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[(3)H](1S,4S)-2,2-dimetil-5-(6-fenilpiridazin-3-il)-5-aza-
2-azoniabiciklo[2.2.1]heptan

cisz-transz-4-(2,3,5,6-tetrametilfenil)-3a,4,5,9b-tetrahidro-

3H-ciklopenta[c]quinolin-8-szulfonamid
1,1-dietil-4(naftalén-2-il)piperazin-1-ium

4-(4-Bromofenil)-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-

ciklopenta[c]quinoline-8-szulfonamid
5-hidroxi-indol
szerotonin receptor

4-(5-(4-klorofenil)-2-metil-3-propionil-1H-pirrol-1-yl)

benzénszulfonamid

alloszterikus aktivator (Ago-PAM)

[5-(6-[(3R)-1-azabiciklo[2.2.2]okt-3-iloxi] piridazin-3-il)-
1H-indol]

adenilat-ciklaz enzim

acetilkolin
acetilkolin kotd fehérje

Acetilkolinészteraz gatlo

(=CCMl, XY4083) (2)-3-(4-kloroanilino)-N-(4-

klorofenil)-2-(3-metilisoxazol-5-il)prop-2-enamid

adenozin-monofoszfat

a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionsav receptor
automata patch clamp

adenozin-trifoszfat
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AZD0328 3'H-4-Azaspiro[biciklo[2.2.2]oktan-2,2'-furo[2,3-
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B-973B [(S)-3-(3,4-difluorofenil)-N-(1-(6-(4-(piridin-2-
il)piperazin-1-il)pirazin-2-il)etil)propanamid]

BNC375 4-[(1R,3R)-3-[(5-kloro-2-metoxianilino)metil]-2,2-
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1,4-Diazabiciklo[3.2.2]non-4-il[5-[3-
(trifluorometil)phenil]-2-furanil]metanon hidroklorid
pozitiv alloszterikus modulator
3-furan-2-il-N-p-tolil-acrilamide
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1 Bevezetés

1.1 A kognitiv hanyatlas gyogyszeres kezelése

Az Oregedés természetes folyamata, betegség vagy agysériilés az értelmi képességek
csokkenéséhez vezethet. A kialakult korképet mentéalis cselekvésképtelenség,
memoriazavarok, személyiségvaltozas jellemzik, melynek hatterében az idegsejtek
funkcidvesztése, vagy rosszabb esetben elérehaladott allapota sejtpusztulas allhat. A
neurodegenerativ- ¢és pszichiatriai betegségeket kiséré demencia, szerte a vilagon komoly
egészségiigyi problémat okoz, amelynek mérséklésére az utdbbi években szdmos kisérlet
tortént. Sajnos a mentalis leépiilési folyamatok egyeldre nem visszafordithatéak. A korai
szakaszban diagnosztizalt, illetve idoben elkezdett gyogyszeres kezelés lelassithatja a
betegség elérehaladasat, valamint mérsékelheti az értelmi hanyatlas tiineteit. Azokat a
hatéanyagokat amelyek pozitivan befolyasoljak az emlékezdképességet, eldsegitik az
éberséget, a fokuszalt figyelmet, serkentik tanuldsi és memoria folyamatokat nootrép
vagy szellemi kapacitast fokozo6 vegylileteknek nevezziik. Gyogyszer-célpontként olyan
receptorokat, enzimeket érdemes keresni, amelyeknek ismert a kognitiv funkcidkban
betoltott szerepe. A kovetkezd fehérjék keriiltek a “célkeresztbe™: az acetilkolin
receptor(Elise Demeter, 2013) (muszkarinos receptor agonistai(Spencer, Middleton, &
Davies, 2010) (Croy et al., 2014), muszkarinos receptor gatlo antikolinerg anyagok,
valamint a nikotinos receptor agonistai, szelektiv pozitiv modulatorai, acetilkolin
prekurzorok, acetilkolin észterdz blokkolok, — hatasuk: finom motoros mozgasok
javulasa, figyelem, memoria javulasa). A dopamin receptor (katekolaminok, és
prekurzoraik, dopamin receptor parcialis agonistai, amfetaminok - pozitivan hatnak a
fokuszalt figyelmre, és munkamemoriara). A glutamat receptorok (AMPAR:
ampakinek, AMPA PAM-ok — pl. aniracetam, piracetam; NMDA receptor illetve
GluN2B antagonistak; NMDA receptor ko-agonista kotohelyére hato anyagok: D-serine,

