Szegedi Tudoméanyegyetem
Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar
Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

Neuroldgiai Klinika

A triptofan lebontéas kinurenin metabolit profiljanak
vizsgalata a sclerosis multiplex cuprizon toxin altal

kivaltott demielinizacios allatmodelljében

A Ph.D. értekezeés tézisei

Polyak Helga M.Sc.

Témavezetok: Prof. Dr. VVécsei Laszlo

Dr. habil. Rajda Cecilia

Szeged
2024



A Ph.D. ertekezés témajahoz kozvetlentl kapcsolodoé eredeti kbzlemények:

I. Polyak H., Cseh E.K., Bohar Zs., Rajda C., Zadori D., Klivényi P., Toldi J., Vécsei L.
Cuprizone markedly decreases kynurenic acid levels in the rodent brain tissue and
plasma. Heliyon 2021; 7:e06124. doi: 10.1016/j.heliyon.2021.e06124 (original paper,
IF: 3.776 (2021); Q1)

Il.  Polydk H., Galla Zs., Nanasi N., Cseh E.K., Rajda C., Veres G., Spekker E., Szab0
A., Klivényi P., Tanaka M., Vécsei L. The tryptophan-kynurenine metabolic system is
suppressed in cuprizone-induced model of demyelination simulating progressive
multiple sclerosis. Biomedicines 2023, 11, 945. doi: 10.3390/biomedicines11030945
(original paper, IF: 4.7 (2022); Q1)

A kapcsolodé kozlemények dsszesitett impakt faktora: 8.476



A Ph.D. ertekezéshez kozvetlenil nem kapcsolodo kdzlemények:

VI.

Rajda C., Galla Zs., Polyak H., Mar6ti Z., Babarczy K., Pukoli D., Vécsei L.
Cerebrospinal fluid neurofilament light chain is associated with kynurenine pathway
metabolite changes in multiple sclerosis. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 2665. doi:
10.3390/ijms21082665 (original paper, IF: 5.924 (2020); Q1)

Cseh E.K., Veres G., Kortési T., Polyak H., Nanasi N., Tajti J., Pardutz A., Klivényi
P., Vécsei L., Zadori D. Neurotransmitter and tryptophan metabolite concentration
changes in the complete Freund’s adjuvant model of orofacial pain. J. Headache
Pain. 2020, 21: 35. doi: 10.1186/s10194-020-01105-6 (original paper, IF: 7.277
(2020); Q1)

Pukoli D., Polyak H., Rajda C., Vécsei L. Kynurenines and neurofilament light chain
in  multiple  sclerosis.  Front.  Neurosci. 2021, 15: 658202. doi:
10.3389/fnins.2021.658202 (IF: 5.152 (2021); Q2)

Tanaka M., Téth F., Polyak H., Szab6 A., Mandi Y., Vécsei L. Immune influencers in
action: metabolites and enzymes of the tryptophan-kynurenine metabolic pathway.
Biomedicines 2021, 9: 734. doi: 10.3390/biomedicines9070734 (IF: 4.757 (2021);

Q1)

Tanaka M., Spekker E., Szab6 A., Polyak H., Vécsei L. Modelling the
neurodevelopmental pathogenesis in neuropsychiatric disorders. Bioactive
kynurenines and their analogues as neuroprotective agents—in celebration of 80th
birthday of Professor Peter Riederer, J. Neural Transmi. 2022, 129:627-642. doi:
10.1007/s00702-022-02513-5 (IF: 3.3 (2022) ; Q3)

Tanaka M., Szabo A., Spekker E., Polyak H., Téth F., Vécsei L. Mitochondrial
Impairment: A common motif in neuropsychiatric presentation? The link to the
tryptophan—kynurenine  metabolic  system. Cells 2022, 11: 2607. doi:
10.3390/cells11162607 (IF: 6.0 (2022); Q2)

A Ph.D. értekezéshez kozvetlentil nem kapcsoldédo kdzlemények 6Gsszesitett impakt
faktora: 32.41
Osszesitett impakt faktor: 40.88



Roviditésjegyzék
ANA — antranilsav
KIR- kozponti idegrendszer
CPZ — cuprizon
CO - kontrol
GFAP — glidlis fibrillaris savas feheérje
3-HK — 3-hidroxi-L-kinurenin
HPLC - nagyteljesitményt folyadékkromatogréfia
KP — kinurenin utvonal
KYNA — kinurénsav
LFB/CV - luxol gyors kék - crezil ibolya
MBP — mielin bazikus protein
SM — sclerosis multiplex
TRP — triptofan

