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Roviditések jegyzéke

Ac —nucleus accumbens

aca - anterior commissure

AcS- nucl accumbens shell

Casp 3- kaszpaz 3

CPu - caudate putamen

EMCDDA -European Monitoring Centre for drugs and drug addiction
MDMA - metiléndioxi-metamfetamin

MDPV-3 4-metiléndioxi-pirovaleron

PB - foszfat-puffer

Sept - septum

VL - ventriculus lateralis



1. Bevezetés

1.1. A "designer drogok" fogalma és jelentdsége

A "designer drogok" vagy "party drogok" alatt a szintetikus pszichoaktiv szereknek egy
olyan csoportjat értjilk, melyek szerkezetileg ¢és farmakoldgiailag nagyon hasonlitanak
valamely kabitdszerként nyilvantartott vegyiilethez. Ezen szerek haszndlata, az internet adta
lehetdségeknek koszonhetden, rohamosan terjed, am elterjedtségiik ellenére viselkedési
hatasukrél, agyi €és molekularis tdmadaspontjukrdl ez idaig csak kevés kisérletes adat all
rendelkezésiinkre. A kabitdszerrel vald visszaélés és fiiggdség egy Osszetett betegség, széles
korben gy tekintenek rd, mint egy neuroldgiai zavarra, aminek a faktorai lehetnek genetikai
vagy kornyezeti tényezok (Xie, 2014).

A designer drogok népszerliségiiket a gyorsan kifejtett hatdsuknak ¢&s konnyt
hozzaférhetdségiiknek koszonhetik. Pont eme tényezok azok, melyek a fiatalabb korosztaly
korében is népszertivé teszik a designer drogokat. Sok fiatal annak ellenére hasznalja, hogy
tudna milyen hatdst fejt ki pontosan az adott szer. A tarsadalomban valo ilyen foku
elterjedtségének okdn egyre siirgetdbbek azok a vizsgélatok, melyek ezen szerek rovid és

hosszu tavl hatésait kutatjak.

1. 2. Szintetikus cathinonok

A designer drogok legelterjedtebb csoportja az un. "szintetikus katinonok" (/. dbra).
Ezen szerek a kelet-afrikai khat cserjében (Catha edulis) természetes mdodon el6forduld, az
amphetaminhoz hasonld pszichoaktiv hatdsi anyag kémiailag modositott vegyiiletei
(Gunderson, 2011). Az utdbbi évek legelterjedtebb szintetikus katinonja a metilén-dioxi-
pirovaleron (MDPV) volt, melyet a "fiird6sé" fedénéven forgalmazott anyagok legnagyobb
részében megtalalhatd (Spiller, 2011). Ez a szer széles korben hasznalt az Eurdpai Unidban
(EMCDDA, 2011 ¢és 2012), és Magyarorszagon is leirtak a szer altal okozott sulyos
mellékhatasokat, drog indukélta pszichézist (Fullajtar és Ferencz, 2012). Egy budapesti
felmérés szerint, amit a J6zan Babak Klub ,,Alternativ Terhesgondozas és Csaladgondozas”™
programjaban végeztek (2011-ben), a valaszadok szinte mindegyike hasznalt mar valaha
marihuanat, 59-en amfetamint, 35-en heroint, 19-en mefedront, mig 17-en MDPV-t. (forras:

Drogfékuszpont). Bar a hatdsmechanizmus nem tisztdzott, vannak arra utald allatkisérletek,
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hogy egerekben ¢€s a patkdnyokban noveli a dopamin szintet (Fuma, 2009; Nagai, 2007). Az
MDPV emberben kifejtett hatdsai az amefetamin-szeri pszichostimuldns anyagokéhoz
hasonlit. Annak ellenére, hogy milyen széles korben hasznalt, molekuldris mechanizmusairél

keveset tudunk.
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1. abra. Gyakran hasznalt szintetikus cathinonok kémiai
struktaraja és dopaminnal valé szerkezeti hasonldsaga
(MDMA-  metiléndioxi-metamfetamin; MDPV-3,4-

metiléndioxi-pirovaleron).



1. 3. Az agyi jutalmazasi rendszer €s az addikci6

Az agyi jutalmazasi rendszer alapja els6sorban a mezolimbikus dopaminerg palya,
amely a kozépagyi area ventralis tegmentalistol a nucleus accumbensig halad (2. dbra; attekintd
cikk: Tkemoto, 2007). Néhany addiktiv drog, mint az amphetamin és a kokain direkt hatast fejt
ki a mesoaccumbalis palyara, a dopaminerg neuronok nucleus accumbens-beli végzddésein,
mig mas drogok, mint pl. az opiatok, indirekt hatnak a mesolimbikus rendszerre (Gardner,
1997). A fuggdséget okozo drogok miikodésiik soran dopamin felszabadulést valtanak striatum
tertiletén 1évé nucl. accumbens shell €s core teriiletén (Joshua, 2000). Kimutattak, hogy a
pyrovaleron a neurotranszmitterek (pl: dopamin) kibocsajtasat serkenti, de azok visszavételét
gatolja (Meyer, 2010). Ezt tamasztja ald, hogy példaul a mefedron vagy metilon beadasat
kovetden megemelkedik a nucleus accumbens extracellularis terében a dopamin szint

(Baumann, 2012).

