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2. Roviditések jegyzéke

a7nAChR  a7-nikotinos acetilkolin receptor

2-AA antranilsav

3HAA 3-hidroxiantranilsav

3-HK 3-hidroxikinurenin

aCSF mesterséges agy-gerincveldi folyadék

AD Alzheimer-kor

AHR aril-hidrokarbon receptor

ALS amiotrofias lateralszklerozis

AMPA 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav

AMPAR 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav receptor

CA Ammon-szarv (cornu ammonis)
CNS kozponti idegrendszer

CSF agy-gerincveldi folyadék

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

GD gyrus dentatus

Glu glutamat

G-protein guanin nukleotid-kot6 fehérje

GRP35 G-protein-kapcsolt receptor 35
HAAO 3-hidroxi-antranilsav-dioxigenaz
HD Huntington-kor

IDO indolamin-2,3-dioxigenaz

.p. intraperitonedlis

KAT Kinurenin-aminotranszferaz
KMO Kinurenin-monooxigenaz

KP Kinurenin-ttvonal

KT kis térfogatu

KYNA kinurénsav

LDH laktat-dehidrogenaz

L-KYN L-kinurenin



mGIuR
NAD
NDS
NFK
NMDA
NMDAR
NR1
NR2

NT

PB

PBT

PD

PFA
PIC
QPRT
QUIN
ROS
SM
SZR72
SZR104

TDO
Trp
XA

metabotrop glutamaterg receptor
nikotinamid-adenin-dinukleotid

normal szamar szérum

N-formil-kinurenin

N-metil-D-aszpartat

N-metil-D-aszpartat receptor
N-metil-D-aszpartat receptor 1-es alegysége
N-metil-D-aszpartat receptor 2-es alegysége
nagy térfogati

fosztatpuffer

Triton X-100 tartalmu foszfatpuffer
Parkinson-kor

paraformaldehid

pikolinsav
kvinolénsav-foszforibozil-transzferaz
kvinolénsav

reaktiv oxigéngyokok

szkler6zis multiplex
2-(2-N,N-dimetilaminoetilamin-1-karbonil)-1H-kinolin-4-on-hidroklorid

N-(2-(dimetil-amino)-etil)-3-(morfolino-metil)-4-hidroxi-kinolin-2-
karboxamid

triptofan 2,4-dioxigenaz
triptofan

xanturénsav



3. Bevezetés

3.1. A kinurenin-atvonal

A triptofan (Trp) egy esszencialis aminosav, amelyet az allati Szervezetek
onmagaban nem, vagy csak igen kis mennyiségben képesek eldallitani. A Trp
metabolizmusanak f6 Gtvonala az tigynevezett kinurenin-utvonal (KP) (1. abra) (Stone
and Darlington, 2002). Habar a Trp metabolizmusanak egyik legismertebb bioaktiv
hatast anyagcsereterméke a szerotonin, ez mindossze 5%-at teszi ki ezen aminosav
lebomlasanak, Trp 95%-a a KP-n keresztiil bomlik le (Platten et al., 2019; Tyce, 1990).
A KP soran szamos neuroaktiv metabolit keletkezik, amelyeket egyiittesen
kinurenineknek neveziink. A kinureninek hatasa széles spektrumt, fizioldgias
koriilmények  kozott  szerepiik lehet a  sejt energianyeré  folyamataiban,
neurotranszmisszioban, immunvalasz kialakitasaban, emelett kiilonb6z6 patologias

allapotokban betoltott szerepiiket is leirtak (Correia and Vale, 2022).

A KP elso 1épése a Trp N-formil-kinureninné (NFK) torténé atalakulasa, amelyet
két enzim katalizal: a triptofan 2,4-dioxigenaz (TDO) és az indolamin-2,3-dioxigenaz
(IDO) (Sugimoto et al., 2006). Az NFK-t a formamidaz enzim L-kinureninné (L-KYN)
alakitja (Torok et al., 2020). Az L-KYN egy fontos elagazasi pont, ahonnan a

katabolizmus harom irdnyban folytatodhat:

1. A kinurenin-aminotranszferaz (KAT) enzimek katalizise révén az L-KYN
irreverzibilis transzaminacidjaval kinurénsav (KYNA) képzddik. A KAT enzimek 4
1izoformajat kiilonboztethetjiik meg (KAT-1-4), melyek koziil a KAT-2 enzim jatssza a
lefontosabb szerepet a KYNA szintézisében human és ragesald agyszovetben
(Nematollahi et al., 2016). Korabbi kutatasok azt bizonyitottak, hogy a KAT-2 enzim
patkanyok agyszovetében foként asztrocitakban expresszalodik cerebrum és cerebellum
teriiletén is (Guidetti et al., 2007). Kutatocsoportunk altal k6zolt publikacio alapjan
elmondhaté, hogy egerekben nagyagy teriiletén neuronok is képesek az enzim
kifejezésére (Herédi et al., 2017). Csoportunk tovabba azt is leirta, hogy egér
cerebellumban is expresszalodik a KAT-2 enzim neuronokban, azonban az asztrocitakban

¢és mikrogliakban nem jelenik meg (Balog et al., 2021).

2. A masodik utvonal az L-KYN antranilsavva (2-AA) torténd alakulasa, mely

folyamatot a kinureninaz enzim katalizalja (Prasher and Sharma, 2021).



3. A harmadik utvonal soran az L-K'YN eldanyagbdl 3-hidroxikinurenin (3-HK)
képzddik kinurenin-monooxigenaz (KMO) altal (Smith et al., 2016). A 3-HK-b6él a KAT
enzimek Kkatalizisével xanturénsav (XA), vagy pedig a kinureninaz altal 3-
hidroxiantranilsav (3HAA) képzdédik. Azonban az 2-A A nem specifikus hidroxilaciojaval
Is 3HAA keletkezik (Malina and Martin, 1996). A 3HAA-bol képzbédhet 3-hidroxi-
antranilsav-dioxigenaz (HAAO) altal neuroprotektiv hatast pikolinsav (PIC) és
neurotoxikus kinolénsav (QUIN) (Guillemin et al., 2005; Jones et al., 2013; Schwarcz et
al.,, 2012). A Trp lebomlasi folyamatanak végén a QUIN-bdl nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NAD")  képzddik  kvinolénsav-foszforibozil-transzferaz ~ (QPRT)
katalizisével, amely a sejtek ¢letképességének fenntartasahoz nélkiilozhetetlen (Joisten et

al., 2021; Platten et al., 2019).

Triptofan
TDO
DO
N-formil-kinurenin
formamidaz
L-kinurenin
kinureninaz KAT
KMo
Antranilsav S el i Kinurénsav
% KAT
hY kinureninaz
. . . Xanturénsav
3-hidroxiantranilsav
HAAO
HAAQ
y
Pikolinsav Kvinolénsav
QPRT
NAD*

1. abra: A Trp metabolizmusa, a KP fontosabb anyagcsere termékei és enzimei feltiintetésével.
Z061d: neuroprotektiv anyagcseretermékek; piros: neurotoxikus anyagcseretermékek (Erhardt et

al., 2009 nyoman moédositva).

3.2. A kinureninek farmakolégiaja

Az 1970-es évek ota szamos tanulmany alatamasztotta azt a felvetést, hogy a
kinureninek befolyasolni képesek az agy egyes funkcioit (Schwarcz et al., 2012). A
Kinureninek részt vesznek a neurotranszmisszid, a neuroinflammaci6é és az oxidativ
stressz szabalyozasdban ¢és koncentracidjuktol, illetve kolcsonhatasaiktol fliggéen

neuroprotektiv vagy neurotoxikus hatasokat fejtenek ki (Vécsei et al., 2013). A KP
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azonositottdk, ramutatva az 1tvonal ¢és metabolitjai egyensulyanak fontossagara
(Maddison and Giorgini, 2015; Muneer, 2020). A kutatasok el6érehaladtaval és a
modszertani eszkoztar fejlodésével a kinureninek farmakoldgiai modulacioja igéretes
terapids lehetdségként mertil fel az agyi funkciok helyreéllitasat vagy optimalizalasat

célzd beavatkozasok terén (Pocivavsek et al., 2024).

A 3-HK a KP egyik fontos metabolitja, mely neurotoxikus hatassal rendelkezik.
Reaktiv oxigéngyokok (ROS) felszabadulasat eredményezi, mely oxidativ stresszhez és
sejthalalhoz vezet (Luo et al., 2025). A metabolit N-metil-D-aszpartat (NMDA)
receptorokon (NMDAR) fejti ki toxikus hatasat, szabadgyokok felszabadulasat indukalja
(Arteaga-Henriquez et al., 2021). A 3-HK-t sszefiiggésbe hoztak memoriazavarokkal
bipolaris zavarban és depresszioban szenveddk esetén (Platzer et al., 2017; Young et al.,
2016).

A XA a KP szintén fontos anyagcsereterméke, mely a metabotrép glutaméterg
receptorokat (mGIuR) képes aktivalni, szerepe van a szinaptikus plaszticitasban és
transzmisszoban (Fazio et al., 2017). A XA befolyasolja tovabba a glutamaterg
neurotranszmissziot, valamint a dopamin leadast is (Maitre et al., 2024). A XA-nak fontos
szerepe van a kiilonb6zd pszichiatriai megbetegedésekben. Skizofrénia esetén
neuroprotektiv hatassal rendelkezik és fontos biomarker lehet (Fazio et al., 2015).
Antikonvulziv hatdsa révén alkalmas lehet epilepszids gorcsok kezelésére €s az ezzel jaro

rohamok kontrollalasara (Lapin, 1983).

A QUIN a KP egyik legfontosabb neurotoxikus hatdsu anyagcsereterméke, mely
az NMDAR-okon fejti ki hatasat, a sejtek Ca®*-influxat ndvelve neuronalis sejthalalt
indukal (Jhamandas et al., 2000). A QUIN tovabba ROS felszabadulasat idézi el6, ami
tovabb sulyosbithatja a neurodegenerativ megbetegedések patologias folyamatait (Miiller
et al., 2005). A QUIN kettds szerepe, mint jelatviteli molekula és neurotoxin, fokozottan
kiemeli a KP egyensulyanak kritikus jelent6ségét, mivel annak diszregulacidja sulyos

kovetkezményekkel jarhat (Guillemin, 2012).

A PIC a KP egyik neuroprotektiv hatasti metabolitja. Allatkisérletek alapjan a
QUIN részleges antagonistaja, képes a QUIN-okozta rohamokat enyhiteni (Jhamandas et
al., 2000). A PIC neuroprotektiv hatasa mellett immunfolyamatok modulalasaban is részt

vesz (Bosco et al., 2000).



KYNA a KP legfontosabb neuroprotektiv metabolitja, melyet elsdsorban az
NMDAR endogén kompetitiv antagonistajaként tartanak szamon; a receptorok NR1-es
alegységének glicin-kot6 helyére kapcsolodik (Birch et al., 1988). Azonban a KYNA mas
NMDAR-kétéhelyekhez, tovabba nem-NMDAR-hoz is képes kotédni (1. Tablazat).
Ezen kolcsonhatasok alapvetd jelent6ségiiek a neuronalis ingerlékenység és a szinaptikus
transzmisszio szabalyozasaban (Bagasrawala et al., 2016). A KYNA anatagonista hatasat
fontos kiemelni az NMDAR-ok sztrichnin-rezisztens koét6helyének esetében, hiszen
neuroprotektiv hatasat ezen keresztiil fejti ki (Kessler et al., 1989). Tovabba a KYNA
iIsmert tulajdonsaga a Janus-arcu jellege is: kiillonb6z6 koncentraciokban alkalmazva a
KYNA gatlé ¢és facilitalé hatassal is rendelkezhet (Rozsa et al., 2008). Ezen hatasat
els6sorban az NMDA - és 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav (AMPA)
receptorokon (AMPAR) fejti ki. Prescott és munkatarsai AMPAR-okon bizonyitottak a
KYNA doézisfiiggd kettds hatasat: mikromolaris koncentracioban gatld hatast fejt ki, mig
nanomolaris koncentracioban fokozza a serkentdé posztszinaptikus potencialok
keletkezését (Prescott et al., 2006). Bar a KYNA meghatarozott koncentracioban
igazoltan neuroprotektiv hatassal rendelkezik, a klinikumban terapias szerként valo
alkalmazasa egyeldre nem megoldott. Alkalmazasanak f6 limitalo tényezdje, hogy csak

csekély mennyiségben képes penetralni a vér-agy gaton (BBB) (Fukui et al., 1991).

