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BEVEZETES

A metabolomika az €16 szervezetben talalhato kis (jellemz6en <1000 Da) molekulak
(metabolom v. metabolitok 6sszessége) atfogd vizsgalata. A gyakorlatban a metabolomika
jelentds analitikai kihivast jelent, mivel célja olyan vegyuletek kvalitativ és kvantitativ
meghatarozasa, amelyek fizikai-kémiai tulajdonsagai nagyon eltéréek (példaul a polaritasuk a
vizben jol old6dd szerves savaktol az apoléris lipidekig terjed). A metabolomikanak két
kilénallé aga van: a nem célzott (globalis) és a célzott. A celzott metabolomikai vizsgalat a
kémiailag karakterizalt és biokémiailag meghatarozott metabolitok meghatarozott
csoportjainak mennyiségi meghatarozasa. A célzott kutatas f6 elénye az érzékenység. A belsd
standardok hasznélataval a vizsgalat kvantitativ vagy félkvantitativ modon is elvégezhet6. Ez a
megkozelités lehetdvé teszi szamunkra, hogy atfogdéan megértsiik a metabolikus enzimek széles
skalajat, Kinetikajat, végtermékeit és az ismert biokémiai Utvonalakat, amelyekhez
hozzajarulnak.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a metabolomikai vizsgéalatokat szamos teriileten
hasznaljak, igy a gydgyszerkutatasban, metabolikus Utvonalak igazolasaban, betegség- és
biomarker-kutatasban stb. A genom, transzkriptom, proteom és metabolom rendszerben a
fenotipust legink&bb a metabolom Osszetétele befolyasolja. A metabolom vizsgalataval értékes
informaciok gytijthetok a betegségek tényleges biomarkereirdl (diagnosztikai, prognosztikai és
prediktiv), tovabba a metabolitok relevans indikatorai lehetnek a fizioldgias vagy koéros
allapotoknak.

A triptofan (TRP) egy apolaris, aromas a-aminosav, ami a fehérjék bioszintézisében és
szamos anyagcsere-funkcioban jatszik kritikus szerepet. A TRP-nek két f& metabolikus ttja
van. Az egyik a kinurenin (KYN) dtvonal (KP), amely neuroprotektiv és neurotoxikus
vegyiileteket egyarant tartalmaz. Az idegsejteket védo vegyilletek, peldaul a kinurénsav
(KYNA) és a pikolinsav (PICA), a szabad gyokot generald 3-hidroxikinurenin (3-HK) és az
neuroldgiai kdrképekben, beleértve a sclerosis multiplexet is.

A TRP metabolizmusanak masik Utja a szerotonin (SERO) utvonal (SP), amely a SERO
mellett az 5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) és a melatonin (MELA) szintézisét foglalja
magaban (1. 4bra). A SERO felelds a szorongasért, az agresszioért €s a stresszért. A szerotonerg
rendszer valtozasai jelentOs szerepet jatszanak a neuroldgiai betegségek €s a neuropszichiatriai

rendellenességek koreredetében. Ugy tiinik, hogy a SERO és metabolitjai a neurolégiai



betegseégek diagnosztikai és prognosztikai markereként, vagy a jovOben hatékonyabb

neuroldgiai terapia célpontjaikent alkalmazhatok.
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1. abra: A triptofan metabolizmus egyszer(sitett utvonalai, jelezve a f6bb enzimeket:
triptofan-5-hidroxilaz (TPH), aromés L-aminosav-dekarboxilaz (AAAD), indolamin-2,3-
dioxigendz (IDO), triptofan-2,3-dioxigenaz (TDO), kinurenin-aminotranszferaz (KAT),

kinurenindz (KYNU) és kinurenin-3-monooxigenaz (KMO)



