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BEVEZETES

A figyelemi és memoria funkcidknak meghatdrozé szerepiik van a kornyezetbdl érkezo
ingerek optimalis feldolgozasaban. A figyelmi funkciok az adott idoben torténd események
feldolgozasaban, valamint a még meg nem tortént események eldre jelzésében egyarant kiemelt
jelentéséggel birnak. A figyelem biztositja a bizonyos iddskélan beliil varhatdo eseményekre
torténd szenzoros ¢és motoros felkésziilést. Az expektancia (vagy idobeli orientacio) a figyelem
azon allapota, ami nem feltétleniil akaratlagosan vagy tudatosan, felkésziti az idegrendszert
arra, hogy egy esemény mikor ¢s milyen valdszintiséggel kovetkezhet be (Nobre és van Ede
2018). A kornyezet ingereire adott megfeleld valaszokat a munkamemoria optimalis miikodése
biztositja. A munkamemoria (working memory, WM) esetében az informacidé gyors
hozzaférhetosége lehetové teszi az emléknyomok azonnali felhasznéaldsat a viselkedés

tervezésében és kivitelezésében (Cowan 2008; Miller és mtsai. 1960).

A kolinerg rendszernek ¢és az acetilkolin (ACh) neurotranszmitternek alapvetd szerepet
tulajdonitanak a figyelmi (Lawrence és Sahakian 1995) és a memoria (Drachman 1974)
funkciok kialakitasaban egyarant. Neurokognitiv zavarok (pl.: Alzheimer kor) esetén a kolinerg
rendszert érint6 deficitek negativan befolyasoljak a figyelmi és memoria funkciokat (Blokland
1995; Everitt és Robbins 1997; White és Ruske 2002). Az Alzheimer kor tiineteinek enyhitésére
a széles korben elterjedt acetilkolin észteraz enzim blokkold donepezilt alkalmazzak (Hampel

és mtsai. 2018).

A jelenleg haszndlatban 1évé hatdanyagok hatdsainak pontosabb megismeréséhez és az
uj  gyogyszerjelolt  vegyiiletek  hatékonysaganak  teszteléséhez  elengedhetetlen
magatartasfarmakologiai allatkisérletes vizsgalatok elvégzése. FOemlOsokon a figyelmi
funkcidkat a pszichomotoros vigilancia teszttel (PVT), a munkamemoriat pedig a késletetett
minta-felismerési teszttel (DMTS) vizsgalhatjuk. A muszkarinos acetilkolin receptor
antagonista szkopolamin alkalmazasa lehetdséget biztosit a neurokognitiv zavarok idészakos
farmakologiai modellezésére. Irodalmi adatok alapjan a szkopolamin alkalmazasaval az
Alzheimer kor tlineteihez hasonld hatasokat valthatunk ki, vagyis a szkopolamin iddszakosan
rontja a figyelmi funkciokat (Klinkenberg és Blokland 2010) és a munkamemoriat (Taffe és
mtsai. 1999). Ez lehetOséget biztosit, hogy allatkisérletes koriilmények kozott a kognitiv
teljesitmény javitasat célzd hatdanyagokat a szkopolamin teljesitményront6 hatasaval szemben

vizsgaljunk. Az ilyen vizsgédlatok eredményei nem csupdn a neurokognitiv tiinetek



allatkisérletes modellezésében birnak jelentdséggel, hanem hozzéjarulhatnak a kolinerg
rendszerhez kdthetd figyelmi és memoria folyamatok sejtszinti mechanizmusainak pontosabb

megértéséhez is.

CELKITUZESEK

Munkank célja a figyelem és a munkamemoria alapjelenségeinek vizsgalata volt preklinikai

transzlacios magatartasfarmakologiai kdrnyezetben rhesus majmok bevonasaval.
A vizsgélatokat az alabbi konkrét célkitlizések mentén végeztiik:

I. Az expektancia és a varakozasi id0 reakcididére gyakorolt hatdsainak meghatarozasa,
foemlés modellen, egyszeri fenntartott figyelmi feladatban (modositott PVT). A
kolinerg rendszer szerepének vizsgalata az elvart stimulushoz kotott expektancidban,
kisérletes figyelmi szituacioban.

