmodelljében. A HD YACI128 transzgenikus egér modelljében emelkedett indolamin
dioxigenaz-1 enzim aktivitast mutattak ki, ami a TRP KYN-né val6 metabolizmusat katalizélja,
tovabba egyéb transzgenikus modellekben a KYNA ¢s 3-OHK koncentracio emelkedését irtak
le. Vizsgalataink sordn emelkedett KYN/TRP aranyt észleltiink a stridtum, hippocampus,
cerebellum és agytorzs teriiletén ami a TRP katabolizmus magasabb aktivitasara utal hasonléan
a YACI128 transzgenikus modellhez. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a genetikai
modellek jobbak lehetnek a HD tanulmanozéasira, a velik végzett kisérletek idd és
pénzigényesek, ezzel ellentétben a 3-NP toxinmodell gyorsabb és koltséghatékony, ezért
javasoljuk ennek a modellnek pilot vizsgalatként vald hasznélatit a transzgenikus allatokon
végzett kisérletek elott.

DA méréseink soran célunk az MPTP toxin kezelés hatasara bekovetkezett DA, DOPAC és
HVA koncentracio-csokkenés megerdsitése, ami a modell megfeleld miikodését jelzi. Az
alkalmazott akut kezelési sémank a szakirodalomban leggyakrabban hasznalt sémak alapjan lett
megtervezve. Hisztokémiai mddszerekkel mar tobbszor leirtdk, hogy ezeknél a kezeléseknél
strialalis dopaminerg neuronveszteség lathatd aminek megfeleléen a DA és metabolitjainak
szintje jelentdsen csokken. Ezt a koncentraciobeli visszaesést a sajat vizsgalatainkban akut
séma alkalmazasakor 90 perccel és egy héttel az utolso oltast kovetden is ki tudtuk mutatni.
Tovabba szerettiink volna egy csokkentett dozisu, hosszabb ideig tartd kezelési sémat is
tesztelni, hogy vajon alkalmas-e a PD-re jellemz6 DA szint cs6kkenést modellezni és a betegség
mehanizmusaban szerepet jatszo tényezok tanulmanyozasara. A 12 napon keresztiil MPTP-vel
alacsony dozisban kezelt egereknél csak a HVA koncentracid csokkenését sikeriilt kimutatni,
sem a DA szint,sem a PGC1-a expresszidjaban nem észleltlink valtozast.

A tokoferol szérum koncentracioit gyakran tokoferol/koleszterol aranyként adjdk meg mivel
kiilonbo6z6 lipidszintek befolyasolhatjdk az eredményt. Ez azonban egyes esetekben félrevezetd

lehet, ugyanis példaul malnutrici6 befolyasolhatja a lipid homeosztazist és ennek kdvetkeztében
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a koleszterol korrigalt koncentraciok nem adnak teljes képet a tokoferol szintekrdl. Ezért mi
vizsgalataink soran a tokoferolok korrigalt és korrigalatlan értékeire is kiszamoltuk a megfeleld
referencia intervallumokat €s javasoljuk, hogy a diagnosztikai eljaras soran az orvosok mind a
kettd ismeretében értékeljék a betegek E-vitamin statuszat.

Az 0sszes metodikank beallitdsa soran nagy hangsulyt fektettiink a mérési moddszerek
validalasara és bels6 standardok hasznélatara. A metodikdk robosztussdga ¢és a mérések
megismételhetOsége érdekében ezek elengedhetetlen dolgok, kiilondsen igaz ez a tokoferol
mérésre, ahol a mintaelokészités sok 1épésbal all és az analit koncentracidja konnyen valtozhat
az eredetihez képest. Ennek ellenére az orvosi/biologiai szakirodalomban még mindig gyakran
talalkozhatunk validalas nélkiil k6zolt mérési eredményekkel amelyek megismételhetdsége

kérdéses.

6 Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni Oszinte halamat témavezetomnek, Dr. Zadori Dénesnek kutatémunkam
iranyitasaért és példamutatisaért a tudomanyos kutatobmunka terén.

Koszonettel tartozom még Vécsei Laszld Professzor urnak, a Neuroldgiai Klinika vezetdjének,
amiért lehetévé tette, hogy a klinikan dolgozhassak, valamint Klivényi Péter Professzor Urnak
az évek soran nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom kozvetlen munkatarsaimnak, Maszlag-Torok Ritanak, Dr. Bohar
Zsuzsannanak, Dr. Fejes-Szab6 Annamaridnak, Molnar Maténak, Vagvolgyi-Siimegi
Evelinnek és Dr. Szalardy Leventének valamint hallgatdinknak, Bajtai Attilanak és Szentirmai
Martonnak, amiért rengeteget segitettek a munkamban.

Kiilon koszonet illeti Dr. Ilisz Istvant aSZTE-TTIK Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékrol
¢s Dr. Mandity Istvant az SZTE-GYTK Gydgyszerkémiai Intézetébél a HPLC
metodikafejlesztéssel kapcsolatos segitségiikért, valamint Dr. Szatmari Istvant és Prof. Fiilop
Ferencet az SZTE-GYTK Gyogyszerkémiai Intézetébdl a KYNA analdgok szintetizalasaért.
Végiil, de nem utolsd sorban szeretném megkdszonni csaladomnak a kitartd tdimogatasukat és

tiirelmiiket, amit a tanulmanyaim soran nyujtottak.



Co-author certification

Tarsszerzoi lemondo nyilatkozat

Alulirott Prof. Dr. Klivényi Péter (felelds tarsszerz6) kijelentem, hogy Veres
Gabor (palyazo) PhD értekezésének tézispontjaiban bemutatott - kézdsen
publikalt - tudomanyos eredmények eléréscben a palyazonak meghatirozo
szerepe volt, ezért ezeket a téziseket méas a PhD fokozat megszerzését célzo

mindsitési eljarasban nem hasznalta fel, illetve nem kivanja felhasznalni.

Suged T EHEER0. o e —

felelds tarsszerzo

Prof. Dr. Klivényi Péter

A palyazé tézispontjaiban érintett, kdzdsen publikalt kozlemények:

Torok R, Salamon A, Stmegi E, Zadori D, Veres G, Molnar MF, Vécsei L. Klivényi P,
Effect of MPTP on mRNA expression of PGC-1a in mouse brain.

Brain Res. 2017 1660: 20-26.

(IF (2015): 2.561)