Migrostriatal pathway

~ Substantia nigra

Y

% i ¢ 1
] : | ) \ 4
Qlfactory tubercle —— a1 Wy . ; y ventral tegmenial area

Hypathalamus

Pituitary
Mesolimbic pathwvay \'
£ Main Dopamingrgic Pathways
Arcuatt fecleus T
L4 \ C O Tubereinfundibular
LS WU Migrostriatal

B PAesolimbic and Mesocortical

2. abra. Forras: Dopamine- mechanisms of action, Ann D.

Crocker (1994), az agyi jutalmazasi rendszer 6 palyai.

()]



1. 4. A designer drogok (kiemelten az MDPV) viselkedési hatasai - human vizsgalatok és

allatkisérletes modellek

A designer drogok, kifejezetten arra lettek tervezve, hogy az illegalis drogokhoz hasonld
hatast fejtsenek ki, de szerkezetiik eltérd legyen. A szerkezetbeli kisebb kiilonbségek
lehetoséget adnak a torvények altal kiszabott korlatok kikeriilésére. Viselkedésbeli hatdsaik
kozott szerepelhetnek depresszios, stimulald, hallucinogén hatdsok.

A szakdolgozatomban az MDPV hatasat vizsgaltam. Az MDPV egy sargasfehér por,
melyet belélegezhetnek, injektalhatnak vagy lenyelhetik kapszula formajaban. Az MDPV a
pirovaleron metilén-dioxi analogja (Meltzer, 2006; Tidjane Corera, 2001; Vaugeois, 1993),
amit még a kronikus faradsag ellen fejlesztettek ki, de tilzott hasznélata fiiggdséget valtott ki.
Stimuléasként viselkedik; az altala kivaltott akut tiinetek k6z¢ tartozik a pulzus szam emelkedése,
gyors szivverés, €berség, euforia. A tlinetek koriilbeliil 3-4 oran at tartanak, amit hipertenzio
(Borek, 2012) és mérsékelt éberség kovet. A vegyiilet 80%-ban valtozatlan formaban tavozik a
szervezetbdl, a fennmarad6 hanyad pedig izoenzimek segitségével metabolizalodik (Meyer,
2010). Nagy dozisu hasznalat kivalthat egyfajta panikrohamot jellemzd a dezorganizalt
viselkedést, agitaciot és keringés-osszeomlast okozhat, alvasmegvonds is felléphet, ami
pszichdzisos megbetegedésekhez vezethet.

Tobb kisérleti vizsgalatot végeztek a designer drogokkal kapcsolatban, amikben
laboratoriumi allatokkal dolgoztak. Kilenc hetes patkanyokon végzett vizsgalat azt az
eredményt hozta, hogy a drog altal kivaltott viselkedés nem aranyosan nd a bevitt mennyiséggel
(Huang, 2012). Egy korabbi tanulmanyban, melyben egereknek szajon at jutattdk be az MDPV-
t, mozgaskoordindcidés zavart figyeltek meg (Fuwa, 2007). Késébbi években sziiletett
tanulmany arrdl, hogy az MDPV noveli a patkdnyok (Huang, 2012) és az egerek (Gatch et al,
2013) lokomotoros aktivitasat. Az MDPV egerekben nagyobb mértékben valtott ki
kondicionalt helypreferenciat, mint az amfetamin, utalva a drog erds addiktiv természetére
(Karlsson et al, 2014). Mindezek az eredmények alatamasztjak a szer pszichoaktiv stimuldns
hatdsat. Bar az utobbi években egyre tobb tanulméany jelent meg a designer katinonok
hatasainak kisérletes vizsgalatarol, még mindig nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre ezen
drogok hatdsmechanizmusarél, a fejlodo agyra gyakorolt hatasukrdl pedig ismereteink szerint

a szakirodalomban még nincs adat, igy minden vizsgalat ezen a téren kiemelt jelentoséggel bir.



1.5. A pszichoaktiv szerek hatdsa a fejlodo idegrendszerre

A pszichoaktiv szerek erds hatdssal birnak az emberi szervezetre. Hasznaldik kozott
fertilis ndk 1is szerepelnek, akik terhességiik ideje alatt sem feltétlen hagynak fel a
drogfogyasztassal. Az egyik leggyakrabban hasznalt drog a kannabisz, elterjedtségével
ellentétben kevés adat all rendelkezésiinkre a fogyasztokrol, valosziniileg a jelentettekhez
képest nagyobb a hasznaldk szdma. Jelenlegi adatok szerint a kannabisz haszndlata, mind a
terhesség ideje alatt, mind pedig a szoptatds soran karosan hathat a gyermek novekedésére és
idegrendszerének fejlodésére (Jaques, 2014).

Egy masik tanulmanyban, melyben metamfetamint hasznalé anyakat vizsgaltak,
megallapitottdk, hogy lényegesen csokken a terhesség ideje a szert hasznaldk kozott. A
metamfetamin hasznalat melletti dohdnyzas az anya rész¢érdl tovabb sulyosbitotta a csecsemdk
méhen beliili novekedését. A drognak kitett csecsemOk 4 %-a igényelt orvosi beavatkozast az
elvonasi tiinetek miatt. Elozetes eredmények arra utalnak, hogy a metamfetamin hasznélataval
egylitt jar a novekedés korlatozddasa az idore sziiletett csecsemdknél (Thompson, 2009).

