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1. Bevezetés

A triptofan (Trp) metabolizmusanak f6 Gtvonala a kinurenin-utvonal (KP), melynek
eredményeként szdmos neuroaktiv anyagcseretermék keletkezik, ezeket kinurenineknek
nevezzik. A kinureninek részt vesznek a neurotranszmisszidban, neuroinflammacioban és az
oxidativ stressz szabalyozasaban is. Az egyik legszéleskoriibben vizsgalt KP metabolit a
neuroprotektiv hatasu kinurénsav (KYNA), amelynek hatasat tobb allatkisérletes modellben
igazoltak. A KYNA az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok (NMDAR) antagonistajaként
képes a receptorok egyes szamu alegységének glicinkoté helyére bekdtddni. A KYNA képes
hatast kifejteni nem-NMDA tipust receptorokon is: antagonista az a7-nikotinos acetilkolin
receptorokon, agonista hatasu az aril-hidrokarbon és G-protein-kapcsolt receptor 35-6n. A
szakirodalomban leirtdk a KYNA Janus-arcusagat is: dozisfiiggd kettds hatassal rendelkezik,
az 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-oxazol-4-il)propansav (AMPA) receptorokon: mikromolaris
koncentracioban gatld hatast fejt ki, mig nanomolaris koncentracioban eldsegiti a serkentd
posztszinaptikus potencidlokat. A KYNA fiziologids koriilmények kozott is megtalalhato a
szervezet legtobb sejtjében, egyensulyanak felboruldsa kiilonb6z0 neurodegenerativ és
pszichiatriai betegség kialakulasahoz vezethet: csokken a szintje kiilonbdzé neurodegenerativ
korképekben  (Alzheimer-koér,  Parkinson-kor,  Huntington-kér), mig  pszichiatriai
megbetegedések (példaul skizofrénia) esetén sSzintje megnovekszik. Habar a KYNA
meghatarozott koncentracidban igazoltan neuroprotektiv, gyogyszerként a kiilonbozd
neurodegenerativ megbetegedések kezelésére még nem hasznalhatd, mivel csak kis mértékben

képes atjutni a vér-agy gaton (BBB).

A KYNA kozponti idegrendszerbe (CNS) juttatasara szamos kiilonbozo stratégia all
laboratoriumi tesztelés alatt: ilyen példaul a KYNA nanopartikulumokban térténé transzportja,
illetve a kémiailag modositott analogjai. Cél egy olyan szintetikus analog eldallitasa, amely a
KYNA-hoz hasonldan neuroprotektiv hatassal rendelkezik, azonban nagyobb mértékben képes

penetralni a BBB-n. A szakirodalom alapjan két igéretes analdég az SZR72 és az SZR104.

Az SZR72 pontos hatdsmechanizmusa még nem tisztazott, hatdsa nagyban fligghet a
kisérleti modelltdl, a vizsgalt biologiai rendszertdl és alkalmazott dozisatol. Az SZR72 egy
KYNA-amid, amely a kiindulé anyagnal hidrofilebb, igy nagyobb aranyban képes penetralni a
BBB-n. Az SZR72 képes imitalni a KYNA receptor antagonista hatasat, valamint feltételezhetd
az is, hogy az analog a CNS-be jutva KYNA-va alakul, igy fejtve ki neuroprotektiv hatasat. Az
SZR72 neuroprotektiv hatasat szamos allatmodellben igazoltak: szepszis, iszkémia és migrén

modellekben. Az SZR104-et a szakirodalomban az egyik legigéretesebb BBB-permedbilis



KYNA-analogként tartjdk szamon. KYNA-hoz hasonldé hatassal rendelkezik: NMDAR
sztrichnin-inszenzitiv glicink6td helyekhez kotddve fejti ki hatasat, valamint képes a mikroglia
aktivacio modulalasara. A SZR104-es analdog szamos kisérleti modellben (iszkémia,
epileptiform gorcsok, szepszis) bizonyitotta protektiv hatasat. A KYNA dozisfiiggé kettés
hatasat mar korabban leirtak, de az analégok koncentracio-fiiggésérol nincs adat a
szakirodalomban. Terapias potencialjuk kapcsan célszerii lehet vizsgalni azt, hogy az

egyes anyagok milyen hatast fejtenek ki kiilonb6zo életkoru szervezetekben.

