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1. BEVEZETES

A pszichiatriai, neurologai elvaltozasok kialakulasat gyakran kiséri, illetve
megelézi a kognitiv  funkciok romlasa. A depresszid, a szorongasos
megbetegedések, a szkizofrénia az eurdpai, észak-amerikai tarsadalmakban magas
prevalenciaval jelentkez6, sok esetben élethosszig tartd betegségek. Ezeknek a
korképeknek a gyogyitasa soran a lelki-érzelmi életet esetenként sulyosan érinté
hatasok kezelésén kivil a gondolkodasban, tanulasban, memoariaban bekdvetkezd
romlas megallitasa, esetleges megforditasa is terapias cél (lehet). Traumas
események (stroke), illetve epilepszia, okozhatjak a kognitiv funkciok gyors, illetve
fokozatos romlasat. A megnovekedett atlagos élettartammal pedig megndvekszik
olyan, az idegrendszer elfajulasaval jar6 betegségek (Alzheimer-kér, Parkinson-kor,
Huntigton-kér, prion-betegségek, stb.) eléforduldsi aranya, amelyekben a kognitiv
miikodés is sulyosan karosodik. Mindezekbdl kdvetkezik, hogy a kognitiv folyamatok
gyogyaszati célzatu befolyasoldsanak igénye, és az eziranyu gydgyszerkutatasi
tevékenyseég jelentés mertéka.

A megfelel6é kognitiv miikddés fenntartdsaban szamos ingerilet-atvivé anyag
szerepe és azok kolcsdnhatasa ismert (glutamat, acetilkolin, GABA, szerotonin,
dopamin), ezért az elvaltozasok gyogyszeres kezelésének szamos neurotranszmitter
rendszer lehet a terapias célterllete. A felsoroltak kozil az EGIS Gyogyszergyarban
elsésorban a glutamaterg vegylletek kutatasaban és fejlesztésében vettem részt.

A glutamat (glutaminsav) az idegrendszer legjelentésebb, serkentd
neurotranszmittere, amely szamos, fent emlitett tlinetegylttesben kdzponti szerepet
jatszik. A kilonb6z8é glutaminsav receptor — és receptor alegység — specifikus
ligandok, agonistak, kompetitiv és nem-kompetitiv antagonista, negativ és pozitiv
allosztérikus modulatorok, transzporter gatlé vegyiletek felfedezésével lehetévé valt
a glutamaterg rendszer specifikus vizsgalata. Gyogyszerfejlesztési szempontbdl
pedig kezdettdl nagy varakozas kisérte a glutaminsav receptor ligandok fejlesztését,
és a — tobbek kozott a leromlott kognitiv funkciok javitdsanak reményét hordozé —
kisérletes és klinikai gyogyszerhatastani vizsgalatokat.

Az EGIS Gyogyszergyarban folytatott, glutamaterg vegytletekkel kapcsolatos
originalis gyogyszerkutatasban a fejlesztésbe kerult molekulaktol alapvetéen két
terlleten vartuk a kognitiv miikédés — kisérletes szempontbdl a tanulasi teszteken
mért teljesitmény — ndvekedéseét: a pozitiv allosztérikus AMPA receptor modulatorok,



valamint a glicin transzporter gatlé6 molekulak esetében. Ezen kivul felmerilt az EGIS
originalis vegyuletének, a deramciklannak mar korabban kozdélt NMDA receptor
antagonista tulajdonsaga kapcsan, hogy esetlegesen a memantinhoz hasonléan
prokognitiv tulajdonsaggal bir.

A gyogyszerfejlesztés soran indokoltta valt egy egyszerl, mégis elegendéen
informativ, nagy atereszt6-képességli in vitro moddszer bedllitasa, amellyel a
vizsgalando vegylleteket els6 korben szlrni lehetett. Mindehhez megfelelének tint a
csirke retinan mért tovaterjedé depolarizacié (spreading depression, SD), amely
AMPA receptor antagonistak gyogyszerfejlesztési célzatu tesztelésében régéta
alkalmazott médszer.

A vegyliletek kognitiv hatasanak in vivo vizsgalatara a targyfelismerés tesztet
valasztottuk, amely pozitiv és negativ megerdsitéstél mentesen, az éallatok spontan,
kérnyezetet felfedez6 (explorativ) tevékenyégét hasznélja ki, ezaltal a human
demencia folyamatat jobban modellezi.

A doktori értekezésben targyalt kisérleteket az EGIS Gydgyszergyarban

végeztem.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A glutamaterg ingeriilet-atvivé rendszer

Az L-glutaminsav (glutamat) a kdzponti idegrendszer legfontosabb, serkentd
ingerllet-atvivé anyaga. Az idegsejtek mintegy 60%-aban, szinte az Osszes
thalamokortikalis, kortiko-kortikalis és motoros neuronban a glutaminsav az
elsédleges neurotranszmitter (Nieuwenhuys, 1994). |degrendszeri serkentd hatasat
el6szor az 1950-es években irtak le eml6s agykéregben (Hayashi, 1954) és a
gerincvelében (Curtis és Watkins, 1960). Az azonban, hogy a glutamat az
elsédleges, serkentd ingerilet-atvivé anyag a gerincesek idegrendszerében, csak a
70-es évek végére valt nyilvanvaléva. Erre az id6re datélédik, hogy gerincvel6i
neuronokon végzett vizsgdlatokban, specifikus agonistak alkalmazasa alapjan
haromféle glutamat receptor meglétét feltételezték: N-metil-D-aszparaginsav
(NMDA), 2-karboxi-3-karboximetil-4-izopropenil-pirrolidin (kainat) és a-amino-3,5-
dioxo-1,2,4-oxadiazolidin-2-propansav (kviszkalat) receptorok (Davies és Watkins,
1981). A kviszkalatnal joval szelektivebb a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-
propionsav (AMPA) felfedezése, és glutamaterg agonista hatasanak leirasa (Hésli és
mtsai, 1983) vezetett oda, hogy ma az ioncsatorna-kapcsolt (ionotrép) glutamat
receptor csaladot NMDA, AMPA és kainat receptorokra osztjuk. Késébb kimutattak,
hogy a glutaminsav G-fehérjéhez kotott receptorokhoz is kapcsolddik, ezek alkotjak a
metabotrop glutamaterg receptorok csoportjat (Sugiyama és mtsai, 1989).

2.1.1. NMDA receptorok

A 90-es évek elsé felében végzett molekularis bioldgiai vizsgalatok soran irtak
le az ionotrép glutamaterg receptorok szerkezetét (Hollmann és Heinemann, 1994).
A nativ ionotrép glutaminsav receptorok altalaban négy, esetenként 6t alegységbdl
felépiils, tobbféle alegységbdl Osszealld (heterotetramer vagy heteropentamer)
szerkezetet vehetnek fol (Kew és Kemp, 2005). Az alegységek 3 transzmembran
(m1, m3, m4) doménbdl, és egy intracellularisan visszahajlé hurokbdl (m2) épulnek
fel. Ez utébbinak van szerepe az ioncsatorna kialakitasaban. Az egyes alegységeken
belil az m1 transzmembran doménhez kapcsol6dé (D1), valamint az m3 és m4
domének kozotti extracellularis (D2) szakaszokon talalhato régidk (S1 és S2) képezik

az agonista koétéhelyet (Dingledine és mtsai., 1999, Sun és mtsai, 2002) (1. abra).



Az NMDA receptorokat jelenlegi ismereteink szerint 7 alegység alkothatja:
NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A, NR3B. A mikédoképes NMDA receptorok
altalaban négy vagy ot alegységbdl éplinek fel, és heteropentamerek: rendszerint
két NR1, és egy vagy tobb NR2 alegység szikséges a felépitésiikhoz.
Kationcsatornaként funkcionalnak, a transzmembran domének altal alkotott poérus
Ca®" és Na'-ionokra permeabilis. Az NR2 alegységekhez kotédik a glutaminsav, az
NR1 és NR3 alegységhez pedig (glicing kotéhely) az NMDA receptoron koagonista
tulajdonsaggal rendelkezé glicin kapcsolddik (Anson és mtsai.,, 1998). A glicin
6nmagaban nem aktivalja a receptort, de a glutamat jelenlétében befolyasolja az
ioncsatorna  nyitasi-zarasi  kinetikajat. Béka (Xenopus laevis) petesejtben
mesterségesen kifejezett NR1/NR3 6sszetételi NMDA receptorok aktivalasahoz nem
volt szikség glutaminsavra, a glicin dnmagaban elegendd volt a kationaram
indukalasahoz (Chatterton és mtsai., 2002), de NR3 alegységet expresszalo
idegsejtekben még nem figyeltek meg serkentd glicin receptorokat. Az eléagyi
terlleteken leginkabb az NR2A és NR2B alegységek fejezédnek ki, NR2C alegység
nagyrészt a kisagyi szemcsesejtekben talalhatd. Az NR2D és NR3 alegységek
els@sorban a korai fejl6dés soran mutathatdk ki az agyban, NR3B alegység jelenlétét
pedig az agytorzsi és gerincvel8i mozgaté idegsejtekben mutattak ki (Nishi és mtsai.,
2007).

Az NMDA receptor mikodése egyedi a ligand-kotott ioncsatornak kozott;
tulajdonképpen a Hebb-féle szinapszis mikodéséhez hasonld. Az ionateresztd porus
nyitdsahoz egyrészt sziikséges az agonistak (L-glutaminsav és L-glicin vagy D-
szerin) egyidejli jelenléte. Ugyanakkor a posztszinaptikus membrannak is
depolarizalt allapotban kell lennie ahhoz, hogy a nyugalmi allapotban az ioncsatorna
belsejéhez kot6dd, élettani csatorna blokkold, a M92+ levalasaval az ioncsatorna
megnyiljék. Az NMDA receptorokon atfolyd kationaram a serkentd posztszinaptikus
potencial (EPSP) késébbi, lassabb szakaszaért felelds. A receptor Ca**-atereszté-
képességének kulonds szerepe van az idegrendszer fejlédésében, valamint a
neurotoxicitas folyamataban is. Az NMDA receptorok mikdédése meghatarozo a
szinaptikus plaszticitas alapjat képezd tartés potencirozas (long term potentiation:
LTP) kialakulasaban, mig az AMPA receptorok az LTP fennmaradasaért felelések. E

folyamatokban betdltott szerepiket részletesebben taglalom a 2.2 fejezetben.



1. dbra Az NMDA receptor sematikus felépitése és kotéhelyei
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2.1.2. AMPA receptorok

Az AMPA receptorokat négyféle alegység képezheti (GluR1, GluR2, GIuR3,
GluR4). Az igy felépiilé ioncsatorna Na', ill. Ca®* atereszt6-képességgel rendelkezik.
A GluR2 alegység megléte kritikus a Ca®" atereszt6-képesség szempontjabdl: a
GluR2-t tartalmazé AMPA-receptorok nem Ca®'-permeabilisak. Az m3 és m4
domének kozotti hurkon taldlhaté egy filogenetikailag konzervativ régid, melyet
kétféle génszakasz kddolhat. A végleges aminosav szekvenciat a transzkripciot
megelézéen az mRNS érésekor az un. alternativ dsszevagas (splicing) hatarozza
meg. Igy a természetben ugyanazon fehérjeszakasz minden AMPA alegység esetén
két formaban (flip és flop) fejezédhet ki (Sommer et al. 1990). A két véltozat eltér a
receptor deszenzitizaci6 mértékében, vagyis abban, hogy az agonistanak a
receptorhoz valé kétédése ellenére milyen gyorsan és milyen mértékben csokken az
ionatereszt6-képesség. Ezen kivlil mas affinitast mutatnak a két varians irant az
AMPA receptor allosztérikus modulatorai — azok a vegylletek, amelyek az
extracellularis doméneken az agonista koétéhelyétél kiulonbdzd  terulethez
kapcsolédva befolyasoljak az ioncsatorna kinetikajat (2. abra) (b&vebben lasd a
6.1.1. fejezteben). A GIuR2 és GluR4 alegységek esetében tovabbi, intracellularis
splice variansok léteznek, amelyeknek feltehetéen a sejten bellli fehérjek kozotti
kapcsolatok kialakitasaban jatszanak szerepet (Dingledine és mtsai.,1999). Jollehet

az AMPA receptorok a glutamat irant alacsonyabb affinitast mutatnak, mint az NMDA



receptorok, azonban gyorsabb kinetikajuak, és az EPSP kezdeti, gyors
komponenséért felelések. Specialis tulajdonsaguk az agonista hatasara torténé
gyors aktivalédas (ioncsatorna nyitas), az agonista levalasara gyors deaktivalodas
(ioncsatorna zarodas) és a gyors deszenzitizalédas: az agonista jelenlétében 1-2 ms
alatt lecsokken az ionatereszté-képességik, vagyis az ioncsatorna részlegesen zarul
(Clements és mtsai., 1996). E tulajdonsagaik alkalmassa teszik az AMPA

receptorokat a gyors idegi impulzusok kozvetitésére.
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2.1.3. Kainat receptorok

A kainat receptorokat 6tféle alegység alkothatja (GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA-1,
KA-2. A nativ receptorok mind hetero-, mind homotetramer formaban el6fordulnak. A
A GIuR5-7 alegységek képezhetnek miik6dé homomer receptorokat, de ezekhez az
alegységekhez a kainat alacsonyabb affinitassal kotédik. A KA-1 és KA-2 alegységek
nem képeznek funkcionalis homomer ioncsatornat, ellenben a kainatot nagy
affinitassal kotik (Hollmann és Heinemann, 1994). A kainsav az AMPA receptorokhoz
kotédve nem deszenzitizalodé aramot indukal, azaz kainsav jelenlétében az AMPA
receptor ioncsatornaja nyitott allapotban marad. Ezzel szemben a kainat
receptorokon a kainsav gyors, néhany ms alatt bekévetkezd deszenzitizaciot okoz. A
szelektiv, 2,3 benzodiazepin tipusi AMPA receptor antagonistak felfedezése
(Rogawski, 1993; Tarnawa és mtsai., 1989; Tarnawa és Vizi, 1998; Zorumski, 1993)

hozott igazi attdrést a kainat receptorok élettani mikddésének vizsgalataban. Ezek a



vegylletek lehetévé tették az AMPA aramok szelektiv gatlasa révén a kainat aramok
mérését (Paternain és mtsai.,, 1995, Lerma és mtsai, 2001). A szelektiv, kainat
receptoron pozitiv allosztérikus modulator hatasu concanavalin A, amely csokkenti a
kainsav hatasara kialakul6 gyors deszenzitizacioét (Partin és mtsai, 1993), szintén
széles korben hasznalt vegylletté valt a kainat receptorok vizsgalataban. A kainat
receptorok mindenitt el6fordulnak a kozponti idegrendszerben, de az egyes
alegységek megjelenése a kilonb6zd régiokban nagy eltérést mutat, és azonos
terlileten is eltéré lehet a kiilonb6zd sejttipusokon. A GIuR5 eléfordulasa jellemzé a
halantéklebenyben, és az amygdaldban GIuR5 agonista vegyllettel epileptikus
aktivitas valthaté ki (Rogawski és mtsai, 2003). Szamos in vitro és in vivo vizsgalat
megerdsiti a kainat receptor feltételezett szerepét a status epilepticus kialakulasaban
(Lerma és mtsai, 2001). A hippokampuszban a GIuR5 alegység nagy mennyiségben
fejezddik ki az interneuronokon, mig a GIuR6 alegység inkabb a CA3 régi6 fosejtjein
mutathaté ki. A tanuldas és memoria bizonyos szakaszaiban medfigyelhetd,
hippokampalis y-oszcillacié szabalyozasaban eltér6 médon vesz részt a GIuRS5 és
GIuR6 alegység: a GIuR5 alegység hianya novelte, mig a GIuR6 hianya gatolta a
kainat altal kivaltott epileptikus tizelési mintazatot (Fisahn, 2005).

2.1.4. Metabotrép glutamat receptorok

A G-proteinnel kapcsolt metabotrép receptoroknak ezidaig 8 csoportja lett
azonositva (mGIuR1-8), amelyek az aminosav szekvencidban kimutathaté
hasonlésadg és a farmakoldgiai tulajdonsagok alapjan harom f6ébb csoportra
oszthaték. Az I. csoport (mMGIuR1 és mGIuR5) a Gy/G4; fehérjéhez kapcsolddva
foszfolipaz-C enzim aktivalasaval ndveli az intracellularis Ca?"-szintet, a Il. (mGIuR2,
mGIuR3) és lll. (MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8) csoport a G/G, fehérjéhez
vald kotdédésen keresztll az adenilat-ciklaz gatlasaval csokkenti a ciklikus-AMP
szintet. A 1l. és Illl. csalad tagjai farmakologigjukban kuilénbéznek egymastol
(Schoepp és Conn, 1993). Az mGIuR6 alegység a retina bipolaris sejtjein talalhaté
(Nakajima és mtsai., 1993), a tobbi alegység mind idegsejteken, mind gliasejteken
kimutathatd. Az idegsejteken 1évé |. mGIuR csalad leginkébb posztszinaptikusan, a
szomatodendritikus terlleteken, mig a Il. és lll. csalad féleg preszinaptikusan, az
axonon és axonterminalison helyezkedik el (Kew és Kemp, 2005). A metabotrop

glutamat receptorok kozvetlenll befolyasolhatjdk a szinaptikus transzmissziét a



lassu, serkenté posztszinaptikus potencial kivaltasaval, élettani hatasuk azonban
inkdbb — mind a pre-, mind a posztszinaptikus oldalon — az idegsejtek
ingerelhetéségének szabalyozasan keresztll jelentkezik. Az mGIuR csalad tagjai
kulcsfontossaguiak a glutamat okozta neurotoxicitasban és a szinaptikus plaszticitas
fenntartasaban (Pin és Duvoisin, 1995). Az |. csoportba tartozd preszinaptikus
receptorok aktivacidja serkenti (Schwartz és Alford, 2000), a Il. és lll. csoportba
tartozoké csokkenti (Allen és mtsai., 1999) a Ca®* és glutamat felszabadulast, ezaltal
eltéréen hatnak az NMDA receptorok miikodésére és az LTP kialakulasara (Grassi
és mtsai.,, 2002). A metabotréop glutamaterg receptoroknak az NMDA receptor
jelenleg is kutatasok targyat képezi (pl. Neyman és Manahan-Vaughan, 2008, lasd
2.2. fejezet).

2.1.5. Aminosav transzporterek

Glutaminsav transzporterek

Az emlbs idegrendszerb6él 6t glutaminsav transzportert klonoztak a
plazmamembranbdl (EAAT1-5). Az EAAT1 és EAAT2 fordul el6 a legnagyobb
mennyiségben, a glutaminsav Ujrafelvételt legnagyobb mértékben ezek végzik, szinte
kizarolag az asztrogliasejtekben talalhatok. Az EAAT1 a kisagyban, mig az EAAT2
els@sorban az elbagyi tertileten fordul elé. Az EAAT3 idegsejtekben mutathato ki, az
EAAT4 szintén (ez utobbi a kisagyi Purkinje-sejtekben). Az EAAT5 pedig a retinaban,
a Miller gliasejtekbe torténd glutaminsav visszavételért felel6s. A transzporterek
Na*/K*-fliggé elektrogén ionpumpak. Az EAAT2(GLT-1) esetében kimutattak,hogy
egy glutamat anion szallitasaval egyidejiileg 3 Na* és 1 H" Iép be a sejtbe, mig az
ellenkezd iranyban egy K* kilépése torténik meg (Levy és mtsai, 1998). A szinaptikus
vezikuldk membranjaban haromféle transzportert irtak le (VGLUT1-3), amelyek
miikédése a H'-gradienstél fligg (Shigeri és mtsai, 2004). A plazmamembranban
talalhatd transzporterek nem szelektivek a glutaminsavra, D- és L- aszpartatot is
szallitanak, mig a vezikularis transzporterek csak L-glutaminsavat vesznek fel. A
vezikularis transzporterek feladata a glutamat gyors kilritésének biztositasa, ezzel
szemben a plazmamembran transzporterek a glutamatnak a szinaptikus résbdl
tortén6é gyors eltavolitdasaban mikodnek kozre, a gyors és hatékony Ujrafelvétel

révén megakadalyozva, hogy a glutaminsav excitotoxikus hatast fejtsen ki (Beart és



O’Shea, 2007). Kiildbnbség van azonban a gliasejten talalhatd és az idegsejten lévé
glutaminsav transzporterek funkcioja kdzoétt. Amig a glialis transzporterek f6 feladata
a glutaminsav visszavétele, bizonyos szinapszisokban, kiilondsen a kisagyban, ahol
sok extraszinaptikus glutamat receptor helyezkedik el, addig a neuronalis
transzportereknek az ingertlet-attevédés szabalyozasaban is szerepe van. Ezekben
a szinapszisokban kimutattak, hogy az EAAT4 miikodése a kisagyi Purkinje sejteken
limitalja a metabotrép glutamat receptorokon keresztili jelatvitelt (Wadiche és Jahr,
2005) és a kisagyi neuronalis transzporterek gatlasa facilitalja az mGIuR receptorok
altal szabalyozott LTD-t (Brasnjo és Otis, 2001).

