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1. BEVEZETES

Az Oregedéssel Osszefiiggésbe hozhaté neurokognitiv zavarok (NCD) stlyos
népegészségiigyi problémat jelentenek vilagszerte. Ezek az életkorral osszefiiggésbe hozhato
rendellenességek progressziv neurondlis diszfunkcidval és a kognitiv képességek jelentds
romldsaval jellemezhetéek, melyek nagyban hozzajarulnak a beteg ©6nallo életvitelének
korlatozasahoz. Azok a mechanizmusok, melyek neurodegeneracidra hajlamositjak az i1dos
agyat még nem teljesen tisztazottak, és nehéz meghatarozni azt a hatarvonalat, mely elvalasztja
a normal és a patologias Oregedést. Fontos lenne tehat megérteni az Oregedés alapvetd
mechanizmusait és azok szerepét a NCD-ok kialakuldsaban és progresszidjaban. Tovabba, a

megfeleld terapidk hidnyaban sziikség lenne 10j, hatékonyabb terdpias stratégidk kidolgozasara.

A stlyos NCD-ok leggyakoribb tipusa az Alzheimer-kor, melynek elsddleges patologias
markerei a szinaptikus €s neurondlis veszteségbdl eredd agyi atrofia (jellemzoen a medialis
temporalis lebenyben és a hippocampusban), az extracellularis B-amiloid (AP) lerakddasok
neuritikus plakkok forméjiban, valamint a neuronokban felszaporod6 hiperfoszforilalt tau
fehérjekbol allo neurofibrillaris kotegek (NFT). Mivel szdmos bizonyiték tdmogatja azt az
elképzelést, hogy a neuritikus plakkoknak elsddleges szerepiik van az AD kialakuldsdban, a
tanulmanyok egy jelentds része a AP képzddésére és metabolizmuséra 6sszpontosit (Haass and
Selkoe 2022). Azonban egyes kutatdsok ellentmondanak az AD amiloid hipotézisének, arra
hivatkozva, hogy az AD-ra jellemzdé idegsejt kéarosodas és pusztulas az AP plakkok
lerakodasatol fiiggetleniil is megjelenhet (Morris et al. 2014), tovabba az AP plakkokat célzo
terapiak sem bizonyulnak eredményesnek mindeddig. Ebbdl kifolydlag szdmos tanulmany a
megnovekedett neuroinflammacid kozponti szerepét feltételezi a neurodegeneracid és a
kognitiv diszfunkciok eldidézésében. Mara a kutatasok jelentds része kimutatta, hogy az
aktivalt mikroglidk altal termelt gyulladasos citokinek, mint példaul az interleukin-1 béta (IL-
1B), vagy a tumor nekrozis faktor (TNF-o) megemelkedett szintje, nagyban hozzajarul a
tanulési és memoria zavarok kialakuldsdhoz (Castellani et al. 2010; Kinney et al. 2018). Ezaltal
a jovobeli kezelési stratégiaknak a hatdsossag novelése érdekében figyelembe kell venniiik az

neurofizioldgiai deficitek hatterében 4ll6 immunologiai mechanizmusokat is.

Jelenleg harom torzskonyvezett kolinészterdz 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 eldnydket kinalnak a kognitiv tiinetek
enyhitésében, tovabba a NCD-ok progresszidjat sem képesek megallitani (Raina et al. 2008;
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Tsoi et al. 2016). Az alfa7 nikotinos acetilkolin receptorok (a7 nAChR) igéretes célpontot
jelentenek az NCD-ok kezelésében, mert fontos szerepet jatszanak a tanuldsi és a memoria
folyamatokban (Wallace and Porter 2011). Szdmos bizonyiték alatdmasztja, hogy az a7
nAChR-okon keresztiil torténd jelatvitel fokozza mind a kolinerg, mind a glutamaterg
transzmissziot, mely hozzéajarul a memoria javulasdhoz. Azonban a legujabb tanulméanyokban
azt is demonstraljak, hogy a a7-nAChR-ok stimulacidja csokkenti a neuroinflammaciot a
kolinerg anti-inflammatorikus itvonal aktivalasan keresztiil, mely ugyancsak hozzajarul az o7-

nAChR-ok terapias hatékonysagahoz (Egea et al. 2015; Maurer and Williams 2017).

