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BEVEZETES

Az L-triptofan egyike a tiz esszencialis aminosavnak, létfontossagi szdmos fehérje
felépitéséhez. Az L-triptofan a proteinszintézis mellett szamos biologiailag aktiv
anyagcseretermék képzddésének kiinduldpontja. Az agyban a kinurenin utvonal képezi a
triptofan anyagcsere f0 agat. A kinurenin utvonal kdzponti szerepet betdlté molekuldja az L-
kinurenin, amely jelen van az emlds vérben, agyszovetben és periférids szervekben. Az L-
kinurenin az asztrocitdkban irreverzibilisen transzaminalddik és kinurénsavva alakul. A
kinurénsav a glutamaterg szinapszisok kozvetlen kozelében felszabadulva hatékonyan
megvaltozasa Osszefliggésben all szamos neurodegenerativ megbetegedéssel, mint pl. az
Alzheimer kor, Parkinson kor, sclerosis multiplex, skizofrénia vagy az epilepszia.

Hirtelen fellépd hipoxia vagy iszkémia kovetkeztében a neuronokbdl és glia sejtekbdl
nagy mennyisségli glutamat szabadul fel. A szinapszisokat eldrasztd glutamat ionotrop
receptorokat, N-metil-D-aszpartat (NMDA) ¢&s alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propionsav (AMPA) receptorokat aktival, melyek tulmiikodése az intracellularis kalcium
szintet megemelve, reaktiv oxigén gyokok felszabaduldsdhoz és sejthalalhoz vezethet. A
kinurénsav az elsd, €s az eddigi ismeretek szerint az egyetlen endogén NMDA receptor
antagonista. A kinurénsav a neurobiologia érdeklddéskorébe elsdsorban antikonvulzans €s
neuroprotektiv tulajdonsagai révén keriilt. A kinurénsav terdpids alkalmazéasanak azonban
hatért szab a vegyiilet polaris struktiraja, mely a vér-agy gaton vald atjutasat neheziti.

A kinurénsav eldnyds tulajdonsagainak kiakndzasara tobb megoldas is kinalkozik. Az
egyik alternativa, a kinurénsav helyett az el6anyaganak, az L-kinureninnek az alkalmazasa.
Az L-kinurenin konnyedén atjut a véragy-gaton, ¢és a Kkinurenin-aminotranszferazok
segitségével az asztrocitdkban kinurénsavva alakulva szabadul fel a glutamaterg szinapszisok
kozelében. Egy masik alkalmas megkozelités, a kinurenin utvonalon szerepld kiilonb6zo
enzimek muikddésének befolyasolasa, enzim inhibitorok alkalmazéasa. Az enzim inhibitorok a

kinurenin Utvonal egyes komponenseinek ardnyat megvaltoztatva, lehetdséget biztositanak a

crer
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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.



A kinurénsav szintjének emelésére a kiilonb6z6 szintetikus kinurénsav analdégok nyujthatnak
tovabbi lehetdséget. A szintetikus szarmazékokkal szembeni alapvetd elvarasok egyike, hogy
az egyes analogok a kinurénsav NMDA receptor blokkold hatasat megdrizzek, és a vér-agy
gaton sikeresen atjussanak. A kinurénsav alapvazanak megtartasa mellett, kiilonb6z6 kémiai

csoportok csatolasaval hatékony szarmazékok allithatok eld.



CELKITUZESEK

1. A kinurénsav hatasa

Kisérleteinkben az in vitro alkalmazott kinurénsav hatasait a hippocampus CAl-es
kinurénsav koncentracid-hatds gorbéjét, valamint a kiilonb6z6é koncentracioknal fellépd eltérd
hatdsokat kivantuk meghatarozni. Ezen kisérletek képezték tovabbi vizsgalataink alapjat,
melyekben az L-kinurenin valamint a szintetikus kinurénsav szadrmazék hatasat

tanulmanyoztuk.

2. Pentiléntetrazol modell és a kinurénsav elokezelés hatasa

Elektrofiziologiai vizsgalatainkkal a pentiléntetrazol hatdsait tanulmanyoztuk in vitro
koriilmények kozott patkdny agyszeleten. A modell kidolgozasaval célunk az volt, hogy a
kinurénsav neuromodulatoros tulajdonsagat vizsgaljuk, konvulziv hatdsnak kitett, taléld

hippocampus preparatumokon.

