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ROVIDITESEK JEGYZEKE

aCSF: mesterséges cerebrospinalis folyadék

AMPA: alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionsav
CSF: cerebrospinalis folyadék

fEPSP: mezdpotencial

GABA: gamma-amino-vajsav

HPLC: nagy nyomasu folyadék kromatografia

IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz

i.p.: intra peritonealis

KAT I: kinurenin aminotranszferaz [

KAT II: kinurenin aminotranszferaz II

KYN: L-kinurenin

KYNA: kinurénsav

KYNA-NH-GLUC: gliikdz-amin kinurénsav

L-NNA: N-omega-nitro-L-Arginin

LTP: long term potentiation

mNBA: (m-nitrobenzoil)-alanin

nAChR: nikotinos acetil-kolin receptor

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NBQX: 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-szulfamoil-benzo[ f]quinoxalin-2,3-dion
NMDA: N-metil-D-aszpartat

OGD: oxigén-gliik6z deprivacid

PTZ: pentiléntetrazol

PROB: probenecid

Ro 61-8048: 3,4-dimetoxi-[-N-4-(nitrofenil) tiazol-2il]-benzén-szulfonamid
TDO: triptofan-2,3-dioxigenaz



1. BEVEZETES

Az L-triptofan egyike a tiz esszencialis aminosavnak, létfontossagu szamos fehérje
felépitéséhez. Az L-triptofan a proteinszintézis mellett szdmos biologiailag aktiv
anyagcseretermék képzddésének kiinduldpontja. A kinurenin Utvonal képezi a triptofan
anyagcsere fo dgat. Ez a metabolikus kaszkad felelés a nikotinamid-adenin-dinukleotid és a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat koenzimek el6allitasaért. 35 évvel ezel6tt kimutattak,
hogy a kinurenin Utvonalon keletkezd metabolitok neuroaktiv tulajdonsagokkal rendelkeznek.
A kinurenin utvonal kdzponti szerepet bet6lté molekuldja az L-kinurenin, amely jelen van az
emlds vérben, agyszOvetben és periférias szervekben. Az L-kinurenin az asztrocitdkban
irreverzibilisen transzamindlodik ¢€s kinurénsavva alakul. A kinurénsav a glutamaterg
szinapszisok kozvetlen kozelében felszabadulva hatékonyan befolyasolja ezek miikodését.

Hirtelen fellépd hipoxia vagy iszkémia kovetkeztében a neuronokbdl és glia sejtekbdl
nagy mennyisségli glutamat szabadul fel. A szinapszisokat eldraszté glutamat ionotrdop
receptorokat, N-metil-D-aszpartat (NMDA) ¢&s alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propionsav (AMPA) receptorokat aktival, melyek tulmikodése az intracellularis kalcium
szintet megemelve, reaktiv oxigén gyokok felszabaduldsdhoz ¢és sejthaldlhoz vezethet. A
kinurénsav az elsd, és az eddigi ismeretek szerint az egyetlen endogén NMDA receptor
antagonista. A kinurénsav nem kompetitiv NMDA receptor antagonista, mely az NMDA
receptorok aktivitasahoz sziikséges koaktivatort, a glicint szoritja le kotohelyérdl. A kinurenin
utvonalon fellépd zavarok hatdsdra megvaltozik a kinurénsav koncentracioja az
idegszovetben. A fiziologias értékektdl eltérd kinurénsav koncentraciok figyelhetdk meg
kiilonbozé neurodegenerativ megbetegedésekben, mint pl. az Alzheimer kor, amyotrophias
lateral sclerosis, skizofrénia, sclerosis multiplex vagy az epilepszia esetében.

A kinurenin ttvonal abnormalitasanak talajan kialakuld neuronalis zavarok
megeldzésére, kezelésére vagy a traumds agyi sériilések, hipoxia, iszkémia soran 1étrejovo
excitotoxicitas kikiiszobolésére az endogén kinurénsav szint szabalyozasa kinal lehetdséget. A
kinurénsav terapias alkalmazasanak hatéart szab a vegyiilet polaris strukturdja, mely a vér-agy
gaton vald atjutasat neheziti. A probléma kikiiszobolésére tobb megoldas is kindlkozik. Az
egyik alternativa, a kinurénsav helyett az eldanyagéanak, az L-kinureninnek az alkalmazasa.

Az L-kinurenin konnyedén atjut a véragy-gaton, ¢és a kinurenin aminotranszferdzok



segitségével az asztrocitdkban kinurénsavva alakulva szabadul fel a glutaméaterg szinapszisok
kozelében.

Egy masik alkalmas megkozelités, a kinurenin Gtvonalon szerepld kiilonb6z6é enzimek
mukodésének befolyasoldsa enzim inhibitorok alkalmazasadval. Az enzim inhibitorok a
kinurenin utvonal egyes komponenseinek aranyat megvaltoztatva, lehetdséget biztositanak a
kiilonb6z6 szintetikus kinurénsav analdogok nytjthatnak tovabbi lehetdséget. A szintetikus
szarmazeékokkal szembeni alapvetd elvarasok egyike, hogy az egyes analégok a kinurénsav
NMDA receptor blokkold hatdsat megdrizzék, és a vér-agy gaton sikeresen atjussanak. A
kinurénsav alapvdzanak megtartdsa mellett, kiilonb6z6 kémiai csoportok csatoldsaval
hatékony szdrmazékok allithatok eld. Egyszerii szubsztitucioval képzett halogén szarmazékok
az 5,7-diklorokinurénsav, és a 7-klorokinurenin. Kiilonb6z6 cukrokkal torténo észterifikalas,
¢s tioszubsztituensek alkalmazasa szintén hatékony kinurénsav analogok képzddéséhez vezet.

Jelen tanulméanyban a kinurénsav elektrofizioldgiai hatédsait vizsgaltuk in vitro
rendszerben. Tovabbi kisérletekben a kinurénsav eldanyagat, az L-kinurenint alkalmaztuk, és
azt vizsgaltuk, hogy az in vitro tulélé agyszelet preparaitumok milyen mértékben képesek
hasznositani az exogén modon bejuttatott prekurzort. A kinurénsav eléanyaga mellett egy
szintetikus kinurénsav szarmazékot is megvizsgaltunk, és hatasat a kinurénsavéval mértiik
Ossze. A kinureninek neuromuduldtoros hatasait a pentiléntetrazol modell alkalmazasaval

vizsgaltuk meg.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A kinurénsavat (KYNA) elsoként a német kémikus, Justus von Liebig azonositotta
1853-ban (Liebig, 1853). Fél évszazaddal késébb Ellinger és Homer felismerte, hogy a
kinurénsav a triptofan anyagcsere soran keletkezd termék (Ellinger, 1904; Homer, 1914). A
triptofannak ezt a metabolikus 4gat 1947-ben a kinurenin Utvonalnak nevezték el, a keletkezd
anyagcsere termékeket pedig a kinureninek gyQjténévvel illették (Beadle et al., 1947,
Heidelberger et al., 1949). A kinurenin utvonalon keletkez6 metabolitok neuroaktiv
tulajdonsagokkal birnak (Minatogawa et al., 1974; Moroni, 1999; Wolf, 1974). Az utvonal
legtobb komponense a gliasejtekben, azon beliil is az asztrocitdkban és a mikrogliaban lelhetd
fel (Du et al., 1992).

A kinurenin utvonalon elsd 1épésként felnyilik a triptofan indol gytiriije és N-formil-
kinurenin keletkezik. A reakciét az indolamin-2,3-dioxigendz (IDO), illetve a periférias
szovetekben, kiilonosen a majban egy specifikusabb enzim, a triptofan 2,3-dioxigenaz (TDO)
katalizalja (1. tablazat). Az IDO enzimet els6ként az 1950-es években irtdk le, mint hem-
tartalmt fehérje (Hayaishi et al., 1957). Az indolamin dioxigenaz elnevezés arra utal, hogy az
IDO enzim fontos szerepet jatszik az indolaminok, mint pl. a 5-hidroxi-triptamin, triptamin és
a melatonin anyagcseréjében (Hirata and Hayaishi, 1975; Yoshida and Hayaishi, 1987). Amig
a TDO specifikusan 1ép reakcioba az L-triptofannal, az IDO enzim az aminok, D-triptofan, L-
¢s D-hidroxi-triptofan indol gylir(ijét is képes felnyitni. Az IDO a legtobb emlds szervben
megtaldlhato, beleértve a vékonybelet, tiidét, mellékherét, az endokrin mirigyeket és a
kozponti idegrendszert is (Watanabe et al., 1981). Az IDO enzim jelen van a méhlepényben
is, vélhetdleg fontos szerepet jatszik az anya és magzat kozti immunologiai tolerancia
kialakitdsaban (Bonney and Matzinger, 1998; Munn et al., 1998). Immunhisztokémiai
modszerekkel kimutattak, hogy a TDO nem csupan a periférids szervekben, hanem a kdzponti
idegrendszerben is jelen van (Guillemin et al., 2007). Megnovekedett IDO enzim aktivitas
esetén a TDO expresszidja csokken, IDO hidnyaban pedig megnovekszik a TDO expresszio.
A két enzim expressziojanak kapcsolata a kinurenin utvonal egyik szabalyozé mechanizmusat
mutatja.

A triptofan indol gylrtjének felnyilasaval keletkez6 N-formil-kinurenin a
tovabbiakban a formamidaz enzim segitségével L-kynureninné alakul (Gal and Sherman,

1978; Gal and Sherman, 1980). A formil-kinurenin biologiai aktivitasarol kevés tanulmany



sziiletett, mivel az L-kinureninné torténd atalakulasa gyors folyamat. Az atalakulasért felelds
formamidaz enzim valamennyi emlds szervben jelen van (Mehler and Knox, 1950). Az L-
kinurenin a kinurenin utvonal kulcsfontossagu terméke, szubsztratjat képezi harom kiilonb6z6
enzimnek is (1. dbra). A kinurenindz enzim miikddése antranilsavon keresztiil a kvinolénsav
képzddéséhez vezet, melybdl az anyagcsere folyamat végén a nikotinamid-dinukleotid
(NAD") jén létre. L-kinureninbél a kinurenin aminotranszferazok (KAT) xanturénsavat, ill.
kinurénsavat allitanak elé (Guidetti et al., 1997; Okuno et al., 1991; Schmidt et al., 1993). Az
L-kinurenin alacsony koncentraciéban jelen van a vérben, az agyszOvetben, és periférias
szervekben egyarant. A vér-agy géaton konnyedén atjut, atlépését a nagy neutralis aminosav
transzporterek segitik (Christensen, 1984; Speciale et al., 1989). A cerebrovaszkularis nagy
aminosav transzporterek miikodése Na-fliggetlen, és tobb mint tiz neutralis aminosav cseréjét
végzik az agyszovet és plazma kozott. A transzport affinitasa a nagy, neutralis oldallancokkal
rendelkez0 aminosavakkal szemben a legnagyobb, mint pl. a leucin, triptofan és az L-fenil-
alanin (Smith et al., 1987). Az L-kinurenin egy o-aminosav, melynek egy szabad karboxil
csoportja és egy nem szubsztitualt a-amino csoportja van, mely sziikséges a hatékony L-
rendszer aktivitashoz (Smith, 1989). Az L-kinurenin az agyszovetbe kerlilve, az asztrocitak
belsejébe 1ép koncentracid gradiensének megfelelden. A glidlis sejtekben irreverzibilisen

transzaminalodik és kinurénsavva alakul (Bender and McCreanor, 1982; Moroni, 1999).