Glicin transzporterek

A glicin transzportereknek (GlyT) két formaja ismeretes, a GlyT1 és GlyT2,
amelyek Na'/CI'-fligg6é hordozé molekulak. A GlyT2 a gétl6 glicinerg szinapszisokban
a preszinaptikus idegvégzddésen talalhatod, és elsédleges funkcidja a glicin felvétele
a preszinaptikus idegvégzddésbe, ezaltal a szinaptikus vezikulak feltdltésének
elésegitése. A GlyT1 pedig a glutamaterg serkenté szinapszisokban mutathaté ki
preszinaptikusan, ill. mind a gatld, mind a serkent6 szinapszisokat kornyezdé
gliasejteken (Cubelos és mtsai., 2005). F6 feladata a glicin eltavolitdsa a szinaptikus
résbél, ezaltal a glicin mennyiségének szabdlyozasa, hogy az a posztszinaptikus
NMDA receptorokon a telités szintje alatt maradjon (Eulenburg és mtsai., 2005). A
GlyT2 esetében egy glicin szallitasaval egyidejiileg 3 Na*/Cl" kotranszportja térténik,
mig a GlyT1 2 Na*/CI" szallitasat végzi a glicinnel egyiitt (Roux és Supplisson, 2000).
Ezzel van 6sszefliggésben, hogy a GlyT2 egy iranyba, az axonterminalisba szallit
glicint, ezzel szemben a GlyT1-en keresztuli glicinszallitas kétiranyu lehet a
membranpotencialtél, az iongradienstdl és a szubsztrat-koncentraciétol fliggben
(Supplisson és Roux, 2002). Normal esetben a GlyT1 a dglicint eltavolitia a
szinapszisbdl a gliasejtekbe. Szallithat azonban az ellenkezé iranyba is, ilyenkor a
glicin felszabadul a gliasejtekbdl, és megemelkedik a szintje a szinapszisban. A
GlyT1-nek eddig hat izoformajat (GlyT1a-f) azonositottak, ezek mind a gliasejtek,
mind a neuronok membranjaban kimutathaték (Yang és Svensson, 2008). Tébb
allatfajpan kimutattak a GlyT1 jelenlétét a retinaban is (Pow és Hendrickson, 1999).
A GlyT1 gatlé vegylletek serkentik az NMDA receptorhoz kapcsolhaté szinaptikus

plaszticitast (lasd 2.4.2. fejezet). Szelektiven az agykérgi és hippokampalis
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idegsejtekben GlyT1 hianyos (knockout) egerekbdl szarmazd agyszeleteken meért
serkentd posztszinaptikus aram (EPSC) NMDA komponense megndvekedett, és az
egerek kuloénb6zé tanulasi modellekben a vad tipushoz képest jobban teljesitettek
(Yee és mtsai., 2006).

2.2. A glutamaterg rendszer és a kognitiv funkciok kapcsolata

A kulvilaggal valo kapcsolatot, a kdrnyezeti ingerekre adott megfeleld, adaptiv
valaszokat az emlékezet és a kognitiv mechanizmusok alapvetéen hatarozzak meg.
Az Uj ismeretek megszerzését, a tanulast kovetéen a tapasztalatok, informaciok
el6hivasa, az emlékezés a lejatsz6dd folyamatok idSbelisége szerint két részre
oszthatd: a rovid tavd vagy munkamemoria az Gj informaciok gy(jtésében jatszik
szerepet, a begyUjtott informacioé rogziiléséért pedig, rendszerezés és kddolas utan a
hosszu tavu memodria a felels. A hosszu tavd memoria részét képezi az — allatokban
nagyobb jelentéséggel bir6 — procedurdlis vagy implicit (tanult mozgasokhoz,
magatartashoz, tevékenységhez koétédd), valamint a deklarativ vagy explicit (adatok,
tények, szituaciok, események tarolasat és felidézését végzd) memoria. Bar a
magasabb kognitiv funkciok nehezen mérhetéek allatkisérletekben, az 0Osszetett
folyamatok — kisérletes kortilmények kozott, allatokban is jol modellezheté — elemi
tanulasi folyamatokon alapulnak, amelyek lehetnek nem tarsitason alapuldk
(habituacio, szenzitizacid) és tarsitason alapuldk (asszociativak). Az asszociativ
tanulas klasszikus modellije a pavlovi kondicionalas: feltételes inger (hang, fény) +
feltétlen inger (jutalom, blintetés) — feltételes reflex. Az operans kondicionalas soran
a feltételes ingert az allat altal végrehajtott, tanult cselekvéssor jelenti.

A tanulds és memoria kilonféle formaiban kilonbdz6 agyteriiletek érintettek.
A munkamemoria — az a képesség, hogy bizonyos informacidkat révid idén belil
wonline” feldolgozva azonnali dontések szilethessenek — elsésorban a prefrontalis
kéreg és a hippokampusz feladata (Goldman-Rakic, 1987). A hippokampusz a térbeli
és id6ébeli memaria kialakulasaban is kozponti szerepet jatszik.

Az informacid-feldolgozas alapjat a kilénboz6 agyterileteken hasonlé sejt- és
molekularis szintli folyamatok adjak. A leginkabb tanulmanyozott jelenség a
hippokampalis serkent6 szinaptikus plaszticitas, amelynek kialakulasaban az NMDA
receptorok jatszak a f6 szerepet (Davis és mtsai., 1992, Huerta és mtsai., 2000;

McHugh és mtsai., 1996; Morris és mtsai., 1986, Nakazawa és mtsai., 2002; Tang és
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mtsi.,, 1999, Tsien és mtsai, 1996) A Hebb-féle — a szinaptikus kapcsolat
er6sodéséhez a pre- és posztszinaptikus sejt egyidejl aktivitasat feltételezé — modell
(1949) sejtszintli alapjai feltehetéen a szinaptikus attevédés hatékonysaganak
hosszutavu potencirozasa (long term potentiation: LTP) (Bliss és Collingridge, 1993)
és hosszutavu csokkenése (long term depression, LTD) (/to, 1986) jelenségében
kereshetdk. Az LTP jelenségét el6szor a hippokampuszban irték le (Bliss és Lomo,
1973), de késbbb bebizonyosodott, hogy nem csak a hippokampuszra jellemzé. A
memoria és tanulds bizonyos formai, valamint a Hebb-féle (NMDA receptor fliggd)
LTP kozott ez utébbinak két jellemzdje, az asszociativitas (a szinapszisban részt
vevé mindkét idegsejt egylittes és egyidejii aktivitdsa) és az input specifikussag (az
idegsejtnek nem az Osszes szinapszisa, csak az aktivalt szinapszis(ok) mikodése
valtozik) alapjan lehet analogiat felallitani. Koran felismerték a glutamaterg rendszer
szerepét a szinaptikus plaszticitasban, és a részletes vizsgalat feltarta a glutaminsav
receptor tipusok eltér6 szerepét az LTP és LTD kialakulasaban. Hippokampusz
szeletben az NMDA antagonisa AP-5 (2-amino-5-foszfovaleriansav) gatolta az LTP
kialakulasat (Collingridge és mtsai., 1983). Kisagyi Purkinje sejtekben az LTD
indukalhaté az AMPA (kviszkalat) receptorokon keresztil (Kano és Kato, 1987), az
entorhinalis kéregben in vitro kivaltott LTD pedig gatolhat6 NMDA antagonistaval
(Kourrich és Chapman, 2003). A kainat receptorok is kozremikddnek a
hippokampalis LTP (Contractor és mtsai., 2001), illetve LTD (Park és mtsai., 2006)
kialakulasaban és fennmaradasaban. Metabotrép glutamaterg ligandokkal alegység-
fuggben befolyasolhaté a hippokampalis LTP és LTD. Nagy frekvenciaju ingerléssel
kivaltott LTP, illetve alacsony frekvencidju ingerléssel kivaltott LTD kialakulasat és
fennmaradasat gatoltdk az ingerlés el6tt adagolt mGIuR1 és mGIuR5 specifikus
antagonistak. Ingerlést kovetéen adva azonban csak az mGIuR5 antagonista
csokkentette az LTP ill. LTD kés6i fazisat (Neyman és Manahan-Vaughan, 2008).
Morris és munkatarsai (1986) irtak le el6szdr, hogy NMDA antagonista (AP-5),
az LTP-t gatldé doézistartomanyban, agykamraba adagolva rontotta patkanyok térbeli
memorigjat vizi utvesztében. A hippokampalis NMDA receptorok gatlasa rontotta a
kdnyezeti tényez6k (kontextus) és a félelmi reakcié kozti asszociacio kialakulasat is
(Young, 1994). AMPA receptor pozitiv allosztérikus modulator hatasu vegyiilettel

labirintus teszten (Staubli és mtsai., 1994). Késébb az is nyilvanvaldva valt, hogy a
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glutaminsav receptorok mikédése mas agyterlleteken és mas memoria-
folyamatokban is elengedhetetlen (Robbins és Murphy, 2006).

Miutan a glutamat szerepe a memodria-folyamatokban egyértelmien
igazolédott, felmerllt a kérdés, hogy milyen szerepet jatszanak az egyes
receptortipusok a tanulas egymast kovet6 fazisaiban: az emléknyom bevésésében,
megerdsitésében (konszolidaciéjaban) és el6hivasaban. Ennek vizsgalatara
alkalmas egy egyszeri tanulasi paradigma, ahol a tanulasi kisérletet bizonyos id6
eltelte utan a megtanult emlék visszahivasanak mértékét teszteld kisérlet koveti. A
vizsgalati anyag beadasa torténhet 1. a tanuldsi szakasz (bevésés) elétt; 2. rovidebb-
hosszabb idével a tanulasi teszt utan (megerdsités alatt); 3. az emlékezés mértékét
vizsgald kisérlet (el6hivas) el6tt. A kiilonboz6 tanuldsi elrendezéseken alapuld
legtdbb vizsgalat egységes abban a tekintetben, hogy mind az NMDA, mind az
AMPA receptornak kiemelt szerepe van a bevésés szakaszaban. A megerésitést és
elbhivast illetéleg azonban ellentmondéak az eredmények. A kompetitiv. NMDA
receptor antagonista AP-5 hippokampalis infuzidja patkanyban rontotta a térbeli
memoria bevésését és konszolidaciojat, de az el6hivasra nem volt hatassal (Bast és
mtsai., 2005). Egy Ujabban megjelent kdzleményben a nem kompetitiv antagonista
ketamin a bevésés, illetve az el6hivas elétt adagolva rontotta a patkanyok
teljesitményét nyolckaru labirintusban, ellenben a megerdésités alatt nem volt negativ
hatassal a tanulasra (Chrobak és mtsai., 2008). AMPA receptor szelektiv antagonista
infuziéja a dorzalis hippokampuszba ugyanakkor a térbeli memoria kialakulasat
mindharom fazisban csokkentette (Riedel és mtsai., 1999). Az AMPA és NMDA
receptorok ugyanilyen médon vesznek részt egyéb — hippokampusztél fiiggé és
fuggetlen — tanulasi formakban. Egy tarsitdsos tanuldsi vizsgalat soran az NMDA
receptor gatlasa a hippokampuszban az iz-hely asszociacio bevésését gatolta, de
el6hivasat nem, az AMPA receptor blokkolasa viszont mindkét szakaszban rontotta a
tanulast (Day és mtsai., 2003).

Szamos kisérletes és klinikai vizsgalatban, irtasos, ill. agyi aktivitast méré
kisérletekben a 80-as évek elején mar igazoltak, hogy a vizualis targyfelismerés,
amely kifejezetten romlik Alzheimer betegségben, valamint szkizofrén betegekre is
jellemzé a megvaltozasa, elsésorban a ventromedialis temporalis lebeny egy
specifikus terllete, a perirhinalis kéreg mikddéséhez kotédik. (Buckley és Gaffan,
1998; Macko és mtsai., 1982; Meunier és mtsai., 1993, Srebro, 1985). Az utobbi

években tobb kdzlemény jelent meg, amely glutamaterg ligandok hatasat targyalja a
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felismerési memoria kialakulasanak kilénb6z6 szakaszaiban. Patkanyokon végzett
targyfelismerés tesztben azt talaltak, hogy a perirhinalis kéregbe infundalt AP-5
gatolta a mar korabban latott targy felismerését, ha a bevésés el6tt, vagy a
konszolidacio alatt (kdzvetlenil a bevésési teszt utan) tértént az adagolas. Az elébbi
esetben azonban az AP-5 infuzidja csak a hosszu tavu (180 perc retencié utan mért)
memoria kialakulasat akadalyozta meg, a rovid tavura (5 perc retencié) nem volt
hatassal. A CNQX ugyanilyen korilmények kozott gatolta a targyfelismerést mind a
bevésés el6tt, mind a konszolidacié alatt, mind az emléknyom el6hivasa el6tt
adagolva. A bevésés el6tti CNQX infuzi6 a rovid- és hosszutdvi memoria
kialakulasat egyarant megakadalyozta (Winters és Bussey, 2005). Az NMDA és
AMPA receptorok fontossagat a bevésés folyamataban tébb mas tanulmany is
alatamasztja, azonban a konszolidaciéban és el6hivasban betoltétt szerepuket
illetéen nem egységes a szakirodalom (bévebben lasd 6.2. fejezet)

Fontos felismerés volt a tanulasi folyamatok élettani hatterének felderitésében
az a tény, hogy a feltételes inger — feltétlen inger kondicionalas soran kialakuld
asszociacié kioltdsa (extinkcidja) nem egyszer( felejtési folyamat, hanem aktiv
tanulast feltételez, amelyben a glutamaterg rendszer is részt vesz. (Bouton, 2001).
NMDA receptor antagonistak lassitjak a kondicionalt félelmi valasz kioltasat (Falls,
1992), az NMDA glicin kdtéhelyen agonista hatasu D-cikloszerin szisztémas vagy az
amygdalaba torténé adagolasa viszont serkentette a félelem extinkcidjat félelem
indukalta megrezzenés tesztben (Walker, 2002). A human szorongasos koérképekben
(panikbetegség, poszttraumas stresszbetegség), amelyekben egy averziv ingerrel
tarsult tulzott félelmi valasz, kéros szorongas all fenn, igéretes terapias lehetéséget
kinal a kéros asszociacio kioltasanak serkentése a glutamaterg neurotranszmissziot
serkenté szerekkel. Kisérletes eredmények vannak arra vonatkozoélag, hogy egy
tanult félelmi valasz kioltasanak el6segitése D-cikloszerinnel nemcsak az adott
feltételes valaszra, hanem egy masodik ingerre vonatkozolag is lecsokkentette a
kioltas idejét, tehat az NMDA receptor miikédés serkentése nemcsak specifikusan,
hanem altalaban fokozta a félelmi valasz kioltasat (Ledgerwood, 2005).
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2.3. Neuropszichiatriai kérképek és a glutamaterg rendszer

A kognitiv miikddés zavara sokféle koroki tényezére vezetheté vissza. Az un.
disszociativ zavarok esetében a memdria hianyosan mikodik, de nincs nyilvanvalé
fizikai oka a rendellenességnek. Gyakori azonban a sulyos pszichés trauma az ilyen
esetek hatterében. Az organikus eredetli emlékezetzavarok esetében szervi, szdveti
elvaltozasok mutathatok ki. A demencidkban rendszerint az élettani miikodés
fokozatos (térbeli és idébeli) romlasaval talalkozunk. Mind a meméria, mind a
kognitiv készségek jelentdsen romlanak. A funkcidék (absztrakt gondolkodas,
itél6képesség, nyelvkészség) kozil egy vagy tobb sulyosan karosodik, megvaltozik a
beteg személyisége; viselkedése és érzelmi élete is.

A glutamaterg rendszer mikodésének megvaltozasa, lévén a legfontosabb
serkenté ingerulet-atviteli rendszer a kozponti idegrendszerben, szamos
tinetegyuttesben szerepelhet koroki tényezéként. A glutamat receptorok — ill. ezen
receptorokkal rendelkezé idegsejtek — szamaban, felépitésében, szerkezetében
bekovetkezett valtozasok gyakran jarnak a kognitiv funkcidk kisebb-nagyobb foku
megvaltozasaval. A tovabbiakban néhany betegségre szeretnék kitérni, amelyekben
a kognitiv mikodés zavaraval, mint jelentés koéroki és/vagy tuneti tényezével
szembesul a beteg és kérnyezete, és amelyek terapiaja nem teljes értékl a kognitiv
funkciok javitasa nélkul, ill. egyes esetekben a f6 szempont a kognitiv mikodés

helyreallitasa, de legalabb a romlas folyamatanak lassitasa.

2.3.1. Szkizofrénia

A szkizofrénia (pszichdzis) az atlagnépesség kb. 1 %-at érintd betegség,
amelynek jellemzéje a személyiség alapvetd zavara, a gondolkodas jellegzetes
torzulasa, bizarr téveszmék sora, percepciés zavar, és a realitassal valé kapcsolat
romlasa. A szkizofrén tlnetegylttesben a pszichés mikddés szamos terileten
érintett, alapjaban véve azonban megkulénbdztethetiink pozitiv (hallucinaciok,
téveseszmék, valosag-érzékelés megvaltozasa, gondolatok elidegenedése és
befolyasoltsag érzése), negativ (érzelmi elsivarosodas, mimika elszegényedése,
anergia, apatia, anhedonia, szocialis és szexualis aktivitds csokkenése), és kognitiv
tineteket. Ez utébbiak jelentésége egyre inkabb el6térbe kerdl, mert altalaban — a

negativ tlinetekkel egyltt — megel6zik a pszichotikus tiinetek megjelenését, az id6
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elérehaladtaval viszonylag allandoak, a pszichozis elmulta utan is fennmaradnak, a
klasszikus antipszichotikus kezelés pedig csekély mértékben befolyasolja a kognitiv
tineteket (Young és mtsai, 2009). Idézett szerzdk els6sorban kisérletes
gyogyszerhatastani szempontbdl targyaljak az Egyesiilt Allamokbdl 2004-ben indult
MATRICS (Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in
Schizophrenia) kezdeményezést (Marder és mtsai., 2004). A MATRICS céljai kozott
szerepel tobbek kozott, hogy a skizofrénia hathatés gyogykezelése érdekében a
kognitiv funkcidk javitasat, mint terapias célt, dsszehangoltabban és célzottabban
lehessen vizsgalni a klinikai és kisérletes gydgyszerhatastani vizsgalatokban. Ennek
érdekében a szkizofréniara jellemz6 kognitiv elvaltozasokat 7 csoportba osztottak:
informacio-feldolgozas sebessége; figyelem/éberség; verbdlis és nemverbalis
munkamemoria; verbalis tanulas; vizualis tanulas; problémamegoldas; érzelmi
intelligencia/szocialis  kognici6. A MATRICS magyarorszagi kiprobalasaval
kapcsolatos tapasztalatokrol, a tesztrendszer klinikai diagnosztikai vonatkozasairdl,
hazai korilmények kozott vald alkalmazhatésagarol két évvel ezelétt jelent meg
ismertetd (Komlési és mtsai, 2007).

A betegség patomechanizmusaban tobb neurotranszmitter rendszer érintett,
elsédlegesen a dopaminerg rendszer, de egyre tobb bizonyiték szdl a szkizofrénia
glutamaterg eredete mellett is. A dopaminerg hipotézist tamogatja, hogy a
klinikkumban elérhetd hatékony antipszichotikumok mindegyike, az 1951-ben
felfedezett klérpromazintdl kezdve kisebb-nagyobb mértékben kotédik a dopaminerg
D, receptorhoz. Ezek a vegyliletek azonban nem vagy alig hatnak a betegség
negativ és kognitiv tlineteire (Reynolds, 2004). A glutamaterg rendszer
alulmiikodése, mint kéroki tényez6 abbdl a megfigyelésbdl taplalkozik, hogy NMDA
antagonista hatasu vegylletek — disszociativ anesztetikumok (fenciklidin (Allen és
Young, 1978), dizocilpin (Léscher és mtsai, 1991), ketamin (Newcomer, 1999)) —
emberben szkizofrénia-szerl tlneteket idéznek el6. Egészséges és pszichotikus
onkéntesek részvételével folytatott vizsgalatokban a ketamin mindkét csoportban
egyarant, és kézel azonos mértékben rontotta a kognitiv funkciokat (Lahti, 2001).
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2.3.2. Depresszié (hangulatzavarok)

A betegség alapvetéen két formaban jelentkezhet: beszélhetlink manias és
depressziv tlinetegyuttesrdl. A depresszios epizédban a levertség, az érdekl6dés és
az orémre valé képesség megsziinése, csdkkent aktivitas, az o6nbizalom és
Onértékelés csokkenése, a kognitiv funkciék zavara, és vegetativ tlinetek
(alvaszavar, étvagyzavar, szexudlis diszfunkcid) a jellemz6 tlnetek. A manias
szakaszban fokozott aktivitds és ingerlékenység, felgyorsult, de fellletes
gondolkodas, a valdsagtol elrugaszkodott elképzelések jelennek meg, valamint
fokozott vegetativ aktivitast mutat a beteg (Szaddczky, 2003). Egy kozelmultban
megjelent tanulmany eredményei azt mutatjadk, hogy a DSM-IV feltételrendszere
szerinti 6sszes depressziv korképben a prevalencia aktualis aranya Magyarorszagon
18.5%. Ezen belll a major depresszios epizdéd 7.3%-kal szerepel, ez hasonlo a
Nyugat-Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban mért adatokhoz (Torzsa és mtsai,
2008). A magas prevalencia a depresszid esetében gyakori és sulyos
szoévédmeényekkel, komorbiditassal (szorongas, alkohol és drog abuzus), fokozott
szomatikus morbiditassal és mortalitassal jar, és a kognitiv funkciok zavara is
kilonbdz6 agyterlleteket érint (Sarosi és mtsai, 2008). Leirtak tobbek kozott a
vizudlis-térbeli memoria romlasat, a figyelem, a koncentracié és a végrehajtd
funkciok csOkkenését, a kognitiv rugalmassadg megvaltozasat, alacsonyabb
pszichomotoros aktivitast (Sarosi és mtsai, 2008). A tlinetegylttes kialakulasaban
kulcsszerepet tulajdonitanak a monoaminerg rendszer alulmikoédésének. A jelenleg
hasznalatos, Ujabb generaciés antidepresszansok is elsédlegesen a szerotonin
és/vagy a noradrenalin, ill. a dopamin szinaptikus visszavételének gatlasa réveén fejtik
ki terapias hatasukat. Ezek a vegylletek azonban szamos terileten, példaul a
kognitiv funkcidk javitasa terén, nem, vagy nem eléggé hatékonyak (Schechter és
mtsai, 2005). A mas hatdsmechanizmusu antidepresszans vegylletekkel
kapcsolatos gyogyszerkutatas egyik lehetséges iranya a glutamaterg rendszerre haté
vegylletek fejlesztése. Régdta ismert, hogy NMDA gatlé vegylletek kisérletes
korilmények kozott antidepresszans hatast mutatnak (Papp és Moryl, 1994; Trullas
2006-ban végzett klinikai vizsgalatban 6nmagaban hatastalannak talaltdk major
depressziéban (Zarate és mtsai., 2006), de kisérletes kényszerbetegség

allatmodellben az antidepresszans fluoxetin hatasat erésitette (Wald és mtsai.,
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2009). Az AMPA receptor pozitiv modulator vegytletek kisérletes korulmények kozott

tapasztalt antidepresszans hatasardl réviden a 2.4.1. fejezetben lesz szo.

