Kombinalt teljesitményfokozo farmakologiai kezelések
hatékonysaganak vizsgalata neurokognitiv zavarok Kiilonb6z6
patkany modelljeiben

Doktori (PhD) értekezés

Bruszt Nora

Témavezet6: Prof. Dr. Hernadi Istvan
egyetemi tanar
Doktori Iskola vezetdje: Prof. Dr. Reglédi Dora
egyetemi tanar
Programvezetd: Prof. Dr. Karadi Zoltan

egyetemi tanar

Pécsi Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,

Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola

Orvostudomanyi és Gyogyszerésztudomanyi Doktori és Habilitacids Tanacs

Pécs, 2024



TARTALOMJEGYZEK

L BEVEZETES. ...ttt 6

1.1. Kognitiv valtozasok az egészséges és a patologias regedeés SOTAN.........cevvvvevervreennennns 6

1.1.1. Az Alzheimer-kor kognitiv tiinetei és patologids RALLEre ..........cccucvevvrivnirenenienens 8

1.2. A neuroinflammacio szerepe az dregedéssel kapcsolatos kognitiv hanyatlasban ............. 10

1.3. Kolinerg neurotranszmisszid zavarai a normal és a patologias 6regedés soran ................ 11

1.4. A neurokognitiv zavarok gyogyszeres KE€ZelESe ..........ovuviririiiiniiniiiisene e 13

1.4.1. AZ AIZNEIMEI-KOF terAPIAJa.......cvvueiiiiiiiiiieiieeieee st 13

1.5. Az a7-nAChR-ok, mint pontencialis gyogyszercélpontok a kognitiv zavarokban ........... 16

1.6. a7-nAChR-okra hat6 agonistak és PAM vegyiiletek pro-kognitiv hatasai ....................... 17

1.7. KOMDBINAIE tEIAPIAK ..ottt s nnee s 19

2. CELKITUZESEK ....uvtutiuitmitmeisesesesssessssss st 22

3. ANYAG ES MODSZER ......ociiiimiriiiieiimiesies s sssss st 23
3.1. A memantin és a PHA-543613 kozotti interakcid vizsgalata farmakologiai NCD-

MOdEIIDEN. .. 23

3.1.1. Epizodikus memoéria vizsgalata MWM paradigma alkalmazasaval..................... 23

3.1.1.1. Kisérleti allatok elhelyezése és tartdsa................cocceviivninrinennnnnn, 23

3.1.1.2. Morris -féle vizi labirintus teszt (MWM)............coooiiiiiiiiiinn 24

3.1.1.3. A kisérlet soran alkalmazott farmakonok és a vizsgdalat menete.......... 24

3.1.1.4. Statisztikai analizis.................ccoooiiiiiiiiiii 25

3.1.2. Rovid-tava memoria vizsgalata T-labirintus alkalmazasaval......................... 25

3.1.2.1. Kisérleti allatok elhelyezése és tartdsa.................ccoccuviiiiniinnnnn. 25

3.1.2.2. T-1abDIriNtUS TESZL... ...oet v 26

3.1.2.3. A kisérlet soran alkalmazott farmakonok és a vizsgalat menete......... 27

3.1.2.4. Statisztikai analizis.................ccooiiiiiiiiii 27

3.2.1. A kisérleti dllatok elhelyezése és tartdSa ...........ouvuniiioiiiiiiiiiieniiiiiieneie e 29

3.2.2. Uj tdrgy felismerési teszt (NOR)............ocoeveeerereerseeseesresssssessssssessesisssessennes 29

3.2.3. A kisérlet soran alkalmazott farmakonok és a vizsgdlat menete ......................... 30

3.2.4. Agymintak begyiijtése és elokészitése a biokémiai vizsgalatokhorz ...................... 31

3.2.5. RNS izoldlas, cDNS szintézis és kvantitativ valos idejii PCR................cccceeinin. 31

3.2.6. Fehérje izoldlds és ELISA tESZE .........cccocviviiiiiiiiiiiisi sttt 33

3.2.7. StatiSZHRAL QRALIZIS ..o 33

4. EREDMENYEK ......coiiiiiiiiimiiiiiinieeesessessssrs s 34
4.1. A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatasa patkanyok tanuldsi és memoria

1751 1S 1001 ) (T PR 34



4.1.1. Memantinnal és a PHA-543613-mal végzett monokezelések a szkopolaminnal

SZEMDIBI ... 34
4.1.2. A memantin és a PHA-543613 kombinalt alkalmazasa.................ccccoccveeinenanne. 36
4.2. A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatasa patkanyok spontan alternalo
LS T8 00 1S] 1 s (<O P ST PR 41
4.2.1. A memantinnal végzett monokezelések a szkopolaminnal szemben..................... 42
4.2.2. A memantin és a PHA-543613 kombindlt alkalmazdasa................c..ccccoeveenncnnn. 42

4.3.2. Memantinnal, PHA-543613-mal és a PAM vegyiilettel végzett monokezelések

kOGNItIV SEFKENIG MALASAI ...ttt 44
4.3.3. Memantin és o.7-NAChR-okra haté ligandok kombindlt alkalmazdsa................. 46
4.3.4. A neuroinflammdcioval osszefiiggésbe hozhato medidtorok és az a.7-nAChR-0k
mRNS expresszios vizsgalata fiatal és idos patkany agyban ................cccccoveeveeieennn. 47
4.3.5. A neuroinflammdcioval osszefiiggésbe hozhato medidtorok és az a.7-nAChR-0k
fehérje expresszios vizsgalata fiatal és idos patkany agyban ...............cccccevveiiiinnnn, 50
5. EREDMENYEK MEGVITATASA ..ottt 52
5.1. A memantin és a PHA-543613 kombinalasa enyhitette a patkanyok szkopolaminnal
Indukalt MemoOria TOMIASAL .........cooviiiiiee e 52

5.2. A memantin ¢s az a7-nAChR ligandok kombinalasa enyhitette a patkanyok Sregedéssel
0s587efligg0 MEeMOTIa TOMIASAL .......eoiiiiiiiiiii et 54

5.3. A kombinalt kezelésekbdl szarmazo eredményeink sszevetése pre-klinikai adatokkal...55

5.4. A memantin és az a7-nAChR ligandok kozdtti interakciok hatterében allo lehetséges

MECNANIZIMUSOK ....c.viiitie ettt be et e et e e e te e e ab e e te e sbeesbeesaresnbeenbeestaestnesrnens 56

5.5. Oregedéssel Osszefiiggd gyulladasos markerek és az a7-NAChR-ok expresszids

VAIOZASAL et e e e e 58

5.6, KONKITIZIO .1veeeiiiviee ettt ettt ettt e s bt e sttt e e e st e e e e st e e e s sabbeeeesabbeeeesabbeeeesnbreeeens 60
6. OSSZEFOGLALAS .......oooiieeeeeeeeeeee et 62
T SUMMARRY oottt e e e e bt e e e st e e e e st e e e e e et e e e e e aabe e e e e eabeeeeeaabeeeeeaabeeeeenres 64
8. FELHASZNALT IRODALOM .....oooviveieeeeeeeeeeeeee et ee s st s etes s et s et eneeees s esensensennnenon 66
9. KOSZONETNYILVANITAS ....ooiiiiieeeeeeee et 76
10. SAJAT PUBLIKACIOK .....oouoeeiereeeecie et 77



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACh-acetilkolin

AD-Alzheimer-kor

Al-memoria deficites

APP-amiloid prekurzor protein
ATET-Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs
AU-normal memoria teljesitményii

AP -béta amiloid

BDNF-agyi eredetli novekedési faktor
cDNS-komplementer dezoxiribonukleinsav szal
ChE-acetilkolin észteraz enzim
ChEl-kolinészteraz inhibitor

CNTF-ciliaris neurotrofikus faktor
Cyca-ciklofilin A

DNY-déInyugat

ELISA-enzimhez kotott immunszorbens proba
FDA- Elelmiszer és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal
GABA-y-aminovajsav

IL-10-Interleukin-10

IL-1B-Interleukin-1 béta

IL-4-Interleukin-4

IL-6-Interleukin-6

IP-intraperitonealis

LPS-lipopoliszacharid

LTP -hosszu tava potenciaco
MAB-Munkahelyi Allatj6léti Bizottsag
mAChR-muszkarinos acetilkolin receptor
MCP-1-monocita kemoattraktans protein-1
MIP-1a-makrofag gyulladasos protein-1 alfa
MIP-1B-makrofag gyulladdsos protein-1 béta
MIP-2-makrofag gyulladasos protein-2



MK-801-dizocilpin

MLA-metil-akonitin

MRNS-hirvivé (messenger) RNS

MWM teszt-Morris-féle vizi labirintus teszt
NCD-neurokognitiv zavar
NFT-neurofibrillaris kotegek

NGF-idegi eredeti novekedési faktor
NMDAR-N-metil-D-aszpartat receptor
NOR teszt-uj targy felismerési teszt
PAM-pozitiv alloszterikus modulator
PET-pozitronemisszids tomografia
gRT-PCR- val6s idejii reverz-transzkripcio polimeraz lancreakcio
ROS-reaktiv oxigén szarmazékok
SC-szubkutan

TNF-a-tumor nekrozis faktor alfa

a7-nAChR-alfa7 nikotinos acetilkolin receptor



1. BEVEZETES

Az Oregedéssel Osszefliggésbe hozhatd neurokognitiv zavarok (NCD-ok) nagyban
hozzajarulnak az egyén 6nallo életvitelének, mindennapi cselekedeteinek és ¢letmindségének
korlatozasahoz, jelentds kihivas elé allitva az egészségiigyet, a szocialis ellatoé rendszereket és
a beteg hozzatartozoit. Becslések szerint jelenleg 700 milliora tehetd a 65 évesek és 65 évnél
idésebbek szama, mely 2050-re a duplajara fog néni és elérheti az 1,5 milliardot (UN-WPP
2019), novelve a NCD-ok kialakulasanak valdszintiségét (Hou et al. 2019). Azok a
mechanizmusok, melyek neurodegeneraciora hajlamositjdk az id6s agyat még nem teljesen
tisztazottak, ¢s nehéz meghatarozni azt a hatdrvonalat, mely elvélasztja a normal és a patologias
oregedést. Fontos lenne tehat megérteni az 6regedés alapvetd mechanizmusait €s azok szerepét
a NCD-ok kialakuldsaban és progresszidjaban. Tovabba, a megfeleld terapidk hianyaban

szlikség lenne 1j, hatékonyabb terapias stratégiak kidolgozasara.

1.1. Kognitiv valtozasok az egészséges és a patolégias oregedés soran

Az Oregedés soran a kognicid kritikus fontossagii az egyén fliggetlensége
szempontjabol, beleértve a pénziigyek kezelését, a gyogyszerek helyes beszedését, vagy a
biztonsagos vezetést. Ezen kiviil az ép kognicio elengedhetetlen a hatékony kommunikécidhoz,
beleértve az érzékszervi informaciok feldolgozasat és integralasat, valamint a megfeleld
reagalast masokra. Ebbdl kifolyolag kiemelt jelentdségli annak feltardsa, hogy a normal
oregedési folyamat velejarojaként milyen tipust valtozasok varhatok a kogniciot tekintve, és
milyen tipust valtozasok utalhatnak a progressziv neurodegeneracio kialakuldsara és meglétére

(Murman 2015).

Szamos bizonyiték all rendelkezésre a normdl oOregedés soran fellépd kognitiv
valtozasokrol. Altalanossagban elmondhat6, hogy egyes kognitiv funkciok viszonylag stabilak
az életkor eldrehaladtaval (pl: verbalis képességek, szokincs, altaldnos ismeretek), mig mas
kognitiv funkcidk esetén (pl: feldolgozési sebesség, figyelem, munkamemoria, epizodikus
memoria, végrehajtd funkciok, vizualis térbeli képességek) fokozatos hanyatlas figyelheté meg.
Az elébbiek az igynevezett kristalyosodott kognitiv képességek, melyek az élettapasztalatokon
alapuld informaciok Osszegylijtésén alapszanak. Ebbdl kifolydlag a kristalyosodott
képességeket vizsgdlod tesztekben az idésebb alanyok hajlamosabbak jobb teljesitményt

nyujtani, mint a fiatalok. Az utébbiak pedig az ugynevezett folyékony kognitiv képességek



melyek megkovetelik, hogy az alany figyeljen a kornyezetére, €s gyorsan dolgozzon fel 0j
informaciokat a problémak megoldasahoz (Harada et al. 2013; Murman 2015; Gonzales et al.
2022).

Az iddsek korében az egyik leggyakoribb kognitiv valtozas a tanuldsi és memoria
képességek hanyatlasa, ami Gsszefiigghet a csokkent feldolgozési sebességgel, az irrelevans
informaciok figyelmen kiviil hagyasanak csokkent képességével, vagy a tanulasi és memoria
fejleszt6 stratégiak csokkent alkalmazasaval (Harada et al. 2013). A memoria két 6 tipusa a
deklarativ (explicit) és a nem deklarativ (implicit) memoria. A deklarativ memoria tények,
multbéli események tudatos felidézését jelenti, mely magédba foglalja a szemantikus és az
epizodikus emlékezetet. A szemantikus emlékezet a szavak jelentésének ismeretét, és a
gyakorlati tudast jelenti, mig az epizodikus memoria egy adott idében és térben személyesen
atélt események lefolydsdnak az emlékezete. A masik f6 memoriatipus az Gn. nem deklarativ
memoria, mely motoros és kognitiv készségeket is magaba foglal (pl: biciklizés, cip6fiizd
megkotése). A normal oregedés soran, mind az epizodikus, mind a szemantikus emlékezet
hanyatlasardl beszamoltak, azonban a nem deklarativ memoria komponensek nem mutatnak

jelent6s oregedéssel Osszefiiggd valtozast (Harada et al. 2013; Murman 2015).

A deklarativ memoria kialakuldsa tobb szakaszra kiilonithetd el, melyek kiilonboz6
mértékben vannak kitéve az dregedés hatasainak. Az akvizicid az 01j informaciok kodolasanak,
tartos megorzésre valo elokészitésének képessége, mely az életkor elérehaladtaval nagyfoki
csOkkenést mutat. Azonban a mar korébban sikeresen kodolt informaciok megdrzése megmarad
az egészséges 1dos felndtteknel. Ezzel ellentétben hanyatlds mutatkozik a memoria
visszahivasban is, ami az Gjonnan tanult informaciok elérését jelenti a tartos tarakbol (Harada

et al. 2013).

A demencidban szenvedd betegek szamat az Egészségiigyi Viladgszervezet (WHO) 55
millidra becsiilte vilagszerte. A betegek szama 2030-ra elérheti a 78 milliot, 2050-re pedig a
139 milliot. Ebbdl kifolyolag a neurokognitiv zavarral kiizd6 betegek azonositasat és kezelését

kiemelt kozegészségiigyi prioritasnak kell tekinteniink (Shin 2022).

A Mentalis zavarok diagnosztikai és statisztikai kézikonyvének 4. kiadasa (DSM-1V)
alapjan a demencia a kognitiv funkciok fokozatosan kialakul6 hanyatlasa, amely zavart okoz a
mindennapi életben és a munkdban. Tovabbd a memdriaproblémakon tul az aldbbi tiinetek

koziil legalabb egynek jelen kell lennie: afazia (nyelvi zavar), apraxia (a motoros tevékenységek



zavara €ép mozgasi funkciok mellett), agnozia (a targyak felismerésének vagy azonositasanak
zavara ép szenzoros funkcio ellenére), zavar az exekutiv funkcidokban (végrehajté miikodések
zavara) (McDonald 2017). A demencia lehetséges stigmatizaldo hatasara valo tekintettel a
nemrég feliilvizsgalt és jelenleg is hasznalatos DSM-V kézikonyvben a demencia kifejezést
felvaltotta a neurokognitiv zavar (NCD), amely minden olyan betegségtipusra Kkiterjed,
melynek {6 jellegzetessége a kognitiv diszfunkci6. Fontos tovabba, hogy a kognitiv miikodés
romlast mutat egy megel6z6 magasabb szintli allapothoz képest (Sachdev et al. 2014; Majer et
al. 2019). A NCD-okon beliil enyhe és sulyos (,,demencia”) kategoriak keriiltek bevezetésre az
Uj etioldgia szerint (Majer et al. 2019). Az enyhe NCD-ban szenved6 betegek esetén a kognitiv
hanyatlas tilmutat a normal dregedés soran megfigyelhetd kognitiv hanyatlason. Bar a kognitiv
diszfunkciok nem korlatozzdk az 6nallo életképességet, a beteg szuboptimalis szinten végzi
mindennapi feladatait, mely nagyobb eréfeszitést, kompenzacios stratégiak alkalmazasat veheti
igénybe az Onallésag megdrzése érdekében. (Sachdev et al. 2014). Az enyhe NCD néveli a
demencia, kiilonosen az Alzheimer-kor (AD) kialakulasanak valosziniiségét. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a legtobb enyhe NCD-ban szenvedd betegnél 10 év utan sem fejlédik ki
feltétleniil a demencia (Mitchell and Shiri-Feshki 2009). A stlyos NCD-ok a kognitiv
képességek jelentds csokkenésével jellemezhetdek, amely az enyhe zavarokkal szemben
korlatozza az egyén mindennapi cselekedeteivel kapcsolatos dnalloésagot, példaul a szamlak
befizetése, az 61tozkodés, vagy az étkezések esetén (Sachdev et al. 2014; McDonald 2017). A
sulyos NCD-ok csoportjaba tartozik az AD, a Lewy-testes demencia, a frontotemporalis
demenciak (FTD), a vaszkularis demencia, a traumas agysériilés, a Parkinson-kor, a
Huntington-kor, demencia a HIV megbetegedésben, valamint a prion betegség. Ezen
demencidk mindegyikében lehetnek atfedések. A vaszkularis megbetegedések példaul
gyakoriak a 75 év felettieknél, ezért gyakran el6fordulnak mas NCD-ban szenvedd iddsebb
betegeknél is. Azonban nehéz megallapitani, hogy a cerebrovaszkularis betegségek mennyiben
jarulnak hozza az egyéb, nem vaszkularis eredetli demenciaban szenvedé idds betegek kognitiv

tiineteihez (McDonald 2017).

1.1.1. Az Alzheimer-kor kognitiv tiinetei és patologids hdttere

A sulyos NCD-ok leggyakoribb tipusa az AD, mely kronikus neurodegeneracidval, a
kognitiv képességek progressziv elvesztésével, valamint viselkedésbeli valtozasokkal

jellemezhetd. Bar a nem-kognitiv tiinetek (afazia, végrehajtdé funkcidk zavara, apatia,



személyiség megvaltozasa) a betegség viszonylag korai stddiumaban megnyilvanulhatnak,
altalaban a memoria romlasat tekintik a f6 tiinetnek. A betegség korai szakaszaban a kdzelmult
epizodikus emlékei a leginkéabb érintettek, mig a tdvoli mult emlékei altalaban megkiméltek. A
betegség elorehaladtaval azonban az epizodikus memoria minden aspektusa érintetté valik. Az
epizodikus memoria hanyatlassal ellentétben a munkamemoria és a szemantikus memoria

diszfunkcioja altalaban a késobb jelentkezd tiinetekhez sorolhato (Apostolova 2016).

A nyelvi zavarok, kiilonGsen a szokeresési nehézségek gyakori tiinetei az AD-nak. A
betegség korai szakaszaban a vizudlis térbeli készségek finom hanyatlasa is eléfordul. A
végrehajtd diszfunkcidk viszont még kordbban, a pre-demencia stddiumaban kezdddnek és a
tobbi kognitiv doménhez hasonléan folyamatosan stulyosbodnak a betegség lefolydsa soran

(Apostolova 2016).

Az AD klinikai jellemzdinek ¢€s tlineteinek felismerése tovabbra is elengedhetetlen a
betegek diagnosztizdlasahoz és a megfeleld kezelés kivalasztasdhoz. A kognitiv hanyatlas
mértékének a meghatdrozasara jellemzOen a Mini Mental Statusz tesztet alkalmazzak, melynél
a beteg altal elért pontszam jol korrelal az AD sulyossagaval (Folstein et al. 1975; Swainson et
al. 2001). Ezen kiviil az AD mogott meghuzodo neuropatologiai elvaltozasokat kimutatd nem-
invaziv biomarker-tesztek, mint példaul az amiloid pozitronemisszidés tomografia (PET) is
egyre inkabb elérhetd a betegellatas szamara (Apostolova 2016) a korai poszt-mortem

diagnosztikai modszerek mellett.

Az AD elsddleges patologids markerei a szinaptikus és neurondlis veszteségbdl eredd
agyl atrofia (jellemzOen a medialis temporalis lebenyben és a hippocampusban), az
extracellularis B-amiloid (AP) lerakodasok neuritikus plakkok formajaban, valamint a
neuronokban felszaporodé hiperfoszforilalt tau fehérjekbdl alld neurofibrillaris kdtegek (NFT).
A neuritikus plakkok az amiloid prekurzor proteinek (APP) rendellenes hasitisa révén
képzbédnek. Az amiloid hipotézis szerint az APP-bdl két enzim (a B-szekretaz és a y-szekretdz)
révén, kiilonb6z0 hossziusdgh AP peptidek generalodnak, koztik az AP42, melyek
hajlamosabbak az aggregéciora és a plakk képzddésre és erdsen neurotoxikus hatastiak. A
felhalmozodott AB42 oligomerek tobbek kozott mitokondrialis karosodést indukalva novelik a
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) felhalmozodasat, fokozzdk a mikroglidk gyulladasos
citokin termelddését, tovabba kiilonféle receptorokhoz (NMDAR és a7-nAChR) hozzakotodve
szinaptikus diszfunkciot is eldidézhetnek (Fan et al. 2020). Ezek mindegyikérdl kimutattak,
hogy kézvetve, vagy kozvetleniil hozzajarulnak pl. a hosszatava potenciacié (LTP) gatlasahoz
feltehetden ezzel is eldsegitve a kognitiv karosodas kialakulasat (Bellinger et al. 1993; Yamin
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2009; Beckhauser et al. 2016). Mivel szamos bizonyiték tamogatja azt az elképzelést, hogy a
neuritikus plakkoknak elsddleges szerepiik van az AD kialakulasaban, a tanulméanyok egy
jelentds része a AP képzddésére és metabolizmusara 6sszpontosit (Haass and Selkoe 2022).
Azonban egyes kutatasok ellentmondanak az AD amiloid hipotézisének, arra hivatkozva, hogy
az AD-ra jellemz6 idegsejt karosodas €s pusztulas az AP plakkok lerakodasatol fiiggetleniil is
megjelenhet (Morris et al. 2014), tovabba az AP plakkokat célzo terapidk sem bizonyulnak
eredményesnek mindeddig. Ebbdl kifolyolag alternativ mechanizmusokat helyeznek fokuszba,
mint az AD elsddleges kivaltoit. Az aktivalt mikroglidk potenciélisan részt vesznek az alternativ
mechanizmusokban és az amiloid kaszkad szerves részét képzik (Haass and Selkoe 2022).
Jelenlétiik bar valdszintileg reaktiv jelenség, alapja annak a hipotézisnek, hogy az AD az agyban
korabban fellépd fokozott neuroinflammacié kdvetkezménye (Castellani et al. 2010). Mara a
kutatdsok jelentds része kimutatta, hogy az aktivalt mikroglidk &ltal termelt gyulladdsos
citokinek, mint példaul az interleukin-1 béta (IL-1B), vagy a tumor nekrozis faktor (TNF-a),
feleldssé tehet6k a neuronok elvesztéséért, ezen kiviil eldsegithetik és sulyosbithatjadk mind az
AP, mind az NFT patologiat (Castellani et al. 2010; Kinney et al. 2018). A mikrogliakhoz
hasonl6an ma mar jelentds adatok allnak rendelkezésre az asztrocitdk gyulladdsos mediator

szerepének alatamasztasara is (Castellani et al. 2010).

1.2. A neuroinflammacio szerepe az oregedéssel kapcsolatos kognitiv hanyatlasban

Ahogy a fentiekben is leirtuk az életkorral 6sszefiiggd kognitiv hanyatlas hatterében allo
mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak, de szdmos tanulmany a megndvekedett
neuroinflammacid kdzponti szerepét feltételezi a neurodegeneracid és a kognitiv diszfunkciok

eldidézésében (Porcher et al. 2021).

A megnovekedett gyulladasos allapotot els@sorban a mikroglia sejtek Oregedéssel
kapcsolatos valtozasainak tulajdonitjak. A mikroglidk a kozponti idegrendszer rezidens
immunsejtjei, melyek szerepet jatszanak az idegszovet homeosztazisanak fenntartasaban,
fagocitaljak a patogéneket, sejttormelékeket, tovabba hozzajarulnak a szinapszisok
védelméhez, atalakitasahoz (Heneka et al. 2015). Az oOregedés hatasara azonban olyan
morfologiai és funkciondlis atalakulason mennek keresztiil, mely egy tulzott, kontrollalatlan
immunvalasz kialakulasat eredményezheti. Ebben az esetben fokozodik a pro-inflammatorikus

citokin (pl. IL-1B, IL-6 és TNF-a) és kemokin ((makrofag gyulladasos protein-1 alfa (MIP-1a),
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makrofag gyulladisos protein-1 béta (MIP-1B), makrofag gyulladasos protein-2 (MIP-2),
monocita kemoattraktans protein 1 (MCP-1)) termelésiik, mig szamos anti-inflammatorikus
citokin termelésben, beleértve az interleukin-10-et (IL-10), vagy interleukin-4-et (IL-4)
csokkenés mutatkozik (Norden and Godbout 2014). A kozelmultban felmeriilt, hogy a
hippocampus-fiiggé tanulas és memoria Oregedéssel Osszefiiggd hanyatlasa részben a
megemelkedett pro-inflammatorikus citokin expresszionak tudhato be. Kimutattak, hogy az IL-
1B megemelkedett szintje rontotta az idds patkanyok teljesitményét Morris-féle vizi labirintus
(MWM) paradigmaban, melyet neuronhaldzati szinten az LTP csokkenése kisért (Bellinger et
al. 1993; Oitzl et al. 1993; Ross et al. 2003; Lynch 2015). Ezt a megfigyelést késébbi,
ragcsalokon végzett kisérletek is megerdsitették ¢és kiterjesztették hasonld, specifikus
karosodasokat mutatva a hippocampus-fiiggé kontextudlis feladatokban, az IL-1f

intraperitonealis, vagy intrahippocampalis injektalasat kovetéen (Gibertini et al. 1995;

szamoltak be id0s ragcsalok hippocampusaban, mely a szinaptikus transzmisszidban okozott

deficitet, modulalva a térbeli és hosszu tavii memoria folyamatokat.

A megndvekedett pro-inflammatorikus citokin és kemokin felszabadulds mellett az
oregedéssel kapcsolatos neurotrof faktorok csokkenése ((pl. agyi eredeti novekedési faktor
(BDNF), idegi eredetii novekedési faktor (NGF) és ciliaris neurotrofikus faktor (CNTF)) is
negativan befolyasolja a kognitiv funkcidkat. A neurotrof faktoroknak fontos szerepiik van a
szinaptikus plaszticitasban, azéltal, hogy tdmogatjdk az idegsejtek tulélését és fejlodését,
valamint eldsegitik az idegsejtek kozotti kapcesolat kialakulasat (Mercado et al. 2018). 1d6s
patkanyok hippocampusaban BDNF expresszi6 csokkenésrdl szamoltak be mind mRNS mind
fehérje szinten, tovabba a BDNF szint csokkenést MWM-ben mutatott kognitiv
teljesitményromlassal is sszefiiggésbe hoztak (Heldt et al. 2007).

Osszeségében az agy megndvekedett gyulladdsos allapota és a neurotrdf faktorok
csokkenése egyarant hozzajarulnak az LTP csokkenéséhez, és ezaltal a kognitiv funkciok

karosodasahoz.

1.3. Kolinerg neurotranszmisszio zavarai a normal és a patologias oregedés soran

Szamos teoria koziil a kolinerg hipotézis volt az egyik legrégebbi, mellyel az AD

patogenezisét magyaraztak (Bartus et al. 1982). Mar az 1980-as években leirtak, hogy a
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kolinerg aktivitas funkciondlis zavarai egészséges id0s embereknél és AD-ban szenvedd
betegeknél egyarant eldfordulnak, ¢és ezek a zavarok szerepet jatszanak a memoria
karosodasaban és egyéb kognitiv tiinetek kialakulasaban (Dumas and Paul 2011). A kolinerg
hipotézis eredetileg azon megfigyelésen alapszik, hogy fiatal felndttek antikolinerg
vegyliletekkel torténd kezelése hasonldé memoria karosodast idézett eld, mint amit 1dds
embereknél €s AD-ban szenvedd betegeknél egyarant tapasztaltak. Ezt késobbi pre-klinikai
tanulmanyok is alatdmasztottak, melyben hasonlo tipust farmakologiai kezeléseket végeztek el
fiatal allatokon az ¢letkorral 6sszefiiggd kognitiv hanyatlas eldidézésére. Decker és munkatarsai
(1990) kimutattak, hogy az antimuszkarin hatasa szerek (pl. szkopolamin) rontottak a fiatal
ragcsalok memoria teljesitményét passziv elkeriilés feladatban és a térbeli tanulast vizsgald vizi
labirintus paradigmaban. Ezeket az eredményeket megerdsitették szelektiv muszkarin M1
receptor antagonistakkal (pl. pirenzepin) €s nikotinos acetilkolin receptor antagonistakkal (pl.
mekamilamin) végzett kutatasok, melyekben mindkét tipusu vegyiilet memoria rontd hatasarol
beszamoltak. Ezzel ellentétben idds, demenciaban szenveddoknél kognitiv javulés volt elérhetd

pro-kolinerg szerek alkalmazasaval (Bartus et al. 1982; Terry and Buccafusco 2003).

Az AD betegekben megfigyelt bazalis eléagyi kolinerg neuronok patoldgias valtozasai
ugyancsak felhivtak a figyelmet a kolinerg rendszer memoria zavarokban betdltott lehetséges
szerepére. A bazalis eléagyi kolinerg neuronok a medialis szeptumban, a Broca-féle diagonalis
kotegben és a Meynert magban lokalizdlodnak. A medialis szeptum és a Broca-féle diagonalis
koteg kolinerg neuronjai a hippocampusba projicidlnak, a Meynert mag pedig az agykérget és
az amygdalat latja el bemenetekkel. A kolinerg magok jelentdsen befolyasoljak a limbikus és a
kérgi aktivitast, ezaltal részt vesznek a tanulas és a memoria kialakitasaban (Drever et al. 2011;
Schliebs and Arendt 2011). A normalis oregedés soran a kolinerg neuronok mérsékelt
degenerativ valtozéasairol szamoltak be, melyet a trofikus tdmogatds gyengiilésével is
Osszefliggésbe hoztak. Kiilondsen az NGF-nek van kiemelt szerepe a bazalis eléagyi kolinerg
neuronok védelmében és fenntartasaban (Schliebs and Arendt 2011). Egyes tanulmanyokban
arr6l szamoltak be, hogy 1d6s ragesalokban és majmokban egyarant megfigyelt kolinerg atrofia
az NGF intracerebroventricularis beadasaval (Koliatsos et al. 1991; Tuszynski 2000), illetve ex
vivo NGF gén bevitellel enyhithetd volt (Emerich et al. 1994; Markowska et al. 1994; Chen et
al. 1995; Tuszynski 2000).

A korabbi nézetet, miszerint az oregedés sordn bekdvetkezd atrofia a kolinerg sejtek
jelentds veszteségével hozhato Osszefliggésbe, megkérddjelezték. Neuronalis sejt veszteséget

tulnyomorészt a patologias oregedés soran (pl. AD) figyeltek meg, mig a normal oregedésre
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hoztak Osszefliggésbe. Bizonyos kutatdsok szerint az AD-ban az AP fehérjék akkumulécioja
valthatja ki, vagy jarulhat hozza a kolinerg sejtek pusztuldsdhoz. Az AP kolinerg diszfunkciot
valthat ki az a7 nikotinos acetilkolin receptorokon (a7-nAChR) keresztiil, mivel befolyasolja
az NGF jelatvitelt, medialja a tau foszforilaciot, illetve kdlcsonhatasba 1éphet az acetilkolint a
szinapszisokban lebonto kolin-észteraz enzimmel (ChE) (Schliebs and Arendt 2011). Azonban
a pontos mechanizmus, mely soran az AP bazalis eléagyi kolinerg idegsejtveszteséget és

kognitiv karosodast indukal, még nem teljesen tisztazott.

Bar jelentés idegsejtpusztulas nem all fenn egészséges idds embereknél, a kolin-
acetiltranszferaz (ChAT) és az ChE-aktivitasokban bekovetkezd csokkenés, illetve a csokkent
acetilkolin (ACh) felszabadulas mégis el6idézhet kolinerg hipofunkciét (Perry et al. 1992).
Tovabba az eldagyi mMAChR-ok és nAChR-ok siriiségében is megfigyeltek Oregedéssel
kapcsolatos valtozasokat, melyek ugyancsak hozzajarulhatnak a memoria deficitek

kialakulasahoz (Schliebs and Arendt 2011).

1.4. A neurokognitiv zavarok gyogyszeres kezelése

Jelenleg harom torzskonyvezett kolinészteraz inhibitor (ChEI), a donepezil, a
galantamin és a rivasztigmin, és egy NMDAR antagonista vegyiilet, a memantin all
rendelkezésiinkre a NCD-k gyogyszeres kezelésére (Yiannopoulou and Papageorgiou 2020).
Azonban ezek a gyogyszerek csak mérsékelt eldnyoket kindlnak a kognitiv tiinetek
enyhitésében, tovabba az NCD-k progresszidjat sem képesek megallitani (Deardorff et al. 2015;
Deardorff and Grossberg 2016). Az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban az AD-ra helyezziik
a hangsulyt az NCD terdpiak részletesebb targyaldsakor.

