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1.  Altalanos bevezeté

A neurotranszmitterek hatdsmechanizmusanak ismerete fontos kiindulopont a bonyolultabb agyi
folyamatok megértésében, igy a hibas muikodések kezelésében is Iétfontossagi. A kdzponti
idegrendszer funkcionalis, valamint anatomiai feltérképezésének egyik alapja a jelatvivé vegyiiletek
¢s a hozzajuk kothetd receptorok vizsgalata. A dopamin-neurotranszmisszidé tobb fontos agyi
funkcidhoz is kothetd. Szerepe lehet a magatartas szabalyozasaban, a mozgas koordinalasaban, a
motivacié ¢és a fliggdség kialakuldsaban, valamint az agy jutalmazaskdzpontjaval is szoros
kapcsolatba hozhatd. A széles korii és valtozatos hatdsanak koszonhetden tobb egészségiigyi
vonatkozasa is van a molekulanak. Kapcsolatba hoztak kiilonb6z6 neurologiai korképekkel példaul a
Parkinson-korral, a skizofréniaval, az ADHD-val (figyelemhianyos hiperaktivitas-zavar), valamint a
manias depresszio is a rendszer hibas miikodéséhez kothetd. Igy a dopaminerg-rendszer miikodését,
részletesebb megismerését tobbféle elektrofiziologiai mddszerrel probaltdk mar feltérképezni. Az
egyik erre alkalmas technika a gyors pasztazasu ciklikus voltammetria, amely segitségével a
transzmitterekrdl mennyiségi és mindségi informacidt egyarant nyerhetiink, igy nyomon kovethetjiik
az altalunk vizsgalt agyi teriileteken a dopamin koncentracidé megvaltozasat kiilonboz6 farmakonok,
gyogyszerjelolt vegyiiletek hatdsat vizsgalva. Fontos megemliteni, hogy a voltammetrids technika
segitségével in vivo detektalhatd egy-egy transzmitter koncentracidja, igen jo idébeli

felbontoképességgel.[3., 21.,31].



2.  Irodalmi attekintés

2.1 A dopaminerg-rendszer

Az emlés agyban taldlhatdo dopaminerg sejtek legnagyobb hanyada a kozépagy és a koztiagy
teriiletén talalhatd, de elszortan egyéb teriileteken is eléfordulhatnak az agyban, példaul a bulbus
olfactoriusban [2.- 4.]. A dopaminerg sejteket kiilonb6z6 sejtcsoportokba, magokba (A8-A16) tudjuk
besorolni. A kozépagyban, a ventralis tegmentalis area és a substantia nigra teriiletén leginkabb AS,
A9 és A10 jelzésii sejtcsoportokat talalunk, mig a koztiagyi régioban A11-Al1S5 jelzésiieket. Ezek
sejtcsoportok négy f6 dopaminerg palyarendszertalkotnak: nigrostriatalalis, tuberoinfundibuléris,
mezolimbikus és mezokortikalis Utvonalakat. A mezokortikalis és mezolimbikus Utvonalak tobb
helyen is atfedik egymast, igy a szakirodalom egy kozos néven mezokortikolimbikus palyaként is
megemliti 6ket. Funkcio szerint ezek fontos elemei az izomtonus és a mozgasok szabalyozasanak,
valamint egy résziik az emocionalis hajtoer6vel rendelkezé mozgasok szabalyozasanak. Ezen kiviil
fontos szerepet kaphatnak az affektiv és kognitiv funkciokhoz kothet6 agyi tevékenységekben és az

emlékezés mechanizmusaban [5., 6.,10., 17].
2.1.1. Mezolimbikus utvonal

A mezolimbikus ttvonal f6 kapcsolata a ventralis tegmentalis area (VTA) és a nucleus accumbens
(NAcc) kozotti palya. A NAcc azonban nem csak a dopaminerg beidegzésii, hanem limbikus
tertiletekrdl (amygdala, hippocampus, medialis-prefrontalis kortex (mPFC)) glutamaterg beidegzést
is kap. A NAcc két 6 kimenettel rendelkezik, az egyik ezek koziil GABAerg projekciokat kiild a
ventralis pallidum irdnyaba, a masik pedig a ventralis tegmentalis area és substantia nigra komplex
(VTA/SN) felé visszacsatolasként. A dorzélis-medidlis thalamuszbol indulo, mPFC-be tarto
glutamaterg rostok zarjak a mezolimbikus utvonalat. Igy a VTA teriiletén levé dopaminerg sejtek
kozvetlen hatassal vannak a NAcc, az amygdala, a hippocampus, mPFC és a ventralis pallidum
mitkddésére, valamint a megvaltozott dopamin transzmisszi6 hatdssal van a mezolimbikus utvonalon
torténd szinaptikus jelatvitelre. A mezolimbikus palya leginkabb a motivacid, az 0sztonds
magatartasok és az érzelmek kialakitasaban vesz részt [30, 36.]. A palya egységei koziil két
fontosabb kozpont a NAcc és a VTA teriilete. A NAcc elhelyezkedését tekintve egy bazalis eldagyi
struktaranak tekinthetd. Szerkezeti szempontbol heterogén agyi struktira, harom részét kiilonithetjiik
el: ,,hé” (shell), ,,mag” (core), eliilsé régio (rostralis régid). A héj és a mag régiok funkcio
szempontjabol is eltéréek [4.]. A NAcc glutamat, dopaminerg, noradrenerg és hisztaminerg

beidegzéssel is rendelkezik [32.]. A VTA az agytorzsben, azon belill a kozépagy teriiletén



elhelyezkedd agyi struktura. A voros mag ¢és a SN kozott helyezkedik el. Hibas mukodése a
skizofrénia pozitiv tiineteivel is kapcsolatba hozhato [1., 11].

