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BEVEZETES

A kinurenin atvonal, mely jelen van az asztrocitakban, neuronokban, mikro- és
oligodendrogliaban, makrofagokban, endotél és dendrit sejtekben a kdzponti idegrendszeren
belll, fontos Gtvonala a triptofan katabolizmusanak. A triptofan atalakulhat L-kinureninng,
mely tovabb metabolizalédik neuroprotektiv kinurénsavva (KYNA). Klinikai adatok azt
mutatjak, hogy a KYNA és annak metabolitjai fontos szerepet jatszanak szamos neurologiali
rendellenesseég patogenezisében, gy mint a Huntington-kér, Parkinson-kor, epilepszia és
ischaemias stroke. A KYNA egy nemszelektiv aktivalé amindsav receptor (mint az NMDA
receptorok) antagonista, részt vesz a glutamat neurotranszmisszidéban. Mivel a KYNA részt
vesz az endogén protektiv mechanizmusban, megfeleld célpontja lehet a neuroldgiai
betegségek kezelését célz6 gydgyszerészeti fejlesztéseknek. Tovabba a G-fehérje kapcsolt
receptorok (GPCR) és a KYNA kolcsdnhatasat mar leirtak.

Az opioid rendszer fajdalomcsillapitasban jatszott szerepe jol ismert. A rendszer harom
opioid receptorbol all: mi, kappa és delta (4, x és ). Az opioid receptorok a GPCR
csaladhoz tartoznak és tobbnyire a Gi/o tipusi G-fehérjéhez kapcsolédnak. Az opioid
receptorok a gasztrointesztinalis traktusban, a gerincvelében és nagy mennyiségben az agyi
kortexben és a striatum régidiban expresszalodnak. Korabbi tanulméanyunkban leirtuk, hogy a
KYNA és analdgja, a KYNAL (amelynek kationos centruma van a C-2 oldal l&ncon, SZR72-
ként is ismert) nem kotddik kdzvetleniil az opioid receptorokhoz, de kronikus kezelés esetén

szignifikans valtozast okoztak a receptor funkcidban egér kortexben és striatumban.

Masrészrol feltételeztiik, hogy a KYNA és a KYNAL befolyasolhatja az opioid receptor
funkcidt a kolokalizalt NMDA receptoron keresztiil. Els6ként vizsgaltuk a KYNA akut
hatdsat az opioid receptor funkciora az NMDA receptor lehetséges bevonasaval,
0sszehasonlitva a KYNAL-gyel. Patkdnyokat kezeltlink akut modon egyszeri dozisu KYNA-
val és KYNA1-gyel intraperitonialisan, énmagukban illetve az MK-801, NMDA receptor
antagonistaval kombindlva. Tovabba mértik a KYNA és a KYNAI plazma és gerincveldi
folyadékbeli koncentracidit akut kezelés utan. Végul, izolalt patkany agy szoveteket
kezeltiink in vitro KYNA-val, KYNAL1-gyel es MK-801-gyel, hogy kizarjuk a véragygatat és
a KYNA és a KYNAL1 periférikus metabolizmusat. A kortex és striatum mintakat opioid

receptor vezérelt G-fehérje funkcionalis tesztekben vizsgaltuk.



CELKITUZESEK

Minden fent emlitett tanulmany azt mutatja, hogy bizonyéra van kapcsolat a KYNA és az
opioid rendszer aktivitdsa kozott. Miota felmertlt, hogy mind a KYNA mind az opioid
rendszer neuroprotektiv szerepet jatszik koros korilmények kozott, fontos lenne a KYNA
opioid rendszerre gyakorolt lehetséges reakcidinak és hatasanak vizsgalata. De ezidaig nem
létezik Osszefliggd és Osszpontositott tanulmany err6l a kapcsolatrol. Jelen dolgozatban
jellemezzik a KYNA és KYNAL kotési tulajdonsagait mind a harom opioid receptoron

kompetitiv kotési vizsgalatban radiojelzett receptor specifikus opioid ligandokkal.
Az értekezés tanulmanyanak céljai a kovetkezok:

e Megmérni a KYNA és a KYNAL kotési affinitasat az opioid rendszeren kompeticios
kotési tesztben opioid receptor specifikus radioligandokkal overexpresszalé CHO
(Chinese Hamster Ovary) sejt membranokban a megfeleld opioid receptorokkal.