Ismertek olyan anyak, akik amfetamint haszndaltak terhességiik ideje alatt és a
gyermekilk megsziiletése utan. A kevés adat ellenére, tobb tanulmanyban is arra a
kovetkeztetésre jutottak a kutatdk, hogy a gyermek fejlodésében és késobbi viselkedésében
szerepet jatszik az anya amfetamin fogyasztasa (Oei, 2012).

Mindezek a kutatdsok raviladgitanak a drog okozta karok sulyossagara.
Szakdolgozatommal szeretném boviteni e témakor ismereteit €s ezzel hozzéjarulni a gyermekek

fejlodésében bekovetkezd karosodasok megeldzéséhez.



1.6. Az apoptozis szerepe az idegrendszer fejlodésében

Apoptozis vagy programozott sejthaldl a szervezeten belill lezajlo folyamat, mely
eredményeként a sejt elpusztul. Anélkiil nem lenne egyedfejlodés, a felndtt szervezetben pedig
felborulna a bels6 homeosztazis (Grossmann, 2002). A programozott sejthaldlnak szerepe van
a potencialisan veszélyes sejtek eltavolitasdban és a megfeleld sejtszam fenntartasaban. Az
apoptozis soran a kovetkezd hibak 1éphetnek fel: a sziikségesnél alacsonyabb szintli sejtelhalés,
melynek kovetkezménye példaul tumor képzddés, vagy ezzel ellentétes, mikor nagyobb
mértékll az apoptozis, ennek eredménye lehet disgenesia.

Apoptdzis folyamata:

1. sejtekbdl szdrmazd proapoptotikus jelek vagy belsé proapoptotikus jelek, DNS hibak

2. kaszpazok (specidlis protedzok) és ezaltal az apoptotikus gének aktivalasa

3. lehetséges eredmények: strukturdlis és funkciondlis fehérjék lebomlasa, kromatin

marginalizalédasa, DNS fragmentacid

Az apoptozis folyamatanak fOszerepléi a kaszpdzok. Proteolitikus enzimek, aktiv
centrumukban cisztein van, aszparagin sav mellett hasitjdk a célfehérjéiket. Szubsztratjaik az
aminosavakat felismer6 peptid kotézsebekbe illeszkednek (Thornberry, 1998). Alapallapotban
zimogén, vagyis aktiv forméhoz képest kis aktivitassal rendelkez6 formaban vannak jelen a
szervezetben (prokaszpazok) (Walken, 1994). Aktivalédasuk specifikus helyeken proteolitikus
hasitas révén megy végbe. A szigndlutban betoltott szerepiik alapjan megkiilonboztetiink a
szignalkaszkad elején 1évé inditd (iniciator; pl: kaszpaz 8,9) és a jelut végén résztvevo
végrehajtod (effektor) kaszpazokat, mint példaul a kaszpaz 3 (Strasser, 2000, Ferri, 2001). Az
iniciator kaszpazok hasitjak az effektor kaszpazokat és azok igy valnak aktiv enzimmé (3.
abra). Az effektor kaszpazok mar kifejezetten az apoptdzisra jellemz6 specifikus célmolekulak
hasitasaban vesznek részt. Pro-enzimként tulnyomodrészt a citoplazmaban taldlhaté meg
(Earnshaw, 1999).

Szamos pszichoaktiv szer esetében leirtak apoptotikus karosoddst az agyban, igy a
kannabisznal (Tomiyama és Funada, 2014), az alkoholnal (Saito et al, 2010) és a
metamfetaminnal is (Xu et al, 2005).

Kutatasunkban az MDPYV potencialis apoptotikus hatasat vizsgaltuk, melyhez a kaszpaz

3 (Casp 3) jelenlétének kimutatasat hasznaltunk, mint apoptdzist jelzd markert.



Kaszpaz 3 szerepe az apoptézisban
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2. Célkitiizések

Kutatasunkban az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A designer drogok csoportjaba tartoz6 MDPV-nek van-e hatdsa az agyban végbemend

apoptotikus folyamatokra az emberi terhesség 3. trimeszterével analog allatmodellen?
2. Ugyanez a hatas megfigyelhetd-e a mar kifejlodott, érett idegrendszeren?
Kérdéseink megvalaszolasahoz 7 napos, ill. felnétt egereket kezeltiink MDPV-vel, majd

kaszpaz 3 jelenlétének kimutatasdval detektaltuk az apoptozist szenvedd sejteket az agy

bizonyos teriiletein. A kapott eredményeket statisztikai probaval tdmasztottuk ala.
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3. Anyag és modszer

3.1. Kisérleti allatok és drogkezelés

Kutatasunkat az Egészségligyi Engedélyezési és Kozigazgatasi Hivatal Kabitdszeriigyi
Féosztalyanak engedélyével (27924/2011/KAB) végezziik.

A vizsgalathoz 6sszesen 40 db 7 napos BS7BL/6J egeret hasznaltunk fel. Az egereket
az anyaallattal tartottuk, almonként kiilon ketrecben. Sziiletés utan a 7. napon az egy almon
beliili allatokat két kezelési csoportra osztottuk. Az egerek egy része i.p. 10 mg/ttkg MDPV
(LGC Standards, Teddington, Middlesex, UK; Medinspect Kft-n, keresztiil (Fot)) kezelést
kapott (fizioldgias sdéoldatban oldva), mig a kontroll éllatokat csak fizioldgias sooldattal
kezeltiik. Az alkalmazott dézist irodalmi adatok alapjan (Fantegrossi és mtsai, 2013), valamint
sajat viselkedési megfigyeléseink alapjan valasztottuk ki (ez a dozis nyilvanvald viselkedési
valaszt valtott ki, de nem bizonyult még az allat szamara toxikusnak). A drog beinjektalasa utan
a kolyok egyedeket visszahelyeztiik az anyjuk mellé. Az allatokat nyugalomban hagytuk 20
oOran at.