2.1.2. Mezokortikalis utvonal

A mezolimbikus utvonalhoz hasonléan a VTA-bol indul ki, és a kérgi teriiletekre kiild
projekcidkat. Leginkabb a prefrontralis, perirhindlis és cingularis kérgi terliletekre. A mezokortikalis

palya leginkabb a kognitiv funkcidkban jatszik fontos szerepet. [17.]
2.1.3. Tuberoinfundibularis utvonal

A tuberoinfundibularis péalya a hipotalamusz dorzélis medialis részén elhelyezkedd nucleus
arcuatusbol indul ki €és az agyalapi mirigyen (hipofizis) beliil, az eminentia mediana teriiletére kiild
dopaminerg rostokat. A dopamin igy gatlo ,,hormonként” (régebbi szakirodalom prolaktin inhibitoros
faktorként is emliti) az adenohipofizis hormonok felszabadulasat gatolja hipotalamo-hipofizealis
rendszeren keresztiil. igy a prolaktin (PRL) szekréciot szabalyozza. A dopamin a lakotrop sejteken

levé D2 tipusu receptorokon keresztiil hat, a sejt cAMP szintjét csokkentve gatolja a PRL képzdédését

crer

2.1.4. Nigrostriatalis utvonal

Ez az utvonal a substantia nigra pars compacta teriiletérdl indul ki és a nucleus caudatus és a
putamen (dorzalis striatum) teriiletére kiild projekciokat. A palya f6 funkcidja a bazalis ganglionok
muikodeésének a szabdlyozdsa. A globus pallidus interna €s a substantia nigra iranyaba tartd
projekcidk a bazalis ganglionok kdzvetlen utvonalan keresztiil fejtik ki hatasukat. A dorzalis stridtum
aktivitasa igy hatdssal van a kéreg altal 1étrejové mozgasok szabalyozasaban. A globus pallidus
externa €s a substantia nigra felé halado projekcios sejtek negativ, gatld hatassal vannak a kéreg altal
inditott mozgésok szabalyozasara a bazalis ganglionok kdzvetett Gitvonalan keresztiil. A dopaminerg
projekciok igy fontos szerepet kapnak a kortikalis teriiletekrdl érkezé bemenetek szabalyozasaban. A
magasabb kognitiv funkciokhoz kothetd folyamatok, a dontéshozatal, munkamemoria, és a céliranyos
mozgasok szabalyozasat is befolyasolja a nigrostriatalis dopaminerg rendszer. A Parkinson-kor
tiinetei kozé sorolhaté mozgaszavarok példaul az akinézia, tremor és testtartasi problémak, a stridtum
€¢s a substantia nigra teriiletet kozott elhelyezkedd dopaminerg neuronok elhalasaval

magyarazhato.[5].



2.3. A dopamin bioszintézise, felszabadulasanak, valamint eliminalédasanak médja

A dopamin bioszintézise elsddlegesen a tirozinbol indul ki, amit a tirozin-hidroxilaz O;
felhasznalasaval alakit at egy L-DOPA nevli molekulava. A tirozin-hidroxilaz enzim minden
katekolaminokat szintetizald sejtben megtalalhat6. A tirozin mellett fenilalaninbol is kiindulhat a
dopamin szintézise. Ebben az esetben a tirozin-hidroxilaz el6szor tirozin molekulava alakitja a
fenilalanint, ezutain L-DOPA-va (1. abra). Igy bizonyos betegségek példaul a fenilketonuria
Osszefiiggésbe hozhato a dopamin transzmitterek mennyiségével. A szintézis kovetkez6 1€pésében
egy aromas aminosav dekarboxildz enzim, a DOPA dekarboxildz alakitja dopaminna az L-DOPA-
t pyridoxin jelenlétében. A DOPA-dekarboxilaz elszortan, tobb helyen is eléfordul a szervezetben,
igy katekolamin és szerotonin tartalmi neuronokban, de mas nem neuronalis szervekben is

megtalalhato, mint a vesékben, vagy bizonyos vérerekben [26].

Mivel a dopamin a katekolaminok kozé sorolhatdo vegyiilet, egyéb, ebbe a csaladba tartozo
neurotranszmitterek szintézisében prekurzorként is szerepelhet. Az adrenalin és a noradrenalin
vegyiiletek kiindulasi vegyiileteként is hasznositja a szervezet mas katekolaminerg sejtekben. Ezt
azért fontos megemliteniink, mert a dopamin extracellularis koncentracdja igy hatdssal van egyéb

neurotranszmitterek mennyiségére iS [26].
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1. abra Katekolaminok bioszintézise [26.]

Az idegsejtekben szintetizalodott neurotranszmittert a vezikularis monoamin transzporter
(VMAT2) membran hatarral rendelkez6 szinaptikus vezikulakba csomagolja egy proton-atmenettel
Jard reakcid segitségével. A reakcid soran egy monoamin, egy protonnal transzportalodik egyiitt,
ellentétes iranyban (antiranszport). A transzporternek két fajtajat tudjuk elkiiloniteni a patkany
szervezetében. Az egyik a VMATI, amely a mellékvesében talalhato legfoképp, a masik a VMAT?2,
amely az allat agydban expresszalodik. A dopaminon kiviil a szerotonint, a noradrenalint és a
hisztamint is szinaptikus vezikuldkba csomagolja a VMAT2. A VMAT2 miikddése szoros
Osszefliiggésben all az extracelullaris térben levO transzmitter szinttel, mivel hatassal van a
preszinaptikus membréanon torténd Ca?* fiiggd vezikularis transzportra. Tobb farmakon is hatéssal
lehet a VMAT2-ra, ilyen vegyiiletek példaul a kiillonb6z6 amfetamin szarmazékok, amelyek eltoljak
a proton-gradienst a szinaptikus vezikuldk kozott, ezzel megsziintetve a VMATZ2 miikodéséhez
sziikséges feltételeket. A transzporter miikodését gatolva, ezek a vegyliletek megemelik a

. Ry . r / 2+ . /v . Lo :
monoamin koncentraciét a citoplazmaban ¢és Ca® fiiggd, nem vezikuldris monoamin



felszabadulasra késztetik az idegsejteteket. A kiilonb6z6 amfetamin szarmazékokon kiviil a

rezerpin, a tetrabenazin €s a ketanszerin is gatlo hatassal van a VMAT2-re [19., 20., 37.].