1. tablazat: A kinurenin utvonal komponensei

ENZIM SZUBSZTRAT TERMEK
Indolamin-2,3-dioxigenaz Triptofan Formil-kinurenin
Triptofan-2,3-dioxigenaz Triptofan Formil-kinurenin

Kinurenin formamidaz

Formil-kinurenin

L-kinurenin

Kinurenin aminotranszferaz I, 11

L-kinurenin
3-hidroxi-kinurenin

Kinurénsav
Xanturénsav

Kinurenin-3-hidroxilaz

L-kinurenin

3-hidroxi-kinurenin

Kinureninaz

L-kinurenin
3-hidroxi-kinurenin

Antranilsav
3-hidroxi-antranilsav

3-hidroxi-antranilsav hidroxilaz Antranilsav 3-hidroxi-antranilsav
3-hidroxi-antranilsav dioxigendz | 3-hidroxi-antranilsav | Kvinolénsav
Kvinolénsav foszforibozil- L,

Kvinolénsav NAD"

transzferaz




1. abra
A kinurenin utvonal
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1/a: indolamin-2,3-dioxigendz, 1/b: triptofan-2,3-dioxigendaz, 2: Kinurenin formamidaz, 3:
Kinurenin aminotranszferaz I, II, 4: Kinurenin-3-hidroxilaz, 5: Kinureninaz, 6: 3-hidroxi-
antranilsav hidroxilaz, 7: 3-hidroxi-antranilsav dioxigendz, 8: Kbvinolénsav foszforibozil-

transzferaz.



Patkany és human agyszovetben egyarant két kiilonb6z6 enzim felelés a kinurenin-
kinurénsav atalakulasért: a KAT I és KAT II (Guidetti et al., 1997; Okuno et al., 1991;
Schmidt et al., 1993). Mindkét enzim preferencialisan glia sejtekben lokalizalhato (Ceresoli-
Borroni and Schwarcz, 2000), ¢s mindkét tipus legnagyobb mennyiségben az asztrocitak
mitokondriumaban talalhato (Du et al., 1992; Okuno et al., 1991). A KAT I - mas nevén
glutamin transzaminédz K - egy szolubilis enzim, mely koszubsztratként piruvatot hasznosit, és
maximalis aktivitast 9.5-10-es pH-n mutat (Schmidt et al., 1993). Expresszidja sziiletést
kovetden megnovekszik, €és maximumat felndtt korban éri el a patkany agyban (Ceresoli-
Borroni and Schwarcz, 2000; Plant et al., 1997). A KAT II az asztrocitdk citoplazmédjaban
talalhatd (Ceresoli-Borroni and Schwarcz, 2000; Okuno et al., 1991), koszubsztratként
oxoglutaratot hasznosit (Guidetti et al., 1997). A KAT II pH optimuma a fiziologias
tartomanyban van (Schmidt et al., 1993). Farmakologiai ill. 1éziés modelleken végzett
kisérletek egyarant azt tdmasztjak ald, hogy fiziologids koriilmények kozott a kinurénsav
termelés tobb, mint 70%-aért a KAT II enzim felelds patkdnyban (Guidetti et al., 1997). A
human KAT II kristalyos szerkezetét 2007-ben irtak le (Han et al., 2007), (2. abra).

2. abra
A KAT II enzim kristdlyos szerkezete

SzD

A KAT II enzim végzi a kinurénsav termelés donté
hanyadat. A KAT II négy alegységbol felépiilé
homodimer molekula. A szubsztratkoté helyen séhid jon
létre az L-kinurenin karboxil csoportjaval (Han és mtsi,
2007). SzD: szubsztratkoté domén.
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A kinurénsav jelenlétét az emberi agyszovetben az 1980-as években két kutatdecsoport
egymastol fliggetleniil mutatta ki. Turski ¢és munkatarsai nagy nyomasu folyadék
kromatografids (HPLC) elvélasztasi technikat alkalmazva mérték a kinurénsav mennyiségét
posztmortem human agyszovet mintdkban. A legnagyobb koncentraciot a nucleus
caudatusban (1.58 £ 0.43 pmol/mg) talaltak, ennél alacsonyabb koncentraciot mutattak ki a
talamuszban, globus pallidusban, hippocampusban, a parietalis és frontalis kéregben. A
vizsgalt agyteriiletek koziil a kisagyban mérték a legalacsonyabb kinurénsav koncentraciot
(0.14 3/- 0.02 pmol/mg szovet) (Turski et al., 1988). Moroni és munkatérsai szintén HPLC
technikat alkalmazva, kiilonboz6é fajok agyszovetének kinurénsav tartalmat hasonlitottak
Ossze. Egér agyszovetben 5.8 £ 0.9 pmol/g, patkanyban 17.8 = 2.0 pmol/g, tengeri malacban
16.2 £ 1.5 pmol/g, nyulban 26.8 = 2.9 pmol/g, mig emberi agyszévetben 150 = 30 pmol/g
mennyiségeket mértek fehérjére vonatkoztatva (Moroni et al., 1988b).

A kinurénsav tobb kiilonbozd receptor tipus miitkodését is képes befolyadsolni. Széles
spektrumu serkentd aminosav receptor antagonista, mely alacsony koncentracidban nem
kompetitiv. NDMA receptor antagonistaként miikodik. Az NMDA receptorok sztrichnin-
inszenzitiv glicink6td oldaldhoz képes kotddni (Birch et al., 1988; Kessler et al., 1989;
Parsons et al., 1997). A glicin az NMDA receptorokon glutamat koagonistaként funkcional, és
a receptor affinitdsdt noveli az endogén glutamattal szemben (Laube et al., 1997). A
glicink6té helyek antagonistdi az NMDA receptorok miikddését gatoljak (3. &bra). A
kinurénsav magasabb koncentracidban kompetitiv antagonistaként hat az AMPA ¢és kainat
receptorokon is (Bertolino et al., 1989; Kessler et al., 1989; Stone and Connick, 1985). Az
AMPA receptorok extracellularis glutamat kotd oldaldhoz kotddve a kinurénsav gétolja a
receptor miikodését. 2006-ban végzett kutatdsok kimutattdk, hogy a kinurénsav az AMPA
receptorokon nemcsak antagonisztikus hatast képes kifejteni, hanem alacsony
aramokat (Prescott et al., 2006). Mindemellett a kinurénsav az agyi nikotinerg rendszerrel is
kapcsolatban all, és az o-7 nikotinos acetilkolin receptorokat (nAChR) képes blokkolni,
hasonlo ICsy értékkel (millimélos tartomanyban), mint az NMDA receptorok esetén.
Hippocampalis sejtkultirdban a kinurénsav gatolja a szomato-dendritikus nAChR-kat.
Emellett a preszinaptikus nAChR-kat is képes blokkolni sejtkultiraban és hippocampalis
agyszelet preparatumban egyarant (Hilmas et al., 2001). A nikotinos kolinerg rendszer és a
kinureninek kapcsolatdit mutatja tovabba az is, hogy ismételt szisztémas nikotin kezelés
hatasara egy atmeneti csokkenés utan megnovekszik a kinurénsav koncentracid a patkany

agyszovetben. A kinurénsav a glutamat és nACh receptorokon kiviil egy G-protein kapcsolt
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receptorhoz, a GPR35-hoz is kapcsolddhat, mely a tovabbiakban a sejtekben taldlhat6 kalcium

mobilizalodéashoz, és inozitol-foszfat képzddéshez vezet (Wang and Storm, 2005).

3. dbra
NMDA receptor antagonistik

A: AKTIVALT NMDA glutamat  allosztérikus kotShely

RECEPTOR
glutamit ktGhely / - gh.m.“ N
I glicin kotohely
) sejthartya
citoplazma Ca”ésatoma

B: KOMPETITIV ANTAGONISTA C: GLICIN ANTAGONISTA

. glicin
glutamat glicin antagonista
/}<ompet1t1v antagonista :
. 5;/
glutamét AT “}
kotohely j f ,
D: NEM KOMPETITIV E: CSATORNABLOKKOLO
ANTAGONISTA
nem kompetltiv allosztérikus csatornablokkold
antagonista k6tShely

.
@

A: Az aktivalt NMDA receptor nem szelektiv kation csatornaként funkcional, Na* és Ca**
ionok szamara valik atjarhatova. B: Az NMDA receptorok kompetitiv antagonistai a
receptor glutamat kotohelyéhez képesek kapcsolédni, ezaltal a glutamatot leszoritjak.

C: A glicin antagonistak, koztiik a kinurénsav, a nem kompetitiv NMDA receptor
antagonistak egy specialis csoportjat alkotjdk. D: A nem kompetitiv antagonistak egy
masik csoportja az allosztérikus kotéhelyhez kapcsoléodva fejti ki hatisat. E: A
csatornablokkolék a nem szelektiv kation csatornaba illeszkedve megakadilyozzik az
ionaramlast (Laube és mtsi, 1997).
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Neuroanatdémiai tanulmanyok bizonyitottak, hogy a kinurénsav termelés helyszine az
asztrocitakban a glutamaterg szinapszisok kozvetlen kozelében taldlhaté (Roberts et al.,
1995), ezéltal az asztrocitakbol felszabaduld kinurénsav magasabb koncentraciot is elérhet a
szinaptikus résben, vagy annak kozelében. A de novo szintetizalodott kinurénsav ezaltal az
NMDA receptorok miitkodését hatékonyan képes befolyasolni.

Polaris struktirajanal fogva a kinurénsav nem képes athaladni a vér-agy gaton (Fukui
et al., 1991). Az agyszovetbdl torténd eliminacidjanak egyetlen Utja a probenecid-érzékeny
transzportereken keresztiil vezet (Moroni et al., 1988b), egyéb enzimatikus degradacios
folyamat vagy az extracellularis térb6l vald wjra felvétel nem ismeretes. Az agyszovet
kinurénsav koncentracioja a kiilonboz6 fajoknal eltérd, egérben 6 nM (Moroni et al., 1988b),
patkany agyban megkozelitéleg 20 nM (Connick et al., 1992), mig ember esetében 1 mM-os
értéket mértek (Turski et al., 1988).

Kiilonb6z6 neurodegenerativ megbetegedésekben a kinurénsav abszolut vagy relativ
koncentracidoja eltér a fiziologids értékektdl. Csokkent kinurénsav szinteket mértek
Huntington koros betegek striatumaban (Beal et al., 1992; Jauch et al., 1995). Ez az elvéltozas
a cerebrospinalis folyadék (CSF) szintjén nem mutatkozik meg Huntington kor esetén (Heyes
et al., 1991). Parkinson kérban szenvedd betegeknél a kinurénsav koncentracidja alacsonyabb
a fiziologias szintnél a frontalis kéregben és a putamenben (Ogawa et al., 1992), mig a
nucleus caudatusban nem tapasztaltak eltéréseket (Beal et al., 1992). A parkinsonos betegek
plazmdjaban mért KAT I, KAT II aktivitads szintén szignifikdnsan alacsony (Hartai et al.,
2005). Csokkent kinurénsav szintet mértek CSF-ban Alzheimeres betegeknél (Heyes et al.,
1991), mig megemelkedett értékeket skizofrénidban (Erhardt et al., 2001). Sclerosis
multiplexben szintén sériil a kinurenin tvonal, Baran és munkatarsai (2000) valamint Rejdak
munkatarsai (2002) egyarant csokkent kinurénsav szinteket mértek CSF-ban sclerosis
multiplexes  betegeknél. A triptofan  anyagcsere  metabolitjait az  epilepszias
megbetegedésekkel is Osszefiiggésbe hoztik. Natsume ¢és munkatdrsai (2003) temporalis
lebeny epilepszidban szenvedd betegek hippocampusat vizsgaltdk pozitron emisszios
tomografiaval, és az alfa-metil-triptofdin hipermetabolizmusat mutattdk ki az epilepszias
fokusz oldalan. WAG/R1j patkanyokon - az absence epilepszia genetikai modelljén - végzett
mérések szignifikansan alacsonyabb kinurénsav szinteket mutattak az allatok frontalis
kérgében a nem epilepszids kontrollokéhoz képest (Kaminski et al., 2003). In vitro
hippocampdlis agyszeleteken végzett vizsgalatok pedig azt mutatjak, hogy a kinurénsav mar
alacsony koncentracioban is képes csokkenteni a spontan epileptiform kisiiléseket null-

magnézium modellben (Scharfman and Ofer, 1997). Mindemellett a kinurénsav szintje az
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agyszovetben nem csupan az egyes betegségekhez kothetden valtozik, hanem életkorfiiggden,
a kor elérehaladtaval is megnovekszik koncentracidja (Gramsbergen et al., 1992; Moroni et
al., 1988a), ami feltehetleg az asztrocitdkban taldlhaté KAT enzimek feldusuldsaval all
Osszefliggésben (Gramsbergen et al., 1997).

