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2. ROviditések jegyzeke

3-HK:

a7/nAChR:

Akt:
AMPA:
APV:
BAD:
BAX:
BIM:
CREB:
DAPI:
DA:
dMCAO:
EPSC:
EPSP:
ERK:
ESBA:

Fas-ligand:

fEPSP:
FJ-C:
FOXO:
GABA:
Glu:
Gly:
IDO:
ip:
KATI:
KATII:
KCC2:
KMO:
KYN:
KYNA:
L-KYNs:

3-hidroxi kinurenin

a -7 nikotinos acetilkolin receptor

Akt kindz, protein kindz B
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propion sav
AP5, d-2-amino-5-foszfonovalerian sav
Bcl2-associated death promoter
Bcl-2—-associated X protein

bcl-2 interacting mediator

CAMP response element-binding protein
4',6-diamidino-2-fenilindol

dopamin

distélis k6zéps6 agyi artéria elzaras
excitatorikus posztszinaptikus aram
excitatorikus posztszinaptikus potencial
extracellular signal-regulated kinase
etil-szulfonil benzoilalanin

apoptdzis stimulal6 fragment
excitatorikus posztszinaptikus mezdpotencial
Fluoro Jade C

Forkhead Box Protein O

gamma aminovajsav

L-glutamat

glicin

indolamin -2,3 dioxigenaz
intraperitonealis

kinurenin aminotranszferaz I.

kinurenin aminotranszferaz Il.

kalium klorid kotranszporter 2
Kinurenin monooxigenaz

L-Kinurenin

Kinurénsav

L-kinurenin szulfat



LTP: long-term potentiation; hosszu tava potencirozodas

MCU: mitokondriélis Ca*" uniporter

MItAAT: mitokondrialis aszpartat amino transzferaz
MK801: dizocilpin

NAD: nikotinsavamid-adenin dinukleotid

NDS: normal szamarszérum

NFI: nagyfrekvencias ingerlés

NMDA: N-metil-D-aszpartat

nNOS: neuronalis nitrogén oxid szintaz

NO: nitrogén monoxid

OF: Open Field, nyilt porond

ONOO™: peroxinitrit

p53: tumor protein 53

PCP: fenciklidin

PI3K: foszfatidil inozitol 3 kinaz

QUIN: kvinolénsav

RAM: Radial Arm Maze, sugar utveszto

STP: short-term potentiation; révid tavi potencirozddas
SWR: sharpe-wave ripple

TDO: triptofan dioxigenaz

TRPM: tranziens receptor potencial melasztatin (ion csatorna)
Tx100: triton x100



3. Bevezeteés

3.1 Az agyi iszkémia és a glutamat excitotoxicitas

Magas energia igényének koszonhetéen az agyszovet a glikoz és oxigen ellatas csokkenésére
kilénosen érzékeny. A Kkifejlett agyszdvet neuronalis elemei nem rendelkeznek raktarozott
tapanyaggal, a tapanyagraktarként szolgalo glikogént a neuronokban csak az embriondlis
életszakaszban és a sziletés utan rovid ideig talaljuk meg. A glialis elemek kozé tartozd
asztrocitdk ugyanakkor az egyedfejlédés késébbi szakaszaban is képesek glikogén
raktarozasara (Brown és Ransom, 2007), a tdpanyag ellatds hianyara tehat kevéshé
érzékenyek. Az idegszovet energia felhasznalasanak legnagyobb része a sejtek
ionhaztartasdnak fenntartasara forditodik, hiszen az idegsejtek és glialis elemek nyugalmi
potencidljanak fenntartdsa illetve visszadllitasa az idegrendszer miikddésének alapvetd
feltétele. A tapanyag és oxigén ellatas csokkenése rovid id6 alatt a sejtek ATP tartalmanak
csokkenéséhez, az ATP -fliggé transzporterek és pumpak miikodési zavarahoz, végiil az
ionhaztartas felborulasahoz vezet. A preszinaptikus terminélisok transzmitter kibocsatasa a
végzédések megvaltozott Ca?* és Na* koncentraci6jatdl erdsen fiigg (Sudhof, 1995,
Annunziato és mtsai.,, 2004, Torok, 2007). llyen modon az oxigén/glikdz hiany
szabalyozatlan transzmitter Grllés/visszavétel kialakulasahoz vezet. Az iszkémias allapot
sorén a legnagyobb jelentdségli az idegvégz6désekbdl nagy mennyiségben felszabaduld két
neurotranszmitter, a glutamat (Glu) és a glicin (Gly).

A Glu a kozponti idegrendszer legfontosabb serkentd neurotranszmittere, koncentracidja a
teljes agyszovetben megkozelitbleg 10mM. Az extracellularis tér Glu koncentracioja
ugyanakkor csak 0,6 uM koruli érték (Lipton és Rosenberg, 1994). A Glu legnagyobb része
tehdt az idegsejtek végzddéseiben, vezikulumokban raktdrozva talalhatdé. Fontos
megjegyezni, hogy - pl. hippokampalis piramissejtek vagy idegsejt tenyészetek esetében- 2-5
pum Glu koncentracidé mar toxikus, a sejtek degeneracidjahoz vezet. Kénnyen belathatd, hogy
a nagy extra- és intracellularis koncentracié kulonbség miatt a Glu kontrollalatlan
felszabaditasa rovid id6 alatt a toxikus koncentracié kialakulasahoz vezet (Lipton és
Rosenberg, 1994).

A Glu excitotoxicitas jelenségét Lucas és Newhouse irta le elészor az 1950-es években.
Kisérletikben a szubkutan adagolt L-Glu szelektiv karosodast okozott a retina



ganglionsejtjeiben (Lucas és Newhouse, 1957). Az excitotoxicitas kifejezést hasonld kisérleti
eredményei alapjan a késébbiekben Olney hasznalta el6szor (Olney, 1969).
A folyamat részletes leirdséra és az iszkémias allapotban az idegvégzédésekbdl felszabaduld

Gly jelentdségére az NMDA receptorokkal foglalkozo fejezetben tériink ki részletesen.

3.1.1 Az agy vérellatasi zavarai

Excitotoxikus extracellularis Glu koncentracio a kozponti idegrendszer heveny és idult
bantalmai sordn egyarant kialakulhat. Az értekezés szempontjabol a heveny vérellatasi
zavarok nyoman Kkialakulo tapanyag és oxigén hidny valamint a kovetkezményes
excitotoxicitas a jelent6s, ezért a kronikus, neurodegenerativ. megbetegedésekben és az
agyszovet mechanikus sériilése nyoman kialakulé hasonlé folyamatokat nem targyaljuk.

Az iszkémias folyamatokat a sértett teriilet nagysaga €s az iszkémia id6tartama, valamint a
vérellatasi zavart kivaltd okok alapjan csoportosithatjuk. Teljes (globalis) iszkémia vagy
hipoperfuzio alakulhat ki az agyat ellatd nagy artériak elzarodasakor, a sziv elégtelen
pumpafunkcioja kovetkeztében, vészes vérveszteség vagy vérnyomas esés kapcsan, illetve a
szivmilkddés spontdn vagy miivi felfiiggesztésekor. A vérellatasi zavar ilyen esetekben az
agyszoOvet egészét érinti, az iszkémias karosodas az adott teriiletek erezettségétol és iszkémia
érzékenységétdl fugg. Fokalis iszkémiarol beszéliink, ha adott agyterulet vérellatasa csokken
vagy megsziinik. Atmeneti iszkémiat emlitiink, ha a vérellatasi zavar bizonyos idé elteltével
megsziinik, reperfuzio illetve rekanalizacio kovetkezik be. Allanddsult iszkémia esetén a
verellatasi zavar tartds. A vérellatasi zavar kialakuldsa szempontjabdl megkuldnbdztetiink
tovabbd vérzéses (haemorrhagids) és iszkémias stroke-ot (széliités). ElGbbi esetében
koponyatiri vérzés, utbbi esetében kisebb agyi artéria, arteriola elzardédasa vagy gorcse vezet

iszkémiahoz (lasd az 6sszefoglalo munkat: (Endres és Dirnagl, 2002).

3.1.2 Az iszkemias agyszovet kdrosodas nem excitotoxikus Utja

Bar az iszkémias agyszovet karosodas kdzponti mechanizmusa a Glu excitotoxicitas, a sértés
kialakitasaban szdmos, az ionhaztartas zavarabdl adodo an. nem Glu-erg folyamat is szerepet
jatszik. Ezek megismerése nem csak a mechanizmus tisztazasa, hanem (j terapias célpontok

kijeldlése szempontjabdl is fontos lehet.



3.1.2.1 Tranziens receptor potencial melasztatin (TRPM) csatornak

A TRPM2 receptor a kdzponti idegrendszerben altalanosan elterjedt, szamos sejttipusban
kifejezédik, Na®, Ca?*, Mg*" és mas mono- és bivalens kationok szémara is &tjarhato. A
receptor aktivalasat szamos, az iszkémias allapotban megjelend faktor kivalthatja, igy a
hidrogén peroxid, az arachidonsav, a reaktiv oxigén és hidrogén gyokok, a tumor nekrézis
faktor és az intracellularis Ca®* felszaporodasa. A receptorok aktivalddasa az iszkémiaban
amugy is magas intracellularis Na* és Ca’* szintet tovabb noveli, pozitiv visszacsatold
miikodésével a koros depolarizaciot fokozza (Moskowitz és mtsai., 2010, Tymianski, 2011).
A TRPMY receptorok szintén altalanosan expresszalodod, aktivatoruk és ateresztd képességiik
szempontjabol az elébbihez hasonld csatornaképzé receptorok. A Na* Ca?* és Mg®* ionok
mellett Zn** és Mn* ionok szémara is atjarhatok. Mindkét receptor tipus jelentds szerepet
jatszhat az iszkémids neurodegeneracid nem excitotoxikus Utjanak Kkialakitasaban. A
receptorok genetikai, vagy farmakoldgiai manipulalasa ugyanis a Glu receptorok gatlasahoz
hasonl6 mértéki szdvettani, funkcionalis és viselkedési szinten is megmutatkozd
neuroprotekcios képességet mutat kisérletes iszkémidban (Moskowitz és mtsai., 2010,
Tymianski, 2011).

3.1.2.2 Sav-érzékeny csatornak

Az iszkémia egyik kovetkezménye az extracellularis tér pH értékének csokkenése. Savanyu
kdzegben az NMDA receptorok érzékenysége csokken, ez a savasodas kedvezétlen hatasait
valamelyest mérsékli. A savasodas mellett a megnovekedett tejsav és arachidonsav
koncentraciora és a csokkent extracellularis Ca** koncentraciora reagalnak a Na* és Ca**
ionok szamara atjarhato sav-érzékeny csatornék. igy a Glu és TRPM receptorok mellett a
sav-érzékeny csatornak megnyilasa jelenti a kdros Ca* szint és depolarizacié tovabbi, a Glu
excitotoxicitastol fliggetlen forrasat. Neuronalis kultdraban a pH érték csokkentese a Glu
receptortdl fiiggetlen Ca®* bearamlashoz és neurodegeneraciohoz vezet. A csatornak szelektiv

gatlasa ebben az esetben is neuroprotektiv (Moskowitz és mtsai., 2010, Tymianski, 2011).



3.2 Az NMDA receptor szerepe a glutamat
excitotoxicitasban és neuroprotekcioban

3.2.1.1 Az NMDA receptor miikodése, felépitése és elhelyezkedese

Az NMDA tipusi Glu receptor az ionotrop Glu receptorok kozé tartozik, nevéet a
mesterséges, nagy affinitast agonistajarol kapta (N-metil-D-aszpartat). A receptor Na*, K*,
Zn®* és Ca®" ionok szdméra egyarant atjarhatd, de a fiziologias és patofiziologias
folyamatokban betdltott kitiintetett szerepe Ca**  ateresztd képességéhez kapcsolodik. A
receptor az idegrendszer fejlodésében, a kifejlett idegrendszerben pedig a plasztikus
folyamatokban, a tanulas és memdria kialakulasaban és az endogén neuroprotekcidban is
nélkildzhetetlen szerepet jatszik (Hardingham, 2009). Bar a Glu-erg transzmisszié maga
serkenté folyamat, az NMDA receptor a GABA-erg gatlo sejtek ,,meghajtasan” keresztiil a
gatlé folyamatok szabalyozasaban is részt vesz (Gunduz-Bruce, 2009). Az NMDA receptor

kiilonlegességét az AMPA ¢és kainat receptoroktol eltéré tobb sajatsaganak kdszonheti.

Aktivalodasahoz, vagyis a csatorna nyilasahoz a Glu kétOdése mellett a Gly vagy D-szerin

kotOdése is sziikséges (Papouin és mtsai., 2012). Emellett a nyugalmi membran potencial
értéken a csatornat Mg”* ionok zérjak el, a blokad csak a membran depolarizaci6jakor
(fesziiltség-fiiged Na* és Ca®* csatornakon keresztiil) sziinik meg. Vagyis az NMDA receptor
fesziiltség és (kettds) ligand-fiiggd egy id6ben. A receptort ezek a sajatsagai teszik képessé a
-szinaptikus plaszticitds szempontjabol elengedhetetlen- (n. koincidencia detekciéra. A
receptor nagy Ca’* atereszté képessége nem csak az idegsejt depolarizacigjat idézi eld, hanem
szémtalan Ca**-fiigg6 szignalizaciés Gtvonalat is befolyasol.

Az NMDA receptor a kozponti idegrendszerben a neuronok mellett az asztrocitakon,
oligodendrocitakon és mikroglidkon is megtalalhatd (Verkhratsky és Kirchhoff, 2007, Kaindl
és mtsai., 2012). A receptor heterotetramer, két Gly/D-szerin koté NR1 és két Glu koté NR2
alegységbOl all. Az NR1 alegység minden receptorban megtalalhatd, ez a mikodésenek
feltétele, az NR2 alegység pedig valtozatos formaban (NR2A-D) van jelen. Az NR2
alegységet egyes esetekben az NR3A vagy B alegység helyettesiti. Az eltérd alegység
Osszetételhez eltérd funkcid és farmakologiai sajatsag tartozik (Hardingham, 2009).

A receptor elhelyezkedését tekintve posztszinaptikus, ezen belll kilonbséget tehetlink
szinaptikus, periszinaptikus és extraszinaptikus NMDA receptorok kdzott (Petralia és mtsai.,
2010).
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3.2.1.2 Az NMDA receptor szerepe a glutamat excitotoxicitasban

Az NMDA receptor a Glu excitotoxicitas kozponti szerepléje. Az iszkémids allapotban
kialakul6 magas extracellularis Glu koncentrécid, a szinaptikus terminalisokbdl felszabadul6
Gly (Fuchs és mtsai., 2012), a posztszinaptikus depolarizécié és az NMDA receptorok
inkomplett deszenzitizaciéja toxikus intracellularis Ca** koncentracié emelkedéshez vezet. A
magas Ca’* koncentracié apoptézishoz, végil sejthalalhoz vezetd intracellularis folyamatokat
indit el.

A mitokondrium zavartalan mitkodése a sejt energetikai és redox folyamatai szempontjabdl
kritikus jelentdségli. Iszkémids allapotban a mitokondrium potencial-fiiggé uniporteren
keresztiil (mitokondrialis Ca** uniporter;: MCU) Ca®* ionokat vesz fel, és depolarizalodik. A
mitokondrium membran depolarizalédasa a membran ATP-az miikodését gatolja, a sejt ATP
készlete csokken, vagyis a sejt még kevésbé képes az ionhaztartasat fenntartani. A
mitokondrialis miikodés zavara emellett reaktiv oxigén gyokok termeléséhez, oxidativ stressz
kialakulasahoz is vezet (Hardingham, 2009).

A magas intracellularis Ca** koncentracié tovébbi kovetkezménye az nNOS enzim
aktivitasanak fokozddéasa. A magas NO koncentracio a sejt szamara toxikus, mivel a NO az
oxigén gyokokkel reagélva peroxinitritet (ONOO) képez. A NO és a ONOO Kkarositja a
sejtalkotokat, gatolja a mitokondrialis 1égzési lancot, elémozditja a mitokondrium tovabbi
depolarizaciojat, emellett a DNS egyszalu torését is eldidézi (Arundine és Tymianski, 2004).
A Ca?* szint novekedését fokozo, pozitiv visszacsatold folyamat a Ca?* -fiiggé proteézok
csoportjdba tartozd calpain aktivacidja. A protedz gatolja a plazmamembran Ca*
eltavolitasért felelds pumpéajat és a Na*/Ca®* kicserélt, ami tovabbi Ca”* koncentrécio
novekedeshez vezet (Pottorf és mtsai., 2006).

Az NMDA receptor patolégias aktivacidja a Ca®* homeosztazis felboritasan kereszetill
kozvetleniil befolyasol szamos, sejthaldlhoz vezetd intracellularis szignalizacids utvonalat. A
sejtmagi transzkripcids faktor CREB (cCAMP Responsive Element Binding Protein) szerepe
az idegsejtek miikodésében sokoldalt. Az apoptdzis és a sejt tulélése, a glikodz anyagcsere, az
idegsejtek fejlddése, a neuronalis plaszticitas €s az emléknyom régzilés CREB-fiiggd
folyamatok (Carlezon és mtsai., 2005). Az intenziv NMDA receptor aktivacié a CREB
defoszforilalasan keresztul a tulélési szignalok elnyomasahoz vezet.

A CREB utvonal aktivalasan és a BAD (Bcl2-associated death promoter) Gtvonal gatlasan

keresztul az ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) aktivacio a sejtek talélését
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biztositia. Az NMDA receptor talzott aktivitasat kiséré defoszforilacidja annak
inaktivalddasat és a tulélési szignal elnyomasat jelenti.

A FOXO (Forkhead Box Protein O) sejthalalt kozvetité transzkripcios faktor, amely
iszkémias inzultus, oxidativ stressz és a trofikus faktorok megvonasa soran aktivalodik.
Fiziologias kortlmények kdzott a FOXO foszforilalasaért és folyamatos sejtmagi exportjaért
az Akt kinaz felelés. Tulzott NMDA receptor aktivacié mellett az Akt kinaz gatolt, a FOXO
nukledris exportja helyett a nukleéris import dominal, a transzkripcios faktor a sejtmagban

sejthalalhoz vezetd génexpresszios valtozasokat indit el (Hardingham és Bading, 2010).
3.2.1.3 Az NMDA receptor szerepe az endogén neuroprotkecioban

Az NMDA receptor tulzott aktivitasa és a sejthalal kozott egyértelmli Osszefliggés van,
ugyanakkor a fiziologias receptor mukodés farmakologiai gatlasa, vagy az alegységek
genetikai manipulacidja sulyos morfoldgiai és funkcionalis valtozasokkal jar (Zhang és
mtsai., 2007). A NMDA receptor fizioldgias aktivitasa tehat a sejt tulélése szempontjabol
elengedhetetlen. A receptor massziv blokadja az egeszséges sejtek szamanak csokkenéséhez
és piknozishoz vezet a korai posztnatalis idészakban (Gould és mtsai., 1994). Iszkémias
sértést vagy traumas agysériilést kovet6 NMDA antagonista adagolads sulyosbithatja a
neurodegeneracidt és gatolja az 0j neuronok talélését a gyrus dentatus teriiletén (Pohl és
mtsai., 1999, Ikonomidou és mtsai., 2000, Tashiro és mtsai., 2006).

