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1. BEVEZETES

Szamos kisérleti és klinikai tanulméany kimutatta, hogy az endogén triptofan metabolitok,
koztik a kinurénsav (KYNA), nagyon sok neurofiziolégiai és neuropatofiziologiai
mechanizmusban vesznek részt ¢és fontos szerepet jatszanak az immunvalaszok
szabalyozasaban is. Mivel a KYNA nem jut 4t a vér-agy gaton, sziikség volt olyan KYNA
analogokat  szintetizdlni  (példaul az  SZR104;  N-(2-(dimethylamino)ethyl)-3-
(morpholinomethyl)-4-hydroxyquinoline-2-carboxamide), amelyek ezen a barrieren atjutnak, s
ezaltal lehetséges kezelést nyujthatnak a neurodegenerativ és neuroinflammatorikus
folyamatokkal szemben.

A mikroglia sejtek a kozponti idegendszer (KIR) sajat immunsejtjei, amelyek az
idegszoveg homeosztazisanak megvaltozdsa esetén komplex celluldris és molekularis
mechanizmusokkal valaszolnak. Sériilés vagy gyulladds esetén az aktivalt mikroglia
morfoldgiaja megvaltozik, nagyobb mértékben expresszal fo hisztokompatibilitasi antigéneket
¢és fagocitotikussa valik. Ezen tilmenden inflammatorikus citokineket és mas, potencialisan
citotoxikus anyagokat is felszabadit, amelyek fokozzak a gyulladdsos valaszokat azaltal, hogy
a 1ézi6 vagy a sériilés helyére mas sejteket toboroznak és aktivalnak. A mikroglidkban gyulladas
hatasara példaul megndvekedhet a C-X-C motivum kemokin ligand 10 (CXCL10) szekrécidja.
A CXCL10 kemotaxist, apoptozist, a sejt novekedésének gatlasat és angiosztazist indukal. A
CXCL10 és receptora (C-X-C motivum kemokin receptor 3) fontos szerepet tolt be a leukocitak
vandorlasdban ¢és a gyulladt szovetekbe torténd infiltracidban, valamint a gyulladés
fenntartdsaban, ami szovetkarosoddshoz vezethet (ilyen mechanizmusok figyelhetok meg a
sclerosis multiplex patofizioldgidja soran is). Ehhez hasonléan a C-C motivum kemokin
receptor 1 (CCR1) és ligandjai is szerepet jatszanak a sclerosis multiplex patogenezisében.

A sejtmagi DNS a kromatin struktirat kialakité hiszton fehérjékkel asszocialt. Az
eukaridta sejtek azon képességét, hogy meglrizhessék valtozatos fenotipusukat, a DNS
molekula kémiai modosuldsai, a kromatinhoz kapcsolodd fehérjék aktivitdsa és a hiszton
fehérjék nagyszamu és valtozatos poszttranszlaciés modositasa (PTM) biztositja. Habar a
hisztonok tipikusan a sejtmagban talalhatok, ahol a transzkripciot szabalyozzédk, sokféle
funkciot lathatnak el kiilonb6z6 cellularis és extracellularis helyeken is. Ha extracellularis
miliébe keriilnek, sériilés-asszocialt molekularis mintdzattd (damage-associated molecular
pattern; DAMP) vélnak, amelyek gyulladast, citotoxicitast, koagulaciot és apoptdzist okoznak.
A hiszton médosulasok (acetilacid, metilacid, foszforilacio, ubikvitinacid stb.) olyan PTM-ok,
amelyeket a sejtmagban a megfeleld enzimek hoznak létre. Ebbdl kovetkezden a transzkripcid

folyamata nagyon valtozatos, mert a modositott hisztonok és a DNS molekula eltéré modon
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Iéphetnek kolcsonhatasba egymaéssal. A sejtmagbdl transzportalodd kiilonféle modositott
hiszton citoplazmatikus akkumulécioja valdszintileg cellularis stressz eredménye. A hiszton
moédosulasok kulcsfontossagu epigenetikai szabalyozd elemek, amelyek szdmos cellularis
funkcidban jatszanak szerepet. A specifikus hiszton PTM-ok kozvetleniil, helyspecifikusan
aktivaljak vagy csendesitik a transzkripciot, igy kiemelt szerepiik van a génexpresszid
szabalyozasaban. A hiszton metilacioja a lizin (lys (K)) és arginin oldallancnal viszonylag
stabil, igy a genom specifikus régidiban megjelend epigenetikai informacid potencialis
hordoz6ja. A H3 hisztonfehérje szamos monometildcidja (pl. H3K9mel, H3K27mel
¢sH3K79mel) és néhany dimetilacidja (pl. H3K36me?2) az aktiv transzkripcids folyamatokhoz
kothetd, mig més dimetilaciok (pl. H3K9me2) és a legtdbb trimetilacié (pl. H3K9me3,
H3K27me3, H3K79me3) génrepresszids szerepet tolt be.

