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1. Bevezetés

A kozponti  idegrendszer  elsddleges  serkentd
neurotranszmittereként a glutamat szamos élettani
folyamatban bir dont6 jelent6séggel. FO receptora, az N-
metil-D-aszpartat receptor (NMDAR) révén kozponti
szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitdsban, amely
folyamat fontos adaptiv valtozasok alapja a kdzponti
idegrendszerben. Emellett mind a fokozott, mind a
csokkent glutamét-jelatvitelt  dsszefuggésbe hoztak
korélettani véaltozasokkal. Ma mar jol ismert, hogy a
fokozott glutamat-neurotranszmisszié szerepet jatszik a
neuropatias fajdalom kialakulasaban, mig az NMDAR
csokkent aktivitasa kognitiv zavarok kivaltd oka lehet.
Sajnos az emlitett korképek hatékony kezelése jelenleg
megoldatlan, hiszen a tiinetek enyhitésére igazan alkalmas
terapia egyik esetben sem all még rendelkezésre.

A glutamat-jelatvitelt egy 0sszetett, ko-agonistakat és
transzportereket tartalmazo rendszer szabalyozza, amely
sok farmakoldgiai célpontot kinal a kutatok szamara. Ezek
mitkodését szamos vegyilet képes lehet befolyasolni,
beleértve olyan gydgyszermolekuldkat is, amelyeket ma
eltérdé indikéaciokban alkalmaznak, vagy amelyek pontos
hatdsmechanizmusa jelenleg nem ismert. A glutamat-
jelatvitelrdl szerzett ismereteink gyarapodéséaval lehetdvé
valik az azt befolyasol6 gydgyszerek Ujraértékelése és
bevonasa a neuropatias fajdalom vagy kognitiv zavarok
terapiajaba. Ez az Ugynevezett gyogyszer repurposing
igéretes lehetéségeket kinal az emlitett korképek



hatékonyabb kezelésere, hiszen a mar forgalomban 1évé
gyogyszerek biztonsagossdga bizonyitott, igy kevesebb
vizsgalatot igényelnek és hamarabb valhatnak alkalmazott
terapiak részéve.



2. Célkituzések

A tolperizon egy centralis hatast izomrelaxans, amely
pontos hatasmechanizmusa még nem ismert. Bar kevés
preklinikai adat all rendelkezésre, az eredmeények arra
utalnak, hogy hatasat a preszinaptikus végkészulékeken
fejti ki, befolyasolva a gerincveldi neurotranszmitter-
felszabadulast és ezaltal a nociceptiv glutamat-jelatvitelt.
Az értekezésben bemutatasra keriil6 kutatas egyik 6 célja
a tolperizon allodiniara, a neuropatias fajdalom egyik f6
tlinetére, gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt. Emellett
tolperizon glutamat-jelatvitelre  gyakorolt modulal6
hatdsat, valamint az ezt magyaraz6 molekularis
mechanizmusokat is tanulmanyoztuk.

Az L-teanin a tealevelek egyik 6, aktiv dsszetevéje. Bar
kognitiv képességekre gyakorolt el6ny6s hatasai jol
ismertek, ezek pontos mechanizmusa nem tisztazott.
Glutamat-jelatvitelre gyakorolt hatasat régota feltételezik,
azonban mindeddig nem ismert a molekularis célpont,
amely magyarazna az L-teanin jotékony hatasait. Az
értekezésben ismertetett kutatds tovabbi celjai kozé
tartozott az L-teanin aminosav-transzporterekre gyakorolt
hatdsénak vizsgalata, hiszen ezek dontéen befolyasoljak
az NMDAR két {6 endogén ligandjanak, a glutamatnak és
a D-szerinnek szinaptikus koncentracidjat, szabalyozva
ezzel a receptor aktivitasat és a szinaptikus plaszticitast.