A kifejlett idegrendszerre gyakorolt hatas vizsgdlatdhoz 9 db felndtt him egeret

hasznaltunk. A kisérlet tovabbi Iépéseiben ugyantigy jartunk el, mint a 7 napos egerek esetében.

3.2. Anti Casp 3 immunhisztokémia

A kezelés utan 20 dra elteltével az allatokat ketamin:xylazin 2:1 ardnyt keverékével
tortént mélyaltatas utan transzkardialisan perfundaltuk 4% paraformaldehidet tartalmazo 0,1M
foszfat-puffer (PB) oldattal, majd az agyakat eltavolitottuk. Két napig tartd 4%-os
paraformaldehiddel torténd utdfixdlds utdn az agyakat 25% szachardzt tartalmazd oldatba
helyeztiik, hogy megeldzziik a fagyasztasbol eredd szoveti karosodést, majd lestillyedés utan
fagyaszté mikrotom segitségével 70um vastag coronalis iranyd metszeteket készitettiink. Az
immunhisztokémiai reakcidhoz szabadon usz6 metszeteket hasznaltunk, melyeket el6szor 0,1
elosegitésére pepszin oldatot hasznaltunk (0,1 mg/ml pepszin, IN HCL-t tartalmazo6 0,1 M PB
oldatban) (37°C-on, 10 percen keresztiil), majd sorozatos PB-ben valdé atmosasok utan 30
percre 5 % normal kecskeszérumot tartalmazo oldatba helyeztiik, hogy az aspecifikus

reakcidkat minimalizaljuk. Primer ellenanyagként nyulban termeltetett anti-Casp 3
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ellenanyagot hasznalunk (Sigma-Aldrich, 1:1000, 1 % normal kecskeszérumot tartalmazo 0,1M
PB-ben), mellyel a metszeteket 48 6ran at, 4°C-on inkubaltuk. Szekunder antitestként Alexa
488-cal konjugdlt anti-nyal IgG-t (MolecularProbes, 1:250, 0,1 M PB-ben,
szobahdmérsékleten 3,5 o6ran at) hasznaltunk. A reakci6 utdn a metszeteket targylemezre huztuk
¢s PB:glicerin 1:1 aranyt keverékével fedtiik le.

Allatonként egy-egy parhuzamos metszetsorozaton Nissl-festést hajtottunk végre, és

ezek segitségével azonositottuk be a vizsgalni kivant agyteriileteket.

3.3. A jelolt sejtek vizualizélasa és az eredmények kvantifikdldsa

A jelolt sejtek vizualizdlasa Olympus BX 50 fluoreszcens mikroszkop segitségével
tortént. A vizsgalni kivant agyteriiletekrdl sorozatmetszeteken, 6sszesen 700um vastagsagban
felvételeket készitettiink, majd Image] program segitségével a vizsgalni kivant agyteriileten az
Osszes jelolt sejtet megszamoltuk, és a jelolt sejtek terliletegységre esd szamat megadtuk. A

mintavételi teriiletiink kiterjedését és a pontos mintavételi teriileteket a 4. dbra mutatja.
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4. abra. A sematikus dbra a sejtszamolas soran figyelembe vett agyteriileteket mutatja be.
Az adatokat egyedenként 5 db coronalis irdnyu metszetrél gytjtottiik, amelyek
rostrocaudalisan 0sszesen 700 um kiterjedési teriiletet reprezentaltak (az dbran formai
okok miatt csak 4 van abrazolva). Az 6sszes fluoreszcensen jelolt kaszpaz 3 pozitiv sejtet
megszamoltuk, amely a metszeteinken az adott agyteriiletre esett. Az egyes agyteriiletek
hatardt a parhuzamos Nissl-festett metszetek agyatlasszal vald Osszehasonlitasaval
nyertiik. Az altalunk vizsgalt agyteriiletek koziil az abran lathato a nucl. accumbens core
(AcC) és shell (AcS) régidja, a caudate-putamen (CPu), a piriform kéreg (Pir), a septum
(Sept), valamint az elsddleges motoros kéreg (M1), aca — commissura anterior, fmi —

forceps minor corporis callosi, VL — ventriculus lateralis.

A kezelt és a kontroll csoport kozti kiilonbséget ANOVA teszt segitségével vizsgaltuk, majd

Bonferroni-féle poszt hoc tesztet hasznaltunk.
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4. Eredmények

4. 1. Neonatalis (7 napos) egerek

Annak ellenére, hogy az MDPV injekcido utdn az egerek lokomotoros aktivitdsa
latvanyosan megnott és az anyaallat nehezen tudta dket az alom kontroll egereivel egy helyen
tartani, a kezelt allatok mindegyike tulélte a kezelés utani napot és a perfiizid napjan latszélag
semmiben sem kiilonboztek a tarsaiktol.