Az NMDA receptor a sejt depolarizalasan til a Ca®* ionok bearamlésan keresztiil szamos, a
sejt thlélését biztositd intracellularis jelatviteli folyamatot is szabalyoz. Kissé leegyszeriisitve
elmondhatjuk, hogy a receptor fiziologias és tulzott aktivitasa ugyanazon szignalizacios
utvonalakat befolyasolja, de ellentétesen, a sejt talélését, vagy a sejthalalt elésegitve.
szabalyoz, inaktivalja tobbek kodzott a pro-apoptotikus BAD, BAX és p53 molekulakat
(YYamaguchi és mtsai., 2001, Lafon-Cazal és mtsai., 2002). Az Akt kinaz tovabbi célpontja a
FOXO transzkripcios faktor, amely szdmos pro-apoptotikus gént, tobbek kozott a Fas-ligand
és a BIM génjét is szabalyozza (Brunet és mtsai., 1999, Gilley és mtsai., 2003). A FOXO
nukledaris exportjanak serkentésével a magi pro-apoptotikus Fas-ligand és BIM aktivacidja
csokken.

Az aktivitas-figgd génexpresszios valtozasok egyik legjelentésebb kozvetitéje a CREB,
melynek aktivitasat az NMDA receptor miikodés erésen befolyasolja (Lonze és Ginty, 2002).
A CREB aktivitasa Ca®*'calmodulin-fiiggd, igy a fiziolégias NMDA receptor funkcié mentén
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kialakulé Ca?* homeosztazis a sejtet a tlélés iranyaba mozditja el. Iszkémiaban a Glu és Gly
kontrollalatlan felszabaduldsa, valamint az asztrocitdkban kialakulé reverz Glu transzport
(Rossi eés mtsai., 2007) az NMDA receptorok egyre er6sod6 aktivacidjahoz, novekvo
intracellularis Ca®* koncentracichoz vezet. A sejt tGlélését elésegité hirvivek Ca®*
érzékenysége alacsonyabb, mint a pro-apoptotikus tutvonal szerepléié, igy ezek a
koncentraci6 enyhe emelkedésekor miikodésbe lépnek. Szamos protektiv hirvivét nem

kozvetlentl a Ca®* ion, hanem a Ca®"

calmodulin komplex konformécié valtozasa aktival. A
calmodulin endogén Ca** szenzor, a Ca®* koncentracio kismértékii megvaltozasara is
érzékenyen reagal. Ezzel szemben szamos pro-apoptotikus hirvivét, igy a korabban targyalt
calpaint, NNOS-t és a mitokondrialis Ca** uniportert kozvetleniil a Ca** aktivalja, igy ezek a
koncentracid6 nagyobb mértékii emelkedésekor, sulyosbodd iszkémiaban aktivalodnak
(Nicholls, 2004, Rameau és mtsai., 2007).

Az idegsejtek magas metabolikus aktivitasa és reaktiv oxigén szabadgyok termelése
kifejezetten intenziv, ugyanakkor antioxidans rendszereik hatékonysaga nem magas. Az
iszkémias allapotban jellemzd oxidativ stresszre tehat kifejezetten érzékenyek. Bar a
mechanizmus nem teljesen tisztazott, kisérletes koriilmények kodzott az NMDA receptor
aktivitasa antioxidans védelmet jelent az oxidativ stresszel szemben (Papadia €s mtsai.,

2008).
3.2.1.4 A szinaptikus és extraszinaptikus NMDA receptorok funkcidja

Agyi iszkémiaban az NMDA receptor kettds, a sejt tulélése szempontjabol ellentétes szerepét
figyelembe véve felmeril a kérdés, hogy milyen kérilmény hatarozhatja meg pontosan a
receptor neuroprotektiv vagy neurodegenerativ funkciojat.

Az inzultus kimenetelét tekintve fontos tényez6 lehet az aktivalt NMDA receptor
elhelyezkedése. A szinaptikus receptorok mellett periszinaptikus (a PSD 100-200 nm-es
kdrnyezetében) és extraszinaptikus (a dendrittiiske nyaki régidja és a sejttest) elhelyezkedésti
receptorokat is megkulonboztethetiink (Petralia és mtsai., 2010). Az iszkémiédban jellemz6
Glu tulcsordulas (,,spill-over”) az extraszinaptikus Glu koncentracio névekedésehez és az
extraszinaptikus receptorok aktivalodasahoz vezet. Az utobbi idében szamos kisérletes
eredmény és dsszefoglald munka igazolta, hogy az extraszinaptikus NMDA receptorok az
excitotoxicitas, mig a szinaptikus NMDA receptorok az endogén neuroprotekcid
kozvetitésében jatszanak szerepet (Zhang és mtsai.,, 2007, Papadia és mitsai., 2008,

Hardingham és Bading, 2010, Li és Ju, 2012, Papouin és mtsai., 2012). A receptorok nem
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csak elhelyezkedesikben, hanem alegység Osszetételiikben is kiilonbéznek egymastdl a
kifejlett idegrendszerben. A receptorok térbeli eloszlasa és alegység Osszetétele valamint a
neurodegenerativ vagy neuroprotektiv funkcié egymassal jol illeszkedik. A korai posztnatalis
életszakaszban a szinaptikus és extraszinaptikus receptorok -az NR1 alegységek mellett-
NR2B alegységeket tartalmaznak. A késObbi életszakaszban az alegység eloszlas
megvaltozik, a szinaptikus receptorok f6éleg NR2A, az extraszinaptikus receptorok pedig
NR2B alegységet hordoznak (Li és Ju, 2012). Mivel a szinaptikus receptorok a plasztikus
valtozasok f6 kozvetitdi, az NR2A tartalmii receptorok gyorsabban inaktivalodnak, az
intracellularis Ca®* koncentréciét sziik hatarok kozott, finoman szabalyozzak. Ezzel szemben
az extraszinaptikus receptorok NR2B alegysége lassabban inaktivalodik, igy nagyobb,
esetenként toxikus mennyiségli Ca®" bedramlast tesz lehetévé. Az excitotoxicitas
kozvetitesében tehat az extraszinaptikus receptorokban jellemz6 NR2B alegység jatszik

jelent6s szerepet (Liu és mtsai., 2007).

3.2.1.5 Az NMDA receptor gatlason alapuld nueroprotektiv stratégidk, a kinurénsav

szerepe

Az akut neuroprotekcios stratégiak legkézenfekvébb célpontja a patologiasan aktiv NMDA
receptorok gatlasa. Az in vitro és allatkisérletes iszkémia modellekben sikeresen alkalmazott
farmakonok azonban a human gydgyaszatba nem keriltek at (Ikonomidou és Turski, 2002).
A nagy affinitdsi nem kompetitiv antagonistak a patoldgids NMDA receptor aktivaciot az
iszkémids periddusban ugyan géatoljak, de emellett az NMDA receptorokhoz kapcsol6do
neuroprotektiv jelatviteli folyamatokat is akadalyozzak. Tovabbi problémat jelent, hogy az
iszkémids sértés utan elérhetd sziik terapias ablakban gyakran nem sikeriil az antagonista
kezelést elvégezni (Ikonomidou és Turski, 2002, Hoyte és mitsai.,, 2004). Az iszkémia
allatkisérletes modelljeiben tovabba nem, vagy kevésbé jelenik meg az antagonistak okozta
pszihotomimetikus (Gunduz-Bruce, 2009) kardialis és respiraciés zavar (Muir, 2006). Az
NMDA receptor miikodés globalis gatlasa az iszkémia/neuroprotekcio  klinikai
szempontjainak tehat nem felel meg.

Feltételezhetjiik, hogy az endogen NMDA antagonista funkcid serkentésevel a fenti karos
folyamatok kikiiszobolhetok. Az egyetlen ismert endogén Glu receptor antagonista az NR1
alegység Gly modulatoros helyén ko6t6d6é kinurénsav (KYNA). A KYNA szamos,
neuromoduléciot és neuroprotekciot célzo kisérletben hatékonynak bizonyult (Salvati és

mtsai., 1999). A KYNA ugyanakkor passzivan, csak nagy dozisu un. bdlus kezelésben jut at a
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vér-agy gaton (Scharfman és mtsai., 2000). A KYNA el6anyaga a kinurenin (KYN) ugyan
aminosav transzporterek segitségével a ver-agy gaton kénnyen atjut (Fukui és mtsai., 1991),
tovabbi metabolizmusa id6igényes, s nem kivanatos melléktermékek képzOodéséhez is vezet
(Wonodi és Schwarcz, 2010). A KYNA-val folytatott neuroprotekcios kisérleteket nagyban
elére mozditotta a KYNA olyan szarmazekainak szintézise, amelyek a vér-agy gat
hatékonyabb atlépése mellett megérzik NMDA receptor modulacios képessegeiket (Stone és
mtsai., 2012). A klinikai szempontbdl toleralhat6 egyik fontos neuroprotektiv stratégia tehat a
kinurenin rendszer manipulélésa.

Mivel vizsgalataink targya jorészt az iszkémidra kifejezetten érzékeny agyi struktira, a
hippokampusz volt, célszerlinek latszik egy rovid Aattekintést adni a hippokampusz

vizsgalataink szempontjabél fontos tulajdonsagaira.

3.3 A hippokampusz szerepe a térbeli tajékozodas és
tanulas kialakulasaban

A hippokampusz a humén és ragcsalé agyban a temporalis lebenyben elhelyezkedd Osi
struktlra, az archikortex része. Szervezodését tekintve egyszerlibb, harom rétegii. Serkentd
principalis sejtjei és gatld interneuronjai anatémiailag jol korilhatarolhatd, kompakt
struktarat alkotnak, ezért a teriilet hisztologiai és elektrofizioldgiai vizsgalatok szempontjabdl
egyarant kedvez6. Egyszeriibb felépitése mellett a hippokampusz kozponti idegrendszerben
betoltott szerepe bonyolult és sokrétli. Legfontosabb feladata az epizodikus memodria, a
deklardlhato emléknyomok kialakitasa. Emellett nélkilozhetetlen szerepet jatszik a terbeli
tajékozodas és tanulds kialakitasaban, a Papez gyiirii részeként pedig a limbikus rendszer
miikodéséhez is kapcsolodik. Ventrélis része (féemldsokben anterior), az un. ,,meleg”
hippokampusz az affektiv reakciok és a stressz szabalyozasaban, dorzalis része
(féemlésokben poszterior) az Gn. ,,hideg” hippokampusz a kognitiv miikodésben vesz részt
(Fanselow és Dong, 2010). Az értekezes tovabbi részeében a hippokampalis funkcio alatt a
ragcsald dorzalis hippokampusz miikodését értjik.

A terillet emléknyomok kialakitasaban betdltott nélkilozhetetlen szerepe a ,, HM eset”
kapcsan valt ismertté. A tanulmanyban a kétoldali temporalis 1ézidn atesett beteg sulyos
emléknyom képzOdési zavarat irtak le (Scoville és Milner, 1957). A hippokampusz térbeli
tajékozddasban betoltdtt szerepére késébb O’ Keefe és mtsai. mutattak rd. Olyan principalis
sejteket fedeztek fel a hippokampuszban, amelyek a térbeli tereppontok bizonyos allasakor

nagyobb frekvenciaval tizelnek. Feltételezték, hogy a kiilsé tér a neuralis halozat specialis
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sejtjeinek specidlis tlizelési mintazataban képzddik le, a hippokampuszban Gn. kognitiv térkép
alakul ki. A miikodést hordozé sejteket helysejteknek nevezték el (O'Keefe és Dostrovsky,
1971). A késébbiekben in vitro kisérletekben mésok bizonyitottdk, hogy a hippokampusz
perforans palyajanak és Schaffer kollateralisainak nagyfrekvencias ingerlésével a gyrus
dentatus szemcse- és CA1 piramissejteken a szinaptikus attevédés fokozhatd, ezek a
szinapszisok potencirozddnak (Bliss és Lomo, 1973, Bliss és Collingridge, 1993). A Kisérleti
eredmeények alapjan nyilvanvalova valt, hogy a hippokampusz a térbeli tajékozodas és
tanulas, valamint az epizodikus memdria kialakitdsdban nélkilézhetetlen.

A térbeli tajékozodast és tanuldst vizsgald tesztekben az allatok aktivan térkeépezik a
kornyezetiiket, keresik a jutalmazast jelentd taplalékot, esetleg probalnak megmenekiilni a
vizi Utvesztében. A feladat tébbszori ismétlése soran identikus Utvonalon végighaladva -kissé
leegyszeriisitve- ugyanazon helysejtek ugyanolyan sorrendben mutatnak aktivitast. Ez az
aktivitasi mintazat aztan a jutalmazas, késébb a nyugodt ébrenlét és a lasst hullam alvas
soran Ujra kialakul nagy frekvencias (akar 200 Hz) un. sharp-wave ripple (SWR) rezgés
formajaban. A nagyfrekvencias rezgés a CAL piramissejtekben tulajdonképpen a kisérletes
LTP és STDP természetes forméja, vagyis a tajékozodas soran hasznalt aktivacios mintazat
és neurélis haldzat hatékonysagat noveli meg. (Battaglia és mtsai., 2011, Girardeau és
Zugaro, 2011). Az aktiv keres6 magatartas kozben a hippokampusz théta oszcillacioja (7-14
Hz) jellemz0 és sziikséges. Az oszcillaciot a principalis sejtek €s az interneuronok finoman
hangolt egylttmitkodése alakitja ki, vagyis akar az interneuronok, akar a principalis
sejtek milkodési zavara akadalyozza a tajékozodast, a helysejtek mikodéseét,
végeredményben az emléknyom képzodést is. Valoban, a SWR kialakulasanak szelektiv
kisérletes gatlasa a térbeli tajékozodasi és tanulasi folyamatokat rontja (Girardeau és mtsai.,
2009).

3.3.1 Az NMDA receptor szerepe a tanulasi folyamatokban

Az NMDA receptor koincidencia detekcios kepességén keresztlil a hippokampusz-fiiggd
térbeli tajékozodasi és tanulasi folyamatok kulcsszerepldje. Bar az LTP NMDA receptortol
fliggetlen kialakulasat is leirtak (Kato és mtsai., 2009, Szabo és mtsai., 2012), az NMDA
receptor funkcié a tanulasi folyamatban nélkilozhetetlen. Az NMDA receptor antagonista
APV (d-2-amino-5-foszfonovalerian sav) gatolja a tanulasi folyamatokat a vizi utvesztében,
ha a feladat megoldasa random inditasi pontok és rejtett platform hasznéalataval
hippokampusz-fiiggé (Morris és mtsai., 1986). A hippokampalis CAl-es régid

piramissejtjeiben hordozott NR1 alegység mutacié abnormalis helysejt miikodést és a tanulési
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képesség csOkkenését eredményezi (Tsien és mtsai.,, 1996). Mindkét kisérletben az
emléknyom Kkialakulasa (akvizicidja) gatolt. A farmakoldgiali manipulacié ugyanakkor
kevésbé rontja a teljesitményt, ha a kezelést intenziv tréningezés, tanitas elézi meg. A CA3
piramissejt NR1 mutécidt hordozd allatokban az informacio gyors feldolgozésa karosodik, de
hosszas gyakorléassal a teljesitmény a normalis szintre emelheté (Nakazawa és mtsai., 2003).
Az NMDA receptor farmakoldgiai gatlasa a gyakorlas utan bizonyos idével nem rontja az
allatok teljesitményét a késobbi tesztek soran. Ugyanakkor a tanitasi paradigmék és a
farmakoldgiai beavatkozas sokfélesége miatt nem lehet teljesen kizarni, hogy az NMDA
receptor az emléknyom konszolidaciojahoz is sziikséges (Nakazawa és mtsai., 2002). Ha a
tanitds és a teljesitmény felmérése kozott rovid id6 telik el, leginkabb az emléknyom
konszolidaciojat, kisebb meértékben az emléknyom visszahivasat (retrieval) vizsgaljuk.
Hosszas (t6bb nap), tréningmentes periddus beiktatdsdval azonban a valddi visszahivd
funkciokat vizsgalhatjuk (Morris, 2006). A visszahivasi funkcioban a CA1 piramissejtek
NMDA receptorai minden valoszinliség szerint mar nem vesznek részt, ezzel szemben olyan
paradigmdkban, melyekben a teszt soran a korabbi tréning kornyezet ,.kognitiv kiegészitése”
szilkséges, az emléknyom visszahivasaban CA3 piramissejtek NMDA receptorai szerepet
kapnak (Nakazawa és mtsai., 2004).

Osszességében kijelenthetjiik, hogy a kisérleti paradigma megfelelé megvalasztasaval,
esetleg az akvizicié és a konszolidacio egyuttes vizsgalataval a hippokampusz-fiiggd
térbeli tajékozodashoz és tanulashoz sziikséges zavartalan NMDA receptor mikodés

vizsgalhato.

