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,,ANTIDEPRESSZANS VEGYULETEK NEM KONVENCIONALIS HATASAI:
RECEPTOR IONCSATORNAK MODIFIKACIOJANAK VIZSGALATA
AZ IONARAMOK KINETIKAI ELEMZESEVEL.”

T 037659 tematikus OTKA palyazat

ZAROJELENTES

Amint az alabbiakbdl kidertl, a projekt legjelentésebb eredményei még publikéaciora varnak (6sszesen 6t cikkrél van
sz6, melyek kisérletesen mar befejezettek, kdzullik egy mar elfogadott, egy jelenleg biralat alatt all, harom pedig a
publikaciora vald el6készités kiillonb6z6 fazisaiban van). Ezért kérem, hogy a jelenlegi minésitést az OTKA egy év
mulva kiegészité eljarasban médositsa.

HATTER:

A depresszi0 terapiajaban leggyakrabban hasznalt vegyiiletcsoport a monoamin visszavétel gatlé antidepresszansok csoportja. Ezek
elsédleges hatésa, hogy nagy affinitassal gatoljak a monoamin transzportereket. Nagyobb koncentracio esetén azonban ezek a
vegylletek szamos mas fehérje targetre is hatassal vannak (amit egyes monoamin visszavétel gatlé antidepresszansok mellékhatasai is
mutatnak). Mivel ezek a ,,nem-konvencionalis” hatdsok mar terapias agyi koncntraciéban is jelentkeznek, mindenképpen fontos
vizsgalni 6ket a mellékhatasok szempontjabdl, és felmeriil annak a lehetésége is, hogy a mellékhatasokon til a terapias hatas
kialakitasaban is szerepet jatszhatnak.

J6l ismert a depresszid monoamin deficiencia elmélete. Az elmélet egyszerii és tetszetds, f6 vonzereje valésziniileg ebben is rejlik,
hiszen valdban jo lenne ha a depresszi6 egyszer(i metabolikus betegségként lehetne leirhat6 és gyogyithat6. Ismerjik azonban a
monoamin hipotézis gyenge pontjait is. Részletesebb targyalasukra itt most nincs maéd, csak a legjobban ismert problémat emlitem
meg: a terapias hatas késleltetett voltat. Ha valoban csak a monoamin szintekkel lenne a probléma, az antidepresszansok azonnal hatni
kezdenének. Nem ezt teszik, s6t az elsé hetekben a beteg allapota kifejezetten rosszabbodik. Talan nem tulzas azt kijelenteni, hogy az
antidepresszansok nem gyogyitjak meg a depresszidt. Természetesen valamit okoznak, valamilyen valtozast kivaltanak az
idegrendszerben, amire az idegrendszer adaptiv modon reagél: egyfajta plaszticitas, reorganizacid indul meg, né a szinapszisok
szama, atrendezédnek a sejtek kozotti kapesolatok (Duman, 2002a; Duman, 2002b; Reid and Stewart, 2004). Ezek alapjan
fogalmaztak meg a depresszié hagyomanyos kémiai hipotézisével (,,chemical hypothesis”) szemben a haldzati hipotézist (,,network
hypothesis™) (Castren, 2005).

Ha elfogadjuk, hogy az antidepresszans terapia két idében elkiiloniils fazisra bomlik; egy kdzvetlen hatasra, amely valahogyan
maédositja az idegsejt-haldzatok miikddését, és egy masodlagos adaptiv reorganizaciora, amely a voltaképpeni terapias hatas
kialakulasanak folyamata, felmeril a kérdés, miért érdemes a kdzvetlen, elsédleges hatasok viszgalatat célul Kittizni.

