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1. Bevezetés

Napjainkban ndvekvo tendenciat figyelhetiink meg a kiilonb6z6 neurokognitiv
hanyatlassal Osszefiiggésbe hozhatd betegségekben (pl.: Alzheimer-kor (AK), Pick-
atrophia, frontotemporalis demencia) és neurodegenerativ zavarokban (Parkinson-kor)
szenvedd betegek szamaban. Ez a ndvekvo tendencia azonban nem csupan a betegek
szempontjabol jelent problémat, hanem jelentds mértékben érinti kornyezetiiket,
csaladjukat, ugyanis a betegség elérehaladtaval a tlineteik is egyre sulyosbodnak, ami
részleges vagy mindennapos apolést, és novekvd kiadasokat vonhat maga utan
(Jutkowitz et al., 2017). A neurokognitiv zavarokban szenveddk szdmanak progressziv
novekedése globalis szintli problémanak tekinthetd, igy a megfeleld gyogyszeres
kezelések kifejlesztése, valamint a hattérben zajlo patologias folyamatok megeértése és
feltérképezése kiemelkedd fontossaggal bir a tudomanyos kutatasok kozott (More et al.,
2020).

A betegségekben megfigyelhetd progressziv kognitiv hanyatlas vezetd tiinete
a memoriazavar, amely magéba foglalja az ujabb ismeretek tanulasanak nehézségét és
a mar meglévd ismeretek hasznalatdnak zavarat egyarant. Ezeken kiviil a patologids
személyiségvaltozas bizonyos tiinetei is megjelenhetnek, példaul érdektelenné és
szocialisan visszahuzodobba valhat az egyén (American Psychiatric Association, 2013;
Arvanitakis et al., 2019). A hippocampus kulcsfontossagu szerepet jatszik az absztrakt
memoriakonszolidacios folyamatokban, igy a hosszitava memoria létrehozasaban is
kiemelked6 a szerepe (Lisman et al., 2017; Sekeres et al., 2018). Fontos cél tehat az
agykéreg, azon beliill a hippocampus részletesebb megismerése in vivo kisérletek
segitségével, kiillondsen azért, hogy az Uj gydgyszerjelolt vegyiiletek
hatdsmechanizmusukat tekintve is célzottan a betegségek hatterében allé agykérgi
folyamatokra hassanak. Jelen PhD dolgozat is ezt a teriiletet vizsgalja, a hippocampuson
beliil a CA1l-es régioban talalhat6 piramissejtek valaszait mar a forgalomban levé vagy
preklinikai kutatasokban vizsgalt gyogyszerjelolt vegyiiletek szisztémas és lokalis

adasara. Jelenleg a kereskedelemben kaphaté gyogyszerek elsddleges hatasa a
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kiilonb6z6 sulyossagu neurokognitiv zavarok tiineteinek csokkentése, igy a beteg
¢letmindségének javitasa (Lanni et al., 2008). A gyogyitas, a lehetséges terapids utak
spektrumanak bévitése kiemelt fontossaguva valt az elmult évtizedekben a kognitiv
teljesitményfokozokkal kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatasok terén egyarant. Ezen
kutatasok alap pillérét jelenthetik a ragcsalokon végzett elektrofiziologiai kisérletek és
viselkedés vizsgalatok, melyek segitségével egy alap képet vazolhatunk fel az egyes
gyogyszerjelolt vegyiiletek élettani hatasaival kapcsolatban, abbol a célbol, hogy
kutatasok késébbi fazisaiba mar csak a valoban hatékony és biztonsagos vegyiiletek
juthassanak tovabb, valamint 0j adatokat szolgaltassanak a kérgi neuronhalézatok

miikodését illetden (Sarter, 2006).