1.4.1. Az Alzheimer-kor terdpidja

A kolinerg hipotézis megalkotasa 6ta szamos kutatast végeztek a pro-kolinerg szerekkel
kapcsolatban. Bar az altalanos klinikai hatasaik korlatozottak, a kolinerg miikodések
modulalasara hasznalt ChEI-okat tovabbra is széles korben alkalmazzak az AD kezelésére. A
ChEl-terapia optimalis id6tartalmat illetéen kevés bizonyiték all rendelkezésiinkre, mivel a
klinikai vizsgalatok tobbsége 6 honapos megfigyelésre korlatozodik (Marucci et al. 2021),
mindazonaltal jol tolerdlhatdak és néhany éven keresztiil fenntartjdk a kognitiv funkciokra

gyakorolt elényos hatasukat (Joe and Ringman 2019). Az ChEl terapiakat az enyhe és
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kozepesen sulyos AD-ban szenvedd betegek kezelésére alkalmazzak. A gyogyszerek az ChE
gatlasan keresztiil fejtik ki hatdsukat, ezaltal megakadalyozzdk az ACh lebomlésat és
meghosszabitjak a szinapszisban kifejtett hatasat (Vaz and Silvestre 2020). Patkanyokon
végzett mikrodializis vizsgalatokkal kimutattak az ACh extracellularis szintjének ndvekedését
akut ¢és kronikus ChEI beadéast kovetden, mely a fokozott kolinerg funkcio kozvetlen
bizonyitékaként szolgalt (Pepeu and Giovannini 2010). A ChE gatlast patkany és human
neocortexben hasonlitottak 6ssze in vitro modszerekkel, ahol mindkét fajban hasonld 1C50
értéket mértek a donepezillel, rivasztigminnel €s galantaminnal valé kezelést kovetoen egyarant
(Jackisch et al. 2009). Tovabba a ChEIl-kezelt AD betegekbdl szarmazd cerebrospinalis
folyadékban (CSF) ChE gatlasrol szamoltak be (Nordberg 2001). Az allatkisérletes
vizsgalatokkal valo analdgia arra enged kovetkeztetni, hogy a ChE gatlas emberekben is
Osszefliggésbe hozhato az ACh extracellularis szintjének novekedésével (Pepeu and Giovannini
2010). A ChE aktivitds nemcsak a kolinerg transzmisszi6 modulalasdban vesz részt az ACh
hidrolizisével, hanem az AP plakkok felhalmozodasat is serkenti. Ez alapjan a ChEI-nak
szerepe van az A lerakodas csokkentésében is (Standridge 2004). Azonban hatasuk csak
ideiglenes, a kognitiv képességekben bekdvetkezd javulas a kezelés eldrehaladtiaval
mérséklédik. A ChEI hatranyai kozott szerepel még, hogy nagyobb dozisok alkalmazasa soran,
olyan periférias mellékhatasok jelentkezhetnek egyes betegeknél, mint a szédiilés, izomgorcs,

hanyds, hasmenés, vagy étvagytalansag (Mimica and Presecki 2009).

A memantin egy nem kompetitiv NMDAR antagonista, ami feltehetéen szelektiven
blokkolja az abnormalisan megndvekedett glutamaterg transzmisszidhoz tarsithatod
excitotoxikus hatdsokat, mikdzben biztositja a normal sejtmiikodésekhez sziikséges fiziologiai
jelatvitelt. Klinikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a memantin egy mérsékelt hatékonysagu, jol
toleralt kezelési lehet6ség a stilyos, vagy kozepesen sulyos AD-ban szenvedd betegek szamara
(Lanctot et al. 2009). Bebizonyosodott, hogy a memantin késlelteti a kognitiv hanyatlast a Ca*
ionoknak az aktivalt NMDA csatornakon keresztiil torténd tulzott bearamlasanak gatlasaval,
ezzel neuroprotektiv hatast biztositva (Dong et al. 2012). A memantin feltételezett
hatdsmechanizmusét a kdvetkezdkben targyaljuk. Nyugalmi helyzetben az NMDA csatornak
fesziiltség fiiggd Mg?* blokk alatt 4llnak. Azonban a posztszinaptikus membran erés
depolarizaciéjat, valamint a glutamat NMDAR-okra kifejtett tranziens hatdsat kdvetden a Mg?*
blokk megsziinik, igy az NMDAR ioncsatornakon keresztiil lehetévé valik a Ca?* ionok
bearamlasa a sejtbe. Patologias korilmények kozott viszont az NMDAR-ok folyamatos

alacsony szintli stimuldcidja és a posztszinaptikus membran mérsékelt depolarizacioja
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felszabaditia az NMDAR-okat a Mg?* blokk alol, novelve ezzel a koros, tonusos Ca?*
bearamlast a posztszinaptikus neuronba. A memantin mérsékelt affinitassal képes bekdtddni az
NMDAR-okhoz, ¢és fesziiltségtol fliggden blokkolja azokat, illetve gyors csatorna blokkolo és
feloldo kinetikaval rendelkezik. Ez az egyediilallo kotési profil teszi alkalmassa a Mg?*
hatékony helyettesitésére (Parsons et al. 2013). Az NMDAR-ok enyhe, hosszan tartd
stimulacidja soran, a memantin tovabbra is gatolja az NMDAR ioncsatornakat, szemben a
gyengébb kotési affinitassal rendelkezd Mg?* ionokkal, azonban, ha a glutamat magas
koncentracioban, tranziensen van jelen, azaz fiziologiai jel érkezik, a memantin disszocial a
receptorokrol, biztositva ezzel a normal neurotranszmissziot. Az olyan antagonistak, melyek
tul nagy affinitassal kotddnek, illetve kis fesziiltség fiiggéssel rendelkeznek, mint példaul az
MK-801, vagy feniciklidin nem képesek idoben elhagyni a csatornat, igy mind a fiziologiai,
mind a koros jelatvitelt gatoljak (Rammes et al. 2008). Wenk és munkatarsai (1995) a memantin
¢s az MK-801 mellékhatasait vizsgaltdk, valamint neuroprotekcids hatékonysagukat is
Osszehasonlitottak. Eredményeik azt mutatjak, hogy patkanyokban a nucleus basalis
agyteriiletre injektalt NMDA-val elGidézett idegsejtveszteséget, mindkét hatdanyag
szignifikansan csokkentette, bar a memantinnal erdteljesebb neuroprotektiv hatast tapasztaltak,
¢s alacsony do6zisban alkalmazva nem jart mellékhatasokkal.

A tanulmanyok nagy része az NMDAR-ok antagonizmusaval kapcsolja Ossze a
memantin terdpias hatékonysagat. Azonban egyre tobb pre-klinikai kutatds demonstralja, hogy
a memantin az a7-nAChR-okra is kifejti blokkold hatasat (Maskell et al. 2003). Bar Aracava és
munkatarsai (2005) negativ jelenségként irtak le a memantin a7-nAChR-okra Kifejtett
antagonizmusat, egyes tanulmanyok ennek ellenkez6jérél szamoltak be (Pohanka 2012).
Ferchmin és munkatarsai (2003) altal elvégzett kisérletben mind az a7-nAChR agonistak, mind
az antagonistdk neuroprotektivnek bizonyultak az NMDA-val kivaltott excitotoxicitassal
szemben ragcsald hippocampalis szovetekben. Tovabba szamos tanulmany kimutatta, hogy az
a7-nAChR-ok olyan folyamatokat is medialnak, melyeknek szerepiik van az AD
patofiziologiaban. Példaul a AP peptidek rontjak a hippocampalis jelatvitelt az a7-nAChR-okon
keresztiil, mely fokozott Ca?" bedramlast és a jelatviteli Gtvonalak koéros aktivaciojat
eredményezi (Dineley et al. 2001, 2002; Banerjee et al. 2005). Ezen kiviil az a7-nAChR-ok
medialjak a AP 4altal indukalt hiperfoszforilaciot, mely az a7-nAChR antagonizmuséval
enyhithet6 volt (Wang et al. 2003; Banerjee et al. 2005). Egy 1j, ex vivo patkany agy szeleteken
végzett elektrofizioldgiai tanulmany tovabbi bizonyitékokat szolgaltat azzal kapcsolatban, hogy
a memantin altal kivaltott a7-nAChR aktivitas csOkkentése hatékony lehet a kognitiv zavarok

kezelésében. Kimutattak, hogy az alacsony dozisban alkalmazott memantin neuroprotektiv
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hatasa az a7-nAChR-ok gatlasan keresztiil valosult meg, mig magasabb dozisban alkalmazva,
az NMDAR-ok antagonizmusaval excitotoxicitast idézett el6 (Ferrer-Acosta et al. 2022). Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy az a7-nAChR-ok gatlasa a memantin altal, szintén hozzajarulhat

annak klinikai elényeihez (Banerjee et al. 2005).

1.5. Az a7-nAChR-0ok, mint pontencialis gyogyszercélpontok a Kkognitiv
zavarokban

Az a7-nAChR-ok tanulasi és memoria folyamatokban betoltott szerepe jelentds, igy az
elmualt években a farmakologiai kutatasok kozéppontjaba keriiltek, mint potencidlis
gyogyszercélpontok (targetek). Strukturajukat tekintve az a7-nAChR-0k 6t a7 alegységbdl allo
homopentamer, ligand-vezérelt receptorok, melyek nagy Ca®" permeabilitassal és gyors
deszenzitizaciés kinetikaval jellemezheték (Pohanka 2012; Lombardo and Maskos 2015).
Egyes szelektiv a7-nAChR inhibitorok, mint példaul az metillikakonitin (MLA), vagy az a-
bungarotoxin nagy affinitassal kotddnek az a7-nAChR-hoz, igy alkalmasak ezen receptorok
detektalasara az agyban. Bar az o7-nAChR-ok széles korben expresszalodnak a kdzponti
idegrendszerben, a radioaktivan jelolt a-bungarotoxin a kognitiv funkcidkért felelds agy
terlileteken, beleértve a hippocampust (CA1, CA2 és gyrus dentatus) és a neocortexet (I. és VL.
réteg), mutatott kiilondsen magas a7-nAChR expresszidt. Ezen kiviil a kéreg alatti marginalis
zonakban, valamint az agytorzsi magokban (ventralis tegmentum, substantia nigra) is
megfigyelhetd volt jelenlétiik (Wallace and Porter 2011; Ma and Qian 2019). Az a7-nAChR-
ok expresszids mintdzatat mRNS in situ hibridizacidés modszerrel is vizsgaltdk, megerdsitve a
korabbi autoradiografias vizsgalatok eredményeit (Wallace and Porter 2011). A neuronalis a7-
NAChR-ok mind pre-szinaptikusan mind poszt-szinaptikusan expresszalodnak, tovabba jelen
vannak a peri-szinaptikus lokuszokban is (Cheng and Yakel 2015). Funkciojukat tekintve az
07-nAChR-ok Ca?*-fiiggd mechanizmusokon keresztiil medialjak a szinaptikus transzmissziot,
szamos neurotranszmitter felszabaduldsat és a szinaptikus plaszticitast. A preszinaptikusan
expresszalodd a7-nAChR-0k a preszinaptikus terminalokbol torténé glutamat felszabadulas
serkentésével novelik az LTP indukciojat (McKay et al. 2007; Cheng and Yakel 2015). Ezen
kiviil egyes kutatdsok bizonyitottak, hogy aktivacidjuk eldsegiti a GABA, a dopamin és a
noradrenalin felszabadulasat is (Turner 2004). A posztszinaptikusan expresszaldodo nAChR-ok
az NMDAR-okkal egyiitt az intracellularis Ca®" szintet szabalyozva a masodlagos jelatviteli

utvonalak aktivalasaval vesznek részt a szinaptikus plaszticitasban (McKay et al. 2007,
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Lombardo and Maskos 2015). Azonban a kolinerg neurotranszmisszid nagyrészt nem-
szinaptikus médon torténik, ami Osszhangban van az ACh-nal térténd receptor aktivacid
parakrin modjaval (Jones and Wonnacott 2004; Lendvai and Vizi 2008; Stone 2021). Az a7-
nNAChR-okat nemcsak a neuronok, hanem a mikroglidk, és az asztocitak is expresszaljak,
melyeknek az immunvalaszok modulélasaban van kiemelt szerepe, ami ugyancsak

Osszefliggésbe hozhatd a memoria folyamatokkal (Egea et al. 2015).

1.6. a7-nAChR-okra haté agonistak és PAM vegyiiletek pro-kognitiv hatasai

Mivel az AD farmakoterapiaja a mai napig nem megoldott 0j, hatékonyabb terapias
stratégiak kifejlesztésére van sziikség. A pre-klinikai vizsgalatokban szamos o7-nAChR
agonistardl (pl.: SEN12333 GTS-21, S24795, RG3487) kimutattak, hogy visszaforditjak a
szkopolaminnal, illetve MK-801-gyel eldidézett memoria deficitet patkanyban, 0 targy
felismerési tesztben (NOR), de ezen kiviil 1ézios patkany modellekkel, illetve 6reg allatokkal
végzett hippocampus fliggd, térbeli munkamemoridt vizsgdld navigacios tesztekben is
elényosnek bizonyultak (Wallace and Porter 2011). A jelen vizsgalatok szempontjabol fontos,
nagy szelektivitasu PHA-543613 a7-nAChR agonista korabban ugyancsak hatékonyan javitotta
a patkanyok kognitiv teljesitményét T-labirintus spontan alternacios tesztben (Bali et al. 2015),
MWM-ben (Sadigh-Eteghad et al. 2015), valamint NOR paradigmaban is (Wishka et al. 2006).
Az a7-nAChR-ok az agonista bekotodését kovetden azonban, gyors deszenzitizacioval
jellemezhetdk, ami nagy kihivast jelent a gyogyszerfejlesztések szamara, beleértve a hatékony
dozis kivalasztasat. A pozitiv alloszterikus modulatorok (PAM-ok) egy alternativ megkozelitést
kinalnak az a7-nAChR-ok kozvetlen modulalasara. Elonyei kozé tartozik, hogy az ACh, vagy
a kolin jelenlétében fejtik ki hatasukat, fenntartva ezzel az endogén aktivacié jellemzdit,
tovabba kevésbé hajlamosak az o7-nAChR-ok hosszan tartd inaktivacidjat kivaltani a
stimulaciot kovetden (Wallace and Porter 2011; Yang et al. 2017). Nikiforuk és munkatarsai
(2015) kisérletiikben harom kiilonbozé PAM vegyiilet, az I-es tipusi CCMI, a Il-es tipusu
PNU-120596, ¢és a ChEI-ként is miikodd galantamin kognitiv serkentd hatasat vizsgaltdk NOR
paradigmdban. Sikeriilt kimutatniuk, hogy ezek mindegyike enyhitette a patkdnyok NOR
tesztben mutatott memoria romlasat. Azonban a specifikus a7-nAChR antagonista MLA (3
mg/kg) kezelés blokkolta a CCMI, a PNU-120596 ¢és a galantamin hatésat is, ami arra utal,
hogy ezeknek a PAM vegyiileteknek a pro-kognitiv hatasai az a7-nAChR-okhoz k&thetok.
Eredményeik megerésitik és kiterjesztik azt a megfigyelést, hogy az a7-nAChR-ok pozitiv
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alloszterikus modulécidja javitja a memoriat €s alatdmasztja a PAM-ok hasznossagat a NCD-

ok kezelésében.

Ahogy fentebb leirtuk a neuroimmun rendszert kolinerg hatdsok is befolyasoljak
(Maurer and Williams 2017). Az ezzel kapcsolatos tanulmanyok féleg az a7-nAChR-okra
Osszpontositanak, ugyanis stimuldciojuk olyan jelatviteli-itvonalakat aktival, melyek
gyulladascsokkentd, neuroprotektiv hatastiak. Az a7-nAChR-okat nemcsak a neuronok, hanem
a mikroglidk és az asztrocitak is expresszaljak, tehat bizonyos kolinerg hatasok ezeken a nem
neuronalis sejteken keresztiil kovetkeznek be (Maurer and Williams 2017). Szamos bizonyiték
all rendelkezésiinkre arrél, hogy a kolinerg neurtranszmisszid serkentése javitja a memoriat,
viszont a leglijabb tanulmanyokban azt is demonstraljak, hogy a a7-nAChR-okon keresztiil
megvaldsuld  kolinerg anti-inflammatorikus ttvonal is &sszekapcsolhatd a memoria
folyamatokkal (Egea et al. 2015; Maurer and Williams 2017). Ennek megfelel6en azt
feltételezik, hogy az a7-nAChR-0k-ra hatd agonistak és PAM-ok képesek modulalni a glia
sejtek aktivacigjat, novelve ezzel a terapias hatékonysagukat. Foucault-Fruchard és
munkatarsai (2017) az a7-nAChR agonista PHA-543613 gyulladascsokkenté szerepét
vizsgaltak in vivo excitotoxikus patkany modellben. Sikeriilt kimutatniuk, hogy az a7-nAChR-
ok PHA-543613-mal torténd stimulacidja csokkentette a mikroglia aktivaciot és javitotta az
idegsejtek tulélését a kinolinsav okozta excitotoxicitassal szemben. Ezeket a megfigyeléseket
az Alzarea és Rahman (2019) altal végzett tanulmany is megerdsitette, melyben egy o7-
NAChR-okra hatdo PAM vegyiilet hatasat vizsgaltak a lipopoliszacharid (LPS) altal kivaltott
kognitiv deficitre és depresszio-szerli viselkedésre egerekben. A PNU120596 beadasa
eldnydsnek bizonyult az LPS-sel kivaltott viselkedési diszfunkciok megeldzésében. Tovabba
az LPS beadasat kovetden a PNU120596 gatolta a mikroglia és asztrocita aktivacios markerek
expressziojat, valamint a pro-inflammatorikus citokinek, példaul az IL1-B és a TNF-a fokozott

felszabadulasat a hippocampusban és a cortexben.

Osszeségében a pre-klinikai tanulmanyok eredményei azt mutatjak, hogy az a7-nAChR
agonistak és PAM vegyliletek eldnyodsnek bizonyulnak a kognitiv zavarok kezelésében.
Azonban a klasszikus nézet, miszerint az a7-nAChR ligandok pro-kognitiv hatasa a vegyiiletek
receptor-aktivalo tulajdonsagéaval hozhato Osszefiiggésbe még tovabbi vizsgalatokat igényel,
tekintettel arra a megfigyelésre, hogy az MLA, mint szelektiv a7-nAChR antagonista szintén
javitotta alacsony dézisokban a memoria funkciokat kiilonféle allatmodellekben és eldsegitette
az LTP indukciojat patkany hippocampus szeletekben (Hahn et al. 2011; Burke et al. 2014;
Terry and Callahan 2020). Ezen kiviil, ahogy fentebb leirtuk egyes kutatasok a memantin
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neuroprotektiv hatasat is az a7-nAChR-okra kifejtett antagonizmusaval hozzak dsszefiiggésbe.
A fent leirt torzskonyvezett €s fejlesztés alatt all6 kognitiv serkentd vegyiileteket az 1. tablazat

foglalja Ossze.

Osztaly Vegyiilet Hasznalati javallat Hatasmechanizmus
., .| donepezil enyhe és kdzepesen ChE gatlasa->Ach lebomlas
kolinészteraz : , ,, . . . s
o galantamin stlyos AD-ban szenvedd | akadalyozasa kolinerg transzmisszio
inhibitorok | % L o -y
rivasztigmin | betegek kezelésére javitasa
Ca2+-ok talzott bearamlasanak gatlasa
NMDA kozepesen sulyos és az aktivalt NMDA csatornakon
receptor memantin stilyos AD-ban szenvedd | keresztiil->neuroprotekcio, glutamaterg
antagonistak betegek kezelésére neurotranszmissziod jel-zaj aranyanak
novelése
kolinerg neurotranszmisszid javitasa,
a7-nAChR PHA-543613 nincs, fejlesztés alatt allo | gyors denszenzitizalo hatas,
. SEN12333 i o . ,
agonistak vegyiiletek gyulladascsokkentd, neuroprotektiv
GTS-21 .
hatas
a7-nAChR- kolinerg neurotranszmisszio javitasa,
okra hat6 PNU-120596 | nincs, fejlesztés alatt allo | kevésbé okoznak receptor
PAM CCMI vegyiiletek deszenzitizaciot, gyulladascsokkentd,
vegyiiletek neuroprotektiv hatas

1.tablazat: Fontosabb torzskdnyvezett és fejlesztés alatt dllo pro-kognitiv vegyiiletek

1.7. Kombinalt terapiak

Egyre nagyobb érdeklédés ovezi a kombindlt terapidkat, a farmakologiai terapidk
hatasossadganak novelése érdekében. Mivel a kombinalt terapidk a NCD-ok tobb patologias
aspektusat is képesek megcélozni, szinergikus hatékonysag novekedést eredményezhetnek,
tovabba alacsonyabb dozisok alkalmazasat teszik lehetové, elkeriilve az esetleges
mellékhatasokat (Parsons et al. 2013). Mivel a memantin és a ChEI-ok eltéré, de egymast
kiegészitd hatdsmechanizmussal rendelkeznek egy komplex kezelési lehetdséget kindlnak az
AD betegek szamara (Parsons et al. 2013). Bar a memantin-donepezil kombinacios kezelést az
FDA jovéhagyta a kozepesen sulyos €s sulyos AD-ban szenvedd betegek kezelésére, a
monoterapian tuli tovabbi eldnyeirél kevés bizonyiték all rendelkezésiinkre (Deardorff and
Grossberg 2016; Knorz and Quante 2021). Példaul egy kozelmultban végzett 11 vizsgalatot
elemzd metaanalizis eredményei alapjan a donepezil és a memantin kombindcidja csak

mérsékelt elonyoket kinalt a kognitiv tiinetek enyhitésében a megfeleld6 monokezelésekhez

képest (Chen et al. 2017). Tovabba egy masik 14 vizsgalatot magaba foglalé metaanalizisben

19



is hasonlé eredményekrdl szamoltak be. Osszesen 5019 kdzepesen sulyos vagy sulyos AD-ban
szenvedd beteget vontak be a vizsgalatokba, akiket véletlenszertien osztottak szét a kiilonb6zd
kezelési csoportok kozott. A kombinalt kezelés elonyds hatdsai csak a neuropszichiatriai
tiinetek €s a viselkedési zavarok terén mutatkoztak meg, a kognitiv funkcidkat és a mindennapi
tevékenységek elvégzését tekintve azonban nem figyeltek meg tovabbi eldnyoket (Tsoi et al.
2016). Ezzel 6sszhangban a pre-klinikai vizsgalatok is megerdsitik, hogy a memantin-donepezil
kombinacios kezelés mérsékelt hatékonysagu, vagy egyaltalan nem eredményez kognitiv
javulast a kiilonféle viselkedési tesztekben. Wise and Lichtman (2007) altal végzett kisérletben
a szubeffektiv dozisban alkalmazott memantin donepezillel val6 kombinaldsa nem javitotta a
patkanyok sugérlabirintusban nyujtott memoria teljesitményét. Tovabba egy idds nyulakkal
végzett kondicionalt pislogas reflex (conditioned nictitating membrane reflex) feladatban a
donepezil sem Onmagiban sem a memantinal vald6 kombindldsa soran nem bizonyult

hatékonynak a kontroll allatokhoz képest (Woodruff-Pak et al. 2007).

Ezzel szemben a pre-klinikai vizsgalatok eredményei igéretesebbnek bizonyultak
azokban az esetekben, amikor a memantint, olyan vegyiiletekkel kombinaltdk, melyek
kozvetleniil fejtik ki hatasukat az a7-nAChR-okra (Koola et al. 2018). Busquet és munkatarsai
(2012) kisérletiikben a galantamin és a memantin kombinalt hatasat vizsgaltak szkopolaminnal
spontan alternacios paradigmaban tesztelték. Legfébb megallapitasuk az volt, hogy az alacsony
dozisban alkalmazott memantin és a galantamin 6nmagukban alkalmazva nem bizonyultak
hatékonyaknak a szkopolaminnal szemben, a két anyag kombinalt alkalmazasa viszont
visszaforditotta a szkopolamin memoria ront6 hatasat. Nikiforuk és munkatarsai (2016) altal
végzett kisérletben a memantint galantaminnal és még két tovabbi a7-nAChR-okra hatd
szelektiv PAM vegyiilettel (CCMI or PNU-120596) kombinaltak. Eredményeik azt mutattak,
hogy mindharom kombindci6 enyhitette a patkanyok természetes felejtés okozta memoria
romlasat, ezen feliil a kombindlt kezelések hatékonysdga meghaladta a megfeleld
monokezelések hatékonysagat. Ugyanebben a tanulmanyban a kombinalt kezelések pozitiv
hatasa a szelektiv a7-nAChR antagonista MLA alkalmazasaval gatolhato volt, ami azt sugallja,
hogy a vegyiiletek kozotti elényds interakcid alapjat képezé mechanizmusban kiemelt szerepiik

lehet az a7-nAChR-oknak.

A fent leirt pre-klinikai tanulmanyok az a7-nAChR-ok kiemelt szerepét tiikrozik a
memantinnal és a szelektiv a7-nAChR ligandokkal végzett kombinacios kezelések pro-kognitiv

hatdsaiban. Mivel egyre tobb tanulmany pozitiv jelenségként demonstralja a memantin a7-
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nNAChR-ra kifejtett antagonizmusat, feltételezhetd, hogy a vegyiilet ezen hatasa is hozzajarul a
memantin és az a7-nAChR ligandok kozotti eldnyds interakciokhoz. Jelen kisérleteinkben
kiilonb6z6 hatdasmechanizmusu a7-nAChR ligandokat kombinaltunk a memantinnal, és a NCD-
ok farmakoldgiai, valamint természetesen 1d6s patkany modelljében vizsgaltuk meg viselkedés
szintjén a kétféle kombindcido kognitiv serkentd hatékonysagat. Ezen kiviil biokémiai
vizsgalatokat alkalmazva felmértiik az id6s patkanyok gyulladasos éllapotat, valamint az a7-

NAChR-ok oregedés okozta expresszios valtozasait.
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2. CELKITUZESEK

Amint azt a bevezetésben is targyaltuk a memantin donepezillel valé kombinalasat mar
jovahagytak az AD kezelésére, azonban a rendelkezésre all6 bizonyitékok alapjan tovabbra sem
vilagos, hogy a kombindcios terdpia hatékonyabb-e a memoriazavarok kezelésében, mint
barmely gydgyszer onmagaban. Tovabba egyre tobb tanulmany demonstralja, hogy egy masik
ChEl, a galantamin, mely az a7-nAChR-ok pozitiv alloszterikus modulatora is egyben, sokkal
jobb szinergikus hatast eredményez a memantinnal val6 egyiitt adasa soran, mint a donepezil-
memantin kombindcids kezelés. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a két vegyiilet
egyidejli hatékonysaga az o7-nAChR-ok modulécidjara vezethetd vissza, melyben
feltételezhetéen a memantin a7-nAChR-ra kifejtett hatasa is kozrejatszik. Kisérleteinkben a

memantin és szelektiv a7-nAChR ligandok kozotti interakciokra fokuszaltunk és az alabbi

vizsgalati célokat tlztiik ki:

l. Az o7-nAChR-okat célzo ligand kolcsonhatasok vizsgalata NCD-ok
szkopolaminnal indukalt farmakologiai patkany modelljében Morris-féle vizi
labirintus (MWM) és T-labirintus paradigma alkalmazasaval:

1. A memantin és a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 dozis-hatas
Osszefliggésének meghatarozasa.

2. Szubeffektiv dozisu memantin és szubeffektiv dozisu PHA-543613 kombinalt
hatasanak vizsgalata az epizddikus memoria kiilonb6z6 komponenseire (térbeli
navigéaciod, rovid-tavi memoria, hosszi-tavi memoria) Osszehasonlitva a
megfeleld monokezelésekkel.

. Az a7-nAChR-okat célz6 ligand koélcsonhatasok vizsgalata NCD-ok természetesen
1d6s patkdny modelljében NOR paradigma alkalmazésaval:

1. A memantin, a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 és egy szelektiv a7-
NAChR-okra hatd6 PAM vegyiilet dozis-hatas dsszefliggésének meghatarozasa.

2. Szubeffektiv dozisi memantin és szubeffektiv dozisu a7-nAChR ligandok
(PHA-543613 és PAM) kombinalt hatasanak vizsgalata Osszehasonlitva a
megfelel6 monokezelésekkel.

1. Id6s allatoknal tapasztalhatd mRNS és fehérje expresszios valtozasok vizsgalata két
gyulladasos mediator (IL-18, MIP-1a) a CNTF neurotrof faktor és az a7-nAChR-
ok tekintetében a memoridért felelos agyteriileteken (hippocampus, neocortex,

striatum).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A memantin és a PHA-543613 kozotti interakci6 vizsgalata farmakologiai
NCD-modellben

Az els6 tanulmanyban a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 és a memantin
kombinalt hatasat teszteltik NCD-ok szkopolaminnal indukalt patkany modelljében. A
vegyiiletek egyidejli hatékonysagat az epizodikus memoria kiilonb6z6 doménjein (térbeli
navigécio, rovid-tavi memoria €és hosszi-tavu memoria) figyeltik meg MWM paradigméban.
Tovabba a memantin-PHA-543613 kombinacidés kezelés rovid-tava memoriara kifejtett
farmakologiai hatasait T-labirintusban is megvizsgaltuk. A kisérletben alkalmazott technikakat

és kisérleti protokollokat a kovetkezo fejezetekben targyaljuk részletesen.

3.1.1. Epizodikus memoria vizsgalata MWM paradigma alkalmazasaval

3.1.1.1. Kisérleti allatok elhelyezése és tartasa

Kisérleteinkben 350-500 g tomegf, felndtt (6-8 honapos), him Long Evans patkanyokat
alkalmaztunk. A memantin ¢és a PHA-543613 dozis-hatas Osszefiiggéseit Osszesen 72
patkanyon vizsgaltuk, mig a kombinalt kezelés hatékonysagat 65 masik allaton teszteltiik. Az
allatokat a Pécsi Tudoméanyegyetem Szentdgothai Janos Kutatokdzpontjanak allathazédban
tartottuk parosaval, hozzavetdleg 150 cm? alapteriiletii ketrecekben elhelyezve. Az allathazban
természetes fényhez kozeli spektrumu megvilagitast biztositottunk, ahol 12 6ras sotét €s 12 oras
vilagos periddus automatikusan valtotta egymast. A vilagos szakasz reggel 7 oratdl este 19
ordig, a sotét szakasz este 19 oratol reggel 7-ig tartott. Az éallathazban klimaberendezéssel
allando homérsékletet (22 +/- 2°C) biztositottunk. A patkdnyok naponta 17 g standard
laboratoriumi patkanytapot (CRLT/N egységes ragcsalotap, Innovo KFT, Budapest)
fogyasztottak. A kontrollalt taplalékmennyiségre azért volt sziikség, hogy biztositsuk az allatok
egészséges sulygyarapodasat ¢és megakadalyozzuk elhizasukat és egyéb egészségligyi
problémak kialakulasat. Tovabba fontos volt, hogy allataink a kisérletek alatt kelld
motivacioéval rendelkezzenek, ami alaposabb exploraciot eredményez. Csapvizbdl korlatlan

mennyiséget biztositottunk.

A kisérleteket a Pécsi Tudoméanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (MAB) és
az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs (ATET) hagyta jova, valamint a Baranya Megyei
Kormanyhivatal szakhatosaga engedélyezte (engedélyszam: BA02/2000-25/2015).
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3.1.1.2. Morris-féle vizi labirintus teszt (MWM)

A kisérletet egy 180 cm atméréjii, 90 cm magas, kor alaki medencében végeztiik,
melyet 30 cm-ig vizzel toltdttiink fel. A vizet tejporral és kék ételfestékkel tettiik atlatszatlanna.
A labirintust négy kvadréansra osztottuk az égtajaknak megfelelden (ENY, DNY, EK, DK). A
kisérleti protokoll négy tréning napbol és egy proba napbol allt. A tréning napok soran egy
platformot helyeztiink a DNY-1 kvadransba, a viz felszine ald 1 cm-re. A patkanyoknak a
labirintus koriil elhelyezett vizualis jelek segitségével kellett megtanulniuk a rejtett platform
helyét. Az allatoknak tréning naponként négy probat kellett teljesiteniiik. Az egyes probakban
az allatokat kiilonb6zd kvadransokba helyeztiik az dramutatd jardsanak megfeleléen. A start
pontot is naponta valtoztattuk, szintén az dramutato jarasanak megfeleléen. Egy allat szdmara
két perc allt rendelkezésre, hogy megtalalja a platformot. A probak soran a platform keresésével
toltott 1d6t, valamint a platformig megtett Gtvonal hosszat mértiik Ethovision XT10 szoftver
(Noldus, Wageningen, Hollandia) segitségével. Ha az allat 2 percen beliil nem talalta meg a
platformot, 10 mp-re az emelvényre helyeztiik és a keresési idonek 2 percet jegyeztiink fel. Az
allatok els6 tréning napon mutatott teljesitményét hasznaltuk fel a rovid-tavia memoria
értékelésére. Az 6todik napon az allatok csak egy probat hajtottak végre. Eltavolitottuk az addig
fix helyen 1év6 platformot €s az allat célkvadransban toltott idejét mértiik két percen keresztiil,

melybdl a hosszl-tdvi memoriara kovetkeztettiink.

3.1.1.3. A kisérlet sordan alkalmazott farmakonok és a vizsgdalat menete

A szkopolamin hidrobromidot (Tocris), a PHA-543613 hidrokloridot (Tocris) és a
memantin hidrokloridot (Tocris) fiziologias sdoldatban oldottuk fel 1ml/kg-os végtérfogatban.
A tréning napokon a szkopolamint intraperitonedlisan (IP) injektaltuk 15 perccel a kisérleti
iilések kezdete eldtt, mig a PHA-543613-at és/vagy a memantint szubkutan (SC) injektaltuk 45

perccel a kisérleti iilések kezdete eldtt (tehat 30 perccel a szkopolamin beadasa elétt).

