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1. Bevezetés
1.1. A neurokognitiv zavarok és gyogyszeres kezelésiik

A koznyelvben ¢és a korabbi szakirodalomban demencia néven nevezett, kiilonféle kognitiv
deficitekkel jaro betegségeket a Mentalis zavarok diagnosztikai €s statisztikai kézikonyvének
olyan szerzett pszichiatriai zavarokat gyljtottek 6ssze, melyek elsddleges jellemzdje, hogy a
gondolkodassal kapcsolatos képességeket érintik, €s a kognitiv deficitet neuralis tényezdok jol
mérhetd elvaltozasai okozzdk [1]. Az Un. major neurokognitiv zavarok kozé szamos,
etiologiailag valtozatos betegség tartozik, melyek koziil a leggyakoribbak €s legismertebbek az
Alzheimer-korhoz,  cerebrovaszkularis  betegségekhez, = Lewy-testes  betegséghez,
frontotemporalis lobaris degeneraciohoz illetve traumas agysériilésekhez kapcsolodo
neurokognitiv zavarok. Az Alzheimer-kor, a Lewy-testes betegség és a frontotemporalis lobaris
degeneracié primer neurodegenerativ betegségek, ahol az idegszovet koros elvéltozasai (pl.
amiolid-plakkok, synuclein alkotta Lewy-testek, tau alkotta neurofibrillaris kdtegek) valamint
az agyallomany sorvadasa, atrofidja kiséri a kognitiv és viselkedési tiinetek progresszidjat. Bar
a kognitiv zavar mogott allo patologiat teljes bizonyossaggal csak szovettani uton lehet
megallapitani, a tlinetek jellege, a betegség elérehaladésa, a kezelések hatékonyséaga és egyes
biomarkerek vagy képalkotd eljardsok alapjan valdsziniisiteni lehet egyik vagy masik
korfolyamatot, illetve ezek kombindciojat (pl. viszonylag gyakori az Alzheimer-kor és a Lewy-
testes betegség egylittes jelenléte). Mindezek a betegségek jelenleg nem gyodgyithatok és
progressziojuk csak korlatozottan lassithatd, ugyanakkor a tiinetek enyhitésére léteznek

torzskonyvezett gyogyszerek, melyek a kognitiv serkenték kozé tartoznak.

Az els6, kimondottan Alzheimer-korra torzskonyvezett gydgyszerek az acetilkolin-észteraz
gatlok (AChEI) voltak: a tacrine, a donepezil, a rivastigmine és a galantamine. Az acetilkolin
szintjét noveld gyogyszerek alkalmazéasa Alzheimer-korban jelentds mértékben az in. kolinerg
hipotézisen alapult, ami a tiinetek hatterében kiemelkedd szerepet tulajdonit a betegség korai
fazisdban megfigyelhetd neurondlis degenerdcionak az acetilkolint termelé magokban, mint
példaul a medidlis szeptalis magban [2-5]. Az AChEI vegyliletek enyhe és kozépsulyos

Alzheimer-koérban alkalmazhatok eredményesen.

Nem sokkal a galantamine torzskonyvezését kovetden, 2003-ban engedélyezte az USA
gyogyszeriigynoksége (Food and Drug Administration, FDA) a memantine-t, bar 1989 6ta

Németorszagban mar alkalmaztdk demencidban [6]. A memantine-t mar 1968-ban



kifejlesztették és szabadalmaztattdk, de hatdsmechanizmusa sokaig ismeretlen volt, és a mai
napig kérdéseket vet fel. Miutan felismerték kedvezd idegrendszeri hatasait, kezdetben
monoaminerg hatdsokat tulajdonitottak neki. Késébb fedezték fel a memantine jelentds
affinitasat az NMDA-tipustt glutamat-receptorhoz (NMDAR), ¢és megalkottak az azota
leginkébb elfogadott hipotézist arra, hogyan fejt ki neuroprotektiv és prokognitiv hatast
szemben mas nem-kompetitiv NMDAR antagonistakkal, melyek inkabb karosan befolyasoljak
a memoriafolyamatokat [7]. A memantine kiilonlegességét azzal magyardzzak, hogy
fesziiltségfliiggd moddon, alacsony-kodzepes affinitassal és gyors kotddési-levalasi kinetikaval
kotédik az NMDAR-hoz. Mindezek kovetkezményeként els6sorban az in. excitotoxicitasért
felelds, extraszinaptikusan elhelyezkedd NMDAR-ok ,,patologias” aktivaciojat blokkolja,
mikdzben a normalis szinaptikus glutamaterg neurotranszmissziot nem gatolja. Ezzel egyszerre
védi a neuronokat a talingerléstdl (és ebbdl fakadd magas Ca?*-szinttdl) és az extraszinaptikus
aktivaciobol fakadd ,,zaj” csokkentésével mintegy ,kiemeli” a szinaptikus glutamaterg
jelatvitelt [8,9]. Idovel azonban a memantine tovabbi célpontjait is azonositottak, melyekhez az
NMDAR-hoz hasonlé nagysagrendii affinitassal kotddik [10]: ilyenek egyes szerotonin- €s
dopamin-receptorok mellett kiilonféle nikotinos acetilkolin-receptorok (nAChR), koztik az
alfa7 altipus [11,12]. Jelenleg még nem kelléen ismert ezeknek a tovabbi célpontoknak a
memantine kognitiv serkentd hatdsaiban vald szerepe, melyek koziil az alfa7 nAChR-ra
forditottuk kutatasainknak fokuszat, tekintettel arra, hogy ezen receptor komolyan felmeriilt,

mint lehetséges 1j farmakologiai célpont a neurokognitiv zavarok kezelésében.

Régota ismert, hogy az alfa-bungarotoxin nevii kigydméreg-hatoanyag a nAChR-oknak csak
kotd fehérje tisztitasa és jellemzése [15,16], majd a 90-es évek kozepére jutott el a szakteriilet
arra a kovetkeztetésre, hogy az alfa-bungarotoxin szelektiven a homomer nAChR-okhoz
kotddik. Bar tobb olyan nAChR talalhatd a szervezetben, mely azonos alfa-alegységekbdl
tevddik Ossze, a tovabbi kutatasok ezek koziil a legjelentdsebbnek az alfa7 nAChR-ot talaltak,
melyet sikeriilt klonozni, és meghatdrozni a receptor génjét tartalmazd kromoszomalis 16kuszt
[17-24]. Az 5 alfa7 alegység alkotta homomer nAChR-r6l sz616 ismereteink ezutan rohamos
gyarapodasnak indultak. Megallapitottdk, hogy a receptor jelentds mennyiségben van jelen a
kognitiv mukodésekkel 0Osszefiiggésbe hozott legfébb agyi kozpontokban, mint pl. a
hippocampus-ban, a nucleus basalis Meynertiben, a neocortex szamos részén, valamint a
ventralis tegmentdlis aredban [25-27]. Kimutattdk az alfa7 nAChR-ok szerepét az ACh

tanulassal és memoridval Osszefliggésbe hozhatd hatdsaiban, igy példaul a neuronalis



plaszticitasban [28-31]. Egyes genetikai vizsgalatok az alfa7 nAChR génjét hordozo 16kuszt
illetve a receptor csOkkent expresszidjat a frontdlis lebenyben Osszefiiggésbe hoztak a
schizophrenia kialakuldsanak rizikdjaval [32—-35], ugyanakkor egyes tanulményok a kiilonféle
nAChR-ok megvaltozott abundancidjat mutattak ki 6regedés soran, valamint Alzheimer-korral
illetve Lewy-testes betegséggel 0sszefiiggésben [36—40]. Fontos felfedezés volt, hogy az alfa7
nAChR-oknak immunmodulécios szerepiik is van, igy nem csak a neurodegeneracioval, hanem
a neuroinflammaciéval 0sszefliggésben is vizsgalni kezdték a szerepét [41,42]. Mindezek a
felfedezések felvetették az alfa7 nAChR mint gyogyszerfejlesztési célpont lehetdségét szamos
neuropszichiatriai indikacioban. A 90-es évek végén és a 2000-es években szamos alfa7 nAChR
agonista ¢és allosztérikus modulator (PAM) vegyiiletet fejlesztettek ki, melyek tobbnyire jo
hatékonysaggal javitottadk a kognitiv teljesitményt a preklinikai allatkisérletekben [43]. Szdmos
alfa7 nAChR ligand jutott el a gyogyszerfejlesztés klinikai fazisaba schizophrenia illetve
demencia indikdciokban is, azonban ezek egyeldre nem jutottak el a torzskonyvezésig, miutan
a klinikai probak kiilonb6z6é szakaszaiban elbuktak elégtelen hatasossag vagy kiilonféle