CELKITUZESEK

Az orvostudomanyban elengedhetetlen, hogy a kiillonb6z6 mintadkbol a lehetd
legnagyobb pontossaggal meg lehessen hatarozni egy adott vegyuletet, mivel a beteg
diagnozisakor vagy a betegség lefolydsdnak nyomon kdvetésekor a hamis eredmények
félrevezetéek ¢és elfogadhatatlanok. A metabolom vizsgélati mddszerei kozul a
tdmegspektrometridval kapcsolt folyadékkromatografia (LC-MS) a(z egyik) legkorszeriibb
eljards, melynek alkalmazasaval nagyszam( analitot lehet egyidejiileg és pontosan
meghatarozni. Szamos metabolit nagyon alacsony koncentracidban van jelen a bioldgiai
mintdkban, ezért a mintaelokészités, a kromatografia és a tomegspektrometria megfeleld

koordinacidja és optimalizalasa elengedhetetlen és nagy kihivast jelent.

A dolgozatban bemutatott kutatasok kozvetlen céljai a kovetkezok voltak:

I. Egy Uj, robusztus ultra-nagyhatékonysagu folyadekkromatogréfiaval kapcsolt tandem
tdmegspektrometrids (UHPLC-MS/MS) modszer kifejlesztése, amellyel a TRP és 11
legfontosabb metabolitjanak (koztik a ritkdn vizsgalt PICA és QUIN) koncentracioja
harom kiilonb6z6 human testfolyadékban (matrixban) meghatarozhato:

a, agy-gerincvel6i folyadék (CSF)
b, vérszérum

c, Vveérplazma.

Il. A célnak legmegfeleldbb, optimalizalt kérilmények meghatarozasa a komplex mintak
komponenseinek  gyors, érzékeny, preciz és reprodukalhatd kromatografias
elvalasztdsédhoz; a modszerek fejlesztésére forditott id6 és az er6forrasok minimalizalasa a

DryLab®4 szoftver segitségével.

1. A kifejlesztett modszer validalasa a Nemzetk6zi Harmonizéacios Konferencia (ICH) és az
Egyesult Allamok Elelmiszer- és Gyodgyszeriigyi Hatésag (FDA) ajanlasainak
figyelembevételével: a szelektivitas, linearitds, kimutatasi hatar (LOD), mennyiségi

meghatarozasi hatar (LOQ), precizitas, pontossag és visszanyerés meghatarozasa.

IV. A kidolgozott mddszer alkalmazésa neuroldgiai betegségek diagnosztikajaban.
a, A sclerosis multiplex feltételezett biomarkereinek felfedezése.

b, A TRP metabolit profil valtozasainak feltarasa migrénben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A sclerosis multiplex vizsgalatba bevont nék lumbalpunkcioja és vérmintavétele a
Szegedi Tudomanyegyetem Neuroldgiai Klinikajan tortént. A human vizsgalatot a Szegedi
Tudomanyegyetem helyi Etikai Bizottsaga engedélyezte (46/2014 és 143/2015), és a vizsgalati
protokoll megfelelt a legutobb felllvizsgalt human kisérletekre vonatkozé Helsinki Nyilatkozat
alapelveinek. A vizsgalatba bevont dsszes alany Onkéntes, irasos tdjékoztatason alapuld
beleegyezését adta. A sclerosis multiplexben szenvedd csoport 20, a kontrollcsoport 14
személybdl allt.

A migrénnel kapcsolatos kutatdsba bevont Osszes beteget jarObetegként kezelték a
Neuroldgiai Klinikédn. A vizsgalatok a Szegedi Tudomanyegyetem helyi Etikai Bizottsdganak
(87/2009) és a Nemzeti Népegészsegugyi Kozpont Egészségugyi Szakigazgatasi Szervezetének
(29022-5/2019/EUIG, 28324-5/2019/EUIG) jovahagyasat kovetden zajlottak. A vizsgalatban
otven epizodikus migrénes beteg és 34 egészséges kontroll egyén vett részt. Az 50 migrénes
beteg kozll 47 esetben kerilt sor mintavételre a betegség interiktalis (rohammentes)

szakaszaban és 12 esethen az iktalis fazisaban.