A glutamat (Glu) a CNS legfontosabb serkentd neurotranszmittere, fiziologias
korilmények kozott nélkiilozhetetlen a szinaptikus plaszticitds, tanulas €és memoria
folyamataiban. Ha a Glu egyensulya felborul, a neurotranszmitter felhalmozodik a szinaptikus
résben és excitotoxicitast 0Koz: ez a nagy mennyiségli Glu folyamatosan aktivalt allapotban
tartja a posztszinaptikus sejteket, amelyekbe nagy mennyiségii Ca®* 4ramlik, ez olyan
szignalizacios Gtvonalakat fog aktivalni, amelyek a sejtek halalat indukaljak. Laboratoriumi
koriilmények kozott egyik leggyakrabban alkalmazott anyag az excitotoxicitas kivaltasara az
NMDA. Hatésa hasonld a Glu-¢hoz, azonban mig a Glu ionotrdp és metabotrdp receptorokon
is fejt ki hatast, addig az NMDA az NMDAR-ok szelektiv agonistaja. Az NMDA hatasat
nagyban befolyasolja az alkalmazott dozisa ¢és expozicios ideje. A szakirodalom
ellentmondasos az NMDA-indukalta excitotoxicitas tekintetében: bizonyos modellekben
a fiatal, mas esetekben a felnott allatok mutatkoztak rezisztensebbnek az NMDA karosito

hatasaval szemben in vitro és in vivo koriilmények kozott is.



2. Célkituzések

Kisérletes munkam f6 célja a KYNA és analogjai neuromoduldlo hatasanak vizsgalata
NMDA-indukalta excitotoxicitas modellben C57Bl/6 egerek agyszévetén in vivo és in vitro
korilmények kozott. Célunk volt megvizsgalni az NMDA, KYNA ¢és analogjai dozisfiiggo,

valamint életkor szerinti hatékonysagat.
1. Célkitiizés:

In vitro NMDA-indukalta excitotoxicitas modell 1étrehozasa, vizsgalata és alkalmazasa
kiilonb6z6é koru egerek agyabol késziilt akutagyszelet-preparatumokon, kis térfogath

inkubécios rendszerben.
2. Célkitiizés:

A KYNA ¢és kémiailag modositott analdgjai (SZR72 és SZR104) neuromoduldlod
hatasanak vizsgalata in vitro koriilmények kozott NMDA-indukalta excitotoxicitas modellben,

kiilonb6z6 kora egerek agyabol szarmazo akutagyszeleteken.
3. Célkitiizés:

A KYNA, az SZR72 és az SZR104 dozisfiiggo hatasanak vizsgalata fiatal felndtt allatok

agyabol késziilt akutagyszelet-preparatumokon in vitro koriilmények kozott.
4. Célkitiizés:

Intraperitonealisan adott NMDA hatasanak in vivo vizsgalata kiilonb6zé koru egerek

agyszovetében.



3. Anyagok és modszerek

Kisérleteinket kiilonb6z6 koru C57Bl/6 him egereken (n=199) végeztiik el. A kisérletek
elvégzéséhez szilikséges etikai engedély szama: XX. /495/2024.