Az elsé kisérletsorozatban a memantin és a PHA-543613 monokezelések hatékonysagat
hataroztuk meg. A memantint 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg és 1,0 mg/kg dozisokban (Mem0.1,
Mem0.3, és Mem1.0), a PHA-543613-at 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/kg (PHAO0.3, PHA1.0
¢s PHA3.0) dozisokban alkalmaztuk, melyeket korabbi kisérleti eredményeinket alapul véve
valasztottuk ki. A kiilonb6z6 monokezelések hatékonysagat a patkdnyok kognitiv
teljesitményére teszteltiik szkopolaminnal indukalt (0,1 mg/kg, Scop) tranziens amnézia

modellben. A kisérleti procedura masodik fazisaban az adott kisérlet szempontjabol
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szubeffektiv dozist memantin (0,1 mg/kg) és szubeffektiv dozisi PHA-543613 (0,3 mg/kg)
farmakologiai kolcsonhatdsait ¢s a kombinalt alkalmazasuk kognitiv serkentd hatasat
teszteltiik, Osszehasonlitva a monokezelések hatékonysagaval. A kisérletnek aldvetett
patkanyok a kovetkezo kezelésekben részesiiltek: vehikulum 6nmagaban (VEH), szkopolamin
onmagaban (Scop), memantin monokezelés 0,1 mg/kg ddzisban, szkopolamin beadast
megelézéen (Mem0.1), PHA-543613 monokezelés 0,3 mg/kg dozisban, szkopolamin beadast
megelézéen (PHAO0.3), ¢és kombindlt kezelés, szkopolamin beadast megeldzden
(Mem0.1&PHAO.3). A kisérleti elrendezést tekintve egymastol fliggetlen kezelési csoportokat
alakitottunk ki. Azokban a kezelésekben, ahol szkopolamin, memantin és/vagy PHA-543613
nem keriilt beadasra a ,hidnyz6” vegyliletet VEH-mal helyettesitettiik, igy minden allat
ugyanannyi tliszarasban részesiilt, kizarva az az egyes mérési csoportok kozott a tliszuras

okozta stresszbeli kiillonbségeket.

3.1.1.4. Statisztikai analizis

A nyers adatokbdl kiszamolt atlagokat és standard hibdkat (£SEM) vonal- és
oszlopdiagramokon abrazoltuk Microsoft Excel tablazatkezeld program segitségével. A
statisztikai analiziseket IBM SPSS 20.0 statisztikai programmal végeztiik. Az allatok
teljesitményét a tréning fazisban tobbszempontos ismételt méréses ANOVA teszttel (,,mixed
ANOVA”) elemeztiik. Mivel a teljesitménybeli javulas a tréningfazis els két napjan volt a
legszembetlindbb az els6é és a masodik tréning nap eredményeit tovabb elemeztiik a platform
keresésével toltott id0 €és a megtett Gtvonalhossz szempontjabdl. Szignifikans interakciok
kimutatdsa esetén kontraszt elemzéseket is végeztiink bizonyos kezelésparok €s napok, vagy

probak kozott (pl. [Kontroll vs. Scop] % [napl vs. nap2], [PHAO.3 vs. Scop] x [nap3 vs. nap4]).

A proba napon mért eredmények kozotti kiilonbségek igazolasara egyvaltozos ANOVA
tesztet alkalmaztunk. A paros dsszehasonlitdsok sordn a szkopolamin kezeléshez hasonlitottuk
az Osszes tobbi kezelést LSD teszt segitségével. A kiilonbségeket p<0,05 érték esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.

3.1.2. Rovid-taivii memoria vizsgalata T-labirintus alkalmazasaval

3.1.2.1. Kisérleti allatok elhelyezése és tartasa

Jelen tanulmanyban 24 db, 350-500 g tomegii, feln6tt (7-12 honapos) him Long Evans
patkanyt hasznaltunk fel. Az allatok tartasanak feltételei megegyeztek a 3.1.1.1. fejezetben

25



leirtakkal. A kisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (MAB)
és az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs (ATET) hagyta jova, valamint a Baranya

Megyei Kormanyhivatal szakhatosaga engedélyezte (engedélyszam. BA02/2000-25/2015).

3.1.2.2. T-labirintus teszt

alternacios paradigmaval, ami a ragcsalok természetes exploracidos magatartasat hasznalja ki. A
ragcsalok 6sztonds magatartdsanak egyik jellemzdje, hogy az exploracid soran egy adott helyrdl
az aréna legrégebben latogatott pontjat keresik fel. A patkanyokat egyenként a labirintus Start
karjaba (50 x 16 x 30 cm) helyeztiik, majd a guillotine ajt6 felnyitasat kovetden az allat a jobb
¢s a bal célkar (kiilon-kiilon 50 x 10 x 30 cm) kozott valaszthatott. A valasztott oldal felfedezése
utan a patkany visszatért a Start helyre, ha ez 2 percen beliil nem tortént meg, az allatot enyhe
16késsel tessékeltiik vissza. Az allat Start helyre vald visszatérését kovetden az ajtot lezartuk €s
a memoria vizsgalata érdekében 5 mp-es késleltetést alkalmaztunk 2 proba kozott. Egy allat
szamara 25 perc allt rendelkezésre, hogy teljesitse a kritériumot, ami minimum 8 szabad
valasztast, azaz 9 probat jelentett. Ha 15 probat teljesitett az allat 25 perc letelte elétt, akkor
szamara véget ért a kisérlet. A T-labirintust minden vizsgalat el6tt 20%-os etanollal mostuk 4t,
¢s padlojara a patkany sajat almabol vékony réteget szortunk, hogy otthonosabb kdrnyezetet
biztositsunk, és az idegen szagokat eliminaljuk. Kutatasunkat Noldus szoftver segitségével
rogzitettiik, és sotétitett, szabalyozott hdmérsékletli laborban végeztilk enyhe megvilagitas
mellett.

A kisérletek soran feljegyeztiik, hogy adott probaban az allat melyik célkart valasztotta.
Akkor alternalt, ha az ellenkez0 kart valasztotta, mint az azt megel6z6 proba soran, mig hibanak
tekintettiik, ha az azonos kart latogatta meg, mint az azt megel6z6 proba soran. A valasztasok
alapjan alternélasi ratat szamoltunk, ugy, hogy az alternalasok szamat elosztottuk a patkany
altal teljesitett probak szamaval, melybdl egyet levontunk, ugyanis az elsé probaban még nincs

alterndlasi lehetdség.

Alternal¢6 valasztasok szama

Alternalasi rata=
Probak szama-1
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3.1.2.3. Kisérlet soran alkalmazott farmakonok és a vizsgalat menete

A T-labirintus kisérleteinkben hasznalt farmakonokat, a szkopolamin hidrobromidot
(Tocris), a PHA-543613 hidrokloridot (Tocris), valamint a memantin hidrokloridot (Tocris)
fiziologias sooldatban (VEH) oldottuk fel, majd 1 ml-es fecskendd segitségével adtuk be az
allatoknak 1 ml/kg-os végtérfogatban. A szkopolamint intraperitoneélisan (IP) injektaltuk 15
perccel a kisérleti tilések kezdete el6tt, mig a PHA-543613-at és/vagy a memantint szubkutan
(SC) injektaltuk 45 perccel a kisérleti tilések kezdete eldtt (tehat 30 perccel a szkopolamin
beadasa elott).

Minden 4allattal a farmakoldgiai kisérletek eldtt 4-6 habitudcios €s tréning mérést
végeztiink, annak érdekében, hogy az allatok megszokjak az 0j kdrnyezetet €és az alternalasi
teljesitményiik jelentds mértékben, stabilan haladja meg az 50%-os véletlen szintet. Adott allat

kontroll eredményének 4 kisérleti iilés alatt teljesitett alternalasi eredményeinek atlagat vettiik.

A habitudcios ¢és tréning méréseket kovetden eldszor a memantinnal végzett
monokezelések hatékonysagat vizsgaltuk meg kiilonb6zo dozisokban a patkdnyok spontan
alternalo teljesitményére. Az alkalmazott dozisok a kdvetkezok voltak: 0,001, 0,003, 0,01, 0,03
¢s 0,1 mg/kg. A PHA-543613 szubeffektiv és effektiv dozisait korabbi kisérleteinket alapul
véve hataroztuk meg (Bali et al. 2015). A kisérleti procedira masodik fazisaban az adott kisérlet
szempontjabol szubeffektiv dozist memantin és szubeffektiv dozisu PHA-543613 kombinalt
alkalmazasat teszteltiik le a kovetkezd farmakologiai kezeléseket alkalmazva: szkopolamin
onmagaban (Scop), memantin monokezelés 0,003 mg/kg dozisban, szkopolamin beadast
megelézéen (Mem0.003), PHA-543613 monokezelés 0,1 mg/kg dozisban, szkopolamin
beadast megel6zéen (PHAO.1), és kombinalt kezelés, szkopolamin beadast megelézden
(Mem0.003&PHAO0.1). Egy adott kisérletben a kezeléseket egyenletesen randomizalt
elrendezésben végeztiik, tehat minden allatot minden kezelésnek alavetettiink. Azokban a
kezelésekben, ahol szkopolamin, memantin és/vagy PHA-543613 nem keriilt beadédsra a
,hidnyz6” vegyiiletet VEH-mal helyettesitettiik, igy minden allat ugyanannyi tiiszGrasban

részesiilt, kizarva a tliszrés okozta stresszbeli kiilonbségeket.

3.1.2.4. Statisztikai analizis

Adataink statisztikai kiértékelésénél csak azon allatok alternaldsi teljesitményét vettiik

figyelembe, melyek megfeleltek az Aaltalunk eldzetesen meghatarozott kritériumoknak,
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miszerint egy allat kontroll helyzetben teljesitett alternalasi eredményeinek atlaga haladja meg
a kontroll érték (legaldbb 5 %-kal) és ne haladja meg a 60%-ot, tovabba egy allat adott iilés
alatt 9 probat teljesitsen.

Az éllatok T-labirintusban mért alterndlasi ratajabol szamolt atlagokat €s standard hibakat
(+S.E.M.) oszlopdiagramokon abrazoltuk, melyek Excel tablazatkezeld program segitségével
késziiltek. A statisztikai analiziseket SPSS 20.0 (IBM, 2012) statisztikai programmal végeztiik.
A kiilonb6zo kezelések soran mért alterndlési eredmények kozotti kiilonbségek igazolasara
egyutas ismétléses varianciaanalizist (repeated measures ANOVA, rANOVA) alkalmaztunk. A
paros 0sszehasonlitasok sordn a szkopolamin kezeléshez hasonlitottuk az 6sszes tobbi kezelést
(kontroll, Mem, PHA, Mem&PHA) LSD teszt segitségével. Az 50%-os véletlen szinttdl vald
eltérést egymintas t-teszttel mutattuk ki egy-egy kezelés soran. A kiilonbségeket p<0,05 érték
esetén tekintettiik szignifikansnak, amit az abrakon csillaggal, illetve kettdskereszttel jeldltiink.

A p értékeket Holm-modszerrel korrigaltuk.

3.2. A memantin és az a7-nAChR ligandok ko6zotti interakciok vizsgalata idés
patkanyokban

A masodik tanulményunkban a memantint két kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu a7-
NAChR-ra hat6 vegyiilettel, a korabban mar alkalmazott ortoszterikus agonista PHA-543613-
mal és egy jelenleg fejlesztés alatt allo6 PAM-ral (CPDX) kombinaltuk. A kombinalt kezelések
paradigméaban. A magatartdsfarmakologiai kisérleteket kovetden biokémiai vizsgalatokat
(PCR, ELISA) is végeztiink az Oregedéssel 0Osszefliggésbe hozhatd neuroinflammacios
markerek azonositasara. Ezen kiviil az a7-nAChR-ok Oregedéssel kapcsolatos expresszios
valtozésait is elemeztiik. Az aldbbiakban az alkalmazott technikak, kisérleti protokollok

kerilnek bemutatasra.
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3.2.1. A kisérleti allatok elhelyezése és tartisa

A jelen tanulméanyban 6sszesen 65 (csoportonként 12-15 allat) id6s (28 honapos) és 12
fiatal (4 honapos) him Long Evans patkanyt alkalmaztunk, melyek 350-500 g tomegtiek voltak.
Az éllatok tartasanak feltételei megegyeztek a 3.1.1.1. fejezetben leirtakkal. A kisérleteket a
Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (MAB) és az Allatkisérleti
Tudoményos Etikai Tanacs (ATET) hagyta jova4, valamint a Baranya Megyei Korményhivatal
szakhatosaga engedélyezte (engedélyszam.: BA02/2000-25/2015, BA02/2000-30/2021).

3.2.2. Uj tdrgy felismerési teszt (NOR)

egy 57,5x57,5 cm alapteriiletli, 39,5 cm peremmagassagu, sziirke szinli nyilt porond
apparatusban végeztiik. A tesztprotokoll két probabol allt. Az elsé probaban két egyforma
targyat helyeztiink el az aréndba, melyeket a patkdnyok 3 percig exploralhattak. Az els6 probat
kovetden, a 24 6ras késleltetési iddszakra az éallatokat visszahelyeztiik a lakdketreciikbe. A 24
oOra lejarta utan a masodik proba kovetkezett, mely sordn az Uj targy felismerését értékeltiik. Az
egyik targyat egy 1j targyra cseréltiik, és a patkanyok 3 percig ismét felfedezhették a targyakat.
A kisérleti elrendezésben négy kiilonbozo targypart alkalmaztunk, amelyeket véletlenszertien
osztottunk el az Aallatok és a kisérleti iilések kozott, kiegyensulyozott latin-négyzet

elrendezésben.

Az Ujdonsag iranti preferencia a ragcsalok egy velesziiletett sajatsdga. Ennélfogva az
ismerds targy felismerése feltételezhetden az 0j targy hosszabb ideig tartd felfedezésében
nyilvanul meg, melybdl az ép memoriafunkciokra kovetkeztethetiink. Ennek értékelésére a
probak alatt az ismerds (Ef) és az 0 targyakkal (En) t61tott exploracids idot mértiik, melyekbdl

diszkriminécids indexet (DI) szamoltunk az alabbi képelt alapjan:
DI = (En - Ef) / (En + Ef)

A DI pozitiv szam volt, ha a patkany tobb 1d6t toltott az ) targy vizsgalataval, mint a
régivel, mig DI negativ szdm volt az ismer0s targgyal toltott hosszabb id6 esetén. Amennyiben
a DI nulla vagy nulla koriili értéket vett fel az allatok azonos, vagy kozel azonos ideig

exploraltdk a targyakat. Azokat az allatokat, akik a két tdrggyal egyiitt kevesebb 1d6t toltottek
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el, mint 5 masodperc (En + Ef < 5 mp), vagy a két targy koziil, csak az egyiket exploraltak

(DI=£1,00) kizartuk adott kisérleti iilés statisztikai elemzésébol.

3.2.3. A kisérlet sordn alkalmazott farmakonok és a vizsgalat menete

A PHA-543613 hidrokloridot (Tocris) és a memantin hidrokloridot (Tocris) fiziologias
sooldatban oldottuk fel, és 1 ml/kg-os végtérfogatban alkalmaztuk. A PAM vegyiiletet (Richter
Gedeon, Magyarorszag) 5%-os Tweenben oldottuk és 2 ml/kg végtérfogatban alkalmaztuk.
Minden vegyiiletet SC injekcioztunk 45 perccel a kisérleti iilések kezdete elétt. A kombinalt
kezeléseknél a memantint és a PHA-543613-at, illetve a memantint és a PAM vegyiiletet két
egymast kovetd szubkutan injekcidban adtuk be az 4llatoknak. A monokezelések tesztelésekor

a be nem adott vegyliletet a megfeleld VEH-mal helyettesitettiik.

A magatartasfarmakologiai kisérleteinkben elszor az idds és fiatal patkanyok kognitiv
alapteljesitményét mértiik fel. Miutan sikeresen bizonyitottuk, hogy az idds patkanyok
nagyfoktl kognitiv hanyatlast mutatnak, a memantinnal, a PHA-val és a PAM vegyiilettel
torténd monokezelések farmakologiai hatédsait teszteltik le az Oregedés okozta kognitiv
hanyatlassal szemben. A memantinnal végzett monokezeléseket a kovetkezd doézisokban
alkalmaztuk: 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg (Mem0.1, Mem0.3 és Mem1.0). A PHA-
543613-at 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/kg dozisokban (PHAO0.3, PHAL.0 és PHA3.0), a
PAM vegyiiletet szintén 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/kg (CPDX0.3, CPDX1.0 és CPDX3.0)
dézisokban adtuk be. Ezt kdvetden az adott kisérlet szempontjabol szubeffektiv memantin és
szubeffektiv PHA-543613 dozisok egyiittes beadasat teszteltiik a megfelelé monokezelések
hatasaival szemben. A kisérletben tehat a kovetkezd kezelésekben részesiiltek az allatok:
vehikulum 6nmagaban (VEH), memantin monokezelés 0,01 mg/kg dozisban (Mem0.01), PHA-
543613 monokezelés 0,1 mg/ttkg dozisban (PHAO.1) és a két vegyiilet kombinalt alkalmazéasa
(Mem0.01&PHAQO.1). Ehhez hasonléan a memantin és a PAM vegyiilet kombinacidjat is
teszteltiik egy kiilonallo kisérletben, melyben a kovetkezd kezeléseket alkalmaztuk: vehikulum
onmagaban (VEH), memantin monokezelés 0,01 mg/kg dozisban (Mem0,01), monokezelés a
PAM vegyiilettel 0,1 mg/ttkg dozisban (CPDXO0.1), és a két vegyiilet kombinalt alkalmazasa
(Mem0.01&CPDX0.1). Kisérleteinkben a kezeléseket egyenletesen randomizalt elrendezésben
végeztiik, igy minden allat az adott kisérlet alatti 0sszes kezelésben részesiilt. Azokban a
kezelésekben, ahol szkopolamin, memantin és/vagy PHA-543613/PAM nem keriilt beadésra a
,hianyzo” vegyiiletet VEH-mal helyettesitettiik, igy minden allat ugyanannyi tliszarasban

részesiilt, kizarva a tliszrés okozta stresszbeli kiilonbségeket.
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3.2.4. Agymintak begyiijtése és elokeészitése a biokémiai vizsgalatokhoz

Az 1d0s ¢€s fiatal allatok egy csoportjat IP iton alkalmazott pentobarbitallal altattuk majd
fiziologias sooldattal transzkardialis uton perfundaltuk. Az agyakat kivétel utan jobb és bal
neocortexre, striatumra és hippocampusra disszektaltuk, melyeket azonnal folyékony

nitrogénben lefagyasztottunk és a felhasznalasig -80 °C-on taroltunk.

3.2.5. RNS izolalds, cDNS szintézis és kvantitativ valos idejii PCR

Az agymintak RNS tartalmanak extrakcioja NucleoSpin RNS kit (Macherey-Nagel,
Diiren, Németorszag) alkalmazasaval tortént a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kapott
Wilmington, DE, USA) ellendriztiik 260 nm-en. A tiszta RNS mintakbol cDNS-t készitettiink
cDNS reverz transzkripcids kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) felhasznélasaval a
gyartd utasitasai szerint. A kapott cDNS-t -10 °C-on taroltuk. A kivalasztott célgének
expressziojat kvantitativ valos idejit PCR-ral mértiilk Maxima SYBRGreen MasterMix (Applied
Biosystems, Waltham, USA) alkalmazasaval ABI Prism 7500 rendszeren (Applied
Biosystems). A primereket a Primer Express szoftver (Thermo Fisher Scientific) segitségével
terveztiik, figyelembe véve az dsszes célgén exon-intron hatarait (2. tablazat). A target mRNS
szinteket a housekeeping génként hasznalt ciklofilin A-ra (Cyca) normalizaltuk. A reakci6 az

alabbi hoprofilnak megfelelden alakult:

95 °C 10 perc,
95 °C 35 mp,
60 °C 35 mp,
72 °C 1 perc

o > w0 N

2-4 1épés ismétlés 40x
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Amplikon mérete
Target gén GenBank Acct# Primerek (5°-3")2 (bp)

GGA AGC CAT GGA GCG TTT T
Cyca BC059141 AAT GCC CGC AAG TCA AAG AA 100

AGT GCT GCA AAG AGC CAT ACC
a7-nAChR 553987 ATG AGT ACA CAA GGG ATG AGC AGA 100
T

AGG CCC CGA GAG CAA AAT
CNTF X17457 ACC ACC CAATGC AAA CCA AA %0

AGCCGGGTGTCATTTTCCT

MIP-1a NM_013025 CCAGCT CAGTGATGT ATT CTT GGA %0

GAG TCT GCA CAG TTC CCC AA
IL-1p NM_031512 ATG TCC CGA CCA TTG CTG TT 100

2A fels6 és az also szekvencidk a forward €s a reverz primereket reprezentaljak

2. tablazat: a qPCR-hez hasznalt primer szekvencidk
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3.2.6. Fehérje izoldlas és ELISA teszt

A vizsgalt agyi régiok teljes fehérjetartalmat RIPA lizispufferben izolaltuk (50 mM
Tris—HCI, pH: 8.0, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate, 5 mM EDTA, 0.1%
SDS). A mintak teljes fehérjekoncentraciojat BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, IL)
segitségével mértiik. Az IL-1B, MIP-1a, CNTF és a7-nAChR mennyiségi meghatarozasat
Abbexa (Cambridge, UK) ELISA kitekkel végeztiik el (kataldogusszamok: abx155713,
abx155822, abx155360, abx555). Az ELISA vizsgalatokat a gyartdéi protokollok szerint
végeztik. Kozvetleniil az assay végso szinreakcidja utdn az abszorbancidt 450 nm-en mértiik

IEMS Reader mikrolemez-leolvasoval (Thermo Fisher Scientific).

3.2.7. Statisztikai analizis

A NOR ¢és a biokémiai tesztek eredményeibdl szdmolt atlagot és standard hibat (+
S.E.M) Excel téablazatkezeld program segitségével oszlopdiagramokon abrazoltuk. A
statisztikai elemzéseket az IBM SPSS 20.0 szoftverrel végeztiik. A NOR tesztben az allatok
ismerds ¢€s Uj targyak felfedezésével eltoltott idejét paros t-probaval hasonlitottuk dssze, mig az
1d6s és fiatal allatok DI értékei kozotti kiillonbséget fliggetlen kétmintés t-probaval értékeltiik.
A magatartasfarmakologiai kisérletekben a kezelések DI-re gyakorolt fohatasait linearis
modellel (linear mixed-effect model) elemeztiik. A szignifikans fohatas kimutatasat kovetéen
a vizsgalt kezelések hatdsat a vehikulummal szemben post-hoc LSD teszttel hasonlitottuk

0ssze.

Egyvaltozos ANOVA ¢és post-hoc LSD teszt segitségével elemeztiik a fiatal, 1dos
memoria-deficites €s nem deficites csoportok RNS és fehérje expresszios szintjeit. A

kiilonbségeket p<0,05 esetén minden elemzésben statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatisa patkanyok tanulasi és
memoria teljesitményére

4.1.1. Memantinnal és a PHA-543613-mal végzett monokezelések a szkopolaminnal
szemben

Elészor a memantinnal és a PHA-543613-mal végzett monokezeléseket teszteltiik
kiilonb6z6 dozisokban a szkopolaminnal indukalt tanulasi és memoria deficittel szemben. A
tréning fazisban (1-4. nap) az allatok atlagos keresési ideje jelentés mértékben csokkent (NAP:
F(3,213)=177,313, p<0,001) (1A-B. abra). Ugyanakkor nem volt szignifikans kiilonbség a
vehikulummal, szkopolaminnal, memantinnal és a PHA-543613-mal kezelt csoportok kozott
(KEZELES: F(7, 71) = 0,845, p=0,554) a keresési id6t tekintve. A KEZELES-ek és a NAP-ok
kozott (F(21, 213)=1,918, p=0,011) szignifikans interakciot figyeltiink meg, ami arra utal,
hogy a kiilonb6zd kezelési csoportok keresési ideje eltérden valtozott a tréning sordn. A
kontrasztanalizis eredményei azt mutatjdk, hogy az 1. és a 2. tréningnap kozott a
szkopolaminnal és a 0,3 mg/kg doézisu PHA-543613-mal kezelt csoportok kozott eltérés
tapasztalhato a keresési idot tekintve ([PHAO.3 vs. Scop] x [napl vs. nap2]: —29,0+ 13,4
(kontrasztbecslés + SEM); p=0,034) (1B é&bra). Azonban az 1. és az utolsé (4.) tréningnap
kozott ([PHAO.3 vs. Scop] x[napl vs. nap4]: —10,0+12,3; p=0,421) nem talaltunk
kiilonbséget ugyanezen csoportok kozott, ami azt jelzi, hogy a keresési id6 csokkenése

Osszességében hasonlo volt a két csoportban a teljes tréningfazis soran (1B abra).

Az allatok tanulasi teljesitményét a platformig megtett Utvonalhossz alapjan is
értékeltiik, mely a tréning napok sordn jelentds csokkenést mutatott (NAP: F(3,213)=153,072,
p<0,001) (IC-D abra). A kezeléseknek azonban nem volt szignifikans hatasa az allatok
tanulési folyamataira (KEZELES: F(7, 71)=1,281, p=0,272), hasonldéan a keresési idén
alapul6 eredményekhez. Tovabba nem talaltunk szignifikéns interakciot a KEZELES-ek és a
NAP-ok kozott (F(21, 213)=1,172, p=0,278), ami arra utal, hogy a fent emlitett interakci6 a
keresési id6 tekintetében valosziniileg az iszasi sebesség kiilonbségeinek tudhatd be. A proba
napon (1E. 4bra) a célkvadransban toltott idobdl a hosszll tdvi memoriara kovetkeztettiink.
Ellentétben a tréningnapok eredményeivel, a proba napon a kezelések szignifikans féhatasa volt
kimutathato a célkvadransban toltott idére (KEZELES: F(7, 71)=3,917, p=0,001). A
szkopolaminnal kezelt allatok szignifikansan kevesebb i1d6t toltottek a célkvadransban, mint a

vehikulummal kezelt csoport (kontroll vs. Scop: 43,2+2,8 s vs. 28,0+2,8 s, p=0,02). Bar a
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memantin alacsonyabb doézisokban (0,1 mg/kg és 0,3 mg/kg) nem javitotta az allatok hosszi
tdvia memoridjat a szkopolaminnal szemben, a legnagyobb memantin dézis (1,0 mg/kg)
sikeresen visszaforditotta a szkopolaminnal kivaltott memoriadeficitet (Scop vs Mem1.0: 28,0

+2,8svs4l,7+3,3s,p=0,009). APHA-543613 azonban egyik alkalmazott dozisban sem

bizonyult hatékonynak.
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1. dbra: A memantinnal és a PHA-543613-mal végzett monokezelések hatasa a patkdnyok tanulasi és
hosszu-tavii memoria teljesitményére MWM paradigmaban. A csillagok a szkopolamin (Scop)
hatdsadtol valo szignifikans eltéréseket jelolik: **p < 0,01. Roviditések: vehikulum-VEH, szkopolamin-
Scop, memantin-Mem(dozis), PHA-543613-PHA(dozis)
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Az iszasi sebességet szintén elemeztiik, mint nem kognitiv paramétert, az alkalmazott
farmakonok lehetséges mellékhatasainak ellendrzésére (4A-B abra). A kezeléseknek
szignifikans fohatésa volt az Uszasi sebességre (KEZELES: F(7, 71) = 3,289, p = 0,004). A post-
hoc elemzés azt mutatta, hogy a szkopolamin ndvelte az uszasi sebességet a kontrollcsoporthoz
képest (kontroll vs. Scop: 24,1+0,5 cm/s vs. 27,7+0,7 cm/s, p=0,001), amelyet nem
befolyasoltak a tovabbi, memantinnal, vagy PHA-543613-mal végzett kezelések (Mem0.1:
26,7+0,5 cm/s; Mem0.3: 26,5 +0,7 cm/s; Mem.1.0: 25,8 + 0,4 cm/s; PHAO0.3: 27,9 £ 0,5 cm/s;
PHA1.0: 25,8 +£0,5 cm/s; PHA3.0: 28,3 + 0,5 cm/s). A tréningnek szintén szignifikans féhatasa
volt az allatok uszasi sebességére (NAP: F(3, 213)=8,796, p<0,001). A KEZELES-¢ck és a
NAP-ok kozott azonban nem figyeltiink meg szignifikans interakciot (F(21, 213)=1,147,
p=0.302), ami arra utal, hogy az allatok uszasi sebessége a kezeléstdl fiiggetleniil IS nétt az

ismételt tesztelés soran (tanulasi hatas).

4.1.2. A memantin és a PHA-543613 kombinalt alkalmazdsa

A kovetkezo kisérletiinkben a memantint (0.1 mg/kg) és a PHA-543613-at (0.3 mg/kg)
szubeffektiv dozisokban kombinaltuk és kognitiv serkentd hatékonysagat teszteltik a
monokezelésekkel 0sszehasonlitva. A tanulasi szakaszban (1—4. nap) a tréning jelent0s féhatasa
volt megfigyelhetd, mivel mind a keresési id6 (2A 4bra), mind a megtett itvonalhossz (2B ébra)
szignifikansan lecsokkent (NAP: keresési i1d6: F(3, 180)=133,533, p<0,001; megtett
utvonalhossz: F(3, 180)=110,325, p<0,001). A korabbi kisérleteinkhez hasonléan a
kezelések nem gyakoroltak jelent6s hatast sem a keresési idére (KEZELES: F(4, 60) = 1,144,
p = 0,345), sem a megtett utvonal hosszara (KEZELES: F(4,60) = 0,426, p = 0,789). Tovabba
a kezelések nem befolyasoltak szignifikdnsan a tréning teljesitményre gyakorolt hatdsat
(KEZELES x NAP: keresési id6: F(12, 180)=1,149; p=0,323; megtett utvonalhossz: F(12,
180)=1,246; p=0,255).

Az allatok rovid-tavii memoriajat is elemeztiik, melyhez az elsd tréningnapon nyujtott
teljesitményiiket vettiik alapul (3A, B abra). Szignifikans interakciot sikeriilt kimutatnunk a
kezelések és a probak kozott, tehat kimondhatjuk, hogy a kezelések jelentésen befolyasoltak a
probak alatti teljesitményt (KEZELES x PROBA: keresési id6: F(12, 180)= 1,952, p=0,031;
utvonalhossz: F(12, 177)=2,305, p=0,009). Mig valamennyi csoport fokozatos javulast
mutatott az elsé napon végzett probak elérehaladtaval, a csak szkopolaminnal kezelt allatok
nem tudtdk megtanulni a rejtett platform helyét. Kontraszt elemzéseket is végeztiink a kezelések

paronkénti 6sszehasonlitasa, valamint az els6 €s a negyedig proba kozott. Az eredmények azt
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mutatjadk, hogy a szkopolaminnal kezelt csoportban nem tapasztalhatd javulds az elsé és a
negyedik proba kozott, szemben a kontroll allatokkal, ami arra utal, hogy a szkopolamin nagy
mértékben rontotta a rovid-tavii memoriat ([Kontroll vs. Scop]x[tl vs. t4]: keresési 1do:
45,7+18,4 (kontrasztbecslés=SEM), p=0,016; Gtvonalhossz: 1475,0+515,7, p=0,006). Azonban
a memantin é a PHA-543613 mind Onmagaban, mind kombinacioban javitotta a
szkopolaminnal kivaltott rovid-tavi memoria-zavart ([Scop vs. Mem0,1] x [prébal vs. proba4]:
keresési 1d6: 65,4+ 16,3, p<0,001; utvonalhossz: 1939,4+456,2, p<0,001; [Scop vs.
PHAO,3] x [prébal vs. probad]: keresési idd6: 65,3+16,3, p<0,001; tutvonalhossz:
1884,0+464,9, p<0,001; [Scop vs. Mem0,1&PHAO0,3] x [probal vs. proba4]: keresési ido:
79,0+ 16,3; p<0,001; utvonalhossz: 2524,0 £ 456,2, p<0,001).

A masodik tréning napon a kezelések szignifikans hatast gyakoroltak az allatok keresési
idejére (KEZELES: F(4, 60)=2.932, p=0,028) a megtett Gtvonal hosszanal viszont nem
mutattunk ki kiilonbséget a csoportok kozott (KEZELES: F(4, 60)= 1,661, p=0,171) (3C-D
abra). A paros Osszehasonlitdsok eredményei azt mutatjak, hogy a szkopolaminnal kezelt
allatok tovébbra is rosszabbul teljesitettek a keresési 1d6 tekintetében, szemben a kontroll
allatokkal, illetve azokkal az allatokkal, akik alacsony do6zisban kaptak a memantint, a PHA-
543613-at, vagy ezek kombinaciojat (kontroll vs. Scop: 37,4+6,7 s vs. 58,6£9,4 s, p=0,054;
Scop vs. MemO,1: 58,6+9,4 s vs. 39,3+6,0 s, p=0,048; Scop vs. PHAO,3: 58,64+9,4 s vs. 28,3+6,2
s, p=0,002; Scop vs. Mem0,1&PHAO0,3: 58,6+9,4 s vs. 33,0+5,5 s, p=0,009). Azonban
szignifikans interakciot nem sikeriilt kimutatnunk a probdk és a kezelések kozott
(KEZELES x PROBA: keresési id: F(12, 180)=1,020, p=0,432; utvonalhossz: F(12,
180)=10,852, p=10,597), tehat a szkopolaminnal kezelt allatok teljesitménye is tendenciaszerii

javulast mutatott a masodik tréning napon.