A kinurénsav antikonvulzéns és neuroprotektiv tulajdonsagokkal rendelkezik (Foster
et al., 1984; Moroni, 1999), mely jellemzOk a serkentd aminosav receptorokon kifejtett
hatason keresztiil érvényesiilnek. A kinurenin utvonalon fellépd zavarok megeldzésére ill.
korrigalasara szamos ponton nyilik lehetdség. Az egyik beavatkozdsi mod a kinurenin
utvonalon szerepld enzimek kiilonb6z6 inhibitorainak alkalmazéisa, mely a kinurenin
metabolitok egyenstlydnak visszaallitasat célozza. Kinurenin-hidroxilaz inhibitor szisztémas
alkalmazésa csokkenti a spontdn lokomotoros aktivitast, és megnoveli az elektroshock vagy
audiogenikusan indukalt rohamok kiiszobszintjét patkanyban (Carpenedo et al., 1994,
Chiarugi et al., 1995). A kinurenin-hidroxildz inhibitorok - (m-nitrobenzoil)-alanin (mNBA)
¢s  3,4-dimethoxi-[N-4-(nitrofenil) tiazol-2il]-benzén-szulfonamid (Ro 61-8048) -
neuroprotektiv hatast mutatnak oxigén-gliikoz-deprivacidos (OGD) modellen. OGD-nak kitett
organotipikus hippocampalis szelet kulturdban ezek az inhibitorok csokkentették a neuronalis
karosodas mértékét. In vivo korilmények kozott, bilateralis carotis elzarast kovetéen a mNBA
¢s a Ro61-8048 szignifikdnsan csokkentette a karosodott piramis sejtek szamat a

Egy maésik beavatkozasi lehetdség a kinurenin utvonal egyensulyanak helyreallitasara,
a kinurénsav eldanyaganak, az L-kinureninnek €s egyéb szintetikus kinurenin analégoknak az
alkalmazasa. Az L-kinurenin - ellentétben a kinurénsavval — képes atjutni a vér-agy gaton,
szisztémas alkalmazasaval konnyedén bejut az agyszovetbe, ahol a glia sejtek felveszik, és
kinurénsavva alakitjak. Globalis ischemia modellben az L -kinurenin intra peritonealis (i.p.)
hasznalata neuroprotektivnek bizonyult patkany agykéregben és hippocampusban (Robotka et
al., 2008; Sas et al., 2008). Alkalmazasa hatékonyan csdkkentette a sériilt neuronok szamat az
agykéregben, eld- ill utokezelés formdjadban egyarant. In vitro entorhinalis-hippocampalis

crer

epileptiform kisiiléseket null-magnézium modellben (Scharfman and Ofer, 1997) (4. abra).
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4. abra
Az L-kinurenin hatdsa az epileptiform tevékenységre

A. CONTROL /_M,,L.hﬂ__ﬁ_ﬁ 1 f

B. 0 Mg*

Scharfman and Ofer, Neurosci Lett 1997

A: A kontroll felvételeken a paros stilmulusok alkalmazisa nem valtott ki

repetitiv mezépotencidlokat. B: A null-magnézium modellben mar egyetlen

stimulus is elegend6 a repetitiv mezépotencialok indukalasahoz. C: Az 1 mM-

os L-Kkinurenin elokezelés megakadilyozta a tartés repetitiv hullimforma

kialakuldsat, de nem ellensiilyozta teljes mértékben a fokozott excitabilitast

(Scharfman et al. 1997).
Az L-kinurenin mesterségesen eldallitott analdgjai a 4-klorokinurenin, az L-4,6-
diklorokinurenin és 7-klorokinurenin (Wu et al., 2000). A 4-klorokinurenin a nagy neutralis
aminosav transzportereken keresztiil 1ép at a vér-agy gaton, majd az agyszovetben a KAT
enzimek 4ltal irreverzibilisen transzaminalodik és 7-klorokinurénsavva alakul. A 7-
klorokinurénsav affinitasa az NMDA receptor glicinkotd oldaldhoz hetvenszerese az endogén
kinurénsavénak (Hokari et al., 1996).

A szintetikus kinurénsav analogok alkalmazasa egy tovabbi alternativat jelenthet a
kinurenin Utvonalon fellépd zavarok normalizalasara €s az iszkémids neuron karosodasok
mérséklésére. Mivel a kinurénsav csak nehezen jut 4t a vér-agy gaton, a szintetikus
szarmazékok eldallitasakor az elsddleges cél olyan vegyiiletek szintetizaldsa, melyek a
kinurénsavval Osszemérhetd neuroprotektiv hatassal rendelkeznek, de a vér-agy gaton
hatékony mértékben képesek atjutni. Halogén szubsztitucioval eldallitott kinurénsav
szarmazékok, melyek NMDA receptor antagonistaként funkcionédlnak, a 7-klorokinurénsav,
(3H)5,7-diklorokinurénsav, (Guidetti et al., 2000; Mugnaini et al., 1998; Wu et al., 2000).
Patkany kortikélis agyszelet prepardtumokon végzett kisérletekben a 7-klorokinurénsav nem
kompetitiv. NMDA receptor antagonistanak bizonyult, 10-100 pM-os koncentracioban

szelektiven kétddik az NDMA receptor sztrichnin inszenzitiv, glicinkotd oldalahoz (Kemp et
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al., 1988). A szintetikus szadrmazékok vér-agy gaton torténd atlépését teszi lehetdové az
alapvegyiiletek észterifikalasa kiilonb6zé cukrok csatolasa éltal. A cukor-konjugadtumok a
gliikoz transzportereken keresztiil képesek a vér-agy gatat atlépve az agyszovetbe jutni. A 7-
klorokinurénsav D-galaktéz és D-gliikoz észterei hatékonyan atjutnak vér-agy gaton és
neuroprotektiv hatdst mutatnak az NMDA toxicitassal szemben egérben (Battaglia et al.,
2000). Hasonl6 mesterséges szarmazék a gliikdzamin-kinurénsav (KYNA-NH-GLUC),
melyet a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosvegytani Intézetében szintetizaltak. A
glilk6zamin-kinurénsav 17 pM/kg dézisban i.p. alkalmazva patkanyokban, szignifikdnsan
csokkentette in vivo kisérletekben a hippocampus CAl-es régidjabol elvezetett population
spike-ok amplitidojat (5. abra). Az in vivo kisérletek azt mutatjadk, hogy a gliikkdz-amin
kinurénsav sikeresen atjut a vér-agy gaton, és haté¢kony NMDA receptor antagonista.
5. abra

Gliikéz-amin kinurénsav elektrofiziologiai
hatdsa in vivo kisérletekben

B KYNA-NH-GLUC + PROB

00— oeemev L.

B0~ g

404 P

C510 30 60 a0 1200 150 180 min

Az in vivo alkalmazott gliikéz-amin kinurénsav (KYNA-NH-
GLUC), probeneciddel (PROB) egyiittesen adva, a kezelést
koveté 15. percben mar szignifikans csokkenést eredményezett
jelek amplitidéjaban (= S.D.). ** p<0,01, Oneway ANOVA
(Robotka és munkatarsai, 2005).
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3. CELKITUZESEK

3. 1. A kinurénsav hatdsa

Kisérleteinkben az in vitro alkalmazott kinurénsav hatasait a hippocampus CAl-es
kinurénsav koncentracid-hatds gorbéjét, valamint a kiilonb6z6é koncentracioknal fellépd eltérd

hatasokat kivantuk meghatarozni.

3. 2. Pentiléntetrazol modell és a kinurénsav elokezelés hatasa

Elektrofiziologiai vizsgalatainkkal a pentiléntetrazol hatésait tanulmanyoztuk in vitro
koriilmények kozott patkany agyszeleten. A pentiléntetrazol, mely erds kémiai konvulzéns, a
GABA, receptorok gatlasa révén hiperexcitabilitds kialakuldsat indukélja. A modell
kidolgozaséaval célunk az volt, hogy a kinurénsav neuromodulatoros tulajdonsagat vizsgaljuk,

konvulziv hatasnak kitett, tulélé hippocampus preparatumokon.

3. 3. L-kinurenin

A pentiléntetrazol modellen vizsgalni kivantuk a kinurénsav el@anyaganak, az L-
kinureninnek viselkedését. Ismeretes, hogy tuléld agyszelet preparatumok is képesek az
exogén uton hozzaadott L-kinureninbdl kinurénsavat szintetizalni (Turski et al., 1989).
Kisérleteinkkel azt vizsgaltuk, hogy a pentiléntetrazol modellben a kinurenin-kinurénsav

transzformacio hatékony-e a pentiléntetrazol kivaltotta konvulziv hatdsok ellensulyozasaban.

3. 4. SZR-72

Az SZR-72 egy szintetikus kinurénsav szarmazék, melyet a Szegedi
Tudomanyegyetem Gyodgyszerkémiai Intézetében allitottak eld. A pentiléntetrazol modellen
azt vizsgaltuk, hogy a szintetikus szarmazék képes-e a kinurénsavval Osszemérhetd

antikonvulzans hatast mutatni.
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3. 5. A kinurénsav pozitiv neuromodulatoros hatdsa

Tanszékiinkon Németh Hajnalka és Robotka Hermina altal végzett korabbi in vivo
elektrofiziologiai kisérletek sordn észlelt szokatlan eredmények a kinurénsav behatdbb
vizsgalatara késztettek benniinket (Nemeth et al., 2004; Robotka et al., 2005) (6. abra).

6. dbra
Az i.p. alkalmazott kinurénsav és L-kinurenin hatdsa
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"""" Ill llll """ AR
1 MG e o
80 | M
60 |
40
20 |
0
K 510 30 60 920 120 150 180
Time (min)
Robotka et al, European Journal of Pharmacology 2005
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Nemeth et al, Neurophamacology 2004

A Kkinurénsav ill. eldanyaga, az L-kinurenin ir vivo Kkisérletekben
szignifikdnsan megemelte a hippocampalis population spike-ok amplitidéjat
a kontrollhoz képest (atlag + S.D.), a beadast koveté 15 percben (pirossal
kiemelve). A tranziens faciliticiot kovetéen az amplitido értékek
visszatértek a kontroll szintre, majd ~30%-al csokkentek. Oneway ANOVA,
* p<0,05, ** p<0,01 (Nemeth et al., 2004, Robotka et al., 2005).
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Az in vivo kisérletekben felndtt Wistar patkdnyok i.p. kinurénsav + probenecid
kezelést kaptak. A probenecid egy anion-transzportgatld szer, mely a szerves savak, koztiik a
kinurénsav kiiiriilését akadalyozza az agyszovetbdl. A 300 mg/kg ddzisban, i.p. alkalmazott
kinurénsav NDMA receptor antagonista hatasat 1,5 6ran beliil kezdte el kifejteni, a maximalis
gatlo hatas pedig a kezelést kovetd 2,5 6ra mualva érvényesiilt. A kinurénsav + probenecid 1.p.
alkalmazasat kovetd elsd 5-15 percben azonban ellenkezd hatds volt megfigyelhetd: a
hippocampus CAl-es régidjabol elvezetett population spike-ok amplitidoja szignifikdnsan
megnovekedett (* p < 0,05, ** p < 0,01). A serkentd hatas 30 perc alatt lecsengett, az
amplitado értékek a kontroll szintjére tértek vissza, majd 90 perc utdn megjelent a jol ismert
gatlo hatds. Az amplitadé novekedés alapjan feltételeztiik, hogy a kinurénsavnak egy eddig
nem ismert, facilitald hatasa is van. In vitro vizsgalataink arra irdnyultak, hogy hippocampalis

agyszelet preparatumon a kinurénsav esetleges serkentd hatasat kimutassuk, igazoljuk.