Receptor KYNA hatasa Hivatkozas
NMDAR NR1 két6hely antagonista (Birch et al., 1988)
NMDAR sztrichnin- antagonista (Kessler et al., 1989)

inszenzitiv kétohely

a7nAChR* antagonista (Albuquerque and
Schwarcz, 2013)

*A kozelmultban (Stone, 2020)
megkérddjelezddott
Aril-hidrokarbon (AHR) agonista (DiNatale et al., 2010)
G-protein-kapcsolt receptor agonista (Wang et al., 2006)
35 (GRP35)
AMPAR dozisfiiggd kettds hatas (Prescott et al., 2006)

1. Tablazat: Rovid 6sszefoglald a KYNA hatassal bir6 receptorairol és fébb kotohelyeirol.



3.3. A KYNA szerepe patologias kérképekben

A KYNA fiziologias koriilmények kozott jelen van a kdzponti idegrendszerben
(CNS) — tobbek kozott az agy parenchimajaban és az agy-gerincvel6i folyadékban (CSF)
—, valamint a periférias szervekben és a vérplazmaban is (Vécsei et al., 2013). Azonban a
KYNA tul magas, vagy tal alacsony szintje is vezethet patologias elvaltozasokhoz a CNS-
ben. A KYNA megvaltozott szintjéhez neurodegenerativ és pszichiatriai korképek

egyarant kapcsolodhatnak (Erhardt et al., 2009; Vécsei et al., 2013).

Alzheimer-kor (AD): Kutatasok bizonyitjak, hogy a KYNA-szintje jelentésen

lecsokken a betegség lefolyasa alatt a vérplazmaban és a vorosvértestekben, azonban a
KYNA szintézisét katalizalo enzimek aktivitasa valtozatlan marad (Hartai et al., 2007).
AD betegek esetében jelentds KYNA-szint csokkenést mértek a CSF-ban egészséges
kozépkora felnéttekhez viszonyitva (Gonzalez-Sanchez et al., 2020), de az adatok
ellentmondasosak, mert mas kutatocsoportok emelkedett KYNA-szintet detektaltak
(Heyes et al., 1992). Human mintakon végzett tovabbi vizsgalatok szerint beteg ndk
esetében a KYNA-szintje szignifikansan megnovekedik a CSF-ban, mig férfiak esetében
ez a valtozas nem volt detektalhatdo (Wennstrom et al., 2014). Kepplinger és munkatarsai
leirtak, hogy egészséges egyéneknél a mért KYNA-szint a CSF-ban az életkor
elérehaladéasaval fokozatosan nd, tehat nem csak a nem, hanem a kor is befolyéasolja a
KYNA-szintjét (Kepplinger et al., 2005). Kiilonboz6 agyteriiletek vizsgalata soran
kideriilt, hogy a nucleus caudatus és a putamen teriiletén jelentésen megemelkedett a
KYNA-szintje AD paciensek esetében, mig a hippokampusz, a cerebellum és a frontalis
kéreg teriiletén kismértékiit KYNA-szint emelkedés volt csak megfigyelhet6 (Baran et al.,
1999).

Parkinson-kor (PD): PD kialakulasanak korai szakaszaban a gyulladasos faktorok

emelkedése az agyszovetben megzavarja a KP-t; ez KYNA-szint csokkenéshez, igy
neuroprotekcios hatasanak elmaradasahoz, valamint a neurotoxikus hatasu QUIN
szintjének emelkedéséhez vezet. Ennek eredményeként gyulladasos folyamatok
feler6sodése figyelhet6 meg, ami utat nyit az excitotoxicitds, igy a sejthalal
kialakulasanak (Chen and Geng, 2023). PD esetében a substantia nigra pars compacta
teriiletén valtozatlan KYNA/Trp aranyt, tovabba a 3-HK jelentds emelkedését irtak le,
ami a dopaminerg neuronok oxidativ karosodasat indukalja. KYNA-szint szignifikans

csokkenése figyelheté meg frontalis kéreg €s putamen teriiletén is humén agyszdvet
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mintakban (Ogawa et al., 1992). Mas agyteriileteken, mint példaul a cerebellum, a
nucleus caudatus és egyéb kortikalis teriileteken a KYNA-szintjének csokkenése csak kis
mértékben figyelheté meg PD betegek agyszovetében (Beal et al., 1992).

Huntington-kor (HD): HD-betegeknél jellemzéen lecsokken a KYNA-szintje a
CSF-ban, azonban mas KP metabolitok (3-HK, QUIN) szintje szignifikansan

megemelkedik, ezzel a neurotoxicitas felé billentve az anyagcseretermékek egyensulyat
(Schwarcz et al., 2010). HD esetében foként a striatum és a cortex teriiletén figyelhetd
meg nagymértékt KYNA-szint csokkenés (Beal et al., 1992; Harris et al., 1998). Fathi és
munkatarsai leirtdk, hogy a kiilonb6zé neurodegenerativ megbetegedések esetében,
beleértve a HD-t is, a Trp és lebomlasi termékei a vérben is jelentds csokkenést mutatnak

(Fathi et al., 2022), amit Stoy és munkatarsai is igazoltak (Stoy et al., 2005).

Amiotré6fias lateralszkler6zis (ALS): Alarcan és munkatarsai bizonyitottak, hogy
ALS-es paciensekbdl szarmazo CSF-ban a KYNA és egyéb KP metabolitok szintje nem
valtozik egészséges egyénekhez képest a betegség korai szakaszaban (Alarcan et al.,
2021). Azonban egy masik kutatocsoport eredményei azt mutattak, hogy a CSF-ban
szignifikdnsan megemelkedik a KYNA-szintje, bar szérumban ennek ellenkezdje

figyelheté meg egészséges egyénekhez viszonyitva (Ilzecka et al., 2003).

Szklerdzis multiplex (SM): Kutatasok bizonyitjak, hogy SM-betegek CSF-aban a

KYNA-szintje fluktual: szignifikansan lecsokkent a betegség korai stradiumaban, az akut
fazisban azonban megemelkedik (Hartai et al., 2005; Rejdak et al., 2007). Kepplinger és
munkatarsai vizsgalatai szintén ezt a jelenséget igazoltak (Kepplinger et al., 2005). SM
betegeknél a CSF mellett a szérumban is jelentésen megemelkedik a KYNA-szintje,
valamint a QUIN/KYNA arany is (Fathi et al., 2022).

Iszkémias stroke: Cogo és munkatarsai allatkisérletei bizonyitottak, hogy kivaltott

iszkémias stroke utan a QUIN/KYNA arany a QUIN felé tolodik, ezzel erdsitve a

neurotoxikus hatast (Cogo et al., 2021). A KYNA-szint jelentds csokkenését masik
tanulmanyban is leirtdk (Mo et al., 2014). Human szérumban azonban a KYNA
megemelkedett szintje volt a jellemz6, ami a stroke utan 24 6raval mar mérhet6 volt
(Urbanska et al., 2000).

Depresszi6: Depresszioval diagnosztizalt paciensek vérében a KYNA-szintje
jelentds csokkenést mutat egészséges egyénekhez viszonyitva. A QUIN-szintje azonban

szignifikansan magasabb koncentracioban mérheté (Nikkheslat et al., 2015; Savitz et al.,
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2015). Erhardt és munkatarsai igazoltak, hogy depresszids egyének a CSF-aban a KYNA-
szintje nem valtozik, de a QUIN/KYNA arany megné (Erhardt et al., 2013). Post-mortem
human agykéreg mintakbol csokkent KYNA-szintet mértek depresszids egyéneknél

(Clark et al., 2016).

Skizofrénia: Skizofrénidban szenvedd paciensek agykérgébdl post-mortem mért
értékek alapjan elmondhato, hogy a KYNA és egyéb KP-metabolitok (3-HK, ANA)
szintje megnd a fehér- és sziirkeallomanyban is (Antenucci et al., 2024). CSF-ban szintén
megemelkedett szinteket detektaltak (Linderholm et al., 2012), valamint a szérum

vizsgalata is hasonlo eredményeket hozott (Yang et al., 2022).

HIV: HIV-1-fertézottek esetében a pszichiatriai megbetegedésekhez hasonléan
szintén megemelkedett KYNA-szint volt mérheté a CSF-ban. Leirtak tovabba, hogy HIV-
1-fert6zott ndk esetében ez a szint szignifikinsan magasabb, mint a szintén fert6zott

férfiakban (Atlas et al., 2007).
3.4. A KYNA kémiailag médositott analégjai

A KYNA (2. tablazat) igazoltan neuroprotektiv hatassal rendelkezik, igy
potencialisan alkalmazhat6 lenne neurodegenerativ korképek kezelésében. Szisztémésan
adagolva azonban korlatozott hatékonysagu, mivel csak csekély mértékben képes
penetralni a BBB-on (Nagy et al., 2011; Vécsei et al., 2013). Erre megoldast jelenthetnek
a kiillonboz6 gyogyszerszallitd stratégiak (pl. nanopartikulumok), illetve a szintetikus
KYNA-analogok alkalmazasa is (Fiilop et al., 2009; Hornok et al., 2022). Szamos
kémiailag modositott KYNA-analog all jelenleg is tesztelés alatt, amelyek a KYNA-hoz
hasonlé neuroprotektiv hatassal rendelkeznek, azonban nagyobb aranyban jutnak at a
BBB-on ¢és kedvezébb farmakokinetikaval rendelkeznek (Vécsei et al., 2013).
Leghatékonyabb neuroprotektiv hatast analdgoknak a KYNA-amidokat tartjak, melyek
pozitiv hatdsait és hatékonyabb BBB-permeabilitasat tobb allatkisérletben bizonyitottak
(Gellért et al., 2012; Veres et al., 2017).

3.4.1. SZR72-es KYNA-analég

Az egyik legigéretesebb szintetikus KYNA-amid-szarmazék a 2-(2-N,N-
dimetilaminoetilamin-1-karbonil)-1H-kinolin-4-on-hidroklorid (SZR72) (2. tablazat),
amely imitalja a KYNA NMDAR-on kifejtett antagonista hatasat (Filop et al., 2009;

Kassai et al., 2015). Kimutattak tovabba, hogy az analdg képes opioid receptorokon is
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hatast kifejteni anélkiil, hogy direkt modon kotédne ahhoz, ezaltal modositva a guanin
nukleotid-kot6 fehérjékkel (G-protein) kapcsolt szignalizacids utvonalakat (Samavati et
al., 2017). Ismert az is, hogy az SZR72-es analég a KYNA-hoz képest hidrofilebb, igy
nagyobb aranyban képes penetralni a BBB-on (Hornok et al., 2022; Knyihar-Csillik et
al.,, 2008). Az analdég pozitiv hatasait szamos allatmodellben igazoltak az elmult
évtizedekben. Az SZR72-kezelés szupresszalta az akut hasnyalmirigy-gyulladas okozta
granulocita-aktivaciot (Balla et al., 2021). Szeptikus modellben bizonyitottdk még a
mitokondrialis funkciok és mikrocirkulacié helyreallitasiban mutatott pozitiv hatasat
(Juhész et al., 2020), valamint protektivnek bizonyult szepszis-asszocialt neutrofil-
aktivacio és mitokondrialis diszfunkcio esetén is (Poles et al., 2021). Migrén modellben,
a Complete Freund-adjuvans és nitroglicerin altal indukalt c-Fos expresszidt a
trigeminalis nucleus caudalisban az SZR72-kezelés jelentdsen csokkentette (Knyihar-
Csillik et al., 2008; Lukacs et al., 2017). Iszkémias modellben el6kezelésként adva és a
reperfizids fazisban is jelentds neuroprotektiv hatdsat irtdk le (Gellért et al., 2011).
Ujsziilottkori aszfixias allatmodellben igazoltak, hogy az SZR72 fokozza a neuronélis
aktivitast a reventillaci6 soran, azonban a neuronalis sejthalalt nem volt képes

csokkenteni (Kovécs et al., 2021).
3.4.2. SZR104-es KYNA-analég

Egy masik BBB permeabilis KYNA-analog az N-(2-(dimetil-amino)-etil)-3-
(morfolino-metil)-4-hidroxi-kinolin-2-karboxamid (SZR104) (2. tablazat) (Molnar et al.,
2021). Irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy az SZR 104 hatasmechanizmusa nagyon
hasonlé a KYNA-éhoz, gatld hatasat feltehetéen az NMDAR-0k sztrichnin-inszenzitiv
glicink6td helyeihez kotodve fejti ki (Demeter et al., 2012). Az SZR104 pozitiv hatasat
szamos allatkisérletben bizonyitottak. Gyulladdsos modellben anti-inflammatorikus
hatassal rendelkezett, gatolta a mikroglia és fagocita aktivaciot (Lajko et al., 2020; Szabo
et al., 2023). Poles és munkatarsai intraabdominalis szepszis modellben bizonyitottak,
hogy az SZR 104 képes csillapitani a leukocita aktivaciot és csokkenteni a mitokondrialis
diszfunkciot (Poles et al., 2021). Az analdg protektivnek bizonyult pentiléntetrazol-

indukalta epileptiform rohamokkal szemben is (Demeter et al., 2012).
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2. Tablazat. A KYNA, SZR72 és SZR104 szerkezeti képletei.