3.3.2 A hippokampusz iszkémia érzékenysege

A hippokampusz térbeli tajékozddasban és tanulasban betdltott szerepe mellett az értekezés
szempontjabol igen fontos annak kifejezett és szelektiv iszkémia érzékenysége. Globalis
hipoperfuzid vagy iszkémia hatasara a CAl-es régio piramissejtjei szelektiven karosodnak,
vagyis ezek a sejtek az iszkemias seértés eérzékeny detektorai. A CA3 réteg piramissejtei és a
gyrus dentatus szemcsesejtjei ugyanakkor erételjesebb iszkémia tlirést mutatnak (Schmidt-
Kastner és Freund, 1991, Institoris és mtsai., 2007). A kérosodas nem csak a CAl-es
piramissejtek degeneraciojaban, hanem progressziv, a sértéssel aranyos mértékii reaktiv
glidzisban is megmutatkozik (Sugawara es mtsai., 2002). A jelenség hatterében szamos, a
sejtek receptorait, intracellularis hirvivé rendszereit és endogén protektiv mechanizmusait

érintd magyarazat lehet. A teriilet NMDA receptorokban -nem meglepd modon- Kifejezetten
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gazdag, ez az iszkémia érzékenységet mar elére vetiti. Ugyanakkor a receptor siirliség nem
magyarazza a szelektiv érzékenységet, mert a CA3 és CAl-es teriileteken a receptorok
stirisége megegyez6 (Monyer és mtsai., 1994). A két teriilet azonban eltérd tirozin kinaz és
foszfataz aktivitassal rendelkezik, az eltérést tehat a hirvivé rendszerekben fennalld
kilénbség is magyarazhatja (Gee és mtsai., 2006). A CAl-es piramissejtek és interneuronok
kozotti eltéré iszkémia érzékenységre ugyanakkor magyarazat lehet az NMDA okozta
aktivacio, mert a két sejttipus NMDA receptor alegység Osszetétele erdsen eltéré (Avignone
és mtsai., 2005). Kulonbseget irtak le tovibbd a CAl és CA3 régiok azonnali korai génjei
expresszidjaban. Bar a c-fos azonnali korai gén a neuronalis aktivitas altalanos markere,
feltételezték, hogy eltérd eloszlasa magyarazat lehet a CA1-es piramissejtek érzékenységére
(Cho és mtsai., 2001). A jelenség hatterében mindezek mellett az ionhaztartast érintd
kilénbség is allhat. A KCC2 kotranszporter a sejtek alacsony CI- koncentracidjanak
kialakitasaért, igy a hatékony gamma aminovajsav (GABA) kozvetitett hiperpolarizacioért
felel. Expresszidja a sertlékeny CAl-es piramissejtekben az iszkémias inzultus utan rovid
idovel drasztikusan lecsokken, a sejtek a GABA-erg gatlo beidegzésre kevéshbé reagalnak
(Papp és mtsai., 2008). Az iszkémia/neurprotekcid és a kinureninek kapcsolata szempontjabol
fontos lehet, hogy a CAl-es régid szelektiv iszkemia érzékenységét az asztrocita nydlvanyok
visszahlUzodasaval is 6sszefiiggésbe hozzak (Lavenex és mtsai., 2011).

Az értekezés szempontjabol a CA1 szelektiv iszkémia érzékenysége mogott meghzodd
molekularis biologiai hattér nem lényeges, itt csupan azt kell kiemelnink, hogy az

excitotoxikus karosodast az NMDA receptor antagonistak hatékonyan mérséklik.

3.4 A Kkinureninek szerepe a neuromodulacioban
3.4.1 A kinurenin atvonal

A triptofan aminosav oxidativ lebontasénak legjelentésebb ttvonala a -szerotonin képz6dése
mellett- az dn. kinurenin dtvonal. A metabolikus folyamat soran harom neuroaktiv
koztitermék is keletkezik: ezek egyike, a ,zsakutcanak™ is nevezett kinurénsav oldalag
végtermékeként keletkezé6 KYNA. A masik kett6 a kvinolénsav (QUIN) agban keletkez6 3-
hidroxi kinurenin (3-HK), és a tovabbi atalakulasok soran létrejové QUIN, melynek
végterméke az elektronszallitd NAD. Az emlitett koztitermékek az emlés agyban fizioldgids
korialmények kézott nanomolos, illetve mikromolos koncentracioban vannak jelen (Vecsei és

mtsai., 2012). Ez a koncentracié a hatasos neuromodulécidéhoz sziikséges koncentracional
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joval alacsonyabb, Kismértékii megvaltozasa azonban befolyasolja a kognitiv funkciok
szempontjabol igen jeletés dopamin (DA), acetilkolin (ACh) és Glu extracellularis
koncentracidjat (Wu és mtsai., 2007, Zmarowski és mtsai., 2009, Pocivavsek és mtsai.,
2011). Ezért valoszinii, hogy a koztitermékek legfontosabb feladata a tonusos gatlas illetve
serkentés (Wu és mtsai., 2000, Wu és mtsai., 2007, Zmarowski és mtsai., 2009, Wu és mtsai.,
2010).

A koztitermékek hatasa és keletkezési helye szempontjabol sz&mos kiilonbséget talalunk. A
neuroprotekcid szempontjabol talan legjelentésebb KYNA az L-KYN irreverzibilis transz-
aminacidjaval keletkezik enzimatikus Uton. A folyamatot eldszor periférias szovetekben, a
majban és a veseben irtak le (Knox és Mehler, 1950, Mehler és Knox, 1950, Mason, 1954,
Gal és Sherman, 1980, Fukui és mtsai., 1991). Késébb a KYN-KYNA atalakulast a kdzponti
idegrendszerben is igazoltdk. A KYNA az asztrocitdkban szintén az L-KYN irreverzibilis
transz-aminaciojaval keletkezik. A folyamat végterméke a KYNA, amely tovabbi atalakulas
nélkul az extracellularis térbe kertl, és specialis lebontd folyamat hianyaban a kdzponti
idegrendszert nem specifikus, probenecid érzékeny sav transzporterek segitségével képes
elhagyni (Turski és mtsai., 1989). A KYNA szintézisét a KAT I, a KAT Il és a mitAAT
egyarant képes elvégezni, ezek koziil a humén és patkdny agyban legnagyobb jelentdséggel a
KAT Il bir (Guidetti és mtsai., 2007). A KYNA képz6dés hasonld utjat a neuronokban is
leirtdk (Guillemin és mtsai., 2007).

A 3-HK és QUIN szintézise a monocita eredetii sejtekben, igy a mikroglidkban és
gyulladasos folyamatok sordn az agyszovetbe vandorolt makrofagokban jellemzd. A 3-HK a
kinurenin monooxigenaz (KMOQ) segitségével keletkezik L-KYN-b6l, majd tovabbi
enzimatikus Iépésekben QUIN-¢ alakul (1. abra).
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1. &bra: A triptofan lebontds kinurenin ttvonala és a lebontasban részt vevo

enzimek.

3.4.2 A kinurenin anyagcsere patoldgias folyamatokban

A KYN atvonal enzimeinek aktivalodasat és a koztitermékek koncentraciojanak novekedéseét
szamos kronikus, neurodegenerativ korképben (Huntington-kér, Alzheimer demencia, AIDS
demencia komplex, Parkinson kor, amiotréfias lateralszklerdzis) leirtdk (Heyes és mtsai.,
1991, Vamos és mtsai., 2009a, Tan és mtsai., 2012). Az aktivalast az immun- és gyulladasos
faktorokra érzekeny indolamin-2,3 dioxigenaz (IDO) és triptofan dioxigenaz (TDO) enzimek

kozvetitik, amelyek végeredményben nagyobb KYN hozzaférést tesznek lehetové. Fontos
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megjegyezni, hogy az agyi érendotélben expresszalodd IDO is képes a KYN szintézisére, a
keletkezett KYN pedig a szolubilis guanilat ciklaz aktivalasan keresztiil a gyulladasos
terlleten artéria relaxaciot kozvetit (Wang és mtsai., 2010). Aktivald hatéast fejtenek Ki
tobbek kozott a gyulladasos citokinek, az interferonok (féleg a gamma interferon),
lipopoliszaharidok (bakteriéalis endotoxinok), az interleukin-1, és a TNF-a. A
megndvekedett enzimatikus aktivitds hatdsara felszaporodott koztitermékek hatdsa sokréti,
részben egymassal ellentétes. A QUIN ag termékei kozll a 3-HK a szabadgyok képzés és az
oxidativ stressz fokozasaval, a QUIN pedig direkt NMDA receptor aktivacioval neurotoxikus
hatasu. A pikolinsav kelatképz6 és immunregulatoros funkcidjan keresztil neuroprotektiv.

A KYNA ag végterméke a KYNA az NMDA receptor Gly modulatoros helyén kompetitiv
receptor antagonista, neuroprotektiv hatasd. A KYNA iszkémia-neuroprotekcioban betdltott

szerepével és a lehetséges neuroprotekcios stratégiakkal a kovetkezdkben foglalkozunk.

3.4.3 A KYNA szerepe iszkémiaban

Az egyetlen ismert endogén NMDA receptor antagonista a KYNA (Mok és mtsai., 2009),
amely e mellett az AMPA tipusi Glu receptorokat (Prescott és mtsai., 2006) és az alfa-7
nikotinos acetilkolin receptorokat (a7nAChR) is modulélja (Hilmas és mtsai., 2001). Szdmos
allatkisérletes eredmény igazolta, hogy az agyi kinurénsav szint megnoévelése csokkenti az
iszkémias sértés utan kialakul6 szdveti és funkcionalis karosodast (Stone, 2000, Wu és mtsai.,
2000, Schwarcz és Pellicciari, 2002, Stone és Addae, 2002, Vamos és mtsai., 2009b, Zadori
és mtsai., 2009). Az iszkémiat kovetd patologias folyamatokban a Kinurénsav szerepe
sokoldall, a receptor modulacion kivil gyulladasos folymatokat (Moroni és mtsai., 2012),
vaszkularis funkciokat (Sas és mtsai., 2003, Wang és mtsai., 2010) antioxidans reakcidkat
(Lugo-Huitron és mtsai., 2011) és a kolinerg rendszeren keresztil a sejtek ingerelhetdségét is
befolyasolja (Banerjee és mtsai., 2012a, Banerjee és mtsai., 2012b).

Az agyi extracellularis KYNA koncentracid novelését célzé neuroprotekcids kisérletek
alapvetéen négy stratégian alapulnak. A KYNA prekurzor L-KYN koncentracidja az L-KYN
szisztémas adagolasa utan az agyban gyorsan megemelkedik, mert az aminosav
transzporterek segitségével a vér-agy gaton koénnyen atjut (Fukui és mtsai.,, 1991). A
tovabbiakban a KYNA és a tobbi metabolit szintézise a KYN Utvonal enzimeit tartalmazé
minden sejttipusban elindul, de a keletkezett metabolitok aranya az egyes enzimek
aktivitasatol és a sejtek aktualis statuszatdl erdsen fiigg (lasd az el6zd fejezetben és a
megbeszélésben). Az endogén és az exogén KYNA koncentracioja hatasosan novelheté a

probenecid érzékeny szerves sav transzporterek gatlasaval, amelyeken keresztil a KYNA
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tavozik a kozponti idegrendszerbdl (Santamaria és mtsai., 1996, Shepard és mtsai., 2003,
Vamos és mtsai., 2009b).

A KYN utvonal enzimeinek farmakoldgiai gétldsdval az Utvonal egyensilya a Kivant
metabolit iranyaba eltolhaté. A KMO gétlasa a szintézist a 3HK és a QUIN visszaszoritasa
mellett a KYNA iranyaba tolja, a beavatkozas neuroprotektiv (Wu és mtsai., 2000, Zwilling
és mtsai., 2011).

A KYNA neuromoduléatoros hatasanak fokozasara ad lehetdséget olyan KYNA szarmazékok
szintézise, amelyek a vér-agy gaton konnyen atjutnak. A modszer elénye, hogy -legalabb is
kozvetlenill- nem befolyasolja a KYN utvonal tobbi termékét, nem vezet a 3-HK és QUIN

koncentracié novekedéséhez.

3.4.4 A KYNA magatartasra gyakorolt hatasa

Az agyi extracellularis KYNA koncentracio valtozasa kozvetlen NMDA receptor modulélo
hatasan és a kolinerg és dopaminerg transzmissziora gyakorolt hatasan keresztul a magatartas
megvaltozasahoz vezethet. A Kkinurenin Utvonal egyensulyanak eltolédasat nem csak a
krénikus, neurodegenerdcioval jar6 korképekkel hozzak —osszefliggésbe, szamos
allatkisérletes és human mérési eredmény utal a kinureninek neuro-pszihiatriai korképekben
betdltott szerepére.

betegek agy-gerincveld folyadékaban és a kérgi Brodmann 9-es areaban (Schwarcz és mtsai.,
2001, Linderholm és mtsai., 2012). Szkizofrénidban a terllet Glu és ACh szintje is
megvaltozik, a valtozas és a kdvetkezményes kognitiv deficit kialakulasaban a kinurenerg
hatas fontos szereplé lehet (Sathyasaikumar és mtsai., 2011). A szkizofrénia terpias
lehetdségei kozott az irodalom ujabban a kinurenin ttvonal befolyasolasanak lehetdségét is
emliti (Wonodi és Schwarcz, 2010).

A triptofan kinurenin Utvonalon torténd lebontdsdnak fokozodasat a depresszid szamos
forméajaban leirtdk. Depressziéban a gyulladasos citokinek és a glikokortikoidok szintje
emelkedett lehet (Barden, 2004, Dowlati €s mtsai., 2010), ami a kinurenin ttvonal kapujat
jelenté IDO ¢és TDO enzimek aktivalasdhoz vezet. A kinurenin utvonal aktivalodasa
végeredményben a Glu, ACh és DA szint megvaltozasdban is megjelenik, egydttal
alacsonyabb triptofan hozzaférést jelent a szerotonin Gtvonal szamara (Laugeray és mtsai.,
2010).

A kinureninek magatartasra gyakorolt hatasat a metabolikus utvonal enzimeinek genetikai

manipulaciojaval is igazoltdk. A ragcsalé és emlés agyban a KYNA szintézisét a KAT |, a
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KAT Il és a mitAAT enzim egyarant képes elvégezni, ezek kozil legnagyobb jelentdséggel
az asztrocitakban kifejez6d6 KAT Il bir (Guidetti és mtsai., 2007). Az enzim génjének null
mutécidja egérben atmeneti, ugyanakkor jelent6és biokémiai, anatdmiai és a viselkedési
mintazatot érinté valtozasokat okozott. Az allatok korai posztnatalis életszakaszaban alacsony
agyi KYNA koncentracidt, a dendrittiskek morfologiai és szambeli valtozasat valamint
hiperaktivitast és a motoros koordinacio zavarat figyelték meg. Az egyedfejlodés késdbbi
szakaszaban a valtozasok eltlintek, feltehetdleg a KAT II izoformdk megjelenésének
koszonhetéen (Yu és mtsai., 2004). Hasonlo6 kisérleti torzs Iétrehozasaval igazoltak tovabba,
hogy a KYNA szintézis csokkenése emelkedett hippokampalis Glu koncentraciéhoz vezet.
Nem meglepd, hogy ezek az allatok kiilonb6zo6, a tanulasi képességeket vizsgald tesztekben
jobban teljesitettek, in vitro LTP indukcios kisérletekben pedig a kontroll allatokhoz képest
emelkedett EPSC amplitidé értékeket mutattak (Potter és mtsai., 2010).

A KYNA koncentracio illetve szintézis kétiranyu farmakoldgiai befolyasolasa a
hippokampalis Glu koncentracio és a vizi utvesztdben nyujtott teljesitmény fluktualasahoz
vezet patkanyban. Mikrodializis segitségével a hippokampuszba juttatott KYN a Glu
koncentracidt csokkentette, a tanulasi folyamatokat pedig gatolta. Ezzel ellentétben a KYNA
szintézisét a KAT Il gatlasan keresztiil csokkent6 etil-szulfonil benzoilalanin (ESBA) a
hippokampalis Glu koncentraciot és az utvesztében nyujtott teljesitményt egyarant ndvelte
(Pocivavsek és mtsai., 2011).

A prekurzor KYN szisztémas adagolasaval megnovelt agyi KYNA szint patkanyok
tajekozodasi és emléknyom visszahivasi képességét a sugar Gtvesztdben szintén csokkentette
(Chess és mtsai., 2007).

A szkizofrénia egyik -ragcsadlo modellben is jol vizsgalhato- kiséré jelensége a szenzoros
kapuzo funkci6 (sensory gating) kdrosodéasa. A kapuzoé mikodés a kornyezeti ingerek kozotti
kilonbsegtetelhez, a felesleges informécid Kisziiréséhez elengedhetetlen. A vonatkozo
allatkisérlet, az ugynevezett pre-pulse inhibition sordn a parositott, averziv hangingerekre
adott egész test valaszokat (startle response) vizsgaljak. Kontroll allatokban a pérositott
hanginger masodik tagja kisebb mértékili dsszerezzenést valt ki. Szisztémas KYN adagolas
vagy a kinurenin utvonal KYNA képzddés iranyaba torténd eltolasa —NMDA receptor
antagonistak, PCP, MK801 hatadsdhoz hasonl6an- a kapuzé funkciét karositja (Erhardt és
mtsai., 2004).

Egy tovabbi kisérletben a pre- és korai posztnatalis életszakaszban adagolt KYN viselkedeési
és tanulési mintazatra gyakorolt hossz( tavu hatésat vizsgaltak patkdnyban. Ebben az esetben
az anyaallatok taplalékat a gesztacié 15. napjatol az utddok posztnatalis életének 21. napjaig
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KYN-el dusitottak. A tovabbiakban normal taplalas mellett a hippokampalis Glu szintet és a
vizi UtvesztOben valamint passziv elkeriiléses tesztben nyujtott teljesitményt a posztnatalis
56-80. napokon vizsgaltak. A csokkent Glu szint és teljesitmény érdekes modon a normél
taplalds utan is fennmaradt, vagyis a kozponti idegrendszer fejlédése alatt kialakitott
KYN/KYNA expozici6 hatasa az egyedfejlédés kés6bbi szakaszait is érintheti (Pocivavsek és
mtsai., 2012).
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4. Célkituzések

Az értekezés alapjat képez6 kisérletes munka harom feladat koré csoportosul. Megvizsgalni,
hogy

a) az Uj KYNA analog rendelkezik-e neuroprotekcios képességgel (célkitlizés 1).

b) az Uj analog kérosan befolyésolja-e a magatartési, tanuldsi illetve memdria funkciot
(célkitlizés 2-4).

c) a fentiektdl eltérd, atmeneti, fokalis iszkémiat el6idéz6 modellben a KYNA eldanyag az L-

kinurenin szulfat (L-K'YNSs) neuroprotektiv-e utokezelésben (célkitlizés 5).
Célkitiizés 1:

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki egy, a kollaboréns partnereink altal szintetizalt KYNA
analog 2-(2-N,N-dimetilaminoetilamin-1-karbonil)-1H-kvinolén-4-on hidroklorid (Fulop és
mtsai., 2009), Patent Application No: 104448-1998/Ky/me) neuroprotekcios sajatsadgainak
felmérését teljes elGagyi iszkémiaban patkanyban. A protektiv képességet a hippokampusz
Tovabbi célunk volt, hogy a neuroprotektiv képességet a szinaptikus jeltovabbitas és a

szinaptikus plaszticitas felmérésével is igazoljuk (2. abra).