2.3.3. Alzheimer demencia

A nyugati tarsadalmakban az id6s6dé korosztalyban a leggyakoribb
neurodegenerativ korkép az Alzheimer betegség. A Kklinikailag diagnosztizalt
demencia hatterében az esetek 2/3-aban az Alzheimer kér all. Az el6fordulasi arany
65 év felett 5 évente megduplazédik, ez 90 éves korra 25%-os prevalenciat jelent
(Hebert és mtsai, 2003). Egy tavalyi, Egyesiilt Allamokbeli beszamol6 szerint 2050-re
csak az USA-ban a betegek szama elérheti a 13 milliét (Alzheimer’s Association,
2008). A betegség a kognitiv funkciok fokozatos romlasaval jar, amelyet kezdeti
szakaszaban nehéz elkildniteni a normalis, korral jar6 memodriaromlastél vagy az
enyhe kognitiv karosodastdl (mild cognitive impairment — MCI), amely egyébként
gyakran megel6zi az Alzheimer demencia kialakulasat. A kérképre jellemzé az
extracellularisan talalhaté amyloid plakkok jelenléte a kdzponti idegrendszerben, de a
sejten bellli neurofibrillaris kdtegek jelenléte és mennyisége szorosabb korrelaciot
mutat a kognitiv funkciok romlasaval (Nelson és mtsai., 2009). A klinikai diagnézistol
a haldlig tarté idészak atlagosan 8 év (Williams és mtsai., 2006). A szbvettani
elvaltozas és a kognitiv mikddés csdkkenése azonban hamarabb jelentkezik, és
egyes becslések szerint a klinikailag diagnosztizalt betegek szamanak mintegy
négyszerese azoké, akik Alzheimer betegségre jelllemzd patoldgias elvaltozasokat
mutatnak (Nelson és mtsai., 2009). A sulyos kognitiv funkcioé romlas a neokortexben
kialakulo degenerativ folyamathoz kéthetd, a betegség kezdeti szakaszaban
azonban els@sorban a hippokampusz és az entorhinalis kéreg (deklarativ memaria)
érintett (Braak és Braak, 1991; Mitchell és mtsai., 2002). A kognitiv romlas
hétterében elsésorban a felszall6 retikularis aktivalé rendszer kolinerg idegsejteinek
pusztulasa 4all, amelynek okai kozott az — oxidativ stressz, ionhaztartas
egyensulyzavara, novekedési faktorok hianya, AP aggregatumok képzédése,
mitokondrialis diszfunkcid, stb. miatti — apoptotikus sejtpusztulas all az elsé helyen
(Mattson és Magnus, 2006). Az apoptézisban, az idegsejtnyulvanyok degenerativ
elvaltozasaban kulcsszerepet jatszanak a mikrogliasejtek, amelyek aktivacioja az
NMDA receptorokon keresztul torténik, és az aktivaci6 NMDA antagonista MK-801-
gyel in vitro koérilmények kozott gatolhatd (Takeuchi és mtsai., 2005). Az NMDA
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receptor aktivitas-figgé gatlasa ezen felul a szinaptikus jelatvitel hatasfokanak
novelését is eredményezheti, amely alapveté fontossagi a memantin terapias

hatékonysagaban (Rammes és mtsai., 2008) lasd még 2.4.3. fejezet.

2.4. A glutamat neurotranszmissziéra hato vegyiiletek — kognitiv terapias
lehetéségek

Az utobbi években szamos olyan vegylletet szintetizaltak, amelyek a
kulénféle glutamat receptorokon, receptor alegységeken specifikus vagy kevésbé
szelektiv agonista, antagonista, negativ vagy pozitiv allosztérikus modulator
tulajdonsaggal birnak (Kew és Kemp, 2005). A molekulak részletes attekintése
meghaladja értekezésem kereteit, ezért ebben a fejezetben néhany olyan vegytiletet,
illetve vegylletcsaladot szeretnék megemliteni, amelyek bizonyos kisérletes és
esetlegesen klinikai kortilmények kozoétt a kognitiv funkciok javulasat eredményezték.

Ahogyan specifikus NMDA és AMPA receptor antagonistakkal gatolhato volt a
memoérianyom  kialakulasa kisérletes korilmények kozott, a glutaminsav
transzmisszio serkentése NMDA és AMPA receptor agonistakkal fokozta a tanulasi
teljesitményt. A direkt agonista hatas azonban csak kisérletes korilmények kozott
alkalmazhat6é a komoly mellékhatasok (epileptikus aktivitas, neurotoxicitas) veszélye
miatt, ezért a kutatds inkabb mas alternativak felé fordult: az NMDA receptor
esetében a glicin koétéhely agonistak, illetve a glicin transzportot gatloé vegytuletek, az
AMPA receptorok esetében pedig a pozitiv allosztérikus modulator hatasu anyagok
szintézisét és kisérletes, majd klinikai kiprobalasat kisérte nagy varakozas.

2.4.1. AMPA receptor pozitiv modulatorok

A nootrop szerként alkalmazott aniracetamrél 1990-ben mutattéak ki (lto és
mtsai.), hogy az AMPA receptor miikodésének potencirozasan keresztul fejti ki
hatédsat. Ezt kovetben szamos Uj, AMPA receptor pozitiv modulator vegyulet
sziletett, amelyek fejlesztése tobbek kdzott prokognitiv irdnyban is tortént. A jelenleg
ismert, vér-agy gaton is atjutd vegyiletek a pirrolidon (piracetam, aniracetam,
pramiracetam, oxiracetam), piperidin (CX Ampakin vegydletek), tiazid (S18986, IDRA
21, PEPA), és biarilpropilszulfonamid (néhany Eli Lilly vegyilet) szarmazékok
csoportjaba tartoznak (O’Neill és Dix, 2007). Az in vitro vizsgalatokban a fizioldgias
szinaptikus valaszt és a szinaptikus plaszticitast fokozo vegylletek kozil tdbb hatott
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kisérletes tanulasi és memdriamodellekben (Black, 2005; Lebrun és mtsai., 2000;
O’Neill és Dix, 2007; Porrino és mtsai., 2005; Staubli és mtsai., 1994; Thompson és
mtsai., 1995). Ezt kdvetéen hamarosan megjelentek a pozitiv human vizsgalati
eredményekrél szolé beszamolok. Az elsd vegyllet az Ampakin CX516 volt 1997-
ben, amelyrél leirtak, hogy idésebb, 65 év feletti csoporton vizsgalva sekentette az

emléknyom el6hivasat (Lynch és mtsai., 1997).

3. abra AMPA pozitiv modulator vegyiiletek

Benzotiazidok Tiazid szarmazék
2V W @r‘” S F
\\// \\// \@
NH,
L CL B oS Y
Ciklotiazid S18986 IDRA 21 PEPA

Pirrolidon és piperidin szarmazékok

o) o) o) o)
8, CI OO
SC\
o N o) o)
Aniracetam CX516 CX614

Biarilpropilszulfonamidok

CH, CH, Fe ,CH; CH,
AN )\ O N;S\\)\CHG
O// o O o’ o
HGC/N
o
LY392098 LY503430

Az elmult években klinikai fazisig, kognitiv funkciét javitd terapias iranyban a CX516,
az Org 24448, az S18986, és a LY451395 jutott (Black, 2005). Az igéretes
allatkisérletes eredmények ellenére a klinikai vizsgalatok soran a kognitiv funkciok
javitasaban egyelére mérsékelt sikert hozott az AMPA receptor modulatorok
alkalmazasa, de tobb molekula van preklinikai szakaszban fejlesztés alatt.
Demenciaban a memoariaromlasra elvileg jotékony hatasu lehet az AMPA receptor
mikddésének serkentése, de a potencialis neurotoxicitas miatt kérdéses az AMPA

pozitiv modulatorok hosszutavu alkalmazasanak hatékonysaga. Kisérletes
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szkizofrénia, ill. depresszi6 modellekben azonban beszamoltak pozitiv
eredmeényekrél (6sszefoglalok a témaban: Arai és Kessler, 2007; Black, 2005; O’Neill
és Dix, 2007). A vart antidepresszans hatas els6sorban az agyi eredetli nOvekedési
faktor (BDNF) szintjének novelésén keresztil jelentkezik. Ampakin molekulak
(CX546, CX614) esetében azt is medfigyelték, hogy in vitro folyamatos adagolas
helyett 24 o6ras periodikus adagolassal kivédheté volt az AMPA receptor down-

regulacié miatt fellépd Ampakin inszenzitivitas (Lauterborn és mtsai., 2003).

2.4.2. Glicin transzporter-1 (GlyT1) gatl6 vegyiiletek

Az NMDA receptor direkt aktivacidjanak klinikai alkalmazasa a goércskelté és
neurotoxikus hatas veszélye miatt nehézségekbe uUtkozik. A receptor allosztérikus
serkentése, els@sorban a glicin koagonista tulajdonsaganak kihasznalasan keresztul,
mar sokkal igéretesebbnek tlinik. Ez megvalésithaté a glicing kétéhely agonistainak
(glicin, D-szerin, D-cikloszerin) adagolasan kivul a glicin transzport gatlasaval is. Mar
régéta ismert, hogy a glicin transzporter mikddése csokkenti (Supplisson és
Bergman, 1997), a transzport gatlasa fokozza (Bergeron és mtsai., 1998) az NMDA
receptoron atfoly6 ionaramot. A GlyT1 gatlasa serkenti a hippokampalis LTP NMDA

komponensét (Martina és mtsai., 2004).

4. abra Glicin transzporter-1 gatlé6 molekulak
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A szarkozin alapu, nem kompetitiv GlyT1 gatldo NFPS és Org 24461 hatadsosnak
mutatkoztak allatkisérletes szkizofrénia és tanulasi modellekben (Harsing és mtsai.,
2003, 2006, Manahan-Vaughan és mtsai., 2008). A nem szarkozin alapu, kompetitiv
GlyT1 antagonista SSR504734 antipszichotikus aktivitast mutatott patkanyon végzett
szkizofrénia modellekben (Black és mtsai., 2009). Antipszichotikus iranyban klinikai
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vizsgalatra eddig csak a szarkozin esetében kerdlt sor. A vegyllet risperidon terapia
kiegészitéseként novelte a kezelés hatékonysagat a risperidon + placeboval, ill. a
risperidon + D-szerinnel kezelt csoporthoz viszonyitva (Lane és mtsai., 2005). Egy
Ujabb vizsgalatban a szarkozin 6nmagaban tortént adagolasa nem okozott

szignifikans javulast akut szkizofrén betegek tiineteiben (Lane és mtsai., 2008).

2.4.3. Memantin: egy ,,j6” NMDA receptor antagonista

A memantin 2002 ota elfogadott szer Eurépaban, 2003-t6l az USA-ban
kbézepesen sulyos, ill. sulyos Alzheimer betegség terapiajaban. Magyarorszagon
Ebixa (Lundbeck) néven van forgalomban. A demencia kezelésében ezidaig az
egyetlen olyan szer, amelynek klinikai hatékonysaga els6sorban az NMDA receptor
koézepesen erds, gyors kinetikaju, erésen feszlltségfliggd, unkompetitiv gatlasahoz
(Chen és Lipton, 1997, Rammes és mtsai., 2008) kdthetd. Még nem tisztazott, hogy
a hasonl6 NMDA ioncsatorna blokkolékhoz (fenciklidin, MK-801, ketamin)
viszonyitott eltérések pontosan hogyan jatszanak szerepet a memantin elényds
terapias tulajdonsagaiban. A legtdbb in vitro és in vivo vizsgalat azonban arra utal,
hogy a memantin kinetikai tulajdonsagai alapjan ,kedvezé jel-zaj viszonyt” biztosit az
NMDA receptor kdzvetitette szinaptikus ingerulet-attevédésben. A lassu kinetika és a
memantinénal gyengébb fesziltségfliggés a receptorgatlasban (pl. az MK-801
esetében) nemcsak a koéros, hanem az élettani miikodés gatlasat is okozza. A Mg2+-
nak, mint csatornablokkolénak a gatld hatasa er6sen fesziltségfliiggd, igy nem
befolyasolja az élettani és a koros aktivaciot sem. Ezzel szemben a memantin
kevésbé feszultségérzékeny, ezért nem akadalyozza az élettani, de meggatolja a
kéros NMDA receptor aktivaciét. Ennek tulajdonithaté a memantin neuroprotektiv
hatdsa kuldnféle, in vitro és in vivo, akut és kronikus neurotoxicitasi modelleken.
Ugyanakkor a vegyiilet a legtobb tanulasi tesztben nem gatolja a normal meméria-
folyamatokat, de csokkenti a farmakoldgiai vagy mas uton elbidézett memoria-
karosodast (Ujabb 6sszefoglaldk a témaban: Parsons és mtsai., 2007, Rammes és
mtsai., 2008). A memantinnak a felismerési memoriaval kapcsolatos hatasairol
részletesebben a 6.2. fejezetben lesz szo6.

Megjegyzendd, hogy bizonyitott preklinikai hatékonysaga ellenére a memantin
terapias felhasznalasanak el6nyds voltat illetéen nem egyérteimiiek az adatok. Az

ezidaig folytatott klinikai vizsgalatok a kognitiv, ill. altaldnos funkcidk javulasa,



22

pontosabban a funkciéromlas Utemének csokkenése tekintetében a placebdhoz
viszonyitva csak csekély mértéki pozitiv hatast mutattak ki a memantin esetében.
(Marum, 2009).

2.5. A glutamaterg ligandok kisérletes gyogyszerhatastani vizsgalata

2.5.1. Tovaterjed6 depolarizacié és a glutamaterg rendszer

A tovaterjed6 depolarizacié (spreading depression — SD) jelenségének elsé
leirdsa térténelmi tavlatokba nyulik vissza: 1944-ben Ledo altatott nyulon, epilepszia
kisérletes kivaltasakor nem vart jelenséget figyelt meg. Az agykéreg elektrodaval
torténd, tetanizald ingerlése soran nem a goércsaktivitasra jellemzé kisulési mintazat
jelent meg, hanem éppen ellenkezéleg, az aktivitas id6leges megsziinése, az
elektrokortikogram hullamok ’kisimulasa’ volt medfigyelhet6. Ez a folyamat az
ingerlés helyétdl kiindulva lassan — néhany mm/perc sebességgel —végigterjedt a
vizsgalt agykérgi terlleten (Ledo, 1944). A folyamatra jellemz8, hogy 1. néhany perc
utan helyreall az idegi aktivitas; 2. nemcsak elektromos, hanem mechanikai és
kémiai ingerekre is kialakul az SD; 3. SD alatt egyéb (szenzoros vagy direkt
kortikalis) ingerek nem valtanak ki akcids potencialt az adott kérgi terileten 4. lassu,
1-2 perc alatt lezajlo, 7-15 mV nagysagu negativ potencialvaltozas kiséri, amely
atfordul egy kisebb amplitudéju, 3-5 perces pozitiv iranyd valtozasba, igy az eredeti
allapot helyreallasaig 4-7 perc telik el.

A kérgi aktivitds reverzibilis megsziinésének jelensége — az eredeti
elnevezéssel "spreading depression of activity in the cerebral cortex” — azéta szamos
vizsgalat targyat képezte, de még ma sem tisztazott minden részlet vele
kapcsolatban. Mara bebizonyosodott, hogy nemcsak kéros feltételek mellett, hanem
fiziolégias kornyezetben, megfelel6 oxigén- és tapanyag ellatottsag esetén is
kivalthato, és késébb a kozponti idegrendszer szamos terlletén kimutattak. Az
agykéregnek kulonb6zd mértékben szinte minden része, és bizonyos kérilmények
kozott a gerincveldi sziirkeallomany is fogékony az SD kialakulasara (Streit és mtsai.,
1995, Somjen, 2001). Bar az SD-nek nem tulajdonitanak szerepet a kognitiv funkcié
kozvetlen valtozasaban, az epilepsziaval és migrénnel vald kapcsolatara
vonatkozoan szamos utalas lelhet6 fel (lasd pl. Rogawski 2008-as 6sszefoglald

kozleményét).
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A tovaterjedd depolarizaciora jellemzd, hogy az extra- és intracellularis tér
kozotti erételjes ionaramlas kiséretében nagyszamu idegsejt gyors és csaknem teljes
depolarizacidja torténik, ,minden vagy semmi” elv alapjan zajlik le, reverzibilis, és
markans névekedése jelentkezik az extracellularis térben. Ezzel egyidejiileg a Na®,
Ca®" és CI ionok extracellularis koncentracioja meredeken csokken. A Na+ és a K+
ellentétes iranyd mozgéasa azonban nem 1:1 aranyu, mert az extracellularis [Na'l-
csbkkenés joval nagyobb mértéki, mint a [K']-ndvekedés (Miiller és Somjen, 2000).
Az anionok koziil a ClI'-nak legalabb egy része a Na‘-mal egyiitt jut be az idegsejtbe,
mig az ellenkez6 iranyba is aramlanak anionok, tobbek kozétt glutamat is
felszabadul. Az extracellularis glutamat koncentracié emelkedése azonban részben a
gliasejtekbél szarmazo glutamatnak koészonhetd. A nagymértékl ionaramlast az
idegsejt majdnem teljes depolarizacidja kiséri, de jelentés K* gradiens mérheté az
idegsejt és az extracellularis tér kdzott SD folyaman (Miiller és Somjen, 2000).

A lassu negativ potencialvaltozast egy belsé optikai jel megjelenése is kiséri,
amely optikai rogzité eljarasokkal jol lathatéva tehet6. Mig a potencial mérés csak
diszkrét pontokban lehetséges, az optikai jel kdvetése az SD alatt lehetévé teszi a
depolarizacids hullam valds idejl, kétdimenzios kovetését. Kialakulasa megfigyelhetd
hippokampusz szeleten (Snow és mtsai., 1983), kortikalis szeleten (Vilagi és mtsai.,
2001) és retinan egyarant (Dahlem és Miiller, 2000; Peixoto és mtsai., 2001;
Wiedemann és mtsai., 1996). A fénytorés valtozasa az ion- és vizmozgassal, és az
ezzel egyltt jard sejt- és sejtorganellum térfogat valtozasaval hozhaté kapcsolatba. A
sejttérfogat ndvekedésével a fénytorés csokken, mig a mitokondriumok és mas
sejtalkoték duzzadasa a fénytérés novekedéséhez vezet (do Carmo és Martins-
Ferreira, 1984). Bar bizonyos feltételek mellett az optikai jel és az elektromos
potencidl valtozasa egymastdl flggetlendl, ill. a masik hianyaban is megfigyelhet, a
két paraméter kdzott szoros Osszefliggés van. Az optikai jel megjelenése egybeesik
a kezdeti negativ potencialvaltozas maximumaval (Peixoto és mtsai., 2001).

Ledo beszamoldja utan 14 évvel jelent meg az els6 kdzlemény, amely béka
retindban in vitro kivaltott SD-r6l szamol be (Gouras, 1958). Ezt kdvetéen szamos
fajbol szarmazd retinaban sikerilt kivaltani SD-t (Martins-Ferreira és de Oliveira
Castro, 1966, Martins-Ferreira és mtsai., 2000). A madarak retinajanak elénye, hogy
az Uvegtest kdnnyen eltavolithatd, ezért az ideghartya kdnnyebben szabadda tehetd,

valamint nincsenek benne erek, igy a vaszkularis folyamatok befolyasolé hatasa nem
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jelentkezik a vizsgalatok soran. Az in vitro retina preparatumon kivalthato SD sok
tekintetben hasonlit a kortikalis SD-re: a terjedés sebessége, a mérheté negativ
potencialvaltozas nagysaga és idébeli lefutdasa, a szoveti elektromos ellenallas
novekedésének idétartama, stb. mind Osszevethetd a két kisérleti rendszerben
(Martins-Ferreira, 1966, 2000). A retina preparatumnak kisérletes szempontbdl
kedvezé tulajdonsaga, hogy rajta az SD soran megjelend belsé optikai szignal akar
szabad szemmel kdvethetd, ezaltal az SD folyamata kézvetlenll medfigyelhetd.