A proba napon (2C abra) a farmakologiai kezelések szignifikans fohatdst mutattak a
célkvadransban toltstt idére (KEZELES: F(4, 60)=2,805, p=0,033). A szkopolaminnal kezelt
csoport szignifikdnsan kevesebb 1d6t t61tott a célkvadransban, mint a kontroll csoport (Kontroll
vs. Scop: 47,943,5 s vs. 38,3+2,1 s, p=0,035). A memantin és a PHA-543613 monokezelés nem
csokkentette a szkpolaminnal kivaltott amnéziat (Scop vs. MemO,1: 38,3+2,1 s vs. 37,1+2,8 s,
p=0,766; Scop vs. PHAO0,3: 38,3£2,1 s vs. 43,3£3,2 s, p=0,210), azonban a kombinalt
alkalmazasuk sikeresen visszaforditotta a hosszi-tdvi memoria romlast (Scop vs.
Mem0,1&PHAO0,3: 38,3+2,1 s vs. 47,1£2.9 s, p=0,029). Az eredmények a memantin €s az a7-
NAChR agonista PHA-543613 kozott 1étrejovo elényds interakciot tikrozik.
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2. abra: A memantinnal és a PHA-543613-mal végzett kombinalt kezelés hatasa a patkanyok tanuldsi
és hosszi-tavii memoria teljesitményére MWM paradigmdban. A csillagok a szkopolamin hatasatol

valo szignifikans eltéréseket jelolik: *p < 0,05. Raviditések: vehikulum-VEH, szkopolamin-Scop,
memantin-Mem(dozis), PHA-543613-PHA(dozis), kombindlt kezelés-Mem(dozis) & PHA(dozis)
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3. dbra: A memantinnal és a PHA-543613-mal végzett kombindlt kezelés hatdsa a patkanyok révid-
tavii memoria teljesitményére MWM paradigmdaban. A csillagok a szkopolamin hatdsatol valo
szignifikdns eltéréseket jelolik: (*)p< 0,054, *p < 0,05, **p < 0,01. Roviditések: vehikulum-VEH,
szkopolamin-Scop, memantin-Mem (dozis), PHA-543613-PHA(dézis), kombinalt kezelés-
Mem(dozis) & PHA(dozis)

Az allatok (iszasi sebességét szintén befolyasoltak mind a kezelések (KEZELES: F(4,
60) =3,496, p=0,012), mind maga a tréning (NAP: F(3, 180)=10,093, p <0,001). Ezen kiviil
interakciot is kimutattunk a napok és a kezelések kozott (KEZELES x NAP: F(12, 180) =1,951,
p=0,031). A kontrasztanalizis eredményei azt mutatjak, hogy a kontroll allatok uszasi
sebessége jelentds novekedést mutatott a 2. és a 3. tréning nap kozott, szemben a
szkopolaminnal kezelt allatokkal [Kontroll vs. Scop] % [nap2 vs. nap3]: — 3,2+ 1,7; p=0,065),
melynek eredményeként az utolsé tréning napon (4. nap) a kontroll csoport is elérte a

szkopolaminnal kezelt csoport Gszasi sebességét (4C abra).
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4. abra: Kiilonbozo kezelések hatasa a patkanyok uszasi sebességére MWM paradigmaban. A
csillagok a szkopolamin hatdsatdl valo szignifikdns eltéréseket jelolik: **p < 0,00. Roviditések:
vehikulum-VEH, szkopolamin-Scop, memantin-Mem(dozis), PHA-543613-PHA(dozis), kombindlt
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4.2. A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatisa patkanyok spontin
alternalo teljesitményére

4.2.1. Memantinnal végzett monokezelések a szkopolaminnal szemben

A memantin monokezelések szignifikans féhatdsa volt megfigyelhetd az allatok spontan
alternal¢d teljesitményére (F(3,2, 25,8) = 3,12, p = 0,040). A patkanyok kontroll helyzetben
mutatott teljesitménye meghaladta az 50%-o0s véletlen szintet (t = 4,745, p < 0,001) és az
alternalasi rata szignifikansan magasabb volt, mint a szkopolamin kezelést kovetéen [kontroll
vs. Scop: 0,63 £+ 0,03 (atlag £ SEM) vs. 0,43 + 0,05, p = 0,047]. Tehat a patkanyok normalis
alternald magatartast mutattak, mely azonban a szkopolamin hatasara nagy mértékben
leromlott. A memantin dozisfiiggben gyengitette a szkopolamin altal kivaltott memoriazavart,
¢és novelte a patkanyok alternaldsi ratajat. Bar a memantin memoria javitd hatasa 0,1 mg/kg
dozisban csak margindlisan tekinthetd szignifikansnak a szkopolamin kezeléséhez képest
(Mem0,1 vs. Scop: 0,62 + 0,04 vs. 0,43 + 0,05, p = 0,073), visszaallitotta az allatok normalis
alternald teljesitményét (t = 3,011, p = 0,008). Ez alapjan a memantin 0,1 mg/kg-os dozisat

hatékony dozisnak tekintettiik a rovid-tdvi memoria javitasara (5.4abra).
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5.d@bra: Memantinnal végzett monokezelések hatdsa a patkdanyok spontan alternalo teljesitményére. A
csillag a szkopolamin hatdsdtol valé szignifikans eltérést mutatjia (*p<0,05, (*)p=0.073). A
kettoskereszt a véletlen szinttél valo szignifikans eltérést jeloli (##p<0,01, ###p<0,001). Roviditések:
vehikulum-VEH, szkopolamin-Scop, memantin-Mem
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4.2.2. A memantin és a PHA-543613 kombinalt alkalmazdsa

Ebben az esetben is a farmakoldgiai kezelések szignifikans fohatasat figyeltiik meg a patkanyok
spontan alternalo teljesitményére (F(4, 32) = 3,910, p = 0,011). A szkopolamin kezelést
kovetden az allatok alternaléasi ratdja szignifikdnsan lecsokkent a kontroll allatokhoz képest
(kontroll vs. Scop: 0,63 = 0,02 vs. 0,51 + 0,02, p = 0,041). A memantinnal és a PHA-543613-
mal végzett kezelések Oonmagukban nem enyhitették a szkopolaminnal kivaltott memoria
deficitet (Mem0.003 vs. Scop: 0,53 + 0,07 vs. 0,51 £ 0,02; p > 0,1; PHAO.1 vs. Scop: 0.45 +
0.04 vs. 0,51 £ 0,02; p > 0,1). Tovabba az allatok alternalasi teljesitménye sem haladta meg
szignifikans mértékben az 50%-o0s véletlen szintet a memantinnal és a PHA-543613-mal
végzett monokezeléseket kovetden. Azonban a memantin és a PHA-543613 kombinacidja
szubeffektiv d6zisokban megnovelte az alternalasi ratat (Mem0.003&PHAO.1 vs. Scop: 0,64 +
0,04 vs. 0,51 £0,02; p = 0,043), és visszaallitotta az allatok normal memoria teljesitményét (t

= 3,506, p = 0,004) (6.4bra).
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6.abra: A memantinnal és a PHA-543613-mal végzett kombinalt kezelés hatdsa a patkanyok spontan
alterndlo teljesitményére. A csillag a szkopolamin hatasdtol valo szignifikans eltérést mutatja
(*p<0,05). A kettoskereszt a véletlen szinttdl valo szignifikans eltérést jeloli (#p<0,01, ###p<0,001).
Roviditések: vehikulum-VEH, szkopolamin-Scop, memantin-Mem(dozis), PHA-543613-PHA(dozis)
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4.3. A memantin é a7-nAChR ligandok kozotti interakciok vizsgialata idés
patkanyokban

4.3.1. Az oregedés hatdsa a patkanyok hosszu-tavu deklarativ memoridjara

Az ¢életkorral 6sszefliggd kognitiv kdrosodas meghatarozasara idds és fiatal patkanyok
NOR tesztben mutatott teljesitményét értékeltiik és hasonlitottuk Ossze. A 24 oras retencids
id6szakot kovetden, a 2. probaban a fiatal allatok szignifikdnsan t6bb 1d6t toltottek az 0j targy
felfedezésével, mint az ismerdssel (az uj és az ismerds targy felfedezésének ideje: 9,8+0,9 vs.
4,6+0,4, t=6,6606, df= 11, p<0,001). Ezzel ellentétben, az idds patkdnyok nem diszkriminaltak
az ismerds €s az uj targyak kozott (0j vs. ismerds: 8,1+1,0 vs. 6,1+0,7, t=1,526, df=10, p=0,158)
(TA abra). Ezen kivill az id6s patkanyok DI-e szignifikansan alacsonyabb volt a fiatal
patkanyokéhoz képest (id6s vs. fiatal: 0,130+0,085 vs. 0,352+0,039, t=2,426, df=21, p=0,024)
(7B abra). Az eredmények azt mutatjak, hogy az idés patkanyok jelentds hanyatlast mutatnak

a hosszt-tavu deklarativ (felismerési) memoriat tekintve.
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7.dbra: 1dos és fiatal dllatok osszehasonlitasa a NOR tesztben. A csillagok az uj és az ismerds targgyal
toltott explordcios idok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik: ***p < 0,001. A kettdskereszt az idds
és fiatal dllatok DI-e kozotti kiilonbséget jeloli: #p < 0,05.
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4.3.2. Memantinnal, PHA-543613-mal és a PAM vegyiilettel végzett monokezelések
kognitiv serkentd hatdsai oreg patkanyokban

A memantin és az a7-nAChR ligandumok, a PHA-543613 és a PAM vegyiilet dozis-hatas
Osszefliggéseit az oregedés okozta kognitiv hanyatlassal szemben teszteltiik. A 0,1 és 1,0 mg/kg
dozisu memantin beadédsat kovetden a patkdnyok szignifikansan tobb iddt forditottak az uj
targyak felfedezésére, mint az ismerdsre, a vehikulummal kezelt allatokkal ellentétben (Gj vs.
ismerds: VEH: 9.3+1.6 vs. 7.3%1.1, t=1.489, df=10, p=0.167; MemO,1: 9,0+1,3 vs. 5,5+0,5,
t=2,492, df=11, p=0,030; Mem1,0: 8.7+1.2 vs. 5.7+1.0, t=2.737, df =10, p=0.021) (8A abra).
Tehat a memantin 0.1 és 1.0 mg/kg dézisban alkalmazva hatékonynak bizonyult a patkanyok
id6éskori memoria hanyatlasaval szemben. A memantin monokezelések (0,1-1,0 mg/kg) jelentds
féhatasa azonban nem volt megfigyelhet6 a DI-re (F(3, 32)=0,384; p=0,765) (8B abra). Az idds
allatok, akik 0,3 mg/kg és 1,0 mg/kg doézisban alkalmazott PHA-543613 kezelésben
részesiiltek, elonyben részesitették az uj targyat (1j vs. ismerds: PHAO,3: 10,4+0,8 vs. 5,0+0,8,
t=6,354, df= 12, p<0,001; PHA1,0: 9,3£1,2 vs. 6,7+0,8, t=2,684, df=12, p=0,020), mig a
vehikulummal kezelt idds patkdnyok nem tudtak diszkrimindlni a targyak kozott () és ismerds:
VEH: 9,4+1,7 vs. 7,8+1,1, t=0,799, df=10, p=0,443) (8C abra). Tovabba a PHA-543613 a
legalacsonyabb doézisban (0,3 mg/kg) javitotta az idds allatok DI-ét a vehikulummal
kezeltekhez képest (F(3, 34,7)=4,189; p=0,012; PHAO0,3 vs. VEH: 0,38 £0,07 vs. 0,05+0,12,
p=0,012) (8D abra). A PAM vegyiilet szintén javitotta a patkdnyok memoria teljesitményét
azaltal, hogy 0,3 mg/kg dozisban helyredllitotta az allatok 0j és az ismerds targyak kozotti
diszkriminalé képességét (4 vs. ismerds: CPDXO0,3: 10,9+1,4 vs. 5,3£0,6, t=5,245, df =9,
p=0,001) (8E. abra). A PAM vegyiilettel végzett monokezelések szignifikans féhatasa nem volt
megfigyelheté a DI-re (F(3, 26,6)=1,093; p=0,369). Azonban, amint azt a 8F abra mutatja, a
PAM vegyiilet a legkisebb dozisban alkalmazva (0,3 mg/kg) novelte az atlagos DI-t a PHA-
543613 legalacsonyabb dézisdhoz (0,3 mg/kg) hasonldan.
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8. dbra: A memantinnal, a PHA-543613-mal és a PAM vegyiilettel végzett monokezelések hatasa az
idds patkdanyok NOR-teljesitményére. A csillagok az uj és az ismerds targgyal toltott exploracios iddk
kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik: ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05. A kettéskereszt a DI
Jjelentds javulasat jelzi a vehikulummal kezelt csoporthoz képest: #p < 0,05. Roviditések: vehikulum-

VEH,, memantin-Mem(dézis), PHA-543613-PHA(dézis), PAM- CPDX(d6zis)
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4.3.3. Memantin és a.7-NAChR-okra hato ligandok kombindlt alkalmazdsa

A kovetkezo6 kisérletsorozatban 0,01 mg/kg dozist memantint 0,1 mg/kg dozisa PHA-543613-
mal és 0,1 mg/kg dozisi PAM vegyiilettel kombinaltuk. El6szér a memantin-PHA-543613
kombinacios kezelés kognitiv serkentd hatasat hasonlitottuk dssze a megfelelé monokezelések
hatésaival. Az eredmények azt mutatjak, hogy az alacsony d6zisti memantin mind 6nmagéban,
mind az alacsony dézisi PHA-543613-mal valéo kombinaldsa soran javitotta az idés allatok
diszkriminacids képességét az 01j €és az ismerds targyak kozott (4j vs. ismerds: Mem0.01:
8,1+0,8 vs. 5,4+0,5, t=2,549, df=10, p=0,029; Mem0,01&PHAO1: 10,1£1,2 vs. 5,0+0,6,
t=3,544, df=11, p=0,005), ellentétben a vehikulummal (0j vs. ismerds: VEH: 6,5+1. vs. 7,2+1,1,
t=-0,465, df=10, p=0,652). A PHA-543613-mal végzett monokezelés azonban nem bizonyult
hatékonynak (0] vs. ismerds: PHAO.1: 8,2+1,3 vs. 6,7£1,1, t=1,604, df=10, p=0,140) (9A 4bra).
Az alkalmazott kezelések marginalis hatast eredményeztek a DI-re (F(3, 30)=2,727; p=0,062).
Ahogy az véarhatdo volt, a paronkénti Osszehasonlitaisok nem mutattak szignifikdns DI-
emelkedést az alacsony dozisu memantinnal és PHA-543613-mal végzett monokezelések
esetén a vehikulummal kezelt id6s kontrollcsoporthoz képest (Mem0,01 vs. VEH: 0,19+0,07
vs. -0,06+0,12, p=0,081, PHAOI vs. VEH: 0,09+0,07 vs. -0,06+0,12, p=0,298). Ezzel szemben
a DI szignifikdnsan megemelkedett a kombinalt kezelés hatdsara (Mem0.01&PHAOI vs. VEH:
0.31£0.10 vs. -0.06+0.12, p=0.01), ami azt jelzi, hogy sikeresen visszaforditotta az életkorral
Osszefiiggd deklarativ memoria romlést (9B abra). Ezt kovetden a memantin és a PAM vegytilet
egylittes beaddsanak hatésait is teszteltiik. Azok az allatok, amelyek kis d6zisti memantinnal,
vagy PAM vegyiilettel végzett monokezelésekben részesiiltek, nem tettek kiilonbséget az 1) és
az ismerds targyak kozott (0 vs. ismerds: Mem0,01: 6,5+0,8 vs. 5,2+0,6, t=1,716, df =14,
p=0,108, CPDX0,1: 6,9+0,7 vs. 6,1£0,8, t=0,965, df=13, p=0,352). Mig a memantin és a PAM
vegyiilet egyiittes alkalmazasa visszaforditotta az életkorral 6sszefiiggd memoriazavart, mivel
a patkdnyok a kombinacios kezelést kovetden szignifikansan tobb 1dot toltdttek az 0 targy
felfedezésével (G vs. ismerds: 9,8+1,2 vs. 4,5+0,6, t=4,560 df=14, p<0,001) (9C é&bra). A
kezelések szignifikans féhatasa volt megfigyelhet6é a DI-re (F(3, 41,7)=3,281; p=0,030). A DI
életkorral Osszefliggd csokkenését nem enyhitette sem a memantin, ssm PAM vegyiilettel
végzett monokezelés (Mem0,01 vs. VEH: 0,11+0,08 vs. 0,17+0,06, p=0,565; CPDXO0,1 vs.
VEH: 0,07+£0,08 vs. 0,17+0,06, p=0,378). Az éatlagos DI azonban latszolag (de nem
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szignifikansan) n6tt a kombinalt kezelés hatasara (Mem0,01&PHAO1 vs. VEH: 0,37+0,07 vs.
0,17+0,06, p=0,055) (9D abra).

A 12 *% B 05
#
*
3 g
< 8 l _q;_, 0.3
5 |
& 8
o ]
] 3
w0 c
e E
8 4 £ 01
8 k]
§ (=]
3
w
0 -0.1
VEH ++ + + - VEH ++ + + -
Mem0.01 - + - + Mem0.01 - + - +
PHAO.1 - - + + PHAO.1 - - + +
| uj @ ismerds
C 124 e D os
= —
£ a
g 8 g o3
o £
[ @
© e
2 g
3 £
S 4 % 0.1
S 2
= a
2
w
0 - -0.1 -
VEH ++ + + - VEH ++ + + -
Mem0.01 - + - + Mem0.01 - + - +
CPDX0.1 - - + + CPDX0.1 - - + +
muj Oismerds

9. dbra: A memantinnal és a7-nAChR vegyiiletekkel végzett kombindcios kezelések hatdsa idés
patkanyok NOR teljesitményere. A csillagok az vj és az ismerds targgyal toltétt exploracios idok
kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik: ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05. A kettoskereszt a DI
Jjelentés javuldsat jelzi a vehikulummal kezelt csoporthoz képest: #p < 0,05. Roviditések: vehikulum-
VEH,, memantin-Mem(dézis), PHA-543613-PHA(dozis), PAM-CPDX(dozis)

4.3.4. A neuroinflammdcioval dsszefiiggésbe hozhaté medidtorok és az a7-nAChR-
ok mRNS expresszios vizsgdlata fiatal és idds patkdany agyban

A tovabbi biokémiai vizsgalatokhoz 5 fiatal és 10 idds allatot hasznaltunk fel. Az idds
allatokat normal memoria teljesitményti (AU) és memoria deficites (AI) alcsoportokra
osztottuk (5 allat/csoport) a NOR tesztben nyujtott kognitiv alapteljesitményiik szerint. Azokat

az 1d6s allatokat, akik a DI adatsor medianja alatt teljesitettek memoriadeficitesnek tekintettiik
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(DI tartomany: -0,66 - -0,01), mig a median felett teljesitéket (DI tartomany: 0,17-0,68) ép

memoridji csoportként értékeltiik.

A fiatal, az idés Al és AU patkanyok gyulladasos allapotdnak meghatarozasdhoz
kiilonb6z6 pro-inflammatorikus és neurotrof faktorok mRNS expresszios szintjeit mértiik fel a
neocortexben a striatumban és a hippocampusban. Ugyanezekben az agyi régidokban az a7-
NAChR-ok mRNS expresszids Osszehasonlitasara is sor keriilt a fiatal és a két idés csoport

kozott.

A gRT-PCR analizis eredményei azt mutatjak, hogy mind az Al, mind az AU éallatok
szignifikdnsan magasabb IL-1p mRNS szintet produkaltak a neocortexben és a striatumban a
fiatal kontroll patkanyokhoz képest (CTX: F(2, 11)=5,631, p=0,021; Al vs. fiatal: 26,9+4,7 vs.
9,7+2,1, p=0,008; AU vs. fiatal: 22,244,5 vs. 9,7+2,1, p=0,047; STR: F(2, 11) =8,753, p=0,005,
Al vs. fiatal: 55,3+8,3 vs. 18,9+2.4, p=0,002; AU vs. fiatal: 40,8+7,2 vs. 18,9+2,4, p=0,038)
(10A-B abra). Azonban a hippocampusban csak az Al allatok mutattak szignifikans emelkedést
az IL-1p mRNS mennyiségében a fiatal allatokhoz képest (F(2, 12)=6,708, p=0,013; Al vs.
fiatal: 35,6+3,1 vs. 19,1+3,6 , p=0,005), az AU ¢és a fiatal csoport kdzott nem talaltunk
kiilonbséget (AU vs. fiatal: 23,7+3,4 vs. 19,1+3,6, p=0,349) (10C abra).

A MIP-1a mRNS expresszidja mind az Al, mind az AU patkanyokban az §sszes vizsgalt
agyteriileten megnovekedett a fiatal allatokhoz képest (CTX: F(2, 12)=5,860, p=0,017; Al vs.
fiatal: 75,6+20,7 vs. 14,5+ 14,5+ 3,8, p=0,006; AU vs. fiatal: 58,3+8,0 vs. 14,5+3,8, p=0,035;
STR: F(2, 12)=45,5, p<0,001; AI vs. fiatal: 184,8+427 vs. £5,8, p<0,001; AU vs. fiatal:
232,149,7 vs. 42,6+5,8, p<0,001; HC: F(2, 12)=16,121, p<0,001; Al vs. fiatal: 122,1 + 9,7 vs.
18,8+1,6, p>0,001; AU vs. fiatalok: 96,2+9,5 vs. 18,8+1,6, p=0,001) (10D-F abra). A
neocortexben és a hippocampusban az Al csoport mutatta a legmagasabb atlagos MIP-1a

mRNS expressziot (10D, F &bra).

A CNTF mRNS expresszios szintje szignifikansan megemelkedett az Al csoportban a
kéregben ¢€s a hippocampusban a fiatal allatokhoz képest (CTX: F(2, 11)=4,167, p=0,045; Al
vs. fiatal: 12,2423 vs. 6,4+0,4, p =0,017, HC: F(2, 12)=4,099, p=0,044, Al vs. fiatal: 46,0+8,2
vs. 28,1x1,7, p=0,029). Ezzel szemben a AU patkanyok CNTF mRNS-szintjei nem névekedtek
ugyanezekben az agyi régiokban (CTX: AU vs. fiatal: 7,9+0,8 vs. 6,4+0,4, p=0,507; HC: AU
vs. fiatal: 28,0£2,8 vs. 28,1+1,7, p=0,990) (10G, I abra). A striatumban a CNTF mRNS
expresszioja nem kiilonbozott a csoportok kozott (F(2, 12)=0,394, p=0,683) (10H abra).
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Az Al patkanyok a fiatal patkanyokhoz képest nagymértékii a7-nAChR mRNS
upregulaciot mutattak az 6sszes vizsgalt agyteriileten, mig az AU csoport és a fiatal patkanyok
kozott nem talaltunk kiilonbséget (CTX: F(2, 11)=3,739, p= 0,058; Al vs. fiatal: 28,6+4,6 vs.
15,8+1,3, p=0,020; AU vs. fiatal: 20,7+£3,2 vs. 15,8+1,3, p=0,350; STR: F(2, 11, p=5,635)
p=0,021; Al vs. fiatal: 16,1+0,9 vs. 13,5+0,7, p=0,027; AU vs. fiatal: 12,7+0,4 vs. 13,5+0,7,
p=0,489; HC: F(2, 12,)=3,08 p=0,083; Al vs. fiatal: 68,7+£3,0 vs. 52,6+5,4, p=0,047; AU vs.

fiatal: 53,4+6,5 vs. 52,6+5,4, p=0,907) (10J-L abra).
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10. d@bra: Gyulladdsos mediatorok (\L-1f, MIP-1a), a CNTF neurotrof faktor és az a.7-nAChR-0k
oregedessel osszefiiggé MRNS expresszios valtozasai. A csillagok az AU és az Al dllatok MRNS
koncentracio kiilonbségeit jelolik a fiatal allatokhoz képest: ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.
Roviditések: AU-normadl memoria teljesitményii idds csoport, Al-memoria deficites idds csoport
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4.3.5. A neuroinflammdcioval dsszefiiggésbe hozhato medidtorok és az a7-nAChR-
ok fehérje expresszios vizsgdlata fiatal és idos patkany agyban

Ezt koveten az IL-1B, CNTF, MIP-1a és az a7-NAChR-ok fehérje expresszids szintjeit
elemeztiik fiatal, id6s Al és AU patkanyok neocortexében, striatumaban és hippocampusaban.
Az ELISA teszt eredményei azt mutatjdk, hogy az Al allatok striatumdban szignifikans
megemelkedett az IL-1p fehérjeszint a fiatal kontrollcsoporthoz képest, mig az Al és fiatal
csoport kozott nem talaltunk kiilonbséget (F(2, 12)=3,127, p=0,081; AU vs. fiatal: 1,5 0,1
pg/ug vs. 1,1+0,1 pg/ug, p=0,032; Al vs. fiatal: 1,4+0,1 pg/ug vs. 1,1£0,1 pg/ug, p=0,110)
(11B. abra). A neocortexben és a hippocampusban az IL-1f expresszidja nem tért el a csoportok

kozott (CTX: F(2, 7)=0,511, p=0,621; HC: F(2, 12)=0,061, p=0,941) (11A, C 4bra).

Meglepé mdédon sem az Al, sem az AU csoport nem mutatott szignifikdns valtozast a
MIP-1a fehérje expresszioban egyik vizsgalt agyi régidban sem (CTX: F(2, 7)=0,652, p=0,550;
STR: F(2, 12) = 0,051, p = 0,950, HC: F(2, 12) = 0,173, p = 0,843) (11D-F abra).

Az mRNS expresszids szintekkel ellentétben a hippocampalis CNTF fehérje szint
szignifikansan lecsokkent az Al csoportban a fiatal csoporthoz képest (F(2, 12)=5,386,
p=0,021; Al vs. fiatal: 0,64+0,1 pg/pug vs. 1,3+£0,2 pg/pg, p=0,007). Ezenkiviil a CNTF fehérje
expresszios szintje tendenciaszerii csokkenést (nem szignifikans) mutatott az AU csoport
hippocampuséaban a fiatal allatokhoz képest (AU vs. fiatal: 0,9+0,1 pg/ug vs. 1,3+0,2 pg/ ng,
p=0,070) (11I. abra). A cortexben és a striatumban az oregedés jelents foéhatasa nem volt
megfigyelhet6 a patkanyok CNTF fehérje expresszios szintjére (CTX: F(2, 7)=2,298, p=0,171;
STR: F(2, 12)=2,167, p=0,151) (11G, H abra).

Az o7-nAChR fehérje expresszids szintjeinél ugyancsak nem tapasztaltunk
szignifikans, oregedéssel 0sszefliggd valtozasokat (CTX: F(2, 7)=1,882, p=0,222; STR: F(2,
12)=2,120, p=0,163; HC: F( 2, 12) = 0,383, p = 0,690) (11J-L abra).
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11. a@bra: Gyulladdsos medidatorok (\L-1f, MIP-1a), a CNTF neurotrof faktor és az a7-nAChR-0k
oregedéssel sszefiiggo fehérje expresszios valtozasai. A csillagok az AU és az Al dllatok fehérje
koncentracio kiilonbségeit jelolik a fiatal allatokhoz képest: **p < 0,01, *p < 0,05. Roviditések: AU-
normal memoria teljesitményii idos csoport, AI-memoria deficites idds csoport
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

A fent leirt viselkedés tesztekben a memantint a7-nAChR-okra hatd szelektiv
ligandokkal kombinaltuk és a kombinalt kezelések kognitiv serkentd hatékonysagat vizsgaltuk
meg a megfelel6 monokezelésekkel szemben a NCD-ok farmakoldgiai, illetve természetesen
id6s patkany modelljeiben. Ellentmondasosak a bizonyitékok azzal kapcsolatban, hogy a
memantin ChEI-okkal val6 kombinalt alkalmazasa tovabbi terapias elényoket kinal a
monokezelésekkel szemben. Azonban egyre tobb tanulmany hangsulyozza a memantin és az
a7-nAChR-okra hat6é ligandok kozotti elonyds interakcidkat, melyet jelen kisérleti

eredményeink is megerdsitenek.

5.1. A memantin és a PHA-543613 kombinaldsa enyhitette a patkanyok
szkopolaminnal indukalt memoria romlasat

Az els6 kisérletsorozatban a memantinnal és a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-
543613-mal végzett kombinalt kezelés hatdsat teszteltiik le az epizodikus memoria kiilonbdzo
komponenseire (térbeli navigéacio, a rovid-tavii memoria és a hosszi-tdvii memoéria) MWM
paradigmaban. Az allatoknal szkopolaminnal idéztiik el6 a kognitiv teljesitmény romlést, mely
egy széles korben elterjedt, gyakran alkalmazott anti-muszkarinos szer gyogyszerjelolt
vegyliletek pre-klinikai tesztelésére. A tréning alatt mért atlagos keresési id6 és a platformig
megtett Utvonalhossz alapjan arra tudunk kovetkeztetni, hogy az alkalmazott kezelésektdl
fliggetlentil minden csoport javulast mutatott a térbeli tanulast tekintve, beleértve a
szkopolaminnal kezelt csoportot is. A térbeli navigacidé képessége a ragcsalok egy olyan
velesziiletett sajatsaga, mely lehetdvé teszi szamukra a megvaltozott kdrnyezethez vald
alkalmazkodast, ami kritikus lehet a tulélésiik szempontjabol. Hadar és munkatarsai (2019)
stressz altal kivaltott depresszids epizodok hatdsat vizsgaltdk a patkdnyok kognitiv
teljesitményére. Sikeriilt kimutatniuk, hogy az averziv kornyezetnek kitett patkédnyok
gyorsabban tanultak, mint a kontroll allatok, ami a stresszhelyzet jotékony hatasat jelezte a
megkiizdésre valod képesség meglétével. Ez alapjdn eredményeinkre magyarazatot adhat, hogy
stresszhelyzetben (Uszas a vizbdl valo kimenekiilés céljabol) a patkanyok térbeli navigacidja
meglehetdsen ellenalld a kolinerg neurotranszmisszd szkopolaminnal kivaltott, viszonylag
enyhe gatlasaval szemben. A szkopolamin novelte az allatok lokomotoros aktivitasat, amire a

megnovekedett Gszasi sebességbdl kovetkeztettiink. Ebbdl kifolyolag a platformig megtett
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utvonal hosszat is elemeztiik, amely hasonld eredményeket mutatott, mint a keresési ido

analizise.

Mindazonaltal a farmakologiai kezelések befolyasoltak az allatok rovid-tava memoria
teljesitményét, melynek értékeléséhez az allatok elsd tréning napon nyujtott teljesitményét
vettilk alapul. A csak szkopolaminnal kezelt allatok teljesitménye nem javult a platform
megtalalasat tekintve a probak eldrehaladtaval, tehat a szkopolamin nagy mértékben rontotta
az allatok rovid-tavi memoria teljesitményét. A szkopolaminnal eléidézett rovid-tava memoria
deficitet azonban hatékonyan visszaforditottak mind az alacsony do6zist memantinnal, vagy
PHA-543613-mal végzett monokezelések, mind a memantin-PHAS543613 kombinacios
kezelés. Ezeket az eredmények megerdsitik a T-labirintus tesztben mért eredményeink is,
melyben a memantin-PHAS543613 kombinacios kezelés ugyancsak enyhitette a patkanyok
szkopolaminnal el6idézett rovid-tava memoria teljesitményét. Ugyanakkor ebben az esetben az
egyes monokezelések kognitiv serkentd hatisa nem mutatkozott meg, melyre a memantin
(0.003 mg/kg) és a PHA543613 (0.1 mg/kg) rendkiviil alacsony dozisokban torténd

alkalmazasa adhat magyardzatot.

Az éllatok proba napon (5. nap) mutatott teljesitményét — melyet a hosszu-tavia memoria
visszahivasaként tartanak szamon (Vorhees and Williams 2010) — szintén jelentGsen rontotta a
szkopolamin. A hosszi-tavii memoria deficitet a monokezelések koziil egyediil a legmagasabb
dozisban (1 mg/ttkg) alkalmazott memantin volt képes enyhiteni. A memantin és a PHA-
543613 alacsony dozisainak kombinalt alkalmazésa ugyancsak javitotta az allatok hosszu-tava
memoria funkcioit, mig az azonos, alacsony dozisban alkalmazott monokezelések teljesen
hatéastalanok voltak. Tehat az utobbi esetben a kombinalt kezelés hatékonysaga tilmutatott a
megfeleld monokezelések hatisain, ami a memantin és a PHA-543613 kozotti eldnyos

interakciot tikrozi.

Szamos pre-klinikai tanulmany hangsulyozza az a7-nAChR-ok kiemelt szerepét a két
vegylilet kozotti eldnyOs interakcioban. Azonban ezt a tovabbi fejezetekben fogjuk

részletesebben kifejteni dsszevetve a masodik kisérletsorozatunkbol nyert eredményekkel.
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5.2. A memantin és az a7-nAChR ligandok kombinalasa enyhitette a patkanyok
oregedéssel osszefiiggd memoria romlasat

A masodik kisérletsorozatban a NCD-ok természetesen 1dds patkany modelljében
vizsgaltuk meg a memantin és két kiilonboz6 hatasmechanizmusu szelektiv a7-nAChR ligand

- az a7-nAChR agonista PHA-543613 ¢és egy a7-nAChR-okra hat6 PAM vegyiilet — egyidejii

crer

Els6 1épésként bizonyitottuk, hogy az idés patkdnyok jelentds kognitiv hanyatlast
mutatnak a fiatal allatokhoz képest, mely Osszhangban van szamos korabbi pre-klinikai
vizsgalattal (Burger et al. 2007; Long et al. 2009). Eredményeink azt mutatjak, hogy a
memantinnal és az a7-nAChR ligandokkal végzett monokezelések foleg alacsonyabb dozisok
mellett enyhitették a patkanyok ¢€letkorral 6sszefiiggd kognitiv karosodéasat. Mig a memantin a
legalacsonyabb (0,1 mg/ttkg) és a legmagasabb (1,0 mg/ttkg) dozisban is javitotta az idds
patkanyok memoria teljesitményét, a PHA-543613 és a PAM a legalacsonyabb 0,3 mg/ttkg
dozisban fejtette ki a maximalis hatékonysagat. Bar az 5 mg/ttkg memantin a patkdnyok
esetében terapiasan relevansnak tekinthetd (Parsons et al. 2007), egyre tobb bizonyiték all
rendelkezésre a memantin 1,0 mg/ttkg-os, vagy ett6él alacsonyabb do6zisban torténd
hatékonysagara vonatkozoan, nemkivanatos viselkedési mellékhatasok nélkiil. Példaul Wise
and Lichtman (2007) kimutatta, hogy az 1,0 mg/ttkg-t6l alacsonyabb dézisi memantin javitja
els6 kisérletsorozatunkban az 1,0 mg/ttkg dozisban alkalmazott memantin fejtette Ki
legnagyobb hatékonysagat a patkanyok hosszl-tava térbeli memoria teljesitményére. SOt a
rovid-tavii memoria tekintetében, mar a meglehetésen alacsony, 0,1 mg/ttkg dozisban
alkalmazott memantin is hatékonynak bizonyult. A kordbban publikalt adatok szerint a
memantin 0,52 uM-0,80 uM-os IC50 értékkel gatolja az NMDA receptor medialt aramokat
(Valis et al. 2019). Jelen kutatasunk nem terjedt ki annak vizsgalatara, hogy a memantin
koncentracidja az agyban eléri-e az IC50 értéket, azonban a jovoben érdemesnek tartanam ilyen
szempontbol is megvizsgalni a vegyiilet hatékonysagat. A PHA-543613 az a7-nAChR-ok
potens, nagy affinitdsu agonistajanak bizonyult (Ki=8,8 nM: a7-5-HT3 kiméra EC50=65 nM),
melynek kivalé in vitro profilja gyors agyi penetracioval és a magas biohasznosulassal parosul.
Ezen kiviil tobbféle in vivo modellben bizonyult hatékonynak alacsony dozisok alkalmazasa
mellett: 0,3 mg/kg dézisban visszaforditotta az amfetamin altal kivaltott ingerkapuzasi deficitet,
tovabba 1,0 mg/kg dozisban novelte a memoriat Gj targy felismerési tesztben (Toyohara and

Hashimoto 2010). Egy, a kutatocsoportunk altal korabban kdz6lt tanulmanyban a PHA-543613

54



3 mg/ttkg-ban fejtette ki maximalis hatékonysagat (Bali et al. 2015). Meglepé mddon, jelen
kisérletiinkben a PHA-543613 10-szer alacsonyabb dozisa (0,3 mg/kg) mar sikeresen enyhitette
az 1d6s patkanyok kognitiv hanyatlasat. A PHA-543613 optimalis dézisai kozotti kiilonbség az
alkalmazott NCD modellek kiilonbségeinek tudhatd be, azonban relevansabb pre-klinikali
adatok nyerhetok az NCD-ok természetes modelljeivel, példaul a jelen tanulmanyban is

alkalmazott id6s allatokkal.

