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1. Roviditések jegyzéke

3-HANA: 3-hidroxi-antranilsav (3-hydroxyanthranilic acid)

3-HAO:  3-hidroxi-antranilsav 3,4-dioxigenaz (3-hydroxyanthranilate oxidase)
3-HK: 3-hidroxi-kinurenin

5-HT: szerotonin (5-hydroxytryptamine)

a7nACh: a7-nikotinos acetilkolin (a7 nicotinic acetylcholine)

AHR: aril-hidrokarbon receptor

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

ANA: antranilsav (anthranilic acid)

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat (cyclic adenosine monophosphate)
CBF: agyi vérataramlas (cerebral blood flow)

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat (cyclic guanosine monophosphate)

DlI: Diszkriminacids Index

Dlx: Diszkriminécios teljesitmény

eNOS: endotélialis nitrogén-monoxid szintaz (endothelial nitric oxide synthase)
EPM: emelt keresztpall6 (elevated Plus-Maze)

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
GPR35:  Gi-fehérje asszocialt receptor 35 (Gi protein-coupled receptor 35)
IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz

IFN-y: interferon-y

i.m.: izomba (intramuscular)
I.p.: hasiiregbe (intraperitoneal)
KAT: kinurenin aminotranszferaz
KMO: kinurenin 3-monoxigenaz



KYNA:

L-KYN:

L-KYNs:

MABP:

NAD:

NDS:

NMDA:

NO:

NOR:

NOS:

NPY:

rCBFx:

OF:

PB:

QPRTaz:

QUIN:
sGC:

TDO:

kinurénsav (kynurenic acid)

L-kinurenin

L-kinurenin szulfat

artérias kozépvérnyomas (mean arterial blood pressure)
nikotinamid-adenin-dinukleotid

normal szamar vérszérum (normal donkey serum)

N-metil-D-aszpartat

nitrogén-monoxid (nitric oxyde)

uj targy felismerés (novel object recognition)

nitrogén-monoxid szintaz (nitric oxyde synthase)

neuropeptid Y

agyi autdregulacios index (regional cerebrovascular autoregulatory index)
nyilt porond (open field)

foszfat puffer (phosphate buffer)

kvinolénsav foszforibozil-transzferaz (Quinolate acid phosphoribosyltransferase)
kvinolénsav (quinolinic acid)

szolubilis guanil-ciklaz

triptofan-2,3-dioxigenaz



2. Bevezetés

A triptofan egyike annak a huszféle aminosavnak, amelybdl az ¢16 szervezetek fehérjéinek
szintézise zajlik. A triptofan az emlGsokben esszencialis aminosav, vagyis a szervezetiik
képtelen annak eldallitasara, ezért azt csak fehérjében gazdag taplalékkal tudjak felvenni.
Lebomlasa soran részben egy monoamin neurotranszmitter a szerotonin (5-hidroxitriptamin,
5-HT) keletkezik, ami a kozponti idegrendszerben a limbikus és autoném funkciok
vezénylésében jatszik szerepet. Miikddése alapvetd tobbek kozt a hangulat szabalyozasaban, a
szexudlis és a taplalkozassal kapcsolatos viselkedések kialakitasaban. A triptofan egyik tovabbi
bomlasterméke a melatonin, ami a cirkadian ritmus iranyitasaért felelés hormon. Képz6dése
kozvetleniil 5-HT-bol, az N-acetil transzferaz enzim segitségével torténik, mely folyamat az
¢jszaka soran fokozottan aktiv. A szerotonin ttvonal a triptofan lebontasanak csupan elenyész6
részét képezi. A triptofan 99%-a ugyanis egy kevésbé ismert kaszkadon, a kinurenin titvonalon
keresztiil metabolizalodik (Stone és Darlington, 2002). E folyamat eredményeként a triptofan
egy részébol nikotinsav-mononukleotid  Kkeletkezik, ami a sejtmiikodés szamara
nélkiilozhetetlen biokémiai kofaktor a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD®) kozvetlen
eléanyaga (Braidy és mtsai.,, 2011). A kinurenin utvonalon feleslegben keletkezé egyéb
bomlastermékek pedig aromas gy{ir(it tartalmazo szerves savak formajaban a vizelettel egyiitt
riilnek (Heidelberger és Gullberg, 1949). E degradacio soran neuroaktiv, antioxidans, vagy
éppen szabadgyokképzé tulajdonsaggal rendelkez6 anyagcseretermékek is 1étrejohetnek.
Szamos, a kozponti idegrendszert érinté betegség kialakulasa és a tiinetek sulyosbodasa
kapcsolatba hozhat6 a kinurenin Gtvonal enzimatikus egyenstlyanak felborulasaval, valamint
intenziv allatkisérletes kutat6 munkanak koszonhet6en napjainkra mar egyre vilagosabb, hogy
az egyes betegségek soran a kinurenin metabolizmus kiilonbdz6é mértéka eltolodasa milyen
rovid és hosszii tavi biokémiai, neuropatologiai és viselkedésben megnyilvanuld
kovetkezményekkel jarhat. Raadasul, a kinureninek terapias felhasznalasat célzo kisérleti
eredmények is rendkiviil biztatéak. Jollehet a kinureninek patologias szerepkore ebbdl
kifolyolag részben tisztazott, arrél azonban tovabbra is keveset tudunk, hogy a metabolizmus
atmeneti megvéltozasa milyen hatéssal van az egészséges felnétt szervezet mitkodésére. Eppen
ezért doktori értekezésem témaja a fokozott kinurenin metabolizmus magatartasi, szovettani €s

keringési hatdsainak tanulményozasara és megértésére iranyult, egészséges felndtt egérben.



2.1 A kinurenin metabolikus atvonal

A Kinurenin atvonal nevét az egyik kozponti anyagcseretermékrol, az L-kinureninrél (L-KYN)
kapta (Botting, 1995). Az L-KYN szintézis a triptofan pirrol gyiiriijének oxidativ lebomlasaval
kezdédik, amit a triptofan-2,3-dioxigenaz (TDO) és az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO)
enzimek egymastol filiggetleniil katalizalhatnak. A folyamat eredményeként triptofanbol
N-formil-L-kinurenin keletkezik, amit a formamidaz enzim alakit tovabb L-KYN-né. A
TDO-r6l sokaig gy gondoltak, hogy kizardlag a majban termelddik, am jelenlétét késébb a
koézponti idegrendszerben is igazoltdk (Kanai és mtsai., 2010). Szerepe kiilondsen az
egyedfejlodés korai szakaszaban jelentds. A tdo-/- egér torzsben ugyanis a hippokampusz
rendellenes fejlodése figyelheté meg, amihez feln6tt korra munkamemoria romlas és szorongo
viselkedés tarsul (Kanai és mtsai., 2009). A triptofan atalakitasat végz6 masik enzim az 1DO,
aminek szamos izoformaja ismert, termelédése pedig leginkabb az immunsejtekhez kothetd.
Megtalalhato dendritikus sejtben, monocitaban, makrofagban, valamint mikrogliaban, ami a
kozpont idegrendszer egyediili rezidualis immunsejtje. Az IDO expresszidja €s aktivitasa a
gyulladdsos folyamatok hatdsidra jelentés mértékben fokozodik. Indukcidjaban egy
proinflammatoérikus citokin az interferon-y (IFN-y) jatszik kulcsszerepet (Campbell és mtsai.,
2014). Sejttenyésztéses vizsgalatok soran kimutattak, hogy IFN-y hatasara IDO termeltethetd a
mikroglia mellett human asztrocita (Guillemin és mtsai., 2001), illetve primer idegsejt
kultaraban is (Guillemin és mtsai., 2005a). Fiziologias koriilmények kozott azonban az érett
agyszovet TDO ¢és IDO enzim szintjei rendkiviil alacsonyak, ezért a kinurenin metabolizmus
kezdeti szakasza foként a vesében és a majban zajlik. Az intakt agyban talalhato L-KYN 60%-a
a perifériarol, a vér-agy gaton keresztiil szallitodik be, és mindossze 40 %-a szintetizalodik
lokélisan (Gal és Sherman, 1980). Az L-KYN a vér-agy gaton a nagy affinitast, Na*-fliggetlen,
semleges aminosav transzporterek segitségével keriil at (Speciale és mtsai., 1989a). Ez az
L1-tipust csatorna szallitja tobbek kozott a triptofant is (Fukui és mtsai., 1991). A Kinurenin
utvonalon taldlhat6 anyagcseretermékek jelentds része csak passziv diffuzioval, rendkiviil
alacsony hatékonysaggal képes atjutni a vér-agy gaton. Ezért a kozponti idegrendszer
kinurenin metabolizmusa a periférias L-KYN koncentracio valtozasara Kiilonosen

érzékeny.

Az L-KYN hirom egymastol fliggetlen uton metabolizadlodhat, aminek eredményeként
kinurénsav (KYNA), 3-hidroxi-kinurenin (3-HK), illetve antranilsav (ANA) képz6dik (1. abra).
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1. abra. A kozponti idegrendszer kinurenin metabolizmusa.

A kozponti idegrendszerben a kinurenin metabolizmus két egymastol jol elkiilonithetd agra oszthat6. Az Gitvonal
kozponti anyagcsereterméke az L-kinurenin, amelyb6l kiindulva KYNA, illetve QUIN keletkezhet. A két
atalakulasi kaszkad kiilonboz6 sejttipusokban zajlik, tehat egymastdl térben elhatarolt. Az eltérd szamua
atalakulasi 1épéseknek kdszonhetéen pedig jelentds idGbeli szegregaciot is mutat. A metabolizmusrdl tovabbi
részletes magyarazat a 2.1. fejezetben olvashato. 3-HAO, 3-hidroxi-antranilsav 3,4-dioxigenaz; 1DO,
indolamin-2,3-dioxigenaz; KATs, kinurenin aminotranszferazok; KMO, kinurenin 3-monoxigenaz; TDO,
triptofan-2,3-dioxigenaz; QPRTaz, kvinolénsav foszforibozil-transzferaz.



A KYNA az L-KY N irreverzibilis transzaminacioja soran keletkez6 anyagcsere-végtermék. Ezt
az atalakitast a periférids szervekben tobbnyire nem specifikus aminotranszferdz enzimek
végzik (Noguchi és mtsai., 1973; Okuno és mtsai., 1980). A kozponti idegrendszerben viszont
specifikus kinurenin aminotranszferaz (KAT) enzimek miikodésére van sziikség. A KAT
enzimeknek eddig 4 izoformajat azonositottak (Han és mtsai., 2010). Az egyes KAT enzimek
expresszidja, lokalizacidja és aktivitasa a kiilonb6z6 emldsfajokban és az egyedfejlodés egyes
szakaszaiban eltéré (Baran és Schwarcz, 1993; Fujigaki és mtsai., 1998; Guidetti és mtsai.,
2007a). Osszességében mégis elmondhatd, hogy a felnétt ragesalok agyaban, valamint az
emberi agyban a KYNA szintézis kulcsenzime a KAT-2 (Schwarcz, 2016). Egér agy
homogenizatumban kimutattak, hogy KAT-2 mellett egy masik enzim a mitokondrialis
aszpartat aminotranszferaz (MitAAT; KAT-4) szintje dominal (Guidetti és mtsai., 2007a).
Specifikus enzimblokkolok hianyaban ennek in vivo szerepét eddig még nem sikeriilt igazolni.
Erdekes felfedezés volt tovabba, hogy Kat2 génkiiitott egerekben a KYNA eldallitashoz
sziikséges enzimkészlet az ontogenezis soran jelentdsen atrendezédik. KAT-2 hiany ugyanis
feln6tt korra az egyébként alacsony agyi aktivitassal rendelkezé KAT-1 és KAT-3 enzimek

crer

mechanizmus kivaloan példazza az agyi KYNA szintézis alapveté fontossagat.

Az agyi mikroerek 99%-a asztrocita végtalpakkal boritott (Iadecola és Nedergaard, 2007). Ez
az anatomiai elrendezddés tobbek kozott a fiziologias vér-agy gat funkceio kialakitasaért felelds.
Fiziologias korlilmények kozott tehat a vérben keringd L-KYN a perivaszkularis asztrocitan
keresztiil fog az agyszovetbe keriilni. A kozponti idegrendszerben a KYNA termelés f6
sejttipusa az asztrocita (Guidetti és mtsai., 2007b), ugyanis a KAT enzimeken kiviil az L-KYN
lebontasahoz sziikséges tobbi enzim hidnyzik beldle (Guillemin és mtsai., 2001). Ezért az
L-KYN felvételét KYNA szintézis, illetve az L-K'YN extracellularis térbe torténo tiritése koveti
(Guidetti ¢€s mtsai., 1995; Speciale ¢s Schwarcz, 1990). Az agyszovetben felhalmoz6do
L-KYN-t a gliasejtek Na*-fiiggetlen, gyors transzporttal, az idegsejtek pedig Na*-fiiggd,
masodlagosan aktiv, lasst transzporttal képesek felvenni (Speciale és mtsai., 1988; Speciale és
Schwarcz, 1990). Az asztrocita mellett, sporadikus eloszlasu KAT-1-et és KAT-2-t expresszalod
neuron populacid6 mutathatdo ki a patkany agykéregben, striatumban, hippokampuszban,
valamint a nyultvel6 teriiletén (Kapoor és mtsai., 1997; Roberts és mtsai., 1992). A neuronalis
KAT expressziot emberben is igazoltak (Guillemin és mtsai., 2007). Kutatocsoportunknak
sikeriilt ezenkivill meghatarozni, hogy a KAT-2-t termelé idegsejtek egérben

GADG67-immunopozitiv interneuronok (Herédi és mtsai., 2016). Figyelembe véve, hogy in vitro



a neuronalis KYNA szintézis 2,3-szor hatasosabb az asztrocita eredetith6z képest, tovabba,
hogy az idegi KAT miikodést olyan extrinsic és intrinsic szignalok befolyasoljak, mint a
glutamat vagy az a-izokaproic sav szintje (Rzeski és mtsai., 2005), in vivo az idegsejtekbdl
felszabadult KYNA jelentés szerepet tolthet be a fiziologias folyamatok szabalyozasaban.
Réaadasul IFN-y hatasiara mind a neurondlis, mind az asztrocita eredeti KYNA szintézis
fokozodik (Guillemin és mtsai., 2001, 2007), aminek a gyulladas akut szakaszaban lchet

szerepe (Campbell és mtsai., 2014; Vécsei és mtsai., 2013).

Az asztorcitaban és neuronokban keletkezé KYNA sejten beliili raktarozasa nem ismert. igy az
eldallitast kovetden a sejtekbél a KYNA egy maig tisztazatlan Ca?*-fiiggetlen transzport
mechanizmuson keresztiil azonnal felszabadul (Turski és mtsai., 1989). A KYNA visszavétele,
illetve tovabbi metabolizmusa a kdzponti idegrendszeren beliil szintén nem ismert. Ezért az
agyi intersticialis térbol valo eltavolitasanak egyetlen lehetséges modja, a keringésbe torténd
kipumpalas, ami probenecid érzékeny nem specifikus szerves sav transzportereken keresztiil
valosul meg (Moroni és mtsai., 1988). A vérbdl ezt kovetden a vesetubulusokon talalhatod
szerves sav transzporterek révén sztrddik ki (Uwai és mtsai., 2012), majd a szervezethdl a

vizelettel egyiitt tavozik.

Az L-KYN lebontasanak masik utvonala, a kinurenin 3-monoxigenaz (KMO) ¢€s kinureninaz
enzimek termel6désével indul, amik a KAT-okkal versengve, az L-KYN-bél 3-HK-t, illetve
ANA-at allitanak el6 (Vécsei és mtsai., 2013). Az, hogy in vivo az agyban az L-KYN melyik
utvonalon metabolizalodik, nagyban fiigg annak a sejttipusok k6zotti megoszlasatol, valamint
az enzimek expresszios szintjétol és kinetikai paramétereitdl (Amori és mtsai., 2009; Guillemin
¢és mtsai., 2001, 2007; Lim és mtsai., 2007). Hasonloan az L-KYN-hez a 3-HK degradaciojat is
tobb enzim végezheti. A kinureninaz hatasara 3-hidroxi-antranilsav (3-HANA), mig az
aminotranszferdzok mitkddésének eredményeként egy anyagcsere-végtermék, a xanturénsav
keletkezik. Ez utobbi képzddése azonban az agyban fiziologias koriilmények kozott elenyészo
(Guidetti és mtsai., 1995). A kinureninaz enzimrol szintén elmondhatd, hogy kifejezddése a
periférias szervekben dominansabb, rdadasul a 3-HK lényegesen jobb szubsztratja, mint az
L-KYN (Kawai ¢és mtsai., 1988). Ennélfogva az ANA képzddés 3-HK jelenlétében erdsen
korlatozott. Az ANA-bol nem specifikus hidroxilacié kdvetkeztében 3-HANA jon Ilétre.
Erdekes, hogy az emlésok nagy részében az agyi 3-HANA szintéziséhez az ANA sokkal jobb
eléanyagnak bizonyul, mint a 3-HK. Ezenfeliil mindkét progenitorr6l elmondhatd, hogy
kozepes mértékben képes a perifériarol a vér-agy gaton atjutni (Fukui és mtsai., 1991). Az ANA

oldalag szerepe az egyes emlésfajokban rendkiviil heterogén. Patkanyban dominal,
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emberben kozel azonos hatasfoku a 3-HK fttal, egérben pedig szinte teljesen hianyzik
(Allegri és mtsai., 2003; Fujigaki és mtsai., 1998). A 3-HANA-t, az agyban relativ nagy
feleslegben termelédé 3-hidroxi-antranilsav 3,4-dioxigenaz (3-HAO) enzim azonnal tovabb
alakitja 2-amino-3-karboximukonik-6-szemialdehiddé (Foster és mtsai., 1986). Az igy
keletkez6 anyag azonban instabil, ugyanis nem enzimatikus bomlas kovetkeztében spontan
atrendezdédik kvinolénsavva (QUIN). Ez az atalakulas a hdmérséklet novekedésével aranyosan
fokozddik, felez8dési ideje pedig a pH™-optimum (pH = 6,0) kornyékén gyors (=20 perc)
(Foster és mtsai., 1986). Az atrendez6dés mellett lehet6ség van még enzimatikus
dekarboxilaciora, aminek eredményeként pikolinsav keletkezik. Egyébirant ez a metabolikus
oldalag az agyban rendkiviil alacsony hatasfokd (Pucci és mtsai., 2007). A NAD™ szintéziséhez
vezetd ut egyik utolsd 1épése a kvinolénsav foszforibozil-transzferaz (QPRTaz) enzim
miikodéséhez kotott. Hatasara QUIN-boI, nikotinsav-mononukleotid jon 1étre, ami a NAD*
egyik kozvetlen progenitora. A QPRTaz agyi alap aktivitasa azonban rendkiviil alacsony, ezért
az enzim szintjének szabalyozasa kulcsfontossagi a NAD™ de novo eléallitdsaban (Braidy és

mtsai., 2011; Foster és mtsai., 1985).

A triptofan, QUIN iranyaba torténd lebontdsa a kdzponti idegrendszerben elsdsorban a
mikroglidban zajlik, jollehet az Gtvonalon szerepld egyes enzimek, mint a 3-HAO vagy
QPRT4z, megtalalhatok asztrocitdban is (Guillemin és mtsai.,, 2001). Osszességében
elmondhat6, hogy fiziologias koriilmények kozott a QUIN utvonal alap agyi aktivitasa
alacsony, gyulladaskelt6 mediatorok hatasara (IFN-y és a tumor nekrozis faktor-a) viszont
lényegesen fokozodhat. Kronikus gyulladassal jard neurodegenerativ korképek soran az agyi
extracellularis QUIN szint jelent6s mértékben megemelkedik, aminek f6 forrasa egyrészrdl az
aktivalodott mikroglia, valamint a kdzponti idegrendszerbe behatolt makrofag (Guillemin és
mtsai., 2003). Az agyi intersticialis térben felhalmozodé QUIN, a KYNA-hoz hasonloan

probenecid érzékeny szerves sav transzportereken keresztiil tavozik (Moroni és mtsai., 1984).

Az el6z6ekbdl vilagosan lathatd, hogy a kozponti idegrendszerben a kinurenin metabolikus
utvonal két aga Kkiillonbozo sejttipusokhoz kapcsolhatd, tehat egymastol térben jol
elhatarolt folyamat. Robert Schwarcz munkacsoportja egy elegans kisérletsorozattal
bizonyitotta, hogy a két kaszkad kulcsenzimeinek (KAT-2; KMO) akut blokkolasa patkanyban
alig befolyasolta a masik utvonalon keletkezé anyageseretermékek szintjét, par oras idéablakon
beliil vizsgalva (Amori €s mtsai., 2009). Ugyanakkor tartés enzimgatlas soran, kiilonb6z6
szajon at adhaté KMO inhibitorok alkalmazasakor a kinurenin metabolizmus atrendezédése

figyelhetd meg (Rover és mtsai., 1997; Speciale és mtsai., 1996; Zwilling és mtsai., 2011).
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Ekkor el6szor az L-KYN felhalmozodasa, majd a KYNA szintézis fokozodasa tapasztalhato.
Hasonlo eltolodas jellemz6 a genetikailag modositott allatokra. Igy példaul Kmo génkiiitott
egérben az agyi KYNA koncentracié szignifikans mértékli fokozddasa lathatd (Giorgini és
mtsai., 2013). Ezenkiviil jol ismert, hogy patologias koriilmények kozott az egyes enzimszintek
kronikus megvaltozasa a Kinurenin metabolizmus atrendez6dését okozza (Campbell és mtsai.,
2014; Schwarcz ¢és mtsai., 2012). Mindent Osszevetve tehat elmondhato, hogy fiziologias

koriilmények kozott a kinurenin utvonal két 4ga egymastol fizikailag elkiiloniilt és fliggetlen.

A Kinurenin utvonal kozponti anyagcseretermékébdl, az L-KYN-bdl kiindulva a KYNA
illetve a QUIN szintézis az eltéré szamu enzimatikus atalakulasi 1épések, valamint az egyes
enzimek eltéré kinetikai tulajdonsagainak koszonhetéen jelentos idébeli szegregaciot is
mutat. A striatumba mikroinfundalt, triciummal jelolt L-KYN-bdl, 2 ora elteltével az intakt
patkany agyban jelentés mértékii de novo szintetizalédott KYNA és 3-HK volt kimutathato, a
QUIN elenyészé mértékii valtozasa mellett (Guidetti et al., 1995). Eber patkany agyba infundalt
L-KYN-t (ImM) kdvetd 4., illetve 7. 6raban sem lehetett detektalhaté mennyiségi QUIN-at
kimutatni (<20 nM). Ellenben ha az L-KYN-t 3-HANA-ra cserélték, mar 4 6raval a beadas utan
dozisfiiggé QUIN-szint fokozodas volt 1athato (Speciale és mtsai., 1989b).

Osszegezve tehat elmondhatd, hogy az egészséges felnott emlésben a periférias L-KYN
koncentracié novekedésre a kozponti idegrendszerben a KYNA-szint fokozddas a

legprominensebb és leggyorsabb reakcié (Swartz és mtsai., 1990).
2.2 Neuroaktiv kinurenin metabolitok tulajdonsagai

A kinurenin ttvonalon keletkez6 anyagcseretermékek koziil szamos rendelkezik neuroaktiv
tulajdonsaggal is. Az értekezésben azokat részletezziik, amik a kozponti idegrendszert sujtd
betegségek kialakulasaban, illetve azok gyogyitasaban szerepet jatszhatnak. Igy érintjik a
szabadgyokképzd tulajdonsaggal birdo 3-HK-t, targyaljuk a pro-oxidativ, gorcsrohamokat
el6idéz6, neurotoxikus QUIN-t. Ertekeziink tovabba a szélesspektrumu receptormodulald,

antioxidans €s neuroprotekcios potenciallal rendelkezd KYNA-rol.

2.2.1 A 3-hidroxi-kinurenin (3-HK)

A 3-HK sejtkarositd hatasa kizarolag a szabadgyok képzésen keresztiil valosul meg, amit
részben Onmaga, részben bomlasterméke a 3-HANA idéz eld. Autooxidéaciojuk soran
hidrogén-peroxid ¢s hidroxil szabadgyokoket képeznek. Ez a folyamat azonban csak

redox-aktiv fémek (Cu, Fe) jelenlétében valosul meg (Goldstein €s mtsai., 2000), ezért
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fiziologias koriilmények kozott nincs komolyabb sejtkarosité hatasuk. Ekkor ugyanis a
redox-aktiv fémek fehérje kotott allapotban vannak. A kinurenin tutvonalon gydkfogd
tulajdonsagu kinureninek is keletkeznek (pld.: xanturénsav, KYNA). Ezek a természetes
antioxidans szubsztratok mellett képesek redukalni a lipidperoxidaciokor képz6do
peroxi-szabadgyokoket (Christen és mtsai.,, 1990). Szoveti acidozis, gyulladas vagy
virusinfekcié soran azonban annyira megnoéhet az oxidalt metabolitok aranya, hogy az mar

sejtroncsolodéashoz vezet (Campbell és mtsai., 2014).