Az SD-kialakulasaban szerepet jatszo kémiai agensek koziil kiemelendd a K*
és a — hatasat els6sorban az ionotrop receptorokon keresztul kifejt6 — glutamat,
tekintettel arra, hogy ezek élettanilag jelen vannak az él6 szervezetben, és mind a
depolarizacio kialakulasaban, mind a terjedésben kulcsszerepet jatszanak. Jelenleg
vita targyat képezi, hogy a glutamatnak vagy a K'- koncentracié valtozasanak
tulajdonithato-e az elsédleges szerep az SD folyamataban. A glutamat szerepe a
tovaterjedd depolarizacié kialakulasaban és terjedésében mar az 1950-es évek
végén felmerilt (Harreveld, 1959). A kulonb6z8, specifikus glutamaterg receptor
antagonistak és agonistak felfedezésével kezdbdhetett meg a glutamat SD-ben
jatszott szerepének pontosabb feltérképezése, a glutamat és a K* kapcsolatanak
vizsgalata. Az SD terjedésében a magas extracellularis K*-koncentracionak lehet
elsédleges szerepe. K -mal kivalthatd kortikalis SD, amelynek terjedése soran a
mért negativ potencialvaltozas amplitudéja novekedett az extracellularis K*
gatlasa azonban nem facilitdlta a folyamatot (Obrenovitch, 1995). Ugyanakkor SD
eléidézhet6é glutamat receptor agonistakkal mind az agykéregben (Marranes, 1988),
mind a retindban (Sheardown, 1993), és kialakulasa gatolhatd specifikus glutamat
antagonistakkal. A glutamat receptorok kézul az NMDA receptorok kdzponti szerepét
a 80-as években sikertlt igazolni kortikalis SD-ben in vivo (Gorelova és mtsai., 1987;
Marranes és mtsai., 1988), és kisagyi preparatumban in vitro (Lauritzen és mtsai.,
1988). Csirke retinan in vitro végzett kisérletekben is kimutattak, hogy AMPA/kainat
receptor ligandokkal is befolyasolhatd az SD, a serkentés kdzvetve, a felszabaduld
glutamatnak az NMDA receptorokat izgaté hatasan keresztul jon létre (Sheardown,
1993).
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2.5.2. Targyfelismerés: vizualis felismerési memoria

A memoriara gyakorolt hatas vizsgalata a gydgyszerfejlesztés folyamataban
egyarant fontos lehet a nemkivanatos mellékhatasként jelentkez6 memoriazavar (pl.
anxiolitikum kezelés soran), ill. terapias célként a varhaté tanulas- és meméoriajavitd
potencial kimutatasara. Szkizofrén betegekben ismeretes a vizudlis memoria és
tanulas romlasa (Young és mtsai, 2009). Alzheimer betegségben szintén bizonyitott
a vizudlis memoria funkcid csOkkenése (Viggiano és mtsai, 2008). Ezért a
gyogyszerhatastani vizsgalatok soran — a fent emlitett korképek gyogyszeres
kezelését megcélozva mindenképpen — fontos, de legalabb is érdekes lehet, hogy
egy adott vegyllet hogyan befolyasolja a vizualis memoéria mikodését. A vizudlis
meméria térbeli és nem térbeli elemekre bonthaté. Allatkisérletes modellekben
mindkét funkcié vizsgalhato. A térbeli tajékozddas mérésére alkalmasak a kilonféle
utveszték (nyolckaru labirintus, Y-Utvesztd, T-labirintus, Morris-féle vizi labirintus,
stb.) A nem térbeli, felismerési memdria mérésére mind patkanyon, mind egéren
széles korben alkalmazzak a targyfelismerési tesztet, amelyet patkanyon el8szor
Ennaceur és Delacour (1988) irt le. A modszer spontan felfedezési magatartason
alapszik, egyes szerz6k igy is hivatkoznak ra (Young és mtsai, 2009). Ezéltal a
mérésbdl kizarhatjuk a bintetés és jutalmazas altali kondicionalas esetleges
befolyasolé hatasat, igy példaul a human demencia folyamatat is jobban
modellezheti. A gyégyszerfejlesztés szempontjabdl elényds az is, hogy az allatoknak
nem kell valamilyen szabalyrendszert el6zetesen megtanulniuk, tehat a teszt gyorsan
kivitelezhet6. A modszer alapja, hogy az allat el6szor két targgyal talalkozik a
kisérleti terepen (dobozban), majd rovidebb-hosszabb retenciés idét kovetden
ugyanabban a dobozban az egyik, mar ismert targy helyett egy Uj targy van a
dobozba helyezve. Ha az allat emlékszik a mar ismert targyra, akkor azzal kevesebb
ideig foglalkozik (szaglassza), mint az uvjjal. Az eljaras egyéb tényezdk (térbeli,
idérendbeli eltérések felismerése) mérésére is alkalmas (Dere és mtsai., 2007), de
legaltalanosabban a fenti elrendezés hasznalatos. Ebben az esetben is kétféle
megkodzelitésben vizsgalhaté a tanulasi funkcid, attél fliggéen, hogy a kontroll allatok
tanulasi képességéhez viszonyitott romlast, ill. javulast szeretnénk kimutatni.
Amennyiben révid retenciés id6t (a tanulasi és emlékezési fazis kozt eltelt id6)
alkalmazunk (altalaban egereknél <2, patkanyoknal <4 éra (Young és mtsai., 2009),

a kontroll allatok csoportja jol emlékszik az ismert targyra. Ez esetben a
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tesztvegyllettel tortént kezelés esetleges memoriarontd jellegét — mint nem
kivanatos mellékhatast — lehet kimutatni. Rovid retencios idé esetén mérhetd a
tesztanyag memoriajavitd6 — pontosabban memoériaromlast csokkenté vagy
visszafordité — potencialja is. Ennek kimutatdsahoz azonban memdriaronté hatasu
el6kezelésre (leggyakrabban NMDA antagonista, pl. MK-801, vagy kolinerg
antagonista, szkopolamin alkalmazasara) van szikség. Ha a retencios idét
megnoveljiik 24-48 6rara, akkor a kontroll csoport nem emlékszik a targyra, amellyel
korabban mar talalkozott. igy a tesztvegyiilet esetleges memoriajavitd, tanulast
serkent® hatasa mutathaté ki (Ennaceur és Dealcour, 1988).

A targyfelismerés teszt kivaléan alkalmas arra, hogy vizsgaljuk egy anyag
hatasat specifikusan az emléknyom kialakulasanak kilénb6z6 szakaszaiban
(Winters és Bussey, 2005; Winters és mtsai., 2008; részletesebben lasd 2.2. és 6.2.

fejezet).
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3. CELKITUZESEK

A glutamaterg rendszer mikddését befolyasold, fent emlitett vegyuletcsaladok
terapias alkalmazasa a neuropszichiatriai korképek kezelésében részben bizonyitott,
részben nagy varakozassal kisért. Mind az AMPA receptor pozitiv modulatorok, mind
a glicin transzporter gatlé vegyuletek, mind az enyhe NMDA antagonista memantin,
kisérletes és részben klinikai vizsgalatokban is a kognitiv, tanulasi és memoaria
funkcidkra kedvezden hatnak. Jelenleg is vannak klinikai fejlesztés alatt allé
molekulak, a gyoégyszergyari fejlesztés pedig a hatékonyabb és jobb

mellékhatasprofillal rendelkezé vegytlletek iranyaban jelenleg is folyik.

Ezért célul tiztlik ki, hogy

1. olyan in vitro médszert dolgozunk ki és allitunk be, amelynek segitségével nagy
szamban, rovid id6 alatt, és a kisebb atereszt6-képességl teszteken (patch-
clamp mérés, hippokampusz szelet) kapott eredményekkel dsszevethetd médon
végezhetink hatasmechanizmus vizsgalatot gyogyszergyari fejlesztés alatt allé
AMPA receptor pozitiv és negativ modulatorok biolégiai hatékonysaganak
meghatérozasahoz. Erre a célra a csirke retinan ionotrop glutamat receptor
agonistakkal kivaltott tovaterjedé depolarizacié (spreading depression — SD)

megfelel6 valasztasnak tlint.

2. megvizsgaljuk az AMPA és kainat receptor pozitiv allosztérikus modulator
ligandok szerepét és kolcsonhatasat AMPA-val, ill. kainsavval kivaltott SD

potencirozasaban csirke retinan.

3. megvizsgaljuk a csirke retinan kivaltott SD teszt alkalmazhatésagat az NMDA
receptor mikodésének fokozasat el6idézé (glicin transzport gatld) vegyiletek

hatékonysaganak kvantitativ meghatarozasaban.

4. a deramciklan NMDA receptor gatlé tulajdonsagara vonatkozéan kompetitiv és
nem kompetitiv. NMDA receptor antagonista vegyllettel &sszehasonlitd

vizsgalatot végzlnk csirke retinan kivaltott SD teszten

5. Egy egyszer(i, gyors, ragcsalokon végezhetd in vivo tanulasi modellt, a
targyfelismerés tesztet beallitva 6sszehasonlitjuk a fejlesztés alatt allo kilénb6zé
glutamaterg vegyluletek tanulasra és emlékezésre kifejtett hatasat.
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4. MODSZEREK

4.1. Tovaterjed6 depolarizaci6 mérése csirke retinan

Az irodalmi attekintésben (2.5.1. fejezet) mar emlitettem, hogy az ionotrép
glutamaterg receptorok (NMDA, AMPA/kainat) kiemelt szerepet jatszanak a
tovaterjedd depolarizacié (spreading depression: SD) folyamataban. A retina jol
alkalmazhaté az SD jelenségének vizsgalatara. Egyrész azért, mert az SD-t kisér®
fénytorési valtozasok szabad szemmel is megfigyelhetéek. Masrészt azért, mert a
folyamat megfelel6 kortilmények kozott az izolalt szovetben néhany éran keresztl
reprodukalhat6. Fontos megemliteni, hogy az SD az izolalt retindaban az agonista
a depolarizaciés hullam lefutasat kiilonb6z6 gatlo és serkentd anyagok befolyasoljak.

A retinak preparalasat Sheardown (7993) moddszere alapjan végeztik. A
vizsgalatokban 4-7 napos csirkéket (Shaver Redbrow, Labnyul Kft., G&dollg)
hasznaltunk fel. Eteres altatasban végzett dekapitalas utan emeltiik ki a kisérleti
allatok szemét az alabbiakban ismertetett médon. A szemhéjat csipesszel megfogtuk
és levagtuk. Olléval a szemgoly6 korili két6hartyat és izmokat atvagtuk, majd
csipesszel a latoidegnél fogva a szemgolyot kiemeltik a szemuregbdl. A
szemgolyorol letisztitottuk a  kotéhartya és izom maradvanyokat, majd
borotvapengével az egyenlitéi sikban elmetszettiik a szemet. Az livegtest kiemelése
utan a retina hatso részét is tartalmazo ,szemserleggel” végeztik a tovabbiakban a
kisérleteket. A szemserlegeket egyenként tapoldatba helyeztik, és végig
szobahdmérsékleten (23-24 °C) tartottuk a vizsgalatok soran. A tapoldat 6sszetétele
a kovetkezd volt: NaCl (100 mM), KCI (3 mM), NaHCO3; (30 mM), MgSO, (1 mM),
CaCly (1 mM), NaH2PO4 (1 mM), glikéz (10 mM), pH 7.4. A tapoldatot karbogén
gazzal (95% O,, 5% CO,) buborékoltattuk a megfeleld oxigenaltsag és pH

biztositasa céljabol.

AMPA antagonista ill. negativ modulator vegyiiletek vizsgalata

A retinakat 60 perc inkubaciét kdvetéen stimulalé oldatba (5 pM (S)-AMPA-t
tartalmazé tapoldat) helyeztik, és mértik az opalizacié kezdetéig eltelt idét
(latencia). Az alkalmazott S-AMPA koncentracid mellett a kontroll latencia érték 10-

15 mp kézé esik. Harminc perc kimosas utan a retinapreparatumokat olyan
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tapoldatba helyeztik, amely az antagonista, ill. negativ modulator vegyiletet a
vizsgaland6 koncentracioban tartalmazta. Husz perc elteltével a retinak olyan
stimulalé oldatba keriltek, amely a gatlé vegyiletet is tartalmazta a vizsgalando
koncentracioban, és mértlik a latenciat (a latencia megndvekedését). Végul 60 perc
kimosasi id6 utan stimulald oldatban ismét mértik a latenciat az anyag
kimoshatésagat vizsgalandd. Hatvan perc pihentetési id6 utan a retinan tjabb mérési
ciklust lehetett elvégezni, igy egy szemen legalabb két mérést lehetett kivitelezni. A
tesztanyagok vizsgalatdhoz a vegylleteket elészor tomény DMSO-ban oldottuk,
majd ebbdl a térzsoldatbdl mértiink a kivant koncentracidoban a téapoldatba ugy, hogy
a DMSO végkoncentracidja altalaban 0.1% volt, de a rosszabb oldhatdsagu
vegylletek esetében sem haladta meg a 0.3%-ot. Ez a mennyiség 6nmagaban nem
befolyasolta az SD lefutasat.

A vizsgalt vegylletre jellemzd gatlé hatas kvantitativ. meghatérozasa a
kovetkez6képpen tortént. Sheardown (1993) meghatarozasa szerint a kontroll
oldatban mért latenciatol valé 30 masodperces vagy ennél nagyobb eltérést mar 100
szazalékos gatlasnak tekintettlink. Ebbdl kiindulva a szazalékos gatlast a kdvetkezd

képlet alapjan szamoltuk ki:
%-o0s gatlas = 100x [vizsgalt anyaggal mért latencia (mp) - kontroll latencia (mp)]/30

Az egyes anyagokhoz és koncentraciokhoz tartozé atlagokat legalabb 2 eltéré napon
végzett kisérletek adataibdl szamoltuk. Négy-6t koncentracidhoz tartozé %-os gatlasi
értékbdl a koncentracié-hatds Osszefliggés meghatarozasara szigmoid gorbe
illesztés mellett (GraphPad Prism 3.02) kiszamoltuk az 50%-os gatlast eléidézd
koncentraciot (ICsq értéket).

P K A M K A M K
! ! ol ! Lol
0 60 90 110 170 200 220 280 perc

P: preparalas vége; K: kontroll mérés; A: anyagadas; M: anyaghatas mérése
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5. abra A tovaterjed6 depolarizacio (SD) kialakulasa és terjedése retinaban

5 mp 15 mp 25 mp

Az SD-t 5 uM S-AMPA-val valtottuk ki. A nyilak az SD megjelenésének helyét ill. terjedését
jelzik. A latenciat a képeken bemutatott folyamat esetében 14-15 mp-nek mértik.

Pozitiv modulator vegyiiletek vizsgalata

Az alkalmazott kisérleti eljaras nagyban megegyezik az elébbi pontban
ismertetettel, ezért itt csak az eltéréseket vazolom fel. A retinakat 90 perc inkubaciot
kovetéen helyeztiik stimulalé oldatba, amely 2 uM (RS)-AMPA-t tartalmazott, és igy

mértlk a latenciat.

P K A M K A M K
l ! Lo l Lol l
0 90 120 140 200 230 250 310 perc

P: preparalas vége; K: kontroll mérés; A: anyagadas; M: anyaghatas mérése

A tesztben hasznalt (RS)-AMPA koncentracié mellett a kontroll latencia érték
40-70 masodperc kozé esett. A vizsgalt vegyllet egy koncentracidjaval legalabb 4-5
mérést végeztink. Az SD potencirozas kvantitativ meghatarozasahoz a szazalékos

serkentést az alabbi képlet alapjan szamoltuk:

%-0s potencirozds = 100x [kontroll latencia - vizsgalt anyaggal mért latencia

(mp)J/kontroll latencia

A pozitiv modulatorok esetében a latencia valtozasat (csdkkenését) tehat nem egy
elméleti 100%-os értékhez, hanem a kontroll latencidahoz viszonyitva adtuk meg.
Szaz szazalékos hatasnak ebben az esetben elméletileg a 0 mp-es latencia felelne
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meg. Amennyiben a vegyilet koncentracio-fliggé moédon csokkentette a kontroll
latencia értéket, négy-6t koncentraciohoz tartozé %-os potencirozasi értékbdl
szigmoid gorbe illesztés mellett (GraphPad Prism 3.02) kiszamoltuk az 50%-os

potencirozast kivaltdé koncentraciot (ECsg értéket).

Ciklotiazid és concanavalin A vizsgalata kainsavval kivaltott SD-ben

Az AMPA receptor pozitiv modulator ciklotiazid és a kainat receptor pozitiv
modulator concanavalin A vizsgéalatakor a mérések egy részében 5 uM kainsavval
valtottuk ki az SD-t. Ez esetben a latencia a 2 uM RS-AMPA-val kivaltott SD

esetében tapasztalt 1 perc korili érték volt.

NMDA receptor, ill. glicin transzporter gatlé vegyiiletek vizsgalata

Bizonyos vizsgalatokban a SD-t NMDA-val valtottuk ki. A MgSOs 1 mM
koncentracidja mellett 100 uM NMDA alkalmazasakor mértiink az 5 uM S-AMPA-val
kivaltott SD esetében tapasztalt 10-15 mp latenciat, 35 uM NMDA alkalmazasakor
pedig a 2 uM RS-AMPA-val kivaltott SD esetében tapasztalt 1 perc kordli latenciat.

Glicin transzporter gatlo vegyuletek vizsgalatanal indirekt hatast mértink. A
100 uM NMDA-val kivaltott SD-t 5 uM 7-klorkinurénsavval gatoltuk (kb. 1 perc
latencia: 100% gatlas), majd a 7-klérkinurénsavval kivaltott gatlas gatlasat mértik a

glicin transzporter gatlo anyag jelenlétében:

P K kin A M K kih A M K
l ! Lol ! Lol !
0 60 90 100 120 180 210 220 240 280 perc

P: preparalas vége; K: kontroll mérés; kin: kinurénsav; A: anyagadas; M: anyaghatas mérése

Az EGIS-3886 (deramciklan), memantin, MK-801 és CPP SD-gatlé hatasa
id6beli valtozasanak vizsgalatakor az alkalmazott NMDA koncentracioja 50 uM volt
csokkentett, 0,33 mM MgSO, koncentracié mellett. Ezekben a kisérletekben egyfajta
,kumulativ” jellegl koncentracié-hatas 6sszefliggést is vizsgaltunk, amelynek soran
az AMPA receptor antagonistak tesztelésénél leirt kisérleti protokolltél annyiban

tértlink el, hogy a szokasos kontroll mérés — anyagadas — anyaghatas mérése —
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kimosédas utani masodik kontroll mérés (K — A — M — K, magyarazatot lasd az
alabbi diagramnal) — sorrend helyett a két kontroll mérés kozott 45 perces
id6kozonként 5-sz6r mértink anyaghatast. A 45 perces id6kozoket 25 perc

kimosddast kovetd 20 perces, NMDA-antagonista liganddal tértént inkubacié adta ki:

K A My A M Az M3 Ay My As Ms K
! Lo Lo Lo Lol Lol i
0 25 45 70 9 15 135 160 180 205 225 285  perc

K: kontroll mérés; A: anyagadas; M: anyaghatas mérése

4.2, Targyfelismerési teszt patkanyon

A targyfelismerés (object recognition - OR) a deklarativ (explicit) tanulasi és
memoria-folyamatok vizsgalatara alkalmazhaté teszt. A gyakorlatban az allatok
(esetiinkben patkanyok) a kisérleti porondon (dobozban) a terep bejarasa soran a
dobozba helyezett targyakkal talalkoznak. Els6 alkalommal a targy(ak) ismeretlen(ek)
az allat szamara, ezért az(oka)t szaglassza, ismerkedik vele. Bizonyos retencios idét
kovetben egy Ujboli talalkozas soran a szaglaszassal toltétt idét mérve
megallapithato, hogy az allat mennyire emlékszik a korabban mar felfedezett targyra.

A vizsgalatokat Ennaceur & Delacour (1988) modszere alapjan végeztik. A
tesztekben az EGIS-ben tenyésztett, him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk.
Az éllatok a kisérlet kezdete el6tt 1 hétig a teszt helyszinéll szolgald allatszobaban
voltak elhelyezve, dobozonként négy allat. Tapot és ivovizet ad libitum fogyasztottak.
Ez alatt az egy hét alatt az allatokat rendszeresen szoktattuk a tesztet végzé kisérleti
személyhez. A kisérlet els6 napjara az allatok testtdomege 230-280 grammot ért el. A
vizsgalatok soran az allatokat egyesével egy 50 cm széles, 70 cm hosszu és 40 cm
magas, fenyéforgacs alommal bélelt, fekete plexidobozba helyeztik. A kisérletet
megeléz6 napon a patkanyok két és fél percig ismerkedtek a dobozzal. 24 éraval
késbébb, a kisérlet elsé napjan a dobozba két egyforma targy kerilt: két darab,
rozsdamentes acélbdl készilt négyzet alapu hasab (5x5x14 cm), fekvd helyzetben,
vagy két, egyenlészard haromszog alapu hasab (8,5x5x14 cm), nagyobbik lapjara

allitva, azaz mindkét targy az 5x14 cm méretl lapjan allt. A targy- ill. helypreferencia
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elkeriilése végett csoportonként egyszer az egyik, maskor a masik targy volt az uj,
illetve egyszer az egyik, maskor a masik oldalra kertlt az uj targy.

A vizsgalandé anyaggal az elsé napon tortént per os kezelést kdvetéen 60
perccel az allatokat egyesével a dobozba helyeztik, és videbkameran keresztil
figyeltlik az allatok viselkedését, hogy a vizsgalé személye ne zavarja az allatokat a
teszt soran. Stopperrel mértiik a targyak vizsgalataval (szaglaszasaval) eltoltott id6t
(exploraciot). Ha a két targy exploraciéja egyittesen elérte a 20 masodpercet — ez
rendszerint 3-4 perc, dobozban toltott idét jelentett -, az allatokat kivettik a kisérleti
dobozbél. Ujabb 24 éra mulva, a kisérlet masodik napjan, az egyik, mar ismert
targyat kicseréltik a dobozban, és Ujra elvégeztik az exploracido mérését. Az 1. napi
protokollhoz képest az volt a kulonbség, hogy ez esetben a dobozban toltott 6sszes
id6 volt minden allatnal egyforma (4 perc), és azt mértik, hogy az allat ezalatt

mennyi id6t tolt az ismert, illetve az Uj targy exploracidjaval (6. abra).