A kiilonb6z6 dozisokban alkalmazott monokezelések hatékonysagi vizsgalata utan a
memantin (0,01 mg/ttkg) és az a7-nAChR ligandok (0,1 mg/ttkg) szubeffektiv ddzisainak
kombinalt alkalmazasat vizsgaltuk. A memantin és a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-
543613 egyidejii alkalmazisa az id6s patkdnyok hosszi-tdvi memoria teljesitményének
jelentds javulasat eredményezte. Tovabba a memantin PAM vegyiilettel valé kombinalasa is
figyelemre méltd hatékonysagot mutatott, mig az alacsony dézisu monokezelések nem
javitottdk az idés patkdnyok hossza-tavii memoria teljesitményét. Osszeségében a
farmakologiai modellben mar megfigyel eredményeket jelen kutatas eredményei is
megerdsitik, mivel pozitiv kdlcsonhatast jeleznek a memantin és az a7-nAChR vegytiletek
kozott, azéltal, hogy nagy mértékben enyhitették a patkdnyok életkorbdl eredd kognitiv
hanyatlasat, és meghaladtak a monoterapiak kognitiv viselkedésre gyakorolt hatésait. Ezek a
megfigyelések tovabb erdsitik az a7-nAChR-ok szerepét a memantin és az a7-nAChR ligandok

kozott megfigyelt interakciokban.

5.3. A kombinalt kezelésekbol szarmazé eredményeink osszevetése pre-klinikai
adatokkal

Eredményeink egybevagnak szamos, ragcsalokkal végzett pre-klinikai vizsgalat
eredményeivel, melyek az a7-nAChR-okat kozvetleniil célzd kombinalt terapiak jotékony
hatasait demonstraljak. Busquet és munkatarsai (2012) kimutattdk, hogy az Onmagaban
hatastalannak bizonyul6 galantaminnal és memantinnal végzett kombinalt kezelés a szinergikus
hatasanak kdszonhetden szignifikansan javitotta az egerek szkopolaminnal kivaltott kognitiv
teljesitményromlasat. Egy masik pre-klinikai tanulmanyban Nikiforuk és munkatarsai (2016)
megallapitottadk, hogy a memantin és a galantamin kozott megfigyelt elény0s interakcid nagy
valoszinliséggel a galantamin «7-nAChR-okra kifejtett PAM aktivitasaval hozhatd
Osszefliggésbe, nem pedig a ChE-gatld tulajdonsagaval, arra hivatkozva, hogy a galantamin-

memantin kombinacids kezelés kognitiv serkentd hatasa az a7-nAChR antagonista MLA-val
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gatolhato volt. Tovabba ugyanebben a vizsgalatban kimutattdk, hogy a patkanyok kognitiv
flexibilitdsa és felismerési memoriaja javult azokban az esetekben, amikor a memantint
galantaminnal, vagy szelektiv a7-nAChR PAM-okkal (CCMI vagy PNU-120596) kombinaltak.
Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban, egy ujabb tanulmanyukban, a szerzok megerdsitették,
hogy az a7-nAChR-okra hat6 PAM-ok novelik a memantin pro-kognitiv hatasait NOR
memoria tesztben (Potasiewicz et al. 2020). A megfigyelések fontossagat alatimasztja, hogy az
AD elleni forgalomban 1év6 gyogyszerek hasznélata korlatozott a karos mellékhatasok miatt.
Kovetkeztetésképpen az o7-nAChR ligandok kiterjeszthetik a memantin terapias

dozistartomanyat az alacsonyabb dozisok felé haladva.

5.4. A memantin és az a7-nAChR ligandok kozotti interakciok hatterében allé
lehetséges mechanizmusok

M¢ég nem teljesen tisztazott, pontosan milyen hatdsmechanizmus allhat a memantinnal
¢s az a7-nAChR ligandokkal végzett kombinalt kezeléseink hatterében. Az egyik lehetséges
feltételezéslink a memantin és az o7-nAChR ligandok glutamaterg rendszerre kifejtett hatésa.
A memantin pro-kognitiv hatasa a klasszikus értelmezés szerint az extraszinaptikus NMDAR-
ok koros aktivacidjanak gatlasaval hozhatd Osszefligésbe, novelve ezaltal a glutamaterg
neurotranszmisszio jel-zaj aranyat. Mig a glutamaterg terminalisok preszinaptikus helyein
expresszalodo a7-nAChR-ok aktivalasa fokozza a glutamat (Marchi and Grilli 2010; Gomez-
Varela and Berg 2013), és elésegiti a hippocamus piramisejtjeinek NMDAR medialt valaszait
(Bali et al. 2019). Zhao és munkatarsai (2006) patkany hippocampalis és cortikalis neuronokon
veégeztek elektrofiziologiai és képalkotd vizsgéalatokat, hogy alatamasszak feltételezésiiket,
miszerint a galantamin és a memantin egylittes alkalmazéasa hatékonyabb javulast eredményez,
mint az anyagok egyediili alkalmazasa. Megallapitottak, hogy a galantamin az a7-nAChR-okra
kifejtett hatasdval a fokozott glutamat felszabaduldson keresztiil novelte mind az
extraszinaptikus, mind a szinaptikus NMDAR-ok altal medialt valaszokat. A kombinalt kezelés
soran azonban a memantin megakadalyozta az extraszinaptikus NMDAR-okon keresztiili
koros, tonusos Ca2+ bedramldst, mig a szinaptikus NMDAR-ok fokozott aktivaciojat a
galantamin tovébbra is biztositotta. Ez alapjan a jelen kisérletiinkben is hasonlo
hatdsmechanizmust feltételezhetliink az dnmagaban hatastalan memantin és a szelektiv a7-

nAChR ligandok kombinalasakor.

Egy masik lehetséges feltételezésiink az a7-nAChR-okat, mint k6z6s farmakologiai

célpont helyezi fokuszba. Ahogy a bevezetdben is targyaltuk a memantin nemcsak az NMDAR-
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okra, hanem az o7-nAChR-okra is kifejti gatlo hatasat, melyet egyre tobb tanulmany pozitiv
jelenségként tart szamon az AD kezelésében. Bar az a7-nAChR antagonistak nagy dozisairol
kimutattak, hogy rontjak a memoriat (Levin and Felix 1997), azonban az is felvetddhet, hogy a
receptor deszenzitizalasa, vagy blokkolasa révén mérsékelten lecsokkent receptor-aktivalas
nem rontja, hanem akar javithatja iS a memoria funkciokat. Példaul Ferrer-Acosta és
munkatarsai (2022) altal végzett kisérletben az alacsony do6zisi memantin neuroprotektiv
hatasat az a7-nAChR-okra kifejtett antagonizmusaval hoztdk 0Osszefiiggésbe. Ezzel
egyetértésben mas a7-nAChR antagonistak is meglepden pozitiv hatdsokat fejtettek ki alacsony
dézisokban tobb modellrendszerben is. Goethem €és munkatarsai (2019) elektrofiziologiai
vizsgalatukban arr6l szamoltak be, hogy a szelektiv a7-nAChR antagonista MLA alacsony
dozisban alkalmazva potencirozta az ACh-ra adott receptor-valaszokat ao7-nAChR-ral
transzfektalt Xenopus oocitdkban, tovabba ndvelte az LTP-t patkany hippocampus szeletekben.
Ugyanebben a tanulmanyban az MLA javitotta a patkanyok 0j targgyal toltott exploracios
idejét. Ezen kiviil a nem szelektiv a7-nAChR antagonista mekamilamin (bizonyos esetekben)
javitd, azaz pro-kognitiv hatast fejtett ki mind ragcsalokban, mind majmokban munkamemoria
feladatokban, valamint a figyelemhianyos hiperaktivitas-zavarban (ADHD) szenvedd
embereknél is az un. felismerési memoria tesztben. Ezek a tanulmanyok azt a feltételezést is
erdsitik, hogy az a7-nAChR agonistak esetében megfigyelheté kognitiv javulas inkabb az
aktivalast koveto receptor deszenzitizacionak a kovetkezménye, mint maganak az aktivalasnak.
Egy, a kutatdcsoportunk altal kordbban kozolt elektrofizioldgiai tanulmény is hangsulyozza az
a7-nAChR agonistak deszenzitizal6 hatasat (Bali et al. 2019). A tanulmanyban a PHA-543613
¢és két PAM vegyiilet (PNU-120596 ¢s NS1738) lokalis hatasait hasonlitottuk 6ssze a spontan
¢s az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra, in vivo. Az eredmények az a7-nAChR agonista
és a PAM jelentdsen eltérd hatasait tiikrozik. Mig a PNU-120596 és NS-1738 tilnyomorészt
szignifikdnsan novelte a neuronok mind spontan, mind NMDA altal kivaltott tiizelési
aktivitasat, a PHA-543613 alkalmazésa a facilitald €s gatlo hatasok szinte egyenld eloszlasat
eredményezte. Osszevetve a fenti adatokat a viselkedési eredményeinkkel, valosziniisithetjiik,
hogy a PHA-543613 gatld hatasa a receptor deszenzitizaciobol eredeztethetd €s pro-kognitiv
¢s/vagy neuroprotektiv hatasként is manifesztalodhat. Banerjee és munkatarsai (2005)
kozleménytikben szintén utalnak az a7-nAChR agonistak és antagonistak hasonlo hatasaira és
tovabb tamogatjak azt az elképzelést, hogy az a7-nAChR-ok antagonizmusa, vagy
deszenzitizdldsa kedvezd ¢lettani ¢és kognitiv hatasokat eredményezhet. Ez alapjan
elképzelhetd, hogy a memantin és az a7-nAChR ligandok kognitiv serkentd hatdsa ugyanazon

receptorra kifejtett hatasukbol eredeztethetd.
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5.5. Oregedéssel osszefiiggé gyulladiasos markerek és az a7-nAChR-ok
expresszios valtozasai

Az 1d6s patkdnyok nemcsak jelentés memoria romlast mutatnak az életkor
elérehaladtaval, hanem a NCD-okra jellemz6 patologids valtozasok bizonyos aspektusait (pl:
neuroinflammacid, kolinerg neurotranszmisszid zavara) is képesek utdnozni szemben a
farmakologiailag indukalt tranziens modellekkel. Tovabba 10j farmakologiai célpontok,
biologiai markerek azonositasat is lehetévé teszik €s nagy érzékenységet mutatnak
gyogyszerjelolt vegyiiletek tesztelésére. Ez alapjan a spontan idds patkanyokat a NCD-ok

megfeleld validitasu, relevans pre-klinikai modelljeként tartjdk szamon.

Jelen tanulmanyban t6bb immunologiai marker mRNS és fehérje expresszios szintjét is
megvizsgaltuk, mivel az oregedd agy megemelkedett gyulladdsos allapotat az NCD-ok {6
patologias jellemzdi kozott tartjak szamon (Ownby 2010; Ahmad et al. 2022). A normal és a
patologias oregedés kozotti kiilonbségek sejtszintli értékeléséhez normal és rossz memoria
teljesitményli 1d6s patkanyok gyulladdsos allapotat mértiik fel. Szamos tanulmany megerdsiti
az altalunk valasztott pro-inflammatorikus citokinek ¢és kemokinek megemelkedett
expressziojat AD-s betegek esetén. Az IL-1P fokozott expressziojat elészor Griffin és
munkatarsai (1989) mutattdk ki AD-ban szenvedd betegek post mortem agy mintaibol. Az AP
plakkokat koriilvevo reaktiv mikroglidkban megnovekedett IL-1f expresszio jelezte, hogy az
IL-1PB Osszefliggésbe hozhato az AD patogenezisével. Egy jabb tanulmanyban AD betegek ¢és
egészséges alanyok vérmintaiban vizsgaltak az IL-1 csaladba tartozo pro-inflammatorikus
citokinek és receptoraik expresszidjat multiplex ELISA alkalmazasaval (Italiani et al. 2018).
Az AD betegekben nagy mértékben megemelkedett a pro-inflammatorikus citokinek, koztiik
az IL-1p expresszios szintje az egészséges alanyokhoz képest. EQy IL-1p antagonista (anakinra)
alkalmazasédval ugyancsak kimutathato volt az IL-1 szignalizacidos utvonalak relevanciaja az
receptorok anakinraval torténé gatlasa javitotta a kognitiv funkciokat APP/PS1 AD egér
modellben. Az AD betegek agyaban, megemelkedett post mortem MIP-1a szintrdl is
beszamoltak. A fokozott MIP-1a expresszid a vér-agy gaton keresztiili immunsejt infiltracié
novelésével, tovabba a mikroglia aktivacid eldsegitésével jarul hozzd a neuroinflammacio,
majd az AD kialakulasahoz (Meraz-Rios et al. 2013). Ezek alapjan az altalunk vizsgalt
gyulladasos markerek a jovében az AD diagnosztikai markereként, vagy terapias célpontjaként

is szolgalhatnak (Wojcieszak et al. 2022).
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Az IL-1B és MIP-1a mRNS expresszids szintjének hasonldé mintazatat mutattuk ki
szinte minden vizsgalt agyteriileten a csoportok kozott. Altalanosan mind az AU, mind az Al
csoport fokozott MRNS up-regulaciot mutatott az IL-1p és a MIP-1a tekintetében. Azonban
ezen gyulladasos markerek expresszioja kifejezettebb volt a ,,patoldgias” 6regedés soran, mely
egy gyulladasos allapot felé torténd eltolédasra utal az Al allatokban. Megnovekedett fehérje
expressziod azonban csak az IL-1 esetében mutatkozott meg az AU patkanyok striatumaban a
fiatal patkdnyokhoz képest. Ezek az adatok &sszhangban vannak egy kdzelmultban végzett
tanulmany eredményeivel, melyben gyulladést el0segitd markerek széles skalajat vizsgaltak
meg fehérje szinten (Perkins etal. 2021), azonban bizonyitékot nem talaltak a legtobb altalanos

gyulladast eldsegito citokin €s kemokin megnovekedett expresszids szintjérdl idos allatokban.

Az olyan neurotr6f faktorok, mint a BDNF ¢és a CNTF neuroprotektiv hatassal
rendelkeznek, mivel képesek eldsegiteni a szinaptikus plaszticitdst és a neuronok tulélését
(Hagg et al. 1992; Garcia et al. 2010; Askvig and Watt 2019; Wu et al. 2020). Vizsgalatunkban
a CNTF fehérje expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt az idds, Al allatok
hippocampuséaban, a fiatal patkanyokhoz képest, tovabba az AU patkdnyok cortexében is
megfigyelhetd volt egy tendenciaszerli valtozas az alacsonyabb fehérjeszint felé. Meglepd
médon mNRS szinten ennek ellenkezdje volt kimutathatd, tehat a cortikalis és a hippocampalis
CNTF mRNS szint nagy mértékben megemelkedett az Al dllatokban a fiatal 4llatokhoz képest.
Az mRNS és fehérje szint ellentétes iranyu valtozasa utalhat egy olyan transzkripcids szinten
végbemend mechanizmusra, melynek célja a neurotréf tdmogatdsban bekdvetkezd deficit
kompenzalasa az Oregedés sordn. Azonban azt, hogy a CNTF mRNS expresszidjanak
megemelkedése miért nem mutatkozik meg a fehérje expresszidban is, tovabbi vizsgalatokat
igényel. Mivel kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a CNTF transzkripcids €s transzlacios
szintll szabalyozdsi mechanizmusair6l, az ezzel kapcsolatos eredményeink interpretalasa
nagyrészt spekulativ jellegli. Bar Kirsch és Hofmann (1994) beszamoltak a CNTF mRNS és
fehérje szintek ellentétes irdnya valtozasairdl patkdnyban RT-PCR és Western blot
alkalmazasaval, az expresszid pontos felderitéséhez részletesebb elemzések sziikségességét

emlitik tovabbi in situ hibridizacios, vagy immuncitokémiai modszerekkel.

Az id6s allatok nemcsak a megndvekedett neuroinflammacio, hanem a NCD-okra
jellemzd kolinerg valtozasok modellezésére is alkalmasak, mely ugyancsak Osszefiiggésbe
hozhat6 a tanuldsi és memoria folyamatokban bekovetkezd zavarokkal. Ebbdl kifolyodlag jelen
tanulmanyban a munkank szempontjabol fontos a7-nAChR-ok oOregedéssel Osszefiiggésbe

hozhat6 mRNS ¢és fehérje expresszios valtozasait is megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az
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Al patkanyok markans mRNS up-regulaciot mutattak az a7-nAChR-okat tekintve az Gsszes
vizsgalt agyi régioban, anélkiil, hogy az a7-nAChR-ok expresszidjaban jelentds valtozas tortént
volna fehérje szinten. Meg kell azonban jegyezni, hogy a neocortexben tendenciaszerii
novekedés volt megfigyelheté az a7-nAChR-ok fehérje expresszidjat tekintve. Valodsziniileg a
kis mintaelemszam és az ELISA modszer kisebb érzékenysége az RT-PCR-hoz képest
magyarazatot adhat arra, hogy miért nem lehetett statisztikailag megerdésiteni a a7-nAChR-0k
fehérje szintii novekedését. A szakirodalomban ellentmondéasosak a bizonyitékok az o7-
NAChR-ok 6regedéssel 6sszefliggd expresszios valtozasaival kapcsolatban. Szamos tanulmany
kimutatta, hogy az a7-nAChR-ok expresszidja jelentésen csokkent az NCD-okban, féként a
kognitiv funkciokhoz tarsithato agyteriileteken, példaul a frontdlis cortexben és a
hippocampusban (Burghaus et al. 2000; Wevers et al. 2000; Hernandez et al. 2010; Ren et al.
2020). Ugyanakkor egyes tanulmanyok az a7-nAChR-ok up-regulacidjarél szamoltak be,
kiilonosen mRNS expresszids szinten, melyekkel jelenlegi megfigyeléseink is egybevagnak
(Nordberg 2001; Kihara and Shimohama 2004; Conejero-Goldberg et al. 2008). Mindazonaltal
az a7-nAChR-ok feltételezett up-regulacidja is magyarazatot adhat a szelektiv a7-nAChR

ligandok meglehetdsen alacsony ddzisainak hatékonysagara idés patkanyokban.

5.6. Konkluzio

Osszefoglalva, jelen tanulmanyban megerdsitettik a memantin és az a7-nAChR
ligandok kozotti elonyds interakciokat mind farmakologiailag indukalt mind természetesen id6s
patkany modellekben. Ez utobbirdl bizonyitottuk, hogy a human NCD-ok jo validitast
modelljei, ugyanis transzlacios szempontbdl relevans kognitiv hanyatlas figyelhetd meg naluk.
Tovabba az 1dds allatok jelentdségét tovabb erdsiti, hogy molekularis szinten is képesek
jellegzetes, patologias  Oregedeéssel — Osszefliggd — valtozasokat  reprodukalni  (pl.
neuroinflammatorikus markerek megnovekedett szintje és a sejtek neurotrof tdmogatasanak
csokkenése). A memantin és a PHA-543613, valamint a memantin és a PAM vegyiilet
kombindcioja sikeresen enyhitette mind a farmakologiailag (szkopolaminnal) indukalt, mind az
¢letkorral dsszefiiggd kognitiv hanyatlast, ezenfeliil mindkét kombinacié hatékonysaga jobb
volt, mint a megfeleld monokezelések hatékonysaga. Eredményeink tovabb erdsitik az a7-
NAChR-ok kiemelked6 szerepét a kombinalt kezelések kognitiv serkentd hatasaiban. Az a7-

nNAChR-okat célz6 kombinalt kezelések terapias potencialjat az is alatamasztja, hogy a
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receptorok expresszidja az Oregedés soran erdsen up-reguldlodott, jol hozzaférhetd

kotohelyeket biztositva farmakologiai modulacidjukhoz.
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6. OSSZEFOGLALAS

A javulo életkoriillmények miatt az élettartam novekedésével folyamatosan emelkedik a
kiilonféle NCD-okban szenvedd betegek szama. Az oregedéssel 0sszefiiggd NCD-ok a tanulési
¢s memoria képességek sulyos leépiilésével jellemezhetok, melyek jelentés mértékben rontjak
a betegek onellatasra valo képességét. A NCD-ok kezelésére jelenleg alkalmazott gyogyszerek
elsGsorban tiineti kezelést nytjtanak és ezeket tekintve is csak mérsékelt elonyoket kinalnak.
Ennélfogva kiemelt fontossagt 0j, hatékonyabb terapias stratégiak kifejlesztése, tovabba a pre-
klinikai eredmények megfelel6 transzlalhatosaga érdekében, relevans, a NCD-okat jol utanzo
allatmodellek beéllitasa. Az utobbi idében szdmos tanulméany szdmolt be a kombinalt terapiak
hatékonysagar6l, mivel a NCD-ok tobb patologias aspektusat is képesek megcélozni és

alacsonyabb ddzisok alkalmazasat teszik lehetdvé a nemkivanatos mellékhatasok elkeriilésével.

A fenti célokat alapul véve jelen kutatasunkban egy, a NCD-ok kezelésére mar
jovahagyott gyogyszer, a memantin és szelektiv pro-kognitiv hatasu a7-nAChR ligandok
kozotti kolesonhatasokat teszteltiink le viselkedés szintjén a NCD-ok kiilonféle patkany
modelljeiben. Arra voltunk kivancsiak, hogy a szubeffektiv dozisa a7-nAChR ligandok (PHA-
543613 vagy PAM) egyiitt adasa a szubeffektiv dozisi memantinnal erételjesebb javulast
eredményez-e a patkanyok kognitiv teljesitményében, mint a vegyiiletek 6nmagukban vald
alkalmazasa. Els6 tanulmanyunkban a memantin és az o7-nAChR agonista PHA-543613
kozotti kolesonhatast vizsgaltuk, melyhez szkopolaminnal indukalt NCD patkdny modellt
alkalmaztunk. A kombinalt kezelés kognitiv serkent6 hatasat az epizodikus memoria tobb
komponensére is teszteltik MWM ¢és T-labirintus alkalmazasaval, beleértve a térbeli
navigéciot, a rovid-tavi memoriat és a hosszi-tdva memoriat. A masodik kisérletsorozatunkban
1dds patkanyok NOR tesztben nyujtott diszkriminald képességére vizsgaltuk a korabban mar
alkalmazott memantin-PHA-543613 kombinacios kezelést, valamint a memantin PAM
vegylilettel valo kombinalasat. Végiil PCR és ELISA teszt alkalmazasaval vizsgaltuk a normal
és a ,patologias” Oregedéssel Osszefiiggd, molekularis szinten végbemend expresszios

valtozasokat patkdnyok memoriaért felelds agyteriiletein.

A magatartasfarmakologiai kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a memantin-
PHA-543613 kombinacios kezelés sikeresen javitotta mind a patkanyok rovid-tavi mind a
hosszu-tavii memoria funkcioit a szkopolaminnal szemben. A révid-tavi memoriat tekintve az
egyes monokezelések szintén hatékonynak bizonyultak az MWM tesztben, azonban a

szkopolamin okozta hossza-tavi memoria deficitet kizardlag a kombinalt kezelés volt képes
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enyhiteni, meghaladva ezzel az egyes monokezelések hatasait. Masodik kisérletsorozatunkban
az 1d6s patkanyok jelentds kognitiv hanyatlasar6l szamoltunk be. Azonban a memantin és az
a7-nAChR-okat serkentd vegyiiletek (PHA-543613, vagy PAM) kombinacioi ebben az esetben
is sikeresen enyhitették a patkanyok oregedéssel Osszefliggd memoriaromlasat, szemben a

monokezelésekkel.

A post mortem vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy az idés allatoknal patologias
jellegti valtozasok is megfigyelhetdek. Mind a normal memoria teljesitményti mind a memoria
deficites id6s allatok jelentds up-regulaciot mutattak bizonyos gyulladasos markereket tekintve
(IL-1B és a MIP-1a). A neurotro6f tdmogatast tekintve viszont nagy mértéka csokkenés volt
megfigyelhetd naluk, kiilonésen a memoria deficites id6s allatoknal. Ezen kiviil az a. 7-nAChR-

ok oregedéssel Osszefliggd expresszios valtozasairol is beszamoltunk.

Eredményeink pozitiv kdlcsonhatast jeleznek a memantin és az a7-nAChR-okra hato
agonistak és PAM vegyiiletek k6zott, melyet a NCD-ok farmakologiai és természetesen idds
patkanymodelljeiben is Kimutattunk, megerésitve azt a hipotézist, miszerint az a7-nAChR-0k
kiemelked6 szerepet jatszanak a kombinalt kezelések jotékony hatdsaiban. Tovabba
bizonyitottuk, hogy az idés allatok nagy transzlacios potenciallal rendelkeznek, ugyanis a
nagymértékli memoria hanyatlason kiviil a NCD-okra jellemzd patologids valtozasokat is
képesek modellezni, beleértve az agy megndvekedett gyulladdsos allapotat, a neurotrof
tamogatas csokkenését, vagy az a7-nAChR-ok expresszios valtozasait, relevans adatokat
szolgaltatva ezzel az a7-nAChR-okat célz6 gyogyszer kdlcsonhatasokrol és kiindulasi alapjat

képezhetik tovabbi pre-klinikai gyogyszerfejlesztési programoknak.
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7.  SUMMARY

Aging-related neurocognitive disorders (NCDs) poses a serious public health problem
worldwide. These age-related disorders are characterized by progressive neuronal dysfunction
and marked deterioration of cognitive abilities and daily living. Currently, the non-competitive
NMDA receptor antagonist memantine and different cholinesterase inhibitors (e.g., donepezil)
can be offered as therapeutic options for patients with NCDs, however, several clinical
observations indicate that these medications may provide only moderate and transient
symptomatic benefits with very limited or no disease-modifying potential. Therefore,
development of new treatment strategies is still an unmet medical need and the discovery of
new avenues for the treatment of NCDs would be crucial in the field. Combination therapies
may be highly promising novel approaches in the treatment of age-related NCDs, since the co-
application of pharmacological agents with different mechanisms of action may result in a
superadditive (synergistic) increase in efficacy and/or enables the use of lower doses, while
achieving the same effectiveness with less possible side-effects.

In the present series of experiments, we tested the interactions between memantine, an
already approved drug for the treatment of NCDs and selective a7-nAChR ligands at behavioral
level in different rat models of NCDs. In our first study, we investigated the interaction between
memantine and the a7-nAChR agonist PHA-543613 in a scopolamine-induced NCD rat model.
We tested the cognitive enhancer effect of the combined treatment on several components of
episodic memory (including spatial navigation, short-term memory, and long-term memory)
using MWM and T-mazes spontaneous paradigm. In the second study, we examined the
previously used memantine-PHA-543613 combination treatment, as well as the combination of
memantine with the PAM compound on discriminating ability of aged rats using the NOR
paradigm. Finally, we investigated the expression of various inflammatory markers at
molecular level related to normal and "pathological™ aging in the brain areas responsible for
memory functions. The results of our behavioral experiments show that the memantine-PHA-
543613 combination treatment successfully improved both the short-term and long-term
memory functions of rats compared to scopolamine. The mono-treatments also proved to be
effective in terms of short-term memory in the MWM test. However, the long-term memory
deficit caused by scopolamine was only alleviated by the combined treatment by exceeding the
null effects of the corresponding subtherapeutic levels of monotreatments. In the second study
we reported a significant cognitive decline in old rats. However, combinations of memantine
and a7-nAChR compounds (PHA-543613, or PAM) successfully alleviated aging-related
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memory impairment in rats, compared to monotreatments. The results of post-mortem
examinations showed that pathological changes can also be observed in old animals. Both
memory impaired an unimpaired aged animals showed a significant up-regulation of certain
inflammatory markers (IL-1B and MIP-1a). The opposite direction of change was observed in
terms of neurotrophic support during aging. In addition, we also reported the aging-related
expression changes of a7-nAChRs.

In conclusion, in the present study, we confirmed the beneficial interaction between
memantine and a7 nAChR acting agents in both pharmacological induced and naturally aged
rat models. Aged rats demonstrating a translationally more relevant cognitive improvement that
might be a target for future procognitive therapy. The relevance of naturally aged rats for
modeling human NCDs was also demonstrated by the animals showing characteristic
neuropathological changes also at the molecular level, such as elevated levels of
neuroinflammatory markers and decreased levels of neurotrophic support to the cells.
Combination treatment with memantine and PHA-543613 or memantine and CompoundX
successfully alleviated the age-related cognitive decline, moreover efficacy of both
combinations was superior over the corresponding monotreatments. Based on our results, we
further hypothesize a prominent role of a7 nAChR in the cognitive enhancer effects of the
combination treatments in clinical conditions with cognitive decline in older ages. Therapeutic
potential of combination treatments that are based on pharmacological interactions on the a7
nAChRs is also supported by the finding that expression of the receptors may become highly
upregulated in aging, thus, providing well-accessible binding sites for their pharmacological

modulation.
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in Scopolamine-Induced Amnesia
in Rats

Zsolt Kristof Bali23, Néra Bruszt?3, Sai Ambika Tadepalli’2, Roland Csurgydk'2,
Lili Veronika Nagy'2, Marton Tompa'? and Istvan Hernadi’>3*
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Alpha7 nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs) play an important role in learning
and memory and are promising targets for pharmacological cognitive enhancement.
Memantine, an approved substance for Alzheimer’s disease treatment, is an antagonist
of the N-Methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) and also acts as an alpha7 nAChR
antagonist. Here, we tested the interaction between an alpha7 nAChR agonist
(PHA-543613) and memantine. Efficacy of memantine, PHA-543613, and their co-
administration were investigated on the spatial working memory of rats using the
spontaneous alternation paradigm in T-maze. Scopolamine-induced transient amnesia
was used to model cognitive impairment. First, the dose-response relationship was
assessed for memantine, and its lowest effective dose was found to be 0.1 mg/kg. Then,
co-administration treatments with subeffective doses of the alpha7 nAChR agonist
PHA-543613 and different doses of memantine were tested. The co-administration of
subeffective drug doses significantly improved memory performance of the rats and
reversed scopolamine-induced deficits. Interestingly, a higher than effective (0.3 mg/kg)
dose of memantine did not increase performance in monotreatment, only in co-
administration with PHA-543613. However, the co-administration of PHA-543613 did
not further increase the efficacy of the previously effective monotreatment doses of
memantine. Thus, the efficacy of memantine monotreatment and its co-administration
with PHA-543613 converged to create a common ceiling effect, with an additive
interaction found in the behavioral effects. These results suggest that memantine and
PHA-543613 may exert their cognitive enhancer effects on the same target, possibly
on the alpha7 nAChRs. Results also suggest possible benefits of a combination therapy
with memantine and alpha7 hAChR agonists.

Keywords: combination drug therapy, alpha7 nicotinic acetylcholine receptor, memantine, spatial memory,
scopolamine, behavior
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INTRODUCTION

Globally, 24.3 million people suffer from dementia, with
approximately 4.6 million new cases every year (Ferri et al., 2005).
This has led to an increased global need in studying dementia, or
cognitive impairment, and its underlying mechanisms. A major
area of concern is development of effective pharmacological
treatments that produce minimal or no adverse side effects.

Memantine, an uncompetitive antagonist of the N-methyl-
D-aspartate receptor (NMDAR), is an approved drug in the
treatment of Alzheimer’s disease (AD). Memantine has also
been found effective in enhancing memory performance in
various animal models of dementia and different behavioral
paradigms (Wise and Lichtman, 2007; Busquet et al., 2012;
Schneider et al., 2013). Memantine is thought to block over-
stimulation of the NMDARs caused by amyloid-beta (AB)
oligomers implicated in the pathogenesis of AD (Danysz and
Parsons, 2012) without affecting physiological glutamatergic
activity necessary for synaptic plasticity (Parsons et al., 1999).
However, it was also observed to act on alpha7 nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs) as an antagonist, perhaps more
potently than on NMDARs (Aracava et al., 2005).

Selective alpha7 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)
agonists are another class of drugs that are emerging as
potent treatments for neurocognitive disorders. A substantial
body of evidence indicates the role of alpha7 nAChRs in
cognitive performance and memory (Dani and Bertrand, 2007).
Thus, they provide a suitable target for the treatment of AD
and other neurocognitive disorders (Toyohara and Hashimoto,
2010). PHA-543613 is a selective alpha7 nAChR agonist, which
reportedly alleviates amphetamine-induced auditory gating
deficit and improves object recognition memory in rats (Wishka
et al., 2006). It also appears to be effective in treating ABs5_35-
mediated cognitive deficits in mice (Sadigh-Eteghad et al., 2015).
In addition, it ameliorates spatial working memory deficits
induced by the muscarinic AChR antagonist scopolamine in rats
(Bali et al., 2015).

While most of the therapeutic treatments available today
involve a single cognitive enhancer agent, there is an increasing
interest in developing combined treatments that involve two
or more cognitive enhancers in otherwise subeffective or
inactive doses. A fixed-dose combination of memantine and
acetylcholinesterase inhibitor (AChEI) donepezil has already
been approved by the Food and Drug Administration (FDA)
of the United States. However, the same therapy has not been
approved by the European Medicines Agency because of limited
clinical evidence of its benefits over monotherapies with AChEIs
or memantine (Deardorff and Grossberg, 2016). Combinations
of memantine and donepezil also showed limited efficacy in
preclinical animal models (Wise and Lichtman, 2007; Woodruff-
Pak et al, 2007). However, galantamine, another AChEI also
possessing affinity for an allosteric site of the alpha7 nAChR,
exerted far better synergistic effects in co-administration with
memantine in alleviating scopolamine-induced cognitive deficits
in mice (Busquet et al., 2012). It has also been reported that alpha7
nAChR activity enhances glutamatergic signaling via NMDARs
(Yang et al., 2013; Bali et al., 2017).