2. Célkitiizések

Jelen disszertacioban szerepld kisérletsorozat f6 célja az volt, hogy
megvizsgaljunk eltéré tdmadaspontl, kognitiv teljesitmény fokozasara hasznalhatd
vegyiiletek sejtszintli hatasat in vivo koriilmények kdzott. A vizsgalt agyteriilet mind a
harom kisérletsorozatban a deklarativ memoria és a memoria konszolidacios
folyamatok szempontjabol kiemelkedd hippocampus CA1-es régioja volt, de a vizsgalt
vegyliletek eltérd hatdsmechanizmussal rendelkeztek: a glutamaterg transzmissziot
befolyasol6 memantin vagy D-szerin és egy DAAOI vegyiilet (CPD30), exogén alfa7
nACh-receptorokra haté vegyiiletek (agonista PHA-543613 és PAM-ok — NS-1738,
PNU-120596, CPDX). Az alkalmazott haromféle kisérleti protokoll lehetvé tette, hogy
megvizsgaljuk ezen vegyliletek specifikus hatésait a sejtek spontan tiizelési aktivitasara,
illetve NMDA-ra és ACh-ra valo érzékenységére. A vizsgalt vegyliletek egy részét
lokalis iontoforetikus anyag beadédsokkal, masik részét szisztémas anyagbeadasokkal is
vizsgaltuk, mely utobbi kisérletek eredményei jobban Osszevethetok voltak korabbi

preklinikai viselkedés kisérleteink eredményeivel.



I. Alfa7 nACh-receptorra hat6 vegyiiletek 6nall6 és kombinalt lokalis hatasanak

vizsgalata

Kiilonbo6zo alfa7 nACh- receptorra hatd exogén vegyiiletek lokalis adasanak
vizsgélata az idegsejtek spontan tiizelési aktivitdsara, valamint glutamaterg
aktivaciora adott tiizelési valaszaira.

Az elézetesen Onalldan is megvizsgalt agonista és PAM vegyiiletek lehetséges

kolesonhatasainak vizsgalata kombinalt lokalis adas segitségével.

I1. Alfa7 nACh-receptorra haté vegyiiletek és a memantin 6nallé6 és kombinalt

szisztémas hatasanak vizsgalata

A kiilonb6z6 vizsgalt vegyiiletek (memantin, alfa7 agonista és PAM)
szisztémas adas utdni hatasainak vizsgalata a spontdn, a lokalis NMDA
adasaval, valamint a lokalis ACh adasaval kivaltott tiizelési aktivitasra.
Annak vizsgalata, hogy az alfa7 nACh-receptor-specifikus vegyiiletek
befolyasoljak-e a memantin hatdsat a spontan, az NMDA-val kivaltott,

valamint az ACh-val kivaltott kivaltott tiizelési aktivitasra.

II1. A D-szerin és DAAOI 6nallé lokalis és szisztémas hatasanak vizsgalata

D-szerin és a DAAOI vegytilet lokalis hatdsanak vizsgalata a spontan és az
NMDA-val kivaltott hippocampalis tiizelési aktivitasra
D-szerin és DAAOI szisztémas hatasanak vizsgalata a spontan és az NMDA-

val kivaltott tiizelési aktivitasra

3. Anyag és modszerek

In vivo extracellularis elvezetéseken alapuld kisérleteinket altatott patkdnyokon

végeztiik. Elektrofiziologiai méréseinket sztereotaxias miitét eldzte meg, mely soran a
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Kation Scientific Ltd., Minneapolis, MN) helyeztiink be, mely kozponti szénszalan
keresztiil vezettiik el az extracellularis jeleket, igy megfeleld sziirés utan az idegsejtek
akcids potencidljainak megfeleld spike-ok vizsgalatira nyilt lehetdségiink. Az
elvezetések sordn BioAmp analdég erdsitét (Supertech Kft., Pécs, Magyarorszag),
valamint a NeuroLog elektrofizioldgiai rendszert (Digitimer Ltd., Welwyn Garden City,
Egyesiilt Kirdlysag) hasznaltuk a jelek erdsitésére és szlirésére (300 Hz és 3000 Hz
kozott savsziirést alkalmazva).

A vizsgalt hippocampalis rétegben csak a piramissejtek valaszai kertiiltek be a végleges
analizisbe, igy a spike-ok hullamalakja és tlizelési mintazatanak kiilonbségei alapjan
kiilonitettiik el Oket a vizsgalt hippocampalis rétegben szintén megtalalhatd
interneuronoktol.