Az utdbbi idében szdmos tanulméany szdmolt be a kombinalt terapidk hatékonysagarol,
mivel a NCD-ok tobb patoldgias aspektusat is képesek megcélozni és alacsonyabb doézisok
alkalmazasat teszik lehetévé a nemkivanatos mellékhatasok elkeriilésével (Parsons et al. 2013).
Bar a memantin donepezillel valo kombindldsat mar jovahagytdk az AD kezelésére, a
rendelkezésre allo bizonyitékok alapjan tovabbra sem vildgos, hogy a kombinécios terapia
tulmutat-¢ a monokezelések hatékonysagan (Deardorff et al. 2015; Knorz and Quante 2021).
Azonban egy masik ChEI, a galantamin, mely az o7-nAChR-ok pozitiv alloszterikus
modulatora is egyben, sokkal jobb szinergikus hatast eredményez a memantinnal val6 egyiitt
adésa soran, mint a donepezil-memantin kombinacids kezelés (Busquet et al. 2012; Nikiforuk
et al. 2016). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a két vegyiilet egyidejii hatékonysaga az
kisérleteinkben kiilonb6zd hatdsmechanizmust a7-nAChR ligandokat kombinaltunk a
memantinnal, ¢s a NCD-ok farmakoldgiai, valamint természetesen 1dds patkdny modelljében
vizsgaltuk meg viselkedés szintjén a kétfele kombinacid kognitiv serkentd hatékonysagat. Ezen
kiviil biokémiai vizsgalatokat alkalmazva felmértiik az idés patkanyok gyulladasos allapotat,

valamint az a7-nAChR-ok dregedés okozta expresszids valtozasait.

2. CELKITUZESEK

L. Az o7-nAChR-okat célzo ligand kolcsonhatdsok  vizsgalata NCD-ok
szkopolaminnal indukalt farmakologiai patkany modelljében Morris-féle vizi
labirintus (MWM) ¢és T-labirintus paradigma alkalmazésaval:

I. A memantin és a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 dozis-hatas

Osszefliggésének meghatarozasa.



2. Szubeffektiv dozist memantin és szubeffektiv do6zisi PHA-543613 kombinalt
hatasanak vizsgalata az epizddikus memoria kiillonb6zé komponenseire (térbeli
navigéacio, rovid-tavi memoria, hosszi-tdvia memoria) Osszehasonlitva a
megfelel6 monokezelésekkel.
II. Az a7-nAChR-okat célz6 ligand kdlcsonhatasok vizsgalata NCD-ok természetesen
1dds patkany modelljében NOR paradigma alkalmazasaval:
1. A memantin, a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 és egy szelektiv a7-
nAChR-okra hato PAM vegyiilet dozis-hatas 6sszefliggésének meghatarozasa.
2. Szubeffektiv dézisi memantin és szubeffektiv dozisu a7-nAChR ligandok
(PHA-543613 és PAM) kombinalt hatdsanak vizsgélata Osszehasonlitva a
megfelel6 monokezelésekkel.
II.  Idos allatoknal tapasztalhatd mRNS és fehérje expresszios valtozasok vizsgalata két
gyulladdsos mediator (IL-1p, MIP-1a) a CNTF neurotrof faktor és az a7-nAChR-
ok tekintetében a memoridért felelds agyteriileteken (hippocampus, neocortex,

striatum).

3.ANYAG ES MODSZER

3.1. A memantin és a PHA-543613 kozotti interakcio vizsgalata farmakolégiai NCD-

modellben

Az elsd tanulmanyban a szelektiv a7-nAChR agonista PHA-543613 és a memantin
kombinalt hatdsat teszteltik NCD-ok szkopolaminnal indukalt patkany modelljében. A
vegyiiletek egyidejli hatékonysagat az epizodikus memoria kiilonb6z6 doménjein (térbeli
navigécio, rovid-tavi memoria és hosszi-tavu memdaria) figyeltik meg MWM paradigmaban.
Tovabba a memantin-PHA-543613 kombinécios kezelés rovid-tavi memoriara kifejtett

farmakoldgiai hatdsait T-labirintusban is megvizsgaltuk.

