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. Roviditések jeqyzéke

3-HAA  3-hidroxi-antranilsav

3-HAO  3-hidroxi-antranilsav-hidroxilaz

3-HK 3-hidroxi-L-kinurenin

AA antranilsav

ACMSD 2-amino-3-karboximukonat-
6-szemialdehid-dekarbixilaz

aCSF mesterséges agy-gerincfolyadék

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
izoxalon-propionsav

AMSH 2-aminomukonat-szemialdhid-
dehidroxilaz

ATP adenozin-trifoszfat

CA1 Ammon-szarv 1-es régio

CA3 Ammon-szarv 3-as régio

CNS kézponti idegrendszer

COX-2  ciklooxigenaz-2

EDTA etilén-diamin-tetra-ecetsav

FADH*  flavin-adenin-dinukleotid

fEPSP serkentd posztszinaptikus
mez6potencial

GABA gamma-amino-vajsav

GD gyrus dentatus

GLUT1 1-es tipusu glikdz transzporter

GPR35 Gi-fehérje kapcsolt receptor 35

HIF-1 hypoxia indukalt faktor 1

IL-6
KAT

KLH
KMO
KYNA

L-KYN
MMP

NADH*

NMDA
PG (E4, Ea,
G2, H)
PGI2
PMCA

PP
QPRT

ROS
SLC

SOD (1-3)

TDO
TJ

TNF
TXA

interleukin-6

kinurenin-
aminotranszferaz
kloral-hidrat
kinurenin-monooxigenaz

kinurénsav

L-kinurenin

matrix-metalloproteinaz

nikotinamid-adenin-
dinukleotid
N-metil-D-aszpartat
prosztaglandin (E4, E,
Gz, Hy)

prosztaciklin
plazmamembran-tipusu
Ca?*-ATP-az

perforans palya
kvinolinsav-foszforibozil-
transzferaz

reaktiv oxigéngyok

szolubilis karrier

szuperoxid-dizmutaz (1-
3)
triptofan-2,3-dioxigenaz
tight junction

tumor nekrozis faktor

tromboxanA.,



IDO
IL-1B

GABA

indolamin-2,3-dioxigenaz

interleukin-1

y-amino-vajsav

VE
a7-nAChR

MCAo

vaszkularis endothelialis
a7-nikotinos acetilkolin
receptor

middle cerebral artery

occlusion



. Bevezetés

1. A stroke-rol altalaban

A stroke igen el6kel6 helyen szerepel a mortalitasi €s morbiditasi listakon; 2017-
ben még a harmadik, manapsag mar a masodik helyen talaljuk a WHO (World Health
Organization — Egészséguigyi Vilagszervezet) halalt okozé betegségek listajan’. Mind
az alacsonyabb mind a magasabb bevétell orszagokban egyarant jelentds szerepe
van. A stroke nemtdl, kortdl és etnikai hovatartozastél fliggetleniil komoly globalis
egészségugyi probléma. Amellett, hogy nagy terhet r6 az orszagok egészségugyi
rendszerére, a tarsadalomra és a gazdasagra nehezed$ terhek is igen nagyok,
hiszen vilagszerte a leggyakoribb olyan betegség, amely akar ellehetetlenitheti az
Onellatast?. Az akut szakasz lezajlasat kdvetéen a betegek mintegy 30%-anak életét
maradvanytinetek kisérik®, amelyek kézott bénulas (egyvégtagi, féloldali vagy akar
teljes testre kiterjedd), nyelvi nehézségek (beszédértés, szotalalas, artikulacio),
motorosfunkcio-csdkkenés  (finommotoros elégtelenség, tremor, izomer6-
csOkkenés), vagy mentalhigiénés probléma (depresszid, viselkedésvaltozas) is
szerepelhet®. Az érintettek leginkabb az idésebb korosztalybdl keriilnek ki, de sajnos
nagyon sok — a betegek mintegy 25%-a 65 év alatti — a fiatal is. Rendkivil fontos
felhivni az emberek figyelmét a stroke tlneteire, mert ellatdsaban az id6
kulcsfontossagu. Minél hamarabb részesul az érintett személy az elérhet6 terapiak
egyikében, annal nagyobb az esély, hogy pozitiv kimenetel(i legyen a kezelés. Az

elsd 6ra — az ugynevezett ,arany 6ra” — a legfontosabb®.

Magyarorszag 4 telepilésén talalhaté stroke centrum: Pécsett, Budapesten,
Debrecenben és Szegeden. Az akut stroke vagy mas néven heveny agyi
katasztréfak Osszességének korulbelil 15-20 %-a vérzéses koreredeti®
(subarachnoidealis vagy intracerebralis vérzés’), mig 80-85%-a ischaemias eredet(®
(hemodinamikai mechanizmussal kialakul6 stroke, kis- vagy nagyartérias trombdzis,
agyi embolizacio®). Mindehhez hozzatartozik, hogy a vérzéses agyi érkatasztréfak
szama az elmult 2 évtizedben 47 %-kal megnétt. A stroke ezen esetében igen

magas, az els6 honapban 40 %, az els6 évben akar 54 % is lehet a mortalitasi arany.



Sajnos napjainkban még kevés intervencios lehetdség all rendelkezésre, ezért a

hangsuly a betegek szoros felligyeletén, és a megfelelé betegségkdvetésen vans.

Két kritikus id6szakot kuldnbdztetink meg a stroke ellatasaban. Az elsé a
kialakulas és a centrumba vald bekerilés kdzott eltelt id6 (stroke-to-door), amely
nagy mértékben alapszik a betegen, a beteg mellett €6 csaladtagokon, akar idegen
jarokeldkon, a mentdszallitas mindségén és a diszpécser munkajan. Kiemelkedben
fontos a kulénbdzd rétegek szervezett oktatasa, ilyen a mentésiranyitas, az tgyeleti
ellatdas, a haziorvosi ellatas, valamint elengedhetetlen a lakossag széleskori
tajékoztatasa®. A masodik kritikus id6szak a beteg korhazba vald érkezésétdl a
beavatkozas megkezdéseéig tart. Ez az id6tartam mar leginkabb az egészséglgyi
dolgozokon, és a korhazi protokollban leirtakon alapszik (door-to-needle)™. Barmely

ponton valo késlekedés a stroke kimenetelét jelentdsen ronthatja’.

Figyelemfelkeltd jelnek, ugynevezett vords zaszlonak kell lennie, ha a
tarsasagunkban lévé személynél a kovetkezd tinetek kdzll legalabb kettdvel
szembesUlunk: az egyik szajzug lebiggyed, nehézkes a szavak formalasa, beszéde
elmosodod, egyik karjat nem tudja a masikkal szinkronban egyforma magasba emelni,
vagy kidugott nyelvének hegye nem lefelé, hanem valamelyik oldalra mutat. A

tlnetek kdzott szerepelhet az arc, a kéz vagy a lab zsibbadasa, hirtelen fellépb:

o szédilés,
o nagyon er6s tarkotaji fajdalom,

o elhomalyosulé latass'.



A STROKE JELEI

az arg, a kéz, a lab hirtelen zsibbadasa
~ vagy elgyengiilése a test egyik oldalan

X

%

@E? hirtelen zavartsag, beszédzavar

egy vagy mindkét szem hirtelen
elhomalyosodasa

hirtelen fellépé szédiilés, egyensuily-
vesztés, koordinacios zavar

@ hirtelen fellépé erds fejfajas

Ha a fenti tiinetek jelentkeznek Onnél,
azonnal hivjon segitséget!

1. abra. A stroke jellemzé tiinetei
(https://euroastra.blog.hu/2019/01/30/arc_kar_beszed_ido_ismerd_fel_a_stroke-ot)

A segélynyujtd kodzpont értesitése soran a mentésiranyitas felismeri az
elmondott panaszok alapjan a stroke gyanujat, amelynek soran mérlegelni kell az
életveszély lehetbségét, és azonnal mentdgépkocsit kell inditani a beteghez. Fontos,
hogy a mentés soran a gépkocsit olyan osztalyra iranyitsak, amely trombolizisre
alkalmas, és az ott dolgozé neurolégus értesiljon a beteg észlelhetd neuroldgiai
tineteirdl, tudatallapotanak mindségérdl és a beteg azonositéadatairdl. A kérhazba
érve roviditett uton készil képalkoto vizsgalat, amely lehet nativ komputertomografia
(CT - computer tomography), Kkontrasztanyagos komputertomografia,
magnesesrezonancia-képalkotas (MRI - magnetic resonance imaging), felszereltebb
centrum esetében pozitron emisszidés CT (PET - CT - positron emission tomography
CT). Az agyi erek allapotarol ad informacidt az angiografias CT vagy az angiografias
MRI vizsgalat (CTA - computed tomography angiograpy vagy MRA - magnetic

resonance angiography)”.



Hemorrhage Infarct Penumbra Occlusion

o

2. abra. Lehetséges képalkotd vizsgalatok 6sszehasonlitd abraja stroke esetén (Shams et al., 2020)

Ha a képalkoto eljaras és egyéb vizsgalatok soran (labor vizsgalat) nem dertil
fény kontraindikaciora, megkezdheté az intravénas rekombinans szdveti
plazminogén aktivator kezelés (rtPA — recombinant tissue plasminogen activator) —
az un. trombolizis —, amely napjainkban az egyetlen elérhet6 noninvaziv kezelési
eljaras ischaemias stroke esetében. A trombolizis feltétele ezen felll, hogy
id6ablakon belil érkezzen a paciens a betegellatd intézménybe, amely idbablak a
stroke kezdetétdl szamitott 3-4,5 6ra'. Jollehet a modern képalkotd eljarasok
tamogatasa mellett akar 6 ora, extrém esetben 12 odra elteltével (kiterjesztett
id6ablak) is végrehajthatd az eljaras; azonban a legjobb, ha az els6 60 percben, az
un. ,aranyéraban” megtérténik a kezelés. Amennyiben a vizsgalati eredmények
indokoljak — a lizist kbvetéen vagy a lizist kihagyva — azonnal ml(itéti eljarasra
kerlUlhet sor (thrombectomia), amely sordn mechanikusan prébaljak megszintetni
az érelzarodast. A rekanalizaciot — vagyis a véraramlas visszaallitdsat — kdvetben
gyakran azonnal enyhlilnek a tiinetek, vagy akar meg is szlinhetnek, azonban sulyos

esetben stagnalhatnak, vagy rosszabbodhatnak is’.

A betegek altaldban 72 6rara maradnak megfigyelésre a stroke osztalyokon. A
sulyosabb karosodasokkal kiizd6 paciensek rehabilitacidés osztalyokra kerilhetnek,
ahol segitséget kapnak a mindennapi tevékenységekben, és a rehabilitacios

eljarasok soran részben vagy akar teljesen visszanyerhetik az elvesztett funkcidkat.



2. A stroke neurobioldgiai szempontbol

Az idegsejtek életben maradasahoz és alapvetdé mikdodéséhez glikozra és
oxigénre van szlikség. Az emberi test teljes tdmegének csak 2%-at teszi ki az agy,
meégis glikdzigénye a teljes glikéz fogyasztas 50%-a (27 pg / perc / 100 g), és
oxigén felhasznalasa a teljes oxigénfogyasztas 20%-a (3 ml / perc / 100 g)5. A
normal idegi mikoédés feltétele a percenként 550-600 ml-es vérellatas, amely
csbkkenése szinte azonnal funkcionalis rendellenességet okoz, mivel a neuronok

nem képeznek energia tartalékot™.

Az ischaemias kaszkad (2. abra) egy dsszetett, sejt- €s molekularis szinten zajlé
folyamatot takar, amely soran el6szor energiahiany Iép fel, aminek nyoman kialakul

az excitotoxicitas (3. abra) jelensége®.

STROKE
fokalis agyi ischaemia
ischaemiat kévetd gyulladas
\

\\“l mikrovaszkularis karosodas | =——=p | VEr-agy gat karosodas

N

agykarosodas

3. abra. Az ischaemias kaszkad (sajat abra)

Aktivalédnak tovabba a mikrogliak és a komplementrendszer, szdveti gyulladas
lép fel, ami immunreakciét valt ki. Amennyiben sikeril a megfelel6 véraramlast
visszaallitani masodlagos — ugynevezett reperfuzios — karosodas johet létred. A
rekanalizacio reaktiv oxigen gydkok (ROS - reactive oxygen species) felszabadulasat

eredményezi, amelyek felhalmozédasa tovabb karositja a vér-agy gatat, felerésiti a
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gyulladast és az immunvalaszt, ami neuronalis sejthalalhoz vezet. Osszességében a

rekanalizacio kezdetben sulyosbithatja az agykarosodast?.

ischaemia

| Na*/K* pumpak meghibasodasa I

Glu felszabadulas [ ca? csatornak nyilasa |
I AMPA receptorok ] [ Metabotrép receptorok | NMDA receptorok

[ Intracellularis Ca?* raktarak megnyilasa |

N\

[ Kérosan megndvekedett Ca?* szint }

4. abra. Az excitotoxicitas (sajat abra)

A mitokondriumok belsé membranjan végbemend terminalis oxidacié és oxidativ
foszforilacié soran energia — adenozin-trifoszfat (ATP — adenosine-triphosphate) —
termel6dik, amely a glikolizisbdl, és a Szent-Gyoérgyi—Krebs-ciklusbdl redukalt
allapotban kikertil6é elektronkarrierek (NADH - nikotinamid-adenin-dinukleotid és
FADH - flavin-adenin-dinukleotid) oxidalodasanak, valamint a Iégzési oxigén vizzé
alakitasanak koszonhet6'. Oxigénhiany esetén az ATP termel6édés nem megy
végbe, igy séril az ATP-fliggd ionpumpak mikoédése, amelynek kdvetkeztében az
intracellularis kalcium-ion (Ca?*) szint kérosan megemelkedik. A nyugalmi
membranpotencial fenntartasaért a 3Na*-2K* pumpa felelés, amely koncentracio-
gradiens ellenében juttatja a Na*-ionokat az extracellularis térbe a sejt belsejébdl,
valamint a K*-ionokat az intracellularis térbe a sejt kilsé kérnyezetébdl. Azonban az
egyensuly felborulasa esetén a membran depolarizalédik, megnyilnak a
feszlltsegfiggd Ca?* csatornak, ami Ca?-ion bearamlast eredményez az

intracellularis térbe’s.