3.5. Glutamaterg neurotranszmisszio és receptorai

A glutamat (Glu) egy nem esszencidlis aminosav, az emldsok CNS-ében a 6
serkentd neurotranszmitter. Abnormalis koriilmények kozott azonban neurotoxinként
funkcionalhat (Brosnan and Brosnan, 2013). Fiziologias koriilmények kozott
neurotranszmitterként nélkiilozhetetlen példaul tanulds és memoria folyamatokban
(McEntee and Crook, 1993), valamint a szinaptikus plaszticitas fenntartasa
szempontjabol is alapvetd fontossagu (Tapiero et al., 2002). Emellett a neuronalis
differenciacio, migracio és tulélés folyamata is szorosan kotédik a Glu-hoz (Jansson et
al.,, 2013; Lu et al., 2020). Koncentracioja a sejtekben fiziologiasan millimolos
nagysagrendi (2-20 mM), excitotoxicitas szempontjabol a sejtek kozotti térben
megfigyelheté koncentracidja szamottevé (Baker et al., 2003; Mangia et al., 2012).
Nyugalmi allapotban extracellularisan a Glu koncentracidja meglehetésen alacsony (1-
10 uM) (Herman and Jahr, 2007). Ez az alacsony koncentracio Sziikséges a megfeleld
szinaptikus transzmisszié fenntartasahoz, ugyanakkor lehet6vé teszi a Glu szintjének
gyors valtozasat a szinaptikus aktivitas alatt anélkiil, hogy excitotoxikus hatasokat okozna
(Sheldon and Robinson, 2007). Neurotranszmisszid soran ez a koncentracid
szignifikdnsan megemelkedik: 100 uM-t6l tobb millimolig is terjedhet az extracellularis

tér Glu koncentracioja (Clements et al., 1992; Herman and Jahr, 2007).
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A Glu a metabotrop és az ionotrop receptorokon keresztiil fejti ki serkent hatasat.
A metabotrop Glu receptorok (mGIuR) G-protein kapcsoltak, vagy pedig G-protein
fiiggetlen modon aktivalnak jelatviteli Gtvonalakat (Ribeiro et al., 2017). Az ionotrép
receptorok ligand-aktivalt ioncsatornak, melyhez az NMDA-, az AMPA- és a kainat
receptorok tartoznak (Stroebel et al., 2021). Az értekezés szempontjabdl a Glu-receptorok
koziil a legfontosabb az NMDAR, mivel a neuronalis plaszticitason kiviil a Glu-indukalta
excitotoxicitas folyamataban is alapvet6 fontossagu (Vyklicky et al., 2014). Az NMDA-
receptorok 7 alegység (NR) kiilonb6z6 kombinacidibol épiilhetnek fel (NR1, NR2A-D,
NR3A-B), melyek kiilonb6z6 farmakoldgiai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek és
befolyasoljak a fizioldgiai szerepiiket (Hansen et al., 2018). A NR2A ¢és NR2B
alegységeknek rendkiviil fontos szerepe van a kognitiv folyamatok alakulasaban, a
szinaptogenezisben, azonban a kiilonb6zd neurodegenerativ megbetegedések
kulcsfontossagu pontjai is lehetnek (pl. AD, PD) (Gambrill and Barria, 2011; Ladagu et
al., 2023).

3.5.1. Excitotoxicitas

Az excitotoxicitas egy koros folyamat, amely elsdsorban a Glu-receptorok, féként
az NMDAR ¢és az AMPAR-0k tulzott aktivaciojahoz kothetd, és neuronok karosodashoz
és pusztulashoz vezet (Choi, 2020). Ez a jelenség akkor alakul ki, amikor a sejtek kozotti
térben tulzott mértékben halmozddik fel a Glu, ami nagymennyiségli Ca** bearamlasat
eredményezi a posztszinaptikus sejtekbe (Choi, 1987). Az excitotoxicitas molekularis
mechanizmusai ko6zé tartozik az anyagcserefolyamatok zavara, az oxidativ stressz,
valamint a sejthalal (apoptozis és nekrozis) aktivacioja (Acharyya et al., 2022; Young et
al., 2004).

Az excitotoxicitas kozponti szerepet tolt be szamos neurodegenerativ betegség
patomechanizmusaban: jelentds mértékben hozzajarul olyan korképek progresszidjahoz,

mint az AD, PD, HD, SM ¢és ALS (Granzotto et al., 2020).

AD-ban az excitotoxicitas a szinaptikus résben megnovekedett Glu-szint és a Glu-
receptorok dinamikéjanak megvaltozasa kovetkezményeként alakul ki. Altala a kortikalis
¢s szubkortikalis neuronok tulzott érzékenysége oxidativ stresszhez és neuronalis
karosodashoz vezet (Zadori et al., 2018). Ezt a folyamatot az amiloid-béta plakkok
jelenléte stlyosbitja, mivel fokozodik a Glu leadasa a szinaptikus résbe, ugyanakkor a

kiilonb6z6 pufferelé funkciok defektusa is fennall (Fang et al., 2005). Az egyensuly
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felborulasa, kiilondsen a szinaptikus és extraszinaptikus NMDAR aktivitas kozott,

jelentds mértékben hozzajarul a kognitiv hanyatlas progressziojahoz (Zadori et al., 2018).

A PD-ban a substantia nigra pars compacta dopaminerg neuronjainak pusztulasa
a tulzott Glu-leadas kovetkezménye, amelyet az oxidativ stressz sulyosbit. A
neuroinflammacio fokozza a Glu toxikus hatasait, novelve a neuronalis érzékenységet

(Kamal et al., 2020).

HD-ban az NMDAR-ok talzott aktivalasa Ca?" talterhelést, mitokondrialis
diszfunkciot és oxidativ karosodast eredményez, ami neuronalis apoptdzishoz vezet

(Granzotto et al., 2020).

A SM esetében az excitotoxicitas az oligodendrocitakra és a neuronok axonjaira
gyakorol negativ hatast, ahol a gyulladasos kornyezet fokozza a Glu felszabadulasat, ami
demicelinizaciohoz és neuronalis karosodashoz vezet. Tovabba a Glu transzporterek
muikodésének zavara a betegség fellangolasakor tovabb fokozza az excitotoxikus

hatasokat (Bannerman et al., 2007).

ALS-ban a motoros neuronok excitotoxicitasra mutatott érzékenysége jelentds,

kiilondsen az als6 motoneuronokban, a sejtekbe aramlo nagy mennyiségii Ca*" azok

crer

3.5.2. NMDA

Az NMDA egy szintetikus aminosavszarmazék, amely szelektiv agonistaként hat
az NMDAR-on. Hatasa receptorszinten hasonl6 a Glu-hoz, de kizarélag az NMDAR-okra
hat. Szelektivitasa miatt az NMDA-t gyakran alkalmazzak a kisérletes excitotoxicitas
kivaltasara (Lambuk et al., 2017; Vyklicky, 1993). Az NMDA hatdsat nagyban
befolyasolja az alkalmazott do6zisa: minél nagyobb a koncentracidja, anndl nagyobb
sériilést valthat ki, valamint hatasa fligg a vizsgalt kisérleti allatok életkoratol is (Kim et
al., 2019; Zhou and Baudry, 2006).

Az NMDA-indukalta excitotoxicitdst szamos kiilonb6z6 allatmodellben
vizsgaltdk: Zhou ¢és munkatarsai patkany akutagyszelet-preparatumokon vizsgaltak
kiilonb6z6 koru allatok esetében (Zhou and Baudry, 2006). Caviedes és munkatarsai
leirtak, hogy hippokampalis sejtkultirakban a magas do6zisban (100 uM) adott NMDA
jelentds mértéki sejthalalt idéz el6 (Caviedes et al., 2021). Ogita és munkatarsai NMDA-

val torténd eldkezelés jotékony hatasat bizonyitotta egereken in vivo kainat-indukalta
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excitotoxicitassal szemben (Ogita et al., 2003). Patkanyok esetében bizonyitottak, hogy
az NMDA nem csak a retindt, hanem a latoéideget is jelentésen karositja; retina

ganglionsejtjeinek elhalasahoz vezethet glaukoma esetén (Lambuk et al., 2017).

Irodalomban fellelhetd korabbi vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy az NMDA-
indukalta excitotoxicitas-modellek alkalmasak a KYNA ¢és kémiailag moddositott
analogjainak vizsgalatara. Ezért kutatdbmunkank soran munkacsoportunk is ezt az anyagot

valasztotta kisérleti modelljében.
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4. Célkituzeések

Az értekezés alapjat képzo kisérletes munka f6 célja a kiilonb6z6 neuromodulalo
anyagok vizsgalata NMDA-indukalta excitotoxicitassal szemben in vitro és in vivo

koriilmények kozott C57BI/6 egerek agyszovetében.
Célkitiizés 1.

Excitotoxicitas-modell  Iétrehozasa, a megfeleld6 NMDA-koncentracio
meghatarozasa és alkalmazasa kiilonb6zo koru egerek agyabol készitett akutagyszelet-

preparatumok esetén, kis térfogati inkubacids rendszerben.
Célkitiizés 2.

KYNA ¢s analdgjai (SZR72 és SZR104) neuromodulalé hatdsanak vizsgalata
NMDA-indukélta excitotoxicitassal szemben akutagyszelet-preparatumok esetén

kiilonb6z6 koru allatcsoportoknal, kis térfogatll inkubacids rendszerben.
Célkitiizés 3.

KYNA és analogjai (SZR72 és SZR104) hatasanak vizsgalata dozisfiiggé modon

fiatal felnott allatok esetében, kis térfogat inkubacids rendszerben.
Célkitiizés 4.

Excitotoxicitas vizsgalata in vivo modszerrel, intraperitonealisan beadott NMDA-

kezelés utan kiilonb6z6 koru egerek esetében.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Allatok tartisa

A Kisérleteink soran kiilonb6z6 kort (1-, 4-, 8 hetes és 1 éves) 5-30 grammos, him
C57BL/6 egereket hasznaltunk (n=199). Az allatokat milanyag ketrecben tartottuk, az
egerek az ivovizhez és a taplalékhoz szabadon hozzaférhettek. Az allathazban allando
hémérsékletet (24 °C) biztositottunk, valamint a cirkadian ritmus fenntartasahoz 12-12
ora vilagos és sotét periodusok valtottak egymast. Kisérleteink soran a laboratoriumi
allatok gondozasaval kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacio No. 85-23), a Magyar
Egészségligyi Bizottsag altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt (1998),
¢és az Eurdpai Kozosségek Tanacsanak 2010. évi rendeletét (2010/63/EU) betartottuk. A
kisérletek elvégzéséhez sziikséges etikai engedély szama: XX. /495/2024.

5.2. Neuromodulalé anyagok in vitro vizsgalata

5.2.1. Agyszovet-preparalas

Az allatokat izofluran gazzal (3%) altattuk, majd dekapitaltuk (NEMI Guillotine
Braintree Scientific, Inc.), és az agyukat eltavolitottuk a koponyabol. Az agyukbol 350
um vastagsagli korondlis metszeteket készitettiink vibratom segitségével (Leica
VT1200S, Németorszag). A metszést hideg (4 °C), mesterséges agy-gerincveldi
folyadékban (aCSF) végeztiik, melynek Osszetétele (mM-ban): 234 szacharoz, 3.5 KCl,
1 NaH2PO4, 24 NaHCOs3, 1 CaCly, 3 MgSOs és 10 D-glikoz. Az aCSF oldatot
folyamatosan oxigenaltattuk karbogén gaz (95% Oz, 5% CO>) segitségével. A szoveteket
30 percig inkubaltuk oxigenizalt nagy térfogata (NT), standard (300 ml aCSF, 20 °C)
inkubacids rendszerben, melynek dsszetétele (mM-ban): 130 NaCl, 3.5 KCI, 1 NaH2POg,
24 NaHCO3, 1,5 CaClz, 3 MgSO04 és 10 D-gliikoz.