Az MWM kisérleti protokollja négy tréning napbdl €s egy proba napbol allt. Az allatok
feladat az volt, hogy megtanuljak a labirintusban elrejtett platform helyét. Az allatoknak tréning
naponként négy probat kellett teljesiteniiik. A probdk soran a platform keresésével toltott idot,
valamint a platformig megtett utvonal hosszat mértiik Ethovision XT10 szoftver (Noldus,
Wageningen, Hollandia) segitségével. Az éllatok elsé tréning napon mutatott teljesitményét

hasznaltuk fel a rovid-tavi memoria értékelésére. Az 6todik napon az allatok csak egy probat



hajtottak végre. Eltavolitottuk az addig fix helyen 1évd platformot és az allat célkvadransban

toltott idejét mértiik két percen keresztiil, melybdl a hosszu-tavii memoriara kovetkeztettiink.

Az elso 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 dézisokban, a PHA-543613-
at 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/kg dozisokban alkalmaztuk, melyeket korabbi kisérleti
eredményeinket alapul véve valasztottuk ki. A kiillonb6z6 monokezelések hatékonysagat a
patkanyok kognitiv teljesitményére teszteltiik szkopolaminnal indukalt (0,1 mg/kg, Scop)
tranziens amnézia modellben. A kisérleti procedira masodik fazisaban az adott kisérlet
szempontjabol szubeffektiv dozisu memantin (0,1 mg/kg) és szubeftektiv dozisu PHA-543613
(0,3 mg/kg) farmakoldgiai kdlcsonhatasait és a kombinalt alkalmazasuk kognitiv serkentd
hatasat teszteltiik, 6sszehasonlitva a monokezelések hatékonysagdval. A kisérletnek alavetett
patkanyok a kovetkezd kezelésekben részesiiltek: vehikulum oOnmagéban, szkopolamin
onmagaban, memantin monokezelés 0,1 mg/kg ddzisban, szkopolamin beadast megeldzden,
PHA-543613 monokezelés 0,3 mg/kg doézisban, szkopolamin beadast megelézden, ¢és

kombindlt kezelés, szkopolamin beadast megelézden.

crer

paradigméval, ami a rdgcsalok természetes exploracios magatartdsat hasznalja ki. A ragesalok
0sztonds magatartasanak egyik jellemzdje, hogy az exploracid soran egy adott helyrdl az aréna
legrégebben latogatott pontjat keresik fel. A patkdnyokat egyenként a labirintus Start karjaba,
majd a guillotine ajto felnyitasat kovetden az allat a jobb és a bal célkar kozott valaszthatott. A
kisérletek soran feljegyeztiik, hogy adott probaban az allat melyik célkart valasztotta. Akkor
alternalt, ha az ellenkezd kart valasztotta, mint az azt megel6z6 proba soran, mig hibanak
tekintettiik, ha az azonos kart latogatta meg, mint az azt megel6z6 proba soran. A vélasztasok
alapjan alternélasi ratat szamoltunk, ugy, hogy az alternaldsok szamat elosztottuk a patkany
altal teljesitett probak szamaval, melybdl egyet levontunk, ugyanis az elsé probaban még nincs

alterndlési lehetdség.

A habituaciés ¢€s tréning méréseket kovetden eldszor a memantinnal végzett
monokezelések hatékonysagat vizsgaltuk meg kiillonb6z6 ddzisokban a patkdnyok spontan
alterndlo teljesitményére. Az alkalmazott dozisok a kovetkezdk voltak: 0,001, 0,003, 0,01, 0,03
¢s 0,1 mg/kg. A PHA-543613 szubeftfektiv és effektiv dozisait korabbi kisérleteinket alapul
véve hataroztuk meg (Bali et al. 2015). A kisérleti procedira masodik fazisaban az adott kisérlet

szempontjabol szubeftektiv d6zisti memantin és szubeffektiv dozisi PHA-543613 kombinalt
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alkalmazasat teszteltiik le a kovetkezd farmakologiai kezeléseket alkalmazva: szkopolamin
onmagaban, memantin monokezelés 0,003 mg/kg dézisban, szkopolamin beadast megel6zden,
PHA-543613 monokezelés 0,1 mg/kg doézisban, szkopolamin beadast megeldézden, ¢&s

kombinalt kezelés, szkopolamin beadast megel6zden.