UHPLCMS/MS  —  ultranagy  teljesitményi  folyadékkromatografia  tandem
tdmegspektrometriaval

XA — xanturénsav



Bevezetés

A sclerosis multiplex (SM) a kozponti idegrendszer (KIR) immun-medialt, kronikus,
gyulladasos, demielinizacids és progressziv betegsége, amely a demielinizacié okozta
elvaltozasokkal, az axonok és az oligodendrocitak elvesztésével, glidzissal, az axonok
karosodasaval, valamint az agy €s a gerincveld neuronjainak elvesztésével jellemezheto.
Vilagszerte korilbelll 2,8 millié ember szenved ebben a betegségben. Az SM altalaban fiatal
feln6tt korban jelenik meg és sulyos terhet ré a betegség altal érintettekre, a tarsadalomra és a
gazdasagra. Az SM-et a nemek kozti kildnbségek jellemzik, amelyek befolyasoljak a
betegség sulyossagat és elofordulasat. Konkrét kivaltdé oka még nem teljesen tisztazott,
azonban kiilonb6zé kornyezeti, életmodbeli és epigenetikai tényez6k hozzajarulhatnak a

betegség kialakulasahoz.

A betegség pontos patomechanizmusa, valamint a neuro-axonalis karosodas mogott
meghtzodd kiilonb6z6 molekularis és anyagcserefolyamatok nem teljesen tisztazottak,
azonban az oxidativ stressz nagymertékben hozzajarul az SM progresszidjahoz, neuronalis és
axon karosodast okozva. Fontos befolyasold tényez6 tovabba az immunrendszer szabalyozasa
és miikodési zavara, a gyulladast elGsegité és gatlo citokinek egyensuly zavara, a vér-agy gat
karosodasa, valamint a gliasejtek aktivacidja. A periférids T- és B-immunsejtek, valamint a
makrofagok kozponti idegrendszeri beszlir6dése, tovabba az asztrocitak és mikroglidk KIR-i
reaktivitasa a gyulladasos citokinek és a reaktiv oxigénfajtak tilzott termelddését idézi eld,
ami a csokkent antioxidans aktivitds mellett végsd soron oxidativ stresszt eredményez.
Kutatasok alapjan az oxidativ stressz és az immunrendszer &ltal kozvetitett gyulladasos
valaszok mellett egyéb neurodegenerativ folyamatok is hozzajarulnak az SM patogenéziséhez
és progresszidjahoz. A jelenleg rendelkezésre allo kezelések a betegségmaodositd terapiakkal
a betegség aktivitasanak csokkentésére, a rohamok kezelésére és a tiinetek enyhitésére
Osszpontositanak. A betegség kezelésére jelenleg immunmoduldld, immunszupresszans

valamint immunrekonstitlucids terapiak allnak rendelkezésre.

A cuprizon (CPZ) toxin altal kivaltott demielinizécids allatmodell kivaloan alkalmas a SM
patomechanizmuséanak tanulmanyozésara. A CPZ toxin egy rézkelatképzo szer, amely
szelektiven indukélja az érett oligodendrocitak apoptézisat. A CPZ befolyasolja a
mitokondrialis 1égzési lanc mitkodését a komplexek gatlasaval. Azonban a mérgezes okozta
érett oligodendrocita sejthalal nem egyenletesen oszlik el a KIR-ben, kiterjedt demielinizaciot

figyeltek meg a corpus callosum, a kéreg, a striatum, a hippocampus és a kisagy tertletén,



valamint korlatozott mértékben, az agytorzsben és a gerincvelében is. CPZ kezelés soran
megindul az oligodendrocitozis, ezt kovetéen pedig a mikroglia, makrofag és asztrocita
aktivacio. A toxin kezelés megsziintetését kdvetden viszont egy gyors regeneracio kovetkezik
be, mikor is remielinizaci6 sordn az oligodendrocita progenitor sejtekb6l érett

oligodendrocitak képzddnek, s a gliozis is fokozatosan megsziinik.

