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l. Bevezetés

A stroke igen el6kel® helyen szerepel a mortalitdsi és morbiditasi
listakon; 2017-ben még a harmadik, manapsag mar a masodik
helyen talaljuk a WHO (World Health Organization — Egészségugyi
Vilagszervezet) halalt okozé betegségek listajan. Mind az
alacsonyabb mind a magasabb bevétell orszagokban egyarant
jelentés szerepe van. A stroke nemtdl, kortdl és etnikai
hovatartozastdl fliggetlentl komoly globalis egészségigyi
probléma. A heveny agyi katasztréfak dsszességének kortlbelll
15-20 %-a vérzéses, mig 80-85%-a ischaemias kéreredetdl. Az akut
szakasz lezajlasat kovetden a betegek mintegy 30%-anak életét
maradvanytiinetek kisérik; a betegek mintegy 25%-a 60 év alatti.
Oxigénhiany esetén az ATP termel6dés nem megy végbe, igy sérul
az ATP-figgd ionpumpak miikddése, amelynek kévetkeztében az
intracellularis kalcium-ion (Ca?*) szint kérosan megemelkedik. Ez a
rendkivil magas Ca?"-szint tulzott glutamat felszabadulast
eredményez, amely glutamat szubsztratja az N-metil-D-aszpartat
(NMDA) és az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav
(AMPA) receptoroknak, amelyek megnyilasuk utan szintén Ca?*-ion
szamara valnak atjarhatéva. Végil a depolarizacié hatasara az
endoplazmatikus retikulum Ca?* raktarai is megnyilnak, igy un. Ca?
‘overload’ alakul ki. Ez a rendkivil magas Ca?*-szint tulzott glutamat
felszabadulast eredményez, amely a kézponti idegrendszer legfébb
serkenté  neurotranszmittere. A  glutamat  kontrollalatlan
felszabadulasa, a szabalyozatlan glutamét visszavétel, és a sejtbe

bearamlé nagy mennyiségli Ca?* a sejtek funkcionalis- majd fizikai



sérliléséhez vezet, ami apoptozist indukal. A véraram
helyreallitasaval ezen sejtek nagyobb része még megmenthetd.

Az elmult évtizedben kutatécsoportunk intenziven vizsgalta a KYNA
analdgjait, mivel a kinurénsav az eddig ismert egyetlen endogén
NMDA receptor antagonista, amelynek bizonyitott neuroprotektiv
hatasa. Idegrendszeri rendellenesség esetén azonban nehéz lenne
farmakonként alkalmazni, mivel a vér-agy gaton valo atjutasa igen
korlatozott. Kisérleteink soran arra térekedtlink, hogy a megvizsgalt
analégok  kozott  taldljunk a  kinurénsavhoz  hasonldéan
neuroprotektiv jellegli molekulat. Kilénos tekintettel voltunk az
ischaemias koérllmények soran a hippocampalis piramissejtjek

aktivitasara kifejtett hatasokra.



I. Célkitlzések

Elsé célkitlizés:

Ujonnan szintetizalt kinurénsav-analégok in vitro elektrofizioldgiai

vizsgalata fiziologias korilmények kozott.
Maésodik célkit(izés: ischaemias kdrilmények

Stabil és megismételhet6 hatassal rendelkezd analdgok ischaemias

korilmények kdzott vald vizsgalata.
Harmadik célkit(izés: szévetmegoszlas

Harmadik célkitlizésink a vér-agy gaton torténd penetracié intakt

szervezetben val6 detektalasa.
Negyedik célkitizés: neurotranszmitter felszabadulas

Szintén a masodik fazis OGD-tolerancia alapjan kivalasztott
legigéretesebb  molekulak  neurotranszmitter  felszabadulas

szempontjabdl valé vizsgélata.



IIl. Anyagok és médszerek

1. In vitro hatasvizsgalat

Az anyaghatas-vizsgalatot minden esetben 10 perc kontrollszakasz
felvétele elézte meg. Ezt kovetben a perfuziés oldatban feloldva
juttatuk be a szelettarté kamraba a kinurénsavat, vagy az adott
kinurénsav-analégot, amely hatasa kdézben 30 percen keresztil
régzitettiik a mez&potencialokat. Végil, minden esetben 30 perces

kimosasi szakasz kovetkezett regisztraldo aCSF-fel (13. abra).

2. In vitro oxigén-gliko6z deprivacio

A masodik kisérlet sorozatban azon analégokat vizsgaltuk tovabb,
amelyek esetén fiziologias korilmények kozoétt konzekvensen
serkentd vagy gatldé hatast tapasztaltunk. Az oxigén-glikoéz
deprivacios metodika lényege, hogy a glik6z és az oxigén
megvonasan keresztll in vitro ischaemiat idézink elS. Kétféle
kontrollt alkalmaztunk, ahol az els6 kontroll hatéanyagmentes volt,
mig a masodik kontrollcsoportot a kinurénsavval kezelt csoport
adta. Ahogy a fizioldgias korlilmények kozdtt megvalositott
mérések esetén, itt is az aCSF-ben oldottuk a KYNA-t és kiildnb6z6
analdgjait. A kisérlet soran azt mértiik, hogy a kilénb6z8 analégok
mennyi idével képesek ndvelni az oxigén-glikdz deprivacioval

szembeni toleranciat.