D-cycloserine; ill. az endogén glicin mennyiségének novelése? GlyT1 tipush transzporter

@ Az NMDA receptor komplex alulmiikddése Gsszekapcsolhato a skizofrénia kialakulaséval. A receptor miikddési zavara hatéssal van
a dopaminerg rendszerre is amely magyarazza a betegség pozitiv (pszihézis, hallucinaciok) és negativ (demencia) tiineteit. Egy elmélet
szerint a skizofréniaban szenveddk esetében az NMDA receptor aktivitas fokozasaval javulas érhetd el a kognitiv funkciok terén. A
kezelés egy lehetséges modszere a glutamaterg tonus modulalasa az NMDA receptor ko-agonista kétShelyén keresztiil. A glicin
NMDA komplexen torténd kotddése serkenti az excitatoros neurotranszmissziot kognitiv funkcidkban fontos szerepet jatszo
agyteriileteken pl. kérgi és hippokampalis régiokban. (mivel a glicin nem jut at a vér-agy-gaton, a hasonlo képpen kotédé NR1 ko-
agonista D-serint, D-cikloszerint alkalmazzak antipszihotikumok mellé kiegészit$ terapiaként a klinikumban (Tsai et al., 1998)).
Ugyanez a hatas megvalosithat6 egy masik indirekt modszerrrel: a glicin koncentracio névelése a szinaptikus térben, nagy affinitasu
1-es tipusu glicin transzporter (GlyT1) gatlasaval (Shimazaki et al., 2010).
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gatlassal(Tsal, Yang, Chung, Lange, & Coyle, 1998) (Shimazaki, Kaku, & Chaki, 2010)
(Guercio & Panizzutti, 2018) — hatasuk: szinaptikus plaszticitas fokozasa, oregedés
okozta kognitiv funkciovesztés visszaallitasa), szerotonin receptor (antidepresszansok,
monoamin oxiddz gatlok — a szerotonerg transzmisszio modulalasa pozitivan befolyasolja
a tanulast és memoriat, negativan az éberséget)(Wallace, Ballard, Pouzet, Riedel, &
Wettstein, 2011), a hisztaminreceptorok (neurotranszmitter felszabadulast serkentd,
attételesen éberséget, figyelmet fokozo H1 antagonistak), neuropeptidek (melatonin,
agomelatin —alvas kézbeni memoria konszolidacioban van szerepe). A nem specifikus
hatasti de maig nem tisztazott médon kognitiv folyamatokat befolyasolé receptorok: az
adenozin receptor (antagonista: a koffein - noradrenalin és dopamin felszabadulason
keresztiil csokkenti a neuron tiizelés gatlasat) (Micoulaud et al., 2015), a GABAR
(GABA a5 blokkolo inverz agonistak, NAM-0k — gorcs- és szorongasoldas nélkiili
nootrop hatassal birnak (Rudolph & Knoflach, 2011), a glukokortikoidok GABA
receptort modulaljak) (Micoulaud et al., 2015). A neuroprotekcio egy Gjabb eszkoze lehet
a specifikus hiszton deacilaz (HDAC) inhibitorok kifejlesztése. Az I osztalyba tartozo
HDAC-ok megfeleld agyteriileten torténd, izoforma szelektiv gatldsa terdpias
szempontbol eldnyos folyamatokat indukalhat. Példaul csokkent amiloid-béta (AP)
szintet eredményez, eldsegiti a szinaptogenezist valamint a dendritikus tiiskék fejlodését
és a denzitas novekedést, ezaltal enyhitheti a kognitiv karosodas mértékét (S. Yang,

Zhang, Wang, & Zhang, 2017).