A CPZ modell alkalmas a SM progressziv formajaban szerepet jatsz0 mdogottes
mechanizmusok vizsgalatara és teljes feltarasara, mely folyamatok fliggetlenek az adaptiv
immunsejtek KIR-be vald beszivargasatol. Ezek a demielinizacios folyamatok soran tapasztalt
hasonldsdgok, valamint a remielinizcids fazis elemzése, mely konnyen befolyasolhat6 a
toxin kezelés hosszaval, teszi elonyossé és relevanssa a CPZ modellt a SM

patomechanizmusanak vizsgalatara.

A triptofan (TRP), mint esszencialis aminosav, jelentds mértékben, kortlbelul 95% -ban, a
kinurenin utvonalon (KP), mig kisebb szazalékban a szerotonin Gtvonalon keresztil
metabolizalddik. A TRP anyagcseréje 0sszefiiggésbe hozhatd az idegrendszer mitkodésével,
tovabbé a gyulladasos és az immunrendszeri folyamatokkal. A TRP lebomlasa soran kilonféle
neuroaktiv metabolitok képzédnek. A KP-ban szdmos rendellenességet figyeltek meg

kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségekben, tobbek kozott SM-ben is.

Célkitiizések
A CPZ toxin altal kivaltott SM ragcsalé modell sikeres beallitasat kovetden, terveink kozott
szerepelt a TRP, szerotonin, L-kinurenin valamint a kinurénsav (KYNA) metabolitok
Az ebbdl sziiletett eredményeink alapjan, vizsgalatunk tovabbi célja a TRP lebontas kinurenin

utvonaldban részt vevd metabolitok részletes feltérképezése volt a CPZ kezelés

demielinizécids és feléplilési szakaszaban.

Anyagok és médszerek

Allatok
Vizsgalataink soran, nyolc hetes him C57BI/6J torzsii egereket alkalmaztunk (n = 224). Az
allatokat standard laboratoriumi korilmenyek kozott tenyésztettik és tartottuk 12-12 ora
sotét/vilagos ciklus mellett, 24 + 1 °C-on, valamint 45-55% kozotti relativ paratartalom

mellett a Szegedi Tudomanyegyetem Neuroldgiai Klinika Allathdzaban. A vizsgalatok az



Allatkisérletek Etikai Kddexében foglaltak szerint zajlottak, melyet a Szegedi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Etikai Bizottsaga és a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatala az X1/1101/2018 szamu engedéllyel hagytak jova. Az
allatokat polikarbonat ketrecekben (530 cm? alapteriiletii) helyeztiik el 4-5 fés csoportokban.
A Kkisérletek megkezdése el6tt minden allatot 2 héten keresztiil hozzaszoktattuk a por formaja
standard ragcsalotaphoz, és minden masok napon testsulymérést végeztunk, igy kovetve az
egerek egészségi allapotat az akklimatizacid soran. Tovabba vizsgalataink teljes ideje alatt, a
CPZ kezelés demielinizacids idészakaban, valamint a felépiilés szakaszban is folyamatosan

ellendriztiik az allatok teststlyat, minden masodik napon.

Kezelés

Vizsgalatainkban, az allatok fele, mint CPZ-kezelt csoport 0.2% CPZ toxint tartalmazé
taplalékot kapott 5 héten keresztiil standard ragcsalo tapba keverve, por forméaban, valamint
ivovizhez val6 szabad hozzaféréssel. A kontrol csoporthoz (CO) a toxin kezelt allatokkal
nemben, korban és testslyban megegyez6 allatokat hasznaltunk fel, amelyek standard
ragcsalé tappal taplalkoztak szintén por formaban és vizhez valé szabad hozzaféréssel
rendelkeztek. Az 5 hétig tartdo CPZ kezelés végén (demielinizaciods iddszak) a CPZ toxin kezelt
és Kontrol csoport allatainak felét véletlenszeriien kivalasztva terminaltuk, a tulélé allatok
pedig egy 4 hetes felépiilési idészakban (remielinizacids fazis) vettek részt. Ezen iddszak
végén a fennmaradt allatokat szintén terminaltuk és feldolgoztuk, mintanyerés céljabol. A
vizsgélat soran a demielinizacios és remielinizacios iddszak végén viselkedési teszteket

végeztiink.

Magatartasvizsgalati elemzések
Az allatok mozgasmintazatanak elemzésére U.n. open field tesztet hasznaltunk, mig a CPZ
toxin kezelés motoros funkciokra gyakorolt hatasanak maghatarozasara rotarod vizsgalatot
alkalmaztunk a kezelt és kontrol csoport minden allatan.
A magatartas elemzéseket a CPZ mérgezés 3., 4. és 5. hetében valamint a felépilés id6szak 3.