19



4. ANYAG ES MODSZER

4. 1. Kiserleti allatok

Kisérleteinkhez fiatal (3-4 hetes) Wistar patkdnyokat hasznaltunk (n=93). Az
allatokat standard koriilmények (hémérséklet, vilagitas) kozott tartottuk. A patkdnyok
csapvizet ad libitum kaptak és standard granulalt patkanytapot (LATI, G6dol16) fogyasztottak.
A kisérletek soran az allatok gondozasat és laboratériumi felhasznaldsat az EU szabvéanyaival

Osszhangban, és a SZTE Etikai Bizottsdganak jovahagyasaval végeztiik.

4 .2. Tulélo agyszelet prepardtum

A hippocampus preparalasat 2°C-os, csokkentett kalcium tartalmu, emelt magnézium
tartalmi mesterséges cerebrospinalis folyadékban (tovdbbiakban aCSF) végeztik (2.
tablazat). Az allat dekapitaciojat kovetden sagittalis metszést ejtettiink a fejboron. Ezutan
atmetszettilk a cranialis nyakcsigolydk ivét, majd a koponyan egy sagittalis és egy, a két
orbitat Osszekotd corondlis irdnyl metszést végeztiink. A koponyatetét ezen metszések

mentén szétnyitottuk, majd a bulbusok mogott €s a kisagy elott ejtett coronalis metszésekkel

crer

2. tablazat
A mesteréges cerebrospindlis folyadékok osszetétele

aCSF metszéshez aCSF regisztralashoz
Kémiai alkot6 Koncentracio mmol/l-ben
NaCl 130 130
KCL 3,5 3,5
NaH,PO4 1 1
NaHCOs 24 24
(+) D-gliikoz 10 10
CaCl, 1 3
MgSO4 3 1,5

A metszéshez ill. regisztralashoz hasznalt aCSF 6sszetétele a kalcium és
magnézium tartalomban térnek el.
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Vibratommal (Campden Instruments) 400 um-es hippocampalis metszeteket készitettlink, a
szeleteket egy oran at inkubaltuk szobahdmérsékletli, karbogénnel oxigenalt aCSF-ben. A
varakozasi 1d6 letelte utan az egyes agyszeleteket interface tipusii kamraba helyeztiik. A

kamra hdmérsékelete (34°C), paratartalma allando volt.

7. abra
Patkanyagy a hippocampust tartalmazo régioval

Az elektrofiziolégiai kisérletekhez 400 pM vastagagu
sagittalis hippocampalis metszeteket hasznaltunk
(Fuster és mtsai, 1995).

4. 3. In vitro elektrofiziologia

Elektrofizioloigiai kisérleteink soran a hippocampus Schaffer collateralisait ingereltiik
(0.2 ms pulzus szélesség, 0.333 Hz), a mezdpotencialok elvezetése a CAl-es régid stratum
radiatumabol tortént (8. dbra). Az ingerléshez bipolaris eziist elektrédot hasznaltunk, az tiveg
mikropipettakat (~1,5 MQ) aCSF-el toltottiik fel. A mikroelektrodakat high-input-impedancia
elderdsitdhoz (SEC-LX05, npi, Germany) csatlakoztattuk (erdsités: 100x, szlirés: 1 Hz - 3
kHz). A stimulus intenzitasat a félmaximalis valasz kivaltasanak megfelelden valasztottuk
meg (15-40 pA). A regisztralas pClamp8 rendszerrel tortént 10 kHz mintavételezési
frekvencian (Axon Instruments, USA, Digidata 1320 A/D board). Az adatok kiértékeléséhez
az OriginPro7.0 (Microcal Software, USA) és az Axoscope 10.1 (Axon Laboratory,

Molecular Devices Corporation, USA) programokat hasznaltuk.
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8. dbra
Ingerlés, extracellularis elvezetés sémdja

elvezeto elektroda

ingerl6 elektroda

Az in vitro extracelluliris elvezetések a CAl-es régio stratum radidtumabél
torténtek. A hippocampus Schaffer kollateralisainak ingerléséhez bipolaris ingerlo
elektrédat hasznaltunk (Wang és Storm, 2005).

4. 4. Mezopotencialok

Elektrofiziologiai kisérleteink soran extracelluldris mezdpotencidlokat vezettiink el a
hippocampus CAl-es régidjabol (9. abra). A mezdpotencidlok (fEPSP-k) amplitiddjanak

valtozasat kovettilk nyomon az egyes anyaghatasok vizsgalata soran.

9. abra
Mezdpotencidal

2 mV

5 ms

Az egyes anyagok elektrofiziolégiai hatasat a
hippocampus CAl-es régiojabél elvezetett
mezopotencialok amplitidéjaval mértiik.
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4. 5. Alkalmazott kémiai anyagok

A kinurénsavat, L-kinurenint, N-omega-nitro-L-arginint, pentiléntetrazolt és az aCSF
kémiai alkotdanyagait a Sigma, a 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-szulfamoil-benzo[f]quinoxalin-2,3-
diont (NBQX) az Ascent Scientific allitotta el6. Az SZR-72-t a Szegedi Gyodgyszerkémiai
Intézetben szintetizaltak, Fiilop Ferenc professzor ur vezetésével. Az egyes anyagokat aCSF-
ben oldottuk fel, és a perfuzios folyadékkal juttattuk az agyszelet preparatumokhoz (standard

perfuzids sebesség 1,5 ml/perc).

4. 6. Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket SPSS for Windows version 9.0 szoftverrel végeztik. Az
egyes eredmények %-ban értenddk, a paramétereket atlag + S.D.-vel adtuk meg. Az
analizisekhez Student-féle t-tesztet és Oneway ANOVA-t hasznaltunk post hoc Bonferroni
teszttel. A kiilonbségeket ** p<0,01 , *** p<0,001 esetén, ill. Student-féle t-teszteknél a *

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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5. EREDMENYEK

5. 1. Kinurénsav

Az in vitro alkalmazott kinurénsav elektrofiziologiai hatasat kiilonbozo
koncentraciokban vizsgaltuk meg mikromolos tartomanyban (10. 4bra). A késObbiekben
hasznalt kinurénsav koncentraciot (16 uM) a koncentracid-hatas gorbe alapjan valasztottuk
meg. A kinurénsav 32 uM-os koncentracioban a mezdpotencialok amplitidojat csaknem a
felére csokkentette (55,25 % + S.D.) (11. abra). A kinurénsav alacsonyabb koncentracidkban
is mutat NMDA receptor gatld hatast, 4 uM-os kinurénsav koncentraci6 10,75 %-os (= S.D.)

csokkenést valtott ki az amplitado értékekben.

10. dabra
A kinurénsav koncentrdcio-hatds gorbéje
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A Kkinurénsav in vitro alkalmazva, mikromoélos tartomanyokban a
mezépotencidlok amplitédoéjaban csokkenést valtott ki. Az amplitido
csokkenés 4 pM-os kinurénsav koncentraciétél kezdve valt szignifikanssa a
kontrollhoz képest, ** p<0,01 szignifikancia szinten. 8, 16 és 32 pM
kinurénsav koncentracioknal a csokkenés *** p<0,001 szignifikancia szintii
volt (Oneway ANOVA).
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11. dbra
32 uM-os koncentrdaciéban alkalmazott kinurénsav hatdsa a mezépotencidalokra
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A Kinurénsav tartalmi perfuzé az agyszeletekhez érkezve, perceken
beliil lecsokkentette a mezdpotencidlok amplitadéjat. 32 pM-os
koncentraciéju kinurénsav hatasa nem volt visszafordithaté 50 perces
kimosassal sem.

A kinurénsav amplitido-csokkentd hatasa perceken beliill megmutatkozott, a maximalis hatas
kifejtéséhez 20-30 perc volt sziikséges. A kinurénsav kezelést kovetden a normal aCSF-hez
valo visszatérés kiilonbozd hatdssal volt a mezdpotencidlok amplitadd értékeire az eltérd

kinurénsav koncentraciokkal torténé kisérletek esetén.

12. abra
16 uM-os kinurénsav kezelés elektrofiziologiai hatasa
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A 16 pM-os Kkoncentracioban alkalmazott kinurénsav kezelést

kovetd normal perfuzié hatiasara a hippocampus CAl-es régiojabol
elvezetett mezépotencidlok amplitidéja megnovekedett.
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A 32 uM-os koncentracioban alkalmazott kinurénsav kezelést kovetden a normal perfuziohoz
vald visszatérés utan sem tért vissza mezdpotencialok amplitidoja a kontroll értékehez (11.
abra). Ezzel ellentétben az amplitidok ndvekedése volt megfigyelhetd, ha 16 uM
koncentracioju kezelések utan Gjra normal aCSF-ot aramoltattunk a rendszeren keresztiil (12.
abra). Alacsonyabb kinurénsav koncentracioji (4 uM) kezelések utan a normal perfizidhoz

valo visszatérés nem okozott ilyen jellegii facilitaciot (13. abra).

13. dbra
4 uM-o0s koncentrdacioju kinurénsav kezelés hatdasa
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A normail perfuziohoz valé visszatérés nem okozott amplitido
emelkedést a 4 pM-os kinurénsav kezelést kovetéen.

5. 2. Pentiléntetrazol

A pentiléntetrazol hatasat kiilonb6zé moddszerekkel vizsgaltuk in vitro koriilmények
kozott. 1 mM-os koncentracioban a perfuzidés folyadékkal alkalmazva juttattuk el a
hippocampdlis agyszelet preparatumokhoz. A pentiléntetrazol ebben a koncentracioban
drasztikusan megemelte a hippocampus CAl-es régidjabol elvezetett mezdépotencialok
nagysagat (14/A abra). Az amplitid6 értékek a pentiléntetrazol hatasra perceken beliil
novekedésnek indultak, a maximumukat fél ordval az anyag hozzaadasa utan érték el. A
pentiléntetrazol hatasa irreverzibilisnek bizonyult, egy 6rds moséas utdn sem normalizalédtak
az amplitddo értékek. A pentiléntetrazol nemcsak megemelte az amplitidokat, de a

mezdpotencialok latencidjat is lecsokkentette (14/B abra).
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14. dbra
A pentiléntetrazol facilitalo hatdisa
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A: A pentiléntetrazol 1 mM-os koncentricioban a
mezopotencialok amplitido értékét ~96%-al megemelte. B: A
facilitaci6 hatdsara a hippocampus CAl-es régiojabol
elvezetett jelek amplitidéjanak novekedése mellett a jelek
latencidja is lecsokkent.
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15. dbra
Nagy koncentrdcidju pentiléntetrazol kezelés konvulziv hatdsa

control
PTZ-treated I I mV

5 ms

Rozsa et al., Brain Research Bulletin 2008

A pentiléntetrazol 20 mM-os koncentraciéban lokalisan
alkalmazva repetitiv mezdpotencidlok kialakulasat indukalja
(Rozsa et al., 2008a).