A dolgozatomban késdbb részletesen ismertetett homopentamer felépitésti a 7 tipusu
nikotinos acetilkolin receptor (a7nAChR) szintén potencialis terapias célpont lehet
kognitiv tiineteket okozd neuroldgiai betegségben. Szelektiv agonistdi €s pozitiv
alloszterikus modulatorai (PAM) prokognitiv hatassal birnak. E receptor alulmtikddése
agyi érkatasztrofat kovetden és mas kozponti idegrendszert érintd megbetegedésekben
mint példaul Alzheimer-, Parkinson-korban, skizofrénidban valamint a nikotin
fliggbségben szenveddk korében figyelheté meg(Taly, Corringer, Guedin, Lestage, &
Changeux, 2009) (Arneric, Holladay, & Williams, 2007). Az a7nAChR fontos szerepet
jatszik a memoria- és tanuldsi folyamatokban, ezért a demencia elleni gydgyszerek
kutatasanak egyik f6 célpontjava valt (Uteshev, 2014). Az a7nAChR-al kapcsolatba
hozhato betegségeket az 1. Tablazat foglalja 6ssze. A PAM -ok elénye az agonistakkal

szemben, a normalis idegsejt aktivitasi mintazat megorzése, mivel egy meglévé endogén
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jeleterdsitenek fel, illetve az, hogy nem kell szdmolni az agonistdk esetében fellépd
deszenzitizacioval valamint a hatast kompenzald receptor felszabalyozodassal(John

Malysz et al., 2009).

1. Tablazat Nikotinos acetilkolin receptorokat érint6 kozponti idegrendszeri betegségek okai, tiinetei, és kezelése

Betegség Okai Tiinetek Kezelése
Ski , . CHRNAY7, CHRFAM7A  értelmi hanyatlas (érzékelési-észlelési non-szelektiv nAChR
il parcialis duplikécioja zavar, a munka memoria romlasa) agonistak, nikotin
: p amyloid plakkok emlékezet kiesés, tajékozodési zavar, (G IS (Eamius,
Alzheimer deszenzitizaciot okozva ] . 5 A donepezil rivastigmine
% o I8s hangulatingadozasok, viselkedési - A
kor gatoljak o 7TnAChR . galanthamine eptastigmine,
B o problémak .
aktivaciot huperzine A
. ot 1k a/nAChR aktivalasa
ParII:|'n son a7nACkli1§ér;1:k0des demencia enyhitheti a PD tiineteit
or (PAM-0Kk)
Fdjdalom gyulladas fajdalom PAM-ok
N e TP Opioid antagonistak
Fiiggdség dohanyzas Nikotin fliggdség naltrexone

The current agonists and positive allosteric modulators of & 7 nAChR for CNS indications in clinical trials Taoyi Yang, Ting Xiao,
Qi Sun, Kewei Wang(T. Yang, Xiao, Sun, & Wang, 2017) cikkének szovege alapjan késziilt.

10
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1.2 ROvid tudomanytorténeti attekintés

A szinaptikus mukodés €s a ligand-fliggd receptorok kutatasa az 1900-as években
kezd6dott. 1905-ben John Newport Langley angol fiziologus ideg-izom preparatumon
végzett kisérleteket. Feltevése szerint kell, hogy legyen az izomszovetben egy "receptiv
anyag", amely érzékeli és tovabbitja a nikotin vagy kuraré hatasat(Changeux, 2012).
Késoébb Otto Loewi €s Henry H. Dale felfedezték az acetilkolint, mint neurotranszmittert.
“Az idegi ingeriilet kémiai atvitelével kapcsolatos kutatasaikért” 1936-ban Nobel-dijjal
jutalmaztak oket. John C. Eccles ausztral neurofiziologus akkoriban az ingeriilet
szinaptikus neurotranszmissziojat és annak gatlasat kutatta. Eccles, Hodgkin és Huxley
megosztott Orvostudomanyi Nobel-dijat nyert 1963-ban az “idegsejt-membranok

miikodésének ionos természetét illeté felfedezéseikért” (Schwiening, 2012).