3.1. Neuromodulalé anyagok in vitro vizsgalata

3.1.1. Agyszovet preparalas és inkubacio

Az allatokat izofluran gizzal (3%) torténd altatdst kovetden dekapitaltuk, agyukat
eltavolitottuk a koponyabol. Az agyukbol 350 um vastagsagh koronalis, hippokampalis talélé
akutagyszelet-preparatumokat készitettiink, amelyeket 30 percig nagy térfogata (300 ml
mesterséges agy-gerincveldi folyadék (aCSF), 20 °C), folyamatosan oxigenizalt rendszerbe
helyeztiink. Ezt kovetden a neuromoduldlé anyagok hatasdnak vizsgalata céljabol egy, a
kutatocsoportunk altal kifejlesztett kis térfogata (KT: 6 ml aCSF/3 koronalis metszet, 32 °C)
rendszerbe helyeztiik az agyszeleteket, az inkubacio 4 d6ran at tartott. Az optimalis NMDA
koncentracid kivalasztasahoz kiilonb6z6 dozisait (10, 25, 50 és 100 uM) hasznaltuk, fiatal
felnott allatok agyabol szarmazd metszeteken, melyeket kezeletlen, kontroll csoporttal
vetettiink 0ssze biokémiai és hisztoldgiai modszerekkel. A megfelel6 NMDA-koncentrécio6 (10
uM) kivalasztasat kovetéen a KYNA ¢és analdgjai (SZR72, SZR104) neuromodulalé hatasat
vizsgaltuk 40 nM-os koncentracioban kiilonboz6 koru (fiatal: 1- és 4 hetes; feln6tt: 8 hetes és
1 éves) allatok agyabol szarmazo szeleteken. A KYNA-t 1M NaOH-ban, mig az SZR72 és
SZR104-es analogokat aCSF-ben oldottuk fel. A KYNA, SZR72 és SZR104 dozisfiiggd
hatasdnak vizsgalatat fiatal felndtt egerek agyszovetein végeztik el, kiilonbozd
koncentracioban (20, 40, 100, 500 nM és 8 uM) alkalmazva 10 uM NMDA-kezeléssel szemben.
A kisérletet kovetden a feliiluszot felhasznéldsig -80 °C-on taroltuk, az akutagyszelet-

preparatumokat pedig hisztologiai vizsgalatoknak vetettiik ala.
3.1.2. Biokémiai vizsgalatok

A KT rendszerbdl vett feliiluszobdl laktat-dehidrogendz (LDH) szint meghatarozast
végeztlink a szdveti karosodas mértékének megallapitasara. Az enzimkoncentracidkat LDH-
aktivitasméro reagens csomaggal 340 nm-en €s 37 °C-on hataroztuk meg. Az LDH-aktivitast
U/I/100 mg szdvet értékben fejeztiik ki, az inkubacid soran a rendszerlinkbdl torténd parolgast

is figyelembe véve, a kapott értékeket ezzel normalizalva.



3.1.3. Hisztologiai vizsgalatok

Hisztologiai vizsgalatainkhoz 2-2 akutagyszelet-preparatumot egy éjszakan at 4 °C-on
4% paraformaldehidben (PFA) fixaltunk. Masnap foszfat pufferben (PB) mostuk, majd
krioprotekcio céljabol 15%-0s, majd 30%-0s szachar6z oldatban inkubaltuk az agyszoveteket.
A mintékat felhasznéaldsukig 30%-0S szachar6z oldatban -20 °C-on taroltuk. Végiil 35 um
vastagsagu szeleteket készitettiink fagyasztd mikrotom segitségével. A vizsgalatokhoz
felhasznalt agyszeletek a hippokampusz Ammon-szarvanak (cornu ammonis, CA) CAl-es és

CAZ3-as régidinak piramis sejtsorait vizsgaltuk.