6. abra Kisérleti elrendezés a teszt 2. napjan

Az S18986, aniracetam és a deramciklan hatasat az 1. napon, kdzvetlenll a
dobozbdl vald kivétel utan, valamint a 2. napon, a dobozba helyezés el6tt tortént
kezeléssel is megvizsgaltuk.

Az Uj (new, N) és a mar ismert (familiar, F) targgyal valé ismerkedéssel

eltoltétt id6 (N, tF) kllonbségének és Osszegének hanyadosa (tN-tF)/(tN+tF) a
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diszkriminacios index, amely elméletileg 0 és 1 kozotti értéket vehet fel. Ennaceur &
Delacour (1988) mérései alapjan 24 6ra retenciot kdvetéen a kontroll csoportban az
allatok nem emlékeznek az el6z6 napon mar vizsgalt, ismert targyra - vagyis a
diszkriminacios index 0-hoz kézelit. Ha azonban a 1. napon, a kisérlet el6tt adott
anyag memoriajavité hatasu, akkor az allatok jobban emlékeznek a mar ismert
targyra. Ez esetben a diszkriminacios index megnévekszik, jelezve az Uj, ismeretlen
targy vizsgalataval eltoltétt id6 viszonylagos novekedését. A statisztikai analizis
Statsoft Statistica 7.1 programmal tortént, az egyes csoportokhoz tartoz6 értékek
kozotti szignifikans eltérést ismétléses variancia analizist koveté Scheffé teszttel

hataroztuk meg.

4.3. Felhasznalt anyagok

Az S- és RS-AMPA-t (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav),
kainsavat (2-karboxi-3-karboximetil-4-izopropenil-pirrolidin), NMDA-t (N-metil-D-
aszparaginsav), ciklotiazidot (3-biciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-6-kloro-3,4-dihidro-2H-
1,2,4-benzotiadiazin-7-szulfonamid  1,1-dioxid), IDRA 21-et (7-klor-3-metil-3,4-
dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin ~ S,S-dioxid),  1-BCP-t  (1-(1,3-benzodioxol-5-
ilcarbonil)-piperidin), CPP-t ((+/-)-3-(2-karboxipiperazin-4-il)propil-1-foszfonsav) és a
memantint (1-amino-3,5-dimetiladamantan) a Tocris cégtél (Tocris Cookson Ltd.,
Bristol, UK) vasaroltuk.

A concanavalin-A, a szarkozin (N-metilglicin) és az MK-801 ((+)-5-metil-10,11-
dihidro-5H-dibenzo-[a,d]ciklo-heptén-5,10-imin-maleat) a Sigma-tél (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) szarmazik.

A deramciklant [(1R,2S,4R)-(-)-2-fenil-2-(2'-dimetilamino-etoxi)-1,7,7-trimetil-
biciklo[2.2.1]heptan], , aniracetamot (1-(4-methoxibenzoil)-2-pirrolidinon), NFPS-t,
(N[3-(4'-fluorofenil)-3-(4'-fenilfenoxi)-propil]szarkozin), Org 24461-et (R,S-(+/-)N-
metil-N-[(4-trifluorometil)fenoxi]-3-fenil-propilglicin), EGIS-A-at, EGIS-B-t az EGIS-
ben (EGIS Gyogyszergyar Nyrt., Budapest) szintetizaltak.

Az  S18986-ot  [(S)-2,3-dihidro-[3,4]ciklopentano-1,2,4-benzotiadiazin-1,1-
dioxid] a Servier gyar (Institute de Recherches Internationales Servier, Neully sur
Seine, France) bocsatotta rendelkezéslinkre. A kisérletek egy részében az EGIS
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vegyészei altal szintetizalt S18986-ot hasznaltunk. Minden egyéb, a kisérletekhez
felhasznalt vegyiiletet a Sigma cégtdl szereztiink be.

Az RS-AMPA, S-AMPA és kainsav desztillalt vizben lett feloldva. A
concanavalin-A oldasahoz Ringer oldatot hasznaltunk. A tobbi vegylilet oldasa az in
vitro kisérletekben DMSO-ban tortént, majd az igy készult torzsoldatot a tapoldatban
higitottuk a kivant koncentracié eléréséhez. A DMSO végkoncentracidja a

tapoldatban nem haladta meg a 0.3 %-ot.

A targyfelismerés teszt sordn a vizsgalt anyagok adagolasa 0.4%-os
metilcellulézban (MC) készllt szuszpenzié formajaban tortént. Az allatokat per os
kezeltlk. A vegytletek hatasat els6dlegesen tanulas el6tti adagolas utan teszteltik,
vagyis 60 perccel a tanulasi szakasz (1. nap) el6tt mindegyik vizsgalt vegyulettel
tortént kezelés. Az S18986, aniracetam és deramciklan esetében sor Kkerlt
kdzvetlentl a tanulads utani, ill. 60 perccel az el6hivasi (2. napi) szakasz el6tti
anyagadasra is.
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5. EREDMENYEK

5.1. In vitro vizsgalatok

5.1.1. AMPA/kainat receptor modulatorok hatasa a tovaterjedé
depolarizaciora izolalt csirke retina preparatumban

5.1.1.1. AMPA receptor agonistaknak és antagonistaknak az SD latenciajara
kifejtett hatasa

Az AMPA receptor allosztérikus modulatorainak SD-t befolydsolé hatasat exogén
AMPA agonista jelenlétében vizsgaltuk. Ehhez az adott agonista [(S)-AMPA, (RS)-
és megismételhetéen ki tudtuk valtani az SD-t. Ezért az emlitett AMPA receptor
agonista vegyluletek kiilonb6z6 koncentracidjaval idéztink el SD-t, és mértik az SD
gyorsabban alakult ki, a latencia koncentracié-fliggéen csokkent. Azonos
koncentracioban (1 és 10 uM kozotti tartomanyban) az AMPA aktiv enantiomerje (S-
AMPA) hatékonyabb, mint a racemat (RS-AMPA), a kainat pedig az (RS)-AMPA-nal
gyengébb az SD indukalasaban. Az elérhetd legrovidebb latencia kb. 5 masodperc
volt, ezt az értéket mértiik mindegyik agonista 100 uM koncentracioja esetében (7.

abra).

7. abra AMPA receptor agonistadk hatasa az SD latenciajara izolalt

csirke retinan
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Az eredmények alapjan a tovabbiakban az AMPA receptor antagonista hatas
vizsgalatdhoz az SD-t 5 uM (S)-AMPA-val valtottuk ki. igy a 10-15 masodperces
kontroll értékhez képest a 30 mp-es ndvekedés - azaz a 100%-nak tekintett gatlas -
elérése esetén sem lépte tul a mérés az 1 percet. Kisérleteinkben a kompetitiv
antagonista hidroxalindion szarmazék NBQX, és a 2,3-benzodiazepin strukturakérbe
tartozd, nem-kompetitiv antagonista GYKI-52466, GYKI-53405 és GYKI-53655
hatasat vizsgaltuk. Mind a kompetitiv antagonista, mind a nem kompetitiv
antagonistak koncentracio-figgéen gatoltak az SD-t. Legerésebben az NBQX ( ICsgo
érték: 0.20 £ 0.01 uM), a 2,3-benzodiazepin szarmazékok pedig cstkkend erésség
szerint a GYKI 53655 (1.4 £ 0.1 uM), GYKI 53405 (7.0 + 0.7 uM), GYKI 52466 (16.9
+ 0.9 uM) (8. abra). A gatlas reverzibilis volt, az 1 6ras kimosasi periédus utan a

latencia a kontroll érték szintjére allt vissza.

8. abra AMPA receptor antagonistak hatasa az SD latenciajara izolalt

csirke retinan
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5.1.1.2. AMPA/kainat receptor pozitiv modulatorok hatasa az SD-re

Az alkalmazott agonista koncentracidok csokkentésével az egyes retinakon
mért latenciak kozotti széras novekedett, végll az SD egyaltalan nem is alakult ki. Az

AMPA receptor pozitiv modulatorok vizsgalatdhoz az (RS)-AMPA 2 uM-os

nagynak bizonyult ahhoz, hogy a pozitiv modulator hatas mennyiségi



38

meghatarozasahoz koncentracio-figgé csokkenést lehessen mérni, és a kontroll
értékek szorasa is elfogadhaté mértékl volt. Egyes kisérletekben a pozitiv modulator
hatés vizsgalatahoz az SD-t 5 uM kainattal valtottuk ki, amely a (RS)-AMPA 2 uM-os
koncentraciojahoz hasonléan 1 perc korili latencia értéket eredményezett (7. abra).

Annak vizsgalatahoz, hogy az AMPA és kainat receptorok kilon-kilon milyen
mértékben vesznek részt az SD kialakulasaban és lefolyasaban, specifikus AMPA ill.
kainat ligandok jelenlétében valtottuk ki az SD-t. Az AMPA receptor pozitiv modulator
ciklotiazid, és a kainat receptor deszenzitizacidjat gatlé lektin, a concanavalin A
hatasat néztik 2 uM (RS)-AMPA-val, ill. 5 pM kainattal kivaltott SD-ben.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a concanavalin A az alkalmazott legnagyobb
koncentracioban (1 mg/ml) sem befolyasolta szignifikansan sem az AMPA-val, sem a
kainattal kivaltott SD-t. A ciklotiazid esetében azonban a potencirozas markansan
koncentracio-fiiggé volt mind az AMPA-val, mind a kainattal kivaltott SD esetében.
Az AMPA hatésat a ciklotiazid ugyanabban a koncentracioban nagyobb mértékben
ndvelte, mint a kainatét (ECso: 9.0 (5.9-13.8) uM AMPA, és 21.7 (15.5-30.2) uM
kainat jelenlétében) (9. abra).

9. abra Concanavalin A és ciklotiazid hatasa AMPA-val és kainattal

kivaltott SD-re izolalt csirke retinan
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5.1.1.3. AMPA receptor pozitiv modulatorok hatasa

Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy az AMPA receptor és az altala
kozvetitett sejtvalasz a kainat receptorral szemben sokkal nagyobb szerepet jatszik
az SD folyamataban a retinaban. Ezért a kovetkezd |épésben megvizsgaltuk, hogy a
ciklotiazid mellett egyéb AMPA receptor pozitiv modulatorok: a ciklotiaziddal
szerkezetileg rokon IDRA 21, és a benzotiadiazin szarmazék S18986, a benzoil-
piperidin szarmazék aniracetam és 1-BCP hogyan viselkednek AMPA-val kivaltott
SD-ben. Az 1 perc koruli kontroll latencia érték az dsszes vegyllet esetében
koncentracio-fuggé csdkkenést mutatott (10. abra). Az EGIS-ben szintetizalt két
tiadiazin szarmazék, az EGIS-A és EGIS-B jell vegyllet szintén koncentracio-figgé
maédon csdkkentette az SD latenciat (11. abra).

10. abra AMPA receptor pozitiv modulatorok hatasa AMPA-val kivaltott
SD-re izolalt csirke retinan
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11. dbra Az AMPA receptor pozitiv modulator EGIS-A és EGIS-B hatasa

AMPA-val kivaltott SD-re izolalt csirke retinan
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A koncentracio-hatas gorbébdl minden vegyllet esetében meghataroztuk az
50%-o0s latencia csOkkenéshez tartozé koncentraciot (ECso értéket): aniracetam:
1383 (1137-1684) uM; ciklotiazid: 9.0 (7.6-10.7) uM; IDRA 21: 142 (121-168) uM; 1-
BCP: 450 (364-556) uM; S18986: 135 (104-176) uM. Az EGIS-A jelli vegyllet
esetében szamitott ECs érték: 154 (130-183) uM. A szamitott ECso értékek alapjan
az AMPA pozitiv modulator hataser6sségre vonatkozéan a kévetkezd sorrendet
lehetett felallitani: ciklotiazid > S18986 > IDRA 21 = EGIS-A > 1-BCP > aniracetam.
Az EGIS-B valamivel gyengébben hatott, 300 uM koncentraciéban nem okozott 50%-
os potencirozast. A retindn kapott adatok jol korrelaltak az EGIS-ben patkany
hippokampusz szeleten mért, populacié spike amplitidé potencirozasara (Kapus
Gabor mérései), valamint kisagyi Purkinje sejten, patch clamp technikaval kapott,
AMPA aram novelésére (Végh Miklés mérései) vonatkozé eredményekkel (1.
tablazat).
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1. Tablazat

hatasa kiilonb6z6 preparatumokon

AMPA receptor pozitiv modulator vegyiiletek potencirozé

Patch clamp Retina SD Hippokampusz
Vegyiilet PS ampl.
e (uM) ECiso (uM) potencirozas
Ciklotiazid 8 9
IDRA 21 120 142 100 pM/6%
S$18986 20 135 100 uM/40%
Aniracetam - 1383 1000 uM/45%
1-BCP - 450
EGIS A 100 uM/140% 154 100 uM/21%
EGIS B 300 uM /140% ~430*

Patch clamp: patkany kisagyi Purkinje sejten patch clamp technikaval mért AMPA

aram; lo: Az AMPA daram kétszeresére noveléséhez sziikséges vegyiilet-
koncentracio; PS ampl.: patkany hippokampusz szeleten mért populacié spike
amplituddja

5.1.1.4. AMPA receptor negativ és pozitiv modulatorok koélcsonhatasa
csirke retina SD teszten

Vizsgaltuk, hogy a GYKI 52466 jell vegylletnek a csirke retina SD-ben mért
koncentracio-figgé AMPA-antagonista hatasa (8. abra) hogyan valtozik kilénbdzd
AMPA receptor pozitiv. modulatorok jelenlétében (12. abra). A ciklotiazidot,
aniracetamot és S18986-ot olyan koncentraciéban alkalmaztuk, amelyek kulon-kulon
azonos mértékben, 50-60%-ban csdkkentették a kontroll latenciat. Az Gnmagukban
egyforma nagysagu potencirozé hatast kifejt6 AMPA pozitiv modulatorok a GYKI
52466 antagonista hatasat kilonb6zé mértékben befolyasoltak. Az RG (relativ
gatlas) roviditéssel azt az aranyszamot jeloltik a tablazatban, amely kifejezi, hogy az
egyes pozitiv modulator vegylletek jelenlétében hanyszorosara nétt a GYKI 52466-
nak az SD gatlasra vonatkozo ICsg értéke (2. tablazat). A GYKI 52466 koncentracio-
hatas gorbéjét legnagyobb mértékben a 100 uM S18986, kevésbé a 2000 uM
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aniracetam, és legkevésbé a 10 uM ciklotiazid tolta jobbra. Az EGIS-A jelli vegyiilet
esetében az alkalmazott 100 uM koncentracié ©nmagaban alacsonyabb
potencirozast eredményezett, mint a tobbi vizsgalt vegyulet, és a GYKI 52466
koncentracio-hatas gorbéjében is csekély mértéki valtozast okozott (2. tablazat).

12. abra A GYKI 52466 és kiilonb6z6 AMPA receptor pozitiv

modulatorok hatasa AMPA-val kivaltott SD-ben csirke retinan
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2. tablazat A GYKI 52466 AMPA antagonista hatasanak valtozasa AMPA

receptor pozitiv modulatorok jelenlétében

Kezelés Koncentracio Potencirozas GYKI 52466 RG*
(UM) (%) ICs0 (uM) (ICs0/ICs kontroll)
Kontroll - - 16.6 £ 0.7 1
Ciklotiazid 10 58.0+3.6 253+13 1.52
Aniracetam 2000 58.7+4.8 38.2+£0.5 2.30
S18986 100 548+26 51.9+£25 3.12
EGIS-A 100 36.8+5.3 204+3.4 1.22

RG (relativ gatlas): az az aranyszam, amely kifejezi, hogy az egyes pozitiv modulator
vegyiletek jelenlétében hanyszorosara nétt a GYKI 52466-nak az SD gatlasra vonatkozé

ICs értéke
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5.1.1.5. AMPA receptor pozitiv modulatorok kélcsonhatasa SD-ben

A kovetkezd kisérletben arra kerestik a valaszt, hogy a pozitiv modulatorok
GYKI 52466 AMPA antagonizmusat eltéré6 mértékben befolyasold hatasanak lehet-e
az az oka, hogy a kiildonb6z8 pozitiv modulator vegylletek az AMPA receptorhoz
kilonb6z6 kotéhelyen kapcsolédnak. Ehhez a ciklotiazid, az aniracetam és az
S18986 egymassal vald kolcsonhatasat paronként vizsgaltuk. Az additiv hatas
mérhetéségéhez az egyes vegylleteket olyan koncentraciéban alkalmaztuk, amelyek
6nmagukban kb. 25-40% kozotti potencirozast eredményeztek (13., 14., 15. abra).
Az aniracetam (500 pM) és ciklotiazid (3 uM) egylttes adagolasa a két vegyllet
hatasanak 6sszeaddédasat okozta (13. abra, 3. tablazat). A benzotiazin szarmazék
S18986-at két koncentraciéban (10 és 30 uM) adagoltuk, egyszer 3 uM ciklotiaziddal,
masszor pedig 500 uM aniracetammal egyutt. Az aniracetammal tértént egyuttes
adagolas soran nem tapasztaltuk az SD potencirozé hatas novekedését (14. abra, 4.
egylutt adagolasa a kulon-kulén mért potencirozé hatasok 0sszeadddasat idézte el6
(15. abra, 5. tablazat).
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13. abra Ciklotiazid és aniracetam kolcsonhatasa AMPA-val kivaltott

SD-ben csirke retinan
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3. tablazat Aniracetam és ciklotiazid kdlcs6nhatasa csirke retina SD-ben

Kezelés Koncentracio SD latencia (masodperc) Csokkenés N
(uM) kontrol kezelt (%)

Ciklotiazid 3 57.7+14 44029 23.7+46 10

Aniracetam 500 548+14 37612 309+28 11

Ciklotiazid+Aniracetam  3+500 58.8+0.8 29.0+0.7 50.6 + 1.1**/+ 11

T Az egyes retindkon mért szazalékos csokkenések atlaga + szoras; ** p<0.01
kilénbség a ciklotiazidhoz viszonyitva; + p<0.05 kuldnbség az aniracetamhoz

viszonyitva



14. abra
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S$18986 és aniracetam kolcsonhatasa AMPA-val kivaltott SD-
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4. tablazat S18986 és aniracetam kolcsonhatasa csirke retina SD-ben
Kezelés Koncentracio SD latencia (masodperc) Csokkenés N
(uM) kontroll kezelt (%)

Kontroll - 59.3+3.0 58.1+2.6 0.41+4.3 24
Aniracetam 500 57.8+2.7 35.4+1.0 37.9+2.0 13
S18986 10 55.3+1.9 45.2+1.8 17.8+3.2 13
Aniracetam

+ S18986 500 + 10 51.6%1.5 31.3+0.9 38.9+1.7 20
S18986 30 56.6+2.0 33.7+0.8 39.6+2.6 12
Aniracetam

+ S18986 500 + 30 52.5+2.1 24.8.+0.8 52.3+1.6 14

T Az egyes retinakon mért szazalékos csokkenések atlaga + széras
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15. abra S$18986 és ciklotiazid kdlcsonhatasa AMPA-val kivaltott SD-
ben csirke retinan
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5. tablazat S18986 és ciklotiazid kdlcsonhatasa csirke retina SD-ben

Kezelés Koncentraci6  SD latencia (masodperc) Csokkenés N
(UM) kontroll  kezelt (%"
Kontroll - 59.3+3.0 58.1+2.6 0.4+4.3 24
Ciklotiazid 3 58.1£1.8 42.2+1.9 26.9+£3.1 15
S18986 10 55.3t1.9 45.2+1.8 17.8+3.2 13
Ciklotiazid + S18986 3 + 10 53.2+2.6 26.3+0.8 49.4+2 3+ 15
S18986 30 56.6+¢2.0 33.7+0.8 39.6+2.6 12
Ciklotiazid + S18986 3 + 30 57.4+1.7 19.6+0.6 65.7+1.2%** 20

T Az egyes retinakon mért szazalékos csdkkenések atlaga + széras; ***: p<0.001
kulénbség mind a ciklotiazid, mind a megfelelé koncentraciéju S18986 potencirozd
hatasahoz viszonyitva
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5.1.2. Glicin transzporter gatlé vegyiiletek hatasa a tovaterjedé
depolarizaciora izolalt csirke retina preparatumban

A vizsgalatokban azt vartuk, hogy az AMPA pozitiv modulator vegytuletekhez
hasonléan a glicin transzporter gatlé molekulak is serkentik az SD kialakulasat, tehat
csokkentik a latenciat. A glicin visszavétel hatékonysaganak mennyiségi
meghatarozasahoz ezért az AMPA receptor pozitiv modulatorok vizsgalatanal jol
hasznalhaté 1 perc kordli latencia értéket prébaltuk elérni NMDA alkalmazasaval. Ha
a kisérletekben 35 uM NMDA-t alkalmaztunk, az SD 40-60 mp latencia utan alakult
ki. Glicin transzporter gatlé NFPS (10 uM), Org 24461 (30 uM), ill. glicin (100 uM)
hozzaadasa 40-60%-ban csokkentette az NMDA-val kivaltott SD latencigjat: 10 uM
NFPS 60.3+4.1% -os, 30 uM Org 24461 56.0+3.3%-0s, 100 uM glicin 44.2+7.6%-0s
csokkenést idézett el6 (n=4-5). A glicin transzporter gatlé vegylletek hatasa azonban
az alkalmazott magas koncentraciok esetében nem vagy nehezen kimoshatonak
bizonyult.