Munkank soran a KYNA ¢és analogja, az SZR104 hatasait tobb Osszefliggésben
vizsgaltuk meg: (a) hogyan valtozik meg a mikroglia sejtek fagocitotikus aktivitasa, (b) milyen
epigenetikai valtozasok kdvetkeznek be gyulladés hatdsara a hiszton metilacidoban és (¢) hogyan
valtozik a mikroglia sejtekben a metilalatlan és metilalt hisztonok eloszlasa és lokalizacidja. A
CXCL10 és CCR1 gyullad4sos markerek mellett a modositatlan H3 hiszton és metiladciojanak
(H3K9me3 és H3K36me2) kvantitativ szintjét is mértiikk, amely moédositasok ellentétesen
hatnak a génexpresszio szabalyozéasara és részt vesznek az immunmodulédcioban is; ehhez
western blot analizist €s tobbszoros fluoreszcens jeldlésli immuncitologiai modszereket hivtunk

segitségiil.

2. CELKITUZESEK

A KIR-ben a kinurenin metabolikus utvonal szamos fiziologiai ¢€s patofiziologiai
mechanizmusban jatszik szerepet, amelyek koziil az immunmodulétor folyamatokat is kezdjiik
megismerni. Mivel a KYNA immunszuppressziv hatdsok szabdlyzasaban is részt vesz, ezért
ugy véltiik, hogy a gyulladasi mechanizmusok és mikroglia funkciok tanulmanyozéasidhoz egy,
a vér-agy gaton atjutd analdogot is megvizsgalunk, amely a neurodegenerativ ¢és
neuroinflammacids megbetegedések gyodgyitdsdhoz is szolgaltathat informaciot.

A mikroglia sejtek aktivaciojakor szamos cellularis és molekularis folyamat figyelhetd
meg. E sejtek aktivalt allapotban gyulladési citokineket és mads, potencidlisan citotoxikus
anyagokat termelnek (példdul a CXCLI0 vagy a CCRI1 és ligandjaik), amelyek az
inflammatodrikus valaszokat tigy befolyasoljak, hogy mas sejteket aktivalnak és toboroznak a
sériilés vagy 1ézi6 helyén. A hiszton mddosulasok kulcsfontossagl epigenetikai szabalyozok,

amelyek szamos cellularis funkciét befolyasolnak (pl. gyulladas, koagulacid, apoptozis).
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Vizsgalatainkban a célkitlizéseink a kdvetkezdk voltak:

1) meghatarozni, vajon a KYNA ¢és az SZR104 megvaltoztatja-e a mikroglia sejtek
funkcidit (pl. fagocitotikus aktivitas);

2) meghatarozni, vajon a KYNA ¢és az SZR104 befolydsolja-e az epigenetikai
mechanizmusokat gyulladasos allapotban a hiszton metilacid6 modositasa révén a
mikroglia sejtekben;

3) meghatarozni, vajon a KYNA és az SZR104 hatassal van-e a metilalatlan és a metilalt