1. A szkopolamin altal kivaltott antikolinerg hatdsok és az expektancia interakcidjanak
vizsgalata: képes-e a szkopolamin kezelés lassitani a reakcididét és megvaltoztatni a
reakcioidd eloszlasat a vérakozasi id6 gyorsitd hatasanak (az expektancidnak) a
felfiiggesztésevel?

2. Az acetilkolin észterdz enzim inhibitor donepezil expektanciara gyakorolt hatasanak
vizsgalata: a donepezil képes—e visszaallitani a szkopolamin kezelés altal lerontott
expektancia hatast?

Il. A Kkolinerg rendszer munkamemoriaban betoltott szerepének vizsgalata. A késleltetési
1d6 hatasainak meghatdrozasa a munkamemoria idébeli megtartasara, fdemldésokben,
késleltetett minta—felismerési (DMTS) feladatban.

1. Az antikolinerg hatasok és a munkamemoria interakcidjanak vizsgalata, szkopolamin—
amneézia modellen: a szkopolamin—kezelés hatdsara milyen késleltetési tartoméanyban
csokken a memoria—teljesitmény?

2. Az ACh enzim inhibitor donepezil hatasanak vizsgalata a szkopolamin altal karositott
munkamemoriara: a donepezil kezelés alkalmas—e a szkopolamin kezelés késleltetés—

fliggd, memoria—teljesitmény csokkentd hatdsainak ellenstilyozasara?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez fiatal feln6tt him rhesus makakokat (Macaca mulatta) hasznaltunk a
PVT esetében n=5, a DMTS vizsgalat esetében pedig n=6 kezdeti elemszdmmal. Minden
kisérlet a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga és a Nemzeti
Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tan4csa éltal jovahagyott
protokoll, valamint a Kormanyhivatal altal kiallitott kisérletes etikai engedélyben foglaltaknak
megfelelen tortént (BA02/2000-11/2012).

Magatartasi paradigmak

A figyelmi funkciok mérésére jol alkalmazhatd, reakci6idé (reaction time, RT) alapt
teszteket hasznalnak, amiknek alapja egy inger megjelenésére torténd minél gyorsabb reagalas.
A figyelmi funkciok vizsgélatara sajat fejlesztésli, modositott PVT feladatot allitottunk dssze,
amellyel a kolinerg farmakolédgiai kezelések iddbeli orientacidra gyakorolt hatasat kivantuk
vizsgalni. Az allatoknak kisérleti iilésenként 405 probat kellett elvégezni. Minden kisérleti
proba egy rovid hangjelzés lejatszasaval kezdddott, ami jelezte az allatok szamara, hogy meg
kell fogni egy gombot és fel kell késziilni a valaszadasra. Amennyiben az allat nem érintette
meg a gombot a hang lejatszasat kovetd 2 masodpercen beliil, akkor az adott proba nem indult
el és egy probakozi sziinet kovetkezett. Ha az allat megérintette a gombot, akkor 0,3 méasodperc
elteltével egy figyelmeztetd inger jelent meg a képernyd kozepén. A figyelmeztetd ingerl,1-9,9
masodperc kozotti idétartomanyban volt lathato. Ha az id6 letelt a figyelmeztetd inger helyét a
célinger vette at amire az allatnak a gomb elengedésével kellett reagalni (reakcioidd). Ha az

allatok a gomb elengedésével teljesitették a probat édes izl folyadékot kaptak jutalmul.

A kolinerg farmakologiai kezelések munkamemoriara gyakorolt hatasat, DMTS feladat
felhasznalasaval vizsgaltuk. Minden kisérleti {ilés Osszesen 120 probat tartalmazott. Minden
proba elején egy révid hang jelezte az allatoknak a proba indulasat. Minden proba egy bemutatod
¢s egy felismerési fazisbol allt. A bemutatd fazisban egy stimulus jelent meg az érint6képernyd
kdzepén, amit az allatoknak 5 méasodpercen beliil meg kellett érinteni. Ha az allat nem érintette
meg a bemutato fazisban prezentalt stimulust, a proba sikertelennek bizonyult és jutalmazas
nélkiil véget ért. Ha az allat megérintette a képernydn 1évé stimulust, akkor a bemutatott

stimulus eltlint a képerny0rdl és egy késleltetési szakasz kovetkezett. A késleltetési szakaszban