3.2. A memantin és az a7-nAChR ligandok kozoétti interakciok vizsgalata spontan

oregedés modellben

A masodik tanulmanyunkban a memantint két kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu o7-
nAChR-ra hato vegyiilettel, a kordbban mar alkalmazott ortoszterikus agonista PHA-543613-
mal és egy jelenleg fejlesztés alatt all6 PAM-ral (CPDX) kombinaltuk. A kombinalt kezelések
paradigméaban. A magatartdsfarmakologiai kisérleteket kovetden biokémiai vizsgdlatokat
(PCR, ELISA) is végeztink az Oregedéssel Osszefiiggésbe hozhatdé neuroinflammacios
markerek azonositdsara. Ezen kiviil az a7-nAChR-ok oregedéssel kapcsolatos expresszios

valtozasait is elemeztik.

két probabal allt. Az elsé probaban két egyforma targyat helyeztiink el az arénaba, melyeket a
patkanyok 3 percig exploralhattak. 24 oras késleltetés kdvetden a masodik probaban az egyik

targyat kicseréltiik egy jra, melyet ismét 3 percig vizsgalhattak az allatok.

Az 0jdonsag iranti preferencia a ragcsalok egy velesziiletett sajatsaga. 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

diszkriminacios indexet (DI) szamoltunk az alabbi képelt alapjan:
DI = (En — Ef) / (En + Ef)

. A memantinnal végzett monokezeléseket a kdvetkezd dozisokban alkalmaztuk: 0,1
mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg. A PHA-543613-at 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/kg
dozisokban, a PAM vegyiiletet szintén 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg és 3,0 mg/ dézisokban adtuk be.
Ezt kovetéen az adott kisérlet szempontjabol szubeffektiv memantin €s szubeffektiv PHA-
543613 dozisok egyiittes beadasat teszteltiik a megfelel6 monokezelések hatdsaival szemben.

A kisérletben tehat a kdvetkezd kezelésekben részesiiltek az allatok: vehikulum 6nmagaban,
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memantin monokezelés 0,01 mg/kg dozisban, PHA-543613 monokezelés 0,1 mg/ttkg dozisban
¢és a két vegyiilet kombinalt alkalmazasa. Ehhez hasonléan a memantin és a PAM vegyiilet
kombinaciojat is teszteltiik egy kiilonallo kisérletben, melyben a kdvetkezd kezeléseket
alkalmaztuk: vehikulum O©Onmagaban, memantin monokezelés 0,01 mg/kg dodzisban,

monokezelés a PAM vegyiilettel 0,1 mg/ttkg dozisban, €s a két vegyiilet kombinalt alkalmazasa.

3.3. Post mortem vizsgalatok

A viselkedés teszteket kdvetden az allatokat pentobarbitéllal altattuk majd fiziologias
sooldattal transzkardialis Uton perfundaltuk. Az agyakat kivétel utdn jobb és bal neocortexre,
striatumra ¢és hippocampusra disszektaltuk, melyeket azonnal folyékony nitrogénben

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

A kivalasztott célgének expresszidjat kvantitativ valos idejii PCR-ral mértiilk Maxima
SYBRGreen MasterMix (Applied Biosystems, Waltham, USA) alkalmazasaval ABI Prism
7500 rendszeren (Applied Biosystems). A target mRNS szinteket a housekeeping génként

hasznalt ciklofilin A-ra (Cyca) normalizaltuk.

crer

segitségével mértiik. Az IL-18, MIP-1a, CNTF és a7-nAChR mennyiségi meghatdrozasat
Abbexa (Cambridge, UK) ELISA kitekkel végeztiik el (katalogusszamok: abx155713,
abx155822, abx155360, abx555). Az ELISA vizsgalatokat a gyartéi protokollok szerint

végeztiik.

4. EREDMENYEK

4.1. A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatasa patkianyok tanulasi és meméoria

teljesitményére

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 jelentds mértékben csokkent (NAP:
F(3,213)=177,313, p <0,001). 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. Az allatok tanulasi teljesitményét a platformig



megtett ttvonalhossz alapjan is értékeltiik, mely a tréning napok soran jelentds csokkenést
mutatott (NAP: F(3,213)=153,072, p<0,001). A kezeléseknek azonban nem volt szignifikans
hatasa az allatok tanulési folyamataira (KEZELES: F(7, 71)=1,281, p=0,272), hasonléan a

keresési idOn alapul6 eredményekhez.