Tovabbi kisérletekben a pentiléntetrazol koncentracidjat huszszorosara emeltiik. A
pentiléntetrazol ekkora koncentracidban egy perc alatt maximalisra emeli a CAl-es régiobol
elvezetett mezOpotencidlok amplitddojat, majd a jel teljes kioltdsdhoz vezetett. A
pentiléntetrazolt 20 mM-os koncentracidban ezért nem a perfuzidoval juttattuk az
agyszeletekhez, hanem csak kis térfogatban, csepp forméjaban (~15 pl), kozvetleniil
injektaltuk az agyszeletek felszinére, normal perfuzid6 mellett. Ennek hatasara a
mezOpotencidlok amplitiddja azonnal megndvekedett, a latencia és jelszélesség egyre
csokkent. Ezt kovetden a fokozott excitabilitas kovetkeztében tobbszords hullamforma, Un.

repetitiv mezdpotencial alakult ki a konvulziv dgens jelenlétében (15. abra).

5. 3. Kinurénsav + pentiléntetrazol

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a 16 pM-os kinurénsav eldkezelés hatdsat a

pentiléntetrazol modellben. Amennyiben a hippocampalis agyszeleteket kinurénsavval

preinkubaltuk, és a kinurénsav adagolasat a kisérlet teljes hosszaban folytattuk, az 1 mM-os

pentiléntetrazol perfuzi6 nem valtott ki drasztikus emelkedést a mezdpotencidlok
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amplitaddjadban. Az amplitatdok enyhén megemelkedtek (8,12% =+ S.D.), de a kontroll szint

kornyékén maradtak mindvégig (16. abra).

16. abra
Kinurénsav elokezelés hatdsa a pentiléntetrazol modellben
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A Kkinurénsav elokezelést kovetoen az 1 mM Koncentraciéju
pentiléntetrazol perfizi6 nem okozott drasztikus emelkedést a
mezépotencidlok amplitudéjaban.

5. 4. L-kinurenin + pentiléntetrazol

Kisérleteinkben a kinurénsav eléanyagat, az L-kinurenint 16 pM-os koncentracioban
alkalmaztuk, 30 perces elOkezelés formajaban a pentiléntetrazol modelliinkben. Az L-
kinureninnel torténd preinkubéacié nem bizonyult hatékonynak a pentiléntetrazol indukalta
intenziv facilitaci6 kivédésében. 1 mM-os koncentracioji pentiléntetrazol — folyamatos L-
kinurenin adagolas mellett - az amplitdokat csaknem a kontroll kétszeresére ndvelte
(194,36% + S.D.) (17. abra).

A kisérleteket megismételtiik az eldbbivel azonos L-kinurenin és pentiléntetrazol
koncentracioval, de az eddigiekben alkalmazott standard perfizids sebességet lecsokkentettiik
1,5 ml/percrdl 1,2 ml/percre. Az L-kinurenin eldkezelést kdvetd pentiléntetrazolos perfuzid

crer

mezdpotencidlok amplituddjaban (18., 19. 4bra).
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17. dbra
Az L-kinurenin elokezelés hatasa standard perfiizios sebesség mellett
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A standard 1,5 ml/perc perfiiziés sebességii L-Kkinurenin
perfuzio nem volt képes képes kivédeni a pentiléntetrazol
generalta facilitaciot.

18. abra
Az L-kinurenin elokezelés hatdsa csokkentett
perfizios sebesség mellett

KYN elokezelés
¢
Il mV

5 ms

1 mM PTZ

Az L-kinurenin el6kezelés megakadalyozta a
pentiléntetrazol indukdlta hiperexcitabilitas

kialakulasat csokkentett perfiizios sebesség mellett.



19. abra
Az L-kinurenin eldkezelés hatdsa a pentiléntetrazol modellen,
csokkentett perfuzios sebesség mellett
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1,2 ml/perc perfuzios sebesség mellett az L-kinurenin elékezelés
hatékony volt a pentilétetrazol altal Kkivaltott facilitacio
kivédésében.

Az L-kinurenin el6kezelés hatdsat 20 mM-os pentiléntetrazol kezelés esetén is
megvizsgaltuk. Az L-kinureninnel torténéd 30 perces inkubacidt kdvetd pentiléntetrazol
kezelés megndvelte az amplitado értékeket, azonban a mezOpotencidlok latencidja nem
csokkent, és repetitiv mezdpotencialok sem alakultak ki (20. abra).

20. abra

Az L-kinurenin elokezelés hatdsa 20 mM-os
pentiléntetrazol kezelésre

KYN pretreatment
PTZ 1mV

5 ms

A 20 mM-os pentiléntetrazol kezelés nem valtotta ki
repetitiv mezépotencidlok kialakulasit, amenyibben
az  agyszelet preparatumokat L-kinureninnel
elékezeltiik.
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5. 5. Az N-omega-nitro-L-Arginin (L-NNA)

Az L-NNA egy enzim inhibitor, a KAT I és KAT II enzimek miikodését gatolja,
ezaltal megakadalyozza az L-kinurenin-kinurénsav konverziot. A  hippocampalis

agyszeleteket 30 percen keresztiil inkubaltuk 4 mM-os L-NNA perfuzioval.

21. abra
Az L-NNA alkalmazasa 4 mM-os koncentracioban
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Az L-NNA enzim inhibitor 6nmagaban, ill. L-kinureninnel

egyiittesen alkalmazva, nem idézett el6 eltérést a mezopotencialok
amplitudojaban.

Az L-NNA alkalmazdsa Oonmagédban nem idézett eld valtozast a hippocampus CAl-es
régi0jabol elvezetett mezdpotencidlok szintjén. Az L-NNA + L-kinurenin kombinalt kezelés
szintén nem okozott elektrofiziologiai eltérést a kontrollhoz képest (21. 4dbra). Az L-NNA
kezelést kovetd pentiléntetrazol tartama perfizid azonban 84.24%-os (= S.D.) emelkedést

idézett eld az amplitado értékekben (23. abra), és a latencidk is lecsokkentek (22. 4bra).
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22. abra
Az L-NNA alkalmazasa a pentiléntetrazol modellben

€— KYN+L-NNA |I v
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Az L-kinurenin Kkezelés nem volt képes kivédeni a
pentiléntetrazol okozta facilitaciot, amennyiben a
hippocampalis szeleteket az L-NNA enzim gatléval el6kezeltiik.

23. dbra
Osszefoglalé oszlopdiagram a pentiléntetrazol, kinurénsav, L-kinurenin és az L-NNA hatdsdrdl
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Rozsa et al., Brain Research Bulletin, 2008

A pentiléntetrazol 1 mM-os koncentracioban a hippocampus CAl-es régiéjabél elvezetett jelek
amplitudéjat 95,97%-al megemelte (= S.D.). A 16 pM-os koncentracioban alkalmazott kinurénsav
és L-kinurenin elokezelés hatékonyan megakadalyozta a pentiléntetrazol altal generalt facilitacio
kialakuldsat. Az L-NNA enzim gatlo alkalmazasival az L-kinurenin Kkezelés elvesztette
antikonvulziv hatisat a pentiléntetrazol modellben. Az oszlopokon feltiintetett szimok az
allatszamot jelolik. *** p<0,001 (Oneway ANOVA) (Rozsa et al., 2008a).
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5. 6. A kinurénsav facilitalo hatasa

Korabbi in vivo elektrofiziologiai kisérletek eredményei (6. abra) azt sugalltak, hogy
mieldtt egy kritikus koncentraciot elérne az agyszovetben - vélhetdleg a fiziologias
koncentracidhoz kozeli tartomdnyban - a kinurénsav nem gétld, hanem épp ellenkezdleg,
serkentd hatast fejt ki a hippocampusban. Ezt a feltételezéslinket erdsitették in vitro
megfigyeléseink is, amikor a gatlo hatast kivaltoé kinurénsav perfuzidjanak kezdetén tranziens,
rovid ideig fennalld facilitaciot figyeltink meg (24. abra). Mindez arra késztetett, hogy
megvizsgaljuk, a kinurénsav alacsony, nanomolos koncentracioban milyen elektrofizioldgiai

crer

amplitidojaban.

24. dabra
A kinurénsav tranzgiens facilitalo hatdisa
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Egyes esetekben, a 16 pM-os koncentriacioban alkalmazott
kinurénsav dtmenetileg megemelte a mezépotencidlok
amplitadojat.
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25. dbra
250 nM-os koncentracioban alkalmazott kinurénsay
elektrofiziologiai hatdsa
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A: A Kkinurénsav 250 nM-os koncentraciéban megemeli a hippocampus CAl-es
régiojabol elvezetett mezdpotencidlok amplitudéjat. A facilitacié visszafordithaté
volt kimosas hatasara. B: A kinurénsav serkenté hatdsa szignifikins novekedést
okozott az amplitido értékekben * p<0,05 (Students t-test).



26. dbra
A kinurénsav ellentétes hatisa nanomolos és mikromolos
tartomdnyban
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Rozsa et al., J Neural Transm, 2008

A kinurénsav mikromélos koncentracié értékeken a mar jol ismert NMDA receptor
antagonista hatids révén a mezépotencidlok amplitidojat csokkenti. Nanomolos
koncentraciéban azonban megjelenik a Kkinurénsav facilitialé, pozitiv neuromodulitoros
hatdsa, mely 250 nM koncentracional a legkifejezettebb (Rozsa et al., 2008a).

A kinurénsav 250 nM-os koncentracioban fokozatosan emelte a mezdpotencidlok
amplitdddjat, maximalis hatdsat 20 perc utdn fejtette ki (25/A é&bra). A kinurénsav a
nanomolos tartomanyban 250 nM-os értéknél mutatott maximalis facilitaciot (25/B éabra), de
175-200 nM-os értékeken is érvényesiilt pozitiv neuromodulatoros hatasa (26. abra). 150 nM-
os koncentracioban a kinurénsav nem valtott ki novekedést az amplitid6 értékekben (26.
abra). A kinurénsav koncentraciotol fiiggden, ellenkezd irdnyban moduldlja a hippocampus
CAl-es régigjabodl elvezetett jelek amplituddjat: mikromolos koncentracidban csokkenti,

nanomolos tartomanyban pedig megndveli a mezdpotencidlok nagysagat (26. abra).

5. 8. Az NBQX receptor gatlo alkalmazasa

Az NBQX egy szelektiv, kompetitiv.z. AMPA receptor antagonista. In vitro
kisérleteinkben 0,5 pM-os koncentracioban alkalmaztuk, a perfuzios folyadékban feloldva.
Az NBQX alkalmazasaval a mezdpotencialok AMPA receptor mediélta komponensét iktattuk
ki, ami altal az amplitado értékek 11,03%-o0s (= S.D) csokkenést mutattak (27. abra). Az
NBQX AMPA receptor gatld hatdsa 50 perc elteltével valt maximalissd. Az NBQX
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elokezelést kovetden 0,5 uM NBQX + 250 nM kinurénsav Osszetételll perfuziot vezettiink az

crer

értekeket, az amplitidok nagysaga nem valtozott az NBQX kezelés soran mért értékekhez

képest (28. abra).

27. abra
Az NBQX AMPA receptor gdtlo hatisa

kontroll

1 mV

5 ms

Az NBQX szelektiv AMPA receptor gatlo 0,5 pM-os koncentracioban
alkalmazva, a mezépotencidlok AMPA receptor kozvetitette
komponensét iktatja ki.

28. dbra
A 250 nM-os koncentracidju kinurénsav alkalmazasa NBQX
elokezelést kovetden
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Az NBQX elokezelést kovetéen a 250 nM koncentraciéju kinurénsav
nem valtott ki facilitalo hatast a hippocampus CAl-es régiojaban.
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5.9 Az SZR-72

Az SZR-72 egy szintetikus kinurénsav analdg. Hatasat szintén a pentiléntetrazol
modellen keresztiil vizsgaltuk meg. Meghataroztuk az SZR-72 koncentracid-hatas gorbéjét
(29. 4bra), a tovabbi kisérletekben az SZR-72-t a kinurénsavval ¢és L-kinureninnel

ekvimolarisan alkalmaztuk a pentiléntetrazol modellben.