3. Maodszerek

A tolperizon antiallodinikus hatdsat egy neuropatias
fajdalom tanulmanyozésara alkalmas allatmodell
segitségével vizsgaltuk. Részleges nervus ischiaticus-
elkotésen (partial sciatic nerve ligation, pSNL) atesett him,
Wistar patkanyokban mononeuropétias fajdalom alakult
ki. A neuropatidt kisér6 mechanikus allodinia
megjelenését az allatok fajdalomkiiszob-csdkkenése (paw
pain threshold, PPT) jelezte, amelyet Randall-Selitto-teszt
segitségével hataroztunk meg, a mitéti beavatkozast
kovetd 14. napon. Ezt kovetéen az allatokat a vizsgalt
vegylletek (25, 50 vagy 100 mg/kg tolperizon vagy
pregabalin) vagy izotonids sooldat egyszeri orélis
adagjaval kezeltik. A vegylletek akut, antiallodinias
hatdsainak megismerése érdekében a fajdalomkiszob
értékeket kezelést kovetd 60., 120. és 180. percben ismét
meghataroztuk, majd az &llatokbdl cerebrospinalis
folyadék (CSF) mintat vettiink. A kontroll csoportban al-
operalt allatokat hasznaltunk.

A tolperizon  neurondlis  glutamétfelszabadulasra
gyakorolt kdzvetlen hatésat patkany  agyi
szinaptoszomakon vizsgaltuk. A depolarizaciot és az azt
kovetd glutamatfelszabadulast 1 mM 4-aminopiridinnel
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valtottuk ki.

Az L-teanin glutamatfelvételre gyakorolt hatasat szintén
az in vitro neurotranszitter-felszabadulds modellen
vizsgaltuk. Emellett, az L-teanin D-szerin felvételre



gyakorolt hatasat SH-SY5Y neuroblasztoma sejteken
vizsgaltuk, hiszen ez a sejtvonal az asztrocitdk D-szerin
transzportjanak tanulmanyozésara alkalmas in vitro
modell.

A CSF-mintak glutamat-szintjét, a szinaptoszémakbol
felszabaduld glutamét-tartalmat, valamint az SH-SY5Y
sejtkivonatok D-szerin és L-teanin koncentracidjat a
laboratoriumunkban  korébban  Kifejlesztett mddszer
alapjan  kapillaris  elektroforézis  lézer  indukalt
fluoreszcencia detektalassal (capillary electrophoresis —
laser induced fluorescence, CE-LIF) hataroztuk meg. A
fehérje-mentesitett mintakbol NBD-F  segitségével
fluoreszcens szarmazékot képeztink, majd Iézer indukalt
fluoreszcencia detektorral kapcsolt P/ACE MDQ Plus
kapillaris elektroforézis rendszerrel elemeztik. A
gerjesztési és emisszids hullamhossz 488, illetve 520 nm
volt. A statisztikai elemzéseket GraphPad 8.0 szoftverrel
végeztik.



4. Eredmények

A tolperizon valamennyi vizsgalt dézisa (25, 50 és 100
mg/kg; per o0s) képes volt helyreéallitani az idegkarosodas
kovetkeztében kialakult mechanikus allodiniat. A pozitiv
kontrollként alkalmazott pregabalin, amely elsGvonalbeli
dozisaival (50 és 100 mg/kg; per os) a tolperizonhoz
hasonléan szintén novelte a fajdalomkiszobdt. A
kezeléseket kovetéen mindharom vizsgalt idépontban (a
beadast koveté 60., 120. és 180. perc) szignifikans
antiallodinikus hatas volt megfigyelhet6. A mechanikus
allodinia a vartnak megfeleléen nem szint meg a csak
vivéanyaggal kezelt patkanyok esetén, mivel ebben a
csoportban a mitott labak PPT-értékei szignifikansan
alacsonyabbak maradtak az &lmit6tt csoportban
mértekéhez képest (1. abra).