2.2.2 A kvinolénsav (QUIN)

A kinurenin metabolitok koziil elsének a QUIN-rol mutattak ki, hogy kozvetleniil befolyasolja
a kozponti idegrendszer mikodését. Az agykamraba fecskendezett QUIN ugyanis
gorcsrohamokat idézett elé egerekben (Lapin, 1978). Késobb igazoltak, hogy a QUIN a
serkentd hatasat az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor szelektiv stimulalasan keresztiil fejti
ki, ami NMDA receptor antagonista jelenlétében teljes mértékben ellenstlyozhatd (Stone és
Perkins, 1981). Jollehet ez a serkentés viszonylag alacsony hatasfokt (EDsp > 100 uM), és
specifikus az NR2A és NR2B alegységeket tartalmazo NMDA receptorokra, amelyek
leginkdbb az eléagyban expresszalodnak (Prado De Carvalho és mtsai., 1996). A QUIN
eXcitotoxikus hatidsa az NMDA receptor tulaktivalason kiviil egyéb mechanizmusokon
keresztiil is érvényesiilhet (Guillemin, 2012). A QUIN ugyanis képes fokozni a glutamat
felszabadulasat az idegsejtekbol és gatolni a visszavételét az asztrocitaba. Ismert tovabba, hogy
a vas ionnal komplexet alkotva intenziv szabadgyok képzdédést idéz el6, ami elsésorban a
vér-agy gat integritasat karositja. Ujabban a QUIN gliotoxikus hatasat is leirtak (Guillemin és
mtsai., 2005b).

2.2.3 A kinurénsav (KYNA)

A KYNA felfedezése a XIX. szdzad kozepére nyulik vissza. A vegyliletet els6ként egy német
vegyész, Justus von Liebig mutatta ki kutya vizeletbdl. A kinurénsav név is innen szarmazik
(németiil: Kynurensdure), ami tiikkorforditasban annyit jelent, hogy ,,sav a kutya vizeletében”.
A XX. szdzad elejére mar ismerték a molekularis szerkezetét, nagyvonalakban azonositottak a
keletkezéséhez vezetd metabolikus Iépéseket, valamint képesek voltak a mesterséges
el6allitasara (Homer, 1914). Am egészen a XX. szazad végéig tigy gondoltak, hogy a KYNA
csupan a triptofan lebomlasa soran keletkezo bioldgiailag inaktiv végtermék, ami kizarolag a

periférian talalhato, ezért kiilondsebb figyelem nem Gvezte.
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Ezt aképet csak az 1980-as évek elején formaltak ujra, amikor Lapin és munkatarsai kimutattak,
hogy a QUIN konvulzios tulajdonsaggal is rendelkezik (Lapin, 1978). Ez a rendkiviili
megfigyelés vilagitott ra arra a tényre, hogy a triptofan lebomlasa soran keletkezé két, addig
inertnek vélt endogén bomlastermék, a QUIN ¢és a KYNA képes az allatkisérletek soran
gorcsrohamok eldidézésére, illetve megakadalyozasara az NMDA receptoron Kkifejtett
ellentétes hatasaiknak koszonhetéen (Perkins és Stone, 1982, 1985). Ezt a kezdeti felfedezést a
kinureninekkel kapcsolatos neurodegeneracidos és regeneracios vizsgalatok sora kovette.
Kimutattak, hogy mig a QUIN fokozza az excitotoxikus idegsejtpusztulas mértékét, addig a
KYNA képes mérsékelni azt. Kés6ébb, amikor jelenlétilket igazoltak a kozponti
idegrendszerben ragcsalokban és emberben egyarant (Moroni és mtsai., 1988), kezdetét vette a
neuroaktiv hatasaik intenziv feltérképezése. A nyugalmi intersticialis KYNA koncentracio agyi
régionként, allatfajonként és korcsoportonként igen eltérd lehet. Osszességében azonban
elmondhato, hogy egészséges felnétt emlésben az agyi KYNA-szint a nanomolaris tartomanyba

esik (Moroni és mtsai., 1988).

A 2000-es évek elejéig a KYNA egyetlen hatdsanak az NMDA-receptor gatlést tekintették.
Antagonista hatasat az NMDA receptor NR1 alegységén talalhato sztrichnin-érzéketlen glicing
allosztérikus kotéhelyen fejti ki (Birch és mtsai., 1988). Az ionotrdp csatorna nyilasa glutamat
mellett glicin- és D-szerin-fliggé. A KYNA a glicinnel versengve gatolja annak kotodését a
receptor glicing kotéhelyére, akadalyozva ezzel a csatorna nyilasat extracellularis glutamat
jelenlététol fiiggetlendl. In vitro kisérletekkel igazoltak, hogy a KYNA NMDA receptor
antagonista hatasat (ICso: 10 - 450 uM) az extracellularis glicin koncentracié fokozodas (0 — 30

uM) erésen korlatozza (Hilmas és mtsai., 2001; Kessler €s mtsai., 1989; Mok és mtsai., 2009).

A KYNA szélsoségesen magas koncentracioban (mM) kozvetleniil blokkolja az osszes
ionotrép  glutamat receptort. igy az NMDA receptor mellett a kainat és a
2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propansav (AMPA) receptorokon is nem
kompetitiv antagonista hatasu. Ugyanakkor az AMPA-receptor gatlas csak magas
koncentracional (mM) valosul meg. Alacsony koncentracioban ugyanis (nM-tol - uM-ig) a
receptor mitkddésének potencirozddasa figyelheté meg (Prescott és mtsai., 2006), ami a
receptor deszenzitizacids 1d0 csokkenésének kovetkezménye. A KYNA facilitdlo hatdsat a
hippokampusz serkentd posztszinaptikus potencidljainak vizsgélata soran is leirtak (Rozsa és

mtsai., 2008).

2001-ben a KYNA-kozvetitett gatlas egy ujabb potencialis kozponti idegrendszeren beliili

crer
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antagonista hatast az a7-nikotinos acetilkolin (a7nACh) receptoron (ICsp: 1 -8 uM) (Hilmas és
mtsai., 2001). Az a7nACh receptort az agykérgi glutamaterg végzodések nagy szamban
expresszalnak, ezek gatlasaval csokkenthetd a preszinaptikus glutamat felszabadulas és a
glutamat extracellularis szintje (Carpenedo és mtsai., 2001). Szamos in vivo farmakologiai és
elektrofiziologiai tanulmany tartja ezt a receptort a KYNA elsddleges endogén célpontjanak
(Alkondon és mtsai., 2004; Hilmas és mtsai., 2001; Konradsson-Geuken és mtsai., 2010;
Notarangelo és Pocivavsek, 2017; Rassoulpour és mtsai.,, 2005; Wu és mtsai.,, 2007).
Ugyanakkor, olyan in vitro eredmények is napvilagot lattak, amelyek erésen kérdésessé teszik
a KYNA hatasossagat az a7nACh receptoron (Dobelis és mtsai., 2012; Mok és mtsai., 2009).
A KYNA inhibitoros tulajdonsagai rendkiviil Osszetettek, amit tobbek kozott olyan
koriilmények befolyasolnak, mint: a sejt érettségi allapota; az a7nACh receptor kiilonbozo
sejttipusok kozotti kifejezédése (interneuron vagy piramis sejt); a receptor sejten beliili
lokalizacioja (dendritikus vagy axonalis expresszid); a kiilonféle intracellularis szabalyzo
faktorok és receptorasszocialt fehérjék jelenléte (Albuquerque és Schwarcz, 2013). Ezek
alapjan jol lathato, hogy a KYNA szintjében bekovetkezé fokozodas dnmagaban nem vetiti

elére annak receptorvalaszait.

Az ionotrop receptor hatasokon kiviil a KYNA endogén ligandja egy metabotrop receptornak,
a Gi-fehérje asszocialt receptor 35-nek (GPR35). A KYNA affinitdsa a receptoron igen tag
tartomanyok kozott mozog (ECso: 0,1-30uM) (Wang és mtsai., 2006). A KYNA kotédését
kovetéen a sejten belill lecsokken a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP)- és az
intracellularis Ca%*-szint (Moroni és mtsai., 2012). Mind a CAMP, mind az intracellularis Ca?*
rendkiviil fontos masodlagos jelatvivé molekula, amin keresztiil szdmos sejtélettani funkcio
szabalyozodik. Igy a KYNA a GPR35 aktivaldsan keresztiil rendkiviil heterogén folyamatok
modulalasaban is részt vehet. A receptor a periférian foként az immunsejteken talalhato,
aktivalasaval a KYNA gyulladascsokkenté hatasu (Wang és mtsai., 2006). A GPR35 kisebb
mennyiségben megtalalhaté a kdzponti idegrendszerben is. A gerincveld hatsd szarvaban
kifejezodo receptorokon a KYNA fajdalomcsillapito hatast (Cosi és mtsai., 2011). Az agyban
tobbek kozott a hippokampalis piramis sejteken és asztrocitan eXpresszalodik (Alkondon és
mtsai., 2015). A KYNA a receptoron keresztiil képes csokkenteni a hippokampusz CA3-CAl
régid kozott a szinaptikus attevodés hatékonysagat, ezzel pedig befolyasolni az 1j
emléknyomok kialakulasat és a térbeli tajékozodast (Berlinguer-Palmini és mtsai., 2013).
GPR35-6t expresszalo izolalt ideg preparatumon kimutattak, hogy a KYNA kotodés gatolta az

N-tipusti (Cavz2) Ca?*-csatorna miikodését (Guo és mtsai., 2008). Ez a fesziiltségfiiggd
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Ca?*-csatorna jol ismert kulcsmediator a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulasban (Su
¢és mtsai., 2012).
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2. abra. A QUIN és a KYNA qtvonal receptormodulalé hatasai a kozponti idegrendszeren beliil.
Az agyban a KYNA szintézis 6 szintere az asztrocita, a QUIN eldallitasé pedig a mikroglia. A QUIN elsédleges
receptorhatdsanak az NMDA receptor agonizmust tekintik. A KYNA receptormodulalé hatasai ennél joval
Osszetettebbek, aminek meghatarozé eleme a KYNA lokalis koncentracidés szintje. Amig alacsonyabb
koncentracional a GPR35 agonizmus és az a7nNAChR antagonizmus jellemz6, addig szintjének emelkedésével
az NMDA receptor gatld hatds valik domindnssa. A QUIN és a KYNA tovabbi hatédsairdl részletesebb
magyarazat a 2.2. fejezetben talalhato. 3-HANA, 3-hidroxi-antranilsav; a7nAChR, a7 nikotinos acetilkolin
receptor; GPR35, G-protein asszocialt receptor 35; KYN, L-kinurenin; NMDAR, NMDA receptor; TRP,
triptofan [(Schwarcz és mtsai., 2012) cikk alapjan modositval.

Raadasul a KYNA endogén ligandja lehet egy helix-loop-helix fehérje csaladba tartozo
transzkripcios faktornak, az aril-hidrokarbon receptornak (AHR) (Moroni és mtsai., 2012). A
molekulat, mint xenoszenzort, azaz a kornyezetbdl a szervezetbe keriil6 policiklikus aromas
vegyliletek (pld.: dioxinok) elsddleges intracellularis célpontjaként tartjak szamon. Az AHR
egy sor intracellularis szignalizaciés ut aktivalasan keresztiil olyan toxikus valaszok
kialakitasaban jatszik szerepet, mint a hepatotoxicitas, csokkent termékenység vagy
karcinogenezis (Pascussi és mtsai.,, 2008). A xenobiotikumok okozta toxikus valaszok
medialasan tul egyre elfogadottabb, hogy az AHR-nek a fiziologias és a gyulladasos folyamatok
szabalyozasaban is szerepe lehet. A receptornak a KYNA mellett, az L-KYN is potencialis
ligandja (Bessede és mtsai., 2014). A receptorhoz vald kotodésiik a CD4™ nativ T-sejtek
differencialodast indukélja immunszupressziv FOXP3™ Treg-sejtekké (Mezrich és mtsai., 2010).

A periférian kiviil az AHR expresszidja az agy kiilonbozo teriiletein és az agytorzsben is
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kimutathaté (Petersen és mtsai., 2000). A kozponti idegrendszerben szamos sejttipuson
megtalalhato, igy jelen van endotél sejteken, asztrocitdn és neuronokon (Filbrandt és mtsai.,
2004). Az agytorzsi kardio-respiratorikus szabalyzo6 kozpontban mitkodését kapcsolatba hoztak

a szimpatikus idegrendszeri funkciokkal (Sauzeau és mtsai., 2011).

A receptormodulalé hatasai mellett, a KYNA ex vivo antioxidans tulajdonsagait korabban mar
kimutattak (Christen és mtsai., 1990; Lugo-Huitrén és mtsai., 2011). Ujabban azonban patkany
agy homogenizatumban is sikeriilt igazolni, hogy dézisfiiggd modon csokkenti (10-100 uM) a
hidroxil-szabadgy6kok altal okozott lipidperoxidacio mértékét (Lugo-Huitron és mtsai., 2011).

2.3. A KYNA szabalyzo szerepe az idegrendszer miikodésében

2.3.1. Szinaptikus jelatvitel befolyasolasa

A KYNA az 0Osszetett pre- és posztszinaptikus receptorhatasainak kdszonhetéen jelentOs
befolyast gyakorol mind a fejlédé, mind a feln6tt idegrendszer szinaptikus jelatvitelének
hatékonysdgara. Patkdny nucleus caudatusba mikrodializis segitségével bejuttatott KYNA
(30-100 nM) dozisfiiggd modon csokkentette a glutamat felszabadulast (50-75%), ami részben
az a7nACh receptoron megvaldsuld gatlas kovetkezménye (Carpenedo és mtsai., 2001).
Patkany prefrontalis kéregben az extracellularis KYNA-koncentracio fokozas az el6z6
kisérlethez hasonloan a glutamat extracellularis szintjének csokkenésével parosult. Ez a hatés
az a7nACh receptor agonista galantamin egyiittes adagolasaval részben ellensulyozhat6 volt
(Alexander és mtsai., 2012). Eber patkany prefrontalis kérgében a KYNA-koncentracio két
irany.  befolyasolasa, ellentétes iranyt  glutamat szignalizaciot eredményezett
(Konradsson-Geuken és mtsai., 2010). Hasonl6 jelenséget figyeltek meg a hippokampuszban.
Intrahippokampalis KYNA infazio dozisfiiggd modon csokkentette az extracellularis
glutamat-szintet, mig a szelektiv KAT-2 gatlas KYNA-szint csokkenéshez és glutamat-szint
fokozodashoz vezetett (Pocivavsek és mtsai., 2011). A glutamat-szint befolyasolasan kiviil a
KYNA koncentracié enyhe fokozasa hatékonyan mérsékelte az extracellularis dopamin-szintet
mind az altatott (Rassoulpour és mtsai., 2005), mind az éber patkany striatumaban (Wu ¢€s
mtsai., 2007). Ez a hatas szintén fiiggetlennek bizonyult az NMDA receptor mitkodésétol. KAT
IT génkiiitott egerekben pedig a KYNA-szint csokkenés dopamin-szint fokozodassal tarsult
(Wu és mtsai., 2007). Ezenkiviil patkany prefrontalis kéregben kimutattak, hogy mar az enyhe
KYNA-szint fokozas (100 nM) jelentésen képes mérsékelni az alap, és az
amfetaminnal-stimulalt acetilkolin felszabadulast. A KYNA keletkezésének megakadalyozasa

pedig emelte az acetilkolin szintet (Zmarowski és mtsai., 2009). Raadasul a KYNA-szint

16



mesterséges  valtoztatasaval, @ NMDA  receptor  fiiggetlen, ellentétes  iranyu,
gamma-amino-vajsav (GABA) szignalizaciot figyeltek meg éber patkany prefrontalis kéreghen

(Beggiato és mtsai., 2014).

Az el6z6 példakbol vildgosan lathatd, hogy az egyes neurotranszmitterek felszabadulasa az
agyi KYNA-szint forditott aranyu kontrollja alatt all. Az egészséges agyszovetben a KYNA
mennyiségében bekdvetkezd ingadozas elsddleges funkcionalis kovetkezménye a glutamat
szintjében megfigyelhetd fluktuacid minden bizonnyal a megvaltozott glutamat koncentracion

keresztiil 1étre jovO kozvetett hatas (Schwarcz, 2016).

2.3.2. Neuropatologia és neuroprotekcio

Szamos kozponti idegrendszert érintd betegség kialakuldsdban alapvetd Szerepe van a
glutamaterg-tonus fokozodasnak. Az idegsejtek elhtz6dd ingerlése ugyanis apoptotikus
szignalok felszabadulasahoz vezet, ami a sejtek programozott halalat okozza. Eppen ezért a
glutamat jelatvitel tulmiikodésének korrigalasa kézenfekvd lehetdség a betegségek terdpias
kezelése szempontjabol. Preklinikai vizsgalatok alapjan a KYNA, mint endogén NMDA
receptor antagonista, glutamaterg-szignalizacié mérséklé, immunszupresszans és
antioxidans metabolit, igéretes neuroprotektiv anyag a neurotoxicitds szamos
formajaban. A kovetkezOkben kiilonb6z6 példakon keresztiil fogjuk megismerni a
KYNA-szint valtozas patofiziologia kovetkezményeit, valamint kitérink a terapids

beavatkozassal kapcsolatos kisérletes eredményekre.
2.3.2.1. Ischaemias stroke

Agyl érelzarddas soran az extracellularis térben a glutamat excitotoxikus mértéki
felhalmozodasa figyelheté meg. Ez a jelenség az egyik f6 okozodja a sériilés kovetkeztében
kialakuld ischaemias idegsejtpusztulasnak (Brouns és De Deyn, 2009). Az ischaemids
agykarosodas allatkisérletes modelljeiben a KYNA agyi szintjének mesterséges novelése
igéretes neuroprotekcios stratégianak mutatkozik. A KYNA azonban a vér-agy gaton csak
passziv diffuzidval, rendkiviil alacsony hatékonysaggal jut at, igy periférias szintjének fokozasa
az agyi KYNA-koncentraciot alig befolyasolja (Fukui és mtsai., 1991). Ezért a KYNA
kozponti idegrendszeren beliili terapias novelése érdekében indirekt farmakologiai
megkozelitést kell alkalmazni. Erre az egyik legaltalanosabban hasznalt modszer, amikor a
KYNA kozvetlen eléanyagat az L-KYN-t juttatjak a szervezetbe (Vécsei és mtsai., 2013).

Szamos tanulmany bizonyitja, hogy az L-KYN szisztémas adagolasat kovetéen dozisfiiggd
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modon emelkedik a kézponti idegrendszer KYNA-szintje (Guidetti és mtsai., 1995; Schwarcz,
2016; Schwarcz és mtsai., 2012; Schwarcz és Pellicciari, 2002; Swartz és mtsai., 1990; Vécsei
¢és mtsai., 2013). Nagy dozisu (300 mg/ttkg, ip.) egyszeri L-KYN szulfat (L-KYNSs) el6kezelés
jelentds mértékben mérsékelte a fokalis ischaemiat kovetd elsddleges sériilés mértékét és a
kovetkezményes viselkedészavarok sulyossagat NMRI egér torzsben (Gigler és mtsai., 2007).
Patkany globalis ischaemia modellben azonos dézisu (300 mg/ttkg, ip.) kronikus (5 nap)
L-KYNs elo- és utokezelés probeneciddel egyiitt szignifikdns mértékben csokkentette a
degeneralodott idegsejtek szamat (Robotka és mtsai., 2008). Ugyanakkor az L-K'YNs kezelés
nem minden esetben bizonyult idegvéd6 hatastnak. Meglep6 mddon, amikor az anyagadas a
globalis ischaemia reperfuzidval egy idoben tortént, a szoveti sériilés kiterjedése volt
megfigyelhetd (Gellért és mtsai., 2013). Hasonlo szoveti karosodas fokozd hatasrol szamoltak
be NMDA receptor antagonistakkal kapcsolatban, abban az esetben, ha azok hatasat
kozvetleniil a traumas fejsériilés kisérletes kialakitasa utan vizsgaltdk (Ikonomidou és mtsai.,
2000). Az extraszinaptikus NMDA receptor aktivalas ugyanis olyan intracelullaris Ca?*-fiiggd
jelatviteli utakat indithat el, amelyeknek fontos szerepe van a sejt tulélése szempontjabél. Eppen
ezért az NMDA receptor tulzott gatlasa éppugy karos, mint a receptor tulmiikddése
(Hardingham ¢és Bading, 2010). Ez a példa remekiil mutatja, hogy egy terapids beavatkozas
pozitiv kimenetele szempontjabol kiilonos tekintettel kell lenni a megfelelé dozis és idozités
megvalasztasara. Ennek elengedhetetlen feltétele, hogy alaposan ismerjiik a kezelés sejtszintli

hatasait.

2.3.2.2. Huntington-kor

A neurodegenerativ Huntington-kor patomechanizmusaban kézponti Szerepe van a neostriatalis
neuronpopulaci6 NMDA-receptor altal kozvetitett kronikus excitotoxikus pusztuldsanak
(Morigaki és Goto, 2017). Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy a kinurenin metabolizmus
felborulasa alapvetden hozzajarul a betegség kialakulasahoz. Huntington-kor korai stadiumban
1évo betegeknél a 3-HK és a QUIN koncentracio fokozodasa mutathaté ki a cerebrospinalis
folyadékban és az agy szamos teriiletén, legnagyobb mértékben a neostridtumban (Guidetti és
mtsai., 2004). Striatumba injektalt QUIN, a betegség korai fazisara jellemz6é anatomiai és
viselkedési elvaltozasokat idézett el egészséges felndtt patkanyokban (Shear €s mtsai., 1998).
Az elbrehaladott stadiumban 1év6 betegek patoldgiai vizsgalatai ravilagitottak, hogy szamos
agyi régioban karosodik a KYNA de novo szintézis, ami a KYNA-koncentracio jelentds
mértékii csokkenéséhez vezet (Beal és mtsai., 1990, 1992). Preklinikai tanulmanyok soran az

agyi KYNA-szint farmakologiai novelése idegvédd hatasunak bizonyult a betegség
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allatkisérletes modelljeiben. Igy a KMO és a kinurenindz enzimek mesterséges gatlasa (Harris
¢s mtsai., 1998), az L-K'YN ¢és a probenecid egyiittes adagoldsa (Santamaria és mtsai., 1996),
valamint a mesterséges vér-agy gat permeabilis KYNA szarmazék (4-kloro-kinurénsav) adasa
(Guidetti és mtsai., 2000), kiilon-kiilon szignifikans mértékben mérsékelte a QUIN-val-, illetve
malonattal-eldidézett striatdlis excitotoxikus 1ézi6 méretét. Ebbe a sorba illeszkedd
megfigyelés, hogy a Huntington-kor egyik transzgenikus egérmodelljén szdmos vonatkozasban
protektivnek bizonyult a KYNA egyik analdgja, jelentésen megnovelve ezen KYNA analoggal

kezelt transzgenikus egerek élettartamat is (Zadori és mtsai., 2011).

2.3.2.3. Migrén

Annak ellenére, hogy a migrén kialakulasanak patomechanizmusa a mai napig nem ismert
pontosan, altalanosan elfogadott, hogy indukcidjaban a trigeminovaszkularis rendszer
aktivacidja és szenzitizacidja Kulcsszerepet jatszik. A trigeminalis nocicepcié a glutamat
jelatvitel miikkodéséhez szorosan kotddik. Migrén sordn a glutamaterg neurotranszmisszid
fokozodasa, valamint a haromosztatu ideg opthalamicus aganak megnovekedett aktivitasa
figyelheté meg. Nem meglepd tehat, hogy a migrén allatkisérletes modelljeiben a KYNA-szint
emelés antinociceptiv hatdsu. Patkdnyban L-KYNs ¢és probenecid kombinalt kezelés
szignifikans mértékben csokkentette a kaudalis trigeminalis magcsoportban talalhato
masodrendii szenzoros neuronok aktivitasat, kiilonb6z6 kisérletes migrén modellekben
(Knyihar-Csillik és mtsai., 2007a, 2007b; Vamos és mtsai., 2009). A haromosztati ideg
gerincveldi magjanak gatlasaval ugyanis mérséklodhet, illetve teljes mértékben meg is sziinhet

a fajdalom ingerek tovabbitddasa a magasabb idegrendszeri kdzpontok felé.