és 4. hetében végeztiik el hetente egyszer, ugyan azokon a napokon.

Immunhisztokémiai vizsgalatok
Immunhisztokémiai elemzéseink soran, anti-glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) festést
alkalmaztunk az asztrocita reaktivitas vizualizalasara, valamint anti-mielin bazikus fehérje
(MBP) festést a mielin kimutatasara. Tovabba a mielin karosodast a luxol gyors kék- krezil

ibolya (LFB/CV) festéssel is értékeltiik. Az asztroglidzis mennyiségi meghatarozasat a corpus



callosum teruletén megtaldlhato GFAP-immunpozitiv sejtek manualis sejtszamolasaval
végeztiuk. A myelin tartalmat pedig a MBP és LFB/CV festést kovetéen intenzitasméréssel
hataroztuk meg.

Bioanalitikai mérések

A nagyteljesitményti folyadékkromatografias (HPLC) méréshez a plazma és agymintakat
kicsapassal fehérjementesitettiik korabbi leirdsok alapjan. A mozgéfazis minden esetben 200
mM cink-acetat oldat volt, a plazméanal 6.2-es pH-n, mig az agyszdvetek esetében 5.8-on, 5%-
os acetonitrile végkoncentracioval.

Az ultranagy teljesitményli folyadékkromatografia tandem tomegspektrometrias (UHPLC-
MS/MS) elemzéshez a plazmamintakat vizes hangyasavval (FA) és jéghideg aceton—-MeOH
tartalmd SIL-1S keverékkel kevertik Ossze, majd a feliiluszéval dolgoztunk tovabb. Az
agymintak esetében, az 5 kiilonbozo agyteriilet tomegének meghatarozasat kovetden, az adott
tdmeghez viszonyitva hdromszoros mennyiségii jéghiitétt LC-MS vizben homogenizaltuk.
Ezt kovetden ugyanazokat a lépéseket végeztiik el, mint a plazma mintdk esetében, azzal a
kilonbséggel, hogy a kicsapas 100%-os acetonitrillel tortént. Ezutan a plazmamintakat és az

agyrégiokat UHPLC-MS/MS segitségével mértiik mar kordbban publikalt mddszer alapjan.

Statisztikai elemzések
A testtomegek statisztikai elemzésehez két-utas ismételt méréses ANOVA-t alkalmaztunk. A
szovettani vizsgalatokhoz egy-tényezOs varianciaanalizist (ANOVA), majd az adatok
varianciaitol fliggéen Sidak vagy Tahmane féle T2 post hoc tesztet hasznaltunk. A
csoportatlagok paronkénti 6sszehasonlitasa a becsilt hataratlagokon alapult Sidak vagy
Tahmane féle T2 post hoc tesztjével, tobbszérds 6sszehasonlitas kiigazitasaval. A
csoportértékeket atlag + SEM-ként adtuk meg, az elemzéseket pedig SPSS Statisztikai
szoftverrel végeztik. A HPLC méréseket illetGen, ha az eloszlas (Shapiro-Wilk test) Gauss-
féle volt és a szorasok egyenléek voltak (Levene test) akkor a paronkénti 6sszehasonlitashoz
ANOVA-t alkalmaztunk Tukey HSD post hoc teszttel, egyébként Kruskal-Wallis teszttel,
Wilcoxon post hoc tesztet hasznaltunk. Az adatokat mediankent abrazoltuk (1-3. kvartilis).
Az UHPLC-MS/MS mérésekkel kapcsolatban a feltételek ellendrzése (kiugro értekek
ellenérzése, Shapiro és Levene tesztek) utan két-utas ANOVA-t végeztiink becsilt hatérték
post hoc tesztekkel, hogy meghatarozzuk a kezelési csoportok kozdétti szignifikanciat, a mérési
idoket és azok kolcsonhatasat. Abban az esetben, ha a feltételek nem teljesiiltek, post hoc
tesztként Sheirer—Ray—Hare tesztet alkalmaztunk Dunn post hoc teszttel. A tobbsz6ros

Osszehasonlitasbdl szarmazo |I. tipust hibdkat Bonferroni modszerrel ellendriztiik. A



nullhipotéziseket elvetettik, ha a korrigalt p érték < 0.05 volt, és ilyen esetekben a

kulonbségeket szignifikansnak vettik.