Ezt a nehezen kimoshaté serkentést a glicin transzport gatlasanak indirekt
mérésével tudtuk kikliszobolni. Ha 100 uM NMDA volt az SD kivalté agens, 10-15 mp
latencia értéket mértiink. Az NMDA receptor glicin kétéhelyen kompetitiv antagonista
7-klor-kinurénsav 3 uM koncentraciéjanak hozzaadasaval 100%-os (>30 mp) gatlast
értlink el a 100 uM NMDA alkalmazasa mellett. Glicin jelenlétében (koncentracio:
100 uM) a 3 uM 7-klér-kinurénsav 100%-os gatlé hatdsa kb. 40%-os mértékire
csokkent (16. abra). Ebben a kisérleti elrendezésben az NFPS és az Org 24461
azonban mar kevesebb, mint 1 puM koncentracidban, koncentracio-fliggé maddon
mérsékelték a 7-klor-kinurénsav SD gatlé hatasat. A glicin transzporter gatlo

szarkozin hatasa a 100-1000 uM-os tartomanyban jelentkezett (17. abra).
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16. abra  7-klér-kinurénsav hatasa 100 uM NMDA-val csirke retinaban

kivaltott SD-re 100 uM glicin jelenlétében, ill. hianyaban
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17. abra NFPS, Org 24461 és szarkozin hatasa a 3 uM 7-klor-kinurénsav
gatlé hatasara 100 uM NMDA-val kivaltott SD-re
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5.1.3. A deramciklan (EGIS-3886) hatasa a tovaterjed6 depolarizaciéra izolalt
csirke retina preparatumban

Vizsgaltuk a deramciklannak az NMDA-val kivaltott SD-re gyakorolt hatasat.
100 uM NMDA alkalmazasa esetén, a Ringer oldat 1 mM-os MgSQO4 koncentracioja
mellett az SD 15-20 mp latencia utan alakult ki. Ez esetben a deramciklan 10-30-50-
70-100 uM-ban adagolva kismértékben (10-20%), és nem koncentracio-figgé médon
koncentraciojat 0.33 mM-ra csokkentettik, a kontroll latencia a felére (8-10 mp)
csokkent, és a deramciklannal a 10-100 uM koncentracié tartomanyban SD-gatlé
hatast nem tudtunk kimutatni (Feltehetéen az ismételt adagolasok és SD mérések
hianya miatt).
MgSOQO4 koncentracié mellett, az SD 15-20 mp latencia utan alakult ki. Ezen kisérleti
feltételek mellett vetettik 0ssze a deramciklan SD gatlé hatasat ismert kompetitiv
(CPP) és nem-kompetitiv (MK-801, memantin) NMDA receptor gatlé vegyliletekével.

A deramciklan koncentracié-fliggé médon gatolta az NMDA-val kivaltott SD-t
10-100 uM tartomanyban. Az elsé mérés soran (45 percnél) azonban még nem
mértiink szignifikans kuldonbséget a vegyilet kulénb6zé koncentracioi altal okozott
SD-gatlas mértékében (19. abra). Az egyes koncentracio-értékekhez tartozo
szazalékos gatlas mértéke a kisérlet soran — az ismételt adagolasokat kovetd
mérésekkor — névekedett. Hasonlé koncentracié- és miikddésfliggé gatlast mutatott
a memantin és az MK-801. A CPP esetében is koncentracio-fliggé gatlast
tapasztaltunk, de az egyes koncentracio-értékekhez tartozé gatlas meértéke nem
valtozott az ismételt adagolasok soran. A deramciklan, memantin és MK-801
esetében tehat a koncentracio-hatas gorbe balra tolodott, mig a CPP esetében nem
észleltiink hasonl6 valtozast. A vegylletek koncentracié-fliggé SD gatlé hatasat
szemlélteti az 18. abra, ahogyan a kisérlet soran az 5. anyagadas utani mérés
mutatta. A 19. abran lathatd, hogyan alakult az egyes vegylletek esetében az adott
koncentraciokban mért SD gatlé hatas. A szamitott ICs, értékeket a 6. tablazat

tartalmazza.
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18. abra A deramciklan, memantin, MK-801 és CPP csirke retinan mért

SD gatlé hatasa a kisérlet 225. percében (5. anyagadast kdveté mérés)
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19. dbra A deramciklan, memantin, MK-801 és CPP csirke retinan mért

SD gatlé hatasanak alakulasa ismételt anyagadasok soran
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Az NMDA antagonista vegyiiletek SD gatlo hatasara vonatkozoé

koncentracié-hatas gorbék (ICso értékek) valtozasa az ismételt adagolasok

soran

Vegytilet ICs0_értékek (uM) N
1x45 perc 2x45 perc 3x45 perc 4x45 perc 5x45 perc

Deramciklan ~ 197.7+47.7 89.4+4.7 69.6+3.9 60.41+2.6 56.2+2.5 5-8

Memantin 27.1+2.7 17.2+1.7 12.6+1.2 11.310.9 12.7¢1.0 58

MK-801 - 0.79+0.08 0.35+0.05 0.20+0.03 0.18+0.02 5-6

CPP 0.50+0.03 0.55+0.03 0.44+0.06 0.45+0.06 0.48+0.04 4-5
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5.2. In vivo vizsgalatok

5.2.1. AMPA és NMDA receptor modulatorok memériajavité hatasanak
vizsgalata targyfelismerés teszten patkanyban

Az AMPA receptor pozitiv modulator S18986 a bevésés (tanulasi szakasz)
el6tt adva 0.3 - 3 mg/kg dozistartomanyban hatékonynak bizonyult a targyfelismerés
teszten (20. abra). A vegyllet kdzvetlenil a tanuldsi szakasz utan (21. abra),
valamint a retencié el6tt adva (22. abra) csak 3 mg/kg (és magasabb) doézisban

javitotta a targyfelismerési teljesitményt.

20. abra Az S 18986 hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas el6tt

A B
a [y
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c o Uj ok . — = 0.4
9 — — L
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o — 3 .
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3 ©
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X ol £ 0.0
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S 18986 mg/kg p.o.
Tanulas el6tt adagolva
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21.abra Az S 18986 hatasa OR teszten: anyagadas a tanulast kovetéen

A B
g %
~ 20 = I§_mert < ]
= =y m 0.4
& NS z
< 154 = x 0.3
o 3 -
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g 10 8 02] NSNS
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S 18986 mg/kg p.o.
Kozvetleniil a tanulas utan adagola

22. abra Az S 18986 hatasa OR teszten: anyagadas a meméria el6hivasi

szakasz elott
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a ™
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S 18986 mg/kg p.o.
Retencié el6tt adagolva

Az AMPA receptor pozitiv modulator aniracetam akvizicié el6tt adva az
alkalmazott két magasabb dozisban (10 és 30 mg/kg, p.o.) szignifikans hatast ért el
(23. abra). Akvizicié utan adva viszont nem meértink szignifikans kilénbséget a
kontroll és a kezelt csoportok kézott (24. abra). Retencio el6tt adva a legnagyobb, 30
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mg/kg-os dozisban szignifikans kilonbséget mértink az Uj és ismert targy
vizsgalataval eltoltott idében, de a diszkriminacios index (DI) nem kilonbozott a
kontroll értékétdl (25. abra).

23. abra Az aniracetam hatasa OR teszten: anyagadas a tanulasi

szakasz elott
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Aniracetam mg/kg p.o.
Tanulas elétt adagolva
24. abra Az aniracetam hatasa OR teszten: anyagadas a tanulasi
szakaszt kovetéen
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Aniracetam mg/kg p.o.
Kozvetlenil a tanulas utan adagolva
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Az aniracetam hatasa OR teszten: anyagadas a memoria

el6hivasi szakasz el6tt
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Aniracetam mg/kg p.o.
Retencié el6tt adagolva

Az EGIS Gyodgyszergyarban szintetizalt AMPA receptor allosztérikus

modulator vegytletek, az EGIS-A és EGIS-B az alkalmazott magasabb dézisban (10

mg/kg) javitottak a kezelt allatok targyfelismerését a kontroll csoporthoz viszonyitva

(26., 27. abra).

26. abra

Az EGIS-A hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas el6tt
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EGIS-A mg/kg p.o.
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27. abra Az EGIS-B hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas elétt

A B
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EGIS-B mg/kg p.o.

A glicin transzporter 1 gatlé vegylletek, az NFPS és az Org 24461 a vizsgalt
dozisokban nem javitottak a tanulasi teljesitményt a targyfelismerési teszten (28., 29.
abra).

28. abra Az NFPS hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas el6tt
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29. dbra Az Org 24461 hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas elétt
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Org 24461 mg/kg p.o.

Az NMDA receptor blokkol6 memantin a tanuléasi szakasz el6tt adagolva a két
magasabb dézisban (10 és 30 mg/kg, p.o.) novelte az Uj targy vizsgalataval eltoltott
idét a kontroll csoporthoz képest (30. abra). A deramciklan esetében mindharom
adagolasi idépontnal (tanulasi szakasz elétt, utan, illetve az el6hivasi szakasz el6tt)
az alkalmazott legnagyobb dézisban (30 mg/kg, p.o.) a vegyulet hatékonyan javitotta
a targyfelismerést a kezelt csoportokban a kontroll csoporthoz viszonyitva (31., 32.,
33. abra).

30. abra A memantin hatasa OR teszten: anyagadas a tanulas el6tt
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31. abra A deramciklan hatasa OR teszten: anyagadas a tanulasi

szakasz elo6tt
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Tanulas elott adagolva

32. abra A deramciklan hatasa OR teszten: anyagadas a tanulasi

szakaszt kovetéen
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33. abra A deramciklan hatasa OR teszten: anyagadas a memoria

el6hivasi szakasz el6tt
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A csirke retinan kivaltott tovaterjed6 depolarizaci6 és a glutamaterg
ligandok szerepe

6.1.1. AMPA/kainat receptor ligandok

Az ionotrép glutamat receptorok kozul az NMDA receptoroknak a tovaterjedd
depolarizacié (SD) folyamataban jatszott kozponti szerepe régoéta ismeretes
(Sheardown, 1993), és a nem specifikus AMPA/kainat receptor agonista ligandoknak
az SD-t befolyasold hatasat is leirtdk mind az agykéregben (Lauritzen és mtsai.,
1988), mind a retinaban (Martins-Ferreira és mtsai., 1993; Sheardown, 1993). Amig
az agykéregben kisérletes kortilmények kdzott, mechanikai ingerléssel (Nellgard és
Wieloch, 1992), ill. magas extracellularis K*-koncentraciéval (Wu és Fujikawa, 2002)
kivaltott SD kialakulasaban és terjedésében nem egyértelmiien bizonyitott az AMPA
antagonistak SD gatlé hatasa, addig a retindaban az AMPA receptor fontos szerepét
az SD kialakulasaban jol alatdmasztjak a szelektiv ligandokkal végzett vizsgalatok. A
retinaban az ionotrop glutamaterg receptor altipusok mindegyike el&fordul (Cristovao
és mtsai., 2002a, 2002b). Az SD el6idézhetd az ionotrop glutamat receptor altipusok
agonistaival, és gatolhatdé az antagonistakkal. A retinan kivaltott SD az AMPA
receptor antagonistak vizsgalatara régéta hasznalatos, egyszerlien kivitelezhetd, j6
atereszt6-képességl, az EGIS-ben is beallitott modszer (Kapus és mtsai., 2004.;
Gigler és mtsai.,, 2007, Szénasi és mtsai., 2008.), amely a gyogyszerfejlesztés
folyamataban elsé sziiréként jol alkalmazhatd (Tarnawa és Vizi, 1998; Abraham és
mtsai., 2000).

A gyogyszerfejlesztés egyik célja a receptorszelektiv ligandok eléallitasa. Az
EGIS-ben folyd, AMPA receptorra hatd vegylletek kutatdsanak egyik fontos része
volt a szelektivitds bizonyitasa, ill. annak vizsgalatara a megfelel6é élettani teszt
kifejlesztése. Az SD modell beallitasanal még nem rendelkeztlink irodalmi adatokkal
arra vonatkozolag, hogy egyrészt az AMPA és kainat receptorok kulon-kalén milyen
meértékben vesznek részt az SD kialakulasaban, masrészt ezzel 6sszefliggésben az
AMPA/kainat receptorok pozitiv modulatorai hogyan befolyasoljak az SD folyamatat.
Ennek vizsgalatahoz specifikus AMPA ill. kainat receptor ligandok jelenlétében
valtottuk ki az SD-t. El6zetes méréseinkben sem az AMPA receptor pozitiv modulator
ciklotiazid, amely az AMPA receptor deszenzitizaciojat gatolja, sem a kainat receptor

deszenzitizaciojat gatldo concanavalin A (Partin és mtsai., 1993) énmagaban nem
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idézett el6 SD-t a retinaban. Varakozasainknak megfeleléen a ciklotiazid és a
concanavalin A potencirozta a kainattal, illetve AMPA-val kivaltott SD-t, annak
kialakulasat eltér6 modon befolyasolva (9. abra). Mig a concanavalin A kismértékd,
nem szignifikdns potencirozé hatast mutatott, addig az AMPA receptor pozitiv
modulator ciklotiazid markansan és koncentracio-fliggé modon potencirozta az
AMPA-nak, és csak kisebb mértékben a kainatnak az SD-re kifejtett hatasat (Kertész
és mtsai, 2004). Ez utébbi, kismértéki hatas hatterében az allhat, hogy a kainat
nemcsak a kainat receptorokon, hanem az AMPA receptorokon is agonistaként
mikodik. Az AMPA receptorokon az AMPA deszenzitizald, mig a kainsav nem
deszenzitizal6dé aramot indukal (Paternain és mtsai., 1996). A ciklotiazid szelektiven
az AMPA receptorokhoz kétédve (Partin és mtsai, 1993) a kainat altal kivaltott
AMPA aramot potencirozza. Eredményeink szerint a kainat receptor csak csekély
mértékben vehet részt az SD kialakulasaban.

A retinaban a csapok és a fény kikapcsolasara aktivalodé (OFF) bipolaris
sejtek kozotti glutamaterg ingerllet-atvitelben szerepet jatszd kainat receptorok
jelenlétét irtak le (DeVries és Schwartz, 1999). Mas sejttipusokon (amakrin sejt,
horizontalis sejt, ganglion sejt) azonban azt talaltak, hogy a kainat receptor nem vagy
alig jatszik szerepet a fény kivaltotta ingerulet tovabbitasaban (Cohen, 2000, Ghosh
és mtsai., 2001; Huang és mtsai., 2004, Jacoby és Wu, 2001; Lukasiewicz és mtsai.,
1997; Veruki és mtsai., 2003; Yang és mtsai., 1998). Kisérleteink tehat azt igazoltak,
hogy hasonléan a fényinger tovabbitasaban koézrem(kddd glutamaterg
folyamatokhoz, az SD-ben is nagyobb szerepet jatszhatnak az AMPA receptorok,
mint a kainat receptorok.

Tovabbi vizsgalatainkban ezért megmértik, hogy az AMPA receptor
kiiléonbdz6 szerkezetli pozitiv modulatorai hogyan befolyasoljak az SD kialakulasat
6nmagukban adva, valamint egy negativ modulator, ill. egy masik pozitiv modulator
jelenlétében. A ciklotiazidhoz hasonléan a tobbi, kisérleteinkben vizsgalt AMPA
receptor pozitiv modulator vegytlet is — S18986, aniracetam, IDRA 21, 1-BCP, EGIS-
A, EGIS-B —, eltérd hatékonysaggal, de koncentracio-fliggé modon potencirozta az
AMPA-val kivaltott SD-t (11. abra), mig AMPA nélkul adva énmagaban nem inditotta
el a retindban a depolarizaciés hullamot, amely allosztérikus serkentésre utal. A
hataser6sség mennyiségi meghatarozasahoz az SD kovetkeztében fellépd fénytorési
valtozas (belsd optikai jel) megjelenésének latenciajaban bekdvetkezett csokkenés

mértékét szamoltuk ki. Amint a bevezetében mar emlitettem, a belsé optikai jel
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megjelenése ol korreldl az ion- és membranpotencial valtozasokkal kulonféle
preparatumokban (Dahlem és Miiller, 2000; Peixoto és mtsai., 2001; Snow és mtsai.,
1983; Vilagi és mtsai., 2001; Wiedemann és mtsai., 1996). Az egyes pozitiv
modulatorok hatékonysagat befolyasolhatja a retina szOvetében valé eltéré
diffuzidjuk és eloszlasuk, valamint a kilénbdz6 pozitiv modulatoroknak az AMPA
receptor egyes alegységei, és azok flip és flop variansai iranti eltérd affinitasa (Partin
és mtsai.,, 1996). Mindezen befolyasolé tényezdk ellenére is az AMPA receptor
pozitiv modulatorokkal kapott SD potencirozasi adataink (10. abra) jol korrelaltak az
ettdl eltéré preparatumokon nyert, AMPA aram potencirozasra vonatkozo6 irodalmi
adatokkal (Arai és Lynch, 1998; Bertolino és mtsai., 1993; Johansen és mtsai., 1995;
Kapus és mtsai., 2000; Lockhart és mtsai., 2000, Partin és mtsai., 1996, Yamada és
Turetsky, 1996), valamint az EGIS-ben patkany hippokampusz szeleten (Kapus
Gabor mérései), és patkany kisagyi Purkinje sejten patch clamp technikaval (Végh
Miklés mérései) nyert eredményekkel (1. tablazat).

A negativ modulatorokkal valé koélcsonhatasok vizsgéalata soran a pozitiv
modulator ciklotiazid, aniracetam és S18986, kbzel azonos nagysagu (50-60%)
potencirozast el6idéz6 koncentracidban adva parhuzamosan, de eltér6 mértékben
tolta jobbra a negativ allosztérikus modulator GYKI 52466 koncentracio-hatas
gorbéjét (12. abra). Hasonlo, bar kisebb mértéki eltolast eredményezett az EGIS-A
jeld vegyulet is. A parhuzamos eltolas kompetitiv kolcsonhatasra utal, de ennek
ellentmond az a tény, hogy a GYKI 52466 gatld hatdsa mas-mas mértékben
csokkent a kulénb6zd pozitiv modulatorok hatasara. Tébb kdzlemény utal arra, hogy
a pozitiv és negativ allosztérikus modulatorok eltéré kétéhelyhez kapcsoléddnak az
AMPA receptoron (Johansen és mtsai., 1995, Kessler és mtsai., 1996; Partin és
Mayer, 1996; Yamada és Turetsky, 1996). Mas vizsgalatok arra vilagitanak ra, hogy
a pozitiv és negativ modulatorok receptorhoz kapcsolédasaban feltehetéen kdzos
kotéhely(ek) is részt vehetnek (Kapus és mtsai, 2000, Zorumski és mtsai., 1993).
Ami a pozitiv modulator vegylleteket illeti, Ujabb adatok arra utalnak, hogy a
deaktivacio és deszenzitizacio gatlasa akar eltér6 szerkezetl vegylleteknél is
azonos kétéhelyhez kapcsolhato (Jin és mtsai., 2005; Leever és mtsai., 2003).

Eredményeink nem erdsitik meg az AMPA receptoron a pozitiv modulator
vegylletek egyetlen, k6zds kotbhelyének létezését (GYKI 52466 hatasanak eltérd
mértékli modulalasa), de nem is zarjak ki annak lehetéségét (GYKI 52466 gatlasi

gorbe hasonld, parhuzamos eltolasa mind a négy vizsgalt pozitiv. modulator
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esetében). A latszdlagos ellentmondas feloldasahoz segitséget ad egy idén kozzétett
tanulmany (Ptak és mtsai., 2009). A szerz6k kulénbozd tiazid szarmazékoknak az
AMPA receptor S1S2 dimerjéhez valo kapcsolddasat vizsgaltak. Azt allapitottak meg,
hogy a ligandkotéhelyet elméletben 5 részterliletre bontva a vizsgalt molekulak a
kotéhelyen beldl eltéré affinitdssal kapcsolédtak az 5 részterllethez. Sajat
vizsgalataink 6sszhangban vannak Ptak és mtsai eredményeivel. A GYKI 52466 SD
gatlé hatasanak eltéré mértékl befolyasolasat magyarazhatja az AMPA receptoron a
pozitiv modulator kotéhely 5 részterllete iranti eltéré affinitasbol eredd eltérd
aktivitas.