Ha az adott receptort megfeleld elektromos inger éri, a sejt exocitdzissal a szinaptikus résbe
iriti neurotranszmitter tartalmat. A dopamin ezutan diffundélhat az extraceulluléris térbe,
ingeriiletbe hozhat dopaminerg receptorokat, vagy a dopamin kotranszporter fehérje (DAT)
segitségével climinalodhat az extracellularis térbél. A dopamin kotranszporter fehérje fontos
szerepet jatszik a dopamin extracellularis térben vald mennyiségének szabalyozasaban. Az
idegrendszer kiilonboz6 teriiletein eltérd szamban fordul elé a DAT, igy az extracellularis
dopamin koncentracié nem azonos mindenhol. A kotranszporter ezen keresztiil tudja szabalyozni a
dopamin modulalta teriileteket. A Na'- fiiggé dopamin kotranszporterek az agy kiilonbozo
teriiletein eltérd sebességgel mitkddnek, eltéré szamban fordulnak eld. A neostridtum teriiletén
(nucleus caudatus ¢és putamen) igen gyorsan, minden masodpercben 4uM-nyi dopamint
tavolitanak el. Ezt azért fontos kiemelni mivel kisebb DAT tartalmu teriiletekrél tavolabbi
receptorokig is eljuthat a dopamin, mivel igy tobb id6be telik elimindlni a transzmittert az
extracellularis térb6l. A dopamin miutan visszakeriilt az idegsejtbe tobbféle Gton hasznosithato
ujra. A VMAT?2 1jbdl szinaptikus vezikulakba csomagolja, vagy kiilonb6z6 enzimek, példaul
monoamin-oxidaz (MAO) vagy a katekolamin-o-metil transzferaz (COMT) elbontja. A végtermék
altalaban homovanillinsav (HVA) [19.,29.].

A dopaminerg idegsejtek két féle tiizelési mintazatot mutatnak. Az egyik egy tonusos mintazat,
amely 2-5 Hz kozotti frekvencialval jellemezhetd és egy alland6 alap extracellularis dopamin
szintet tart fent. A masik tlizelési mintazat, a fazisos tlizelés, amely rovid ideig tart, 15-100 Hz
tiizelési frekvenciat vehet fel €s igen nagy mértékben megnoveli a dopamin koncentraciot az alap
dopamin szinthez képest. A két kiilonb6zé mintazat eltérd receptorokat hoz ingeriiletbe és eltérd

dopamin koncentracios csticsokat idéz el6 az extracellularis térben, igy funkciojukban is eltérnek.

A NAcc-ben talalhaté dopaminerg neuronok kozepes méretl tiiskés neuronokkal alakitanak ki
kapcsolatokat. A tiiskés neuronok GABA-erg beidegzéssel rendelkeznek (VTA, hipotalamusz,
amygdala teriiletérdl kapnak projekciokat. Az egysejtelvezetéses fizioldgiai vizsgalatok soran
felfedezték, hogy ezek a dopaminerg neuronok egy 5 Hz-es alapfrekvenciaval tiizelnek (tonusos
aktivitas) a NAccC teriiletén, de tobb neuron egyidejli tiizelésével nagy mértékii tranziens DA-
felszabadulést (fazisos tiizelés) is 1étrehozhatnak (15-30 Hz). A fazisos tiizelés a VT A-bol szarmazd
excitatoros aminosav felszabadulés hatdsara alakul ki. Tobb sejt egyideji tiizelése soran a neuronok

egymashoz képest szinkronban tiizelnek a koztiik levé gap junction-ok (szinaptikus rések) miatt. A



fazisos tlizelésre kiilonbozé molekulak negativ hatdssal lehetnek, példaul az amfetamin hosszabb
ideig tartd, csokkent tlizelési mintazatot idéz eld. Ezzel szemben a neuroleptikumok nagyobb

frekvenciaval jellemezhetd fazisos tiizelési mintazatot hoznak 1étre. [43., 32, 47.].

2.2. A dopamin receptorok

A dopamin receptorokat csoportositva, két {6 receptorcsaladot tudunk elkiiloniteni, a D1-szerti
receptorokat és a D2-szerli receptorokat. A D1 csalad két tagja a D1 recepetor és a D5 receptor. A
D2- szeri receptorok kozé¢ a D2-es receptoron kiviil a D3-as és a D4-es receptor sorolhatd. A
dopamin receptorok tobb hasonlé tulajdonsaggal is rendelkeznek. Mindegyik tipus metabortop, G
proteinhez kapcsolodo receptorféleség, és mindegyik esetén elmondhatd, hogy hét transzmembran
domént tartalmaz. A G-proteinek harom csoportja koziil (Gs, Gj, Go) a D1-szerii receptorok Gs-
tipusii proteincsaldd hatdsmechanizmusat kovetik, vagyis az adenlidt-ciklaz enzimet aktivalva
intraceullilaris cAMP emelkedéshez vezethet a dopamin receptorhoz kapcsolodasa. A D2-es, D3-as
¢s D4-es receptorok a Gi/G, fehérjén keresztiil szintén a cAMP szintre vannak hatassal, de
ellentétesen hatnak rd, mint a Gs-fehérjék. A Dl-szerli receptorok legnagyobb szamban a
nigrostriatalis rendszer végpontjain (nucleus caudatum, putamen, a ventralis pallidum és az
amygdala teriiletén talalhatoak, specifikus agonistaja a receptornak példaul a fenoldopam. A
dopamin és az apomorphine altalanosan minden receptorra agonistaként hatnak, mig a quinpirol,
raclopride a D2-es tipust receptorok egyik specifikus agonistija. A D2-es tipusit dopamin
receptorok legismertebb antagonistai kozé sorolhatdo a spiperon és a sulpirid, ezzel szemben a

clozapine altalanos hatasu dopamin-receptor antagonista [11.].