mellékhatasok megjelenése miatt [44,45].
1.2. Kutatasi elézmények

PhD doktori kutatdsaim soran a kolinerg-glutamaterg interakciok szerepét vizsgaltam a
hippocampus elektrofizioldgiai mitkdésében és a kognitiv teljesitményben, kiilonds tekintettel
az alfa7 nAChR-okra. Magatartas-farmakolégiai kisérleteinkben kimutattuk, hogy egy alfa7
nAChR agonista (PHA-543613) prokognitiv hatdsossaga fiiggott attol, hogy milyen
farmakoldgiai amnézia-modellt alkalmaztunk a kognitiv deficit eléidézéséhez. Mig a
muszkarinos AChR antagonista scopolamine altal kivaltott tranziens amnézia-modellben
latvanyos dozisfiiggd hatds szerint javitotta a PHA-543613 a patkdnyok térbeli
nem volt ennyire egyértelmii az alfa7 nAChR agonista hatékonysaga [46]. Elektrofizioldgiai
kisérleteinkben az acetilkolin és az NMDA neurondlis tlizelési aktivitasra kifejtett lokalis
hatasai kozotti interakciokat vizsgaltuk, és kimutattuk, hogy az AChR-ok és az NMDAR-ok
egylittes kémiai stimulacidja szuperadditiv (szinergista) mdédon noveli a hippocampalis
piramissejtek tiizelési aktivitasat. Tovabba azt is kimutattuk, hogy az ACh és az NMDA kozotti
kolcsonhatés els@sorban az alfa7 nAChR-ok miikodésétdl fligg, azt ugyanis az alfa7 nAChR
antagonista methyllycaconitine (MLA) képes volt felfliggeszteni, mig a scopolamine nem
valtott ki blokkolé hatast a szinergista interakciéra [47]. Mindezek az eredmények

hangstlyoztak, hogy a hippocampus-ban megfigyelhetd kolinerg-glutamaterg interakcio erdsen



kotédik az alfa7 nAChR-ok funkcidjahoz, ami azt is felvetette, hogy a két neurotranszmitter-
rendszer egylittes farmakologiai célzdsa eredményes stratégia lehet a kognitiv serkentd

kezelések hatasossaganak novelésére.

2. Célkitiizések

A fent részletezett irodalmi ismeretek és sajat korabbi kisérleteink alapjan feltételeztiik, hogy
a kolinerg és a glutamaterg rendszer egyiittes célzdsaval jobb eredmények érhetdk el a
neurokognitiv zavarok gydgyszeres kezelésében: nagyobb hatdsossag érheté el, a
mellékhatasok kivédése érdekében csokkenthetd egy-egy farmakon dézisa a hatékonysag
fenntartasa mellett, illetve akar tovabbi mechanizmusok is indukdlhatéak, melyek a tiineti
javulas mellett betegségmodosité hatasuak is lehetnek. Az Onmagukban mutatott
hatékonysdguk ¢és a hatdsmechanizmusban potencidlisan szerepet jatszo farmakoldgiai
Osszefiiggések nyoméan a memantine ¢s a PHA-543613 kolcsonhatasainak vizsgélata mellett

dontottiink. Vizsgalatainkban az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1) Megtigyelhetd-e farmakologiai interakcido a memantine és az alfa7 nAChR agonista
PHA-543613 kozott a kognitiv teljesitményt vizsgald viselkedési tesztekben? A
farmakologiai interakciot eldszor egy egyszerli modellben, scopolamine altal kivaltott
amnéziaval szemben vizsgaltuk.

2) A megfigyelt interakcio etiologiailag relevansabb betegségmodellekben is jelentkezik-
e? Ennek érdekében beallitottuk a neurokognitiv zavarok ismételt enyhe traumads
agyseriilési (rmTBI) valamint 6regedési modelljét.

3) Az egyes monokezelések milyen dozistartomanyban enyhitik hatékonyan a kognitiv
zavarokat, és melyek az idedlis doziskombinaciok a kiilonféle modellekben?

4) Hogyan befolyédsolja a memantine és a PHA-543613 a hippocampalis piramissejtek
elektromos mitkodését a kognitiv serkentd hatas szempontjabol relevans dozisokban? A
memantine ¢és a PHA-543613 kozotti interakciok hogyan jelennek meg a neuronok
elektrofiziologiai funkcidja szintjén?

5) A vizsgalt farmakonok és a kombinalt kezelések hogyan befolyésoljak a kolinerg és a
glutamaterg neurotranszmissziot? Milyen hatdsmechanizmusra tudunk kovetkeztetni a

befolyasolt elektrofizioldgiai jelenségek alapjan?



3. Moédszerek
3.1. Kisérleti allatok

Kutatdsunkhoz felnétt Lister hooded vagy Wistar torzsli patkanyokat hasznaltunk. Az
allatokat  kontrollalt homérsékletli ¢és  paratartalmu  dllathdzakban tartottuk: a
magatartastesztekben felhasznaltakat a PTE Szentagothai Kutatokdzpont allathazaban, mig az
elektrofiziologiai projektben alkalmazottakat a PTE TTK Neurobioldgiai Tanszék allathazaban
helyeztiik el. A magatartas-farmakologiai kisérletekben hasznalt patkdnyokat napi szinten
etettiik kontrollalt mennyiségli standard ragcsalotappal annak érdekében, hogy a tesztekhez
sziikséges szintli motivaciot fenntartsuk, és elkeriiljik az obezitas kialakulasat. Az
elektrofiziologiai kisérletekben felhasznalt allatok ad libitum taplalasban részestiltek. [vovizhez
minden patkdny korlatlanul hozzaférhetett. Kisérleteink sordn a vonatkozé allatvédelmi
jogszabalyok és iranyelvek alapjan jartunk el (40/2013 (II. 14.) Kormanyrendelet, 2010/63/EU
EU direktiva). Kisérleteink végzéséhez a Munkahelyi Allatjoléti Bizottsig valamint az
Allatkisérletes Tudomanyos Etikai Tanacs javaslata alapjan a Kormanyhivatal altal kiallitott
engedélyekkel rendelkeztiink (BA02/2000-25/2015, BA02/2000-69/2017, BA02/2000-
80/2017, BA02/2000-30/2021).

3.2. Magatartas-farmakolégia
3.2.1. Spontan alternacios teszt T-labirintusban

A farmakologiai kezelések térbeli munkamemoridra kifejtett hatdsait a T-labirintusban
végzett spontan alternacios tesztben vizsgaltuk. A modszer részleteit vonatkoz6 kézleményeink
tartalmazzak [48]. Osszefoglalva, a teszt alapja, hogy egészséges patkdnyok egy labirintus
felfedezésekor un. alternacios viselkedést mutatnak, vagyis két lehetséges célkar koziil az
egymas utan kovetkezd probdkban mindig felvaltva latogatjak meg a bal illetve jobb oldali kart.
Amennyiben rovid (pl. 10 s) késleltetést alkalmazunk az egyes valasztasok kozott, akkor a
megfeleld alterndcios viselkedés feltétele, hogy a patkdny térbeli munkamemorigja jol
miikddjon. Egy-egy kisérleti {ilés soran egy patkany min. 9, max. 15 probat teljesitett max. 25
perc alatt. Az egymds utdni valasztasokbdl alternacids ratat szdmoltunk, ami az alternald
valasztasok ¢és az Osszes lehetséges alternacid héanyadosat jelentette. Megfeleld térbeli
munkamemoria funkcid esetén az alternaciods rata szignifikdnsan magasabb, mint 50% (véletlen

szint).