Immunhisztokémiai vizsgalatainkhoz egy altalanos neuronélis markert, a NeuN-t
hasznaltuk. A metszést kdvetben az agyszoveteket 0,4%-0s Triton X-100-at tartalmazo PB-ben
(PBT) mostuk. A hattérfestddés megeldzése érdekében a szdvetmintdkat nem-konjugalt Fab-
fragmens pre-inkubacioval, majd PBT-vel torténé mosas utan 1 6ran keresztiil 2%-0S normal
szamar szérumban (NDS) inkubaltuk. Blokkolast kdvetden a szovetmintakat egy ¢jszakan at 4
°C-on elsddleges antitestet tartalmazd oldatban: egér anti-NeuN, 1:4000 és 1% NDS-t
tartalmazé PBT-ben inkubaltuk. Masnap a szovetmintakat PBT-ben mostuk, majd 2 oran at
szobahémérsékleten fluoroforral kapcsolt szekunder antitestben (anti-egér AlexaFluor 488,

1:500) inkubaltuk.

........

250 pm? méretdi teriileten végeztiik el és szazalékosan abrazoltuk. Minden vizsgalt csoport

esetében 3-6 agyszovetet vizsgaltunk.

Az NMDA-indukalta sejthalal indukciojanak meghatarozasara krezilibolya-festést
alkalmaztunk. A metszeteket el6szor leszallo alkoholsorral (100, 70, 50%), majd 0,1%-0s
krezilibolya-festékkel kezeltiik. Ezutan felszallo alkoholsorral (50, 70, 100%) rehidrataltuk a
szovetmintakat, majd xilolba helyeztiik. A targylemezeket DPX fed6anyaggal fedtiik le.

A mintakat mindkét esetben Zeiss Axio Imager 2 mikroszkoppal vizualizaltuk.
3.2. NMDA-indukalta excitotoxicitas in vivo vizsgalata

Az in vitro koriilmények kozott végzett kisérleteink alapjan az in vivo excitotoxicitas
vizsgalathoz két kiilonboz6 kort allatcsoportot valasztottunk: 2-4 és 8-10 hetes C57BI/6 egerek.
Vizsgalatainkhoz 75 mg/ttkg NMDA-t injektaltunk intraperitonealisan (i.p.), kontroll
csoportként 0,9 %-0s fizioldgids sooldatot alkalmaztunk 20 ml/ttkg volumenben. Az oltast

kovetden az allatokat folyamatos megfigyelés alatt tartottuk.
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Az oltéast kdvetd 24. ordban az allatoknak i.p. 25%-o0s uretant (1,6g/ttkg) injektaltunk,
ezutan transzkardialis perfuziot végeztiink 4 °C-os PBS és 4%-0s PFA oldatokkal. Ezutan
agyukat eltavolitottuk a koponyabol és egy ¢éjszakan at az agyakat immerzidsan is fixaltuk. Ezt
kovetden az agyakbol 35 um vastagsagi metszeteket készitettiink vibratom segitségével, ezeket
a korabban ismertetett metodikak segitségével immunhisztokémiai (primer antitestek: NeuN
1:4000; GFAP 1:1000; szekunder antitestek: AlexaFluor 488 1:500, Cy3 1:500; sejtmagjeldlés:
DAPI 1:1000) és krezilibolya-festésnek vetettiik ala. A hippokampusz CAl, CA3, CA4 és gyrus

dentatus (GD) teriileteit Zeiss AXio Imager 2 mikroszkoppal vizualizaltuk.



4. Eredmények és targyalas

4.1. Neuromodulalé anyagok in vitro vizsgalata

4.1.1. NMDA-indukalta excitotoxicitas modell

Az optimalis excitotoxicitds modell kivalasztasahoz az NMDA-t kiilonbdz6
koncentraciokban (10, 25, 50 és 100 uM) alkalmaztuk KT inkubacios rendszerben 4 o6ran
keresztiil. A szoveti kdrosodas mértékét biokémiai (LDH-szint) meghatarozassal a feliiliszobol,