Az extracelluldris elvezetés mellett az elektrod kozponti csatorndjat koriilvevd
kapillarisokon keresztiil a mikrointoforézis technikajaval az adott kisérletsorozat
protokolljanak megfelelden juttattuk a kiilonbozo vizsgalt farmakonokat az idegsejtek
kozvetlen kornyezetébe. Ezaltal lehetdség nyilt az iontoforetizalt anyagok lokalis
hippocampalis tiizelési aktivitasra kifejtett hatasainak vizsgalatara, valamint a
szisztémas adasok esetében kiilonbozo tiizelési kondiciok kialakitasara. A hasznalt
miszerek Osszefoglalasa az 1. abran lathato.

A glutamaterg és a kolinerg transzmissziét moduldlo hatasukat az alkalmazott kisérleti
protokollok tették lehetové, melyek alapjat a KIR-ben természetesen is megtalalhatod
neurotranszmitterek (NMDA és ACh) id6zitett iontoforetikus adésai adtak. Az NMDA-
val és ACh-val kivaltott excitaciok mellett a vizsgalt sejtek spontan tiizelési aktivitasat

is vizsgaltuk.
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4. Uj tudomanyos eredmények

L Tézis: Az alfa7 nACh-receptor agonista és PAM vegyiiletek eltéré modon
befolyasoljak a hippocampdlis piramissejtek spontin és NMDA-val kivaltott tiizelési

aktivitdsat.

e Az agonista vegyiilet antagonista szer(i hatasat tapasztaltuk a lokalis hatasok
vizsgalatakor, ami mogott a vegylilet receptor deszenzitizalé hatasa allhat,
melynek lehetséges prokognitiv és neuroprotektiv hatast is tulajdonitanak.

e A PAM vegyiiletek ezzel szemben egyértelmiien serkentd hatassal voltak a
tiizelési aktivitasra. A tapasztaltak hatterében a PAM vegyiilet endogén ACh

agonista természetes aktivitasara gyakorolt facilitalo hatasai lehetnek.
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e Az agonista és a PAM vegyiilet kombinalt adasa additiv modon befolyasolta a
neuronok aktivitasat az 6nallé adasokhoz képest, valamint az agonista gatlo
hatasdt a PAM-ral val6 kombinalt adas vissza tudta forditani. A kapott
eredményeket a PAM vegyiiletek deszenzitizaciot befolyasolé hatasara

szolgalhatnak tovabbi bizonyitékul.

Vonatkoz6 sajat publikacié:

Bali, Z. K., Nagy, L. V., Budai, D., & Hernadi, I. (2019). Facilitation and inhibition of
firing activity and N-methyl-D-aspartate-evoked responses of CA1l hippocampal
pyramidal cells by alpha7 nicotinic acetylcholine receptor selective compounds in vivo.

Scientific Reports, 9(1), 9324. https://doi.org/10.1038/s41598-019-45796-7 IF: 3,998

II. Tézis: Az alfa7 nACh-receptor érzékeny vegyiiletek és a memantin
hatasmechanizmustol és az alkalmazott dozistol fiiggden eltéré modon befolydsoljak
a hippocampdlis piramissejtek spontin, NMDA-val és ACh-val kiviltott tiizelési

aktivitasat.

o A torzskonyvezett AK gyogyszer, a memantin legmagasabb vizsgalt dozisa volt
csak gatlo hatassal az NMDA-receptorokra, ami az irodalomnak megfeleld
NMDA-receptor gatld hatasanak megfelel. A tobbi, viselkedés kisérletek
szempontjabol relevans dozis nem befolyasolta az NMDA-excitaciokat, de
hatassal volt a spontan és az ACh-val kivaltott tlizelési aktivitdsra. Ezen
eredmény megkérddjelezi, hogy valéban a memantin NMDA-receptor
antagonizmusa all-e a vegyiilet kognitiv teljesitményfokoz6 hatdsa mogott.

e A vizsgalt alfa7 nACh-receptor agonista vegyiilet leginkabb facilitalo hatéssal
volt a spontan és az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasra, valamint a viselkedés
kisérletekben tapasztaltakhoz hasonldan forditott U-alaku dozis hatas gorbe

jellemezte a vegyiiletet. A kiilonleges dozis hatas gorbe hatterében az allhat,


https://doi.org/10.1038/s41598-019-45796-7

hogy az alacsony dozisok tul kicsi KIR-en beliili koncentraciot idéznek eld, mig
a magas dozisok a receptor deszenzitizacio és a receptor kotéhely foglalas miatt
nem valtanak ki serkentd hatast a neuronok miikodésében.