Based on the above findings, we hypothesized that various
pharmacological interactions might occur between memantine
and alpha7 nAChR agonists. Such interactions could also
potentially result in an increased efficacy of combinational
treatments on cognitive performance. Therefore, in the present
study, our aim was to test the efficacy of co-administration
treatments with the selective alpha7 nAChR agonist PHA-543613
and memantine on spatial working memory performance in the
scopolamine-induced transient amnesia model in rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Twenty-four 7- to 12-month old male Long Evans (LE) rats
(weighing 380-520 g) and eleven 4- to 7-month old male Wistar
(W) rats (weighing 350-450 g) were used in the present study.
Animals were obtained from Charles River Laboratories and
were housed in pairs in individually ventilated cages under
controlled conditions in the animal house of the Szentagothai
Research Centre, University of Pécs (12/12 h light/dark cycle,
with controlled temperature and humidity). Rats were fed daily
with 17 g of laboratory chow per animal per day (on experimental
days only after they had been tested) throughout the experiments
to ensure sufficient motivation for exploration in the testing
apparatus. Water was available ad libitum. This study was carried
out in accordance with the recommendations of Decree No.
40/2013. (II. 14.) of the Hungarian Government and EU Directive
2010/63/EU on the protection of animals used for scientific
purposes. The protocol was approved by the Animal Welfare
Committee of the University of Pécs (Licence No. BA02/2000-
25/2015).

T-maze Apparatus and Spontaneous

Alternation Test Procedure

The T-maze apparatus was constructed according to Deacon
and Rawlins (2006), and the dimensions were described in our
previous study (Bali et al., 2015). The applied experimental
protocol was based on the study of Spowart-Manning and van
der Staay (2004) with some modifications made in our laboratory
(Balietal., 2015). The rat was placed in the start arm and after the
opening of the guillotine door, he had to make a choice between
the right and left goal arms. After exploring the goal arm and
returning to the start arm, the rat was confined in the start arm for
10 s between two trials. Then, the trial was repeated. Each session
lasted for a maximum of 25 min or a maximum of 15 consecutive
trials. A session was considered invalid if fewer than nine trials
were completed. Because of the within-subject statistical design,
animals that had any invalid sessions, were excluded from the
analysis of the entire experiment.

In each trial, we primarily recorded which goal arm was
chosen by the rat. If the rat entered the opposite arm compared
to the previous trial, the choice was considered a correct choice
(alternation). Otherwise, it was considered an erroneous choice.
Alternation rate was determined as the proportion of correct arm
choices (alternations) and the total number of trials offered for
alternation (a maximum of 14 if all 15 trials were run).
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In addition, as secondary endpoints, average trial duration
(time elapsed from door opening until returning to the starting
position) and average choice latency (time elapsed from door
opening until entering one of the goal arms) were determined
to control for side effects of the pharmacological treatments not
related to memory.

Drugs and Routes of Administration
Scopolamine hydrobromide (Tocris), PHA-543613
hydrochloride (Tocris), and memantine hydrochloride (Tocris)
were dissolved in physiological saline to create a final injection
volume of 1 ml/kg. Scopolamine was injected intraperitoneally
(i.p.) 10 min before experimental sessions, and PHA-543613 and
memantine were injected subcutaneously (s.c.) 40 min before
experiments (30 min before scopolamine administration). In
treatments, where scopolamine, memantine and/or PHA-543613
were not administered, compounds were replaced with saline
(vehicle, VEH) injected through the corresponding route of
administration. In co-administration treatments, memantine
and PHA-543613 were administered consecutively in two
separate subcutaneous injections performed on the opposite
sides of the body.

Experimental Design

Experiments were designed to investigate possible
pharmacological interactions between memantine and the
alpha7 nAChR agonist PHA-543613 in their effect on spatial
working memory. Therefore, subeffective, effective, and higher
than effective doses of memantine were co-administered
with subeffective doses of PHA-543613. The efficacy of the
co-administration treatments was compared with that of
monotreatments with memantine and PHA-543613. Efficacy
of cognitive enhancer treatments were tested against transient
amnesia induced by scopolamine (0.5 mg/kg).

The study consisted of two phases: (1) an experiment for the
determination of subeffective and effective doses of memantine;
and (2) a set of experiments testing the interactive effects of
memantine and PHA-543613 at different doses.

The doses applied in the memantine efficacy test were chosen
on the basis of preceding pilot experiments and were the
following: 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, and 0.1 mg/kg. Subeffective
doses of PHA-543613 were determined according to our previous
study (Bali et al., 2015). Each experiment was preceded by 3-
6 sessions for habituation and training without pharmacological
treatment until rats achieved stable control performance in the
spontaneous alternation task.

In the experiments testing co-administration of memantine
and PHA-543613 (Experiments 1-4, Table 1), the following
pharmacological treatments were applied: scopolamine alone
(further referred to as Scop), memantine monotreatment in
different doses followed by scopolamine (Mem[dose]), PHA
monotreatment in subeffective doses followed by scopolamine
(PHA[dose]), and co-administration treatment with memantine
and PHA followed by scopolamine (Mem[dose]+PHA[dose]).
All animals in a given experiment were subjected to each
treatment. The treatments were applied in a counterbalanced
(Latin square) design to achieve a fully randomized sequence
of different treatments. The rat strains and doses applied in the
experiments are listed in Table 1.

Data Analysis and Statistics
The control performance of every animal was determined as its
average alternation rate during training sessions. In the analysis
of experiments with pharmacological treatments, data of animals
that performed above the predetermined 0.6 alternation rate
after Scop treatment (i.e., showing no considerable memory
impairment), were excluded from all treatments. Thus, the effects
of memantine, PHA-543613 and their co-administration were
only tested on animals with confirmed sensitivity to scopolamine.
Statistical analyses were performed using the IBM SPSS 20.0
statistical program and MS Excel. Alternation rate, average
trial duration, and average choice latency data were analyzed
with repeated measures ANOVA. Following significant main
effects of treatments, different treatments (Control, Mem, PHA,
Mem+PHA) were compared with the scopolamine treatment
using post hoc LSD test. Then, the p-values were corrected
with Holm’s method for multiple comparisons (Holm, 1979).
Alternation rate after a given treatment was also compared to
the chance level (0.5) using one-sample t-test with a one-tailed
null hypothesis. An alternation rate significantly higher than
the chance level indicated that rats showed normal alternating
behavior and good memory performance after a given treatment.
Effect size of treatments was estimated using eta squared (m?) in
ANOVA models, and Cohen’s d for correlated samples (d;y) in
pairwise comparisons as calculated according to Lakens (2013).
Since initial data showed a marked difference between
animals in their responsiveness to memantine (i.e., optimal dose
varied), which also affected the effectiveness of co-administration
treatments, we performed an additional pooled analysis of
cases when memantine was not effective in monotreatment.
Thus, subjects from all the experiments with an alternation
performance of less than 0.6 after memantine monotreatment
were included in the pooled analysis. With the pooled data, we

TABLE 1 | Summary of the rat strains and the doses of pharmacological compounds used in experiments performed for the evaluation of combined treatments with

memantine and PHA-543613.

Strain Vehicle Memantine (mg/kg) PHA-543613 (mg/kg) Scopolamine (mg/kg)
Experiment 1 Long Evans Saline 0.003 0.1 0.5
Experiment 2 Long Evans Saline 0.03 0.1 0.5
Experiment 3 Wistar Saline 0.1 0.3 0.5
Experiment 4 Wistar Saline 0.3 0.3 0.5
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also performed an analysis to test whether memantine and PHA-
543613 interacted in an additive or superadditive (synergistic)
manner when used in co-administration (Bali et al., 2017).
We calculated the sum of the memory enhancer effect of
memantine and PHA-543613 monotreatments in comparison to
the scopolamine alone treatment ([Mem]-[Scop] and [PHA]-
[Scop], respectively) and compared it to the effect of their co-
administration ([Mem+PHA]-[Scop]) using the paired samples
t-test. In all statistical analyses, the level of significance was
p < 0.05. All data used in the statistical analysis are available on
Mendeley Data (Bali et al., 2018).

RESULTS

Dose-Effect Relationship of Memantine
Experiments were performed to determine the relationship
between the dose of memantine and its cognitive enhancer
effect against scopolamine (Figure 1). Out of the initial 13 LE
rats, two animals were excluded from the statistical analysis
because of invalid sessions, and another two were excluded
because of the lack of effects of Scop on memory performance.
A significant main effect of pharmacological treatments was
found on the alternation rate of rats in the T-maze [n = 9,
F(3.2,25.8) = 3.12, p = 0.040, 0 = 0.239]. Control performance
of rats was above the chance level (one-sample t = 4.745,
p < 0.001) and was significantly higher than after scopolamine
treatment [Control vs. Scop: 0.63 = 0.03 (mean £ SEM) vs.
0.43 & 0.05, p = 0.047, d;y = 1.721] indicating that rats showed
good control memory performance and alternating behavior.
Memantine dose-dependently attenuated scopolamine-induced
memory impairment and increased the average alternation rate
of rats. Although the memory enhancing effect of memantine in
the dose of 0.1 mg/kg was only marginally significant compared
with the scopolamine alone treatment according to the corrected
p-value (Mem0.1 vs. Scop: 0.62 £ 0.04 vs. 0.43 £ 0.05, p = 0.073,
drm = 1.444), MemO.1 treatment restored normal alternating
behavior of animals (one-sample ¢t = 3.011, p = 0.008). Therefore,
0.1 mg/kg dose of memantine was considered as an effective dose
for cognitive enhancement.

Experiment 1: Memantine and

PHA-543613 in Subeffective Doses

In Experiment 1 (Figure 2A), the subeffective 0.003 mg/kg dose of
memantine was tested in co-administration with the subeffective
0.1 mg/kg dose of PHA-543613 against scopolamine-induced
amnesia of rats. Experiments were performed on altogether 12
LE rats. One animal was excluded because of invalid sessions,
and another two animals were excluded because of the lack
of memory impairment after Scop treatment. Following the
significant main effect of the pharmacological treatments [n = 9,
F(4, 32) = 3.910, p = 0.011, n? = 0.266], the significant difference
between the alternation rate after VEH and Scop treatments
validated the model for cognitive impairment (Control vs.
Scop: 0.63 + 0.02 vs. 0.51 £ 0.02, p = 0.041, dryy, = 1.723).
Monotreatments with memantine or PHA-543613 were not
effective enough to attenuate the scopolamine-induced memory
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FIGURE 1 | Dose-response relationship for memantine against
scopolamine-induced (0.5 mg/kg, i.p.) amnesia in the spontaneous alternation
task (n = 9, Long Evans rats). Text below the graph represents the injections
given before testing a given treatment, also showing the dose of memantine
(mg/kg, s.c.). Significance level of post hoc comparisons between a given
treatment and scopolamine alone treatment were marked with asterisks
above the bars: (*) p < 0.1, *p < 0.05. Hash symbols mark that the
alternation performance after the given treatment was significantly higher than
the chance level (0.5, dashed line): *p < 0.01, ##p < 0.001.

deficit (0.53 & 0.07 and 0.45 £ 0.04, respectively; Mem0.003
vs. Scop: p > 0.1, dyyy = 0.162; PHAO.1 vs. Scop: p > 0.1,
dym = —0.617), and alternation performance did not significantly
exceed the chance level neither after Mem0.003 nor after PHAO.1
treatment.

However, the co-administration of these subeffective doses of
memantine and PHA-543613 resulted in a significant increase
in the alternation rate (Mem0.003+PHAO.1: 0.64 =+ 0.04;
Mem0.003+PHAO.1 vs. Scop: p = 0.043, dyy, = 1.338), and
it restored the normal memory performance of the animals
(one-sample t = 3.506, p = 0.004). Thus, in Experiment 1 an
interaction between subeffective doses of memantine and PHA-
543613 was found to be beneficial for the enhancement of
cognitive performance of LE rats.

Experiment 2: An Effective Dose of
Memantine and a Subeffective Dose of

PHA-543613

In Experiment 2 (Figure 2B), the subeffective dose of PHA-
543613 (0.1 mg/kg) was co-administered with 0.03 mg/kg
memantine, a dose that was considered initially as subeffective
according to the dose-response curve of memantine (see
section Dose-effect Relationship of Memantine). Two of the
initial 12 animals were excluded because of the lack of
memory impairment after Scop. Surprisingly, in Experiment 2,
scopolamine-induced memory impairment of LE rats [n = 10;
F(4, 36) = 5.190, p = 0.002, 1> = 0.284; Control vs. Scop:
0.64 £ 0.02 vs. 0.36 = 0.06, p = 0.006, d;y = 1.778] was
attenuated by Mem0.03 treatment (Mem0.03: 0.56 =+ 0.06;
Mem0.03 vs. Scop: p = 0.035, d;y = 1.070). However, this
enhancement of the memory performance was not sufficient to
increase the alternation rate above the chance level and to restore
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FIGURE 2 | Effects of different doses of memantine and PHA-543613 in monotreatments and in different combinations against scopolamine-induced (0.5 mg/kg,
i.p.) amnesia. Text below the graph represents the injections given before testing a given treatment. Dose of memantine (s.c.) and PHA-543613 (s.c.) in the given
experiment is shown after their abbreviation (Mem, PHA, respectively) in mg/kg. (A) In Experiment 1, a subeffective dose of memantine was combined with a
subeffective dose of PHA-543613 (n = 9 Long Evans rats); (B,C) In Experiments 2 and 3, effective doses of memantine were combined with subeffective doses of
PHA-543613 (n = 10 Long Evans rats and 8 Wistar rats, respectively); (D) In Experiment 4, a subeffective dose of PHA-543613 was tested with a dose of
memantine that was higher than its most effective dose (n = 8 Wistar rats). Significance level of post hoc comparisons between a given treatment and scopolamine
alone treatment were marked with asterisks above the bars: *p < 0.05. Hash symbols mark the significance level of the difference between the alternation
performance after the given treatment and the chance level (0.5, dashed line): (#) p < 0.1, ¥o < 0.05, #p < 0.01, #*p < 0.001.

normal alternating behavior (one-sample ¢t = 1.057, p > 0.1).
The co-administration of Mem0.03 and PHAO.1 treatments
was not at all effective against the scopolamine-induced deficit,
as the alternation performance after the co-administration
treatment was not significantly higher than the scopolamine
alone treatment, and the alternation rate was close to the chance
level (Mem0.03+PHAO.1: 0.49 + 0.06; Mem0.03+PHAO.1 vs.
Scop: p > 0.1, dyyy = 0.671). Thus, the addition of PHA-543613
to an effective dose of memantine did not improve but rather
attenuated its memory enhancing effect.

Experiment 3: An Effective Dose of
Memantine and a Subeffective Dose of
PHA-543613

In Experiment 3 (Figure 2C), we investigated the effects
of 0.1 mg/kg memantine alone and in co-administration
with PHA-543613 (0.3 mg/kg) in W rats. Earlier, the dose

of memantine was found to be an effective dose in LE rats.
Twelve rats were tested in the experiments, and two animals
were excluded because of invalid sessions, while another two
were excluded because of the lack of memory impairment
after Scop. Pharmacological treatments produced a significant
main effect [n = 8, F(4, 28) = 2.957, p = 0.037, n? = 0.262],
and scopolamine induced a decrease of the performance
sufficient for modeling cognitive impairment (Control vs.
Scop: 0.64 + 0.03 vs. 0.39 £+ 0.05, p = 0.026, dr, = 2.300).
As in LE rats, Mem0.1 treatment increased the alternation
rate of W rats compared with the performance observed
after scopolamine alone treatment (Mem0.l: 0.56 =+ 0.03;
Mem0.1 vs. Scop: p = 0.048, d;, = 1.505). Moreover, Mem0.1
treatment restored normal memory performance, resulting
in an alternation rate marginally significantly higher than the
chance level (one-sample t = 1.859, p = 0.053). The 0.3 mg/kg
dose of PHA-543613 was not effective against scopolamine-
induced memory impairment (PHAO0.3: 0.46 & 0.06, PHAO.3 vs.
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Scop: p > 0.1, dyy = 0.513). A co-administration treatment with
an effective dose of memantine and a subeffective dose of PHA-
543613 (Mem0.1+PHAO.3: 0.52 & 0.08) only slightly attenuated
the scopolamine-induced deficit on average. The effect was
not significant compared with that of the scopolamine alone
treatment (Mem0.14+PHAO.3 vs. Scop: p > 0.1, dyyy = 0.696),
and it did not restore normal alternation behavior (one-
sample t = 0.182, p > 0.1). Again, satisfactory efficacy of
memantine could not be further potentiated with the addition of
PHA-543613.

Experiment 4: Memantine in a Higher

Than Effective Dose

In Experiment 4 (Figure 2D), the behavioral pharmacology of
memantine was investigated in W rats at a dose of 0.3 mg/kg,
which was not tested in monotreatment earlier but was higher
than the lowest effective dose in LE rats. The dose of PHA-
543613 was also 0.3 mg/kg, which was similar to Experiment 3.
Three of the initial 11 animals were excluded because of invalid
sessions, and all rats showed memory impairment after Scop.
Treatments in Experiment 4 resulted in a significant main effect
[n=8, F(4,28) =3.693, p=0.015, n? = 0.322], and scopolamine
effectively impaired the performance of rats (Control vs. Scop:
0.63 £ 0.02 vs. 0.31 £ 0.08, p = 0.024, d;;, = 1.958). Although
memantine treatment slightly improved the alternation rate on
average, the resulting performance (Mem0.3: 0.50 & 0.08) was not
significantly higher either compared with scopolamine treatment
(Mem0.3 vs. Scop: p > 0.1, dyy = 0.848) or to the chance level
(one-sample t = 0.002, p > 0.1). As in Experiment 3, 0.3 mg/kg
dose of PHA-543613 was found to be subeffective for the
memory impairment induced by scopolamine in W rats (PHAO.3:
0.44 £ 0.07; PHAO.3 vs. Scop: p > 0.1, dyy = 0.613). However,
the co-administration of the ineffective doses of memantine and
PHA-543613 resulted in a significant improvement of alternation
performance of rats compared with scopolamine alone treatment
(Mem0.3+PHAO0.3: 0.60 + 0.04; Mem0.3+PHAO0.3 vs. Scop:

p = 0.040, d;y = 1.611). The co-administration treatment also
restored normal memory performance and resulted in an average
alternation rate significantly higher than the chance level (one-
sample ¢t = 2.391, p = 0.024). Thus, PHA-543613 positively
influenced the efficacy of memantine also at higher than effective
doses of memantine.

Comparison of Effect Sizes as a Function

of the Dose of Memantine

For the purpose of standardized comparison of efficacy of
treatments in different experiments, we compared effect sizes
for memantine (Mem vs. Scop) in monotreatments and in co-
administration with PHA-543613 (Mem+PHA vs. Scop) as a
function of the memantine dose (Figure 3A). The effect size
of memantine monotreatment showed an inverted U-shaped
relation with the dose, as the effect size increased in the
0.003 mg/kg to 0.1 mg/kg dose range, while a higher dose
(0.3 mg/kg) resulted in the decrease of the effect size. Effect
sizes of co-administration treatments (Mem+PHA) changed
conversely as a result of increasing memantine doses. Mem+PHA
treatment exerted a substantial cognitive enhancing effect when
memantine was applied in a lower (0.003 mg/kg) or in a higher
(0.3 mg/kg) dose, while at intermediate memantine doses, co-
administration treatment exerted a smaller effect (from 0.03 to
0.1 mg/kg).

Pooled Analysis of Cases With

Ineffective Memantine Doses

To test the hypothesis that PHA-543613 potentiates ineffective
doses of memantine, we performed a pooled analysis of data
from animals that were not positively affected by the applied
dose of memantine monotreatment. Results (Figure 3B) showed
significant main effect of the treatments [n = 26; F(3.03,
75.8) = 10.774, p < 0.001, n? = 0.301]. Scopolamine-induced
decrease of the alternation performance (Control vs. Scop:
0.63 £ 0.01 vs. 0.38 £ 0.04, p < 0.001, d;y, = 1.781) was
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FIGURE 3 | Comparison of effect sizes of memantine (Mem) monotreatments and its combinations with PHA-543613 (PHA) against scopolamine-induced amnesia
(A), and pooled analysis of cases (n = 26) with non-effective memantine monotreatments (B). On part (B), significance level of post hoc comparisons between a
given treatment and scopolamine alone treatment were marked with asterisks above the bars: *p < 0.05, **p < 0.01. Hash symbols mark that the alternation
performance after a given treatment was significantly higher than the chance level (0.5, dashed line): *p < 0.05, ##p < 0.001.
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TABLE 2 | Effects of scopolamine (Scop, 0.5 mg/kg, i.p.) and memantine (Mem followed by the dose in mg/kg, s.c.) on the average choice latency and the average trial

time data (mean + SEM, n = 9).

Control Scop Mem0.001 Mem0.003 Mem0.01 Mem0.03 MemO0.1
Average choice latency 271s 18.2s 27.0s 7.7s 15.7 s 11.7s 16.8s
+2.4s +5.4s +8.8s +20s +4.6s +20s +4.0s
Average trial time 711s 58.4s 756 s 61.3s 61.4s 67.0s 66.2 s
+53s +13.1s +146s +11.0s +83s +11.3s +9.0s
TABLE 3 | Means and standard errors of average choice latency and average trial time data after different treatments in Experiments 1-4.

Control Scop Mem PHA Mem+PHA

Average choice latency Experiment 1 32.0s 21.6s 42.7s 226s 30.4s

+39s +6.6s +14.1s +6.4s +99s

Experiment 2 34.7s 179s 242s 19.0s 235s

+3.7s +6.1s +7.5s +55s +6.7 s

Experiment 3 17.0s 14.0s 109s 228s 24.8s

+2.0s +3.1s +1.6s +9.1s +10.3 s

Experiment 4 29.4 s 25.7s 19.7 s 39.7 s 21.3s

+3.6s +9.6s + 49s +49s +52s

Average trial time Experiment 1 73.6s 58.2s 772s 51.7s 69.8 s

+5.1s +6.3s +16.8s +11.5s +11.2s

Experiment 2 79.3s 66.5s 64.5s 65.2s 76.5s

+6.8s +123s +13.6s +9.2s +115s

Experiment 3 94.6 s 81.9s 64.9s 89.1s 87.3s

+8.1s +9.4s +9.2s +156s +11.6s

Experiment 4 71.1s 79.0s 68.1s 85.3s 73.2s

+6.4s +6.9s +9.6s +9.2s +12.5s

Sample sizes in Experiments 1-4 were 9, 10, 8, and 8, respectively.

not significantly attenuated by either memantine or PHA-
543613 monotreatment (Mem: 0.46 £ 0.02, Mem vs. Scop:
p > 01, dyy = 0.501; PHA: 0.46 + 0.03, PHA vs. Scop:
p > 0.1, drm = 0.468). However, co-administration treatment with
memantine and PHA-543613 significantly enhanced memory
performance of the animals compared with the scopolamine
alone treatment (Mem+PHA: 0.57 & 0.04, Mem+PHA vs. Scop:
p=0.003, dym = 0.969), and significantly increased the alternation
rate above the chance level (t = 1.773, p = 0.044).

Furthermore, we assessed the nature of the interaction
between behavioral effects of memantine and PHA-543613. We
found that the effect of memantine and PHA-543613 in co-
administration (0.18 = 0.05) was not significantly higher than the
sum of monotreatment effects (0.16 = 0.09; ¢t = 0.324, p = 0.748).
Hence, pooled analysis revealed that the co-administration of
memantine and PHA-543613 provide a beneficial additive effect
when memantine is used at an ineffective dose.

Lack of Effects on Time Variables

No significant main effect of pharmacological treatments was
found on the measured time variables in most experiments,
neither in the experiment determining effective doses of
memantine [choice latency: F(2.2, 17.3) = 2.620, p = 0.098; trial
time: F(6, 48) = 0.367, p = 0.897], nor in most experiments
with co-administration treatments (data are summarized in
Tables 2, 3). One exception was Experiment 4, where a significant
main effect [F(4, 28) = 2.733, p = 0.049] of pharmacological
treatments was found on the average choice latency of the

animals. However, in post hoc comparisons of time variables,
neither monotreatments nor the co-administration treatment
were significantly different from control sessions (29.4 & 3.6, n.s.)
or the scopolamine alone treatment (25.7 &+ 9.6, n.s.). We can
conclude that the applied pharmacological treatments did not
generally affect the speed of animals in performing the task.

DISCUSSION

The present study investigated interactions between memantine
and the alpha7 nAChR agonist PHA-543613 in their cognitive
effects on rats testing the hypothesis that a combinational
treatment would lead to increased efficacy in ameliorating
cognitive deficits. The dose-effect relationship of low memantine
doses was assessed, and the maximum efficacy of memantine was
found at the 0.1 mg/kg dose, while higher doses (in Experiment
4) exerted no memory enhancement. Such an inverted U-shaped
dose-response relationship of pharmacological cognitive
enhancement is typical (Harada et al, 2012; Gould et al,
2013) as it has also been reported previously with memantine
(Woodruff-Pak et al., 2007; Barber et al., 2010; Schneider
et al, 2013). Although much higher doses of memantine
were frequently used in rodent behavioral experiments (up to
30 mg/kg), 5 mg/kg is the maximum therapeutically relevant
acute dose of memantine in rats, because it results in plasma
levels that correspond to the well-tolerated upper limit in
human patients (Parsons et al., 2007; Rammes et al.,, 2008).
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Conversely, high memantine doses supposedly result in non-
selective receptor binding and induce side-effects similarly to
other NMDAR antagonists like MK-801 (Parsons et al., 1999).
In fact, such non-selective physiological changes and adverse
effects on behavior were reported already at higher than 1 mg/kg
memantine doses (Wise and Lichtman, 2007; Thalainen et al.,
2011; Kotermanski et al., 2013; Schneider et al., 2013). Similar to
the present findings, earlier results also support the effectiveness
of memantine in low doses below 1.0 mg/kg (Wise and Lichtman,
2007). Thus, using low doses of memantine in our experiments
was relevant for the purpose of testing the effects of memantine
in co-administration treatments and non-specific (e.g., increase
of ACh level) and adverse effects were presumably also avoided.
According to the results in the secondary measurements
(choice latency, trial time), no adverse effects of the memantine
treatments were found, indicating that memantine did not
influence the speed of animals while performing the task.
According to the established memantine dose-effect curve,
we tested co-administration treatments of effective and
ineffective doses of memantine with subeffective doses of alpha7
nAChR agonist PHA-543613. Results showed that the co-
administration treatment produced a more beneficial effect than
monotreatments when memantine was applied in ineffective
doses, regardless of whether the dose was lower (0.003 mg/kg)
or higher (0.3 mg/kg) than the effective dose. Pooled analysis
of ineffective memantine monotreatments revealed that the
cognitive enhancer effects of memantine and PHA-543613
are additive when the agents are used in co-administration.
However, PHA-543613 failed to further potentiate effective doses
of memantine (0.03 and 0.1 mg/kg), as these co-administration
treatments did not significantly increase memory performance
compared with scopolamine alone treatments. These results
might raise a possible interpretation that an antagonistic
relationship was found between memantine and PHA-543613
with effective memantine monotreatments, although the
performance after the co-administration treatment was not
significantly worse than that after the monotreatment with
memantine in the same experiment. Effect size comparisons of
memantine monotreatments and co-administration treatments
in all four experiments implied that the maximum effect of
memantine monotreatment and its co-administration with
PHA-543613 converged to a common ceiling effect. Thus,
the addition of an alpha7 nAChR agonist might help to reach
maximum efficacy of memantine in a wider dose range. However,
it cannot increase the efficacy of memantine beyond that of an
optimal monotreatment dose. Note that the limitation of such
interpretations is that the animals used in the present study
were not inherently impaired in cognition, and the scopolamine-
induced amnesia model mimics only the targeted neurochemical
aspect (i.e., cholinergic deficit) of cognitive impairment.
Previously, different kinds of pharmacological agents were
tested in combination with memantine in preclinical behavioral
models of cognitive impairment. Most frequently, memantine
was combined with FDA-approved AChEI compounds, such
as donepezil and galantamine. The combination of donepezil
and memantine exerted no superior effect over monotreatments
in preclinical animal experiments (Wise and Lichtman, 2007;

Woodruft-Pak et al., 2007; Thalainen et al., 2011). However,
only one dose of donepezil was typically applied in these
studies raising the possibility that negative results arose from
the combinations of inappropriate doses. Moreover, meta-
analyses of clinical studies in humans concluded that adjunctive
memantine treatment showed no or only small benefits over
AChEI monotherapies (Farrimond et al., 2012; Tsoi et al., 2016).
Conversely, galantamine, an AChEI also acting as a positive
allosteric modulator (PAM) on alpha7 nAChRs, influenced
the efficacy of memantine in some preclinical animal models.
Busquet et al. (2012) found a superior combinational effect
of 0.1 mg/kg galantamine and 0.5 mg/kg memantine over
monotreatments in spontaneous alternation and novel object
recognition (NOR) paradigms of mice, using the scopolamine-
induced amnesia model. Nikiforuk et al. (2016) reported similar
results in rats using attentional set shifting and NOR tests,
and further demonstrated that the interaction of galantamine
(0.3-1.0 mg/kg) and memantine (1 mg/kg) in their cognitive
effect was dependent on alpha7 nAChRs. Interestingly, Schneider
et al. (2013) found that the addition of memantine (0.5 mg/kg)
counteracted the cognitive enhancer effect of an effective dose
of galantamine (0.3 mg/kg) in a delayed matching-to-sample
(DMTS) working memory task in rhesus monkeys. This showed
an antagonistic interaction similar to the one we observed in rats
in the present study when PHA-543613 was co-administered with
an effective dose of memantine.

Interactions between galantamine and memantine in
combined treatments were mainly explained by the alpha7
nAChR PAM activity of galantamine, while it was also
demonstrated that other alpha7 PAMs can also enhance the
efficacy of memantine (Nikiforuk et al, 2016). Since the
mechanisms of alpha7 nAChR activation by PAMs and agonists
are substantially different (Lendvai et al, 2013), our present
results may extend earlier findings by revealing that a selective
agonist of the alpha7 nAChR also shows different types of
interactions with memantine (enhancement, but perhaps also
antagonism) affecting its efficacy in ameliorating cognitive
impairment.

Pharmacological interactions between memantine and alpha7
nAChR ligands are not surprising, since memantine also acts
as an antagonist for alpha7 nAChRs. Moreover, the affinity of
memantine for alpha7 nAChRs was found to be higher than
its affinity for NMDARs in the mouse brain in vitro (Aracava
et al., 2005). Accordingly, as it has been suggested, the action
of memantine on alpha7 nAChRs might also contribute to its
cognitive effects (Banerjee et al., 2005), especially in low doses.
However, it has not been clarified yet whether the affinity of
memantine to alpha7 nAChR is beneficial or disadvantageous
regarding its cognitive enhancer efficacy.

Finally, we propose possible mechanistic explanations for
the observed interactive effects of memantine and PHA-543613.
One possible explanation involves the effects of memantine and
PHA-543613 on glutamatergic signaling. According to the classic
interpretation of the cognitive enhancer effects of memantine,
it is suggested that memantine weakly antagonizes NMDARs
and blocks their pathologic overactivation at extrasynaptic
sites, thus, increasing the signal-to-noise ratio of glutamatergic
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transmission (Xia et al., 2010; Collingridge et al, 2013).
Furthermore, activation of alpha7 nAChRs on presynaptic sites of
glutamatergic terminals increases glutamate release (Marchi et al.,
2002; Gomez-Varela and Berg, 2013), and facilitates NMDA-
dependent glutamatergic responses of hippocampal pyramidal
neurons (Bali et al., 2017). It is hypothesized that the blockage
of pathologic NMDAR activation and the concurrent cholinergic
facilitation of synaptic glutamate release may even synergistically
improve the physiological glutamatergic signaling.

Another explanation for the interaction between memantine
and PHA-543613 involves alpha7 nAChRs as the same target of
both compounds. Taking into account that memantine is also an
antagonist of the alpha7 nAChR while PHA-543613 is an agonist
of the same receptor, their additive effects might be explained
by the agonist-induced desensitization effect (Quick and Lester,
2002). In their commentary, Banerjee et al. (2005) also refer to
similar effects of alpha7 nAChR agonists and antagonists, and
imply that antagonism or desensitization of the alpha7 nAChR
may result in beneficial physiological and cognitive effects.
According to this hypothesis, subeffective doses of memantine
may not inactivate a sufficient number of alpha7 nAChRs to
exert behavioral effects. Here, desensitization of further alpha7
nAChRs by PHA-543613 may have potentiated memantine-
induced effects by increasing the number of inactivated receptors
to exceed the threshold for cognitive effects.

The present results do not allow us to choose one or the
other from the above discussed explanations. However, the
additive relationship between memantine and PHA-543613 in
the present study, and the finding that the maximum efficacy of
memantine was not further increased by the addition of PHA-
543613, together may suggest that the cognitive enhancer effects
of the two compounds arose from their possible action on the
same receptor target. As such, the common target of memantine
and PHA-543613 may most likely be the alpha7 nAChR. Thus,
our results further support the presumption that alpha7 nAChRs
may play an important role in the cognitive enhancer effects
of memantine. However, as a limitation, the present results do
not provide direct evidence on the receptor-level interaction of
memantine and PHA-543613.

CONCLUSION

Here, we firstly reported the additive interaction between
a selective alpha7 nAChR agonist and memantine in their
effects on cognition in rats. Ineffective memantine treatments
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Abstract

Rationale There are controversial pieces of evidence whether combination therapies using memantine and cholinesterase
inhibitors are beneficial over their monotreatments. However, results of preclinical studies are promising when memantine
is combined with agonists and allosteric modulators of the alpha7 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR).

Objectives Here, we tested the hypothesis that cognitive enhancer effects of memantine can be potentiated through modulat-
ing alpha7 nAChRs in a scopolamine-induced amnesia model.