7 napos egerek esetében mind a kezelt, mind a kontroll allatokban szamos pallialis és
subpallialais agyteriileten talaltunk Casp 3-pozitiv sejteket (a vizsgéalatunk nem terjedt ki a
telencephalonon kiviili agyteriiletekre). A Casp 3 jelzés kirajzolta a neuronok nyulvanyait,

lehet6vé téve morfologiai alapon torténd pontos beazonositasukat (5. és 6. abra).

5. abra. Kaszpaz 3 immunpozitiv (Casp+), apoptdzist szenvedd neuronok 7 napos

egér agykérgében. Az 5.a dbran egy piramissejt, mig az 5.b abrdn tobb kérgi
multipolaris neuron lathatd. A fluoreszcens jelzés kirajzolja a neuron nytlvanyait;

a piramissejt apicalis dendritje a pialis felszinig kovethetd.
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Altalanossagban elmondhat6, hogy az észlelt Casp 3 immunreaktiv sejtek érett neuronalis
morfoldgiaval rendelkeztek.

Mig a kontroll egerekben a jelolt sejtek elszortan helyezkedtek el és nem mutattak
tertileti dusuldst, az MDPV-vel kezelt allatokban egyes agyteriileteken kifejezett dusulast
tapasztaltunk. A Casp 3 immunpozitiv neuronok szembetlind dusuldsat tapasztaltuk a
dbra), és mas limbikus kérgi teriileteken (pl. piriform kéreg), mig mas kérgi teriileteken (pl. a
motoros kéregben) ez a dusulds nem volt tapasztalhato. Erdekes modon a jelslt sejtek egy
jelentds része a neocortex II. rétegében “sorakozott fel” (6. és 7.a dbra). A Casp 3-immunreaktiv
sejtek kiemelked6en nagy szamban fordultak eld a jutalmazasos tanuldsban szerepet jatszo
caudate-putamen, ill. az addikcioban kulcsszerepet bet6ltd nucleus accumbens teriiletén (8.a.
abra), ahol a Casp 3-pozitiv sejtek olyan tomegben fordultak eld, hogy mintegy koriilrajzoltak
a mag terliletét, mig a kornyez0 teriileteken (septum) egyaltaldan nem, vagy csak elhanyagolhato

mennyiségben jelentek meg apoptdzist szenvedo sejtek (8.b. dbra).

<:I Nytlvany

6.4bra. Kaszpdz 3 immunpozitiv multipoldris neuron a piriform kéreg II. rétegében.

Jelolések: * : pia mater , I: str. moleculare, II: str. granulosum externum.
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7. abra. Kaszpidz 3 immunpozitiv neuronok 7 napos egerekbdl késziilt
agymetszeteken i.p. MDPV-vel (7.a) ill. fizioldgias soéoldattal (7.5) tortént
kezelés utan. Az apoptozist elszenvedo sejtek zold szinben fluoreszkalnak. A dr
oggal kezelt allatban megfigyelhetd a kaszpaz 3 pozitiv sejtek dasuldsa a
posterioparietalis kéreg (PPC, 2. nyil), a retrosplenialis area (RSA, 1. nyil) és a
hippocampus (Hp, 3. nyil) teriiletén. A fiziologids sooldattal kezelt egyedeknél
(7.b. abra) is tapasztalhatd apoptozis, de nem olyan kiemelkedd szamban, mint

a droggal kezelt egyedeknél. Lépték: 100 pm.
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8. abra. Kaszpaz 3 immunpozitiv neuronok 7 napos egerek nucl. accumbens-ében i.p.
MDPV-vel (8.a) ill. fiziologias sooldattal (8.b) tortént kezelés utan. Az MDPV-vel
kezelt agyban (8.a dbra) a kaszpaz 3 immunreaktiv sejtek szdma nagy mértékben
megnovekedett, a nucleus core (AcC) ¢és a shell (AcS) régidiban egyarant, mintegy
koriilrajzolva a mag teriiletét. A konroll egyedeknél (8.5 dbra) szembetiinden kevesebb
sejt szenvedett el apoptozist, az MDPV-vel kezelthez képest. Roviditések: aca -
commissura anterior, AcC - nucl. accumbens core, AcS nucl accumbens shell, CPu —

caudate-putamen, Sept - septum, VL — ventriculus lateralis.
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Az eredmények kvantifikalasa soran kapott eredményeinket a 9. dbra foglalja 6ssze. Az
Ac, a hippocampus CA1 régidja és a piriform kéreg teriiletén szignifikdnsan tobb apoptozist

szenvedo sejt volt, mint a kontroll csoportban (p < 0,01) (9.abra).