29. dabra
Az SZR-72 koncentrdcio-hatds gorbéje
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Az SZR-72 in vitro alkalmazva, mikromélos tartomanyokban a
mezépotencidlok amplitéddéjaban csokkenést valtott ki. Az amplitado
csokkenés 4 pM-os koncentraciétnal valt szignifikanssa ** p<0,01
szignifikancia szinten. 8, 16 és 32 pM koncentriacioknal a csokkenés
**% p<0,001 szignifikancia szintii volt (Oneway ANOVA).
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30. abra
Az SZR-72 hatdsa a pentiléntetrazol modellben
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Az SZR-72 16 pM-os Kkoncentracioban alkalmazva,
megakadalyozta pentiléntetrazol altal okozott fokozott
excitabilitas kialakulasat.

Az SZR-72-t 16 uM-os koncentracioban alkalmaztuk a pentiléntetrazol modellben. A
pentiléntetrazol kezelést megelédzden 30 percig inkubaltuk a prepardtumokat a szintetikus
kinurénsav szarmazékkal. Az eldkezelés hatékonynak bizonyult a pentiléntetrazol modellben
a koros facilitacio kialakuldsanak megakadalyozéasaban (30. abra).

Megvizsgaltuk az SZR-72 elektrofiziologiai hatdsat azon a nanomolos értéken,
amelyen a kinurénsav facilitald hatast mutatott. Azt tapasztaltuk, hogy 250 nM-os
koncentracioban az SZR-72 is rendelkezik pozitiv neuromodulétoros hatdssal, a hippocampus
CAl-es régiojaban 14,78%-al (= S.D) emelte meg a mezdpotencialok amplituddjat (31. abra).

A facilital6 hatas visszafordithato volt kontroll aCSF, azaz kimosés hatasara (32. abra).
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31. dbra
Az SZR-72 facilitalo hatdsa
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Az SZR-72 250 nM-os Kkoncentracioban alkalmazva,
szignifikAnsan megnovelte a mezdépotencialok amplitudéjat a
hippocampus CAl-es régiojaban * p<0,05 (Students t-Test).

32. abra
Az SZR-72 elektrofiziologiai hatdsa 250 nM-os koncentrdciéban.
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Az SZR-72 250 nM-os koncentracioban alkalmazva, emelkedést
valtott ki a mezdpotencidlok amplitidéjaban. A hatas
kimosassal visszafordithato volt.



6. DISZKUSSZIO

A kinurénsav a triptofan anyagcsere terméke, a Mg®™-on kiviil az egyetlen ismert
endogén NMDA receptor antagonista. Fizioldgids koriilmények kozott abszolut és relativ
koncentracioja allando. El6anyaga, az L-kinurenin alacsony koncentracioban jelen van a
vérben, periféridas szOvetekben ¢és az agyszovetben. A kinurénsav a neurobioldgia
érdeklddéskorébe elsdsorban antikonvulzans és neuroprotektiv tulajdonsagai révén kertilt. A
kinurénsav széles spektrumu serkenté aminosav receptor gatldo (Ganong and Cotman, 1986;
Ganong et al.,, 1983; Perkins and Stone, 1985; Stone and Burton, 1988). Mikromdlos
tartomanyban megakadalyozza az NMDA receptorok talmikodését. Alacsonyabb
mikromolos értékeken (8-15 puM) nem kompetitiv. NMDA receptor antagonistaként
funkciondal, a receptor sztrichnin inszenzitiv glicink6td oldaldhoz kotédve. Magasabb
mikromolos értékeken (IC 200-500 puM) az NMDA receptorok agonista kotOhelyéhez
kapcsolddva is képes antagonista hatést kifejteni (Kessler et al., 1989; Parsons et al., 1997). A
kinurénsav millimoélos tartomanyban AMPA ¢és kainat receptorok kompetitiv antagonistaja
(Bertolino et al., 1989; Kessler et al., 1989; Stone and Connick, 1985).
all szdmos neurodegenerativ megbetegedéssel, mint pl. az Alzheimer koér, Parkinson kor,
sclerosis multiplex, skizofrénia vagy az epilepszia (Baran et al., 1999; Carpenedo et al., 1994;
Erhardt et al., 2007; Guillemin and Brew, 2002; Ogawa et al., 1992). A kinurénsav terapias
alkalmazasénak azonban hatart szab a vér-agy gat, melyen a vegyiilet a polaris struktirajanal
fogva csak limitalt mértékben jut at (Fukui et al., 1991). A kinureninekkel kapcsolatos
neurobioldgiai kutatdsok ezért elsdsoron a kinurénsav eldanyagéanak, ill. kiilonb6zo
szintetikus kinurénsav szarmazékok vizsgélatara irdnyulnak (Gigler et al., 2007; Knyihar-
Csillik et al., 2007; Nemeth et al., 2005; Robotka et al., 2005; Robotka et al., 2008; Rozsa et
al., 2008a; Wu et al., 2005). A kinurénsav eléanyaga, az L-kinurenin konnyedén atjut a vér-
agy gaton, a szintetikus kinurénsav analogok pedig olyan kémiai csoportokat tartalmaznak,
melyek a kinurénsav hidrofobicitasat novelik, és ezaltal a vegyiilet vér-agy gaton vald
atlépését konnyitik (Battaglia et al., 2000; Stone, 2001).

Ismeretes, hogy az L-kinurenin-kinurénsav enzimatikus konverzié végbemegy in vitro

koriilmények kozott is (Scharfman and Ofer, 1997; Turski et al., 1989). A taléld agyszelet
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preparatumok az exogén kinurénsav prekurzort képesek kinurénsavva konvertdlni az
asztrocitadkban taldlhatd6 aminotranszferazok segitségével. Kisérleteinkben patkany agyszelet
preparatumokon dolgoztunk, €s a kinureninek elektrofiziologiai hatdsat tanulmanyoztuk.
Vizsgalati objektumnak a hippocampust valasztottuk, mivel a hippocampus principalis
neuronjai jol karakterizalt glutamaterg bemenettel rendelkeznek (Storm-Mathisen and
Ottersen, 1988), valamint a kozponti idegrendszerben itt talalunk legnagyobb slirliségben
NMDA receptorokat (Kleckner and Dingledine, 1989; McDonald et al., 1990; Minota et al.,
1989). Extracellularis elvezetéseink soran a Schaffer kollateralisokat ingerelve, a
hippocampus CA1l-es régidjabol regisztraltunk mezdpotencialokat. Az elvezetd elektrodakat a
stratum radiatumba pozicionaltuk.

Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy fiatal allatokban a kinurénsav alacsony
mikromolos tartomédnyokban is képes befolyasolni a glutamdaterg transzmisszidt. 32 uM-os
koncentracioban alkalmazva, jelentdsen csokkenti a szinaptikus attevodést, a hippocampus
amplitdddjat. A kinurénsav alacsonyabb mikromolos értékeken, 4 pM-os koncentracioban is
szignifikdnsan csokkenti az amplitidokat. Hatasa rendkiviil gyorsan érvényesiil, a kinurénsav
tartalma perfuzié a szeletekhez érkezve mar 10 perc utdn kifejti maximalis hatasat. A
kinurénsav antikonvulzans tulajdonsadgat a pentiléntetrazol modellen keresztiil vizsgaltuk
meg. A pentiléntetrazol egy kémiai konvulzdns, melyet gyakran hasznalnak
rohamtevékenységek vizsgalataban (Andre et al., 1998; Erakovic et al., 2001; Meilleur et al.,
2003; Nassiri-Asl et al., 2008). A pentiléntetrazol konvulziv hatasdt a GABA 4 receptorokon
keresztiil fejti ki. A pentiléntetrazol a GABAa receptorok pikrotoxinkotd oldaldahoz
kapcsolodva allosztérikus antagonistaként funkciondl és felfiiggeszti a GABA inhibitoros
hatasat (Macdonald and Barker, 1978; Ramanjaneyulu and Ticku, 1984; Squires et al., 1984).
Emellett a pentiléntetrazol interakcioba 1ép a GABA, receptorok klorid csatorngjaval is
(Huang et al.,, 2001), valamint megnodveli az axonok kalium permeabilitdsat és ezaltal
lecsokkenti az akcids potencidlok kozotti iddintervallumot (Bahremand et al., 2008). Erds
konvulziv hatast fejt ki, mely excitotoxicitas kialakulasahoz is vezethet. Kisérleteinkben a
pentiléntetrazolt in vitro rendszerben alkalmaztuk a perfuzios folyadékon keresztiil. A
mezOpotencidlok amplitidojat csaknem kétszeresére emelve. A pentilénterazolt hiiszszoros
koncentracioban, lokalisan alkalmazva, a hiperexcitdbilitds altal repetitiv mezdpotencidlok
kialakuldsat indukalta. 30 perces kinurénsav eldkezelés képes volt kivédeni ezt a koros

facilitaciot (Rozsa et al., 2008a). Korabbi in vivo kisérletekben 60 mg/kg i.p. pentiléntetrazol
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kezelés sulyos epilepszias rohamokat valtott ki az allatokban (Nemeth et al., 2004). Az L-
kinurenin szisztémas alkalmazasa (300 mg/kg) megovta az allatokat az epilepszias rohamok
kialakuldsatol és a pusztulastdl. Az L-kinurenin injekciok mellett az allatok probenecidet
kaptak 200 mg/kg dozisban. A probenecid gatolja a szerves savak kitiriilését az agyszovetbdl,
ezaltal megnoveli a kinurénsav szintjét a kozpont idegrendszerben. A kezelések
eredményessége azt mutatja, hogy a szisztémdsan adagolt L-kinurenin atlépett a vér-agy
gaton, ¢és az asztrocitdkban kinurénsavva alakulva felszabadult az idegszdvetben. In vitro
kisérletek  aladtdmasztjdk, hogy az L-kinurenin-kinurénsav  konverzid agyszelet
preparatumokban is végbemegy (Turski et al.,, 1989). Hippocampalis agyszelet
preparatumokon megvizsgaltuk, hogy az exogén L-kinurenint milyen hatékonysaggal képes
az agyszovet in vitro korilmények kozott kinurénsavva alakitani. A kinurénsavval
ekvimolarisan alkalmazva, az L-kinurenin eldkezelés nem volt képes megakadéalyozni a
pentiléntetrazol okozta fokozott excitabilitas kialakulasat. A kinurenin kezelés sikertelensége
azt jelezte, hogy kisérletinkben nem, vagy nem megfeleld mennyiségben képzddott a
kinurénsav az eldanyagabol. Tobb kisérleti paraméter modositasa is felmeriilt (preinkubacios
elséként a perfuzid sebességének megvaltoztatasat alkalmaztuk. A standard perfazids
sebességet lecsokkentve, a megismételt kisérletek eredményei arrdl tantskodnak, hogy a
csOkkentett aramlési sebesség lehetdvé teszi a kinurenin-kinurénsav atalakulast, és biztositja,
hogy a de novo szintetizal6do kinurénsav ne tdvozzon a perfundatummal, s ezaltal megfeleld
koncentraciot érjen el a preparatumokban. Eredményeink 6sszhangban vannak Scharfman é€s
munkatarsainak megfigyeléseivel, miszerint a kinurénsav és az L-kinurenin preinkubacio is
hatékony a null-magnézium modellben a spontan epileptiform tevékenységek kivédésében
(Scharfman et al., 1999). Scharfman¢k 200 pM-os koncentracidoban alkalmaztdk az L-
kinurenint, felndtt patkdny hippocampalis agyszeleteken. Az altalunk végzett kisérletekben
fiatal Wistar patkanyok agyszeletein vizsgaltuk az L-kinurenin hatasat, pentiléntetrazol
modellen keresztiil. Az L-kinurenin fiatal allatok esetén 16 puM-os koncentricioban is
hatékonynak bizonyult a fokozott excitabilitas kivédésében.