Mintaelokészités

A TRP és metabolitjainak (SERO, KYN, 3-hidroxiantranilsav (3-HANA), 5-HIAA,
antranilsav (ANA), KYNA, 3-HK, xanturénsav (XA), MELA, PICA és QUIN) CSF-ben,
szérum- ¢és plazmamintaban torténd meghatarozasahoz a 12 analit keverékének mesterséges
CSF-hez, vagy ,iires” szérumhoz/plazméahoz torténé adéasadval 12 koncentracidszinten
kalibracios standardokat és harom szinten mindség-ellenérz6 (QC) mintakat (alacsony [LQC],
kdzepes [MQC] és magas [HQC]) készitettiink. A CSF mintékat acetonitrillel (ACN), mig a
szérum vagy plazmamintakat aceton-metanol (MeOH) keverékével (1:1, Vv/v)
fehérjementesitettiik. A fehérjekicsapashoz hasznélt oldoszerek tartalmazték az egyes analitok
stabil izotoppal jel6lt valtozatat is (belsé standard, SIL-IS): d4-SERO, d4-KYN, d3-3-HANA,
d5-TRP, d5-5-HIAA, d5-KYNA, d3-3-HK, d4-XA, d4-MELA, d4-PICA és d3-QUIN. Egyes
vizsgalt vegyiiletek kedvezé6tlen kromatografias viselkedésének kikiiszobolése érdekében a
karboxilcsoportot tartalmazd TRP metabolitokat kiilonb6z6 alifas alkoholokkal észteresitettiik

(sz&rmazékképzes) (2. abra).
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2. &bra: A humén CSF-, szérum- és plazmamintak mintaelokészitésének folyamatabraja

Kromatografia

A TRP és 11 metabolitjanak kromatografias elvalasztasat ACQUITY I-Class UPLC™
folyadékkromatografias rendszeren (Waters, Manchester, Egyesult Kirdlysag) végeztik. Az
elvéalasztasi paramétereket DryLab®4 szoftverrel (Molnar-Institute, Berlin, Németorszag)
optimalizaltuk. A klinikai mintakat pentafluorofenil (PFP) oszlopon (Phenomenex, 100 A, 100
mm % 2,1 mm, részecskeméret 2,6 pm) vizsgaltuk, A eluensként 0,1% (v/v) hangyasavat (FA),
B eluensként 0,1% (v/v) FA-t tartalmaz6 MeOH-t hasznéalva, 25 °C-on. A végsé gradiens a
kovetkezdképpen alakult: 0,0 perc, 10% B; 1,0 perc, 30% B; 3,0 perc, 50% B; 3,5 perc, 90%
B; 5,0 perc, 90% B; 5,1 perc, 10% B; és 7 perc 10% B. Az aramlasi sebesség minden analizis

esetén 300 pL/perc volt. A mintakbol 20 pL-t injektaltunk az UPLC—MS/MS rendszerbe.



Tomegspektrometria

A Kkvantitativ mennyiségi meghatarozast egy Q-Exactive™ Plus hibrid kvadrupdl-
Orbitrap™ tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) végeztiik,
amely online volt csatlakoztatva az ACQUITY I-Class UPLC™ folyadékkromatografhoz. A
HESI-II elektroporlasztasos (electrospray) ionforrassal felszerelt tomegspektrométert pozitiv
ion iizemmoddban a kdvetkezd paraméterekkel mikodtettiik: kapillaris hémérséklet: 256°C;
spray feszlltség: 3,5 kV; segédgaz hémérséklet: 406°C; kdpenygaz aramlés: 48; segédgaz
aramlas: 11; seprégaz aramlas: 2; €s S-lencse RF szintje: 50.0 (az ionforras automatikus
beallitasai). A teljes adatgyiijtés 50-300 m/z tdmegtartomanyban és 17 500-as felbontassal
tortént. Az automatikus erdsitésszabalyozas (AGC) bedllitasa 3 x 10° toltés, a maximalis
befecskendezési id6 pedig 60 ms volt.