e Megvizsgalni az opioid receptor G-fehérje aktivitasat, KYNA és KYNAL detektalasa in
vivo és in vitro a GPCR jelatvitel kezdeti szakaszaban [*S]GTPyS funkcionalis
méréssel.

e Megvizsgalni az opioid receptor G-fehérje aktivitasat az egerek KYNA-val és KYNAL1-
gyel valé krénikus kezelése utan [*>S]GTPyS funkcionélis méréssel.

e Megmémi a KYNA-val és KYNAL-gyel tortént akut kezelés hatasat funkciondlis
[*°S]GTPyS kisérletekben patkany agyi membranokban.

e Feltarni a KYNA ¢és a KYNAI miikodési mechanizmusat az opioid rendszer
aktivitasanak szintjén in vivo és in vitro kisérletekben.

e Megvizsgalni a lehetséges kolcsdnhatasokat az opioiod receptorok és az NMDA

receptorok kozott.



MODSZEREK

1. Allatok

1.1.Kronikus kezelés

C57/B ndstény egereket hasznaltunk a kisérletekben. Harom csoportra osztottuk oket:
kontrol (0,9 %-o0s szalin), KYNA (128 mg/kg/nap) és KYNA1 csoport (200 mg/kg/nap). A
vegyuleteket intraperitonealisan kilenc napon at kaptak. A kilencedik napon, altatast
kdvetden az agy eltavolitasra keriilt és a kortex és a striatum kimetszésre keriilt, majd -80 °C-

on taroltuk.

1.2.Akut kezelés

Him SPRD patkanyokat hasznaltunk fel in vivo és in vitro kisérletekhez.
> Invivo kezelések:

Egyik kisérleti beéllitdsban hét csoport i.p. kezelése tortént: 1.) kontroll csoport (szalin),
2.) KYNAL (296 mg/kg), 3.) KYNA (189 mg/kg), 4.) MK-801 (1 mg/kg) + KYNAL (296
mg/kg), 5.) MK-801 (1 mg/kg) + KYNA (189 mg/kg). Ezek a csoportok a kezelés utan 30
perccel dekapitalva lettek. A 6. csoport 15 perccel, a 7. csoport 45 perccel késébb lett
dekapitalva az MK-801-gyel (1 mg/kg) torténd kezelés utan. A masik kisérleti beallitasban 5
csoport szerepelt: 1.) kontroll csoport (fiziologids séoldat), 2.) KYNA (189 mg/kg), 3.)
KYNA1 (296 mg/kg), 4.) MK-801 (1 mg/kg) + KYNA (189 mg/kg), 5.) MK-801 (1 mg/kg)
+ KYNAL (296 mg/kg). Itt az allatok dekapitaldsa a kezelések utan 2 draval tortént meg.

» In vitro kezelések:

A dekapitacid utdn az agyakat azonnal izolalt szervi fiirdébe (36-37 °C, mesterséges
gerincveldi folyadék) helyeztiik. A kezeléshez négy csoportra osztottuk az allatokat: kontrol,
KYNA, KYNA1 és MK-801. A kortex és a striatum levalasztasa utan a KYNA-t és KYNA1-
t 200 uM, az MK-801-t 50 uM koncentraciéban adtuk a folyadékhoz 300 percen keresztl,

majd -80 °C taroltuk tovabbi felhasznalasig.