Az idegsejt megfelel6 mikddéséhez 10-100 nM-os intracellularis Ca?*-szintet
kell fenntartani. Ebben k&zrem(kédik a neuronok sejtmembranjaban talalhato
plazmamembran-tipusu Ca?*-ATP-az (PMCA - plasma membrane Ca?* ATPase) is,
amely feladata fenntartani koncentracié-gradiens ellenében a Ca?* egyensulyt. A

pumpak funkcionalis sérilésének kdvetkeztében az intracellularis Ca?* mennyisége
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elérheti az 50-100 uM-os koncentraciot is'’. Ez a rendkivil magas Ca?*-szint tulzott
glutamat felszabadulast eredményez, amely glutamat szubsztratja az N-metil-
D-aszpartat (NMDA) és az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA)
receptoroknak, amelyek megnyilasuk utan szintén Ca?-ion szamara valnak
atjarhatéva. Végul a depolarizaciéo hatasara az endoplazmatikus retikulum Ca?

raktarai is megnyilnak, igy un. Ca?* ’overload’ alakul ki'®.

A kdzponti idegrendszer (CNS - central nervous system) legfontosabb serkentd
neurotranszmittere a glutamat, amelynek legnagyobb része fizioldgias kérilmények
kozott az  idegsejtvégzédések  vezikulumaiban  talalhaté. Erre  abbdl
kovetkeztethetiink, hogy mennyisége az agyszdvetben hozzavetdleg 10 mM,
azonban az extracellularis térben ebbdl a mennyiségbdél csak ~0,6 pM talalhaté meg.
Kisérletek soran azt talaltdk, hogy hippocampalis piramissejt- vagy mas
idegsejttenyészet esetén mar 2-5 yM koncentracioban toxikus a fent emlitett
neurotranszmitter'®. igy belathatjuk, hogy a glutamat kontrollalatlan felszabadulasa,
a szabalyozatlan glutamat visszavétel, és a sejtbe bearamlé nagy mennyiségti Ca?*
a sejtek funkcionalis- majd fizikai sérlléséhez vezet, ami apoptozist indukal. Az id6
elérehaladtaval az apoptotizalo sejtek tomege nekrotikus szovetet eredményez?. Ez
a nekrotikus szbvet lesz az ischaemia 'core’ régidja, amelyet a penumbra vesz koril

(5. abra), ahol a sejtek még csak funkcionalis sérilést szenvednek el. A véraram

helyreallitasaval ezen sejtek nagyobb része még menthet6?'.

(

core régio

- funkcionalis és
morfoldgiai
karosodas, nekrozis

5. abra. A core és a penumbra régio (https://www.stroke-manual.com/ischemic-penumbra/ - nyoman atalakitott
kép)
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Az NMDA receptorok (6. abra) kilénleges helyet tdltenek be idegrendszeriink
muakoédésében. Nevilket nagy affinitassal kotodé ligandjukrol, az NMDA-rél kaptak,
amely egy mesterségesen eldallitott aminosavszarmazék. A  receptor
kildnlegessége nem csak abban rejlik, hogy tébb pozitiv téltésli ion szamara is
atjarhaté (Ca?*, Zn?*, Na*, K*), hanem abban is, hogy ligand- és feszlltségfliggd
modon muakodik, tovabba megnyilasahoz nem csak egy, hanem két ligand is
szllkséges; a glutamat és a glicin. A sejtmembran megfeleld6 mértéki
depolarizaciojaig Mg?* zarja el a csatornat. Ezen csatornak idealis miikodésének
nagy szerepe van az idegi plaszticitdsban, a tanulasban, a memoaria kialakulasaban
és az endogén neuroprotekcioban. Az NR1, NR2 és NR3 alegységekbdl felépild
heterotetramer receptor, illetve mind a harom tipusu alegységnek tébb izoformaja
létezik. A csatornan keresztilfolyé Ca?* aram nagysagat az adott receptort felépitd

alegységek izoformainak kombinacidja, és a lokalis membranpotencial-valtozas

-8

hatarozza meg?.

i

6. abra. Az NMDA receptor (sajat készitésti abra)

Az ischaemias karosodas els® par percében zajlik a glutamat és Ca?*-szint
drasztikus megemelkedése, valamint ezzel egyidében a reaktiv oxigén gydkok
mennyisége is megnd az érintett agyi tertleten. Utébbiak fiziologias koértlmények
k6zo6tt az oxigén metabolizmus termékei — amelyek jelenléte természetes a CNS-
ben — kdzé tartoznak példaul az oxigén ionok, a szabadgytkdk és a peroxidok
szerves €és szervetlen formai. Annak ellenére, hogy szamos biologiai folyamatban
(sejtszignalizacié, mitogenezis indukalasa, immunvédekezés, sejtdéregedés,
apoptdzis, méreganyagok lebontasa) fontos szerepet jatszanak, ezen gyokdk tulzott
akkumulacidja karositia a sejtek morfolégiajat és funkcidjat egyarant®=. A

legjelentésebb oxigén gydk a szuperoxid-ion (O%), amely kénnyen képez hidrogén-
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peroxidot, ezt a folyamatot pedig a szuperoxid-dizmutazok (SOD - superoxid
dismutase) katalizaljak a szervezetben. Harom szuperoxid-dizmutaz kildnbéztetiink
meg, amelyek kdzll kettd felépitésében (SOD1 és SOD3) a réz és a cink ionok
vesznek részt, mig a harmadik (SOD2) mangan-figgé dizmutaz. A SOD1 és SOD2
nagyobb mennyiségben talalhaté meg az agyszévetben, mint a SOD32%*. Feladatuk
a szabadgyok-detoxifikacio, vagyis reaktiv oxigén ionbdl hidrogén-peroxid és oxigén
molekula |étrehozasa. Az idegrendszer esetében fokozhatjak vagy gatolhatjak is a
szinaptikus transzmissziét; a hippocampus esetében a ROS eldsegiti a protein-kinaz
C-fuggd serkentd posztszinaptikus potencialok ndvekedését, valamint a H.O.
(hidrogén-peroxid) képes gatolni a dopamin felszabadulast®. Ischaemia esetén a
ROS annyira felhalmozodik, hogy azt az antioxidans hatas mar nem képes
ellensulyozni?®®. Tehat az ischaemia soran bekdvetkez6 szdvetkarosodashoz és
sejthalalhoz vezeté mechanizmusok nagy részét a toxikus mértékben felhalmozdodott
ROS okozza?. Ezek kozé a folyamatok kozé tartozik a lipid peroxidacio, a fehérje
denaturacio, a kilénbdz6 enzimek mikddésének gatlasa, a nukleinsav és DNS
karosodas, a Ca?* intracellularis raktarakbodl valo felszabadulasa, a citoszkeleton
karosodasa és a kemotaxis %°. A reaktiv oxigén gyokok hatassal vannak a kdzponti
idegrendszer vaszkulaturajara is, ugyanis az O%*, a H;0O,, valamint az ONOO-
(peroxinitrit) mar nagyon alacsony koncentracidban kifejtik vazodilatator hatasukat,
ndvelik a trombocita aggregacio lehetdségét, az endothélsejtek atjarhatdésagat, az
egyéb értagitokra vald reaktivitas csOkkenését okozzak és karositjak az
endothélsejtek membranjat. Ha a SOD megfeleléen képes mUikddni, akkor a
szuperoxid-ion és a H.O, aranya j6l megtartott, igy az erek is megfelel6 tonusos
allapotban lesznek. Azonban, ha ez az egyensuly felborul, mert a SOD nem képes

elvégezni feladatat, a felhalmozodott O% miatt a vazodilatator hatas kerdl tulsulyba®.

A glutamat, a Ca?* és a szabadgyodkok altal kivaltott karosodasok az ischaemia
kezdetétdl szamitott elsé par percben elindulnak, majd ezt kdvetéen par oraval a
kovetkez6 folyamatok is megkezdbédnek: interleukin-1B (IL-1B8) termel6dés
emelkedése, ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim mikddésének lehetséges gatlasa,
bizonyos matrix-metalloproteinazok (MMP-k) gatlasa®8. Az interleukin-1p mellett az
interleukin-6 (IL-6) és a tumornekrozis faktor (TNF) szintén befolyasoltak a kisérletes

fokalis ischaemias karosodas meértékét, valamint mennyiségik megemelkedett a
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cerebrospinalis folyadékban és a vérben is. A TNF-t és az IL-1B-t a mikrogliak, a
makrofagok, és az infiltarlodé monocita-eredetl makrofagok termelik; mig az IL-6 a
neuronokban is termelddik. Kisérletes koriimények kozott 40-60 szorosara nd
mennyiséglk a sérllt terlileten®. Az IL-1 B az ischaemias karosodast eltolhatja
negativ iranyba, azonban neuroprotektiv hatasat is leirtak, bar a teljes mechanizmus

még nem teljesen tisztazott*.

A cyclooxigenaz-2 (COX-2) a prosztaglandinok szintézisének
sebességkorlatozé enzime, amelyek valtozatos hatassal rendelkeznek. Egyrészt
lehet erbs vazodilatator és vérnyomascsokkenté hatasuk (PGEi, PGE,, PGl,), de
olyan vegylletek (TXA., PGH;, PGG;) is talalhatdak a prosztaglandinok csaladjaban,
amelyek erds vazokonstriktor, valamint fajdalomkelt6 és szdvetkarositd hatassal is
birnak. Képesek gyulladasos folyamatok soran tagitani az arteriolakat, és mas
gyulladasos mediatorok hatasait el6segiteni®’. A COX-2 ischaemias folyamatban
betdltétt karositd mechanizmusa tobb tényezbs. Egyrészt felerGsiti az
excitotoxicitast, valamint hozzajarul az ischaemiaval egyltt jaré gyulladasos
folyamatok er6sédéséhez. A ciklooxigenaz-2 katalizalja arachidonsavbdl a
prosztaglandinok kialakulasat reaktiv O% felszabadulasa mellett, azonban kisérletes
eredmények arra utalnak, hogy nem a reaktiv oxigén ion a kdrosodas oka, hanem a

prosztaglandinok altal aktivalt EP1 receptorok fokozott mikodése32.

A matrix metalloproteinazok (MMP-k) az extracellularis matrix fehérjéinek
lebontasaért felelés enzimcsalad. Human vonatkozasban eddig 25 MMP-t
azonositottak, amelyeket szubsztratspecificitasuk alapjan a koévetkez6 maodon
tudunk csoportositani: kollagenazok (MMP-1, -8 és-13), zselatinazok (MP-2 és -9),
stromelizinek (MMP-3, -10 és -11), matrilizinek (MP-7 és -26), metallo-elasztaz
(MMP-12), enamelizin (MMP-20), endometaz (MMP-26), és epilizin (MMP-28)3. A
matrix metalloproteinazok szerepe még nem teljesen tisztazott ischaemias
karosodas soran, de nagy valoszinlséggel részt vesznek a vér-agy gat
integritasanak felbomlasaban, illetve a reperfuzios sérilés soran is szerepet kap a
mukodésik. A vér-agy gat korai karosodasa az inzultust kdvetd par oraban
tapasztalhatd, és még visszafordithaté folyamat, amely soran a sejtek kdzétti tight

junction-6k (TJ-k) felbomlanak, és ebben jelentés szerepe van az MMP-2-nek. A
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késbi fazis a reperfuziot kévetd 24-72 oraban jelentkezik, ami mar irreverzibilis
folyamat, maradando karosodast okoz a BBB integritasaban, és az MMP-9 jelent6s

szerepet jatszik ennek kialakulasaban3.
3. Hippocampus

A hippocampus formatio az archipalliumhoz, vagyis az agy 6sibb részéhez
tartozik. Szimmetrikus képlet, amelyet a Cornu ammonisokra (kosszarv) és az 6ket
Osszeko6td fimbria fornixra oszthatunk. Funkcionalisan 3 f6 teruletre bonthatjuk a
hippocampust, ezek pedig a cornu ammonis 3 (CA3), a cornu ammonis 1 (CA1) és
a gyrus dentatus (GD). F6 serkenté bemenetét az entorhinalis kéreg — pia mater
kozeli— 1.-2. rétegébdl kapja, ami a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek denderitjeire
érkezik, ez az un. perforans palya (PP). A szemcsesejtek axonjai (moharostok) a
gyrus dentatust a hiluson keresztll elhagyva, az ingeriletet a CA3 régio piramis
sejtjeinek dendritjeire tovabbitjak. Ezt kdvetbéen 2 iranyban haladhat tovabb az
ingerilet a CA3 régio piramissejtjeinek axonjain keresztul. Az axonok egy része
elhagyja a hippocampust a fornixon at, masik részik Iétrehozza a
Schaffer-kollateralisokat, amelyek a CA1 régidéba projicialnak. A CA1 régid
piramissejtjeinek axonjai az entorhinalis kéregbe térnek vissza, de nem a felsb,
hanem az alsd, 5. rétegbe vetitenek. Az entorhindlis kéreg
—>GD—->CA3->CA1->entorhinalis kéreg ,kort” nevezzik a ,harom szinapszisos

huroknak”ss.

Petforéns palya

7. abra. A harom szinapszisos hurok3®
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A hippocampust felépitd gyrus dentatust és a cornu ammonist kilénb6zé

rétegekre oszthatjuk a kdvetkezdk szerint.

stratum moleculare dendritek rétege
stratum granulosum szemcsesejtek rétege
hilus axonok rétege

cornu amonnis:

stratum lacunosum moleculare apikalis dendritek rétege

stratum radiatum apikalis dendritek rétege

stratum lucidum csak a CA3 régioban, moharostok ide
érkeznek

stratum pyramidale piramissejtek rétege

stratum oriens bazalis dendritek rétege

stratum alveus csak a CA1 régidban, bazalis dendritek
rétege

A hippocampusban 2 f6 neurotranszmittert talalunk, ahol a f6 serkenté
neurotranszmitter a glutamat, mig a f6 gatldé neurotranszmitter a

gamma-amino-vajsav (GABA)3*37,

A hippocampus szamos neurotranszmitter altal kdzvetitett projekciot dolgoz fel.
Ezen projekciok kdzé tartoznak a szerotonerg, dopaminerg, valamint
noradrenalinhoz kotott projekciok. Ezenfelll a hippocampus a medialis septalis
areabdl kolinerg, glutamaterg és GABAerg bemeneteket kap, amely

neurotranszmitterek altal kozvetitett hatdsoknak szerepe van a hangulat
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meghatarozasaban; karosodasuk megzavarja a hippocampalis theta hullamok
ritmusat, ami sulyos memoria karosodashoz vezet®. A medialis septalis nucleus
muszkarinos és nikotinos acetilkolin receptorokon keresztil kézvetiti az ingeriletet
a hippocampus szamara. A septo-hippocampalis projicié aktivitdsanak nagy szerepe
van az elébb emlitett theta ritmus el6idézésében, valamint a hippocampalis
pacemaker funkcié fenntartadsaban is. A muszkarinos M1 és M3 receptorokat a
principalis sejteken talaljuk, mig az M2 és M4 receptorokat az interneuronokon. Az
acetilkolin a piramissejtek ténusos aktivitasat valtja ki*°. Az adenozin A, receptoran
keresztll neuromodulatoros hatast képes kifejteni, mig A2 receptoron kifejtett

hatasa az excitatoros neurotranszmitter-rendszer erdsitésében jelenik meg*.