3



a képernyén nem jelent meg stimulus (iires képernyd). A kisérleti iilések alkalmaval harom
eltéré hosszusagu késleltetési kategoriat alkalmaztunk: rovid késleltetés (1,0-1,9 masodperc),
kozepes késleltetés (15—-33 masodperc), és hosszu késleltetés (4076 masodperc). A késleltetési
1d6 leteltével a felismerési fazisban négy stimulus jelent meg a képernyd négy sarkaban. A négy
megjelend stimulus koziil egy megegyezett a bemutatod fazisban prezentalt stimulussal (cél—
stimulus), mig harom att6l eltérd (zavar6 stimulus) volt. Az allatnak a bemutat6 fazisban latott
cél stimulust kellett kivalasztani és megérinteni. Ha az allat jol vélasztott azonnal jutalomban

részestlt.

Kisérleti protokoll és kezelések

Kisérleteinket placebo kontrollalt, kiegyenlitett elrendezésii és ismételt kezeléses
kisérleti protokoll szerint végeztilk. A kezeléseket intramuszkularis injekcio formajaban
alkalmaztuk a kisérleti iilést megel6zden. A kolinerg deficitek iddszakos eldidézéséhez
muszkarinos ACh receptor antagonista szkopolamint hasznaltunk. A figyelmi ¢&s
memoriafunkciok  szkopolamin kezelés kovetkeztében csokkent teljesitményének

ellensulyozéasara ACh észterdz enzim blokkold donepezilt alkalmaztunk.

Statisztikai elemzés

A PVT feladat eredményeinek értékelésénél a varakozasi idé hatasanak vizsgalatahoz
linedris vegyes modellt és a reakcioidd eloszlas shift fiiggvény analizisét alkalmaztuk.

Elemeztiik az allatok teljesitményét, a korai és a kései valaszok szamat és a reakcioidot.

A DMTS feladat esetében a helyes valaszok aranyat, vagyis a teljesitményt, valamint a
célstimulus megjelenése €s a valasz kozott eltelt atlagos reakcididdt elemeztiik ismételt méréses

varianciaanalizissel (rANOVA).



EREDMENYEK

Kolinerg agensek figyelemre gyakorolt hatasainak vizsgalata PVT feladatban

Kimutattuk, hogy a PVT feladatban a kontroll kezelés esetében a hosszll varakozasi id6
szignifikdnsan gyorsitotta a reakcioidot (tzs7= 3,31, p=0,0022), azonban nem volt szignifikans

hatasa a teljesitményre (Fs24=1,59, p=0,18, np>=0,35).

A kezelések hatdsanak elemzése marginalisan szignifikans kezelés fohatast mutatott a
teljesitményre (F39=3,28, p=0,073, np?>=0,52). Legjelentdsebb hatisa a szkopolamin kezelésnek
volt, ami a kontrollhoz képest szignifikansan csokkentette a teljesitményt (p=0,017; 1. abra A).
Az alkalmazott 100 pg/kg—os dozisti donepezil kezelés szignifikdnsan ellensulyozta a
szkopolamin 4ltal kivaltott teljesitmény csokkenést (p=0,037). Az eredmények alapjan az
alkalmazott farmakologiai kezelések egyértelmiien modulaljak a reakcioid6 fiiggését a
varakozasi id6 hosszatol (kezelésxvarakozasi id6: Fz266=3,29; p=0,036), tehat a szkopolamin
kezelés megsziintette a varakozasi id0 hatdsat a reakcioidore, amit a donepezil kezelés nem

tudott ellenstlyozni (1. abra B).