A B o
OH
x | H HCl
2 N \/\N re
N” “cooH Ho 8 |

2. abra KYNA KYNA analog

A: A KYNA szerkezeti képlete
B: A KYNA analog szerkezeti képlete: 2-(2-N,N-dimetilaminoetilamin-
1-karbonil)-1H-kvinolén-4-on hidroklorid

Célkitizeés 2:

Kisérletink soran célul thztik ki, hogy felmérjik a neuroprotektiv.  KYNA analdg
hippokampusz-fiiggé térbeli tajekozodasra és tanulasra gyakorolt hatasat a vizi utvesztd

segitségevel patkanyban.
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Célkitizeés 3:

Kisérletink soran célul thiztiik ki, hogy felmérjiik a neuroprotektiv KYNA analog egerek
explorécids aktivitasara gyakorolt hatasat a nyilt porond vizsgalatban.

Tovabbi celunk volt az explorécios aktivitast nem befolyasolé dozis megvélasztasa utan az
analog hippokampusz-fiiggé terbeli tajékozodasra és tanuldsra gyakorolt hatasanak vizsgalata

a sugar utveszto segitségével egérben.
Célkitiizés 4:

Kisérletink soran célul tiiztikk ki a neuroprotektiv  KYNA analdég neuromodulatoros

képességének igazolasat a szkopolamin amnézia modell segitségével egérben.
Célkitiizés 5:

Kisérletink soran célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a kinurenin Gtvonal KYNA szintézis
irdnyaba torténd eltolasa L-kinurenin szulfattal neuroprotektiv-e atmeneti fokalis iszkémiaban

patkanyban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Iszkemias modellek
5.1.1 Négy ér elzaras (four-vessel occlusion, 4VO)

250-300g testsulyu Wistar patkanyokat 1ml/100 ttg 4%-os kloral-hidréat intraperitonealis (ip.)
adagoléasaval altattuk, a mélyalvas kialakuldsaig (15 perc) fényt6l és zajtdl izolaltuk. Az
allatok fejét elére hajlitott helyzetben szeterotaxias befogdban (David Kopf Instruments)
rogzitettiik, majd a nyak borét és a cervico-auricularis izmot az atlasz csigolya felett rostro-
caudalis irdnyban atvagtuk. Az atlasz csigolyat a paravertebralis izomzat tompa boncolasaval
tartuk fel. A foramen alare-n kilép6 dorzalis kis artériat elektrokauterrel elégettiik, a preparalt
bért és izomzatot sebterpesszel rogzitettiik. A foramen alare-t fogaszati furd segitségével a
vertebralis artériak sértése nélkil mindkét oldalon Kitagitottuk, majd mindkét vertebralis
artériat kauterizaltuk (Geiger Thermal Cautery Unit). Tobbszo6ri kauterezés utan a foramen
alare-t tovabb tagitottuk. Az érelzarast sikeresnek itéltlik, ha a foramen alare-ban az artéria
proximalis és disztalis csonkja is megjelent.

A furdsok és égetések alatt a teriiletet hideg fiziologias sdoldattal folyamatosan hiitottiik. A
beavatkozas utan a terpesztett izomzatot és bort anatomiai helyzetbe rendeztikk és a sebet
osszevarrtuk. A kovetkezokben a nyak ventralis oldalan hosszanti vagast ejtettiink, a bor
alatti kotészovetet tompan boncoltuk, majd az a. carotis communist mindkét oldalon
feltartuk. Az arteriardl a szimpatikus és bolygoideget gondosan levalasztottuk és az ér koré
lazén steril sebvarrd cérnat hurkoltunk. A feltart tertiletet anatomiai helyzetbe rendeztiik és a
sebet Osszevarrtuk. A mitétek alatt az allatok testhémérsékletét automata fiitépaddal 37°C —
on tartottuk (Supertech TMP-5a). 24 oOras pihentetés utan az a. carotisokat fellletes éter
altatasban ujra feltartuk, és atraumatikus klipsszel 10 percre elzartuk. A teljes eléagyi
iszkémia kialakitasat sikeresnek itéltik, ha az allatok éter tovabbi adagolasa nélkil is
komatozus allapotban maradtak és fénymerev pupilla mellett a szaruhartya reflexet nem
tudtunk kivaltani. A 10 perces carotis elzards utan a véraramlas meginduldsat operalo
mikroszkop alatt ellendriztilk, majd a nyaki sebet Osszevarrtuk. Az iszkémia kialakitasat

kovetden gorcstevékenységet mutatd allatokat a kisérletbdl kizartuk.
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5.1.2 Ko6zéps6 agyi artéria elzaras (AIMCAO)

A 250-300g testsulyG Wistar patkanyokat Nembutallal ip. altattuk (60mg/ttkg). A
maghOmérsékletet rektalis szenzorral és csatlakoztatott fiitépaddal 37 + 0.5 °C-on tartottuk
(Supertech TMP-5a). Az allatok fejét sztereotaxids befogoban rogzitettik (David Kopf
Instr.), majd a bal oldali ragdizmot részlegesen eltavolitottuk. A koponya temporalis régidjat
megtisztitottuk, és az agyfelszint a kozéps6 agyi artéria felett fogaszati furd segitségével
feltartuk. A kovetkezOkben az ér ala mikro-sebészeti kampot helyeztiink Ugy, hogy az az
irdnyl, mikromanipulatorral tortén6 elmozditasaval valtottuk ki (kb. 1200um). 30 perces
érelzards utdn a kampdt visszaengedtik és az ér aldl eltavolitottuk. A véraramlas
megindulasat operald mikroszkép alatt ellendriztiik. A feltart teriiletet anatomiai helyzetbe
rendeztlik, a sebet Osszevarrtuk, és jodtartalmu oldattal fertétlenitettiik. A mitét 1épéseit az
egyes allatok kozott idében szigortan szinkronizaltuk, hogy az altatoszer kiserletre gyakorolt

esetleges hatéasat egységesitsuk.

5.2 Hisztologiai feldolgozas

Az allatokat 0,5 ml /100 ttg 30%- os uretan ip. adagoléasaval altattuk, perflziés pumpa
segitségével 0,1 M foszfat pufferrel (PB), majd 4%-os paraformaldehiddel (pH 7,4)
transzkardialisan perfundaltuk. 24 éras utéfixalas utan vibratommal (Leica VT1000 S) 30 és
20 um vastag koronalis agyszeleteket készitettiink. A tovabbi feldolgozast zselatinozott (2 %)

targylemezre hlzott vagy szabadon Usz6 metszeteken végeztik.
5.2.1.1 Fluoro Jade C festés

A degeneralddott sejteket Fluoro Jade C (FJ-C) festéssel tettiik lathatéva, a szeleteken a
maganyagot fest6 DAPI ellenfestést is alkalmaztunk.  Szaritdas utan a metszeteket
szobahdmérsékleten leszallo alkoholsorban rehidraltuk, 10 percig 0,06 %-0s kalium-
permangandt, 20 percig 0,004 %-0s FJ-C festdoldatban inkubaltuk. Mosas és szaritas utan a

metszeteket Xilol bazisu fed6anyaggal fedtiik (Fluoromount, Serva).
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5.2.1.2 Immunhisztokémia

A szabadon Uszé szeleteket 0.1 M PB-ben mostuk, az endogén Fc receptorokat 10 %-0s
normal szamar szérumban (NDS) blokkoltuk. Az antitesteket 0,1 M PB, 2% NDS, 0,4 %
Tx100 és 0,01% Na-Azid tartalmu oldatban vettiik fel. A metszeteket az els6dleges
antitestben 4°C-on 24 ¢raig, a megfelel6 masodlagos antitestben (Jackson Immunoresearch)
szobahémérsékleten 2 oOraig inkubaltuk. Mosast kovetden a szeleteket zselatinozott (2 %)
targylemezre huztuk fel, és vizbazisa fedBanyaggal fedtiik (Fluoromount-G™

SouthernBiotech).
5.2.1.3 Kuvantitativ vizsgalatok

Mennyiségi 0sszehasonlitast a FJ-C+ sejtek szamanak becslésével végeztink. A dorzalis
hippokampuszbol készilt 30 um vastag szeleteken bregma -2.3 és -4.3 kozott az Ammon
szarv CAl-es régioja konvex-konkav atmenetében a FJ-C+ sejteket 20x-0s objektiv alatt egy
latotérben manualisan szamoltuk.

A szomatoszenzoros kérgi 1éziét bregma -0,5-t6l -4-ig 0,5 mm-es Iépésekben vett mintakbol
becsultiik. A FJ-C+ sejteket 4x-es objektiv alatt sajat fejlesztésii szoftverrel automatizalva
detektaltuk (MATLAB programkérnyezet; MATLAB 7.1, Mathworks, Natick,
Massachusetts, USA). Automatikus kiiszébszint beéllitas és zajcsokkentés utan 25-400-pum?

méretii objektumokat szamoltuk binaris képeken.
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5.3 Magatartas vizsgalat
5.3.1 Morris Water Maze

A Kkiserletben 250-300 g sulyd him Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=10). A kisérlet
megkezdése elbtt forditott nappal/éjszaka ciklust allitottunk be. Ehhez és a Kisérleti
apparatushoz az allatokat két hétig szoktattuk. Vizsgalatainkhoz 1,6 m atmérdja, 0,35 m mély
milanyag medencét hasznaltunk. A medencét 0,2 m mély szobahdmérsékletli vizzel toltottiik
fel, amelyet 10 ml sotétkek temperaval tettiik atlatszatlannd. A vizbe egy 8 cm atméréji
platformot helyeztiink el dgy, hogy annak felszine a viz alatt 1,5-2 cm-rel legyen. A
platformot a kisérlet soran kovetkezetesen ugyanazon kvadrans kodzepén helyeztik el. A
medence Kkerlletén 6t inditasi pontot jeldltink ki. A medence kdzeli kérnyezetében szdmos
tereptargyat helyeztiink el. A szért fényli megvilagitast tejiiveggel boritott fénycsovek,

,»fehér” zajt pedig a teremben folyamatosan lizemeld szelldztetd ventillator biztositottak.
5.3.1.1 A kiserlet menete

Az 5 napos habituaciés szakaszban az allatokat (n=10) naponta egyszer Usztattuk, az
uszasokat a medence tetszdlegesen kivalasztott inditasi pontjairdl inditva. Ha az allatok a viz
alatti platformot 1 perc alatt nem talaltdk meg, oda tereltiik Oket. Miutdn a platformra
felmasztak, 20 méasodpercet adtunk a térbeli tajékozodasra. A habituacids periddus utan a
térbeli tajékozadasi és tanulasi folyamatot hét napon keresztil vizsgéltuk. Az egyes napokon
3 egymast kovetd tesztet végeztiink el: 1) a legelsd usztatds, az Un. tréning eldtti teszt platform
nélkil, ii) 6t Usztatasbol allo tréning ot kiillonbozd inditdsi pontrol, iii) tréning utdni teszt
platform nélkul.

Menekiilési latenciaként értelmeztiik a platform megtalalasdhoz sziikséges i1dot az elsd
tréning Uszés soran. Atlagos menekiilési latenciaként értelmeztiik a platform megtalalasahoz
szikkséges idOk atlagat az Ot tréning 0szas soran. Zona preferenciaként értelmeztik a
célkvadransban eltoltott, a tobbi kvadranshoz viszonyitott id6t (tréning el6tti és tréning utani

Uszasok platform nélkul).
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5.3.1.2 Hatdanyag adagoléas

A kisérletben egyetlen allatcsoportot hasznaltunk. A hatodik napon a csoportot 1,5 ml vivd
anyaggal (0,1 M PB), a hetedik napon 1 mmol/ttkg analoggal (kb. 285 mg/ttkg, 1,5 ml 0,1 M
PB-ben feloldva), a kisérletek el6tt 1 oraval, ip. kezeltik.

5.3.2 Nyilt porond (OF) és sugar ttveszté (RAM) vizsgélat
5.3.2.1 Nyilt porond

A Kkisérletekben 9-16 hetes him CFLP egereket hasznaltunk (n=10 minden csoportban). A
nyilt porondot egy 50X50X50 cm-es plexiuveg dobozban alakitottuk ki. Az oldalfalakat

vilagosszirke kartonpapirral boritottuk, a talapzatot pedig érdesitettik.
5.3.2.2 A Kkisérlet menete

Az éllatokat a farkuknal megemelve az OF ugyanazon falanak kdzepéhez helyeztiik, ezutan
azok az arénaban 5 percig szabadon mozogtak. A vizsgalatban harom csoportot képeztink. A
kontroll csoportot ip. 0,4 ml PB-vel (pH 7,4) kezeltik. Tovabbi két csoport 1 illetve 2
mmol/ttkg KYNA analdgot kapott (PB-ben feloldva, pH 7,4). A kezeléseket a teszt el6tt egy

oraval végeztik el.
5.3.2.3 Sugar utveszto

A Kkisérletekben 9-16 hetes him CFLP egereket hasznaltunk. Az utvesztdé egy 24,5 cm
atmér6ji kozponti platformbol és nyolc 38 cm hosszu, 9 cm széles, 8 cm magas sugar iranyu
karbol all. A karok felll nyitottak, oldalfaluk atlatszé plexitiveg. A karok végében a
taplalékszemcsék szdmara egy-egy kis talkat helyeztink el.

A RAM teszthez az allatokat rendszeres ellenérzés mellett normalis teststlyuk 85-90 %-ra
fogyasztottuk. Forditott nappal/éjszaka ciklushoz és a kisérleti apparatushoz az allatokat két
hétig szoktattuk. A habituacios idészakban az allatok 4-4 percig tartozkodtak az Gtveszt6ben,
ahol véletlenszeriien taplalékszemeket helyeztink el (az eredeti tapjukbol szarmazd
morzsalék). A késobbickben a taplalékszemeket szisztematikusan kozelitettik a karok
végében 1évo talkakhoz. Végul csak a talkakban helyeztik el azokat. A habituacids idészak
utolso szakaszaban minden masodik karban helyeztiink el taplalékszemeket. A KYNA analog
kronikus alkalmazasanak hatasat vizsgalo kiserletben az allatokat 8 egymast kdveté napon

kezeltiik, és futtattuk es kezeltuk ( Nontro=10 €S NkyNA analog=12).
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Az éllatok teljesitményét a kdvetkezd paraméterek szerint értékeltiik:

Referencia memdria hibaként értékeltik a nem jutalmazott karokba torténd elsé belépést
(tehéat legfeljebb 4).

Osszes hibaként értékeltiik a nem jutalmazott karba torténé dsszes belépést.

Munkamemoria hibaként értékeltiik a jutalmazott karba torténd ismételt belépést.

Meértiik tovabba a négy jutalom megtalalasahoz sziikséges idot.

Az OF és RAM Kisérletekben az apparatust minden egyes futds utan 50 %-os alkohollal
alaposan megtisztitottuk, hogy a tovabbi kisérletet szagnyomok ne befolyasoljék. A kontroll
csoport a futtatasok el6tt egy oraval 0,4 ml PB-t (pH 7,4), az analoggal kezelt csoport 1
mmol/ttkg KYNA analogot kapott (PB-ben feloldva, pH 7,4).

5.3.3 Szkopolamin amnézia

A Kisérletekben 9-16 hetes him CFLP egereket hasznaltunk. A teszt kivitelezését tekintve a
kordbbi RAM metddus szerint jartunk el. A Kisérletben a szkopolaminnal és a
szkopolamin+KYNA analoggal kezelt allatcsoportjainkat egy homogén, jol teljesité kontroll
populécidbol (n=20) hoztuk létre. A két kezelt csoport teljesitményét a kivalasztast szolgalo
tesztet kovetd napon mértiik fel. A Kisérlet utolsd napjan a kontroll éllatcsoport egyik fele
(n=10) 0,2 mg/ttkg szkopolamin (szkopolamin-hidroklorid, Sigma), a masik fele (n=10) 0,2
mg/ttkg szkopolamin+1 mmol/ttkg KYNA analog (PB-ben feloldva, pH 7,4) kezelést kapott.

Az analdgot 1, a szkopolamint 0,5 dréaval a futtatas el6tt ip. adagoltuk.

Az allatok mozgéasat minden magatartas kisérletben a ,,SMART video tracking system”

rendszerrel kovettlk és rogzitettiik (Panlab).
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5.4 Elektrofiziolégia
5.4.1 Invitro merések

Dekapitalas utan az allatok agyat jéghideg mesterséges agy-gerincvelé folyadékban (ACSF)
eltavolitottuk, majd vibratommal (Campden Instruments) a dorzalis hippokampuszt is
tartalmaz6 350 um vastag, korondlis agyszeleteket készitettiink. Az inkubal6 ACSF oldatot a
kovetkezOképpen allitottuk Ossze (az Osszetevok mmol-ban): 130 NaCl, 3.5 KCI, 1
NaH;HPQO,4, 24 NaHCO3, 1 CaCl,, 3 MgSO,4 és 10 D-gliikoz. A méréseket Haas tipusu
regisztral6 kamraban folytattuk. A méréoldat az inkubalé oldattol az alabbiakban
kildnbozott; CaCl, koncentracio: 3 mM és MgSO,4 koncentracio:1.5 mM

Az oldatokat a kisérletek el6tt és a Kisérletek alatt folyamatosan 95% O, + 5% CO,
Osszetételll karbogén gdzzal (Messer) oxigenaltuk. A kisérleteket 34°C-on allandd sebességii

ACSF aramlas mellett végeztik.
5.4.1.1 Serkent6 poszt-szinaptikus mezopotencial (fEPSP) regisztralas

Théta kapillarisbdl hazott tvegelektrédaval orthodrom ingerlést végeztiink a hippokampusz
str. radiatum Schaffer kollateralisain az Ammon szarv CAl-es régiojaban (ingerszélesség:
0.2-ms, ingerlési frekvencia: 0.05 Hz). A kontroll stimulus intenzitasat Ugy valasztottuk meg,
hogy az fél-maximalis fEPSP vélaszt valtson Ki az intakt allatokban (30-60 pA).

A hippokampusz CAl-es régio str. radiatum és str. pyramidale rétegeib6l az exctitatorikus
mezdpotencialokat (fEPSP) 1-2 MQ ellenallast, Ag/AgCI lveg elektrédéaval vezettik el. Az
elektrodat regisztrald ACSF-el toltottuk fel. Az elvezetett fEPSP-ket 100-szoros er6sités utan
5 kHz-es feliil atereszté sziirén szirtiik. Az elvezetett jeleket digitalizaltuk és ,,off-line”
elemeztik (Digidata 1200 interface, Axoscopel0.0 recording system, Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, USA).