Leszdgezhetjlik ugyanis, hogy a depresszi¢ kialakulasat, ill. az antidepresszansok terapias hatasanak kialakulasat nem fogjuk ezekbél
a vizsgalatokbol megérteni. A hatékony antidepresszansok keresése szempontjabdl azonban fontos a kdzvetlen farmakologiai
spektrum felderitése. Ezenkivil az elsédleges hatas megértése kulcsot jelenthet a masodlagos hatasok kdlcsdnhatasrendszerének
feltérképezéséhez.

Tavlati célunk tehat az antidepresszansok hatasanak megértése a neuronalis integraciora. Hogyan modosul a neuronok
informaciofeldolgozé mitkddése az antidepresszans jelenlétében? Milyen mechanizmussal alakul ki a terapias folyamatra jellemz6
fokozott plaszticitas? Az, hogy a monoamin receptorok aktivalodnak, fontos eleme, de nem teljes magyarazata a hatasnak: (,,jo,
aktivalodnak, és akkor mi van?”) vizsgalni kell azt is, mik a monoamin receptor aktivacié masodlagos hatasai. Ehhez tarsulnak még
az antidepresszans kdzvetlen hatasai mas targeteken; példaul az ioncsatornak gatlasa. Az antidepresszansok kdzvetlen hatasat igen
sokféle ioncsatornara kimutattak mar: néhany mikromélos koncentréaciéban hat nikotinikus acetilkolin receptorokra, 5HT-3 tipusu
szerotonin receptorra, NMDA tipusu glutamat receptorra, natriumcsatornakra, kilénbézé tipusu kalium- és kadlciumcsatornakra (Choi
et al., 2004; Deak et al., 2000; Eisensamer et al., 2003; Gumilar et al., 2003; Pacher et al., 2000; Sernagor et al., 1989; Witchel et al.,
2002; Yang and Kuo, 2002).

Kutatési stratégiank a kovetkez6: Az egyes ioncsatornak esetében meghatarozzuk a gatlas hatdsmechanizmusat, azaz olyan
ioncsatornamodelleket hozunk létre, amelyek képesek a gyogyszer (jelen esetben antidepresszans) hatasat is szimulalni. Ezek az
ioncsatornamodellek aztan beépithetdk neuronmodellekbe, amelyek segitségével a teljes sejt viselkedésének megvaltozasa josolhatd
(és természetesen kisérletesen ellendrizendd).

EREDMENYEK:

Egy 6sszefoglal6 munkéban targyaltuk az extraszinaptikus GABA és glutamat receptorok farmakolégiai jelentéségét. Az
extraszinaptikus receptorok a gyogyszerek szamara kdnnyebben hozzaférheték, és feltételezhets hogy affinitasuk is nagyobb.
Valészini tehat, hogy az antidepresszansok NMDA receptorokra gyakorolt hatadsaban is nagyobb jelentésége lesz az extraszinaptikus
receptoroknak. A kozlés alatt allé cikk az extraszinaptikus receptorok lehetséges funkcioit, a receptor altipusok megoszlasat és
biofizikai tulajdonsagaik killénbdzbségét, illetve a farmakoldgiai killonbségek jelentéségét foglalja dssze elsésorban a
hippokampuszra koncentralva.

Hippokampalis neuronok nativ ioncsatorndit vizsgaltuk, mégpedig a kdvetkez6 ioncsatornatipusokat: Nikotinikus acetilkolin receptor,
GABA, receptor, AMPA és NMDA tipusu glutamat receptorok, natriumcsatorna, és kiilénb6z6 tipusu kdliumcsatornak. A nikotinikus
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receptorokra gyakorolt hatast kimutattuk, de részletes elemzését késébbre hagytuk. A GABA, receptorokon és AMPA receptorokon
viszonylag gyenge hatést tapasztaltunk (ICso > 10 uM), ezek a receptorok nem val6szinii hogy in vivo Iényeges szerepet jatszanak az
antidepresszansok hatasaban. A palyazat idétartama alatt elsésorban a natriumcsatonara, a kaliumcsatornakra és az NMDA receptorra
koncentraltunk.

