DOI:10.14753/SE.2022.2599

SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2599.

HANUSKA ADRIENN

Experimentalis és klinikai farmakologia
cimill program

Programvezet6: Dr. Szoké Eva, egyetemi tanar

Témavezetd: Dr. Koles Laszlo, egyetemi docens



DOI:10.14753/SE.2022.2599
Az NMDA receptorok modulacidjanak

vizsgalata a percepciod €s a kognitiv funkciok
zavaraiban

Doktor1 értekezés

Dr. Hanuska Adrienn

Semmelweis Egyetem
Gyodgyszertudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
, EGYETEM

Témavezeto: Dr. Koles Laszlo, Ph.D., egyetemi docens

Hivatalos birdlok: Dr. Kozsurek Mark, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Mike Arpad, Ph.D., tudoményos fémunkatars

Szigorlati bizottsag elndke:  Dr. Szoké Eva, DSc., egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Tabi Tamas, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Lenkey Nora, Ph.D., vendégkutato
(University of Oslo)
Budapest

2021



DOI:10.14753/SE.2022.2599

Tartalom

ROVIAIEESEK JEZYZEKE .....eoieiieeiieeceeee e e e e eaee e 4
1. BEVEZELES ... 7
1.1 ATtAlAN0S DEVEZELES .........veeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 7
1.1.1 A retina €s annak ganglionSeJtj€i........ccrvurieriureeriiieeiiieerieeeciee e eee e 7
1.1.2  Kognitiv funkciok ¢és a prefrontalis kéreg (PFC)........cccovvvevieenciiiiiieeieens 9

1.1.3 A fijdalom percepcio centralis komponensei, a PFC szerepe és az opioid
140) (53 221 0 L3 - O OO ST P PP 11
1.1.4 A NEUTOAEZENETACIO .....cuveeeeiieeiieeeiieeeiieeeiteeeateeetreeeeeeeeaeeeereeesnseeesnseeas 12
1.2 A glutamAterg TENASZET .. .ccvvieeiiieeiiee et erae e e e e es 13
1.2.1 A glutamat TECEPLIOTAL ..o.vvieeiiieeiiieeiiee et eite e et e et e e eeeeeree e e e e saveeenasee s 14
1.2.1.1 A metabotrop glutamatreceptorok..........ccoceeveriereerienienennienienieenne. 14
1.2.1.2 Az ionotrop glutamatreceptorok..........ccovuvevuierieeiieenieeieeniieeieeieene 15
1.2.1.2.1 Az NMDA 1eCePLOTOK ...c.veiieiieiieiiieiieeie ettt 15
1.2.1.2.1.1 Az NMDA receptorok fizioldgiaja és patofiziologidja.......... 17
1.2.1.2.1.2 Az NMDA receptorok modulacidja.........cccceevvernienirennennne. 18
1.2.1.3  AZ AMPA 1€CePLOTOK. ...oouviiiiieiieeiiieieeete et 19
1.2.1.4 A Kainat 1eCeptorok .......cecvieiuiiiiieiieeiiesiie e 20
1.2.2 A glutamattranSZporterek ..........oocvierieeiieiieeiieiieee et 21
1.3 A lICINETE TENASZET .....eieiiieiiieeiie ettt ettt et e s eaaeens 22
1.3.1 A GlICIN TECEPIOT .euieiiieiiieeiie ettt ettt ettt e e eseaeenneas 22
1.3.2 A glicin tranSZporterek ...........ceceuieeeiuieeeiiieeeiieeereeeeree e s 23

1.4 A glutamaterg és glicinerg rendszer fizioldgiai €s patofiziologiai szerepe.... 26

1.5 Az agyi renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS).....ccccvvevvevcveennnnn. 27

2. CRIKITUZESEK ..ttt sttt ettt ettt e b e e aeeneeneeens 31
3. IMOASZETEK ...ttt ettt et 32
3.1 Kiseérlett Allatok ..........c.ooiiiiiiii e 32
3.2 Alkalmazott VEGYUIEtEK ........ccccuiieiiiieciie et 32
33 KISEIIRLEK ...t 33
3.3.1  Szuperfzids teChnika.........c.coovuiiiiiiiiiieceeee e 33

3.3. 1.1 Preparalas ...cocceeeeeieeeiie e e e 33



DOI:10.14753/SE.2022.2599

3.3.1.2  Oxigén és gliikkéz megvonas (OGD) indukalta [*H]glicin
felszabadulas patkdny retindban ...........cccccveeeciieeiiiiciieccee e 34

3.3.1.3  [PH]glicin kidramlds meghatarozasa...............cocoevvvvrrerrrrrnnaenns 35

3.3.1.4 Az OGD hatasanak vizsgélata a [3H]glicin felvételre és kiaramlasra

PAtKANY TEHINADAN. ......eeiiiiiiiiie e ebee e e e e seree e 35
3.3.2 Immunhisztokémiai jel6lés patkany retindban ...........ccceeeveeeeiieeecieenieens 36
3.3.3  Patch-clamp teChniKa..........ccccoociiieiiiiieiieeeeeeeee e e 36

3.3.3.1  Preparlas ....coccueeeeiieeeiieeeeeee e e e 36

3.3.3.2  Teljes sejt (whole-cell) patch-clamp felvétel .........cccoveveviennneenneen. 37

3.3.3.3  NMDA indukalta iondramok mérése patch-clamp technikaval

PAKANY PFC-DEN ..ottt 38

3.3.3.4 Az opioid vegyiiletek hatdsa a glutamaterg neurotranszmissziéra

spontan excitatorikus posztszinaptikus aramok (SEPSC) mérésével.................. 39

34 STALISZHKA .. e 40
4. Eredme@nyek.......coooiiiieiiee e e 41
4.1 Glicin felszabadulas vizsgalata patkany retindban ............ccccceeevveeeiieeennens 41
4.1.1 OGD-indukalta [*H]glicin felszabadul4s patkany retinabdl....................... 41
4.1.2 OGD hatasa a [*H]glicin felvételre és kidramlasra patkany retinaban....... 42
4.1.3 OGD-indukalta [*H]glicin felszabadulas kiilsé Ca**-fiiggése patkany
TEHINADAN ...ttt ettt ettt et 43
4.1.4 A szarkozin hatasa a [°H]glicin felszabadulasra patkany retinaban........... 44

4.1.5 A nem transzportald6d6é GlyT-1 inhibitorok hatasa OGD-indukalta

[*H]glicin felszabadulasra patkany retindban................cccovvirieievvereeeeessesennans 44
4.1.6 Az ouabain hatisa a [*H]glicin felszabadul4sra patkany retinaban............ 46
4.1.7 A rotenon hatisa a [°H]glicin felszabadulasra patkany retinaban.............. 47
4.1.8 OGD hatasa a [°H]glutamét felszabadul4sra patkany retindban................. 47
4.2 A GlyT-1 immunhisztokémiai jeldlése a retina sejtjeiben ..........ceeeveeeevenenn. 48

4.3 Ang II hatasainak vizsgéalata az NMDA aramokra patkany PFC V. rétegének

PITAMISSEIEJCIM .eeuteeiiieiieeitieeiie et et e et esteeeteestee et e enseeeabeenseessseenseesnseenseessseenseesnseenseas 49
4.3.1 Az Ang II kiilonb6z6 koncentracioinak (0,003-3 uM) hatdsa az NMDA
ATAMOKTA. ...ttt st ettt nae e 49

4.3.2 Angiotenzin-receptor antagonistak hatdsa az Ang Il NMDA aramokat
POLENCITOZO NAtASATA......eeiiiieeciiieeiie e e e e e 51



POLENCITOZO NAtASATA......eeiiiieeciiieeiie e e e e e
4.3.4 Dopamin-receptor antagonistak hatdsa az Ang Il NMDA aramokat
POLENCITOZO NAtASATA......eeeiiiieiciiieeiee et e e e e e e s
4.4 Az opioid vegyiiletek hatdsa a spontan excitatorikus posztszinaptikus
aramokra (SEPSC) patkany PFC V. rétegének piramissejtjein........ccceeevuveeeerveernnenns
5. IMEEDESZEIES. ... veeeeeieeeiie ettt et et s e et e e nae e e e e eaaee s
5.1 A [*H]glicin felszabadulas és a GlyT gatlok hatasanak vizsgalata patkany
TEHINADOL ..ottt
5.1.1 Az OGD hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkany retinabdl.................
5.1.2 Az IC Na' szint véltozasa: [*H]glicin felszabaduldsra gyakorolt hatas
PAtKANY TEHINADAN .....oooiviiiiiecciie e e e e e eeneeeenes
5.1.3 A GlyT-1 inhibitorok terdpias felhasznalasa ischaemias
1etiNAdEZENETACIODAN. .......eieiiieiieeiieie ettt ettt et e e e e e
5.2 Az Ang Il hatasénak vizsgélata az NMDA aramokra patkany PFC-ben .......
53 Opioid vegyiiletek hatasanak vizsgalata a glutamaterg neurotranszmissziora
PAKANY PFC-DON....cutiiiiiiiieiece ettt et
6. KOVEKEZIEIESEK .....eneeiiiiciicc e
7. OSSZEIOZIALAS ...
8. 0811010 F: 1 ) 2SRRI
9. [rodalomIEEYZEK ......eeeeeieeie e e e
10.  Sajat publikACIOK JEZYZEKE ......vvieiiiieiiie et e
11, KOSZONCNYIIVANILAS ...ooeeiiiieiiicciie ettt e e e ens

DOI:10.14753/SE.2022.2599

crer



DOI:10.14753/SE.2022.2599

Roviditések jegyzéke

2-DG: 2-deoxi-D-glukoz

ACE: angiotenzin-konvertalo enzim
ACEi: ACE-inhibitor

Ach: acetilkolin

ACPPB/Merck 13-h: 2-amino-6-kloro-N-(1-[4-fenil-1-(propan-1-szulfonil)piperidin-

4-il]etil)benzamid)

aCSF: mesterséges cerebrospinalis folyadék
Ang (1-7): angiotenzin (1-7)

Ang (1-9): angiotenzin (1-9)

Ang I: angiotenzin |

Ang II: angiotenzin I1

Ang IV: angiotenzin IV

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propansav
AP-A: aminopeptidaz A

AP-N: aminopeptidaz N

ARB: angiotenzin-receptor blokkolo
ATIR: 1-es tipust angiotenzin-receptor
AT2R: 2-es tipust angiotenzin-receptor
ATA4R: Ang IV receptor

ATP: adenozin-trifoszfat
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BDNF: idegi novekedési faktor

CaMKII: kalcium/kalmodulin fiiggd protein kinaz II
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

DC: dekarboxilaz

DRDI1, DRD2: dopamin-1; -2 receptor

EC: extracellularis

EAAT: excitatoros aminosav transzporter
EGTA: bis-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav
EPSP: excitatorikus posztszinaptikus potencial
ERK 1/2: extracellularis szignal-regulalt kinaz1/2
GABA: y-aminovajsav

GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje

GlyT-1; -2: 1-es; 2-es tipust glicin transzporter

IC: intracellularis

IPSC: inhibitoros posztszinaptikus aram
IRAP: inzulin-regulalt aminopeptidaz

KIR: kozponti idegrendszer

LDP: hosszu tavl depresszid

LTP: hosszu tavl potenciacio

mGluR: metabotrop glutamat receptor

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NO: nitrogén-monoxid
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1 Bevezetés

1.1 Altalanos bevezetés

A neuronalis diszfunkcidk szadmos kozponti idegrendszeri (és egyéb) korkép
patomechanizmusdban jelentds szerepet jatszd elvaltozdsok. Az idegrendszeri
mikdodések egyik alapvetd funkcionalis komponense a glutamdaterg transzmisszio.
Kutat4saim soran a glutamdaterg rendszer egyik legjelentdsebb tényezdjét, az N-metil-D-
aszpartat (NMDA) tipusi ionotrop glutamat receptort moduldlé mechanizmusok

szabalyozasat tanulményoztam.

Dolgozatomban harom témateriileten foglalom G6ssze azon kutatdsaimat, amelyek arra
iranyultak, hogy pontosabb adatokhoz jussunk az NMDA receptor funkcio
finomhangolasanak a lehetdségeirél, amely 0j utakat nyithat meg, és 0j adatokat

szolgaltathat a terapias lehetdségek fejlesztéséhez kiilonbozo korallapotokban.

A tovabbiakban roviden bemutatom a harom témateriiletet, azokat a koérallapotokat,
amelyekben = megfigyeléseimnek  jelentésége  lehet, illetve  azokat az
anatomiai/funkciondlis struktardkat, amelyeken kisérleteinket végeztiik. Kitérek a
neurodegeneracio folyamatara, amely szamos patologiai eltérés hatterében all. Ezutan
ismertetem a glutamaterg rendszer elemeit, kiilonds hangsulyt fektetve az NMDA tipusu

glutamat receptorra, illetve az annak miikodését szabalyozé tényezdkre.

1.1.1 A retina és annak ganglionsejtjei

A retina a szem belsd burkat alkoto, 0,5 mm vastag, atlatszo hartya (1). Fejlodéstanilag
az eliilsé agyholyagbol szarmazik. Két részre oszthato, a belsd 9 réteg a szemkehely belsd
rész¢ébol, a kiils6 pigmentham pedig a szemkehely kiilsé részEébdl fejlodik. A retina hatsod
kétharmada fényérzékeny idegszervként funkcional (pars optica retinae), az eliilso
harmadnal, az ora serrata mentén fényre érzéketlen, egyrétegli kobhamma vékonyodik
(pars ceca retinae) ¢és hatulrol beboritja a sugértestet és a szivarvanyhartyat. A retina
fényérzékeny teriilete tiz rétegre tagolodik (1. pigmentham; 2. csapok és palcikak rétege

/ fotoreceptor réteg; 3. kiils® hatarhartya; 4. kiilsd nuklearis réteg; 5. kiilsé plexiform
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réteg; 6. belsd nukledris réteg; 7. belsd plexiform réteg; 8. ganglionsejtréteg; 9.
idegrostréteg; 10. belsd hatarhartya), két kiemelt teriilete a vakfolt és a sargafolt, ahol a
szovettani felépités is eltér. A vakfolt teriiletén 1ép ki a ganglionsejtek axonjaibol
Osszeszedddo latdideg a szemgolydbol, ezen a terlileten hidnyzik az idegszovet. A
sargafolt kozépso része a latogddor (fovea centralis), az éleslatds szinhelye, ahol csak
csapok talalhatok és a fény kozvetleniil érkezik a fotoreceptorokra. A fényingerek
feldolgozasa tobb szinten torténik, amig a fényinger a fotoreceptoroktdl a
ganglionsejtekig elér, szamos interneuronra tevodik at (bipoléris, horizontalis, amakrin
sejtek). Ezeken a szinteken a fotoreceptorokbdl érkezd egységes jel atalakulhat,

elgjelvalto és eléjelmegdrzd kapcsolodasokat, ON és OFF palyakat kiilonboztetiink meg.

A retinat felépitd sejtek koziil az oxigén és tdpanyaghianyos allapotokra leginkabb a
ganglionsejtek és a fotoreceptorok érzékenyek (2). Hipoxia hatisiara megné a Ca®’
bearamlas az NMDA receptorokon keresztiil, ami az excitotoxicitds révén a sejtek
apoptozisahoz vezethet. A retina neuronalis halozatdban az NMDA receptorok eloszlasa
nem egyenletes, a ganglionsejtrétegben kiilondsen nagy stiriségben helyezkednek el, igy
a ganglionsejtek potencidlis célpontjai lehetnek a neurotoxikus hatdsoknak ischaemids
szinaptikus résben a glicin transzporterek szabalyozzak. A kozponti idegrendszerben
(KIR) az NMDA receptorok az 1-es tipusu glicin transzporterek (GlyT-1) kozelében
helyezkednek el, ez a kapcsolat a retindban is megfigyelhetd (5, 6). GlyT-1 deficiens
egereken végzett vizsgalatok bizonyitjak, hogy az NMDA receptorok glicing

crer

hatarozza meg (7).

Az ischaemia okozta retinakarosodasok, tobbek kozott, a z6ldhalyog talajan kialakulo, a
hipertdnia és cukorbetegség okozta retinopatia, valamint a makuladegeneracio, megfeleld
kezelés nélkiil vaksaghoz vezetnek. A neurodegenerativ folyamatok kialakulasaban az
NMDA receptorok tulzott aktivacidjanak jelentds szerepe van, igy ennek a csokkentése
lenne kivanatos a neuroprotekcid elérése céljabol (8). Az eddigi eredmények alapjan,
azonban, az NMDA receptorok direkt gatlasa vagy a glutamaterg transzmisszo

csokkentése a terapias felhasznalasban nem valt be vagy elfogadhatatlan mellékhatasokat
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okozott. Igy az ischaemias retinakdrosoddsok terapidja, a késSbb emlitett

neurodegenerativ betegségekéhez hasonloan, jelenleg is stirgetd kutatasok targyat képzi.

1.1.2 Kognitiv funkciok és a prefrontélis kéreg (PFC)

A magasabb rendii kognitiv funkcidok olyan percepcids, tanulasi fogalmakat,
képességeket foglalnak magukba, amelyek jelzetten az allatvilagban is megtalalhatok, de
a human élettani folyamatokban mindségileg komplexebb, Osszetettebb, magasabb
szintet képviselnek, és valosziniileg az emberré valas, a gondolkodas kulcstényezoi. Tobb
anatomiai struktura is szerepet jatszik ezekben a folyamatokban, koziilik az egyik

kiemelkedd a PFC, annak is az V. rétegében talalhatd piramissejtek.

A PFC a homloklebenyben elhelyezkedo struktira, melynek legfobb szerepe a végrehajtd
funkciokban, a viselkedésben, a dontéshozatalban, a figyelemben, a munkamemoridban,
a kognitiv flexibilitdsban és a fajdalom megélésében van (9, 10). A human PFC az egy¢b
emldsokéhez képest sokkal fejlettebb, komplexebb és nagyobb anatomiai egység (11). A
neuroanatémiai kapcsolatok alapjan két 6 részre, a medialis €s lateralis PFC-re oszthato,
illetve az utdébbinak ventralis és dorzalis alegységét kiilonboztetik meg (9). A medidlis
PFC reciprokalis 0sszekottetésben van a talamusszal, az amigdaldval, a hippokampusszal,
illetve a magasabbrendii percepcioért felelds temporalis teriiletekkel (12). Szerkezetileg
nem kiilonbozik a kéreg tobbi teriiletétdl, hat rétegbdl all, a dominans sejttipust, a kérgi
neuronok nagyjabol 75%-at, a piramissejtek alkotjadk (13). Az egyes rétegekben
elhelyezkedd piramissejtek kiilonboz6 agyteriiletekkel vannak dsszekottetésben (13, 14).
A PFC legfoébb kimend projekcidi az V. rétegben taldlhatd piramissejtekbdl indulnak
egyéb kérgi teriiletek, az agytorzs és a gerincvel0 felé, de 6sszekottetésben vannak a I1/111.
rétegben taladlhato piramissejtekkel is (14, 15). Az V. rétegében taldlhatd piramissejtek
leginkabb  glutamaterg, dopaminerg ¢és y-aminovajsavat tartalmazo (GABA)
szinapszisokon keresztiil kapnak bemend informéciokat az agy egyéb teriileteirdl, de
kolinerg, purinerg és szerotoninerg inputok is befolyasoljak a miikodésiiket, a kimend
jelet a glutamat kozvetiti, mely NMDA receptorokon keresztiil hatva alapvetd szerepet
jatszik a helyes kognitiv miikodésben (16-18). A medidlis PFC és az itt elhelyezkedd

NMDA receptorok, valamint a jeldtviteli rendszer karosodasa neurokognitiv, -
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degenerativ korképekhez ¢és egyéb mentalis betegségekhez, pl. szkizofrénidhoz,

epilepsziahoz vezethetnek, de a fijdalom kronikussé valasaban is szerepet jatszhatnak

(19).