Eredmények

I. A TRP metabolizmusanak elemzése CPZ toxin altal kivaltott demielinizacios

ragesalo modell beallitasat kovetoen.

Vizsgélataink soran mar a CPZ kezelés harmadik napjan szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk a CPZ toxin kezelt csoport testtomegeben a CO csoporttal 6sszehasonlitva

(***p < 0.001). Azonban a csoportok kdzotti kiilonbség a felépiilési szakaszban eltiint.

Az 5 hetes CPZ kezelés tovabba kiterjedt mielin karosodast okozott a corpus callosumban a
demielinizéciés periodus végén, amit a MBP (**p < 0.01) és LFB/CV (*p < 0.05) festéssel
elemeztiink. A GFAP immunfestés jelentds asztroglidzist mutatott a corpus callosum teriiletén
a CPZ kezelt allatok esetében a kontrol csoporthoz képest, a demielinizacios és
remielinizécios fazisban egyarant (***p < 0.001).

crer

mértékii csokkenés volt tapasztalhatd a toxin kezelt allatok plazmajaban (***p < 0.001),
hippocampusaban (*p < 0.05) és kérgében (**p < 0.01), mely eltérések a felépiilési idészak

4. hetére teljesen megsziintek a csoportok kozott.

Il. A TRP metabolizmus Kinurenin utvonaliban szereplé metabolit koncentraciok

feltérképezése a CPZ-indukalt ragcsaléo modellben

CPZ kezelés soran jelentés mértékli csokkenés volt megfigyelhetd a toxin kezelt allatok
testtomegeében a kontrol allatokkal 6sszehasonlitva (***p < 0.001). A remielinizacios idészak
alatt viszont ez a kiilonbség csokkend tendenciat mutatott és a felépiilés végére teljesen
megsziint a csoportok kozott.

A LFB/CV festéssel végzett immunhisztokémiai elemzéseink soran a CPZ mérgezés jelentOs
mielin karosodast okozott a corpus callosum tertletén a kezelés 3. hetében (**p < 0.01), és a
demielinizacié még kiterjedtebbé valt a toxin kezelés 5. hetére (***p < 0.001). A felépulési
szakasz 2. hetén azonban méar nem volt mielin kéarosodas jele fellelhetd a vizsgalt

agyszeleteken.



Az UHPLC-MS/MS bioanalitikai méréssel végzett vizsgalataink soran, a CPZ kezelés 1.
hetében jelentds csokkenést tapasztaltunk a plazma mintdk KYNA (***p < 0.001), 3-hidroxi-
kKinurenin (3-HK) (*p < 0.05) és xanturénsav koncentréacidjdban (XA) (***p < 0.001), mely
eltérések az intoxikacié végéig fennalltak, mig a CPZ kezelés 5. hetében a KYNA (**p <
0.01), 3-HK (***p < 0.001) és XA (***p < 0.001) mellett, a plazma TRP (**p < 0.01) és
antranilsav (ANA) (***p < 0.001) koncentraciojaban is eltérések voltak fellelhetok a CPZ
kezelt és CO csoportok kozott. Ezek a koncentracio eltérések azonban a felépulés 2. hetére
teljesen megsziintek, mikézben az emlitett metabolitok szintje mindkét csoportban azonos

tartomanyban mozgott a gyogyulasi idészakban.

Az agyi régiok vizsgalatat tekintve, a CPZ mérgezés jelentds mértéki 3-HK (***p < 0.001)
és ANA (***p < 0.001; **p < 0.01) csokkenést okozott a striatum, kéreg, hippocampus és
agytorzs teruletén a toxin kezelt csoportban. Emellett, a kezelés hatasara emelkedett TRP szint
volt lathatd a CPZ kezelt allatok stridstum (***p < 0.001), kéreg (***p < 0.001) és
hippocampus (**p < 0.01) agyrégioiban a demielinizacios idészak végén.

Megbeszéles

Az elmult évtizedekben az SM-et és annak CPZ toxin Altal Kivaltott demielinizacios
allatmodelljét széleskdrben kutattdk. A TRP metabolizmusa és annak KP-a azonban

mindeddig nem allt a kutatasok kézéppontjaban CPZ indukalt ragcsalé modellben.