In vitro vizsgalataink targya a hippocampus volt, ami a tanulas, a memoria, a
térbeli tajékozodas és az érzelmi viselkedés egyik f6 kbzpontja az idegrendszerben,
valamint a hypothalamus szabalyozéja*. Neuroanatomiai felépitése és
citoarchitekturaja miatt in vitro és in vivo elektrofizioldgiai vizsgalatokra kulénésen
alkalmas. Ez a jol elkllonithetd piramissejt-szoma, apikalis- és bazalis dendritek
rétegeinek kdszonhetd; ellentétben a neocortex-szel, ahol az axonok, szomak és

dendritek kevert rétegeit talaljuk*'.

A hippocampus a ragcsaloktél kezdve az evolucié soran megoérizte alapvetd
strukturajat, azonban majmok esetében 10-szeres, mig human esetben 100-szoros
méretarany valtozassal kell szamolnunk. Emberben és majmokban ezen felll a CA1
réteg piramissejt-rétege vastagabb lett az idék folyaman (5 sejtsor vastagsag a
patkanyok esetében, 30 sejtsor vastagsag human esetben). A kapcsolati struktura
nagyon hasonld a patkanyok és az emberszabasuak esetében, mégis talalunk
megdobbentd kildnbségeket. llyen pl. a gyrus dentatus comissuralis kapcsolata;
ami ragcsalékban igen markans megjelenést mutatd struktura, makakokban
(Macaca sp.) és emberben szinte teljesen hianyzik; illetve az entorhinalis kéreg
komplexebb szervezédése jellemzi, amely részben a neocortex asszociacios

tertiletével val6é szorosabb kapcsolat miatt alakult ki*'.
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8. abra. A human és patkany limbikus rendszer 6sszehasonlitasa
(https://www.bioserendipity.com/neuron-and-glia-remodeling-contribute-to-male-behavior/rat_human_brain/)

4. Vér-agy gat

A vér-agy gat felfedezése fontos mérféldkdve volt az idegtudomanynak. El6szor
— 1880 korul — Paul Ehrlich figyelt fel ra, hogy a véraramba fecskendezett festék a
kézponti idegrendszeren kiviil mindent megfest. Ugy gondolta, hogy ezt a jelenséget
az okozza, hogy a festék nem képes koétdédni a kdzponti idegrendszer sejtjeihez. Az
1900-as évek elején Lewandowski alkotia meg magat a fogalmat, amelyet
farmakologiai kisérletekre alapoz. Goldmann az affinitdas hianyanak elméletét a
gerincvel6be fecskendezett festékkel — csak a CNS festdédoétt meg — dontétte

meg*.

A neurovaszkularis egység feladata a vér-agy gat (blood brain barrier - BBB)
kialakitasa, ezzel a kdzponti idegrendszer miik6déséhez sziikséges mikrokdrnyezet
megteremtése, és annak fenntartasa. Az egységet a kapillarisok endotélsejtjei, a
bazalis lamina, a pericitdk, az asztrocita végtalpak és a neuronok nyulvanyainak
végzOdései képezik. Az egy rétegben elhelyezkedd endotélsejtekre jellemzé a
sejtszintl transzportért felelés karrierek polarizalt expresszidja, valamint az egyes
sejteket Osszekotd szoros kapcsolatok (TJ - thigt junction) jelenléte. A
neurovaszkularis egységet felépitd minden sejt részt vesz a kézponti idegrendszer
és a periféria kdzotti kommunikacioban, ami azt jelenti, hogy nem engedik a karos

anyagok bejutasat, azonban ezzel egyiitt a potencialisan alkalmazhat6 farmakonok
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bejutasat is gatolhatjak. El6bbiek fényében a vér-agy gat nem csak kiemelkedd
terapias célpont, hanem minden, a ko&zponti idegrendszert célzé terapianak

alkalmasnak kell lennie a BBB-n val6 atjutasra®.

A vér-agy gat a szoros kapcsolatok miatt képes fizikai gatat képezni a kbzponti
idegrendszer és a periféria kdzott. Ez a fizikai gat nem csak a hidrofil molekulak
transzportjat kéti a transzcellularis uthoz, hanem meghatarozza az endotélsejtek
apikalis és bazalis felszinét is. A két felszin kilénb6zd transzportexpresszios
mintazattal rendelkezik a vér felé nézd oldalan (luminalis) és az intersticialis folyadék
iranyaba néz6 oldalan (abluminalis) is. A tight juntiontket kétféle fehérjecsoport
alakitia ki, méghozzad a transzmembran fehérjék (occludin, caludinok) és
citoplazmatikus allvany- (scaffold) és szabalyozé fehérjék (zonula occludens).
Elébbiek 6sszekapcsoljak a sejteket, utébbiak pedig a transzmembran fehérjéket
kapcsoljak az aktincitoszkeletonhoz, és szamos fehérje-fehérje jelatviteli ut
beinditasaért felelések. A szoros kapcsolatok kialakitasahoz elengedhetetlenek az
adherens kapcsolatok, amelyek kdzé tartozik példaul a vascularis endothelialis (VE)
kadherin, egy Ca?* altal szabalyozott fehérje, amely szerepet jatszik a sejtek kozotti

adhéziés kapcsolatok kialakitasaban*s.
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9. ébra. Vér-agy gét: Uj eredmények és klinikai vonatkozasok 43

A vér-agy gaton az alabbi transzportfolyamatok zajlanak:

e iontranszport
e Kkarrier medialt transzport
e ABC transzporterek és effluxtranszport

e peptid- és fehérje transzport
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¢ transendothelialis transzport

Szamos ion (Na*, K*, Ca?, CI, HCOs, H*) aktiv transzporttal jut at a
vér-agy gaton, amelyek mikoédéséhez nagy mennyiségl ATP-re van sziikség, ezért
az endotélsejtek igen gazdag mitokondrium készlettel rendelkeznek. Ezek kdzil az
ioncsatornak kozul az egyik legfontosabb, a mar emlitett Na*/K* ATP-az, amelyet az
endotélsejtek abluminalis felszinén talalunk. Szamos tapanyag kozvetitését a
szolubilis karrier szupercsalad (soluble carrier, SLC) biztositja, amelyek kozul az
egyik leglényegesebb a GLUT1 transzporter, amelynek feladata a glikéz bejuttatasa
a kozponti idegrendszerbe*t. Kifejez6dése az abluminalis membranon erételjesebb,
mint a luminalis oldalon. Mivel a hypoxia altal indukalt faktor 1 (HIF-1 - hypoxia
induced factor-1) szabalyozasa alatt all, hypoxia esetén, valamint a plazma glikoz
koncentraciojanak csdkkenése esetén kifejez6dése magasabb*:. Glikoz hianya
esetén a monokarbonsav-transzporterek laktatot és ketontesteket juttatnak be a
koézponti idegrendszerbe. Az ABC-transzporterek fontossaga abban rejlik, hogy a
koézponti idegrendszerbdl és az epitélsejt lumenébdl efflux transzporttal kijuttatjak a
periféria iranyaba a lipidoldékony molekulakat, ezzel eltavolitva a karos anyagokat,
a xenobiotikumokat (méreganyagokat), de gyakran a farmakonokat is a CNS-bdl. A
peptid- és fehérjetranszport soran neuroaktiv peptidek széllitdsa torténik.
Receptormedialt transzcitézissal jutnak at a nagy fehérjék, mint példaul a transzferrin
és a leptin. A makromolekulak vér-agy gaton val6 atjuttatasara szolgal a caveolakon
keresztlil megvaldsuld transzport, amely sordn a plazmamembranbdl kialakulo
lipidtutajokon — un. lipidraftokbdl — kialakuld vezikulakon keresztil valosul meg a
peptidek egyik oldalrél masikra vald atjuttatasa. Transendothelialis transzporttal a
véraramban keringd monocitak képesek a kapillaris endotélsejteken athaladni,
amely teljesen ép vér-agy gat esetében is teljesen normadlis, hiszen az
immunfeligyelet szempontjabol fontos a kdzponti idegrendszerben valo

képviseletik. Ez az un. diapedesis folyamata*.

A neurovaszkularis egységnek dinamikus része a vér-agy gat, amely reagalni
képes a megvaltozott tapanyagigényekre. A TJ-k szabalyozasa szamos jelatviteli
utvonalat foglal magaba, igy pl. a megndvekedett intracellularis Ca?*-koncentracio

esetén aktivalddik a proteinkinaz-C, amely foszforilalja az occludint, igy tonkretéve a
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szoros kapcsolatokat. Ebbdl az egyetlen példabdl is lathatd, hogy a BBB karosodasa
szamos neurodegenerativ megbetegedés patofizioldgiai komponense lehet, ezen
betegségek kozé tartozik a stroke is. A vér-agy gat karosodasok esetén nem csak a
szoros kapcsolatok felbomlasara, hanem a karrierek mechanizmusanak sérilésére,
de akar az alapmembran enzimatikus felbomlasara is gondolnunk kell, amelyet a mar
emlitett MMP-9 okoz*.

5. Triptofan metabolizmus utvonalai

A triptofan az emberi szervezet szamara nélkil6zhetetlen esszencialis aminosav.
A napi szikségletet — 3,6-6 mg/ttkg — fedezhetjik pl. marhahusbdl, csirkemellbél,
vagy kilénbdzd sajtokbdl is. Jelenleg 4 metabolizacios utvonalat ismerlnk, ahol az
els6 harom, un. minor utvonal, mivel a triptofan ~5%-a alakul at ezen utvonalak

egyikén. Tehat a 3 minor utvonal termékei:

e szerotonin és melatonin
e triptamin

e indolpiruvat-sav*®

A triptofan tovabbi 95 %-a a kinurenin utvonalon metabolizalédik, ami a triptofan
metabolizmus f6 uUtvonala*®. Az uUtvonal az elsé |épéseként a triptofan — 2,3 —
dioxigenaz (TDO - a majban) vagy az indolamin — 2,3 — dioxigenaz (IDO - egyéb
szbvetekben) hasitja a triptofan indolgydrtjét, és N-formil-L-kinurenin keletkezik. Az
atalakulas irreverzibilis és a kodvetkezd lépésben L-kinureninné (L-KYN) vald
atalakulasa torténik az N-formil-L-kinureninnek, katalizal6 enzime a kinurein
formamidaz. Ezzel a lépéssel az utvonal kdzponti molekulajanak szintéziséhez
érkeztink, innen harom utvonalon folytatddhat a metabolizacié: 1. kinurenin-
monooxigenaz (KMO) katalizalasa mellett 3-hidroxi-L-kinurenin (3-HK) keletkezik; 2.
Kinureninaz enzim hatdsara antranilsav (AA) jon létre; 3. kinurénsav (KYNA)

keletkezik kinurenin-aminotranszferaz (KAT) segitségével“.

1. A kinurenin-monooxigenaz enzim hatasara 3-hidroxi-L-kinurenin keletkezik,
majd  ebbdl az intermedierbél  alakul ki  xanturénsav  a

kinurenin-aminotranszferazok segitségével*.
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2. A kinurenin 3-HK-va alakul kinurenin-monooxigenaz hatasara, majd tovabb
alakul 3-hidroxi-antranilsavva (3-HAA) a kinureninaz katalizalasa mellett,
amely a 2. elagazads antranilsavjabdl is létrejohet méghozza
antranilsav-3-monooxigenaz hatasara. Maijd a 3-HAA-boI
3-hidroxi-antranilsav-3,4-dioxigenaz (3HAO) hatasara
2-amino-3-karboximukonat-szemialdehhid keletkezik. Utobbi intermedierbdl
spontan keletkezik kvinolinsav (QUIN), amelybdl
kvinolinsav-foszforibozil-transzferaz (QPRT) hatasara NAD* keletkezik, ami
szamos bioldgiai folyamat elektronkarrier molekulajaként funkcional.
Tovabba a  2-amino-3-karboximukonat-szemialdehhidbdl  képzédhet
2-aminomukonat-szemialdehid, mégpedig a
2-amino-3-karboximukonat-6-szemialdehid-dekarbixilaz (ACMSD) enzim
termékeként, amely egyik tovabbalakulasi utja, hogy spontan pikolinsavva
alakulhat; masik uton pedig a 2-aminomukonat-szemialdhid-dehidroxilaz
(AMSDH) enzim hatasara 2-aminomukonatta alakul. Utobbi intermedier
glutarkoenzim A, majd acetoacetil atalakuldson megy keresztul*.