A kognitiv funkciok zavarai, elsdsorban a kognitiv hanyatlas, tarsadalmunk egyik legfobb
¢s legsiirgetObb egészségiigyi problémajat képezik. A Mentalis Betegségek Diagnosztikai
¢s Statisztikai Kézikdnyvének (DSM-5) meghatarozésa szerint a neurokognitiv korképek
alatt deliriumrdl, enyhe és stlyos kognitiv karosodasrél beszélhetiink (20). Az enyhe
kognitiv kérosodas soran a legfobb funkciok, a tanulés, az emlékezés, a megismerés, a
figyelem, a problémamegoldd képesség kismértékli kadrosodasat észlelhetjiik. A sulyos
kognitiv karosodas, maga a demencia, a kognitiv funkcidk nagymértékii hanyatlasat
jelenti, jelentds szellemi kéarosoddssal, a mindennapi normalis életviteli funkcidok

ellehetetlentilésével.

2019-ben tobb, mint 50 milli6 ember szenvedett demencidban vilagszerte, ez a szdm
2050-re elérheti a 152 milli6 f6t (21). Ugyan fiatalkorban is eléfordulhat, de a demencia
foleg az idoéseket érinti. Mig 65 éves kor felett a betegség prevalencidja globalisan
koriilbeliil 7%, és ez az érték nagyjabol 5 évente duplazodik (22), addig a 80 év
felettiecknek mar 25-30%-a szenved demenciaban (23). Becslések szerint a kovetkezo 30
évben a 65 ¢év felettiek szdma megkétszerezddik, eléri az 1,5 milliard f6t, a 80 év felettiek
szama 2050-re pedig fél milliard fore becsiilhetd (24). Az enyhe kognitiv kdrosodasban
szenvedok nagyjabol felénél alakul ki 5 éven beliil a demencia (25). A demencia nem
csak egyéni probléma, silyos mértékben érinti a beteg csaladi kdrnyezetét, a tarsadalmat,
illetve jelentds gazdasagi terhet jelent. Aluldiagnosztizalt korkép, a legtobb esetben mar
a késoi, befolyasolhatatlan stadiumban keriil 1atotérbe a beteg, igy jelenleg a prevencio
lenne a legfobb beavatkozasi teriilet. Eloregedd tarsadalmunkban az egyeldre limitélt
terapias lehetdségekkel bird neurodegenerativ betegségek €és a demencia vallhatnak a

legnagyobb egészségligyi €s szocialis problémava (26).

A kognitiv hanyatlas és a demencia kialakuldsahoz sokféle rizikotényezo és korkép jarul
hozza. Legfontosabbak az ¢letkor, a genetikai faktorok ¢és a kardiovaszkularis
rizikotényezok (22). A genetikai faktorok koziil az Apolipoprotein E €4 allél hordozasa
jelentdsen noveli a rizikot (27, 28). A sziv- és érrendszeri betegségek, mint példaul a

hipertonia, az ischaemids szivbetegség, a hiperlipidaemia, a cukorbetegség kialakulasa
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befolyasolhatd, megelézhetd lehet a fizikai inaktivitas, az elhizas, a dohanyzés, az
alkoholfogyasztas, az egészségtelen életmdd megvaltoztatdsaval. Eldsegitheti a demencia
kialakulasat a szocialis elszigetelddés, a szellemi inaktivitas, az alacsony iskolazottsag is,

¢s az ezek kovetkeztében kialakuld depresszio.

A kognitiv karosodasok hatterében leggyakrabban a neurodegenerativ betegségek, ezek
koziil is az esetek 60-70%-ban az Alzheimer-kor all, de szintén okozhatja a Lewy testes
demencia, a Parkinson-kor, a Huntington-kor, az amiotréfias lateralszklerozis, szklerozis
multiplex, prionbetegségek, illetve ischaemias kdrosodas, ami kialakulhat trauma, agyi
infarktus vagy epilepszia kovetkeztében. Szintén kognitiv deficithez vezethet szamos,
egyéb mentalis betegség, mint a szkizofrénia €s az affektiv korképek, valamint a KIR-t is
érintd, metabolikus, autoimmun ¢€s fert6zo betegségek, neoplazmak kialakulasa, toxikus
karosodas ¢és vitaminhiany is. A KIR-i neurodegenerativ betegségek koz¢ nem csak
kifejezetten az agyi diszfunkciokat okozd kérképek tartoznak, hanem, a fentebb emlitett,

fejlédéstanilag szintén a KIR részeként emlitendd, retina betegségei is.

1.1.3 A fajdalom percepci6 centralis komponensei, a PFC szerepe és az opioid
tolerancia

A kiilonb6z6 betegségek, allapotok talajan kialakuld fajdalom az életmindség jelentOs
rontasaval sulyos, globalis problémat okoz. A fajdalomnak hdrom f6 formajat
kiilonboztethetjiik meg, az akut, nociceptiv fajdalmat, a gyulladdsos fajdalmat és a
kronikus, idegszovet karosoddsaval jard neuropatias fajdalmat (29). A felszalld
fajdalomérzo palydk elészor a gerincveld hatsd szarvaban, majd a talamuszban
kapcsolodnak 4t és érik el a fajdalomérzes elsddleges kozpontjat, a gyrus postcentralist.
A fajdalom megélésében és emocionalis feldolgozasaban a medialis PFC-nek kitlintetett
szerepe van (30). Szamos kérgi Osszekottetése, kifejezetten a periakveduktalis
sziirkealloméannyal valé kapcsolata miatt részt vesz antinociceptiv folyamatokban, de a
fajdalom krénikussé valasban is szerepe van (31, 10). A neurodegenerativ folyamatok
révén kialakuld neuropatids fajdalom mechanizmuséban a glutamaterg transzmisszio és
az NMDA receptorok tulzott aktivacidja is résztvesznek (31). A neuropatias fajdalom

nehezen uralhatd, egyéb terapidkra (antiepileptikumok, triciklusos antidepresszansok,
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szerotonin-noradrenalin visszavétel gatlok, topikalis szerek) nem reagald esetekben

major analgetikum adésa is szobajon (32).

Az opioid fajdalomcsillapitok terdpias felhasznalasat a hosszatavi és ismételt
adagolaskor észlelt, analgetikus hatasukhoz kialakulo, tolerancia nagyban limitalja. Ez
kifejezetten igaz az arany standardként szamontartott és legszéleskoriibben alkalmazott
morfinra (33). A tolerancia kifejlddésében szamos, eddig még nem teljesen tisztazott
mechanizmus, mint pl. a receptor deszenzitizacid, internalizacio, dimerizacié mellett a
medidlis PFC ¢és az itt talalhato NMDA receptorok talzott aktivacidja is szerepet
jatszhatnak (34-37). A p-opioid-receptor aktivacioja protein kindz C enzimen (PKC)
keresztiil foszforilalja az NMDA receptorokat, amelyek megnyildsanak hataséara
megndvekszik az intracellularis (IC) Ca?" koncentraci6 és ezaltal haromféle Ca**-fiiggd
enzimatikus kaszkad aktivalodik: a PKC, a kalcium/kalmodulin fliggé protein kinaz II
(CaMKII) és a nitrogén-monoxid szintaz (NOS), melyek az opioid tolerancia kifejlodését
segitik eld (38). Az el6bb emlitett megfigyeléseket alatimasztja, hogy az NMDA receptor
antagonistak csokkenteni tudjdk a tolerancia kialakuldsat (39). A jelenleg terapiaban
alkalmazott opioid hatéanyagok hasznalatat korlatozza a tolerancia kialakulédsa, igy

sziikséges, 1j, kisebb tolerancia kialakitasara képes opioid vegyiiletek kifejlesztése.

1.1.4 A neurodegeneracio

A neurodegeneracid soran az idegszOvet progressziv modon karosodik, sejthalal
kovetkezhet be. Tekintettel arra, hogy az idegszovet megujulasra, regeneraciora képtelen,
a folyamat irreverzibilis. Attol fiiggden, hogy a kozponti idegrendszer mely része érintett
kiilonboz6 funkciok karosodhatnak, igy példaul a gondolkodas, a kognitiv folyamatok, a
mozgaskoordinacio, viselkedés- és személyiségvaltozas alakulhat ki, 1atas-, halldsvesztés
Iéphet fel. A szomatoszenzoros rendszert érintve a nehezen befolyasolhaté neuropatids
fajdalom kialakuldsdban és fennalladsaban is alapvetd szerepet jatszik. Azonban ezen
tiinetek ¢és a kiilonbozé betegségek patomechanizmusa nem hatarolodik el élesen
egymastol. A neurodegenerativ betegségek kialakulasdban sokféle tényezd jatszik

szerepet. Genetikai mutaciok mellett szerepe lehet a mitokondridlis kdrosodéasnak, az
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oxidativ stressznek, a karosodott helyreallitdo funkcidoknak, az excitotoxicitasnak, illetve
jellegzetes a koros intra- és extracellularis fehérjeaggregatumok kialakulasa (40, 41).

A kognitiv funkcidk és a neuroprotektiv mechanizmusok helyes miikodéséhez sziikséges
idegrendszeri folyamatok komplex jelatviteli rendszerébdl kiemelked6 jelentdségiiek az
NMDA receptorok, a glutamaterg és glicinerg rendszer. Karosodasuk, alul- vagy
talmiikodésiik jelentds szerepet jatszik szamos patologias allapot hatterében. Igy pl. a
szkizofrénia, az epilepszia és szamos neurodegenerativ betegség, valamint a nehezen
uralhaté neuropatias fajdalom hatterében is az NMDA receptorok tulaktivacidja miatt
1étrejovo excitotoxicitas allhat. Az emlitett betegségek kezelésében, megeldzésében, az
NMDA receptoroknak, mint terapias célpontoknak, a befolydsolasa jelenleg sem
megoldott, mivel sem a nagymértékii serkentés, sem a gatlds nem kivanatos hatas.
Azonban mind a pozitiv és negativ modulaciok finom 6sszehangoladsa, az egyensulyi
allapot helyrehozasa, jelentdsen javithatja a kognitiv funkciokat, befolyassal lehet a

neurodegeneracio folyamatara.

A kovetkezOkben az NMDA receptorok, a glutamaterg ¢s a glicinerg rendszer, illetve az
agyi renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) jelentdségét, szerepét szeretném
bemutatni a kognitiv zavarok és a neurodegeneracié patomechanizmusaban, a retina
patologiajat érintd kérdésekben, a neuropatids fajdalmak kezelésére iranyuld
kutatasokban, illetve Osszességében beavatkozdsi és terdpids lehetdségeket feltarni a

neurotoxikus folyamatok megel6zésére.

1.2 A glutamaterg rendszer

A klasszikus neurotranszmitterek koézé tartozo glutamat a KIR legfébb excitatoros
neurotranszmittere (42). A gerincesek KIR-ben talalhato szinapszisok 40%-a glutamaterg
(43). Pre- és posztszinaptikus receptorain hatva fontos szerepet tolt be a szinaptikus
plaszticitas, a memoria és a tanulas terén, illetve kognitiv, emociondlis, endokrin és
visceralis funkciokat is iranyit (17). A glutamaterg rendszer karosodasa kognitiv

zavarokhoz ¢és neurodegenerativ korképekhez vezethet.
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A glutamat a vér-agy gaton nem jut at, szintézise az agyban torténik (44). A szintézis
legfébb tutjai az asztrocitdkban keletkezd glutamin dezamidalasa és az a-ketoglutarat
transzaminaldsa (45). A szintézist kovetéen a glutamat szinaptikus vezikuldkban
raktarozodik, ahova egy glutamat-transzporteren keresztiil jut be, protonpumpa altal
fenntartott elektrokémiai potencial terhére (46). A vezikulakbol, megfeleld stimulusra,
Ca?" bedramlas hatdsdra, exocitozissal szabadul fel a szinaptikus résbe. A glutamat ezt
kovetden a pre- és posztszinaptikus receptoraihoz kot, eldiffundal az extraszinaptikus
térbe, illetve glutamat-transzportereken keresztiill visszavevédik a preszinaptikus
sejtekbe. Patologias koriilmények kozott a glutamat a forditott miikodésti glutamat-

transzportereken keresztiil is kikertilhet a szinaptikus résbe (47).

1.2.1 A glutamat receptorai

A glutamat a szinaptikus résbe keriilve metabotrop ¢és ionotrop receptorokhoz kotddik.

1.2.1.1 A metabotrop glutamatreceptorok

A glutamat G-fehérjéhez kotott metabotrop receptorainak (mGluR) 8 szubtipusa van,
amelyek tovabbi 3 csoportba oszthatdak. Az I. csoportba a mGIluR1 és mGluR5 Gg-
fehérjéhez kapcsolt, a II. csoportba az mGluR2 és mGluR3, a III. csoportba mGluR4,
mGIluR6, mGluR7, mGluR8 Gi/o-fehérjéhez kapcsolt receptorok tartoznak (48). Pre- €s
posztszinaptikusan is elhelyezkedhetnek auto- és heteroreceptorként egyarant. A KIR-
ben legnagyobb mennyiségben a hippokampuszban, a cerebellumban és kéregben
talalhatoak, de el6fordulnak a periférian is (49). Felépitésiiket tekintve hét transzmembran
doménbdl, a ligandkotéhelyet tartalmazd extracelluldris N-terminalisbol ¢és az
intracelluldris C-terminalisbol allnak. A féleg posztszinaptikus elhelyezkedésii mGluR1
¢s mGluRS5 az NMDA receptorok aktivitasat és ezaltal az excitotoxicitast fokozhatjak,
ellentétben a II. és III. csoportba tartozo receptorokkal, amelyek neuroprotektiv hatassal
birnak (50). A glutamaterg rendszeren kiviil befolyasoljak a dopaminerg €s adrenerg

rendszer mukddését is.
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1.2.1.2 Az ionotrop glutamatreceptorok

Az ionotrop glutmatreceptorokat a szintetikus agonista ligandok iranti érzékenységiik

alapjan nevezték el (51).

1.2.1.2.1 Az NMDA receptorok

Az NMDA receptorok ligandfiiggd transzmembran ioncsatorndk. Na*, K* és Ca**ionokra
permeabilisak, fesziiltségfiiggd Mg?*-blokad alatt allnak és az aktivaciojukhoz feltétleniil
sziikséges két agonista, a glutamat ¢és a glicin jelenléte (52). Az idegi miikddésben
alapvetd szerepiik van. Megtaldlhatéak neuronokon ¢és gliasejteken is, pre- és

posztszinaptikusan, valamint az extraszinaptikus térben egyarant (53).

Felépitésiiket tekintve harom alegységet kiilonboztetiink meg (GluN1, GluN2 ¢és GluN3),
melyek heterotetramer komplexet képeznek. A GluN1 alegységnek nyolc kiilonbdzo
izoforméja 1étezik (1-4/a-b), illetve négy GluN2 alegységet (A-D) és két GluN3 (A, B)
alegységet ismeriink (54). A heterotetramer leggyakrabban két GIuN1 ¢és két GluN2
alegységbdl all (55) (1. abra). A receptor felépitése és alegység Osszetétele meghatarozza,
illetve befolyasolhatja a receptor elhelyezkedését, a funkciojat, valamint a fejléddés soran
az alegységosszetétel meg is valtozhat. Igy a GluN1/GIuN2A felépitésii receptorok
leginkdbb szinaptikusan helyezkednek el ¢és felndttkorban dominalnak, mig a
GIluN1/GluN2B receptorok extraszinaptikus lokalizaciojiak és a korai, posztnatalis
agyban vannak jelen nagyobb szdmban (56). A GluN3 alegységet tartalmazo receptorok

kevésbé érzékenyek a Mg?* blokadra és Ca**-ra is kevésbé permedbilisak (57).

A receptoralegységek az extracellularis N-terminalisbol, a ligandkotohelyekbdl, a négy
transzmembran régiobol és az intracellularis C-termindlisbol épiilnek fel. Az
extracellularis ligandkotohelyeket a transzmembran-1 domén el6tti régio és a
transzmembran-3-4 domén kozotti hurok alkotja. A csatorna porusat a visszakanyarodé
transzmembran-2 domén alakitja ki. A GIuN2 alegységen taldlhatdo a glutamat és a
poliamin kotdhely, a glicing kotdhely a GluN1, illetve a GluN3 alegységen talalhato,

amelynek endogén ligandjai a glicin, a D-szerin és az alanin. A glutaméat kotéhely tovabbi
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szubsztratjai, tobbek kozott, az aszpartat, a homocisztein és a szintetikus parcidlis
agonista NMDA. A receptor miitkodése antagonizalhat6é fenciklidinnel, ketamininnal,
dizocilpinnel, Zn**-kel, amantadinnal, memantinnal, valamint a GluN2B alegységet
tartalmazd receptorokra szelektiv negativ allosztérikus modulétorral, az ifenoprodillel
(52). A C-termindlison torténd poszt-transzlaciés foszforilacid, palmitoilacio,

ubiquitinacio szintén befolyasolja az NMDA receptorok funkciojat, permeabilitasat (17).

Az NMDA receptorok aktivacioja két-két glicin €s glutamat molekula bekotodésével és
a fesziiltségfiiggd Mg?*-blokad posztszinaptikus depolarizacio altali megsziinésével jon
létre. Az aktivalt receptorokon keresztiil, Na" mellett, nagy mennyiségii Ca>* aramlik a
sejtbe. Az IC Ca*" koncentracié megemelkedésével aktivalodik a Ca**/kalmodulin kinaz,
ami autofoszforilalodhat. A foszforilalt kinaz elnyujtott hataskifejtésre képes, az IC Ca?*
koncentracié nyugalmi értékre vald csokkenését kovetden is miikodoképes marad. Az
NMDA receptorok ezen mechanizmus alapjan tartdés hatasok kialakitdsara képesek,
aminek nagyon fontos szerepe van a neuronalis tanulasi folyamatokban. A tulzott,
elnyujtott ingerlés azonban az excitotoxicitas révén irreverzibilisen karosithatja az

idegsejteket, valamint a retina ganglionsejtjeit.

’ glutamat, NMDA

poliamin kétéhely

Zn?*,

extracellularis tér
GluN2

/mfu\)

WAL ‘”HV\‘l hwuh”\vﬂ»‘l iu""

/uu;\hf U 1\

A\ - antagonista kotShely
(pl. PCP, ketamin, memantin)

intracellulris tér

16



DOI:10.14753/SE.2022.2599

1. &bra. Az NMDA receptor felépitése. A heterotetramer leggyakrabban 2 GluN1 és 2
GluN2 alegységbdl épiil fel, Na*, K* és Ca®" ionokra permeabilis, fesziiltségfiiggd Mg?*
blokad alatt all, a glicin kotohely a GluN1, a glutamat, poliamin és antagonista kétohely
a GluN2 alegységen talalhato. (sajat abra)

1.2.1.2.1.1 Az NMDA receptorok fiziologiaja €s patofiziologiaja

Az NMDA receptorok fontos integrativ funkciot toltenek be az idegrendszer
miikodésében. Kiilonleges tulajdonsaguk révén, miszerint detektaljak és 0sszehangoljak
a preszinaptikus agonista felszabadulast és a posztszinaptikus depolarizaciot, hosszatava
valtozasokat tudnak létrehozni a szinaptikus aktivitds terén (58). A tanulast, a memoriat,
a szinaptikus plaszticitast €s a kognitiv funkcidkat a hosszl tavu potenciacié €s depresszio

(LTP, LTD) altal befolyasoljak.