D1-szert receptorok csaladja | D2-szerti receptorok csaladja

G-fehérje tipus G G; vagy G,

receptor tipusok D1 és D5 D2, D3 ¢és D4
clozapine

fenoldopam | sulpirid, spiperon

agonista vagyiilet dopamin, aTomorphme

antagonista vegylilet

quinpirol

2. abra A D1 és D2 receptorcsaladok altalanos jellemzése



2.4. Dopamin mérésére hasznalhato elektroanalitikai modszerek

Elektrofiziologiai technikdk koziil a kiillonb6zo elektrokémiai alapokon nyugvo elektronalatikai
technikak alkalmasak a dopamin koncentracié gyors valtozasanak detektalasara. A dopamin szint
megfeleld méréséhez igen érzékeny modszerek sziikségesek, mivel igen kis koncentracidban
szabadul fel, mint a legtobb neutranszmitter, valamint igen gyorsan eliminalédik az extracellularis
térb6l. A monoamin tipusi neurotranszmitterek hasonld szerkezettel rendelkeznek, fontos, hogy
valamilyen moédon el tudjuk Sket kiiloniteni egymastél. Igy a vizsgalati eljarasnak gyorsnak,

érzékenynek és a dopamin vegyliletre szelektivnek kell lenni.

A mikrodializis technikaja igen jol hasznalhatoé a gyogyszerjelolt vegyliletek, gyogyszerhatast
vegyiiletek dopamin-szintben 1étrejovo valtozasok detektalasara. Azonban ez a moddszer nem

rendelkezik j6 id6beli felbontassal, nem hasznalhato valds idejii mérések elvégzésére. [45., 32.].

A voltammetrias technikak koziil a gyors pasztazasu ciklikus voltammetriat (fast scan cyclic
voltammetry, FSCV) alkalmaztuk kisérleteink soran, igy ezt a technikat jellemezném

részletesebben.
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A voltammetrids mérések sordn hasznilhatd két ¢és haromelektrodos rendszer. A
haromelektrodos rendszer egy munkaelektrodbol, egy referenciaelektrodbdl és  egy
segédelektrodbdl all. A munkaelektrod elektrodpotencidlja a stabil potencialu referenciaelektrodhoz
(pl. Ag/AgCl) képest valtoztathatd, mig a segédelektrod szerepe az aramkor zarasa a foldpont felé.
Kételektrodos mérések esetén a segédelektrod szerepét is a referenciaelektrod tolti be. A
voltammetrids mérések soran a vizsgalt elektroaktiv komponens azon tulajdonsagat hasznaljuk ki,
hogy az éaltalunk ismert oxidacids/redukcidés potencidlon redoxi atalakulason megy keresztiil.
Esetiinkben a dopamin — a munkaclektrod megfelelé elektrédpotencialja mellett — dopamin-
ortokinonna alakul &t mikdzben 2 elektront ad le. Az ellenkezd iranyban lejatsz6do redukcios
reakcioban pedig visszaalakul dopaminna, 2 elektron felvételével. A fenti atalakulasok
kovetkeztében 1étrejovo elektrontranszport aram formdajaban visszamérhetdé a munkaelektrodon
keresztiil. A ciklikus voltammetria esetében haromszdg alaktl hulldmforma szerint valtoztatjuk az
elektrodpotencialt, igy az oxidacids és redukcids reakcidk egyarant lejatszodnak a mérések soran.
El6szor noveljiik a potencidl értékét az alapvonaltdl szdmitva egy bizonyos széls6értékig, majd
ugyanazzal a sebességgel (altalaban 300V/s) csokkentjiik a potencial értékét a negativ szelsoértékig.
A héaromszog felszallo dgaban az oxidacios folyamatok jatszodnak le, mig a leszallo 4gban a
molekula redukcidja. Ezzel parhuzamosan a visszamért aramgorbén egy oxidacios és egy redukcios
csucsot tudunk elkiiloniteni. A vizsgalt vegyiilet csak a meghatarozott potencial értéken fog redoxi
atalakulason atmenni, igy mindségi informacidt nyerhetiink, ha Osszehasonlitjuk a vizsgalt
vegyliletekhez tartoz6 potencial értékeket, az altalunk alkalmazott potencial értékekkel. A biologiai
mérések soran kis molekulatomegtli, elektroaktiv vegyiiletek vizsgalatat végezhetjik az FSCV
segitségeével. A megfeleld potencialértéken megjelend dramerdsség amplitdd egyenes ardnyossagba
hozhaté az extracellularis dopamin koncentracié nagysagaval. Az FSCV sordn gyors, egymasutan
készitett felvételeket készitiink, igy a vizsgalt transzmitter pillanatnyi mennyiségérdl pontos
informaciokat nyerhetiink. A technika vizsgalt molekulak felszabadulasanak és kinetikajanak

pontos elemzését teszi lehetove.