3. A kinurenin-aminotranszferazok (kynurenin-aminotransferase - KAT)
segitségével — kisérleteink egyik kdzponti molekuldga — a
4-hidroxikvinolin-2-karbonsav keletkezik (kinurénsav) (kynurenic-acid -
KYNA)*.
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Tnptofan (Trp)

triptofan-2, 3-dioxigenéz (TDO) indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO)

N*-formilkinurenin

N'-formilkinurenin formamidaz

. L-ki i o .
kinureninaz A nurenin kinurenin-aminoiranszferaz (KAT)
antranilsav Kinurenin-monooxigenéz (KMO) kinurénsav (KYNA)
J-hidroxikinurenin (3-HK) kinurenin-aminotranszferaz (KAT) ,
xanturénsav
kinureninaz B

J-hidroxiantranilsav (3-HAA)
J-antranilsav-3,4-dioxigenaz (3-HAAQ)

Z2-amino-3-karboximukonsav-6-szemialdehid (ACMS)

, , nem enzimatikus ciklizacio
2-amino-3-karboximukonsav-6-szemialdehid deoxigenaz (ACMSD)

2-aminomukon-6-szemialdehid (AMS) quinolinsav (QUIN)
nem enzimatikus ciklizacio

o 2-aminomuko-szemialdehid-deoxigenéz (AMSD)
pikolinsav (PA)

Z-aminomukonsav NAD"

acetil-koenzim-A

10. abra. A triptofan metabolizmus kinurenin utvonala (Abdulla A-B Badawy nyoman mdédositott abra)

Klinikai adatokon alapulé analizis soran kidertlt, hogy a kinurenin utvonal
intermedier-koncentracidinak megvaltozasa eldre jelezheti a beteg korai neurolégiai

javulasat a trombolizist kdvetéen.
6. A kinurénsav (KYNA) és analogjai

A kinurénsav polaros molekulajat Justus von Liebig fedezte fel el6sz6r kutyak
vizeletében, amely felfedezését 1853-ban kozolte egy tudomanyos cikkben“s,
Keletkezésének korllményei, mint a triptofan metabolizmus kinurenin utvonalanak

intermedierje, Ellinger fedezte fel 1904-ben*.
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11. abra. A kinurénsav szerkezeti képlete

Az elmult évtizedben kutatdcsoportunk intenziven vizsgalta a KYNA analdgjait,
mivel a kinurénsav az eddig ismert egyetlen endogén NMDA receptor antagonista,
amelynek bizonyitott neuroprotektiv hatasa. ldegrendszeri rendellenesség esetén
azonban nehéz lenne farmakonként alkalmazni, mivel a vér-agy gaton valo atjutasa

igen korlatozott®. Ezen megallapitast kovetéen két irdanyban indult el a kutatdmunka:

e az egyik ezek kozul, amikor valamilyen burokkal latjak el a molekulakat,
és ezzel probaljak atjuttatni 6ket a nagyon szigoruan szabalyozott vér-agy
gat transzportrendszereken®';

e a masik pedig, amikor megprébaljak a molekulat olyan
szubsztituensekkel ellatni, amelyek segitségével sikerll kijatszani a

védelmet®2.

Kisérleteink soran arra tdrekedtiink, hogy a megvizsgalt analdogok kozoétt
taldljunk a kinurénsavhoz hasonléan neuroprotektiv jellegld molekulat. Kalénos
tekintettel voltunk az ischaemias kortlmények soran a hippocampalis piramissejtjek
aktivitasara kifejtett hatasokra, mivel jelenlegi kutatasaink f6 profilja az agyszoéveti

ischaemia.

A kinurénsavnak tdbb pozitiv hatdsa van a szervezeten belll. Vizsgaltak
antiinflammatorikus, szabadgy6kdk karos hatasaitol védé és neuroprotektiv hatasait
is%-°%, Amikor az ischaemias stroke-ra gondolunk, akkor a fentiek k&zil mind a
harom tulajdonsagra szlikség van, hiszen az ischaemia molekularis- és sejtszinten is
valtozasokat eredményez az agyszdvetben, amely a karosodas kronikussa valasa

soran fokozatosan halad el6re.
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A kinurénsav tébb kilénb6zé receptor mikoédésének befolyasolasara képes a
CNS-ben, amelyek kdzoétt ionotrép és metabotrép receptorokat is talalunk®. Az
ionotrop receptorok kdzé tartoznak glutamaterg nem-NMDA receptorok ( az AMPA
receptor és a kainat receptorok), az NMDA receptorok, az a7-nikotinos acetilkolin
receptor (a7-nAChR), valamint a GPR35 receptor, amely a metabotrop receptorok
kozé tartozik*®. Az NMDA receptorokat a glicin/D-szerin kétéhelyen kompetitiv és
nem kompetitiv. médon gatolja (IC50 8~10 pM)%%° mig a glutamat/NMDA
kotéhelyen kompetitiv antagonistdja a receptornak (IC50 200 uM)57%861-63 Az
AMPA/kainat receptorokat kompetitiven gatolja (IC50 ~250 uM)>7:586364 3 glutamat.
Az a7-nikotinos acetilkolin receptorok modulalasaval kapcsolatban még nincs
egyetértés a szakirodalomban sem, amely munkakat Stone 2020-as munkajaban
foglalta 6ssze®. Végll a GPR35 receptornak agonistaja a KYNA (IC50 10-100 uM),

amely receptor sajat kinurénsav kotéhellyel rendelkezik®:7.

A receptorok mukddésének modulalasan tul a KYNA endogén koncentracioja
befolyasolhatja a kilénb6zd neurotranszmitterek extracellularis koncentraciojat,
ilyen neurotranszmitter tdbbek kdzott a glutamat, az acetilkolin, a dopamin és a y-
amino-vajsav (GABA). Szakirodalomban leirt adatok alapjan a kinurénsav endogén
koncentraciojanak mar enyhe emelkedése is csdkkenti a glutamat és a dopamin®
extracellularis jelenlétét. A glutamat koncentraciojara gyakorolt hatasat el6szoér
patkany striatumban irtak 1e®, majd vizsgaltak a prefrontalis kéregben™, végil
Pocivavsek és mtsai. megallapitottak, hogy a kifejtett 30-40%-o0s gatld hatas az agy
egész teriletén megfigyelhet6”'. Ezen hatasok ellentétét is megfigyelték, miszerint a
KYNA endogén szintjének csdkkenése az emlitett neurotranszmitterek
extracellularis koncentraciojanak emelkedését vonja maga utan’'’2, Tovabba a
GABA extracellularis koncentraciojara gyakorolt hatast is leirtak a kinurénsavval
kapcsolatban a striatumban és a prefrontalis kéregben™. A KYNA acetilkolin
felszabadulasra gyakorolt hatdsat is szamos kutatas vizsgalta — Stone foglalta 6ssze

2020-ban megjelent munkajaban® —, azonban az eredmények ellentmondasosak.

Korabban leirasra kerllt a KYNA Janus-arcu viselkedése is, amely alapjan

kijelenthetjik, hogy mikromélos és nanomoélos koncentracidéban ellentétesen képes

Vs
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facilitalé hatast 250 nM-os koncentracidban adagolt KYNA esetén irtak le, mig
32 pyM-os koncentracioban mar szignifikans gatlas detektalhaté’#; tovabba 200 pM-
0s koncentracioban a fEPSP-k amplitudojanak 45%-os gatlasara képes. A KYNA
adagolasanak elhagyasaval az amplitudok nagysaga a kiindulasi mértékre tér
vissza’®. Osszességében a kinurénsav és a kinurenin Utvonal egyéb
metabolit-koncentracidinak aranya, a szabadgyokdk felszabaditasan és
artalmatlanitasan, valamint a kiilénb6z6 receptorokra gyakorolt modulalé hatasokon

keresztll van hatassal az idegsejtek életképességére’®.

Midta a kinurénsavrdl bebizonyosodott az idegrendszerre gyakorolt szamos
pozitiv hatasa, azota prébalnak szintetizalni hasonld hatasu analdgokat. Ez igy van a
Szegedi Tudomanyegyetemen is, ahol a Gyogyszerkémiai Intézet munkatarsai mar
tébb, mint egy évtizede kilénb6zd szubsztituensekkel és gylirimodositasokkal
ellatott kinurénsav-analdgokat szintetizalnak’”. Ezen analégokat tébb szempontbdl,
igy az in vitro vér-agy gaton valo atjutasukat is vizsgaljak™. A kinurénsav-analdgjaira
valo kitekintésként szeretném megemliteni az SZR72 jel(i analégot, amelynek az
évek soran szintén szamtalan pozitiv hatasat irtak le’®8', azonban ischaemiaban
szintén nehezen lenne alkalmazhaté, mert a vér-agy gaton valé athaladasi

képessége szintén gyenge®.
7. Kitekintés

Ebben az alfejezetben szeretném tovabbi neurodegenerativ betegségek
tikrében bemutatni a kinurénsav, és mas kinurenin metabolitok egyensulyanak
fontossagat, és ravilagitani arra, hogy mennyire fontos szerepet téltenek be ezen
intermedierek a neurodegenerativ megbetegedésekben. Tobb ilyen CNS-t érintd
megbetegedés okozodja vagy kdvetkezménye is lehet a normalistél eltéréen lezajlo

kinurenin utvonal.

Huntington kor esetén azt talaltak egy 80 pacienst (20 kontroll, 20 korai stadiumu

beteg, 40 elére haladott allapotu beteg) bemutatd klinikai studyban, hogy a
3-HK/KYNA arany megn6é a mar el6rehaladott betegségben szenveddk

szervezetében Osszehasonlitva a betegség korai fazisaval®?. Valamint Schwarz és
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munkatarsai a Huntington koérhoz nagyon hasonlé allatmodellt voltak képesek

létrehozni intrastitialis QUIN kezeléssel®3.

Parkinson kér esetén a triptofan metabolizmus kinurenin utvonala eltolédik a

neurotoxikus intermedierek iranyaba. Post mortem vizsgalatokban bebizonyosodoitt,
hogy a frontdlis lebenyben, a substantia nigraban és a putamenben csdkkent a
Kinurénsav és az L-kinurenin szintje, de a triptofan/L-kinurenin és az L-
kinurenin/KYNA aranyok nem valtoztak meg. Egy nagyobb Iétszamu klinikai vizsgalat
keretein belul kimutattak, hogy a plazma KYNA/L-kinurenin arany csdkkent, a QUIN
koncentracioja megemelkedett, valamint a QUIN/KYNA arany is névekedett. Ehhez
hasonldan a liquorban is alacsonyabb KYNA és magasabb QUIN szintet detektaltak,

valamint megemelkedett a QUIN/pikolinsav arany®3.

Alzheimer betegség esetén nem annyira egyértelmiek az eredmények, mint a
Parkinson- vagy a Huntington-kor esetén. Mig az Alzheimer-kor egyik transzgenikus
egérmodellje esetén azt talaltak, hogy az agyszoéveti kinurénsav szint lecsdkkent,
human mintdk esetén ez mar nem volt ilyen magatdl értet6ds®. Egy klinikai
kutatasban, amelybe 11 elérehaladott Alzheimer-kérban szenvedé beteget vontak
be, és azt talaltak, hogy a kérgi régidkban a KYNA szint nem valtozott, a putamenben
és a nucleus caudatusban azonban megemelkedett. Azonban 5 masik agyi régioban
a KYNA szint csdkkenését talaltak. Liquor esetében szintén nem konzekvensek az
eredmények. Detektaltak magas KYNA szintet, valamint megemelkedett
KYNA/triptofan aranyt, mas kisérletekben csdkkent KYNA szintet talaltak a

cerebrospinalis folyadék tekintetében®:.
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lll. Ceélkitizések

A témakoér, amely doktori dolgozatomat megalapozza, az a kozponti
idegrendszer kinurenin utvonalanak évtizedes multra visszatekinté vizsgalata a
Szegedi Tudomanyegyetemen. Ma mar bizonyitott az utvonal tébb intermedierének
neuroprotektiv hatasa®s, tobbek kozott a kinurénsavé is®. Az idegrendszerhez
kapcsolodo medicinaban valo felhasznalasat a vér-agy gaton valo penetraciojanak
nehezitettsége gatolja*®, ami maganak a molekulaszerkezetnek készénhet6%. Ennek

alapjan az alabbi célkitlizéseket vizsgaltam:
Elsé célkit(izés:

Ujonnan szintetizalt kinurénsav-analdgok in vitro elektrofizioldgiai vizsgalata
fiziologias kortulmények kdzott. Kisérleteink elsé fazisaban azt vizsgaltuk, hogy az
adott kinurénsav-analég milyen hatast gyakorol a kivaltott mezdpotencialokra
hippocampalis tulélé agyszeletben. Ez a hatas lehetett gatlé vagy facilitalo, a
legfontosabb szempont az volt, hogy a kivaltott mezépotencialokra gyakorolt
hatasuk stabil és megismételhetd legyen. Vizsgalt analégok: SZR73, SZR104,
SZR198, SZR105, SZR106, SZR100, SZR759.

Masodik célkitizés: ischaemias koriilmények

Azon kinurénsav-analégok vizsgalata, amelyek stabil és megismételhetd hatast

mutattak fizioldgias kérilmények kdzott.

Az ischaemias korilményeket az oxigén-glikéz deprivacios modell
alkalmazasaval teremtettlik meg in vitro vizsgalataink soran. Ezen metodika lényege,
hogy vizsgalat kdzben a glikozt szachardzra cseréljik az agyszelet korul aramlo
perfuzios folyadékban, illetve a kdrnyezetet nem oxigénes, hanem nitrogénes
karbogén géazzal gazdagitjuk®”. A masodik fazisban azon molekuldk vizsgalatat
folytattuk, amelyek a fent emlitett hatédssal rendelkeztek. Az alkalmazott in vitro
ischaemias modellben, oxigén gliikdz deprivacié soran arra kerestiik a valaszt, hogy
ezen analdogok képesek-e a kinurénsavval egyenértékl vagy nagyobb mértékui
toleranciat biztositani OGD-vel szemben a neuronok szamara. Igy az analégok altal

biztositott OGD-tolerancia szempontjabdl a két legigéretesebb analdég az SZR73 és
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az SZR104 volt, ami azért is igen érdekes, mert a kinurénsavval ellentétben nem

gatld, hanem facilitalé hatast fejtettek ki a kivaltott mezdpotencialok amplitudaira’™.

Harmadik célkit(izés: szévetmegoszlas

A masodik fazis OGD-tolerancia alapjan kivalasztott legigéretesebb molekulait
in vivo szbvetmegoszlasi vizsgalatnak vetjik ala. Az irodalom alapjan ezen molekulak
in vitro kérilmények kdzott legalabb olyan vagy jobb vér-agy gaton val6 athaladasi
képességgel rendelkeznek, mint a kinurénsav’®. Azonban in vivo
szbvetmegoszlasukat, ezen belll vér-agy gaton valé athaladasi képességliket mi
vizsgaljuk elészor. gy harmadik célkitlizésiink, hogy a vér-agy gaton térténd

penetraciot intakt szervezetben is képesek legylink detektalni.