5.4.1.2 Input-output (1/0) gorbék

A szinaptikus jeltovabbitast un. 1/0 gorbék felvételével mértik fel. Ennek soran a 0-100 pA
erOsségii 10 pA-es lépéskben fokozatosan emelt ingeraramokra adott fEPSP valaszokat

regisztaltuk.
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5.4.1.3 A szinaptikus potencirozodas indukcidja

A hippokampusz CAl-es régio piramissejtjeinek apikalis dendritjei és a Schaffer
kollateréalisok szinapszisainak potencirozodasat nagyfrekvencias ingerléssel (NFI) indukaltuk
(ingerszélesség: 0.2 ms; ingerlési frekvencia: 100 Hz; ingerlési idOtartam: 5 s). Az indukcid
elétt a stabil alapvonal kialakulasaig (kb. 40-60 min) kontroll paraméterek mellett
regisztraltunk. Az indukcio utan kontroll ingerlési paraméterek mellett a fEPSP-k alakulasat

60 percig kovettik.

5.4.2 Invivo elektrofizioldgia

In vivo elektrofizioldgiai méréseket a dAMCAO modell karakterizalasdhoz készitettink. A
megtisztitott koponya felszinérél (Br -3 mm, antero-lateralisan 2mm) gombfejii eziist
elektrodaval elektroenkefalogramot (EEG) vettink fel (mintavételi frekvencia: 1024 Hz,
erdsités 1000x; Experimetria NeuroSys szoftver ,Experimetria Ltd. Hungary). Az EEG
teljesitmény spektrum analizist a MATLAB programkdrnyeztben EEGLab toolbox
segitségével végeztik (Delorme és Makeig, 2004). Az elvezetett jeleket 2-20 Hz-es

frekvencia tartomanyra sziirtiik, a tovabbi elemzést ebben a tartomanyban végeztik.
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5.5 Statisztikai elemzés

Adataink eloszlasat a Shapiro-Wilk normalitas teszttel, a szérasok homogenitasat a Levene
probéaval vizsgéltuk. Adatainkat vonal- és oszlopdiagrammal vagy doboz A&braval
szemléltettik. A vonal- és oszlopdiagramokon az atlagot és az atlag hibajat, a doboz &brékon
az adatok medianjat, az interkvartilis tartomanyt és a sz€lsé értékeket abrazoltuk.

A hippokampalis FJ-C+ piramis sejtek mennyiségi dsszehasonlitasat linearis kevert modellel
végeztliik az R programkornyezetben. Modelliinkbe Poisson hibaeloszlast, az allatok random
hatasat és a kezelések fix hatasat épitettilk be (Ime4 package; R; Crawley, M. J. 2007: The R
Book. - John Wiley: New York pp: 627-685 szerint).

A szomatoszenzoros kérgi FJ-C+ sejtek mennyiségi 6sszehasonlitasa soran az allatok random
hatasat és a kezelés fix hatasat szintén figyelembe vettlik (General Linear Model, IBM SPSS
Statistics version 20).

A magatartas vizsgalatok soran a tObbszords 0Osszehasonlitasokat variancia analizissel
(ANOVA) és Dunette T3 ,,post-hoc” probaval végeztik. Ismételt mérésekhez és kapcsolt
mintdkhoz a Friedman nem paraméteres probat alkalmaztuk. Ismételt mérések esetén, tobb
faktor egyiittes vizsgalatdhoz a generalizalt linearis modell/generalizalt becsld egyenletek
maodszerét alkalmaztuk. Statisztikai szamitasokhoz és az eredmények abrazolasahoz az SPSS
(IBM SPSS Statistics version 20). és Origin (Origin 7.0 OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) programokat alkalmaztuk.

Az 1/0O gorbék vizsgalata sordn ,,General linear model/Repeated measures” modszert
alkalmaztuk. Az egyes stimulus intenzitdsokhoz tartoz6 paronkénti 6sszehasonlitast Kruskal-
Wallis ANOVA-val végeztik (IBM SPSS Statistics version 20).

A szinaptikus potencirozodas analizisét linearis kevert modellel végeztik el az R
programkdrnyezetben. Modelliinkbe Gauss hibaeloszlast, az allatok random hatasat és a
kezelések fix hatasat épitettiik be. (Ime4 package; R; Crawley, M. J. 2007: The R Book. -
John Wiley: New York pp: 627-685 szerint).

Az EEG elemzés soran a teljesitmény spektrumot 1 Hz-es intervallumokra bontottuk fel (2-20
Hz). Az egyes frekvencidkhoz tartozd teljesitményt egyedi adatként kezeltiik, es azokat
ismételt méréses variancia analizisnek vetettik ala. Az analizist ,,General Linear

Model\Repeated measures” modellben végeztiikk (IBM SPSS Statistics version 20).
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6. A kisérletekben valo részvétel

Az in vitro elvezetéseket Fuzik Janos, a dAMCAO modellallatok preparélasat és az EEG
elvezetést Knapp Levente készitette. A szkopolamin amnézia Kkisérletben az allatok
tréningezését és tesztelését Gyengéné Ruszka Marian végezte. Az EEG értékeléshez hasznalt

programot Németh Kornél fejlesztette.
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7. Eredmények

7.1 A KYNA analog neuroprotektiv hatéasa teljes eloagyi
iIszkémiaban
A 10 perces teljes eléagyi iszkémia kiterjedt 1éziot okozott a dorzalis hippokampusz CAl-es
CAl-es régidjaban és a dorzalis szubikulumban (Na=4; Nmetszet=96, Medidn=158.5). A FJ-C
jelolés és a DAPI ellenfestés alapjan kijelenthetjik, hogy a CAl-es régidban a piramissejtek
legnagyobb része elpusztult. A festédés kiterjedt a str. oriens és str. lacunosum moleculare
rétegekre is, vagyis a piramissejtek apikalis s bazalis dendritje, valamint axonja is jel616d6tt
(4. dbra, A panel). A CA2, CA3 régiok valamint a gyrus dentatus principalis sejtjei nem
karosodtak (4. &bra, attekint6 kép).
Neuroprotekcids kisérletiink elsd szakaszaban a hatéanyag adagoldsaval korabbi kisérleti
elrendezésekhez igazodtunk (Sas és mtsai., 2008). Az analogot az iszkémias sértés elott egy
oraval, majd azt kdvetden tobbszor ismételve adtuk (3. abra, B panel). A kezelés hatdsara
szignifikans FJ-C jelolt sejtszam csokkenés kovetkezett be a CAl-es régioban (5. abra;
Nallat=5; Nmetszet=120; median=105; p=0,001).
Egy kovetkez6 kisérletsorozatban a kezelési paradigmat megvaltoztattuk, az analogot ebben
az esetben csupan egyszer, a 10 perces iszkémias i1ddszak utan, a reperfizid pillanatdban
adtuk (3. &bra, A panel) A kezelés hatasara ebben az esetben is jelent6s, szignifikans FJ-C+
sejtszam csokkenést tapasztaltunk, bar a korabbinal kisebb mértékben (5. abra; ng.=5;
Nmetszet=120; median=120; p=0,016).
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3. &bra: A miitéti protokoll és a hatéanyag adagolas idérendje a 4VO modellben

A tengely: Egyszeri analdg adagolas. Az analog 1mmol/ttkg-os adagjat az a. carotisok

reperfizidja utan kdzvetlendl i.p. adagoltuk.
B tengely: Ismételt analdg adagolds. Az analdg 1mmol/ttkg-os adagjat az a. carotisok
leszoritasa eldtt 1 oraval, majd azt kovetden 2, 5, 23 és 29 ordval adagoltuk i.p.
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4. &bra: Reprezentativ mikroszképos felvételek a hippokampusz koronélis
metszetérol.

Jobb felsé attekinté kép: FJ-C-vel jelolt metszet a dorzalis hippokampusz teriiletérdl
(sztereotaxias koordinata: Br -3,8, 40x nagyitas, mérce: 2000 um). A sarga négyzet a CAl-es
régié konvex-konkav atmenetét foglalja magaba, a FJ-C+ sejtek szamolasat ezen a tertleten
végeztik.

A és B panel: FJ-C/DAPI Kkettos festés hippokampalis koronalis metszeten.
(sztereotaxias koordinata: Br -3,8 nagyitas 200x, mérce: 200 um) A DAPI fest6dést csak a
str. pyr. tertletén abrazoltuk.

A: A 4VO csoportban a piramissejtek rétege nagymértékben degeneralodott. A FJ-C festédés
(sargas-zold szin) a sérilt sejttestekben és nyulvanyokban is megjelenik. A nagyszamu FJ-C+
sejt kozott elszdrtan latunk ép, DAPI+ neuronokat (kék szin).

B: Az ismételt KYNA analdg kezelés hatasara a FJ-C+ sejtek szdma lecsokkent. A sériilt
sejtek kozott joval tobb ép, DAPI+ neuron jelenik meg. A neurodegeneracio részleges.
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Az egyes csoportokban szamolt FJ-C+ sejtszam alakulasat doboz abraval mutatjuk be.

4VO: 4VO csoport (median: 158.5)

Egyszeri adagolds: Az analdg egyszeri adagolasa szignifikansan csokkentette a
degeneralddott sejtek szamat. (median=120; p=0.016).

Ismételt adagolas: Az analég ismételt adagoldsa szignifikdnsan csokkentette a
degeneralddott sejtek szamat. (median=105; p=0.001).
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7.2 A KYNA analog neuroprotektiv hatasa funkcionalis
vizsgalatokban

7.2.1 A szinaptikus jelatvitel

A szinaptikus jelatvitel vizsgalatara 1/O gorbeéket vettink fel az iszkémia altal érintett
hippokampalis terlleten. Az iszkémias allapotot a korabbiakban leirtakkal megegyezéen
allitottuk el6, a vizsgalatokat 10 napos tulélési id6 utan végeztik. A mérések soran kontroll,
4VO és a 4VO+analoggal tobbszor kezelt csoportok eredményeit vetettik 0Ossze. A
Iépcsdzetesen emelt ingeraramokra a kontroll csoport fokozatosan ndvekvd fEPSP
amplitadokkal vélaszolt, a gorbe telitési jelleget mutatott (6. abra, A panel; Ngja=3; Nszelet=6).
A 4VO csoport FEPSP amplitdéi dsszességében szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutattak
(6. abra, A panel; ; nga=4; Nselet=7; P=0.045). Az analdggal kezelt csoport fEPSP amplitadd
értékei azonban nem tértek el szignifikansan a kontroll csoport értékeit6l (6. abra, A panel;
Nanai=3; Nszeler=8; p=0.997).

Az 1/0O gorbek eredmeényei a hisztoldgiai vizsgélatokkal 6sszhangban azt mutatjak, hogy a 10
perces iszkémia sulyos morfologiai és funkciondlis kdrosodast okozott a hippokapusz CAl-es

= sz

jeltovabbitasi képességét.
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6. é&bra: In vitro elektrofiziologiai vizsgalatok kontroll, kezeletlen 4VO és anal6ggal
kezelt &llatcsoportokban

A: Input-output (10) fEPSP elvezetések az intakt (o), 4VO (e) és az analoggal kezelt (A)
allatcsoportbol.

Szignifikans kuldnbséget talaltunk a kontroll és a kezeletlen 4VO éallatok fEPSP amplit(doi
kozott (p=0.045). Az elbagyi iszkémia tehat karositotta a szinaptikus ingeriilet atvitelt. A
kontroll és analoggal kezelt allatok fEPSP amplitiddi kozott ugyanakkor szignifikans
kilénbség nem mutatkozott (p=0.997)

B: A szinaptikus potencirozodas indukcioja nagyfrekvencias ingerléssel (NFI)

Nyil jelzi az nagyfrekvencias ingerlés id6pontjat.

A nagyfrelvencias ingerlés a kontroll allatokban (o) szinaptikus potencirozédast valtott ki. Az
atmeneti, posz-tetanias potencirozdédas utan a megemelkedett fEPSP amplitidok a
regisztralas teljes id6tartama alatt stabilan megmaradtak.

A 4VO csoport (e) amplitidd értékei az dtmeneti poszt-tetanids potenciroz6das utan révid
iddvel kontroll értékre estek vissza. Szinaptikus potenciroz6das nem alakult ki.

Az analdéggal kezelt csoport (A) fEPSP amplitidd értékei a nagyfrekvencias stimulust
kovetéen megkozelitették a kontroll csoport értékeit, szinaptikus potencirozodas a kontroll
csoporthoz kozeli szintet ért el.

7.2.2 A szinaptikus potencirozodéas indukcidja

A bazélis szinaptikus funkcié felmérése mellett a karosodott hippokampalis régid szinaptikus
plaszticitasat is felmértik. A Kkisérletben a Schaffer kollateralis-CALl piramissejt apikalis
dendritek szinapszisainak facilitacidjat valtottuk ki. Intakt allatokban a nagyfrekvencias
ingerlés a fEPSP amplitidok erdteljes és stabil novekedését eredmenyezte. A fEPSP
amplitidok a kezdeti poszt-tetanikus potencialndvekedés utan a kontroll amplitdddkhoz
képest mintegy 30-40 %-0s novekedést mutattak, és az egy Oras kdvetés alatt ez stabilan
fennmaradt (6. abra, B panel; nga=3; Nselet=6; median=129). Ezzel szemben a 4VO
csoportban a poszt-tetanikus potencialndvekedés utan a fEPSP amplitidok roévid id6 alatt a

kontroll értékre estek vissza, a szinapszisok facilitaciéja nem alakult ki (6. &bra, B panel;
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Nanat=4; Nszelet=7; Median=104; p=0,0001). Az analoggal kezelt csoportban a potencirozodas
indukciogja utan elvezetett fEPSP amplitidok alig maradtak a kontroll allatok értékei alatt,
szignifikans kilonbséget nem talaltunk. (6. &bra, B panel; medidn=126; Nsa=3; Nszelet=8;
p=0,99).

Az adatok statisztikai 6sszehasonlitdsa megmutatta, hogy a kontroll és a 4VO csoport
eredményei kozott szignifikans kilénbség van, ugyanakkor a kezelt csoport nem kiilénbdzik
szignifikansan a kontroll csoporttol (7. abra). A hisztoldogiai eredmények, és az 1/0O gorbék
értékei mellett az indukcids kisérlet is igazolta, hogy a kezelés a hippokampusz Schaffer

kollateralis-CA1 piramissejt apikalis dendritek szinapszisainak plaszticitasat is megorizte.
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fEPSP amlitud6 értékek az alapvonal szazalékédban
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7. édbra: Az in vitro potencirozodott fEPSP amplitidd eértékek paronkénti
0sszehasonlitasa

Doboz abran szemléltetjik az egyes csoportok fEPSP amplitidé értékeit az alapvonalhoz
(a kontroll felvétel atlagos fEPSP amplitudé értéke) viszonyitott szazalékban kifejezve.
Szaggatott vonal jelzi a normalizalt alapvonal fEPSP értéket (100%).

Kontroll: Az intakt allatokbdl szarmazé szeletekben a nagyfrekvencias ingerlést a
fEPSP amplitudok mintegy 30%-0s ndvekedése kovette (median=129).

4VO: A 4VO csoportban szinaptikus potencirozodast nem sikerilt kivaltani, a fEPSP
amplitadd értékek a kontroll csoporthoz képest szignifikansan alacsonyabb értékeket
mutattak (median=104; p=0.0001).

4VO+anal6g: Az analdggal kezelt csoportban a fEPSP amplitudo6 értékek nem tértek el
szignifikansan a kontroll csoport értékeitél (median=126; p=0.99). A szinaptikus
potencirozddast az analdggal kezelt csoportban is sikerilt kivaltani.

7.3 A KYNA analog neuroprotektiv dézisanak hatasa

magatartasvizsgalatokban

7.3.1 Morris Water Maze

A kisérletben a KYNA analdg térbeli tajékozddasi és tanulasi képességre gyakorolt hatasat

vizsgaltuk egészseéges Aallatokban. A kisérleti felallas lehetévé tette, hogy a munka-

memoriaként értékelhetd folyamatokat €s a konszolidalodd emléknyomok el6hivasat

egyszerre vizsgaljuk (Baldi és mtsai., 2005).

Az

egy hetes kisérleti periddus elsd 6t napjaban a tréning el6tti tesztek soran a célkvadransra

irdnyulé zdéna preferenciat nem tapasztaltunk. A hatodik napon a vivGanyaggal torténd

kezelés nem okozott érzékelhetd valtozast. Ugyanakkor a hetedik napon, az 1 mmol/ttkg
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analoggal torténd kezelés hatasara a celkvadransra irdnyulo szignifikans zona preferencia
jelent meg (8. abra, A panel; Npaa=10; p=0,02).

A menekilési latenciat tekintve az 6todik napon a teljesitmény szignifikdns javulasat
tapasztaltuk (8. abra, B panel; nyaa=10; p=0,001). A tendenciat sem a vivéanyaggal, sem az
analoggal torténd kezelés nem rontotta, az tovabbi javulast mutatott (8. abra, B panel).

A konszolidalédé emléknyom kialakulasat az atlagos menekilési latencia alakulasaval is
megvizsgaltuk. Ebben az esetben a platform megtalalasahoz sziikséges idOk atlaga az 6t
tréning Uszas soran folyamatos csokkenést mutatott. Sem a vivéanyag, sem az analdg nem
rontotta a tendenciat, a legjobb teljesitmény a hatodik és hetedik napon jelent meg (8. abra, C
panel; Nnana=10; p=0,001).

A rovid tdva munkamemoriaként értelmezett teljesitmény alakulasat a tréningek utan egy
platform nélkili Usztatassal vizsgéltuk. Szignifikans zéna preferencia mind a vivéanyaggal,
mind a KYNA analdggal tortén6 kezelés esetében (p=0.008) mutatkozott (8. abra, D panel;
Mnanlat=10;).
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8. dabra: A térbeli tajékozodasi és tanulasi képesség alakuldsa a vizi utvesztoben

Az abran csillag jelzi a szignifikans kilonbségeket

A: Zobna preferencia

Az egyes kvadransokban eltoltott id6 a teljes iszasi id6 (60 s) szazalékaban az 1., 5., 6. s 7.
napokon (&tlag+S.E.M.). Az oszlopok az egyes kvadransokat jelképezik, a 4. oszlop a
célkvadrans. A célkvadransra vonatkoz6 szignifikans zéna preferencia csak az analdggal
torténd kezelés napjan alakult ki (p=0.02)

B: Menekulési latencia

A rejtett platform megtaldlasahoz sziikséges atlagos 1d6 az elsd tréning usztatasok soran az 1.,
5., 6. és 7. napokon (atlagtS.E.M.). Az 5. napra a menekilési latencia szignifikans
csokkenest mutatott (p=0.001). A teljesitményt sem a vivéanyaggal, sem az analoggal torténd
kezelés nem rontotta.