A proba napon a célkvadransban toltott idébol a hosszii tavii memoridra
kovetkeztettiink. A szkopolaminnal kezelt allatok szignifikdnsan kevesebb id6t 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 memantin alacsonyabb dozisokban (0,1 mg/kg és 0,3 mg/kg) nem
dozis (1,0 mg/kg) sikeresen visszaforditotta a szkopolaminnal kivaltott memoriadeficitet (Scop
vs Mem1,0: 28,0 + 2,8 s vs 41,7+ 3,3 s, p=10,009). A PHA-543613 azonban egyik alkalmazott

dozisban sem bizonyult hatékonynak.

A kovetkez6 kisérletiinkben a memantint (0.1 mg/kg) és a PHA-543613-at (0.3 mg/kg)
szubeffektiv doézisokban kombindltuk ¢és kognitiv serkentd hatékonysagat teszteltik a
monokezelésekkel dsszehasonlitva. A tanulési szakaszban (1-—4. nap) mind a keresési id6, mind
a megtett utvonalhossz szignifikdnsan lecsokkent (NAP: keresési id6: F(3, 180)=133,533,
p <0,001; megtett utvonalhossz: F(3, 180)=110,325, p<0,001). A korabbi kisérleteinkhez
hasonloan a kezelések nem gyakoroltak jelentés 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 befolyasoltdk szignifikdnsan a tréning teljesitményre
gyakorolt hatasat (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-tava memoriajat is elemeztiik, melyhez az elsé tréningnapon nytjtott
teljesitményiiket vettiik alapul. Szignifikans interakciot sikertilt kimutatnunk a kezelések és a
probak kozott, tehat kimondhatjuk, hogy a kezelések jelentdsen befolyasoltak a probak alatti
teljesitményt (KEZELES x PROBA: keresési id6: F(12, 180)=1,952, p=0,031; Gtvonalhossz:
F(12, 177)=2,305, p=0,009). Az eredmények azt mutatjak, hogy a szkopolaminnal kezelt
csoportban nem tapasztalhat6 javuléas az elsd 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[t]l vs. t4]: keresési id0: 45,7+18,4 (kontrasztbecslés=SEM), p=0,016;
utvonalhossz: 1475,0+515,7, p=0,006). Azonban a memantin ¢és a PHA-543613 mind
onmagaban, mind kombinacioban javitotta a szkopolaminnal kivaltott rovid-tavi memoria-
zavart ([Scop vs. Mem0,1] x [probal vs. probad]: keresési idd: 65,4+16,3, p<0,001;
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utvonalhossz: 1939,4+456,2, p<0,001; [Scop vs. PHAO,3] x [prébal vs. proba4]: keresési
id6:  65,3+16,3, p<0,001; utvonalhossz: 1884,0£464,9, p<0,001; [Scop wvs.
Mem0,1&PHAO0,3] x [probal vs. probad]: keresési id6: 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 utvonal hosszanal viszont nem
mutattunk ki kiilonbséget a csoportok kozott (KEZELES: F(4, 60)= 1,661, p=0,171). A péaros
Osszehasonlitasok eredményei azt mutatjak, hogy a szkopolaminnal kezelt allatok tovabbra is
rosszabbul teljesitettek a keresési id6 tekintetében, szemben a kontroll allatokkal, illetve
azokkal az allatokkal, akik alacsony dozisban kaptdk a memantint, a PHA-543613-at, vagy ezek
kombindaciojat (kontroll vs. Scop: 37,4+6,7 s vs. 58,6£9,4 s, p=0,054; Scop vs. Mem0,1:
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&PHAOQ,3: 58,6+9,4 s vs. 33,0+5,5 s, p=0,009). Azonban szignifikéns interakciot
nem sikeriilt kimutatnunk a probak és a kezelések kozott (KEZELES x PROBA.: keresési id6:
F(12, 180)=1,020, p=0,432; utvonalhossz: F(12, 180)=0,852, p=0,597), tehat a
szkopolaminnal kezelt allatok teljesitménye is tendenciaszerli javuldst mutatott a masodik

tréning napon.

A proba napon a szkopolaminnal kezelt csoport szignifikdnsan kevesebb 1ddt toltott a
célkvadransban, mint a kontroll csoport (Kontroll vs. Scop: 47,9+£3,5 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 alkalmazisuk sikeresen visszaforditotta a
hossztavli memoria romlast (Scop vs. Mem0,1&PHAO,3: 38,321 s vs. 47,1£2,9 s, p=0,029).
Az eredmények a memantin és az a7-nAChR agonista PHA-543613 kozott 1étrejovo eldnyds

interakciot tikrozik.