hisztonok intracelluléris eloszlasara, illetve lokalizaciojara a mikroglia sejtekben.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalatokhoz meghatarozott tisztasaghh (>98%) madasodlagos mikroglia kultarakat
hasznaltunk, amelyek 0jsziilott Sprague-Dawley patkany eldagyabol szarmaztak. A tenyésztés
6. napjan (subDIV6) a mikroglia-dusitott masodlagos tenyészeteket Dbakterialis
lipopoliszachariddal (LPS; 20 ng/ml végkoncentracid, Dulbecco’s Modified Eagle Medium-
ban (DMEM) oldva), KYNA-val (1 uM végkoncentracio, DMEM-ben oldva), SZR104-gyel (1
uM végkoncentracio, DMEM-ben oldva), illetve ezek kombinacidival (LPS + KYNA vagy
LPS + SZR104) kezeltiink. Az LPS kezelés széleskdrben elfogadott és hasznalt gyulladasi
modell. Hat kiilonb6z6 kezelési csoportot alakitottunk ki: (a) kontroll (kezeletlen) kulttrak, (b)
20 ng/ml LPS-kezelt kultardk, (¢) 1 uM KYNA-kezelt kultardk, (d) 1 uM SZR104-kezelt
kultarak, (e) LPS + KYNA-kezelt kulturdk (az el6zdekben jelolt dozisban) és (f) LPS +
SZR104-kezelt kultirdk (az el6zéekben jelolt dozisban). A madsodlagos tenyészeteket
immuncitokémiai és western blot modszerek segitségével értékeltiik ki, amelyekhez kiilonféle
antitesteket hasznaltunk: egy mikroglia-specifikus fehérje (CD11b/c), két gyulladasi marker
fehérje (CXCL10 és CCR1), egy modositatlan core-hiszton (H3) és két specifikus hiszton H3
lys modositott fehérje (H3K9me3 és H3K36me?2) elleni antitestet. A mikroglia sejtekben a
folyadék-tazisu fagocitotikus kapacitast fluoreszcens mikrogydngyok (2 um atmérd; 2 pl 2,5%-
os fluoreszcens mikrogydngyok folyékony szuszpenzidgja 2 ml DMEM-ben) 60 perces
inkubdcios iddvel torténd felvételével hataroztuk meg.

A western blotok sziirkedrnyalatos digitalis képeit az autoradiografids filmek
szkennelésével hoztuk létre (Epson Perfection V750 Pro asztali szkenner). A digitalis képeket
a mérések Osszehasonlithatosdga érdekében azonos bedllitdsokkal dolgoztuk fel. Az
immunreaktiv sdvok denzitometrids méréséhez az egyes mintakbol azonos mennyiségli fehérjét
vittiink fel, majd a szamszerisitett adatokat a kontrollhoz viszonyitott szazalékban hataroztuk

meg. A statisztikai dsszehasonlitdsokndl egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), illetve
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Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk, ahol a valosziniiség értéke p<0,05 volt. A szdmadatokat
kozépértek + a kozépérték standard hibdja (SEM) formatumban tiintettiik fel; mindegyik
esetben legalabb 6t, egymastol fiiggetlen kisérletet végeztiink el.

Az immunfluoreszcens mintakbol Leica DMLB epifluoreszcens mikroszkop és Leica
DFC700 T CCD kamera segitségével digitalis felvételeket készitettiink, amihez a LAS X
Application Suite X (Leica) programot hasznaltuk. Az immunfluoreszcens képek kvantitativ
mikroszkdopos analizisét és a fluoreszcens mikrogyongyok mérését Imagel (v 1.47) program
segitségével végeztiik el. A hiszton immunjelek intracellularis lokalizacidjanak vizsgalatdhoz
az egész sejt, valamint kiilon a sejtmag denzitasat, teriiletét és az integralt optikai denzitdsat
(fluoreszcencia/teriilet) is megmértiik. Ezek alapjan javitott teljes sejt fluoreszcencia (corrected
total cell fluorescence; CTCF) értékeket szamoltunk (CTCFegesz sejt — CTCFiejimag). A statisztikai
Osszehasonlitasokat SigmaPlot program segitségével végeztiik el; Kruskal-Wallis egyiranyu
varianciaanalizis segitségével kaptuk meg az eredményeinket, majd ezt kdvetden a Dunn
metodikat alkalmaztuk a paronkénti tobbszords Osszehasonlitdsokhoz, a csoportok kozotti

statisztikailag szignifikans kiilonbségek megallapitasara.

4. EREDMENYEK

4.1. A KYNA és az SZR104 csokkenti az LPS-indukalt CXCL10 fehérje szintjét, mig a
CCRI1 szintet differencialtan modositja