Egy olyan 6sszetett rendszerben, mint a retina, az egyes modulatorok hatasat
erésen befolyasolhatja a kiilonb6zé AMPA receptor alegységekhez valé affinitasbeli
eltérés, illetve a flip/flop varians iranti preferencia is. A pozitiv modulatorok kozotti
kolcsonhatasnak az SD kialakulasaban jatszott szerepét vizsgalva ugy tlnik, a
funkcionalis kulonbségek erésebben befolyasoljak a vegylletek hatasat, mint a
vegylletek szerkezeti kulonbségei, legalabb is az altalunk vizsgalt esetekben. A
ciklotiazid és aniracetam SD potencirozé hatasa ©sszeadodott (13. abra). A
ciklotiazid és aniracetam eltéré kémiai szerkezetli vegyuletek, de hatasuk is
lényegesen eltér a deszenzitizacié/deaktivacio gatlasaban, flip/flop preferenciaban
(Partin és mtsai.,, 1996). A szerkezeti rokonsag ellenére hasonlé addiciot
tapasztaltunk az SD potencirozasban a ciklotiazid és S18986 esetében is (15. abra).
A varakozassal szemben a mas strukturakorbe tartozd aniracetam és az S18986
egylttes adagolasa nem eredményezte az SD potencirozd hatas 6sszeadddasat (14.
abra). A szerkezeti hasonldsag ellenére meglévé funkciondlis kilonbségeket leirtak
az aniracetamhoz kozeli szerkezetli Ampakin vegylletek esetében is. A
vegylletcsaldd nem egységes hatasu az AMPA aramok kinetikaja
megvaltoztatasanak, illetve az AMPA receptor zart — nyitott — deszenzitizalt —
deaktivalt allapotai kozotti atmenet befolyasolasanak tekintetében (Arai és Lynch,
1998; Arai és mtsai, 2000; Arai és mtsai., 2002). A ciklotiaziddal, IDRA 21-gyel és S
18986-tal rokon 1,2,4-benzotiadiazinok koézoétt pedig mind negativ, mind pozitiv
AMPA modulator vegyuletek is megtalalhaték (Braghiroli és mtsai., 2002). Egyéb
kézleményekben is fellelheték a kulonféle pozitiv modulator vegylletek feltételezett
mas-mas kotdhelyére vonatkozo utalasok (Desai, és mtsai., 1995; Kapus és mtsai.,
2000; Partin és mtsai., 1996; Pittaluga és mtsai., 1999). Ujabb vizsgalatok azonban

azt mutatjak, hogy kuldnb6zd szerkezetli pozitiv. modulatorok eltéré
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hatdsmechanizmusaban és hataserésségében nem feltétlenul eltérd kotdhely jatszik
szerepet, inkabb a molekulaszerkezetbdl adédoan pl. az elsédleges és masodlagos
kotések kialakulasaban kimutathatd kilénbségek (Jin és mtsai., 2005; Leever és
mtsai., 2003; Ptak és mtsai.,, 2009; Sun és mtsai., 2002). A ciklotiazid esetében
igazoltak, hogy az S1 és S2 transzmembran domének kozott mely aminosavakhoz
kotédve akadalyozza meg a deszenzitizalt allapot kialakulasat (Sun és mtsai., 2002).
A ciklotiazid receptor deszenzitizaciot gatlo, és a CX546 jeli Ampakin vegyllet
deaktivaciot gatlé hatasa egyarant megszint a GluR1 (S493T) és GIuR2 (S497T)
alegység extacellularis doménjein  el6idézett ugyanazon  szerin/treonin
pontmutacidkkal (Leever és mtsai., 2003). A szerkezetileg kilénb6zd, és egészen
eltéré hataser6sségli, deaktivaciét gatlé aniracetam és CX614 a két domén (S1 és
S2) altal képezett dimer ugyanazon helyére kot, egy kozds kotdhelyre, és a
kélcsonhatasban inkabb apolaris kolcsdnhatasok jatszak a fészerepet. Ezzel
szemben a ciklotiazid ugyanezen a teruleten két kotShelyhez is kapcsoldédik, és
hidrogénhidakon keresztul is jobban kétédik a receptormolekulahoz (Jin és mtsai.,
2005). A benzotiazid szerkezetli molekuldk S1S2 doménhoz kapcsol6dasaban
kimutathato eltérések (Ptak és mtsai., 2009) tovabb arnyaljak a képet. Mindezeken
felll az aniracetamnak inkabb a flop, mig a ciklotiazidnak a flip varians irant nagyobb
az affinitasa (Partin és mtsai, 1996). A retinaban, ahol a flip és flop variansok egyuitt
megtalalhatdok (Harada és mtsai.,, 1998), ez elegendd lehet a két vegyilet SD
potencirozé hatasanak Osszeadddasahoz. Az S18986 jeli vegyllet flip/flop
preferenciajara vonatkozélag nem taldltunk irodalmi adatot, de a flop varians iranti

nagyobb affinitas feltételezhetd az eredményeink alapjan.

6.1.2. Glicin visszavétel gatlok hatasa az SD-re

A vizsgalatok soran a glicin transzporter-1 gatld nem kompetitiv antagonista
NFPS és Org 24461, valamint a kompetitiv gatlé szarkozin hatasat mértik meg
NMDA-val kivaltott SD teszten retinaban. Az AMPA pozitiv modulatorok SD
potencirozé hatasanak ismeretében kézenfekvé volt, hogy az NMDA receptor
mikodésének serkentése szintén elbsegiti az SD kialakulasat a retinaban. NMDA
receptor agonistak, kompetitiv és nem kompetitiv antagonisték hatasat régebben
leirtak (Lauritzen és mtsai., 1988, Marranes és mtsai., 1988; Sheardown, 1993). A

glicin, illetve az NMDA receptor glicin koétéhelyéhez kapcsolédd ligandok SD
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befolyasolé hatasa is mar régota ismert. A glicin két6helyen parcialis agonista HA-
966 jelt vegyllet SD gatlé hatasat a glicin visszaforditotta csirke retinaban (Drejer és
mtsai., 1989). Glicing kot6hely antagonistaval gatolhaté az SD (Obrenovitch és
Zilkha, 1996), ugyanakkor a striatumba adagolva a glicin magas koncentraciéban
sem fokozta az NMDA depolarizalé hatasat (Obrenovitch és mtsai., 1997). Nem
talaltunk azonban adatot azzal kapcsolatban, hogy a glicin szintjének kdzvetlenul a
szinapszisban torténé emelkedése potencirozza-e az NMDA-nak az SD-re gyakorolt
hatasat.

Kisérleteinkben abbdl a feltételezésbdl indultunk ki, hogy a glicin gliasejtbe
torténé felvételének gatlasa révén megndvekszik a szinaptikus résben az NMDA
receptor koagonista glicin koncentracidja, ez pedig az NMDA-val kivaltott SD
potencirozasat eredményezi. Az altalunk vizsgalt glidlis glicin transzporter (Glyt1)
gatlé tulajdonsaggal bird vegylletek (NFPS, Org24461) mind kozvetlen, mind
kdzvetett uton — a glicin kétéhely kompetitiv antagonista 7-klor-kinurénsav hatasanak
felfiggesztése révén — az NMDA-val kivaltott SD potencirozasat okoztak. A
kdzvetlen serkentés ugyanolyan mértékének eléréséhez a glicin transzporter gatlo
vegylleteket mintegy két nagysagrenddel nagyobb koncentraciéban kellett
alkalmazni, mint a 7-klér-kinurénsav gatlo hatasanak felfliggesztéséhez — kb. 50%-o0s
serkentéshez 10-30 uM a 0,1-1 puM tartomannyal szemben. A glicin 100 uM-os
koncentracioban azonban mindkét kisérleti elrendezésben hasonlé mértéki (40-50%
korili) potencirozast valtott ki. Ennek magyarazata az lehet, hogy a kisérleti
rendszerhez adagolt, exogén glicinnek a szinaptikus résbe jutasa (diffuziéja) hasonlo
kinetikaval torténik a kozvetlen serkentés és a kompetitiv gatlas soran. Ezzel
szemben a glicin transzporter gatlé vegylletek helyben, a szinaptikus résben novelik
joval hatékonyabban emeli az aminosav mennyiségét a szinapszisban ahhoz, hogy a
glicin a kompetitiv antagonista hatasat felfliggeszthesse. A glicin koncentracidja a
szinapszisban nyugalmi allapotban 100-200 nM-os tartomanyban van, ez az érték
ingerlés hatasara millimolaris szintre emelkedhet. A glicin affinitisa az NMDA
receptorhoz az NR2 alegységtél figgéen 0.1-3 uM (Danysz és Parsons, 1998). A
GlyT1 normal mikddés esetén az extracellularis glicin szintjét a glicing kotéhely
telitési értéke alatt tartja (Supplisson és Bergman, 1997). A GlyT1 folyamatos

mikodése szikséges ahhoz, hogy a néhany uM-os extracellularis koncentracio
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mellett a szinaptikus résben a glicin mennyisége 0,1 —0,2 uM koril legyen. A GlyT1
gatlasa tehat az NMDA receptor telitddését okozza. Eredményeinkbdl az is
kovetkeztethetd, hogy hasonléan mas agyi preparatumokhoz (Yang és Svensson,
2008), a GlyT1 mikodése esetén a retinaban sem telitett a glicing kétéhely.

Harsing és mtsai. (2003) kozlése alapjan hippokampalis szinaptoszoma
preparatumban a glicin felvétel gatlasra vonatkoztatott 1Cso érték az NFPS esetében
0.022 uM, az Org 24461 jell vegyiletnél 2.5 pM. Mas beszamolék az NFPS glicin
felvétel gatld 1Csg értékét 0.017-0.22 uM kozé teszik (Yang és Svensson, 2008), igy
onmagaban az NFPS esetében is a glicin transzport gatlas vonatkozasaban egy
nagysagrendbeli eltérés mérhetd, a kilénb6zd preparatumok és az eltéré kisérleti
kériilmények fliggvényében. Erdekes, hogy mig Harsing és mtsai. (2003) ugyanazon
kisérleti rendszerben az NFPS és az Org 24461 kozott 100-szoros hatékonysagbeli
eltérést mutattak ki, addig a retinaban a 7-klér kinurénsav okozta SD gatlas
felfliggesztése mind az NFPS, mind az Org 24461 esetében a 0.1-1 uM tartomanyba
esett. Az SD-re gyakorolt hatas vizsgalata soran azonban nem koézvetlen glicin
visszavétel gatlast mértink, hanem azt, hogy a transzport blokkolasa miatt
megnovekedett mennyiségl glicin a 7-klor kinurénsav hatasanak felfliggesztésén
keresztul hogyan facilitdlia az NMDA altal kivaltott SD kialakulasat. Az altalunk
valasztott 7-klér kinurénsav koncentracio (3 uM) elegendéen magas volt ahhoz, hogy
100%-o0s SD gatlast okozzon (16. abra), de elegendden alacsony, hogy ezt a gatlast
a glicin koncentracié kismértékii névekedése (a glicin visszavétel enyhe gatlasa
esetén) is kompetitiv médon kénnyen felfliggeszthesse. A meredek koncentracio-
hatas gorbe is arra utal, hogy a glicin transzport gatlasaval az SD potencirozé hatas
nem egyenesen aranyosan ndvekszik.

Az eltéré hatasmechanizmusu glicin transzporter gatlé hatassal (Harsing és
mtsai. 2003), és a glicin kotéhelyen koagonista tulajdonsaggal rendelkez6 (Zhang et
al., 2009) szarkozin esetében az SD potencirozas a 100-1000 puM kozotti
koncentracio-tartomanyban jelentkezett.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk beallitott rendszer
mindenképpen alkalmas a glicin visszavétel gatlasara vonatkoz6 hatékonysag
kvalitativ  kimutatédsara, és vegylletek tesztelésére. Az SD potencirozas
hatékonysagaval kapcsolatos mennyiségi adatokbdl azonban csak &vatosan
vonhatok le kdvetkeztetések a glicin transzporter gatlé hatékonysagra vonatkozdlag.
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6.1.3. A deramciklan hatasa az NMDA-val kivaltott SD-re

Kisérleteinkben a deramciklan, a memantin, az MK-801 és a CPP hatasat
hasonlitottuk 0ssze csirke retinan NMDA-val kivaltott SD teszten. A deramciklan
NMDA receptor antagonista hatasarél Kovacs és mtsai. (2000) kozoltek elészor
adatot. A szerzék feltételezése szerint a deramciklan az MK-801-hez hasonléan
gatolia az NMDA receptort patkany agykéreg homogenizatumban. Sajat
vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a csirke retinan NMDA-val kivaltott SD
alkalmas-e az aktivitasfiiggé gatlas, ill. a csapdazas jelenségének mérésére, és az
antagonistak NMDA receptor gatlé hatasa kozti kildnbség kimutatasara. Negativ
kontrollként a kompetitiv antagonista CPP-t alkalmaztuk, amellyel kapcsolatban nem
ismeretes az aktivitasfiiggd gatlas. Kisérleteinkben csokkentett Mg?*-koncentracio
(0.33 mM) mellett mind a négy vizsgalt vegyllet koncentracio-fliggéd modon gatolta
az SD-t. Az MK-801 esetében az elsé meérés (els6 SD kivaltas) esetben még a
legmagasabb vizsgalt koncentracioban sem mértiink szamottevd gatlast. Az ismételt
SD kivaltasok soran a deramciklan és a két ismert csatornablokkold vegytlet
esetében egyarant a koncentracié-hatds gorbe jobbra tolédasat, vagyis
mikodésfliggé gatlasra utalé valtozast figyeltink meg (Kertész és mtsai., 2005;
Kertész és mtsai., kbzlésre elkiildve).

Az MK-801 a nyitott csatornaba bekotédd nem kompetitiv. NMDA receptor
antagonista vegyllet (Huettner és Bean, 1988). Hasonld tulajdonsagokkal
rendelkezik a memantin is (Chen és mtsai, 1992), amelynek az MK-801-gyel
szemben ismert a terapias hatékonysaga kognitiv funkciok leromlasaval jaré
korképekben (lasd 2.4.3. és 6.2. fejezet). Az NMDA receptor ioncsatornajaba koét6dd
vegyuletekkel kapcsolatban ismeretes a hasznalat- vagy aktivitasfiggé (‘use-
dependent’) gatlas, amely azt jelenti, hogy minél magasabb az agonista
koncentracidja, vagyis minél tdbbet van aktivalt (nyitott) allapotban az ioncsatorna,
annal jobban gatol az antagonista (Huettner és Bean, 1988). Az aktivitasfiggd gatlé
vegylletek esetében medfigyelt jelenség a csapdazas (trapping), amelynek soran az
antagonista vegyllet az agonista tavollétében bezaruld ioncsatornaba kétve marad.
Az MK-801 esetében leirtak, hogy hippokampalis és kérgi idegsejttenyészetben
végzett patch clamp mérésben 0.3 uM MK-801 10 perc elSinkubaciot kbvetéen nem
okozott szamottevé csokkenést az NMDA-aramban. Ezzel szemben sorozatos

NMDA impulzusok hatasara kialakult az MK-801 gatlé hatasa, amely még 20 perc
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kimosas utan sem csokkent szamottevéen (Halliwell és mtsai., 1989). A memantin
esetében is ismert az aktivitasfuggé gatlé hatas az NMDA receptoron. Az MK-801-re
az jellemzd, hogy szinte az 6sszes gatolt ioncsatornaban bent marad (Huettner és
Bean, 1988), mig a memantinnal az adagolas id6tartamatol is fliggd részleges
csapdazast (partial trapping) irtak le (Blanpied és mtsai., 1997; Mealing és mtsai.,
1999). Kisérleteink alapjan feltételezheté, hogy a deramciklanra is jellemzé a
csapdazas, tehat a deramciklan valészinlileg az ioncsatorna belsejébe kot az MK-
801-hez és a memantinhoz hasonléan. Egyben igazoltuk, hogy az NMDA-val kivaltott
SD alkalmas a csapdazas jelenségének vizsgalatara, valamint ilyen tulajdonsaggal

bir6 NMDA antagonista vegyliletek tesztelésére

6.2. A kiilonb6z6 glutamaterg vegyiiletek hatasa a targyfelismerésre

Kisérleteink soran az ionotrép glutamaterg rendszer mikodését befolyasolo
anyagok, nevezetesen AMPA receptor pozitiv modulatorok, glicin transzporter-1
gatlé vegylletek, és a gyenge-k6zepes NMDA receptor antagonista memantin,
valamint az NMDA antagonista tulajdonsaggal rendelkezé deramciklan prokognitiv
hatasat vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze. Az AMPA receptor pozitiv modulatorok,
valamint a deramciklan esetében megvizsgaltuk, hogy a vegylletek az alkalmazott
tesztben hogyan befolyasoljak az emlékezet kialakuldsanak szakaszait: az
emléknyom bevésését, megszilardulasat és felidézését.

Az AMPA receptor modulator S18986 és az aniracetam el6kezeléssel
(bevésés el6tt adagolva) javitotta a targyfelismerést a kontroll allatokhoz képest (20.,
23. abra). Az aniracetam hatékony volt 10 és 30 mg/kg p.o. dézisban, az S 18986
esetében mindharom vizsgalt dozist (0.3-1-3 mg/kg, p.o.) prokognitiv hatasunak
talaltuk. Hasonléan hatékonynak bizonyultak az EGIS sajat fejlesztési vegylletei is a
vizsgalt magasabb doézisban (10 mg/kg, p.o.) (26., 27. abra). Lebrun és mtsai (2000)
kozleményében az S18986 hatasa a bevéseés elétti kezelés soran mar 0,3 mg/kg p.o.
dozisban jelentkezett, az aniracetamot intraperitonealis kezelés utan 10-100 mg/kg-
ban talaltdk hatékonynak. A sajat vizsgalatainkban nyert adatok megerdsitik a
szakirodalomban kozolt eredményeket, amennyiben az S 18986 és aniracetam

hatékonynak mutatkoztak a memaérianyom bevésését megel6z8 kezelés soran.
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A bevésés utani, és az el6hivas el6tti adagolast illetéen az eredmények mas
képet mutatnak. Ha az ismert és Uj targy vizsgalataval eltoltott idéket nézzik, az
aniracetam esetében nem jelentkezett hatdas a 30 mg/kg-os doézisban sem. Az
S18986-ot pedig az el6kezelés soran mérthez képest (0.3 mg/kg) csak egy
nagysagrenddel magasabb dézisban (3 mg/kg) talaltuk hatékonynak (21., 22. abra).
Az egyes doézisokhoz tartozé diszkriminacios indexeknek (DI) a kontroll csoporttal
valé dsszevetése soran nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. Winters és Bussey
(2005) targyfelismerés teszten nyert eredmények alapjan leirtak, hogy az AMPA
receptorok szerepet jatszanak az emléknyom bevésésében, megszilardulasaban és
eléhivasaban is. Azt is medfigyelték, hogy ha nem kozvetlenll a bevésési szakasz
utan, hanem 40 perccel késébb tortént az AMPA receptor antagonista vegyllet
infuzidja, akkor az semmilyen hatassal nem volt az allatok teljesitményére. Tehat a
konszolidacié folyamatédban ez alatt a 40 perc alatt sziikséges a perirhindlis
kéregben az ionotrop glutamat receptorok megfelel6 mikddése. Winters és Bussey
fenti kisérletében az anyagok infuzidja kozvetlenul a perirhindlis kéregbe tortént.
Sajat vizsgélatainkban viszont per os kezelést alkalmaztunk. Az S18986 1 mg/kg
dozisa a plazmaban 8 perccel, a hippokampuszban és az agykéregben 30 perccel az
oralis adagolas utan éri el a maximalis koncentraciot (Bourasset és mtsai., 2005). Az
aniracetam oralis adagolast kdvetéen 20-30 perccel éri el a maximalis plazma-
koncentraciot (Ogiso és mtsai, 1998), de az agyi koncentracié alacsony a képz4dé,
feltehet6en hatékonyabb metabolitokhoz képest (Ogiso és mtsai., 2000). Az S
18986, ill. az aniracetam felszivodasat figyelembe véve ez magyarazhatja, hogy a
bevésés utani adagolast kovetd prokognitiv hatds miért nem jelentkezett
alacsonyabb dozisban. Feltehetd, hogy az adagolast kovetd 40 percen belll csak
magasabb dozis esetén alakul ki a hatékony agyi koncentracio.

Az el6hivast megel6z6 adagolas alacsonyabb hatékonysagat masban kell
keresniink. Sajat kisérleteink és a szakirodalomban leirtak kozotti 1ényeges
kilénbség, hogy a legtdobb vizsgalat, mint a fent emlitett is (Winters és Bussey,
2005), glutamat receptor antagonistak alkalmazasaval vizsgalia a memoria
kialakulasanak fazisait. Az S 18986-tal végzett vizsgalaton kivil (Lebrun és mtsai,
2000) nem taldltam informaciot arra vonatkozolag, hogy AMPA receptor pozitiv
modulator anyagok hogyan befolyasoljak a felismerési memoria kialakulasanak
kilénbdz6 fazisait normal, farmakologiailag vagy egyéb modon nem butitott

allatokban. Passziv elkerilési paradigmat és hosszu, 26 napos retenciot alkalmazva
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Quillfeldt és mtsai. (7994) kisérletében az entorhindlis kéregbe adagolt CNQX
memoriarontd hatasat kivédte az AMPA, de AMPA adagolasa 6nmagaban nem
javitotta a memodria el6hivasi teljesitményt. A patkanyok mar néhany 6ras retenciot
kovetben is véletlenszeri teljesitményt nyujtanak targyfelismerés teszten (Young és
mtsai., 2008). Sajat kisérleti korilményeink kozott — a 24 oras retencion felll
feltehet6en a vizsgalandé targyak kozotti csekély kilonbségnek kdszonhetben is
(lasd 4.2. fejezet) — a kontroll csoport szinte teljesen egyforma ideig exploralta az
ismert és az Uj targyat, és a szamolt DI értékek a 0-hoz kozelitenek. Bar nagyon
spekulativ a feltételezés, de elképzelhetd, hogy ilyen esetben a bevésés el6itti
adagolas elegendéen potencirozza a normalis emléknyom kialakulast ahhoz, hogy
24 6ra mulva az allatok emlékezzenek a korabban latott targyra. Amikor a vegytulet
adagolasara a retencié el6tt kerll sor, akkor az el6zéleg megfeleléen ki nem alakult
bevésés miatt az el6hivas serkentése csak nagyobb doézisban, és/vagy kisebb
javulast okoz a targyfelismerési teljesitményben. Tovabba, tapasztalataink szerint az
alacsony DI értéket produkalé kontroll csoport mellett egy hatékony vegyllettel
torténé kezelés is csak alacsony, 0.2-0.3 kozétti DI értéket eredményez (amely
altalaban mar statisztikai szignifikanciat eredményez, éppen az alacsony kontroll
érték miatt). Az S18986 esetében a retenciét megel6zd adagolas soran a kontroll
csoportban a szokasosnal valamivel magasabb értéket (0.12) kaptunk. Ezért, bar a 3
mg/kg dézissal kezelt csoportban szignifikansan kiilonbozoétt az ismert és az Uj targy
vizsgalataval eltoltétt id6, a kontroll csoporthoz viszonyitva a DI nem bizonyult
szignifikansnak (22. abra).