4.2 A memantin és a PHA-543613 kombinalt hatisa patkianyok spontan alternal6

teljesitményére

A memantin dozisfliggden gyengitette a szkopolamin altal kivaltott memoriazavart, és
novelte a patkanyok alternalasi ratdjat. Bar a memantin memoria javité hatdsa 0,1 mg/kg

dozisban csak marginalisan 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
alterndlo teljesitményét (t = 3,011, p = 0,008). Ez alapjan a memantin 0,1 mg/kg-os dozisat

hatékony dozisnak tekintettiik a rovid-tdvu memoria javitasara.

A szubeffektiv dozisi memantinnal €s a szubeffektiv d6zisi PHA-543613-mal végzett
kezelések Onmagukban 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%-os véletlen szintet a memantinnal és a PHA-543613-mal végzett
monokezeléseket kovetden. Azonban a vegyiiletek kombinalt alkalmazasa megndvelte az
alternalasi ratat (Mem0,003&PHAO,1 vs. Scop: 0,64 = 0,04 vs. 0,51 = 0,02; p = 0,043), és

visszadllitotta az 4llatok normal memoria teljesitményét (t = 3,506, p = 0,004).

43 A memantin és az a7-nAChR ligandok kozotti interakciok vizsgalata idés

patkanyokban

A memantin és az a7-nAChR ligandumok, a PHA-543613 ¢és a PAM vegyiilet dozis-
hatas Osszefiiggéseit az 6regedés okozta kognitiv hanyatlassal szemben teszteltiik. A 0.1 és 1.0
mg/kg dozisi memantin beadasat kdvetden a patkdnyok szignifikansan tobb 1d6t forditottak az
uj targyak felfedezésére, mint az ismerdsre, a vehikulummal kezelt 4llatokkal ellentétben (0]
vs. ismerds: 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=0,030; Mem1,0: 8.7+1.2 vs. 5.71.0, t=2.737, df =10, p=0.021). Az id6s
allatok, akik 0,3 mg/kg ¢és 1,0 mg/kg doézisban alkalmazott PHA-543613 kezelésben
részesiiltek, elényben 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 id0s patkdnyok nem tudtak diszkriminalni a tdrgyak kozott (G €s ismerds:
VEH: 9,44+1,7 vs. 7,8+1,1, t=0,799, df=10, p=0,443). Tovabba a PHA-543613 a legalacsonyabb
dozisban (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). A PAM vegyiilet
szintén javitotta a patkanyok memoria teljesitményét azéltal, hogy 0,3 mg/kg doézisban
helyredllitotta az allatok 0j és az ismerds targyak kozotti diszkriminald képességét (0j vs.

ismerds: CPDXO0,3: 10,9+1,4 vs. 5,3%0,6, t=5,245, df =9, p=0,001).
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A kovetkezo kisérletsorozatban 0,01 mg/kg dozisu memantint 0,1 mg/kg dozisu PHA-
543613-mal és 0,1 mg/kg dozisu PAM vegyiilettel kombinaltuk. El6szér a memantin-PHA-
543613 kombinaciés kezelés kognitiv serkentd hatdsat hasonlitottuk Ossze a megfeleld
monokezelések hatasaival. Az eredmények azt mutatjak, hogy az alacsony dozisu memantin
mind dnmagaban, mind az alacsony d6zisit PHA-543613-mal valé kombinalasa soran javitotta
az 1d6s allatok diszkrimindcios képességét az 11j €s az ismerds targyak kdzott (1j 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). A PHA-543613-mal végzett monokezelés azonban nem
bizonyult hatékonynak. Az alkalmazott kezelések marginalis hatast eredményeztek a DI-re
(F(3, 30)=2,727; p=0,062). Ahogy az vérhatd volt, a paronkénti Osszehasonlitisok nem
mutattak szignifikans DI-emelkedést az alacsony dozisti memantinnal és PHA-543613-mal
végzett monokezelések esetén a vehikulummal kezelt idés kontrollcsoporthoz képest
(Mem0,01 vs. VEH: 0,19+0,07 vs. -0,06+0,12, p=0,081, PHAO1 vs. VEH: 0,09+0,07 vs. -
0,06+0,12, p=0,298). Ezzel szemben a DI szignifikdnsan megemelkedett a kombinalt kezelés
hatasara (Mem0.01&PHAO1 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 romlast. Ezt kdvetden a
memantin és a PAM vegylilet egyiittes beadasanak hatdsait is teszteltiikk. Azok az allatok,
amelyek kis dozist memantinnal, vagy PAM vegyiilettel végzett monokezelésekben
részesiiltek, nem tettek kiilonbséget az ) €s az ismerds targyak kozott (Gj vs. ismerds:
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). Mig a memantin és a PAM vegylilet egyiittes alkalmazasa
visszaforditotta az életkorral 0sszefiiggd memoriazavart, mivel a patkdnyok a kombinacios
kezelést kovetden szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek az uj targy felfedezésével (0j vs. ismerds:
9,8+1,2 vs. 4,5+0,6, t=4,560 df=14, p<0,001) (9C abra). A kezelések szignifikans féhatasa volt
megfigyelhetd a DI-re (F(3, 41,7)=3,281; p=0,030). A DI ¢letkorral dsszefiiggd csokkenését
nem enyhitette sem a memantin, sem PAM vegyllettel végzett monokezelés (Mem0,01 vs.
VEH: 0,114+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 atlagos DI azonban latszdlag (de nem szignifikdnsan) nétt a kombinalt kezelés