Kezeletlen (kontroll) és kezelt mikroglia-dusitott masodlagos sejtkulturakbol (subDIV7)
szarmazo CDI11b/c-vel jelolt mikroglia sejtekben az LPS kezelést kovetden a CXCL10
gyulladasi marker immunreaktivitasa nagymértékben megnovekedett. Az LPS kezelés hatasara
tipikus amoéboid morfolégiat és a CXCL10 immunreaktivitds citoplazmaba lokalizal6dasat
figyeltiik meg. A KYNA vagy az SZR104 egyediili, illetve LPS-sel kombinalt kezelései utan a
tenyészetek CXCL10 immunreaktivitdisa a kontroll szintre csokkent. Kvantitativ
fénymikroszkopos mikrodenzitometrids analizis segitségével azt is kimutattuk, hogy LPS
kezelést kovetden a CXCL10 fehérje immunreaktivitdsa a mikroglia sejtekben megemelkedett
(koriilbeliil a négyszeresére), mig a KYNA vagy az SZR104 6nmagéban, illetve az LPS-sel
kombinalt kezelések utdn szignifikansan, a kontroll szintre csdkkentette a CXCL10 szintjét.
Hasonld, de gyengébb valasz volt megfigyelhetd kontroll és kezelt sejtekben egy maésik
gyulladési marker, a CCR1 immunreaktivitisaban is. Az LPS-sel kezelt kultardkban a
kontrollhoz viszonyitva a CDI11b/c-jelolt mikroglia sejtek CCRI1 immunreaktivitdsanak
novekedését figyeltik meg. Kvantitativ fénymikroszkopos mikrodenzitometrids analizis

segitségével kimutattuk, hogy a sejtkultirdban a CCRI1 szintje LPS kezelést kdvetden
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szignifikansan, 48%-kal megnovekedett, mig a KYNA vagy az SZR104 kezelés dnmagaban,
illetve az LPS + KYNA kombinalt kezelés hatastalannak bizonyult. Erdekes médon az LPS +
SZR104 kombinalt kezelés hatdsira a CCRI1 szintje az LPS-kezeléshez viszonyitva
szignifikansan lecsokkent a kontroll csoport szintjére. A kvantitativ western blot analizisnél azt
figyeltiik meg, hogy a CCRI immunreaktivitdsa az LPS kezelést kdvetden szignifikdnsan
megno6tt. A KYNA €s az SZR104 egyediil, illetve LPS-sel kombindlva sem okozott szignifikdns

valtozéast a CCR1 szintjében.

4.2. A KYNA és az SZR104 gatolja a mikroglia fagocitozist

Az LPS-sel kezelt sejttenyészetekben a mikroglia sejtek fagocitotikus aktivitasa szignifikansan
megnovekedett. A kezeletlen kultirdkban ez az aktivitas alacsony szintii: az egy sejtben mért
mikrogyongyok szama atlagosan kettd. LPS kezelést kovetden ez a szam nagymértékben
megnovekedett, egy sejtben atlagosan kilenc fagocitalt mikrogyongy figyelheté meg. Az LPS-
sel kezelt kombinalt tenyészetekben a KYNA vagy az SZR104 kezelés meggatolta a
mikrogyongyok fagocitdzisdnak emelkedését, s az a kontroll szintre tért vissza. A KYNA ¢és az
SZR104 gatlo hatasa statisztikailag szignifikdns volt. A kvantitativ western blot alapjan a
masodlagos sejttenyészetekben mért Ibal fehérje (mikroglia marker) expresszidja nem
valtozott a kiilonbozé farmakologiai anyagokkal (LPS, KYNA ¢és SZR104) valo kezelés

hatasara sem.

4.3. A KYNA és az SZR104 megvaltoztatja a H3 hiszton intracellularis eloszlasat és a H3
lys metilacios mintazatat

A mobdositatlan H3 hiszton fehérjék tovabbi PTM-ok forrasai lehetnek. Bar a H3
immunreaktivitas jelen volt a kezeletlen mikrogliak citoplazmdjaban és sejtmagjaban is, a H3
hiszton legnagyobb mennyisége a sejtmagi import kdvetkeztében a magban halmozodott fel.
Erdekes, hogy a legtobb kisérleti manipulacié (kivéve az LPS + SZR104 kezelés)
eredményeként a H3 hiszton akkumulacidja mind a sejtmagban, mind pedig a citoplazmaban
megnovekedett, ami azt jelezte, hogy mindkét vegyiilet ndvelte a fehérje de novo szintézisét és
a sejtmagi importot. A kezelések koziil a KYNA hatdsara volt a leger6sebb a modositatlan H3
fehérje sejtmagi akkumuléacidja. Amikor az LPS és az SZR104 kezeléseket kombinaltuk, sem a
sejtmagi, sem a citoplazmatikus H3 immunreaktivitdis nem valtozott meg a kontrollhoz
viszonyitva. Ezt a megfigyelést a H3 immunjelek kvantitativ denzitometria soran mért értékei
is alatdmasztjak. A sejtmagi CTCF értékek a kontrollhoz viszonyitva egyediil az LPS vagy a