C: Atlagos menekiilési latencia

A menekiilési latencia 5 tréning Uszas eredményébdl vont atlaga az 1., 5., 6. és 7. napokon.
(atlag+S.E.M.). Az atlagos menekdlési latencia a hatodik napon szignifikans csokkenést
mutatott (p=0.001). A vivéanyaggal és az analoggal torténd kezelés a teljesitményt a hatodik
és a hetedik napon nem rontotta.

D: Munkamemoria teljesitmény

Az egyes kvadransokban eltoltott id6 a tréningek utani Usztatas soran (platform nélkil), a
teljes Giszasi id6 (60 s) szazalékaban az 1., 5., 6. és 7. napokon (&tlagtS.E.M.). Az oszlopok
az egyes kvadransokat jelképezik, a 4. oszlop a célkvadrans. A célkvadransra vonatkozé
szignifikdns zdéna preferencia minden Kisérleti napon megjelent. A teljesitményt sem a
vivOanyaggal, sem az analoggal térténé kezelés nem rontotta (p=0.008).
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Az 6sszes vizsgalt paramétert figyelembe véve elmondhatjuk, hogy az allatok vizi Gtveszté
Kisérletben torténd tanitasa sikeres volt. Az eltér6 memoria folyamatokra jellemzd
teljesitmény a kisérletben folyamatosan nétt, minden esetben statisztikailag szignifikdns
eredmennyel.

A Kisérleti eredmények szamszeriisitése alapjan Kijelenthetjik, hogy a vivéanyaggal térténé
kezelés nem zavarta meg a tanulasi és konszolidaciés folyamatokat. Az analog hatasara sem
kovetkezett be teljesitmény csokkenés, sot, a tréning eldtti zona preferencia esetében javulast
tapasztaltunk. Tovabbi vizuélis megfigyelésiink volt, hogy az analég hatasara az allatok
nyugodtabban oldottak meg a feladatokat.

7.3.2 Nyilt porond teszt (OF)

A Kkisérletben az analdg két dozisdnak egerek exploracios aktivitdsra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk (vivoanyag, 1 ill. 2 mmol/ttkg KYNA analdég (0,4 ml PB-ben oldva, pH 7,4);
Nanat=10 minden csoportban).

A vivbanyaggal torténd kezeléshez képest az 1 mmol/ttkg analog az allatok OF-ben megtett
dsszes Utjat tekintve elhanyagolhatd csokkenést okozott. 2 mmol/ttkg hatasara ez az érték
szignifikansan csokkent (9. abra, A panel; atlagyivsanyag: 2038 cm; atlagimm: 1933 cm,
atlagomm: 863 cm; p=0,001). Az &llatok maximalis sebességét a vivoanyaghoz képest az
analog mindkét dozisa egyenld mertekben csokkentette, a valtozds azonban nem volt
szignifikans (9. abra, B panel; atlagyivsanyag: 46 CM/S, atlagimm: 33 cm/s, atlagomm: 34 cm/s
p=0,069). Az immobilitds idejének szignifikans emelkedését ugyanakkor csak az analdg
nagyobb dozisa valtotta ki (9. abra, C panel; atlagyivsanyag: 30 S; atlagimm: 21 s, atlagomm: 106
S; p=0,035). Mivel az OF sz€li és kozépsé zonainak latogatdsa aranyaban nem lattunk
kilonbségeket, ezert ezeket nem vizsgaltuk elkilonitve. Hasonl6 mddon, sztereotip
viselkedési formak feltind megjelenését sem tapasztaltuk, kvantitativ vizsgalatokat ezek
tekintetében nem végeztiink.

A kisérleti eredmények szamszertisitése alapjan elmondhatjuk, hogy a hatéanyag alacsonyabb
(1 mmol/ttkg) dozisaval torténd kezelés az allatok exploracids aktivitasat jelentdsen nem
befolyasolja. A magasabb dozis (2mmol/ttkg) azonban jelentdsen csokkentette az OF

feltérképezése soran megtett utat, és az immobilitds novekedését is Kivaltotta.
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9. abra: Az exploraciés aktivitas alakulasa a nyilt porond vizsgalatban

A: Megtett tavolsag

Az oszlopok az egyes csoportok nyilt porondon megtett Gtjat mutatjdk centiméterben
(&tlagtS.E.M.). Az analdg alacsonyabb dozisa (1 mM) a megtett utat elhanyagolhat6
mértékben csokkentette. A magasabb ddzis (2 mM) ugyanakkor szignifikans csokkenést
okozott (atlagyivsanyag: 2038 cm; atlagimm: 1933 cm, atlagomm: 863 cm; p=0,001).

B: Maximalis sebesség

Az oszlopok az allatok maximalis sebességét mutatjak (cm/s). A maximalis sebességet az
analog alacsonyabb (1 mM) és magasabb (2 mM) dozisa egyarant csokkentette, a valtozas
statisztikai értelemben azonban nem volt szignifikans (atlagyiveanyag: 46 CM/S, atlagimm: 33
cm/s, atlagomm: 34 cm/s; p=0,069)

C: Immobilitas

Az oszlopok az allatok mozdulatlansagban toltétt idejét mutatjak (atlag+S.E.M.). Az analdg
alacsonyabb doézisa (1 mM) a nyugalomban tolt6tt id6t kis mértékben csokkentette, a
nagyobb adag (2 mM) ugyanakkor szignifikans novekedést okozott (atlagivsanyag: 30 S;
atlagimm: 21 s, atlagomm: 106 s; p=0,035)

7.3.3 Sugar utvesztéo (RAM)

A kisérletben a krénikusan adagolt analdg térbeli tajékozodasra és tanuldsra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk vivéanyaggal (n=10) és 1 mmol/ttkg KYNA analoggal kezelt allatokban (n=12). A
vizsgalathoz a hatéanyag OF-ben hasznalt alacsonyabb dozisat valasztottuk. Feltételeztik,
hogy ez az éallatokat a feladat megoldasaban -legaldbb is az exploracios aktivitas
csokkentésén keresztil- nem gatolja.

A Kkisérletet nyolc egymast kdvetd napon folytattuk, a vizsgalando paramétereket pedig tigy
hataroztuk meg, hogy azokkal a munkamemoriaként értékelhetd folyamatokat és a
konszolidalodo emléknyomok el6hivasat egyszerre vizsgalhassuk.

A Kkisérlet hatodik napjara az emléknyom konszolidaciojara utalo, an. referencia memoria
hiba szignifikans csokkenést mutatott a vivéanyaggal és KYNA analdggal kezelt csoportban

egyarant (p=0,001). A tendencia a kisérlet hatralevé részében tovabb javult mindkét
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csoportban. Statisztikai analizis alapjan a két csoport nyolc napos teljesitménye szignifikans
kilénbséget nem mutatott (10. abra, A panel; p=0,523).

A rovid tava teljesitményre utald6 Un. munkamemoria hiba mar a kisérlet mésodik napjan
szignifikans csokkenést mutatott mindkét csoportban (p=0,001), és ez a teljesitmény a
Kisérlet hatralevé részében tovabb javult. Statisztikai analizis alapjan a két csoport nyolc
napos teljesitménye szignifikans kilonbséget nem mutatott (10. abra, B panel; p=0,356).

A referencia memoria hibabol szarmaztatott un. dsszes hiba alakuldsa szintén folyamatosan
javulé tendenciat mutatott. Szignifikéns javulas a harmadik napon jelentkezett (p=0,042), és a
teljesitmény a Kisérlet hatralevé részében tovabb javult. A két csoport kozott statisztikai
kilénbséget itt sem tudtunk kimutatni (10. abra, C panel, p=0,121).

Kisérletiinkben megvizsgaltuk tovabba a feladat megoldasahoz sziikséges Osszes i1d6
alakulasat. A korabban vazolt paraméterekhez hasonldéan az id6 tekintetében is folyamatos
javulast tapasztaltunk. Szignifikans csokkenés a kisérlet masodik napjan lathaté (p=0,001). A
csoportok kozott szignifikans eltérést itt sem talaltunk (10. &bra, D panel; p=0,753).

Az 6sszes vizsgalt paramétert figyelembe véve elmondhatjuk, hogy az allatok RAM
paradigmaban torténé tanitasa sikeres volt. Az eltér6 memoria folyamatokra jellemzé hibas
valasztasok szdma a Kkisérletben folyamatosan csdkkent, minden esetben statisztikailag
szignifikans eredménnyel. Ugyanakkor, az analoggal torténé kezelés nem okozott

teljesitmény csokkenést vagy eltérést a vivé anyaggal kezelt csoport eredményéhez képest.
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10. &bra: A térbeli tajékozodas és tanulas alakulasa a sugar utvesztében

Az &bran csillag jelzi a szignifikans kildnbségeket.

A: Referencia memoria hiba

Vonal abra szemlélteti a referencia memdria hiba alakuldsat a Kisérlet nyolc napja alatt
(atlagtS.E.M.). A 6. napra a referencia memoria hibak szdma szignifikans csokkenést mutatott a
vivoanyaggal (folytonos vonal) és az analoggal kezelt csoportban (szaggatott vonal) egyarant
(p=0,001). A két csoport teljesitményében a kisérlet id6tartama alatt Osszességében nem
mutatkozott szignifikans kulénbség (p=0.523).

B: Munkamemoria hiba

Vonal &bra szemlélteti a munkamemoria hiba alakulasat a kisérlet nyolc napja alatt
(&tlagtS.E.M.). A 2. napra a munkamemoria hibak szdma szignifikans csokkenést mutatott a
vivéanyaggal (folytonos vonal) és az analdggal kezelt csoportban (szaggatott vonal) egyarant
(p=0.001). A két csoport teljesitményében a kisérlet id6tartama alatt Osszességében nem
mutatkozott szignifikans kilonbseg (p=0.356).

C: Osszes hiba

Vonal abra szemlélteti a teljes hiba alakulasat a kisérlet nyolc napja alatt (atlagtS.E.M.). A 3.
napra a teljes hibak szama szignifikans csokkenést mutatott a vivéanyaggal (folytonos vonal) és
az analdggal kezelt csoportban (szaggatott vonal) egyarant (p=0.042). A Kkét csoport
teljesitményében a kisérlet idotartama alatt 0sszességében nem mutatkozott szignifikans
kilonbség (p=0.121).

D: A feladat teljesitéséhez sziikséges ido

Vonal abra szemlélteti a feladat teljesitéséhez sziikséges id6 alakulasat a kisérlet nyolc napja alatt
(&tlagtS.E.M.). A 2. napon az id6 tekintetében szignifikans csokkenést tapasztaltunk a
vivOanyaggal (folytonos vonal) és az analoggal kezelt csoportban (szaggatott vonal) egyarant
(p=0,001). A két csoport teljesitményében a kisérlet id6tartama alatt Osszességében nem
mutatkozott szignifikans kulonbség (p=0,753).
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7.3.4 Szkopolamin amnézia

A kisérletben az analdg un. szkopolamin amnéziaban kifejtett hatasat vizsgaltuk (a vizsgalati
csoportok es elemszamok képzése tekintetében lasd az 5.3.3. fejezetet) A szkopolamint a
RAM paradigma szerint betanitott allatokon alkalmaztuk. Ebben az esetben tehat a
szkopolamint és az analdgot a kisérlet utolsé napjan adagoltuk, és vizsgaltuk az anal6g
szkopolamin okozta teljesitményromlast befolyasold hatdsat. A vizsgalt paraméterek a
kordbbi RAM vizsgalattal megegyeztek. A kiserletben szignifikans valtozast a csoportok
kozott a munkamemoria (medidnyivsanyea=0,0, Medi&Nszopolamin=1,0, Medidnszop+anatég=0,0,
p=0,029) és a teljesitéshez sziikséges id6 (Medidnyivsanyea=15 S, MediaNszkopolamin=56 S,
medianszop+analsg=43 S, P=0,003) tekintetében tapasztaltunk, a tobbi paraméter szamadatait
ezert nem jelenitjik meg. A péaronkénti 0sszehasonlitds soran a munkamemoria hiba
tekintetében a kontroll és szkopolamin+analdg csoport teljesitménye kdzott a killonbség nem
volt szignifikans (11. &bra, A panel; p=0,530). A teljesitéshez sziikséges id6 esetében a
paronkénti dsszehasonlitas alapjan a kontroll és szkopolamin+analdg csoport teljesitménye
kozott szintén nem talaltunk szignifikans kilénbséget (p=0,137). A szkopolamin+anal6g
csoport teljesitménye tehat a szkopolaminnal kezelt csoport teljesitményét e két paraméter
tekintetében felllmulta. (11. dbra, D panel).

Hasonlo tendencit a referencia memoria hiba és teljes hiba alakul&saban is felfedeztlink (11.

abra, B és C panel).
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11. 4bra: Az analdg (1mM) hatasa szkopolamin amnézidban

Doboz abraval szemléltetjik az allatok teljesitményének alakuldsat a szkopolamin amnézia
kisérletben

A: A munkamemoria hiba vizsgalata kapcsan a csoportok kozott szignifikans kilénbséget
talaltunk (p=0,029). A paronkeénti 6sszehasonlitas alapjan a kontroll és szkopolamin+anal6g
csoport teljesitménye kdzott ugynanakkor nem volt szignifikans kiilénbség (p=0,530).

A referencia memoria (B) és teljes hiba (C) vizsgalata soran a csoportok kozott szignifikans
eltérést nem tapasztaltunk.

D: A teljesitéshez sziikséges 1d0 tekintetében a csoportok kozott szignifikdns kiilonbséget
talaltunk (p=0,003). A teljesitéshez sziikséges id6 esetében a paronkénti Osszehasonlitas
alapjan a kontroll és szkopolamin+analdg csoport teljesitménye kozo6tt szintén nem talaltunk
szignifikans kilénbséget (p=0,137).
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7.4 A dMCAO modell in vivo elektrofizioldgiai jellemzése

Iszkémias modellink elektrofizioldgiai jellemzése kapcsan kordbban a szomatoszenzoros
kivaltott potencialok alakuldsat vizsgéltuk az ér okkluzidja alatt akut kisérletben (Knapp és
mtsai, kozlés alatt). Ennek eredménye egyértelmiien igazolta az MCA altal ellatott
kéregteriilet véraramlasanak jelentés visszaesését. Mivel hosszabb talélés esetén nem
célszeri a koponyacsont nagyobb darabjanak eltavolitdsa, a kisérletben elektro-
enkefalogramot vettlink fel a letisztitott koponyafelszinrél (ng=23). Az Aallatok
ipszilateralis, szomatoszenzoros kéreg feletti koponyateriletérél a 30 perces ér okklazio el6tt
és az iszkémias periddusban egy csatornan vettiink fel EEG-t. A két periodus teljesitméeny

spektrumaban jelentds kiilonbséget tapasztaltunk (12. abra).

—Kontroll
——Iszkémia

0.2

o
[N

EEG amplitadé (mV)
o

0 2 4 6x104ms
12. dbra: A kontroll és iszkémias peridodusban rogzitett EEG alakuldsa a dMCAO

modellben
1 perc hosszUsagu EEG regisztratum szemlélteti a kérgi elektromos aktivitas valtozasat a
dMCAO-t megel6z6 és azt kovetd idészakban. A kontroll (fekete szin) és az iszkémias (piros

szin) periodus amplitadd értékeit egymasra illesztettik. A 2-20 Hz kozott szirt EEG
regisztratumon az iszkémias periodusban jelentds amplitudé csdkkenés latszik.
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13. dbra: A dMCAO modellben regisztralt kontroll és iszkémias EEG teljesitmény
spektrum statisztikai 6sszehasonlitasa

A panel: Vonal abra szemlélteti az EEG teljesitmény spektrum valtozasat a kontroll
(folytonos vonal) és az iszkémiés (szaggatott vonal) periédusban, 1 Hz-es felbontasban.
(atlagtS.E.M.).

B panel: Az EEG teljesitmény szignifikans csokkenést mutatott az iszkémias periddusban
(&tlag+S.E.M.); p=0,0001).

A 2-20 Hz tartomanyban sziirt EEG az iszkémias peridodusban szignifikdnsan alacsonyabb
teljesitmény spektrum értéket adott (13. abra, A és B panel; &tlagkonuon: 0,00157 mV?/Hz,
&tlagiszemia: 0,00110 mV4/Hz; p= 0,0001). A korabbi kivaltott valasz amplit(dok alakulésa és
a sajat EEG mérések alapjan elmondhatjuk, hogy modellallataink minden esetben a 30 perces

iszkémia alatt jelent6s kérgi elektromos aktivitasvaltozason estek at.

7.5 Az L-kinurenin szulfat (L-KYNs) hatasa a dMCAO
modellben

A 30 perces MCA okkluziot kovetd szovettani valtozasokat a degenerdlodott idegsejtek és a
glialis reakciok kovetésével vizsgaltuk. Mivel a kontralateralis oldalon egyetlen esetben sem
tapasztaltunk szovettani valtozast, a mikroszkopos felvételeken és a mennyiségi
Osszehasonlitas soran csak az ipszilateralis kéregterulettel foglalkozunk. A megfigyeléseket
az érelzéras koordinatajatol kaudalisan olyan tavolsagban végeztik, ahol a beavatkozasbol
fakado primer szoveti karosodas mar nem latszott.

A 30 perces iszkemids sértés kovetkezményeként az allatok megkozelitleg felében

jelentkezett egyértelmti hisztologiai valtozas. Az allatok fennmaradd részében sem FJ-C
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jelolédést, sem a vizsgalt glidlis elemek mennyiségi vagy morfologiai valtozasat nem
tapasztaltuk. A szOvetkarosodas vizsgalata soran valtozékony FJ-C jel6lédési mintazatot
lattunk a szomatoszenzoros kéreg 11-VI. rétegében. A degenerdlddott sejtek eloszlaséban
kifejezett tendenciat nem fedeztiink fel. A iszkémiés féltekén jellegzetes asztroglialis valtozas
is megjelent. Az s100 pozitiv sejtek jellegzetes hipertréf, vakuolaris fenotipust mutattak,
nyulvanyaik megrovidiltek és megvastagodtak. Az iszkémias terlileten a mikroglia
aktivaciojat szintén megfigyeltik. A nyugalmi, és gyengén festddd un. elagazd fenotipus
helyett a sejttest megnagyobbodott, és a masodlagos és harmadlagos eldgazdsok
visszahUzodtak. A sejtek ilyen atalakulasa a reaktiv vagy fagocitotikus fazisukban jellemz6

(14. &bra). Mennyiségi Osszehasonlitast az egyértelmii szovettani valtozast mutato allatokon

veégeztunk. A vizsgélat soran vizualis megfigyelésiink volt, hogy a gliozis az L-kinurenin

14. abra: Reprezentativ mikroszkopos felvétel a patkiany szomatoszenzoros kérgérol
az iszkémias sértéssel azonos oldalrdl L-KYNs kezelést kvetoen

A, B és C panel (100x nagyitas, mérce: 500 um): Kettés immunjel6lés jeleniti meg a reaktiv
asztrocitakat (A) és mikroglidkat (B). FJ-C jeldlés (C) a szomszédos agyszeleten.