Methods Monotreatments, as well as co-administrations of selective alpha7 nicotinic acetylcholine receptor agonist PHA-
543613 and memantine were tested in the Morris water maze task in rats. The efficacy of the co-administration treatment
was observed on different domains of spatial episodic memory.

Results Low dose of memantine (0.1 mg/kg) and PHA-543613 (0.3 mg/kg) successfully reversed scopolamine-induced
short-term memory deficits both in monotreatments and in co-administration. When recall of information from long-term
memory was tested, pharmacological effects caused by co-administration of subeffective doses of memantine and PHA-
543613 exceeded that of their monotreatments.

Conclusion Our results further support the evidence of beneficial interactions between memantine and alpha7 nAChR ligands
and suggest a prominent role of alpha7 nAChRs in the procognitive effects of memantine.

Keywords Spatial learning - Long-term memory - Dementia - Scopolamine - Combined treatment - Behavior
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Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenera-
tive disorder characterized by irreversible cognitive decline,
which affects millions of people over the age of 65 years
worldwide (Gaugler et al. 2016). The currently approved
medications for the treatment of AD (acetylcholinesterase
inhibitors such as donepezil and galantamine, and the non-
competitive NMDA receptor antagonist memantine) provide
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statistically significant but clinically limited improvements
in symptoms associated with behavior, cognition, and global
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mental function (Dou et al., 2018; Raina et al., 2008; Tsoi
et al., 2016). Therefore, the development of novel treat-
ment strategies is crucial in the field. There is an increas-
ing interest in combination therapies which target different
signaling pathways involved in learning and memory and
in the progression of AD (Parsons et al. 2013). Although
a fixed-dose combination of donepezil and memantine has
already been licensed and marketed for AD, there is still a
lack of clear clinical evidence of additional benefits of the
donepezil-memantine combination treatment over the cor-
responding monotherapies (Deardorff & Grossberg, 2016;
Farrimond et al., 2012; Molino et al., 2013; Tsoi et al., 2016;
Tsoi et al., 2016). In line with this, some preclinical stud-
ies have also found poor efficacy of donepezil-memantine
co-administration in different rodent models. For exam-
ple, donepezil-memantine combination treatment failed to
enhance memory performance of rats in the radial arm maze
task (Wise and Lichtman 2007), as well as in an associative
learning task in aged rabbits (Woodruff-Pak et al. 2007).
However, a greater efficacy has been observed in the same
study when memantine was simultaneously administered
with galantamine instead of donepezil (Woodruff-Pak et al.
2007). Superiority of galantamine-memantine combination
over donepezil-memantine combination seems to be related
to the additional action of galantamine on alpha7 nicotinic
acetylcholine receptors (nAChR) besides its cholinesterase
inhibitor effect (Koola et al. 2018). Consequently, alpha7
nAChRs may be of predominant importance in the potentia-
tion of the effects of memantine.

In a previous study from our laboratory, we tested
whether pharmacological interaction between a selective
alpha7 nAChR agonist PHA-543613 and memantine may
have beneficial effects on working memory performance of
rats in the spontaneous alternation task over their monotreat-
ments (Bali et al. 2019a). Our previous results indicate a
clear additive interaction in the behavioral effects of the
two compounds suggesting a potential novel preclinical
experimental approach for the treatment of AD. In the pre-
sent study we further tested the interactions between PHA-
543613 and memantine on cognitive functions, including
spatial learning, short-term and long-term memory in the
Morris water maze task using the scopolamine-induced tran-
sient amnesia model in rats.

Materials and Methods

Animals

Adult male Long Evans rats (Charles River Laboratories,
Calco, Italy), 6-8 months old, and weighing 350-500 g

were applied in the current study. Dose—response curves for
memantine and PHA-543613 were assessed in altogether 72
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rats, whereas 65 other rats were used in the investigation of
the effectiveness of co-administration treatments. Animals
were pair-housed under 12/12 h light/dark cycle with con-
trolled temperature and humidity in the animal house of the
Szentagothai Research Centre, University of Pécs, Hungary.
In the animal house, the lights were ON from 7 a.m. to 7
p.-m., and the animals were tested in the light period. Rats
were fed daily with 17 g/animal of laboratory chow to pre-
vent obesity and related health problems (e.g., cardiovascu-
lar and renal diseases). Water was available ad libitum. The
experiments were approved by the Animal Welfare Commit-
tee of the University of Pécs, and the National Scientific Eth-
ical Committee on Animal Experimentation (ATET) at the
Ministry of Agriculture (license no.: BA02/2000-25/2015).
All procedures fully complied with the Decree No. 40/2013.
(II. 14.) of the Hungarian Government and the EU Directive
2010/63/EU on the protection of animals used for scientific
purposes.

Morris water maze paradigm for assessing spatial
long-term memory

The protocol of the Morris water maze (MWM) navigation
task was the same as described in a previous paper from
our laboratory by Tadepalli et al. (2019). Experiments were
carried out in a blue circular pool with 180 cm in diameter
and 90 cm in height, filled to the depth of 30 cm of blue
painted, blurred water (mixing 500 g milk-powder and 30 ml
blue food coloring). The area of the pool was divided into
four virtual quadrants (NW, SW, SE, NE). The experimental
protocol consisted of four training days and an additional
probe trial day. During the training days a platform was
placed in the center of the SW quadrant (submerged 1 cm
below the surface), and the rats had to learn the location
of the hidden platform with the help of visual cues placed
around the maze. All animals had to perform four trials per
training day. In each trial, the rats were placed into different
quadrants changed clockwise, and were allowed to search for
the hidden platform for 2 min. During the trials, the escape
latency (the time until the platform was found), the swim-
ming path length to the platform and the swimming speed of
the animals were measured and analyzed using Ethovision
XT10 software (Noldus, Wageningen, Netherlands). If the
platform was not found during the trial, rats were put on the
platform for 10 s, and 2 min was recorded as escape latency.
The performance of the animals on the first training day was
used to evaluate their short term memory performance. On
the fifth day, a single probe trial was performed for testing
the recall of long-term memory. The platform was removed
from the pool and the animals were allowed to search the
pool for 2 min. During the probe trial, the time spent in the
target quadrant (the quadrant of the missing platform) was
measured as an index of long-term memory recall.
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Drugs and routes of administration

Scopolamine hydrobromide (Cat. No. 1414, Tocris), PHA-
543613 hydrochloride (Cat. No. 3092, Tocris), and meman-
tine hydrochloride (Cat. No. 0773, Tocris) were dissolved
in physiological saline (vehicle) to create a final injection
volume of 1 ml/kg. On each training day, scopolamine was
injected intraperitoneally (IP) 15 min before the experimen-
tal sessions, while PHA-543613 and/or memantine were
injected subcutaneously (SC) 45 min before the sessions
(i.e., 30 min before scopolamine administration). When
mono-treatments were tested, drugs that were not adminis-
tered were replaced with the vehicle. On the fifth day (probe
trial day), pharmacological treatments were not applied.

Experimental design

The first series of experiments were established for the deter-
mination of the dose-response relationships for memantine
and PHA-543613. Memantine was administered in the doses
of 0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg and 1.0 mg/kg (Mem0.1, Mem0.3,
and Mem1.0, respectively). PHA-543613 was adminis-
tered in the doses of 0.3 mg/kg, 1.0 mg/kg and 3.0 mg/kg
(PHAO.3, PHA1.0, and PHA3.0, respectively). Efficacy of
the applied drugs in different doses was tested on cogni-
tive performance of the rats using the scopolamine-induced
(0.1 mg/kg, Scop) transient amnesia model. The monotreat-
ments with different doses of memantine and PHA-543613
were compared to the same vehicle-treated and scopola-
mine-treated groups. In the second series of experiments,
pharmacological interactions between subeffective doses
of memantine (0.1 mg/kg) and PHA-543613 (0.3 mg/kg)
and the cognitive enhancer effects of their co-administra-
tion were tested and were compared with the effects of
monotreatments. Animals received the following treatments:
vehicle alone (VEH), scopolamine alone (Scop), memantine
monotreatment in 0.1 mg/kg dose followed by scopolamine
(Mem0.1), PHA-543613 monotreatment in 0.3 mg/kg dose
followed by scopolamine (PHAOQ.3), and co-administration
treatment followed by scopolamine (Mem0.1&PHAOQ.3).
Treatments were applied in a between-subject design (dif-
ferent treatments were given to different groups of subjects).

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Statistical analyses were performed using the IBM
SPSS 20.0 software. The performance of the animals dur-
ing the training phase was analyzed by mixed-ANOVA with
DAYs and TREATMENTS as factors. Since improvement in
task performance was most obvious in the first two days of
the training, the changes of escape latency and swimming
path length were further analyzed trial-wise within the first

and the second training days. When significant interactions
were found, interaction contrasts were tested between spe-
cific pairs of treatments and specific pairs of training ses-
sions (i.e. days or trials). The interaction contrasts tested the
effects of a given treatment (in reference to the scopolamine-
only treatment) on the change of performance sequentially
from one session to the next and from the 1st to the last (4th)
session (e.g. [Control vs. Scop] X [day]1 vs. day2], [PHAO.3
vs. Scop] X [trial3 vs trial4], etc.).

For analyzing probe trial data, univariate ANOVA test
was applied followed by post-hoc LSD-test. In all statistical
analyses, p <0.05 was considered significant.

Results

Monotreatments with memantine and PHA-543613
in different doses

First, the dose—effect relationships of memantine and PHA-
543613 monotreatments were analyzed. During the train-
ing phase (days 1-4), the mean escape latency of the ani-
mals significantly decreased (DAY: F(3, 213)=177.313,
p<0.001) (Fig. lA-B). There was no significant difference
in the overall escape latency between vehicle, scopolamine,
memantine (0.1-1.0 mg/kg) and PHA-543613-treated
groups (TREATMENT: F(7, 71) =0.845, p=0.554). How-
ever, a significant interaction was found between TREAT-
MENT and DAY (F(21, 213)=1.918, p=0.011), indicating
that escape latency differentially changed in the different
treatment groups over the course of the training. Contrast
analysis of the interaction revealed significant differences
between Scop and PHAO.3 treatment groups in the change of
escape latency from the 1st to the 2nd training day ([PHAO.3
vs. Scop] X [dayl vs. day2]: — 29.0 +13.4 (contrast esti-
mate + SEM); p=0.034). Nevertheless, no significant dif-
ference was found between the effect of Scop and PHAO.3
on the change of escape latency between the 1st and the last
(4th) training days ([PHAO.3 vs. Scop] X [dayl vs. day4]:
—10.0+12.3; p=0.421) indicating that decrease of escape
latency was overall similar in the two groups over the course
of the whole training procedure.

Learning performance of the animals was analyzed also
in terms of swimming path length which showed a profound
decrease over the training days (DAY: F(3, 213)=153.072,
p<0.001) (Fig. 1C-D), and significant effect of treatments
on the learning progress was not revealed (TREATMENT:
F(7, 71)=1.281, p=0.272) similarly to results based on
escape latency. Furthermore, no significant interaction was
found between TREATMENT and DAY (F(21, 213)=1.172,
p=0.278) indicating that the above reported interaction in
escape latency could probably be accounted to swimming
speed differences. In the probe trial (Fig. 1E), the time spent
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in the target quadrant represented long-term memory. In
contrast with the results on the training days, in the probe
trial, a significant main effect of pharmacological treatments
was detected (TREATMENT: F(7, 71)=3.917, p=0.001).
Results showed that scopolamine-treated animals spent sig-
nificantly less time in the target quadrant than the vehicle-
treated group (Control vs. Scop: 43.2+2.8 s vs. 28.0+2.8 s,
p=0.002). Although memantine in lower doses (0.1 mg/kg
and 0.3 mg/kg) did not improve long-term memory against
scopolamine, the highest memantine dose (1.0 mg/kg) suc-
cessfully reversed the memory deteriorating effect of sco-
polamine (Scop vs Mem1.0: 28.0+2.8 s vs 41.7+3.3 s,
p=0.009). However, PHA-543613 did not alleviate scopol-
amine-induced memory deficits in the applied doses.
Swimming speed was also considered as a non-cognitive
measure (Singh et al. 2016) to control the possible side-effects
of pharmacological treatments (Fig. S1A and B). A signifi-
cant main effect of treatments was found on the swimming
speed (TREATMENT: F(7, 71)=3.289, p =0.004). Post-hoc
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analysis showed that scopolamine increased the swimming
speed in all treatment groups compared to animals in the
control group reflecting that scopolamine alone increased
the swimming speed of the animals (Control vs. Scop:
24.1+0.5 cm/s vs. 27.7+0.7 cm/s, p=0.001), which was
not further affected by treatments with memantine or PHA-
543613 (MemO.1: 26.7 +£0.5 cm/s; Mem(.3: 26.5+0.7 cm/s;
Mem1.0: 25.8+0.4 cm/s; PHAOQ.3: 27.9+0.5 cm/s; PHA1.0:
25.8+0.5 cm/s; PHA3.0: 28.3 +0.5 cm/s). Significant main
effect of training (DAY: F(3, 213)=8.796, p <0.001) was
also found without an interaction between TREATMENT and
DAY (F(21,213)=1.147, p=0.302), which suggests that the
swimming speed of the animals increased independently from
treatment during repeated testing.

Co-administration of memantine and PHA-543613

In the next experiment, a subeffective dose of memantine
(0.1 mg/kg) was co-administered with a subeffective dose
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of PHA-543613 (0.3 mg/kg). Doses were chosen on the
basis of the probe trial in the dose—response experiments.
The memory enhancer effect of the co-treatment was com-
pared with the monotreatments using the same doses of
PHA-543613 and memantine. In the learning phase (days
1-4), a significant main effect of training was found, as
both the escape latency (Fig. 2A) and the swimming path
length (Fig. 2B) significantly decreased during the four days

(DAY: escape latency: F(3, 180)=133.533, p<0.001; swim-
ming path length: F(3, 180)=110.325, p <0.001). Neither
monotreatments, nor co-administration of PHA-543613
and memantine exerted a significant main effect on escape
latency (TREATMENT: F(4, 60)=1.144, p=0.345) or
swimming path length (TREATMENT: F(4, 60)=0.426,
p=0.789) similarly to the previous experiments with dif-
ferent memantine and PHA-543613 doses. Furthermore, the
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treatments did not significantly affect the effect of training
on performance (TREATMENT x DAY: escape latency:
F(12, 180)=1.149; p=0.323; swimming path length: F(12,
180) =1.246; p=0.255).

Short-term memory of the animals was also analyzed
which was based on the performance of the animals on
the first training day (Fig. 3A, B). Results showed a sig-
nificant interaction between treatments and trials on the
first training day, thus treatments significantly affected the
performance during training (TREATMENT X TRIAL:
escape latency: F(12, 180)=1.952, p=0.031; swimming
path length: F(12, 177)=2.305, p=0.009). While almost
all experimental groups showed gradual improvement dur-
ing the four training trials on the first day, animals treated
with scopolamine-only did not learn the location of the
platform.

Contrasts between pairs of treatment groups and the
first and last trials (triall vs. trial4) on the first day were
also analyzed, and results showed that changes in escape
latency and swimming path length were significantly dif-
ferent in the group treated with scopolamine only compared
to the control group ([Control vs. Scop] X [triall vs. trial4]:
escape latency: 45.7 +18.4 (contrast estimate + SEM),
p=0.016; swimming path length: 1475.0 +515.7,
p=0.006). These results indicate that scopolamine pre-
dominantly impaired the short-term component of spatial
episodic learning. Furthermore, the scopolamine-induced
learning deficit was significantly improved by memantine
and PHA-543613 both in monotreatments and in co-admin-
istration of the same doses ([Scop vs. Mem0.1] X [triall
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First training day

Trial3 Trial4 Trial1 Trial2 Trial3

Second training day

Trial4

vs. trial4]: escape latency: 65.4+16.3, p<0.001; swim-
ming path length: 1939.4 +456.2, p<0.001; [Scop vs.
PHAO.3] x [triall vs. trial4]: escape latency: 65.3 +16.3,
p<0.001; swimming path length: 1884.0 +464.9, p <0.001;
[Scop vs. Mem0.1&PHAO.3] X [triall vs. trial4]: escape
latency: 79.0+16.3; p <0.001; swimming path length:
2524.0+456.2, p<0.001).

Consequently, rats treated only with scopolamine still
showed poor performance on the second training day
(Fig. 3C, D). Here, a significant main effect of pharma-
cological treatments was found on escape latency on the
second training day (TREATMENT: F(4, 60)=2.932,
p=0.028) but not on path length (TREATMENT: F(4,
60)=1.661, p=0.171). Pairwise comparisons of escape
latency data showed that control animals and animals who
received the low memantine dose and low PHA-543613
dose in monotreatments or in co-administration performed
better than rats treated with scopolamine only (control
vs. Scop: 37.4+6.7 s vs. 58.6+9.4 s, p=0.054; Scop vs.
MemO.1: 58.6+9.4 s vs 39.3+6.0 s, p=0.048; Scop vs.
PHAO0.3: 58.6 +9.4 s vs. 28.3+6.2 s, p=0.002; Scop vs.
Mem0.1&PHAO.3: 58.6+9.4 s vs. 33.0+5.5 s, p=0.009).
Here, no significant interaction was found between groups
and trials (TREATMENT x TRIAL: escape latency: F(12,
180) =1.020, p=0.432; swimming path length: F(12,
180)=0.852, p=0.597), indicating that scopolamine-treated
animals started to show a tendency of learning the platform
location on the second training day.

In the probe trial (Fig. 2C), pharmacological treatments
revealed a significant main effect on the time spent in the
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target quadrant (TREATMENT: F(4, 60)=2.805, p=0.033).
According to post-hoc analysis, the scopolamine-treated
group spent less time in the target quadrant compared to the
vehicle-treated control group (Control vs. Scop: 47.9+3.5 s
vs. 38.3+2.1 s, p=0.035) and subeffective doses of
memantine and PHA-543613 in monotreatments did not
attenuate scopolamine-induced amnesia (Scop vs MemO.1:
38.3+2.1 svs 37.1+£2.8 s, p=0.766; Scop vs PHAO.3:
38.3+2.1 svs.43.3+3.2 s, p=0.210). However, the co-
administration treatment with memantine and PHA-543613
effectively reversed the scopolamine-induced long-term
memory deficit (Scop vs. Mem0.1&PHAOQ.3: 38.3 +2.1 s vs.
47.1+2.9 s, p=0.029), suggesting a beneficial interaction
between memantine and the alpha7 nicotinic acetylcholine
receptor agonist PHA-543613.

Swimming speed was also affected in the co-administra-
tion study by both the training (DAY: F(3, 180)=10.093,
p<0.001) and the treatments (TREATMENT: F(4,
60)=3.496, p=0.012). Furthermore, the treatments sig-
nificantly affected the change in swimming speed over
the course of the training (TREATMENT x DAY: F(12,
180)=1.951, p=0.031). Contrast analysis revealed that the
change of swimming speed from the 2nd to the 3rd train-
ing days was marginally significantly larger in the Control
group than in the scopolamine-only treated group [Control
vs. Scop] X [day2 vs. day3]: — 3.2+ 1.7; p=0.065). As a
result, the swimming speed of rats in the Control group on
the last training day was similar to the groups treated with
scopolamine (Fig. S1C).

Discussion

Here, we tested the hypothesis whether the co-administration
of a selective alpha7 nAChR agonist PHA-543613 increases
the cognitive enhancer effects of the NMDA-receptor antag-
onist memantine on spatial learning and short- and long-
term memory performance in the Morris water maze task.

First, average escape latency and swimming path length
data over the whole training period (days 1-4) showed
that all groups — irrespective of the applied treatments
— improved in finding the platform, suggesting the acquisi-
tion of sufficient spatial learning by the end of the train-
ing period even in the scopolamine-only treated group. It is
reasonable to conclude that spatial navigation in a stressful
situation (i.e., swimming for escaping the water) is such an
immanent ability of rats that is fairly resistant to the rela-
tively weak blockade of cholinergic neurotransmission. On
the first training day, scopolamine increased the locomotor
activity of the animals which was assessed by the increase
of their swimming speed. Therefore, we also analyzed the
length of the swimming path which measure yielded similar
results as the analysis of escape latency.

Nevertheless, pharmacological treatments affected spa-
tial short-term memory performance of task-naive animals
assessed on the very first MWM training day. Animals treated
with scopolamine alone consequently failed to improve in
finding the platform in the subsequent trials of the first train-
ing day. This learning impairment was effectively reversed by
both the monotreatments and the co-administration of subef-
fective doses of memantine and PHA-543613 showing signifi-
cant cognitive enhancement in both conditions. In addition,
the 5th day probe trial performance — which is considered as a
measure of the recall of long-term memory information (Vor-
hees and Williams 2006) — was also significantly impaired by
scopolamine, and was only enhanced by the co-administration
of memantine and PHA-543613, while the monotreatments
with the same low doses were completely ineffective. Thus,
the effects of the co-administration treatment were superior
over the monotreatments in the enhancement of the recall of
spatial long-term memory indicating a beneficial interaction
between memantine and alpha7 nAChR agonist PHA-543613.

Although there are contradictory pieces of evidence about
the beneficial effects of combination therapies using meman-
tine and acetylcholinesterase enzyme inhibitors over their
corresponding monotherapies (Alzheimer’s Association
2016), recent preclinical findings using the combinations
of memantine and alpha7 nAChR ligands seem to converge
to more promising results in terms of cognitive enhancer
effects. For example, in a previous research, combination
treatment with low doses of galantamine and memantine
significantly enhanced the performance of mice in the spon-
taneous alternation and object recognition tasks (Busquet
et al. 2012). In a different study by Nikiforuk et al. (2016),
the observed interaction of galantamine with memantine was
more likely dependent on the alpha7 nAChR PAM activ-
ity of galantamine than on its acetylcholinesterase blocking
activity, as the observed memory-enhancing effects of gal-
antamine-memantine co-administration were blocked by the
alpha7 nAChRs antagonist methyllycaconitine. Furthermore,
in the same study, it was also demonstrated that cognitive
flexibility and recognition memory were enhanced in rats
when memantine was combined with galantamine or selec-
tive alpha7 nAChR PAMs (CCMI or PNU-120596) (Niki-
foruk et al. 2016). In agreement with these results, in a more
recent study from the same laboratory, the authors confirmed
that alpha7 nAChR PAMs increase pro-cognitive effects of
memantine in an object recognition memory task (Pota-
siewicz et al. 2020). In addition, in our previous study we
also reported the improvement of spatial working memory
of rats by the co-administration of memantine and the alpha7
nAChR agonist PHA-543613 in the spontaneous alternation
(spatial working memory) task (Bali et al. 2019a). The above
findings convergently suggest that the observed combination
effects may well involve alpha7 nAChRs as common targets
of memantine and PHA-543613.
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The mechanisms underlying the interaction between
alpha7 nAChR compounds and memantine are not yet clar-
ified. It is well documented that memantine blocks tonic
(potentially harmful) influx of Ca>" ions through the NMDA
receptor channel by the non-competitive antagonism of
the NMDA receptor (Parsons et al. 2007). However, in an
in vitro study it was demonstrated that memantine has an
additional antagonist effect on alpha7 nAChRs, and that the
affinity of memantine is actually higher for alpha7 nAChRs
than for NMDA receptors (Aracava et al. 2005). Although
the alpha7 nAChR antagonist effect of memantine seems to
be difficult to relate to cognitive enhancement, recent pieces
of evidence suggest that the inhibition of alpha7 nAChR-
mediated activity may provide beneficial effects on neuronal
function and cognition (Aracava et al. 2005). In addition,
Ferchmin et al. 2003 demonstrated that the alpha7 nAChR
antagonist methyllycaconitine (MLA) — similarly to nicotine
— ameliorates NMDA-induced neurotoxicity in hippocampal
slices. Elsewhere, it was shown that MLA was also pro-
tective against beta-amyloid-induced neurotoxicity (Martin
et al. 2004). Van Goethem et al. (2019) recently reported
that low doses of MLA improved the cognitive function of
rats in an object recognition task, and MLA caused potentia-
tion rather than inhibition of the activity of the endogenous
agonist acetylcholine at the alpha7 nAChR. PHA-543613
is a potent and selective agonist of alpha7 nAChRs that has
been characterized by rapid brain penetration and has been
found effective in both auditory sensory gating and novel
object recognition memory in rats (Wishka et al. 2006). Bali
et al. (2019b) reported that PHA-543613 also exerts inhibi-
tory effects on the firing activity of neurons similar to MLA
which effect was explained by the rapid desensitization of
nAChRs. According to the above pieces of evidence, in cer-
tain circumstances agonists and antagonists of the alpha7
nAChRs may have a similar net effect on neuronal function
and/or cognition, which may provide a possible explanation
for the currently observed interaction between memantine
and PHA-543613 (Banerjee et al. 2005; Buccafusco et al.
2009).

In conclusion, our present results confirm that there is a
beneficial pharmacological interaction between memantine
and alpha7 nAChR ligands in terms of cognitive enhance-
ment, both in the short-term and in the long-term memory
domains. Also, our study provides further experimental evi-
dence supporting the novel hypothesis on the role of the
alpha7 nAChR in the mechanism of action of memantine.
In the present report we also provided a detailed analysis of
the pharmacological effects on different aspects of cogni-
tive function, and showed that scopolamine, PHA-543613,
and memantine differently affect spatial learning, short-
term spatial memory and the recall of long-term memory
in rats. The present findings may facilitate the understand-
ing of cognitive enhancer effects of memantine, a known
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therapeutic agent as well as aid the development of more
potent combinational therapeutic approaches against cogni-
tive impairment.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00213-021-05942-4.
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Abstract

Combination treatments based on pharmacological interactions at a7 nAChRs are promising
therapeutic approaches for neurocognitive disorders (NCDs). Memantine, an already approved
medication in some NCDs, may not only act as an antagonist of the glutamatergic NMDA
receptors (NMDAR) but also serve as an antagonist of the cholinergic a7 nAChRs. Here we set
out to utilize a combination treatment regime with an a7 nAChR-selective agonist (PHA-
543613) and a novel proprietary a7 nAChR ligand with marked positive allosteric modulator
(PAM) activity (CompoundX). The cognitive efficacy of combination treatments was tested in
a naturally aged rat model. Naturally aged rats showed marked cognitive decline in the novel
object recognition (NOR) test, and they displayed pathological changes at the molecular level
in terms of various inflammatory markers. In addition, aged rats also exhibited cholinergic
changes such as mRNA upregulation of a7 NnAChRs. Memantine-PHA-543613 and memantine-
CompoundX combination treatments successfully alleviated the age-related decline of
recognition memory of rats by exceeding the null-effects of the corresponding subtherapeutic
levels of monotreatments. Results indicate a positive interaction between memantine and a7-
nNAChR agonists and PAMs, which reflects a prominent role of a7 NAChRS in the cognitive
enhancement of combination treatments especially in age-related cognitive decline. Moreover,
the putative direct action of memantine on a7 NAChRs may also contribute to the observed

synergistic interaction between memantine and other selective a7 NAChR compounds.
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1. Introduction

Aging is generally associated with emerging neurocognitive disorders (NCDs), that pose
serious public health challenges worldwide (Hou et al. 2019; Llaurador-Coll et al. 2023). These
age-related disorders are characterized by progressive neuronal dysfunction and deterioration
of cognitive abilities and activities of daily living. Multiple cellular and molecular changes can
be associated with age-related cognitive decline in humans and in preclinical animal models,
and neuroinflammation is a general process underlying these pathological changes (Ownby
2010; Simen et al. 2011; Shobin et al. 2017; Angelova and Brown 2019; Thadathil et al. 2021).
Thus, promising future treatment strategies should address neuroinflammatory mechanisms
underlying the neurophysiological dysfunctions of the aging brain.

Currently, the non-competitive NMDA receptor antagonist memantine and different
cholinesterase inhibitors (e.g., donepezil) can be offered as therapeutic options for patients with
NCDs, however, several clinical observations indicate that these medications may provide only
moderate and transient symptomatic benefits with very limited or no disease-modifying
potential (Raina et al. 2008; Tsoi et al. 2016; Balazs et al. 2022). Therefore, development of
new treatment strategies is still an unmet medical need and the discovery of new avenues for
the treatment of NCDs would be crucial in the field (Sharma et al. 2019). The alpha7 nicotinic
acetylcholine receptor (a7 NAChR) is considered a promising target to treat NCDs because it is
primarily involved in learning and memory processes (Wallace and Bertrand 2015; Corradi and
Bouzat 2016) and also plays a role in immune regulation (Zdanowski et al. 2015). It is well
known that signaling through a7 nAChRs enhances both cholinergic and glutamatergic
transmission contributing to memory improvement in preclinical disease models (Bali et al.
2015, 2017, 2019b). In addition, in recent years, stimulation of a7 nAChRs expressed by glial
cells has been shown to reduce neuroinflammation by activating the cholinergic anti-
inflammatory pathway (Conejero-Goldberg et al. 2008; Egea et al. 2015; Corradi and Bouzat
2016; Maurer and Williams 2017; Mizrachi et al. 2021) and, thus, also contributing to the
reported therapeutic efficacy of a7 nAChRs in preclinical models of NCD (Echeverria et al.
2016; Foucault-Fruchard et al. 2017).

Combination therapies may be highly promising novel approaches in the treatment of age-
related NCDs, since the co-application of pharmacological agents with different mechanisms
of action may result in a superadditive (synergistic) increase in efficacy and/or enables the use
of lower doses, while achieving the same effectiveness with less possible side-effects.

Furthermore, combination treatments may offer a complex influence on the dysfunction of
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signaling pathways and pathological processes involved in NCDs (Parsons et al. 2013), which
may add up in beneficial disease-modifying pharmacological effects. Although the combination
of acetylcholine esterase inhibitor (AChEI) donepezil with glutamatergic antagonist memantine
is already in use in the treatment of Alzheimer’s disease, clinical evidence is ambiguous about
its superior cognitive outcomes over the corresponding monotherapies (Deardorff and
Grossberg 2016; Knorz and Quante 2021). Consistent with this, preclinical studies also
confirmed that combination treatment with AChEIs and memantine provides little or no
beneficial outcome in different behavioral tests (e.g. radial arm maze, classical eyeblink
conditioning) in animal models (Wise and Lichtman 2007; Woodruff-Pak et al. 2007). In
contrast, available results suggest a more promising outcome in cases when memantine is
combined with compounds acting directly on the a7 nAChRs (Koola et al. 2018). For example,
co-administration of memantine with galantamine (which acts not only as an AChEI but also
as a positive allosteric modulator (PAM) of a7 nAChRs) alleviates scopolamine-induced
memory deficits in mice (Busquet et al. 2012) and delays natural forgetting in rats (Nikiforuk
et al. 2016) with higher efficacy compared to the corresponding monotreatments. These
findings are further supported by two recent studies from our laboratory, in which the combined
effect of memantine and the selective a7 nAChR agonist PHA-543613 was tested on different
cognitive functions in a scopolamine-induced transient amnesia model. First, we reported, that
rats receiving memantine-PHA-543613 treatment showed better working memory performance
in the spontaneous alternation task compared to rats receiving monotreatments (Bali et al.
2019a). Furthermore, our most recent findings indicate that the same treatment combination
improved both short-term memory and recall of long-term memory of rats in the Morris water
maze test (Bruszt et al. 2021). Based on the above findings, we previously suggested a potential
pharmacodynamic interaction between o7 nAChR ligands and memantine, which was also
supported by previous studies that reported higher affinity of memantine to a7 NAChRs than to
NMDA receptors (Aracava et al. 2005a; Banerjee et al. 2005).

Taken together, the aim of the current study was to further investigate the behavioral level
interaction between memantine and two different a7 nAChR agents (the orthosteric agonist
PHA-543613 and a novel compound with PAM characteristics: CompoundX, a proprietary
compound of Gedeon Richter Plc., Hungary, described in the patent WO 2020/012423 Al) in
a preclinical animal model of age-related cognitive deficit. In the present study, naturally aged
rats were used as they show age-related cognitive impairment and certain emerging pathological
processes including neuroinflammation and apoptotic cell death, posing as one of the most

relevant models of spontaneous, age-related cognitive decline in humans (Maher et al. 2005;
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Frank et al. 2006). Since aging is not a uniform process neither in rodents nor in humans,
individuals of the same age may exhibit varying cognitive performance in behavioral tasks
which may mask smaller drug-induced effects. To tackle the above problem of the model, our
further aim was to assess key molecular-level indicators of pathological and healthy aging
animals by investigating the mRNA and protein expression of inflammatory biomarkers (IL-
1B, MIP-1a), ciliary neurotrophic factor (CNTF), and a7 nAChR in both memory-impaired and

unimpaired animals.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Altogether 65 (comprising of 12-15 subjects/group) naturally aged (28 months old) and 12
young (4 months old) male Long Evans rats (Charles River Laboratories, Calco, Italy) weighing
350-500 g were applied in the current study. Animals were pair-housed under 12/12 h daily
light/dark cycle with controlled temperature and humidity in the animal house of the
Szentagothai Research Centre, University of Pécs, Hungary. In the animal house, the lights
were ON from 7 a.m. to 7 p.m., and the animals were tested in the light period. Rats were fed
daily with controlled amount of food (17 g/animal laboratory chow) to prevent the development
of obesity and other related health problems. Water was available ad libitum. The experiments
were approved by the Animal Welfare Committee of the University of Pécs, and the National
Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation (ATET) at the Ministry of
Agriculture (license no.: BA02/2000-25/2015, BA02/2000-30/2021). All procedures fully
complied with the Decree No. 40/2013. (Il. 14.) of the Hungarian Government and the EU
Directive 2010/63/EU on the Protection of animals used for scientific purposes.

2.2. Behavioural assessment
2.2.1. Novel object recognition test

Long-term declarative memory of the animals was evaluated with the NOR test paradigm. The
experiments were carried out in an open field box which was made of grey-colored plywood,
in size of 57.5 x 57.5 cm (length x width) surrounded by 39.5 cm high walls. The test protocol
consisted of two trials: an acquisition trial followed by a test trial after 24 hours retention
interval. In the acquisition trial, two identical objects were placed near the left and right corners
of the box, and the rats were allowed to explore the environment and the objects for 3 min. For
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the retention interval, animals were returned to their home cages and were transferred to the
animal house. After 24 hours, novel object recognition was assessed in the test trial. One of the
identical objects was changed with a novel one and rats were allowed to explore the objects for
3 min. In a within-subject experimental arrangement, four different object pairs were used that
were distributed randomly between animals and experimental sessions in a counterbalanced
Latin-square design.