500 = %x%x
B vopv

400 Fiz.so

2

w
o
o

* * XK

200

Caspase3-pozitiv sejtek/mm

Ac  CPu Sept RSp Hp Hp Pir M1
CA1 DG

9.4bra. Kaszpaz 3 immunpozitiv sejtek teriiletegységre esé agyi eloszlasat
bemutato hisztogram. Teriiletegységekre leosztva, képfeldolgozd szoftvert
haszndlva megszamlaltuk a fluoreszkald sejteket (lasd Anyagok és
Modszerek). A kezelt és kontroll csoportok kozotti valtozok atlagértékének
kiilonbségét ANOVA teszttel vizsgaltuk, majd Bonferroni-féle poszt hoc
tesztet hasznaltunk. Az oszlopok az atlag értékeket mutatjak, a felettiik 1évo
csillagok pedig a szignifikancia-szintet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
N =7 (MDPV csoport) és N = 6 (kontroll csoport). A legszembetlinObb
kiilonbség a kontroll és a kezelt csoportoknal a nucl. accumbens (Ac)
teriiletén talalhaté. Roviditések: Ac - nucl. accumbens, CPu - caudate-
putamen, Hp — hippocampus, DG — gyrus dentatus, M1 — elsddleges motoros

kéreg, Pir - piriform kéreg, RSp - retrosplenialis area, Sept — septum.
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4. 2. Felnott egerek

Az MDPV-vel kezelt feln6tt allatok latvanyos viselkedési valaszt mutattak: a ketrecen
beliil szinte megallas nélkiil futottak korbe-korbe, mindig azonos iranyba, sztereotip
mozgasmintazatot mutatva. Ez a hatds az injekcid utan kb. 20 perccel alakult ki és tobb oran at
tartott, végiil az allat kimeriilten elaludt.

A nyilvanvaloan erds viselkedési valasz ellenére a felndtt egerekben nem taldltunk
jelentdés mennyiségli Casp 3-pozitiv sejtet, ezen sejtek csak szorvanyosan (metszetenként 1-2)
fordultak eld mind a kezelt, mind a kontroll csoport egyedei kozott, igy ezen eredmények

kvantifikaldsa nem volt lehetséges.

5. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokra jutottunk:
1. Az MDPV-nek hatdsa van a fejlodo idegrendszerre. A kezelést kovetden szamos agyteriileten
megnovekedett az apoptdzist szenvedd sejtek szdma. Ez a novekedés kiillondsen szembetlind

volt a jutalmazasi rendszerrel és az addikcidval kapcsolatos agyteriileteken.

2. Erett idegrendszeren ez a hatas nem volt megfigyelhetd.

20



6. Megbeszélés

Jelen szakdolgozat a designer drogok, azon beliil is az MDPV, hatasat vizsgalta a fejl6do
idegrendszeren.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az MDPV az éaltalunk alkalmazott
dézisban 7 napos egérre neurotoxikus hatast fejt ki, amelyre az apoptdzis mértékének
novekedése utalt. Ez a hatas nem volt megfigyelhet6, ha feln6tt allaton alkalmaztuk ugyanazt a
dozist. Az apoptdzis mértékében bekovetkezd valtozasok kifejezetten a limbikus pallidlis és
subpallidlis régiokra lokalizalodtak, melyeknek szerepiik van a motivéacioban és az addikcid
kialakulasaban. Egy lehetséges magyarazat a limbikus régiok szelektiv érintettségére a teriilet
“tulingerlése” (overexcitation) a droghatas kovetkeztében, mely dopaminerg vagy szerotonerg
mechanizmuson at valosulhat meg (Baumann el al, 2013b; Simmler et al, 2013). Ez esetben a
szelektiv hatds az adott agyteriilet aktivacidjanak kovetkezményeképpen johet 1étre. Egy masik
hipotézis lehet az eredményeink magyarazatara, hogy az altalunk megfigyelt apoptdzist
szenvedett neuronok egyéni tilérzékenység miatt (pl. megnovekedett stirliségben tartalmaznak
egyes receptorokat) degeneraciét szenvednek. Ez utdbbi esetben az apoptotikus hatds
kifejtéséhez funkcionalis aktivacid nem sziikséges. Izolalt csiga ganglion sejteken kimutattak,
hogy maga a katinon (melyet a khat cserjébdl ki lehet nyerni) a kokainnal egyetemben direkt
hatast gyakorol a kalcium csatorndkra, mig a dopaminerg aktivacid6 dnmagaban nem fejt ki
hasonl6 hatast (Vislobokov et al, 1993). Ez alapjan az MDPV direkt neurotoxikus hatasa sem
zarhato ki. Pszichoaktiv anyagok altal kivaltott kaszpdz 3 aktivacidval jaré apoptdzisban a
membranhoz kapcsolt receptorok szerepét a cannabinoid receptorok esetében nemrégiben
bizonyitottdk (Tomiyama €s Funada, 2014). Egyszeri nagyddzisti amfetamin injekcid egerek
striatumaban apoptdzist valtott ki, szelektiv neuron karosodasra utalva (Zhu et al, 2006).
Mindazonaltal, ezek az eredmények nem utalnak direkt Osszefiiggésre a metamfetamin
apoptdzist okozo hatdsa €s az ismert viselkedési hatasok kozott. Egy lehetséges mechanizmust
Poeggeler és munkatarsai irtak le patkdnyok striatumdban, d-amfetamin kezelést kovetden
(Poeggler et al, 2007), ahol megnovekedett NMDA receptor érzékenység okozta excitotoxikus
sejtkarosodast talaltak, melyet kinurénsav-szint hirtelen csokkenése kisért. Az & észleletiik
szerint a striatumban a kinurénsav lenne az 0Osszekotd molekula a dopamin receptor
kisagybol szédrmazd sejtkulturan végzett kutatdsok alapjan arra kovetkeztettek, hogy az

amfetamin sejtkarositd hatasaban az excitotoxicitds nem jatszik szerepet, bar a megfigyelt
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sejtpusztulas kaszpaz 3 aktivacidjan at ment végbe (Jiménez et al, 2004). A subventricularis
zO6nabol izolalt neuralis progenitor sejtekben a dopaminerg rendszerre hatd drogok, mint a
metamfetamin, apoptotikus és nekrotikus sejtpusztuldshoz vezettek (Bento et al, 2011).