Az aktivalt asztrocitakat hipertréf, vakuolizalt sejttest és a nydlvanyok megvastagodasa
jellemzi. (A panel).

A mikrogliak szinten aktivalt fenotipust mutatnak, megnagyobbodott sejttest, a masodlagos
és harmadlagos nyulvanyok visszahlUzddasa jellemz6 (B panel).

A reaktiv gliozis mellett az azonos oldali szomatoszenzoros kérgen a Kkiterjedt
neurodegeneracié nagy szamu FJ-C+ neuron forméajaban is megjelenik (C panel). A FJ-C
festési mintazat az aktivalt mikrogliak elrendez6dését szorosan koveti (vO: B és C panel).

Tényleges mennyiségi 6sszehasonlitast a FJ-C+ sejtek szamanak becslésével végeztink.
Statisztikai analizis alapjan az L-KYNs kezelt csoportban a FJ-C+ sejtek szama

szignifikansan magasabb volt (15. abra; atlagyivsanyea: 221, atlagy-kyns: 612; p=0,023).
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p=0,023
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FJ-C jelolt sejtek szama (atlag+S.E.M.)

VivGanyag L-KYNs
Kezelés

15. dbra: FJ-C+ sejtek szama a dMCAQO modellben az iszkémias sértéssel azonos

oldalon

Oszlop diagram szemleélteti az iszkémids sértéssel azonos oldalon szamolt FJ-C+ sejtek
szamat a vivbanyaggal és L-KYNs-al kezelt csoportokban (atlagtS.E.M.). A FJ-C+ sejtek
szama az L-KY Ns-al kezelt csoportban szignifikansan magasabb (p=0.023).

Bar az s100 marker nem kizéardlag az asztroglidkban jelenik meg, az a sejttest morfoldgiai
valtozasait a GFAP jeldléshez képest sokkal szemléletesebben mutatja. Az asztroglia s100 és
GFAP kett6s immunjelolésével emellett igazoltuk, hogy a GFAP teljes kolokalizaciot mutat
az s100+ sejtekkel. Elenyész6 szamu s100+, de GFAP negativ sejtet talaltunk az iszkémias
terlileten (16. abra).
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16. abra: s100-GFAP Kkettés immunjelolés a dMCAO modellben az iszkémias
sértéssel azonos oldalon
A GFAP (vildgos kek) és az s100 (piros) immunjeldlés az iszkémids sértésen atesett

terileten 100%-0s kolokaliz&ciot mutat. A s100 jel6lés intenziven jel6i a sejttesteket, mig
a GFAP a nyulvany rendszert rajzolja ki (200x nagyitas; mérce:200um)
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8. Megbeszélés

8.1 A KYNA anal6g neuroprotektiv hatasa teljes eloagyi
iIszkémiaban
8.1.1 Hisztoldgiai vizsgalatok

Az L-kinurenin szulfat és a kinurénsav szarmazékainak neuroprotektiv hatdsat korabban
szamos eredmeényes neuroprotekcids kiserletben, kiilonboz6 eléagyi iszkémia modellekben
igazoltak. A kisérletekben az iszkémias inzultus el6tt szisztémasan adagolt hatdéanyagok a
neurodegenerativ folyamatokat hatékonyan mérsékelték (Scharfman és Ofer, 1997, Gigler és
mtsai., 2007, Robotka és mtsai., 2008). Tovabbi Kisérletekben kiderllt az is, hogy a
neuroprotektiv hatas szerves sav transzporterek gatlasaval (probenecid) tovabb novelhetd,
mert igy az agyi kinurénsav koncentracié hosszabb ideig emelkedett szinten marad
(Santamaria és mtsai., 1996). Mivel a neuroprotekcios kisérletlink tervezésekor a KYNA
analéggal kapcsolatos iszkémia-neuroprotekcids Kkisérleti eredmény még nem Aallt
rendelkezésre, a hatéanyag adagolasat tekintve a fenti kisérleti eredményekre tamaszkodtunk.
Hogy a protektiv képesség felmérését adjuvanssal ne zavarjuk meg, a kisérletben a szerves
sav transzporterek farmakoldgiai gatlasa helyett az analogot a sértés el6tt, majd azt kdvetéen
tobbszor ip. adagoltuk. Az ismételt kezelés azért is indokolt, mert teljes el6agyi iszkémiaban
Caragine és mtsai., 1998), tovabba a masodlagos excitotoxicitads és konvulzié méasodlagos
neuronpusztulashoz vezethet. Bar pontosan nem tisztazott, hogy a FJ-C festék pontosan mely,
a neurodegeneracido soran megjelend marker jelolését végzi (Schmued és mtsai., 2005),
tovabba a nekrotikus és apoptotikus folyamatok cerebrélis iszkemiaban atfedhetnek (Unal-
Cevik és mtsai., 2004), a hosszu talélés utan egyértelmii FJ-C jelol6dést mutatd sejteket nem
funkcionalé sejteknek tekintettik. A 4VO hisztopatoldgiai  kdvetkezményeit a
hippokampuszban hagyomanyos krezilibolya festéssel és a reaktiv gliozis kovetesevel is
vizsgaltuk. A principalis sejtek és a glialis elemek morfoldgidjanak megvaltozasa az irodalmi
adatoknak megfelel6en alakult (Sugawara és mtsai., 2002). Vizsgalatainkban a str. pyr.
teruletén talalhatd sejttipusokat nem azonositottuk, ugyanakkor tudjuk, hogy a rétegben az
interneuronok a sejtek csupan 10 szazalékat adjak, és ezek az iszkémias inzultusra sokkal

kevésbé erzékenyek (Avignone es mtsai., 2005). Az analdggal torténd kezelés hatasara
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bekovetkez6 CA1 FJ-C pozitiv sejtszam csokkenése egyértelmiien a principalis sejtek

==z

8.1.2 Funkcionalis vizsgalatok - 1/0 gorbék

Neuroprotekcids eljarasunk hatékonysagat a morfologiai vizsgalatok mellett funkcionalis
vizsgalatokkal is igazoltuk. Az I/O gorbék felvétele sordn a Iépcsdzetesen emelt
ingeraramokra kialakuld, telitési jelleget mutaté fEPSP amplitidé ndvekedés a principalis
sejtek apikalis dendritjeinek valamint a Schaffer kollateralisok itt kialakitott szinapszisainak
épségét mutatja kontroll allatokban. A 10 perces iszkémia nem pusztitja el maradéktalanul a
terulet piramissejtjeit, ép sejteket a morfoldgiai vizsgalatok soran lathatunk. Irodalmi adatok
alapjan azonban tudjuk, hogy a sejtek dendritikus arborizéacioja megvaltozik és a dendriteken
talalhatd szinapszist képz6 tiiskék szama is csokken (Gonzalez-Burgos és mtsai., 2007). A
Schaffer kollateralisok ingerlésével fEPSP-t tovabbra is ki tudtunk véltani, ugyanakkor az
egyes ingeraramokhoz tartoz6 amplitiddk szignifikansan alacsonyabb értéket mutattak. Az
analoggal kezelt csoport amplitado értékei nem kilonboztek szignifikansan a kontroll csoport
értékeitol, vagyis a kezelés nem csak nagyobb szamu ép principalis sejttest, hanem a sejtek

szinaptikus kapcsolatainak megdrzését is jelentette.

8.1.3 Funkcionalis vizsgéalatok - szinaptikus potencirozodas

A hippokampalis CAl-es piramissejt réteg magasabb szintli funkciondlis vizsgalatara
leginkabb a teriilet szinaptikus plaszticitasanak felmérése ad lehetéséget. A Schaffer
kollateralisok és a CA1 piramissejt apikalis dendritek szinapszisainak aktivitastol-fiiggd
adaptiv valtozésa a tanulas és a memorianyomok Kkialakuldsénak alapvet6 feltétele, a
hippokampalis haldzat épségét igényli. Bar a kisérletesen kivaltott potencirozodas és a
jelenség fiziologias megfeleldje kozotti kapcesolat jelenleg nem teljesen tisztazott (Bramham,
2010), a modszerrel jol vizsgalhatjuk a terulet szinapszisainak hatékonysagat és dinamikus
véltozasat. A szinaptikus attevodés fokozasanak két leggyakrabban alkalmazott modja a
Schaffer kollateralisok rovid ideig tartd nagyfrekvencias ingerlése (Andersen és mtsai., 1977)
¢s a théta stimuldcid (rovid megszakitisokkal adott nagyfrekvencids inger ,,csomagok™)
(Larson es mtsai., 1986). Bar a nagyfrekvencias ingerlés hatékonysaga a théta stimulacioét
nem éri el (Kim és mtsai.,, 2012), a potenciroz6dds mesterseéges kivaltasira mindkettd
alkalmas. A kivalté ingerek eltérése mellett tovabbi kiilonbségeket talalunk a potencirozodas
id6tartamat illetéen. Ujabban a révid és hosszil tava folyamatok kialakulasa soran eltér

NMDA receptor folyamatokat is azonositottak (Volianskis és mtsai., 2013). A Kisérleti
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paradigmak és a feltart mechanismusok sokfélesége miatt sajat kisérleteinkben a hosszutavd
vagy rovidtavu potencirozédas (STP, LTP) elnevezések helyett egyszeriien szinaptikus
potencirozddasként értelmeztiik a nagyfrekvencias indukci6 utan megjelené fEPSP amplitido
emelkedést.

Kontroll allatainkban a nagyfrekvencias ingerlést kovetden az elvezetett fEPSP-k amplitidoja
tartdsan ¢és stabilan megnovekedett, a szinaptikus attevédés hatékonysagat sikerllt
névelnink. Az iszkémias sértésen atesett allatokban a szinaptikus potencirozddas elmaradt, a
fEPSP amplitudok az indukcio6 utan roviddel kontroll értékeket mutattak. Az analggal kezelt
allatokban az indukcié ugyanakkor a kontroll allatokhoz hasonld0 mértékii szinaptikus
potencirozddast valtott ki, szignifikans eltérést a kontrollhoz képest nem tapasztaltunk. A
morfoldgiai vizsgalatok és az 1/0 gorbék eredményei mellett a Schaffer kollaterdlis CAl
piramissejt apikalis dendritek szinapszisai dinamikus sajatsagainak vizsgalataval igazoltuk,

hogy a kezelés a teriilet magasabb szintii halozati funkciojat, plaszticitasat is megdrizte.

8.1.4 Az analdg neuroprotektiv hatékonysaga utdkezelésben

Bar neuroprotekcios kisérletiink els6 fazisaban a hatéanyagot az iszkémias inzultus
kialakuldsa utan is adagoltuk, a legels6 kezelés az iszkémia kialakitasat egy oraval megelGzte.
A hatdanyaggal végzett fiiggetlen kisérletekbdl tudjuk, hogy az a szisztémas adagolds utan
egy oraval mar eléri a hatékony neuromodulacidhoz sziikséges koncentraciot a kozponti
idegrendszerben (Knyihar-Csillik és mtsai., 2008). Igy az excitotoxicitast kiséré Glu-erg
folyamatok els6 kisérletiinkben mar egy modulalt ,hattéren” indultak el. A huméan
gyogyaszati szempontokat figyelembe véve az ilyen kezelési mod mellett megjelend
neuroprotekcios képesség is jelentds, hiszen az iszkémia-reperfizio kialakuldsa sok esetben
kiszamithatd, hangolhatd (szivmitétek, miivi rekanalizacio). Nagyobb jelentOsége lehet
azonban az olyan farmakonoknak, amelyek a beadasukat kovetden rovid iddvel, akar az
iszkémias inzultus utan alkalmazva is képesek az excitotoxikus folyamatok mérséklésére.
Kisérletiink masodik fazisaban az analégot az a. carotis communisok reperfizidja utan
azonnal adagoltuk. Hisztologiai feldolgozast kdvetden a korabbi kezelési mod utan tapasztalt
mérsékelt neurodegeneraciot ebben az esetben is tapasztaltuk. Bar a FJ-C pozitiv sejtek
szamanak csokkenése a koradbbi értéket nem érte el, a 4VO csoporthoz képest itt is
szignifikans javulast tapasztaltunk. Kordbbi vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a degenerélddott
sejtek szamanak csokkenése a terilet funkcionalis karosodasanak csokkenését is jelenti. Az
utokezelésben alkalmazott analdg esetében elektrofizioldgiai vizsgalatokat ezért nem

végeztlnk.
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8.2 A KYNA analog hatasa memoria tesztekben

A tulzott NMDA receptor funkcid gatlasan alapulé neuroprotekcié nem tujkeletii. A receptor
csatorna vagy a modulatoros kotShelyek kompetitiv vagy nem kompetitiv gatldsa szamos
iszkémias modellben jelentds neuroprotekcids kapacitast mutat.

Az NMDA as a7nACh receptorok a human és ragcsald hippokampusz principalis sejtjei és
interneuronjai szinapszisaiban is nagy siriiségben fordulnak el6 (Nyiri és mtsai., 2003,
Drever és mtsai., 2011), igy a receptorokhoz kotheté Glu-erg és nikotinerg jelatvitel
integritasa elengedhetetlen szd&mos hippokampusz-fiiggé kognitiv mitkodéshez. A funkcio
megvaltozasa jol nyomon kovethetd tobbek kozott a térbeli tajékozodast és tanulast vizsgalo
an. orientacios tesztekkel. A hippokampalis és striatalis Glu-erg és kolinerg jelatvitel
erdteljes gatlasa ilyen tesztekben a teljesitmény csékkenéséhez vezet (Butelman, 1989, Ohno
és mtsai., 1993, 1994, Nakazawa és mtsai., 2004, Yoshihara és Ichitani, 2004, Surmeier és
mtsai., 2009).

8.2.1 Vizi titveszts (MWM)

A vizi atvesztovel végzett kisérletlinkben az anal6g neuroprotekcioban hatékony dézisanak
orientacids képességekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A kisérleti korilmények kialakitasa és
a tanitasi paradigmank alapjan feltételeztiik, hogy a feladatok végrehajtdsa a tér komplex
reprezentaciojat igényli, egyszerii tarsitassal nem megoldhatd, végeredményben a tanulas
hippokampusz-fiiggé. Feltételeztiik tovabba, hogy az analdg altal kivaltott massziv Glu-
erg/kolinerg blokad esetén a hippokampalis funkcié zavart szenved, és ez a tanulési képesség
megvaltozasaban is megjelenik. Kisérletinkben a tréning el6tt adagolt analog hatassal lehet a
tréning soran gyiijtott informacid bevésésére (munkamemoria), illetve a korabbi tréningek
konszolidalodé emléknyomainak el6hivasara. Konszolidalodo emléknyom kialakulasat és
ennek sikeres el6hivasat a napi elsd Usztatasok soran nem értiik el. Valoszinii, hogy az ilyen
teljesitmény eléréséhez naponta tobbszor ismételt tréningezésre van szikség. Varatlan
eredmeényként jelentkezett, hogy a kisérlet utolso napjan, az analdggal torténd kezelés utan a
celkvadransra iranyul6 szignifikans zona preferencia jelent meg. Azaz, ebben az egy esetben
az emléknyom el6hivasa sikeres volt. Az eredmény magyarazataul szolgalhat az NMDA
receptor funkcié gatlasa nyoman kialakuld enyhe anxiolitikus hatas, melyet mas NMDA
antagonistak esetében is leirtak (Guimaraes és mtsai., 1991). llyen modon a feladat sikeres
megoldasa egyszerlien az Uszas okozta szorongas csokkentésével fiigg Ossze. A teljesitmény

enyhe ndvekedésének ettdl eltéré magyarazatat a ,,szkopolamin amnézia” fejezetben adjuk
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meg. A Kkisérlet tobbi paraméterének vizsgalata utan Kijelenthetjuk, hogy az analdg
neuroprotektiv, 1 mmol-os dézisa a rovid tavi, munkamemoriaként értékelhetd
hippokampalis folymatokat nem rontotta, emellett a konszolidalé6 emléknyomok el6hivasara

iranyulo kisérletben nem vart, pozitiv eredményt hozott.

8.2.2 Nyilt porond teszt

Bar neuroprotekcios kisérleteinkben az iszkémids sértést patk&nyokon alakitottuk ki,
célszeriinek lattuk az analdég kognitiv funkcidkra gyakorolt hatdsat intakt egerekben is
megvizsgalni. Az anal6g neuroprotektiv/neuromodulatoros sajatsagaira vonatkoz6 adatok in
vivo patkany vizsgalatokbdl szarmaznak (Knyihar-Csillik és mtsai., 2008, Vamos és mtsai.,
2009b, Gellert és mtsai., 2011), ezért az orientacios tesztek elvégzése el6tt nyilt porond
vizsgalatban mértiik fel az analdg két dbézisanak explorécids aktivitdsra gyakorolt hatasat.
Vizsgalatunk legfébb kérdése az volt, hogy az egerek eltéré anyagcsere, esetleg vér-agy gat
sajatsagai lehetové teszik-e az analdg patkdnyokéval azonos, mmol-0s nagysagrendben
torténé alkalmazasat az orientacios tesztekben. A kinurénsav transzmitter rendszerekre
gyakorolt sokrétii hatasa és a transzmitter rendszerek bonyolult kélcsdnhatasa nem teszi
lehetévé, hogy a nyilt porond tesztben kapott eredmények mogott meghlzédd
neurofizioldgiai valtozast pontosan meghatarozzuk. A magyarazatot tovabb neheziti, hogy a
vizsgalat -felépitéséb6l adodoan- tobbféle neurofizioldgiai valtozds nyomon kovetésére is
alkalmas egy id6ben. A vizsgélat eredményeit a szorongas, a motoros funkcidk és a
motivacio megvaltozasa egyarant befolyasolhatja. Esetlinkben a vizsgalat mégis alkalmas
arra hogy i) az analdg vér-agy gaton torténd atjutasat igazoljuk, ii) és meghatarozzunk egy
olyan elhanyagolhat6 valtozast okoz6 dézist, ami az orientacids vizsgalatot -legaldbb is az
exploracios aktivitas befolyasolasan keresztul- nem torzitja.