A TRP és metabolitjainak MS/MS-el torténé meghatarozasahoz a parhuzamos reakcio-
monitorozas (PRM) adatgyiijtési modot valasztottuk. A mennyiségi meghatarozashoz a legjobb
prekurzor/termék atmenet elérése és az érzékenység maximalizélasa érdekében meghataroztuk

az egyes analitok optimalis litk6zési energiait.



EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO
1. A mintael6készités optimalizalasa

Az érzékenység javitdsa érdekében a mintdkban jelen 1évé fehérjéket el kellett
tavolitani. El6kisérleteinkben a human szérum fehérjeinek kicsapasara 3-5-szoros térfogatl
MeOH-t, ACN-t, aceton-MeOH-t (3:7 és 1:1 aranyban, v/v) hasznéltunk, mig a CSF
fehérjéinek eltavolitasara MeOH-t és ACN-t alkalmaztunk . A fehérjementesités soran kovettiik
a TRP és metabolitjainak visszanyerését. A 3-HANA-t nem lehetett megfelel6en meghatarozni
MeOH hasznalataval sem szérum-, sem CSF-mintakban. CSF mintak esetében a legjobb
eredményt és a legmagasabb visszanyerést haromszoros térfogati ACN alkalmazasaval értiik
el, mig szérum mintak esetén a haromszoros térfogatu aceton-MeOH (1:1, v/v) hasznélata
bizonyult a leghatékonyabbnak.

A TRP és metabolitjainak észterképzését a reakcio olddszerének (MeOH, etanol, n-
propanol és n-butanol (n-BuOH)), ill. a reakcié idejének (0, 20, 30, 40, 50 és 60, n = 3)
vizsgalataval optimalizaltuk. A hosszabb hidrofob alifas lancok miatt a butilezett termékek
mutattak a legnagyobb retenciot a forditott fazisu oszlopon, és az észteresitett és nem
észteresitett komponensek koellcidja nem volt tapasztalhaté. Bar az észteresités 60 perc
elteltével nem minden komponensnél teljes (74-95%), a célanalittal kdzel azonos kémiai és
fizikai tulajdonsagokkal rendelkez6 SIL-IS jelenléte miatt a modszer megbizhatdan
alkalmazhat6 volt. Bar a valasz modosulhat, az analit és az IS csUcsterilet aranya nem valtozik,
igy a modszer pontos, preciz és robusztus lesz.

A n-butanollal tortént észteresités megvaltoztatta a molekulak polaritaséat, igy
kromatogramon a 3-HK, a PICA és a QUIN kell6en visszatartott, Kivalo alaku cstcsok

forméajaban jelenik meg.



2. Az UHPLC mddszer tervezése, fejlesztése és optimalizalasa

A kromatografidas modszer fejlesztésének elsé szakasza az analitok elvalasztasara
alkalmazott legigéretesebb tipusi oszlop, a szerves eluens és a mozgofazis pH-janak
megvalasztasa. A legmegfelelobb oszlop és szerves oldoszer felderitéséhez két kezdeti
kisérletet hajtottunk vegre 13 oszlop hasznalataval, MS-kompatibilis altalanos gradiens eluciot
alkalmazva. A ,legjobb” oszlopot és a szerves eluenst a kapott kromatogramok vizudlis
Osszehasonlitdsaval valasztottuk ki, figyelembe véve a cstcsalakokat, az erdsen polaris
vegylletek visszatartasat és az analitok legrovidebb id6n beliili alapvonali elvalasztasat.

A TRP és 11 metabolitja elvalasztasanak optimalizalasa érdekében az eléz6ekben
kivalasztott Kinetex PFP oszlopon negy kezdeti linearis gradiens kromatografias futtatast
végeztink szerves eluensként MeOH-t hasznalva, hogy teszteljuk a gradiens
meredekségének/tc (tc1 = 5 perc és te2 = 15 perc) és az oszlophdmérsékletének (T1 = 25°C és
T, = 50°C) hatasat a retencids idokre és a felbontasra. A kapott kromatogramok alapjan a
DryLab®4 szoftverrel szimulaciot végeztiink, melynek eredménye egy kétdimenzids,
szinkddolt felbontasi térkép, amely a kritikus felbontast abrézolja a tc és oszloph6mérséklet
fliggvenyében (3. abra).