KYNA kezelést kovetden novekedtek meg szignifikdnsan, azonban az LPS-kezelésekhez
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viszonyitva az LPS + KYNA és az LPS + SZR104 kombinalt kezelés hatasara ez az érték
szignifikansan lecsokkent. Ezzel szemben, a citoplazmatikus CTCF értékek egy csoport
kivételével (LPS + SZR104 kezelés) mindenhol magasabbak voltak. Tovabba, a
citoplazmatikus H3 szintjei is kiilonboztek a kombinalt kezelésekben: az LPS + KYNA kezelés
esetében példaul novekedett, mig LPS + SZR104 kezelésnél csokkent a citoplazmatikus H3
fehérje szintje a kontrollhoz viszonyitva. A sejtmagi €s a citoplazmatikus H3 hiszton eloszlés
az LPS + SZR104 kezelésben hasonl6 volt a kezeletlen mikroglidkban latottakhoz.

Ha a H3 hiszton citoplazmatikus szintjét western blot segitségével kvantitativan
vizsgaltuk, csak az LPS + KYNA kezelésnél mutatkozott szignifikans névekedés. Ennek oka
valdsziniileg az, hogy a western blot eldkészitésekor alkalmazott denaturdl6 koérnyezet miatt a
H3 fehérje szerkezete megvaltozott, s bizonyos immunreaktiv tulajdonsiagok csak az
immuncitokémiai modszerekkel egyedileg azonositott sejtekben voltak észlelhetdk.
Vizsgalataink azt mutattdk, hogy kezeletlen (kontroll) és kiilonb6zé anyagokkal kezelt
mikroglia-dusitott masodlagos tenyészetekben (subDIV7) a CD11b/c jelolt mikroglia sejtekben
a H3K9me3 immunpozitivitdsa az LPS kezelést kdvetden a tobbi csoporthoz viszonyitva
megnovekedett.

Noha erés H3K9me3 immunreaktivitast detektaltunk mind a sejtmagban, mind pedig a
citoplazmaban az LPS kezelést kovetden, az LPS-t KYNA-val vagy SZR104-gyel kombinalva
csOkkenést tapasztaltunk. Kvantitativ fluoreszcens mikrodenzitometrids moddszerek
segitségével kimutattuk, hogy a H3K9me3 fehérje akkumulécioja az LPS kezelést kdvetden a
sejtmagban volt szignifikdns, de LPS + KYNA, illetve LPS + SZR104 kombinalt kezelések
sordn ez a felhalmozddas csokkent. A KYNA 6nmagaban nem okozott szignifikans valtozast a
kontrollhoz viszonyitva. Az SZR104-nek erdteljesebb gatld hatasa volt a H3K9me3
citoplazmatikus H3K9me3-at vizsgaltuk: a KYNA vagy az SZR104 6nmagéban, illetve az
SZR104 LPS-sel kombindlva is, visszadllitotta az LPS-okozta H3K9me3 fehérje
az SZR 104 erésebbnek bizonyult, mint a KYNA.

Amikor a H3K36me2 immunreaktivitdsanak intracellularis eloszlasat mértiik CD11b/c
jelolt mikroglia sejtekben, az immunjel az LPS kezelést kovetéen a kontroll csoporthoz
viszonyitva megnovekedett és kizarolag csak a mikroglidk sejtmagjaban volt megfigyelhetd.
Mas kezelés nem volt észrevehetd hatassal a H3K36me2 immunreaktivitasara, igy példaul az
LPS + SZR104 kezelés sem okozott eltérést a sejtmagi H3K36me2 szintjében, a kontroll

értékhez volt hasonlo. A H3K36me2 immunpozitiv jelek kvantitativ mikrodenzitometrids
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mérése kimutatta, hogy az LPS kezelés dramaian megndvelte a H3K36me2 mennyiségét a
CD11b/c jelolt mikroglidk sejtmagjaban, mig a tobbi kezelés csak kisebb hatassal birt. Rdadasul
a KYNA vagy az SZR104 onmagaban, illetve LPS-sel kombindlva a H3K36me2 jelet
szignifikansan csokkentette az LPS kezeléshez viszonyitva. Kisérleteinkben extracelluldris

hiszton nem volt detektalhato.