3.2.2. Morris-féle viziutveszto teszt

crer

a Morris-féle viziatveszté (MWM) tesztet alkalmaztuk. A modszer részletes leirdsa
megtalalhat6é korabbi publikacionkban [49]. Roviden, a MWM tesztet egy 180 cm atmérdji
kadban végeztiik, melyet kb. 50 cm magassagban feltoltottiink vizzel, majd egy kor alaka
platformot helyeztiink el a kad egyik kvadransanak kézepén Gigy, hogy par cm-rel a viz felszine
alatt helyezkedjen el. A vizet tejporral és kék ételfestékkel atlatszatlanna tettiik. A patkdnyok
feladata az volt, hogy tobb napon at, naponta tobbszor ismételt 2 perces Uszasok (tréning
probék) sordn megtanuljak megtalalni az elrejtett platformot. A tréning 4 napon at tartott, és
napi 4 proébabol tevodott 0ssze, az egyes probak sordn a teljesitményt a menekiilési id6 ("escape
latency’, a kadba valo behelyezéstdl a platform megtaldlasaig eltelt id6) illetve a platform
megtalaldsaig megtett Ut ("swimming path length’) alapjan allapitottuk meg. Az 5. napon a
platformot eltavolitottuk a kadbol, és egyetlen 2 perces probaban (’probe trial’) azt mértiik,
hogy mennyi id6t toltenek a patkanyok a korabban a platformot tartalmazé térrészben (’time

spent in the target quadrant’).

3.2.3. Uj targy felismerési teszt

crer

tesztelésére szolgalt. A moddszer részletesen bemutatasra keriilt korabbi publikacidinkban
[50,51]. A teszt alapja, hogy a patkanyoknak természetes hajlamuk van az exploraciora €s az j
ingerek preferdlasara az ismertekkel szemben. A tesztet egy szokdsos méretli négyzetalapu
arénaban végeztik (Gn. ’open field’), melyhez habituacids iilés(ek)ben eldzetesen
hozzaszoktattuk az allatokat. A NOR teszt két probabdl allt, az elsd proba soran két ugyanolyan
targyat helyeztiink be az arénaba, és 3 percet adtunk a patkanynak a targyak felfedezésére. Az
elsd probat tetszdleges hosszisagl varakozasi (retencids) id6 kdvette, ami jelen kisérleteinkben
3 ora vagy 24 o6ra volt. A masodik probaban a patkany az egyik, korabban megismert targy
mellett egy teljesen 1) targyat is felfedezhetett. A kisérleti {ilések soran mértiik, hogy melyik
targyat mennyi ideig exploralta a patkany. Egészséges memoriamiikodés esetén a patkanyok
szignifikansan tobbet vizsgaljak a 2. probdban az 1j targyat, mint a mar ismertet. Ezenkiviil az

crer

kiilonféle statisztikai probak végezhetdk el.



3.2.4. Betegségmodellek

A farmakologiai kezelések kognitiv teljesitményre vald hatékonysdgat a neurokognitiv
zavarok harom kiilonb6z0 modelljében vizsgaltuk: farmakoldgiai modellben, természetes
oregedési modellben és rmTBI modellben. A farmakoldgiai modellben a patkanyokat akut
szisztémas scopolamine kezelésnek vetettiik ald a tesztek elétt 10-15 perccel. A scopolamine
muszkarinos AChR antagonista, ami az allatokban tranziens amnéziat valtott ki a teszt idejére,
igy vizsgalhattuk a farmakonok (memantine, PHA-543613) képességét arra, hogy ezt az
amnéziat felfliggessze. A memantine ¢és a PHA-543613 oOregedéssel jard kognitiv
teljesitménycsokkenéssel szembeni hatasait nagyon idds, legalabb 28 honapos koru
patkanyokon teszteltik. A rmTBI modellt a PTE SzKK Neurotrauma Kutatocsoporttal
kollaboracidban hoztuk 1étre (részletes leirds: [50]). A patkanyokat altalanos anesztézia alatt
miitétnek vetettlik ala, melynek sordn a fejbdr felnyitasat kovetden a koponyan talalhatd két
tajékozodasi pont (bregma ill. lambda) k6zé egy fémkorongot ragasztottunk a csontra. Ezutan
a patkanyt a Marmorou-féle sulyejt6 apparatus plexi-csdve ald helyeztiik, amiben egy 450g-os,
huzalhoz rogzitett bronzhenger 16gott. A bronzhengert a koponyatrauma kivant stilyossaganak
megfeleld magassdgbol (enyhe trauma esetén 15 cm) a patkdny koponydjara rogzitett
fémkorongra ejtettiik. A korongot ezutan eltavolitottuk, a sebet zartuk, és a patkanyokat
ébredést kovetden visszavittiik az allathazba. Azokban a kisérletekben, amikor rmTBI-t

idéztiink eld, a fenti miitéti protokollt 5 egymast kdvetd napon at naponta egyszer ismételtiik.
3.2.5. Farmakoldgia, kisérleti elrendezés és statisztikai elemzés

A magatartastesztek el6tt a patkanyokat kiilonboz6 szisztémas farmakologiai kezeléseknek
vetettiik al4. A scopolamine altal kivaltott tranziens amnézia modell esetén a patkanyoknak 10-
15 perccel a teszt kezdése eldtt 0,1 mg/ttkg (MWM) vagy 0,5 mg/ttkg (T-labirintus)
scopolamine-t adtunk be intraperitonedlisan (i.p.). A memantine-t 0,001-1,0 mg/ttkg
dozistartoméanyban teszteltiik, a beaddsa szubkutén (s.c.) tortént 40-45 perccel a magatartasteszt
kezdete eldtt. A PHA-543613 vizsgalt dozistartomanya 0,1-3,0 mg/ttkg kozott volt a kiillonbozo
kisérletekben, beadasa a memantine-hoz hasonloan s.c. tortént 40-45 perccel a tesztek elott.

Mindezeket a farmakonokat fiziologias sdoldatban oldottuk fel, és 1 ml/ttkg-os volumenben

adtuk be az allatoknak.

A farmakolédgiai kezeléseket a legtobb esetben ismételt méréses (*within-subject’)
elrendezésben végeztik, az egyes kisérleti iilésekben a kiilonbozd kezeléseket randomizalt,

kiegyenlitett latin-négyzet alapjan osztottuk fel az egyes egyedek kozott. Tehat minden egyed



minden farmakologiai kezelésnek ald lett vetve, de az egyes kezelések sorrendje valtozo volt.
Ezekben a kisérletekben a statisztikai elemzéshez ismételt méréses altalanos lineéaris modellt
(GLM) vagy linearis kevert-hatds (mixed-effect) modellt alkalmaztunk. Kivételt képezett a
MWM teszt, amiben a kiilonb6z6 kezeléseket mas-mas allatcsoportok kaptak a teszt
ismételhetetlensége miatt, igy a statisztikai elemzést “between-subject’ faktorokat tartalmazo
GLM-mel végeztiikk. Az dregedési modellben a fiatal és id6s allatok teljesitményét valamint a
TBI modellben a kiilonféle miitéteken (almiitét, kiillonbozo sulyossagh és gyakorisagu traumak)
atesett allatcsoportok teljesitményét fliggetlen mintas t-teszttel ill. *between-subject’ GLM-mel
hasonlitottuk Ossze. A statisztikai probaknal szignifikansnak itéltiik azokat a hatdsokat illetve
kiilonbségeket, ahol p<0,05 wvolt, mig marginalisan szignifikdns (tendenciaszerti)

hatasnak/kiilonbségnek itéltiik, ha 0,05<p<0,1 volt.
3.3. In vivo elektrofiziolégia

Az elektrofizioldgiai kisérleteinkben alkalmazott médszerek részletes leirasat tartalmazzak

a vonatkozo publikacidink [52,53], alabbiakban ezek rovid dsszefoglaldsa olvashato.