Negyedik célkit(izés: neurotranszmitter felszabadulas

Szintén a masodik fazis OGD-tolerancia alapjan kivalasztott legigéretesebb
molekulait neurotranszmitter felszabadulas szempontjabdl is vizsgaljuk. A
kinurénsav endogén koncentracidjanak valtozasa tobb neurotranszmitter
extracellularis térbeli koncentracidjat befolyasolja. igy az in vitro ischaemias
koérilmények kozott igéretes hatast mutaté analégok neurotranszmitter
felszabadulasra tett hatasa is fontos informacio lehet. Ennek érdekében ex vivo
szuperfuzios kisérletnek vetjik ala az analégokat, ahol szintén hippocampalis tulélé
agyszeleten vizsgaljuk a kulénb6z6 neurotranszmitterek kivaltott aktivitas soran

tapasztalhat6 felszabadulasanak mértékét.

Fenti vizsgalatok eredményeire alapozva, hosszabb tava célkitizésiink, egy
olyan in vivo ischaemias modell beallitasa, amelynek soran vizsgalhatjuk a korabban
tesztelt kinurénsav-analdgok akut ischaemias stroke-ra gyakorolt hatasat. Terveink
kozott szerepel a kbzépagyi artéria okkluzidja soran elbidézett akut ischaemias
karosodas kiterjedésére tett hatasuk vizsgalata. Az ischaemias karosodas mértékét
festési eljarassal szamszerdsitenénk. A vizsgalatot tervezziik 6sszekdtni kognitiv és
motoros funkciokat vizsgalé magatartasvizsgalatokkal, valamint vér- és szévetminta

elemzéssel.
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IV. Anyagok és modszerek

8. Kiseéerleti allatok

In vitro kisérleteink soran 190-220 gramm testtémegu, mig in vivo kisérleteink
soran 240-260 gramm testtémegl him Wistar patkanyokat hasznaltunk fel. Az
allatokat felhasznalasig allathazban, szabvanyos muianyag ketrecben tartottuk. Az
allathazban 12/12 6ra vilagossagot/sotétséget biztositottunk, szabad hozzaférést az
ivovizhez és az élelemhez, és standard 23 °C hémérsékletet. Torekedtiink a minél
kevesebb allat felhasznalasara, illetve arra, hogy a lehetd legkevesebb fajdalmat
okozzuk az allatok szamara. Minden esetben kovettik a laboratériumi allatok
felhasznalasara vonatkozé iranyelveket (NIH Publikacid No. 85- 23), a Magyar
Egészséglgyi Bizottsag altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt
(1998), és az Eurodpai Kdzbsségek Tanacsanak 1986. november 21-i rendeletét
(86/609/EEC).

9. Tulélé agyszelet preparatum készitése

Az allatokat isoflurannal bdéditottuk, majd dekapitaltuk. A koponyan hosszanti
iranyban felvagtuk a bort és a kotészovetet, majd az déreglyukon keresztil egy
fuggdleges, majd két oldaliranyu korilbelll ~45°-ban déntdtt bemetszést ejtettiink.
Ezek utan a sutura saggitalis mentén egy hosszanti vagassal, majd a sutura coronalis
mentén az orbitak feldl jobb és bal oldalon is keresztiranyu bemetszéssel felnyitottuk
a koponyat. Hideg — 4 °C-os — alacsony Ca?*-koncentraciéju mesterséges
cerebrospinalis folyadékban (aCSF - artificial cerebrospinal fluid) hitéttik kdézben a
szOvetet; a metsz6 aCSF osszetétele: 130 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 1 mM NaH2PO4,
24 mM NaHCO3, 1 mM CaCl2, 3mM MgSO4 és 10 mM D-glikéz (Sigma,
Németorszag). Szikével a kisagy és a két nagyagy félteke harmas talalkozasanal,
valamint a Bregma utan koronalis metszést ejtettiink, igy megkaptuk a hippocampust
tartalmazé, mintegy 4 mm vastag szdvetet. Ezutan ebbdl a szévetbdl szintén 4 °C-os
aCSF-ben 350 pm vastag koronalis szeleteket készitettiink (Leica VT 1200S,
Németorszag). Ezt kdvetben, azokat a szeleteket, amelyek a hippocampus kdzépso

részét tartalmaztak, szoba hdémérsékletli regisztral6 aCSF-ben [130 mM NacCl,
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3,5 mM KCI, 1 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCOs3, 3 mM CaClz, 1,5 mM MgSO4és 10 mM
D-gliikoz (Sigma, Németorszag)] pihentettilk. A szeletek minimum egy oran at
pihentek a szelettartoban, majd ezt kdévetben kezdtik meg felhasznalasukat.
Metszés és pihentetés alatt is oxigénnel dusitottuk a folyadékokat, a sejtek
életfunkcidi megdrzése érdekében (5%/95% CO./O,).

10. Serkenté mezdépotencialok regisztralasa

A szeleteket —pihentetést kdvetéen — interface agyszelettarté kamraba (Haas-
tipusu) helyeztik, és megkezdtik a mezdpotencidlok (fEPSP - field excitatory
postsynaptic potencial) regisztralasat. Az fEPSP-k kivaltdsdahoz koncentrikus
rozsdamentes acélelektrodat (Neuronelektrod Kft, Magyarorszag) hasznaltunk,
valamint regisztralo aCSF-fel feltoltétt Uvegelektrodokat (R=1,5-2,5 MQ) a
regisztralashoz, amelyeket laborunkban készitettink el. A méréshez az
ingerléelektrodot a hippocampus CA1-es régidjaban a stratum radiatum rétegbe
helyeztlk, kozvetlen a Schaffer-kollateralisok k6zé, mivel ezek a kollateralisok adnak
serkentd bemenetet a CA1 régio piramissejtjeinek apikalis dendritjein. A regisztrald
elektrodokat szintén a CA1-es régioban helyeztik el, de a stratum radiatum kézponti
részében, az ingerld elektrodatél orthodrom helyzetben. A regisztralé6 kamrat a
mérések soran regisztraldé aCSF-fel perfundaltuk, 2-2,2 ml/perc sebességgel, a
hémérsékletet 34 °C-on (x 0,5 °C), mig a pH-t 7,4-en (£ 0,1) tartottuk. A szeletet 20
masodpercenként ingereltik, és a fEPSP-ket 10 kHz-es mintavételezési
frekvenciaval rogzitettik. A keletkezett mezbpotencialokat digitalizaltuk (AIF-03,
Experimetria Kft, Budapest), a digitalizalt jeleket a SPEL Advanced Intrasys v1.0.3.48
szoftver segitségével jelenitettik meg szamitdogépen, majd offline elemeztik az
adatsorokat az Origin program segitségével (Origin2022b, OriginLab Corporation,
Northampton, USA).
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12. abra. SPEL Advanced Intrasys v1.0.3.48 szoftver segitségével detektalt fEPSP; A: kontroll érték,
B: amplitudo (1 divizié 2,5ms, 500uV)

11. In vitro hatasvizsgalat

In vitro méréseink képezik vizsgalataink alapjat, amelyek soran megfigyelhetjik,
hogy melyik kinurénsav-analég milyen hatassal bir fiziologias kérilmények kozoétt a
Schaffer-kollateralisokon keresztll kivaltott mezépotencialok amplituddira. Az
anyaghatas-vizsgalatot minden esetben 10 perc kontrollszakasz felvétele el6zte
meg. Ezt kévetben a perfuzios oldatban feloldva juttatuk be a szelettarté kamraba a
kinurénsavat, vagy az adott kinurénsav-analégot, amely hatasa kdzben 30 percen
keresztul rogzitettlk a mezépotencialokat. Végul, minden esetben 30 perces

kimosasi szakasz kdvetkezett regisztralé aCSF-fel (13. abra).

10 perc kontroll 30 perc anyaghatas 30 perc kimosas

13. abra. Az in vitro hatasvizsgalat idétényezdi

12. In vitro oxigén-gliikdz deprivacio

A masodik kisérlet sorozatban azon analdgokat vizsgaltuk tovabb, amelyek
esetén fiziologias korilmények kozott konzekvensen serkentd vagy gatldé hatést
tapasztaltunk. Az oxigén-glikdz deprivacios metodika lényege, hogy a glikéz és az
oxigén megvonasan keresztul in vitro ischaemiat idézink el6. A megvaldsitashoz a
mar fent emlitett, és részletesen leirt regisztraldé aCSF-ben a glikdzt szachardzra

cseréljuk szintén 10 mM koncentraciéban (OGD aCSF), az agyszelettart6 kamrat
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pedig nem oxigénes, hanem nitrogénes karbogén gazzal (N> / CO2 5 % / 95 %)
buborékoltatjuk®”. Kétféle kontrollt alkalmaztunk, ahol az elsé kontroll
hatbanyagmentes volt, mig a masodik kontrollcsoportot a kinurénsavval kezelt
csoport adta. Ahogy a fiziologias kérilmeények kézétt megvaldsitott mérések esetén,

itt is az aCSF-ben oldottuk a KYNA-t és kiilénb6z6 analdgjait.

Tiz perc kontrollszakasz felvétele utan valtottunk az oxigénnel valo
buborékoltatas és a nitrogénnel vald kezelés kdzott; illetve a fiziologias allapot
fenntartasahoz sziikséges aCSF és az un. OGD-aCSF kdzott. Az OGD szakasz addig
tartott, amig az elektromos ingerlésre valaszul kivaltott aktivitast tudtunk regisztralni,
amibdl a piramissejtek elektromos aktivitasara kdvetkeztethettliink. Amint a biologiai
jel megszint az aCSF-t is és a gazt is fiziologiasra valtottuk; 30 perces kimosasi
szakasz kovetkezett (14. abra). A kisérlet soran azt mértik, hogy a kilénb6zé
analégok mennyi idével képesek ndvelni az oxigén-glikdz deprivacioval szembeni

toleranciat (valtozas a kivaltott aktivitas eltinésének idejében).

10 perc kontroll X perc anyaghatds 30 perc kimosas

14. abra. Az in vitro OGD hatasvizsgalat idétényezdi

13. Intravénas injekcio

Osszességében az in vivo szbvetmegoszlasi kisérlet soran tébb okbdl
dontéttiink az intravénas injekcié mellett. Els6sorban human esetben kérhazi
koérilmények kézott is ez a leggyorsabb, mitéti eljarast nem igénylé kezelési utvonal.
Masodsorban stroke esetén nagyon fontos, hogy a karosodas kezdetétél mennyi idé
telik el a kezelés megkezdéséig, és leggyorsabban intravénasan lehet bejuttatni a
hatbanyagot a szervezetbe. Harmadik okként a vér-agy gaton valé atjutas

vizsgalatahoz mindenképpen perifériasan kellett bejuttatnunk az anyagot.

Patkanyok esetében az egyik legkdnnyebben hozzaférhetd véna a két lateralis
farokvéna, ezért ezt az utvonalat valasztottuk az anyag beadashoz. A kisérlet soran
a feladat elvégzésére a 30G x 1/2” t(it valasztottuk. Elsé 1épésként az allatot kalodaba

helyeztik, majd az egyik laterdlis véna mentén az allat farkat proximalisan
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leszoritottuk, ezzel akadalyoztuk a visszafolyast, és ez a szuras pontossagat is
elGseqitette. Ezutan a tit a véna lefutasanak megfeleléen, metszlapjaval felfelé
korulbelll 30-45°-0s szogben bevezettik a vénaba, vigyazva, nehogy azt teljesen
atszurjuk. Barmilyen anyag akkor adhato be a vénan keresztiil, ha a tii bevezetését
kovetden vér jelenik meg a fecskenddben, igy ezen jelenség megfigyelését kbvetéen

adtuk csak be az anyagot.
14. Occipitalis punctio

Szovetmegoszlasi vizsgalatainkhoz 3 féle mintat gydjtéttink az allatoktol. Az elsé
minta a liquor volt, a mintat occipitalis punctio soran nyertik. Az allatokat 4%-os
kloral-hidrattal (KLH) altattuk, amelyet intraperitonealis (ip.) injekcid formajaban
adtunk be. Miutan az allatok mélyen aludtak, fejlket sztereotaxias készilékbe fogtuk
be. A fej pozicionalasa utan a szérés bdért felvagtuk, ovatos mozdulatokkal a
kotbszovetet és az izmot eltavolitottuk, kdzben lidocain (lidocainum hydrochloricum)
ecsetelést alkalmaztunk, majd egy 1 ml-es fecskendére régzitett 30G x 1/2” injekcids
ti metszlapjat dvatosan atvezettik a cisterna magnat boritd kétdszdveten. igy
~100-150 pl viztiszta liquort nyertink. A mintat Eppendorf-csében gyujtottik, és

azonnal -80°-0s hémérsékletre hiitottik.