A kinurénsav szintézisét a KAT enzimek katalizaljak (Guidetti et al., 1997; Okuno et
al., 1991; Schmidt et al., 1993). Az L-NNA egy enzim inhibitor, mely a KAT enzimeket
gatolva, az L-kinurenin transzamindcidjat akaddlyozza (Luchowski et al.,, 2001).
Kisérleteinkben az L-NNA-t alkalmaztuk, hogy bizonyitsuk, in vitro rendszeriinkben az L-
kinurenin kinurénsavva alakulva fejtette ki antikonvulzans hatdsat. A hippocampalis

szeleteket az L-kinurenin mellett L-NNA-val preinkubaltuk. Az elékezelést kovetden a
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pentiléntetrazol kifejtette konvulziv hatdsat, és a mezdpotencialok amplitidojat szignifikansan
megemelte. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy az L-NNA alkalmazasaval az L-kinurenin
nem transzamindlodott, és nem képezddott elegendd kinurénsav, amely a pentiléntetrazol
hatasat kivédte volna.

Korabbi tanulmanyok azt mutatjdk, hogy a kortikdlis agyszelet preparatumok a
perfuzios folyadékkal alkalmazott exogén L-kinurenin ~1%-at konvertaljadk kinurénsavva
(Turski et al., 1989). A kiilonb6zd agyi régiok eltérd kapacitassal rendelkeznek a kinurénsav
szintézis tekintetében. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, a hippocampusban ez az arany
3-4 %-ot ér el, és a 16 uM-os L-kinurenin kezelés hozzavetdlegesen 500-600 nM kinurénsav
koncentraciot eredményez a preparatumokban. A kinurénsav ebben a koncentracioban még
mutat mérhet6 NMDA receptor gatld hatést, a pentiléntetrazol modellben azonban ebben a
koncentracioban nem eredményes a hiperexcitabilitas kivédésében. Ezzel szemben a 16 uM-
os L—kinurenin kezelés hatékonysaga vélhetdleg annak tudhatdé be, hogy mig a kinurénsav
exogén alkalmazasa sordn egy altalanos kiilsé kinurénsav szintet hozunk létre, addig az L-
kinurenin az asztrocitdkban kinurénsavva atalakulva célzottan, kdzvetleniil a glutamaterg
szinapszisok kozelében szabadul fel, és az NMDA receptorokat hatékonyabban képes
befolyasolni.

A pentiléntetrazol modelliinkben egy szintetikus kinurénsav szarmazék, az SZR-72
elektrofiziologiai hatasat is megvizsgaltuk Az SZR-72 a migrén kisérletes modelljében a
nitro-glicerol indukalta c-fos immunreaktivitast szignifikansan csokkentette stem sejtekben
(Knyihar-Csillik et al., 2008). Az SZR-72 in vitro kisérleteinkben a kinurénsavval hasonlatos
koncentracio-hatds gorbét mutat, az egyes mikromolos koncentracié értékeken a
kinurénsavval analég moddon csokkenti a mezdpotencidlok amplitadd értékét. A
pentiléntetrazol modellben a kinurénsavval ekvimolarisan alkalmazva, hatékonynak bizonyult
a hiperexcitabilitas kialakuldsanak megakadalyozasdban. A szintetikusan eldallitott
kinurénsav analdg tehat rendelkezik a kinurénsav antikonvulziv hatdsaival, mitobb,
nanomolos tartomdnyban akarcsak a kinurénsav, pozitiv neuromodulatoros hatassal is bir.

A kinureninekkel kapcsolatos neurobiologiai kutatdsok tobbsége a kinurénsav
neuroprotektiv hatasat vizsgalja kiilonb6z6 modelleken. A kinurénsav antikonvulzans
tulajdonsaganak alapjat az NMDA receptorokon kifejtett antagonista hatds képezi. A
kinurénsav azonban csak magas, nem fiziologids koncentraciokban szoritja le a glicin
koaktivatort az NMDA receptorokrdl (Birch et al., 1988; Kessler et al., 1989; Parsons et al.,
1997). Kevés tanulmény sziiletett ez iddig a kinurénsav fiziologids koriilmények kozott

betdltott szerepérdl. A kinurénsav fizioldgias koncentracioja patkany agyban megkdzelitéleg
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20 nM (Connick et al., 1992), mig ember esetében 1 mM-os értéket mértek (Turski et al.,
1989). In vitro kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a kinurénsav nanomolos
koncentraciokban milyen elektrofizioldgiai hatdsokat mutat a hippocampalis patkany
agyszelet preparatumokon. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a kinurénsav nanomolos
koncentraciokban ellenkezd hatast valt ki a mezdpotencidlok amplitidojaban, mint
mikromolos tartomanyban (Rozsa et al., 2008b). A kinurénsav 175-250 nM tartomanyban
megnodveli a hippocampus CAles régiojabol elvezetett mezdpotencidlok amplitadgjat. A
kinurénsav a maximalis facilitdlo hatast 250 nM koncentracioban fejtette ki, az amplitado
értékeket 19,98%-al (= S.D.) emelte meg. A kinurénsav pozitiv neuromodulatoros hatasat az
NBQX elokezelés megsziintette. Az NBQX egy szelektiv AMPA receptor gatld (Gruart et al.,
2006; Kapus et al., 2000), mely a mez&potencidlok AMPA receptor kdzvetitette komponensét
iktatja ki. Az AMPA receptorok blokkolasaval a kinurénsav elvesztette facilitdlo hatasat a
nanomolos értékeken. Prescott és munkatarsai 2006-os vizsgalataikban kimutattdk, hogy a
kinurénsav alacsony mikromoélos koncentracioban megnoveli a hippocampus CAl-es és CA3-
mas régiojabol elvezett mezdpotencidlok amplitidojat (Prescott et al., 2006). Az altaluk
hasznalt 10 uM-os kinurénsav koncentracid pozitiv neuromodulatoros hatést fejtett ki 4-6
hetes patkany agyszelet preparatumokon, az amplitidd ndvekedés nem volt szignifikans. Sajat
kisérleteink esetén, melyek soran 3-4 hetes patkanyok agyszelet prepardtuman dolgoztunk, azt
tapasztaltuk, hogy a kinurénsav alacsony mikromoélos értékeken is NMDA receptor
antagonistaként miikodik, €s kizardlag nanomolos koncentracioban valt ki facilitalo hatast. A
kinurénsav endogén szintje az ontogenezis folyaman nagymértékii valtozasokon megy
keresztiil (Moroni et al., 1988a). Sziiletést megelézden 4-5-sz6rds kinurénsav koncentraciot
talaltak patkdny magzati agyszovetben, mig a sziiletést kovetd egy nap alatt gyors, és
kifejezett csokkenés figyelheté meg (Beal et al., 1992). Az agyszovet kinurénsav tartalma
igen alacsony a sziiletést kovetdé napokban patkdnyban, Ujsziilott allatokban fehérjére
vonatkoztatva 15 +/- 3 pmol/g (+/-S.E.M.) kinurénsav tartalmat mértek, mig 3 hdnapos
korban 320 +/- 31 pmol/g, 18 honapos korban pedig 747 +/- 116 pmol/g értékekre ndtt meg a
kinurénsav szintje (Moroni et al., 1988a). A kor elérehaladtaval csak az agyszovetben ¢€s a
vérben volt kimutathaté a kinurénsav tartalom emelkedése, mig a periférids szervekben, a
majban vagy a vesében nem tortént valtozas. A sziiletést megel6zo, €s az azt kdvetd napon
megfigyelheté nagy differencia a kinurénsav agyi szintjében felhivja a figyelmet, hogy a
kinurénsav vélhetdleg komoly szerepet tolt be az idegrendszer fejléddésében. Csillik és
munkatarsai megallapitottdk, hogy az agykéreg fejlodésében alapvetd szerepet betdltd

,subplate” sejtjei ideiglenesen KAT immunreakciét mutatnak, s hogy ezek a sejtek
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egyidejlileg NMDA receptorokat is tartalmaznak (Csillik et al., 2002). A subplate sejtek KAT
expresszidja a 16. embriondlis naptdl, a sziiletést kovetd hetedik napig volt kimutathatd. Az
ontogenezisnek ebben a fazisdban az agyszOvetben semmilyen mads sejttipusban nem
figyelhetd meg KAT immunreaktivitds. A subplate neuronjai szinaptikus bemeneteken
keresztiil, az NMDA receptorok kozvetitésével kapnak informaciét, melyek migracidjukhoz
elengedhetetlen (Hanganu et al., 2001). Nemcsak a kéreg fejlédéséhez elengedhetetlenek az
NMDA receptorok altal kozvetitett jelek, hanem a hippocampus szinapszisainak érésében is
(Bellinger et al., 2002). Az NMDA receptorok mellett az AMPA receptorok szintén
kulcsfontossaguak a fejlddd idegrendszer szinaptikus kapcsolatainak kialakitdsaban. Az
Ujsziilott patkany hippocampusban olyan nyugvd AMPA receptorokat talalunk a CA3-mas és
CAl-es régiokban, melyek a fejlodés korai szakaszdban mar jelen vannak a szubszinaptikus
membranban, azonban még nem milkodoképesek. Ezeknek a néma szinapszisoknak
funkciondlis szinapszisokka torténd atalakulasa fontos szerepet jatszik a hippocampalis
szinaptikus kapcsolatok stabilizdldsdban és a neurondlis hdlozatok finom hangoldsaban
(Gasparini et al., 2000). Feltételezik, hogy ezek a nyugvd szinapszisok aktivitasfiiggd
folyamatok, mint pl. a long term potentiation (LTP) révén véalnak miikodéképessé (Durand
and Konnerth, 1996; Durand et al., 1996; Liao et al., 1995). A kinurénsav koncentracidja a
kézponti idegrendszerben a sziiletést kdvetd napon alacsony szintre esik vissza, majd
novekedésnek indul a kor eldrehaladtaval. Mivel a kinurénsav alacsony, nanomolos
koncentracio értékeken képes az AMPA receptorok mukodését befolyasolni, elképzelhetd,
hogy az ontogenezis korai szakaszaban szerepet jatszik ezeknek a nyugvo szinapszisoknak az
aktivalasaban, és rész vesz a hippocampalis neuron hal6zatok formalasaban.

A kinurenin utvonal felfedezése ota eltelt 60 év alatt a neurobioldgiai kutatdsok
szamos kérdésre megadtak a valaszt. Az egyszer triptofan metabolitnak vélt kinurénsavrol
bebizonyosodott, hogy neuroaktiv tulajdonsagokkal rendelkezik, és egyben az egyetlen eddig
ismert endogén NMDA receptor antagonista. Az NMDA receptorokon kifejtett gatlo hatdsa
antikonvulzdns ¢és neuroprotektiv tulajdonsdgokkal ruhazza fel, az egyes szintetikus
kinurénsav szarmazékok szintén sikerrel alkalmazhatoak iszkémias vagy traumas neuron
karosodasok kivédésében. A legujabb kutatasok felhivjak a figyelmet arra, hogy a kinurénsav
¢s az egyes kinureninek neurobioldgiai vizsgalata nem csak az antikonvulzans szerek
kifejlesztésében valhatnak hasznossa. A kinurénsav alacsony koncentracioban kifejtett pozitiv
neuromodulatoros hatdsa a kinurénsav fizioldgias koriilmények kozott betoltdtt szerepét
hangsulyozza, mely wjabb kérdéseket vet fel. Erdemes volna a jovében behatobban

megvizsgalni a kinurénsav hatdsdt nanomolos koncentraciokban LTP-s kisérletekben is,
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kiilonboz6 korcsoporta allatokban, hogy a kinureninek fiziologiai hatasardl €s az ontogenezis

soran esetlegesen betdltott szerepérdl tovabbi részleteket ismerjiink meg.
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7. KOVETKEZTETESEK

A Ceélkitizésekben megfogalmazott kérdésekre vizsgalataink alapjan az alabbi

valaszokat adhatjuk:

— A kinurénsav - mikromolos tartomanyban — in vitro kisérletekben is gatloan

crer

— A pentiléntetrazol in vitro modellben is hatékonyan alkalmazhato
konvulzans, és a kinureninek neuromoduldtoros hatasanak vizsgalatara alkalmas. A
pentiléntetrazol modellben a kinurénsav elokezelés képes kivédeni a pentiléntetrazol altal

generalt koros facilitaciot.