Natriumcsatorna:

Ismert hogy szamos kdzponti idegrendszerre haté gyégyszer (antikonvulzansok, antidepresszansok, neuroprotektiv szerek,
antipszichotikumok, kdzponti hatast analgetikumok és izomrelaxansok) rendelkezik natriumcsatorna gatlo tulajdonsaggal. Ezek a
gyogyszerek allapotfiiggé modon gatoljak a natriumcsatornakat, ami azt jelenti, hogy erésebben géatlast okoznak a fenti
kérfolyamatokban érintett sejtek kdrosan aktiv csatornain, mint a normalis, fiziologias funkciot ellato sejtekéin. Ezek az anyagok tehat
gyakran nagysagrendekkel kisebb dézistartoméanyban géatoljak a korfolyamatokat, mint a normalis fiziologias miikddést. Ezaltal
kedvezd lesz a natrium csatorna blokkold gydgyszerek mellékhatés profilja, annak ellenére, hogy a natrium csatornék az dsszes
idegrendszeri funkcié szempontjabdl nélkildzhetetlenek.

A néatriumcsatornak alapvetéen négy konformacios allapotot vehetnek fel (Patlak, 1991). Hiperpolarizalt membréanban a ,,nyugalmi”
allapot stabil energetikailag. Depolarizalt allapotban a csatornak fesziiltségszenzorainak elmozdulasa miatt mas konformaciok valnak
stabilakka: energiaszint tekintetében ,,nyitott” >, gyors inaktivalt” > ,lasst inaktivalt” sorrendben csokken az energiaszint, az egyes
konformécidk eléréséhez azonban ugyanebben a sorrendben egyre magasabb energiagatat kell lekiizdeni (ami nem az egyensulyi
eloszlas aranyait befolyasolja, hanem az egyensuly bealltdnak sebességét). Ezért tartos depolarizacio esetén az ioncsatorna-populécid
nagyobb része a fenti sorrendben veszi fel az egyes konformacidkat.

Az éllapotfliggd gatlast a feltételezések szerint az okozza, hogy a gyégyszer nagyobb affinitast mutat a gyors inaktivalt
konformacidban 1évg ioncsatorna irdnt, mint a nyugalmi irdnt (Kuo and Bean, 1994). A gétlas allapotfiiggé voltabol kovetkezik
membréanpotencidl-fiiggé ill. hasznalatfiiggé tulajdonsaga is. Levezethets, hogy egy adott konformaciéhoz mutatott nagyobb affinitas,
és az adott konformacié kinetikai stabilizalasa (gyorsabban jut ebbe a konforméacioba a csatorna és lassabban hagyja el azt)
kolcsonosen feltételezik egymast.

Vizsgéalatainkat a dopamin visszavétel gatlé GBR 12909 vegyiilettel kezdtik. A részletes elemzést azért végeztiik el, mert a
hatasmechanizmus kutatasa soran varatlanul érdekes jelenségre bukkantunk. Az elfogadott hipotézist (gyors inaktivalt allapot
stabilizalasa) sehogyan sem lehetett kisérleti eredményeinkkel dsszeegyeztetni: A disszociacios sebesség kizarta hogy ilyen
mechanizmus miikédhessen. Megvizsgaltuk, hogy mi lehet a gatlds mechanizmusa, és kidolgoztuk az elméleti hatterét annak, hogyan
okozhat egy, a lassu inaktivalt dllapotot stabilizalé drog a gyors inaktivalt allapot stabilizalasahoz nagyon hasonl6 tulajdonséagu
gatlast. A gatlas azonban csak a biofizikai vizsgalatokban alkalmazott, mesterséges voltage-clamp protokolokban hasonlit ennyire.
Kimutattuk azt is, hogy éppen a fiziol6gids membranpotencial tartomanyban a két kiilénbdz6 gétlas mechanizmus nagymértékben
kulonboz6 szelektivitasprofilt mutat. Szelektivitas alatt itt nem az egyes natriumcsatorna altipusok kozotti szelektivitast kell érteni,
hanem azt, hogy a kiillonb6z6 idébeli membranpotencial-mintazatot ,,érzé” natriumcsatorndk killonbdz6 mértékben lesznek
fogékonyak az egyes drogokra. A gyors inaktivalt allapotot stabilizald, gyors asszociécioval és disszocicioval rendelkezé drogok,
mint amilyen példaul az antikonvulzans phenytoin, szelektiven gatolni fogja a nagy frekvenciaval tiizel6 sejteket. A lassu inaktivalt
allapotot stabilizalé drogok, mint példaul az antidepresszans fluoxetine a hosszabb ideig enyhén depolarizalt membranban talalhaté
natriumcsatornakat fogja szelektiven gatolni. Ismert, hogy a membranpotencial a tavolabbi dendritdgakban egyre pozitivabb.
Szamithatunk ra, hogy az antidepresszansok hatasa erésebb lesz ezekben a szubcellularis régidkban. Kis leegyszeriisitéssel azt
mondhatnank, hogy amig az antikonvulzansok elsésorban a sejt kimenetét kontrollaljak, az antidepresszansok szelektiven médositjak
a bemenetét.