3. Szdvetmegoszlasi vizsgalat
Az in vivo szbvetmegoszlasi kisérlet soran a lateralis farokvénan

keresztll juttattuk be az analégot a patkanyok szervezetébe.
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Haromféle mintat gydjtéttink az allatoktdl. A liquor mintat
occipitalis punctio soran nyertik a cisterna magnan keresztiil. Az
agyszoveti mintavétel el6készitéseként az allatokat transcardialis
perfuzidnak vetettik ala, amely soran a sziv jobb kamrajabdl vért is

vettlink a vérplazma minta elkészitéséhez.
4. Szuperfuziés mérések

Kooperaciéban a Koérélettani Intézet munkatarsaival az analégok
neurotranszmitter felszabadulasra gyakorolt hatasait vizsgaltuk.
Jelen dolgozatban az acetilkolin felszabaduldsara gyakorolt

hatasrol kézlok eredményeket.



V. Eredmények megbeszélése

1) Fiziologias koriilmények kézott az elsd olyan analég, amely
a vizsgalataink soran konzekvens hatast gyakorolt a kivaltott
mezdpotencidlokra az SZR73 jelli anyag volt. a kinurénsavval
ellentétben hatasa facilitald, nem pedig gatlé. Ezen jelenség hattere
még nem tisztazott, azonban az szintén megfigyelhetd, hogy a
kezelést kdvetben az anyag szinte maradéktalanul kimoshato, a
fEPSP-k amplituddjanak nagysaga a kiindulasi allapotot veszi fel.
Szintén facilitald hatast kivalté kinurénsav-analég az SZR104 jelli
molekula, amely hatasa ugyan kisebb mértéki volt az SZR73-hoz
viszonyitva, azonban hatédsa stabilabbnak mutatkozott a mérések
soran. Mindemellett a 30 perces kimosasi szakasz nem volt elég
hosszu ahhoz, hogy az anyagot teljesen kimossuk a szdvetbdl.
Gatlé hatasu KYNA-analdg az SZR105 jelli molekula. Erdekes, hogy
az SZR105 jelli analdg-csaladba tartozé SZR106 jell molekula, mar
nem képes kivaltani ezt a gatlé hatast, s6t inkdbb hatastalannak
vagy facilitélé hatasunak imponal.

2) Az OGD toleranciat két — fiziologias korilmények kozott
facilitdld — analdg volt képes kitolni, ezek pedig az SZR73 és az
SZR104. A kinurénsav 1 perc 59 masodperccel képes a
piramissejtek OGD toleranciajat névelni a hippocampus CA1-es
régiojaban, ehhez képest az SZR73 1 perc 22 masodperccel, mig
az SZR104 2 perc 10 masodperccel képes az OGD toleranciat
noévelni. Az SZR105 és az SZR106 OGD korliimények kdzott nem

mutattak pozitiv hatast.



3) Szuperfuziés méréseinket tekintve a kontroll csoporthoz
képest a KYNA hatasara szignifikdnsan megnétt az acetilkolin
felszabadulas, viszont az analégok hatdsa nem mutatott
szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest.

4) Szdvetmegoszlasi  kisérleteinkhez  minden  mintat
begy(jtéttiink, azonban jelenleg is folyik a mintdk analitikai
vizsgalata. Azt mar most is tudjuk, hogy a legkisebb beoltott
koncentraciéban 30 perccel a beadast kovetdéen jelentSs
mennyiségld SZR104 jelenik meg az agyszOvetben, a kinurénsav

mennyisége ennek a toredéke.



V. Summary

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

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

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

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

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

know the effects of the analogues on neurotransmitter
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concentrations. In this thesis was presented the effects on
acetylcholine release.

Finally, we try to prove the presence this molecule in brain tissue,
in liquor, and in plasma after tail vein injection in rats. We
administered the molecule in three concentrations and used four
periods after administration until terminated the animals. The
samples were analysed with mass spectrometry by co-workers of
Institute of Pharmaceutical Analysis. About the preliminary results
we can told, that the molecule SZR104 administered the smallest
concentrate (15 mmol/ bwkg) after the shortest time (30 minutes)
is present in a detectable manner the brain tissue.

The results above are important because the starting molecule
kynurenic acid has a poor ability to penetrate through the blood
brain barrier, so we cannot use as a medicine in acute ischaemic
stroke.

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

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

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

Mint a Jeldlt témavezetdje nyilatkozom, hogy a Jeldlt
hozzjjarulasa a megnevezett kbzleményben jelentbs volt. A Jeldlt
hozzajarulasa a kovetkez6 eredményekben volt meghatarozé:
elektrofizioldgiai vizsgéalatok kivitelezése kiértékelése. Ezeket az
eredményeket sajat magam és a tovabbi tarsszerzék tudomanyos
fokozat megszerzéséhez nem hasznalték fel, és ezt a jbvében sem

fogjak megtenni.
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