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1. Abstract

The kynurenine (KYN) pathway (KP), also known as the route where more than 95% of
the tryptophan (TRP) is metabolized, in its steps of catabolism forms different metabolites
which contribute to the neuroprotective—neurodegenerative changes in central nervous system.
For this reason, TRP metabolism is extensively studied in neurodegenerative diseases
(Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease), where the neurologically
active metabolite concentration changes are followed. Kynurenic acid (KYNA), which is an
endogenous N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) antagonist, is considered to be a
neuroprotective agent.

In the present study TRP, KYN and KYNA were determined from human serum and
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) and age- and
gender-matched controls, using high performance liquid chromatography (HPLC) applying
UV and fluorescent detectors. The developed method was optimized and validated according
to the International Congress Harmonization Guidelines.

The precision and recovery values ranged between 1.60-4.36%, 81.61-101.09%,
respectively. There were no differences between the groups with regard all the measured
metabolites.

The application of the developed validated method enabled the simultaneous
determination of certain metabolites of the KP of TRP metabolism, but no evident alterations
were found in patients with CJD.

2. Bevezetés

A triptofan (TRP) a 20 aminosav egyike, mely fontos szerepet jatszik a kozponti és
periférids idegrendszerben talalhato, sejtek miikodéséért felelds fehérjék szintetizalasdban [1].
A kinurenin (kynurenine, KYN) utvonal (kynurenine pathway, KP) a TRP atalakulasanak 6
utja, 95%-a ezen az utvonalon metabolizalddik [2]. Ennek fontossaga abban rejlik, hogy a
KYN atvonalon a neurodegenerativ—neuroprotektiv folyamatokért felelds neuroaktiv
vegyitiletek keletkeznek, mint példaul a 3-hidroxi-kinurenin (3-OHK), kinolinsav (quinolinic
acid, QUIN) és a kinurénsav (kynurenic acid, KYNA) [3]. A KYNA az egyik ismert endogén
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kompetitiv antagonistaja az N-metil-D-aszpartat receptornak, ezaltal a jelatvitelt képes
modositani és igy a glutamaterg neurotranszmisszidé soran a karos folyamatok gatlasaval
neuroprotektiv hatast fejt ki [4].

A 3-OHK ¢és a QUIN neurotoxikus molekulak, amelyek hatdsukat részben szabadgyokok
képzddésén keresztiil fejtik ki, ez tobb idegrendszeri megbetegedés hatterében allhat, mint
példaul Alzheimer-koér, Parkinson-koér és a Huntington-kor [S]. Az emlitett neurodegenerativ
betegségek esetén tobb alkalommal is leirtak kiillonboz6 elvaltozasokat a KP-ben, melyek
befolyasold enzimek aktivitasanak megvaltozasaban nyilvanultak meg [3].

A Creutzfeldt-Jakob betegség (Creutzfeldt-Jakob disease, CJD) ugyan egy ritka
neurodegenerativ korkép, de gyors, progressziv lefolyasa miatt kiilonos figyelmet igényel, és a
korképben végzett biomarker kutatisok egyre nagyobb jelentdséggel birnak [6]. Jelen
tanulmanyban a triptofan egyes metabolitjainak vizsgalatat tlztik ki célul. A KP szinten
torténd koncentraciovaltozasokat egy validalt metodika segitségével végezzikk, UV és
fluoreszcens detektorral (FLD) ellatott nagyhatékonysagt folyadékkromatograffal.

3. Alkalmazott anyagok és modszerek

A standardsor készitéséhez az aldbbi referenciavegylileteket alkalmaztuk: KYN, KYNA,
TRP, 3-NLT, ez utdbbit, mint belsé standardot (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai
Egyesiilt Allamok). A human liquor mintak mérési tartomanya a fent emlitett 4 vegyiiletre
100-3000 nM, 1-100 nM, 5000-50000 nM és 500-5000 nM, mig a szérum esetén 100-5000
nM, 1-100 nM, 100-5000 nM ¢és 500-7500 nM (standardsorok). E tartomanyban mért gorbe
alatti teriiletek értékei egyenesen aranyosak az ismert koncentracié értékekkel. Igy tehat, a
mért vegyiiletek gorbe alatti teriileteivel aranyos koncentracioértékeket a fenti tartomanyokra
kapott linedris 0sszefliggés segitségével szamoljuk ki.