In vivo mérések soran mas elektroaktiv komponensek is megjelenhetnek a voltammogrammon,
amelyek atfedésbe keriilnek a dopamin cstcsdval. Ilyen vegyliletek példaul az aszkorbinsav,

kiilonboz6 dopamin metabolitok (pl.: L-DOPA), noradrenalin. [ 32., 33.].
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3. Célkitiizés

A laboratoriumi munka sordn célunk egy olyan kisérleti elrendezés kialakitasa volt, melynek
segitségével a kiilonbozd gyogyszerjelolt vegyliletek dopamin felszabaduldsra és dopamin
visszavételre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat tehetjiik lehetové. A kisérletek soran egy olyan
vegyliletet kerestlink, mely segitségével validalni tudjuk méréseinket a dopaminra vonatkoztatva.
A nomifensine, mint dopamin visszavétel gatldo vegyiilet varhatban megemeli majd a dopamin
koncentraciot, ez a vegylilet ezért alkalmas lehet mas farmakonok tesztelése soran pozitiv
kontrollnak [28.]. Tovabba, egyéb vegyiiletek hatasat is vizsgaltuk, melyek hatassal lehetnek a
mezolimbikus rendszer dopaminerg neurotranszmisszidjara (PHA-543613- a7 receptor agonista,
sibutramine-monoamin-visszavétel gatlo). A PHA-543613 a7 receptor agonista hatdsanak
vizsgalata azért lehet érdekes, mert magatartas-kisérletekben javitja a memoria-mitkddéseket,
amiben szerepe lehet a dopaminerg rendszernek is [26.]. A sibutramine, ami egy monoamin-
visszavétel gatld, nagy valdszinliséggel megemeli a dopamin tranziensek értékét, mivel a

transzmitter nem tud eliminalodni az extracellularis térbe [24.].
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4. Anyagok és modszerek:

4.1. Miitéti eljarasok

A kisérletek soran hasznalt allatok albind Wistar tipust patkanyok voltak, melyek stlya 270 ¢és
310 gramm koz¢é volt tehet, mivel a patkany atlasz 290 gramm sulya referencia patkanyahoz

probaltunk hasonl6 fejlettségli egyedeket valasztani.

A sztereotaxids miitétet és a voltammetrids méréseket kloral-hidrat (400 mg/ttk) altatasban

végeztik.

A mitétek soran az allat fejét a sztereotaxids késziilékben rogzitettik, majd a koponya
felszinérol eltavolitottuk a bdr, az izom és a kotoszovet rétegeit. FertStlenités és a finomabb rétegek
eltavolitasa, valamint a vérzés csillapitasanak érdekében hidrogén-peroxidot cseppentettiink a
koponya felszinére. A miitét minden lépése soran bizonyos 1d6kozonként fizioldgids sooldattal
tisztitottuk le a koponyat és az agyfelszint. A sztereotaxids késziilékhez stabilan rogzitett
mikromanipulator segitségével a bregméahoz viszonyitva jeldltik meg a koponya felszinén a
vizsgélathoz hasznalt elektrodok pontos helyét. Ezutan a koponyan a megjeldlt helyeken 2-3 mm
atmérdjii lyukakat fartunk, majd egy finom csipesz segitségével megtisztitottuk a nyilasokat,
eltavolitottuk az aprobb csont darabokat, és a kemény agyhartyat. Ezutdn a mikromanipulator
segitségével poziciondltuk a harom elektréd (szénszalas munkaelektrod, Ag/AgCl referencia
elektrdd, stimulald elektrod) pontos helyzetét. Munka elektrodként egy szénszalas, Carbostar
iivegelektrodot (100nm hegy) hasznéltunk, mig stimuldlo elektrodként sodort rozsdamentes acél
bipolaris elektrodot (MS303-2-B, PlasticsOne, Roanoke, VA, USA). Az Ag/AgCl referencia
elektrédot az agy felszinére helyeztiikk, majd a stimulalo elektrodot a lambdahoz viszonyitva, a
munkaelektrodot a bregmahoz viszonyitva helyeztiik a dura felszinére a célzott agyteriiletek felé.
Majd egy adott kiindulasi mélységig bevezettiikk dket az agyba lasd.: 4.abra. A sikeres kisérletek
végeén, ellendrzésképp visszamértiik az elektrodok helyzetét. Az elektdodok helyzetének a pontos

koordinataai a kovetkezd tablazatban vannak 6sszefoglalva:
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Munka elektréd | Stimulalé
elektrod

AP 1,0-1,2 mm (Br) 0,7-1,0 mm (L)
ML 1,,0-1,2 mm (Br) | 3,2-3,6 mm (L)

DV, 3 mm 5mm

4.abra Az elektrodok helyzetének pontos koordinatai

A referencia elektrod helyzetét nem hataroztuk meg pontosan, a koponya ellenkezé oldalara fuart

lyukba, a kemény agyhartya (dura) felszinére helyeztiik.
4.2. Elektromosan stimulalt dopamin-felszabadulas in vivo mérése

A ventralis tegmentdlis teriiletet a stimulald elektrod segitségével koriilbeliil harom percenként
ingereltiik elektromosan, négyszogimpulzusok segitségével (bifazisos sorozatingerlés, 50-75
pulzus/sorozat, 200-300 uA, 50 Hz, 4 ms pulzusszélesség), ennek hatasara a nucleus accumbensben
nagy mértékli tranziens dopamin felszabaduladst (a dopaminerg sejtek fazisos tiizelését)
detektalhattunk a szénszdlas mikroelektrod segitségével. Az ingerlések soran alkalmazott
frekvencidja nagysdgaval ardnyosan a NAcc-ben megemelkedett dopamin koncentracié kdvethetd
nyomon, mig az ingerlés utan a dopamin visszavételért felelos enzimek aktivitdsdnak kdszonhetéen
a transzmitter koncentracidja csokken. Az alacsony frekvenciaval torténd ingerlések esetén tonusos
tiizelési mintazatot mutatnak a dopaminerg sejtek, az ingerlések kozott a dopamin-kotranszporter
konnyen elimindlja a transzmittereket az extracellularis térbdl. Ezzel szemben, ha nagyobb
intenzitassal ingereljiik a VTA-t fazisos tiizelési mintazatot valthatunk ki, amely nagyobb

extracellularis dopamin koncentracioval jar [47.].