Az in vivo elektrofiziologiai méréseket sztereotaxias miitétek elézték meg. Ennek soran az
altatott (chloral hydrate) patkdnyok fejét sztereotaxias keretben rogzitettiik. A patkdnyok fején
a bort felnyitottuk, a koponyafelszint szabadda tettiik, majd a hippocampus vizsgalni kivant
teriiletei felett a koponyaba Iéket furtunk Paxinos és Watson atlaszdnak koordinatai segitségével
[54]. A dura mater eltdvolitdsa utdn tobbcsatornas mikroelektrodokat vezettiink be a
hippocampus CAl teriiletének piramissejtes rétegébe mikromanipulatorok segitségével. A
mikroelektrodok kdzponti szénszalan keresztiil az agy lokalis elektromos aktivitasat vezettiik
el bioldgiai erdsitOberendezések segitségével. Az elektrofizioldgiai jelet megfeleld, az
extracellularis akcids potencidlra optimalizalt szlrést kovetden digitalizaltuk, és PC-n
regisztraltuk. A felvételeket offline analizaltuk megfeleld elektrofizioldgiai szofverekben,
melyek segitségével tiizelési aktivitasi hisztogramot nyertiink ki a hippocampalis piramissejtek
aktivitasarol, és megallapitottuk adott idéablakokban a neuronok tiizelési frekvenciajat (Hz).
Az elektrofiziologiai elvezetésekkel parhuzamosan meghatarozott 1dok6zonként a neuronok
kozvetlen kornyezetébe kiilonbozd farmakonok nagyon kicsi mennyiségét injektaltuk
mikroiontoforézis technikdval a mikroelektrédok kozponti csatorndjat koriilvevo

kapillarisokbol (lokalis beadas).

Két elektrofiziologiai projektiinkben mas-maés lokalis és/vagy szisztémds farmakoldgiai

kezeléseket alkalmaztunk. Mindkét projektben k6zds volt, hogy a felvételek soran 120 s-onként



5 s-ig tarté mikroiontoforetikus NMDA beadast alkalmaztunk, amivel a neuronok NMDA -ra
val6 vélaszait és azok valtozasait teszteltiik. A memantine €s alfa7 nAChR ligandok szisztémas
hatasat vizsgald kisérleteink soran tovabba kb. 10 percenként 60 s-ig lokdlisan ACh-t
injektaltunk, amivel a neuronok ACh-ra valo valaszait ¢és azok szisztémasan alkalmazott
farmakonok hatdsara torténd valtozasait vizsgaltuk. A szisztémas farmakoldgiai hatasokat
vizsgalo kisérletek soran memantine-t illetve alfa7 nAChR agonista PHA-543613-at vagy PAM
CPDX-et (Richter Gedeon Nyrt. tesztvegyiilete) adtunk be s.c. uton a patkanyoknak, majd
legalabb 1 oran at kovettiik a neuronok elektrofiziologiai miikodését. A szisztémasan beadott
farmakonok hatdsanak elemzésére linearis kevert-hatas modelleket alkalmaztunk. Vizsgaltuk a
farmakonok hatasara a beadastdl eltelt 60 perces iddablakban bekovetkezett tiizelési frekvencia
valtozast (a beadds el6tti kontrollhoz képest), valamint az egyes farmakonok hatasat
Osszehasonlitottuk a relevans vehikulum (memantine és PHA-543613 esetén fiziologias

sooldat, CPDX esetén 5% Tween 80-at tartalmaz6 PBS) hatdsaival.

Az alfa7 nAChR ligandok lokalis hatdsait vizsgald kisérletekben 10 percenként 60 s-ig
iontoforetizaltuk az alfa7 nAChR agonista PHA-543613-at, az antagonista MLA-t, vagy a PAM
NS-1738 1ill. PNU-120596-ot. Ezen beadasok atfedtek egy-egy NMDA beadassal, igy a
farmakonok NMDA vaélaszokra kifejtett interaktiv hatdsait is tudtuk vizsgalni. A farmakonok
lokalis hatdsanal vizsgaltuk, hogy milyen iranyban valtoztatjdk meg az elvezetett neuronok
tiizelési aktivitasat: tiizelési aktivitast noveld illetve csokkentd hatast allapitottunk meg, ha a
neuron aktivitasa £20%-al valtozott a farmakon lokalis alkalmazisanak hatisara. A tiizelési
frekvenciat noveld illetve csokkentd hatasok eloszlasat adott kezelésen beliil binomialis teszttel
analizaltuk, hogy megallapitsuk, hogy adott farmakon szignifikdnsan nagyobb gyakorisaggal

valtott-e ki tiizelési frekvenciat noveld vagy csokkentd hatast.

4. Eredmények és interpretaciojuk

4.1. A memantine és a PHA-543613 erositik egymas kognitiv serkenté hatasat a

farmakologiai amnézia modellben

Kutatasaink soran eldszor egy farmakologiai tranziens amnézia-modellben vizsgaltuk az
alfa7 nAChR agonista PHA-543613 ¢és a memantine kombindlt alkalmazisa sordn
megfigyelhetd hatasokat a kognitiv teljesitményre. Ezekben a kutatdsokban a T-labirintusban

végzett spontan alternacids tesztet és a Morris-féle viziutveszté (MWM) tesztet alkalmaztuk.



A T-labirintusban eldszor kimutattuk, hogy a memantine mar egészen alacsony, 0,1 mg/ttkg
amnézidval szemben. A tovabbiakban a PHA-543613 ¢és a memantine kiilonbozo
doéziskombinacidival kezeltiik a patkanyokat a spontan alternacios teszt eldtt (1. dbra). A két
vegylilet hatasaiban kétféle kolcsonhatast figyeltiink meg. Ha a memantine dézisa monokezelés
soran is hatékonyan visszaforditotta a farmakologiailag kivaltott amnéziat (0,03 mg/ttkg, 0,1
mg/ttkg), akkor a hatékony dozis kombinalt alkalmazasa PHA-543613-mal nem javitotta, sot,
rontotta a memantine kognitiv serkentd hatasat. Ha azonban olyan memantine és PHA-543613
dozisokat kombinaltunk egymassal, melyek a monokezelések soran nem voltak hatékonyak
(0,003 mg/ttkg memantine + 0,1 mg/ttkg PHA-543613 ill. 0,3 mg/ttkg memantine + 0,3 mg/ttkg
analizisek sordn megallapitottuk, hogy a kombinalt kezelések hatisa nem mulja feliil
szignifikdnsan a két monokezelés hatdsdnak Osszegét, ami arra utal, hogy additiv jellegli
interakci6 all fenn a két vegyiilet kozott. A spontan alternacios kisérletek eredményeit a

Frontiers in Pharmacology (Frontiers) cimu folyoiratban publikaltuk [48].
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1. dbra: Memantine és PHA-543613 kiilonbézé dozisainak hatdsai scopolamine altal kivaltott amnézidval szemben
monoterdpidak illetve kombinalt kezelések sordan. A grafikonok alatti jelolések az adott kezelésben beadott
farmakonokat és dozisokat mutatjak. A memantine (s.c.) és a PHA-543613 (s.c.) alkalmazott dozisait adott
kisérletben a roviditésiik (Mem, PHA) utan kévetkez6 szam mutatja mg/kg-ban. (4) Az elsé kisérletben (Experiment
1) a memantine szubeffektiv dozisat kombinaltuk a PHA-543613 szubeffektiv dozisaval (n=9 Long Evans patkadny);
(B,C) A masodik és harmadik kisérletben (Experiment 2, 3) a memantine effektiv dozisait kombindaltuk a PHA-
543613 szubeffektiv dozisaival (n=10 Long Evans ill. n=8 Wistar patkany); (D) A negyedik kisérletben
(Experiment 4) a PHA-543613 szubeffektiv dozisat kombinaltuk egy olyan memantine dozissal, ami magasabb volt
annak effektiv dozisanal (n=8 Wistar patkany). Az oszlopok feletti csillagok az adott kezelés és a scopolamine
onmagaban tortéend alkalmazasa kozétti post hoc dsszehasonlitas szignifikancia szintjét jelolik: *p<0,05. A
kettoskeresztek az alternacios teljesitmeny eltérését mutatjak a véletlen szinttol (0,5, szaggatott vonal): (#) p<0,1;
#p<0,05; ## p<0,01; #tt p<0,001. [48]