A metodika bedllitdsa egy kordbban mar részletezett modszer szerint tortént, kis
valtozasokkal [7]. Roviden, a mobilfazis 0.2 M cink-acetat-dihidrat/acetonitril = 95/5 (v/v%)
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok; Scharlau, Barcelona,
Spanyolorszag) aranyu elegye, melynek pH-jat 6,2-re Aallitottuk be ecetsavval (VWR
International, Radnar, PA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A mobilfazis dramlési sebessége 1,2
ml-min-1 volt. A liquor kicsapasahoz trifluorecetsavat (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok), illetve a szérum kicsapasahoz perklérsavat (Scharlau,
Barcelona, Spanyolorszag) alkalmaztunk. A mintdkat kicsapas utdn 12000 rpm sebességgel
centrifugaltuk, 4°C-on 10 percen keresztiil (Hettich Mikro C200, Tuttlingen, Németorszag).

A  mintdakat FLD ¢és UV/Vis detektorokkal felszerelt nagyhatékonysagu
folyadékkromatograffal (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
mértiik. Az elvalasztdshoz egy Security Guard eldoszloppal ellatott forditott fazisu Kinetex
C18 kromatografias oszlopot (Phenomenex Inc., Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
hasznaltunk. A beallitott hulldimhosszak UV detektor esetén a KYN és a 3-NLT mérésére 365
nm, illetve a fluoreszcens detektoron az excitacios hullamhosszak KYNA-ra valamint TRP-ra
344 és 254 nm voltak, az emisszios hulliamhossz pedig 398 nm volt mindkét anyag esetében.

4. Kisérleti eredménynek és kiértékelésiik

4.1. Metodika validalas
A validdlas soran meghatarozott paraméterek eleget tesznek az ICH [8] Aéltal
megfogalmazott bioldgiai mintdkra vonatkozo kovetelményeknek. Ezek kozé sorolhatd a
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precizitas, érzékenység, szelektivitds, linearitds, meghatdrozasi és kimutatasi hatér, illetve a
visszanyerési tényezo.

Elészor a validalas paramétereit hataroztuk meg. Ugy a szérum, mind a liquor mintdk
esetén is sziikségszerii az alkalmazott metodika validalasa. A kalibral6 gorbe linearitasat a fent
emlitett standardsorok mérésébdl kapott gorbe alatti teriiletek és az ismert koncentraciok
kozotti viszony adja meg. A méréstartomanyt lefedé koncentracioji mintak linearitasat az R?
értékkel hataroztuk meg (R% > 0,99, alkalmazott szoftver: R Development Core Team, 2002).
Ugyanezzel az Osszefliggéssel az érzékenységet (S’) is meghatdrozzuk, melyrél pontos adatot

a gorbe meredeksége (derivaltja) nyujt.

1. Téblazat A mérési tartomany és az érzékenység

LIQUOR KYN KYNA TRP 3-NLT
koncentraci6 tartomany, nM | 100-3000 | 1-100 | 5000-50000 | 500-5000

R? 0,9989 | 0,9985 0,9999 0,9991

S’ 0,0127 | 4,7295 0,4242 4,6725

SZERUM KYN KYNA TRP 3-NLT
koncentraci6 tartomany, nM | 100-5000 | 1-100 100-5000 | 500-7500

R? 0,9998 | 0,9917 0,9999 0,9999

S’ 0,00405 | 1,2386 0,106 0,0022

A preciz mikdodés igazoldsdhoz ugyanazon mintaoldat t6bbszori elemzésének
megismétlése sziikséges, végiil pedig a tapasztalati szorassal (relative standard deviation,
RSD%) adjuk meg a 6-szor parhuzamosan mért nativ minta (N) eredményeit. Tovabba
sziikséges a nativ minta olyan oldatokkal valé kicsapdsa, melyben az analitok is
megtalalhatoak ismert koncentraciokban. Igy az egyik oldat alacsony koncentracioban (S1),
mig a masik oldat magasabb koncentraciokban (S2) tartalmazza az analitokat, és mindegyik
oldat 3 parhuzamos mérésével hatarozzuk meg a visszanyerési tényez6t (recovery factor,
RF%).
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2. Tablazat A precizitas és visszanyerési tényezd