Az NMDA receptorok szinaptikus €és extraszinaptikus elhelyezkedése a lokalizacios
hipotézis alapjan szintén befolyadsolja a funkciokat. A kozvetitett hatdsok alapjan
megfigyeltek kiilonbségeket a receptorok alegység 0sszetételében is (alegység hipotézis).
A szinaptikusan elhelyezkedd, foleg GIuN2A alegységet tartalmazd receptorok
stimuldcidja noveli az extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2 (ERK 1/2) aktivaciojat,
ami a Jacob fehérje foszforilaciojat okozza, emellett ndveli a ciklikus adenozin-
monofoszfat (cAMP)-reszponziv elem kot fehérje (CREB) foszforilaciojat, serkenti az
idegi novekedési faktor (BDNF) expresszidjat, eldsegiti az antioxidans hatdsokat, amely
hatasok révén a szinaptikusan elhelyezkedd receptorok neuroprotektivek, a sejttalélést
szolgaljak (59, 60). A GIuN2B alegységgel rendelkezd, inkdbb extraszinaptikus
receptorok az elézdekkel ellentétes hatasokat kozvetitenek és az excitotoxicitasban
vesznek részt, sejthalalt okozhatnak (60). Az agonistak kdtddésében is van kiillonbség az
alegységek terén, ugyanis a glicin féleg az extraszinaptikus NMDA receptorokhoz

kotodik, a szinaptikusan elhelyezkeddekhez pedig a D-szerinnek nagyobb az affinitasa
(61).

Kiilonb6zd patofizioldgiai események, valamint az életkor eldrehaladtaval torténd

valtozasok hatdsara az NMDA receptorok normalis miikodése karosodhat, a receptor
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alegységek Osszetétele is valtozik, csokken a GIuN2B alegységet tartalmazo
heterotetramer komplexek szama. Mind az alul, mind a tGlmiikodés komoly hatassal van
a kozponti idegrendszer integritasara, a kognitiv funkciok mindkét esetben karosodnak.
Az NMDA receptorok hipofunkcioja felelds tobbek kozott a szkizofrénia nehezen
befolyasolhatd negativ tiineteiért (62), talmikddése, excitotoxicitds révén
neurodegenerativ betegségekhez, epilepszidhoz vezethet. A lokalizaciés hipotézis
alapjan, az NMDA receptorok kiegyenstlyozott miikodésének megbomlésa és eltolodasa
a GIluN2B alegységet tartalmazé extraszinaptikus receptorok tlzott aktivaciojanak
iranyadba, az egyik legfontosabb mechanizmus a neurodegenerativ korképek

patogenezisében (53).

Azonban sem a lokalizacios, sem az alegység hipotézis nem torvényszerii, ugyanis az
el6zdekkel ellentétes eredményeket is publikaltak. Bizonyos kisérleti koriilmények kozott
a szinaptikusan elhelyezkedd, GIuN2A alegységet tartalmazd receptoroknak is volt
jelentds excitotoxikus hatdsa, valamint szinaptikusan elhelyezkedé GIuN2B alegység
fokozott expresszidjanal is beszamoltak a mentdlis €s a kognitiv funkcidk javulasarol (61,
63). A receptorok kiegyensulyozott miikddése alapvetd a normalis idegi funkciok

fenntartasaban.

1.2.1.2.1.2 Az NMDA receptorok modulacioja

Az NMDA receptorok modulacidja tobb szinten torténhet (17). Egyrészt a receptor
szubsztratjainak, a glutamat, illetve a glicin mennyiségének valtoztatasaval. Ez torténhet
a szubsztratok felszabadulasanak befolyédsolasaval, a transzportereikre, illetve a
kotdhelyeikre hatd szerekkel. Masik lehetdség a fesziiltségfiiggd Mg?* blokad
befolyasolasa ¢és igy depolarizacid vagy hiperpolarizacid (pl. GABA receptorok)
létrehozasa. Torténhet IC jeltaviteli utakon keresztiil, vagy egyéb receptorokkal
kialakitott kolcsonhatdsok révén. A modulatorok okozta hatdsok gyakran
poszttranszlacios valtozasokat, foszforilaciot és egyéb csoportok atvitelét eredményezik,
amelyek nemcsak a jelatvitelre, de az NMDA receptorok expressziojara is hatéssal
lehetnek (17). Befolyasoljak az NMDA receptorok mitkodését tobbek kozott kiillonbdzo

G-fehérje kapcsolt receptorok, mint a metabotrop glutamat receptorok, az adrenerg,
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kolinerg, dopaminerg, szerotonerg és purinerg rendszer, a neuroszteroidok, az endogén
kannabinoidok, a morfin, a neuropetid Y, a nitrogén-monoxid (NO), a neurotenzin, a
szomatosztatin, az inzulin, a hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP), a

plazmin ¢és a trombin (17).

A metabotrop glutamat receptorok koziil leginkabb az 1. csoportba tartoz6 mGIluR1-r6l
¢s mGluRS5-rdl ismert, hogy a posztszinaptikus membranon az NMDA receptorok
kozelében helyezkednek el €s potencirozzak azok miikodését (64). A mGluR 1-nek foleg
a szinaptikus, mig a mGluR5-nek az extraszinaptikus NMDA receptorokra van serkentd
hatdsa (64). Hasonl6 potencirozast hozhatnak létre a II. csoportba tartozéd receptorok a
PFC-ben. A potencirozo hatas mellett néhany esetben azonban NMDA receptor gatlést is

leirtak.

A dopamin receptorok tobbféleképpen moduldlhatjadk az NMDA receptorok miikodését.
Preszinaptikusan elhelyezkedve gatolhatjdk a gultamat felszabaduldsat, mig
posztszinaptikusan a receptor tipusatél ¢és a dopamin koncentracidtol fiiggden

serkenthetik és gatolhatjak is az NMDA receptorok miikodését (17).

1.2.1.3 Az AMPA receptorok

Az AMPA receptorok Na* és K*, néhany esetben Ca®"-ot is 4teresztd ioncsatorndk. A
receptor felépitését tekintve heterotetramer, 4 alegység alkotja (GluA1-4/GluR1-4) (51).
Altalaban szimmetrikusan, a dimer dimereként épiil fel. Az alegységek RNS-ének
valtozasa eltérd csatornafunkcioval rendelkezd varidnsokat hozhat létre, példaul
meggatolja a Ca’" permeabilitast (65). A felndtt agyban az AMPA receptorok tobbsége
mar RNS valtozadson dtesett GluA2 alegységet tartalmaz, amelyek Ca?’-ra
impermeabilisak (66). A receptorok szintézisét, eloszlasat, lokalizaciojat ¢és
tulajdonsagaikat a receptor alegységekkel interakcidoban 1€vé transzmembran AMPA
receptor regulacios proteinek (TARP) és cornichon fehérjék befolyasoljak (67). A
receptoralegységek az extracellularis N-terminalisb6l, a ligandk6tohelyekbdl, a
transzmembran régidobol €és az intracellularis C-terminalisbol épiilnek fel. Az AMPA

receptort felépitd alegységek mindegyikén taldlhatdé glutamat kotohely, azonban a
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receptor aktivacidjahoz elegendd két molekula glutamat bekotédése (68). Az AMPA
receptorok fdleg posztszinaptikusan helyezkednek el és a gyors szinaptikus
transzmisszioban vesznek részt, de hatasaikkal befolyasoljadk az LTP-t is. Egyrészt
preszinaptikusan eldsegitik a glutamat felszabaditasat, masrészt a posztszinaptikusan
létrejoveé depolarizacio feloldja az NMDA receptorokat a Mg?*-blokad al6l, amelyeken
keresztiil igy nagy mennyiségii Ca>" aramlik a sejtbe (69). A megemelkedd IC Ca®* szint
Osszegeként az excitatorikus posztszinaptikus potencidl (EPSP) mérete hosszutavon
megnd, ami eldsegiti az LTP-t. Emellett az AMPA receptoroknak szerepe lehet az
epilepszia patomechanizmusaban is, a receptor antagonistak antiepileptikumként valo

alkalmazhatdsagat tobb tanulmany bizonyitja (70).

1.2.1.4 A kainat receptorok

Habar a kainat receptorok széleskoriien megtaldlhatoak a KIR-ben, fizioldgiai
miikodésiikrdl jelenleg még keveset tudunk. Na® és K', ritkdn Ca®'-ot is ateresztd
ioncsatornak. Ot féle alegységet tartalmazhatnak (GluK1-5), ezekbdl épiil fel a tetramer
strukura (51). Preszinaptikusan a glutamat, illetve a GABA felszabadulast modulaljak, a
posztszinaptikusan elhelyezkedd receptorok az excitatoros neurotranszmisszidban
vesznek részt (71). A kainat receptorok egy kiilonleges tulajdonsaga, hogy a klasszikus
jelatvitel mellett nem kanonikus jelatvitel tjan is tudnak miikodni (72). Igy akar G-
fehérje aktivacioval metabotrop receptorként is viselkedhetnek. Ez a kettds jelatviteli
tulajdonsag lehet a magyarazata a kainat receptorok valtozatos hatdsainak. Az AMPA
receptorokhoz képest lassubb EPSP-t hoznak létre, és lassubb az aktivacios és a
deaktivacios kinetikdjuk is (73). A szinaptikus plaszticitasban kevéssé van szerepiik,
azonban a lassubb kinetika révén integrativ funkcidkat tolthetnek be az informécio

tovabbitasban.
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1.2.2 A glutaméttranszporterek

A glutamattranszportereket két csoportra osztjuk (74). Az egyik csoportba az EC glutamat
szintet szabalyozo, a plazmamembranban talalhatd transzporterek tartoznak. Ilyenek a
Na'-fliggé excitatoros aminosav transzporterek (EAAT), amelyekbdl 6tfélét ismeriink
(EAATI-5) és a Na'-fliggetlen, alacsony kapacitasu X. rendszer, amely cisztein/glutamat
cserét bonyolit le (47). A masik csoportba az IC elhelyezkedd transzporterek tartoznak,
melyek a glutamatot az IC térbdl vezikuldkba transzportaljak (vVGLUT1-3) (75).

Az EAATI és EAAT?2 foleg gliasejteken, az EAAT3 és EAAT4 inkabb a neuronokon,
mig az EAATS a retindban talalhatdo meg (47). A KIR glutamat visszavétel 90%-aért az
EAAT2 felel (74). Az EAAT antiporterek harom Na' és egy H" kotranszportjaval
szallitjak a glutamatot, mikdzben egy K jut ki a sejtbdl. A transzporterek 3-5 alegységbdl
felépiilé oligomerek, egy-egy alegység 6-8 transzmembran doménbdl, egy vagy két
visszakanyarodo hurokbol ¢€s intracellularisan elhelyezkedd N- és C-terminalisokbol all
(75). A glutamat szinaptikus résbdl valo eltiintetéséért felelnek. A gliasejtekbe visszavett
glutamat glutaminna alakul, ami visszajut a szinaptikus résbe és az igy felszabadul6
glutamint a neuronok veszik fel ¢€s alakitjak at glutamatta, majd vezikulakban taroljak.
Ezt a folyamatot glutamat-glutamin ciklusnak nevezziik (76). Az EAAT-k glutamat

mellett aszpartatot is szallitanak (77).

Az X rendszer gliasejteken fordul eld. EC ciszteint cserél IC glutamatra, a felvett
cisztein pedig az antioxiddns tulajdonsagu glutathion szintézisre forditodik (78). Két

alegységbdl allo heterodimer.

A vezikularis transzporterek protongradienstdl fiiggden szallitjdk a glutamatot a
vezikulakba. Ezen transzporterek affinitasa joval kisebb a glutamathoz, mint az EAAT-
nek, viszont szelektivek glutamatra (75). 12 transzmembran doménbdl €s intracellulérisan

elhelyezkedd N- és C-termindlisokbol allnak.

Hipoxias koriilmények kozott, az ATP csokkenés hatasara, felborul a protongradiens, igy
a vezikuldkbol a glutamat kijut az IC térbe. Az emelkedett glutamat koncentracié miatt
megfordul az EAAT-k miikodése és a transzporterek forditott médban miikodnek, ezéltal

nd a szinaptikus résben a glutamat koncentracid, ami fokozza az NMDA-receptorok
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aktivitasat és ezaltal excitotoxicitast valthat ki. Az emelkedett EC glutamat koncentréacio

az X rendszer miikddését is megfordithatja, ami glutathion deplécidhoz vezet.

1.3 A glicinerg rendszer

A glicin, a GABA mellett, a KIR {6 gatlo, klasszikus neurotranszmittere, leginkabb az
agytorzsben, a gerincveldben és a retinaban talalhato meg (79, 80). A legegyszeriibb nem
esszencialis aminosav. Szintézise a gerincesekben szerinbdl, illetve kolinbdl vagy
etanolaminbol torténhet. Lebontdsat a glicin hasitd enzim végzi. Glukoplasztikus
aminosav révén a lebontdsa soran keletkezd piruvat a glukoneogenezisben és egyéb

molekulak szintézisében vesz részt.

A glicin, a glutamathoz és egyéb klasszikus neurotranszmitterekhez hasonléan az
idegvégzddésekben szintetizalodik, vezikulaban tarolodik, felszabadul a szinaptikus

résbe ¢€s tiinik el onnan (80).

A glicin azonkiviil, hogy a fehérjeszintézis alapja, kettds funkciot tolt be a KIR-ben,
egyrészt a glicinerg neuronok glicin receptorain gatld neurotranszmitterként miikodik,
masrészt az elézdekben ismertetett NMDA receptorok elengedhetetlen koagonistéja,

ezaltal pedig az excitatoros glutamaterg transzmisszidban vesz részt (81).

1.3.1 A glicin receptor

A glicin receptora egy ligandfiiggd ionotrop receptor, ClI" és HCO3™ ionokra permedbilis
csatorna, gatld hatast kozvetit. A receptor kétféle alegység (a, ) pentamer elrendezésébol
épiil fel, 4 féle a (al-4) és egyféle P alegységet ismeriink (82, 83). Leggyakrabban harom
a ¢és két B alegységbdl all a pentamer, de més sztochiometriai ardnyu glicin receptorok is
ismertek lokalizaciotol, illetve fejlédési allapottol fiiggéen (83). Minden alegység
extracellularis N- és C-terminalisbdl, illetve négy transzmembran szakaszbol (M1-4) all,
az iloncsatornat a pozitiv toltéseket tartalmazd M2 transzmembran domének alkotjak,

ezaltal segitve az anionok aramlasat (2. abra). A ligandkotéhelyeket az N-termindlis
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tartalmazza. A glicin bekotddését kdvetden a receptor aktivalodik (legalabb 3 glicin
molekulanak kell bekotni), a membran hiperpolarizalodik, illetve a bedramld gatld
ionaram a kationcsatorndk nyitasara keletkez0 depolarizéciot ellenstlyozza, ezéltal

membranpotencial-stabilizalo hatast fejt ki.

A glicin receptor antagonistdja a sztrichnin, ami felfliggeszti a gatlé folyamatokat, ezaltal

izomgorcsoket okoz (84).

N-terminalis C-terminalis

[

extracellularis tér

2. dbra. A glicin receptor. A: az alegységek felépitése; minden alegység extracellularis
N- és C-terminalisbol, illetve négy transzmembran szakaszbol (M 1-4) éll, az ioncsatornat
a pozitiv toltéseket tartalmaz6 M2 transzmembran domének alkotjak. B: a glicin receptor
felépitése; leggyakrabban harom o és két B alegységbdl all a pentamer, ClI" ¢s HCO3"

ionokra permeabilis. (sajat dbra)

1.3.2 A glicin transzporterek

A glicin transzporterek feleldsek a glicin szinaptikus résbdl vald eltiintetéséért (85).
Bizonyos feltételek mellett azonban, forditott miikodés esetén, a glicin felszabadulasban

1s szerepet jatszanak.

A glicin transzporterek a Na'-fliggé monoamin és neuroaktiv aminosav transzporterek

csaladjaba (SLC6) tartoznak (56). Az SLC6 csaladon beliil kétféle glicin transzportert
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azonositottak, amelyek farmakologiai szempontbél a  szarkozinnal  vald
gatolhatosagukban kiilonboznek, az 1-es tipust glicin transzporter (GlyT-1) gatolhato
szarkozinnal, mig a 2-es tipusu (GlyT-2) nem (80). Mindkét transzportert két gén kodolja.
Az 1-es tipusu glicin transzporternek 6t varidnsa (GlyT-1a-e), a GlyT-2-nek 3 varidnsa
(GlyT-2a-c) létezik (86). A két transzporter felépitése és miikodési mechanizmusa szinte
megegyezik. Felépitésiiket tekintve tizenkét transzmembran szegmensbdl allnak, a
ligandkotohely az 1-es és 6-os doménen talalhatd, miikddésiik annyiban kiilonbozik, hogy
a GlyT-1 esetében 2 Na'/1 CI ionnal, mig a GlyT-2 esetében 3 Na*/1 Cl ionnal torténik
a kotranszport (87). Lokalizaciojukban és a jelatvitelben betoltott szerepiikben azonban

nagyban eltérnek.

A GlyT-1 a KIR-ben a gerincveldben, az agytorzsben, a cerebellumban taldlhaté meg, de
eléfordul a kérgi teriileteken, a hippokampuszban és a retinaban is (88). Gliasejteken és
kisebb mennyiségben neuronokon is megtaldlhato. A glutamaterg szinapszisokkal
Osszefiiggod asztrogliasejteken a glicin visszavételét vagy felszabadulasat irdnyitja, mig a
neuronokon az excitatoros glutamaterg transzmissziot befolyasolja az NMDA receptor
koagonista glicin szintjének szabalyozasaval (81). GlyT-1-ek az asztrogliasejtek
extraszinaptikus oldaldn is megtalalhatéak, ahol szintén a glicin koncentraciot
befolyasoljak (89). A GlyT-1-et a transzportalodd, szubsztrat tipusu antagonista, a

szarkozin gatolja.

A GlyT-2 leginkabb a gerincveldben, az agytorzsben €s a cerebellumban fordul el6 (88),
a gatlo glicinerg szinapszisokban taldlhatdé meg. Legfobb funkcidja a glicin

ujrahasznositasa, a preszinaptikus vezikulak feltoltése.

cres

masrészt ioncsatorna funkcidt is betdltenek, mivel a glicin Na'/Cl~ ionokkal
kotranszportalodik. Az ehhez sziikséges elektrokémiai gradienst a sejtmembranban
Na" kotédik a transzporterhez, melynek hatdsara a glicinkotd oldal konformécios
valtozason megy keresztiil és a transzporter megkéti a glicint, a Na* és Cl ionokat (GlyT-
1 esetén 2 Na'/1 CI, GlyT-2 esetén 3 Na*/1 CI); a transzporter a szubsztratjaival egyiitt
az IC oldalra keriil, ahol, azok levalnak rola; ezt kovetden az iires transzporter

visszahelyezddik a sejtmembran kiils6 oldalara, hogy ujabb transzlokaciot
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bonyolithasson le. A transzporter altal bearaml6é nagy mennyiségii Na depolarizalja a
membrant és csokkenti a transzlokacid hajtoerejét, az elektrokémiai gardienst, illetve
eldsegiti az intraneuronalis glicin transzporterhez kotddését ¢és forditott iranyu
szinaptikus résbe torténd felszabadulast kovetden, a sejtbe juttatjdk vissza, ezaltal
neuroprotektiv hatdsuak. Reverz modban valé miitkddéskor azonban glicint pumpélnak a
szinapszisba, ami az emelkedett glicin szint miatt fokozott NMDA receptor aktivaciot és

ezaltal neurotoxicitast valthat ki.