5.2.2. Kis térfogata inkubacios rendszer és inkubacios csoportok

A NT-inkubaciot kovetéen az akutagyszelet-preparatumokat kiilonb6zo
neuromodulalé anyagokkal kezeltiik egy, a kutatocsoportunk altal létrehozott kis
térfogati (KT) inkubacids rendszerben (Herédi et al., 2019): 3 teljes koronalis
akutagyszelet-preparatumot helyeztiink 6 ml aCSF-ba, majd 4 6ran at inkubaltuk 32 °C-

on. Ebben a rendszerben mérhetévé valtak a kis koncentracidban felszabaduld anyagok.
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Az excitotoxicitas-modell felallitasahoz az NMDA-t (Sigma-Aldrich) a
szakirodalomban fellelheté adatok alapjan négy kiilonb6zd koncentracioban vizsgaltuk
(10, 25, 50 és 100 uM), melyet kezeletlen, kontroll csoporttal vetettiink Ossze. A
kisérletsorozatba Osszesen 24 fiatal feln6tt (8-10 hetes) allatot (n=24) vontunk be,
csoportonként 4-5 allat felhasznalasaval. Egy éllat agyabol 2 egymassal parhuzamos
kisérletet végeztiink el: egy kontroll- és egy vizsgalandd6 NMDA-koncentraciot. Ezen
kisérletek alapjan 10 uM NMDA-kezelést alkalmaztunk az excitotoxicitas korfiiggd
hatasanak vizsgalatahoz, ezen kisérletekhez korcsoportonként 6-6 allatot (n=24)
hasznaltunk fel. Korabbi vizsgalataink alapjan a KYNA de novo 40 nM koncentracioban
keletkezett egy 4 Oras inkubacid soran rendszeriinkben, ezért ezt a koncentraciot
valasztottuk a KYNA (Sigma-Aldrich) ¢és analdgjai neuromodulald hatasanak
vizsgalatahoz a 10 uM NMDA-indukalta excitotoxicitas-modellben. A KYNA-t 1M
NaOH-ban, mig az SZR72 és SZR 104-es analégokat aCSF-ban oldottuk fel. Kisérleteink
soran ugyanazon anyagokkal dolgoztunk, amelyet csoportunk korabbi kézleményében is
hasznalt (Fehér et al., 2019). Minden korcsoport esetében 12-12 allat (n=48) bevonasaval
végeztiik el a kisérleteket. A KYNA ¢és analogjai dozisfiiggd hatdsvizsgalatahoz az
anyagokat novekvé koncentracioban (20, 40, 100, 500 nM és 8 uM) alkalmaztuk 10 uM
NMDA-kezeléssel szemben. 5-5 fiatal feln6tt (8-10 hetes) allat agyabol (n=75) szarmazo
agyszeleteket hasznaltunk fel az egyes dozisok esetén KYNA ¢és analogjai vizsgalatdhoz.

A feliiluszot felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

5.2.3. Biokémiai vizsgalatok

A KT rendszerbdl wvett feliiliszobol laktat-dehidrogenaz (LDH) szint
meghatarozast végeztiink a szoveti karosodds meértékének megallapitasara. Az
enzimkoncentraciokat LDH-aktivitasméré reagens-csomaggal (DGKC modszerek) 340
nm-en és 37 °C-on (Diagnosticum Ltd., Magyarorszag) ¢s Biolis 24i Premium Clinical
Biochemical System (Tokyo Boeki) rendszerrel hataroztuk meg. Az LDH-aktivitast
U/I/100 mg szdvet értékben fejeztiik ki, az inkubécio soran a rendszeriinkbdl torténd

parolgast is figyelembe véve, a kapott értékeket ezzel normalizalva.

5.2.4. Akutagyszelet-preparatumok ujrametszése

Hisztologiai vizsgalatainkhoz 2-2 akutagyszelet-preparatumot egy ¢éjszakan at 4
°C-on 4%-os paraformaldehidben (PFA) fixaltunk. Masnap el6szor foszfatpufferben (PB)

mostuk, majd krioprotekcio céljabol el6szor 15%-0s, azutan 30%-o0s szachar6z oldatban
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inkubéltuk az agyszoveteket. A mintakat felhasznalasig 30%-os szachar6z oldatban -20
°C-on taroltuk. Végiil 35 um vastagsagu szeleteket készitettiink fagyasztd mikrotom
segitségével (Reichert-Jung 1206).

5.2.5. Fluoreszcens immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgélatainkhoz egy altalanos neuronalis markert, a NeuN-t
hasznaltuk. A metszést kovetden az agyszoveteket 0,4%-0s Triton X-100-at tartalmazo
PB-ben (PBT) mostuk. A hattérfestodés megeldzése érdekében a szovetmintakat nem-
konjugalt Fab-fragmens (Jackson Immunoresearch) pre-inkubacioval blokkoltuk. Ezutan
a szovetmintdkat PBT-ben mostuk, majd 1 6ran keresztiil 2%-0S normal szamar
szérumban (NDS) inkubaltuk a nemspecifikus kotddések kikiiszobolése érdekében.
Blokkolast kovetdéen a szovetmintakat egy éjszakan at 4 °C-on elsédleges antitestet
tartalmazo oldatban: egér anti-NeuN, 1:4000 (Abcam) és 1% NDS-t tartalmaz6 PBT-ben
inkubaltuk.

Masnap a szovetmintakat 0,4%-0s PBT-ben mostuk, majd pedig 2 oran at
szobahdmérsékleten fluoroforral kapcsolt szekunder antitestben (anti-egér AlexaFluor
488, Jackson Immunoresearch, 1:500) inkubaltuk és ~519 nm hullamhosszon vizsgaltuk.
A szoveteket targylemezre huztuk, majd vizbazisti fedéanyaggal (ProLong® Gold, Life
Technologies) fedtiik le.

5.2.6. Szovettan kvantifikalas modszere

Hisztologiai vizsgéalataink kvantifikdlasdhoz az Imagel szoftvert hasznéltuk a
sejtsorok NeuN immunreaktivitasanak meghatarozasara. A vizsgalatot in vitro
rendszerbdl szarmazo szovetek esetében a hippokampusz Ammon-szarvanak (cornu

crer

szdzalékosan abrazoltuk. Csoportonként 3-6 agyszovetet vizsgaltunk.

5.2.7. Krezilibolya-festés

Az  NMDA-indukalta  sejthalal  meghatarozasara  krezilibolya-festést
alkalmaztunk. A metszeteket eldszor leszallo alkoholsorral (100, 70, 50%), majd 0,1%-
os krezilibolya-festékkel (Sigma) kezeltiik. Ezutan felszallo alkoholsorral (50, 70, 100%)
rehidrataltuk a szovetmintdkat, majd xilolba helyeztiik. A targylemezeket DPX
feddanyaggal fedtiik le.
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crer

végeztik el. A mintakat mindkét esetben Zeiss AxXio Imager 2 mikroszkoppal

vizualizaltuk.

5.2.8. Statisztikai modszerek

Az adatokat OriginPro 8.6 szoftverrel abrazoltuk. Minden statisztikai szamitast a
Jamovi statisztikai szoftverrel végeztiink. A csoportok kozotti variancia homogenitasat a
hibavarianciak egyenlségének Levene-tesztje segitségével vizsgaltuk. Az adatok
eloszlasat a normalitas szempontjabdl Shapiro-Wilk probaval teszteltiik. A statisztikai
szignifikanciat faktorialis ANOVA segitségével szamitottuk ki. Tukey post hoc tesztet
hasznaltunk a csoportatlag parok kozotti  kiilonbségek  szignifikancidjanak

megallapitasara.

5.3. NMDA-indukalta excitotoxicitas in vivo vizsgalata

Az in vitro korilmények kozott végzett kisérleteink alapjan az in vivo
excitotoxicitas vizsgalathoz két kiilonbozo kort allatcsoportot valasztottunk: 2-4 és 8-10

hetes C57BI/6 egereket. Csoportonként 7-7 allaton végeztiik el a kisérleteket (n=28).

Az in vivo vizsgalatokhoz 75 mg/ttkg NMDA-t injektaltunk intraperitonealisan
(i.p.) 0,9 %-os fiziologias sooldatban oldva, kontroll csoportként szintén fiziologias
sooldatot alkalmaztunk 20 ml/ttkg volumenben. Az oltast kovetden az allatokat
folyamatos megfigyelés alatt tartottuk, allatjolléti monitorozasi pontrendszert
alkalmazva. Az allatok jollétét a kisérlet elején 2 oranként, késébb az oltas okozta
viselkedésbeli eltérések mérséklodésével 8 dranként ellendriztiik. A pontrendszer elemei:
a szorzet allapota, testtartds, mozgékonysag, ijedtségi reflex, teststly és hdmérséklet
ellendrzése, valamint a farokragas bizonyos allatcsoportok esetében, ezért ennek megléte

vagy hianya is vizsgalati szempont. A kisérlet az oltastol szamitott 24. draban ért véget.

Az oltast kovetd 24. oraban az allatoknak i.p. 25%-0s uretant (1,6g/ttkg)
injektaltunk, ezutan transzkardialis perfuziot végeztiink eldszor 4 °C-os PBS-rel, majd
pedig 4%-os PFA oldattal. Ezutan az agyukat eltavolitottuk a koponyabdl és egy éjszakan
at immerziosan is fixaltuk. Ezt kovetéen az agyakbol vibratom (Leica VT1000S)
segitségével 35 pum vastagsdglh metszeteket készitettlink, amelyeket a korabban
ismertetett metodikak segitségével krezilibolya-festést és immunhisztokémiai

vizsgalatokat végeztiink. Immunjeldléshez az aldbbi elsddleges antitesteket hasznaltuk:
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NeuN 1:4000 (Abcam); GFAP 1:1000 (Millipore), szekunder antitest a NeuN-jelolés
esetén anti-egér AlexaFluor 488 (1:500) volt, amelyet ~519 nm hullamhosszon
vizsgaltunk, a GFAP-jel6léshez anti-nyul Cy3 antitestet (1:500) alkalmaztunk és ~570
nm-en detektaltuk. A sejtmag jel6léséhez egylépéses reakcioban 4',6-diamidino-2-
fenilindolt (DAPI) alkalmaztunk (1:1000), melyet ~461 nm hullamhosszon vizsgaltunk
mikroszkopos technikaval. A hippokampusz CAl, CA3, CA4 és gyrus dentatus (GD)

teriileteit Zeiss Axio Imager 2 mikroszkoppal vizualizaltuk.
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6. A kisérletekben valo részvétel

A kisérletes munka soran az aldbbi vizsgalatokat végeztem el:

in vitro kisérletek elékészitése és kivitelezése
in vivo kisérletek el6készitése és kivitelezése
szovetpreparalas hisztologiai vizsgalatokhoz
krezilibolya-festés

fluoreszcens immunhisztokémia
mikroszkopos felvételek készitése

adatelemzés.

Az LDH-szint meghatarozasat Magyariné Dr. Berkd Aniko végezte el.

A KYNA-analogok szintetizalasat Dr. LOrinczi Bélint és Dr. Szatmari Istvan végezték.
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7. Eredmények

7.1. Neuromodulalé anyagok in vitro vizsgalata
7.1.1. NMDA-indukalta excitotoxicitas-modell

Az optimalis excitotoxicitds-modell kivalasztasahoz az NMDA-t ndvekvo
koncentraciokban (10-, 25-, 50- és 100 uM) alkalmaztuk KT inkubacids rendszeriinkben.

kontroll csoportokhoz viszonyitottuk.

Biokémiai vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy a szakirodalomban
leggyakrabban hasznalt, 50 és 100 uM NMDA koncentraciok okoztidk a legnagyobb
mértékli karosodast, azonban az alacsonyabb koncentraciok is szignifikdns sériilést

indukaltak (2. abra).
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2. abra: LDH-felszabadulas vizsgalata n6vekvd koncentracidoban alkalmazott NMDA hatasara,

Normalizalt LDH-felszabadulas (atlag+széras)

kezeletlen, kontroll akutagyszelet-preparatumokhoz viszonyitva, KT inkubacids rendszerben.
Atlag + szoras. **p < 0,01, ***p < 0,001, n=24.
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A krezilibolya-festés bizonyitja, hogy az alkalmazott NMDA koncentraciok
szignifikans karosodéast indukaltak a hippokampusz CAl-es régidjaban, a sejtek
piknotikus morfologiat mutatnak, a sejtsor denzitdsa is jelentdsen megvaltozott. A
magasabb NMDA-koncentraciok olyan mértékii karosodast indukaltak a CAl-es
régioban, hogy az ezekbdl késziilt szovettani metszetek tovabbi vizsgalatokra nem voltak
alkalmasak. A CA3-as régié piramis sejtjei ezzel ellentétben ép morfologiat mutatnak,
habar a sejtsor denzitdsa megvaltozott. Nagyobb mértékli karosodas csak az 50- és 100
uM-0s NMDA koncentracioknal figyelheté meg ebben a régidban. Mindezek alapjan az
excitotoxicitas korfliggd hatasat és a neuromoduldlé anyagok hatdstanat érintd

vizsgalatokat csak a hippokampusz CAl-es régidjaban folytattuk (3. abra).