A shift fliggvény analizis alapjan a szkopolamin kezelés hatasara az egész reakcioido
eloszlas tekintetében lassult a reakcioidd a kontrollhoz képest, a donepezil kezelés pedig
szignifikansan javitotta a szkopolamin miatt lelassult reakcioidét. Tovabba a kontroll
kezelésben a hosszabb varakozési 1id6 gyorsabb reakcididét eredményezett, kiilondsen a
gyorsabb decilisek esetében. A szkopolamin kezelés az egész eloszlasban megsziintette a
reakcididd fliggését a varakozasi 1dotol. Az alkalmazott donepezil dézisok nem voltak
hatékonyak a szkopolamin éltal megsziintetett expektancia hatas visszaallitasaban, tehat nem

allitottak vissza a reakci6idd varakozasi idotdl valo fliggését.
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abra: (A) A szkopolamin rontja, a donepezil pedig részben helyreallitja az atlagos
teljesitményt. Az atlatszatlan, fekete kerettel ellatott oszlopok jeldlik a csoport atlagot
(performance rate, PR), a hibasav az atlaghoz tartozé sztenderd hibat (s.e.m) mutatja.
(B) A szkopolamin rontja a donepezil pedig részben helyreallitja az atlagos reakcioidot,
azonban a szkopolamin altal megsziintetett expektanciat a donepezil nem képes
helyreallitani. Bal oldalon a reakcididdk eloszldsa lathatdé mind a négy kezelési
kombinacioban. A kdzépen lathatd adatjelolé mutatja a medidnok csoportatlagat, a
hibasavok pedig a masodik €s a kilencedik decilis kozotti tartomanyt fedik le (szintén
csoportatlagok). A reakci6idd adatok eloszlasat (minden allat minden kezelési iilésének
reakcioiddit egylittesen), simitott hisztogrammal (balra), az egyedi reakcididd adatokat
pedig dot—plottal (jobbra) szemléltetjiik. A jobb oldali grafikon az egy—egy masodperc
hosszlisagli varakozasi 1d6 intervallumokhoz tartoz6 reakcididd adatok atlagat és
hibasavjat mutatja be, a masodik, 6todik és kilencedik decilisek alapjan. A véarakozasi
1d6 és a reakcidid6 kozotti linedris kapcsolatot a pontozott vonalak szemléltetik, amit a
linearis vegyes modellel hataroztunk meg. A linedris modell marginalis atlagai és a

medianok kozotti tdvolsag ardnyos a reakcioidd adatok eloszlasanak ferdeségével.



Kolinerg agensek munkamemoriara gyakorolt hatasainak vizsgalata késleltetett minta—

felismerési feladatban

Kimutattuk, hogy a DMTS feladat esetében, kontroll kériilmények kozott az allatok
teljesitménye a késleltetési id6 hosszanak ndvekedésével parhuzamosan folyamatosan romlik.
A kontroll kezelés esetében a késleltetési id6 hatasanak rANOVA analizise szignifikans

féhatast mutatott a teljesitményre (F2,10=16,842; p<0,001; 1,°=0,77).

A szkopolamin kezelés hatisara a teljesitmény szignifikansan csokkent a kontroll
kezeléshez képest (F15=18,133; p=0,008; m?>=0.78). Az eredmények a késleltetési id6
novekedésével parhuzamosan szignifikans teljesitmény csokkenést igazoltak (F2,10=25,079;
p<0,001; np2=0,83), valamint szignifikans interakcidt mutattak a késleltetési id6 és a kezelés
kozott (F2,10=5,213; p=0,028; np>=0,51). A kdzepes késleltetési iddben a szkopolamin hatésara
teljesitmény lecsokkent a hosszli késleltetési idében tapasztalhaté szintre (ROVID vs.
KOZEPES p<0,001), ahonnan tovabbi csdkkenést nem mutatott (KOZEPES vs. HOSSZU
p=0,438). A szkopolaminnal szemben alkalmazott donepezil kezelés hatasara szignifikans
interakcio igazolodott a kezelés és a késleltetési id6 kozott (Fa20=2,985; p=0,044; 1,>=0,37; 2.
abra A). A donepezil kezelés esetében a kontroll kezeléshez hasonloan alakult a teljesitmény,
vagyis a késleltetési id6 novekedésével parhuzamosan folyamatosan csdkkend teljesitmény volt
kimutathatd. Ennek oka, hogy a kdzepes késleltetési tartomanyban a donepezil szignifikansan
javitotta a teljesitményt a szkopolaminhoz képest (kis dozisti donepezil: p=0,025; nagy dozist

donepezil: p=0,005; 2. abra B).