Mas megkozelités szerint, a megnovekedett apoptdzis oka a neurogenezis mértékének
droghatasra kivaltott novekedésére adott valasz, melynek célja az ijonnan keletkezett neuronok
eltavolitasa (Tulloch et al, 2011).

Mig a korabban emlitett vizsgalatokat (Zhu et al, 2006; Tulloch et al, 2011) felndtt
egereken végezték, mi nem taldltunk felndtt allatokon MDPV éltal indukalt apoptotikus hatast
az altalunk alkalmazott doézisban. Vizsgéalatunkban az egerek életkora az agy fejlodése
szempontjabol a human terhesség harmadik trimeszterének feleltethetd meg. Ezt a kisérleti
modellrendszert mar szdmos vizsgdlatban hasznaltdk a pszichoaktiv szerek neurotoxikus
hatdsanak vizsgalatara (Dzietko et al, 2010; Saito et al, 2010; Susick et al, 2014). Mivel az
MDPV apoptozist okozo hatasa a fejlodo agyra korlatozodott, valoszinlibb, hogy aktivacio-
fuggetlen neurotoxikus hatasrol lehet sz6. Bar kisérletiinkben a fejlodo agyteriiletek kifejezetten
érzékenynek bizonyultak a droghatasra, az altalunk megfigyelt, apoptozist szenvedé neuronok
érett morfoldgiaval rendelkeztek. Piramissejtek, kérgi nem piramidalis neuronok és a caudate-
putamen jellegzetes kozepes méreti, tliskés neuronjai (medium spiny neuron) morfologiajuk
alapjan egyarant azonosithatoak voltak az apoptdzist elszenvedo sejtek k6zott. Ezzel szemben
nem talaltunk projekcios neuronok és lokalis interneuronok szelektiv érintettségére utalo jelet.

Az MDPV hatasa feltehetdleg a dopamin transzporter és a norepinefrin transzporter
gatlasan keresztiil valdsul meg, mig a szerotonin visszavételre nincs befolyassal (Baumann et
al, 2013b). Mas pszichoaktiv katinonokkal (mint pl. a mefedron) szemben az MDPV nem
szubsztratja egy transzporternek sem; pszichoaktiv hatasat valoszintileg dopaminerg aktivacion
keresztiil valtja ki. Erre utalnak a kiilonféle viselkedés-vizsgalatokban kapott eredmények is.
Az MDPV dozisfiiggden addikcidt valt ki, amennyiben a kisérleti allatok a drogot folyamatosan
adagoljdk maguknak (Watterson et al, 2012). Megnoveli a motoros aktivitast, sztereotip
viselkedéseket valt ki, gyorsitja a szivverést, emeli a vérnyomast és a testhomérsékletet
(Baumann et al., 2013a; Fantegrossi et al., 2013; Marusich et al., 2012). Szamos agyteriilet,
melyekben a jelen kisérletben apoptozist elszenvedd sejteket talaltunk, szerepet jatszik ezekben
a viselkedési valaszokban.

Az eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a szintetikus katinonok a fejlodé agy
szamos teriiletén karosodast okozhatnak. Tovabbi terveinkben szerepel az altalunk megfigyelt
apoptdzist szenvedd sejtek neurokémiai karakterizécioja, a neurotoxikus hatdsra érzékeny
iddintervallum pontos meghatarozdsa, valamint a d6zis-hatas gorbe felallitasa.
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A szintetikus katinonok elterjedtsége tovabbra is jelentds. Fontos tehat, hogy a
tudomanyos vilag minél gyorsabban reagéaljon. Tobb kutatast végezzen ebben a témaban és az
MDPV szervezetben lezajlé molekularis mechanizmusat még részletesebben megismerje.
Szakdolgozatomban szerepld adatok és eredmények lehetdséget nyujtanak, hogy ezt a célt el

tudjuk érni és alapot szolgaltassunk a késobbi kutatasoknak.
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Osszefoglalé