10 yM

CA3

R

crcr

3. abra: Krezilibolya-festés hippokampusz CAl-es és CA3-as régidjanak piramis sejtsoraban,

emelkedd koncentracioban alkalmazott NMDA-kezelést kovetden. Skala: 50 um.

Mindezek alapjan a tovabbi in vitro vizsgalatainkhoz a 10 pM-0s NMDA

koncentraciot valasztottuk az excitotoxicitas indukalasara.

26



7.1.2. NMDA-indukalta excitotoxicitas vizsgalata Kiilonb6zo koru allatok esetében

A korébban felallitott 10 pM NMDA-indukalta excitotoxicitas-modelliinket
kiilonb6z6 kora (1-, 4-, 8 hetes és 1 éves) allatok esetében is vizsgalat ala vetettiik.
Biokémiai mddszerekkel a feliiliszot, mig hisztologiai modszerekkel az akutagyszelet-

preparatumokat vizsgaltuk.

Fiatal (1- és 4 hetes) allatcsoportok rezisztensebbnek bizonyultak az NMDA-
indukalta excitotoxicitds karositd hatdsdval szemben. A 4 6rds NMDA-kezelés nem
okozott szignifikans valtozast a felszabadulo LDH-szintjében a kontroll csoportokhoz
képest. Fiatal feln6tt és idés allatok agyszovetei azonban sokkal nagyobb szenzitivitast
mutattak az excitotoxicitasra; az NMDA-kezelt csoportokban szignifikans LDH-
szintemelkedést detektaltunk a feliilluszobol a kontroll csoportokhoz viszonyitva

(4.abra).
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4. abra: LDH-felszabadulas vizsgalata kiilonb6zé koru allatok esetében, kontroll és NMDA-

|
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kezelt csoportoknal 4 6ras inkubéciot kovetéen kis térfogati inkubéciés rendszerben. Atlag +

szoras. ***p < 0,001, n=24.
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Feln6tt allatok piramis sejtsoraban jelentds karosodast detektaltunk: a sejtek
atipusos morfologiat mutattak, illetve jelentds sejtelhalas volt megfigyelhetd. A sejtsor
denzitasa minden korcsoport esetében megvaltozott, valamint a fluoreszcencia intenzitasa
is lecsokkent az NMDA-kezelt csoportoknal a kontroll szovetekhez viszonyitva (5. abra
A). Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy bar a fiatal allatok CA1-
es piramis sejtsora az NMDA-kezelés utan sem maradt teljesen intakt, statisztikailag

szignifikans valtozas, vagy sejthalal nem tortént (5. abra B).
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piramis sejtsorabol 4 6ras inkubaciot kovetden. Skala: 50 pm. B: NeuN-immunpozitiv sejtek %-

os aranyanak 4brazolasa egy 250 um? teriileten, ***p < 0,001, n=36.

Krezilibolya-festéssel minden vizsgalt korcsoport hippokampuszaban pontszerti
megjelenésii sejteket detektaltuk. Minden korcsoport esetében megindult a piknozis
folyamata: fiatal allatoknal a CA 1 régio piramis sejtsora nagyobb denzitast, mint idésebb
kort allatok agyabol késziilt szovetek esetén. Feltételezhetden fiatal allatoknal is fellép
excitotoxicitas, azonban ez vagy késleltetve, vagy pedig mas mechanizmusokon keresztiil

valosul meg (6. abra).
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6. Abra: Reprezentativ felvételek a krezilibolya-festésrél hippokampusz CAl-es régiojanak

piramis sejtsorabol 4 oras inkubaciot kovetden. Skala: 50 pm.
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7.1.3. KYNA és analogjai neuromodulaléo hatasanak vizsgalata kiilonb6zoé koru

allatok esetében

Az excitotoxicitdssal szemben kiilonb6z6 neuromoduldldé anyagok (KYNA,
SZR72 ¢s SZR104) hatasat is megvizsgaltuk 40 nM-os koncentracioban, KT-inkubacios
rendszeriinkben. Vizsgélataink a kordbbiakhoz hasonléan biokémiai és hisztologiai

modszereket foglaltak magukba.

A biokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy az NMDA-indukalta excitotoxicitas
karositd hatasat a KYNA- és az SZR72-kezelés lecsokkentette minden korcsoport
esetében. Statisztikailag szignifikdns valtozas csak az idésebb allatcsoportoknal volt
megfigyelhetd. Az SZR104-kezelés azonban nem okozott szignifikins véltozast a
felszabadulo LDH-szint tekintetében egyik korcsoport esetén sem, ami feltehetéen az
alkalmazott alacsony dozisa miatt kovetkezhetett be (7. abra).
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7. abra: LDH-felszabadulés biokémiai vizsgalata NMDA-, KYNA-, SZR72- és SZR104-kezelt

csoportok esetében 4 6ras inkubacio utan. Atlag + szoras. *p < 0,05, ***p < 0,001, n=48.
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Hisztoldgiai vizsgalatokban minden vizsgalt korcsoport esetében hatasosnak

bizonyult a KYNA- és az SZR72-kezelés NMDA-indukalta excitotoxicitassal szemben

(8. abra A). Habar a NeuN-pozitiv sejtek szama lecsokkent a kezelt csoportoknal id6sebb

allatok esetében, a megmaradt sejtek tobbségében ép megjelenést mutattak. Az SZR104-

kezelés azonban egyaltalin nem befolydsolta a NeuN-pozitiv sejtek szamat a

piramissejtek rétegében az NMDA-kezelt csoportokhoz viszonyitva (8. abra B).
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8. Abra: A: Reprezentativ felvételek a NeuN-immunjelolésrél kiilonbozé kort allatok
hippokampuszanak CA1l-es piramissejtrétegébdl 4 oras NMDA-, KYNA-, SZR72- és SZR104-
kezelést kovetden. Skala: 50 um. B: NeuN pozitivitas/teriilet %-os aranya. **p < 0,01, n=60.
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Krezilibolya-festéssel az immunhisztokémiai festéseinkkel tapasztalt javulast
nem detektaltuk feln6tt allatok esetében (9. abra). A sejtek piknotikus morfologiat
mutatnak az alkalmazott neuroprotektiv kezelések ellenére is. A sejtrétegek denzitasa
sokkal nagyobb volt a KYNA- és SZR72-kezelt csoportok esetében, mint az NMDA-val
¢s az SZR104-¢l kezelt csoportok esetében. Feltételezhetden a kezelés késleltette ugyan
a sejtpusztulas folyamatat, de azt nem volt képes teljesen megakadalyozni. SZR104-
kezelés esetében nem detektaltunk szignifikans valtozast az NMDA-kezelt csoportokhoz

képest sem a sejt morfologia, sem pedig a sejtsiirtiség tekintetében.
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9. Abra: Reprezentativ felvételek a krezilibolya-festésrél  kiilonbozé kora  allatok
hippokampuszanak CAl-es piramissejtrétegébol 4 oras NMDA-, KYNA-, SZR72- és SZR104-

kezelést kovetden. Skala: 50 um.
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7.1.4. KYNA és analogjainak dézisfiiggo hatasvizsgalata

Korabbi vizsgélataink azt bizonyitottak, hogy a fiatal felndtt (8 hetes) allatcsoport
nagy €rzékenységet mutat az excitotoxicitas karositd hatasaval szemben, igy a KYNA ¢és
analogjai dozisfliggd hatasanak vizsgalatat kizarolag ezen a korcsoporton végeztiik el. A
KYNA-t és analdgjait novekvd koncentracioban alkalmaztuk rendszeriinkben, annak
meghatarozasara, hogy milyen hatast fejtenek ki az NMDA karosito hatasaval szemben.
A szovetkarosodds mértékének meghatarozasara az extracellularis LDH-szint

kvantifikalasan alapul6 biokémiai vizsgalatot alkalmaztuk.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a KYNA alacsonyabb nanomolos
koncentracioban fejti ki neuroprotektiv hatasat (10. abra). 20 és 40 nM KYNA-kezelés
szignifikansan lecsokkentette az NMDA-indukalta excitotoxicitas karositd hatasat,

crer

a KYNA hatéstalannak bizonyult a toxikus dgenssel szemben. Tovabb ndvelve a KYNA
koncentraciojat; nanomolos és mikromolos tartomanyban a KYNA tovabb fokozta az
NMDA karosité hatasat. 500 nM-0s és 8 pM-o0s KNY A koncentraciok esetén szignifikdns

LDH-szint emelkedést mértiink a feliiliszobodl 4 o6ras inkubacid utan.
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10. abra: KYNA doézisfliggé hatasanak vizsgalata NMDA-indukalta excitotoxicitassal szemben

4 oras inkubaciot kovetden fiatal felndtt allatok esetében. Atlag + szoras. **p < 0,01, ***p <

0,001, n=25.
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Biokémiai vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy az SZR72 koncentraciotol
fiiggetleniil neuroprotektiv hatassal rendelkezik modelliinkben, nanomolos ¢és
mikromolos koncentracidban is szignifikansan csokkentette a felszabaduld6 LDH-szintjét
NMDA-kezelt kontroll csoportokhoz viszonyitva (11. abra). A legintenzivebb protektiv

hatést alacsony nanomolos koncentracidban fejtette ki KT-inkubdacids rendszeriinkben.
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11. abra: SZR72 dozisfiiggd hatasanak vizsgalata NMDA-indukalta excitotoxicitassal szemben
4 dras inkubaciot kovetoen fiatal felnott allatok esetében. Atlag + szoras. *p < 0,05, **p < 0,01,

***p < 0,001, n=25.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az SZR104-es KYNA-analdég alacsony
nanomolos ¢és mikromolos tartomanyban is hatastalan az NMDA-indukalta
excitotoxicitas karositd hatasaval szemben (12. abra). Magasabb nanomolos (100 és 500
nM) koncentracioban azonban szignifikansan lecsokkentette a felszabadul6 LDH-szintet

rendszerinkben.
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12. abra: SZR104 dozisfiiggd hatasanak vizsgalata NMDA-indukalta excitotoxicitassal szemben

4 6ras inkubaciét kovetoen fiatal felnott allatok esetében. Atlag + szoras. *p < 0,05, n=25.
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7.2. NMDA-indukalta excitotoxicitas in vivo vizsgalata

Az i.p. adott NMDA-kezelés potencialis karositd hatasanak in vivo vizsgalatara
hisztologiai modszereket (krezilibolya-festés, immunhisztokémia) alkalmaztunk.
Osszehasonlitottuk fiatal (2-4 hetes) és felnétt (8-10 hetes) allatok hippokampuszanak
CAl-es, CA3-as, CA4-es régiojanak ¢€s a GD szovettani szerkezetét kontroll és NMDA-

kezelt allatcsoportok esetében.

Krezilibolya-festéseink alapjan elmondhatd, hogy ezen modszerrel az i.p. adott
NMDA nem képes excitotoxicitas kivaltasara egér hippokampuszban sem fiatal, sem
pedig felnétt allatok esetében (13. abra). A CAl-es, CA3-as, CA4-es piramissejtrétege
¢s a GD granularis sejtsorai is intaktak maradtak az NMDA-val kezelt allatok esetén,

valamint a sejtrétegek denzitasa és a sejtek alakja is ép maradt.

CA4 +GD
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kontroll

2-4 hetes

NMDA-kezelt

kontroll
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NMDA-kezelt

13. abra: Krezilibolya-festés fiatal (2-4 hetes) és feln6tt (8-10 hetes) egerek hippokampuszanak
kiilonboz6 sejtrétegeiben kontroll és NMDA-kezelt csoportok esetében. Skala: 100 um, N=28.
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Immunhisztokémiai  vizsgalataink  alatamasztjdk a  krezilibolya-festés
eredményeit. Egyik vizsgalt korcsoport esetében sem detakaltuk az i.p. adott NMDA
karositd hatasat a neuronalis allomanyban a hippokampusz egyik sejtrétegében sem (14.
abra). GFAP-immunjel6lés alapjan elmondhatd, hogy az NMDA-kezelés nem okoz
detektalhat6 asztrocita aktivaciot ezen agyteriileten sem fiatal, sem pedig felnétt allatok

esetében 24 6raval a toxikus anyag beadasat kovetden.
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14. abra: Fiatal (2-4 hetes) és felnodtt (8-10 hetes) egerek hippokampuszanak sejtrétegeinek
immunhisztokémia vizsgalata. Z6ld: NeuN; Piros: GFAP; Kék: DAPI jelolés. Skala: 100 um,
n=28.