a szoveti integritast krezilibolya-festéssel vizsgaltuk.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az NMDA-indukalta sériilés mértéke egyenesen
dozisok indukaltak, azonban jelentds sériilést detektaltunk alacsonyabb koncentraciok (10 és
25 uM) esetében is. Krezilibolya-festés alapjan elmondhatd, hogy a CA1-es régi6 szenzitivebb
az excitotoxicitasra, mint a CA3-as régio piramis sejtrétege: a CAl-es régio sejtjei piknotikus,
pontszerli megjelenést mutatnak, a sejtréteg denzitasa a koncentracid novelésével egyre
csoOkken. Ezzel szemben a CA3-as régid sejtjei ép morfologiat mutatnak, a sejtréteg denzitasa
azonban csokken magasabb NMDA-koncentraciok esetén. Mindezek alapjan tovabbi in vitro
vizsgélatainkhoz a 10 pM-os NMDA koncentraciot alkalmaztuk az excitotoxicitas
indukalasara, mivel a magasabb dozisok olyan nagymértékii szoveti karosodast idéznek eld,
amelyek nem teszik lehetdvé a tovabbi hisztologiai, els6sorban immunhisztokémiai

vizsgalatainkat.
4.1.2. NMDA-indukalta excitotoxicitas vizsgalata kiilonb6z6 koru allatok esetében

Kisérleteinket fiatal (1- és 4 hetes) és feln6tt (8 hetes és 1 éves) kort egerek agyabol
késziilt akutagyszelet-preparatumokon végeztiik el KT rendszerben 4 6ras inkubaciot kovetden.
Biokémiai vizsgalataink azt mutattdk, hogy a fiatal allatcsoportok rezisztensebbek az
excitotoxicitassal szemben, felnétt allatok esetében azonban szignifikans LDH-felszabadulas

volt megfigyelhetd kontroll, kezeletlen csoportokhoz viszonyitva.

Hisztologiai vizsgalataink aldtdmasztottdk biokémiai vizsgalatainkat, az inkubaciot

crcr

fiatal allatok esetében, bar a sejtréteg denzitdsa nem maradt teljesen intakt, a sejtek ép
morfoldgiat mutattak. Ezzel szemben feln6tt allatok agyszoveteiben szignifikéns sejthalélt

detektaltunk, a sejtek morfologiaja és a sejtréteg denzitasa is sériilt. Krezilibolya-festés soran

crcr
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sejtpusztulds folyamata, de ez feltehetéen késleltetve torténik meg. Felnott allatok esetében a
sejtréteg denzitasa csokkent, a sejtek piknotikusak, fiatalabb allatok agyszoveteiben is

megfigyelhetd a piknozis, azonban a sejtdenzitas megtartott.

4.1.3. KYNA és analégjai neuromodulialé hatasanak vizsgalata kiillonb6zé koru allatok

esetében

Az excitotoxicitassal szemben kiilonb6z0 neuromodulald anyagok (KYNA, SZR72 és
SZR104) hatasat is megvizsgaltuk 40 nM-os koncentracioban kiilonb6z6 életkorti allatok

agyabol szarmazo agyszovetek esetében, KT inkubdacids rendszeriinkben.

Biokémiai vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy sem a KYNA, sem pedig analdgjai
nem képesek fiatal allatok esetében modulalni az NMDA-okozta LDH-felszabadulas mértékeét.
Feln6tt korcsoportok esetén azonban az NMDA karosito hatasaval szemben a KYNA- és az
SZR72 is neuroprotektivnek bizonyult: szignifikdans csokkenést detektaltunk az LDH-
felszabadulasban. NeuN-immunjel6lés azt mutatta, hogy a KYNA- és az SZR72-kezelés nem
képes ugyan teljesen megakadalyozni a sejtpusztulas folyamatat, azonban a sejtsor denzitasa
nagyobb, a megmaradt sejtek ép morfologidt mutattak. Krezilibolya-festés alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy egyik vizsgalt korcsoport esetén sem képes a KYNA ¢és az SZR72
megakadalyozni a sejtelhalds folyamatat, azonban késleltetheti annak bekovetkeztét. SZR104
nem volt képes moduldlni egyik vizsgalt csoport eset¢ben sem az NMDA-indukalta

excitotoxicitas mertékét, feltételezhetden az alacsony alkalmazott koncentracioja miatt.
4.1.4. KYNA ¢és analogjai dozisfiiggd hatasanak vizsgalata