15. abra. A: a cisterna magnat boritoé k6t6szévet preparalasa, mikézben az allat mélyaltatasban van. B: a
cisterna magna feletti kbt6szévet, amelyen atjuttatva az injekcids tii metszlapjat kinyerhetd a liquor®e,
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15. Vérmintavétel és perfuzio

Kisérleteink soran rogton a liquor levételét kdvetben, és az agyszdveti mintavétel
elbkészitéseként az allatokat transcardidlis perfuzionak vetettik ald annak
érdekében, hogy az agybdl a vért maradéktalanul kimossuk. igy a vérben talalhatd,
beadott kinurénsav-analog nem moddosithatta az agyszdveti mérés soran detektalt
analég mennyiségét. A perfuzié elsé 1épéseként az allatok mellkasanak alsé részén,
a szegycsont kardnyulvanya felett bemetszettik a bért, majd atvagtuk a hasfalat, és
V alakban hoénaljig felvagtuk a mellkast. A szivet ugy tettik hozzaférhetove, hogy a
diafragmat is atvagtuk. A vérvétel a jobb kamrabdl fecskendd segitségével tortént
(18G x 2”7 thGvel), koérulbelil 1,5-2 ml mennyiségben, amelyet
etilén-diamin-tetra-ecetsavat (EDTA) tartalmazé vérvételi cs6be helyeztiink, ezt 6-8
alkalommal megforgattuk és centrifugalasig hitében (4 °C) taroltuk. Az EDTA-ra
antikoagulans és enzimaktivitas gatld hatasai miatt volt szikség. A vér levételét
kovetden a szivcsucson vagast ejtettiink, és a perfuziés pumpaval ésszekapcsolt
kandlt az aortaba helyeztik, majd a jobb pitvaron is vagast ejtettiink, hogy a veér
szabadon elfolyhasson. A perfuziét 4 °C-os metszd aCSF-fel hajtottuk végre,
hatasara az agy vérmentessé valt, igy lehetéség nyilt az agyszdveti mintavételre. Az
agyszovet begyljtését azzal a moddszerrel tettik meg mintha tulélé agyszelet
preparalast végeztink volna. A korabban a jobb kamrabdl levett vért ezutan
centrifugaltuk 4 °C-on, 2700 RPM-en 10 percen keresztll, majd a fellluszot

(vérplazma) Eppendorf- csében -80 °C-on taroltuk az analitikai mérésekig.
16. Szuperfuzios mérések

Tovabbi térekveésink, hogy az analégok neurotranszmitter felszabadulasra tett
hatasait jobban megismerjik. Ennek érdekében szuperfuzids vizsgalatokat®
végzink kooperacioban a Korélettani Intézet munkatarsaival. Ezen mérések soran
neurotranszmitter felszabadulast idézink el6 elektromos ingerlés segitségével
agyszeletekben, ex vivo szuperfuzid rendszert felhasznalva (NEU-01, Experimetria,
Magyarorszag)®. Izotoppal jel6lt neurotranszmitter felszabadulast mérink
folyadékszcintillacios modszerrel. A kisérlet soran a hippocampalis agyszeletek

(300 um) szuperfuziés kamrakba kerllnek, amelyeket KREBS oldattal (pH 7,4;
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Reanal, Magyarorszag) perfundalunk®. Ezen perfuziés oldattal mossuk a
kinurénsavat, valamint a kinurénsav-analdogokat az agyszeletekre. Az elfolyo
perfuzios oldatot 2 percenkénti frakciokban gydjtjuk. A harmadik frakcional kerul
ramosasra a kinurénsav vagy analdgja, és a hatodik frakcio levételekor torténik az
impulzus. Ennek hatasara a neurotranszmitter felszabadulas csucsa a hetedik vagy

nyolcadik frakcioban varhato.
17. Statisztikai elemzés

A fiziolégias in vitro kisérleteink statisztikai analizishez valo el6készitésként a 20
masodpercenként regisztralt fEPSP amplituddék nagysagat percenkénti értékekké
atlagoltuk, majd az adatsorokat normalizaltuk. Kontrollként az alapvonalat
hasznaltuk, és percenként Osszevetettiik az adott perchez tartozé amplitudd
nagysagaval. Ezenfelil a szoras mértékét is feltintettik. A kinurénsav és
analdgjainak a kontrollhoz val6 hasonlitasat egyiranyu, ismételt mérésekkel végzett
ANOVA analizissel Dunnett post hoc teszttel végeztiik el. A statisztikai elemzést csak
azon analdgok esetében végeztik el, amelyek egyértelm( és konzekvens hatast

mutattak.

Az in vitro OGD kisérletek adatait szintén a fent leirt modon készitettik eld
statisztikai elemzésre, azonban itt két kontrollcsoportot is alkalmaztunk. A KYNA és
analégjainak hatasat osszehasonlitottuk a kezeletlen (OGD aCSF-fel ,kezelt”)
mérések adataival; majd a KYNA-val kezelt csoportot kontrollnak valasztva
hasonlitottuk a kinurénsav analégok hatasat a KYNA hatasahoz. Ezen méréseknél

csak a pozitiv hatast mutatd molekulak esetében végeztink statisztikai analizist.

V. Eredmények

18. In vitro mérési eredmények fizioldgias kérilmények kozott

Szamos kinurénsav-analdgot vizsgaltunk az elmult években, amelyekrdl kiderdilt,

hogy nem alkalmasak az agyszévetben vald alkalmazasra:

e nem voltak oldhatéak desztillalt vizben,

e aCSF-ben oldas utan kicsapodtak,
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e pH-juk nem volt megtartott a fiziolégias pH-n (7,4% 0,2),
e sikeres beoldas, és megfelel6 pH mellett hirtelen kiugrasokat, vagy gyors
kivaltott impulzus csdkkenést, majd a kivaltott impulzusok megsziinését

okoztak.

Az els6 olyan analog, amely a vizsgalataink soran konzekvens hatast gyakorolt
a kivaltott mezépotencialokra az SZR73 jelli anyag volt. Ez a molekula az SZR72
analégcsaladba tartozik, annyi eltéréssel, hogy az amin-csoporthoz kapcsolédo
szénlanc nem kett6, hanem harom tagu. Fiziologias korilmények kdzott meért
eredményeink a 16. abran lathatdéak. Medgfigyelhetjik, hogy a kinurénsavval
ellentétben hatasa facilitaldo, nem pedig gatldé. Ezen jelenség hattere még nem
tisztazott, azonban az szintén megfigyelhetd, hogy a kezelést kdvetben az anyag
szinte maradéktalanul kimoshato, a fEPSP-k amplituddjanak nagysaga a kiindulasi

allapotot veszi fel.
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16. abra. Az SZR73 jelli analog fiziologias kérilmények kézott kifejtett hatasa a hippocampus CA1
régiojaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jeldl, ami
30 perc volt a fizioldgias kisérletek soran.(p < 0,001)

Kovetkez6, szintén facilitald hatast kivaltd kinurénsav-analdog az SZR104 jeld
molekula, amely hatasa ugyan kisebb mértékl volt az SZR73-hoz viszonyitva,
azonban hatéasa stabilabbnak mutatkozott a mérések soran. Mindemellett a 30
perces kimosasi szakasz nem volt elég hosszu ahhoz, hogy az anyagot teljesen
kimossuk a szdvetbdl. A mérési eredményeket mutatd 17. abran is lathatd, hogy a

fEPSP-k amplituddjanak nagysaga valamivel a kiindulasi szint felett marad.

38



SZR104

150 4 200 uM
N=8
—~ 120
3 'H m
S OH /~ \
£ i M&%%% % N O
g [T e X _/
£
2 90 N/ o
HN \/\N e
I
60 T T T T T T T T 1
o] 10 20 30 40 50 60 70 80
1dé (perc)

17. abra. Az SZR104 jel(i analog fizioldgias kortilmények kozott kifejtett hatasa a hippocampus CA1
régiojaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jeléli, ami 30
perc volt a fiziologias kisérletek soran (p < 0,01).

A két facilitaloé hatasu analég mellett tébb olyan molekulat is vizsgaltunk, amelyek
a kinurénsavhoz hasonléan gatlé hatast mutattak. Az egyik ilyen analég az SZR198
jeli molekula, amely konzekvensen gatlé hatassal birt kisérleteink soran, nagyon
hasonldan a kinurénsavhoz. Azonban aCSF-ben valo oldas utan vizes kbzegben nem
tisztazott, hogy milyen allapotot vesz fel, mivel a kinurénsav oldallancan talalhaté
hidroxil-csoport hidrogénjét natrium-ionra cserélték. Felmerllt a kisérletek soran,
hogy vizes kézegben a molekula visszaalakul kinurénsavva, igy ennek tisztazasa

meég a jovébeli feladataink kbzé tartozik.
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18. abra. Az SZR198 jelli analdg fiziologias kérilmények kozott kifejtett hatasa a hippocampus CA1

régidjaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jeldl, ami 30
perc volt a fiziologias kisérletek soran. A fent leirt bizonytalansagi tényezd miatt statisztika sem készdilt.

A kovetkezd gatlé hatasu KYNA-analdég az SZR105 jeli molekula (19. abra),
amelyet vizsgaltunk. Szintén azt talaltuk, hogy a kinurénsavhoz hasonlé gatlo
hatassal rendelkezik. A tébbihez képest igen nagy méretli molekulardl van szo,

amelyhez oldallancként egy hattagu- és egy 6ttagu gydru is kapcsolodik.
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19. abra. Az SZR105 jelli analdg fizioldgias kériilmények kozétt kifejtett hatasa a hippocampus CA1
régidjaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jeldl, ami

30 perc volt a fizioldgias kisérletek soran(p < 0,001).
Erdekes, hogy az SZR105 jelli analég-csaladba tartozé SZR106 jelli molekula
(20. abra), amely esetében az oldallancként csatolt éttagu gydrl hianyzik, mar nem

képes kivaltani ezt a gatld hatast, sét inkadbb hatastalannak vagy facilitalé hatasunak
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imponal. Ezen vizsgalatok soran a kontrollszakaszt mar 15 percben hataroztuk meg

megjelent kdzleményiink biralata soran kapott észrevételek hatasara.
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20. abra. Az SZR 106 jelli analog fizioldgias kériilmények k6zott kifejtett hatasa a hippocampus
CAT1 régidjaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas
idejét jeldl, ami 30 perc volt a fizioldgias kisérletek soran(nem szignifikans).
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21. abra. A fizioldgias kérilmények kbzott elvégzett elektrofiziologiai mérések Gsszefoglalé abraja.
(p <0,01**: p <0,001 ***)

A kovetkezb két analdgot ugyan tdbb mérésnek vetettiik ala, de sajnos amellett,

hogy nem voltak kimoshatdak a szdvetbdl, hatasuk sem volt kelléen kdvetkezetes,

igy nem folytattuk tovabb velik a munkat. llyen volt az SZR100 (22. abra) és az
SZR759 jell analog (23. abra).
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22. abra. Az SZR100 jeld analdg fiziologias kdrilmények kozott kifejtett hatasa a hippocampus CA1
régiojaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jel6l, ami 30
perc volt a fizioldgias kisérletek soran.
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23. abra. Az SZR759 jell analdg fiziologias kdrilmények kozott kifejtett hatasa a hippocampus CA1
régidjaban talalhato piramissejtekben kivaltott fEPSP-kre. A szines téglalap az anyaghatas idejét jel6l, ami 30
perc volt a fizioldgias kisérletek soran.

19. In vitro mérési eredmények OGD soran

Kisérleteink ezen szakaszaba olyan molekulak vizsgalatat vittlik tovabb, amelyek
kdvetkezetes hatassal rendelkeztek. Igy vizsgaltuk az SZR73, SZR104, SZR105,
valamint az SZR106 jel(i analégokat. Az altalunk alkalmazott OGD-id6 kifejezést itt
szeretném definialni: ez azt az id6t jelenti, amennyi id6 alatt — az OGD-aCSF és a
N2o/CO. gaz agyszelettarto6 kamraba vald érkezésétdl szamitva — a kivaltott
mezépotencialok detektalhatosdga megszlinik, vagyis megsziinik a szeletek
ingerelhetdsége.
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Két kontrollcsoportot alkalmaztunk, az analégok hatasat 6sszehasonlitottuk az

OGD-aCSF-fel ,kezelt” csoporttal, azonban ami még fontosabb, hogy a KYNA

vizsgalata soran mért adatokkal 6sszehasonlitva, milyen hatast tud az adott analog

elérni.
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24. abra. Az SZR73 jel(i analdg OGD-ideje dsszevetve a kontrollcsoport (p < 0,05) és a KYNA-val kezelt
csoport OGD-idejével.
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25. abra. Az SZR104 jeldi analog OGD-ideje dsszevetve a kontrollcsoport (p < 0,001) és a KYNA-val kezelt

csoport OGD-idejével.
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26. abra. Az SZR105 jelli analdg OGD-ideje ésszevetve a kontrollcsoport és a KYNA-val kezelt csoport

OGD-idejevel.
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27. abra. Az SZR106 jelli analdg OGD-ideje ésszevetve a kontrollcsoport €és a KYNA-val kezelt csoport

OGD-idejevel.

OGD id6 Kontrollcsoport Kulénbség KYNA-val  kezelt
csoport

Kezelés nélkil 7p és Tmp 1p és 59mp 9p és 6Mmp

SZR73 +3p és 21mp +1p és 22mp

SZR104 +4p és 9Imp +2p és 10mp

SZR105 -2p és 20mp -4p és 19mp

SZR106 -3p és 9mp -5p és 8mp

1.tablazat. Az OGD id6k a klilénb6z8 csoportokban. Z6ld szinnel kiemelve a pozitiv, mig piros szinnel a
negativ hatasu analdgok OGD ideje.

Az eredmeények is jol tukrozik, hogy az OGD toleranciat két — fiziologias

kérulmények kdzott facilitalo — analdg volt képes kitolni, ezek pedig az SZR73 és az

SZR104. Az SZR73 a kontrollcsoporthoz képest 3 perc 21 masodperccel volt képes

megndvelni az ingerelt piramissejt-halézat OGD toleranciajat, mig az SZR104 szintén

a kontrollcsoporthoz képest 4 perc 09 masodperccel. A kinurénsav 1 perc 59

masodperccel képes a piramissejtek OGD tolerancigjat névelni a hippocampus

CA1-es régidjaban, ehhez képest az SZR73 1 perc 22 masodperccel, mig az

SZR104 2 perc 10 masodperccel képes az OGD toleranciat névelni. Az SZR105 és

az SZR106 OGD koértlmények kézétt nem mutattak pozitiv hatast.
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A KYNA és analdgjainak OGD ideje
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28.abra. A kontroll csoport, a KYNA, valamint a két legsikeresebb analog OGD ideje. (p < 0,001 ***;
p <0,05%)

20. Szuperfuzios vizsgalat

A szakirodalomban szamos adat talalhaté arrél, hogy az endogén kinurénsav
koncentracio-valtozas hatassal van kulénbdz6 neurotranszmitterek extracellularis
koncentraciojara. Ennek nyoman mindenképpen fontos adat lehet, hogy adott
kinurénsav-analég milyen hatassal bir a kivaltott aktivitds soran tapasztalhato
neurotranszmitter felszabadulasra. Jelenleg egy — acetilkolin — neurotranszmitter
felszabadulasanak vizsgalatat fejeztik be, még kettd — glutamat és GABA -
neurotranszmitter felszabadulasat kivanjuk vizsgalni. A kinurénsav acetilkolin-
felszabadulasra tett hatasaval kapcsolatos kisérletes eredmények ellentmondodak, a
kinurénsav-analdgok vizsgalata ebbdl a szempontbdl is fontos lehet. Sajat méréseink
alapjan a KYNA facilitalja ezen neurotranszmitter felszabadulasat, mig az SZR73 és
az SZR104 nincs ra hatassal (29. abra). A kontroll csoporthoz képest a KYNA
hatasara szignifikansan megnétt az acetilkolin felszabadulas (p < 0,05), viszont az
analégok hatasa nem szignifikans a kontroll csoporthoz képest. Azonban, ha a
KYNA-val valé kezelést valasztjuk kontrollnak, akkor az analégok hatasara
szignifikansan kisebb az acetilkolin felszabadulas relativ mértéke (p < 0,05). Az

Osszehasonlitdshoz a neurotranszmitter felszabadulasanak maximalis mennyiségét
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vettlk alapul kezelési csoportonként. Ez a kontroll csoport esetében a 7. frakciénal,

mig a kezelések alkalmaval a 8. frakcional volt.