Bernard Katz az 6tvenes évektdl kezdve a szinapszisokban lejatszodo ingeriiletatviteli
a katekolaminok csaladjaba tartozo noradrenalin bioldgiai hatasait tanulmanyozta. Julius
Axelrod radioaktivan jel6lt neurotranszmitterek kutatasaval foglalkozott. Kisérletei soran
megallapitotta, hogy a szinapszisokban a noradrenalin kémiai jelatvivoként funkcional,
és az ingeriilet elhaladdsa utdn az idegsejtek felveszik, majd Ujrahasznositjak a
szinaptikus transzmisszid soran felszabadult molekuldkat. Katz, von Euler és Axelrod az
idegingeriilet mitkdésének kutatasaért és a neurotranszmitterek felfedezéért 1970-ben

kapott Nobel-dijat(Alexei Verkhratsky, 2014).

11
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1.2.1 Az elektrofizioldgia fejlédése

A masodik vilaghdborti utan Alan L. Hodgkin és Andew F. Huxley az akciés potencial
idegrostokban torténd terjedését vizsgalta. Uvegkapillarisbol késziilt intracellularis
mikroelektroda segitségével, akcios potencidlokat regisztraltak a tintahal (Loligo forbesii)
Oridsaxon preparatumabol. A Kenneth Cole és George Marmont altal néhany évvel
korabban kifejlesztett két elektrodos "voltage clamp" technika® segitségével az akcids
potencidlt 1étrehoz6 ionszelektiv csatornak 1étezését sikertiilt bizonyitani, és miikodéstiket
matematikai modellel leirni(Schwiening, 2012). 1963-ban Orvostudomanyi Nobel-dijat
nyertek az  “idegsejt-membranok  mikodésének  ionos  természetét illetd
felfedezéseikért”(Schwiening, 2012). Az els6 ioncsatornan torténé méréseket Paul
Mueller és Donald Rudin a hatvanas években mesterséges kettos lipidrétegen végezték.
Ionok szdmara nem 4tjarhaté, stabil, 10 mm?-es 4tmérdjii kétrétegii foszfolipid membran
valaszfalat hoztak 1étre két sdoldat kozott(Mueller, Rudin, Tien, & Wescott, 1962). A
soldathoz adott antibiotikum, a Gramicidin, egy 15 aminosavbol allé peptid, amely a
lipidrétegben csatornaszerli poérusokat alakit ki. Magas membran potencidlokon
regisztralni tudtdk egyedi gramicidin molekuldk nyitdsat és zarasat, amely az
ioncsatornak “single channel” aktivitashoz hasonlo(O. S. Andersen, 1983). Az 1980-as
években Neher és Sakmann forradalmasitottak a modern sejt szintii elektrofiziologiat. Az
egysejtes elvezetés korai szakaszaban megindult a mikropipettak fejlodése. Erwin Neher
¢s Hans D. Lux egy specialis, “fire-polishing” nevii technikat alkalmaztak, amellyel a
pipetta szajanak torésfelszinét lang segitségével egyenletesre olvasztottak. Az igy késziilt
mikroelektroda minimalis sértést okozott a membranon. A pipetta belsejében 2-10
Hgmm-es nyomascsokkentést alkalmazva erdsebb kapcsolatot tudtak kialakitani a
sejthartya és az iivegkapillaris kozott, amely jelentOsen javitott az elvezetés mindségén.
Bert Sakmann és Erwin Neher a patch clamp technika kifejleszéséért és ioncsatornak
miikodésének kutatasaért 1991-ben Nobel-dijat vehettek at (Neher & Sakmann, 1976)
(Alexei Verkhratsky, 2014).