A reakci0idd tekintetében az rANOVA nem mutatott ki szignifikans kiilonbséget a
szkopolamin és a kontroll kezelés kozott (F15=3,681; p=0,113; 1p?>=0,42). Az eredmények
alapjan azonban a késleltetési idonek ebben az esetben is szignifikans hatdsa van az atlagos
reakcioiddre (F2,10=66,217; p<0,001; np2=0,93). A donepezil kezelés a szkopolaminhoz képest
nem gyakorolt szignifikans kezelés fohatast a reakcioidére (F2,10=1,643; p=0,242; np>=0,25),
azonban ebben az esetben is szignifikdns fohatds volt kimutathaté a késleltetési idoben
(F2,10=25,392; p<0,001; 1p>=0,84). A reakci6idé tekintetében a kezelés és a késleltetés kozott
kozotti interakcid nem igazolodott sem a kontroll és a szkopolamin Osszehasonlitasaban
(F210=0,22; p=0,804; np?>=0,04), sem pedig szkopolamin és a donepezil dsszehasonlitisa esetén

(Fa.20=1,079; p=0,393; 1p>=0,18).



A g w
z
90 T 70 *
g 07 "
= Kezelés
S 70
£
&=
2 60 [ —O— VEH+VEH
T * O— VEH45COP
T os0 }
40 |
30
Rovid Kozepes Hosszu
Késleltetés
B 100 -
R w0
z
90 € 70
S [ -
= Kezelés
S 70 f
E O— VEH4+5COP
g 60
2 A~ DON100+5COP
]
= so0 | i DON20045COP
40 |
30
Rovid Koézepes Hosszu
Késleltetés

abra: (A) A szkopolamin rontja a teljesitményt, (B) mig a szkopolaminnal szemben
alkalmazott donepezil javitja a teljesitményt a kézepes késleltetési kategoridban. A
hibasavok az atlag sztenderd hibajat (s.e.m.) mutatjak. Csillaggal (*) a vehikulumhoz
képest kimutatott szignifikdns kezelési hatdst (p<0,05) jelezziik az adott a késleltetési

kategorian (Rovid, Kozepes, Hosszu) beliil.



DISZKUSSZIO

A vérakozasi 1d6 hatasat mar korabban leirtak féemldsokben (Sharma és mtsai. 2015),
reakcioidd valtozasokra még nem tisztazott. Sajat vizsgalatainkban a szkopolamin kezelés
teljesen megsziintette az FP reakcididore gyakorolt gyorsitdé hatasat. A szkopolamin
expektanciat csokkentd hatasanak egyik lehetséges magyarazata az, hogy a szkopolamin
gatolhatja a varakozasi id6 altal kivaltott prefrontalis kérgi kolinerg aktivaciot, ami az inger
detektalasban kulcsfontossagt (Parikh és mtsai. 2007). Ennek hatterében az allhat, hogy a gyors
valaszkomponensekben kimutathatd expektancia hatas az mACh receptorokhoz kothetd
figyelmi mechanizmusok szkopolaminnal torténé farmakologiai gatlasa kovetkeztében
megsziinik. A donepezil képes volt enyhiteni a szkopolamin altal okozott atlagos reakcioidd
lassulast, azonban a hosszi FP-t kovetd valaszok esetében a gyors valaszkomponensek a
donepezil kezelés hatdsara nem alltak helyre, tehat a reakci6id6é szkopolamin kezelés miatt
megsziint id6beli fliggése (expektancia) nem mutatott javulast. Ezek alapjan feltételezziik, hogy
a donepezil a szkopolaminnal szemben alkalmazva ugyan javitja az altalanos éberséget,

azonban a gyors valaszkomponensekben megnyilvanul6 expektanciara nincs hatasa.