A CSF glutamét-szintjének jelentds emelkedése volt
megfigyelhetd az pSNL miitéten atesett, neuropatids
patkdnyok esetén. Az egyszeri tolperizon-kezelést
kovetden minden vizsgalt ddézisban normalizalodott az
idegkarosodas  kovetkeztében megemelkedett CSF
glutamét-szint 180 perccel a beadast kovetden (2A &bra).
A tolperizonhoz hasonldan az egyszeri pregabalin-kezelés
nagyobb dézisok mellett (50 és 100 mg/kg) szintén
csokkentette a CSF glutamat-szintet (2B abra).
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1. 4bra. A tolperizon (bal oldali oszlop) és a pregabalin (jobb oldali oszlop)
antiallodinikus hatasa akut kezelést kdvet6en (25, 50, 100 mg/kg, per os). Az
abrak az allatok bal (egészséges, B) és jobb (operalt, J) labain mért PPT
értékek atlagat (+ S.E.M.) mutatjak, grammban kifejezve, a tolperizon vagy
pregabalin kezelés (60; 120; 180 perc) el6tt (kiindulasi érték) és utan. A
csillagok a bal (egészséges) labhoz vagy a vivéanyaggal kezelt csoporthoz
képest szignifikans kiilonbségeket jeldlik (egyutas ANOVA, Newman-Keuls
post-hoc teszt; ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05).
Minden kezelési csoportban 6-16 allat volt (2).
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2. dbra. A pSNL miitéten atesett patkanybol vett CSF mintak glutamattartalma
14 nappal a miitét utan. Az oszlopok a jelzett csoportok glutamat-koncentracio
értékeinek atlagat (+ S.E.M.) mutatjdk puM-ban kifejezve. A csillagok a
viv@anyaggal kezelt csoporthoz képest szignifikans kilonbségeket jeldlik
(egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt; ***: p < 0,001; **: p<0,01; *: p<
0,05). Minden kezelési csoportban 6-18 &llat volt (2).

A tolperizon szinaptikus  glutamat-felszabadulasra
gyakorolt kdzvetlen hatasat patkany agyi
szinaptoszomakon vizsgaltuk. A 4-aminopiridin altal
kivaltott glutamat-felszabadulast a tolperizon



koncentraciofiiggéen gatolta, mely sordn mar 40 pM
tolperizon is jelentés csokkenést eredményezett (3. &bra).
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3. &bra. A tolperizon (TOL) hatdsa 1 mM 4-aminopiridin altal kivaltott
glutamat-felszabaduldsra patkdany agyi szinaptoszomakbdl. Minden
adatpontot normalizaltunk a stimuldlatlan, alap glutamat-felszabadulassal, és
az adatokat a tolperizon hidnydban tapasztalt, stimuldlt glutamét-
felszabadulas szézalékaban éabrazoltuk (fekete oszlop). Minden oszlop a
jelzett csoportokban mért, stimulalt glutamat-felszabadulas értékek atlagat (+
S.E.M.) mutatja szdzalékban kifejezve. A csillagok a tolperizon hianyaban
mért, stimulalt glutamat-felszabaduldshoz képest szignifikans kilénbségeket
jelélik (r? =0.7580). Minden kezelési csoportban 4-30 parhuzamos kisérlet
volt (2).

Annak érdekében, hogy kuldnbséget tudjunk tenni a
tolperizon lehetséges natrium-, és kalciumcsatorna-gatlo
hatdsa koOzott, tovabbi kisérleteinkben a szinaptikus
glutamat-felszabadulast 33 mM  kalium-kloriddal
valtottuk ki. Mivel kalium-klorid magas extracellularis
koncentracidja a kalciumaramok kdzvetlen aktivalasaval
képes depolarizaciot  eldidézni, igy a létrejott
neurotranszmitter-felszabadulds jobbara fliggetlen a
feszlltségfiiggd natriumcsatornék aktivitasatol. A kalium-