A kinurenin metabolizmus kéros megvaltozasat mas, a kozponti idegrendszert érintd stlyos
betegség soran is kimutattdk. Igy tobbek kozott leirtdk Parkinson-kor, szklerézis multiplex és
epilepszia sordn. Ezen korképek allatkisérletes modelljeiben az agyi KYNA koncentracio
mesterséges fokozasa, eltéré hatékonysaggal ugyan, de ellensulyozta a tiinetek kialakulasat,
illetve sulyosbodasat (Schwarcz és mtsai., 2012; Vécsei és mtsai., 2013). Ezek alapjan akar Ki
is jelenthetnénk, hogy a KYNA a szervezeten beliil termel6dd, multifaktorialis idegvédé anyag,
aminek mesterséges novelése jotékony hatasu a kiilonbozd neurodegenerativ korképek

kezelésében. Az 6sszkép azonban ennél természetesen joval dsszetettebb.

2.3.2.4. Skizofrénia

Evtizedekkel a magas glutamat szint neurotoxikus és konvulziv tulajdonsagainak kimutatasat

kovetden bebizonyosodott, hogy a glutamat jelatvitel alulmiikbdése épptigy karos, mint annak
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talmikodése (Coyle és mtsai.,, 2003). Skizofréniaval kapcsolatos legelfogadottabb nézet
alapjan a betegségre jellemzé kozponti tlinetek kialakulasdban [kognitiv diszfunkcid
(figyelemzavar, munkamemoria romlas, dekoncentraltsag); pozitiv tiinetek (képzelgés,
téveszmék); negativ tiinetek (anhedonia, alogia)] az NMDA receptorok alulmiikodésének
alapvetd jelentésége van (Coyle és mtsai., 2003). NMDA receptor blokkolok (fenciklidin,
ketamin) hatasara egészséges felndtt emberekben a betegségre jellemzo tiinetek idézhetdk eld,
mig skizofrén betegekben a meglévo tiinetek sulyosbodasa valthato ki (Coyle, 2012). A
csokkent NMDA receptorfunkcidé mellett a dopamin-, az acetilkolin-, a glutamat- és a GABA
neurotranszmisszid zavara is hozzajarul e komplex neuropszichiatriai korkép kialakitasahoz. A
betegekben mindekdzben a KYNA jelentds mértékii felhalmozodasa figyelheté meg az
agy-gerincvel6 folyadékban és post-mortem a prefrontalis kéregben (Erhardt és mtsai., 2001;
Schwarcz és mtsai.,, 2001). A KYNA receptorszintii hatasainak ismerete alapjan joggal
feltételezhetd, hogy a kinurenin metabolizmus felborulasanak, és a fokozott KYNA
termelddésnek kozvetlen szerepe van a skizofrénia soran kialakul6 neuropszichologiai tiinetek
megjelenésében és progresszidjaban. Az agyi KYNA-szint akut, illetve kronikus fokozodasat
vizsgalo allatkisérletes eredmények ezt tovabb erésitik. Skizofréniara jellemz6
viselkedészavarok mutatkoznak KYNA ttltermeltetett allatokban (Wonodi és Schwarcz, 2010).
Patkdnyban mar egyszeri mérsékelt dozist L-KYN (100 mg/ttkg, ip) kezelés atmeneti
teljesitményromlast eredményezett a térbeli tajékozodasban és a munkamemoriaban (Chess és
mtsai., 2007). Ezenkiviil a kezelés nehezitette az allatok kontextus-fiiggd tanulasi képességeit
(Chess és mtsai., 2009). Az agyi KYNA-szint mesterséges novelése vizualis (Chess és Bucci,
2006), illetve auditoros (Shepard és mtsai., 2003) figyelemzavart okozott éber és altatott
patkanyban. Az érett, felndtt idegrendszeren kifejtett akut hatasokon tal érdekesek a KYNA
fejlédd idegrendszerre gyakorolt hossza tavl hatdsai. Egy friss tanulmany alapjan a felnd6tt
korban manifesztalodo skizofrénia nagy valoszintiséggel vezethetd vissza az ontogenezis korali
szakaszaban bekovetkezd kinurenin metabolizmus zavarra (Notarangelo és Pocivavsek, 2017).
Prenatalis kronikus L-KYN adagolas abnormalisan magas KYNA-szintet eredményezett a
feln6tt koru allatok hippokampuszaban, ami a térbeli tajékozodas és tanulds zavardval tarsult
(Pocivavsek és mtsai., 2014). A gesztacio kései szakaszaban KMO gatlassal (Ro 61-8084)
mesterségesen megnovelt agyi KYNA-szint a felnott (60 napos) egyedekben szignifikans
mértékben csokkentette a hippokampusz CA1l régioban a GluN2A alegységet tartalmazo
NMDA receptorok szamat, valamint gyengitette a hippokampalis szinaptikus plaszticitast
(Forrest €s mtsai., 2013). Posztnatalis kronikus L-KYN expozicio a felndtt kora egerekben (Liu

¢s mtsai., 2014) és patkdnyokban (Iaccarino és mtsai., 2013) skizofréniara jellemzd koros
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viselkedés kialakulasat idézte elé. A skizofrénia mellett mas neuropszichiatriai korkép (pld.:
Alzheimer kor, depresszio) soran is leirtak, hogy a kognitiv diszfunkcios tiinetek kialakitasaban
¢és progressziojaban szerepe lehet a kinurenin metabolizmus egyensuly felborulasanak ¢és a
KYNA-szintben bekovetkez6 fluktuacionak (Baran és mtsai., 1999; Schwarcz és mtsai., 2012).

Amig a KYNA-szint ndvelés a glutamaterg hipofunkcidval és a kolinerg-rendszer zavaraval
magyarazhaté rovid, illetve hossza tava viselkedési rendellenességeket idéz eld, addig a
KYNA-szint mérséklés a kiilonb6z6 kognitiv funkciok fellendiilését eredményezi (Schwarcz,
2016). Kat2 génkiiitott fiatal egerekben jelentésen csokkent az agyi KYNA szint, ami a
korabban ismertetett glutamat jelatvitel fokozodassal, valamint kognitiv teljesitményjavulassal
tarsult (Potter és mitsai.,, 2010). Az egerek eredményesebben hajtottak végre a térbeli
tajékozodas és memoria vizsgalatara alkalmas teszteket, mint az azonos kora vad tipusu tarsaik.
A KYNA manipulacié kognitiv hatdsainak mélyebb tanulmanyozasa soran Robert Schwarcz és
kutatocsoportja remekiil szemléltette, hogy a KYNA-szint kétirany valtoztatasa miként
befolyasolja (javitja vagy rontja) a hippokampusz-fiiggé térbeli tajékozodast és tanulast
(Pocivavsek ¢és mtsai., 2011). A KYNA-szint novelés ugyanis rontotta a patkanyok
navigalasanak képességét a Morris-féle vizi labirintusban, aminek kovetkeztében nehezebben
talaltak meg a menekiilést jelentd platformot. Ezzel szemben, a KAT-2 gatloval (ESBA) kezelt
allatok lényegesen rovidebb id6 alatt fedezték fel a kiutat a vizi utvesztébol (Pocivavsek és
mtsai., 2011). Ezt a prokognitiv hatast kés6bb egy oralisan adhaté vér-agy gat permeabilis
KAT-2 gatloval (BFF-816) is sikeriilt reprodukalni (Wu és mtsai., 2014). Egy masik, szintén
szajon at adhatd vér-agy gat permeabilis KAT-2 inhibitorral (PF-04859989) pedig sikeresen
mérsékelték a mesterségesen eldidézett skizofréniara jellemzo6 pszichotikus tiinetek stulyossagat
patkanyokban ¢és rhesus makakokban (Kozak és mtsai., 2014). A KAT enzimek tranziens
csokkentése tehat igéretes terapias lehetéségnek mutatkozik a skizofrénia és mas pszichiatriai

korkép soran jelentkezd mentalis hanyatlas kezelésében.

Az el6zdekben lathattuk tehat, hogy az agyi KYNA-szintben bekovetkez6 ingadozas, rendkiviil
heterogén mddon, tobb szinten képes befolyasolni az idegrendszer és akar az egész szervezet
mukodését. Szamos neurodegenerativ betegség soran megfigyelhetd a kinurenin metabolizmus
mértéki eltolodasa. Ennélfogva az egyes betegségek eltérd terapias megkdzelitést igényelnek.
Amig az egyik esetben a KYNA-szint fokozas, addig maskor ennek ellenkezdje, a KYNA-szint
csokkentés hatasos. Ugyanakkor egyik esetben sem szabad megfeledkezni a KYNA-szint

mesterséges valtoztatasaval jaro nem kivanatos mellékhatasok megjelenésérdl. Lathattuk, hogy
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a KYNA-szint fokozas, ami alapvetéen igéretes intervencionak tiinik a neurotoxicitas szamos
formajaban, intakt allatokban a szellemi teljesitOképesség atmeneti leromlasat okozta,
sz€lsOséges esetekben pedig skizofréniara jellemzd tlineteket idézett el6. A KYNA
termel6désének gatlasa, az altalanos prokognitiv hatas mellett, sériilékennyé teszi az
idegszovetet az excitotoxicitas, a konvulzid, valamint a gyulladasos folyamatokkal szemben
(Campbell és mtsai., 2014; Sapko és mtsai., 2006). Eppen ezért a human terapias eljarasok
kidolgozasa soran kiilonosen fontos szem el6tt tartani a kinurenin metabolizmus egyenstlyanak
finom eltolddasaval jard sejtszintli €s szervezetszintli kovetkezményeket. Ezzel megcélozva
egy olyan optimalis terapiat, ahol megfeleld egyensuly alakithato ki a pozitiv hatasok és az
esetleges nemkivanatos mellékhatasok kozott. Ehhez elengedhetetlen a KYNA tal-, illetve
alultermeltetés rovid és hosszh tava biokémiai, neuropatologiai és viselkedési hatasainak alapos
ismerete. Az irodalomban a KYNA tultermeltetés receptorszintii és sejtszintii hatasaival szamos
tanulmany foglalkozik, ugyanakkor az intakt, feln6tt idegrendszerre gyakorolt szervezetszinti,
viselkedésben megnyilvanuld hatasokkal kevés. Nincs az anyaggal kapcsolatos atfogo,
dozis-hatas tanulmany, amely alapjan lehetéség nyilna elkiiloniteni: kiiszob alatti, kiiszob
feletti, illetve szélséséges hatasokat. Nem tudjuk tovabba azt sem, hogy egy bizonyos
viselkedésvaltozas a KYNA-szint novekedésével milyen ardnyban valtozik. Ezen kiviil,
hianyosak az ismereteink az anyaghatas idobeli vonatkozasaival kapcsolatban. A Klinikai
kisérletezés egyik rohamosan fejlddo Gj iranya a kondicionalis génkititott egér torzsekkel valod
vizsgalodas. A korai megnyilvanulds vagy korai génhiany sok esetben kéaros. A szervezet
gyakorta kompenzal, igy egy gén hidnyat mas, hasonld funkcioval bird gének veszik at. Egy
gén sok szovet- és sejtféleségben nyilvanulhat meg, az altalanos génkitités pedig elfedheti a
specifikus mitkddést. Az indukalhato promoterek hasznalatakor azonban a transzgén expressziod
szabalyozasa a vizsgadlni kivant életkorban viszonylag kevés mellékhatds nélkil jol
alkalmazhatd.  Segitségiikkel a Kinurenin  metabolizmus  sejtspecifikus  atmeneti
manipulalasanak kozvetlen hatasai is jol vizsgalhatova valnanak. Ennek eredményeként a
KYNA szintet az agyban ugy lehetne befolyasolni, hogy kdzben a tobbi metabolit szintjében
nem torténne valtozas. A C57BI/6 egér torzs a genetikai modositasokhoz hasznalt
legelterjedtebb egértipus. Ugyanakkor a nativ C57BI/6 torzsben a KYNA-szint fokozas akut
hatasaival kapcsolatban egyelére ssmmilyen adat nem all rendelkezésre. Eppen ezért éget6
sziikkség lenne az egér torzzsel kapcsolatos akut hatasok karakterizalasara, amelyek késdbb

megfeleld viszonyitasi alapot nyujthatnanak a fokuszalt génmanipulacios kisérletekhez.
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2.4 Kinureninek szerepe a vérkeringés szabalyozasaban

A neurofiziologiai hatasokon tal egyre tobb eredmény szol amellett, hogy a Kinurenin
metabolitok kozil a KYNA, illetve az L-KYN kozvetleniil szerepet jatszhat a szisztémas
vérnyomas és az agyi vérkeringés szabalyozasaban. Az agytorzs rosztro-ventralis, valamint a
kaudalisabban talalhatdo nucleus tractus solitarii magcsoportokban KAT-ot expresszald
idegsejtek mutathatok ki azokon a teriileteken, amelyekr6l ismert, hogy a vérnyomas
szabalyozasaban az NMDA receptorokon keresztiil részt vesznek (Kapoor €s mtsai., 1997). Egy
spontan magas vérnyomast mutatd patkany torzsben a fokozott szimpatikus tonus és a
2002), valamint az agytorzs csokkent KYNA-szintjével (Kapoor és mtsai., 1994). Az AHR,
amelynek a KYNA és az L-KYN is endogén ligandja, megtalalhat6 a nyultvel6 ventro-lateralis
magcsoportjaiban. Az AHR”" egér torzsben az agytorzsi sziv- és légzérendszeri szabalyzo
kozpontok fokozott glutamat érzékenysége és rendellenes mikodése figyelheté meg, amihez
kisérétiinetként hipertonia, hiperventillacid és tachikardia tarsul (Sauzeau és mtsai., 2011). Egy
Osszetett kisérletsorozattal kimutattak, hogy a szisztémas gyulladas (Szepszis) soran jelentkezd
hipotenzi6 kialakulasaért részben az érendotélbdl nagy mennyiségben felszabadulo L-KYN
teheté felelossé (Wang és mtsai., 2010). L-KYN az érfalsimaizom-lazito hatasat a
nitrogén-monoxidhoz (NO) hasonléan a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)-fiiggd
utvonalon keresztiil fejti ki. Azzal a kiilonbséggel, hogy az L-KYN a szolubilis guanil-ciklaz
(SGC) redukalt és oxidalt formajat egyarant aktivalja, Osszességében viszont fele olyan
hatékonysaggal, mint az NO. Ebbdl kifolyolag gy gondoljak, hogy az L-KYN jelatvitelnek
akkor van jelentésége, amikor az oxidativ stressz kovetkeztében az sGC tobbnyire oxidalt
formaban van jelen, és az NO mar nem képes kifejteni hatasat (Stasch és mtsai., 2006). Ez
magyarazattal szolgalhat arra, hogy az intravénds L-KYN infundalas miért csak a spontan
hipertenz patkdnyokban csOkkentette az artérids kozépvérnyomast (Wang €s mtsai., 2010). A
periférias hatasokon tal az L-KYN, vagy a KYNA az agyi keringés szabalyozasaban is részt
vehet. Egyrészrdl a KAT pozitiv perivaszkularis asztrocitdk és interneuronok kivald anatémiai
pozicioban helyezkednek el az agyban ahhoz, hogy részt vegyenek a lokalis vérataramlas
szabalyozasaban (Guidetti és mtsai., 2007b; Herédi és mtsai., 2016). Masrészrdl éber nytlban
az alacsony dozisu (1 mg/ttkg) intravénas L-KYN inféziot agyi-vérataramlas fokozodas
kovette, ami kolinerg- és NO-fiiggd jelatviteli utakon keresztiil valosult meg (Sas és mtsai.,
2003). Ezenkiviil régiospecifikus agyi-vérataramlas csokkenések figyelhetok meg skizofrén

betegeknél akut pszichdzis folyaman (Liddle és mtsai., 1992; Mathew ¢és mtsai.,, 1982),
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mikozben ismeretes, hogy a betegség soran az agyi KYNA-szint rendkiviili mértékben
megemelkedik (Schwarcz és mtsai., 2001).

Ezek alapjan joggal meriilhet fel a kérdés, hogy az akut szisztémas L-KYN-koncentracié
fokozodas befolyasolja-e barmilyen szinten az egészséges felnétt szervezet vérnyomasat,

illetve agykérgi vérataramlasat.
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3. Célkitiizések

Az értekezés alapjat képzo kisérletes munka harom feladat koré csoportosul. Ezek soran a

kovetkez6 kérdésekre keressiik a valaszt, intakt C57BI/6j egérben:

a) A periférias L-KYNs adagolas, hogyan befolyasolja a motoros, a szorongassal
kapcsolatos, és a memoria funkciokat? (célkitiizések 1-3)

b) Az L-KYNs kezelés okoz-¢ szovettani modszerrel megjelenithetd valtozast az
idegsejtek miikodésében? (célkitlizések 4)

c) Az L-KYNs kezelés befolyasolja-e a szisztémas keringést, illetve az agykérgi

vérataramlast? (célkitlizések 5)

Célkitizeés 1:

Nyilt porond teszttel meghatarozzuk az egyszeri szisztémas L-KYNSs kezelés hatasait az intakt
C57BI/6 egerek lokomotoros exploracios aktivitasara. Ezenfelil megallapitjuk, hogy a

kiilonb6z6 dozisu L-KYNs kezelés és a viselkedési hatdsok kozott milyen kapesolat all fenn.
Célkitiizeés 2:

Uj targy felismerés teszttel megvizsgaljuk, hogy az egyszeri szisztémas L-KYNs kezelés,

milyen hatdst gyakorol az egészséges C57Bl/6 egerek tanuldssal és epizodikus memoria

crer

kezelés és a memoria teljesitmény kozotti kapcsolatot.
Célkitiizés 3:

Emelt keresztpalld teszttel meghatarozzuk, hogy az egyszeri szisztémas L-KYNs kezelés,
hogyan befolyasolja az intakt C57BI/6 egerek szorongassal kapcsolatos viselkedését.
Definialjuk a kapcsolatot az L-KYNs-dozis és a szorongassal 6sszefiiggd viselkedési hatasok

kozott.
Célkitiizés 4:

Immunhisztokémiai modszer segitségével kimutatjuk az akut L-KYNs kezelés idegszovetre
gyakorolt hatasait, a c-Fos expresszié valtozasanak nyomon kovetésén keresztiil. Azokat az

agyteriileteket vizsgalva, amik a viselkedésvizsgalatokkal szoros osszefiiggésbe hozhatok.
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Célkitiizés S:

Felmérjiilk az egyszeri L-KYNs kezelés befolyasat a szisztémas artérias kozépvérnyomasra.
Megvizsgaljuk tovabba, hogy a kezelés hatassal van-e az agykéreg, azon belill is a

szomatoszenzoros kérgi teriilet vérataramlasara.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt allatok

A kisérletekhez 8-12 hetes, 25-30 g testsulyd, him C57Bl/6j egereket hasznaltunk (n = 216),
melyeket szabvanyos ketrecben, kiilon erre a célra Kialakitott allathazban tartottuk. Az
allatoknak forditott ciklusti 12-12 oras sotét, illetve vilagos peridodust és 23 £ 1 °C-0s
hémérsékletet biztositottunk, korlatlan hozzaféréssel ivovizhez és taplalékhoz (CRLTON
ragcsalotap). Munkank soran minden esetben a Magyar Egészségiligyi Bizottsag altal elfogadott
1986. november 24-i rendelet (86/609/ECC), valamint a laboratoriumi allatok gondozasaval
kapcsolatos alapelvek (NIH Publikacié No. 85-23) szerint jartunk el. A kisérleteinket XX/015
93/1/2010 szamu etikai engedély alapjan végeztiik.

4.2 Magatartas vizsgalat

A magatartas vizsgalatokat kiilon erre a célra kialakitott hangszigetelt helyiségben végeztiik. A
vizsgald szobaban 6nalld levegbztetd rendszer és 1égkondicionald berendezés miikodott, ami
kiils6 szagoktol mentes, stabil 23 “C—os levegot biztositott. A helyiségben szabalyozhato volt a
fény er6ssége, amin a kisérleteknek megfelelden valtoztattunk. A teszteket szines CCD kamera
(Sony, SSC-DC378P) segitségével rogzitettik, ami egy masik szobaban elhelyezett
szamitogéphez volt kapcsolva. A mérések soran a kisérletezd szobaban az allatokon kiviil nem
tartozkodott senki. A felvételeket szamitogépen taroltuk és specialis szoftver segitségével
(SMART?®; Panlab Harvard Apparatus), vagy manualisan elemeztiik. A kézi kiértékeléseket, a
kisérleti protokollt nem ismerd, fliggetlen kisérletezOk segitették. Az egyes mérések kozott a
magatartas vizsgalati eszkdzoket 50%-os etanol oldattal attoriltiik, hogy megsziintessiik a
szagnyomokat. A magatartas tesztek megkezdése el6tti hetekben az egereket kézhez szoktattuk,

csokkentve ezzel a mozgatéassal és felemeléssel jaro stresszt.

A kisérleti csoportokat a kezeléseknek megfeleléen alakitottuk, amihez az egereket
véletlenszeriien valogattuk. Egy allatot csak egyszer hasznaltunk, a kisérlet végeztével pedig,
az allatokat az etikai szabalyoknak megfeleléen uretannal (3 g/ttkg, i.p.) talaltattuk (IACUC
staff). A tesztek soran az egereket kiilonboz6 dozist (25 mg/ttkg, 50 mg/ttkg, 100 mg/ttkg, 200
mg/ttkg, 300 mg/ttkg) L-KYNs-tal [amit 5%-0s NaOH-ban oldottunk fel, majd kiegészitettiink
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0,1 M foszfat pufferrel (PB) 0,2 ml végtérfogatra; pH 7,4] vagy a kontroll méréseknél az
L-KYNs vivéanyagaval (0,1 M PB; pH 7,4) fecskendeztiik. Kisérleteink soran az L-KYNs akut
hatasat vizsgaltuk, ezért az allatokat egyszer injektaltuk két oraval a vizsgalatok megkezdése
elétt. Minden allatcsoportnal ugyanakkora térfogati oldatot hasznaltunk (0,2 ml), amit
intraperitonealisan (i.p.) adtunk be. A kisérletekhez a Sigma-Aldrich-tdl szereztiik be (St.
Louis, MO, USA) a sziikséges anyagokat.

4.2.1 Nyilt porond (OF) teszt

Az OF egy négy oldalrol zart, feliilrdl nyitott doboz (50 x 50 X 50 cm), melynek aljat és falait
sOtétsziirke, szalcsiszolt plexilapok alkottak (3. abra). A kisérletez6 szobaban a megvilagitast

ugy szabalyoztuk, hogy az apparatust egyenletes szort fény érje (~150 1x).

3. abra. A nyilt porond (OF) teszthez
hasznalt kisérleti doboz.

A kisérletben Osszesen 10 csoportot (n = 9 — 10 egér/csoport) képeztiink. Ot csoportot
kiilonb6z6 dozisu L-KY Ns-tal (25 mg/ttkg, 50 mg/ttkg, 100 mg/ttkg, 200 mg/ttkg, 300 mg/ttkg)
fecskendeztiik. Mindegyik kezelt allatcsoporthoz tartozott egy-egy kontrollcsoport. Erre azért
volt sziikség, mert két kezelt csoport vizsgalata kozott alkalmanként tobb honap is eltelt. Ebbol
kifolyolag mindegyik kezelt csoportot az azonos napon vizsgalt kontrollcsoporthoz tudtunk
viszonyitani ugy, hogy a kisérlet soran a kezelt, és a kontroll allatok felvaltva keriiltek az OF
dobozba.

Az egereket az OF egyik fala elé helyeztiik, majd az allatok az apparatusban 8 percig szabadon
mozoghattak. A mozgasukat egy specialis szoftverrel (SMART®; Panlab Harvard Apparatus)
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elemeztiik. Ennek segitségével vizsgalni tudtuk: az allatok altal megtett ut hosszat (cm); az

immobilitas idejét (S), valamint a sebességiiket (cm/s).
4.2.2 Uj targy felismerés (NOR) teszt

Az NOR tesztet az OF-hez hasznalt dobozban végeztiik, melybe két LEGO® épitékockabol
készitett (4. abra) egyedi targyat helyeztiink egymassal szembe a fal kozepétdl 7 cm tavolsagra.
A 7 cm-magas targyakat Blue-Tack segitségével a talajhoz rogzitettilk. Az egyedi targyak
kialakitasanal fontos szempont volt, hogy azok kelléen kiilonbozbek legyenek egymastol,
ugyanakkor egyik forma se okozzon az allatokban averziv viselkedést (Dere és mtsai., 2007).
Ennek érdekében a targyakat eldzetes kisérletek alapjan szelektaltuk. A kisérleti szobéban a
megvilagitast gy szabalyoztuk, hogy az apparatus aljat egyenletes szort fény érje (50 Ix).