Az elébbi feltételezéssel némileg ellentmondasban allénak tiinnek a
deramciklannal kapott eredmények, mert az S 18986-hoz és aniracetamhoz hasonlé
felszivodasi adatok mellett (Magyar és mtsai., 1998) a deramciklan 30 mg/kg
dozisban hatékonynak bizonyult bevésés utan és el6hivas elétt adagolva is
(részletesen lasd alabb). A deramciklan prokognitiv hatdsaban azonban
eredményeink szerint feltehet6en a mérsékelt NMDA receptor gatlo aktivitas jatszik
szerepet, nem pedig az AMPA receptor potencirozas.

A glicin transzporter-1 gatld6 NFPS és Org 24461 nem befolyasolta a
targyfelismerést patkanyban, bar az NFPS esetében, ha nem mértlnk is szignifikans
eltérést, de mindharom kezelt csoport esetében valamivel nagyobb az uj targy
vizsgalataval eltoltott idé a kontroll csoporthoz viszonyitva (28., 29. abra). Az Org

24461 esetében a legalacsonyabb kezelt dozisnal az exploraciés idékben
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kismértékd, de szignifikans kilonbséget szamoltunk, a DI azonban nem kulonbdzott
a kontroll csoport értékéhez képest. Egy nemrég kozolt vizsgalatban az NFPS
hatékonyan visszaforditotta az MK-801 okozta teljesitményromlast targyfelismerés
tesztben (Karasawa és mtsai, 2008). Egy Uj, reverzilbilis és kompetitiv glicin
transzporter gatlo vegyllet, az SSR504734 javitotta a munkamemoriat fiziologias
feltételek mellett egerekben (Singer és mtsai., 2009). Nem ismert azonban, hogy az
NFPS vagy egyéb, irreverzibilis glicin transzporter gatld anyagok hogyan
befolyasoljak a farmakoldgiai vagy mas beavatkozasokkal nem lerontott, élettani
tanulasi és/vagy felejtési folyamatokat felismerési memoriaban. El6fordulhat, hogy
sajat kisérleti korilményeink kozott az NFPS magasabb dézisban prokognitiv
hatastinak bizonyul, de a varhatdé sulyos mellékhatasok miatt (Harsing és mtsai.,
2006) nem adagoltuk a vegyiletet 10 mg/kg-nal nagyobb dézisban.

A gyenge-kézepes NMDA antagonista memantin a két nagyobb
koncentracioban (10 és 30 mg/kg, p.o.) javitotta a patkanyok targyfelismerését (30.
abra). Azonos ddézistartomanyban vizsgalva a deramciklan hasonloan viselkedett, de
csak az alkalmazott legnagyobb dozisban (30 mg/kg, p.o.) mértiink statisztikailag
kimutathato javulast a kisérleti allatok teljesitményében (31. abra). Ebben a dozisban
a deramciklan a bevésés utan, ill. az elbhivas el6tt adagolva is fokozta a
targyfelismerést a kontroll csoporthoz képest. NMDA antagonista vegylletekkel
végzett szamos vizsgalat igazolta az NMDA receptorok szerepét a felismerési
memoria folyamataban a bevésés és a konszolidacié szakaszaban (de Lima és
mtsai., 2005; Pitsikas és mtsai., 2008; Puma és mtsai., 1998, Puma és Bizot, 1998;
Sargolini és mtsai., 2003; Winters és Bussey, 2005). Kevés tanulmany targyalja
azonban az NMDA receptorok koézremlkodését specifikusan az el6hivasi
szakaszban, és az eredmények nem egyértelmiek. A kdézdlt adatok
oOsszehasonlitasa nehéz az eltérd kisérleti elrendezés, adagolas modja, helye, a
mas-mas elbkezelési id6, és a vizsgalt allatfajok kozti kulonbségek miatt. A
kompetitiv antagonista AP-5 infuzidja a perirhindlis kéregbe retencio el6tt nem
befolyasolta az emléknyom el6hivasat patkanyban (Winters és Bussey, 2005). Ezzel
ellentétben MK-801 szisztémas, intraperitonealis injekcidja egerekben megndvelte az
Uj targy exploraciojaval eltoltott idét (Nilsson és mtsai., 2007). Az AP-5 dozistdl fliggd
ellentétes hatasat mutattak ki patkanyban. Az AP-5 intraseptalis infuzidja nagyobb

dozisban (8 nM) a targyfelismerés romlasat eredményezte (Puma és mtsai., 1998)
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mig alacsonyabb dézisban (2nM) javulast mértek, fliggtlenul attol, hogy bevésés
el6tt, utan vagy az eléhivast megel6z&en tortént az infuzioé (Puma és Bizot, 1998).

A memantin prokognitiv hatasara vonatkozd adatok sem egyértelmiiek, ha
csupan a targyfelismerést tekintjuk. Kimutattak, hogy a memantin visszaforditja az
oxidativ stressz okozta és a korral jar6 memoériaromlast patkanyban (Pieta Dias és
mtsai., 2007), ugyanakkor nem befolyasolta a memoria kialakulasat kulonféle
tanulasi tesztekben, beleértve a felismerési memoriat (Réus és mtsai., 2008).
Pitsikas és Sakellaridis (2007) azonban ugy talalték, hogy intraperitonealis adagolast
kovetéen a memantin javitotta a kezelt allatok teljesitményét a kontroll csoporthoz
képest. Ezzel az eredménnyel egyezbek sajat adataink is, amelyek azt mutatjak,
hogy a memantin per os kezelést kovetéen is elénydsen hat a normal, élettani
memoria-folyamatokra  targyfelismerés  teszten.  Hasonldképpen  hatékony
vegylletnek taldltuk a deramciklant is. A deramciklanra vonatkozé vizsgalatainkrol
kbézleményben szamoltunk be (Kertész és mtsai., kbzlésre elkiildve)

A kozponti idegrendszer folyamatait a glutamaterg rendszer mikodésén
keresztll befolyasolé ligandok hatasat, ezen belll is a tanulas és emlékezés
valtozasat szamtalan tanulmany targyalja. A glutaminsavnak és exogén, funkcionalis
analogonjainak a térbeli és nem térbeli, proceduralis és deklarativ folyamatokban,
spontan, ill. tanulassal, kondicionalassal kapcsolatos emlékezésben betdltétt szerepe
ma is intenziv kutatasi terillet. Sajat vizsgalataim eredményeinek targyalasan
keresztul — egyszerlen terjedelmi okokbdl is — ennek a hatalmas teriiletnek csupan
egy aprocska részletét jarhattam be. Annyi azonban a targyfelismerés teszten nyert
eredményekbdl is kitlnik, hogy az altalunk vizsgalt, glutamaterg hatassal rendelkez6
vegylletcsoportok Iényegesen kiilonbdéznek a memodriara kifejtett hatasukban. A
glicin transzporter gatlé anyagoknal, amelyek kdzvetve serkentik az NMDA receptor
mikddését, nem tapasztaltunk javulast az allatok emlékezetében. Az AMPA receptor
pozitiv modulator vegyliletek els6sorban a memdrianyom bevésését segitették eld,
kevésbé hatottak a tovabbi szakaszokban. Az NMDA receptor gatlasa altalaban a
tanulas romlasaval jar. Az enyhe-kdzepes receptor affinitassal és specifikus
kinetikaja NMDA gatlé tulajdonsaggal rendelkez6 memantin, valamint az EGIS

Gyogyszergyar altal fejlesztett deramciklan azonban javulast idéztek elé a kisérleti
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7. 0SSZEFOGLALAS

Az ionotrép glutamaterg rendszer mikddésére haté vegylletek vizsgalatara az
EGIS Gyogyszergyarban beallitottuk a tovaterjedd depolarizacio (SD) csirke retinan
kivaltott in vitro modelljét. Specifikus AMPA (ciklotiazid) és kainat (concanavalin A)
receptor ligandok alkalmazaséaval kimutattuk, hogy az AMPA-val kivéltott SD
kialakulasaban els6sorban az AMPA receptor jatsza at elsédleges szerepet, a kainat
receptor csak kismértékben jarul hozza a folyamathoz. Az irodalomban elséként irtuk
le az AMPA receptor pozitiv modulator vegylleteknek az SD-re gyakorolt hatasat
(Kertész és mtsai., 2004). A pozitiv modulator vegyileteknek egymassal, illetve a
receptort negativan modulalé GYKI 52466-tal valo interakciojat vizsgalva az alabbi
megfigyeléseket tehettik: 1, A pozitiv modulator vegyiletek azon koncentraciéban,
amelyben kb. 50 %-os mértékben potenciroztak az AMPA-val kivaltott SD-t, a GYKI
52466 koncentracié-hatas gorbéjét kompetitiv jelleggel, de eltéré6 mértékben toltak
jobbra; 2, A pozitiv modulatorok egymassal valé kdlcsdnhatasanak jellegét — addicio,
ill. annak hianya — elsédlegesen nem a vegylletek szerkezeti rokonsaga hatarozta
meg.

Eredményeink (Kertész és mtsai, 2004) 0Osszhangban vannak a
szakirodalomban kézolt adatokkal, amennyiben kdzvetve arra utalnak, hogy:

1) a pozitiv és negativ modulator vegylletek AMPA receptorhoz
kapcsoléodasaban legalabb részben ugyanazon kotdéhelyek jatszanak szerepet,
amelyeken a pozitiv és negativ modulatorok kompetitiv médon befolyasoljak egymas
kotodéseét;

2) a pozitiv modulatorok kétédésében pedig 6nmagaban a szoros szerkezeti
rokonsag nem jelent azonos kot6helyet, esetiikben tobb allosztérikus helyet

feltételezhetiink.

Az EGIS Gydgyszergyarban Uj szerkezetli AMPA receptor pozitiv és negativ

modulator vegytletek kifejlesztésében vettliink részt.

Igazoltuk, hogy a csirke retindn mért SD alkalmas az 1-es tipusu glicin
transzporter (GlyT1) gatlé anyagok kvalitativ, szemikvantitativ vizsgalatara; az ilyen
tipusu anyagok gyogyszerfejlesztési célzatu szlirévizsgalatara.
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Csirke retina preparatumon dsszevetettiik a deramciklan (EGIS-3886) NMDA
receptor gatlé hatasat az ioncsatorna gatlé MK-801 és memantin, valamint a
kompetitiv antagonista CPP hatasaval. Kimutattuk, hogy a deramciklan, a
csatornagatléd vegyiletekhez hasonléan, aktivitasfiggé mddon gatolja az NMDA
receptor miikodését, mig a CPP esetében az SD gatlo hatas jellege eltért a

deramciklan, a memantin és az MK-801 hatasanak jellegétdl.

Patkany targyfelismerés teszten in vivo végzett vizsgdlatokban a
szakirodalomban leirtakkal megegyezéen azt talaltuk, hogy az AMPA receptor
mikodését serkentd, pozitiv modulator vegyliletek meméria fokozé hatasuak. Az
aniracetam és a ciklotiazid esetében kimutattuk, hogy a memodrianyom
kialakulasanak kiilonb6z6 fazisait kiilonbdz6 mértékben befolyasoljak a vegyuletek: a
leghatékonyabban a bevésés szakaszat, kisebb mértékben a konszolidaci6é és az
el6hivas folyamatat potencirozzak.

Kisérleti korilményeink kozott az NMDA receptor mikddésére pozitivan hato,
GlyT1 gatlé vegyuletek nem bizonyultak memoria-serkentének..

A szakirodalomban els6ként kdzoltlink adatot arrél, hogy a deramciklan javitja
a patkanyok memodrigjat targyfelismerés teszten (Kertész és mtsai., kbzlésre
elkildve). Azt talaltuk, hogy a deramciklan az AMPA receptor pozitiv modulator
vegylletektél eltéréen egyforman hatott a memodrianyom  bevésésére,
konszolidacidjara és el6hivasara. A targyfelismerés teszten nyert adataink alapjan
azt a feltételezést tettiik, hogy a deramciklan prokognitiv hatasaban - a
memantinhoz hasonléan — feltehetéen szerepet jatszanak a vegytlet NMDA receptor

gatlo tulajdonsaganak jellegzetességei.
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9. ROVIDITESEK JEGYZEKE

1-BCP
AMPA
AP-5
CX516
CA1, CA3
CNQX

CPP

DMSO
EAAT

ECso

EPSC
EPSP
GABA
GYKI 52466
GYKI 53405

GYKI 53655

GlyT
ICso
IDRA 21
JSTX
LTD
LTP
MCI
MK-801

NMDA
NFPS
NBQX

OR

Org 24461

1-(1,3-benzodioxol-5-ilcarbonil)-piperidin
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav
2-amino-5-foszfovaleriansav
1-(kinoxalin-6-ilkarbonil)-piperidin

a hippokampusz régioi

6-ciano-7-nitrokinoxalin-2,3-dion
(+/-)-3-(2-karboxipiperazin-4-il)propil-1-foszfonsav
dimetilszulfoxid

serkenté aminosav transzporter

50 %-os SD potencirozast eredményezé koncentracio érték
serkent6 posztszinaptikus aram

serkent6 posztszinaptikus potencial

x-amino-vajsav
1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-metiléndioxi-5H-2,3-benzodiazepin
1-(4-aminofenil)-3-acetil-4-metil-3,4-dihidro-7,8-metilén-diox-5H-
2,3-benzodiazepin
1-(4-aminofenil)-3N-metilkarbamoil-4-metil-3,4-dihidro-7,8-
metiléndioxi-5H-2,3-benzodiazepin

Glicin transzporter

50 %-os SD gatlast okozo6 koncentracio érték
7-kloro-3-metil-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiazin-1,1-dioxid
Joro spider toxin

hosszu ideja gatlas

tartds potencirozas (long-term potentiation)

enyhe kognitiv kérosodas
(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo-[a,d]ciklo-heptén-5,10-imin-
maleat

N-metil-D-aszparaginsav
N[3-(4'-fluorofenil)-3-(4'-fenilfenoxi)-propil]szarkozin
6-nitro-7-szulfamoilbenzo(f)kinoxalin-2,3-dion
targyfelismerés teszt (object recognition)

R,S (+/-)N-metil-N-[(4-trifluorometil)fenoxi]-3-fenil-propilglicin



PCP
PEPA
RG

S 18986
SD
VGLUT
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fenilciklohexilpiperidin (fenciklidin)
4-(2-fenilszulfonilamino)etiltio)-2,6-difluoro-fenoxi-acetamid

relativ gatlas: az az aranyszam, amely kifejezi, hogy az egyes
pozitiv modulator vegylletek jelenlétében hanyszorosara nétt a
GYKI 52466-nak az SD gatlasra vonatkozo ICsg értéke (ICso/ 1Cso
kontroll)

(S)-2,3-dihidro-[3,4]ciklopentano-1,2,4-benzotiadiazin-1,1-dioxid
tovaterjedd depolarizacio (spreading depression)

vezikularis glutaminsav transzporter
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ROVID OSSZEFOGLALAS
(Tézisek)

A doktori értekezés glutamat receptorra haté vegylleteknek a tovaterjed6

depolarizaciéra in vitro, valamint felismerési memodria teszten az emléknyom
kialakulasara in vivo gyakorolt hatasat targyalja gyogyszerfejlesztési szempontok
figyelembevételével.

Az EGIS Gyogyszergyarban a glutamaterg vegyuletek vizsgalatara beallitottuk a
tovaterjedd depolarizacié (spreading depression, SD) in vitro modelljét csirke
retinaban. AMPA és kainat receptorra haté specifikus ligandok alkalmazasaval
kimutattuk, hogy a kainat receptorral szemben az AMPA receptor felel dontéen az
SD kialakulaséért. Az irodalomban elséként irtuk le az AMPA receptor pozitiv
modulator vegylleteknek az SD-re gyakorolt hatasat. Vizsgaltuk pozitiv modulator
vegyuleteknek egymassal, illetve a receptort negativan modulalé GYKI 52466-tal
valo interakcidjat. A pozitiv modulatorok azonos hatékonysagu, SD potencirozd
koncentracioban kompetitiv. modon, de eltérd mértékben befolyasoltak a GYKI
52466 gatlo hatasat. A pozitiv modulatorok egymassal valod kolcsdénhatasanak
jellegét — addicid, ill. annak hianya — elsédlegesen nem a vegylletek szerkezeti
rokonsaga hatarozta meg. Eredményeink 06sszhangban vannak a
szakirodalomban kozolt adatokkal, amennyiben kdzvetve arra utalnak, hogy 1) a
pozitiv és negativ modulator vegylletek AMPA receptorhoz kétédése részben
azonos helyen torténik; 2) a pozitiv modulatorok kétédésében pedig énmagéban
a szoros szerkezeti rokonsag nem jelent azonos két6helyet, esetiikben tdbb
allosztérikus helyet feltételezhetlink.

Az EGIS Gydégyszergyarban Uj szerkezetli AMPA receptor pozitiv és negative
modulator vegyliletek kifejlesztésében vettem részt.

Igazoltuk, hogy a csirke retinan mért SD alkalmas az 1-es tipusu glicin
transzporter (GlyT1) gatlé anyagok kvalitativ, szemikvantitativ vizsgalatara; az
ilyen tipusu anyagok gyogyszerfejlesztési célzatu szlirévizsgalatara.

Csirke retina preparatumon osszevetettik a deramciklan (EGIS-3886) NMDA
receptor gatlé hatasat az ioncsatorna gatlo MK-801 és memantin, valamint a
kompetitiv antagonista CPP hatasaval. Kimutattuk, hogy a deramciklan, a
csatornagatld vegyliletekhez hasonléan, aktivitasfliggé médon gatolja az NMDA
receptor mikodését.

Patkany targyfelismerés teszten in vivo végzett vizsgalatokban kimutattuk, hogy
az AMPA receptor mikodését serkentd, pozitiv modulator vegylletek a
szakirodalomban leirtakkal megegyezéen memoriafokozd hatastak. Kisérleti
kortlmeényeink k6zott az NMDA receptor miikodésére pozitivan haté, GlyT1 gatlo
vegyuletek nem bizonyultak memoaria-serkentének. A szakirodalomban elséként
targyfelismerés teszten. A deramciklan prokognitiv hatdasaban — a memantinhoz
hasonléan — feltehetéen szerepet jatszanak a vegyulet NMDA receptor gatlo
tulajdonsaganak jellegzetességei.
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SUMMARY
(PhD Thesis)

This thesis discusses the effect of glutamatergic ligands on the retinal spreading
depression (SD) in vitro, and on recognition memory in vivo.

The chicken retinal SD model was set up at the EGIS Pharmaceuticals Plc to
investigate the effect of glutamatergic ligands on SD. Using specific AMPA and
kainate receptor ligands, we demonstrated that mainly AMPA receptors mediate,
and kainate receptors may scarcely participate in initiating SD in the retina. We
were the first to publish the effect of AMPA receptor positive modulators on SD.
Also the interaction of positive modulators with each other or with the negative
modulator, GYKI 52466 was tested. Equiactive SD potentiating concentrations of
positive modulators shifted the AMPA antagonist effect of GYKI 52466 to the right
in a competitive manner but to various degrees. Regarding positive modulators,
the measured addition or the lack of addition of SD potentiating effect of the
compounds was not determined by the structural homology of positive
modulators. Our results are in accordance with the literature, as they indicate that
1) positive and negative modulators bind to the AMPA receptors at least partly at
the same binding site; 2) the close structural similarity of the positive modulators
does not refer to the same binding site at the AMPA receptor, rather to the
existence of separated allosteric sites or subsites.

We contributed to the development of new AMPA receptor positive and negative
modulator compounds at EGIS Pharmaceuticals Plc.

We demonstrated that SD in the chicken retina is suitable for qualitative,
semiquantitative pharmacological screening of the glycine transporter 1 (GlyT1)
inhibitory potency of different compounds.

The NMDA antagonist effect of deramciclane (EGIS-3886) in the chicken retinal
SD was determined and compared to that of the uncompetitive antagonists, MK-
801 and memantine, and of the competitive antagonist, CPP. We described that
deramciclane inhibited SD in an uncompetitive, activity-dependent manner,
similarly to memantine and MK-801.

Object recognition test (OR) in the rat was performed to evaluate procognitive
efficacy of different glutamatergic ligands. AMPA receptor positive modulators
were found to improve memory retrieval in OR. Our results are in accordance with
data in the literature. The GlyT1 inhibitors that indirectly facilitate NMDA receptor
mediated neurotransmission, however, showed no procognitive activity on our
experimental conditions. We were the first to demonstrate that deramciclane
improved memory retrieval in OR in the rat, and proposed that the NMDA
antagonist potency and characteristics — similarly to memantine — may play a
pivotal role in the procognitive effect of deramciclane.
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Kbszonetemet szeretném kifejezni mindazon munkatarsaimnak, akik az EGIS
Gyogyszergyarban munkajukkal, javaslataikkal és biztatasukkal el6segitették, hogy

ez a dolgozat elkésziilhessen.

Kilén koszonom témavezetémnek, dr. Lévay Gyodrgynek mindazt a szakmai
iranymutatast, segitséget és buzditast, amelynek eredményeképpen ez az értekezés

megszilethetett.

Kdszonettel tartozom tovabba dr. Kapus Gabor kollégamnak, akinek otletei,
tanacsai és kritikai megjegyzései jelentésen hozzajarultak dolgozatom elkésziltéhez.

Kdszénom feleségemnek és gyermekeimnek a tlrelmet, kitartast és
szeretetet, amellyel az elmult id6szakban is korllvettek és tamogattak.