klorid alkalmazéasaval kivaltott glutamat-felszabadulast a
tolperizon csak 400 uM koncentrécié mellett tudta gatolni,
mig a 4-aminopiridin altal kivaltott felszabadulas esetén
mar egy nagysagrenddel alacsonyabb koncentréacié (40
MM) mellett is szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd
(4. &bra).
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4. dbra. A tolperizon (TOL) hatasa 33 mM kalium-klorid altal kivaltott
glutamat-felszabaduldsra patkdny agyi szinaptoszomakbdl. Minden
adatpontot normalizéltunk a stimulalatlan, alap glutamat-felszabadulassal, és
az adatokat a tolperizon hidnyaban tapasztalt, stimulalt glutamat-
felszabadulads szdzalékaban &brazoltuk (fekete oszlop). Minden oszlop a
jelzett csoportokban mért, stimulalt glutamat-felszabadulas értékek atlagat (+
S.E.M.) mutatja szdzalékban kifejezve. A csillagok a tolperizon hidnyaban
mért, stimulalt glutaméat-felszabadulashoz képest szignifikans kiilénbségeket
jeldlik (egyutas ANOVA, Tukey post-hoc teszt; *: p < 0,05; **: p < 0,01).
Minden kezelési csoportban 4-19 parhuzamos kisérlet volt (2).

Az L-teanin neuronalis glutamat transzportra gyakorolt
hatdsat  szintén  megvizsgaltuk  patkdny  agyi
szinaptoszémakon. Az L-teanin nem gatolta a glutamat-
felszabadulast egyik vizsgalt koncentraciéban sem (5.
abra). Ezzel szemben a glutamat-felszabadulas



szignifikdns,  koncentraciofiiggd novekedése  volt
¢észlelhetd, amely megsziint DL-TBOA (DL-threo-
benziloxiaszpartat) jelenlétében, amely a kozponti
idegrendszer  glutamat-transzportereinek  (excitatory
amino acid transporter, EAAT1-3) potens, szelektiv
gatloszere. Ezek az eredmények, valamint az L-teanin és a
glutamat kémiai szerkezetei kozt megfigyelhetd
szembeotlé hasonlosag arra utalnak, hogy az L-teanin a
glutamat-transzporterek gyenge, kompetitiv gatloszere.
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5. dbra. Az L-teanin (TEA) hatdsa 1 mM 4-aminopiridin altal kivaltott
glutamat felszabadulasra 40 UM DL-TBOA jelenlétében (A) vagy hianyaban
(B) patkéany agyi szinaptoszoéméakbdl. Minden adatpontot normalizaltunk a
stimulélatlan, alap glutamét-felszabadulassal, és az adatokat az L-teanin
hidnydban tapasztalt, stimulalt glutamét-felszabadulds sz&zalékéban
abréazoltuk (fekete oszlop). Minden oszlop a jelzett csoportokban meért,
stimulalt glutamat-felszabadulas értékek atlagat (+ S.E.M.) mutatja
szazalékban kifejezve. A csillagok az L-teanin hianyaban mért, stimulalt
glutamat-felszabadulashoz képest szignifikans kiilénbségeket jel6lik (egyutas
ANOVA, Tukey post-hoc teszt; *: p < 0,05; **: p < 0,01). Minden kezelési
csoportban 4-19 parhuzamos kisérlet volt.



Annak éerdekében, hogy megvizsgaljuk az L-teanin pro-
kognitiv  hatdsdt  magyardzé  egyéb  lehetséges
mechanizmusokat, megvizsgaltuk az L-teanin D-szerin
transzportra gyakorolt hatdsat is. Az asztrocitdk D-szerin
felvételének modellezésére SH-SY5Y neuroblasztéma
sejteket alkalmaztunk, mivel ez a sejtvonal expresszalja
azokat a semleges aminosav cseretranszportereket
(ASCT1, ASCT2), amelyek szabalyozzdk az
extracellularis D-szerin  koncentriciot a kdzponti
idegrendszerben.  Kisérleteink sordn az  L-teanin
koncentraciofiggbden csokkentette a D-szerin felvételét az
SH-SY5Y sejtekbe (11. &bra).