Because of the innate novelty-seeking behavior of rats, successful recognition of the familiar
object (normal memory function) is supposed to be manifested in the preference to explore the
novel object. Thus, the time spent with familiar (Ef) and novel (En) objects was recorded, and
a discrimination index (DI) was calculated based on the following formula:

DI = (En - Ef) / (En + Ef)

The DI appeared to be a positive number if the subject explored the novel object for a longer
duration compared to the familiar object, the DI was negative if the familiar object was observed
longer, and the DI was around zero if the two objects were observed for an almost equally long
duration. Rats who did not observe the two objects together for at least 5 sec or observed only

one of the objects (i.e., DI=+1.00) were excluded from the analysis of the given session.

2.2.2. Drugs and routes of administration

PHA-543613 hydrochloride (Cat. No. 3092, Tocris), and memantine hydrochloride (Cat. No.
0773, Tocris) were dissolved in physiological saline and were applied in a final injection
volume of 1 ml/kg. CompoundX (a proprietary compound of Gedeon Richter Plc., Hungary,
described in the patent WO 2020/012423 Al, synthesized by Gedeon Richter Plc.) was
dissolved in 5% Tween (in PBS) and was applied in a final injection volume of 2 ml/kg. All
compounds were injected subcutaneously (SC) 45 min before the acquisition trial. In co-
administration treatments, memantine and PHA-543613 or memantine and CompoundX were
administered consecutively in two separate subcutaneous injections. When mono-treatments

were tested, drugs that were not administered were replaced with the corresponding vehicle.

2.2.3. Experimental design
In the first part of the study, cognitive behavior of the animals was measured using the NOR
paradigm. First, the baseline performance of aged and young rats was compared. After the

successful demonstration of cognitive impairment in aged rats, pharmacological effects of
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monotreatments with memantine, PHA-543613, or CompoundX, as well as co-administrations
of memantine and one of the cholinergic agents, were tested in aged animals. In the
pharmacological experiments, treatments were applied in a counterbalanced, within-subject
design to achieve a fully randomized sequence of different treatments. Monotreatments with
memantine were applied in the following doses: 0.1 mg/kg, 0,3 mg/kg, and 1.0 mg/kg (Mem0.1,
Mem0.3, and Mem1.0, respectively). PHA-543613 was administered in doses of 0.3 mg/kg, 1.0
mg/kg, and 3.0 mg/kg (PHAO.3, PHAL.0, and PHAS3.0, respectively) and CompoundX was
administered in the doses of 0.3 mg/kg, 1.0 mg/kg, and 3.0 mg/kg (CPDX0.3, CPDX1.0, and
CPDXa3.0, respectively). Then, co-administration of subeffective memantine and PHA-543613
doses were tested against the effects of the corresponding monotreatments by applying the
following treatments in a counterbalanced Latin-square design: vehicle alone (VEH),
memantine monotreatment in 0.01 mg/kg dose (Mem0.01), PHA-543613 monotreatment in
0.1 mg/kg dose (PHAO0.1), and co-administration treatment (Mem0.01&PHAO.1). Similarly, the
efficacy of memantine-CompoundX co-administration in comparison to the monotreatments
was tested in a separate experiment using the following treatments: vehicle alone (VEH),
memantine monotreatment in 0.01 mg/kg dose (Mem0.01), CompoundX monotreatment in
0.1 mg/kg dose (CPDX0.1), and co-administration treatment (Mem0.01&CPDX0.1).

2.3. Brain tissue collection and preparation

After completing the behavioral experiments, animals were anesthetized with an overdose of
pentobarbital and were transcardially perfused. A subgroup of young and aged rats was perfused
with 0.9% saline, their brains were rapidly removed and dissected into left and right neocortex
(CTX), striatum (STR), and hippocampus (HC). The brain samples were frozen immediately in

liquid nitrogen and stored at -80 °C until biochemical analyses were performed.

2.4. RNA isolation, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR

The total RNA of the brain samples was extracted according to the manufacturer’s protocol by
applying the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). The quality and
quantity of RNA were assessed at 260 nm using a NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). The cDNA was constructed from total RNA with High
Capacity cDNA reverse transcription kit (Thermo Fisher Scientific) in 20 pl reactions using

random hexamers following the manufacturer’s protocol. The resulting cDNA was stored at
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—20 °C. Target gene expressions were measured using real-time PCR using Maxima
SYBRGreen MasterMix (Applied Biosystems, Waltham, USA) with an ABI Prism 7500
instrument (Applied Biosystems). The cDNAs were applied as a template for the amplification
reactions. All samples were tested in duplicates. Primers were designed by Primer Express
software (Thermo Fisher Scientific) considering the exon-intron boundaries for all target genes
(Table 1). Cyclophilin A (CycA) was used as a housekeeping gene for the quantification of
RNA. The thermal profile started at 95 °C for 10 min, 40 cycles of 35 sec at 95 °C, 35 sec at 60
°C, and 1 min at 72 °C.

Table 1. Primer sequences applied for g°PCR

Target gene Amplicon size
GenBank Acc# Primers (5°-3")% (bp)

— GGA AGC CATGGAGCG TTT T
Cyclophilin A BCOSIIAL  AAT GCC CGC AAG TCA AAG AA 100

AGT GCT GCA AAG AGC CAT
Nicotinic receptor ACC
o7 S53987 ATG AGT ACA CAA GGG ATG 100
AGCAGAT

AGG CCC CGA GAG CAA AAT
CNTF K17457 ACC ACC CAA TGC AAA CCA AA 90

AGC CGG GTG TCATTT TCC T
MIP1alpha NM 013025 ~ CCAGCT CAGggﬁ TGT ATTCTT 90

GAG TCT GCA CAG TTC CCC AA
IL-1 beta NM_031512° ATG TCC CGACCATTG CTG TT 100

4Upper and lower sequences represent forward and reverse primers, respectively.

2.5. Protein isolation and ELISA test

Total protein from the different brain regions was isolated in RIPA lysis buffer (50 mM Tris—
HCI, pH: 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate, 5 mM EDTA, 0.1% SDS).
The total protein concentrations of the samples were measured using BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Rockford, IL). Quantification of IL-1p, MIP-1a, CNTF, and o7 nAChR was carried
out using Abbexa (Cambridge, UK) ELISA kits with the following catalog numbers,
respectively: abx155713, abx155822, abx155360, abx556026. ELISAs were performed
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according to the manufacturer’s protocols. Immediately after developing the final color-
reaction of the assay, the absorbance was measured at 450 nm with an iEMS Reader microplate
reader (Thermo Fisher Scientific).

2.7. Statistical analysis

Data were expressed as mean = standard error of the mean (SEM). Statistical analyses were
performed using the IBM SPSS 20.0 software. In the NOR test, the time spent exploring the
familiar and novel objects was compared using paired samples T-test to assess whether rats
after a given treatment show normal recognition memory performance. The Dls of aged and
young animals were compared using independent samples T-test. In pharmacological
experiments, the main effects of treatments on DI were analyzed using linear mixed-effect
model. Following a significant main effect, effects of the tested treatments were compared with
the effect of the vehicle using post-hoc LSD test. RNA and protein expression levels of young,
memory impaired, and unimpaired aged groups were compared using univariate ANOVA and
post-hoc LSD test.

3. Results

3.1. Effects of aging on long-term recognition memory performance

To determine age-related cognitive impairment, novel object recognition memory of aged and
young animals was assessed and compared. In the test trial after 24 hours retention interval,
young animals spent significantly more time exploring the novel object than the familiar one
(exploration time of the novel vs. familiar object: 9.8+0.9 vs. 4.6+£0.4, t=6.666, df=11,
p<0.001). As expected, no discrimination between the familiar and the novel objects was
observed in the case of aged rats (novel vs. familiar: 8.1£1.0 vs. 6.1£0.7, t=1.526, df=10,
p=0.158) (Fig.1A). In addition, the DI of aged rats was significantly lower compared to young
rats (aged vs. young: 0.130+0.085 vs. 0.352+0.039, t=2.426, df=21, p=0.024) (Fig. 1B).
Results indicate that aged rats show remarkable deficits in the long-term declarative

(recognition) memory.
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3.2. Effects of monotreatments with cognitive enhancers memantine, PHA-543613, and

CompoundX

The dose-response relationship of procognitive effects of memantine and the a7 nNAChR ligands
PHA-543613 and CompoundX was studied as the modulation of natural memory decline caused
by aging. Unlike vehicle treatment, the administration of memantine (0.1 and 1.0 mg/kg)
significantly increased the time spent with the exploration of the novel object as compared to
the familiar object (time spent observing the novel vs. familiar: VEH: 9.3£1.6 vs. 7.3£1.1,
t=1.489, df=10, p=0.167; Mem0.1: 9.0+1.3 vs. 5.5£0.5, t=2.492, df=11, p=10.030; Mem1.0:
8.7+1.2 vs. 5.7£1.0, t=2.737, df=10, p=0.021). Thus, 0.1 and 1.0 mg doses of memantine
reversed the age-related recognition memory deficit in rats. However, the effect on DI was not
significant after any of the memantine monotreatments (0.1-1.0 mg/kg; F(3, 32)=0.384;
p=0.765) (Fig. 2B).

Aged animals receiving PHA-543613 in 0.3 mg/kg and 1.0 mg/kg doses showed a preference
towards the novel object (novel vs. familiar: PHAO0.3: 10.4+0.8 vs. 5.0+0.8, t=6.354, df =12,
p<0.001; PHA1.0: 9.3+1.2 vs. 6.7+0.8, t =2.684, df = 12, p = 0.020), while vehicle treated aged
rats did not discriminate between the objects (novel vs. familiar: VEH: 9.4+1.7 vs. 7.8+1.1,
t=0.799, df=10, p=0.443) (Fig. 2C). Furthermore, PHA-543613 at the lowest dose (0.3 mg/kg)
improved the DI of the aged animals compared to the vehicle-treatment (F(3, 34.7)=4.189;
p=0.012; PHAO0.3 vs. VEH: 0.38+0.07 vs. 0.05+0.12, p=0.012) (Fig. 2D). CompoundX also
enhanced memory performance of rats by restoring their ability to discriminate between the
novel and familiar objects at 0.3 mg/kg dose (novel vs. familiar: CPDXO0.3: 10.9+1.4 vs.
5.3+£0.6, t=5.245, df=9, p=0.001) (Fig. 2E). Significant main effect of CompoundX
monotreatments was not observed on the DI (F(3, 26.6) =1.093; p=0.369). However, as Fig.
2F shows, the lowest dose of CompoundX (0.3 mg/kg) increased the mean DI similar to the
lowest dose of PHA-543613 (0.3 mg/kg).

3.3 Co-administration of memantine with a7 NAChR compounds

In the next series of experiments, a subeffective dose of memantine (0.01 mg/kg) was co-
administered with subeffective doses of a7 NAChR compounds PHA-543613 (0.1 mg/kg) or
CompoundX (0.1 mg/kg). First, the cognitive enhancing effect of memantine-PHA-543613
combination was compared to the effects of the corresponding monotreatments. Results showed
that rats after the treatment with memantine alone and in combination with PHA-543613 spent

more time exploring the novel object than the familiar object (novel vs. familiar: Mem0.01:
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8.1£0.8 vs. 5.4£0.5, t=2.549, df=10, p=0.029; Mem0.01&PHAOI: 10.1+1.2 vs. 5.0+0.6,
t=3.544,df =11, p=0.005) in contrast with vehicle treatment (novel vs. familiar: VEH: 6.5+1.0
vs. 7.2+1.1, t=-0.465, df = 10, p =0.652). However, the monotreatment with PHA-543613 was
not found effective (novel vs. familiar: PHAO.1: 8.2+1.3 vs. 6.7£1.1, t=1.604, df=10,
p=0.140) (Fig. 3A). The applied treatments resulted in a marginal effect on DI (F(3,
30)=2.727; p=0.062). As expected, pairwise comparisons did not show any significant
increase of DI by the low-dose monotreatments with memantine and PHA-543613 compared
to the vehicle-treated aged control group (Mem0.01 vs. VEH: 0.19+0.07 vs. -0.06+0.12,
p=0.081; PHAOI vs. VEH: 0.09£0.07 vs. -0.06+0.12, p= 0.298). In contrast, DI was
significantly increased by the combination treatment (Mem0.01&PHAO1 vs. VEH: 0.31+0.10
vs. -0.06+0.12, p=0.01) indicating that the combination of the two distinct mechanisms passed
a threshold to successfully reverse age-related recognition memory decline (Fig. 3B).
Similarly, the effects of the co-administration of memantine and CompoundX were also tested.
As expected, animals who received low-dose memantine or CompoundX in monotreatments
did not discriminate between the novel and the familiar objects (novel vs. familiar: Mem0.01:
6.5+0.8 vs. 5.2+0.6, t=1.716, df=14, p=0.108; CPDXO0.1: 6.9+0.7 vs. 6.1£0.8, t=0.965,
df=13, p=0.352). However, co-administration of memantine and CompoundX reversed age-
related memory deficit as rats spent significantly more time with the exploration of the novel
object after the combination treatment (novel vs. familiar: 9.8+1.2 vs. 4.5+0.6, t =4.560, df = 14,
p<0.001) (Fig. 3C). In addition, the combination of memantine and CompoundX also reached
a significant effect on DI (F(3, 41.7) =3.281; p=0.030). Regarding monotherapies, age-related
decrease of DI was not significantly attenuated by either memantine or CompoundX
monotreatments (Mem0.01 vs. VEH: 0.11£0.08 vs. 0.17+0.06, p=0.565; CPDXO0.1 vs. VEH:
0.07+0.08 vs. 0.17+0.06, p=0.378). However, the mean DI was marginally significantly
increased by memantine-CompoundX co-administration (Mem0.01&PHAQOL1 vs. VEH:
0.37+0.07 vs. 0.17+0.06, p=0.055) (Fig. 3D).

3.4. Effects of aging on mRNA expression levels of inflammatory factors and a7 NnAChR
in the brain

For further biochemical investigations, 5 young and 10 aged animals were sacrificed. Aged
animals were further divided into memory-impaired (Al) and unimpaired (AU) aged groups,
with 5 animals in each group, depending on their baseline cognitive performance. Rats who
performed above the median DI were considered AU (DI range: 0.17 - 0.68), while rats with a

DI lower than the median were considered Al rats (DI range: —0.66 - —0.01).
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To evaluate the inflammatory profile and cholinergic aging, MRNA expression levels of various
cytokines and a7 NAChR were assessed in neocortical, striatal, and hippocampal brain tissue
samples of young, Al and AU rats.

Results of qRT-PCR analysis revealed that both Al and AU animals showed significantly higher
IL-1p mRNA levels in the neocortex and the striatum compared to young control rats (CTX:
F(2, 11)=5.631, p=0.021; Al vs. young: 26.9+4.7 vs. 9.7+2.1, p=0.008; AU vs. young:
22.244.5 vs. 9.7£2.1, p=0.047; STR: F(2, 11) =8.753, p=0.005, Al vs. young: 55.3+£8.3 vs.
18.9+2.4, p=0.002; AU vs. young: 40.8+7.2 vs. 18.9+2.4, p=0.038) (Fig. 4A-B). On the
contrary, only Al animals exhibited a significant increase of IL-1p mRNA in the hippocampus
compared to young animals (F(2, 12)=6.708, p =0.013; Al vs. young: 35.6+3.1 vs. 19.1£3.6,
p=0.005), and a difference between AU and young groups was not found (AU vs. Young:
23.7+3.4 vs 19.143.6, p=0.349) (Fig. 4C).

MIP-1a mRNA expression was upregulated in both Al and AU rats in all selected brain areas
compared to young animals (CTX: F(2, 12)=5.860, p=0.017; AI vs. young: 75.6£20.7 vs.
14.5£3.8, p=0.006; AU vs. young: 58.3+8.0 vs. 14.5£3.8, p=0.035; STR: F(2, 12)=45.5,
p<0.001; AI vs. young: 184.8+22.7 vs. 42.6+5.8, p<0.001; AU vs. young: 232.1£9.7 vs.
42.6+5.8, p<0.001; HC: F(2, 12)=16.121, p<0.001; AI vs. young: 122.1£21.1 vs. 18.8+1.6,
p>0.001; AU vs. young: 96.2+9.5 vs. 18.8+1.6, p=0.001) (Fig. 4D-F). In the neocortex and the
hippocampus the Al group showed the highest mean expression of MIP-1a mRNA (Fig. 4D,F).
CNTF mRNA expression levels were significantly increased in the Al group in the cortex and
hippocampus compared to young animals (CTX: F(2, 11)=4.167, p=0.045; Al vs. young:
12.24£2.3 vs. 6.4+0.4, p=0.017; HC: F(2, 12)=4.099, p=0.044; Al vs. young: 46.0£8.2 vs.
28.1+1.7, p=0.029). In contrast, AU rats did not express increased mRNA levels of CNTF in
these brain regions (CTX: AU vs. young: 7.9+£0.8 vs. 6.4+0.4, p=0.507; HC: AU vs. young:
28.0+2.8 vs. 28.1%1.7, p=0.990) (Fig. 4G,I). CNTF mRNA expression in the striatum did not
differ between the groups (F(2, 12) =0.394, p =0.683) (Fig. 4H).

Al rats also showed upregulated a7 NnAChR mRNA levels in the examined brain areas compared
to the young group, while the AU group expressed a7 NAChR mRNA levels similar to the
young rats (CTX: F(2, 11) =3.739, p =0.058; Al vs. young: 28.6+4.6 vs. 15.8+1.3, p=0.020; AU
vs. young: 20.743.2 vs. 15.8+1.3, p=0.350; STR: F(2, 11)=5.635, p=0.021; AI vs. young:
16.1£0.9 vs. 13.5+0.7, p=0.027; AU vs. young: 12.7£0.4 vs. 13.5+0.7, p=0.489; HC: F(2,
12)=3.085, p=0.083; Al vs. young: 68.7+3.0 vs. 52.6£5.4, p=0.047; AU vs. young: 53.4+6.5
vs. 52.6£5.4, p=0.907) (Fig. 4J-L).
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3.5. Effects of aging on protein expression levels of inflammatory factors and a7 NAChR
in the brain

Next, we analyzed the protein expression levels of IL-13, CNTF, MIP-1a, and a7 nAChR in
the neocortex, striatum, and hippocampus of young, Al, and AU rats.

Results of ELISA analysis revealed a significant increase of IL-1p protein level in the striatum
of AU but not of Al animals compared to the young control group (F(2, 12)=3.127, p=0.081;
AU vs. young: 1.5+£0.1 pg/ug vs. 1.1£0.1 pg/ug, p=0.032; Al vs. young: 1.4+0.1 pg/pg vs.
1.1£0.1 pg/ug, p=0.110) (Fig. 5B). In the neocortex and hippocampus no differences in IL-1
expression were found between the groups (CTX: F(2, 7)=0.511, p=0.621; HC: F(2,
12)=0.061, p=0.941) (Fig. SA,C).

Surprisingly, neither the Al nor AU groups showed a significant change in the expression of
MIP-1a protein in any of the tested brain regions (CTX: F(2, 7) =0.652, p =0.550; STR: F(2,
12)=0.051, p=0.950; HC: F(2, 12)=0.173, p =0.843) (Fig. 5D-F).

In contrast with mRNA expression levels, protein levels of hippocampal CNTF were
significantly downregulated in the Al group compared to the young group (F(2, 12)=5.386,
p=0.021; Al vs. young: 0.6+0.1 pg/ug vs. 1.3+£0.2 pg/ug, p=0.007). In addition, there was a
(non-significant) tendency to decreased CNTF protein expression level in the hippocampus of
the AU group compared to young animals (AU vs. young: 0.9+0.1 pg/ug vs. 1.3+0.2 pg/ug,
p=0.070) (Fig. 51). In the cortex and the striatum, no significant main effect of aging could be
observed on CNTF protein levels of rats (CTX: F(2, 7)=2.298, p=0.171; STR: F(2, 12) =2.167,
p=0.151) (Fig. 5G,H).

There was no significant main effect on the protein expression level of a7 NAChR (CTX: F(2,
7)=1.882, p=0.222; STR: F(2, 12) =2.120, p=0.163; HC: F(2, 12) =0.383, p =0.690) (Fig.J-L).
However, in the striatum, a (non-significant) tendency of upregulation of a7 nAChR was
detected in the AU group compared to the young group (AU vs. Young: 2.1£0.1 pg/ug vs.
1.6+0.2 pg/ug, p=0.081) (Fig. 5K).

4. Discussion

The present study provides evidence for the beneficial procognitive effects of combination
treatments by co-targeting glutamatergic and cholinergic neurotransmission in the brain using
memantine and two a7 NAChR-selective agents in naturally aged rats. We confirmed that aged

rats display substantial cognitive impairment compared to young rats which is in line with
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several earlier preclinical studies (Burger et al. 2007; Long et al. 2009; Santin-Marquez et al.
2021). Monotreatments with memantine or two a7 nAChR ligands could alleviate the age-
related cognitive impairment of rats at certain doses. Results showed that memantine at both
the lowest (0.1 mg/kg) and highest (1.0 mg/kg) doses was able to improve recognition memory
performance of aged rats, while both PHA-543613 and CompoundX exerted their maximum
efficacy at the lowest 0.3 mg/kg dose following the usually observed pattern of cholinergic
modulation which resembles an inverted U-shaped function (Bentley et al. 2011). Although 5
mg/kg memantine dose can be considered therapeutically relevant for rats (Parsons et al. 2007),
there is supporting evidence for the effectiveness of memantine at 1.0 mg/kg or lower doses
without undesirable behavioral side-effects. For example, Wise and Lichtman (2007)
demonstrated that memantine below the 1.0 mg/kg dose improves the spatial memory of rats in
the radial arm maze. In line with that, our latest study also confirmed the effectiveness of
memantine at 1.0 mg/kg dose on the long-term spatial memory performance of rats in the Morris
water maze task (Bruszt et al. 2021). Moreover, we have earlier reported that memantine,
administered in a fairly low dose (0.1 mg/kg) also effectively reversed scopolamine-induced
transient short-term memory deficit of rats in the spontaneous alternation task (Bali et al.
2019a). In the same experiment, we found the effective dose of PHA-543613 at 3 mg/kg (Bali
et al. 2015). Surprisingly, in the present experiments a 10-fold lower dose of PHA-543613 (0.3
mg/kg) already successfully ameliorated the natural cognitive deficits of aged rats. The
difference between the optimal doses of PHA-543613 in the different studies may be explained
by the differences in the applied cognitive impairment model, and it suggests that more relevant
preclinical data might be acquired using natural models of cognitive impairment such as aged
animals in the present study. Other selective a7 nAChR agonists, e.g., AZD0328, were also
reported as effective in improving NOR performance of mice at ultra-low doses (0.00178-1.78
mg/kg) (Sydserff et al. 2009; Werkheiser et al. 2011).

Next, we aimed to investigate the effects of co-administration of subeffective doses of
memantine (0.01 mg/kg) and PHA-543613 (0.1 mg/kg), or memantine (0.01 mg/kg) and
CompoundX (0.1 mg/kg). We found that the long-term recognition memory impairment in aged
rats was effectively reserved by memantine-PHA-543613 combination treatment showing a
superior cognitive enhancement effect over the corresponding monotreatments. In line with
this, the memantine-CompoundX combination treatment also showed remarkable effectiveness,
while low-dose monotreatments failed to enhance the recognition memory performance of aged

rats. Taken together, the present results indicate a positive interaction between memantine and
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a7 nAChR compounds, as they reversed age-derived cognitive decline in rats and exceeded the
cognitive behavioral effect of the monotherapies. These findings suggest the role of a7 nAChRs
in the observed interaction between memantine and a7 nAChR compounds which has been
previously corroborated by several preclinical studies. For example, Nikiforuk et al. (2016)
demonstrated that higher cognitive flexibility and enhanced recognition memory were observed
in rats when memantine was combined with galantamine or selective a7 NAChR PAMs (CCMI
or PNU-120596). In the same study, the effects of combination treatments were successfully
blocked by the a7 nAChR antagonist methyllycaconitine (MLA), indicating that cognitive
enhancement by combination treatment was an a7 nAChR-dependent process. These results are
further supported by the study of Busquet et al. (2012), showing that spontaneous alternation
and object recognition of mice were facilitated by combining subeffective doses of galantamine
and memantine. In addition, we have previously demonstrated that improvement of spatial
short-term (working) and long-term memory may also be achieved with combination treatments
using the a7 nAChR agonist PHA-543613 and memantine (Bali et al. 2019a; Bruszt et al. 2021).

The exact mechanism underlying the beneficial interaction between a7 nAChR compounds and
memantine has not been clarified, yet. In general, according to our present knowledge,
exogenous agonists induce the direct, but transient activation of a7 nAChRs, while PAMs rather
potentiate the effect of the endogenous ligand (acetylcholine) through positive allosteric
modulation of the receptor in addition to reduce its desensitization (Wallace and Bertrand
2015). Positive allosteric modulators seem to be viable therapeutic approaches in NCDs, and
a7 nAChR-related mechanisms were determined beneficial in combination treatments as they
could similarly facilitate the efficacy of memantine as a cognitive enhancer. An in vitro study
in mice brain slices showed that memantine exerts an antagonistic effect on a7 nAChRs and
that it shows higher affinity to a7 nAChRs than to NMDA receptors (Aracava et al. 2005). In
addition, a7 nAChR antagonist methyllycaconitine (MLA) has been proven to improve memory
acquisition in rats at low doses, suggesting a final cognitive effect similar to that of the agonists
of the a7 NAChR (van Goethem et al. 2019). Accordingly, it can be concluded that the action
of memantine on a7 NAChRs may also be involved in the pro-cognitive effects of the
combination treatments, especially at low doses, thus a7 NnAChRs may serve as the common
targets of memantine and PHA-543613 or CompoundX. Our results clearly demonstrated that
two distinct mechanisms of action — activation of nAChRs and memantine-induced multiple
cellular effects on different neurotransmitter receptors — can result in a synergistic action to

alleviate the observed age-related decline in cognitive performance.
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Furthermore, in our current study, mRNA and protein expression levels of multiple
immunological markers have been investigated, because increased state of neuroinflammation
in the aging brain can be considered main pathological hallmark of NCDs (Ownby 2010;
Ahmad et al. 2022). To evaluate the differences between normal and pathological aging on the
cellular level, the neuroinflammatory state of aged rats with normal and impaired memory
performance was compared. We demonstrated a similar pattern of mMRNA expression levels of
IL-1p and MIP-1a in almost all examined brain areas between the groups. Results indicate that
both AU and Al groups exhibited an elevated mMRNA upregulation of IL-1 and MIP-1a, which
was generally more pronounced during ‘pathological’ aging suggesting a shift toward a pro-
inflammatory state of the brain of Al animals. However, the increased mRNA expression was
manifested in higher protein levels only in the case of IL-1f in the striatum of AU rats compared
to young rats. These data are in agreement with a recent study assessing the protein expression
of a wide range of pro-inflammatory markers (Perkins et al. 2021). They found no evidence of
elevated expression of most basal cytokines and chemokines using total tissue content analysis
in aged animals.

Neurotrophic factors such as BDNF and CNTF are known to be neuroprotective since they can
promote synaptic plasticity and neuronal survival (Hagg et al. 1992; Garcia et al. 2010; Askvig
and Watt 2019; Wu et al. 2020). Indeed, in our study, CNTF protein expression was
significantly lower in the hippocampus of aged animals with memory impairment compared to
young rats, and a tendency was also observed towards lower protein levels in the cortex of aged
rats. Surprisingly, the cortical and hippocampal CNTF mRNA was upregulated in Al groups.
The opposite direction of change in the mRNA and protein levels might be explained by a
mechanism that aims at the compensation of lower neurotrophic support at the transcriptional
level during aging. However, the reason why the upregulation of CNTF mRNA expression may
not be manifested in increased protein expression levels will be investigated by future studies.
Aged animals may serve as useful models of NCDs not just because of the elevated
neuroinflammation in the brain but also the cholinergic deficits in NCDs, that are accounted for
contributing to the decline of learning and memory processes. Therefore, the expression of o7
NAChR mRNA and protein was also investigated in Al and AU rats. We found that Al rats
exhibited a robust upregulation of a7 NAChR mRNA in all examined brain regions with no
significant changes in the a7 nAChR expression at the protein level. However, it must be noted
that a tendency toward increased mean protein expression of a7 NAChR was observed in the
neocortex. Probably, underestimated sample sizes and the low sensitivity of the ELISA method

compared to RT-PCR may explain why no systematic increase in protein levels could be
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statistically confirmed as a result of the upregulation of a7 NAChR mRNA in the brain of aged
rats. Previous body of evidence in the literature is also ambiguous on the change of a7 NAChR
expression in the brain during aging. Several studies found that expression of a7 NAChRs
markedly decreased in NCDs, mainly in brain areas related to cognitive functions such as the
frontal cortex and hippocampus (Burghaus et al. 2000; Wevers et al. 2000; Hernandez et al.
2010; Ren et al. 2020). However, opposite findings were also reported for age-related
upregulation of a7 nAChRs, particularly on the mRNA level, which was also confirmed by our
current observations (Nordberg 2001; Kihara and Shimohama 2004; Conejero-Goldberg et al.
2008). Nevertheless, a supposed upregulation of a7 nAChRs may also explain the fairly low
effective doses of selective a7 nAChR agents in aged rats, namely that PHA-543613
ameliorated the cognitive deficit of aged rats in a 10-fold lower dose in the present study
compared to that in scopolamine-treated young rats in our earlier studies (Bali et al., 2015,
2019a).

In conclusion, in the present study, we confirmed the beneficial interaction between memantine
and a7 NAChR acting agents in naturally aged rats demonstrating a translationally more relevant
cognitive improvement that might be a target for future procognitive therapy. The relevance of
naturally aged rats for modeling human NCDs was also demonstrated by the animals showing
characteristic neuropathological changes also at the molecular level, such as elevated levels of
neuroinflammatory markers and decreased levels of neurotrophic support to the cells.
Combination treatment with memantine and PHA-543613 or memantine and CompoundX
successfully alleviated the age-related cognitive decline, moreover efficacy of both
combinations was superior over the corresponding monotreatments. Based on our results, we
further hypothesize a prominent role of a7 NAChR in the cognitive enhancer effects of the
combination treatments in clinical conditions with cognitive decline in older ages. Therapeutic
potential of combination treatments that are based on pharmacological interactions on the a7
nAChRs is also supported by the finding that expression of the receptors may become highly
upregulated in aging, thus, providing well-accessible binding sites for their pharmacological

modulation.
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Figure 1. Comparison of aged and young animals in the NOR test. A: Young rats spent
significantly more time exploring the novel object compared to the familiar one, while aged
rats did not discriminate between the novel and the familiar objects. B: DI of aged rats was
significantly lower compared to young rats. Asterisks mark significant difference in the time
spent with the exploration of the novel and the familiar objects: ***p<0.001 (paired samples T-
test). Hash indicates significant difference between the DI of aged and young animals: #p<0.05
(independent samples T-test).
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Figure 2. Effects of monotreatments with memantine, PHA-543613 and CompoundX on NOR

performance of aged rats. A: Animals received memantine in the lowest (0.1 mg/kg) and in the

highest (1.0 mg/kg) dose showed preference towards the exploration of the novel object

compared to the familiar one. B: However, DI was not significantly increased by memantine.
C: Aged rats that received PHA-543613 in 0.3 mg/kg and 1.0 mg/kg dose explored the novel

object for significantly longer time compared to the exploration of the familiar one. D: PHA-

543613 in the lowest dose (0.3 mg/kg) improved the DI of aged rats compared to the

corresponding vehicle treatment. E: Aged rats that received CompoundX in the lowest dose

(0.3 mg/kg) discriminated between the novel and the familiar objects. F: Discrimination index
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was not significantly increased by CompoundX. Asterisks mark significant difference in the
time spent with the exploration of the novel and the familiar objects: ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05 (paired samples T-test). Hash indicates significantly different DI compared to the

corresponding vehicle treatment: #p<0.05 (linear mixed-effect model+post-hoc LSD) .
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Figure 3. Effects of combination treatments with memantine and o7-nAChR compounds on
NOR performance of aged rats. A: Aged rats received memantine alone and in combination
with PHA-543613 spent more time exploring the novel object than the familiar one. B:
Memantine+PHA-543613 combination treatment significantly improved the DI of aged rats
compared to the vehicle-treated group. C: Aged rats that received memantine+CompoundX
combination treatment discriminated between the novel and the familiar objects. D:
Memantine+CompoundX combination treatment significantly increased the DI of aged rats
compared to the vehicle treatment. Asterisks mark significant difference between exploration
time of the novel and the familiar objects: ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 (paired samples T-
test). Hash indicates significantly different DI compared to the corresponding vehicle treatment:
#p<0.05 (linear mixed-effect model+post hoc LSD) .
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Figure 4. Brain mRNA expression levels of inflammatory markers, CNTF and a7-nAChRs in

young, aged cognitively unimpaired (AU) and aged impaired (Al) rats. A-C: Cortical and

striatal IL-1p mRNA level significantly increased in both AU and Al groups compared to the

young group, while in the hippocampus, only the Al group showed elevated IL-1p mRNA

expression. D-F: Significant MIP-1oo mRNA upregulation was observed in both AU and Al

groups compared to young group in all examined brain areas. G-I Cortical and hippocampal

CNTF mRNA level significantly increased in Al group compared to the young group. J-L: Al

animals exhibited a7-nAChR mRNA upregulation in all examined brain areas. Asterisks mark

significant changes in mRNA expression levels compared to young animals: ***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05 (univariate ANOVA+post-hoc LSD)
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Figure 5. Brain protein expression levels (pg/pg protein) of inflammatory markers, CNTF and
a7-nAChRs in young, aged cognitively unimpaired (AU) and aged impaired (Al) rats. A-C:
Striatal IL-1p protein level significantly increased in AU group compared to the young group.
D-F: MIP-1a protein expression was not different between the groups in any of the tested brain
regions. G-1: Hippocampal CNTF protein levels significantly decreased in the Al group
compared to the young group. J-L: a7-nAChR protein expression levels were not different
between the groups in any of the examined brain areas. Asterisks mark significant changes in
protein expression levels compared to young animals: **p<0.01, *p<0.05 (univariate
ANOVA+post-hoc LSD).
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