4. abra. Az 1j targy felismerés (NOR)

teszthez hasznialt LEGO épitékockakbdl
készitett targyak.

A Kkisérlet soran 4 csoportot (n = 10 - 12 egér/csoport) képeztiink. Egy kontroll, és harom
L-KYNs-tal (25mg/ttkg, 100mg/ttkg, 300mg/ttkg) kezelt csoportot vizsgaltunk. A
kisérletsorozatot 6t egymast kovetd napon végeztiik, egy csoporttal két napig dolgoztunk. A 25
mg/ttkg-mal kezelt csoporttal kezdtiink, majd a kontroll, a 100 mg/ttkg és a 300 mg/ttkg-mal
kezelt csoportok kdvetkeztek. Az egereket a masodik napon a ,,minta szakasz” eldtt két oraval

fecskendeztik.

A teszt 9sszesen hdrom részbdl allt. Eldszor véletlenszeri sorrendben, egyesével az iires OF
dobozba helyeztiik az egereket, ahol 5 percig szabadon mozoghattak (habituacios szakasz). A
kovetkez6 napon (24 6ra mulva) az allatokat 4 percre ismét beletettiik az OF-be (minta szakasz),
ahova immar két identikus targyat (A és A’) is elhelyeztiink. Két ora elteltével 4 percre
visszahelyeztiik az allatokat a dobozba (felismerési szakasz), ahol az egyik targyat (Al)

kicseréltik egy uj, az allatok szamara ismeretlen targyra (B). Targy felfedezésnek
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(exploracionak) tekintettiik, amikor az egér fejjel a targy felé fordulva, annak 2 cm-es sugara

korén belill tartézkodott. Az exploracids iddt stopperdra segitségével mértiik.

Az \j targy felismerési teljesitmény vizsgalatara a Winters és munkatarsai altal bevezetett
mérészamot, az un. ,,diszkriminacios ratat” (Discrimination Rate; Winters, Saksida, & Bussey,
2008) alkalmaztuk. Ezt alapul véve alkottunk egy sajat formulat, amit Diszkriminacios
Indexnek (DI) neveztiink (DI) (Varga és mtsai., 2015), és a kovetkezOképp szamoltuk:

DI = iy targy x 100% / (uj targy + ismerds targy)

A fenti képletben az ,,0j targy”, a ,,B” targy felfedezésének idejét, az ,,ismerds targy” pedig, az
LA targy felfedezésének idejét jeloli. Az igy szamithatd szazalékos érték azt jelzi, hogy az
allatok mennyi id6t toltéttek az 0j targy (B) feltérképezésével a targyakkal toltott teljes id6hoz
képest (A+B). Ha a felismerési szakasz soran ez az érték 55%-nal magasabb, akkor az allatok
tobb 1d6t toltottek az 0) targy (B) felfedezésével, tehat kiilonbséget tettek a korabban latott
ismerds targy (A) és az el6tte még nem latott ismeretlen (B) kozott. Ha az érték 50+£5%, akkor
hasonld id6t toltottek mindkét targy felfedezésével, tehat nem tettek kiilonbséget a targyak
kozott. Ha viszont 45 %-nal kisebb, akkor vagy nem tettek kiilonbséget a targyak kozott, vagy
az 0 targy az eldzetes szelekcid ellenére is szorongast valtott ki az allatokbol, ezért azt
elkeriilték. Ebben az esetben az eredményt pusztin memoriafunkcié romlasaval magyarazni
helytelen lenne. Ezért az ilyen eseteket — ha voltak — kihagytuk a mérésekbdl. Tovabbi kritérium
volt, hogy az allatok a minta szakasz soran legalabb 15 mp-et foglalkozzanak a két targgyal
osszesen. Amennyiben ez a feltétel nem teljesiilt, akkor azt az allatot a motivacio hianya miatt

kizartuk a mérésbdl (Dere és mtsai., 2007; Winters és mtsai., 2008).

A csoportok kozotti kiilonbségek egyszerli Osszehasonlithatosdga kedvéért a minta és a
felismerési szakaszra kifejezett DI-kbdl, minden éllatra kiszamoltunk egy normalt értéket, amit

Diszkriminaciés Teljesitménynek neveztiink (Dlx) és a kovetkezoképp szamoltuk:

Dlx = leelsimerési szakasz / Dlminta szakasz

Az igy kapott értékek tehat azt mutatjak, hogy az allatok targyfelismerési teljesitménye a minta
szakaszhoz képest, a felismerési szakaszra hogy valtozott. Az 1-nél nagyobb értékek a
teljesitmény potencirozodasat, 1-el megegyezd értékek valtozatlan teljesitményt, az 1-nél

kisebb pedig a teljesitmény romlasat jeloli.
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4.2.3 Emelt keresztpallo (EPM) teszt

Az EPM négy azonos méretli (10 cm x 30 cm), derékszdgben keresztezett zart és nyitott
folyosokat tartalmazo apparatus, ami egy 60 cm-magas talapzaton helyezkedett el (5. abra). A
két zart folyosd 15 cm-magas falakkal korbevett alacsony megvilagitasa tertilet (20 1x), a két
nyitott folyosé falak nélkiili er6sen megvilagitott (110 1x) teriilet. Az azonos tipust karok

egymassal szemben talalhatok.

5. abra. Az emelt keresztpallé (EPM) teszthez
hasznalt Kisérleti eszkoz.

A teszt soran 4 csoportot (n = 10 - 12 egér/csoport) képeztiink, melyeket azonos napon
vizsgaltunk. Igy egy kontroll és harom L-KYNs-tal kezelt (25 mg/ttkg, 100 mg/ttkg, 300
mg/ttkg) csoporttal dolgoztunk. A kontroll és a kezelt allatokat vegyesen, véletlenszerii

sorrendben tettiik az apparatusra egyesével.

Az egereket a folyosok keresztezési pontjara helyeztiik kozépre, ahol 5 percig szabadon
mozoghattak. Mértiik a zart, és a nyitott karokban eltoltott id6 mennyiségét. Szamoltuk a
kiilonbozd folyosokra valo belépéseket. Belépésnek tekintettiik, amikor az allat teljes testével,

azaz mind a négy labaval az adott karon tartézkodott.
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4.3 Szovettani vizsgalat

A szovettani vizsgalathoz 2 csoportot (n = 10/csoport) képeztiink. Az allatok a kézhez
szoktatason ugyan atestek, viszont magatartas vizsgalaton nem vettek részt. Az egyik csoportot
300 mg/ttkg L-KYNs-tal, a masikat 0,1 M PB-vel (kontroll) fecskendeztiink i.p., 3 oraval a
transzkardialis perfazid elétt. Az idegsejtekben a c-Fos fehérje kifejez6dés maximuma a
kiilonb6z6 neuromodulacios befolyast kovetd 30. — 90. percbhen mérhet6 (Kaczmarek, 2002). A
pillanatnyi c-Fos kifejez6dés tehat hozzavetélegesen 1 oraval korabbi idegrendszeri allapotot
tiikrozi. Ennek megfelelden az L-KYNs kezelést kdvetden 3 oras varakozasi idot iktattunk be,

hogy a magatartas vizsgalatokkal 6sszevethetd valtozasokat tudjunk értékelni.

Az allatokat 1,5 g/ttkg uretannal i.p. altattuk, majd perfuzios pumpa segitségével eldszor ~10°C
0,1 M PB, végiil 4 %-os paraformaldehid (pH 7,4) oldattal transzkardialisan perfundaltuk (30
ml oldatonként, 2 ml/perc sebességgel). A koponyabol eltavolitott agyat 4 %-0s
paraformaldehid oldatban 4°C-on egy ¢jszakan at utofixaltuk. Az ezt kovetdé napon
vibratommal (VT1000S, Leica Biosystems, Nussloch, Németorszag) 20 pum vastagsagu
koronalis agyszeleteket készitettlink a striatum (bregma +0,54 mm; A-P) és a hippokampusz
(bregma -2 mm; A-P) teriiletérdl. A teriiletek pontos meghatarozasat egér neuroanatoémiai atlasz
segitette (MacKenzie-Graham és mtsai., 2004). Mindkét agyi régiobol 100 um-es 1éptékben, 6t
— Ot metszetet gytjtottiink.

4.3.1 c-Fos fluorescens immunhisztokémia

A 20 pum vastag szabadon uszé agyszeleteket eldszor 0,1M PB-vel atmostuk, majd a nem
specifikus kotéhelyeket 1%-0S normal szamar vérszérummal (NDS) blokkoltuk. A
hippokampalis ¢és striatalis c-FOS immunopozitiv sejtek kimutatasara a szeleteket elészor
els6dleges antitesttel (nyul anti c-Fos, 1:2000; Santa Cruz) 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk,
a kovetkez6 napon pedig az elsddleges antitestre specifikus, masodlagos antitesttel 2 6ran at
szobahdmérsékleten inkubaltuk (Cy3-al kapcsolt szamar anti-nyal, 1:500; Jackson
ImmunoResearch). Az els6dleges és a masodlagos antitesteket 0,1M PB-ben oldottuk, amihez
0,4% Triton-X100-at és 1%-0s NDS-t adagoltunk. Ezt kdvetden a szeleteket zselatinozott (2%)
targylemezre hiiztuk, és fakulasgatlo fedéanyaggal fedtiik (ProLong® Gold, Life Technologies).
A fluorescens fotomikroszkopias felvételeket Olympus BX51 mikroszkoppal és az ehhez
kapcsolt DP70 digitalis képfeldolgozo rendszerrel készitettiik, és szamitogépen taroltuk.
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4.3.2 Sejtszamolas

Az immunopozitiv sejtek szamat a hippokampusz CAL1 teriiletén 500 x 140 pm-es, 200x-0s
nagyitassal késziilt felvételeken vizsgaltuk (10. abra A panel). A dorzalis striatumrol késziilt
felvételeket 100x-os nagyitassal készitettiik, amiken a sejtszdmolashoz hasznalt teriiletet kézzel
jeloltik ki (11. abra A panel). A c-Fos immunopozitiv sejtek mennyiségét MATIlab 7.1
(Mathworks, Natick, MA, USA) kdrnyezetben megirt program segitségével automatikusan
szamoltuk. Ehhez a fotomikroszkdopos képeken eldszor threshold és zajsziirést végeztiink, majd
a bindrissa alakitott a felvételeken (fekete, fehér) a 25-400 pm? teriiletii objektumokat fogadtuk
el jelolt sejteknek.

4.4 Artérias kozépvérnyomas és agykérgi vérataramlas vizsgalat

A vérkeringési paraméterek mérésekor két csoportot (n = 8/csoport) képeztiink, melyhez az
egereket véletlenszeriien valogattuk. Az egyik csoportot 300 mg/ttkg L-KYNs-tal, a masikat
0,1 M PB-rel fecskendeztiik (0,2 ml, i.p.) egyszer, a miitéti preparalast kovetéen egy 20 perces

alapvonal regisztralasa utan.
4.4.1 Miitéti preparalas

Az allatokat egy maszkon keresztiil izofluran (1,5% bevezetés, 1% fenntartas, 0,5 — 0,8%
regisztracio, 5% befejezés) gazkeverékkel (N20:02, 70:30%)  altattuk, mesterséges
I1¢legeztetés alkalmazasa nélkiil. Az altatas mélységét a mancsreflex megsziinésével, a stabil
spontan 1égzési frekvencia (~90/perc) valamint az artérias kozépvérnyomas (MABP) (75+5
Hgmm) valtozasanak nyomon kovetésével ellendriztiik. A kisérlet végén az egereket tilaltattuk
(5% izofluran). A mutét megkezdése el6tt az allatokat atropinnal (0,1%, 0,01ml, i.m.)
injektaltuk, hogy megakadalyozzuk a 1égiti nyak (mucus) termelédését. A kisérlet soran a
testhomérsékletiiket kisallat-melegit6 parnaval (TMP-5b, Supertech Kft., Pécs, Magyarorszag)
allando 37°C-on tartottuk. Az allatok MABP értékeit egy hazilag épitett vérnyomasérzékeld
transzduktor segitségével, a bal artéria femoralisba vezetett kaniilon keresztiil, kozvetleniil
véres uton mértiik (10 Hz). A kaniil behelyezését kdvetéen az egereket hason fekvd pozicioban
sztereotaxids-fejbefogo segitségével (David Kopf Instruments, CA, USA) rogzitettiik. A fejbort
a szagittalis varrat mentén szikével megnyitottuk, majd orvosi cérnaval lateralisan finoman
kifeszitettiilk. A bemetszés soran lidocain (1%) oldattal kezeltik az érintett teriiletet. A
periosteumot anatomiai csipesz tompa végével ovatosan eltavolitottuk. A koponyat fiziologias

sooldattal lemostuk, majd UV fényre koto adhézios anyaggal (UV683 Light Curing Adhesive,
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Permabond Ltd., Wessex, UK) vékony rétegben egyenletesen bevontuk, hogy
megakadalyozzuk a csont szdradasat a regisztracié soran. Az agykérgi vératdramlas (CBF)
véltozasat 1ézer folt interferencia (1ézer speckle) kontrasztanalizisen alapuld eszkozzel
(PeriCam PSI HR System®, Perimed, Jirfilla, Svédorszag) intakt koponyan keresztiil
vizsgaltuk (Ayata és mtsai., 2004). A kovetkezé néhany mondatban szeretném rdviden
bemutatni ennek a miikddését. 785 nm hossziusadgu szort 1ézerfénnyel megvilagitottuk a
koponyat ugy, hogy a fény kozpontjdba a bregma legyen. A csonton athalado lézerfény a
felszint6l koriilbeliil 500-700 um mélyre hatol. A besugarzott fény egy része — véletlen
szorddasok sorozata nyoman — visszatérhet a besugarzasi felszinre, onnan pedig az adott
tavolsagban (10 cm) a koponya felett elhelyezett nagy teljesitményli CCD kameraba. Mivel a
mintaban a lézerfény véletlenszerlien szorodik, igy a CCD chip felszinén is egy véletlenszerd,
sOtét és vildgos pontokbol 4ll6 mintazat jon létre. Ha a megvilagitott minta mozdulatlan, a
keletkezd 1ézer speckle kép is é4llandd, azonban, ha a minta mozog vagy mozgd elemeket
(példaul vordsvértesteket) tartalmaz, akkor a speckle kép idében valtozik, méghozza tgy, hogy
a valtozas sebessége egyenesen ardnyos a mozgd elemek mozgasanak sebességével. Ennek
eredményeként a kamera 4ltal rogzitett képek egyes teriiletei a nekik megfeleld agyteriiletek
vérellatottsaganak megfelelden elmosddnak. Ezt megfeleld algoritmussal feldolgozva pixelekre
lebontott aramlasi térkép szamoltathatd, aminek mértékegysége a perfuzios egység (PU). A
méréseink sordn az agy dorzdlis felszinén egy 10 x 13 mm-es teriiletet vizsgaltunk, amelyen
mindkét agyfélteke vératdramldsa jol latszodott. A nyers aramlési térképbdl a képalkotd
szoftver (PimSoft 1.5.4.8, Perimed, Jérfilla, Svédorszag) az aramlas intenzitasat abrazold
hamisszines képeket képzett, amin a piros szin magas aramlast, a kék szin pedig alacsony
aramlasu teriileteket jelolt (6. abra; A panel). A részletgazdag speckle felvételek nagy
felbontassal (20 pm/pixel) késziiltek, ezért a mintavételezési frekvencia maximuma 0,33Hz
volt. A lézer speckle aramlasmérés tehat egy nem invaziv kvantitativ modszer, aminek
segitségével kétdimenzidoban nyomon Kovethetd az egér dorzalis agyfelszinének
haemodinamikai valtozasa. A jelfeldolgozas soran keletkez6 PU a fokuszba helyezett agykérgi
régio relativ perfuzios valtozasait mutatja. A PU érték ndvekedése vérataramlas fokozodast

azaz hiperémiat, mig az érték csokkenése vérataramlas esést azaz hipoperfaziot jelol.
4.4.2 Kisérleti protokoll és jelfeldolgozas

A preparalast kovetdéen az izoflurdn mennyiségét az elégséges legalacsonyabb Szintre
csokkentettiik (0,7 - 1,1%), még éppen fenntartva az alvo allapotot, majd az allatokat 30 percig
ekképp pihentettiik. Az adatok regisztralasat ezt kdvetden kezdtiik. A CBF-et (PimSoft 1.5.4.8)
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¢s a MABP-ot (PeriSoft 2.5.5) specializalt szoftverekkel parhuzamosan szamitogépre
rogzitettiik, majd az adatokat MATlab 2013a (Mathworks, Natick, MA, USA) koérnyezetben
megirt programmal elemeztiik. A mérést 20 perc alapvonal felvételével inditottuk, amit az
anyagbeadast kovetden tovabbi 140 percig folytattunk. A kisérlet végén az allatokat talaltattuk,

amit a vérnyomas érték csokkenésével (<10 Hgmm, bioldgiai nulla) ellendriztiink.

A CBF kiértékelését egy vizsgalati tartomany meghatarozasaval inditottuk. Ekkor az
aramlasvaltozasi képeken a kétoldali szomatoszenzoros kérgi région egy-egy 2,5 + 0,3 mm?-es
teriiletet jeloltiink Ki (6. abra, A panel). A PU értékeket ezekrdl a teriiletekrdl gytjtottiik, majd
atlagoltuk. Ezt kovet6en azokat relativ szazalékos aramlasvaltozasi értékekké alakitottuk.
Ehhez a felvételek els6 5 percének atlagat 100%-nak, a talaltatas utani 5 perc atlagat pedig 0%
(biologiai zérd) referencia értéknek vettiik, majd az egész idésort a referencia értékek alapjan
ujra skalaztuk. A két agyféltekérdl gyjtott %-os CBF valtozasokat pedig, Pearson

korrelacioval vizsgaltuk.
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6. abra. A reprezentativ felvetel egy kontroll egér agykérgi vératairamlasat (CBF) és arétrias
kozépvérnyomasat (MABP) jeloli. (A) Az agykéreg dorzalis felszinének vérataramlasat (CBF) abrazolo
reprezentativ szines felvételek 1ézer speckle kontraszt analizisen alapuld berendezés segitségével késziiltek. Az
alszines képen a melegebb szinek (piros) magas aramlasu teriileteket, a hlivosebb szinek (kék) alacsony
aramlasu teriileteket jelolnek. A képen a fekete ovalis alakzat jeloli az érdeklddési teriiletet, ahonnan a CBF
valtozasokat regisztraltuk. (B) A vonaldiagramon egy kontroll allat CBF (piros), artérias kozépvérnyomas
(MABP) (zold) és autoregulacios index (rCBFx)(kék) értékeinek valtozasat kdvethetjiik nyomon a teljes
regisztracio soran. A vertikalis pontozott vonal az anyag (PB) beadasat jeloli. Az abra fels6 részén a CBF
valtozas teljes felvételre szamolt atlaga €s az analizishez hasznalt kiiszob: az atlag +1,5 szeres szorodasa lathato.
Az abra aljan a piros vizszintes vonal az autoregulacids tartomany hatarértékét jeloli (0,3).

Annak érdekében, hogy a CBF regisztratumokban csokkentsiik a jelfeldolgozas soran keletkezd
inherens zajt, el6szor 5-pontos median sziirést (15 mp-es ablak; median filter) majd 10-pontos
atlag simitast (30 mp-es ablak; mean smooth) végeztiink (Mahé és mtsai., 2011). Minden

felvételre kiilon szamoltunk agyi autoregulacios indexet (rCBFx), amellyel az agyi aramlasi
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autéregulacié miikddése jellemezheté (Hinzman és mtsai., 2014). Ehhez eloszor a MABP
adatsort leskalaztuk 0,33 Hz-re, hogy egyezzen a CBF mintavételezési frekvenciaval. Ezt
kovetéen a MABP és a CBF értékeket, S-pontos atlag simitas utan (15 mp-es ablak; mean
smooth), 5 perces (300 s) szakaszokra bontottuk, amiken Pearson (r) keresztkorrelaciokat
szamoltunk. Klinikai tanulmanyokbol tudjuk, hogy az aramlasi autoregulacié intaktnak
tekinthet6 ha az rCBFx kisebb, mint 0,3 (Zweifel és mtsai., 2008).

Annak érdekében, hogy az egyedi CBF valtozasokat egységesen vizsgalni tudjuk minden
felvételre meghataroztunk egy aramlasvaltozasi-zonat (teljes mérésre vonatkoztatott atlag = 1,5
stdev), amin beliil a CBF ingadozast normalisnak tekintettiink. A jelfeldolgozasbdl fakadod
inherens zaj, valamint az egerekben jelentds spontan vazomotor aktivitasnak koszonhetden az
alap CBF észrevehetden fluktualt. Az ebbdl fakado fals eredményeket véletleniil sem akartuk
bevonni az elemzésbe, ezért csak a lassabb komponensii valtozasokra fokuszaltunk. Ennek
eredményeként, azokat a szakaszokat értékeltiik egyedi aramlasvaltozasnak, amikor a CBF
értékek legalabb 15 mp-ig (5 egymast kovetd érték) a normal zonan kiviil estek. Egy tovabbi
kritérium volt, hogy az egyedi aramlasvaltozas ideje alatt az rCBFx atlaga ne haladja meg a 0,3
hatarértéket. Ekkor ugyanis a CBF ingadozas nem fiiggetlenithetd a szisztémas vérnyomas
valtozasatol (Hinzman és mtsai., 2014), ezért az ilyen eseményeket kihagytuk az elemzésbol.
Ha a CBF a kiiszobérték ala csokkent (atlag -1,5 stdev) hipoémias aramlasesésnek, ha a
kiiszobérték folé emelkedett (atlag +1,5 stdev) hiperémias aramlas novekedésnek tekintettiik,
¢és tovabbi analizisnek vetettiik ald. A tovabbiakban a két eseményt egymastol fliggetleniil
vizsgaltuk. Minden egyedi CBF eseményre kiszdmoltuk a CBF atlagtol valo eltérés maximumat
(%), a kiiszob atlépésének hosszat (s), valamint a gorbe alatti teriiletét (% * s)(13. abra; jobb

fels6 panel).
4.5 Statisztikai elemzés

Adataink eloszlasat a Shapiro-Wilk és Kolmogorov-Szmirnov normalitas tesztekkel, a szorasok
homogenitasat Levene probaval vizsgaltuk. Az outlier értékeket Grubbs-féle teszttel szlirtiik.
Adatainkat vonal- és oszlopdiagrammal vagy doboz abraval szemléltettik. A vonal- és
oszlopdiagramokon az atlagot és az atlag egyszeres szorasat (1 x stdev), a doboz abrakon az

adatok medianjat, az interkvartilis terjedelmet és a sz¢éls6 értékeket abrazoltuk.

A magatartas vizsgalatok soran a tobbszords Osszehasonlitast egyenld variancia esetén
egyszempontos variancia analizissel (ANOVA), Tukey és Dunett ,,post hoc” probaval

végeztiik. A variancia inhomogenitasa esetén Welch egyszempontos ANOVA-t alkalmaztunk,
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Games-Howell ,,post hoc” vizsgalattal. A lokomotoros paraméterek kapcsoltsiga miatt a

mozgasi aktivitas kiértékelésére multivarans variancia analizist (MANOVA) alkalmaztunk.

A szdvettani metszeteken a c-Fos* sejtek szamanak Osszehasonlitasat lineéris kevert modellel
(GLMM) végeztiik. Modelliinkbe az egyes egerek hatasat véletlenszer(i hatasként, a kezelést

pedig fix hatasként épitettiik be.

A vérnyomas-valtozasok vizsgalatanak ismételt mérésen alapuld Gsszehasonlitdsdhoz kevert
variancia analizist alkalmaztunk (mixed-ANOVA). Csoporton beliili valtozoként az idot,
csoportok kozotti valtozoként a kezelést megadva, 30 perces szakaszokbol készitett vérnyomas
atlagokat vizsgalva. A CBF-bdl szarmaztatott adatokat Welch t-probaval vizsgaltuk, az elsé

faju hiba Bonferroni korrekcioja mellett. A korrel4cids analizis Pearson-féle teszten alapult.