hatasara (Mem0,01&PHAO1 vs. VEH: 0,37+0,07 vs. 0,17+0,06, p=0,055).
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4.4. A neuroinflammacioval osszefiiggésbe hozhaté mediatorok és az a7-nAChR-ok

mRNS és fehérje expresszios vizsgalata fiatal és idos patkany agyban

A tovabbi biokémiai vizsgélatokhoz 5 fiatal és 10 id6s allatot hasznaltunk fel. Az idds
allatokat normal memoria teljesitményli (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
(DI tartomény: -0,66 - -0,01), mig a median felett teljesitoket (DI tartomany: 0,17-0,68) ép

memoridju csoportként értékeltiik.

A fiatal, az idés Al és AU patkanyok gyulladdsos allapotdnak meghatarozasdhoz
kiilonb6z6 pro-inflammatorikus és neurotréf faktorok mRNS expresszids szintjeit mértiik fel a
neocortexben a striatumban és a hippocampusban. Ugyanezekben az agyi régidokban az o7-
nAChR-ok mRNS expresszios Osszehasonlitdsara is sor keriilt a fiatal és a két idOs csoport

kozott.

A qRT-PCR analizis eredményei azt mutatjak, hogy mind az Al, mind az AU éallatok
szignifikansan magasabb IL-1 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: 22,2+4,5 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).
Azonban a hippocampusban csak az Al allatok mutattak szignifikdns emelkedést az IL-1f
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).

A MIP-1a mRNS expresszioja mind az Al, mind az AU patkanyokban az 0sszes vizsgalt
agyteriileten megnovekedett a fiatal allatokhoz képest (CTX: F(2, 12)=5,860, p=0,017; Al vs.
fiatal: 75,64+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+42,7 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).

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: 46,048,2
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vs. 28,1£1,7, p=0,029). A striatumban a CNTF mRNS expresszioja nem kiilonbozott a
csoportok kozott (F(2, 12)=0,394, p=0,683).

Az Al patkanyok a fiatal patkdnyokhoz 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).

Ezt kovetden az IL-18, 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/ng, p=0,032; Al vs. fiatal: 1,4+0,1 pg/pg vs. 1,1+0,1 pg/ug, p=0,110). A
neocortexben és a hippocampusban az IL-13 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).

Meglepé modon sem az Al, sem az AU csoport nem mutatott szignifikans valtozast a
MIP-1a fehérje expresszioban egyik vizsgalt agyi régioban 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).

Az mRNS expresszids szintekkel ellentétben a hippocampalis CNTF fehérje szint
szignifikdnsan lecsokkent az Al csoportban a fiatal csoporthoz képest (F(2, 12)=5,386,
p=0,021; Al vs. fiatal: 0,6+0,1 pg/ng vs. 1,3+0,2 pg/ug, p=0,007). Ezenkiviil a CNTF fehérje
expresszios szintje tendenciaszerii csokkenést (nem szignifikdns) 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) (111. abra). A cortexben ¢€s a striatumban az dregedés jelentds fohatasa 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).

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) .