Kutatocsoportunk elsdként szamolt be a KP eltéréseir6l CPZ egér modellben, mely alkalmas
az SM progressziv formajanak modellezésére, mivel a mérgezés okozta karosodasok f6
korszovettani megjelenése nagymértékben hasonlit a SM Ill-as és IV-es tipusu 1ézio
mintazatanak elvaltozasaihoz, melyet demielinizécio, oligodendrocita apoptézis, valamint

mikroglia és makroféag aktivacio jellemez.

A CPZ toxin altal kivaltott demielinizacios &llatmodellben bioanalitikai mérésekkel
részletesen megvizsgéaltuk a TRP lebontasat, az anyagcseréje soran keletkezé kiilonboz6
metabolitok szintjét, ezaltal feltérképeztiik a TRP, szerotonin es egyes kinurenin metabolitok
eloszlasat a plazma mintdkban és a kiillonb6zd agyi régiokban, beleértve a mérgezés okozta
karosodas altal leginkabb érintett teriileteket; tovabba a CPZ kezelés okozta eltéréseket a
demieliniz&ciés fazisban, valamint a remielinizacié soran a feléptilési idészakban. A
modellben végzett vizsgalataink sordn mar a kezelés kezdetén jelentds mértékii testtomeg

kilonbséget tapasztaltunk a CPZ kezelt és a CO csoportok kozott, mely eltérés a



demielinizacids periodus végéig fennallt, majd a felépiilési idészakban eltlint és a két csoport
testttmege azonos tartomanyban mozgott a vizsgélat végén. A magatartasvizsgalati
elemzeseink nem mutattak Ki eltérést a csoportok kdzott. Az immunhisztokémiai elemzéseink
azonban jelentés mértékii demielinizacidt és asztrocita aktivaciot mutattak a CPZ kezelt
csoportban a mérgezés 5. hetében a CO csoporttal 6sszehasonlitva. Az agyi régiok es
plazmamintdk HPLC technikaval végzett elemzése sordn a CPZ kezelt csoport plazméajaban,
hippocampusaban valamint kérgében a kezelés hatasadra markans KYNA koncentracio
csokkenést figyeltiink meg, mely eltérések a gydgyulasi idészakban teljesen megsziintek, s a

metabolit szintek mindkét csoport esetében ugyanabban a tartomanyba kertiltek.

A szakirodalmi adatokkal 6sszhangban 1évé szovettani eredményeink, valamint a HPLC
mérési adataink arra sarkalltak bennilinket, hogy részletesen megvizsgaljuk, hogyan valtozik
a TRP metabolikus Utja a CPZ kezelés hatasara, valamint annak megvonasat kovetden. A toxin
kezelés kiilonbozé idopontjaiban gylijtott mintdk lehetové tették a mielin karosodas
mértékének és a TRP lebontas szerepet jatszd metabolitok koncentréacid valtozasanak nyomon

kovetését.

Az intoxikacio okozta szovettani kdrosodas elemzesei alkalméaval a kezelés 1. hetében nem
volt lathat6 eltérés a mielintartalomban a csoportok kdzott. A mérgezés 3. hetében viszont
jelentds mielin karosodast tapasztaltunk a CPZ kezelt csoportban, ami a mérgezés 5. hetétdl
még markansabba valt és sulyos demielinizaciova fejlodott a corpus callosum teriletén, mely
allapotot jelentés és sulyos mielin és axon karosodas, valamint kiterjedt asztrogliozis és

mikroglidzis jellemez.

A bioanalitikai mérésekhez UHPLCMS/MS analizist alkalmaztunk a TRP lebontasban
szerepld metabolitok feltérképezésére. Mar a CPZ kezelés kezdetén eltérést tapasztaltunk a
plazma mintak KYNA, XA és 3-HK koncentraciojaban, mely kilonbségek a mérgezés végéig
fennalltak, kiegészillve a TRP és ANA szintben lathaté kulonbségekkel a CPZ kezelt
csoportban, mely csoportok kozotti eltérések a felépiilési fazisban eltiintek. Vizsgalatainkban
a CPZ-mérgezés elére haladtadval, az egyre Kifejezettebb demielinizacio mellett, a
testtomegben és a kinurenin metabolitok megoszlasaban is eltéréseket figyeltink meg, mely
kilénbségek a gydgyulasi szakaszban gyorsan eltlintek, ami a remielinizacio hatékonysagara
utal. Nem beszélve az agyi régiok vizsgalatanal az ANA, 3-HK és TRP koncentracidk

//////

peridédusban.