A transzporterek bidirekciondlis miikodéstiek, a hajtoerd iranyatdl fiiggden Ca’*-tdl
fliggetlen neurtotranszmitter felszabaditd forrasként is szolgalhatnak. Ischaemias
koriilmények, adenozin-trifoszfat (ATP) csokkenés hatdsara a vezikularis transzporter
megfordul és glicint juttat a citoplazmaba, ahonnan a neurotranszmitter, a magas IC glicin
koncentracio miatt forditottan miikodo transzporterek altal a szinaptikus/extraszinaptikus
térbe kertil. Reverz miikodés 1étrejohet még kiviilrdl adott szubsztratra valaszként (glicin
indukalta glicin felszabadulas), okozhatja megnovekedett IC Na" koncentracidé miatti
depolarizacio, illetve a glutamat preszinaptikus AMPA/kainat receptorokhoz kotddve
szintén membrandepolarizaciot valthat ki (85). Tekintettel arra, hogy a GlyT-2 3 Na'/1
CI" ionokkal bonyolitja le a glicin transzlokaciot, ezek a transzporterek sokkal
meredekebb transzmembran gradienst és magasabb intraneuronalis glicin koncentraciot

tudnak fenntartani, ezaltal kevésbé képesek a reverz miikodésre, mint a GlyT-1 (90).

A forditott miikodésti transzporterek altal az EC térbe juttatott glicin az NMDA

receptorok tulzott aktivaciojat hozhatja Iétre, aminek kovetkezményeként excitotoxicitas

alakulhat ki.

A kéros hatasok kivédése torténhet kozvetetten, a glicin szint csokkentésével, a glicin
transzporterek reverz miikodésének gatlasa utjan. A neurotoxikus hatasok kivédésében a
GlyT-1 inhibitoroknak nagyobb terapias jelentésége van, mint a GlyT-2 gatldsanak. A
GlyT-1 gatlok lehetnek a transzporter szubsztratjai és blokkoloi, attol fiiggden, hogy
transzportaldédnak vagy sem a karrieren keresztiil. A transzportalddo, szubsztrat tipusu
gatlok, példaul a szarkozin, a transzporter ligandkotohelyeivel 1épnek kapcsolatba és az
IC Na' szint ndvelése utjan lokalis membrandepolarizaciot hoznak létre, igy glicin

felszabadulast eredményeznek (91). A nem transzportal6d6 inhibitorok lehetnek
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kompetitivek, amelyek a szubsztratkotohellyel versengenek (pl. Merck-13), illetve nem-
kompetitivek (pl. NFPS) (92). Ezen inhibitorok hatdsara a transzporteren keresztiil nem

torténik ionaramlas.

1.4 A glutamaterg és glicinerg rendszer fizioldgiai €s patofizioldgiai szerepe

A glutamaterg ¢és glicinerg rendszer normalis miikodése elengedhetetlen a fizioldgias
idegrendszeri folyamatokban. A két rendszer szoros, 6sszehangolt kapcsolata leginkabb
sziikséges a receptorok mitkodéséhez. A glumaterg, mint legfobb excitatorikus jelatviteli
rendszer, a szinaptikus plaszticitasban, a kognitiv funkcidokban, a tanulasban,
memoridban, a megismerésben, a fajdalom megélésben és az alapvetd szabalyozo
funkciokban jatszik kiemelkedd szerepet (58). A glicinerg rendszernek a motoros
funkciok szabalyozasaban, a latas és hallas jelatvitelében és a fajdalomérzékelésben van
kitiintett szerepe, mind az inhibitoros glicin receptorokon, mind koagonistaként az

NMDA receptorokon kifejtve hatasat (93).

A glutamaterg rendszer alulmiikodését Gsszefliggésbe hoztak szdmos affektiv korképpel,
depresszioval, bipoldris zavarral, illetve a glutamat hipotézis szerint a szkizofrénia
kialakulasat is az NMDA receptorok alulmiikdéséhez kotik, ugyanis az NMDA receptor
antagonista ketamint és fenciklidint (PCP) alkalmazva azok szkizofréniaszer(i negativ és

kognitiv tiineteket okoztak (94, 95). Szkizofrénidban szenvedd betegek post mortem

crer

A glutamaterg rendszer talmiikddése, az ionotrop ¢és metabotrop glutamat recetorok
fokozott aktivacidja miatt excitotoxicitds révén sejthalalt, neurodegeneraciot okozhat.
Akut excitotoxicitas alakul ki ischaemia, traumds agykarosodds, status epilepticus,
hipoglikémia hatasara (97, 98). A hosszabb id0 alatt kialakuld6 neurodegenerativ
betegségek patomechanizmusaban a kronikus excitotoxicitdsnak van szerepe (97). Ebben
az elnyujtottan kialakuld hatasban valészinlileg a szervezet kompenzatorikus

mechanizmusainak is szerepe van, példaul az mGluR1 neuroprotektiv tulajdonsaga

crer
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neurotoxikus hatdsokat (99). Az NMDA receptorok patologias aktivacidja mellett az
AMPA receptorok és a mGlu5 receptor is szerepet jatszhatnak a kronikus fajdalom

kialakulasaban (100, 101).

A glicinerg rendszer alulmiikodése az inhibitoros glicin receptorok kéros miikddése
kapcsan a motoros rendszer =zavarait, izomgorcsoket okozhat, felerdsitheti a

fajdalomérzetet és befolyassal van a latasra és a hallésra is (102).

Az NMDA receptorokra vald hatasban a glicinerg rendszer alul- és tulmiikodése a
glutamatéhoz hasonloan alakul. Ischaemids koriilmények kozott, tilmiikodés esetén,
megnd a glicin EC koncentracioja, ami fokozott NMDA receptor aktivaciohoz vezethet.
Megfigyelték, hogy a glicinnek nagyobb az affinitdsa az extraszinaptikusan elhelyezkedd
¢s a neurodegeneracioban kiemelkedd jelentdségli NR2B alegységet tartalmazé NMDA

receptorokhoz (61).

1.5 Az agyi renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

A renin 1898-ban tortént felfedezése 6ta jelentdsen néttek ismereteink a RAAS-rol (103).
Kezdetben szisztémas endokrin rendszernek gondoltdk, de szamtalan kutatds soran
igazolddott, hogy a klasszikus RAAS mellett, a kiilonb6z0 szervekben, igy kifejezetten
az agyban is, létezik helyi, a szisztémastol fliggetlen, de azzal kdlcsonhatasban 1évo
RAAS (104). Molekularis biologiai modszerekkel kimutattak, hogy a RAAS minden
eleme €s a szintézisiikhoz sziikséges 0sszes komponens megtalalhatd az agyban, ugyanis
(104). Az agyi RAAS-nak a kardiovaszkularis homeosztazis fenntartdsa mellett nagyon
fontos szerepe van a kognitiv funkcidk szabdlyozdsidban, patologids mitkddése
neuroinflammacid, oxidativ  stressz  és  koOvetkezményes  apoptodzis  Utjan

neurodegeneraciohoz vezethet.

A kiinduldsi anyag az angiotenzinogén, amely tobb, mint 90%-ban asztrocitidkban
szintetizalodik, de neuronokban és gliasejtekben is termelddhet kisebb mértékben (105,
106). Ebbdl a renin hasitja az angiotenzin I-et (Ang I), ami az angiotenzin konvertald

enzim (ACE) hatasara alakul tovabb. Az ACE segitségével alakul ki a RAAS {6
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mediatora az angiotenzin II (Ang II). Az Ang II kétféle receptorhoz kotddhet, azonos
affinitassal (107). A Gg-kapcsolt 1-es tipusi angiotenzin receptoron (ATIR)
vazokonstrikciot hoz létre, proliferativ hatasa van, befolyasolja a baroreflexet, szerepe
van a vérnyomas szabalyozasaban, gatolja a sejtkommunikaciéban alapvetd fontossagu
acetilkolin (Ach) felszabadulasat (108). A Gi/o kapcsolt 2-es tipusu angiotenzin
receptoron (AT2R) keresztiil vazodilatacidt hoz 1étre és antiproliferativ hatast kdzvetit
(109). Az Ang II aminopeptidazok segitségével Ang IlI-a konvertalédhat, ami szintén
kotédhet AT1R és AT2R-hoz, de tovabbalakulhat Ang IV-¢, ami az Ang IV receptorhoz
(AT4R), egy inzulin-regulalt aminopeptidizhoz (IRAP) kotddve és azt gatolva,
neuroprotektiv hatdsokat hoz Iétre, befolyasolja a tanuldst, a memoriat, noveli az Ach
felszabadulasat a hippokampuszban (110). Ang I-bdl és Ang II-b6l az ACE2 Ang (1-9)-
t, illetve Ang (1-7)-t hoz létre. A szintén neuroprotektiv hatast Ang (1-7) a G-fehérje
kapcsolt Mas receptorhoz kotddik, amin keresztiil vazodilatacidt eredményez,
antiproliferativ hatast kozvetit, befolyasolja a diuresist, NO és prosztaciklin képzddést
indukal (111). Mas mRNS-t legnagyobb mennyiségben a hippokampusz piramissejtein,
illetve a gyrus dentatus granularis sejtjein mutattak ki (107). Az Ang (1-7) dekarboxilacid
utjan tovabbalakulhat a még kevéssé ismert alamandinnd, ami a Mas-related G-protein
kapcsolt receptorok (MrgD) ligandja. Alamandin szintén létrejohet Ang II-bdl
angiotenzin A-n (Ang A) keresztiil (3. dbra).

Az agyi RAAS felépitése alapjan, az idegi és szisztémas hatasok szempontjabol, két {6
tengely kiilonitheté el. Az ACE-Ang II-ATI1R tengely tulzott aktivitdsa kognitiv
karosodast kozvetit, mig az ACE2-Ang (1-7)-Mas receptor tengely hozza Iétre a védo
mechanizmusokat (vazodilatacid, antiproliferativ és antifibrotikus hatasok) (112). A

neurodegeneracio kivédésére tobbféle beavatkozasi lehetdség adodik.

Egyrészt az ACE-Ang II-ATIR tengely gatldsa, ahol a f6 mediator az Ang II talzott
aktivitdsa az AT 1R-on reaktiv oxigéngyokok keletkezését indukalja, aktivalja a nuklearis
faktor-kappa B (NF-kB) utvonalat, glutamat excitotoxicitast okoz, karositja a
mitokondrialis 1égzési lancot, csokkenti az agyi erekben a véraramlast és a
gliikozkinalatot (112, 113). Ezen folyamatok sejthalalt okoznak és a neurodegeneracid
iranyaba hatnak. Az egyes 1épések gatlasa, azonban protektiv lehet az Ang II kivaltotta

karos hatasok megeldzésével. A legfobb célpontok az Ang II termelddésének gatlasa
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ACE-inhibitorokkal (ACEi), illetve az Ang II hatdsanak gatlasa az ATIR-on
angiotenzinreceptor blokkolokkal (ARB). Szamos kutatds szdmol be a két
hatoanyagcsoport KIR-be jol penetrdldo tagjainak jotékony hatasairol, mint a

neuroinflammacid csokkentése, a kognitiv diszfunkciok és memoria javitasa (114-119).

angiotenzinogén

l renin
Angl Ang(1-9)
l ACE ACE2 1 ACE
Angll Ang(1-7) ==» MasR
/ \ vazodilatécié
AP-A antiproliferacié
ATIR - o AT2R Tl
________ P/ NO, PGI2 képz8dés

vazokonstrikcié AngA o= Ang”l vazodilatacié bc
proliferacid lAP,N antiproliferacid
gyulladas natriurézis
trombocita aggregécio
baroreflex AngIV

hiperténia
neurodegeneracio

alamandin == MrgD

AT4R

neuroprotekcid
tanulas
memoria

Ach

3. dbra. Az agyi RAAS sematikus abrazoldsa. Részletes leirast 1d. a szovegben. Sziirke
hattér: receptorok; dolt: enzimek; piros hattér: neurodegeneracid; zold hattér:
neuroprotekcid; Ang: angiotenzin, ACE: angiotenzin konvertal6 enzim; DC:
dekarboxildz; AP-A: aminopeptiddz A; AP-N: aminopeptiddz N; Ach: acetilkolin;
AT1/2/4R: angiotenzin-1/2/4-receptorok; MrgD: Mas-related G-protein kapcsolt

receptorok

A neurodegeneracio kivédésének masik, 0jabb terapids célpontja az ACE2-Ang (1-7)-
Mas receptor tengely aktivalasa, illetve az AT4R-ok serkentése. Az elobb emlitett ACEi-
k és ARB-k felhasznéaldsdval a RAAS ttvonal a kdros hatdsokat kozvetitd tengelyrdl a
védémechanizmusokat medialo tengelyre tolddik, ami vazodilataciot hoz létre, gatolja az

NF-kB jelatvitelt, csokkenti az oxidativ stresszt, ezaltal antiinflammatorikus hatést,
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neuroprotekciot kozvetit (120). ACEi-ral torténd kezelés hatdsara felhalmozodik az Ang
I, amibdl Ang (1-9), majd a protektiv hatasi MasR-hoz kotédé Ang (1-7) keletkezik,
ARB-k hasznalata esetén pedig az Ang Il az AT2R-on fejti ki hatasait, illetve
tovabbalakulhat tobb Iépésen keresztiill Ang IV-¢. A Mas-r6l a védé hatdsok mellett
kimutattak, hogy hetero-oligomert képezve az AT1R-ral gatolja az Ang II hatasat (121).
Ezen protektiv mechanizmusok mellett 0j, igéretes terdpiat jelenthetnek a direkt AT2R
agonistak, mint a compound 21 (C21) (122), valamint az Ang IV analdgok kifejlesztése
(123).

30



DOI:10.14753/SE.2022.2599

2 Célkituzések

crer

struktiran, a retinaban és medialis PFC-ben.

Egyrészt az NMDA receptorok aktivitdsdhoz feltétleniil sziikséges koagonista glicin
felszabadulasat vizsgaltuk patkany retindbol. Valamint arra kerestiink valaszt, hogy a

GlyT gatlok befolyasoljak-e a glicin felszabadulast.

Kisérleteink méasik részében az Ang II hatasat vizsgaltuk az NMDA aramokra patkany
medialis PFC V. rétegében talalhat6 piramissejteken,
valamint ugyanezen az agyi teriileten az opioid vegyiiletek hatdsat a glutamaterg

neurotranszmissziora.
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3  Modszerek

3.1 Kisérleti allatok

A szuperfiizids mddszer sordn 180-200 grammos, him, Wistar patkdnyokat hasznaltunk.

Ketrecenként 5 allatot tartottunk egyiitt.

A patch-clamp technika esetében 10-12 napos him, Wistar patkdnyokat hasznaltunk, az

anyaallattol nem valasztottuk el dket a kisérletig.

Az éllatokat minden esetben homérséklet- és paratartalom-kontrollalt, 12 o6rds valtott
megvilagitast allatszobakban tartottuk. A kisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai
Bizottsaga altal felallitott etikai iranyelvek altal szabalyozottan torténtek, melyek a
Helsinki Deklaracion alapulnak (EC Directive 86/609/EEC). Az allatok ledlése
humaénusan, a szakmai irdnyelveknek megfeleléen tortént. Minden erdfeszitésiinkkel

torekedtiink a kisérleti allatok szenvedésének és szamanak minimalizalasara.

3.2 Alkalmazott vegyiiletek

A szuperfizi6 soran jeldlésre [*H]glicint és [*H]glutamatot, a szdvet olddsara Soluene
350 oldatot hasznaltunk (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA, USA).
Folyadékszcintillaciés reagensként Ultima Gold XR-t alkalmaztunk (Packard,
Groningen, Hollandia). A GlyT-1 gatlasara a kdvetkezd vegyiileteket hasznaltuk:

e akompetitiv, transzportal6do szarkozint (Sigma Chemicals Co.),

e a kompetitiv, nem transzportaldd6 ACPPB-t (Merck 13-h, 2-amino-6-kloro-N-(1-[4-
fenil-1-(propéan-1-szulfonil)piperidin-4-il]etil)benzamid),

e a nem-kompetitiv, nem transzportdlodd NFPS-t (N-(3-(4’-fluorofenil)-3-(4’-
fenilfenoxi)propil)szarkozin)

e ¢s az NFPS analog SzV-2248-at (N-[3-(4’-fluorofenyl)-3-(4’-fenylfenoxi)propil ]-N-
metil-3-(trifluorometil)- [1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-amin).
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A GlyT-1 gatlokat, a szarkozin kivételével, Dr. Matyus Péter szintetizalta (Szerves
Vegytani Intézet, Semmelweis Egyetem). Az IC Na' szint emelésére Na'/K'-ATP-az
inhibitor ouabaint, a mitokondridlis komplex I gatld, és ezaltal neurotoxikus hatast kifejtd
rotenont, illetve a glikolizist gatlo 2-deoxi-D-glukozt (2-DG) alkalmaztuk (Sigma
Chemicals Co.). Széles spektrumtt EAAT gatloként a D,L-treo-B-benziloxiaszpartatot
(TBOA) hasznaltunk (Tocris Bioscience).

A patch-clamp technika soran szelektiv NMDA receptor agonistaként NMDA-t, az
angiotenzin hatds vizsgalatdhoz Ang II-t (Sigma-Aldrich). ATIR antagonistaként
eprosartant, AT2R antagonistaként PD 123319 vegyiiletet alkalmaztunk (Sigma-
Aldrich). A kiilonbozé kisérleti elrendezésekben dopamin-1 receptor (DRDI)
antagonistaként SCH 23390 vegyiiletet, dopamin-2 receptor (DRD2) antagonistaként
sulpiridet hasznaltunk, fesziiltségfliggd Na'-csatorna gatlasara tetrodotoxint (TTX)
adtunk az oldathoz (Sigma-Aldrich). A hatéanyagok oldédsa bidesztillalt vizben tortént,
kivéve az eprosartant ¢és a sulpiridet, amelyek oldasara dimetil-szulfoxidot (DMSO)

hasznaltunk (Sigma-Aldrich).

Az opioid vegyiiletekkel tortént kisérleteknél a 14-O-MeM6SU-t Hosztafi Sandor
szintetizalta (Szerves Vegytani Intézet, Semmelweis Egyetem), emellett morfin-
hidrokloridot (ICN, Tiszavasvari), valamint GABAA receptor inhibitorként bicucullint

hasznaltunk (Sigma-Aldrich).