— A kinurenin-kinurénsav konverzio in vitro kériilmények kozott is végbemegy,
és optimalis paraméterek - perfuzios sebesség - mellett kelloen hatékony a pentiléntetrazol

kivaltotta konvulziv hatasok ellensulyozdsaban.

— Elsokeént irtuk le, hogy az SZR-72, az uj szintetikus kinurénsav szarmazék, a

kinurénsavval osszemerheto antikonvulziv hatassal bir.

— Elsokeént irtuk le, hogy 3-4 hetes allatokban, nanomolos tartomdnyban a
kinurénsav AMPA receptor serkento hatassal rendelkezik. A mesterségesen eldallitott
kinurénsav analog esetén szintén kimutathato ez a facilitalo hatas, az SZR-72 tehat nemcsak a
kinurénsav antikonvulzans tulajdonsdagaval rendelkezik, hanem a pozitiv neuromodulatoros

effektust is mutatja.
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8. OSSZEFOGLALO

A kinurénsav a triptofdn metabolizmusa soran keletkezd neuroaktiv anyagcseretermék.
Eldanyagabol, az L-kinureninbdl keletkezik a kinurenin utvonalon, szintézise az
asztrocitdkban zajlik a kinurenin aminotranszferdz enzimek segitségével. Kiilonb6zo
neurodegenerativ megbetegedésekben - mint pl. a sclerosis multiplex, az Alzheimer kor,
skizofrénia vagy az epilepszia - a kinurénsav abszolut vagy relativ koncentracigja eltér a
fiziologias értékektél. A kinurénsav magas koncentraciokban az NMDA receptorok nem
kompetitiv antagonistdja, gatldo hatast fejt ki tovabba kainat és AMPA receptorokon. A
serkentd aminosav receptorok gatldsa révén antikonvulzans és neuroprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkezik. A kinurénsav terapids alkalmazasanak azonban géatat szab a
vegylilet polaris strukturdja, mely a vér-agy gaton valo atlépését neheziti. Ezzel szemben
eldanyaga az L-kinurenin, ill. egyes szintetikus kinurénsav szdrmazékok konnyedén atjutnak a
vér-agy gaton. Jelen tanulmanyban a kinurénsav, az L-kinurenin és egy szintetikus kinurénsav
analog in vitro elektrofizioldgiai hatédsait vizsgaltuk patkany hippocampusban.

Kisérleteink sordn a Schaffer kollateralisokat stimuldlva, a hippocampus CAl-es
modellt alkalmaztuk. A pentiléntetrazol egy konvulzans, melyet gyakran alkalmaznak
rohamtevékenységek vizsgdlatdban. A pentiléntetrazol a GABA, receptorok gatldsa révén
hiperexcitabilitds kialakulasat indukalja. A pentiléntetrazol in vitro alkalmazdsa 1 mM-os
koncentracioban, a mezdpotencidlok amplitidojanak erdteljes novekedéséhez vezetett a
mezOpotencidlok megjelenését eredményezte. Ezzel szemben a kinurénsav eldkezelés
megakadalyozta a pentiléntetrazol okozta koros facilitacié kialakulasat és a mezOpotencialok
amplitudojat a kontroll szintjéhez kozeli értékeken tartotta. Hasonloképpen, a kinurénsav
eléanyaganak, az L-kinureninnek az alkalmazasa szintén hatékonynak bizonyult a
pentiléntetrazol modellben. Az L-NNA megakadalyozza a kinurénsav transzaminacigjat,
ezaltal az L-kinurnenin-kinurénsav atalakulast gatolja. Kisérleteinkben az L-NNA enzim
inhibitor segitségével bizonyitottuk, hogy in vitro rendszeriinkben az L-kinurenin

kinurénsavva alakulva fejtette ki antikonvulzans hatasat. Megvizsgaltuk tovabba egy
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szintetikus kinurénsav szarmazék, az SZR-72 elektrofizioldgiai hatasait. Alkalmazéasa a
pentiléntetrazol modellben a kinurénsav analog antikonvulzéans hatasat bizonyitja.

A kinurénsav tovabbi vizsgalataval kimutattuk, hogy a kinurénsav nanomolos
koncentraci6 tartomanyokban nem a megszokott NMDA receptor gatlé hatdsat mutatja fiatal
elvezetett mezOpotencialok amplitiddjaban. A nanomdlos tartoméanyban kifejtett facilitald
hatdas AMPA receptor gatld jelenlétében nem érvényesiil. A kinurénsav ezen pozitiv
valtozasa az ontogenezis soran vélhetdleg fontos szerepet jatszik az idegrendszer fejlodésének
szabalyzasdban. A hippocampus szinaptikus halozatainak kialakuldsdban a funkcionalis
AMPA receptorok megjelenése nagy jelentdséggel bir. Felmeriil annak a lehetdsége, hogy a
fejlodés kezdeti szakaszaban még nyugvd AMPA receptorok aktivalasdban a kinurénsav
szerepet jatszik. A kinureninek antikonvulzans hatdsanak tanulmanyozasa mellett a jovoben a
kinurénsav fiziologias koriilmények kozott betdltott szerepének vizsgalata is figyelmet

érdemel.
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9. SUMMARY

In most tissues, including brain, a major proportion of the tryptophan which is not
used for protein synthesis is metabolized along the kynurenine pathway. Kynurenic acid
(KYNA) is an endogenous metabolite in the kynurenine pathway of tryptophan degradation
and is an antagonist at the glycine site of the N-methyl-D—aspartate (NMDA) as well as at the
alpha 7 nicotinic cholinergic receptors. In the brain tissue KYNA is synthesised from L-
kynurenine (KYN) by kynurenine aminotransferases (KAT) I and II. KYNA is produced by
astrocytes and secreted into the extracellular millieu in the close vicinity of glutamatergic
synapses. Kynurenic acid has been suggested to be involved in the pathophysiology of several
brain disorders, including Parkinson’s disease, Huntington’s disease, Sclerosis multiplex,
Alzheimer’s disease and epilepsy. However, the therapeutic use of KYNA is rather restricted,
because KYNA has a very limited abilty to cross the blood-brain barrier. In contrast, the
precursor of KYNA, KYN crosses this barrier more readily. Previous studies revealed that
cortical rat brain slices have the ability to synthesize KYNA from exogenously added KYN.
This study was designed to examine the conversion of KYN to KYNA in hippocampal rat
brain slices and to test the electrophysiological properties of a newly synthetised compound,
SZR-72, which is a synthetic KYNA analog. KYNA exerts it’s anticonvulsant properties
through the action on excitatory amino acid receptors- an action displayed at non-
physiological, high concentrations. The konwledge about the potential physiological
significance of the compound is limited, so we additionally examined the effect of kynurenic
acid at nM concentrations.

In the course of the experiments on rat brain slices, the Schaffer collaterals were
stimulated and field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were recorded in the
pyramidal layer of the hippocampal CA1 region. To test the effects of KYNA, we used an in
vitro pentylenetetrazole (PTZ) model. PTZ, a chemical convulsant frequently utilized in the
study of seizures, exerts its effects by binding to the picrotoxin binding site of the post-
synaptic GABA-A receptor. PTZ administered in vitro at 1 mM induced a considerable
increase in the amplitude of the fEPSPs recorded from the hippocampal CA1 region. When
applied locally in an extremely high concentration (20 mM), PTZ resulted in characteristic

wavelets, repetitive fEPSPs. However, KYNA administration not only decreased the
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amplitude of the hippocampal CA1 responses evoked by Schaffer collateral stimulation, but
also afforded protection from the PTZ-induced response enhancement. The KYNA precursor
KYN also blocked the development of the PTZ-induced high increase in amplitude. To prove
that the KYN—KYNA conversion did take place in our experiments and that it was KYNA
which afforded the protection against the effects of PTZ, we applied N-omega-nitro-L-
arginine, an inhibitor of KAT I and II. The administration of L-NNA diminished the
protection achieved by the KYN pretreatment. SZR-72, a synthetic kynurenic acid derivative,
applied in vitro, prooved to be also effective in preventing the high increase in fEPSP
amplitudes, generated by PTZ.

These findings show that treatment with KYN, or the synthetic kynurenic acid
derivative, SZR-72, even at very low uM concentration, has an effect on enhanced neural
excitability and thus support the hypothesis that manipulations of the kynurenine pathway
might be a rewarding target in different neuronal disorders affected by neuronal
hyperexcitation. Additionally we have shown, that KYNA in submicromolar concentration
range has a positive neuromodulatory effect. In nM concentrations, kynurenic acid does not
give rise to inhibition, but in fact facilitates the field excitatory postsynaptic potentials,
recorded from the hippocampal CA1 region. We have shown that KYNA exerts is facilitatory
effect through AMPA receptors. The fact that KYNA displays neuromodulatory effects in low
nanomolar concentrations in the young rat hippocampus leaves the question open as to
whether KYNA has a significant role in the developing rat brain. At early developmental
stages non-functional AMPA receptors have been found in both CA3 and CA1 hippocampal
regions. The mechanism by which these silent synapses are converted to functional ones is
still unknown and KYNA might affords an answer. The in vivo significance of KYNA

remains to be determined and is of peculiar interest.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Disszertaciom végén a koszonetnyilvanitas fejezete wjabb 50 oldalt érdemelne -
munkam létrejottét, sokmindenkinek k&szonni tartozom, de a hely szitke miatt egy rovid
bekezdés erejéig szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik kozvetleniil vagy kozvetve
segitettek engem doktoranduszi munkdm soran. Szeretném haldmat kifejezni Dr. Toldi Jozsef
professzor urnak, hogy hdrom éven keresztiil a témavezetdém volt, és hogy barmilyen
aggalyommal, problémammal és kérdésemmel bizalommal fordulhattam hozza. Kszonom
Tanar urnak és Dr. Vécsei Laszlo professzor urnak, hogy bekapcsolddhattam a kinureninekkel
kapcsolatos kutatasokba. Koszonom Tanar urnak a végtelen tiirelmét, az értékes Otleteit,
segité tanacsait, timogaté szavait. Koszoném Dr. Fekete Eva egyetemi tanarnak, hogy a
neurobiologia oktatdsdval tovabb erdsitette bennem a tudomény iranti tiszteletemet.
Koszonom Robotka Hermindnak a szakmai segitséget, az egyetemi éveket, bardtsagara
interkontinentdlisan 1s  szadmitok. Koszondm Berké Anikénak szamitastechnikai
fogyatékossagaim orvoslasat, Dr. Varga Csabdnak a nyari locsolasokat, nélkiile biztosan
elhervadtam volna. Koszonet Mérnokiirnak a miiszaki problémak elharitasaért, és az 50 Hz
ellen folytatott kiméletlen harcokban tanusitott segitségéért. Halas vagyok Veketyné Varadi
Margonak az adminisztracios munkakban nyujtott segitségéért, és a Tansz€k tobbi
munkatarsanak, akik segitettek munkdmban. Koszondm Sziileimnek a tamogatasukat,
koszonom nekik, hogy biologus lehettem.

Végezetiil koszonom férjemnek, Takdcs Viktornak, hogy a disszertacio irasakor
fellépd agonizaldsaim nem késztették valasra, és hogy tovabbra is boldog hazassagban

¢élhetiink.
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