A legjobb elvalasztast négy linedris szegmensbdl 4116 gradienssel értiik el: 0—1 perc, 10—
30% B; 1-3 perc, 30-50% B; 3-3,5 perc, 50-90% B; és 3,5-5 perc, 90% B. A prediktélt retencios
idoket kisérletileg igazoltuk a kivalasztott paraméterek segitségével (4. &bra).

Legjobb ismereteink szerint ez az elsd olyan kutatds, amely a DryLab®4 szoftvert
alkalmazza az endogén multianalit-tartalma biologiai mintdk LC/MS analizisének
optimalizélasara.
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3. abra: A DryLab felbontasi térképe a valasztott paraméterekkel (tc = 5 perc, T = 25°C).
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4. &bra: A mért analitok visszanyert ionkromatogramja: SERO (1), KYN (2), 3-HANA (3),
TRP (4), 5-HIAA (5), ANA (6), KYNA (7), XA (8), 3-HK (9*), MELA (10), PICA (11%),
QUIN (12%). *, a derivatizalt analitokat jeldli.

5. A kidolgozott médszer validalasa

Az 6sszes analit esetében a kalibracios gorbék r? értéke meghaladta a 0,99-et. Az LOD-
k 2,7 nM alattiak, az LOQ-k kisebbek, mint 8,3 nM az 6sszes metabolit esetében, kivéve a
SERO-t és a QUIN-t (LOD: 9,8 és 6,8, LOQ: 29,6 €s 20,6 nM).

A madszer napon beluli és napok kozotti ismételhetdségét (precizitasat) (RSD) a harom
matrix esetében harom QC szint 6t ismétlésével vizsgaltuk meg, harom egymast kovetd napon.
Az eredmények alapjan a kidolgozott modszer megbizhat6 precizitasu.

A pontossag aCSF-ben 86,7 és 112,0% kozott valtozott a napon belili és napok kdzotti
mérések soran, 89,1 és 107,7% kozott az ,,ures” szérumban és 85,1 és 114,8% kozotti értékeket
mutatott az ,,lires” plazmaban. Az értékek az irdnyadd intervallumokon belll vannak.
modszert valasztottunk. A visszanyerést harom kiilonb6z6 koncentracidszinten hataroztuk meg
annak bizonyitasara, hogy az egyes metabolitok visszanyerése koncentraciéfliggetlen,
reprodukalhat6 és konzisztens. Az analitok visszanyerése 93,8 és 105,3% kozott mozgott az
aCSF esetében, 84,7 és 109,4% kozott az ,,iires” szérumban és 90,3 és 101,8% kozott az ,,lires”

plazméban. Ertékeink a hivatalos iranyelvek éltal javasolt tartomanyban vannak.



6. A TRP és metabolitprofiljanak valtozéasai sclerosis multiplexben

Eredményeink szerint —melyek jol egyeznek az irodalmi adatokkal— a QUIN Altal
kivéltott excitotoxikus hatdsokat a KYNA szintjének valtozasa ellenstlyozhatja. A betegséggel
Osszefliggesben a QUIN mennyisége dramaian megemelkedett mind a CSF-ben, mind a
szérumban, mig a KYNA szintje enyhén csokkent. Ez szignifikansan magasabb QUIN/KYNA
aranyt eredményezett a sclerosis multiplexben szenvedd betegekben, mint a kontroll csoportban
(5. és 6. abrék). A QUIN/KYNA arény az excitotoxikus potencialt tikrdzi, mivel aranyuk
novekedesevel az excitotoxicitas egyre inkabb jellemzé. Ezek az adatok alatdmasztjak azt a

hipotézist, hogy az excitotoxikus TRP metabolitok sclerosis multiplexben neurodegeneraciot
okozhatnak.
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4. &bra: Boxplot diagramok, melyek a kontroll és a sclerosis multiplex csoportok kozotti
szignifikans valtozasokat mutatjak CSF-ben, a KYNA, 3-HK, PICA, QUIN, KYNA/KYN,
QUIN/KYNA és PICA/QUIN értékeit vizsgalva.
A szignifikanciavizsgélat kétmintas t-probaval vagy kétmintas Wilcoxon-teszttel tortént az
F-préba utan: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.