LIQUOR KYN KYNA TRP
N atlag, nM 52,07 4,01 1316,20
Precizitas, RSD% 3,87 4,36 1,60
S1 atlag, nM 424,49 4,37 422,59
'Valos koncentracid, nM 500 5 500
RF % 84,90 93,06 84,52
S2 atlag, nM 861,84 19,50 914,65
Valos koncentracid, nM 1000 20 1000
RF % 86,18 97,52 91,46
SZERUM KYN KYNA TRP
IN atlag, nM 369,25 7,30 1605,46
Precizitas, RSD% 3,18 4,02 2,97
S1 atlag, nM 496 3,35 5479,32
'Valos koncentracid, nM 500 4 6000
RF % 99,21 81,61 91,32
S2 atlag, nM 960,58 11,36 10108,60
Valos koncentracid, nM 2000 12 10000
RF % 96,06 94,69 101,09

A meghatarozasi hatar (limit of quantification, LOQ) azt a legkisebb koncentraciot
jelenti, mely még megfelelé precizitassal és helyességgel meghatarozhat6d, mig a kimutatasi
hatar (limit of detection, LOD) az alapzaj haromszorosanak megfelelé magassagu jelet ado
koncentracio. A fenti két paramétert a kovetkezd képletekkel hataroztuk meg (c: a vakminta
szoréasa, S’: érzékenység)

LOD =3.3 6/S’, illetve LOQ =10 6/S’

3. Tablazat A meghatarozasi és a kimutatasi hatar értékei

KYN KYNA TRP
LOD (nM) 27,61 1,28 430
LIQUOR
LOQ (nM) 91,08 4,27 1440
, LOD (nM) 160 3,21 47,8
SZERUM
LOQ (nM) 484 9,73 145

1.2. Triptofanmetabolitok mérése

Az adatok feldolgozasara szolgalé mintak kozott 5 CID, illetve 5 kontroll (CO) szérum és
liquor minta taldlhato. A CJD és a CO betegek Osszehasonlitdisa a TRP metabolitjainak
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koncentréci6 szintjén tortént a 46/2014. sz. intézményi etikai engedély birtokaban, az adatokat
az 5. tablazat mutatja.
5. Tablazat A vizsgalat triptofanmetabolitok atlagos koncentracio szintjei

KYN KYNA TRP
Vizsgalt metabolitok
¢ (nM) ¢ (nM) ¢ (nM)

CJD-csoport 35,95 1,48 1816,66
Liquor

CO-csoport <LOD 2,88 1919,26

CJD-csoport 2093,02 35,97 54646,87
Szérum

CO-csoport 1569,40 14,86 49923,38

A KP soran keletkezd TRP, KYN, KYNA ¢és a koncentracid szinteket mértiik, amely
mérés soran nem észleltiink szignifikans véltozasokat, t-tesztek alkalmazéaséaval az alabbi p-
értékeket kaptuk: liquor mintak esetén Pkyn,LI = 0,7558; PkyNA, LI = 0,3516; PTtrRP, LI = 0,9589.
Szérum esetén PkynN, se = 0,919; PkynasE = 0,6996; PTrP,SE = 0,6659.

Kovetkeztetések

A kisérletek soran sikeriilt validalni az alkalmazott metodikdkat, melyek a human
liquor és szérum mérések kiértékelésére szolgaltak. A validalas soran kapott értékek a
metodikank robusztussagara utalnak. A precizitds egyik esetben sem haladta meg az RSD <
4.5% értéket, mig a visszanyerési tényezok 81%-102% kozottiek voltak. A TRP
metabolizmusanak KP-t tanulméanyozva, a kis elemszambol adod6 korlatok mellett, nem
értekeit a kontroll csoport értékeivel 6sszehasonlitva, mely eredmények ezen itvonal CID-ben
valo érintettségét nem tdmogatjak.
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