A statisztikai szamitasokhoz az SPSS (IBM, SPSS Statistics for Windows, Version 22)
programot és a MATLAB (The MathWorks Inc, R2013a) beépitett statisztikai funkciodit
alkalmaztuk. Az adatok abrazolasa a SigmaPlot (Systat, SigmaPlot for Windows, Version 12.5)
¢s a MATLAB (The MathWorks Inc, R2013a) programokkal késziiltek.
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5. Kisérletekben valo részvétel

Az allatok gondozasat, kézhez szoktatasat, valamint a magatartas kisérletek kivitelezését Bodog
Zita Tinde és Gyengéné Ruszka Marian segitette. A szovettani vizsgalatoknal az
immunhisztokémiai eljaras kivitelezésében és az eredmények kiértékelésében Dr. Gellért
Levente, Herédi Judit és Bodog Zita Tiinde segitettek. Az immunhisztokémiai felvételek
kiértékeléséhez a MATLAB programot Holczer Istvan és Dr. Gellért Levente készitette. Az
artérias kozépvérnyomas és az agyi vérataramlas méréseket Dr. Menyhart Akos segitette. Az

adatok kiértékeléséhez készitett MATLAB program megirasat Puskas Tamas segitette.
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6. Eredmények

6.1 A Kkiilonb6z6 dozisu L-KYNs kezelés viselkedésre gyakorolt hatasai

A forditott ciklusu allatok aktiv periodusa a kisérleti idoszakra esik. Ennek ellenére az
L-KYNs-tal kezelt allatok a kezelést kovetden bagyadtak voltak, illetve esetenként a tesztek
megkezdéséig a ketrecben aludtak. A dozis nodvelésével ez a hatds egyre intenzivebben

jelentkezett. A PB-al kezelt kontroll csoportokban nem tapasztaltunk hasonlot.

6.1.1 Lokomotoros exploracios aktivitas (OF)

A teszt 8 perc szabad mozgasbdl allt, ami alatt az allatok lokomotoros aktivitasat vizsgaltuk. A
kontroll allatok atlagosan 9,58 + 1,1 cm/s sebességgel mozogtak és a rendelkezésre allo id6 28
+ 10%-4t horizontalis mozgas nélkiil t61tottek (immobilitds). Ennek kovetkeztében atlagosan
3390 + 630 cm hosszi utat tettek meg. Az egyes paraméterek a kiilonb6zé kontroll
allatcsoportok esetében kisebb-nagyobb mértékben eltértek egymastol, ezért minden
L-KYNs-tal kezelt allatcsoportot az azonos napon vizsgalt kontrollhoz viszonyitottunk. Az
eltér6 dozissal kezelt csoportok Osszehasonlitasa érdekében az egyes kezelt- és

kontrollcsoportok kozotti eltérést szazalékos értékként is Kifejeztiik, majd abrazoltuk (7. abra).

Az alacsonyabb dézisu kezelések (25 mg, 50 mg) statisztikai Gsszehasonlitasa soran egyik
vizsgalati paraméter esetében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll csoportokhoz
viszonyitva. Az egyszempontos MANOVA vizsgalat a 100 mg/ttkg L-KY Ns kezelésre, viszont
mar szignifikans csoporthatast jelzett (Pillai’s trace = 0,419, F3, 14y = 3,372 , p = 0,049). Az
allatok lassabban mozogtak (p = 0,035), tovabb voltak immobilisak (p = 0,013), és kevesebb
utat tettek meg (p = 0,023) mint a kontroll csoport egyedei. A 200 mg/ttkg dozissal tortént
kezelés mozgasra gyakorolt hatasa szintén szignifikans volt (Pillai’s trace = 0,739, F@, 13) =
12,29, p < 0,001). Erdekes modon ez a kiilonbség csak a horizontalis mozgassal toltott id6
csokkenésén jelentkezett, tehat az allatok immobilitasa szignifikans mértékben fokozodott (p
= 0,049). A legmarkansabb kiilonbségeket a 300 mg/ttkg L-KYNSs kezelés elemzése soran
tapasztaltuk (Pillai’s trace = 0,93, F(3, 15) = 66,1, p < 0,001). Az allatok gyorsabban mozogtak
(p < 0,001) ugyanakkor kevesebb idét toltottek mozgassal, igy az immobilitas ideje ezeknél is
megemelkedett (p = 0,016). Ennek kovetkeztében kozel hasonld mennyiségii utat tettek meg,

mint a kontroll csoport.
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Egyediil a 300 mg/ttkg L-KYNs-tal kezelt csoportnal figyeltik meg, hogy az allatok
mozgasmintazata észrevehetden torzult. Az allatok mozgasaban két jol elkiilonithetd fazis
latszodott. Az egyik fazist stiri hirtelen irdnyvaltoztatasokkal jellemezhetd gyors mozgas, mig
a masikat akadozo sztereotip mozgas és tartos mozdulatlansag jellemezett. A két fazis latszolag

véletlenszerlien valtakozott.
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7. abra. Az L-KYNs kezelés dozisfiiggo hatasa a C57B1/6j egér torzs lokomotoros exploracids aktivitasara
a kontroll csoporthoz képesti relativ valtozasként abrazolva. (A) A kiilonb6z6 dézissal kezelt csoportok
mozgasi sebessége lathatd a kontroll csoportokhoz viszonyitott szazalékos eltérésként megjelenitve. A 100
mg/ttkg dozissal kezelt egerek szignifikansan lassabban mozogtak a kontroll csoporthoz képes, a 300 mg/ttkg
dozissal kezeltek pedig szignifikansan gyorsabbak voltak. (B) A kiilonbozé dozissal kezelt csoportok
kontrollhoz viszonyitott immobilitasanak szazalékos eltérése lathatd. A 100 mg/ttkg dozisu kezeléstdl kezdve
mindegyik csoportnal szignifikansan nétt az allatok immobilitasa a kontroll csoportokhoz viszonyitva. (C) A
kiilonbdz6 dozissal kezelt csoportok altal megtett it mennyisége lathaté a kontrollhoz viszonyitott szazalékos
valtozasként abrazolva. Egyediil a 100 mg/ttkg dozissal kezelt egerek tettek szignifikansan kevesebb utat meg
a kontroll egerekhez képest. Az abran az adatok atlagat és szorasat (stdev) jelenitettik meg (MANOVA,
p*<0,05; p***<0,001; n = 9-10/csoport).

Az eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az L-KYNSs kezelésre a dozis novekedésével nem
linearisan valtozo hatas volt megfigyelhetd, ami a 100 mg/ttkg kezelésnél latvanyosan atfordult.

Az allatok az alacsonyabb dozisu kezelések kovetkezményeként hipoaktivitast, mig a 100
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mg/ttkg dozis felett hiperaktivitast mutattak. A legmarkansabb lokomotoros aktivitasbeli

eltérést pedig a 300 mg/ttkg-al kezelt csoport esetén tapasztaltuk.
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6.1.2 Epizodikus memoria teljesitmény (NOR)

Az 1j targy felismerés teszttel az allatok epizodikus memoria teljesitményét vizsgaltuk. Az
elére felallitott kritériumoknak megfelelden az adatelemzés soran: a kontrollcsoportbdl 2 db, a
25 és 100 mg-os csoportbdl 1-1 db, a 100 mg-os csoportbdl pedig 2 db egeret kizartunk az

elemzésbol.

A minta szakasz soran mindegyik allatcsoport kozel ugyanannyi id6 toltott a két azonos targy
felfedezésével, ahogy az a DI alapjan latszik (8. abra A panel). A felismerési szakaszban
egyediil a kontroll és a 25 mg/ttkg L-KY Ns-tal kezelt allatok foglalkoztak t6bb ideig az 0j targy
felfedezésével mint a régivel, ahogy az a targyfelismerési memoria teljesitményen alapulé DI
értékek valtozasan is jol kovethetd (8. abra; A panel). A minta és a felismerési szakaszok paros-t
probaval torténd Osszehasonlitdsa soran a kontroll csoportnal (tg) = -3,282, p = 0,01) és a 25
mg/ttkg kezelt csoportnal (tg) = -3,13, p = 0,012) szignfikans fokozodas mutatkozott. A 100
mg/ttkg és 300 mg/ttkg L-KYNs-tal kezelt csoportoknal az allatok nem tettek kiilonbséget a
régi és az Uj targy kozott. Az allatok ugyanis mindkét szakaszban kozel hasonl6 id6t toltottek a
targyak felfedezésével (8. abra A panel). Az egyes fazisok csoportok kozotti variancia
analizisen (ANOVA) alapul6 0sszehasonlitasa szignifikans csoporthatast jelzett a felismerési
szakasz soran (F@34 = 3,93, p = 0,016). A csoportok kozotti Games-Howell ,,post hoc”
vizsgalat szignifikans kiilonbséget mutatott a 100 mg/ttkg és a kontroll kozott (p = 0,047),
valamint a jelent6s kiilonbséget a 300 mg/ttkg és a kontroll kozott (p = 0,074).

A Diszkriminacios Teljesitmény (DIx) 6sszehasonlitasa szintén jol mutatja, hogy a 100 mg/ttkg
¢s a 300 mg/ttkg dozisu kezelés beavatkozott a targyfelismerési memoridba és rontotta az
allatok teljesitményét (8. dbra B panel). A csoportok kozotti Gsszehasonlitais (ANOVA)
szignifikans csoporthatast jelzett (F34) = 4,414, p = 0,01). A Dunett féle ,,post hoc” vizsgalat
soran a kiilonb6zo6 kezelt csoportokat viszonyitottuk a kontrollcsoporthoz. A 25 mg-al kezelt
csoport nem kiilonbozott, ellenben a 100 mg-os csoport (p = 0,036) és a 300 mg-0s csoport (p

=0,021) is szignifikans mértékii eltérést tantsitott.

Az eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a nagyobb dézisti L-KYNs kezelések (100

mg/ttkg; 300 mg/ttkg) rontottak az egerek targyfelismerési meméria teljesitményét.
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8. abra. Az L-KYNs kezelés dozisfiiggé hatiasa a CS57Bl/6j egér torzs, diszkriminaciés index (DI) és
diszkriminaciés teljesitmény (DIx) segitségével jellemezett, targy felismerési epizodikus memoriara. (A)
A kiilonb6z6 dozissal kezelt csoportok DI valtozésa lathaté a minta és a felismerési szakaszok soran. A két
szakasz DI értékeinek dsszehasonlitasa soran a kontroll és a 25 mg/ttkg dézissal kezelt csoportoknal szignifikans
fokozddas volt megfigyelhet. A felismerési szakaszok Osszehasonlitasakor a 100 mg és a 300 mg csoport
mutatott kiilonbséget a kontroll csoport teljesitményéhez képest. (B) A diszkriminacids teljesitmény
Osszehasonlitasa a kiilonb6z6 dozissal kezelt csoportok kdzott. A kontrollhoz viszonyitva a 100 mg és a 300 mg
dozissal kezelt csoportok mutattak szignifikans kiilonbséget. Az abran az adatok atlagat és szorasat (stdev)
jelenitettiik meg (paros t-proba, p*<0,05; p**<0,01; ANOVA p$ és p#<0,05; n = 10-12/csoport).
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6.1.3 Szorongassal kapcsolatos viselkedés (EPM)

Az ¢jszakai ¢letmoddot folytatd ragesalok Osztondsen keriilik a nyilt, er6sen megvilagitott
teriileteket. Az EPM teszttel azt vizsgaltuk, hogy az egerek mennyi id6t toltenek a harom
kiilonb6z6 megvilagitottsagn és fedettségli térrész (nyitott, koztes, zart) kozott, valamint azt,
hogy hany alkalommal valtanak helyszint a rendelkezésre all6 id6 alatt (9. abra A2 panel). A
szakirodalom alapjan a kevésbé szorongd egyedek tobb id6t toltenek az averziv nyitott

karokban, és tobbszor latogatjak azokat (Walf és Frye, 2007).

A kontroll allatok atlagosan 12 + 3 alkalommal Iéptek ki az EPM erdsen megvilagitott, nyilt
folyosoira és a rendelkezésre allo id6 (300 s) 15 + 7%-at (~45 s) toltotték a nyitott karok
ideje, és csokkent a zart karoké (9. abra Al panel). Tekintettel a variancia nyilvanvalo
kiilonbozdségére [Levene teszt szignifikans a zart (p = 0,02) és a nyitott (p = 0,021) karokra
egyarant], a csoportok kozotti Osszhatas vizsgalatdira Welch egyszempontos ANOVA-t
alkalmaztunk. A zart karokban tolt6tt id6 Gsszehasonlitasa soran a csoporthatas szignifikans
volt (Fi19) = 6,257, p = 0,004). A csoportok kozotti Games-Howel ,,post hoc” vizsgalat pedig
(a viszonylag alacsony elemszdm mellett is) rendkiviil erds szignifikéns kiilonbséget jelzett a
kontroll és a 300 mg/ttkg-mal kezelt csoportok kozott (p = 0,002). A nyitott karokban toltott
id6 Osszehasonlitasa soran a csoporthatas szintén szignifikans volt (F19) = 3,564, p = 0,034).
A csoportok kozotti Games-Howel ,,post hoc” vizsgalat, ismét szignifikdns kiilonbséget jelzett
a kontroll és a 300 mg/ttkg-mal kezelt csoportok kozott (p = 0,019). Ezek alapjan elmondhato,
hogy a 300 mg/ttkg-mal kezelt allatok kevesebb id6t toltottek a zart karokon és inkabb a nyitott
karokat latogattak. Ezt tovabb erdsiti a nyilt karokra valo kilépések szdmanak 6sszehasonlitasa,
mely vizsgalat szintén szignifikans csoporthatast eredményezett (F, 36 = 10,68, p < 0,001) (9.
abra B panel). A csoportok kozotti Tukey ,,post hoc” vizsgalat felfedte, hogy a 300 mg/ttkg
L-KYNs-tal kezelt allatcsoportndl a kilépések szdma az Osszes tobbi csoporthoz képest

szignifikansan magasabb volt (p < 0,001 vs kontroll; p = 0,003 vs 25 mg; p = 0,006 vs 100 mg).
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9. abra. Az L-KYNs kezelés dozisfiiggé hatasa a C57Bl/6j egér torzs szorongassal kapcsolatos
viselkedésére. (Al) Az EPM nyitott és zart folyosoin eltoltott szdzalékos id6 Osszehasonlitisa lathato a
kiilonboz6 dozissal kezelt csoportok kozott. A dozis fokozatos novekedésével aranyosan né a nyilt karokon
eltoltott id6 és csokken a zarton, ez a hatas a legnagyobb dozist kezelésnél valik szignifikanssa. (A2) Az abra
az EPM kiilonb6z6 folyosoit szemlélteti. (B) Az EPM nyilt folyosaira valo kilépések mennyiségének szamszer(i
Osszehasonlitasa a kiilonbozé L-KYNs-tal kezelt csoportok kdzott. A legmagasabb dézissal kezelt csoport,
mindegyik csoporttol szignifikdnsan eltért, ugyanis az allatok tobbszor latogattak az apparatus nyilt folyosoit.
Az abran az adatok atlagat és szorasat (stdev) jelenitettik meg (Welch ANOVA, p*<0,05; p**<0,01; és
p***<0,001 vs. Kontroll; p*<0,01 vs. 25mg; p**<0,01 vs. 100mg; n = 10-12/csoport).

Az L-KYNs kezelés dozisfiiggé6 modon csokkentette az allatok szorongasat, am ez a hatas

egyediil a 300 mg/ttkg csoport esetében volt szignifikans.
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6.2 Az L-KYNs kezelés c-Fos fehérje kifejezdésre gyakorolt hatasai

Annak érdekében, hogy felmérhessiik az L-K'YNs kezelés okoz-e valtozast az alap c-Fos fehérje

expresszios szintben, fluoreszcens immunhisztokémiai modszerrel jeloltiik a c-Fos-t kifejezé

sejteket, azokban az agyi régiokban, amik a magatartas vizsgalatokkal 0sszefiiggésbe hozhatok

(n = 10/csoport, allatonként 5-5 metszet). Az L-KYNs-kezelés olyan dozisat valasztottuk, ami

a vizsgalt magtartds tesztek mindegyikében markans eltérést mutatott (300 mg/ttkg).

Vizsgalodasunk célteriileteként pedig a térbeli tajékozodassal és tanulassal szorosan

kapcsolatba hozhaté hippokampusz CALl régiot, valamint a lokomotoros aktivitas

szabalyozasaban kulcsfontossag dorzalis stridtum teriiletet valasztottuk. Azokat a régiokat,

ahol a sejtszamolast végeztiik a 10. abra és 11. abra A panelei jelolik.

6.2.1 A hippokampusz CA1 régioban

Intenziv sejtmagi c-Fos-immunopozitivitas figyelheté meg a CAl piramis sejtek rétegében,

ahol jelent6s szamu c-Fos fehérjét kifejezo sejt latszodik (10. abra B panel fels6 rész). A kezelt

csoportban a c-Fos* sejtek szama szignifikans mértékben kevesebb volt a kontrollcsoporthoz
képest (F(1,83) = 6,501; p = 0,013) (10. abra B panel alsé rész és C panel).
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10. abra. A nagy dézisi L-KYNs
kezelés hatasa a C57Bl/6j egér torzs
hippokampusz CA1l régidjaban
talalhato c-Fos* sejtek mennyiségére.
(A) A koronalis sikban készitett
sematikus kép a C57BI/6 egér dorzalis
hippokampuszanak egy részét mutatja.
A piros téglalap (500 x 140 um) a
CAl-es région belill azt a teriiletet
jeloli, ahol a sejtszamolast végeztiik.
(B) A reprezentativ fotomikroszkopias
felvételeken egy kontroll (felsé panel)
és egy L-KYNs-tal (also panel) kezelt
egér CAl-es régiodja lathatd, c-Fos
immunofestést kovetden. A c-Fos jelolt
sejtek piros pontokként latszodnak. Jol
megfigyelhetd, hogy a kontroll allatnal
lényegesen tobb jelolt sejt kiilonithetd
el, mint a kezeltnél. A fehér skala 50
um hossziisagot mutat. (C) A doboz
abran a sejtszamolas eredményeit
tekinthetjik meg. Az L-KYNs-tal
kezelt  csoportban  szignifikansan
kevesebb c-Fos™ sejtet szamoltunk,
mint a kontrollban. Az abran az adatok
medidnjat, interkvartilis terjedelmét és
sz¢€Is6 értékeit (minimum/maximum)
jelenitettiik meg. (GLMM, *p < 0.05;
n = 10/csoport; allatonként 5-5
metszet).



6.2.2 A dorzalis striatum teriiletén

A 11. abra B panelén lathatd vilagitoé piros pontok a c-Fos-t expresszalo sejteket jelolik. A
kontrollcsoportban a c-Fos™ sejtek a dorzalis stridtum egészén nagy szamban lathatok (11. abra
B panel felsd rész). Ehhez képest az L-KYNs kezelt csoportban a c-Fos* sejtek szama
szignifikans mértékben alacsonyabb (F(1, g3)= 12,701; p = 0.001) (11. abra C panel), és azok

elhelyezkedése is erdsen sporadikus (11. abra B panel also rész).
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11. abra. A nagy dézisi L-KYNs kezelés hatasa a CS57Bl/6] egér torzs dorzalis stridtumaban talalhaté
c-Fos* sejtek mennyiségére. (A) A koronalis sikban készitett sematikus kép a C57Bl/6 egér torzs dorzalis
striatumat jeleniti meg. A piros vonallal hatarolt rész azt a teriiletet jeloli, ahol a sejtszamolast végeztiik. (B) A
reprezentativ fotomikroszkopias felvételeken egy kontroll (fels6 panel) és egy L-KYNs-tal kezelt egér (alsd
panel) dorzalis stridtuma lathatd, c-Fos immunofestést kovetden. A c-Fos-jeldlt sejtek aprd piros pontokként
latszanak. Jol lathato, hogy a c-Fos* sejtek a latotérben sporadikusan oszlanak el, valamint a kontroll egérben
lényegesen tobb van bel6liik. A fehér vonal 200 pm hosszisagot mutat. (C) A doboz abran a sejtszamolas
eredményeit tekinthetjik meg. Az L-KYNs-tal kezelt csoportban szignifikansan kevesebb c-Fos* sejtet
szamoltunk, mint a kontrollban. Az &bran az adatok medidnjat, interkvartilis terjedelmét és szélsé értékeit
(minimum/maximum) jelenitettik meg. (GLMM, ***p < 0.05; n = 10/csoport, allatonként 5-5 metszet).

Az eredményeink alapjan Kijelenthetjiik, hogy az L-KYNs-kezelés szignifikans

mértékben csokkentette a c-Fos* idegsejtek szamat mindkét vizsgalt agyi régiéban.
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6.3 Az L-KYNs kezelés vérkeringésre gyakorolt hatasai

A mérés soran az altatds fenntartasdhoz mindkét csoport esetében 0,9 + 0,2% izofluran

altatogazt alkalmaztunk. Az altatas potencirozasaban a csoportok kozott nem volt kiilonbség.

6.3.1 Az artérias kozépvérnyomas (MABP) valtozasa

A MABP mindkét allatcsoportban az egész mérés soran egyenletes és stabil volt (12. abra A
panel). A teljes mérésre kifejezett atlagok a kontrollcsoport esetében 69,46 + 4,24 Hgmm, az
L-KYNs-tal kezelt csoportnal pedig 72,99 + 5,63 Hgmm volt (12. abra B panel). Az atlagok
statisztikai 6sszehasonlitdsa nem mutatott kiillonbséget a két csoport kozott (tas) = -1,41, p =
0,18). Habar a kezdeti vérnyomas a kezelt csoportban enyhén emelkedettebb volt, az idésorok

részletesebb Osszehasonlitasa sordn, a csoporton beliili és csoportok kozotti események nem

kiilonboztek egymastol.

Ezek alapjan kijelenthetjik, hogy a 300 mg/ttkg L-KYNs kezelés az artérias

kozépvérnyomast jelentosen (szignifikansan) nem befolyasolta.
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12. abra. Az L-KYNs kezelés hatasa az artérias kozépvérnyomasra. (A) A vonaldiagrammon a kontroll
(fekete) és az L-KYNs-tal kezelt (piros) csoportok artérias kozépvérnyomas (MABP) értékeinek valtozasa
lathato a teljes mérésre feltiintetve. Az adatok a csoportok atlagat +/- szorasat jelolik. Az x tengely feletti
jelolések (alapvonal, I, II, 111, IV, V) az ismételt méréses kevert ANOVA vizsgalathoz kijelolt szakaszokat
mutatjak. A vertikalis pontozott vonal az anyagbeadast jeloli. (B) A teljes felvételb6l szamolt MABP
Osszehasonlitasa a kontroll és a kezelt csoportok kozott. A statisztikai vizsgalat alapjan nem volt kiilonbség a
vizsgalt csoportatlagok kozott. Az abran az adatok atlagat és szordsat (stdev) jelenitettiik meg (ismételt méréses
mixed-ANOVA és fliggetlen t-proba; n = 8/csoport).
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6.3.2 Az agykérgi vérataramlas (CBF) valtozasa

A bal és jobb agyféltekérdl szarmazéd %-0s CBF értékek Osszehasonlitdsa soran erds pozitiv
korrelacié mutatkozott (r > 0,95***), ezért a két oldalrol szarmazé értékeket allatonként

atlagoltuk, és egy adatként kezeltiik.

A CBF aramlasvaltozasok | Hipoperfazios tranziens Hiperémias tranziens
el6fordulasa KONTROLL KONTROLL | L-KYNs

Allatesoportokon beliil 6/8 8/8 4/8 1/8
Allatonként 0-6 1-2 0-1 0-2
Osszesen 18 12 4 2

1. tablazat. Az egyedi CBF aramlasvaltozasok el6fordulasi gyakorisaga az egyes Kkisérleti csoportok
kozott.