e A vizsgalt alfa7 nACh-receptor PAM vegyiilet az ACh-val kivaltott tiizelési
aktivitasra gyakorolt nagy mértékl serkent6 hatast gyakorolt, mig a masik két
tiizelési kondicidoban nem vagy kevésbé. A tapasztaltak hatterében a PAM
vegyiiletek agonista fiiggd hatasmechanizmusa allhat.

e A kombinalt adasokat elemezve, kutatocsoportunk viselkedési tesztek
eredményeivel Osszhangban a vizsgalt szubeffektiv doézisok kombinacidja
hozott 1étre jelentds tiizelési aktivitas ndvekedést, mig a vizsgalt magas dozist
kombinacidk esetében nem tapasztaltunk jelentds aktivitasbeli kiilonbséget. A
magas dozisokkal kapcsolatos eredmények hatterében a két vegyiilet egymast
kiolté hatadsa vagy off-target hatasok allhatnak. Egyértelmiien kijelenthetd,
hogy az alfa7-es vegyiiletek modulalni tudtak a memantin hatasat szubeffektiv
kis dozisban és nagy dozisban adva egyarant, igy ezen eredmények bizonyitékul

szolgalhatnak a kétféle hatasmechanizmusu vegyiilet k6zotti interakciora.

Tervezett sajat publikacio:

Nagy, L. V., Bali, Z. K., Hernadi, I. Modulation of spontancous and N-methyl-D-
aspartate or acetylcholine-evoked firing activity of hippocampal CA1l pyramidal
neurons by systemically applied cognitive enhancer compounds in the anesthetized rat.

(Bekiildés alatt)



1I1. Tézis: A D-szerin hatdsa a tiizelési aktivitasra a vizsgadlt piramissejteken foként
facilitalo hatasu lokdlis és szisztémds alkalmazdas esetén egyardnt, melyhez
hasonlokat tapasztaltunk az extracelluldris D-szerin szintet befolydsolo DAAOI

vegyiilet adasakor.

e A D-szerin és DAAOI vegyiilet lokalis hatasainak vizsgalatakor a két vegyiilet
egymashoz hasonlé modon novelte a piramissejtek tlizelési aktivitasat. A
spontan aktivitas tekintetében a vizsgalt sejtek kozel haromnegyedében, mig az
NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitds tekintetében az esetek felében
tapasztaltuk serkentd hatasat a két vegyliletnek. A jelenség hatterében a
hippocampuson beliili helyi neuronalis kapcsolatok szabalyozo szerepe allhat.

e A lokalis alkalmazashoz hasonldan, a szisztémas hatasok vizsgalatakor is
hasonloan hatott a D-szerin és a DAAOI vegyiilet, mely eredmények az
irodalomban korabban leirt pozitiv kognitiv és prokognitiv viselkedés
kisérletekben tapasztalt hatisukkal is osszekapcsolhatoak. gy a kronikus adas
esetén nefrotoxikus és nehezebb agyi penetracioval rendelkezd D-szerin
kivaltasara nagyszertien alkalmazhatéak a degradald enzimjiiket befolyasolo
DAAOI vegyiiletek.

o Akétvegyiilet hatasa kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget se a lokalis,
se a szisztémas adasok vizsgalata soran, tehat az extracellularis D-szerin szint
ndvelése kozvetleniil €és DAAOI segitségével hasonld mértékben befolyasolta a
neuronok tiizelési aktivitasat, ami a D-szerin kronikus adagolasa soran 1étrejovo
lehetséges periférids hatdsok miatt eldnyt jelenthet a DAAOI-k szdmara a

gyogyszerfejlesztések szempontjabol.