Mas L-aminosavakkal és ASCT szubsztratokkal
Osszevetve az L-teanin hataser0ssége lényegesen
alacsonyabbnak bizonyult. A D-szerin felvétel gatlasaval
egyidejileg az intracellularis L-teanin-szint
koncentraciofiiggd novekedése volt megfigyelhetd, amely
a neuroblasztéma sejtek L-teanin felvételére utalt. A
gatlasi kinetika tovabbi vizsgalata Lineweaver-Burk
analizis segitségével megerdsitette, hogy az L-teanin
kompetitiv. modon gétolja a neuroblasztéma sejtek D-
szerin felvételét.
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11. dbra. Az L-teanin hatdsa az SH-SY5Y neuroblasztdma sejtek D-szerin
felvételére. 25 uM D-szerin felvételét 15 perc elteltével mértiik kiilonbozo
L-teanin hidnydban mért D-szerin felvételével normalizéltunk, és a gatlas
nélkili felvétel szézalékéban &brazoltunk. Minden adatpont a D-szerin
felvétel értékek atlagat (= S.E.M.) mutatja, szzalékban kifejezve (n = 3). (1)



5. Kovetkeztetések

Bar szamos gyogyszer képes lehet befolyasolni a
glutamaterg neurotranszmissziot, azonban
hatdsmechanizmusuk gyakran nem feltart, amely
korlatozza alkalmazhat6sagukat szamos, a glutamat
jelatvitellel Osszefliggé betegség kezelésében. A
farmakologiai hatasukban részt vevd folyamatok
feltarasa (j terdpids lehetOségeket nyithat, lehet6vé
téve alkalmazasukat (j indikacidkban. Doktori
munkam soran a tolperizon neuropétias fajdalomra
gyakorolt hatasat vizsgaltam. A tolperizon egy
centralis izomrelaxans, amely képes lehet befolyasolni
a glutamaterg neurotranszmissziét neuropatias
korképekben, amelyben a fokozott glutamat-jelatvitel
kdzponti szerepet jatszik. Emellett vizsgéltuk az L-
teanin  hatdsat kozponti idegrendszeri  sejtek
transzportmechanizmusaira is. Irodalmi adatok alapjan
ez a glutamat-analog, amely a z6ld tea egyik 16, aktiv
hatbanyaga magyarazhatja a tea levelek pro-kognitiv
hatasait. Az emlitett  transzportfolyamatok
szabalyozzak mind a glutamat, mind a D-szerin
szintjét a kozponti idegrendszerben, segitve az
NMDAR aktivitast, ezaltal javitva a kognitiv
képességeket.

A tolperizon képes csokkenteni az allodiniat, amely
arra utal, hogy igéretes gyogyszer lehet a neuropatias
fajdalom  kezelésében.  Antiallodinids  hatasa
Osszehasonlithatd mértéki volt a pregabalinéval,



sz

amely egy, a neuropatidas fajdalom terapidjaban

alkalmazott, elsdvonalbeli gyogyszer.
Féjdalomcsillapitd hatasat valdszintileg a
preszinaptikus idegvégzidések glutamat

felszabaduldsanak géatlasaval éri el, igy csokkentve a
gerincveldi nociceptiv jelatvitelt.

A tolperizon a fesziiltségfiiggé natriumcsatornak
potens gatloszerének bizonyult, amely magyaréazhatja
antiallodinikus hatasat. Szintén megfigyelhet6 volt a
tolperizon gatlohatasa a fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorndkra, bar csak lényegesen magas
koncentraciok mellett, amelyek meghaladjak a
gyogyszer normal  dozistartomanyat, igy a
kalciumcsatornak gatlasa valosziniileg kevésbé jarul
hozza fajdalomcsillapité hatdsahoz. Az adrenerg
alfa2-receptorokra gyakorolt hatésa kisérleteinkben
elhanyagolhat6nak bizonyult.

Kisérleteink sordn az L-teanin az EAAT glutamat-, és
az ASCT D-szerin  transzporterek  gyenge
gatloszerének bizonyult. Felvételik gatlasaval az L-
teanin novelheti az NMDAR koagonistak szinaptikus
koncentrécidjat, igy fokozva a glutamét-jelatvitelt.
Ezen mechanizmusok additiv hatasa, valamint az
egyeb, irodalmi adatok alapjan felmertlt célpontokra
gyakorolt hatasa egylttesen magyarazatot adhat az
L-teanin ismert pro-kognitiv tulajdonsagaira.
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