Vizsgalatunk sordn a 3-HK és ANA szintjének jelent6s csokkenését, valamint a TRP
metabolit koncentracidjanak novekedését figyeltik meg a toxinnal kezelt csoport bizonyos
agyi régioiban, beleértve a stridtumot, hippocampust, kérget és az agytorzset, mely terileteket

a szakirodalom sulyosan demielinizalt agyrégioként emlit CPZ mérgezés alatt.

Jelen tanulméanyunkban megerdsitettilk a TRP lebontds metabolikus utvonaldnak szerepét a
CPZ ragcsalo modellben. A KP eltérései és egyes metabolit koncentraciok valtozasai alapjan
azonban tovabbi kérdések merllnek fel ezen eltolédasok hatterében meghliz6do
mechanizmusokat illetéen. El6fordulhat, hogy a CPZ mérgezés befolyasolja a KP bizonyos
enzimeinek mikodését, ezaltal szabdlyozva a metabolitok koncentraciojat, vagy egyes
neuroprotektiv metabolitok jotékony hatdsuk miatt elhasznalddnak, ezéltal csokkentve a
karosodas mértékét és eldsegitve a remielinizacié folyamatat, de kompenzéacids mechanizmus
is felléphet a hattérben, vagy talan ezektdl teljesen eltéré folyamatok. Mindazonéaltal a TRP
metabolikus lebomlasénak pontos szerepe és hatasa a CPZ demielinizacios modellben tovabbi
kutatasokkal felderithetd.

Osszességében elmondhatd, hogy kutatasunk soran a HPLC és UHPLC-MS/MS bioanalitikai
meéréseink sordn a CPZ-vel kezelt csoport plazma KYNA, 3-HK, XA és ANA
koncentracioiban jelentés mértékii csokkenést, mig a TRP szintben egy markans novekedést
tapasztaltunk toxin mérgezés kovetkeztében. A HPLC elemzéssel kapott csokkent KYNA
koncentraciot az emlitett agyi régiokban nem tudtuk reprodukalni. Ennek egyik lehetséges
oka vizsgalataink soran alkalmazott eltérd bioanalitikai modszerek. Mindazonéltal a CPZ
mérgezés eredményeként a 3-HK és ANA szintjének jelentds csokkenése volt megfigyelhetd
szamos agyi régioban, beleértve a stridtum, hippocampus, kéreg valamint az agytorzs
teriiletét, mig a TRP koncentracigja jelentésen megemelkedett a CPZ kezelés hatdsara a toxin

kezelt allatok stridtumaban, hippocampuséban és kérgében a kontrol csoporthoz képet.



Kovetkeztetések

A CPZ toxin altal kivaltott demielinizacios allatmodellben végzett vizsgalatunk volt az elso,
amely teljes részletességgel szamolt be a progressziv demielinizacio soran bekdvetkezé TRP

lebontas kinurenin metabolit profiljardl.

Az alapvetd szdvettani vizsgalatokon, magatartési és fizikai allapotfelmérésen kiviil feltartuk
a kinurenin metabolitok megoszlasat a CPZ meérgezés okozta karosodasi folyamatokban a vér-
agy gat mindkét oldalan, majd ravilagitottunk a remielinizacios képesség hatékonysagara a

TRP anyagcsere teriletén.

Kutatasi eredményeink kiindulépontként szolgalhatnak tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez,
amelyek segitsegével még kozelebb kerilhetiink a karosodast okozé folyamatok és a TRP
lebontasat 6sszekotd mechanizmusok megértéséhez, hogy milyen szerepet tolthetnek be egyes
metabolitok a karosodas létrejottében, s hogyan befolyasoljdk a demielinizacids vagy
remielinizacids folyamatokat. Tovabba ezen folyamatok tanulmanyozasaval egy atlathatobb

képet kaphatunk és kozelebb keriilhetiink az SM patomechanizmusanak felderitéséhez.

A kozeljovoben pedig az egyes metabolitok mennyiségének szabalyozésa lehetséges terapids
eszkozként szolgdlhat a SM Kkezelésében, valamint potencidlis célpontja lehet a
gyogyszerkutatasnak. A kutatas tehat alapul szolgalhat olyan mesterségesen szintetizalt, Uj
tamadaspontokkal rendelkez6 vegyiiletek 1étrehozasahoz, amelyek Uj terdpias lehetdségeket

jelenthetnek a SM kezelésében.
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