3.3 Kisérletek

3.3.1 Szuperflzids technika

3.3.1.1 Preparalas

A 180-200 grammos him Wistar patkdnyokat guillotine segitségével dekapitaltuk,
szemgolyojukat kipreparaltuk. A szemgolyo6t félbevagtuk, az livegtestet és a szemlencsét
eltavolitottuk. A retina altal szegélyezett, kipreparalt, hatsé szemserlegeket 30 percig

inkubaltuk szobahdmérsékleten, karbogenizalt (95% 02/5% CO2) Krebs oldatban
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(0sszetétel mM-ban: Na 118, KCI 4,7, CaCl, 1,25, NaH,PO4 1,2, MgCl, 1,2, NaHCO3
25, gliikoz 11,5, aszkorbinsav 0,3, Na2EDTA 0,03; pH 7.4).

3.3.1.2 Oxigén és gliikoz megvonas (OGD) indukalta [*H]glicin felszabadulas
patkany retinaban

A preparalast kovetden, a retinat tartalmazo hitsé szemserlegeket [*H]glicin izotop
jelenlétében (10 pnCi/1,5 ml), 30 percig, karbogenizalt és elomelegitett Krebs oldatban
(95% 02/5% CO2, 37°C, pH 7.4) inkubaltuk. Ezutdn a prepardtumokat 0,3 ml térfogatt
szuperfuzios kamrékba helyeztilkk (Measuring, Development, Engineering GmbH,
Heidelberg, Germany) €s 60 percig aramoltattuk at karbogenizalt Krebs oldattal, 37°C-
on, hogy az aspecifikusan kotott [*H]glicin kimosodjon. Az aramlasi sebességet 1
ml/percre allitottuk, amelyet egy tobbcsatornds perisztaltikus pumpa biztositott (Gilson
type M312, Villiers-Le Bel, France). Ezt kovetden, a kisérleti elrendezéstdl fliggden (22
vagy 30 frakcid), egy Glison tobbcsatornas frakcidkollektorral (type FC-203B,
Middletown, W1, USA), 3 percenként frakciogytijtést kezdtiink, hogy meghatarozzuk a
[*H]glicin felszabadulast. A vegyiileteket, szintén a kisérleti elrendezés alapjan, az 5.
vagy a 10. frakciotol adtuk, egészen a kisérlet végéig. A 10. frakciotol kezdve
biztositottunk OGD kériilményeket (gliikdzmentes Krebs oldat, 95% N2/5% COz). A
Ca?’-fiiggés vizsgalatanal a szuperfuziohoz Ca®’-mentes Krebs oldatot hasznaltunk,
melyhez 1 mmol/l bis-aminoetil-glikoléter-tetraccetsavat (EGTA) adtunk. Rotenon

crer

készitéséhez.

Néhany kisérletben, normoxias és hipoxids koriilmények kozott, [*H]glutamat
felszabadulasat is vizsgalatuk. Ebben az elrendezésben a patkdnyszembdl preparalt hatso
szemserleget [°H]glutamat (10 pCi/1,5 ml) jelenlétében inkubaltuk karbogenizalt Krebs

oldatban (30 perc, 37°C), a kisérlet a tovabbiakban a fent részletezettek szerint zajlott.
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3.3.1.3 [*H]glicin kidramlas meghatarozasa

A szuperfuzid végeztével a preparatumokat 0,4 ml Soluene-350-ben oldottuk és 50 pl
mennyiségbdl hataroztuk meg a szdvetek radioaktivitasat. A retinabol felszabadult
radioaktivitds mérésére, a szuperfuzio soran gyijtott frakciokbol, 1 ml mennyiségeket 5
ml szcintillacios reagenssel kevertiink 6ssze és folyadékszcintillacios spektrometrianak
vetettiik ala. A [*H]glicin efflux mértékét kBq/g/3 percben vagy frakcionalis rataként
adtuk meg, azaz a szoveti radioaktivitds mennyiségének szazalékaként a felszabadulas
idejében. Az OGD vagy mas vegyiilet indukélta fokozott [*H]glicin kidramlds mérésére
meghataroztuk a bazélis kidramlds atlagat a stimulacio eldtt és utan, ezeket kivontuk
egymasbol, majd dsszesitettiik. A szoveti [°H]glicin tartalmat a szuperfuzié végén kBq/g-

ban adtuk meg.

3.3.1.4 Az OGD hatasanak vizsgalata a [3H]glicin felvételre €s kidramléasra
patkany retinaban

A hats6 szemserlegek kipreparalasa a fentiek szerint zajlott. A preparatumokat 37°C-ra
melegitett, 5 ml-es, duplafald iivegkamrakba helyeztiik, melyek alulrdl,
kapillariscsdveken keresztiil kaptak gazellatast. A [*H]glicin felvétel meghatarozasahoz
a preparatumot 30 percig inkubaltuk 10 pCi [*H]glicin jelenlétében, 37°C-on, 1,5 ml
karbogenizalt Krebs oldatban vagy OGD koriilmények kozott gliikozmentes, 95% N2/5%
COs-vel aramoltatott Krebs oldatban. 30 perc inkubaci6 utdn a preparatumokat
Osszegyujtottiik, jéghideg Krebs oldatba martottuk, tomegiiket lemértiik, majd 0,4 ml
Soluene-350-ben oldottuk ¢és a szovet radioaktivitdsdt folyadékszcintillacios
spektrometriaval megmértiik. A normaél és OGD kériilmények kozott felvett [*H]glicin

mennyiségét kBq/g/30 percben fejeztiik ki.

A [PH]glicin kidramlas meghatarozasara a preparatumokat 30 percig inkubaltuk 10 pCi
[*H]glicin jelenlétében, 37°C-on, 1,5 ml karbogenizalt Krebs oldatban. A tdltési periodust
kdvetden a preparatumokat tovabb 30 percig inkubaltuk 1,5 ml karbogenizalt Krebs
oldatban vagy gluk6zmentes, 95% N2/5% CO»-vel dramoltatott Krebs oldatban. A normal
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és OGD koriilmények kozott az inkubdcios folyadékba felszabadult [*H]glicin
mennyiségét kBq/g/30 percben fejeztiik ki.

3.3.2 Immunhisztokémiai jelolés patkany retinaban

A fentiek szerinti preparalast kovetden a hatsdé szemserlegeket 4% paraformaldehidet
tartalmaz6 foszfatpufferbe meritettiik (pH 7.4). Fixaciot kovetéen a preparatumokat
paraffinba agyaztuk ¢és 4 pm-es vastagsagn metszeteket készitettiink. Az
immunhisztokémiai jelolés a paraffin eltavolitasat és rehidraciot kovetden tortént EZ-
AR3 oldatban torténd inkubaldssal (pH 6, magas hdmérséklet, 15 perc) a szoveti antigén
detektalasara. Ezt kovetden a metszetek 1 orat inkubalodtak 10% magzati borji szérumot
(FCS) és 0,1% Triton-X-100-at tartalmazé foszfatpufferes sdoldatban (PBS) blokkolas
céljabol. Ezutan 5% FCS-t és 0,1% Triton-X-100-at tartalmazd PBS-ben, 1:500-es
higitasban oldott kecske anti-GlyT-1 elsddleges antitestet (Chemicon International Inc,
USA) alkalmaztunk szobahOmérsékleten egy éjszakan at. PBS-ben torténd mosast
kovetden, Cy3 konjugalt szamdr anti-kecske IgG-t hasznaltunk mésodlagos antitestként,
1:400-es higitasban 1 6ran at. A preparatumokat 5% FCS-t és 0,1% Triton-X-100-at
tartalmazd PBS-ben, 1:1000-es higitdsban, 1 o6ran &t alkalmazott anti-egér-glialis
fibrillaris savas fehérje (GFAP) els6dleges antitestekkel (Merck Millipore, Billerica,
USA) is megjeloltiik. PBS-ben tortént mosast kovetden masodlagos antitestként Alexa
fluor 488-cal konjugalt kecske anti-egér IgG-t (Merck Millipore, Billerica, USA)
hasznaltunk 1:500-os higitdsban. Né¢éhany metszetet hematoxilin-eozinnal is

megfestettiink. Az immunhisztokémiai vizsgéalatokat Dr. Albert Mihdly végezte.

3.3.3 Patch-clamp technika

3.3.3.1 Preparalas

A Kkisérlet soran 10-12 napos him Wistar patkanyokat dekapitaltunk, az agyat
kipreparaltuk és jéghideg, karbogenizalt (95% 02/5% COz) mesterséges cerebrospinalis

36



DOI:10.14753/SE.2022.2599

folyadékba (aCSF) meritettiik (6sszetétel mM-ban: NaCl 126, KCI 2,5, NaH,PO4 1,2,
CaCl, 2,4, MgCl, 1,3, NaHCOs 25, gliikoz 11; pH 7.4). Alacsony hdmérsékleten csokken
a sejtek anyagcseréje €s oxigénigénye, igy a szoveti karosodds minimalizalhato. A
medialis PFC-t tartalmaz6 frontélis lebenybdl egy rezgdkéses mikrotom segitségével
vékony, 200 uM-es coronalis sikil agyszeleteket készitettiink. Egy agybol 6-8 szelet
kertilt metszésre. Ezt kdvetden az agyszeleteket 36°C-ra melegitett, karbogenizalt aCSF-
ben inkubdltuk 1 oran keresztiil, majd szobahdmérsékleten taroltuk (22-24°C). Az
inkubacios 1d6 letelte utan egy-egy agyszeletet 300-400 ul térfogati mérékamraba
helyeztiink, ahol perisztaltikus pumpa segitségével folyamatosan, 3 ml/perc sebességgel,
karbogenizalt aCSF-fel perfundaltuk, szobahdmérsékleten. A kisérlet megkezdése elott
az agyszeletet 15 percig pihentettiik. Szeletenként egy sejt kertilt teljes sejt (whole-cell)

patch-clamp mérésre.

3.3.3.2 Teljes sejt (whole-cell) patch-clamp felvétel

A mediélis PFC V. rétegének piramis sejtjei egy, 40x vizimmerzios objektivvel felszerelt
,upright” (egyenes allast) elrendezésti mikroszkop segitségével lettek megjelenitve
(Axioscope FS; Carl Zeiss). A boroszilikat tivegbdl késziilt kapillarisokat IC oldattal
toltottiik meg (6sszetétel mM-ban: C¢H11KO7 / kaliumgliikonat 140, NaCl 10, MgCl 1,
HEPES 10, EGTA 11, Mg-ATP 1,5, Li-GTP 0,3; KOH oldattal beallitott pH 7.3). A
pipetta ellendllasok 5-7 MQ kozotti tartomdnyban voltak. A teljes sejt hozzaférés
létrehozéasa utan 5-10 percig varakoztunk, hogy bedlljon a diffuzios egyensuly a patch
pipetta €s a sejt belseje kozott. Az d&ramok -70 mV-on tartott potencial mellett kertiltek
rogzitésre, a patch-clamp erdsité voltage-clamp lizemmodjaban (Axopatch 200B;
Molecular Devices). A kapott adatokat 2 kHz-nél sziirtiik a patch-clamp erdsitébe
(Axopatch 200B; Molecular Devices) beépitett sztird segitségével, 5 kHz-nél keriiltek
digitalizalasra, az adatok szamitdégépen DigiData 1200 interfész ¢és pClamp 10.0

szoftverrel kertiltek feldolgozéasra (Molecular Devices).
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3.3.3.3 NMDA indukalta iondramok mérése patch-clamp technikéval patkdny
PFC-ben

Az NMDA, mint szelektiv, NMDA-tipusu glutamat receptor agonista, altal kivaltott
koncentracio-véalasz gorbék keriiltek felvételre. 10 percenként 3 alkalommal egyenként
1,5 percig adott NMDA oldat (10-300 uM) a sejtbe iranyuld aramokat valtott ki (T1-T3).
Az NMDA adagolasok kozotti 10 perces periddusokban vegytiletmentes aCSF-fel torténd
perfuziot végeztiink. Kontroll mérések soran, a dozis-hatas gorbe szerint a legstabilabb
¢s reprodukalhat6 aramokat 30 pM NMDA adasanal értiik el (4. dbra). A kisérletek soran
az aramok nagymértékii variabilitasa miatt a hatasokat T3/T2 hanyadosként abrazoltuk, a
kontroll mérések alapjan 15%-nal nagyobb eltérést értékeltiink serkentd, illetve gatlo

hatasként. A T3/T2 hanyadosokat atlag + SEM-ként 0sszegeztiik.
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4. abra. Az NMDA dézis-hatas gorbe. 10 percenként 3 alkalommal egyenként 1,5 percig
adott NMDA oldat (10-300 uM) a sejtbe irdnyul6 aramokat valtott ki (T1-T3). A
legstabilabb és reprodukalhat6 aramokat 30 uM NMDA adasanal értiik el.
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Az Ang II vizsgalatakor a vegyiileteket T3 eldtt 5 perccel kezdtiik adni. Antagonista,
illetve TTX alkalmazasa esetén, azok a teljes mérés alatt az aCSF-ben voltak. A Ca'-

fiiggés vizsgalata soran a teljes kisérlet alatt Ca?*-mentes aCSF-et alkalmaztunk (5. abra).

ACSF T, ACSF10min T, ACSF10min T5  ACSF kimosas
—_— _— _—
4 10 min NMDA NMDA NMDA
1,5 min 1,5 min 1,5 min
whole-cell Ang I T, el6tt 5 perccel
voltage és T, alatt végig
clamp :

antagonista az ACSF-ben a teljes kisérlet alatt

5. abra. Az NMDA indukalta ionaramok mérésenek menete. Részletes leirast 1d. a

szOvegben.

3.3.3.4 Az opioid vegyiiletek hatdsa a glutamaterg neurotranszmissziora spontan
excitatorikus posztszinaptikus dramok (SEPSC) mérésével

A fent részletezett preparalast kdvetden, a mérés elétt 15 perccel, az alacsony Mg?" és
magas Ca*"-tartalmii aCSF-hez (8sszetétel mM-ban: NaCl 126, KCI 2,5, NaH,PO4 1,2,
CaCl, 3,6, MgCl> 0,1, NaHCOs 25, gliikkoz 11; pH 7.4) GABAA receptor antagonista
bicucullint (10 uM) adtunk, a GABAA receptor medialta gatlo posztszinaptikus aramok
(IPSC) kikiiszobolésére. Az opioid agonista morfin-hidrokloridot és a 14-O-metilmorfin-
6-szulfatot (14-O-MeM6SU) a 15 perces kontroll periodust kovetden 10 percen keresztiil
alkalmaztuk. Antagonista vizsgélatakor az a teljes mérés alatt az aCSF-ben volt. Az
sESPC-k amplitudé ¢és frekvencia eloszlasat pClamp 10.0 szoftverrel (Molecular
Devices) elemeztiik. A szoftver a kiiszobértéket meghaladé amplitudok alapjan detektalja
a sEPSC-ket. Az alapzaj alapjan a kiiszobértéket -5 pA-nél hataroztuk meg és az sSEPSC-
ket vizualis ellendrzés mellett értékeltiik. Az sSEPSC-k amplitudoinak és frekvencidjanak

atlagértekeit a kontroll utolsé percében, illetve az agonistak alkamazasanak 3., 5., 7. és
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9., valamint a kimosasi fazis 5. percében hataroztuk meg (6. dbra). Az adatokat a kontroll

érték alapjan normalizaltuk.

5 3 5 7 9 5
I Y
10-15 perc varakozas 5 perc 10 perc 5 perc
aCSF + 10uM bicucullin | | kontroll opioid agonista kimosas

antagonista az ACSF-ben a teljes kisérlet alatt

0,002 perc

6. abra. Az sEPSC-k mérésének menete. Részletes leirdst 1d. a szovegben.

3.4 Statisztika

A szuperfuzios kisérleteknél a statisztikai értékeléshez egyutas ANOVA tesztet, (Dunnett

post hoc teszt), Student féle kétmintés t-probat és paros t-probat alkalmaztunk.

A patch-clamp méréseknél Kruskal-Wallis ANOVA tesztet (Dunn post hoc teszt)
alkalmaztunk.

Az eredményeket, mint az atlag + S.E.M. fejeztiik ki, » a kisérletek szamat, p a

szignifikanciat, jeloli. Statisztikailag szignifikans eltérésnek p < 0,05 értéket tekintettiik.
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4 Eredmények

4.1 Glicin felszabadulas vizsgalata patkany retinaban

4.1.1 OGD-indukalta [*H]glicin felszabadulas patkany retinabol

A 60 perces kimosasi fazist kovetden a szdveti [°H]glicin tartalom 172,05+25,73 kBg/g
(n=4) volt. A kimosasi fazis utan egy 90 perces frakciogytlijtés kovetkezett, a teljes
[*H]glicin felszabadulas ezen id6 alatt 120,99+20,85 kBq/g volt. A retina szovetében
51,07+5,19 kBq/g [*H]glicin maradt a szuperfiiziot kovetden. A 60 perces kimosas utan
a spontan [*H]glicin kidramlas 3,96+0,78 kBq/g volt 3 percenként, az egész kisérlet alatt

ilyen aranyu maradt.

OGD alatt a [*H]glicin kidramlas megemelkedett, egy csucs elérése utdn exponencialisan
lecsokkent a stimulacié eldtti értékre. Ez id6 alatt a [°H]glicin felszabadulas 2,86+0,51
kBq/g/3 percrdl 7,17+1,23 kBq/g/3 perc értékre emelkedett az OGD hatasara (p < 0,05,
n=4). Ezen kiaramlési értékek megfeleltek a frakcionalis [*H]glicin felszabadulasnak,
1,96+0,12 és 6,33+0,35%-a a 3 perc alatt felszabadult szdveti [*H]glicin tartalomnak. A
nettd6 OGD indukalta [*H]glicin felszabadulas (kivaltott felszabadulds és a nyugalmi
felszabadulas kiilonbsége) 28,39+3,78 kBq/g volt (7.4bra).
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7. 4bra. Az OGD hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkdny retinabol. A retinat
tartalmazo hats6 szemserlegeket [*H]glicin izotoppal toltdttiik és aramoltattuk. A
karbogenizalt Krebs oldatot (95% 02/5% CO», 37°C, pH 7.4) a 10. frakciotol a kisérlet
végéig glukozmentes Krebs oldatra (95% N2/5% CO») cseréltiik. Az OGD indukalta
[*H]glicin felszabadulas 28,39+3,78 kBg/g volt. A normoxids koriilmények kozott
mérhetd [*H]glicin felszabadulast szintén jeldltiik. Az adatok az 4tlagot a szorast mutatjik

(+ SEM, n=4).

4.1.2 OGD hatasa a [*H]glicin felvételre és kidramlasra patkany retindban

Az OGD csokkentette a [*H]glicin felvételét, bar még ezen kisérleti koriilmények kozott
is volt szignifikdns mennyiségii [*H]glicin felvétel a szdvetbe. A parhuzamos kisérletben
az OGD megnévelte a [*H]glicin effluxot, hasonléan az elz6 kisérlethez. Tehat az OGD
ellentétes hatdsokat fejtett ki a [*H]glicin felvételre és kidramldsra a retina

preparatumokon (8. abra).

400 =

200 =

[3H]Glicin
(kBqg/g/30 perc)

0
Felvétel Felszabadulas

Normoxia + +
OGD + +

8. abra. Az OGD ellentétes hatdsai a [*H]glicin felvételre és kidramlasra patkany
retindban. A [*H]glicin felvétel vizsgalatara irdanyulo kisérletekben a retinit tartalmazo

héts6 szemserlegeket [*H]glicin izotoppal toltéttiik és karbogenizalt Krebs oldatban (95%
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02/5% COa, 37°C, pH 7.4) vagy glukéozmentes Krebs oldatban (95% N2/5% COz)
inkubaltuk. A felvett [*’H]glicin mennyisége egy 30 perces inkubdacios periddust kovetden
keriilt meghatdrozasra (szdveti radioaktivitds tartalom). A [°H]glicin kidramlas
vizsgalatara iranyul6 kisérletekben a toltés €és az inkubdacio a fent leirtak szerint tortént. A
[*H]glicin kidramlds mennyiségének meghatdrozasa az inkubacios oldatba egy 30 perces
periddust kovetden tortént. Statisztikai analizishez kétmintas Student’s t-tesztet

alkalmaztunk, *p < 0.05, az 4bra az atlagot a szorast mutatja (+£ SEM, n=4).