b Lényege, hogy a membranpotencial értékét az elektronika segitségével a kisérletezo allithatja be tetszés szerinti értékre. Mivel a
fesziiltségfiiggd csatornak a membranpotencialra reagalnak, miikodésiik megértéséhez elengedhetetlen volt ez a modszer. Magyar
elnevezése "fesziiltség-zar modszer", csak gy, mint a "patch clamp" médszer magyar "folt-zar" megfeleldje, nem terjedt el még a
magyar nyelvii szakirodalomban sem, ezért dolgozatomban az angol elnevezéseket hasznalom
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A 2000-es évek elején egy ujabb fejezet nyilt a patch clamp technika fejlddésében. Az
ioncsatornakra hato gyogyszerek kutatasaban — fejlesztésében kiélez6d6 verseny egyik
égetd kérdése volt a nagyobb ateresztoképesség elérésére. A manualis patch clampen
kiviil szamos lehetdség allt a kutatok rendelkezésére (pl. fluorescens indikatorok, kotési
tesztek, radioaktiv ion flux vizsgalatok(Xu et al., 2001) (Denyer, Worley, Cox, &
Allenby, 1998)) hatéanyagok ioncsatornakon torténd tesztelésére. Mégis az
elekrofiziologia a legmegbizhatobb, és legsokoldalibb vizsgalati modszer, amellyel
kozvetleniil mérhetdk a csatorna konformacid valtozéasai (nyitdsa és csukddasa, ill.
inaktivaloddsa vagy deszenzitizacidja). Az extra- ¢és intracellularis oldatok
iondsszetételének valtoztatasaval, a kiillonbozo fesziiltség protokollok, és oldatperfuziods
protokollok segitségével sok oldalrol koriil lehet jarni a fesziiltségfiiggés, kinetika,
szelektivitas, modulécio, stb. kérdéseit, és pontosan meg lehet allapitani a potencidlis
gyogyszerek hatasmechanizmusat (nem csupan hatékonysagat detektalni). Emellett az
adatok mindsége is egyediilallo: ms alatti idObeli felbontassal az egyedi csatornak
nyitasaval jaro akar 1-2 pA méretii aramok is detektalhatok. (LA. Abra) Hatranya viszont,
az 1d6-, és munkaerd igényesség valamint a relative kis hatasfok. Az automata rendszerek
kifejlesztésének célja a hosszadalmas procedura lerdviditése, valamint a nagy ateresztd
képesség elérése adatmindség romlas nélkiil. Ennek kivitelezése szdmos technikai
nehézségbe 1itkdzott. Az utobbi husz évben tébb (szam szerint 7: Nanion, Molecular
Devices, Sophion, Fluxion, Cellectricon, Cytocentrics, Flyion) cég kiilonb6z6
megkdzelitésekkel probalta az elektrofizioldgia automatizalasat megvalodsitani. Az elsd
automata patch clamp-ek (APC) 2003-tol valtak elérhet6vé. Néhany fényképen mutatok
példakat a kifejlesztett APC rendszerekre (2. A-H Abra).

A két éles elektroddal végezték a
"voltage clamp-et", mik6zben a
tompa "patch" elektroddal
regisztraltak az egyedi
csatornanyitasokat. (Neher &
Sakmann, 1976)

1A. Abra Faziskontraszt mikroszképos kép egy egér
hippokampalis neuronbol patch clamp elektrodaval
torténd mérésrol, fénykép: Dr. Ainhara Aguado, Ruhr
Egyetem Bochum, Németorszag)

1B. Abra Az els6 acetilkolin single-channel regisztratum béka izombol izolalt
preparatumon
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Nagy ateresztd képességii patch clamp rendszerek

Fluxion HT nagyateresztoképességii patch clamp rendsze: a mérés alatt allo sejtek mikroszkopos képe a gyartd honlapjarol

2. Abra A-B) Fluxion lonfluxHT
C) Cellectricon Dynaflow HT, D) Molecular Devices HTS, E) Cytocentrics APC

F) Sophion Qpatch, G) Sophion Qube, H) Nanion Syncropatch HTS méréallomasok, a gyartok honlapjairdl
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1.3 Farmakolégiai bevezetd