2. Funckcionalis [*>S]GTPyS kotési teszt



A G-fehérje aktivacios kisérletek soran a Gai/o GDP/GTP kicserél6dését monitorozzuk egy
radioaktivan jelélt, nem hidrolizalé [*°S]GTPyS GTP analéggal. Adott liganddal torténd,
névekvé koncentracioban (107°-10° M) aktivalt receptor esetén a specifikusan kotott
[*°S]GTPYS mennyisége informaciét ad a vizsgalt receptor altal kozvetitett G-fehérje
maximalis aktivitasarol és a receptort aktivalo ligand potencialjardl.

A harom opioid receptor vizsgalata az adott receptorhoz tartozé szelektiv ligandokkal tortént:
1 — DAMGO, k - dinorfin 1-13, 5 - lle5,6-deltorfin II.
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kus kezelés
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Akut kezelés
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In vitro kezelés
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MEGBESZELES ES AZ EREDMEYNEK OSSZEFOGLALASA

Eldszor ebben a tanulmanyban mutattuk ki, hogy a KYNA és a KYNAI nem valtoztatja
meg az opioid receptor funkciot kronikus és akut kezelés utan sem, szOvet és receptor
specifikus Uton. Raadasul az NMDA receptor szelektiv antagonista, az MK-801 befolyasolta
azt, jelezve, hogy a valtozasokat ez a receptor kozvetiti. A hatasok lathatéak voltak akut in
vitro Kkisérletekben izolalt kortex és striatum szOvetekben. Kisérleteink alatamasztottak

korabbi eredményeinket, azaz a KYNA opioid receptor aktivitasara gyakorolt hatasat.

A krénikus (128 és 200 mg/kg/nap, i.p., 9 napon at) és az akut kezelések
0sszehasonlitdsakor csak néhany esetben mutattak dsszhangban (DOP receptor kortexben és



striatumban, és KOP receptor striatumban KYNA kezelés esetén). Mas esetekben az
ellenkezéje tortént (KYNA1 kezelés KOP receptoron a striatumban) vagy nem lattunk
szignifikans valtozast a megfeleld akut kezelt csoport dsszahasonlitdsakor (KYNA1 a MOP
receptoron). A KYNA NMDA receptorhoz valdé kotddése igazolt - habar alacsony
mikromolaris koncentracioban az NMDA és az opioid receptorok kdzotti kdlcsonhatas is sok
szinten. Igy annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az NMDA receptor lehetséges szerepét,
MK-801-t (dizocilpin), er6s NMDA receptor szelektiv antagonistat alkalmaztunk. Az MK-
801 opioid receptor kozvetitésre gyakorolt hatasat igazoltak, azonban nem kotédik direkt

maodon az opioid receptorhoz hasonléan a KYNA-hoz.

Az MK-801 magaban ugy viselkedik, mint a KYNA vagy a KYNAl. Az MK-801 a
KYNA-val és a KYNA1-gyel val6 kombinalasa esetén egy enyhe csdkkeneés jelenik meg az
opioid receptor G-fehérje aktivitdsdban 6sszehasonlitva a KYNAL-gyel vagy az MK-801-
gyel 6nmagukban. Az eredmények magyarazhatéak a KYNA1/KYNA gyengllésével és az
MK-801 egyedi aktivitasaval az egyidejii detektalasuk esetén, mivel az altaluk kifejtett
hatasok 6nmagukban hasonldak, jelezve egy NMDA receptor altal kozvetitett hatast.
Ugyanez a magyarazat felmeril, a striatumban expresszalédd MOP és KOP receptoroknal,
ahol a KYNA és az MK-801 6nmagukban vagy kombinalva csokkentik a G-fehérje
jelatvitelt. A DOP receptor a kortexben, a tovabbfejlesztett agonista ligand (lle5,6-deltorfin
IT) potencialja 30 perces KYNAI kezelést kovetden a kontrol szintig csokkent az MK-801
elokezelés esetén. Erdekes modon az MK-801 magéaban nem okozott valtozast a ligand
potencialjaban 15 illetve 45 perccel a mérés utan, amely azt jelzi, hogy az MK-801 gatolja a
KYNAL hatasat az NMDA receptoron keresztll. Tovabba, azt is mutatja, hogy a KYNA1
specifikus hatasa potencialja a tovabbfejlesztett DOP receptor agonista ligand affinitasat,
mivel a legyenglt opioid receptor G-fehérje aktivitas a kortexben (MOP és DOP receptor) €s

a striatumban (mind a harom opioid receptor) az MK-801-gyel fliggnek dssze.