A DMTS tesztben kapott eredményeink alapjan, kontroll koriilmények kozott a
késleltetési id0 novekedésével parhuzamosan a kognitiv teljesitmény monoton csokkenést
mutat, és a hosszl késleltetési 1d6 alatt éri el minimumat. A szkopolamin kezelés hatasara a
teljesitmény-gorbe nem lefelé mozdult el, hanem jobbra tolodott, ami azt sugallja, hogy a
szkopolamin nem az altaldnos taroldsi funkciok zavarat okozza, hanem a WM iddbeli
dinamikajéra fejt ki jelentdsebb (késleltetési id6tol fliggd) hatast. Ezt tAmasztja ald, a korabbi
eredményekkel sszhangban (Bartus és Johnson 1976; Terry és mtsai. 1993), hogy a rovid
késleltetési idében mért kognitiv teljesitményt a szkopolamin csak kis mértékben vagy
egyaltalan nem rontotta. Kimutattuk, hogy a donepezil képes részben visszaforditani a
szkopolamin altal okozott késleltetésfiiggd karosodasokat, mint példaul a kognitiv teljesitmény
markans csokkenése a kozepes késleltetési kategoriaban. Igy a donepezil képes a kontroll
allapothoz hasonl6 kognitiv teljesitmény-mintazatot kialakitani. Eredményeink arra utalnak,
hogy vizsgalatainkban a WM idébeli fenntartasanak szkopolaminnal és a vele szemben
alkalmazott donepezil kezelésekkel eléidézett modulacioja valdszinileg a memoria
halozatokban az mACh receptorokhoz kotétt, tartds, stimulus-kédold mechanizmusok atmeneti

leromlasabdl és részleges helyreallitasabol adodhatott.



OSSZEFOGLALAS

Célkittizéseink alapjan a legfontosabb eredményeinket az alabbi tézisekben

Osszegezziik:

A PVT feladatban kapott fébb eredményeink:
1.

Az altalunk beallitott, modositott pszichomotoros vigilancia teszt (PVT)
validalasaként, az irodalmi adatokkal 6sszhangban igazoltuk, hogy a figyelmeztetd
inger ¢és a célinger megjelenése kozott eltelt id6 novekedésével parhuzamosan a
reakcioidd csokken a PVT feladatban, f6eml6s modellen. Ezzel alatimasztottuk,
hogy a PVT paradigmaval kimutathatdo az expektancia reakcididoére gyakorolt
hatasa.

A szkopolamin kezelés hatasara az atlagos reakcioidd lassulasan feliil, a reakcioido
adatok eloszlasa a reakcioidé—eloszlas lasst vége felé tolodott el, ami a lapszusok
szdmanak novekedését mutatta és az éberség altalanos csokkenésére utal. A
szkopolamin kezelés hatasara a varakozasi id6 reakcididore gyakorolt gyorsitd
hatdsa megszlint, ami a kolinerg rendszerhez kotott expektancia csokkent
miikodésére utal.

A donepezil kezelés hatdsa szintén a reakcioidé—eloszlas lassabb végén volt
kimutathat6, és a szkopolamin 4ltal okozott karosodast csak az atlagos reakcioidd
tekintetében volt képes ellenstlyozni, azonban nem allitotta helyre a varakozasi id6
reakcididére gyakorolt gyorsitd hatdsat, igy az expektancidban mutatkozo

karosodéasokat nem ellensulyozta.

A DMTS feladatban kapott f6bb eredményeink:

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban igazoltuk, hogy a késleltetés idétartamanak (1—
76 masodperc) novekedésével parhuzamosan, folyamatosan csokken a
munkamemoridban tarolt elemek megtartasanak képessége, késleltetett minta—
felismerési feladatban (DMTS), féemlds modellen. Ezzel alatdmasztottuk, hogy az
altalunk bedllitott DMTS paradigma alkalmas a munkamemoria, id6 muléséaval

parhuzamosan jelentkezd természetes lecsengésének kimutatasara.

10



2. Kimutattuk, hogy az antikolinerg szkopolamin amnesztikus hatdsa a DMTS
feladatban a késleltetés idétartamatol fiigg, és kifejezetten rontja a munkamemoria

teljesitményét a kozepes (15-33 masodperces) késleltetési tartomanyban, ami a

crer

3. Tovéabba kimutattuk, hogy az alkalmazott donepezil kezelés, a kozepes 15-33
masodperces késleltetési tartomanyban, részlegesen képes ellensulyozni a
szkopolamin teljesitmény rontd hatdsat, ami arra utal, hogy a donepezil képes a
munkamemoria szkopolamin kezelés kovetkeztében lecsokkent informacio—tarolasi

idejének novelésére.
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