A spontan alternacios tesztben kimutatott farmakoldgiai interakciot igazoltuk a MWM
tesztben is (2. abra). A kisérlet els6 négy napja soran a patkdnyokat a medencében elhelyezett
rejtett platform kiilsd jelzdingerek segitségével torténd megtalalasara tréningeztiik. A tréning
napokon a kiilonb6zé kezeléseken atesett csoportok koézott nem taldltunk kiilonbséget. Az
otodik, Gn. proba napon azt tapasztaltuk, hogy a csak scopolamine-nal kezelt patkanyok
szignifikdnsan kevesebb 1d6t toltottek a platform keresésével a medence megfeleld
kvadransdban, mint a kontroll (vehikulummal kezelt) csoport allatai, a scopolamine altal

kivaltott hosszatavi memoria deficitet viszont a memantine-nal (0,1 mg/ttkg) és PHA-543613-



mal (0,3 mg/ttkg) végzett kombinalt kezelés visszaforditotta. A farmakoldgiai modellben

végzett MWM kisérleteket a Psychopharmacology (Springer) cimii folyoiratban publikaltuk

[49].
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2. dbra: A memantine és a PHA-543613 szubeffektiv dozisainak ko-adminisztracioja altal a térbeli tanuldsra és a
hosszutavi memoria elohivasara kifejtett hatasok. A menekiilési idot (escape latency, A) és az uszassal megtett utat
(swimming path length, B) a tréning napok (1-4. nap) folyaman dsszességében nem befolyasoltak az alkalmazott
kezelések. A proba napon (5. nap, C) a célkvadransban toltott iddre szignifikans hatdst mutattak a kezelések. Az
adatokat atlag + standard hiba formdaban mutatjuk. Az oszlopdiagramon a sziirke korongok az egyedi adatpontokat
jelolik. Csillagok jelolik adott kezelés szignifikans eltérését a scopolamine énmagdban torténd alkalmazasdihoz

képest: * p<0,05. [49]



4.2. A memantine-PHA-543613 kombinalt kezelés hatékonyan javitja az idés patkanyok

memoriateljesitményét is

Etiologiai szempontbodl a neurokognitiv zavarok egyik legrelevansabb allatmodellje az idds
patkany, amelyrél kordbbi kozleményiinkben is kimutattuk, hogy a természetes Oregedés
folyaman végbement idegrendszeri valtozasok kovetkeztében alacsonyabb teljesitményt mutat
kognitiv tesztekben a fiatal egyedekhez képest [55]. A PHA-543613 és a memantine
monokezeléses hatasait és a kombindlt terapia hatékonysagat ezért idos (>28 honap)
patkanyokban is megvizsgaltuk az 0 targy felismerési (NOR) teszt segitségével. Kisérleteink
igazoltak, hogy az id6sddéssel jaro teljesitménycsokkenés a kozéphosszu-tavu targyfelismerési
memoriaban is jelentkezik, ugyanis az idds allatok diszkriminacids indexe szignifikansan
alacsonyabb volt a fiatalokéndl, egyuttal az idés allatok nem tudtdk megkiilonboztetni a
korabban latott targyat az 0 targytol. Az idés patkdnyokon végzett farmakologiai vizsgalatok
mind a memantine, mind a PHA-543613 esetében kimutattak, hogy egyes dozisaik hatékonyan

javitjak a kognitiv teljesitményt.

A memantine ugyan nem novelte jelentdsen a diszkriminacios indexet, azonban 0,1 mg/ttkg
¢s 1,0 mg/ttkg dozis beadasa utan az idds patkanyok képesek voltak felismerni a kordbban
megismert targyat, és megkiilonbdztetni az 0j targytol. Ez az eredmény ujfent alatdmasztja azt
a feltételezést, hogy a memantine-nak legalabb két, egymadstdl elkiilonithetd eftektiv
dozistartomanya van, melyek feltehetéen mas-mas farmakolédgiai célponthoz vald kotddéssel

magyarazhatok.

A PHA-543613 0,3 mg/ttkg és 1,0 mg/ttkg dozisai allitottdk helyre a normalis
diszkriminacios viselkedést, melyek kozil a kisebb dozis szignifikansan ndvelte a
diszkriminacids indexet is a vehikulumos kontroll kezeléshez képest. Ezen eredmény
érdekessége, hogy a fiatal allatokban farmakoldgiai uton vagy ismételt enyhe traumas
agysériilésekkel kivaltott memoriadeficitet mas kisérleteinkben csak ezeknél magasabb PHA-
543613 dozisok voltak képesek visszaforditani. A kiilonbség hatterében az alfa7 nAChR-ok
megvaltozott expresszidjat feltételezhetjiik az i1dds allatokban, amit aldtdmasztanak azon
megfigyeléseink, miszerint a receptort kodoldé gén mRNS expresszidja magasabb az idds és

kognitiv zavart mutat6 allatokban, mint a fiatalokban.

A kombinalt kezelések soran (3. dbra) a memantine és a PHA-543613 szubeffektivnek
bizonyult doézisait alkalmaztuk (0,01 mg/ttkg memantine és 0,1 mg/ttkg PHA-543613).

Meglepd mdédon a memantine 0,01 mg/ttkg dozisa onmagaban alkalmazva is helyreéllitotta a



diszkriminacids viselkedést, vagyis a kezelés utan a patkanyok tobbet exploraltak az 0j targyat,
mint az ismertet. Ugyanakkor ez a kezelés még nem volt képes jelentdsen ndvelni a
diszkriminacios indexet. A PHA-543613 0,1 mg/ttkg-os dézisa a varakozasoknak megfeleléen
nem javitotta a diszkrimindcios indexet, €s nem allitotta helyre az idés patkanyok
diszkriminacids képességét az ismert €s az 1j targy kozott. Ugyanakkor a memantine-nal és
PHA-543613-mal végzett kombinalt kezelés mindkét elemzés szempontjabdl hatékonynak
bizonyult. A kombinalt kezelést kdvetden az idds patkanyok jelentdsen tobbet exploraltak az j
targyat, mint az ismertet, €s a diszkriminacios index szignifikansan magasabb volt, mint az idds
allatok vehikulumos kezelést kovetd alapvonali teljesitménye. Az idos allatokkal végzett
kutatasaink tehat megerdsitették, hogy a memantine és az alfa7 nAChR agonista PHA-543613
kozott interakcid figyelhetd meg, és kolesonosen képesek facilitalni egymas kognitiv serkentd
hatasat  id6és  allatokban is.  Eredményeinket az  International  Journal  of

Neuropsychopharmacology (Oxford University Press) cimii folydiratban publikéltuk [51].
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3. abra: A memantine és a PHA-543613 kombindcidjaval tértént kezelések hatasai az idds patkdanyok NOR tesztben
mutatott teljesitményére (n=12). (A) Azok az idés dallatok, melyeket memantine-nal vagy annak PHA-543613-mal

crer

e

p<0,05 (parositott T-teszt). A kettoskereszt a vehikulumos kezeléstol valo szignifikans eltérést jeloli: # p<0,05
(linearis mixed-effect modell + post hoc LSD). [51]

4.3. A memantine és a PHA-543613 kombinaicidoja enyhiti az ismételt enyhe traumas

agysériilés kovetkeztében kialakult memoriazavart

Klinikai és epidemioldgiai tapasztalatok valamint szadmos kutatas alapjan az ismételt traumas

agyseriilések jelentdsen novelik egyes neurodegenerativ betegségek, tobbek kozott az



Alzheimer-kor kialakuldsanak kockazatat. A traumdas agysériilések koziil kiilon figyelmet
érdemelnek az un. ismételt enyhe traumas agysériilések (rmTBI), melyek tobbnyire nem
igényelnek akut orvosi ellatast, kummulativ idegrendszeri hatasaik azonban hozzéjarulhatnak
neurodegenerativ folyamatokhoz. Tipikus el6fordulasa az rmTBI-eknek a gyakori litkdzésekkel
illetve fejet ért titésekkel jard sportok (6kolvivas, futball, amerikai futball). Az rmTBI-ek
preklinikai modellezése és vizsgalata ezért nagy jelentdséggel bir a prevencios €s terapids
modszerek kifejlesztésében. Kutatocsoportunkban eldszor is beallitottunk, validaltunk és
jellemeztiink egy rmTBI patkdnymodellt, amelynek soran a patkanyok sulyejtéssel kivaltott
enyhe mértékii koponyatraumat szenvedtek el altatas alatt. Kimutattuk, hogy a kisérleteinkben
alkalmazott {itési intenzitas egyszeri trauma esetén nem okozott hosszatavu elvaltozast a
patkanyok viselkedésében, azonban a traumat 5 egymast kovetd napon megismételve
perzisztens kognitiv zavart idézett el a patkanyokban. Erdekes médon ez a rmTBI altal
kivaltott kognitiv deficit nem jart egyiitt a sulyos TBI-ek tipikus hisztologiai markereinek (pl.
amiloid prekurzor protein) megjelenésével illetve szérumbdl mérhetd TBI-markerek szintjének

tartos emelkedésével [50].