Az 0Osszehasonlithatosag szempontjabol elégtelen mennyiségli hiperémias aramlasvaltozast
detektaltunk (1. tablazat), ezért azok Gsszehasonlitasat nem végeztiik. A kontrollcsoportban a
CBF csokkenések véletlenszertien jelentkeztek. Ezzel szemben a kezelt allatok mindegyikénél
lattunk aramlas csokkenéseket (1. tablazat) az anyag beadasat koveté 60-120 perchen. Az
L-KYNs-tal kezelt csoportban ez az aramlasvaltozas minden vizsgalt paraméter alapjan
szignifikans mértékben nagyobb volt, mint a kontrollcsoportban (13. abra). Ennek megfeleléen
az atlagtol valo eltérés fokozottabb volt a kezelt csoportban (-22,16 + 5,9%), mint a kontrollban
(-12,74 £ 2,6%), tusor = 5,18, p < 0,001 (13. abra A panel). Az aramlasesés tovabb tartott a
kezelt csoportban (6,5 + 3,2 perc), mint a kontrollban (2,1 + 1,2 perc), tu1,55 = -4,20, p = 0,003
(13. ébra B panel). Raadasul a CBF-esés méretét jellemzO gorbe alatti teriilet szintén
terjedelmesebb volt a kezelt csoportban (5348 + 2350% x s), mint a kontrollban (1199 + 580%
X S), t9,69) =-5,48, p < 0,001 (13. abra C panel).

Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a 300 mg/ttkg L-KYNs-kezelés szignifikans mértékii

hipoémias CBF csokkenéseket 0kozott az egér parietalis agykérgi vérataramlasaban.
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13. abra. A hipoperfiziés aramlas valtozasok kvantitativ 6sszehasonlitisa az L-KYNs és a kontroll
csoportok kozott. (A) A hipoperfuzids tranziensek maximalis amplitudoéjanak csoportok kozotti
Osszehasonlitasa lathat6. Az L-KYNSs Kezelt csoportban szignifikansan nagyobb volt a relativ &ramlascsokkenés
amplituddja, mint a kontrollban. (B) A hipoperfuzios tranziensek kiiszobatlépési idejének csoportok kozotti
Osszehasonlitasa lathato. Az L-KYNs kezelt csoportban a CBF csokkenés szignifikansan tovabb tartott, mint a
kontrollban. (C) A hipoperfiziés tranziensek gorbe alatti teriiletének csoportok kozotti Gsszehasonlitasa
lathato. Az L-KYNs kezelt csoportban szignifikdnsan nagyobb volt az aramlascsékkenés gorbe alatti teriilete,
mint a kontrollban. Az abran az adatok atlagat és szorasat (stdev) jelenitettilk meg (Welch t-proba Bonferroni
korrekcioval, p*<0,05; p***<0,001, n = 8/csoport).
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7. Megbeszélés

A KYNA vér-agy gat penetrancidja rendkiviil Kis hatasfoka, ugyanis azon csak passziv
diffazioval képes atjutni (Fukui és mtsai., 1991). Ezért az agyi KYNA-szint fokozodas kdzponti
idegrendszeri hatdsainak vizsgédlatdhoz kozvetett farmakoldgiai megkozelitést érdemes
alkalmazni. Erre szamos lehet6ség adott, melyek koziil az altalunk valasztott eléanyag-adagolas
egy jol bevalt, széleskorben hasznalt mddszer (Schwarcz és mtsai., 2012; Vécsei és mtsai.,
2013). Ennek lényege, hogy a KYNA helyett, annak kdzvetlen eléanyagat, a jo vér-agy gat
permeabilitassal rendelkez6 L-KYN-t juttatjuk be a szervezetbe. Miutan az L-KYN a
vérkeringésbdl az agyba szallitodik, az agy magas KAT-enzim aktivitasanak koszonhet6en,
elsésorban KYNA-va alakul. Preklinikai tanulmanyok sora igazolta, hogy az L-KYN periférias
adagolasaval dozisfiiggé modon novelhetd az agyi KYNA-szint (Alexander és mtsai., 2012;
Scharfman és mtsai., 2000; Swartz és mtsai., 1990; Wu és mtsai., 2000; Zmarowski és mtsai.,
2009). Patkanykisérletekbdl szintén jol ismert adat, hogy az L-KYN i.p. adasat kovetéen az
agyi KYNA-koncentracio novekedés maximuma 2 ora elteltével jelentkezik (Swartz és mtsai.,
1990). Kisérleteinket ehhez mérten ugy iddzitettiik, hogy a periférias L-KYNs-adminisztracio
¢s az anyaghatas-vizsgalat kozott pontosan 2 ora teljen el. Az L-KYN adagolast kdvetden
természetesen a kinurenin utvonalon keletkez6 egyéb neuroaktiv metabolitok (3-HK, QUIN)
kismértékii fokozodasa is megtorténhet. Ugyanakkor, ezek aranya a fiziologiailag intakt agyban
— a vizsgalt 2 6ras idéablakon beliil — a KYNA-szint valtozashoz képest elenyész6 (Guidetti €s
mtsai., 1995). Az agyban ugyanis a QUIN és a 3-HK f6 forrasa az aktivalodott mikroglia,
valamint a gyulladds soran infiltrdlodd makrofag (Guillemin és mtsai., 2005a; Wonodi és
Schwarcz, 2010). Kisérleteinket egészséges feln6tt allatokon végeztiik, ahol gyulladas nem
befolyasolta a kisérlet menetét. Ennek fiiggvényében tehat, a perifériara bevitt L-KYN atjutva
a vér-agy gaton felhalmozddik az agyban, ahol rovid id6n beliil teliti az alacsony katabolikus
aktivitassal rendelkez6 KMO enzimet, aminek kovetkeztében a Kinurenin metabolizmus a
KYNA de novo szintézis iranyaba tolodik el (Guillemin és mtsai., 2001). Természetesen az
L-KYN a periférias szervekben is metabolizalodik, ahol atalakulhat 3-HK-né, ami
visszakeriilve a vérkeringésbe szintén képes atjutni a vér-agy gaton. Az agyba szallitodott 3-HK
pedig mar kivalo eldanyag a QUIN szintézishez. Ugyanakkor ehhez a folyamathoz 2 6éranal
Iényegesen tobb idére van sziikség (Foster €s mtsai., 1986; Fukui és mtsai., 1991; Guidetti és

mtsai., 1995).
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Kiilon emlitést érdemel az AHR receptor, aminek az L-KYN kozvetlen ligandja. Igy az
L-KYNs adagolast kovetéen nem zarhatdo ki, hogy AHR receptor az L-KYN hatésara
kozvetleniil aktivalodik. Ugyanakkor a receptornak a KYNA is agonistaja. A vizsgalt 2 oras
id6ablakban a KYNA szintje mind a periférian, mind a kozponti idegrendszerben jelentds
mértékben emelkedik. Ezért ha a vizsgalt paramétereket befolyasolja is az AHR aktivalas, ez a

hatas nem kiilonitheto el a két metabolit kozott.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a Kisérleteinkhez megvalasztott rovid idéablak (2
ora), a perifériara bélusban bejuttatott L-KYNs, valamint a gyulladasos folyamatoktél
mentes egészséges felnott allatmodell, mind a KYNA eléallitasnak kedvezett. Ugyan nem
zarhato ki a 3-HK és QUIN esetleges befolyasa, sem az L-KYN kozvetlen hatdsa az AHR
receptoron. Ezek szerepe viszont eclhanyagolhatd a KYNA-szint fokozodassal jaro
neuromodulatoros hatasok mellett. A tapasztalt viselkedési, szovettani és Kkeringési

hatasokat ezért a KYNA koncentracio valtozassal magyarazhatjuk.
7.1 Viselkedésvaltozasok

A kisérleteinket forditott ciklust allatokon végeztiik. Jobb teljesitményt nyuajtanak ugyanis azok
az allatok, amelyek aktiv periodusa a viselkedésteszt kivitelezésével egybe esik (Kopp és
mtsai., 1998). A kiegyenstlyozottabb teljesitménynek kdszonheten lényegesen csokkenthetd
a csoporton belilli variancia, ezzel pedig egy farmakologiai beavatkozas hatasa jobban

kovethetoveé valik.

KYNA az 6sszetett receptorhatasainak koszonhetden valtozatos modon befolyasolta az egerek
mozgasi aktivitasat, epizodikus targyfelismerési memoria teljesitményét és szorongassal
kapcsolatos viselkedését. A megfigyelheté hatasok az L-KYNs dozis fokozasaval sokszor nem
linearis kapcsolatban alltak. Az eredményeink alapjan azonban nem lehet a dozis ndvekedés és
a megfigyelt viselkedésvaltozasok hatterében zajlé folyamatok viszonyardl messze mend
kovetkeztetéseket levonni. Annak ellenére sem, hogy igen vonzo lenne a KYNA-val
kapcsolatban mar ismertetett  valtozatos receptor-affinitasbeli  hatasok, ¢és a
KYNA-koncentracio fokozodasra megjelend egyre intenzivebbé vald viselkedéstorzulasok
kozotti parhuzam feltételezése. Ennek megfelelden feltételezhetnénk, hogy alacsonyabb
koncentracioban foként az a7nACh receptor é¢s a GPR35 érintett, mig a dozis emelésével egy
egyre kifejezettebb NMDA-receptor modulacio, illetve egyéb aspecifikus receptor hatasok
érvényesiilésének viselkedési kovetkezményeit latjuk. Ugyanakkor addig, amig a C57BI/6 egér

torzsben nem ismerjiik pontosan, hogy a periférias L-KYNs kezelésre milyen mértéki
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régiospecifikus KYNA-szint fokozodas kovetkezik be, valamint ez a koncentraciovaltozas in
vivo az adott agyi régioban miként befolyasolja a neuralis halozati miikodést, minden erre

iranyul6 kovetkeztetés csak spekulacio maradhat.

7.1.1 Lokomotoros exploracios aktivitas

Az alacsonyabb dozist szisztémas L-KYNs kezelésnél ugyan mar latszodott tendencidzus
valtozas, a lokomotoros aktivitds mérsékl6 hatas azonban csak a 100 mg/ttkg koncentraciojt
kezelésnél valt szignifikdnssa. Az eredményeink az irodalmi adatokkal jol korrelalnak.
Patkanyokon végzett korabbi mérések alkalmaval tobbszor kimutattak, hogy az egyszeri
L-KYN kezelés (100 mg/ttkg) szignifikdins mdodon csokkenti a nyilt porond tesztben az
exploracios aktivitast, ami foként a horizontalis mozgas mérsékldédésén keresztiil mutatkozott
(Chess és mtsai., 2007; Vécsei és Beal, 1990). E kisérleteket a KYNA intracerebroventrikularis
adagolasa mellett is reprodukaltak. Ekkor a KYNA-koncentracio noveléssel aranyos
dozisfliggd mozgasi aktivitas-csokkenést, valamint a sztereotip mozgasok, mint a tartds
mozdulatlansag, fokozodasat figyelték meg (Vécsei és Beal, 1991). A magasabb koncentracidju
kezelések hatasara az allatok mozgasmintazatanak teljes megvaltozasat tapasztaltuk.
Egyrészrol a kisebb dozist kezelésekhez hasonloan az allatok mozgasa szakaszossa valt, mely
soran valtozo ideig sztereotip mozdulatlansag volt megfigyelhetd (Fiiggelékek 1. abra B panel).
Masrészr6l a sztereotip mozgassal tarkitott lassu fazist stir(i, hirtelen iranyvaltoztatasokkal teli,
gyors mozgas kovetett, ami a legmagasabb (300 mg/ttkg) dozisnal volt a legkifejezettebb. Ilyen
nagy dozisu L-K'YN kezelés viselkedésre gyakorolt hatasait korabban még nem vizsgaltak. Az
eredményeink azonban nagyfokt hasonldsagot mutatnak a nem kompetitiv NMDA antagonista
MK-801, i.p. adagolasat kovetd viselkedésvaltozasokhoz. A C57Bl1/6 egér torzsben ugyanis az
MK-801 kezelés dozisfiiggé modon fokozta a sztereotip viselkedés formak kifejezddését,
valamint torzitotta a sebesség-kontrollt, amit6l az allatok hiperaktivabba valtak, ugyanakkor a
vertikalis mozgasi aktivitasuk csokkent (Wu és mtsai., 2005). Ezek a viselkedés torzulasok a
nagy dozisi L-KYNs kezelt allatoknal is megfigyelhetok voltak (Fiiggelékek 1. abra). Ezek
alapjan ugy tinik, hogy az agyi KYNA-szint mérsékelt fokozédasakor a lokomotoros
iranyitasért és a mozgas kezdeményezésért felelés agyi régiok szelektiv csendesitése és
gatlasa érvényesiilnet, mig fokozottabb agyi KYNA-szint esetén az NMDA-receptor
modulacié egyre intenzivebb Kkifejezodésének eredményeképpen olyan diszinhibicios

hatasok juthatnak érvényre, ami a teljes motoros szabalyozas felborulasat okozza.
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7.1.2 Epizodikus memoria teljesitmény

A targyfelismerési paradigma egy igen gyors €s egyszerii modell barmilyen neuromodulatoros
tulajdonsagokkal rendelkezé anyag amnesztikus hatasainak feltarasara (Bertaina-Anglade és
mtsai., 2006). A klasszikus hippokampusz funkciok mellett a régié integrativ miikodése is
kiemelten fontos a nem-térbeli targy felismerési memoria kialakitasdban, mind az emléknyom
bevésésnél, mind a memoria konszolidacié soran (Assini és mtsai., 2009; Bertaina-Anglade és
mtsai., 2006; Cohen és mtsai., 2013; Dere és mtsai., 2007; Hammond és mtsai., 2004; Winters
¢s mtsai., 2008). Ebbdl adoddan az egereket a NOR teszt megkezdése elott 2 oraval kezeltiik.
Ily médon az agyi KYNA szint a ,minta szakasz” (bevés6dés) ¢és a 2 oras varakozasi id6
(memoria konszolidacio) alatt tetézik. Az ezt kovetd ,.felismerési Szakaszra” (visszahivas)
viszont, az eliminalodas kovetkeztében mar kellden lecsokkenhetett (Swartz és mtsai., 1990;

Winters és mtsai., 2008) ahhoz, hogy azt mar kdzvetleniil ne befolyasolja.

A kisérletiink soran a 100 mg/ttkg és a 300 mg/ttkg L-KYNs-tal kezelt allatok nem tudtak
kiilonbséget tenni a korabban latott és az ismeretlen targy kozott, tehat a ,felismerési
szakaszban” nem ismerték fel az uj targyat. Azt feltételezziik, hogy az agyban felhalmoz6do
KYNA megakadalyozta az ismerds targyrol keletkezd emléknyom kialakuldsat (bevésés é€s
memoria konszolidacio). Az akut kinurenerg-manipulacié memoriazavard hatasa egyaltalan
nem 1) keletli. 8-kart sugérlabirintusban végzett vizsgalatok alapjan a szisztémas L-KYNs
kezelés (100 mg/ttkg) rontotta a térbeli tajékozodas és memoria teljesitményt patkanyokban
(Chess és mtsai., 2007). Eredményeinkkel részben ezt a megfigyelést igazoltuk egerekben,
kiegészitve azzal, hogy a 100 mg/ttkg L-KYN-dozis alatt vélhetéen nem kell komolyabb
memoria befolyassal szamolni. A NOR teljesitményt azonban szenzorimotoros, figyelmi és
motivacios problémak is befolydsolhatjadk (Dere és mtsai., 2007). Ebbdl kifolydlag
megvizsgaltuk, hogy az egerek az egyes szakaszok soran Osszesen mennyi id6t toltottek a
targyak felfedezésével. Nem talaltunk statisztikai kiilonbséget a targy exploracios id6 csoportok
kozotti 6sszehasonlitasa soran egyik kisérleti fazisban sem (Fiiggelékek 2. abra). Ezért az, hogy
a targyfelismerési teljesitményben jelentkezd eltérés a szenzorimotoros rendszer zavarabdl,
illetve motivacios hianybol fakadjon, kizarhato. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a
csoportok kozotti kiilonbségek a visszahivasi szakaszban a megfeleld6 emléknyomok

kialakulasanak hibajara vezethet6 vissza.
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7.1.3 Szorongassal kapcsolatos viselkedés

Az EPM teszt eredményei alapjan egyértelmii, hogy a dozis novekedéssel egyenes aranyu
szorongas oldodas jelentkezett. Ez az eredmény természetesen nem valaszthato el tokéletesen
a mozgasi aktivitds megvaltozasatol. A legmagasabb doézissal kezelt csoport ugyanis
szignifikansan gyorsabban mozgott és tobb utat tett meg, mint a kontroll. A tilmozgas ellenére
ezek az allatok az id0 jelentds részét az erdsen-megyvilagitott, averziv, nyitott karok teriiletén
toltotték, ami az allatok kockazatvallalasi készségének fokozodasat mutatja. Az
L-KYN-adagolas szorongasra gyakorolt hatasat korabban mar vizsgaltak. Az EPM tesztek
soran azonban egyik Kkezelt csoportnal sem tudtak szignifikans kiilonbséget kimutatni
patkanyokban (Vécsei és Beal, 1990). A KYNA egy szintetikus szarmazékanak hatasara
viszont szignifikans szorongascsokkend-hatas mutatkozott mind az EPM teszt, mind a szocialis
interakcion alapul6 vizsgalat soran (Corbett €és Dunn, 1993). Egy mésik kutatocsoport hasonlo
hatasokrol szamolt be a KYNA akut hatasainak felmérése soran, egerekben (Lapin, 1998). A
kolinerg jelatvitel és a szorongas kapcsolata mar régota kutatott (Brioni és mtsai., 1993;
Carrasco és mtsai., 2006). Nagy do6zisu nikotin adagolas, illetve az a7nACh-receptor szelektiv
agonista (PNU-282987) jelentdsen fokozta a szorongassal kapcsolatos viselkedés kifejez6dését
patkanyban (Ouagazzal és mtsai., 1999; Pandya és Yakel, 2013). Mindemellett kiilonb6z6
nikotinos-ACh-receptor gatlassal kapcsolatban kimutattak, hogy a C57Bl/6j egér torzsben
szignifikans mértékben néveli az EPM teszt soran a nyilt karok latogatasanak idejét, ami a
receptor antagonizmus és a szorongas oldodas szoros kapcsolatara utal (Roni és Rahman, 2011).
Ezenfeliil az NMDA receptor legkiilonb6zobb gatlasaval kapcsolatban is szamtalanszor
igazoltak, hogy szorongas csokkentd hatast, amit tobbek kozott EPM teszttel mutattak Ki
(Ates-Alagoz és Adejare, 2013; Corbett és Dunn, 1993; Guimariaes és mtsai., 1991; Poleszak
¢s mtsai., 2011). Végezetill, egy depressziv viselkedést vizsgald kisérletsorozat soran
kimutattdk, hogy az intenziv szorongast mutatd egyedekben az agyi KYNA-szint rendkiviil
alacsony (Laugeray és mtsai., 2011). Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a fokoz6do
szorongasoldodas hatterében az agyi KYNA-koncentracio novekedéssel jaré, egyre

intenzivebb és Kkiterjedtebb receptorgatlo hatasok allnak.
7.2 Szovettani valtozasok

Az egyszeri, nagy dozisu (300 mg/ttkg) i.p. L-KYNs kezelés minden vizsgalt viselkedési
paramétert jelentés mértékben befolyasolt. Ez sejtszinten a c-Fos fehérje kifejezddésének

csokkenéseként nyilvanult meg a stridtum €s a hippokampusz régiokban. A c-Fos a kdzvetlen
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korai gének csaladjaba tartozo transzkripcios faktor, ami az idegtudomanyban altalanosan
elterjedt, mint neuronalis aktivitasi marker. A c-Fos fehérje a fokozott serkentd
neurotranszmisszio hatdsara behatol a posztszinaptikus neuron sejtmagjaba, ahol tobbek kdzott
a hosszu tavu szinaptikus potencirozodas kialakitdsahoz sziikséges gének atirodasat segiti
(Kaczmarek, 2002). A c-fos génexpresszio egyik legfontosabb szabalyzdja az intracellularis
Ca?*-szint valtozas. Az aktivitasfiiggd szinaptikus plaszticitas Kulcslépése az AMPA és a
Ca?*-permidbilis NMDA receptorok aktivalodasa (Rebola és mtsai., 2010), valamint a
fesziiltségfiiggd Ca*-csatornak nyilasa. Ezenfeliil szamos integrativ miikddés soran jelentds
szerepe lehet az a7nACh receptornak, ami szintén mutat Ca?*-permeabilitast (Mishima és
mtsai., 2000; Séguéla és mtsai., 1993). Patkany hippokampalis idegsejt-kultura vizsgalatokbol
jol ismerjik, hogy az NMDA és a nem-NMDA glutamat receptorok aktivalasa, gyors és
markans intracellularis Ca?*-szint fokozodast eredményez. Ez a Ca®*-koncentracié valtozas
egyuttal erGs pozitiv korrelaciot mutat a c-fos mRNS szintjével (Lerea és mtsai., 1992).
Ismeretes  tovabba, hogy a nem-osztdodd  neuronalis PCI2  sejtvonalon a
nikotinos-acetilkolin-receptorok szelektiv aktivalasaval gyors intracellularis Ca2*-szint
novekedés és c-fos mRNS fokozodas indukalhato (Greenberg és mtsai., 1986). Osszességében
elmondhato, hogy a c-Fos fehérje expresszios szintje rendkiviil jol kiséri az idegi aktivitas
valtozasat, legyen az fiziologias ingerre bekovetkezd, vagy patologiasra. Rovid féléletidejének
koszonhetéen (30-90 perc) pedig igen jol tiikrozi az aktualis idegrendszeri allapotot
(Kaczmarek, 2002). Ugyan transzkripcios hatasai rendkiviil szerteagazoak lehetnek, az idegi
aktivitasra valo fokozott érzékenysége, valamint dinamikus megjelenése és lebomlasa révén
altalanosan elterjedt, mint neuronalis aktivitds marker. Az idegrendszer alland6 plasztikus
mukodeése folytan a c-Fos fehérje alap, agyi expresszios-szintje a haldzati aktivitas
fliggvényében meglehetdsen heterogén (Sagar és mtsai., 1988). A magas integrativ funkcidkat
ellato teriileteken, mint amilyen a hippokampusz vagy a striatum, altalanosan magasabb c-Fos

expresszios-szint mutathat6 ki.

Egyértelmii kapcsolat all fent a hippokampalis c-Fos expresszid valtozds és a memoria
konszolidacio kozott (Vanelzakker és mtsai.,, 2011). A hippokampusz CA1 régid piramis
sejtjieinek miikddése nélkiilozhetetlen a térbeli tdjékozodas €s az epizodikus memoria funkcid
kialakulasaban, kiilonds tekintettel az emléknyomok (engram) kialakitasara (Battaglia és
mtsai., 2011). Ragcsalokban a hippokampusz épsége kritikus a NOR teszt teljesitésében (Cohen
¢és mtsai., 2013). A teriilet c-Fos expresszios-szintjének csokkenése jol 6sszhangba hozhatd a

hippokampusz mitkdésének zavaraval, igy az epizodikus memoria teljesitmény romlassal. A
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bazalis ganglion miikodése és a c-Fos kapcsolata tigyszintén nyilvanvalo (Freeze és mtsai.,
2013). A dorzalis striatumbol projektald kdzepes-méretii tiiskés neuronok normalis miikodése
alapvet6 a mozgas kezdeményezés, mozgasi aktivitas és sebesség szabalyozasaban (Yin, 2014).
A teriilet c-Fos expresszids-szintjének csokkenése ezaltal jol Osszhangba hozhat6 a
lokomotoros aktivitas zavaraval. Az emocionalis szabalyozasért alapvetéen a limbikus rendszer
felel. A szorongassal kapcsolatos viselkedésvaltozasok azonban ritkan vezethetdk vissza
egyetlen agyteriilet aktivitasanak valtozasara. Sokkal inkabb multifaktorialis eredet(i, amely
soran szamos agyteriilet érintett, igy mint: a hippokampusz, az amigdala, a cingularis kéreg, a
putamen, vagy a kiilonb6z6 asszociacios agykérgi teriiletek (Troakes és Ingram, 2009). Ezért
az EPM szorongassal kapcsolatos viselkedési eredményeinkhez c-Fos vizsgalatot nem

tarsitottunk.

A Kinurenerg-manipulacio c-Fos expressziot mérséklé hatasat mar szamos korabbi tanulmany
igazolta. Igy tobbek kozott az L-KYN adagolas szignifikans mértékben csokkentette a
principalis trigeminalis magcsoport c-Fos szintjének fokozddasat a kiilonb6zo kisérletes mdédon
eldidézett migrénmodellekben (Knyihar-Csillik és mtsai., 2007a, 2007b). Ezenkiviil egy
hiperalgézias-patkanymodellben, az intraplantaris KYNA-adagolas szignifikans moddon
csokkentette a spinalis (Ls-Ls) c-Fos*-sejtek szamat (Zhang és mtsai, 2003). A
kinurenerg-manipulacié hatasat az alap c-Fos fehérje expressziora azonban korabban még nem
vizsgaltak. Jollehet a fokozott agyi KYNA-koncentracié a neurotranszmissziora gyakorolt
Osszetett hatasai révén nemcsak a neuralis halozati miikodést és a viselkedést befolyasolja,

hanem jelent6s hatassal birhat az idegsejtek génexpresszios mintazatara is.