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 hozzdadott L-kinureninbdl kinurénsavat szintetizalni. Kisérleteinkkel azt
vizsgaltuk, hogy a pentiléntetrazol modellben a kinurenin-kinurénsav transzformacio

hatékony-e a pentiléntetrazol kivaltotta konvulziv hatasok ellenstilyozasaban.

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.



5. A kinurénsav pozitiv neuromodulatoros hatasa

A kinurénsav a neurobioldgia érdeklédéskorébe elsdsoron antikonvulziv hatisa révén
keriilt. NMDA receptorokon keresztiil kifejtett neuroprotektiv hatdsa mikromolos értékeken
érvényesiil. Fiziologias koriilmények kozott betoltdtt szerepérdl azonban kevés adat all
rendelkezésiinkre. A kinurénsav fizioldgias koncentracigja patkany agyszovetben ~ 20 nM. In
vitro kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a kinurénsav milyen valtozasokat idéz eld a fiatal
allatok hippocampusaban a fiziologias koncentracio f6lott, de még nanomolos koncentracio

értékeken.



MODSZEREK

Kiserleti allatok

Kisérleteinkhez fiatal (3-4 hetes) Wistar patkdnyokat hasznaltunk. Az allatokat
standard koriilmények (homérséklet, vilagitas) kozott tartottuk. A patkdnyok csapvizet ad
libitum kaptak és standard granulalt patkanytapot (LATI, G6do116) fogyasztottak. A kisérletek
soran az allatok gondozasat és laboratoriumi felhasznalasat az EU szabvanyaival

Osszhangban, és a SZTE Etikai Bizottsdganak jovahagyasaval végeztiik.

Tulélo agyszelet preparatum

A hippocampus preparalasat 2°C-os, csokkentett kalcium tartalmu, emelt magnézium
tartalmi mesterséges cerebrospinalis folyadékban (tovabbiakban aCSF) végeztiikk. Az allat
dekapitacigjat kovetden sagittalis metszést ejtettiink a fejboron. Ezutan atmetszettiik a
cranialis nyakcsigolyak ivét, majd a koponyan egy sagittalis ¢és egy, a két orbitat 9sszekotd
coronalis iranyl metszést végeztiink. A koponyatetdt ezen metszések mentén szétnyitottuk,
majd a bulbusok mogott és a kisagy eldtt ejtett coronalis metszésekkel eltavolitottuk az agy
hippocampust tartalmazd régidjat. Vibratommal (Campden Instruments) 400 pm-es
hippocampélis metszeteket készitettiink, a szeleteket egy oran at inkubaltuk
szobahdmérsékletii, karbogénnel oxigenalt aCSF-ben. A véarakozasi id6 letelte utan az egyes

agyszeleteket interface tipusu kamrdba helyeztik. A kamra homérsékelete (34°C),

paratartalma allando volt.

In vitro elektrofiziologia

Elektrofizioloigiai kisérleteink soran a hippocampus Schaffer collateralisait ingereltiik
(0.2 ms pulzus szélesség, 0.333 Hz ), a mezd&potencidlok elvezetése a CAl-es régid stratum
radiatumabol tortént. Az ingerléshez bipolaris eziist elektrodot hasznaltunk, az iiveg
mikropipettakat (~1,5 MQ) aCSF-el toltottik fel. A stimulus intenzitasat a félmaximalis
valasz kivaltasanak megfeleléen valasztottuk meg (15-40 pA). A regisztralas pClamp8
rendszerrel tortént (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.

Mezopotencialok

Elektrofiziologiai kisérleteink soran extracelluldris mezdpotencidlokat vezettiink el a
hippocampus CAl-es régidjabol. Az egyes anyaghatasok vizsgalata soran a mezOpotencialok

amplituddjanak valtozasat kovettiik nyomon.

Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket SPSS for Windows version 9.0 szoftverrel végeztik. Az
egyes eredmények amplituddé valtozasokat jelentenek, melyek %-ban értenddk, a
paramétereket atlag + S.D.-vel adtuk meg. Az anlizisekhez 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 szignifikansnak.