Kivaltott aktivitas hatasara felszabadulé acetilkolin relativ mennyisége
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29.abra. Kivaltott aktivitdas hatasara felszabaduld acetilkolin relativ. mennyisége kezeletlen (A),
kinurénsavval kezelt (B), SZR104 jelii analdggal kezelt (C) és SZR73 jelli analoggal kezelt (D) tulélé
agyszeletben.

21. Elbézetes tbmegspektrometrias eredmények

A fenti eredményeket attekintve, és figyelembe véve azt a tényt, hogy az SZR104
jeli analégot tébb kutatdécsoport is vizsgalta a kodzponti idegrendszerrel
Osszefliggésben, ezzel a molekulaval végeztik el a szévetmegoszlasi vizsgalatot. Azt
szeretnénk bizonyitani, hogy a molekula intakt szervezetben is megfeleléen atjut a
vér-agy gaton. Harom  koncentraciét  (0,15mmol/ttkg,  0,03mmol/ttkg,
0,003mmol/ttkg) és 4 hatoidét (30 perc, 60 perc, 120 perc, 24 éra) valasztottunk a
mintavételhez. Valamennyi mintat sikeresen begydjtéttik az allatokbdl, és a liquort,
a plazmat és az agyszdvetet tdmegspektrometriai modszerrel jelenleg is vizsgaljak a
Gyodgyszeranalitikai Intézet munkatarsai. A modszer jelentésége abban rejlik, hogy
gaz halmazallapotu ionokat allitanak el6 a mintabol, amelyek fajlagos tdmeguk
alapjan elvalaszthatoak. A moédszer érzékenysége egyedilalld, tdomegtartomanya
széles, mintaigénye kicsi. Jelenleg is folyik a mintak analitikai vizsgalata, de azt mar
most is tudjuk, hogy a legkisebb beoltott koncentracioban 30 perccel a beadast
kovetden jelentbés mennyiségli SZR104 jelenik meg az agyszévetben, a kinurénsav

mennyisége ennek a téredéke (30. abra).
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30. abra. Agyszéveti mintabdl szarmazd kromatogram, ahol az allat 15mmol/ttkg SZR 104 kezelésen esett at 30
perccel a mintavételt megelézéen (RT-retenciods idd, AA-csucs alatti teriilet, ms2-protonalt atomtémeg). A KYNA,

B SZR104

A retencids idd azt mutatja meg, hogy a mlszerbe vald injektalast kdvetéen hany

perccel lehet detektalni az anyag maximalis megjelenését a detektorban. A csucs

alatti tertilet aranyos a minta mennyiségével, amelyet a csucs folétti AA szam jeldl.
Lathatd, hogy az SZR104 (30/B é&bra) a legkisebb doézisban adagolva is

nagysagrendekkel nagyobb koncentraciéban jelent meg az agyszdvetben, mint a

kinurénsav (30/A abra). Azonban ezek a mérések még a kezdeti fazisukban tartanak,

ezért végleges konkluziét csak az 6sszes adat megléte utan vonhatunk le.
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VI. Diszkusszio

A szerzett rokkantsag leggyakoribb és a WHO altal dsszeallitott halalt okozé
betegségek listajan is a masodik helyen szerepel a stroke'. Leginkabb az idésebb
tarsadalmi réteget sujtja, de sajnos igen nagy, mintegy 25% a betegek k6zoétt a 60
év alattiak aranya®. Hazankban évente mintegy 45-50 000 akut stroke eset kerdl
felvételre a stroke centrumokban, amely esetek kb. 80-85 %-a ischaemias eredetd,
mig a fennmaradd mintegy 20-25 % vérzéses eredet(i stroke®. A betegséget tuléldk
kb. 30 %-a valamilyen maradvanytinettel kiizd, amelyek kdzoétt gyakori a féloldali
bénulas, a depresszid és a beszédzavar is®. A betegség tlinetei sokfélék lehetnek,
azonban az akut kialakulds mindegyikre jellemzé. igy az éppen zajl6 stroke tiinete a
hirtelen kialakul6 féloldali zsibbadas vagy gyengeségérzet, a hirtelen elhomalyosuld
latas, ha hirtelen zavarodotta valik az egyén, a szédlilés vagy az egyensulyvesztés,
és a hirtelen fellépd nagyon erés fejfajas®''. Az akut stroke kronikus karosodasanak
megel6zésében kulcsfontossagu, hogy a beteg minél elébb — az un. ,arany éraban”
— a megfeleld betegellatd intézménybe keriljén’. Az egyetlen ma elérheté nem
invaziv beavatkozas az un. trombolizis, amely alkalmazasara fennall6 idokeret 3-4,5
ora'. Az egyre jobban elterjed6 korszer(i képalkot6é technikakkal, mint a PET-CT,
akar 12 o6ras kiterjesztett id6ablak is elérhetd, de mindenképpen figyelembe kell
venni, hogy a minél gyorsabb ellatas pozitivabb kimenetelt tesz lehetévé. Az
érvényben 1év6 ajanlasok alapjan stroke gyanuhoz érkezé mentégépkocsit
trombolizisre alkalmas klinikara kell iranyitani, ahol réviditett beteguton juthat hozza

a paciens a sziikséges kezeléshez'.

Az ischaemias stroke kialakulasakor a [ézi6 helyén un. ischaemias
kaszkadfolyamat indul el, amely sejt- €s molekularis szinten zajlé folyamatokat takar.
Ezen kaszkadfolyamatok egyik kdzponti eleme a glutamat indukalta excitotoxicitas,
ami a kontrollalatlan glutamat felszabadulas, a szabalyozatlan glutamat visszavétel
és az intracellularisan felhalmozdodé Ca?* miatt alakul ki®. A fellép6 oxigénhiany
hatasara séril a sejtek ATP szintézisének folyamata, aminek kdvetkeztében a sejtek
nem képesek fenntartani a nyugalmi membranpotenicalt'. A depolarizacio hatasara
a preszinaptikus sejtekb6él glutamat szabadul fel, ami a posztszinaptikus sejtek

glutamat receptorral rendelkezd ioncsatornaihoz koét. Hatasara nyitnak ezen
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ioncsatornak, és egyéb ionok mellett Ca?* aramlik a sejtek belsejébe’™. A
plazmamembran tipusu kalcium pumpak sem megfeleléen mikdédnek ATP
hianyaban, ami szintén a Ca?" intracellularis felhalmozddasat segiti eld, amely
folyamatok hatasara az intracellularis Ca?* mértéke gyorsan meghaladja a felsé —
100 nM-os — koncentraciohatart; un. Ca?" ,overload” alakul ki'’. A glutamat
visszavétel is séril, amely szintén ATP igényes folyamat. Végul az excitotoxicitas

Ongerjeszt6 folyamatta alakul, amely hatasara a sejtekben apoptozis indukalodik.

Szoveti szinten a haemodinamikai, a molekularis és ionhaztartasbeli folyamatok
nem egységesen érintik a |ézid terlletét. A kdzponti részen az apoptotikus
folyamatok elérik a nekrotikus kiiszobot, ezért nekrotikus szdvet alakul ki, ami egy
irreverzibilis folyamat, az itt talalhatd sejtek funkcionalis és morfologiai karosodasa
mar nem megfordithatd. Az itt talalhatd véraramlas a normal ataramlas 20 %-a ala
csokken. Ez az un. ,core” régié?. A normal agyszovet és a core régié kdzott talaljuk
a penumbrat, amely jellemzéen még rendelkezik akkora vérellatassal, hogy a sejtek
fenn tudjak tartani metabolikus folyamataik nagy részét, igy csak reverzibilis
funkcionalis karosodast szenvednek, amely visszafordithaté folyamat. Kezelés
hianyaban a core régio vegul atterjedhet a penumbra régiéra is, vagy masodlagos

karosodas alakulhat ki, pl. postischaemias gyulladas vagy kuszo depresszio?'.

A triptofan, amely egy esszencialis aminosav, metabolizmusa tébb uton zajlik a
szervezetben, de legnagyobb része, mintegy 95 %-a az un. kinurenin utvonalon
metabolizalodik*®. Ezen utvonal soran tobb neuroaktiv molekula is keletkezik,
amelyek kozott talalhatdak neurotoxikus és neuroprotektiv hatassal rendelkezok is.
Elébbiek kozé tartozik példaul a kvinolinsav, utébbiak kézé pedig a kinurénsav*.
Osszességében elmondhatd, hogy az Utvonal metabolitjainak aranya és enzimeinek
aktivitasa befolyassal bir az idegsejtek életképességére’®. Ezen aranyok
eltolédasanak szerepe mas neurodegenerativ. megbetegedésekben s
megfigyelhetd, ilyen a Huntigton-kér, a Parkinson-kér és az Alzheimer-kor is.
Kézponti molekulaja, amely kialakulasa utan harom iranyba agazik el az utvonal, az
L-kinurenin. Ezen metabolitbdl kinurenin-aminotranszferazok kdzremikddésével jon
létre a kinurénsav, amely egy neuroprotektiv tulajdonsaggal biré6 molekula, és az

altalunk vizsgalt analdgok kiindulasi metabolitja®.
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A kinurénsav egy polaros, kvinolinvazas molekula, amelyet Justus von Liebig
fedezett fel 1853-ban a kutyak vizeletében*®. A triptofan metabolizmus kinurenin
utvonalaval val6 kapcsolatat Ellinger bizonyitotta 1904-ben?®, tehat endogén modon
jelen van a szervezetben. Stroke esetén Kklinikai felhasznalasanak gatja
molekulaszerkezetében rejlik, mivel igen alacsony mértékben képes atjutni a vér-agy
gaton*¢. A kinurénsavnak tulajdonitott neuroprotektiv tulajdonsag a glutamat
felszabadulas gatlasan, reaktiv szabadgyok semlegesité képességén, és
gyulladascsokkenté hatasan alapszik. Kilénbdz6 receptorok mikodésének
modulalasara képes, amelyek kézétt megtalalhatéak az NMDA receptorok®®-3, a
nem NMDA tipusu glutamat receptorok (AMPA / kainat)>7-°86364 nikotinos acetilkolin
receptor®® és a GPR35%% nevl G-fehérjéhez kapcsolt receptor. A receptorok
mukddésének modulalasan tul a kilénb6z6 neurotranszmitterek felszabadulasanak
mértékére is hatassal van. Szakirodalmi adatok alapjan a kinurénsav extracellularis
koncentraciojanak enyhe noévekedésének hatasara is csdkken a glutamat, a
dopamin és a GABA koncentracidja, mig a KYNA koncentraciojanak enyhe
csbkkenésére az emlitett neurotranszmitterek koncentracidja emelkedni kezd az

agyban®®-73,

A kinurénsavat szamos pozitiv hatdsa miatt kivantak klinikai alkalmazasba is
vonni, de ez a kdzponti idegrendszer esetében nehézségekbe Utkdzik. Ennek okan
tobb iranyban is indult térekvés annak érdekében, hogy bejutasat
megkonnyitsék®'*2. Szegeden tobb évtizedes multra tekint vissza a kinurénsav
analdgok szintézise, amely eljarasok soran kilénb6z6 oldallancok kombinacidival
latjak el a kinurénsav vazat. Ezen analégok ischaemias stroke szempontjabdl valo

vizsgalatan alapszik a dolgozatom is.

Munkank soran célul tiztik ki, hogy in vitro elektrofiziolégiai rendszeriinkben
elészor fiziologias kortulmények kozott vizsgaljuk meg, a szdmunkra a
Gyogyszerkémiai intézet altal biztositott, kinurénsav analégokat. Olyan analégot
vagy analdgokat kerestiink, amelyek konzekvens hatassal rendelkeznek az altalunk
rogzitett fEPSP amplituddira mérésrél mérésre. Ez a hatas lehet gatl6 vagy facilitalo
is. Azon analogokat, amelyek ilyen konzekvens hatassal birnak, célunk volt in vitro

ischaemias modellben is, az un. OGD modellben vizsgalni, ahol azt figyeltik meg,

50



hogy melyik analég képes legalabb akkora vagy nagyobb toleranciat biztositani az
ingerelt idegsejthaldzat neuronjainak az ischaemiaval szemben, mint a kinurénsav.
A vizsgélat soran nagyobb toleranciat biztosito analdogokat neurotranszmitter
felszabadulasra tett hatasuk szempontjabdl is vizsgalni kivanjuk. Kollaboraciéban, a
Koérélettani Intézet munkatarsai segitségével célunk szuperfuziés rendszerben
vizsgalni az analdogok neurotranszmitter felszabadulasra gyakorolt hatasat. Végul,
célul tdztik ki, hogy a legnagyobb ischaemiaval szembeni toleranciat biztositd
kinurénsav-analégot in vivo is megvizsgaljuk a vér-agy gaton valé athaladasi
képességének szempontjabdl. A vizsgalat soran gydjtétt mintdkat a
Gydgyszeranalitikai Intézet munkatarsai tomegspektrometrias méréseknek vetik ala.
Az allatoktdl liquor, vérplazma és perfundalt agyszévetet gylijtottiink, az analog
beadasat kovetden 30, 60 és 120 perccel, valamint a negyedik kisérleti csoportban

24 o6raval. Pilot vizsgalatunkhoz az 6sszes minta begyUjtése megtortént.

In vitro vizsgalatainkat hippocampalis tulélé agyszeleten végeztik, amely
mérésekhez a hippocampus felépitése miatt kiléndsen alkalmas. Kuilénbdzd
rétegeket kildnboéztetiink meg neuroanatémiai felépitésében, amely rétegekben
kilén-kalon talalhatéak meg a sejttestek, az apikalis és a bazélis dendritek.
Méréseink soran Schaffer-kollateralis ingerlést végeztunk, amely Kkollateralisok
ingerlésével a CA1 régio apikalis dendritjein képesek vagyunk kivaltott valaszt
generalni. Ezen valaszok amplituddjanak mértékére tett analdéghatast vizsgaltuk. Az
OGD kisérletek soran, ugyanigy fEPSP-ket rogzitettlink, de az ischaemias tolerancia
méréséhez ischaemias korlilményeket kellett teremteniink az interface kamraban,
ahol a tulélé agyszelet-preparatumok vizsgalata tértént. Ehhez olyan mesterséges
cerebrospindlis folyadékot alkalmaztunk, amelyben a glikézt szachardzra
(OGD-aCSF) cseréltiik, és a folyadékot nem oxigénes karbogén gazzal (O, / CO, 5
% / 95 %), hanem nitrogénes karbogén gazzal (N> / CO; 5 % / 95 %) dusitottuk. Az
un. OGD-idét az OGD-aCSF kamraba érkezésétdl mértik a kivaltott aktivitas teljes
megszlinéséig, majd az Osszes mérést kovetben csoportonként atlagot

szamitottunk.