A felvételek hossza 20 masodperc volt, egy felvételen beliil az 6todik masodpercnél torténtek az
ingerlések. A kontroll felvétele utan nomifensin (Sigma-Aldrich) PHA-543613 (Tocris),
sibutrumine (Tocris) beadasa tortént intraperitonealisan. Mindegyik mérés soran a nomifensint
(monoamin-visszavétel-gatlo vegyiilet) alkalmaztuk pozitiv kontrollként. Adagolasa minden
esetben 5 mg/ttk volt. A két vizsgalt vegyiiletet intraperitonedlisan adtuk be az allatoknak, a
sibutramine-t 3 mg/ttkg, mig a PHA-t 1 és 3 mg/ ttkg dozirozassal. A kiilonbozé vegyiiletek

injektalasa utan is megvizsgaltuk az elektromosan kivaltott a dopamin-felszabadulas mértékeét.
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A voltammetrias rendszert felépité tobbi miiszer egy Dagan Chem-Clamp potenciosztat,
National Instruments A/D konverterek alkottak. A mérések soran alkalmazott értékek szabalyozasat
¢s az adatok kiértékelését Demon Voltammetry and Analysis Software (LabView) segitségével
hajtottuk végre. A nomifensine hatasadnak statisztikai tesztelésekor ismétléses varianciaanalizist
(rANOVA) alkalmaztunk, a nomifensine beadasa utin mért adatokat Dunnett post-hoc teszttel

hasonlitottuk dssze a kontrollal.
4.3. Hisztologiai munkalatok

Az elektrodok pontos helyzetérdl késébb szovettani metszetek segitségével nyertiink bévebb
alkalmaztunk. Monopolarisan 20uA konsans arammal, 5 percig hajtottuk végre a [éziot a
munkaelektrod esetében. A stimulald elektrdd esetében erre nem volt sziikség, mivel az elektrod
altal okozott szoveti karosodas is elegendd volt a pozicid megjeloléséhez. A 1ézi6 utan az allatot
dekapilaltuk, majd a Kivett agyat 2%-os paraformaldehidben taroltuk a késObbi hisztologiai
munkalatokig. Félvékony, 50um vastagsdgi metszeteket készitettiink Vibratome segitségével. A
metszeteket hagytuk szaradni, majd fixalas utan neutralvoros festékkel festettiik oket. Egy
reprezentativ mérés eredményét valasztottuk ki, bemutatds céljabol, amit fénymikroszkop alatt

fényképeztiink le.
4.4. Az elektrodok kalibralasa

A pontos koncentracio értékeket az elektrdd utdlagos kalibralasdval hataroztuk meg, melyet

aramlasi cellaban végeztiink. A kalibralasok soran a puffer aramlasi sebessége 1 ml/perc volt. Az 1-

crer

puffer oldathoz. Pufferként PBS puffert alkalmaztunk (0,01M NaH,PO, + 0,01M NaHPO, + 0,9%
NaCl) A kovetkez6 koncentraciokban allitottuk Ossze a dopamin oldatokat a kalibracio soran:
500nM; 250nM; 125nM; 62,5nM; 31,25nM; 15,625nM; 7,8125nM. A sorozatot 4 uM —os standard
dopamin oldat pufferrel valé higitasaval készitettiik el. A kalibracidé soran egy specialis, 6-portos
injektald berendezést hasznaltunk (V-451, IDEX LLC, Oak Harbor, WA, USA), amely segitségével

injektaltuka pufferhez a vizsgalt dopamin oldatokat.
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5. Eredmények és értékelésiik

A vizsgalt farmakonok kozott megemlithetjiik a nomifensinet, ami monoamin-visszavétel gatlo
vegylilet, a PHA-t, ami egy a7 receptor agonista farmakon, valamint a sibupramine-t, amely 6

hatasa a szerotonin, a noradrenalin és a dopamin visszavételének a gatlasa.
5.1. Mérések validalasa nomifensine-nel

Kezdeti kisérleteink sordn a nomifensine, mint monoamin visszavétel gatlo vegyiilet hatdsat
teszteltiik. Egy kisérletsorozat soran tortént egyedi mérés eredményét figyelve, azt lathatjuk, hogy a
nomifensine jelentds hatassal volt a DA tranziensek nagysagara [8. abra]. A felvételeken a
vizszintes tengely az egy mérésen belili idot, a fiiggéleges tengely az alkalmazott
elektrodpotencialt, a szintengely pedig az dramerdsség értékeket jeloli. A 3 dimenzids diagramokon
jol latszodik, hogy az ingerlés utan, ami az 5. masodpercben tortént) jelent meg a detektalhatod
dopamin felszabadulas. A tranziens megjelenését a dopaminra jellemzé oxidacidos potencial
tartomanyban mért aram jelezte. A kiegészitd diagramokon (5.B-C, 6B-C) a haromdimenzids
diagramon a vizszintes ill. fliggéleges vonallal jelzett sikok lathatoak. A 5.A és 6.A abrakon lathato
fliggbleges vonal altal meghatarozott voltammetrias gorbét dbrazolja a 5.B és 6. B diagram, mig a
5.C és 6.C diagramok a dopamin oxidacios potencialjanal (vizszintes vonal jeloli a 5.A és 6.A
abrakon) mért oxidacids aram nagysaga lathatd. A 5.A abran lathato felvétel a vegyiilet beaddsa
elott tortént 9 perccel. Az elektromosan kivaltott dopamin tranziens nagysaga a mért oxidacios
aram csucsaval aranyos. A 5.B abran lathato felvétel a nomifensine beadasa utan 18 perccel késziilt.
A felvételen jol lathatd, hogy a farmakon hatasara jelentésen megndvekedett az elektromosan
kivaltott dopamin tranziens nagysaga. Az alabbi két nyers voltammogrammot Osszehasonlitva
majdnem kétszeres koncentraciondovekedést lathatunk. Nomifensine hatdsara nem csak iddleges
tranziens emelkedést tapasztalhattunk, hanem hosszi tavon fennmaradt a nagy extracelluldris