Korabbi vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a fiatal feln6tt (8-10 hetes) egerek
agyszovetei nagy érzékenységet mutatnak az NMDA excitotoxikus hatdsaval szemben, ezért a
tovabbi neuroaktiv anyagok dozisfiiggd hatasat kizarolag e korcsoport esetén vizsgaltuk. A
KYNA-t és analdgjait (SZR72, SZR104) kiilonb6z6 koncentraciokban (20, 40, 100, 500 nM és
8 uM) vizsgaltuk 10 uM NMDA-indukalta excitotoxicitas modellben.

A KYNA KT rendszeriinkben alacsony nanomélos (20 és 40 nM) koncentraciokban fejt
ki neuroprotektiv hatast. Magasabb nanomolos koncentraciok vagy nem fejtenek ki hatast (100
nM) az NMDA-kezelt csoporthoz képest, vagy a még magasabb dozisok (500 nM és 8§ uM)
tovabb fokozhatjak az excitotoxicitas soran felszabadulé6 LDH mennyiségét. Ezzel igazoltuk a

szakirodalomban fellelhet6 allitast, miszerint a KYNA dézisfiiggd kettds hatassal rendelkezik.



Az SZR72 alkalmazott dozisatol fiiggetleniil képes volt protektiv hatast kifejteni,
minden vizsgalt koncentracioban szignifikdnsan lecsokkentette a felszabadul6 LDH-
mennyiségét NMDA-kezelt csoporthoz viszonyitva. Legintenzivebb protektiv hatast 20 nM

koncentracioban volt képes elérni.

Meglep6 modon a legtobb vizsgalt koncentracidban az SZR104 hatastalannak
bizonyult, nem okozott szignifikans eltérést az NMDA-kezelt csoportokhoz képest az LDH-
felszabadulas tekintetében. Ezzel szemben 100 ¢s 500 nM koncentracioban az SZR104

jelentdsen lecsokkentette a felszabadul6 LDH-mennyiségét a feliiluszoban.
4.2. NMDA-indukalta excitotoxicitas in vivo vizsgalata

Az in vitro kisérleteink alapjan fiatal (2-4 hetes) és fiatal feln6tt (8-10 hetes) allatok
esetében vizsgaltuk az i.p. adott NMDA potencialis karosito hatasat hisztologiai modszerekkel.
A hippokampusz CA1, CA3, CA4 piramis sejtrétegeit és GD granularis sejtrétegeit vizsgaltuk

kisérleteink soran.

Krezilibolya-festés és NeuN-immunjelolés soran sem detektaltuk a neuronalis
sejtpusztulas jeleit sem fiatal, sem pedig felnétt allatcsoportok esetében. A hippokampusz
minden sejtcsoportja intakt maradt 24 6raval az NMDA i.p. beadasat kovetéen. A 75 mg/ttkg
dozisi NMDA nem volt hatassal az asztrocita alloméanyra sem, a kezelés nem valtott ki glidzist.
Bar szoveti szinten nem tapasztaltunk egyik korcsoport esetében sem valtozast a toxin hatasara,
fiziologias sooldattal oltott, kontroll egerekhez viszonyitva, magatartasbeli valtozasok
(fokozott motoros aktivitas, farokt6-sebzése) a kisérlet kezdeti szakaszaban a fiatal korcsoport

esetében jelentek meg.



5. Eredmények osszefoglalasa

Az eredményeink alapjan a célkitlizések mentén megfogalmazott kérdéseinkre a

kovetkezd valaszokat adhatjuk, és az alabbi kovetkeztetésekre juthatunk:

1. Kisérleteink bizonyitottak, hogy KT inkubacios rendszeriinkben az NMDA mar
10 pM-os koncentracioban is elinditja az excitotoxicitas folyamatat, azonban a szovetek
érzékenysége nagyban fiigg a kisérleti allatok koratoél. Vizsgalataink alapjan, a feln6tt (8
hetes és 1 éves) allatcsoportok agyszovetei sokkal sériilékenyebbnek bizonyultak, mint a fiatal
(1- és 4 hetes) allatoké.