4.1.3 OGD-indukalta [*H]glicin felszabadulas kiilsé Ca’*-fiiggése patkany
retinaban

Eredményeink szerint az OGD akkor is képes volt [*H]glicin felszabadulast indukalni, ha
Ca’"-mentes Krebs oldatot hasznaltunk és 1 mmol/ EGTA-t adtunk a szuperfuzidéhoz
hasznalt oldathoz. Ezekben a kisérletekben a [*H]glicin felszabadulas 26,06+3,11 és
26,13+6,33 kBq/g volt Ca** jelenlétében és hidnyaban (p > 0,90, n=6-7) (9. abra, A).

A B . 54
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9. 4bra. A: OGD indukalta [*H]glicin felszabadulas kiilsé Ca’'-fiiggése patkany
retinaban. A [°H]glicin felszabadulds meghatirozasa normoxias és OGD kériilmények
kozott, Ca®'-t tartalmazo, illetve -mentes oldat hasznalataval tortént. Az OGD kivaltasara
a karbogenizalt Krebs oldatot (95% 02/5% CO2, 37°C, pH 7.4) a 10. frakciotol a kisérlet
végéig glukdzmentes Krebs oldatra (95% N2/5% CO») cseréltiik. Az dbran megfigyelheto,

hogy a [*H]glicin nyugalmi felszabadulasa Ca**-mentes oldat alkalmazasakor magasabb
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volt. B: A szarkozin indukdlta [*H]glicin felszabadulas kiilsé Ca’*'-fliggése patkany
retinaban. A szarkozint 10 mmol/l koncentracidoban alkalmaztuk a 10. frakciotol a kisérlet
végéig. A [*H]glicin felszabadulas Ca**-t tartalmazo, illetve -mentes oldat hasznalataval

tortént. Az abra az atlagot a szordst mutatja (= SEM, n=4-7).

4.1.4 A szarkozin hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkany retindban

A transzportalédd GlyT-1 inhibitor szarkozin (10 mmol/l) megnévelte a [*H]glicin
felszabaduldst patkany retinabol. A szarkozin ezen hatdsa kiilsé Ca**-tél fiiggetlennek
bizonyult. Ca®" jelenlétében a [*H]glicin felszabadulas 14,76+3,15 kBg/g volt, mig Ca**-
mentes kornyezetben 16,83+4,09 kBg/g (p>0,70, n=4-4) (9. abra, B). A szarkozin
koncentraciofiiggd modon indukdlta a [*H]glicin felszabaduldst, a koncentraciét 3
mmol/l-rél 10 mmol/l-re emelve megemelkedett a [*H]glicin felszabadulas (9. 4bra, B:

10 mmol/l, 10. abra, B: 3 mmol/l szarkozin koncentracio).

A nem transzportal6do, nem-kompetitiv NFPS 10 umol/l koncentracidoban alkalmazva
meggatolta a 3 mmol/l koncentracioban alkalmazott szarkozin [*H]glicin felszabadito
hatasat (10. 4bra, B). A felszabadult [*H]glicin mennyisége NFPS nélkiil 8,53+0,97
kBg/g, mig NFPS jelenlétében 1,284+0,16 kBq/g volt (p<0,001, n=6-4).

4.1.5 A nem transzportalodé GlyT-1 inhibitorok hatdsa OGD-indukalta
[*H]glicin felszabadul4sra patkany retindban

A nem transzportalodo, nem szubsztrat tipustt GlyT-1 inhibitorok, a szarkozin alapu,
nem-kompetitiv NFPS ¢€s a nem-szarkozin alapu, kompetitiv ACPPB (mindkét vegyiilet
1 pmol/l koncentracidban alkalmazva) csokkentette az OGD okozta [*H]glicin
felszabadulast (10. abra, A; 1. tabldzat). Normoxias koriilmények kozott egyik nem
transzportalddd, nem szubsztrat tipust GlyT-1 inhibitor vegyiilet sem befolydsolta a
nyugalmi [*H]glicin felszabadulast (1. tdblazat). Az 1. tablazatban latszik, hogy korabbi,

patkany kérgi szinaptoszomakban tortént mérések alapjan (124), a vegytiletek 11 nmol/l
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ICso érteknél gatoltak a GlyT-1-t. A gyenge, nem transzportalodé GlyT-1 inhibitor SzV-
2248 (1 pmol/l) hatastalannak bizonyult az OGD okozta [*H]glicin felszabadulas
csokkentésében (1. tablazat). Tovabba az EAAT inhibitor TBOA (10 pmol/l) sem gatolta
az OGD okozta [*H]glicin felszabadulast (1. tablazat).

1. tdblazat. A nem transzportal6do GlyT-1 gatlok hatasa a nyugalmi és az OGD indukalta
[*H]glicin felszabadulasra patkany retindban. A retinat tartalmazo hatso szemserlegeket
[*H]glicin izotoppal toltottik. A nyugalmi [*H]glicin felszabadulas vizsgalatinal
karbogenizalt Krebs oldattal (95% 02/5% CO., 37°C, pH 7.4) aramoltattuk. Az OGD
hatds vizsgalatanal a karbogenizalt Krebs oldatot a 10. frakciotol a kisérlet végéig
glukézmentes Krebs oldatra (95% N2/5% COy) cseréltiik. A vegylileteket mindkét
esetben az 5. frakciotol kezdve adtuk a kisérlet végéig. Statisztikai analizishez egyutas
ANOVA tesztet, (Dunnett post hoc teszt) alkalmaztunk, a nyugalmi [*H]glicin
felszabadulas: F(3,12)=1.095, P=0.389 a kontroll nyugalmi felszabadulashoz
viszonyitva; az OGD indukalta [*H]glicin felszabadulas: F(4,17)=8.679, P=0.005; * P <
0.05 a kontroll OGD indukalta felszabadulashoz viszonyitva. Student féle kétmintas t-
probat alkalmaztunk a kezeletlen és kezelt csoportokban normoxidban és OGD
koriilmények kozott # P < 0.05. NM: nem meghatéarozott. Az adatok az atlagot a szorast
mutatjdk (= SEM, n=3-7). Az IC50 értékek Harsing és mtsai korabbi kozleményében
lettek meghatarozva (124).

Vegyiilet Koncentracié (umol/L) [*H]Glicin felszabadulas (kBq/g) GlyT-1 gatlas (ICso, pmol/L)
Nyugalmi [FH]glicin felszabadulas

1. Nyugalmi kontroll - 0.24£0.04 -

2. NFPS 1 0.15+0.06 0.011 +0.003

3. ACPPB 1 0.37 +£0.06 0.011+0.001

4. SzV-2248 1 NM 3.09+0.01

5. TBOA 10 0.25+0.12 NM

Vegytilet Koncentracié (umol/L) [*H]Glicin felszabadulas (kBq/g) Szignifikancia (P)
OGD-induldlta [*H] glicin felszabadulas

6. OGD kontroll - 23.85+3.25* 1:6 <0.001
7. OGD — NFPS 1 1.42+ 048" 2:7<0.05
8. OGD -ACPPB 1 1.49+0.42%# 3:8<0.05
9. OGD - SzV-2248 1 30.59+ 7.62 4.9 NM

10. OGD - TBOA 10 3295+ 10.61% 5:10 <0.05
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10. 4bra. Az NFPS gatl6 hatdsa A: az OGD indukalta [*H]glicin felszabadulasra; B: a
szarkozin (3 mmol/l) indukalta [*H]glicin felszabadulasra; C: az ouabain (20 umol/l)
indukalta [*H]glicin felszabadulasra; D: a rotenon (20 pmol/1)/2-DG (2 mmol/1) indukalta
[*H]glicin felszabadulasra patkany retina preparatumbol. A [*H]glicin felszabadulast
OGD koriilmények vagy az alkalmazott hatéanyagok valtottak ki, utébbiakat a 10-22.
frakcioig tartalmazta a pufferoldat. Az NFPS-t az 5. frakciotdl a kisérlet végéig
tartalmazta a pufferoldat. Az NFPS koncentracioja OGD alatt 1 pmol/l, szarkozin
alkalmazasakor 10 umol/l, ouabain és rotenon alkalmazésakor 0,3 mmol/l volt. Az 4bra

az atlagot a szorast mutatja (= SEM, n=3-6).

4.1.6 Az ouabain hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkany retinaban

Ebben a kisérleti elrendezésben a Na'/K'-ATP-az inhibitor ouabaint hasznaltuk az
energiadeplécio és a [*H]glicin felszabadulas kapcsolatanak vizsgalatara. Az ouabain 20
umol/l koncentracioban alkalmazva a [*H]glicin felszabadulds tobb, mint 50%-os

emelkedését okozta. Ha az NFPS-t 15 perccel az ouabain adasa el6tt kezdtiik, 0,3 mmol/l
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koncentracidban, akkor azt tapasztaltuk, hogy meggatolta az ouabain indukalta [*H]glicin
kiaramlast (10. abra, C). Az ouabain indukalta [*H]glicin felszabadulas 10,46+2,57 kBq/g
¢és 3,17+0,65 kBq/g volt NFPS nélkiil €s jelenlétében (p < 0,05, n=3-4).

4.1.7 A rotenon hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkany retiniban

A mitokondrialis komplex I gatlé rotenon (20 umol/l ) és a Krebs oldatban gliikoz helyett
alkalmazott glikolizis inhibitor 2-DG (2 mmol/l) jelenlétében megnétt a [*H]glicin
felszabadulas. 0,3 mmol/l koncentracidban alkalmazott NFPS meggatolta ezt a hatast (10.
4bra, D). A [*H]glicin mennyisége 11,29+1,65 és 4,65+0,49 kBq/g volt NFPS nélkiil és
jelenlétében (p < 0,01, n=4-4).

4.1.8 OGD hatasa a [°H]glutamat felszabadulasra patkany retindban

Kisérleteink egy masik részében a retindt tartalmazé hats6 szemserlegeket
[*H]glutamattal inkubaltuk és ennek a felszabaduldsat néztiikk nyugalomban és OGD
koriillmények kozott. Az OGD megndvelte a [PH]glutamat felszabadulasat. Ezt a hatast a
széles spektrumi excitatoros aminosavtranszporter inhibitor TBOA (10 pmol/l)
jelentSsen csokkentette, a felszabadult [*H]glutaméat mennyisége 28,25+7,66 kBq/g-rol
4,65+0,49 kBq/g-ra csokkent (p<0,05, n=4-4) (11. dbra). Ahogy korabban bemutattuk a
TBOA nem befolyésolta az OGD indukalta [*H]glicin felszabadulast (1. tablazat).
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11. 4bra. OGD indukalta [*H]glutamat felszabadulas patkany retina preparatumbél. A
TBOA meggatolta a fokozott [*H]glutamat felszabadulast. A TBOA-t 10 umol/l
koncentracioban alkalmaztuk az 5-30. frakcidig. Az abra az atlagot a szorast mutatja (+

SEM, n=4-4).

4.2 A GlyT-1 immunhisztokémiai jeldlése a retina sejtjeiben

GlyT-1 immunoreaktivitas volt megfigyelhetd a patkdny retina belsé nuklearis rétegében
1évé amakrin sejtek sejttesteiben, illetve a belsd plexiform rétegben 1évé dendritekben.
Szintén észlelhetd volt GFAP immunoreaktivitas, illetve GlyT-1 jelolés a Miiller
gliasejteken  (12. é&bra). A patkdny retina vertikdlis metszetén GFAP
immunofluoreszcencia volt lathaté a kiils6 és bels6 plexiform rétegben, a belsé nuklearis
rétegben és az idegrostrétegében. Igy a GlyT-1 immunoreaktivitisdnak megjelenése a

glicinerg amakrin sejteken €és a Miiller gliasejteken megerdsiti eddigi eredményeinket.

12. abra. Miiller gliasejtek és glicinerg amakrin sejtek GlyT-1 expresszidja patkany
retinaban. Patkdny retina vertikalis metszetén GFAP (z6ld) és GlyT-1 (piros)
megjelenitésére  immunjelolést  alkalmaztunk. A Miiller gliasejtek GFAP
immunorekativitast (sejttest — vékony nyil, axontermindlis — nyilhegy) és GlyT-1

festddést is mutatnak. A GlyT-1 expresszidja a glicinerg amakrin sejteken is
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megfigyelhetd (vastag nyil). A hematoxilin-eozinnal festett vertikdlis retina metszet
mutatja a retina rétegeit. GCL: ganglionsejtréteg, IPL: belsé szemcsés réteg, INL: belsd
magvas réteg, OPL: kiils6 szemcsés réteg, ONL: kiils6 magvas réteg, PRL: fotoreceptor

réteg; (Az immunhisztokémiai vizsgélatokat Dr. Albert Mihaly végezte.)

4.3 Ang II hatdsainak vizsgélata az NMDA é&ramokra patkdny PFC V. rétegének
piramissejtjein

4.3.1 Az Ang II kiilonboz6 koncentracidinak (0,003-3 pM) hatdsa az NMDA
aramokra

Az Ang Il serkent6 hatést valtott ki az NMDA aramokra a piramissejtek egy részén 0,003-
1 uM koncentréaciotartomanyban. A fiziologias szintet megkdzelité 0,003 uM, 0,01 uM,
illetve az annal magasabb 0,3 uM koncentracioknal a sejtek hozzavetdlegesen
egyharmadénal serkentést lattunk, mig masik résziikben az Ang II nem valtott ki hatast

(13. abra A-B).

1 uM Ang II a sejtek felének NMDA aramait fokozta, negyedén gatlo hatast fejtett ki, a
maradékon nem volt megfigyelhetd hatas (13. abra, B). 3 uM koncentracidoban

alkalmazott Ang II egyes sejteken szintén gatolta az NMDA 4ramokat (13. abra, B).
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13. édbra. Az Ang II kiilonb6zé koncentracidinak (0,003-3 uM) hatasa az NMDA
indukalta ionaramokra. 10-12 napos patkanyok PFC V. rétegének piramissejtjein whole-
cell voltage-clamp konfiguraciot hoztunk létre. 10 percenként, 3 alkalommal, egyenként
1,5 percenként adott NMDA (30 uM) a sejtbe iranyuld aramokat hozott 1étre (T1, T2,
T3). Az NMDA adagolasok kozotti 10 perces periodusokban aCSF-fel torténd perfuziot
végeztiink. Az Ang Il vizsgalatakor azt 5 perccel T3 el6tt kezdtiik és adtuk T3 alatt végig.
Antagonista alkalmazasakor az az egész mérés alatt az oldatban volt. A hatdsokat T3/T2
hanyadosként abrazoltuk. A T3/T2 hanyadosokat atlag = S.E.M.-ként Osszegeztiik, n a
sejtek szamat, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,05, statisztikai analizisre Kruskal-Wallis
ANOVA-t és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk. A: 0,003-0,01 uM Ang II hatésa az
NMDA (30 uM) aramokra, illetve ATIR antagonista eprosartan (1 uM) vizsgélata. B:
0,3-3 uM Ang II hatasa az NMDA (30 uM) aramokra, illetve az AT1R antagonista
eprosartan (1 pM) és az AT2R antagonista PD 123319 (5 uM) hatasanak vizsgélata.
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4.3.2 Angiotenzin-receptor antagonistak hatdsa az Ang II NMDA aramokat
potencirozd hatdsara

Az ATIR antagonista eprosartan (I pM) az Ang II (0,01-1 uM) serkentd hatasat
felfiiggesztette, mig a gatlast nem befolyasolta (13. abra, A-B). Az AT2R antagonista PD
123319 (5 uM) nem befolyasolta sem a serkentést, sem a gatlast (13. abra, B).

crer

potencirozd hatasara

Tovébbi kisérleteinkben a fesziiltségfiiggd Na'-csatorna gatlo TTX-t (0,5 uM) és Ca'-
mentes aCSF-t alkalmaztunk a jelatvitel vizsgalatara, melyek a serkentd hatast

felfliggesztették, mig a gatlast nem befolyasoltak (14. abra).
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14. dbra. TTX és Ca*"-mentes aCSF hatdsa az NMDA (30 uM) indukalta iondramokra 1
uM Ang II alkalmazasa mellett. A kisérlet a fentiek szerint zajlott. A TTX (0,5 uM)
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alkalmazasa esetén, az a teljes mérés alatt az aCSF-ben voltak. A Ca*"-fiiggés vizsgalata
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soran a teljes kisérlet alatt Ca’*-mentes aCSF-et alkalmaztunk. A hatasokat T3/T2
hanyadosként abrazoltuk. A T3/T2 hanyadosokat atlag = S.E.M.-ként Osszegeztiik, n a
sejtek szamat, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,05, statisztikai analizisre Kruskal-Wallis

ANOVA-t és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk.

4.3.4 Dopamin-receptor antagonistdk hatasa az Ang II NMDA aramokat
potencirozd hatasara

A serkent6 hatast a DRD1 antagonista SCH-23390 (10 uM) felfiiggesztette, mig a DRD2
antagonista sulpirid (20 pM) nem befolyasolta (15. dbra). A gatlasra egyik vegyiiletnek

sem volt hatasa.
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15. abra. Dopamin receptor antagonistdk hatdsa az NMDA (30 uM) indukalta
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iondramokra 1 pM Ang II alkalmazasa mellett. A kisérlet a fentiek szerint zajlott. A
DIDR antagonista SCH 23390 (10 uM) és a D2DR antagonista sulpirid (20 pM)
alkalmazasa esetén, azok a teljes mérés alatt az aCSF-ben voltak. A hatasokat T3/T2
hanyadosként abrazoltuk. A T3/T2 hanyadosokat atlag + S.E.M.-ként Osszegeztiik, n a
sejtek szamat, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,05, statisztikai analizisre Kruskal-Wallis

ANOVA-t és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk.
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4.4 Az opioid vegyiiletek hatdsa a spontdn excitatorikus posztszinaptikus
aramokra (SEPSC) patkany PFC V. rétegének piramissejtjein

0,1 uM morfin, alacsony Mg*" és magas Ca?’-tartalmii aCSF-ben, GABA, receptor
antagonista bicucullin (10 uM) jelenlétében, nem befolyasolta sem az sEPSC-k
amplitddojat, sem a frekvencigjat a kontroll mérésekhez viszonyitva. 1 uM
koncentracioban alkalmazott morfin azonban szignifikdnsan csokkentette az sEPSC-k
frekvencidjat az 5., 7., 9. percben, de nem befolyésolta az amplitadot (16. dbra, B). A 14-
0O-MeM6SU 0,1 uM-ban alkalmazva, a morfinhoz hasonl6an, csdkkentette az sEPSC-k
frekvenciajat, de nem befolyasolta az amplitddot (16. abra, A). A nem-szelektiv,
kompetitiv opioid receptor antagonista naloxon (1 pM) gatolta a 14-O-MeM6SU sEPSC

frekvenciat csokkentd hatasat (16. abra, C).