dopamin koncentracio.
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5. abra
A: A nomifensine beaddsa eldtt 9 perccel készitett felvétel
B: A 5.A é4bran lathato fiiggdleges vonal altal meghatarozott voltammetrids
gorbét abrazolja
C: A dopamin oxidacids potencialjanal (vizszintes vonal jeloli a 5.A 4bran)
mért oxidacios aram nagysagat abrazolja
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6. abra
A: A nomifensine beadédsa utan 18 perccel készitett felvétel
B: A 6.A abran lathato fiiggéleges vonal altal meghatarozott voltammetrias
gorbét abrazolja
C: A dopamin oxidacids potencialjanal (vizszintes vonal jeloli a 6.A abran)
mért oxidacios dram nagysagat abrazolja
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7. abra Az alabbi diagrammon az dramlési celladban végzett mérések soran
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kalibraciés eredményeket abrazoltuk (n=3 elektrod).
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8. abra Az alabbi diagramon tobb mérés atlagabol szamitott, a nomifensine

hatasara megemelkedett dopamin cstiicsokat abrazoltuk az id6 fiiggvényében

szazalékos értékekben megadva (szignifikans kiilonbség a kontrolltol:

*p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001).



Tobb kalibracios mérésbol (n=3) szarmazdé atlag koncentracio értékek a 7. abran lathatdak. In
Vivo méréseink soran az egyes elektrodokhoz tartozo kalibracios egyenesek alapjan kovetkeztettiink

a koncentracio értékekre az oxidacids dram erdssége alapjan.

A 8. abran lathato grafikonon négy kisérlet (n=4) eredményét 6sszegeztiik. Az egyes mérési
idépontokban detektalt oxidacios aramerdsség étékekbdl szamitott koncentracio értékeket az id6
fliggvényében abrazoltuk. A grafikonon jol latszodik, hogy a nomifensine tobb mint kétszeres
emelkedést idézett el6 az elektromosan kivaltott dopamin-tranziens értékekben (rANOVA: F(8,
24)=9,113; p<0.0001). A kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget a kilencedik perc utan
tapasztaltunk. A nomifensine igy kivaldéan alkalmazhat6 pozitiv kontrollként a NAcc-ben
felszabaul6 dopamin tranziensek validalasra. Tovabbi kisérleteink sordn validalas céljabol ezt a

farmakont alkalmaztuk.
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5.2. Tajékoz6doé mérések, tovabbi farmakonok

5.2.1. PHA hatasa

30
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9. abra Az alabbi diagrammon a nomifensine és a PHA hataséra 1étrejott

dopamin cstcsokat abrazoltuk az 1d6 fiiggvényében

A PHA tranziensekre gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a kontroll felvételek utan tortént a
vegylilet beadasa. A 9. abran lathaté grafikonon abrazolt eredmények egy kisérlet soran mért
Osszegzett adatokbdl szarmaztathatoak. A PHA-val kapcsolatos mérések utidn nomifensine
alkalmaztunk referenciaként. Az abran lathat6 szaggatott sdvok a kontroll mérések atlagabol és
szorasabol (SD) szamolt kiiszobértéket jelolik, ami folotti értékeket szignifikans ndvekedésnek
tekintettiink (szdmolasa: atlag + 3,3*SD). Ezen el§ kisérletben a PHA hatdsara nem detektaltunk

valtozast a tranziensek nagysagaban, de tovabbi mérések sziikségesek a vegyiilettel kapcsolatban.

A nomifensine segitségével a PHA-utan végeztiik a validalasi méréseket. A 9. abran jol
latsz6dik, hogy a vegyiilet hatasara jelentds tranziens emelkedést volt tapasztalhatd. A nomifensine

esetében is egy szaggatott vonallal jeloltiik a kiiszobértéket (szamolasa: atlag + 3,3*SD ). A
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nomifensine mint dopamin reuptake inhibitor hatasara nagy mértékben és gyorsan novekedett a
dopamin a csucs, mig PHA-543613 hatasara ezen el0 kisérletben nem tapasztalhattunk jelentésebb

emelkedést.

5.2.2. Sibutramine hatasa
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10. abra Az alabbi diagrammon a nomifensine €s a sibutramin hatdsara

1étrejott dopamin csuicsokat abrazoltuk az 1d6 fliggvényében

A sibutramine tranziensekre gyakorolt hatasanak vizsgalatakor, a PHA-s mérésekhez hasonléan a
kontroll felvételek utan tortént a vegyiilet beadasa. Egy kisérlet soran mért eredményeket a 10.
abran Osszegeztiik. Referenciaként a nomifensine-t alkalmaztuk. Az 10. abran lathat6 szaggatott
savok a kontroll mérések atlagabol és szorasabol (SD) szamolt kiiszobérteket jelolik, ami f6l6tti
értékeket szignifikans novekedésnek tekintettiink (szamolasa: atlag + 3,3*SD). Tajékoz6do
kisérletiinkben a sibutramine nem volt jelentds hatdssal a dopamin tranziensek nagysagara. A

vegylilettel kapcsolatban tovabbi méréseket terveziink.
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5.3. Hisztolégiai eredmények

A szdvettani vizsgalatok sordn igazolodott, hogy az elektrofiziologiai kisérleteket a célteriileten,

a nucleus accumbens és VTA teriiletén hajtottuk végre (11-12. abra)

Mg

11. abra Az alabbi dbran a munkaelektréd helye

lathaté (kék nyillal jeldlve), amit a nucelus

accumbens teriiletére pozicionaltunk [25.]