5-HIAA QL!IN

120 | — 350 I 1
= 100 S 300
2 80 :‘9—250
. @ 200
E 60 ‘3150
g a0 g
s £ 100
x 20 = 50 .].
Kontroll  Sclerosis 0 Kontroll  Sclerosis
multiplex multiplex
QUIN/KYNA Q
12 i 1.2 —
10 .|_ 1.0
> 8 > 0.8
‘E 6 ‘E 0.6 T
< <
4 0.4
2 J_ 0.2 =
0 - 0.0 -
Kontroll  Sclerosis Kontroll  Sclerosis
multiplex multiplex

5. abra: Boxplot diagramok, melyek a kontroll és a sclerosis multiplex csoportok kozotti
szignifikans valtozasokat mutatjak szérumban, az 5-HIAA, QUIN, QUIN/KYNA, és PICA/QUIN
értékeit vizsgalva.

A szignifikanciavizsgalat kétmintés t-prébaval vagy kétmintas Wilcoxon-teszttel tortént az

F-préba utan: * p < 0.05

A KYNA/KYN arany, ami a kinurenin aminotranszferaz (KAT) enzimaktivitas
potencialis helyettesitd markere, a sclerosis multiplexben szenved6 betegekben a kontrollokhoz
képest csokken. Ez 0Osszhangban &ll a KP neuroprotektiv dgdnak a metabolizmusanak
visszaszorulasaval, amely jelenséget mas betegségekkel kapcsolatban is leirtak. Ezenkivil a
sclerosis multiplexben szenvedd betegeknél megnovekedett PICA/QUIN arany a
neuroprotektiv. PICA azon képességének eredménye lehet, hogy ellensilyozza a QUIN
neurotoxicitasat, vagy a betegség gyulladasos folyamatait reprezentalja.

A CSF-mintakban a 3-HK koncentracidja szignifikdnsan megemelkedett, ami nem
meglepd, mivel a neurotoxikus metabolitrél ismert, hogy fokozza a QUIN éltal kivaltott
excitotoxicitast. Ezen Kivil a QUIN részt vesz a neurofilamentumok, az axonok szerkezeti
komponenseinek foszforilacidjaban. A neurofilamentumok megndévekedett szintje a CSF-ben
¢s a sclerosis multiplexben szenvedd betegek szérumaban a neuroaxonalis karosodas mértékét

tikrozi, amint azt a korabbi vizsgalatokban leirtak.



6. A TRP metabolit profil valtozasai migrénben

A TRP, a SERO ¢és a MELA jelentéségét mar leirtdk migrénben, azonban a KP
korlatozott figyelmet kapott eddig a human vizsgéalatokban. A KP a TRP katabolizmuséanak 6
aga (95%), és szamos metabolitja kilonféle fajdalommal kapcsolatos mechanizmusokra lehet
hatdssal, beleértve a glutamat altal kozvetitett neurotranszmissziét, immunologiai vagy
antioxidans folyamatokat. A TRP metabolizmus kiilonb6zé utjainak egyideji vizsgalata
kozelebb vihet benniinket a migrénre jellemz6é metabolikus valtozasokhoz.