A GBR 12909 vegyiilettel végzett kisérleteket mar publikaltuk (Mike et al., 2003; Mike et al., 2004). Az antidepresszansok
(flouxetine és desipramine) esetében is igazoltuk az Gjonnan leirt mechanizmust, ezt azonban a publikalasra kiszemelt Ujsag (J
Neurosci) szerkesztéje nem talalta elég meggy6z6nek. Az egyik f6 kritika metodikai jellegii volt: a whole-cell konfiguracidban
végzett mérések esetén a voltage clamp térben korlatozott voltat (,,space clamp” probléma), és a nagy a&ramok miatt fellépd, a pipetta
hegy soros ellenallasabol adédo pontatlansagot vetették szemiinkre (a problémakkal mi is tisztaban voltunk, de a pontatlansag nem
befolyasolta az altalunk levont konkldzidkat). A méréseket tehat megismételtiik outside-out patch konfiguraciéban, ahol sem space
clamp problémak nem adédnak, sem a soros ellenallas torzité hatasa nem okoz lényeges eltérést. A masik Iényeges probléma az volt,
hogy a lassu inaktivalt allapotot stabilizals, illetve a lassi asszociacidval és disszocidcidval rendelkezé, de a gyors inaktivalt allapotot
stabilizald drog viselkedése kdzott hogyan tudunk kiilénbséget tenni; vagy masképpen fogalmazva, hogyan tudjuk megallapitani,
hogy a hosszantarté depolarizéacié alatt kialakulé gatlasért a lassu inaktivalt konformacio fokozatos felvétele, vagy a fokozatos
asszociacio felelés. Megprobaltunk a kérdés elddntésére specidlis fesziiltség- és perflzids protokolokat tervezni, és a kiprdébalt
protokolok egyike val6ban bevaltotta reményeinket, és bizonyitotta hogy az antidepresszansok nagyobb affinitassal rendelkeznek a
lassU- mint a gyors inaktivalt allapothoz.

Az igy feljavitott kéziratot a ,,Molecular Pharmacology” Ujsaghoz kildtik, ahol jelenleg biralas alatt all. (2006 januar 31-én kildtiik
el).