Fiziologias korUlmények kodzott tértént vizsgalataink soran hét analdgot

vizsgaltunk, ezek kozul 6t olyan analogot talaltunk, amelyek konzekvens hatassal

51



birtak a fEPSP amplituddk mértékére. Ezen hatasok k6zoétt talaltunk gatld és facilitalo
hatasu molekulat is. Az SZR73 és SZR104 jell analégok szignifikansan facilitaltak az
amplitudok mértékét, mig az SZR105 jeli molekula szignifikdnsan gatolta. Az
SZR106 jelli analdég szintén konzekvens hatassal birt, de jelentésen nem volt
hatassal az amplitudok nagysagara. Az SZR100 és SZR759 jell analdgok hatasa
nem volt stabil, mig az SZR198 jelid molekula vizes kdzegben vald disszociacioja
kérdéseket vetett fel benniink a molekula szerkezete miatt. igy OGD vizsgalatainkba
az SZR73, SZR104, SZR105 és SZR106 jel(i molekulakat vontuk be. Az ischaemiaval
szembeni toleranciaval kapcsolatban azt talaltuk, hogy az SZR105 és SZR106 még
a kinurénsavnal is kisebb toleranciat biztosit, mig az SZR73 és az SZR104 jelentésen
megndvelte azt, abban az esetben is, ha a kontroll csoportot valasztjuk statisztikai
kontrollnak és abban az esetben is, ha a kinurénsavval kezelt csoport a méréseink
kontrollja. A tovabbiakban az SZR73 és az SZR104 jeli molekula acetilkolin
felszabadulasra tett hatasat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a neurotranszmitter
relativ felszabadulasara egyik analdg sincs hatassal, mig a kinurénsav ndvelte a
felszabadulas mértékét. A vizsgalatok céljanak és a kisérletsorozat ivének kénnyebb
megértése miatt ismertetem in vivo kisérleti eredményeinket is, bar még nem késziilt
el az 6sszes mintank tomegspektrometrias vizsgalata. Korabban a szakirodalomban
leirtak, hogy az SZR104 analdég vér-agy gaton valo athaladasi képessége kb.
kétszerese a kinurésavénak’®. Ezen athaladasi képességét pedig ugy tinik, hogy a
mi in vivo vizsgalataink is igazolhatjak, mivel a legkisebb koncentracidoban beadva a
legrovidebb kisérleti id6 utan is nagy mennyiségben talalhaté meg a perfundalt

agyszoévetben.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az analégok vizsgalata nagy multra tekint
vissza Szegeden. Preklinikai vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy Iétezik olyan
analdég, amely a kinurénsavéhoz mérhet6 ischaemiaval szembeni toleranciat képes
biztositani a neuronoknak, és ez az analdg intakt szervezetben is megfelel6 mddon
képes a vér-agy gaton valo penetraciéra, azonban mindenképpen szikség lesz egy
in vivo ischaemias modell bedllitasara. Ezen modell bedllitasa hosszabb tavu terveink
kozott szerepel, amely vizsgalatot a fenti eredmények komplettalasa és 6sszegzése
utédn kivanunk &sszedllitani. Terveink kozoétt szerepel in vivo modellben vizsgalni

k6zépagyi-artéria elzarodas (MCAO) talajan kialakult ischaemias stroke mértékére
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gyakorolt analoghatasokat. Tovabba a neurotranszmitter felszabadulas
szempontjabdl a glutamat és a GABA felszabadulasara gyakorolt analéghatasokat is
vizsgalni kivanjuk.

Erdekes kérdéseket vetnek fel az eddig elvégzett vizsgalataink. Tovabbra is
kérdéses, hogy a legnagyobb OGD-toleranciat biztositd kinurénsav analdégok miért
ellentétes hatasuak fizioldgias kérilmények kdzott, mint a kinurénsav. Vajon milyen
uton képesek a vér-agy gaton keresztil jutni, melyik az a transzportmechanizmus,
amely atszallitia 6ket a védelmi halén. Ischaemias stroke soran a vér-agy gat
felépitésében szerepet jatszé endothélsejtek kdzott talalhaté szoros kapcsolatok is
nagy meértékben sérilhetnek, sét tartos magasvérnyomas-betegség soran is
ateresztébbé valhat a vér-agy gat a fiziologiashoz képest®?. Ennek okan
mindenképpen vizsgalni kell a kinurénsav atjutasi képességeit is intakt szervezetben
ischaemias korilmények kdzott. Tovabba az is kérdés, hogy a kinurénsav utvonal
mar intermediereinek termel6désére, €s enzimeinek aktivitdsara milyen hatast
fognak gyakorolni az analégok. Az eddig ismeretes, karos hatasokkal rendelkezé

aranyok iranyaba valo eltolédast mindenképpen meg kell akadalyozni.
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Kész6ndm a tdmegspektrometrias mérésekben nyujtott segitséget dr. Berkecz

Roébertnek és Vasas Gabriellanak.

K&széndm az Elettani, Szervezettani és ldegtudomanyi Tanszék minden
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IX. Osszefoglald

Az elmult évtizedek soran szamos kisérleti metodikaval, szamos tamadasi
ponton igyekeztek a kutatok olyan mddositasokat végrehajtani a kinurenin utvonallal
vagy magaval az utvonal intermediereivel, katalizal6 enzimeivel kapcsolatban,
amelynek hatasara az egészséges KYNA/QUIN arany fenntarthaté vagy ujra
elérhetd. Ennek oka, hogy szamos neurodegenerativ megbetegedés hatterében
felfedezték ezen arany eltolédasat, ilyen pl. a Huntington-koér, a Parkinson-kor és az

Alzheimer-kor is.

F& kutatasi témank az ischaemias stroke, amely a WHO halalt okozo betegségek
listdjan a masodik helyén szerepel, bar par éve még csak a harmadik helyen volt
megtalalhatd. Tovabba a szerzett rokkantsag f6 okakeént tartjak szamon. Ischaemia
soran az idegsejteket érinté karosodas egyik alapmechanizmusa a glutamat okozta
excitotoxicitas, amely az oxigén hiany miatt kialakulo, sejt- €s molekularis szinten
zajlo ischaemias kaszkad egyik részfolyamata. Kialakulasaban szerepet jatszik az
extracellularis glutamat-visszavétel sérilése, nagy mértéku felszabadulasa, valamint
a nagy mennyiségli Ca?* intracellularis térbe valé bejutasa. A kinurénsav az egyetlen
jelenleg ismert endogén NMDA-receptor antagonista, ami azért is jelentés, mert
glutamat receptorral rendelkezd ioncsatorna, amely a nagymennyiségu glutamat
felszabadulasanak hatasara tulmudkodik ischaemia soran. Ezenfelll szamos mar
terlleten is leirtak a kinurénsav pozitiv tulajdonsagait, amelyek szintén hozzajarulnak
neuroprotektiv  jellegéhez, ilyen pl. szabadgydk-semlegesitd vagy

gyulladascstkkentd hatasa.

Magyarorszagon évente 45-50.000 akut stroke-on atesett paciens kerdl a stroke
centrumokba. A paciensek nagy szazaléka valamilyen maradvanytiinettel kénytelen
egydtt élni, ami igen nagy terhet jelent a csaladoknak, a tarsadalomnak és az
egészségugynek is. Legfoképpen az iddseket érinti, azonban az érintettek ~25%-a a
60 év alatti korosztalybdl kerdl ki. A betegséget tulélé dsszes paciens mintegy 30 %-
a élete hatralévé részében maradvanytinetektdl szenved, amelyek kdzott a féloldali
bénulas, a beszédértési nehézségek, a szoétalalasi problémak és depresszio is

szerepelhet.
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Kutatécsoportunk a kinurénsav és analdgjainak vizsgalataval igyekszik
tamogatni ezen kutatasi tertletet. A Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerkémiai
Intézetében évtizedes multra tekint vissza a kinurénsav analdgok szintézise, amire
azért van szikség, mert a kinurénsav bar neuroprotektiv hatassal rendelkezik,
perifériasan adagolva csak nagyon kis mértékben jut at a var-agy gaton. Az eddigi
tapasztalatokra épitve vizsgaltunk kilénbdzd, ujonnan szintetizalt KYNA analogokat,

amelyek hatasa szinte teljesen ismeretlen volt.

Laborunkban hippocampalis tulélé agyszeleteken vizsgaltuk a kilénb6zé
analégok kivaltott aktivitasra, az extraszinaptikus serkenté mezdpotencialok
amplitudoinak nagysagara gyakorolt hatasat. Rendszerinkben in vitro
elektrofiziolégiai modszereket alkalmaztunk — el6szér fiziologias kdrilményeket
teremtve —, és a serkentd posztszinaptikus potencialokat szamitégépen
digitalizaltuk és rogzitettiik. A mezépotencialokban beallt valtozasokat az adatok

analizise soran 6sszegeztuk.

A stabil és megismételhetd hatassal rendelkez6 analégokat a kovetkezd
|épésben in vitro ischaemias rendszerinkben, oxigén-gliikoz deprivaciés modellben
vizsgaltuk. Ennek Iényege, hogy mesterséges ischaemiat idézink el a tulélé
agyszelettartd kamraban azzal, hogy az eddig rendelkezésre all6 glikozt
szachardzra cseréltik, a vizsgalati rendszert pedig oxigén helyett nitrogénnel
dusitottuk. Ekkor az ingerelt neuronhal6zat nem képes tartdosan fenntartani
valaszado-képességét, mivel az ischaemia hatasara a sejtek funkcionalis karosodast
szenvednek. Vizsgalataink soran arra kerestik a valaszt, hogy van-e olyan uj

kinurénsav-analdg, amely segiti a valaszado-képesség hosszabb fenntartasat.

A Kkisérletek soran taldltunk két olyan analégot, amelyek képesek ezen
valaszado-képességet hosszabb ideig fenntartani, mint a kinurénsav. Ezen
analdgokat vizsgaljuk neurotranszmitter felszabadulasra gyakorolt hatasuk és in vivo

vér-agy gat athaladasi képességik szempontjabdl is.

Jelenleg az acetilkolin felszabadulasara gyakorolt hatassal kapcsolatban vannak
eredmények, amelyeket kollaboracioban a Korélettani Intézet munkatarsaival
végeztink. A szuperfuziés mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a kinurénsav

facilitalta a neurotranszmitter relativ felszabadulasat, mig az analégok nem voltak ra
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hatassal. Tervezzik még a glutamat és a GABA neurotranszmitterek

felszabadulasara gyakorolt hatasokat vizsgalni.

Az in vivo vér-agy gaton vald athaladas vizsgalatahoz az allatokat az egyik
lateralis farokvénan keresztill oltottuk a fizioldgias séban oldott analdggal. Osszesen
12 csoportba (3 koncentracio, 4 idépont) osztottuk az allatokat; majd liquor, plazma
és perfundalt agyszdovet mintat gyljtoéttink. A mintaink analég tartalmat a
Gydgyszeranalitikai Intézet munkatarsai tomegspektrométerrel vizsgaljak. Az
el6zetes eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az SZR104 jell analdg a legkisebb
beoltott koncentraciéban (15 mmol/ttkg), az oltds utan 30 perccel jelentds

mennyiségben megjelenik az agyszdvetben.

Hosszabb tavu tervink &sszeallitani egy olyan in vivo Kisérletsorozatot,
amelyben a kozépagyi-artéria elzarodas (MCAo0) talajan kialakult ischaemias

karosodas kiterjedésére gyakorolt analéghatast vizsgaljuk.
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X.  Summary

In the last decade many research labs examined the analogues of kynurenic acid.
Presently, this molecule is the only known endogen N-methyl-D-aspartate receptor
antagonist have neuroprotective effect. The examinations described more positive
effects in the field of immunology and other neurodegenerative diseases, too.

In our lab we focused on ischaemic stroke, and we try to find an analogue of
kynurenic acid have similar effects. The molecules we examined was synthetized by
co-workers of Institute of Pharmaceutical Chemistry.

Firstly, we examined the molecules by in vitro electrophysiological method under
physiological circumstances. Hippocampal rat brain slices were used. The field
excitatory postsynaptic potentials were registered on computer. In case, the
molecule has consequence effect on the activity of hippocampal pyramid neurons,
we took it in the second phase.

Secondly, the analogues which have consequence effect, we took them into in vitro
oxygen-glucose deprivation model. There were four molecules which we examined
in this method, and the best was the as known as SZR104 analogue.

Thirdly, effects of analogues were examined on neurotransmitter release in
collaboration with Department of Pathophysiology. Changes of kynurenic acid
concentration has effect on extracellular concentration some neurotransmitter,
include glutamate, y-butyric-acid, dopamine and acetylcholine. So, it is necessary to
know the effects of the analogues on neurotransmitter concentrations. In this thesis
was presented the effects on acetylcholine release.

Finally, we try to prove the presence this molecule in brain tissue, in liquor and in
plasma after tail vein injection in rats. We administered the molecule in three
concentrations and used four periods after administration until terminated the
animals. The samples were analysed with mass spectrometry by co-workers of
Institute of Pharmaceutical Analysis. About the preliminary results we can told, that
the molecule SZR104 administered the smallest concentrate (15 mmol/ bwkg) after
the shortest time (30 minutes) is present in a detectable manner the brain tissue.
The results above are important because the starting molecule kynurenic acid has
a poor ability to penetrate through the blood brain barrier, so we cannot use as a

medicine in acute ischaemic stroke.
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Our long-lasting plan to make an in vivo examination method to investigate the
SZR104 under ischaemic condition in vivo. Furthermore, we would like to know more
about the molecular effect of this analogue.

And why is this research so important? The ischaemic stroke is the second leading
cause of death worldwide. Annually, in Hungary admitted 45-50 thousand patients
with acute ischaemic stroke in ambulance and emergency rooms. Thirty percent of
these patients must live with residual symptoms (motion impairment, difficulty with

speaking, paralysis on one or both side) after stroke.
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