EREDMENYEK

Kisérleteink sordn a Schaffer kollateralisokat stimuldlva, a hippocampus CAl-es
modellt alkalmaztuk. A pentiléntetrazol egy konvulzans anyag, melyet gyakran alkalmaznak
rohamtevékenységek vizsgalatdban. A pentiléntetrazol a GABA, receptorok gatlasa révén
hiperexcitabilitds kialakulasat indukalja. A pentiléntetrazol in vitro alkalmazdsa 1 mM-os
koncentracidban a mezdpotencidlok amplitiddjanak erdteljes novekedéséhez vezetett a
hippocampus CAl-es régiojaban. Lokalisan, az el6bbi értekhez képest hlszszoros
koncentracioban hasznalva, repetitiv mezdpotencidlok megjelenését tapasztaltuk. Ezzel
szemben a kinurénsav eldkezelés megakadalyozta a pentiléntetrazol okozta koros facilitacid
kialakuldsat és a mezdpotencidlok amplitaddjat a kontroll szintjéhez kozeli értékeken tartotta.

Hasonloképpen, a kinurénsav eléanyagédnak, az L-kinureninnek az alkalmazésa szintén
hatékonynak bizonyult a pentiléntetrazol modellben. Az N-omega-nitro-L-arginin (L-NNA)
megakadalyozza a kinurénsav transzamindciojat, 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 szintetikus kinurénsav szdrmazék, az SZR-72
elektrofiziologiai hatasait. Alkalmazasa a pentiléntetrazol modellben a kinurénsav analdg
antikonvulzans hatdsat bizonyitja.

Tovabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a kinurénsav nanomolos koncentracid
tartomanyokban nem a megszokott NMDA receptor gatld hatasat mutatja fiatal allatokban,
elvezetett mezOpotencidlok amplitiddjaban. A nanomdlos tartoméanyban kifejtett facilitald

hatds AMPA receptor gétlo jelenlétében nem érvényestil.



KOVETKEZTETESEK

A Célkitiizésekben megfogalmazott kérdésekre vizsgalataink alapjan az alébbi

valaszokat adhatjuk:

1; A kinurénsav - mikromolos tartomanyban — in vitro kisérletekben is gatloan hat a

crer

2; A pentiléntetrazol in vitro modellben is eredményesen alkalmazhato konvulzans, és
alkalmas a kinureninek neuromoduldtoros hatdsanak vizsgéalatara. A pentiléntetrazol
modellben a kinurénsav eldkezelés képes kivédeni a pentiléntetrazol altal generalt koros

facilitaciot.

3, A kinurenin-kinurénsav konverzid in vitro koriilmények kozott is végbemegy, €s
optimalis paraméterek — megfeleld perfuzios sebesség - mellett kelléen hatékony a

pentiléntetrazol kivéltotta konvulziv hatasok ellenstlyozasaban.

4, Elsoként irtuk le, hogy az SZR-72, az 0j szintetikus kinurénsav szérmazék, a

kinurénsavval 6sszemérhet6 antikonvulziv hatassal bir.

5, Els6ként irtuk le, hogy 3-4 hetes allatokban, nanomolos tartomanyban a kinurénsav
AMPA receptor serkentd hatassal rendelkezik. A mesterségesen eldallitott kinurénsav analdg
esetén szintén kimutathat6 ez a facilitdlo hatds, ami azt mutatja, hogy az SZR-72 nemcsak a
kinurénsav antikonvulzans tulajdonsagéaval rendelkezik - hanem alacsonyabb koncentraciok
esetén (nM) a kinurénsavhoz hasonléan - a pozitiv neuromodulatoros effektussal is. A
kinurénsav AMPA receptorokon kifejtett pozitiv neuromodulatoros hatédsa felhivja a figyelmet
szerepet jatszik az idegrendszer fejlodésének szabalyzasaban. A hippocampus szinaptikus
héalozatainak kialakuldsdban a funkcionalis AMPA receptorok megjelenése nagy jelentdséggel
bir. Mindezek alapjan, felmeriil annak a lehetdsége, hogy a fejlédés kezdeti szakaszaban még
nyugvé AMPA receptorok aktivalasaban a kinurénsav szerepet jatszik. A kinureninek
antikonvulzans hatdsdnak tanulméanyozasa mellett a jovoben a kinurénsav fizioldgias

kortilmények kozott betoltott szerepének vizsgalata is figyelmet érdemel.
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