Ahogy csak a 30 perces id6tartam mutatott szignifikans kulonbséget, igy a KYNAL és
KYNA koncentracios szintek HPLC mérését a gerincveldi folyadékban 30 perces kezelést
kovetden hajtottuk végre. Ahogy azt vartuk, a KYNA gerincveldi folyadékbeli koncentracio
szintek dramaian csokkentek 6sszehasonlitva a plazma szintekkel, amig a KYNAL esetén
csak kis kilonbseg volt. Ez bizonyitja, hogy a KYNAL sokkal konnyebben hatol at a



véragygaton, mint a KYNA, amely egybevag az eldzetes tanulmanyokkal. Tovabba, a
KYNAL koncentracidk szignifikansan alacsonabbak a plazmaban, mint a KYNA-€, jelezve,
hogy a KYNAL esetleg KYNA-va bomlik.

A megfigyelt hatdsok in vivo 30 perccel a KYNAL kezelés utan kapcsolddhatnak a
KYNA-hoz. Ennek lehet6éségének tanulmanyozasara G-fehérje aktivitdst mertink a
kortexben és a striatumban KYNAL, KYNA és MK-801-gyel tortént kezeléssel izolalt szerv
fiirdében 30 perces idotartammal. Ezzel a beallitassal kizartuk illetve minimalizaltuk a
KYNALI periférikus metabolizmusat €s eliminacidjat és kizartuk a véragygatat a rendszerbdl,
a lehetséges receptor-receptor kdlcsonhatas épen tartasaval. Eszerint a KYNAL ugyanazt a
hatast mutatja az in vivo kisérletekben (hasonl6an a KYNA-hoz és az MK-801-hez), igy a
KYNAL énmagaban hat az opioid receptor G-fehérje aktivitasara. Azonban a KOP receptor
esetén a kortexben ellenkez6 hatast mértiink 0sszehasonlitva az in vivo Kisérletekkel.
Tovabba, néhany esetben az in vitro eredmények szignifikans valtozast mutattak, ahol az in

vivo bedllitas nem.

Ezek a kulonbségek az in vivo és az in vitro eredmények kozott kdvetkezhetnek a
vegyiilet gyors periférikus metabolizmusabdl és a véragygat jelenlétébol. A legmeglep6bb
eredmény a KOP G-fehérje aktivitas névekedése volt, amely a KYNAL-gyel torténd kezelés
utdn csak a kortexben in vivo volt lathatd. A megndvekedett KOP receptor aktivitast
kivalthatja a KYNAL kezelés a KOP receptor kompenzaciés mechanizmusaként, mutatva
neuroprotektav hatasat a csokkent kortex véraramlas ellenében. Tovabba, a KYNAL
mechanizmusa alatt atalakulhat KYNA-va a kortexben, kifejtve érsziikité hatasat magas
koncentracidban. A KYNA kezelés nem volt hatassal a KOP receptor aktivitasra a kortexben,

valosziniileg a véragygaton valod nehéz atjutisa miatt.



KONKLUZIO

Jelen tanulmény eldszor szolgal bizonyitékul egy indirekt, NMDA receptor altal
kozvetitett mechanizmusra, tekintettel a KYNA és a KYNAL az opioid receptor funkciojara
gyakorolt hatésaira a receptor G-fehérje szintjén. igy a KYNA és a KYNAL egy lehetséges
gyogyszer-jelolt az opioid rendszer aktivitdsdnak szabalyozasara az NMDA receptoron

keresztul, példaul opioid megvonas alatt fliggdség vagy fajdalom kezelés esetén.
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