A 14-0-MeM6SU 20. B Morfin (1 pM)
2.0+ 0,1 M) .

S ’ == kontroll S L. = lfontroll

S 1.5 @m 3 perc % o 3 perc

é . gmm S perc t;l 1.0 g8 5 perc

v E=m ] perc M B2 7 perc

g o 9 perc ﬁ 0= 2z 9 perc

Z pere g e

- 1 kimosas 00 1mosas
* vs. kontroll * ys. kontroll
C

== kontroll
. 14-O-MeM6SU (0,1 pM)
B 4 0-MeMG6SU (0,1 uM)
+ naloxon (1 pM)

FREKVENCIA

* ys. kontroll

16. dbra. Opioid agonistak és antagonista hatdsa a SEPSC-kre patkany PFC V. rétegének
piramissejtein. A, B: 0,1 uM 14-O-MeM6SU ¢és 1 uM morfin csokkentette az sSEPSC-k
frekvenciajat. Az egyes percek frekvencia értékének atlagai a kontroll mérés 5. percének
frekvencia értékére lett normalizalva. C: 1 uM naloxon gétolta a 0,1 uM 14-O-MeM6SU

altal létrehozott SEPSC frekvencia csokkentést. A 9. perc frekvencia értékének atlaga a
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kontroll mérés 5. percének frekvencia értékére lett normalizalva. Az adatok atlag +
S.E.M.-et, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,05, statisztikai analizisre Kruskal-Wallis
ANOVA-t és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk.
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5 Megbeszélés

5.1 A [PH]glicin felszabadulas és a GlyT gatlok hatasanak vizsgalata patkany
retinabol

Kisérleteink legfobb tanulsdga, hogy energiamegvonas hatdsara a retina neuronjaibol és
gliasejtjeibdl a GlyT-1 forditott transzportjaval glicin szabadul fel. A nem transzportalodo
GlyT-1 gatlok csokkentik ezt a glicin felszabaduldst és az NMDA receptorok tulzott

stimuldlasanak gatlasa utjan neuroprotektiv hatadsuak lehetnek.

5.1.1 Az OGD hatasa a [*H]glicin felszabadulasra patkany retinabol

Ismert tény, hogy ischaemids koriilmények hatasara fokozdodik az excitatoros aminosav
felszabadulas a neuronokbdl ¢és a gliasejtekbdl. Az igy felszabadul6 neurotranszmitterek
a receptoraik talmiikodését okozva neurodegenerativ folyamatokat indithatnak el a KIR-
ben és a retindban. A megndvekedett IC Ca®" koncentracid, az oxigén szabadgyokok, a
mitokondrialis karosodas, a fehérje-, nukleinsav- és foszfolipid-degradacié egyiittesen
ischaemids karosodashoz, idegsejt pusztulashoz vezethet (125). Az elobb emlitett
események kivaltasaban a glutamat/glicin aktivalta NMDA receptor medialta glutamaterg

transzmisszionak kiemelkedd jelent6sége van (126).

Kisérleteinkben az OGD fokozott glicin felszabadulast valtott ki, ami az energiahianyos
allapot kovetkezménye lehet. Ezen felszabadulds mogott tobb folyamat allhat, ilyen a
Na'/K'-ATP-az gatlasa, a kovetkezményesen megemelkedett IC Na" koncentracid és a
Na'-fliggé GlyT-1 miikodésének megforduldsa. Mar korabban kimutattdk, hogy
ischaemiaban, az emelkedett IC Na" koncentracid hatdsira, a neurotranszmitterek
csatornai forditottan miikodhetnek (127). Energiahianyos allapotban, a transzmembran
Na' gradiens osszeomlasaval a forditott miikodésti GlyT-1 fokozott glicin kidramlast

okozhat a szinaptikus és extraszinaptikus térbe.

Az OGD hatisara kialakulé fokozott [*H]glicin felszabadulds mechanizmusat a

kovetkezO megtigyelések magyarazhatjak. Egyrészrdl kisérleteinkbdl igazolodott, hogy
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a [*H]glicin felszabadulas Ca**-tol fiiggetlen modon zajlott, mig 4ltalanosan elfogadott,
hogy a vezikuléris neurotranszmitter felszabadulas kiilsé Ca®* jelenlétéhez kotott (128).
Masrészrdl alatamasztja a GlyT-1 szerepét a [*H]glicin kidramlasban az is, hogy két,
szerkezetileg kiilonb6z6, nem transzportal6dod GlyT-1 inhibitor, a nem-kompetitiv NFPS
és a kompetitiv ACPPB is gatolta az OGD indukalta [*H]glicin felszabadulast a retinabol.
Az NFPS ¢és az ACPPB eltérd kinetikdja alapjan, mind a nem-kompetitiv, mind a
kompetitiv GlyT-1 gatlok kivaltjak ezt a hatast (124). Harmadrészt pedig a szerkezetileg
hasonl6, de elhanyagolhatdo GlyT-1 gatld hatassal rendelkezé GlyT-1 inhibitor, NFPS
analég, SZV-2248, nem gatolta az OGD indukalta [*H]glicin felszabadulast. Ezen
megfigyelés alapjan Osszefiiggés lehet a hatéanyagok GlyT-1 gatld potencidlja és az OGD
indukalta glicin felszabadulasra kifejtett gatlo hatasuk kozott. Pinto és mtsai leirtdk, hogy
az NFPS altal Iétrehozott GlyT-1 gatlas prekondicionalé hatasként neuroprotektiv lehet
egér hippokampuszban (129).

Kisérleteinkben, mindemellett, azt is demonstraltuk, hogy ischaemias koriilmények
kozott, hasonldéan a glutamat transzporterek miikodéséhez, a GlyT-1 normdl modua
mikodése is megfigyelhetd, mivel vizsgalataink sordn OGD koriilmények kozott is
tapasztaltunk [*H]glicin felvételt (130, 131). Bemutattuk tovabba, hogy hipoxias
retinaban a GlyT-1 normal és forditott miikodésének egyensulya a forditott miikodés felé
tolodik el és, hogy ezt a felborult egyensulyt a GlyT-1 gatlok megvaltoztathatjadk. Ezen
megfigyelések arra utalnak, hogy az agyban és a retinaban 1év6 GlyT-1-ek, az ischaemias
koriilmények sulyossagatol fiiggden, neuroprotektiv modbol neurodegenerativ modba

valthatnak, ahogy a hippokampuszban levd glutamat transzporterek (132-134).

Befelé torténd transzportot gatlé endogén vagy exogén anyag esetén arra szamitanank,
hogy a hatéanyag a kifelé iranyul6 transzportot is gatolja. Azonban lehetséges, hogy egy
anyag aszimmetrikusan befolyasolja a transzporter miikodését (135). A reverz
transzportot, vagyis a felszabadulast gatlé neurotranszmitter transzporter inhibitorok
neuroprotektiv hatdstiak lehetnek (136). Ez igaz lehet a GlyT-1 mikodésével
kapcsolatban is. Tehat azok a hatéanyagok, amelyek képesek kiillonbozoképpen gétolni a

GlyT-1 kétiranyt miikodését, terapids lehetdséget jelenthetnek ischaemiaban (124).

Kisérleteinkbdl latszik, hogy normoxids koriilmények kozott a nem transzportalodo

NFPS és az ACPPB nem befolyasoltak a [*H]glicin kidramlast patkany retindbol. Ezzel
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ellentétben a transzportalddd, kompetitiv, szubsztrat tipusa GlyT-1 inhibitor szarkozin, a
bazalis [*H]glicin felszabadulds koncentraciofiiggd emelkedését valtotta ki (87). A
szarkozin [*H]glicin felszabadulast eredményezdé hatdsa heterocseremechanizmussal
torténhet, amikor egy hatdéanyag megforditja a transzporter mitkodésének iranyat és
neurotranszmitter felszabadulast valt ki (137). Ez alapjén a transzportal6do szarkozin a
GlyT-1-en keresztiil felvevédhet a neuronokba vagy gliasejtekbe és a transzporter reverz
miitkodését kivaltva kdvetkezményes [*H]glicin felszabadulast okoz. Azzal egyiitt, hogy
ez a mechanizmus nem teljesen tisztdzott, hasonldosagot mutathat az amfetamin altal
kivaltott trace-amin kapcsolt receptor (TAAR) medidlta katekolamin kidramlas
mechanizmusaval (138). A Kkisérleteinkben bemutatott szarkozin okozta fokozott
[*H]glicin felszabadulds magyarazhatja az NMDA és szarkozin adasat kovetden

megfigyelt felgyorsult retinalis ganglionsejt degeneraciot (4).

5.1.2 Az IC Na' szint valtozasa: [*H]glicin felszabadulasra gyakorolt hatés
patkany retindban

Tovabbi kisérletekben az IC Na® koncentracid valtozdsanak hatasat vizsgalatuk a
[*H]glicin felszabadulasra. Ismert tény, hogy a plazmamembranon beliili Na*
koncentraci6 emelése csokkenti a kifelé iranyuld transzport Km értékét, ami a
transzporterek forditott iranyt miikdodésének kedvez (139). Kiilonbozd kisérleti
elrendezéseinkben a Na*/K'-ATP-4z inhibitor ouabaint és a mitokondrialis komplex I
gatlasaval neurotoxicitast okozo novényvédd rotenont hasznaltuk az IC Na* koncentracid

novelésére.

Az ouabain, mint Na'/K"-ATP-az inhibitor, gatolja a Na" kifelé iranyulo transzportjat,
ezaltal megemeli az IC Na“ koncentraciot és membrandepolarizaciot okoz, igy ez a
hatoanyag képes a citoplazmdbdl torténd neurotranszmitter felszabaditasra (140).
Kisérletiinkben az ouabain massziv [*H]glicin felszabadulast eredményezett a retinabdl,
ez a hatas csirke Miiller glia sejtkultiraban a nagy affinitast glicin felvétel gatlasaval
fliggott 0ssze (141). Az ouabain glicin felszabaditdé hatdsa valdsziniileg a transzport
megforditasaval torténik, mivel az NFPS, az irreverzibilis, nem transzportalodo, nem-

kompetitiv GlyT-1 inhibitor, csokkentette a glicin felszabadulast. Az ouabain hatasa
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alatamasztja, hogy az emelkedett IC Na" koncentracié jelentds szerepet jatszik a GlyT-1
forditott mitkodésében és ezaltal a [*H]glicin felszabaduldsban. Az ouabain és az OGD
nyugalmi [*H]glicin felszabadulasra kifejtett hasonlé hatdsa dsszefliggést sejtet a Na*/K*-
ATP-4z gatlas, az oxigén/glukoz hiany miatti sejt energiakarosodas, illetve a nem akcios

potencidl altal kivaltott [*H]glicin felszabadulas kzott.

Kisérleteink masik csoportjaban rotenonnal gatoltuk a sejt energiafiiggd folyamatait és
ezaltal megvaltoztattuk az iongradienst a retindban. Ezekben a kisérletekben a Krebs
oldatban 1évd gliikozt 2-DG-re cseréltiik. A rotenon csokkentette a hippokampusz
szeletek ATP tartalmat és novelte az IC Na' koncentraciot a cerebrokortikalis
szinaptoszomakban (142). Ez a sejtanyagcsere inzultus erdsithetd volt a glikolizist gatlo
2-DG-vel (143, 136). Amikor rotenont és 2-DG-t adtunk az oldathoz a GlyT-1 forditott
miikddésének kedvezé feltételek jottek létre, ami fokozott [*H]glicin felszabadulast
eredményezett. Az NFPS teljesen megsziintette ezt a hatdst. A glicin felszabadulas
mechanizmusaban szerepet jatszik az energiamegvonas okozta Na'/K*-ATP-az gatlas és
a kovetkezményes IC Na' felszaporodas, ami el6segiti a GlyT-1 Na'-fliggd reverz
miikodését. Igy a rotenon adasara 1étrejové emelkedett IC Na' koncentracionak szintén

szerepe lehet a rotenon hatasara kialakulo retina degeneracioban (144).

513 A GlyT-1 inhibitorok  terdpias felhasznalasa ischaemias
retinadegeneracidban

Mar korabban kimutattdk, hogy az NMDA receptorok kiilonb6zo alegység
Osszeallitasban jelen lehetnek a retina ganglionsejteiben: GluN1/N2B NMDA receptorok
nagyobb ardnyban fordultak el az ON ganglionsejteken, mig az GIuN1/N2A NMDA
receptorokat mind az ON, mind az OFF ganglionsejtek dendritjein kimutattak (145).
Ahogy korabban mar kitértem ra, a kiilonboz6 alegységekbdl felépiild6 NMDA receptorok
elhelyezkedése is eltér, GIuN1/N2B receptorok extraszinaptikusan helyezkednek el, a
szinaptikus NMDA receptorok pedig féleg GluN1/N2A alegységekbdl allnak (146, 61).
Az NMDA receptorok elhelyezkedése és a lokalizacids hipotézis tovabbra is vita targya,
de ischaemias koriilmények kozott fontos szerepe lehet, ugyanis az extraszinaptikus

GluN1/N2B receptorok érzékenyebbek glicinre és igy a nagyobb aktivacié révén
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kiilonbozé IC jelatviteli utakon keresztiil sejthaldlt okozhatnak (147, 53). Az
immunhisztokémiai vizsgalataink megerdsitettek korabbi beszamolokat, miszerint az
amakrin sejtek (a bels6 nuklearis és plexiform rétegben) ¢és a Miiller gliasejtek GlyT-1-t
expresszalnak patkany retinaban (148, 149). Az OGD indukalta neurotoxicitas soran a
glicin a Miiller gliasejtekbdl a forditott miikodésti GlyT-1-en keresztiil szabadul fel,
valamint a glicinerg amakrin sejtekbdl torténd talzott felszabadulasbdl szarmazik: ezek a
mechanizmusok, amelyek az extraszinaptikus glicin szintet fenntartjak (81). A belso vér-
szabdlyozasaban, akdr ischaemids koriilmények kozott is. Eldzetes eredményeink azt
mutattak, hogy egy glialis toxin, az L-2-amino-adipinsav (150) jelentdsen csokkentette,
de nem sziintette meg teljesen a szarkozin indukalta [*H]glicin felszabadulast. Ez az
eredmény a gliasejtre, mint a glicin felszabadulés forrasara hivja fel a figyelmet. A
hipoxids koriilmények kozott 1étrejovo talzott glutamat kidramléas a retindban a Miiller
gliasejtekbdl torténhet, mig a KIR-ben féleg a kortikalis asztrocitakbdl szarmazik (151,
152). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy OGD hatasdra mind a [*H]glicin, mind a
[*H]glutamat felszabadulas szimultdn megnovekszik a retinidban. Ez a felszabadulas
megerdsiti a tilzott mennyiségben 1évS agonista és a koagonista jelenlétét az GluN1/N2B
NMDA receptorokon ischaemidsan karosodott retindban. Kimutattuk, hogy a nem
transzportaldodé GlyT-1 inhibitorok (NFPS, ACPPB) alkalmazasa csokkentheti az
GIuN1/N2B NMDA receptorok tulstimulaciojat hipoxias koriilmények kozott a GlyT-1
forditott moda mukodésének gatlasaval, és igy a receptor aktivacidhoz feltétleniil
szlikséges glicin elérhetdségének csokkentésével.

Osszességében elmondhatjuk, hogy ischaemidsan kérosodott retiniban a thlzott
extraszinaptikus glicin felhalmozo6déas befolyasolhatd lehet a transzporter-medialta
kidramlas gatldsaval. Mindazonaltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy ezen
mechanizmus milyen mértékli neuroprotekciot tud létrehozni a karosodott retina
ganglionsejtjein. A nem transzportalddé GlyT-1 inhibitorok anélkiil tudjak csokkenteni
a koagonista glicin felszabadulasat, hogy befolyasolndk a glutamat elérhetdségét az egyéb
glutamatreceptorokon keresztiil torténé neurotranszmisszioban. gy a fenntartott glutamat
felszabadulas aktivalhatja az GluN1/N2A NMDA receptorokon a sejt tuléléséért felelds
jelatvitelt patkany kortikalis sejtkultiraban (145) és hasonldé mechanizmusok jelen

lehetnek a retindaban is. Kiilonb6z6 korilmények ¢€s hatoanyagok altal kivaltott
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metabolikus retinakarosodas alatt a GlyT-1 forditott irdnyban miikddik és neurotoxikus
szintli EC glicin koncentraciot okoz.

Kovetkeztetésként levonhaté, hogy az NMDA receptor koagonista glicin
alatt neuroprotekciohoz vezethet a retina ganglionsejtjeiben, amelyek kifejezetten
érzékenyek a neurotoxicitdsra. Annak a lehetdsége, hogy a GlyT-1 mediélta glicin

felszabadulas jobban gatolhatd, mint a felvétel, terapias jelentosége lehet a retina hipoxia

crer

5.2 Az Ang II hatasdnak vizsgalata az NMDA é4ramokra patkany PFC-ben

Kutatdsunk madsik részében patkany medidlis PFC V. rétegében -elhelyezkedd
piramissejtjein azt vizsgaltuk, hogy az Ang Il hogyan befolyasolja az NMDA receptorok

mukodését.

Kisérleteink elsd részében az Ang II kiilonb6z6 koncentracidit vizsgalatuk a fiziologias
szintet megkdzelitotol egészen magas koncentraciokig (0,003-3 uM). Fizioldgiasan az
Ang II agyi koncentracioja nagyon alacsony, pM nagysagrend, a kiilonboz0 agyteriiletek
koziil a hipotalamuszban mérték a legmagasabb szintet (154). Az irodalom alapjan,
agyszeleteken, neuronokon patch clamp technikéaval végzett kisérleteknél azonban a nM-
uM nagysagrend alkalmazdsa a jellemzd (155-157). A preparalas folyaman ugyanis
sériilhetnek a sejtek kapcsolatai, illetve a lassu perfuzids adagolds soran a hatdanyagnak
be kell diffundalni a receptorokhoz. Eredményeink alapjan az Ang Il kisebb, a fizioldgias
szintet megkozelitd koncentracidoban alkalmazva (0,003-1 uM) potencirozta az NMDA
megfigyelést aldtdmasztanak. Az NMDA receptorok és az agyi RAAS fizioldgias
miikédésének meghatarozd szerepe van a kognitiv funkcidk fenntartasaban (58). Az
NMDA receptorok serkentésérdl kimutattak, hogy bizonyos koriilmények ko6zott javitjak
a kognitiv mitkodéseket (63). gy eredményeink is aldtdmaszthatjak, hogy az agyi RAAS
fiziologiasan mitkddve az NMDA receptorok normalis szinten torténd potencirozasa
révén elosegitheti a helyes kognitiv funkcidkat. Ezzel egylitt az NMDA receptorok tulzott

serkentése karos hatasokat is létrehozhat, talzott potencirozasuk megndvekedett IC Ca?*
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koncentraciot eredményezve a neurotoxicitas egyik alapveté mechanizmusa. Ez lehet az
alapja azoknak a késobb részletezett megfigyeléseknek, hogy a RAAS gatlo vegyiiletek

esetében neuroprotektiv hatdsokrdol szamoltak be bizonyos kérképekben.