5. MEGBESZELES

Az endogén kinurenin rendszer befolyasolja az immunrendszer miikodését. Ujabb vizsgalatok
arr6ol szamolnak be, hogy szdmos, gyulladassal kapcsolatos marker fehérje mennyisége a
KYNA vagy KYNA analég kezelést kovetden lecsokken. A lehetséges szabalyozo az IDO, a
kinurenin tvonal kulcsenzime, amelynek csak nemrég fedezték fel az immunitasban betdltott
fontos modulator szerepét. Mivel a KYNA, mint az endogén kinurenin rendszer metabolitja,
antiinflammatorikus tulajdonsagokkal rendelkezik, tudni szerettiik volna, hogy hatdsa talmutat-
e az intermedier metabolizmuson vagy az intracelluldris jelatviteli Utvonalakon, valamint
befolyasolja-e a hiszton metabolizmust és/vagy ezen fehérjék intracellularis transzportjat. Azt
kivantuk megvizsgélni, (a) hogyan viselkedik a KYNA ¢és a vér-agy gaton atjut6 analogja, az
SZR104 mikroglia tenyészetben; (b) hogyan véltoztatja meg a fagocitotikus aktivitast mikroglia
sejtekben  kisérleti koriilményeink kozott; (c) hogyan befolyasoljak a pro- és
antiinflammatorikus jelek a hisztonfehérjék metilaciojat; és (d) hogyan valtozik a modositatlan
¢és a metilalt hisztonok intracelluléris lokalizacidja gyulladast kivalto vagy gyulladast csokkentd
szerek hataséra.

Kisérleteinkben elsdként azt vizsgaltuk, hogy a KYNA ¢és az SZR104 rendelkezik-e
antiinflammatorikus tulajdonsagokkal. Ezt az LPS-kezelésre bekovetkezé6 CXCL10 és CCR1
termelés csokkenésével igazoltuk. Eredményeink megerdsitik azokat a korabbi tanulmanyokat,
amelyek hasonlé CXCL10 csokkenést mutattak ki mas gyulladascsokkentd szerekkel kezelt
aktivalt mikroglia tenyészetekben. Mig a KYNA ¢és az SZR104 kezelés lecsokkenti a LPS-
okozta CXCLI10 immunreakciot, addig az LPS + SZR104 kombinalt kezelés szignifikdnsan
gatolja a CCR1 immunreaktivitdst ebben a kisérletben. A KYNA ¢és az SZR104 strukturalis
kiilonbsége lehet az oka annak, hogy ezek az anyagok kiilonb6z6 valaszokat valtottak ki a
vizsgalatok soran. Mivel nagy tisztasdgu mikroglia tenyészeteket hasznaltunk, igy ez volt az
els0 alkalom, hogy ezekre a vegylletekre mikroglia-specifikus immunvalaszokat
azonosithattunk.

A fagocitalt mikrogyongyok szama az LPS-kezelést kovetden tobb mint négyszeresére

emelkedett, ami valdsziniileg a Toll-szerii receptor 4 (TLR4) és a tranziens receptor potencial
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ankyrin 1 és 4 (TRPALI, 4) receptorok stimuladlasara vezethetd vissza. Ezek a receptorok olyan
membran és citoplazmatikus folyamatokban vesznek részt, amelyek fagocitozishoz vezetnek;
egyrészt megnovelik a membran Ca™ permeabilitasat és a citoplazma kation koncentracidjat
(TRPA hatés), mésrészt szabalyozo hatassal vannak a génexpressziora is (TLR4 hatés). A
KYNA ¢és az SZR104 kezelés hatasara ezeknek a sejteknek az LPS kezelést kovetden
megndvekedik a fagocitotikus aktivitasa. Ugy véljiik, hogy a KYNA és az SZR104 in vitro
kortilmények kozott gatolja az LPS hatasat, ami els6sorban a TLR4 represszidja révén valosul
meg ugy, hogy feloldja a gyulladashoz kapcsolodo gének szabalyozasat, megakadalyozva ezzel
a fagocitozist. Ezen tilmenden a KYNA ¢és az SZR104 kdzvetleniil eldsegiti a gyulladasgétlo
tumor nekrozis faktor-stimuldld gén-6 (TSG-6) expresszidjat, valamint ezzel egyidében
csokkenti a tumor nekrozis faktor-o (TNF-a) termelést monocita sejtkultirakban. Ez a jelenség
valdsziniileg a citoplazmatikus aril-hidrokarbon receptoron keresztiil valosul meg, mivel az
irodalomban talalhatd kisérleti bizonyitékok arra utalnak, hogy a KYNA az aril-hidrokarbon
receptor-asszocialt (AHR) jelatviteli titvonal endogén ligandja és mieloid sejtekben az AHR
jeluton gatolja a fagocitdzist.