Kisérletiinkben a hatéanyag nagyobb adagja (2 mmol/ttkg) jelentdsen csokkentette a nyilt
porond feltérképezése soran megtett utat, és az immobilitas ndvekedését is Kivaltotta. Az
alacsonyabb (1mmol/ttkg) adaggal torténd kezelés az allatok aktivitdsat ugyanakkor
jelentésen nem befolyasolta. Eredményeink igazoltak, hogy i) az analog egérben is képes
atjutni a vér-agy gaton, ii) az 1 mmol/ttkg-os adag alig befolyasolja az allatok aktivitasat,
tehat alkalmas a térbeli tajékozddast és tanulast befolyasol6 hatas felmérésére orientacios

vizsgalatokban.
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8.2.3 Sugar utveszté

A sugar utvesztOben végzett kisérletiinkben az analdg orientacids képességekre gyakorolt
hatdsat vizsgaltuk. A hatéanyag adagjat a nyilt porond tesztben kapott eredmények alapjan
hataroztuk meg. A feladat megoldasa a vizi utveszt6hoz hasonloan itt is a tér komplex
reprezentaciojat igényli, egyszerii tarsitassal nem megoldhatd, végeredményben a tanulas
hippokampusz-fiigg6. A Glu-erg és Kkolinerg ingerilet atvitel befolydsolasa a sugar
utvesztében a teljesitmény valtozdsdhoz vezet. A jelenséget nem csak a hagyomanyosnak
tekinthet6 NMDA receptor antagonistak (MK801, APV, PCP) alkalmazéasakor, hanem a
kinurénsav kapcsan is leirtdk. Ugyanakkor a KATII enzim mutaciojat hord6zo egerek
hasonlé tesztekben, az alacsonyabb endogén kinurénsav szint kdvetkeztében jobban
teljesitenek (lasd A kinureninek magatartasra gyakorolt hatasa cimi fejezetet). Feltételeztik,
hogy az analdg altal kivaltott massziv Glu-erg/kolinerg blokad esetén a hippokampalis
funkcié zavart szenved, és ez a tanulasi képesség megvaltozasaban, a teljesitmény
csokkenésében is megjelenik. Elékészité kisérletinkben a nem kompetitiv dan. nyitott
csatorna blokkol6 MK801 hatasat mi is vizsgaltuk. Nem meglep6 modon, az antagonistaval
kezelt allatok teljesitménye a kontroll csoporthoz képest jelentésen romlott. A Kisérlet
eredménye nem Ujdonséag, részletes leirasat éppen ezért az értekezésben mellézziik. Az
eredmények ismeretében azonban Kkijelenthetjiik, hogy a kisérleti felallasunk alkalmas a
térbeli tajekozodas ¢és tanulas kapcsan megjelend teljesitmény romlds vizsgalatara.
Kisérletlinkben - a vizi Gtvesztdvel szemben- az analég 1mmol/ttkg-os adagjat a tréningek
el6tt, a tanitasi periodus alatt folyamatosan alkalmaztuk. A kontroll csoport teljesitménye a
vizsgalat soran minden paraméter tekintetében folyamatosan javult, a kiindulési allapothoz
képest szignifikdns eredménnyel. Ugyanilyen tendenciat tapasztaltunk az analoggal kezelt
csoport esetében is. Ugyan a csoportokon bellll és a csoportok kozott is tapasztaltuk a
teljesitmény bizonyos ingadozasat, a jelenséget a magatartasvizsgalat természetes
velejarojanak tekinthetjik, hiszen az allatok a kornyezeti hatdsok barmilyen megvaltozasara
igen érzékenyen reagalnak. Az analdggal torténd kronikus kezelés a tanulési tendenciat nem
befolyasolta, a kisérletben mindkét &llatcsoportot sikerdlt tanitanunk, a vizi Utveszt6ben
tapasztalt teljesitménynovekedést ebben az esetben nem fedeztik fel. Osszességében
elmondhatjuk, hogy az analég kronikus alkalmazas mellett sem Kkarositja a térbeli
tajékozodashoz és tanulashoz sziikséges hippokampalis miikodést. A neuroprotektiv hatas

magyarazataként leirt NMDA receptor modulalé hatas ebben az esetben kevésbé jelentés
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lehet, hiszen a Gly kdtéhelyen torténé modulalas erésen aktivitas-fiiggd (Li és mtsai., 2009),

illetve az analog hatasa a szinaptikus és nem szinaptikus NMDA receptorokon szintén eltéro.

8.2.4 Szkopolamin amnézia

A vizi és sugar utveszt6 kisérletekben sikertilt igazolnunk, hogy az analdég neuroprotektiv, 1
mmol/ttkg-os adagja orientacids tesztekben a tanulasi képességeket nem rontja. A Kisérleti
eredmeények azonban nem igazoljék, hogy kozponti idegrendszeri hatds, neuromodulécio a
hatbanyag hatasara egerben bekdvetkezik. A ,,szkopolamin amnézia” kisérletiinkben azt
vizsgaltuk, hogy a szkopolaminnal megzavart hippokampalis muiikodést, igy a térbeli
tajékozddast és tanulast az analég 1 mmol/ttkg-os adagja elmozditja-e barmilyen irdnyba. A
szkopolamin ,,amnesztikus” hatasat szamos Kisérletben igazoltak (Appenroth és Fleck, 2010,
Kay és mtsai., 2010, Antonova es mtsai., 2011). A szkopolamin befolyasolja a hippokampusz
jellegzetes, az orientdciés feladatokban kulcsfontossagu un. théta oszcillaciojat (Barry €s
mtsai., 2012). A kisérleti felallastdl figgéen a szkopolamin az emléknyom kialakulasanak
mas-mas szakaszara hathat, de leginkabb a bevésédés és a konszolidacids folyamat karosodik
(Agrawal és mtsai., 2009). A szkopolamin és a nem kompetitiv Un. nyitott NMDA csatorna
blokkol6 MK801 6nmagéban hatéstalan, ,,szub-effektiv’ adagjanak egyittes alkalmazasa
soran a rovidtdvi memoria kialakulasa karosodott (Hlinak és Krejci, 1998). A fentiek
figyelembe vételével a sugar utvesztében betanitott egereket kezeltik a szkopolamin
alacsony, de hatasos adagjaval (2mg/ttkg), valamint 1 mmol/ttkg anal6ggal. A szkopolamin
kezelés elokisérleteinknek megfelelden csokkentette az allatok teljesitményét minden
paraméter tekintetében. Ugyanakkor a szkopolamin és az anal6g egytt adasa a teljesitmény
romlasat mérsékelte. Szignifikans valtozast a munkamemadria hiba vizsgalata soran kaptunk.
(Megjegyezzik, hogy a kiserletet a szkopolamin nagyobb, 3 mg/ttkg-os adagjaval is
elvégeztiik, es tendencigjdban megegyezé eredményt kaptunk. Ennek részletezésére az
értekezésben nem térink ki) Az eredmény magyarazataul a hippokampusz kolinerg
beidegzése és az a7 nikotinos acetilkolin receptorok kinurénsavval szemben mutatott magas
affinitasa szolgalhat. A hippokampusz jelentés kolinerg beidegzést kap a medidlis
szeptum/Broca féle diagonalis koteg komplexb6l. A hippokampusz tanulési folyamatokat
kisérd szinaptikus plaszticitasat a kolinerg beidegzés erésen befolyasolja, bar a plasztikus
folyamatok a kolinerg rostok hidnyaban is végbe mennek (Drever és mtsai., 2011). A
hippokampalis kolinerg hatds szamos receptoron keresztil megvalosul, esetlinkben a
nikotinos receptorok miikodése jelentds. Az ACh vagy a nikotin a principalis sejteken

serkentd funkcidji. A hatas valoszintileg a CA1 piramissejtek rekurrens axon kollateralisain
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kifejez6dott, tehat a neuron szempontjabdl preszinaptikus elhelyezkedésti ACh receptorok
aktivalasanak kovetkezménye (Szabo és mtsai., 2008). Ugyanakkor a str. radiatum gatlo
interneuronjain kifejez6d6 receptorok aktivalasukon keresztiil a principélis sejtek gatlasat
fokozzék. Mivel az interneuronokon az a7nACh receptorok siirisége nagyobb, a nikotinerg
beidegzeés az interneuronokon keresztiil a gatlast er6siti (Szabo és mtsai., 2008). Fontos
tovabba megjegyezni, hogy a kinurénsav legnagyobb affinitast (ICso:7umol) a nikotonos
receptorokkal szemben mutat (Banerjee és mtsai.,, 2012b). A szkopolamin okozta
teljesitményromlas hatterében a principalis sejteken elhelyezked6 mAch receptorok gatlasa
all (Drever és mtsai., 2011). Nem meglepd tehat, hogy szkopolamin és MKB801 egyuttes
adagolasaval a negativ hatés a principalis sejtek szintjén 6sszegz6dik. Er6sen spekulativ, de a
fenti folyamatok figyelembe vételével lehetséges, hogy az anal6g az interneuronok gatlasaval
végeredmeényben diszinhibiciét okozott a principalis sejtek szintjén, ezen keresztil a
szkopolamin okozta teljesitmény csokkenés mérsékléséhez vezetett. A neuroprotektiv
hatashoz kapcsolt NMDA receptor modulalo funkcio ebben az esetben kevésbé jelentds,
hiszen a Gly kotéhelyen térténé modulalas erésen aktivitas-fliggd, legalabb is a kinurénsav
esetében a receptor affinitas alacsonyabb, illetve az anal6g hatdsa a szinaptikus és nem
szinaptikus NMDA receptorokon szintén eltérd lehet.

Veégeredményben az analdg sugar és vizi Gtvesztében alkalmazott adagjaval kapcsolatban —
ahol ez kulonosebb hatdst nem mutatott- a szkopolamin amnézia kisérletben igazoltuk annak

neuromodulatoros hatasat.

8.3 Az L-kinurenin szulfat hatasa fokalis iszkémiaban

A szisztémasan adagolt L-kinurenin iszkémiaban Kifejtett neuroprotektiv hatasat szamos
vizsgalat igazolta. A neurodegeneracio hatékony mérséklését a kisérletekben akkor érték el,
ha a hatéanyagot az iszkémias sértés elott, esetleg tobbszor megismételve adagoltadk. Az agyi
iszkémia ezekben az esetekben mar egy megemelkedett — az L-kinureninbdl szarmazo-
kinurénsav koncentraciot mutato ,hattéren” alakult ki (Gigler és mtsai., 2007, Sas és mtsai.,
2008). A kisérletek tovabbi jellemzdje, hogy azokban a globalis vagy permanens fokéalis
iszkémia kovetkeztében megemelkedett extracellularis Glu szint, az an. Glu ,tulcsordulas”
(glutamate spill-over) nagyobb mértéki, és hosszabb ideig fenn marad. Az L-kinurenin
atmeneti, fokalis iszkémia nyoman kialakulo neurodegeneraciora gyakorolt hatasarél azonban

nem all rendelkezésuinkre kisérletes eredmeny.
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Sajat vizsgalatainkban a kozépsé agyi artéria disztalis szakaszanak elzardsaval atmeneti,
fokalis iszkémiat idéztiink elé patkany szomatoszenzoros kérgében. Neuroprotekcids
eljarasként L-kinurenin szulfatot adagoltunk a reperfuzid utan kozvetlenil. A rovid ideig tarto
iszkémia az é&llatok csak bizonyos hanyadaban indit el neurodegenerativ folyamatokat
(Memezawa és mtsai., 1992, Aspey és mtsai., 2000, Popp és mtsai., 2009). Ezekkel az
eredményekkel 6sszhangban sajat kisérletiinkben a dMCA 30 perces elzarasa a kezeléstol
fuggetlentl az allatok felében okozott neurodegeneréciét. Kérdésként merilhet fel, hogy az
Uj, meg kevessé kortlirt iszkémias modell kell6 megbizhatésaggal valtja-e ki az ér &ltal
ellatott teriiletek iszkémidjat. Az iszkémias allapotot megel6zden és az alatt rogzitett EEG
regisztratumok elemzése alapjan kijelenthetjik, hogy az ér elzarasa az érintett agyterileten
minden esetben a véraramlas jelentds csokkenéséhez, a kérgi elektromos aktivitas
szignifikans véaltozasahoz vezetett. A neurodegeneracié megjelenésének hianya tehat nem
kisérleti miitermék, sokkal inkabb az egyes allatok eltéré iszkémia érzékenységének, esetleg
vaszkularis eltéréseinek a kovetkezménye. (Az ér elzaras kovetkezményeként a
szomatoszenzoros kérgi kivaltott valaszokban bekovetkezd szignifikans valtozast
munkacsoportunk fliggetlen Kkisérletben is igazolta (Knapp és mtsai. kozlés alatt), ennek
részletezésére az értekezésben nem térink ki).

Kisérletiinkben az L-KYNs szisztémas adagoldsa a neurodegeneracid kialakulasanak
valoszinlis€gét nem valtoztatta meg, ugyanakkor kiterjesztette a sériilés és a glidozis mértékeét
a neurodegenerativ folyamatokat beindit6 allatokban.

A hippokampusz principélis sejtek dendritjein elhelyezked6 extraszinaptikus NMDA
receptorok megkozelitdleg egyharmada kapcsolatban all az asztrocitak nyulvanyaival
(Petralia és mtsai., 2010). Az asztrocitakban az L-kinureninbdl szintetizalt KYNA tehat a
szinaptikus ¢és extraszinaptikus NMDA receptorok miikddését egyarant modulalhatja, ezen
keresztlil befolyasolhatja a receptorokhoz kotédé endogén neurodegenerativ vagy
neuroprotektiv folyamatokat is. A szisztémésan adagolt L-KYNs asztrocitakban torténd
atalakulasa és a de novo szintetizalt KYNA megjelenése id6igényes folyamat. Az L-KYNs
beadasatol a KYNA megjelenéséig eltelt id6 tehat az excitotoxikus folyamatok
szempontjabol igen Iényeges (Swartz és mtsai., 1990). Ugyanakkor a révid ideig tarto fokalis
iszkémias allapothoz kotheté Glu tdlcsordulas és NMDA receptor aktivacio a perces
nagysagrendbe esik (Benveniste és mtsai.,, 1984, Ikonomidou és Turski, 2002).
Kisérletiinkben a reperfizié utan adagolt L-KYNs és az abbol kialakulo KYNA valdszintileg
a tulzott NMDA receptor aktivacié lecsengése utan fejtette ki a hatasat, az endogén
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neuroprotekcidhoz sziikséges szinaptikus NMDA receptor mikodés gatlasaval. Vagyis a
neuromodulatoros hatés a terapias ablakon kivil a neurodegeneracio fokozasahoz vezetett.

A jelenség egy masik magyarazata lehet, hogy a neurodegenerécié Kiterjedését az L-KYNs
adagolés utdn a neurotoxikus 3-HK és QUIN felszaporodasa okozta. A KYNA koncentracio
L-KYNs szisztémas adagolasa utan torténd novekedését szamos kisérlet bizonyitotta. Swartz
¢s mtsai. igazoltak, hogy a striatdlis KYNA koncentraci6 novekedése a novekvd L-KYNSs
adagolast jol koveti (Swartz és mtsai., 1990). Egy tovabbi, az L-KYNs kérgi kuiszd
depolarizaciora gyakorolt hatdsat vizsgalo tanulményban az L-KYNs 300mg/ttkg-os adagja a
KYNA koncentracio 40-szeres emelkedésehez vezetett patkanyban (Chauvel és mtsai., 2012).
Shepard és mtsai. az L-KYNs szenzoros kapuzasra gyakorolt hatasat vizsgalé munkajaban az
L-KYNs szisztéméas adagolasa nem vezetett a QUIN koncentracié ndvekedéseéhez (Shepard
és mtsai., 2003). Az asztrocitdkban a KMO enzim nem fejez6dik ki, ezért ezekben a
sejtekben QUIN és 3-HK nem termelédik, ugyanakkor a mikrogliak els6 sorban ezen
metabolitok szintézisét vegzik. A QUIN tovabbi forrdsa a gyulladasos folyamatok soran az
agyszovetbe vandorldé makrofag (Guillemin és mtsai., 2001, Wonodi és Schwarcz, 2010). Az
extracellularis QUIN koncentracidé novekedésének f6 forrdsa tehat az aktivalodott mikroglia
és bevandorolt makrofag (Schwarcz és Pellicciari, 2002). Az elbagyi iszkémias sértésen
atesett ugrdegerek agyszovetében a QUIN koncentracid erdteljes emelkedése a sértés utan
tobb nappal kovetkezett be (Heyes és Nowak, 1990). Fontos megjegyezni tovabba, hogy a
vérbol az agyszovetbe nagy mennyiségben aramlé L-KYN fellilmdlja a KMO enzimatikus
kapacitasat, tehat az L-KYNs legjellemzébb atalakulasa az asztrocitakban torténé KYNA
termelés (Wonodi és Schwarcz, 2010). A mikroglia aktivacio és makrofag bevandorlas az
iszkémias sértést csak bizonyos id6 elteltével koveti, ezért Ugy gondoljuk, hogy
kisérletinkben a neurodegeneracié kiterjedését nem a neurotoxikus 3-HK és QUIN
felszaporoddsa, hanem az NMDA receptor kozvetitett endogén neuroprotektiv

mechanizmusok gatlasa okozta.
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0. Kdvetkeztetések

Eredmények és a beloliik levonhato kovetkeztetések

Neuroprotekcids kisérleteink soran egy 0j kinurénsav analdg neuroprotekcids képességeit
mértiik fel teljes eléagyi iszkémiaban, patkanyban.

Célkitiizés 1-re kapott eredmények:

A hatdéanyag szisztémas adagoldsdval jelentdsen mérsékeltiik az iszkémias sértésre
kifejezetten érzékeny hippokampalis CAl-es régié neurodegeneracidjat. A protektiv hatast
nem csak a morfoldgiai valtozasok nyomon kovetésével, hanem funkcionalis vizsgalatokkal
is igazoltuk. Fontos megjegyezni, hogy a protektiv hatds nem csak az iszkémidt megel6zo,
hanem az azt kovetd adagolas utdn is megjelent. A kinurénsav gyakran alkalmazott,
neuromodulaciot kifejté dozisdhoz képest (300 mg/ttkg, 1,57 mM) az analég 1mM-ja
egyharmados csokkenést jelent. Az analdg tehat a vér-agy gaton atjut és neuroprotektiv.
Célkitiizés 2-re kapott eredmények:

Az analdg térbeli tajékozodasra és tanuldsra gyakorolt hatasat patkdnyban és egérben is
megvizsgaltuk. A vizi Utvesztdé kisérlet alapjan megallapithatjuk, hogy az analdg
neuroprotekcio szempontjabdl hatdsos adagja (1