Az altalunk vizsgalt MDPV (methylenedioxy-pyrovalerone) a katinonok csalddjaba
tartozo Un. ,,partidrog”; a fiatalok korében széles korben haszndlt, olcso, az illegalis piacon
konnyen hozzaférhetd pszichoaktiv szer. Kiterjedt haszndlata ellenére hatdsmechanizmusarol
ez idaig csak kevés adat all rendelkezésre; a fejlodd agyra gyakorolt esetleges negativ hatdsai
pedig egyaltalan nem ismertek. Kutatdsunkban egy olyan egér modellrendszert alkalmaztunk,
amely az agy fejlettségi allapotanak szempontjabol a human terhesség harmadik trimeszterének
megfeleltethetd. Vizsgaltuk, hogy a fejlddés ezen fazisaban mely agyteriileteken figyelheté meg
MDPV kezelést kovetden esetleges apoptotikus hatds. A sziiletést kovetd hetedik napon
C57BL/6J egereket intraperitonealisan 10mg/ttkg MDPV-vel kezeltiink, mig a kontroll allatok
csak fizioldgids sooldatot kaptak. A kezelés utan 24-40 ora elteltével az allatokat
transzkardialisan perfundaltuk és az apoptdzist szenvedd sejtek kimutatdsdra az agyakon
szovettani feldolgozast kovetden anti-kaszpaz 3 immunhisztokémiai reakciot hajtottunk végre.
A kaszpaz-immunreaktiv sejteket fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk; a jel6lt neuronokat
tartalmazd agyteriileteket Nissl technikaval festett parhuzamos metszetek segitségével
azonositottuk, majd megadtuk a teriiletegységre vonatkoztatott pozitiv sejtek szamat.
Kiemelkedden sok kaszpaz-immunreaktiv sejtet észleltiink a piriform és szenzomotoros kérgi
tertileteken, a gyrus cinguliban €s a caudate-putamen-ben. A kisérlet folyaméan megallapithattuk,
hogy az agy ezen fejlettségében a nucleus accumbens teriilete kiillondsen érzékeny az MDPV
hatasara; a kaszpaz-immunreaktiv sejtek mintegy kirajzoltdk a nucleus accumbens teriiletét.
Ezzel szemben, vizsgéalatunkat felnott egereken megismételve nem tapasztaltunk apoptotikus
hatast. Kisérletiink alapjan megallapithatd, hogy az MDPV a fejlodé agyban kifejezett

apoptdzist okoz, és ez a hatés kifejlett idegrendszeren mar nem figyelheté meg.
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Summary

The designer drug of cathinone family, methylenedioxy-pyrovalerone (MDPV), has
been on the market for some time as one cheap and frequently used psychoactive drug of abuse.
However, its mechanism of action, particularly its potential detrimental effect on the developing
brain, is largely unknown, despite the fact that pregnant females may occur among the users.
The objective of our study was to identify the brain areas sensitive for the possible apoptotic
effect of the widely abused MDPV on the developing brain. To this end, we used a mouse model
which can be compared with the developing human fetus of third trimester, considering the
developmental stage of the brain. Litters of 7-day-old C57BL/6J mice were treated either with
1.p. injection of 10 mg/kg b.wt. MDPV or vehicle (saline), and sacrificed after various time
periods (20-48 h). The dose was chosen according to our behavioral observations on adult mice.
The brains were then processed for anti-caspase 3 (Casp) immunohistochemistry and the
apoptotic cells were identified and counted in different brain regions. We found prominent
increase in the number of apoptotic cells in several areas of the brain: piriform and sensorimotor
cortices, cingulate gyrus and in the caudate-putamen. The neurons of the nucleus accumbens
appeared to be especially sensitive for MDPV at that stage of the development: the Casp-
immunoreactive cells outlined the core and shell regions of the accumbens. However, when we
repeated the experiment with adult mice, we did not observe the same effect on the brain; the

MDPYV did not seem to cause apoptotic changes on the mature nervous system.
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gordiilékenyebbé tette a kozos munkankat.

A tanulméany a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet-és Fejlddéstani Intézetében késziilt.
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) ) HuVetA - SZIA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

A\

Elérhet6ség (e-mail CIM):.........ccooiiiiiiiiiiiiii ettt eaee e e

Az atadott fAJloK SZAMA: ... ... ... e

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem kizarolagos
jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szdmara, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil,
a megOrzés ¢s a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és mdasolasvédett PDF formara
konvertélja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA és a SZIA adminisztratorai
szamara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On 4ltal atadott dokumentumbol kizardlag
biztonsagi, visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy a atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozdan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzoi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzoi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzd neve a miivon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetové
valjanak a vilaghalon,

a Szent Istvan Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudoméanyi Konyvtarban taldlhaté, dedikalt elérést biztositd
szamitogépre korlatozza a feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatadnak feltoltéséhez jarul
hozzé (korlatlan hozzaféréssel),

* Jelen nyilatkozat az 5/2011. szamu, A Szent Istvan Egyetemen folytatott tudomdnyos
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publikacios tevékenységgel kapcsolatos adatbazis kialakitdasarol és alkalmazasarol
cimi rektori utasitdshoz kapcsolodik, illetve annak alapjan késziilt.

Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA/SZIA tizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
irdnyaban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely
felhasznal6 a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd mdédon
visszaélne.

Budapest, 201...év ................ hé ......... nap

alairas
szerzO/a szerzOi jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a Szent
Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtar, Levéltdr és Mizeum dltal miikédtetett
szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdany és -torténet
dokumentumait, tudasvagyondt elektronikus formdaban osszegyiijtse, rendszerezze, megorizze,
kereshetoveé és hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a hatdalyos jogi szabalyozasok figyelembe
vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhaszndlasaval biztositia a konnyii, (internetes
keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira torténd hivatkozasok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folyoiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvos-tudomanyi Kar és az egyiittmitkéds partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai allatorvos-tudomdny
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- a nyilt hozzaférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvin Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomanyos dolgozatok
tara.
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lgazolom, hogy a “A ,.designer drog™ metiléndioxi-pirovaleron (MDPV) hatdsa a fejlodo
idegrendszerre a terhesség harmadik trimeszterével analog egérmodellen™ ¢. szakdolgozatban
leirt kutatds Lepesi Nikolett munkdja, melynek birdlatra valé benyujtasahoz. valamint

nyilvanos védésre bocsajtasahoz ezaton hozzajarulok.
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Dr. Adam ){gola
tudomanyos munkatars
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