Vonatkozé sajat publikacio:

Nagy, L. V., Bali, Z. K., Kapus, G., Pelsoczi, P., Farkas, B., Lendvai, B., Lévay, G., &
Hernadi, 1. (2021). Converging evidence on D-Amino acid oxidase-dependent
enhancement of hippocampal firing activity and passive avoidance learning in rats.
International ~ Journal — of  Neuropsychopharmacology,  24(5), 434-445.
https://doi.org/10.1093/ijnp/pyaa095 IF: 5,678

5. Osszefoglalas

In vivo elektrofiziologiai eredményeink alatamasztjak, hogy eltéré utvonalakon hato
kognitiv teljesitményfokozé vegyiiletek segitségével modulalhaté a hippocampalis
piramissejtek tiizelési aktivitdsa. Az altalunk vizsgalt vegyiiletek eltér6 modon
befolyasoltak az idegsejtek NMDA és ACh érzékenységét, valamint a spontan
aktivitasukat egyarant. Tovabba mind a harom vizsgalt tiizelési kondicioban dozisfiiggd
hatasait tapasztaltuk a vegyiileteknek a neuronok tiizelési aktivitdsdnak tekintetében.
Kisérleteink soran kidolgozott kisérleti elrendezés é€s tesztprotokoll alkalmas lehet
tovabbi  potencidlis kognitiv  teljesitményfokoz6d  vegyiiletek sejt  szinti

hatdsmechanizmusainak elektrofiziologiai vizsgalatara.

6. Koszonetnyilvanitas

EzGton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik a disszertacidhoz
sziikséges kisérletek és a dolgozat elkésziilésében szakmailag vagy személyesen
tamogattak.

Koszonetemet szeretném kifejezni a Biologiai és Sportbioldgiai Doktori Iskolanak és
vezetdjének, Dr. Gabriel Robert egyetemi tanarnak a doktori tanulmanyaimhoz nyujtott
tamogatasukat.

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Hernadi Istvannak, aki témavezetémként és a

PTE Transzlacios Idegtudomanyi Kutatocsoport vezetdjeként megteremtette a


https://doi.org/10.1093/ijnp/pyaa095

lehetdséget, hogy ez a dolgozat elkésziilhessen, valamint koszondm segitséget, mellyel
a doktori tanulmanyaim mellett szakmai el6érehaladdsomat is segitette.

Ko6sz6ndm tovabba a PTE Transzlacios Idegtudomanyi Kutatdcsoport volt €s jelenlegi
munkatarsainak mind szakmai, mind barati segitségiiket, mellyel az elmult évtizedben
tdmogattak a kutatoi palyan.

Kutatoécsoportunk tagjai koziil rendkiviil halas vagyok Dr. Bali Zsolt Kristotnak, aki
diakkoros palyafutasom legeleje ota segitette tudomanyos fejlédésem, a laboratoriumi
munka minden apro 1épésébe valo bevezetéstdl, a statisztikai probakon at, a tudomanyos
cikkek irasaig. Kiilon koszondm Bruszt Noranak, akinek barati timogatasara barmikor
szamithattam.

Rajtuk kiviil kdszonetet mondanék allatgondozonknak, Antal Janosnénak, akinek
alapos ¢és preciz munkdja nélkiilozhetetlen volt a kisérletek eredményes
lebonyolitasahoz.

Tovabba kdszonetet mondanék Dr. Budai Dénesnek, a Kation Europa Bt. vezetdjének,
aki az altala fejlesztett elektrodok kutatocsoportunknak ajandékozasaval sok segitséget
nyujtott a kisérletek elvégzéséhez. Valamint a Richter Gedeon Nyrt.-nek, hogy az
altaluk szabadalmaztatott alfa7 nACh-receptor PAM vegyiiletet kutatdcsoportunk

rendelkezésére bocsajtotta.

Végiil, de nem utols6 sorban mérhetetlen kdszonettel tartozom sziileimnek, férjemnek
és barataimnak, hogy tdmogatasukkal és biztatasukkal végig kisértek és mellettem
voltak a PhD fokozat eléréséhez vezeté hosszu uton. Valamint végtelen szeretettel
koszonom 1jsziilott fiamnak, Ferenc Karolynak, hogy még szebbé ¢és igazan

felejthetetlenné tette a PhD beadas és védések koriili idészakot.
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