A fenti rmTBI modellben is teszteltiikk a memantine és a PHA-543613 ¢s kombinacidik
hatékonysagat NOR teszt alkalmazasaval. A trauma utani 6-9. héten elvégzett tesztek soran két
kiilonb6z6 késleltetési idot is alkalmaztunk a NOR teszt elsé és masodik probaja kozott: 3 ora
illetve 24 6ra utan vizsgaltuk a diszkriminacids képességet. Erdekes modon az rmTBI-en atesett
patkanyok jelentésebb memoriadeficitet mutattak a 3 ords késleltetéssel futtatott NOR
tesztekben szemben a 24 Oras késleltetéssel: az rmTBI-on atesett patkanyok ugyan marginalisan
szignifikansan alacsonyabb diszkriminacios indexet mutattak mindkét tipust tesztben, mint az
almiitott patkdnyok, azonban csak a 3 6ras késleltetéssel végzett tesztekben nem voltak képesek
felismerni a kordbban exploralt targyat, mig 24 oras késleltetést kovetden szignifikans
a 24 Oras retencid sordn alvasi periodusok is el6fordulnak, melyek sordn a memoria

konszolid4cion megy at, ami eldsegiti a masodik probdban a hatékonyabb felidézést.

A vizsgalt farmakonok is eltérden hatottak a kiilonb6z6 retenciods 1d6t alkalmazo tesztekben.
A 3 orés késleltetéssel végzett NOR tesztekben a memantine és a PHA-543613 egyértelmiien
visszaforditotta az rmTBI-on atesett patkanyok diszkriminacios képességében bekdvetkezett
deficitet: a kontroll (vehikulum kezeléses) helyzetben az rmTBIl-on atesett patkdnyok
diszkriminacids indexe nem tért el szignifikdnsan 0-t6l, mig 1,0 mg/ttk memantine és 3,0

mg/ttkg PHA-543613 alkalmazasat kovetden a diszkriminacids index szignifikdnsan magasabb



crcr

kivéaltott deficitet mind a memantine, mind a PHA-543613 képes volt visszaforditani. Azonban
a 24 Ooras retencidval végzett memantine-kisérletekben a kontroll helyzetben is
megkiilonboztették az rmTBI-on atesett patkdnyok az ismert és az 1) targyat, és
teljesitményiikben tovabbi szignifikans javuldst nem tudott a memantine eldidézni, bar a
patkanyok az 1,0 mg/ttkg memantine kezelés utan is jol teljesitettek. A 24 oras késleltetéssel
végzett NOR tesztben mind a vehikulumos kezelést, mind a PHA-543613 3,0 mg/ttkg-os
dozisaval torténd kezelést kdvetden az rmTBI-on atesett patkdnyok diszkriminacios indexe
marginalisan szignifikdnsan volt magasabb a 0 értéknél, de a két kezelés utdn mért

diszkriminacids indexek kdzott nem volt szignifikéns kiilonbség.

A kombinalt kezelések vizsgalata soran azonban mindkét retencios id6 alkalmazasakor rossz
diszkriminécios teljesitményt mutattak az rmTBI-on atesett patkanyok farmakoldgiai kezelés
hidnyéban (4. abra). Meglep6 mddon a 3 6ras retenciot kovetéen ezuttal mind a PHA-543613
(0,3 mg/ttkg), mind a memantine (0,01 mg/ttkg) eldzetesen szubeffektivnek gondolt dézisa
javitotta a patkanyok diszkriminacios képességét. Ugyanakkor a két farmakon effektiv
dozisaival torténd kezelést kdvetden a patkdnyok rosszul teljesitettek, diszkriminacids indexiik
nem multa feliil szignifikansan sem a 0 értéket, sem a vehikulumos kezelés utan mért értékeket.
Ez a megfigyelés 0sszhangban van a spontan alternacios tesztben farmakologiailag kivaltott
amnézia-modellben kapott eredményeinkkel, miszerint a memantine és a PHA-543613 hatasai
kiolthatjadk egymast, amennyiben az effektiv dozisaikat kombinaljuk. Ugyanakkor a 24 o6rés
retencioval végzett NOR tesztben a fentivel megegyezd dozisokkal végzett kombinalt kezelés
nagymértékben javitotta az rmTBIl-on atesett patkdnyok diszkriminacidés indexét, ami
szignifikdnsan magasabb volt mind a 0 értéknél, mind pedig a vehikulumos kontroll kezelések
utan mért diszkriminacids indexeknél. Osszességében sikeriilt igazolni, hogy a memantine és a
PHA-543613 kombinacidja az rmTBI altal kivaltott hosszatava kognitiv zavarokat is képes
lehet visszaforditani, azonban az eredmények azt is alahuzzak, hogy a hatékonysagot jelentdsen
befolyasolja az egyes dozisok megfeleld megvalasztisa. Az rmTBI modellel végzett

kisérleteink jelenleg publikalasi fazisban vannak.



A 05 B 0.5 p:0.004
p=0.013

p=0.001
0.4 p<0.001 o4
.
= ¥ 03
5 03 % j=
= c
c S 02
i=] 2
2 02 p=0.041 2
=
z £ 01
g 01 a
a 2 00 1 l
00 J o1
0.1 0.2
VEH PHAD.3 Mem0.01  Mem+PHA VEH PHAO.3 Mem0.01  Mem+PHA

4. abra: A memantine és a PHA-543613 kombinaciojanak hatasa az rmTBI-on dtesett patkanyok teljesitményére
a NOR tesztben. (A) NOR teszt 3 oras retencios idovel. (B) NOR teszt 24 oras retencios idovel. Az oszlopok folotti
p-értékek a diszkriminacios index DI=0-tol valo szignifikans eltérését jelolik (egymintas T-teszt). (publikacio
elokeszités alatt)

4.4. A memantine, az alfa7 nAChR aktivalok és ezek kombinacioi befolyasoljak a

hippocampus neuronjainak érzékenységét ACh-ra és NMDA-ra

Annak érdekében, hogy bepillantast nyerjiink a memantine és az alfa7 nAChR agonista
PHA-543613 kozotti  viselkedési szinten tapasztalt interakcid hatterébe, in vivo
elektrofiziologiai kutatdsokat is végeztliink, melyekben a hippocampus CAl régiod
piramissejtjeinek tiizelési aktivitdsat vezettilk el extracellularis technikdval. A neuronok
spontan aktivitdsa mellett vizsgaltuk a lokalisan mikroiontoforetikus uton injektalt ACh-ra
illetve NMDA-ra adott elektrofiziologiai valaszokat is. A kb. 60 perces elvezetések soran a
memantine ill. a PHA-543613 kiilonbozd, szisztémdasan beadott dozisainak hatasait vizsgaltuk,
valamint egy kisérleti fazist alfa7 nAChR PAM vegyiiletet is teszteltiink (CPDX, Richter
Gedeon Nyrt.).

A memantine Onmagéaban torténd alkalmazdsa a neurondlis aktivitds szintjén is
alatdmasztotta, hogy a vegyiiletnek tobb kiillonb6z6 hatékony doézistartomanya lehet. A
memantine ugyanis egy igen alacsony (0,01 mg/ttkg) és a legmagasabb (3,0 mg/ttkg) d6zisban
is novelte a piramissejtek spontan tiizelési aktivitasat a beadastol eltelt id6 fiiggvényében. A 3,0
mg/ttkg-os memantine doézis ugyanakkor a neuronok NMDA-ra adott tiizelési valaszait
erdteljesen gatolta, de ezt a jelenséget az alacsonyabb ddzisok alkalmazasanal nem tapasztaltuk.
Ez arra utal, hogy a memantine feltételezett NMDAR antagonista hatdsa elsdsorban magas
dozisokban érvényesiil, mig az ennél alacsonyabb, mégis prokognitiv hatasu dézisok esetén

mas hatdasmechanizmus feltételezhetd. Meglepd eredmény tovabba, hogy a memantine



alacsony, 0,1 mg/ttkg-os ddzisa novelte a hippocampalis neuronok ACh-ra adott tiizelési
valaszait, tehat feltételezhetéen a memantine valamilyen uton keresztiil képes lehet facilitalni a

lokalisan felszabaduld ACh hatasait.