Habar az ip. adott NMDA hatdsara neurondlis sériilést, illetve asztrocita
aktivaciot nem detektaltunk, intenziv magatartasbeli valtozasokat figyeltiink meg (nem
abrazolt). A fiatal, NMDA-kezelt fiatal (2-4 hetes) allatok esetében intenziv motoros
aktivitas volt megfigyelhetd kozvetlenill az oltast kovetden. 1-1,5 éraval az NMDA

beadasat kovetden e csoport esetében sulyos faroktd-sebzes volt megfigyelhetd. Ezek a
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tiinetek a kisérlet 4. o6rdjaban elkezdtek feloldddni és a kisérlet végéig nem jelentkezett
egy¢eb magatartasbeli eltérés. Kvantitativ magatartasvizsgalatokat nem allt médunkban
elvégezni, ezek az eredmények kizarolag szisztematikus megfigyeléseink és allatjolléti
pontrendszer altal dokumentaltuk, azonban fontos informaciot szolgéltathatnak az i.p.

adott NMDA hatésat illetOen.
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8. Diszkusszio

A Trp anyagcseréjének egyik fo végterméke a KYNA, amelynek egyenstlyzavara
szdmos neurodegenerativ (AD, PD, HD) ¢és pszichidtriai betegség (depresszio,
skizofrénia) patomechanizmusidban meghatdrozd szerepet jatszik. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy a KYNA-szintjének modulalasa igéretes terapias célpontot jelenthet
az emlitett betegségek kezelésében (Vécsei et al., 2013). A farmakoldgiai kihivasok
athidalasara a BBB-on atjuto, kémiailag modositott KYNA-analogok alkalmazésa lehet
az egyik megoldas (Fiilop et al., 2009). Ertekezésem kozponti témajat a KYNA, valamint
annak kémiailag modositott szarmazékainak neuromodulalo, esetlegesen neuroprotektiv
hatasanak vizsgalata képezte NMDA-indukalta excitotoxicitas-modellben, in vitro és in

vivo koriilmények kozott, kiillonbozo életkora C57B1/6 egerek agyszovetében.

Bevezetd kisérleteink eredményei azt igazoljak, hogy KT inkubécios
rendszerliinkben az NMDA mar 10 uM koncentracidban elegendd az excitotoxicitas
kivaltasahoz 8-10 hetes egerek agyabol szarmazé akutagyszelet-preparatumokon. A
szakirodalomban in vitro kérnyezetben jellemzéen 50—100 uM-0s NMDA-t alkalmaznak
az excitotoxikus karosodas modellezésére (Liu et al., 2007; Zhou and Baudry, 2006).
Rendszeriinkben azonban a 25-100 uM koncentraciok olyan mértéki szovetkarosodast
eredményeztek, amelyek nem tették lehetévé a késobbi hisztoldgiai elemzéseket. Ennek
figyelembevételével munkacsoportunk a 10 uM NMDA koncentraci6 alkalmazéasa
mellett dontott a tovabbi vizsgalatok sordan. Ez a dozis megfeleld mértékli karosodast
megdrzddott, biztositva a részletes morfologiai értékelést. Kisérleteink soran a CA3-as
régid piramissejtrétege nagyobb ellenalloképességet mutatott az NMDA-indukalta
excitotoxicitassal szemben. Hasonld megfigyelésekrol szamoltak be Butler és
munkatarsai is, akik szerint az NMDA altal kozvetitett neurodegeneracio elsésorban a
CAl-es régid piramissejtjeit érinti. A jelenség hatterében a CAl-es régidban
koncentral6do szinaptikus bemenetek altal fenntartott fokozott halozati excitabilitas all,
amely el6segiti a degenerativ folyamatok kialakulasat (Butler et al., 2010). Sun és
munkatarsai kimutattak, hogy a Ca®" 4ltal kivaltott mitokondrialis karosodas iranti
érzékenység a CA1-es neuronokban jelentésen nagyobb, mint a CA3-as régidoban (Sun et
al., 2018). Bar az excitotoxikus események a CA3-as régiot is érintik, az itt mikodo
immunfolyamatok bizonyos mértékii védelmet nytijtanak a CAl-es régidhoz viszonyitva.
Vinet és munkatarsai eredményei szerint excitotoxikus karosodas esetén a mikroglia
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aktivitdsa fOként a CA3-as régidban jarulhat hozzd a neuroprotektiv folyamatok
fenntartasahoz (Vinet et al., 2012). Ennek alapjan a tovabbiakban az NMDA-indukalta

crer

vizsgaltuk.

In vitro vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a felndtt (8 hetes €s 1 éves)
allatokbol szarmaz6 akutagyszelet-preparatumok szignifikansan nagyobb érzékenységet
mutatnak az NMDA-indukalta excitotoxicitasra. Biokémiai elemzéseink soran fokozott
LDH-felszabadulast detektaltunk a felndtt allatok mintaiban. NeuN immunjelolés és
krezilibolya-festés alapjan egyarant megallapithatd, hogy a hippokampusz CAl-es
karosodas és sejtdenzitas-csokkenés volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a fiatalabb (1- és
4 hetes) egerek hippokampuszaban sem az LDH-felszabadulas, sem a NeuN
immunjeldlés nem mutatott szignifikans eltérést kontroll és NMDA-kezelt szovetek
kozott, bar a szovetek nem maradtak teljesen intaktak. A krezilibolya-festés fiatal allatok
esetében azt mutatta, hogy megindul ugyan a sejthalal folyamata (a sejtek piknotikus
megjelenésiiek), azonban az késleltetve kovetkezik be. In vivo vizsgalataink soran az i.p.
adott NMDA egyik vizsgalt korcsoportban sem okozott szignifikans hisztologiai
valtozast a hippokampusz teriiletén. Itt nem részletezziik, de magatartasbeli eltérések
megfigyelhetok voltak az NMDA-kezelt fiatal allatok esetében. A szakirodalom
ellentmondasos az ¢letkor fliggvényében bekdvetkezd excitotoxikus sejtkdrosodast
illetéen: Zhou és Baudry olyan in vitro kisérleteket végeztek patkanyok agyszovetein,
amelyek kisérleti feltételei dsszevethetok voltak az altalunk alkalmazott KT rendszerrel.
Eredményeik alapjan a fiatal (4 hetes) allatok hippokampuszaban az NMDA-kezelést
kovetden tipikusan piknotikus sejtmorfologia alakult ki, mig az idésebb (3 honapos)
allatokban a piramissejtréteg sejtmorfologidja megdrzddott, azonban a sejtslirliség
jelentdsen csokkent (Zhou and Baudry, 2006). Liu és munkatarsai tanulmanya szerint a
Glu-indukalta sejthalal iddsebb patkanyokban kifejezettebb. A 10- és 20 napos allatokban
a sejthalal mértéke alacsonyabb, mint a 30- ¢s 60 napos allatokban (Liu et al., 1996).
Feln6tt egerekben végzett in vivo vizsgalatok azt mutatjak, hogy harom oraval az NMDA
egyszeri i.p. adasat kovetden indukalodik a pip92 gén expresszidja, amely fontos szerepet
jatszik az excitotoxicitas altal kivaltott sejthalalban (Chung et al., 2000). Egy in vivo
kutatasban i.p. alkalmazott NMDA-kezelés hatasara magatartasbeli eltéréseket vizsgaltak

kiilonb6zé kort egerekben. A viselkedésbeli valtozasok a fiatal allatoknal voltak a
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leginkabb megfigyelhetok. Kimutattdk tovabba, hogy felndtt egyedeknél a periféridsan
alkalmazott NMDA csak kis mértékben képes atjutni a BBB-on (Kim et al., 2019). Ez a
farmakologiai korlatozas felveti azt a kérdést, hogy az NMDA farmakodinamiaja
kiilonbozik-e szisztémas, illetve lokalis alkalmazas esetén: példaul intrakranialisan, vagy
a korabban részletezett in vitro kisérleteink soran. Az i.p. alkalmazott NMDA
valdsziniileg alacsonyabb koncentraciét eredményez az agy szovetében, mint az
excitotoxikus hatas kivaltasdhoz sziikséges kiiszobérték, igy a toxikus hatds nem
érvényesiilhet. Tovabba az éretlen hippokampalis neuronok eltérd jelatviteli ttvonalai és
szinaptikus plaszticitasa eltéré érzékenységet eredményezhetnek (Chen et al., 2020), ami
magyarazhatja a kezelést kovetd biokémiai és hisztologiai valtozasok hianyat fiatal

allatcsoportok esetében.

A kiilonb6z6 életkort allatok hippokampuszanak karosodasaban megfigyelhetd
kiilonbségek egyik lehetséges oka az NMDAR alegységek expresszidjanak valtozasa: az
NMDAR-ok esetében jellemz6 az ontogenetikus ,,alegységvaltas” jelensége, amelynek
soran a fiatal korban dominans NR2B alegységeket fokozatosan felvaltjdk az NR2A
alegységek (Gonzalez-Gonzalez et al., 2023). Ez az alegységvaltas jelentds hatassal van
a serkentd szinapszisok milkddésére, mivel az NR2A ¢és NR2B receptorok eltérd
jelatviteli mechanizmusokat aktivalhatnak a hippokampusz kiilonb6z6 teriiletein (Liu et
al., 2004). Kortikalis neuronalis sejttenyészeteken végzett kisérletek megerdsitették, hogy
az NR1 és NR2B alegységek koran expresszalodnak, mig az NR2A alegységek csak a
tenyeésztés 10. napjat kovetden kezdenek fokozatosan megjelenni, és ekkor kezdddik az
NR2A- és NR2B alegységek ko-lokalizacidja is (Li et al., 1998). Az egyes alegységeket
tartalmazo NMDAR-0K a sejt mas-mas helyein lokalizalodhatnak; az NR2A alegységgel
rendelkezd receptorok jellemzden szinaptikus, mig az NR2B-t tartalmaz6 receptorok
inkabb extraszinaptikus helyeken helyezkednek el (Mohrmann et al., 2000). Az
excitotoxikus karosodasért elsésorban az extraszinaptikus NMDAR-ok felelések,
azonban a megfeleld kisérleti koriilmények kozott az NR2A alegységet tartalmazd
szinaptikus NMDAR-ok is szerepet jatszanak az excitotoxicitas kivaltasaban (Yu et al.,
2023).

A Kkalpain-indukalta spektrin degradacionak is fontos szerepe lehet az altalunk
tapasztalt eredmények tekitetében. Kutatasok osszefiiggéseket talaltak a Glu altal aktivalt
serkentd aminosav-receptorok ¢és a kalpain I aktivacidja kozott, ami a neurodegeneracio

kulcsfontossagi eseménye (Siman et al., 1989; Simonson et al., 1985). A kalpain |
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intracellularis Ca?* koncentracié novekedéssel aktivalodik és egy citoszkeletalis protein,
gyorsan aktivalja a kalpain I-et, elsésorban az jsziilott patkanyok esetében, mivel a
kalpain szintje ujsziilott korban a legmagasabb, és ez a szint az életkor el6rehaladtaval
folyamatosan csokken (Zhou and Baudry, 2006). A kalpain aktivacioja kiillonbozo
NMDAR alegységek, kiilonosen az NR2 alegységek proteoliziséhez vezethet, ami a
receptorok  funkcionalis tulajdonsdgainak megvaltozasat eredményezi, ezaltal
hozzajarulva a neurotoxikus folyamatok kialakulasahoz (Dong et al., 2006; Zhou and
Baudry, 2006).

Az ¢életkorral Osszefliggd neurofilamentum-expresszids valtozasok jelentdsen
fokozhatjak az excitotoxikus karosodassal szembeni szenzitivitast (Devarakonda et al.,
2024; King et al., 2007). Az 6regedés soran a neurofilamentum-fehérjék szintjének
csOkkenése és foszforilacids allapotuk modosulésa az axonalis integritds romlasadhoz és a
neuronok strukturalis sériilékenységének novekedéséhez vezethet (Deng et al., 2008;
Zhou et al., 2023). Mindezek mellett a neurofilamentumok a Ca?*-homeosztazis
szabalyozasaban is részt vesznek, igy expresszidjuk zavara kozvetve fokozhatja a
kalpain-aktivaciot és az excitotoxicitas molekularis mechanizmusainak er6sodését (Crish

and Calkins, 2011).