22



= -
e >
" ———

12. abra Az alabbi abran a stimulalo elektrod helye

lathat6 (kék nyillal jeldlve), amit a ventralis

tegmentalis area teriiletére pozicionaltunk [25.]
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6. Osszefoglalas

Munkénk soran sikeriilt egy olyan kisérleti elrendezést Gsszeallitanunk, mely segitségével in
vivo detektalhatdé a dopamin tranziensek valtozasa. Mérésink soran altatott allatban detektalni
tudtuk a dopamin tranziensek tiizelési aktivitasaban, igy a dopamin-szintben bekovetkezd

valtozéasokat a vizsgalt farmakonok hatasara.

A voltammetrias technika lehetdséget ad arra, hogy valds iddben tudjuk detektdlni a dopamin
csucsokban bekovetkezd valtozast. A mezolimbikus dopaminerg rendszer vizsgalata fontos
kiindulopont tobb ¢élettani funkcié megismerésében. Komoly, egyre tobb embert érint betegségnek

szamitanak az id6s korban megjelené demenciak, az Alzheimer-kor €s a Parkinson-kor.

Munkank sorén sikeriilt egy olyan kisérleti elrendezést Gsszeallitanunk, mely segitségével in
vivo detektalhaté a dopamin tranziensek valtozasa. Mérésink sordn altatott allatban detektalni
tudtuk a dopamin tranziensek tiizelési aktivitdsdban, igy a dopamin-szintben bekdvetkezd

valtozéasokat a vizsgalt farmakonok hatésara.

Eredményeink .alapjan a nomifensine nevii vegyiiletet késobbi kisérleteink soran is tudjuk majd
alkalmazni, mint pozitiv kontrollt, mivel igen jelentds, tobb mint kétszeres emelkedést idézett eld a
dopamin csucsok nagysagaban (6. abra). Ez annak koszonhetd, hogy a vegyiilet gatolja a dopamin
visszavételéért felelés dopamin kotranszportert miikddését, igy a molekuldk nem tudnak megfeleld
iddben és intenzitassal eliminalddni az extracellularis térbdl. A vegyiilet mezolimbikus dopaminerg
rendszerre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk az alkalmazott kisérleti 0sszeéllitasban. A nomifensine-t
kezdetben antidepresszasként alkalmaztak, de a kezelt személyek egy részénél sulyosabb
mellékhatasok 1éptek fel példaul: koncentraciézavarok, memoriazavarok, tehetetlenség, valamint
némely esetben ingeriiltség, agresszid és Ongyilkossagi kisérletek is eléfordultak [18., 48.]. A
pszichés tiineteken kiviil hasznalatat tobb esetben Osszefliggésbe hoztak nagy mértékll vordsvértest
pusztulassal, vérszegénység kialakuldsaval. 1986-ban biztonsagi okokbdl kivontdk a forgalombol

[28.]. A Parkinson-kort és a figyelemhianyos hiperaktivitas zavarat is probaltak vele kezelni [12.].

A PHA-543613 nevii vegyiilet nem emelte meg szignifikansan a dopamin koncentraciot. [10.
abra] A PHA-val kordbban a skizofrénia és az Alzheimer-kor bizonyos tiineteit probaltak kezelni,
mivel a7-es nikotinos acetilkolin receptor agonista [39.]. A vegyiilet kozvetett ton hatva a
dopaminerg neurotranszmissziora, nem emelte meg a tranziensek mennyiségét, nem volt hatassal a

mezolimbikus rendszeren keresztiil torténd neurotranszmissziora.
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A sibutramine nevili vegylilet sem volt meghatiroz6 hatdssal a dopamin tranziensekre
elokisérletiinkben [9. abra]. A kontroll felvételekhez képest nem tapasztaltunk szignifikans
novekedést a dopamin csticsok nagysdgaban. A sibutramine f0 ¢élettani hatasa a dopamin, a
szerotonin ¢s a noradrenalin visszavétel gatlasa, igy tobb kisérletben is tesztelték antidepresszans
hatasat. Relevans eredményt ezzel kapcsolatban még nem publikaltak [46.]. A vegyiiletet azonban
nagy sikerrel alkalmazzak kiilonb6z0 elhizds elleni kutatasokban. Az amfetaminhoz hasonlo
vegyiilet forgalomba hozéasat 2010-ben betiltottdk, mivel a vizsgalatok soran stlyos sziv- és

érrendszeri betegségekkel hoztak Osszefiiggésbe hasznalatat. [47.]

A voltammetrias technika kitinéen alkalmazhaté a dopamin felvétel és leadas kinetikajanak a
vizsgalatara. Munkdnk soran tobb vegyiiletet dopamin tranziensekre gyakorolt hatasat is
megvizsgaltuk, tovabbi terveink kozott szerepel az eddig vizsgalt farmakonok tovabbi tesztelése,
valamint egyéb, gyogyszerjelolt vegyiiletek dopamin szintre gyakorolt hatasanak a vizsgalata ezzel

a technikaval.
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7. Koszonetnyilvanitas:

Ezlton szeretnék kdszonetet mondani témavezetdmnek Dr. Hernadi Istvan, egyetemi docensnek,
hogy lehet6vé tette szamomra, hogy részt vegyek az altala vezetett kisérletekben. Kiilon koszonetet
mondanék Bali Zsolt, egyetemi tanarsegédnek, aki segitett elsajatitani a laboratoriumi munka
minden apro 1€pését, valamint igen sokat segitett az adatok kiértékelésében €s a voltammetrias

mérések soran felmeriild technikai problémak megoldasaban.
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