2. Els6ként vizsgaltuk a KYNA és analogjai (SZR72 és SZR104) neuromodulalo
hatasat kiilonb6z6é koru allatcsoportok esetében. NMDA-indukalta excitotoxicitas
modellben a 40 nM-0s KYNA- és SZR72-kezelés neuroprotektivnek bizonyult felntt allatok
esetében. Ezzel szemben fiatal allatcsoportoknal nem voltak képesek befolyasolni a szdveti
integritast. Az SZR104-es kezelés 40 nM-os koncentracidoban hatastalannak bizonyult minden

korcsoportnal.

3. A KYNA kémiailag modositott analogjainak dozisfiiggé hatasait
kutatocsoportunk elsoként vizsgalta. KYNA a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan
dozisfiiggd kettds hatassal rendelkezik: alacsony nanomolos dézisban protektiv, magasabb
nanomolos és mikromolos tartomanyban hatastalan vagy pedig toxikus hatasu. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az SZR72 az altalunk vizsgalt dézisoktol fiiggetleniil neuroprotektiv
hatast gyakorol az agyszovetekre. Az SZR104-es kezelés azonban a legtobb
koncentracioban hatastalannak bizonyult rendszeriinkben, de a magasabb nanomolos

koncentraciokban szignifikans protektiv hatast fejtett ki.

4. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy az i.p. adott NMDA nem képes
excitotoxicitast indukalni sem fiatal (2-4 hetes), sem pedig fiatal felno6tt (8-10 hetes) allatok
hippokampuszaban. Sem neuronalis sejthaldl, sem pedig asztrocita aktivacidé nem tortént az

NMDA beadasat kovetoen.

Osszességében megallapithat6, hogy az altalunk végzett in vivo és in vitro
kisérletek, valamint azok eredményei szamottevoen hozzajarulnak a meglévé
szakirodalom bdévitéséhez, és érdemben tamogathatjak a jovébeli in vivo preklinikai

vizsgalatok hatékonysaganak novelését.
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6. Summary

Kynurenic acid (KYNA) is a key neuroprotective substance of the kynurenine pathway.
Its decreased level has been associated with several neurodegenerative diseases. KYNA
supplementation may be therapeutic, but its poor blood-brain barrier (BBB) penetration limits
clinical use. To address this, chemically modified KYNA analogues (e.g., SZR72, SZR104)
have been synthesized, which show neuroprotective effects but penetrate the BBB better. Since
excitotoxicity is a fundamental pathomechanism of many neurodegenerative diseases, the
neuromodulatory effects of KYNA and its analogs were investigated in an N-methyl-D-

aspartate (NMDA)-induced excitotoxicity model.

In our in vitro studies, a small volume incubation system was used with acute brain
slices from mice of different ages. Biochemical assays were performed on supernatants, and
histological analyses were conducted on tissue samples. For in vivo experiments, animals
received intraperitoneal NMDA or saline, followed by histological analysis of the

hippocampus.

In vitro studies show that NMDA induces excitotoxicity even at low concentrations.
Brain slices of young mice are more resistant to the damaging effects of NMDA, and KYNA,
SZR72, and SZR104 treatment had no effect in this age group. In adults, NMDA induced a
significant hippocampal damage. However, KYNA and SZR72 treatment proved to be
neuroprotective, while SZR104 had no effect in any age group. KYNA exhibited dose-
dependent dual effects in our system, SZR72 was neuroprotective at the concentrations tested.
SZR104 was only protective at higher nanomolar concentrations. In vivo, we were unable to
detect excitotoxicity in the hippocampus in either young or adult animals.

In summary, 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.
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