Bar az excitotoxicitds életkorfliggd aspektusairdl szolé szakirodalom
ellentmondasos, eredményeink hozzajarulhatnak a jelenség jobb megértéséhez.
Vizsgalataink alapjan az iddsebb allatok fokozott érzékenységet mutattak az
excitotoxikus  karosodassal szemben. Ugyanakkor a mogottes molekularis
mechanizmusok pontos feltarasa tovabbi kisérleteket igényel. Tekintettel arra, hogy az
excitotoxicitas lefolydsat szamos tényezd egyiittesen ¢€s kolcsonhatdsaik révén
befolyasolja, a folyamat 4tfogd megértése csak komplex, tobb szinten torténd molekularis
vizsgélatok révén valhat lehetségessé. Munkank igy elsdsorban kiindulopontként szolgal
a KT rendszerekben zajlé korfiiggd excitotoxikus folyamatok tovabbi részletes

analiziséhez.

crer

KYNA-kezelés szignifikans neuroprotektiv hatdst mutatott az NMDA-indukalta
excitotoxicitassal szemben felndtt (8 hetes és 1 éves) allatok mintdiban. Biokémiai

vizsgalatainkban jelentsen alacsonyabb LDH-szinteket detektaltunk a KYNA-val kezelt

42



csoportok feliiliszoiban kizar6lag NMDA-val kezelt csoportokhoz viszonyitva. Az
inkubdaciot kdvetden a szoveti integritds jelentdsen megtartott: bar a sejtdenzitas nem érte
el az intakt szovetekét, a sejtek alakja ép morfologiat tikkroz. Ezzel szemben fiatal (1- és
4 hetes) allatok szovetmintdiban az NMDA-kezelés nem eredményezett szignifikans
szovetkarosodast rendszeriinkben, ¢és a KYNA alkalmazasa nem befolyasolta sem a
biokémiai (LDH-szint), sem a szovettani paramétereket. Kordbbi kutatasok
bebizonyitottak, hogy a KYNA dézisfiiggd ketts hatassal rendelkezik (Prescott et al.,
2006; Rozsa et al., 2008). Eredményeink fiatal felndtt allatok szoveteiben megerdsitették,
hogy a KYNA sajatos, koncentraciofiiggd kettds hatassal bir: mig alacsony nanomolaris
koncentraciokban (20 és 40 nM) jelentés neuroprotektiv hatast tapasztaltunk, addig
magasabb koncentraciok (100 nM) mar nem, vagy pedig neurotoxikus hatast fejtettek ki

(500 nM és 8 uM).

A KYNA-t els6sorban az NMDAR-ok szelektiv antagonistajaként tartjak szamon,
azonban egyéb receptortipusokon is képes kifejteni gatlo vagy facilitaldo hatasat az
alkalmazott koncentracio fiiggvényében (Tablazat 1.) (Schwarcz et al., 2012). A
kiilonbozo receptorokhoz (AHR, AMPA, o7nAChR) valdé kotédése eldsegiti a
downstream folyamatok modulalasat, ami nagyban hozzajarul a KYNA citoprotektiv
hatasdhoz (Gaspar et al., 2024). A KYNA neuroprotektiv hatasat sztrichnin-inszenzitiv
NMDAR-ok kompetitiv gatlasaval éri el, ami altal gatlodik a Glu felszabadulasa a
preszintaptikus sejtekbdl (Kessler et al., 1989). A receptorantagonizmus mellett a KYNA
ROS megkdtése révén csokkenti az oxidativ stressz hatasat is, ami tovabb segiti a sejtek
talélését (Lugo-Huitron et al., 2011). Chen és munkatarsai bizonyitottak HIV-vel
Osszefliggd neurokognitiv zavarok esetén, hogy a KYNA képes fokozni az asztrocitak

Glu pufferel6 funkciojat, igy képes gatolni az excitotoxikus sejthalalt (Chen et al., 2024).

Az SZR72-t a KYNA egyik legigéretesebb neuroprotektiv analogjaként tartjak
szdmon, pozitiv hatisat szamos allatmodellben bizonyitottak, mint példaul iszkémia,
vagy HD esetében (Gellért et al.,, 2011; Zadori et al., 2011b). Az analdég pontos
hatdsmechanizmusa még nem teljesen tisztazott, hatasa azonban nagyban fligg az
alkalmazott kisérleti allatok fajatol és koratol (Domoki et al., 2023; Ostapiuk and
Urbanska, 2021). Az analdg antagonista hatasat elséroban NMDAR-okon fejti ki (Kassali
et al., 2015), de opioid receptorok miitkodését is képes modulalni (Samavati et al., 2017).
Kutatasok két lehetséges mechanizmust vetnek fel: az analog vagy imitalja a KYNA

egyes hatasait; vagy pedig a vegyiilet eldanyagaként funkcional, KYNA-va atalakulva
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fejtheti ki farmakokinetikai hatasait (Zadori et al., 2011a). Feltehet6en az agy szovetben
lokélisan az SZR72-bdl szintetizdloddo KYNA rendelkezik neuroprotektiv hatéssal
(Domoki et al., 2023).

Az SZR104 a KYNA egy BBB-permeabilis analégja (Molnar et al., 2021),
melynek neuroprotektiv hatasat tobb allatkisérletes modellben bizonyitottak:
protektivnek bizonyult pentiléntetrazol altal kivaltott epileptiform gércsokkel szemben
(Demeter et al., 2012) és iszkémias modellben is (Fehér et al., 2019). Lajko és
munkatarsai bizonyitottak, hogy az analdg gatolja a pro-inflammatorikus citokinek
expresszidjat, a mikroglia-aktivaciot és a fagocitikus aktivitast (Lajko et al., 2020). SM
modellben az SZR104 képes volt az anti-inflammatorikus fenotipus fel¢é tolni az aktivalt

mikrogliakat, ezzel kifejtve protektiv hatasat (Pukoli and Vécsei, 2023).

A KYNA és annak analdgjai jelentds szerepet jatszanak a neuroprotekcioban, a
neurotranszmitter-modulacioban és a gyulladascsokkentd hatasokban (Lukacs et al.,
2017). Terapias potencialjuk a pszichiatriai, neurodegenerativ és gyulladasos betegségek
kezelésében sziikségessé teszi hatdsmechanizmusaik és hatékonysaguk tovabbi kutatasat.
Bar a kinurenineket mar vizsgaltak emberekben, fizioldgias szerepiik és biomarkerként
valo alkalmazhatosaguk szempontjabol (Al-Karagholi et al., 2021; Bakker et al., 2023;
Park et al., 2020), az SZR72 és SZR104 analogokkal kapcsolatos kozvetlen klinikai

vizsgalatok eddig még nem torténtek.

Excitotoxicitas modellben eredményeink alatdmasztjak azt a feltételezést,
hogy a KYNA neuroprotektiv hatassal rendelkezik, a gyenge BBB-penetracio
kikiiszobolésére pedig alkalmasak lehetnek kémiailag modositott analdgjai. Ezek a
KYNA-szarmazékok alkalmasak lehetnek a jovOben kiilonb6zd neurodegenerativ
megbetegedések kezelésére. Vizsgalataink hozzajarulnak az excitotoxicitas korfiiggd
folyamatanak megismeréséhez, amely jelenleg a neurobioldgia egyik kevéssé ismert,

ellentmondasos teriiletét képezi.
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9. Kovetkeztetések

Kisérleteink sordan a KYNA ¢és analogjai (SZR72 és SZR104) neuromodulalo
hatdsainak feltérképezését tliztiik ki célul, NMDA-indukalta excitotoxicitds modellben

kis térfogatu inkubdacios rendszerben, kiilonb6z6 kora egerek agyszdvetében.

Eredményeink alapjan a célkitlizések mentén megfogalmazott kérdéseinkre a

kovetkezd valaszokat adhatjuk, és az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Kisérleteink bizonyitottak, hogy KT inkubaciés rendszeriinkben az
NMDA mar 10 pM-os koncentraciéban is elinditja az excitotoxicitas folyamatat,
azonban a szovetek érzékenysége nagyban fiigg a Kkisérleti allatok koratol.
Vizsgalataink alapjan, a felnétt (8 hetes és 1 éves) allatcsoportok agyszovetei sokkal

sériilékenyebbek, mint a fiatal (1- és 4 hetes) allatoké.

2. Elsoként vizsgaltuk a KYNA és analégjai (SZR72 és SZR104)
neuromoduldlé hatasat kiilonb6zé koru allatcsoportok esetében. NMDA-indukalta
excitotoxicitas modellben a 40 nM-os KYNA ¢és az SZR72 kezelés neuroprotektivnek
bizonyult felnétt (8 hetes €s 1 éves) allatok esetében. Ezzel szemben fiatal (1- és 4 hetes)
allatcsoportoknal nem voltak képesek befolyasolni a szoveti integritast. Az SZR104-es

kezelés 40 nM-os koncentracidban hatastalannak bizonyult minden korcsoport esetében.

3. A KYNA kémiailag modositott analdgjainak dozisfiiggé hatasait
kutatocsoportunk elséként vizsgalta. Irodalmi adatok alapjan a KYNA hatasa
dozisfiiggd: egyes koncentraciokban neuroprotektiv, mig mas koncentraciokban
neurotoxikus hatast mutat. Az excitotoxicitdas modellben biokémiai vizsgalataink
alatdmasztottak ezt a mas moddszerekkel, masok altal tett megfigyeléseket: alacsony
nanomolos dozisban protektiv, magasabb nanomolos €s mikromdlos tartomanyban
neurotoxikus hatdsu. Eredményeink azt mutatjak, hogy az SZR72 az altalunk vizsgalt
koncentraciokban dozistol fiiggetleniil neuroprotektiv hatast gyakorol a vizsgalt
agyszovetekre. Noha az SZR104 a vizsgalt koncentraciok tobbségében nem volt
hatékony, a magasabb nanomédlos tartomanyban szignifikans protektiv hatasa volt

megfigyelheto.

4. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy az i.p. adott NMDA nem képes
excitotoxicitast indukalni sem fiatal (2-4 hetes), sem pedig fiatal felnétt (8-10 hetes)

allatok hippokampuszaban. Sem neuronalis sejthalal, sem pedig asztrocita aktivacio
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nem tortént a beadast kovetden. Ezen vizsgalataink alatdmasztjdk a korabbi,

szakirodalomban fellelhetd eredményeket.

Osszességében megallapithato, hogy az altalunk végzett in vivo és in vitro
kisérletek, valamint azok eredményei szamottevéen hozzajarulnak a meglévo
szakirodalom bévitéséhez, és érdemben tamogathatjak a jovébeli in vivo preklinikai

vizsgalatok hatékonysaganak novelését.
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12. Osszefoglalé

A triptofan (Trp) metabolizmusanak egyik f6 utvonala a kinurenin-ttvonal (KP),
amely soran szdmos neuroaktiv hatdssal rendelkezé anyagcseretermék keletkezik. A KP
egyik legfontosabb neuroprotektiv metabolitja a jelen értekezés kdzéppontjaban alld
kinurénsav (KYNA). A KYNA jellegzetes tulajdonsaga a Janus-arcu jellege: dozisatol
fliggben képes gatld és facilitadld modon hatni tobbféle, koztiik a N-metil-D-aszpartat
(NMDA) ¢és a nem-NMDA tipusu receptorokon. Legfontosabb farmakodinamias
tulajdonsaga, hogy az NMDA-receptorok (NMDAR) szelektiv antagonistajaként

funkcional.

A KYNA egyensulyanak szerepét tobb neurolodgiai korképben is kimutattak:
csokkent KYNA-szintet talaltak példaul Alzheimer-, Huntington- és Parkinson-kor
esetén, mig emelkedett értékeket detektaltak skizofrénidban és szklerozis multiplexben
szenvedoknél. A KYNA potlasa igéretes lehetdséget jelenthet egyes neurodegenerativ
betegségek kezelésében, ugyanakkor alkalmazasat nagyban korlatozza, hogy csak kis

mértékben képes penetralni a vér-agy gaton (BBB).

Ezen akadély lekiizdésére tobb modszer is vizsgalat alatt all, példaul
nanopartikulum-alapt  szallitorendszerek, amelyek  kozvetlenil a  kdzponti
idegrendszerbe (CNS) juttatjak a KYNA-t, vagy olyan kémiailag modositott KYNA-
analogok, amelyek hasonlo farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, de nagyobb
aranyban képesek penetrdlni a BBB-on. Két igéretes KYNA-analég az SZR72 ¢és az
SZR104, amelyek neuroprotektiv hatasadt az elmult években szadmos allatkisérletes
modellben igazoltak. Az SZR72 hatasosnak bizonyult szepszis, iszkémia és migrén
modellekben, bar pontos hatdsmechanizmusat még nem irtak le. Az SZR104 a KYNA-
hoz hasonl6an az NMDAR-ok szelektiv antagonistajaként fejti ki hatdsat, és az analdg

protektivnek bizonyult tobbek kozott szepszis €s epileptiform gorcsok esetén is.