A serkentd hatas tovabbi vizsgalatira az ATIR antagonista eprosartant és az AT2R
antagonista PD 123319 vegyiiletet alkalmaztuk annak eldontésére, hogy mely receptor
medialja a serkent6 hatast. Eredményeink alapjan az eprosartan felfliggesztette, mig a PD
123319 nem befolyasolta az alacsonyabb koncentracioban alkalmazott Ang II

potencirozo6 hatasat. Ezaltal igazoltuk, hogy a serkentés AT1R mediélta folyamat.

crer

Az ARB vegylletek elsésorban a kardiovaszkularis betegségek terapidjaban
hasznalatosak, azonban szamos kutatas bizonyitotta, hogy hatékonyan javitjak a kognitiv
funkciokat, illetve protektiv hatdsuak az Alzheimer kor kialakulasaban, csokkentik a
neuroinflammaciot és a toxikus P-amiloid peptidek akkumulacidjat (158-161).
Hipertonias allatmodelleken igazoltadk, hogy az ARB-k, az antihipertenziv hatas mellett,
védelmet nyujthatnak a magasvérnyomds betegség sordn kialakult fokozott ATIR
aktivacio kovetkeztében a KIR-ben 1étrejovo ischaemias vagy inflammatorikus korképek
esetén is (162-164). A neuroprotekcid vonatkozasdban a legtdbbet tanulmanyozott,
szisztémas adagolas mellett a vér-agy gaton atjuto, ARB vegyiiletek a candesartan, a
telmisartan, illetve a losartan (165-168). Valasztasunk azért esett az eprosartanra, mert
amellett, hogy ennek a vegytiletnek is j6 a KIR penetracioja (169), szelektivebb az AT1R-
ra, mint a tobbi ARB vegyiilet, amelyek az ATIR gatldsa mellett a peroxiszoma
proliferacié aktivalta receptor y-ra (PPARY) is hatnak (168). A PPARy aktivacio egy
nagyon Iényeges neuroprotektiv. mechanizmus a KIR-ben, ¢és az eprosartan
alkalmazasaval ezt a kettds védekezd hatast szerettiik volna kikiiszobdlni és kizarolag az

AT1R-on létrejovo hatasokat vizsgalni.

A serkentés tovabbi vizsgalataiban arra kerestiink valaszt, hogy az ATIR medialta hatas
preszinaptikusan, esetleg interneuronon keresztiil jon-e létre és egy masik
neuromodulator az, ami a hatast létrehozza. Vagy ellenkezdleg, az ATIR a NMDA
receptorral azonos sejten, posztszinaptikusan talalhatdo meg, €s a jelatvitel soran szabadul
fel olyan anyag, vagy aktivalodik egy olyan mechanizmus, ami az NMDA aramok
fokozodasahoz vezet. Ennek eldontésére a vizsgilt sejtet szinaptikusan izolaltuk: Ca?'-

mentes aCSF-et és a Na' csatorna gatld TTX-t alkalmaztuk. Eredményeink azt mutattak,
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hogy sem Ca’’-mentes aCSF-ben, sem TTX jelenlétében nem volt megfigyelhetd a
serkentés. Ezen adatok arra utalnak, hogy az Ang II altal kivaltott potencirozas
1étrejottében interneuronok jatszhatnak szerepet. Feltételezhetd, hogy az interneuronon
1évo ATIR aktivacidja soran egy masik neurotranszmitter felszabadulas Gtjan jon létre a
posztszinaptikus NMDA receptorok aktivacidja. A Ca?’ hiany hatdsira megsz{ing

serkentés extracelluldris Ca**-fiiggd vezikularis exocitézist feltételez.

Irodalmi adatok alapjan a glutamaterg aktivitas egyik f6 modulatora a dopamin (170). A
dopamin receptorok szubtipus alapjan potencirozé és gatld hatast is 1étrehozhatnak,
DRDI1 alacsony dopamin koncentracié mellett serkenti, mig a DRD2 magasabb dopamin
koncentracid mellett gatolja az NMDA aramokat (170-172). Igy tovabbi vizsgalataink
soran dopamin receptor antagonistakat alkalmaztunk, annak tisztazasara, hogy a dopamin
szerepet jatszhat-e a serkentd hatasban. Eredményeink szerint a DRD1 antagonista SCH-
23390 vegylilet felfliggesztette, mig a DRD2 antagonista sulpirid nem befolyasolta a
serkentést. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az Ang II altal kivaltott potencirozas

dopamin felszabadulasan keresztiil 1étrejové DRD1 medidlta hatas.

A dopamin-NMDA receptor interakcionak tobb formaja lehet. Szédmos korabbi
publikéci6 igazolta, hogy az NMDA receptorok potencirozasa, a DRD1 stimulacio
kovetkeztében aktivalodo jelatviteli rendszereken keresztiil jon 1étre (173, 174, 171, 172).
A jelatvitelben a PFC teriiletén a foszfokinaz A, az emelkedett IC Ca?" szint és az ERK
1/2 jatszik szerepet az NMDA aramok serkentésében (175, 18). A dopamin-NMDA
receptor kapcsolat direkt receptor kolcsonhatas utjan, fehérje interakcidok révén is
1étrejohet, pl. DRD2 ¢és a GIuN2B alegységek C-termindlisai kozott striatalis
neuronokban (176). Az el6zéekben emlitetteken kiviil a striatumban leirtdk, hogy a
DRDI1 aktivaci6 befolydsolhatja az NMDA receptor alegységek kihelyezddését a

sejtmembranon, illetve receptor oligomer komplexek is képzddhetnek (177-180).

Eredményeink alapjan tehat az alacsony koncentracidoban (0,003-1 uM) alkalmazott Ang
receptor antagonista eprosartan felfliggesztette, mig az AT2 receptor blokkolé PD 123319
nem befolyasolta a serkentést, igy a potencirozds ATI1 receptor medialta folyamatnak
bizonyult. Ca?’-mentes aCSF és TTX alkalmazasa soran igazolodott, hogy a hatis

kozvetitésében interneuronok jatszanak szerepet. Dopamin receptor antagonistakkal
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végzett kisérleteink sordn pedig bebizonyosodott, hogy a serkentés dopamin

felszabadulas utjan jon 1étre DRD1-en keresztiil (17. abra).

Ang II\

AT,

NMDA

+
Piramisseijt

v

17. dbra. Alacsony koncentracidoban alkalmazott Ang II (0,003-1 uM) serkentd hatdsanak
feltételezett mechanizmusa az NMDA receptorokon. AT1: 1-es tipusii angiotenzin

receptor, D1: dopamin receptor 1

Nagyobb koncentracioban alkalmazott Ang II (1-3 uM) a sejtek egy masik
Ang II koncentraciok altal létrehozott gatld hatdsok vizsgalatat tervezziik, hasonlo
elrendezésekben, mint ahogy azt a serkentésnél tettilk. Tervezziik tovabba egyéb

angiotenzin peptidek (pl. Ang IV) hatdsanak vizsgéalatdt az NMDA dramokra.

Az angiotenzin receptor ligandok egymassal ellentétes hatdsai azonban nem ismeretlenek
az irodalomban: sokrétii, szertedgazd hatasokat fejtenek ki a neurondlis struktarakon.
Hipotalamusz/talamusz/septum/kozépagy (HTSM) sejtkultirdkon példaul kimutattak,
hogy az Ang II kivédte az NMDA receptor aktivacio okozta sejthalalt. A neuroprotektiv
folyamat AT2R medialt volt, mivel az AT2R blokkolo felfliggesztette a védd hatast,
emellett az AT1R blokkoloként hasznalt losartan szintén kivédte az apoptozist (181).
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5.3 Opioid vegyliletek hatdsanak vizsgalata a glutamaterg neurotranszmissziora
patkany PFC-ben

Kisérleteink ezen részében a morfin és a 14-O-MeM6SU  glutamaterg
neurotranszmissziora vald hatdsat vizsgaltuk patkany PFC V. rétegében 1évo

piramissejtek sSEPSC-inek mérésével.

A medialis PFC a fajdalom emocionalis feldolgozasaban kiemelt szerepet jatszik (30). Az
irodalom alapjan a PFC még egy kevéssé kutatott régio az opioid vegyiiletek glutamaterg
transzmissziojara valo hatdsa szempontjabodl. Az agy egyéb, fajdalomérzéssel kapcsolatos
teriileteit az opioid vegyiiletek és a GABAerg/glutamaterg transzmisszi6é vonatkozasaban
pl. az amigdalat, a subthalamicus magot és a periakveduktalis sziirkealloméanyt szélesebb

korben vizsgaltak (182-184).

Az opioid fajdalomesillapitok koziil a leggyakrabban alkalmazott vegylilet a morfin,
melynek terapias lehetdségeit az analgetikus hatdsahoz kialakul6 tolerancia jelentdsen
korlatozza (33). Az opioid tolerancidban szintén szerepet jatszik a talzott glutamaterg
transzmisszido ¢s NMDA receptor aktivacié (37). Kimutattak, hogy az NMDA receptor

antagonistak csokkenteni tudjak a tolerancia kialakulasat (39).

A Kkisérleteink soran, a morfin mellett, a 14-O-MeM6SU, a morfinndl nagyobb
affinitassal, hataserdsséggel (efficacy) és antinociceptiv hatassal rendelkezd p-opioid-
receptor agonistat vizsgaltuk (185, 186). Fiziologias koriilmények kozott a sEPSC-k
NMDA komponense a Mg?* blokad miatt a nyugalmi membranpotencialon alacsony,
azonban kisérleteinkben alacsony Mg?" tartalmi aCSF-et alkalmazva, és igy a Mg?"
blokadot kiiktatva, noveltik az NMDA komponenst a sEPSC-kben (51). A GABAAa
receptor medidlta IPSC-k blokkolasat pedig a GABAA receptor inhibitor bicucullin
hasznalataval értiik el. Patkdny PFC V. rétegének piramissejtjein teljes-sejt patch-clamp
technikaval mértiik a SEPSC-k frekvencia ¢s amplitado eloszlasat. Eredményeink alapjan
a morfin 1 uM koncentraciéban, mig a 14-O-MeM6SU, a morfinnal tizszer alacsonyabb
koncentracioban, 0,1 puM-ban alkalmazva, szignifikdnsan csokkentette a sEPSC-k
frekvencigjat. A sEPSC-k amplitidojat egyik vegyiilet sem befolyasolta. Az opioid
agonistak okozta frekvencia mérséklodés a preszinaptikus glutamat felszabadulas

csokkenésére utal, eziltal csokkent posztszinaptikus Ca?* bedramlast okozva.
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Vizsgélatainkban kimutattuk tovabba azt is, hogy a 14-O-MeM6SU ezen hatdsa opioid
receptor medialta, mivel a frekvenciacsokkentd hatast az opioid-receptor antagonista

naloxon gatolta.

Korabbi publikaciok alapjan kiilonb6zo fajdalommodellekben vizsgaltdk a 14-O-
MeM6SU antinociceptiv hatasat (187, 188). Gyulladasos fajdalommodellekben féleg
periférias hatas volt észlelhetd, mivel a vegyiilet a KIR-be rosszul penetral (188, 189,
185). Kimutattak tovabba, hogy a 14-O-MeM6SU magas hatékonysaga (efficacy) miatt
kevés tartalék receptoron keresztiil is 1étre tudja hozni az analgetikus hatast (185). Igy a
magas hatékonysagnak ¢és a rossz KIR penetracionak szerepe lehet abban, hogy a 14-O-

MeM6SU analgetikus hatasahoz kevésbé alakulhat ki tolerancia (190).

Jelen vizsgélatainkban a medialis PFC, mint a fajdalom feldolgozasaban érintett
glutamaterg struktira lehetséges befolyasoldsat vizsgaltuk. A glutamaterg transzmisszio
egyensulydnak felborulasa, akar a glutamat mennyiségének csokkenése vagy emelkedése
a medialis PFC-ben befolyassal lehet a neuropatias fajjdalom emocionalis megélésére. A
glutamaterg transzmisszi6 csOkkenése szerepet jatszhat a fajdalom emocionalis

feldolgozasa mellett az opioid tolerancidban is.

Kisérleteink tehat azt bizonyitjdk, hogy a morfin, illetve az eddig kiilonb6zo
fajdalommodellekben vizsgélt, 1j opioid vegyiilet, a 14-O-MeM6SU (188, 189) a
medialis PFC-ben befolydsoljak a glutamaterg transzmissziot, csokkentik a sEPSC-k
frekvenciajat és ennek hatasa lehet a fajdalom emociondlis feldolgozésara, illetve
Osszefiiggésben allhat az opioid tolerancia kialakulasaval is, azonban az észlelt hatasok

elemzéséhez és jelentdségének megallapitasdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
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6 Kovetkeztetések

Kisérleteink soran két KIR strukturan, a retindban €s a medialis PFC-ben vizsgaltuk

crer

A patkany retinan végzett szuperfuzios kisérleteink igazoltak, hogy:

energiamegvonas hatdsara a retina neuronjaibol és gliasejtjeibdl a GlyT-1 forditott
transzportjaval glicin szabadul fel,

a nem transzportaldédd GlyT-1 gatlok csokkentik az OGD indukélta a glicin
felszabadulast és az NMDA receptorok tulzott stimuldlasanak gatlasa Utjan

neuroprotektiv hatastak lehetnek.

A patkany medialis PFC V. rétegének piramissejtein patch-clamp technikaval végzett

kisérleteink soran

» az Ang Il hatasait vizsgalva az NMDA aramokra igazoltuk, hogy:

az Ang I kisebb (0,003-1 uM) koncentracidban potencirozta az NMDA aramokat
ATIR antagonista (eprosartan) felfliggeszti a serkentést, AT2R antagonista (PD
123319) nem befolyasolja = a serkentés AT1R medialt hatas,

Ca?"-mentes aCSF-ben, TTX jelenlétében nem figyelheté meg serkentés =
interneuronok szerepet jatszanak a serkentd hatdsban,

DRDI1 antagonista (SCH-23390) felfliggeszti a serkentést, DRD2 antagonista
(sulpirid) nem befolyasolja = a serkentés dopamin felszabadulasan keresztiil

DRD1 medialt hatés.

» opioid vegyiiletek hatasat vizsgalva a glutamaterg neurotranszmissziéra, sEPSC-k

mérésével, igazoltuk, hogy:

a morfin és a 14-O-MeM6SU csokkentik az NDMA receptor aktivaciot €s, hogy

a 14-O-MeM6SU, a morfinhoz képest, tized akkora koncentracioban alkalmazva
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is szignifikdnsan csokkenti a SEPSC-k frekvencidjat. A sEPSC-k amplitudojara
egyik vegylilet sem volt hatassal.

a 14-O-MeM6SU altal 1étrehozott sEPSC frekvencia csokkentés opioid
receptoron keresztlil jon létre, mivel azt a nem-szelektiv opioid receptor

antagonista naloxon felfiiggesztette.
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7 Osszefoglalas

Eloreged6 tarsadalmunkban a kognitiv zavarok €s a neurodegenerativ korképek egyre
stirgetObb, vildgméretii egészségligyi, szocialis €s gazdasagi problémat okoznak.
Kutatdsunk sordan a kognitiv zavarok befolyasoldsanak ¢és a neurodegeneracio
megeldzésének lehetdségeit két KIR struktirdn, a retinaban és a medialis PFC-ben
vizsgaltuk, az excitotoxicitasban kulcsszerepet jatsz6 NMDA receptorok befolydsolasa
révén. A medialis PFC-ben, mint a fajdalom megélésben kiemelt jelentdségli agyi
struktaraban, az el6z6ek mellett opioid vegyliletek hatasat is vizsgaltuk.

Kisérleteink els részében patkany retina prepardtumon tanulmanyoztuk az NMDA
receptor mitkddésében alapvetd koagonista glicin felszabadulasat, valamint vizsgaltuk a
GlyT-1 gatlok hatasat az ischaemia altal kivaltott talzott glicin felszabadulasra.
Eredményeink alapjan OGD hatasara a retina neuronjaibdl és gliasejtjeibdl a GlyT-1
forditott transzportjaval glicin szabadul fel és a nem transzportdloddo GlyT-1 gatlok
csokkentik ezt a felszabadulast, igy az NMDA receptorok tulzott stimulalasanak gatlasa
utjan neuroprotektiv hatasuak lehetnek.

Kisérleteink masodik részében patkany PFC V. rétegében 1év0 piramissejtein patch-
clamp technikéval vizsgaltuk az Ang II hatdsait a NMDA &ramokra, illetve a morfin és a
14-O-MeM6SU hatasat a glutamaterg transzmisszidra SEPSC-k mérésével. Kimutattuk,
hogy az Ang II kisebb (0,003-1 uM) koncentracidban potencirozza az NMDA aramokat
az AT2R antagonista erre nem képes, tehdt a hatds AT1R medialta. A serkentd hatds Ca?*-
mentes oldatban, illetve TTX jelenlétében eltlinik, igy annak kialakuldsaban
interneuronok jatszhatnak szerepet. Feltételezhetd, hogy az Ang Il az interneuronokbol
dopamint felszabaditva fejti ki a serkentd hatasat, mivel a DRDI antagonista a
potencirozast felfliggeszti. Kimutattuk tovabba, sEPSC-k mérésével, hogy az opioid
vegyiiletek koziil, a fajdalomcsillapitasra leggyakrabban alkalmazott morfin és egy uj
vegylilet, a 14-O-MeM6SU, az NMDA receptor aktivitas csokkentésével hatdssal vannak
a medialis PFC glutamaterg transzmissziojara.

Eredményeink alapjdan az NMDA receptorok megfeleld szintli modulédcidja igéretes
terapids célpontot jelenthet, mind a neurodegenerativ korképekben, a kognitiv

zavarokban €s a neuropatias fajjdalomban egyarant.
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8 Summary

In our ageing society cognitive disturbances and neurodegenerative disorders are
emerging global problems of healthcare, social and economic fields.

In our experiments we studied the prevention and the possible modulation of the cognitive
and neurodegenerative disorders on two CNS areas, the medial PFC and the retina, by
modulation of the NMDA receptors that plays a fundamental role in excitotoxicity. The
medial PFC also plays a pivotal role in pain process, here we also studied the effects of
opioid compounds.

During the first part of our research we studied the release of the NMDA receptor
coagonist glycine form rat retina preparation. We also studied the effects of GlyT-1
inhibitors on the increased glycine release induced by ischaemic conditions. According
to our results OGD induces glycine release from the neuronal and glial cells of the retina
by reverse operation of the GlyT-1, which can be decreased by the non-transportable
GlyT-1 inhibitors. This mechanism can be neuroprotective by the inhibition of the
overactivated NMDA receptors.

In the second part of our experiments we studied the effects of Ang Il on NMDA currents
of the pyramidal cells in the medial PFC’s 5" layer with whole cell voltage clamp method,
and the effects of opioid compounds on the glutamatergic transmission by measurements
of sSEPSCs. We found that Ang II in lower concentrations (0,003-1 uM) potentiates the
NMDA currents in a subpopulations of cells. The ATIR antagonist reversed the
enhancement, but the AT2R antagonist did not affect it. According to our findings
enhancement is AT1R mediated. The potentiation diminished in Ca?'-free aCSF and in
the presence of TTX, so interneurons can take part in the mechanism of enhancement. It
is presumable that Ang II exerts the enhancement by the release of dopamine from
interneurons, which was confirmed by our results that the DRD1 antagonist reversed the
potentiation. Furthermore, by the measurements of SEPSCs, we proved that morphine and
14-O-MeM6SU decreased NMDA receptor activity, therefore these compunds have
effect on the glutamatergic neurotransmission in the medial PFC.

The principal finding of our experiments is that the fine tuning of the NMDA receptor
modulation can be a promising target in the therapy of neurodegenerative disorders,

cognitive disturbances and neuropathic pain.
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