A PHA-543613 forditott U-alakii dozis-hatds gorbéhez hasonldéan befolydsolta a
hippocampalis piramissejtek spontan tiizelési aktivitasat: legnagyobb mértékben a kdzepes, 1,0
mg/ttkg-os dozis novelte a beadastol eltelt id6 fiiggvényében a tiizelési frekvenciat, mig mind
az alacsony (0,3 mg/ttkg), mind a magas (3,0 mg/ttkg) dozis kevésbé novelte a spontan
aktivitast, ami nem tért el szignifikdnsan a vehikulum beadéasaval kontroll helyzetben tapasztalt
enyhe aktivitas-novekedéstol. A PHA-543613 egyik ddzisa sem befolyasolta a neuronok
NMDA-ra adott véalaszait, ugyanakkor az ACh altal kivaltott valaszokat jelentdsen erdsitette, a

legnagyobb hatdsossagot ujfent az 1,0 mg/ttkg-os PHA-543613 do6zis mutatta.

Az alfa7 nAChR PAM aktivitassal rendelkez6 CPDX az agonistdhoz hasonldan
szignifikansan nodvelte a neuronok ACh-ra adott tiizelési valaszait, mikdzben a spontan
aktivitast jelentdsen nem befolyasolta. Ez megfelel az eldzetes varakozasoknak, hiszen a PAM-
ok onmagukban nem valtjak ki a célreceptor aktivitdsat, hanem az ortosztérikus agonistak
kotodését és funkceigjat facilitaljak. A CPDX ugyanakkor — a vehikulumos kontroll mérésekhez
képest — ndvelte a neuronok NMDA-ra adott tiizelési valaszait, amiben szintén kiilonbozik a

hatasa az agonista PHA-543613-tol.

Az elektrofiziologiai vizsgalatok soran a memantine és az alfa7 nAChR ligandok alacsony,
szubeffektiv és magas doézisainak a kombinécioit is teszteltiik (5. dbra). A szubeftektiv
dozisokkal végzett kisérletek eredményei Osszhangban vannak a magatartastesztekben
funkciondlis szinten tapasztalt farmakoldgiai interakcioval. A szubeffektiv memantine (0,01
mg/ttkg) és PHA-543613 (0,1 mg/ttkg) dozisok kombinicidja mind a spontan aktivitast, mind
az NMDA illetve ACh éltal kivaltott tlizelési valaszokat ndvelte. Habar a spontan aktivitasra
val6 hatés tekintetében sem a memantine, sem a PHA-543613 dézisa nem tekinthetd teljesen
hatastalannak 6nmagéban, a két vegytilet kombinacidja lathatéan nagyobb mértékben emelte a
spontan aktivitast, mint barmelyik vegyliilet 6nmagiban. A memantine és a PHA-543613
alacsony dozisainak kombindcidja ugyanakkor az ACh altal kivaltott tiizelési valaszokat is
rendkiviili mértékben felerdsitette. Tovabba az alacsony doézisu kombinacid a kontrollhoz
képest szignifikansan novelte a neuronok NMDA 4altal kivaltott tiizelési valaszait, amit
onmagaban alkalmazva egyik vegyiilet sem novelt. Masrészt magas dozisban kombinalva a
memantine-t és a PHA-543613-t sem a spontan aktivitasra, sem az ACh illetve NMDA 4ltal

kivaltott tiizelési valaszokra nem tapasztaltunk jelentds hatast. Habar a magas dozisu



kombinaci6 beadéasa utan a neuronok NMDA-ra adott atlagos valaszai csokkentek, ez a hatas
nem volt statisztikailag szignifikans. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a memantine és

a PHA-543613 hatdsai magas d6zisok kombinalasa esetén kioltjak egymast.

Hasonld jelenségeket tapasztaltunk a memantine és az alfa7 nAChR PAM CPDX
alkalmazasakor. Az alacsony dozisu kombinéacioban alkalmazva a memantine (0,01 mg/ttkg) és
a CPDX (0,3 mg/ttkg) novelte a neuronok spontan aktivitasat, bar ez a hatas nem volt annyira
latvanyos, mint a memantine és a PHA-543613 kombinacidja esetén. Az ACh altal kivaltott
tiizelési valaszokra azonban mar sokkal nagyobb — a memantine és a PHA-543613
kombinacidjaval Osszemérheté mértékii — facilitdldo hatassal volt az alacsony dozist
memantine-CPDX kombinalt kezelés. A memantine és a CPDX magas do6zisti kombinacidja
(3,0 mg/ttkg mindkét vegyiiletbdl) azonban sem a spontén tiizelési aktivitasra, sem az ACh ill.
NMDA altal kivaltott tiizelési valaszokra nem volt hatdssal, ami azt mutatja, hogy a két

farmakon hatasai kioltottak egymast.

Az elektrofiziologiai kisérletek eredményeit az ASN Neuro (Taylor & Francis) cimi

folydiratban kozoltiik [53].
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5. abra: (A,B) A hippocampus CAl piramissejtjeinek spontan tiizelési aktivitisa a vehikulumok ill. kiilonbozé
farmakonok kombindcidinak beadasa elétt (T0) és utan (T10-T60): MEMO0.01+PHA0.1;, MEM3.0+PHA3.0;
MEMO0.01+CPDX0.3; MEM3.0+CPDX3.0. (C,D) A hippocampus CAIl piramissejtek NMDA altal kivaltott
aktivitasa a vehikulumok ill, kiilonbézo farmakonok kombindcioinak beadasa elott (T0) és utan (T10-T60). (E,F)
A hippocampus CAIl piramissejtek ACh altal kivaltott aktivitasa a vehikulumok ill. kiilonbozé farmakonok
kombindcioinak beadasa elott (T0) és utan (T10-T60). A tiizelési aktivitast az aktualis tiizelési frekvencianak a
beadas elotti atlagos tiizelési frekvenciahoz normalizalt formajaban tiintettiik fel. A pontok és a hibasavok az
atlagot illetve a standard hibat jel6lik. A csillagok adott kezelési csoportban a T0 alapvonali tiizelési aktivitastol
szignifikansan eltérd adatpontokat jelolik: ** p<0,01; *** p<0,001 (Holm-korrigalt post hoc ésszehasonlitas). A
kettdskeresztek a kiilonbozd kezelések regresszios egyeneseinek meredeksége kozotti kiilonbségeket jelolik: #
p<0,05; ### p<0,001. [53]

4.5. Az alfa7 nAChR agonista részben hasonléo hatast gyakorol a neuronok tiizelési

aktivitasara, mint az antagonista

Elektrofiziologiai kutatdsokban specifikusan vizsgéaltuk, hogyan befolyasolja a lokalisan a

hippocampus piramissejtjeihez beadott alfa7 nAChR agonista, PAM ¢és antagonista a neuronok