A KYNA ¢és az SZR104 erds gyulladascsokkentd hatdsa mind a gyulladdsos marker
fehérjékre, mind a hiszton metilacidés markerekre hatassal volt mikroglia-disitott kulturdkban.
Kimutattuk, hogy a KYNA ¢és az SZR104 hataséara az LPS kezelést kovetden a H3K9me3 és a
H3K36me2 immunreaktivitdsa visszatér a kontroll (kezeletlen) szintre. Eredményeink arra
utalnak, hogy LPS kezelés utan a metilalt H3K9 fehérjék sejtmagbol torténd citoplazmatikus
transzlokacidja a mikroglia immunstresszre adott sejtvalasza. A metilalt hisztonok ilyen
transzlokacidjat a KYNA ¢és az SZR104 csokkentheti vagy gatolhatja; ez megerdsiti ezeknek a
szereknek a gyulladdscsokkentd hatasat a mi kisérleti elrendezésiinkben. Azt is megfigyeltiik,
hogy a KYNA ¢és az SZR104 eltérd hatdssal van a citoplazmatikus H3 lokalizacidjara: az LPS
+ KYNA hatasara megnovekszik, mig LPS + SZR104 hatasara visszaall a citoplazmatikus H3
fehérje szintje a kontroll értékre. A KYNA ¢és az SZR104 eltérd hatdsai mogott meghuzodo
részletes molekuldris mechanizmusokat még nem ismerjiik.

A hisztonok alapvet6 strukturalis és funkcionalis komponensei a kromatinnak. Ezek a
fehérjék tipikusan a sejtmagban helyezkednek el, de extranukledris és extracellularis funkcidval
is rendelkeznek. Az extracelluldris hisztonok hozzajarulnak példaul a bakteridlis fertdzést
kovetd endotél diszfunkcidhoz, veseelégtelenséghez, illetve szepszis soran bekdvetkezett
halalhoz. Korabbi tanulmanyok leirtdk a hisztonok citoplazmatikus akkumulacidjat is bizonyos
patologias allapotokban. LPS altali mikroglia aktivacioban a DNS sériil és a genom instabilitasa

figyelhetd meg.
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A hisztonok PTM-ainak véltozasa egy fontos folyamat része, amely kiilonb6z6
cellularis funkcidkat befolyasol, tobbek kdzott szabalyozza a transzkripciot, a génexpresszio-
gatlast és az immunitast is. A metilacios helyek befolyasoljak példaul az epigenetikai faktorok
kotddését a hiszton farkakhoz, amelyek megvaltoztatjdk a DNS-nek a hisztonfehérjékkel
szerint neurondlis kultirdban harom, a triptofan metabolikus utbol szarmazé metabolitot
talaltak (kinurenin, 3-OH-kinurenin és antranilat), amelyek a H3K4 trimetilaciot megndvelték,
fokozva ezaltal a génexpressziot a hippocampusban (kivéve a pan-neurondlis kddold
markereket). Dimetildlt és trimetilalt H3K9 helyek, azaz transzkripciondlisan repressziv
markerek gyakrabban talalhatok meg csendesitett géneknél és jellemzdk a heterokromatikus
régiokra. A H3K9me3 szerepet jatszik a kromatin felnyitdsaban a gyulladdsos gének
promoétereinél, de kezelés-rezisztens tumorok esetében is ezek szignifikdnsan megnovekedett
szintjét figyelték meg. A magas gliikkoztartalom mellett tenyésztett makrofag kultirdkat a
fiziol6gias mennyiségii gliikozt tartalmazo tenyészetekkel 6sszehasonlitva azt lathatjuk, hogy a
citokin gének expresszidja megndvekedett €s a H3K9me3 szintje lecsokkent. Adataink szerint
a modositatlan H3 hiszton fehérjék és a gyulladasos marker fehérjék (példaul a CXCL10 és a
CCRI1) expressziojat valdszinlileg egymastdl fiiggetleniil mas pro- és antiinflammatorikus
anyagok szabalyozzak, illetve a hisztonfehérjék és a metilalt formdaik szubcellularis
lokalizaciojat — még azonositatlan mechanizmusok révén — mind a pro-, mind az
antiinflammatorikus szerek befolyasolhatjak.