A nagy dozisi L-KYNs kezelés amellett, hogy torzitotta az egerek mozgas kezdeményezését
¢és sebességét, irregularis mozgasmintazatot idézett eld, valamint szignifikans mértékben
mérsékelte a c-Fos'-sejtek szamat a dorzalis stridtum teriiletén. Az akaratlagos
mozgasszervezés és a sebesség kontroll a szenzorimotoros kéreg és a bazalis ganglion
Osszekottetéseitdl ¢és Osszehangolt halozati miikodésétdl fiigg. A dorzélis  stridtum
dopamin-szintjének fluktuacidja ugyanis finomhangol egy referencia jelet, ami a mozgas
sebességét hatdrozza meg, a kéregbdl érkezd glutamaterg bemenetek intenzitasanak
befolyasolasan keresztiil (Beninger és Olmstead, 2000; Bonsi és mtsai., 2011; Yin, 2014). A
dorzalis stridtum dopamin-szintjének kisérletes manipuldldsa a mozgas kezdeményezés és
sebesség torzulasat okozza ragesalokban. Ez alapjan vilagos, hogy a dorzalis stridtum a mozgas
id6zitésében és kezdeményezésében alapvetd fontossaggal bir (Cousins és mtsai., 1993; Yin,

2014). A stridtumban mar nanomolaris KYNA-szint fokozodas is jelentdsen csokkentette a

57



crer

gatlason keresztlil (Bonsi és mitsai., 2011; Rassoulpour és mtsai., 2005). Ebbdl adodoan
feltételezhetd, hogy az L-KYNs kezelt allatokban a dorzilis stridtum csokkent c-Fos
expresszioja jelezheti a teriilet glutamaterg bemenetének mérséklodését és a régio
neuronalis aktivitasanak csokkenését, ami a lokomotoros aktivitas megvaltozasaval,

valamint az abnormalis mozgasmintazattal jol parhuzamba allithato.

A nagy dozisi L-KYNs kezelés egyrészrol zavarta a targyfelismeréshez sziikséges epizodikus
memoria funkciot, masrészrol szignifikdns mértékben csokkentette a c-Fos expresszidt a
hippokampusz CA1 régi6 piramis sejtek rétegében. Hippokampalis in vitro elektrofiziologiai
mérésekbdl jol ismert, hogy a KYNA-szint fokozodas gatolja a CAl régié glutamaterg
bemenetének intenzitasat, ami foként az a7nACh-receptoron kifejtett antagonista hatasanak
kovetkezménye (Banerjee ¢és mtsai., 2012). Ezenkivill a KYNA a kolinerg bemenetek
mérséklésén keresztiil képes csokkenteni a CALl stratum radiatum interneuronok
ingerlékenységét, ezaltal pedig a piramis sejtekre érkez6 GABAerg jelatvitel intenzitasat
(Alkondon és mtsai., 2011). A CA1 régié normalis interneuronalis mitkodése Kritikus szamos
tanulasi és memoria folyamat kialakitasaban (Chalovich és Eisenberg, 2005). Elektrofiziologiai
tanulmanyok sora bizonyitja, hogy a CA1 régio6 NMDA-receptor miikddése nélkiilozhetetlen a
szinaptikus plaszticitds kiilonb6zd formainak kialakitdsahoz (Tsien és mtsai.,, 1996). Egy
hippokampusz CA1 régi6é specifikus NMDA-receptor ko torzsben a térbeli orientacio és
memoria funkcidk zavara figyelhetd meg (McHugh és mtsai., 1996). Ezenkiviil kimutattak,
hogy a hippokampalis neuronok posztszinaptikus membran feliiletén az o7nACh receptor €s az
NMDA receptor komplexeket alkotnak. Ez a specialis kapcsolat pedig az egérben
kulcsfontossagu a targyfelismerési epizodikus memoria mitkodéséhez (Li és mtsai., 2013).
Ezek alapjan feltételezhet6 , hogy a CA1 régié piramis sejtek rétegében a redukalt c-Fos
expresszio jelezheti a fokozott KYNA koncentracio kovetkeztében mérséklodo neuralis

halozati aktivitast, ami a NOR teljesitménybeli romlassal jol parhuzamba allithato.

Erdekes, hogy mar az egyszeri L-KYNs kezelés jelentésen mérsékelte a c-Fos fehérje
kifejez6dését a kiilonb6zo integrativ funkciokat ellatdé kéreg alatti agyteriileteken. Az
eredményeink alapjan tehat azt feltételezziik, hogy a KYNA-szint markans novekedése a
transzKkripciés szabalyozas megvaltoztatasan keresztiil is képes lehet az agyi plasztikus

folyamatok befolyasolasara, ezzel rovid és hossza tavu viselkedésvaltozasokat idézve eld.
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7.3 Keringési valtozasok

L-KYNs kezelés atmeneti csokkenéseket okozott az izofluran-altatott egerek nyugalmi
agykérgi vérataramlasaban 0igy, hogy az ekozben a szisztémas vérnyomast jelentds mértékben
nem befolydsolta. A CBF mérséklodés tehat az agyi autoregulacid hibajara nem vezethetd
vissza. A kapott eredményeink latszolag nincsenek Gsszhangban a korabbi L-KYN kezeléssel
kapcsolatos értagito, illetve vérnyomascsokkenté megfigyelésekkel (Sas és mtsai., 2003; Wang
¢s mtsai., 2010). Az eltérés hatterében szamos mechanizmus allhat: kezdve az eltérd
koncentracioban alkalmazott L-KYN-t6l, a fajok kozti heterogenitason at, az altatas
kiilonboz6ségéig. Méréseink soran végig torekedtiink arra, hogy az izofluran altatogaz
minimalisak (Janssen és mtsai., 2004). Ugyanakkor a szinergistaként hasznalt N2O vivogazzal
egyiitt mar elképzelhetd, hogy elfedte az L-KYN esetleges vérnyomascsokkentd hatasat
(DiSesa ¢és mtsai., 1987). Masrészrdl ezt a hatast csak szisztémas gyulladas, illetve hipertenzid
soran figyelték meg (Kwok és mtsai., 2002; Wang és mtsai., 2010). Ezért joggal feltételezhetd,
hogy egészséges felnbtt allatokban az L-KYN-szint valtozasnak a szisztémas vérnyomasra

egyaltalan nincs befolyasa.

Egy korabbi tanulméany soran kimutattdk, hogy az L-KYN alacsony do6zist intravénas
adagolasa (1 mg/ttkg) a nyugalmi CBF fokozdodasat valtotta ki éber nyulakban (Sas €s mtsai.,
2003). A jelenleg bemutatott eredményeink ezzel ellentétesek, hiszen altatott egerekben a
azt a viselkedés tesztek eredményeibdl is jol lathattuk, a kinurenerg-manipuldciot kovetd
dozisfiiggd valaszok rendkiviil valtozatosak lehetnek, igy esetenként akar ellentétesek
egymassal. A KYNA neuromodulatoros befolyasaival kapcsolatosan is ismeretes ellentétes
dozisfiiggd valasz. Alacsonyabb koncentracidban a szinaptikus aktivitas serkentése, addig
magasabb koncentracidoban a posztszinaptikus-valaszok gatlasa figyelheté meg, amiért részben
az AMPA receptoron kifejtett kettds hatas tehetd feleldssé (Prescott és mtsai., 2006; Rozsa és
mtsai., 2008). Ennélfogva okszeri az L-KYN, illetéleg a KYNA-szint fokozodas és a CBF

valtozasok kozott nem linearis dozisfliggd kapcsolatot feltételezni.

Kisérleti koriilményeink a KYNA 4atalakuldsnak kedveztek, egyuttal az L-KYNs beadasat
kovetd két és fél oras nyomon kovetés folyaman egyéb downstream kinurenin metabolit

szintjében is bekdvetkezhetett kiillonb6z6 mértékii fokozodas. A szakirodalom alapjan azonban
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nincs okunk feltételezni, hogy az L-KYN-en vagy a KYNA-on kiviil barmelyik masik kinurenin
metabolit hatdssal lehetne a vérkeringés szabalyozéasara. Ezen kiviil a CBF dramléascsokkenések
az L-KYNs beadasat kovetd 60-120 percben jelentkeztek. Ez az idéablak tokéletesen megfelel
az L-KYN agyi penetrancidjanak és a KYNA de novo szintézisének. A tobbi downstream
metabolit szignifikans mértékii felhalmozoddasahoz viszont kevés (Swartz et al., 1990;
Zmarowski et al., 2009). Kovetkezésképpen a tapasztalt CBF diszregulaciot az emelkedett
agyi extracelluliris KYNA-koncentracié kovetkezményének tulajdonithatjuk. Mikozben
a KYNA-szint fokozodassal jard receptorszintli hatasok, sejtszintli kovetkezmények,
neurotranszmitter-szintbeli ~ valtozasok, illetve az ezek eredményeként kialakulod
viselkedésmintazatbeli eltérések az intenziv kisérletes kutatdmunkaknak koszonhetéen egyre
inkabb feltartak, kapcsolataik egyre jobban megértettek (Schwarcz, 2016; Schwarcz és mtsai.,
2012; Vécsei és mtsai., 2013), addig az ératmérd-valtozasokhoz vezet6 folyamatok a mai napig
tisztazatlanok. Jollehet szamos jelatviteli uton keresztiil képes lehet az extracellularis

KYNA-szint fokozodas befolyasolni az agyi vérataramlast.

In vitro érpreparatum vizsgalat soran kimutattak, hogy az agykérgi arteriolak miikodéképes
Mg?*-érzéketlen NMDA receptort expresszalnak az endotélialis felsziniikon (LeMaistre és
mtsai., 2012). A KYNA kotédése a receptorhoz gatolta a glutamat-indukalt, endotélialis
nitrogén-monoxid szintdz (eNOS)-fiiggd vazodilataciot (LeMaistre €s mtsai., 2012). Jollehet, e
jelatvitel szerepét in vivo eddig még nem igazoltak. Emellett valosziniisithetd, hogy csak olyan
patologias koriilmények soran Iép érvényre, amikor az extracellularis glutaméat-szint korosan
megemelkedik (ischaemia, epilepszia). Ettdl fiiggetleniil kisérleti modelliinkben az endotélialis
NMDA-receptorok gatlodasa a megemelkedett KYNA-koncentracio kovetkeztében egészen
valoszinti. A periférias L-KYN-metabolizacié soran ugyanis, jelentés mennyiségii KYNA
keletkezik, ami a vérkeringésbe keriilve elegendd a receptorok tartds gatlasahoz. Tekintettel
arra, hogy a nyugalmi CBF szabalyozas egyik kozponti szerepléje az eNOS-fiiggd
vazodilatacio (Attwell és mtsai., 2010), elképzelheté, hogy az altalunk latott hipoperfazios

CBF valtozasok hatterében az eNOS-jelatvitel kozvetett befolyasolasa szerepel.

Szamos asztrocita-eredeti vazodilatator prosztaglandin szintézisének és felszabadulasanak
iranyitdja az intracellularis Ca®'-koncentracié véltozas (Attwell és mtsai., 2010; Howarth,
2014). Az agykérgi perivaszkularis asztrocitdk felszinén talalhato tobbek kozott
nem-neuronalis, Mg?*-érzéketlen NMDA receptor (Lalo és mtsai., 2006) és GPR35 (Moroni és
mtsai., 2012). A KYNA kotédése a receptorokhoz egyarant képes csokkenteni az intracellularis

Ca?*-szintet. Ennek kovetkeztében elképzelhetd, hogy mérséklédik a vazoaktiv arachidonsav
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metabolitok szintézise és karosodik a CBF szabalyozas. Az asztrocitakra ugyanis a gyakori
spontan Ca?* hullimzas kovetkeztében jellemzé a magas alap intracellularis Ca®*-szint
(Haustein és mtsai., 2014). Ennek koszonhet6en a klasszikus, fazisos ératméré szabalyozas
mellett fontos szerepl6ivé valnak a nyugalmi értonusos Szabalyozasnak is (Rosenegger és
mtsai., 2015). Patkany szenzorimotoros kérgi teriiletérdl készitett koronalis agyszeleteken, a
perivaszkularis asztrocitak intracellularis Ca?*-szintjének megkotése a szomszédos arterioldk
atmérdjének csokkenéséhez, azaz vazokonstrikciohoz vezetett (Rosenegger és mtsai., 2015).
Ezt a hatast egyediil a ciklooxigenaz enzimek gatlasaval lehetett megakadalyozni, tehat a
valtozas prosztaglandin-fiiggé. Hasonl6 vazokonstrikciot éber egérben is sikeriilt
reprodukalniuk, méghozza az asztrocitaban konstitutiv-termel6dé ciklooxigenaz-1 enzim
szelektiv gatlasaval (Rosenegger és mitsai., 2015). Raadasul a ciklooxigenaz-1 enzim
farmakologiai gatlasa hasonld intenzitasa (21+4 %) CBF-csokkenést eredményezett
uretan-altatott egér parietalis kérgében, mint amiket mi is tapasztaltunk (Niwa és mtsai., 2001).
Ezek alapjan feltételezhetnénk, hogy a nagy dozist L-KYNs-adagolast koveté CBF
hipoperfuzios-tranziensek hatterében az asztrocita tonusos aktivitasanak csillapitasa,

illetve a vazodilatator arachidonsav metabolitok szintjének csokkenése all.

Erdekes azonban, hogy az agyfelszinre kozvetleniil ramosott KYNA nem befolyasolta a
halotannal altatott patkany nyugalmi cerebellaris CBF-ét (Li és ladecola, 1994), sem az
a-kloralozzal altatott jszilott malac pialis arteriolainak atmérdjét (Bari és mtsai., 2000).
Ugyanakkor az NMDA-receptor-fliggé vazodilataciot és hiperémiat dozisfiiggd modon
csokkentette mindkét kisérlet soran (Bari és mtsai., 2006; Li és Iadecola, 1994). Mindamellett
érdemes megjegyezni, hogy a kisérletek kozotti kiilonbségek szamos okbol fakadhatnak:
anatomia (cerebellum vagy cerebrum); életkor (Ujsziilott vagy felndtt); faj (ragesaldo vagy
malac), illetve az anyag bejuttatasanak modja (periféria vagy topikalis). Az altalunk
tapasztaltakhoz hasonlo nyugalmi CBF-csokkenésekrél szamoltak be NMDA-receptor
antagonista MK-801 iv adagolasat kovetden, halotan-altatott patkany szenzorimotoros kérgét
vizsgalva (Park és mtsai., 1989). Ezek a megfigyelések megerdsithetik azt az elképzelést,
miszerint a KYNA-indukalt hipoperfuzié egyik tamadaspontja az NMDA-receptor gatlason
keresztiil valosul meg. A lehetséges mechanizmusokat mar részben taglaltunk (nem neuronalis
NMDA-receptorok). A szakirodalom alapjan elképzelheté, hogy az agyban nagy
mennyiségben keletkez6 KYNA, a neuronalis NMDA-receptorok gatlasan keresztiil,
altalanosan mérsékeli az idegi miikodést, csendesitve az agyi halézati aktivitast és gliikoz

metabolizaciot. Ennek kovetkeztében jelentdsen mérséklédik a vazodilatans metabolitok
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szintje, aminek eredményeként lecsokken, illetve erésen fluktual a nyugalmi CBF (Attwell és
mtsai., 2010; Bari és mtsai., 2006; Birch és mtsai., 1988; Busija és mtsai., 2007; Péter és Benyo,
2016; Schwarcz, 2016; Schwarcz ¢s mtsai., 2012). Ezt az elképzelést tamasztja ala az a
megfigyelés, hogy az agykamraba juttatott KYNA mérsékelten depresszélja az
elektrokortikogram aktivitast, altatott patkanyban (Yokoi és mtsai., 1998). Kimutattak, hogy a
patkany szomatoszenzoros kéreg neurondlis aktivitdsanak csokkenése jol korrelal a pidlis
arteriolak vazokonstrikcidjaval (Devor és mtsai., 2007). Ennek fliggvényében feltehetnénk a
kérdést, hogy: a kezelés kovetkeztében kialakuldo agykérgi vérataramlas-csokkenések
tikrozhetik-e az agykérgi neuralis halozati miikodés és metabolizmus mérséklédését? Ennek
megvalaszolasahoz azonban, a szoveti oxigén- és gliikozfelhasznalast, valamint a kérgi

aktivitast vizsgalo kisérletsorozatot kellene kivitelezni.

A KYNA-indukalt CBF hipoperfizios tranziensek mindkét agyféltekén egyszerre alakultak ki,
ami inkabb enged a KYNA-fokozodasra kialakuld globalis hatasra kovetkeztetni, mint a
mikrocirkulaciés szabalyozasban fellép6 lokalis mechanizmusra. Limitalo tényez6 volt
természetesen, hogy a CBF-valtozasokat csak a kamerara merdleges sikban, a koponya dorzalis
felszinérdl, azon beliil is a parietalis kéreg teriiletrdl gytijtottiik. Ettdl fiiggetlentil szamitasba
kell venni annak a lehet6ségét, hogy valamilyen kéreg alatti neuronalis bemenet perivaszkularis
szabalyz6 mechanizmusan keresztiil megvalosulo Kiterjedt hatast lattunk. A parietalis kéreg
bdséges bemenetei koziil a bazalis eléagy Meynert magcsoportbol felszalld kolinerg rostok
azok, amik az egész parietalis kérget diffizan ellatjak (Hamel, 2006). Efferens rostjai gazdagon
innervalnak pialis arteriolakat, nitrogén-monoxid szintaz (NOS) és neuropeptid Y
(NPY)-immunopozitiv interneuronokat, valamint perivaszkularis asztrocitakat (Sato és mtsai.,
2002). E felszallo kéreg alatti palya tonusos aktivalasa nikotinos-acetilkolin-receptor medialt
vazodilataciot és CBF-fokozodast okoz a kéregben. A kolinerg-neuronok szelektiv inaktivalasa
pedig szignifikans globalis hipoperfaziohoz (24-40%) vezet a kéreg egészén, legjelentésebb
mértékben a poszterior parietalis és temporalis kérgi teriileteken (Waite €s mtsai., 1999). A
KYNA-rol tudjuk, hogy szignifikans mértékben képes csokkenti a prefrontélis kéreg kolinerg
bemenetét azzal, hogy gatolja az acetilkolin felszabadulasat a kolinerg terminalisokbol,
valamint gatolja az a7nACh receptorokon keresztiil megvalosuld posztszinaptikus kolinerg
hatast (Zmarowski és mtsai., 2009). Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a fokozott agyi
KYNA-szint csokkenti a bazalis eloagy agykéregi kolinerg bementének intenzitasat, ami

a tapasztalt CBF hipoperfizios aramlasvaltozasokat eredményezi.
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8. Kovetkeztetések

Eredményeink rovid osszefoglalasa és a beléliik levonhaté kovetkeztetések

Kisérleteink soran az agyi KYNA-szint fokozodas magatartasi, szovettani és vérataramlasi

hatasait mértiik fel, C57BI/6j egér torzsben.
Célkitiizés 1-re kapott eredmények:

Igazoltuk az egyszeri L-KYNs kezelés lokomotoros exploracios aktivitast befolyasolo hatasat
egerekben. Bizonyitottuk, hogy a mérsékelt dozisu kezelés a patkanyokhoz hasonld
lokomotoros aktivitas depresszald hatast egerekben is. Kimutattuk tovabba, hogy a dozis
fokozassal a mérsékelt NMDA-receptor gatlassal analdg hiperaktiv mozgasmintazat valik
dominanssa. Ezzel feltartuk az L-KYN-dozis és a mozgasiaktivitds kozotti nem linedris

kapcsolatot.
Célkitiizés 2-re kapott eredmények:

lgazoltuk az egyszeri L-KYNs kezelés amnesztikus hatasat egerekben. Kimutattuk, hogy az
alacsony dozistu kezelés nem befolyasolja az epizodikus memoriat, mig a mérsékelt dozisu
kezeleéstdl kezdve mar amnesztikus hatassal is szamolni kell. Ez a hatas a vizsgalataink soran

fiiggetlennek bizonyult a szenzorimotoros és motivacios érintettségtol.
Célkitiizés 3-ra kapott eredmények:

Igazoltuk az egyszeri L-KYNs kezelés szorongasold6 hatasat egerekben. Kimutattuk, hogy ez

hatés a dozis noveléssel egyenes aranyos, és a lokomotoros befolyastol részben fliggetlen.
Célkitiizés 4-re kapott eredmények:

Kimutattuk, hogy az egyszeri nagy dozisi L-K'YNs kezelés csokkenti az alap c-Fos expresszio
mértékét a dorzalis striatum €s a hippokampusz CA1 régid tériiletén. Ezzel ravilagitottunk arra,
hogy a KYNA markans fokozddasa a transzkripcios szabalyozas megvaltoztatasan keresztiil is
képes lehet az agyi plasztikus folyamatok befolyasolasara, ezzel idézve eld rovid és hosszl tavi
viselkedésvaltozasokat. Ezenkiviil, az itt bemutatott modszertan értékes alapot szolgalhat a

kinurenin manipulacidval kapcsolatos jovObeni kisérletekhez.
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Célkitiizés 5-re kapott eredmények:

Kimutattuk, hogy az egyszeri nagy dozisu L-KYNs kezelés mérsékelt CBF
aramlascsokkenéseket okoz a szisztémds vérnyomds befolyasoldsa nélkiil. A
kinurenin-manipulaciéval kapcsolatos vizsgalatok kozott az L-KYNs kezelés CBF mérséklo
hatasa ujszeri. Eredményeink alapjan egyértelmii, hogy a kinurenin-manipuldcioval

kapcsolatos beavatkozasok soran szamolni kell annak keringésre gyakorolt hatasaval is.

Egyre elfogadottabba valik, hogy a kinurenin metabolizmus felboruldsa szoros sszhangban all
szamos neurodegenerativ betegség soran fellépd neurofizioldgiai mikodészavar kialakulasaval
¢s sulyosbodéséaval. A terapids beavatkozési lehetdségek keresése kapcsan ezért széles kdrben
elterjedt a kinurenin-metabolitok elérhetdségének mesterséges manipulalasan alapuld
modszerek feltérképezése. Jollehet SZAmos kozlemény foglalkozik a
kinurenerg-manipulacio neuroprotekcion Kkiviili hatasaival is, atfogé dozis-hatas
tanulmany a témaban korabban még nem késziilt. Az eredményeink alapjan vilagosan
latszik, hogy a mérsékelt dozisi L-KYNs kezeléstol kezdve szamos viselkedési
funkcidzavar jelentkezhet, ami a dozis fokozassal egyre Kkiterjedtebbé és intenzivebbé
valik. A nagy doézisu kezelés eredményeként pedig génexpresszios valtozassal és a
nyugalmi agyi vérataramlas destabilizalodasaval is szamolni kell. Ezeket a jelenségeket
fontos lehet barmilyen jovébeli Kisérletes, illetve terapias kinurenerg-manipulacién

alapulé beavatkozas kapcsan szamitasba venni.

64



9. Koszonetnyilvanitas

Héldsan koszonom Dr. Toldi Jozsef Professzor Urnak, hogy megtisztelt bizalmaval és
biztositotta szamomra az Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszéken a tudoményos
munkahoz sziikséges feltételeket. Tovabba kdszondm a szakmai és erkolesi tandcsait, a

végtelen tiirelmét, valamint a mindenkori pozitiv, segitokész hozzaallasat.

Ko6szonom Dr. Gellért Leventének, hogy szakmai fejlédésem a kezdetektdl fogva segitette, és
kérdéseimmel, tudomanyos probléméaimmal barmikor fordulhattam hozza. Koszondm tovabba
Dr. Kis Zsoltnak, hogy elméleti és gyakorlati tuddsaval mindenkor készségesen segitette

munkamat.

Koszondm Vécsei Laszlo Professzornak, hogy tdmogatta munkacsoportunk kinureninekkel

kapcsolatos kisérleteit.