Ugyancsak atlakitottuk az antikonvulzansok és antidepresszansok hatdsmechanizmuséanak kiilénbségeirél szol6, és a droghatasok
szimulaciojat is magabafoglald kéziratunkat. Siker(lt kidolgozni egy olyan csatornamodellt, amely kevesebb paraméterrel,
ugyanolyan jol reprodukélja a natriumcsatorna mitkddését. A modell 1ényege, hogy nem az egyes konforméacios allapotokkal
(nyugalmi, nyitott, gyors inaktivalt és lassu inaktivalt) dolgozik, és nem az ezek koz6tti &tmenetek valdszintiségét kell definialni (ami
meglehetésen problémas, mert dsszesen 12 atmenetrdl van sz6, amelyek mindegyike fesziltségfiiggs, és koziillik néhany kisérletesen
nem is mérhetd). Ehelyett a natriumcsatorna harom kapujanak mitkddését szimulalja, feltételezve, hogy azok egymastél fliggetlendl
miikddnek. A natriumcsatornanak ugyanis (némi egyszeriisitéssel élve) harom kapuja van: az aktivacids, gyors inaktivacids és lassu
inaktivacids kapuk; a hdrom strukturalisan is elkilondl, és méas kinetikaval, mas fesziltségfliggéssel mozognak. Ha az egyes kapuk
fesziiltségfliggését definialjuk, 6sszesen 6 atmenetet kell csak meghatarozni. Ezt a modellt hasznaltuk a protokolok kiprébalasara, a
hipotézisek tesztelésére, és az egyes — kisérletesen nem mérhets — paraméterek becslésére. A kézirat targyalja az antidepresszansok és
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publikacidt a kozeljovdben tervezzik.



Kalium csatornék:

Emlitettem, hogy tavlati célunk annak megértése, hogy a neuronok integrativ funkciéja hogyan mddosul a vizsgalt drogok (jelen
esetben antidepresszansok) jelenlétében. Ehhez elengedhetetlen a kaliumcsatornakra gyakorolt hatas ismerete, marcsak azért is, mert a
nyugalmi membranpotencialt ezek hatarozzak meg. Kuléndsen érdekes kérdés az A-tipusu aramra gyakorolt hatas, ezt az a csatorna
kozvetiti, amelynek denzitésa a dendriteken a sz6méatdl vald tavolsaggal folyamatosan né. Az irodalomban van adat mind a
késleltetett (,,delayed rectifier”), mind a gyors (,,transient”, ,,A-type”) kaliumaram antidepresszans altali gatlasara. Ellentmondasos
azonban az irodalom a gatlas mechanizmusat illetéen: Egyik hipotézis szerint példaul a fluoxetine a membréan belsé oldalarél hatva
csatorna-blokk mechanizmussal gatolja a ,,transient” csatornakat (ezt timasztja ala a gatlas fesziltségfliggése: a gatlas a
depolarizacidval elmélyil) (Choi et al., 2004), mig egy masik munkacsoport kiilsé oldalrdl térténé asszociaciot feltételez az
imipramine esetében (Kuo, 1998). Masik probléma, hogy hippokampdlis neuronok esetében kimutattak két, kinetikailag kiillonb6z
Hransient” kaliumaram létét (,,fast transient” és ,,slow transient™) (Ficker and Heinemann, 1992). Az antidepresszansok hatasat
tanulmanyoz6 munkék a két tipust nem kulonitették el.

Eredményeink szerint meglepé médon a klasszikus A-tipusu (fast transient) &ramot nem modositotta a fluoxetine, mig a lassabb (slow
transient) dramot koncentréaciéfiiggé médon géatolta. A cstcs amplitido is gatlddott, még kifejezettebb hatést gyakorolt azonban a
fluoxetine az aram lecsengésének idéallandojara (decay time constant). A gatlas fesziiltségfiiggését egyszerii csatorna-blokkot és a
kotdhely extracellularis hozzéférhetéségét feltételezve szimulacidval kivaldan reprodukalni lehetett. A gatlas fesziltségfliiggése az
elnydjtott aktivacios gorbébsl adodott, nem kellett intracellularis hozzaférhetéséget feltételezni. Intracellularisan adott nagy
koncentracioju fluoxetin semmilyen hatast nem valtott ki a kaliumcsatornakon.

Az eredményeket kongresszuson mar bemutattuk, és varhatéan idén publikaljuk.