Habar a KYNA ¢és emlitett analogjai neuroprotektiv hatdsait a szakirodalom
viszonylag széles korben vizsgélta, szdmos, a terdpids alkalmazas szempontjabol
Iényeges kérdés tovabbra is nyitott. Egy ilyen kevéssé kutatott, am fontos aspektus a
KYNA, az SZR72 ¢és az SZR104 farmakoldgiai hatasdnak ¢&s feltételezett
hatdsmechanizmusanak alakulasa kiilonb6z6 életkorokban. Jelenleg nem all
rendelkezésre adat arra vonatkozodan, hogy az életkori kiilonbségek milyen mértékben

befolyasoljadk a KYNA, SZR72 és SZR 104 protektiv hatasait, kiilonos tekintettel a fejlodo
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¢s felndtt allatok CNS-ében. Pedig ez kiilondsen fontos lehet a jovobeli, korcsoport-

specifikus terapids alkalmazasok megtervezéséhez.

Fiziolégias korilmények kozott a glutamat (Glu) a CNS 6 serkentd
neurotranszmittere, azonban patologias  allapotokban  talzott  felszabadulasa
excitotoxicitast indukalhat, elsésorban az NMDA- és 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-
oxazol-4-il)propansav (AMPA) receptorokon keresztiil. A neurodegenerativ betegségek
egyik kulcsfontossagl patomechanizmusa éppen a Glu-indukalta excitotoxicitas. Ennek
soran a szinaptikus résben felhalmoz6do Glu tartds aktivacioban tartja a posztszinaptikus
neuronokat, amelyekbe jelentds mennyiségli Ca?*" aramlik. A megemelkedett
intracellularis Ca**-szint olyan jelatviteli utakat aktival, amelyek sejtpusztulast idéznek
eld. A szakirodalmi adatok ellentmondésosak az excitotoxicitas €letkorfiiggd aspektusait
illetden: egyes vizsgalatok a fiatal, mig masok a felnétt allatok fokozott érzékenységérol

szamolnak be excitatorikus anyagokkal szemben.

Laboratériumi  koriilmények kozott az NMDA az egyik leggyakrabban
alkalmazott szer az excitotoxicitas kivaltasara. Hatasa hasonldé a Glu-hoz, azonban az
NMDAR-ok szelektiv agonistajaként milkodik. Hatdsat nagyban befolyasolja az

alkalmazott dozisa, az expozici6 id6tartama, valamint a hasznalt kisérleti modell jellege.

Munkénk soran célul tiztiik ki az NMDA-indukalta excitotoxicitas €letkorfiiggd
vizsgalatat in vitro és in vivo koriilmények kozott, valamint a KYNA, SZR72 és SZR104

neuromodulalé hatdsanak tanulmanyozasat ebben a modellben, egér hippokampuszban.

Kisérleteink aldtdmasztjdk a szakirodalomi adatokat, miszerint az NMDA
alkalmas excitotoxicitas indukalasara mar alacsony koncentracioban is. Akutagyszelet-
preparatumokon végzett in vitro kisérleteink azt mutattak, hogy az NMDA-indukalta
excitotoxicitassal szemben a felndtt allatok hippokampusza szignifikansan szenzitivebb,
mint a fiatal allatoké. Habar esetiikben is megindul a sejthalal folyamata, ami feltehetéen
késleltetve kovetkezik be. Az NMDA intraperitonealis alkalmazasat kovetéen azonban
egyik korcsoport esetében sem volt megfigyelhetd az excitotoxicitas folyamata; nem
detektaltunk sejthalalt. Az NMDA beadasat kdvetden asztrogliozis folyamata sem indult
meg a vizsgalt agyteriileten sem fiatal, sem pedig felndtt korcsoport esetében.
Feltételezhetd, hogy az NMDA csak kis mértékben képes penetralni a BBB-on, ami nem

elegendd ahhoz, hogy kivaltsa az excitotoxicitast.
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Kis térfogatt inkubécios rendszerben végzett kisérletek bizonyitottak a KYNA ¢és
az SZR72 neuroprotektiv hatasat feln6tt allatok esetében az excitotoxicitas-modellben.
Ezzel szemben az SZR 104 jelli analég nem volt képes modulalni az NMDA excitotoxikus
hatasat, annak ellenére, hogy jelenleg az egyik legigéretesebb neuroprotektiv hatdsu
KYNA-analogként tartjdk szamon a szakirodalomban. Fiatal allatok esetében sem a
KYNA, sem analogjai nem okoztak szignifikans valtozast az NMDA-kezelt csoportokhoz
képest. Vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a KYNA és az SZR72 alkalmazasa
késlelteti ugyan az excitotoxicitas okozta sejthalal bekdvetkeztét, azonban nem képes

teljesen megakadalyozni azt.

In vitro koriilmények kozott végzett kisérleteink soran igazoltuk, hogy a KYNA
dozisfiiggd kettds hatassal rendelkezik: alacsony nanomdlos koncentracidban
neuroprotektiv, még magasabb nanomolos koncentracioban hatastalan, vagy pedig
tovabb fokozza az NMDA-indukalta sejtkarosodas mértékét. Az SZR72 alkalmazott
koncentraciojatol fiiggetleniil neuroprotektiv hatdssal rendelkezik, mig az SZR104 a
legtobb vizsgalt koncentracioban hatastalan, csak magasabb nanomoélos dozisban volt

képes neuroprotektiv hatast kifejteni.

Kisérletes munkam 0&sszegzéseként elmondhatd, hogy in vitro és in vivo
koriilmények kozott az NMDA eltérd farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik. A
kiilonboz6 koru egerek agyabol szarmazo agyszovetek eltérd érzékenységgel regalnak a
toxikus anyagra in vitro; a fiatal allatok rezisztensebbek, mint a felnétt egyedek.
Kutatocsoportunk elséként vizsgalta az SZR72 és az SZR104-es jellii KYNA-analégok
neurodmodulélo hatasat kiilonb6z6 kora egerek agyszdvetein, valamint ezen analdgok
potencialis dozisfliggd hatasait is. Habar eredményeink hianypotloak a szakirodalomban,
tovabbi molekularis bioldgiai és funkcionalis vizsgalatok indokoltak a témaban, in vitro

€s in vivo modellekben egyarant.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy kisérleteink hidnypotld  adatokat
szolgaltathatnak a KYNA-hoz koéthet6 klinikai felhasznalhatosag vizsgalatahoz, kiillonos
tekintettel a korfliggd kiilonbségekre, valamint az SZR72 és SZR104 analdégok
farmakokinetikai tulajdonsagaira, ezaltal lényeges alapot jelenthetnek a kinurenerg

célpontu terapias stratégiak fejlesztéséhez a jovében.
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13. Summary

The most important metabolic pathway for tryptophan (Trp) is the kynurenine
pathway (KP). This metabolic pathway produces a set of neuroactive substances called
kynurenines. The best-studied neuroprotective metabolite of the KP is kynurenic acid
(KYNA), which is the subject of this dissertation. KYNA is characterized by its Janus-
faced nature, exhibiting dose-dependent inhibitory or facilitatory effects on a range of
receptors, including N-methyl-D-aspartate (NMDA) and non-NMDA receptors.
However, its most important pharmacodynamic feature is that it acts as an NMDA
receptor (NMDAR) antagonist.

KYNA homeostasis plays a key role in the pathogenesis of various diseases: a
reduced level of KYNA was observed in neurodegenerative diseases (e.g., Alzheimer's
disease, Parkinson's disease, Huntington's disease), and KYNA levels were significantly
elevated in psychiatric diseases (e.g., depression, schizophrenia). Because of its potential
protective effects, KYNA is being explored as a possible treatment for neurodegenerative
diseases. The major limitation of applying KYNA is its poor ability to cross the blood-
brain barrier (BBB).

Several methods are being investigated to overcome this barrier, e.g.,
nanoparticle-delivery systems that deliver KYNA directly to the central nervous system
(CNS) and chemically modified KYNA analogues that are pharmacokinetically
equivalent to KYNA but with better BBB penetration capacity. Two such promising
KYNA analogues are SZR72 and SZR104, their protective effects have been proved in
several animal models recently. SZR72 has been shown to be protective in models of
sepsis, ischaemia and migraine, but its exact mechanism of action is yet to be determined.
SZR104 is likely to have a similar effect to KYNA, as it also acts as a selective antagonist
of NMDARs, and the analogue has shown its protective effect against sepsis and epileptic

seizures, among others.

Investigation of the neuroprotective properties of KYNA and its analogues has
attracted considerable attention, but some key therapeutic aspects remain unclear. One
important area involves how the therapeutic mechanisms and pharmacological effects of
KYNA, SZR72, and SZR104 vary across developmental stages. At present, there is

limited scientific data on how age-related factors influence the protective effects of these
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compounds in the juvenile versus adult CNS. Understanding these differences could play
a key role in developing age-specific treatments.

Under physiological conditions, glutamate (Glu) functions as the primary
excitatory neurotransmitter in the CNS. However, under pathological conditions,
excessive Glu release can lead to excitotoxicity, especially through the overactivation of
NMDA and a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors.
Glu-mediated excitotoxicity is an important pathomechanism of neurodegenerative
diseases. In the process, Glu, which has been built up in the synaptic cleft, keeps the
postsynaptic neurons in an extended activation state, allowing a large amount of calcium
ions (Ca?") to enter. The resulting higher intracellular Ca** level activates signaling
pathways that lead to cell death. There is no scientific consensus on the age-dependent
aspects of excitotoxicity: while some studies suggest that younger animals are more

vulnerable, others indicate greater sensitivity in adult animals.

Under experimental conditions, NMDA is one of the most commonly used agents
to induce excitotoxicity. Its effect is similar to that of Glu, although it selectively activates
NMDAR and is classified as an NMDA agonist. The extent of its effect is dependent on
the administered dose, the time of exposure, and the specific model or organism used for

the experiment.

In the present studies, we intended to explore the age-related in vitro and in vivo
analysis of NMDA-induced excitotoxicity and to investigate the neuromodulatory effect

of KYNA, SZR72, and SZR104 in this excitotoxicity model in the mouse hippocampus.

Our experimental findings align with existing literature;: NMDA is capable of
inducing excitotoxicity even at low concentrations. Our in vitro experiments on acute
brain slice preparations showed that the hippocampus of adult animals is significantly
more susceptible to NMDA-induced excitotoxicity than that of young animals. While cell
death processes are also activated in young animals, it appears that there is a delay. In
contrast, no cell death was observed in any age group following intraperitoneal
administration of NMDA. Additionally, there was no sign of astrogliosis in the examined
brain regions of either young or adult animals following NMDA administration. Overall,
our results support the widely held view that NMDA crosses the BBB poorly, likely

entering the brain in quantities too low to induce excitotoxicity.
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In our low-volume incubation system, experiments demonstrated the
neuroprotective activity of KYNA and SZR72 in adult animals in the excitotoxicity
model. However, unlike KYNA and SZR72, the analogue SZR104 was unable to
modulate the excitotoxic effect of NMDA. Despite this, it is currently considered to be
one of the most promising neuroprotective KYNA analogues in scientific literature.
Neither KYNA nor its analogues elicited significant changes compared to NMDA-treated
juvenile animals. Based on our study, we presume that treatment with KYNA and SZR72
suppresses, but does not completely prevent, the process of excitotoxicity-induced cell
death.

In our experiments under in vitro conditions, we demonstrated that KYNA has a
dose-dependent dual effect: it is neuroprotective at low nanomolar concentrations,
ineffective at even higher nanomolar concentrations, or it further enhances NMDA-
induced cell damage. SZR72 has neuroprotective effects at all concentrations tested,
whereas SZR104 is ineffective at most concentrations tested, providing neuroprotection

only at higher nanomolar concentrations.

In summary, our experimental studies demonstrate that NMDA possesses certain
pharmacokinetic features under in vitro and in vivo settings. Mouse brain tissue of
different ages reacts differently to the neurotoxic substance under in vitro conditions;
young animals are more resistant than adult animals. Our research team has for the first
time examined the neuromodulatory effects of the KYNA analogues SZR72 and SZR104
on the brain tissue from mice of different ages, as well as the dose-dependent activity of
these analogues. Although our data fills a gap in the literature, additional molecular
biological and functional studies on this topic in both the in vitro and in vivo models are
needed.

In general, our experimental results, particularly regarding the pharmacodynamic
properties and age-related variations of the SZR72 and SZR104 analogues fill the gap in
data on the clinical relevance of KYNA. These results may also provide a solid foundation

for developing future kynurenergic therapeutic modalities.
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