13



5. OSSZEFOGLALAS

Jelen kutatasunkban egy, a NCD-ok kezelésére mar jovahagyott gyogyszer, a memantin
¢s szelektiv pro-kognitiv hatdsi a7-nAChR ligandok kozotti kolcsonhatasokat teszteltiink le
viselkedés szintjén a NCD-ok kiilonféle patkdny modelljeiben. Arra voltunk kivancsiak, hogy
a szubeffektiv dozisi a7-nAChR ligandok (PHA-543613 vagy PAM) egyiitt adasa a
szubeffektiv dozist memantinnal erdteljesebb javulast eredményez-e a patkdnyok kognitiv
teljesitményében, mint a vegyiiletek 6nmagukban val6 alkalmazasa. Elsé tanulmanyunkban a
memantin és az a7-nAChR agonista PHA-543613 kozotti kolcsonhatast vizsgaltuk, melyhez
szkopolaminnal indukalt NCD patkdny modellt alkalmaztunk. A kombinalt kezelés kognitiv
serkent hatasat az epizodikus memoria tobb komponensére is teszteltik MWM ¢és T-labirintus
alkalmazasédval, beleértve a térbeli navigéciot, a rovid-tdvi memoridt és a hossza-tava
memoriat. A masodik kisérletsorozatunkban 1dés patkanyok NOR tesztben nyujtott
diszkriminalé képességére vizsgaltuk a kordbban mar alkalmazott memantin-PHA-543613
kombindcios kezelést, valamint a memantin PAM vegyiilettel valé kombinalasat. Végiil PCR
¢s ELISA teszt alkalmazasaval vizsgaltuk a normal és a ,,patologids” oregedéssel 0sszefiiggo,
molekularis szinten végbemend expresszids valtozasokat patkdnyok memoriadért felelds

agyteriiletein.

A magatartasfarmakologiai kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a memantin-
PHA-543613 kombinacids kezelés sikeresen javitotta mind a patkanyok rdévid-tavi mind a
hosszu-tava memoria funkcioit a szkopolaminnal szemben. A rovid-tdvii memoriat tekintve az
egyes monokezelések szintén hatékonynak bizonyultak az MWM tesztben, azonban a
szkopolamin okozta hosszi-tdvi memoria deficitet kizardlag a kombinalt kezelés volt képes
enyhiteni, meghaladva ezzel az egyes monokezelések hatasait. Masodik kisérletsorozatunkban
az 1dds patkanyok jelentds kognitiv hanyatlasardl szdmoltunk be. Azonban a memantin és az
a7-nAChR-okat serkentd vegyiiletek (PHA-543613, vagy PAM) kombinacidi ebben az esetben
is sikeresen enyhitették a patkdnyok Oregedéssel Osszefliggd memoriaromlasat, szemben a

monokezelésekkel.

A post mortem vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy az id6s allatoknal patologids
jellegti valtozéasok is megfigyelhetdek. Mind a normal memoria teljesitményli mind a memoria
deficites id6s allatok jelentds up-regulaciot mutattak bizonyos gyulladasos markereket tekintve
(IL-1B és a MIP-1a). A neurotrof tdmogatast tekintve viszont nagy meértékli csokkenés volt
megfigyelhetd naluk, kiilonosen a memoria deficites idds allatoknal. Ezen kiviil az o 7-nAChR-
ok oregedéssel 0sszefliggd expresszios valtozasairol is beszamoltunk.
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Eredményeink pozitiv kdlcsonhatést jeleznek a memantin és az a7-nAChR-okra hato
agonistak és PAM vegyiiletek kozott, melyet a NCD-ok farmakoldgiai és természetesen id6s
patkanymodelljeiben is kimutattunk, megerdsitve azt a hipotézist, miszerint az a7-nAChR-ok
kiemelkedd szerepet jatszanak a kombinalt kezelések jotékony hatasaiban. Tovabba
bizonyitottuk, hogy az idds allatok nagy transzlacids potenciallal rendelkeznek, ugyanis a
nagymértékii memoria hanyatldson kiviil a NCD-okra jellemzd patologids valtozasokat is
képesek modellezni, beleértve az agy megnovekedett gyulladdsos allapotat, a neurotrof
tamogatas csokkenését, vagy az a7-nAChR-ok expresszids valtozasait, relevans adatokat
szolgaltatva ezzel az a7-nAChR-okat célz6 gyogyszer kdlcsonhatasokrdl és kiindulasi alapjat

képezhetik tovabbi pre-klinikai gyogyszerfejlesztési programoknak.
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