Eredmeényeink azt mutatjak, hogy a migrénben szenvedéknél a teljes metabolikus
atvonal (a SERO kivételével) csokkent az interiktalis (rohammentes) periédusban, de az iktalis
fazisban a metabolitszintek emelkedésének tendencidja figyelhetd meg. Szignifikdnsan
alacsonyabb metabolitok (TRP, KYN, ANA, XA és PICA) plazmakoncentracidjat mutattuk ki
a migrénes betegek interiktalis fazisban levett mintdiban (n = 38), az egészseges
kontrollcsoporthoz (n = 34) képest (7. abra). A MELA hasonld tendenciat mutatott, de nem érte
el a statisztikai szignifikanciat (Nkontront = 30 VS. Ninteriktalis = 37 VS. Niktaiis = 10), és a koncentraciok
LOQ alattiak. A migrénes betegek iktalis fazisdban (n = 12) a TRP metabolitszintek
emelkedésének tendencidja volt kimutathaté a rohammentes iddszakhoz képest, de csak a PICA
koncentracidi tértek el szignifikansan (34,9 £ 13,7 vs. 46,0 + 24,4; p < 0,049). A SERO szintje
ellentétes eltéréseket mutatott a kontrollok (n = 17) és a betegek (Ninteritalis = 25, Niktaiis = 8)
kdzott a tobbi metabolithoz képest, de a kulénbség egyik esetben sem volt szignifikans. A
statisztikai problémak elkeriilése érdekében ebbdl a vizsgalatbol kizartuk 10 migrénes beteg

interiktalis adatait, akiknek plazmamintajat mindkét id6szakbol gyijtottiik.
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7. dabra: ATRP, KYN, ANA, XA és PICA plazmaban mért koncentracioi a kontroll- és migrénben
szenvedo csoportban, az interiktalis/iktalis fazisban (az abran a median, az interkvartilis
tartomany, a minimum, maximum értékek és a kiugro értékek lathatdk).
Alanyok szama: egészséges kontroll (n = 34), migrén - interiktalis fazis (n = 38), migrén - iktalis

fazis (n=12). Szignifikancia szintek: * p <0,05, ** p<0,01.



OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETESEK

UHPLC-MS/MS modszert terveztink a TRP és metabolizmusanak két utvonalan (KP és
SP) szerepl6 11 legfontosabb metabolitjanak egyidejii mennyiségi meghatarozasara human
liqguorban, szérumban és plazmaban. Bar harom metabolitot (3-HK, PICA és QUIN)
derivatizalt formaban vizsgaltunk, ezeket kilenc, nem szarmazékképzett metabolittal

egyutt, egyetlen futtatasban elemeztik.

A kromatografias elvalasztast négy tesztfuttatds adatainak alkalmazasaval DrylLab®4
szoftverrel in silico optimalizaltuk. A gradiens dsszetételének, alakjanak és idejének, ill.
az oszlophémérsékletnek hosszas manualis optimalizalasa helyett a szoftverrel mindezt
gyorsan elvégeztik. A 12 analitot 3,5 perces kromatografias idéablakban elvalasztottuk és

a komponensek retencids idejei jol egyeztek a szoftver altal ,,josolt” értékekkel.

Az 0j modszer validalasa sordn vizsgalt paraméterek (szelektivités, linearitas, LOD és
LOQ, , precizitds, pontossag és visszanyerés) értékei az ICH és az FDA altal tamasztott

elfogadasi tartomanyokon belil voltak.

. Eredményeink azt mutatjak, hogy a TRP és metabolitjai a sclerosis multiplex diagnosztikai

markereiként szolgéalhatnak, mivel a sclerosis multiplexben szenvedd betegekben
meghatarozott KYNA/KYN, PICA/QUIN és QUIN/KYNA aranyok szignifikansan
eltérnek a kontroll csoportban mért értékektol.

A migrénes betegekben meghatarozott TRP metabolitok koncentracio-szintjeinek
vizsgalatabol levonhatd, hogy a betegség interiktalis periédusaban a TRP és katabolikus
termékeinek szintje (a SERO kivételével) csokkent, azonban az iktalis fazisban elérik a
kontroll betegeknél mért értékeket. Mivel a migrén tobbtényezGs betegség, a terapias
stratégiak javitasa érdekében elényds lehet tobb figyelmet forditani az 0Osszetett

metabolikus Utvonalakra.
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