NMDA receptor:
Az NMDA receptorok szerepe a plaszticitdsban kdzismert, és feltételezi, hogy a depressziéban is fontos szerepet jatszhatnak (Petrie et

al., 2000). Ismert volt hogy a desipramine (triciklikus antidepresszans) képes az NMDA receptorokat gatolni, fesziiltségfiigé médon,

csatorna-blokk mechanizmussal (Sernagor et al., 1989). A vizsgalatot Kiterjesztettiik a szelektiv szerotonin visszavétel gatlé (SSRI)

fluoxetinre. A munka els6 l1ényeges eredménye, hogy a (szelektivebbnek tartott) SSRI vegyilet koriilbelil ugyanolyan hatékonyan
gatolta az NMDA receptor aktivaciojat. A masodik, meglep6 eredmény, hogy a két antidepresszans gatlasanak mechanizmusa
gyOkeresen eltér egymastol: A fluoxetine esetében nem beszélhetlink csatorna-blokkrol. Ezt a kdvetkezé adatok tamasztjak ala:

1. A desipramine altal okozott gatlas hatérozottan fesziiltségfiiggd volt, mig a fluoxetine &ltal okozott gatlas nem. A
feszlltségfliggés a Woodhull egyenlettel szamszeriisithets: a fesziltségfliggés mértékébol szamolhat6 6 érték a kdthely
elektromos mezén beliili lokalizaciojat becsili (vagyis, hogy a poruson belil milyen mélyen talélhat6 a két6hely; 0 érték jelzi a
killsé-, 1 érték a belsé membrénfelszint). A kapott értékek: a klasszikus nyitott csatorna blokkolé Mg®* esetén: 0.71, desipramine-
nal: 0.44, fluoxetine-nél: 0.01.

------

volt fesziiltségfliggo.

3. Magnézium jelenlétében a desipramine nem volt képes médositani a disszociacids kinetkat (vagyis valdsziniileg nem volt képes
bejutni a kdtohelyére). A fluoxetine esetében a magnézium jelenlétében alkalmazott fluoxetine szignifikansan lelassitotta a
disszociacids kinetikat, ami arra utal, hogy a receptorok egy részében a fluoxetine magnézium jelenlétében is képes volt
kotohelyére jutni.

A hatasmechanizmusban megfigyelt kiilénbség tébb pusztan elméleti érdekességnél. Az NMDA receptoroknak kiemelt szerepe van az

agyi plaszticitasban (mint példaul a tanulas, a memdria folyamatok, vagy az agy ontogenezise) Plaszticitasi folyamatként foghato fel

tobb kozponti idegrendszeri betegség, mint példaul a depresszié kialakulasa is, és az antidepresszans hatasara tértént javulas is. Az

NMDA receptorok fiziologias allapotban fesziiltségfiiggéek, mivel a magnéziumionok in vivo megtalalhatok az extracellularis

folyadékban, igy a receptorokat negativ membranpotencial értékeknél gatolt allapotban tartjak. A fluoxetine, a desipraminnal szemben

képes magnézium ionok jelenlétében is a receptorhoz kétni, és gatlé hatdsa megmarad depolarizalt allapotban is. A depolarizalt
allapot kiilonleges jelentéségii az NMDA receptor esetében: Hiéba roppant nagy a receptor Ca”* permeabilitasa, egyszerii aktivacio
soran a Mg?* blokk miatt nem képes vezetni. Ha azonban az aktivacioval egyidejiileg a membréan depolarizalodik, az NMDA
receptoron keresztiil nagy mennyiségii Ca?* ion képes bearamlani a sejtbe, ami aztan maradandé valtozasokat indukal. Ezen alapszik
az NMDA receptor koincidencia-detektor tulajdonsaga (amit a tarsitasos tanulas alapjanak gondolnak).

Az eredmények publikalasa idén, vagy — rosszabb esetben — jovo év elején fog megtdrténni.
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