Kisérleti eredményeinket korabbi irodalmi adatok is aldtdmasztjak:

1) A KYNA ¢és az SZR104 gyulladascsokkentd hatdsa csokkentheti a TNF-a
termelddését és novelheti a TSG-6 expresszidjat, mig az interleukin-1f szintet szepszisben
megemelheti. Megjegyzendd, hogy az IDO-nak, a kinurenin jelut egyik kulcsenzimének az
immunitasban betoltott szerepére csak nemrégiben deriilt fény, tovabb hangsulyozva ennek a
rendszernek az immunmoduldlo funkcidban betoltott egyre fontosabb szerepét.

2) Az SZR104 és a KYNA altal okozott mikroglia fagocitozis gatlas az AHR utvonalon
keresztiil valdsulhat meg, ami TLR4 expresszio csokkenést okozhat, citoszkeletalis
valtozasokat indukalhat vagy az NF-kB jelatviteli utvonalat modosithatja.

3) A hiszton metilaciés modositasok valtozasai a gyulladdsos valaszok szabalyozasaban
fontos folyamatnak tekinthetdk, mivel elnyomjak a gyulladasos fehérjék szintézisét. A
hisztonok citoplazmatikus felhalmozodésa figyelhetd meg szdmos patologiai allapotban
(példéul mint apoptdzis prekurzor). Az LPS-sel aktivalt mikroglidkban példdul DNS sériilés

vagy genom instabilitas figyelhetd meg.
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Osszefoglalva, a H3 hiszton lizin helyei alapvetd epigenetikai markerek a gyulladdsos
allapotokban. A KYNA ¢&s analogja, az SZR104 hatissal vannak a KYNA jelatviteli
utvonalakra, amelyek potencialisan csokkenthetik a neuroinflammaciot és eldsegithetik az
antiinflammatorikus  hatdsokat. Eredményeink aldtdmasztjdk az endogén KYNA
gyulladascsokkentd hatdsair6l sz6lo korabbi tanulmanyokat és felvetik annak a lehetdségét,
hogy az Ujonnan tervezett KYNA analogok, amelyek athatolnak a vér-agy gaton,
epigenetikailag befolyasolhatjak a génexpressziot azaltal, hogy aktivaljak a gyulladascsokkentd
mechanizmusokat. Eredményeink ezért hozzajarulhatnak a KIR-t célzo gyulladascsokkentd

gyogyszerek fejlesztéséhez.

6. A TANULMANY FOBB MEGALLAPITASAI

1) A KYNA ¢és a KYNA analog SZR104 erds antiinflammatorikus tulajdonsagokkal
rendelkezik, amit az LPS-kezelés hatdsara lecsokkené CXCL10 és CCRI1 termelés bizonyit
mikroglia-dusitott tenyészetekben. Mig a KYNA ¢és az SZR104 egyarant csokkentette az LPS
altal kivaltott CXCL10 novekedést, addig csak az LPS + SZR104 kombinalt kezelés jart
szignifikans gatld hatdssal a CCR1 immunreaktivitasra.

2) A KYNA és az SZR104 tovabbi gyulladascsokkentd hatasat bizonyitotta, hogy gatolta az
LPS kezelés hatasara megnovekedett fagocitotikus aktivitast mikroglia sejtekben in vitro.

3) A KYNA ¢és az SZR104 az LPS kezelést kovetden visszaforditotta a H3K9me3 és a
H3K36me2 immunreaktivitasat a kontroll, kezeletlen kultirakban talalhaté szintre.

4) Az LPS kezelés altal kivaltott cellularis valasz kovetkeztében a metilalt H3K9 fehérjék
citoplazmatikusan transzlokalodtak a sejtmagbol; ezt a hatdst csdkkentette vagy gatolta a
KYNA és az SZR104.

5) AKYNA és az SZR104 eltérd hatast valtott ki a H3 citoplazmatikus lokalizaciojara: az LPS
+ KYNA novelte, mig az LPS + SZR104 kezelés a kontroll értékre allitotta vissza a citoplazma
H3 szintjét.
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