spontan tiizelési aktivitasat és NMDA-ra adott valaszait. Ehhez extracellularis elvezetéseket
végeztiink, mikozben a vizsgélt vegyiileteket nagyon kis mennyiségben a sejtek kozvetlen
kornyezetébe injektaltuk mikroiontoforézis technikdval. Annak ellenére, hogy egy nAChR
agonistatol a neuronalis aktivitds serkentését varnank el, meglepetten tapasztaltuk, hogy az
esetek kozel fele-fele aranyaban okozott a PHA-543613 lokalis alkalmazésa spontan tiizelési
aktivitas csokkenést ¢s novekedést (6. abra). Tovabba a neuronok NMDA -ra adott valaszait is
kozel azonos aranyban novelte illetve csokkentette. A PAM NS-1738 az agonistatol eltérd
hatasokat valtott ki: az esetek tulnyomo tobbségében jelentds ndvekedést indukalt a spontan
tiizelési aktivitasban €s az NMDA-ra adott valaszokban is. Az antagonista MLA viszont a PHA-
543613-hoz nagyon hasonld aranyban valtott ki spontan tiizelési aktivitds novekedést és
csOkkenést. Ugyanakkor az MLA az NMDA-ra adott valaszokat az esetek tulnyomo
tobbségében jelentdsen csokkentette. Az eredmények alapjan az alfa7 nAChR-on keresztiili
neurotranszmisszids €s farmakoldgiai folyamatok lényegesen komplexebbek, mint egy
egyszerl serkentés ill. gatlas jellegli mechanizmus. Az agonista PHA-543613 és a PAM NS-
1738 hatdsmechanizmusaban 1évé Iényeges kiillonbség magyarazhatja az eltéré neuronalis
valaszokat: a nAChR agonisték jellemzdje, hogy kotddésiikkor egy pillanatnyi aktivalds utan a
receptor deszenzitizacidjat valtjak ki [56], ami a PAM vegyiiletek esetében nem jellemzo.
Masrészt az elektrofizioldgiai megfigyelések alahuzzak annak lehetdségét, hogy az alfa7
nAChR agonistak adott esetben 6sszességében hasonld hatést valthatnak ki a neuronokon, mint
az antagonista. Ezen eredmények fényében nem zarhatjuk ki, hogy az alfa7 nAChR
mitkddésének gatlasa (antagonizmuson vagy deszenzitizacion keresztiil) elényds a magatartasi
hatas szempontjabol [12,57], és a memantine mint antagonista prokognitiv hatasat a PHA-

543613 mint deszenzitizal6 dgens ilyen mechanizmusok utjan fokozhatja [52].
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6. abra: Adott farmakon lokdlis alkalmazasdanak hatdsara tiizelési frekvencia novekedést, csokkenést vagy
semleges valaszt mutaté neuronok szamanak eloszlasa. A kettéskeresztek az ellentétes hatasnal szignifikansan
nagyobb gyakorisaggal el6fordulo valaszokat jeldlik: ### p<0,001 (binomidlis teszt).[52]

5.  Osszefoglalas és kovetkeztetések

Magatartas-farmakologiai  kutatdsaink a neurokognitiv zavarok harom kiilonb6z6
allatmodelljében igazoltdk az alfa7 nAChR agonista PHA-543613 és a memantine kozotti
farmakologiai interakciot. Mind a farmakologiailag kivaltott amnézia, mind az 6regedésbdl
illetve rmTBI-ekbdl fakado kognitiv deficit visszaforditdsara hatékonynak bizonyultak a PHA-
543613 ¢és a memantine alacsony (szubeffektiv) dozisu kombinacidi. A viselkedés szintjén

jelentkezd elényds hatdsok hatterében 4ll6 mechanizmusokat in vivo elektrofiziologiai



modszerekkel is vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a memantine és a PHA-543613 vagy a PAM
CPDX alacsony dozisti kombinacidi novelik a hippocampalis piramissejtek spontan tiizelési
aktivitasat valamint ACh-ra illetve NMDA-ra adott tiizelési valaszainak intenzitasat.
Kisérleteinkben tovabba azt is kimutattuk, hogy a memantine-nak legaldbb két kiilonb6zo
hatékony dozistartomanya van, melyek koziil az alacsonyabb tartomdnyban elsOsorban a
spontan tiizelésre €s az ACh altal kivaltott valaszokra hatott a memantine, mig a magasabb
dozistartomanyban az NMDA altal kivaltott valaszok gatlasa volt megfigyelheté a spontan

aktivitas fokozodasa mellett.

Kutatasaink beleilleszkednek abba a nemzetkdzi trendbe, miszerint olyan komplex
neurologiai-pszichidtriai betegségekre, mint amilyen az Alzheimer-kor és egyéb neurokognitiv
zavarok vagy a schizophrenia, a szelektiv monoterdpiak helyett kombinalt vagy multi-target
kezeléseket fejlesszenek. A neurokognitiv zavarok kezelésére az FDA mar korabban elfogadott
egy donepezil és memantine megfeleld d6ziskombinaciodjat tartalmazo készitményt (Namzaric).
Azonban az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (EMA) nem torzskOnyvezte a gyogyszert arra
hivatkozva, hogy nem tdmasztjak ald tudoményos eredmények a két vegyiilet kombinacidjanak
a monoterapidkat felilmtld hatdsossagat [58]. Klinikai probdk metaanalizise valoban azt
mutatta, hogy a tisztan AChEI vegyiiletek és a memantine kombinalasa csak korlatozottan
javitja a hatdsossagot a monoterapidkhoz képest [59]. Felmeriilt azonban, hogy jobb
eredmények érhetdk el, ha a memantine-t egy olyan AChEI-ral kombinaljak, ami affinitast
mutat az alfa7 nAChR allosztérikus kotShelyéhez. Az alfa7 PAM aktivitassal is rendelkezd
galantamine preklinikai kisérletekben szinergista prokognitiv hatdst mutatott a memantine-nal
NOR tesztben [60]. A szinergizmussal kapcsolatban kimutattak annak alfa7 nAChR-oktol valo
fliggését, ugyanis alfa7 antagonista beadasdval a kombindlt kezelés prokognitiv hatdsa
felfliggeszthetd volt. Kimutattak tovabba, hogy a galantamine mellett tisztan alfa7 nAChR PAM
aktivitast mutato vegyiiletek (CCMI, PNU-120596) ko-adminisztracidja is ndveli a memantine
hatékonysagat. Kutatasaink aldtamasztottdk a memantine prokognitiv hatasait facilitalo alfa7
nAChR-fiiggd jelenségeket, ugyanakkor kimutattuk azt is, hogy a farmakologiai interakcio a

receptoron hat6 direkt ortosztérikus agonista alkalmazasa esetén is jelentkezik.

Eredményeink tovabba felhivjdk a figyelmet arra, hogy a memantine prokognitiv hatasai
legfeljebb részben tulajdonithatok az NMDAR-okhoz valé affinitdsdnak és az ezeken a
receptorokon kifejtett antagonizmusnak. A memantine az idegrendszeri receptorok széles
koréhez mutat affinitast, és a kognitiv teljesitmény javitasdban felteheten jelentds szerepet

jatszanak mas receptorokhoz, igy az alfa7 nAChR-hoz val6 kotddése, akar mar alacsonyabb



koncentracioban is [10]. Aracava és munkatarsai (2005) mar kordbban kimutattdk, hogy a
memantine nagyobb affinitassal kotddik az alfa7 nAChR-hoz, mint az NMDAR-hoz [11].
Elképzelhetd, hogy ez az erds alfa7 nAChR affinitas all a magatartas-kisérleteinkben tapasztalt
alacsony do6zisii memantine kezelések hatékonysdga mogott. Ezt a feltevést megerdsitették
elektrofiziologiai méréseink is, melyek azt mutattak, hogy az ACh altal kivaltott valaszokat mar
alacsony dozisban is facilitdlta a memantine, mig az NMDA-ra adott valaszok gatlasa csak igen
magas dozisban kovetkezett be. Feltételezéseink szerint a memantine és az alfa7 nAChR
ligandok kozotti eldony0ds interakcio egy kézenfekvd magyarazata az alfa7 nAChR-on, mint
kozos célponton kivaltott hatas. A tovabbiakban még alaposabb magyarazatot igényel az a
kérdés, hogy azonos receptoron hat6 agonista és antagonista vegyiiletek hogyan tudjak egymas
hatasat facilitalni. Elektrofiziologiai kisérleteink erre egy lehetséges magyarazatként az
agonistak deszenzitizald hatasat, és annak kovetkeztében kialakuld receptorialis inaktivaciot
vetik fel [12,56,57,61], miutdn kimutattuk, hogy az agonista PHA-543613 ¢és az antagonista
MLA kdotodése végeredményben hasonld hatast valthat ki a neuronalis tiizelési aktivitas (akcios
potencialok) szintjén hippocampalis piramissejteken [52]. Ezaltal kutatasaink az alfa7 nAChR-
ok specidlis mikodésével és — foként kognitiv folyamatokban betoltdtt — szerepével
kapcsolatban is értékes informdciokkal szolgdlhatnak. A jelen dolgozatban Osszefoglalt
eredmények ezaltal a neurokognitiv zavarok kezelésére szolgald gyogyszerjelolt vegyiiletek

fejlesztését is elosegithetik, kiillondsen a kombinacids vagy multi-target kezelések teriiletén.
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