Kiemelten koszénom Dr. Bari Ferenc Professzor Urnak, hogy helyet biztositott az Orvosi
Fizikai és Orvosi Informatikai Intézetben, ahol tovabbi tudoméanyos munkam folytathattam.
Ko6szondm Dr. Farkas Eszternek a rengeteg szakmai tAmogatast, segitséget, irdanymutatast €s
baréti hozzaallasat. Kiilon koszonet Dr. Menyhart Akosnak, hogy megtisztelt barati bizalmaval,
valamint tudaséaval €s elhivatottsagaval motivalta €s segitette mindennapi munkam. Koszonom
a Kisérletes Agyi Képalkotas Kutatocsoport minden tagjanak a vidam légkort, a sok-sok
tamogatast, segitséget és hasznos tanacsot. K6szonom Bodog Zitanak, Herédi Juditnak és
Gyengén¢ Ruszka Mariannak a kisérletekben nyujtott segitséget, és a koézremiikodést
valamennyi tudomanyos munkamban. Kszonettel tartozom tovabbé az Elettani, Szervezettani
¢és Idegtudomanyi Tanszék valamennyi munkatarsanak, kiilondsen Veketyné Varadi Margonak

a rengeteg segitségeért.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszondm sziileimnek, kedvesemnek és barataimnak, hogy végig

mellettem voltak, tamogattak, biztattak €s atsegitettek a nehéz pillanatokon.
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11. Osszefoglalas

A triptofan tobb mint 95%-a a kinurenin utvonalon keresztiil metabolizalodik, mely folyamat
soran szamos bioldgiailag aktiv anyagcseretermék keletkezik. Az utvonal egyik kozponti
terméke az L-kinurenin (L-KYN). A metabolizmus kezdeti szakasza els6sorban a majban és a
vesében zajlik, az L-K'YN atalakitasa viszont mar az agyban is hatékonyan képes végbemenni.
A vér-agy gat, mint limital6 tényezd, erdsen korlatozza a kozponti idegrendszer és a periférias
kinurenin metabolizmus kozotti  atjarhatéosagot. A kinurenin Utvonalon talalhato
anyagcseretermékek jelentds része csak passziv diffuzioval rendkiviil alacsony hatékonysaggal
képes atlépni a vér-agy gaton. Kivételt képez az L-KYN, ami az L1-tipusti semleges aminosav
transzportereken keresztiil konnyedén kozlekedik a periféria és az agyszovet kozott. Ezért a
kozponti idegrendszer kinurenin metabolizmusa a periférias L-K'YN koncentracio valtozasra
kiillonosen érzékeny. Allatkisérletes eredmények sora igazolja, hogy egészséges felndtt
emlésben a szisztémas L-KYN koncentracio mesterséges novelésére a kozponti
idegrendszerben bekovetkezd legjellemzdbb és leggyorsabb reakcio a kinurénsav

(KYNA)-szint dozisfiiggd emelkedése.

A KYNA szélesspektrumt receptormodulald, antioxiddns és neuroprotekcids potenciallal
rendelkezd endogén molekula. Osszetett pre- és posztszinaptikus receptorhatasainak
koszonhetden jelentds befolyast gyakorol mind a fejlodd, mind a felndtt idegrendszer
szinaptikus jelatvitelének hatékonysagara. A KYNA képes a glutamat felszabadulasanak
kozvetlen és kozvetett mérséklésére egyrészrél a preszinaptikus terminalisokon talalhato
a7-nikotinos acetilkolin receptoron kifejtett nem kompetitiv gatld hatasa, valamint a
neuronokon ¢és asztrocitan expresszalt Gi-fehérje asszocialt receptor 35 aktivalasa révén. Az
egészséges agyszovetben a KYNA mennyiségében bekovetkezd fokozodas elsddleges
Minden bizonnyal erre méasodlagos hatasként jelentkezik a tobbi neurotranszmitter szintjében
megfigyelhetd fluktuacié (acetilkolin, dopamin, GABA). Osszességében elmondhato, hogy az
egyes neurotranszmitterek felszabadulasa az agyi KYNA-szint forditott aranya kontrollja alatt
all. A KYNA tovabba képes csillapitani a serkentd jelatvitelt, a posztszinaptikus
membranrészen talalhato NMDA receptor kompetitiv gatlasaval. Ezenkiviil ligandja egy
helix-loop-helix fehérje csaladba tartozd transzkripcids faktornak, az aril-hidrokarbon
receptornak, melyen keresztiil gyulladascsokkentd hatasti. A receptormoduléald hatdsai mellett

pedig antioxidans tulajdonsagat is kimutattak.
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Ezek alapjan nem meglepd, hogy az agyi KYNA-szint kisérletes emelése allatkisérletes
eredmények alapjan igéretes terapias lehetdségként mutatkozik a neuroinflammacio, illetve a
glutamat excitotoxicitds szamos formajaban. Kutatécsoportunk munkdjaval eredményesen
jarult hozza az L-KYN adagolas neuroprotekcios hatékonysaganak kimutatasahoz a
neurodegeneracié és az ischaemias stroke kisérletes allatmodelljeiben. Az agyi KYNA-szint
emelés terdpias alkalmazhatdsdganak felmérése soran ugyanakkor igen nagy koriiltekintéssel
szabad csak eljarni, ugyanis a glutamat jelatvitel alulmiikodése éppugy karos lehet, mint annak
talmikodése. Ennélfogva a kinurenerg-manipulacio kovetkeztében nem kivant mellékhatasok
megjelenésével is sziikséges szamolni. Preklinikai tanulményok soran az akut és kronikus
L-K'YN adagolas sok esetben hipoaktivitast és a térbeli tdjékozodas zavarat okozta, szEélsdséges
esetekben pedig részben skizofréniara is jellemz6 koros viselkedést idézett elé a vizsgalt
allatokban. A pre- és posztnatalis L-K'YN expoziciot pedig dsszefiiggésbe hoztak a felndtt korra

kialakul6 tanulés és figyelemzavarral.

Osszességében elmondhato, hogy a KYNA taltermeltetés receptorszintii és sejtszintii hatasaival
kapcsolatban meglehetdsen részletes ismeret all rendelkezésre, ugyanakkor néhany tanulmanyt
leszdmitva a KYNA-szint emelés intakt, felnétt idegrendszerre gyakorolt szervezetszinti,
viselkedésben megnyilvanuld rovid és hosszi tavi hatasai vonatkozasaban az irodalom
meglehetésen hianyos. Nem késziilt tobbek kozt olyan atfogd dozis-hatas tanulmany, amely
alapjan lehetdség nyilna elkiiloniteni: kiiszob alatti, kiiszob feletti, illetve szélséséges hatasokat.
Réadasul korlatozott ismeret 4ll rendelkezésre az esetleges fajok kozti kiilonbségekrdl. Ugyanis
az akut viselkedésvaltozasokat leir6 tanulméanyok szinte kizardlag patkdnyon végzett
mérésekbdl szarmaznak, mikdzben ismeretes, hogy maga a kinurenin metabolizmus sem
egyforma az egyes emldsok kozott. A CH7BI/6 a genetikai modositasokhoz hasznalt
legelterjedtebb egér tipus. Ugyanakkor a vad tipusban az akut KYNA-szint fokozas
szervezetszint{i hatdsairél semmilyen adat nem 4ll rendelkezésre. Eppen ezért fontos lenne az
egér torzs ilyen iranyu karakterizalasara, ami késObb megfeleld viszonyitdsi alapot nytjthatna
a célzott génmanipulacios kisérletekhez, illetve felfedheti az esetlegese fajok kozti

kiilonbségeket.

A neurofiziologiai hatdsokon tul egyre tobb eredmény szol amellett, hogy a kinurenin
metabolitok koziil a KYNA, illetve az L-KYN kozvetlenill szerepet jatszhat a szisztémas
vérnyomas ¢s az agyi vérkeringés szabalyozasaban. Kimutattak, hogy a szisztémas gyulladas
(szepszis) soran jelentkezd hipotenzid kialakulasaért részben az érendotélbdl nagy

mennyiségben felszabaduldé L-KYN tehetd felelossé. Egy masik tanulmanyban az L-KYN
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alacsony dozisu intravénas adagolasa (1 mg/ttkg) az agykérgi vérataramlas (CBF) fokozodasat
okozta éber nyulakban. Ezek alapjan joggal feltételezhetd, hogy az akut szisztémas
L-KYN-koncentracid6 novekedés befolyassal lehet az egészséges feln6tt szervezet

vérnyomasara, illetve nyugalmi CBF-ére.

Ennek megfeleléen célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk a C57B1/6] egér térzsben milyen
viselkedésvaltozasokat okozhat a kiilonboz6 dozisa (25 mg/ttkg — 300 mg/ttkg) szisztémas akut
L-KYNs kezelés. Ezenfeliil immunhisztokémiai modszer segitségével kimutatjuk az akut
L-KYNs kezelés idegszovetre gyakorolt hatasait, a bazalis c-Fos expresszid valtozasanak
nyomon kovetésén  keresztil. Azokat az agyteriileteket vizsgalva, amik a
viselkedésvizsgalatokkal szoros Osszefliggésbe hozhatok. Elhataroztuk tovabba, hogy
felmérjiik az egyszeri L-KYNs kezelés befolyasat a szisztémas artérias kozépvérnyomasra

(MABP) és az agykéreg, azon belill is a szomatoszenzoros kérgi teriilet vérataramlasara.

A viselkedéstesztekkel az L-K'YNs akut hatasait mértiik fel, ezért az allatokat egyszer kezeltiik,
két oraval a vizsgalatok megkezdése eldtt. Kisérleteink soran az allatok mozgasi aktivitasat
(nyilt porond teszt), epizodikus memoria funkcidjat (4j targy felismerés teszt) és a szorongéssal
kapcsolatos viselkedését (emelt keresztpalld teszt) vizsgaltuk. Az allatok az alacsonyabb dézist
kezelések kovetkezményeként hipoaktivitast, mig a 100 mg/ttkg dozis felett hiperaktivitast
mutattak. A legmarkansabb lokomotoros aktivitasbeli eltérést a 300 mg/ttkg-al kezelt csoport
hasonld lokomotoros aktivitas depresszald hatdst egerekben is. A koncentracié fokozéssal
azonban, az NMDA-receptor gatlassal analog, hiperaktiv mozgasmintazat valik dominanssa.
Ezzel feltartuk az L-KYN-dozis és a mozgasi aktivitas k6zotti nem linearis kapcsolatot. Az 1ij
targy felismerési teszt soran a magasabb dozist L-KYNs kezelések (100 mg/ttkg; 300 mg/ttkg)
rontottak az egerek targyfelismerési memoria teljesitményét. Ez alapjan elmondhato, hogy az
alacsony dozisu kezelés nem befolyasolja az epizodikus memoriat, mig a mérsékelt
novelésével aranyosan tobb id6t toltottek az emelt keresztpalld erdsen megvildgitott nyilt
karjaiban. Kisérleteink sordn tehat kimutattuk, hogy az egyszeri L-KYNs kezelés a dozis
noveléssel egyenes aranyu szorongasoldd hatasu egerekben. A szodvettani vizsgalatok soran
kimutattuk, hogy az egyszeri magas koncentracioji (300 mg/ttkg) L-KYNs kezelés csokkenti
az alap c-Fos expresszio mértékét a dorzalis striatum és a hippokampusz CA1 régié tériiletén.
Eredményiinkkel felfedtiik, hogy a KYNA markans fokozodasa a transzkripcids szabalyozas
megvaltoztatasan keresztiil is képes lehet az agyi plasztikus folyamatok befolyasolasara, ezzel

1dézve el rovid és hosszu tava viselkedésvaltozasokat.
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keringésre gyakorolt hatdsait mértiik fel izofluran altatott egereken, az adagolast kdvetd két és
fél oras iddablakban. A MABP-t a bal artéria femoralisba vezetett kaniilon keresztiil
kozvetleniil véres uton mértiik. A nyugalmi CBF-et pedig 1ézer folt interferencia (1ézer speckle)
kontrasztanalizisen alapuld eszkozzel intakt koponyan keresztiil vizsgaltuk. A kezelés a
MABP-t nem befolyasolta, ugyanis az, mindkét allatcsoportban az egész mérés soran
egyenletes és stabil volt (69 + 4 és 73 £ 6 Hgmm; kontroll és kezelt). Ellenben a parietalis
agykérgi vérataramlasban az L-KYNSs beadasat koveté 60 - 120 percben 22 + 6%-0s, 7 + 3
percig tartdo hipoémias CBF csokkenéseket tapasztaltunk. Kisérletiink soran tehat kimutattuk,
szisztémas vérnyomas befolyasolasa nélkiil. A kinurenin-manipulaciéval kapcsolatos
vizsgalatok kozott az L-KYNs kezelés CBF mérsékld hatasa ujszerli. Eredményeink alapjan
egyértelmii, hogy a kinurenin-manipulaciéval kapcsolatos beavatkozasok soran szamolni kell

annak keringésre gyakorolt hatasaval is.

Egyre elfogadottabba valik, hogy a kinurenin metabolizmus felboruldsa szoros 6sszhangban all
szamos neurodegenerativ betegség soran fellépd neurofizioldgiai miikodészavar kialakulasaval
¢s sulyosbodésaval. A terapids beavatkozasi lehetdségek keresése kapcsan ezért széles korben
elterjedt a kinurenin-metabolitok elérhetéségének mesterséges manipulalasan alapuld
modszerek feltérképezése. Jollehet szamos kozlemény foglalkozik a kinurenerg-manipuléacio
neuroprotekcion kiviili hatasaival is, atfogd doézis-hatds tanulmany a témaban korabban még
nem késziilt. Az eredményeink alapjan vilagosan latszik, hogy a mérsékelt dozisu L-KYNs
kezeléstdl kezdve szamos viselkedési funkcidzavar jelentkezhet, ami a dozis fokozassal egyre
kiterjedtebbé és intenzivebbé valik. A nagy dozisti kezelés eredményeként pedig
génexpresszios valtozassal és a nyugalmi agyi vérataramlés destabilizalédasaval is szamolni
kell. Ezeket a jelenségeket fontos lehet barmilyen jovobeli kisérletes, illetve terapids

kinurenerg-manipulacion alapuld beavatkozas kapcsan szamitasba venni.
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12. Summary

L-Kynurenine (L-KYN) is a central metabolite of tryptophan degradation: known as kynurenine
pathway, it is a cascade of enzymatic steps generating biologically active compounds, through
which more than 95% of the tryptophan is catabolized. The early phase of the catabolic steps
takes place mainly in the liver and the kidneys. However, the metabolization of L-KYN can
effectively proceeds in the brain. The blood brain barrier strongly limits the penetrability of the
kynurenine metabolites from the periphery to the central nervous system, since most of them
can only be transferred by passive diffusion with a very low efficacy. One clear exception is
the L-KYN, which can enter the brain with the aid of a large neutral amino acid transporter.
Thus, the cerebral kynurenine metabolism is very responsive to the peripheral level of the L-
KYN. Preclinical studies have shown that growth in the level of systemic L-KYN is particularly
associated with a dose-dependent increase of its direct downstream metabolite kynurenic acid
(KYNA) in the central nervous system. Evidence suggests that in the physiologically intact
brain the most prominent and rapid change after peripheral L-KYN administration is the peak
elevation of KYNA.

KYNA is a complex neuromodulator, antioxidant and neuroprotective endogenous molecule.
Elevation of brain KYNA content is correlated with attenuation in the concentration of
extracellular glutamate, dopamine and acetylcholine in distinct cortical and subcortical brain
regions. KYNA influences neurotransmission through multiple actions at the pre- and
postsynaptic site. KYNA directly attenuates neurotransmitter release, partly by inhibiting o7
nicotinic acetylcholine (a7nACh) receptor located on presynaptic terminals, and partly by
stimulating G-protein-coupled receptor 35 (GPR35) localized on neurons and astrocytes. Thus,
even the modest fluctuations in endogenous KYNA can bi-directionally control the
extracellular levels of glutamate. KYNA hinders postsynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor currents by competitive antagonism at allosteric glycine binding site of NMDA
receptor. Moreover, in the periphery and in the brain during neuroinflammation, KYNA
promotes anti-inflammatory responses due to activation of aryl hydrocarbon receptor and
GPR35 receptor expressed by immune-cells, as well as it presumably also modulates neuronal
survival through extrasynaptic NMDA receptor blockade. Besides its receptor-mediated

actions, KYNA itself is a potent antioxidant.
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Therefore, elevation of brain KYNA level, either by administration of L-KYN or
pharmacological manipulation of the availability of the kynurenine pathway enzymes, has
become an attractive strategy to attenuate neuroinflammatory responses and to protect against
glutamate induced excitotoxicity associated with ischemic brain injury. Accordingly, we and
our collaborators achieved neuroprotection by the administration of L-KYN sulfate (L-KYNSs)
in experimental models of neurodegenerative diseases and ischemic stroke. Decades after the
discovery of the neurotoxic and convulsant properties of glutamate, it has become clear that
glutamate hypofunction is also pathogenic and therefore undesirable. Accordingly, in
preclinical studies acute or chronic elevation of brain KYNA content, achieved partly by the
peripheral administration of L-K'YN, has been suggested to trigger alteration in the behavior of
rodents: animals expressed hypoactivity or spatial working memory deficit. Moreover, pre- and
postnatal chronic L-KYN exposure provoked long-lasting neurochemical and behavioral
abnormalities manifested in adulthood. However, the results assessing the behavioral effects of
the kynurenerg manipulations emerged from studies that focused mainly on rats, after various-
dose of L-KYNSs treatment. Implementing similar experiments in mice is of particular
importance, because such data is almost absent from the literature. Additionally, the available
information concerning the effects of kynurenerg manipulation beyond neuroprotection is quite
incomplete, since study on dose-dependent responses to various L-KYNs treatment is not
available.

On a top of these, L-KYN and KYNA were attributed a direct role in the regulation of the
systemic circulation. Namely, L-KYN was identified as an endothelium-derived vasodilator,
contributing to peripheral arterial relaxation and regulation of blood pressure during systemic
inflammation in rats. Furthermore, intravenous administration of low-dose L-KYN (1 mg/kg)
has been shown to increase cerebral blood flow (CBF) in conscious rabbits. Therefore, we
hypothesized that acute elevation of systemic L-KYN concentration may exert potential effects
on mean arterial blood pressure (MABP) and on resting CBF in the adult mouse brain.

Consequently, we set out to investigate the dose-dependent (25 mg/bwkg — 300 mg/bwkg)
behavioral effects of the systemic administration of L-KYNs in naive C57Bl/6j mice. To
evaluate the changes in neuronal activity after L-KYNs treatment, in a separate group of
animals we estimated c-Fos expression levels in the corresponding subcortical brain areas by
means of immunohistochemical technique. Moreover, we decided to determine the influences
of L-KYNs treatment on the systemic blood pressure and the cerebral vasoregulation of the

adult mice.
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In the first set of experiments, we wanted to assess the acute effects of L-KYNs treatment on
the behavior of the freely moving animals, thus the mice were administered intraperitoneally
2 h before the experiments. The ambulatory activity was assessed in an open field (OF)
paradigm. Episodic-like memory performance was tested in an object recognition (OR)
paradigm. Anxiety-like behavior was measured in elevated plus-maze (EPM) paradigm. In an
OF paradigm the C57BI/6j mice expressed hypoactivity owing to the lower-dose L-KYNs
treatment, whereas the animals become hyperactive as the dose was raised over 100 mg/bwkg.
The most prominent locomotor disturbances were seen in the 300 mg/bwkg treated group. On
the one hand we verified that moderate L-KYNs treatment hinders the locomotor activity of
mice just as it was reported in rats. On the other hand, our data revealed that the high-dose
L-KYNs treatment impairs further the controls of voluntary movement by inducing an irregular
hyperactive state. Thus we uncovered a non-linear dose-dependent characteristic of the L-
KYNs treatment on the locomotor activity of mice. Besides the changes in the moving pattern,
the moderate to high-dose L-KYNs treatments (100 mg/bwkg, 300 mg/bwkg) completely
abolished the formation of object recognition episodic memory. Thus the amnestic properties
of the kynurenerg manipulation was verified in mice. Additionally, in the EPM paradigm the
animals spent more time in the aversive open spaces of the platform. Consequently, the
treatment dose-dependent anxiolytic effect was uncovered. There is an unequivocal relationship
between hippocampal c- Fos expression and memory formation. The relationship between basal
ganglia activity and c-Fos expression is also described. For this reason, we targeted the
hippocampus, which definitely corresponds to memory formation, and the striatum, which
regulates movement velocity. The high-dose L-KYNs treatment (300 mg/bwkg) decreases the
number of c-Fos-immunopositive-cells in both areas. Thus our data revealed that behavioral
abnormalities owing to a single exposure of high-dose L-KYNs may emerges related to the
altered basal c-Fos protein expression and the imbalance of the striatal and hippocampal

neuronal activity.

In the last set of experiment, we set out to obtain comparable information about the potential
vascular effects of L-KYNs. MABP was monitored in the femoral artery, while CBF was
assessed through the intact parietal bone with the aid of laser speckle contrast imaging. L-KYN
sulfate (L-KYNs) (300 mg/kg, i.p.) or vehicle was administered intraperitoneally.
Subsequently, MABP and CBF were continuously monitored for 2.5 h. In the control group,
MABP and CBF were stable (69 + 4mmHg and 100 + 5%, respectively) throughout the entire
data acquisition period. In the L-KYNs-treated group, MABP was similar to that, of control
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group (73 = 6mmHg), while hypoperfusion transients of 22 + 6%, lasting 7 = 3 min occurred
in the cerebral cortex over the first 60 — 120 min following drug administration. In conclusion,
the systemic high-dose of L-KY Ns treatment destabilizes resting CBF by inducing a number of
transient hypoperfusion events. Until recently the possibility that this manipulation might

interfere with the cerebrovascular regulation was not taken into account.

The impairment of the kynurenine pathway metabolism is increasingly considered to be
involved in the occurrence and the progression of neurophysiological dysfunctions observed in
various neurodegenerative diseases. Thus, manipulation of the availability of kynurenine
metabolites with the aim of therapy has been extensively investigated recently. Although, up to
this point a detailed dose-response study related to the kynurenine manipulation effects beyond
neuroprotection was not done. We have demonstrated that a single moderate L-KYNs
administration can provoke numerous behavioral disturbances, whereas these effects become
more dominant with the increase of L-KYNSs concentration. Therefore, a single high-dose
L-KYNs treatment next to the behavioral influences, could also alter genexpression and
destabilizes resting CBF, a phenomenon that should be considered by interpreting the effect of
kynurenergic manipulation on brain function. By planning clinical trials basing on kynurenergic

manipulation possible behavioral and vascular side effects should also be considered.
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1. abra. A vertikalis mozgasi aktivitas és a sztereotip viselkedés csoportok kozotti 6sszehasonlitasa a nyilt
porond (OF) tesztben. Az agaskodasok mennyiségét, valamint a sztereotip viselkedés idejének meghatarozasat
az OF mérések soran rogzitett videofelvételek segitségével utdlag elemeztiik. Ilyen felvétel két kontroll
csoportrol (n=18), valamint a 25 mg (n = 9), a 100 mg (n = 10) és a 300 mg/ttkg L-KYNs (n = 10) kezelt
csoportokrol késziilt. A két kontroll csoportot a szamolas és az abrazolas soran egyiitt kezeltiik. (A) Az
agaskodasok szamanak 6sszehasonlitasa kimutatta, hogy a 300 mg/ttkg L-KY Ns-tal kezelt egerek szignfikansan
kevesebbszer agaskodott, mint a kontroll csoport. Ez a vertikalis mozgasi aktivitas csokkenését jelezte. (B)
Sztereotip viselkedésnek tekintettiik, amikor az allat tartosan mozdulatlanul, dermedt allapotban volt (freezing),
illetve a bundajat tisztogatta (grooming). A sztereotip viselkedés idejének csoportok kozotti Gsszehasonlitasa
soran a 300 mg/ttkg csoport szignifikans mértékben eltért a kontroll csoporthoz képest. Ez alapjan a legnagyobb
kezelési dozis fokozta a sztereotipikus viselkedés formak kifejezodését. Az abran az adatok atlagat és szorasat
(stdev) jelenitettiik meg (ANOVA, p**<0,01).
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2. abra. A teljes targyexploracios id6 csoportok kozotti 6sszehasonlitisa az uj targy felismerés teszt
(NOR) minta és a felismerési szakaszai soran. A teljes targy exploracios id6 szamitasanal az egyes szakaszok
alkalmaval a két targgyal t61tott idoket allatonként dsszeadtuk €s csoportonként atlagoltuk. A csoportok kozotti
statisztikai Osszehasonlitds nem eredményezett szignifikans kiilonbséget sem a minta (A), sem a felismerési
szakasz soran (B). Az abran az adatok atlagat és szorasat (stdev) jelenitettiik meg (ANOVA).
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