A gyogyszerek hatdanyagai és az €16 szervezet kozotti interakcidokkal foglalkozo
tudomanyagat gyogyszerhatastannak, mas néven farmakoldgidnak nevezzikk. A
kolcsonhatasokat két nézOpontbol vizsgalhatjuk: A farmakodinamia a gyogyszer
hatasmechanizmusat, mig a farmakokinetika a biologiai rendszer hatasat irja le adott
hatéanyagra eltelt id0 fliggvényében. (felszivddas, disztribicido, metabolizalodas,
kitrilés). Az agy miikodését befolyasold kémiai anyagok hatasmechanizmusainak
vizsgalataval a neurofamakologia foglalkozik. Az idegrendszerre jellemz6, kémiai
jelatvitelért felelds, hasonld neuron csoportokban termel6édd, azonos funkcidt ellatd
endogén neurotranszmitterek alapjan megkiilonboztethetiink glutamaterg, GABAerg,
noradrenerg-, dopaminerg-, szerotonerg-, hisztaminerg-, kolinerg-, stb. rendszereket. A
jelatvivé anyagok tulajdonsagaik szerint két nagy kategoriara bonthatok: serkento és gatlo
neurotranszmitterek. Az atvive anyagok megkotését és a jel tovabbitasat az adott
ligandumra érzékeny jel felfogd fehérje vagy mas néven a receptor végzi. A koztudatban
az ortoszterikus kotéhelyen k6t6do aktivalo anyagokat agonistdnak, az ugyanott kot6do,
de agonistara adott valaszt csokkentd vagy gatld hatasu anyagokat pedig antagonistanak
nevezik. Az 6sszkép viszont nem ilyen fekete-fehér. Ezt a jol bevalt két allapoti modellel
lehet kdnnyen ismertetni (a valosagban természetesen sok konformacios allapot van).
Ligandum hianyaban a receptorok aktiv (R*) és nyugalmi (R) konformacios allapota
kozott egyensuly all fenn. A ligand kotddésével az az allapotot stabilizalodik, amelyhez
energetikailag kedvezObb kotddnie. Ebbdl a szemszogbdl nézve, az agonista, vagy
parcialis agonista olyan ligandum, amely receptor konformacios egyenstlyat nyugalmi
allapot feldl (R) aktivalt allapot (R*) felé tolja el, ezért az agonista-kotott aktiv illetve az
agonista-kotott nyugalmi (AR*/AR) allapot aranya nagyobb lesz mint a ligand nélkiili
aktivalt és nyugalmi (R*/R) allapotok aranya. EQy agonista, ill. parcialis agonista
hatékonysadga az aktiv konformaciohoz (R*) vald szelektivitdisan mulik. Minél
szelektivebb a ligand az aktiv (R*) konformacid iranyaban, annal hatékonyabb. Az

agonista €s parcialis agonista kozott tehat abban van kiilonbség, hogy milyen mértékben
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tudja eltolni a nyugalmi/aktivalt receptorok ardnyat. Ezzel ellentétben a kompetitiv
antagonista vagy kozel egyforma affinitassal kot mindkét konformaciohoz, és igy
elfoglalja a receptorokat anélkiil, hogy eltolna az egyensulyt, vagy pedig kifejezetten a
nyugalmi allapothoz kot nagyobb affinitassal, igy azt stabilizalja.

Sok receptor rendelkezik az ortoszterikustol térbelileg elkiiloniild, de a konformécios
valtozasok szintjén kapcsolatban allo, alloszterikus kétéhellyel, amelyhez modulator
ligandumok kothetnek. Az alloszerikus koét6helyen keresztiil ugyancsak tobbféle hatas
valthatd ki. Legtipikusabb esetben az alloszterikus modulatorok 6nmagukban nem
képesek a receptor aktivalasara. A modulald hatas kivaltddasahoz elengedhetetlen az
agonista kotddése is, és a két nem atfedd kotdhely betdltottsége idéz eld egy egyedi,
visszafordithato, atmeneti fehérjeszerkezetbeli valtozast(Changeux & Christopoulos,
2016). Farmakoldgiai hatasuk alapjan megkiilonboztetiink pozitiv ~ alloszterikus
modulatorokat (PAM)(Chatzidaki & Millar, 2015), amelyek novelik az agonista altal
kivaltott aktivitast, a negativak (NAM) pedig csokkentik, mig a neutralis alloszterikus
ligandok (NAL/SAM)(Corradi & Bouzat, 2016) kotodésiikkel nem befolyasoljak az
ortoszterikus ligand vélaszt de elfoglaljak az alloszterikus kotohelyet és igy blokkoljak a
modulaciot. Léteznek olyan PAM vegyiiletek is, amelyek képesek agonista nélkiil is
aktivalni, ezeket alloszterikus aktivatornak vagy Ago-PAM-oknak nevezik (Horenstein,
Papke, Kulkarni, & Ganesh, n.d.) (Changeux & Christopoulos, 2016) (Gill-Thind,
Dhankher, D’Oyley, Sheppard, & Millar, 2014) (Jaskiran K Gill et al., 2011). A pozitiv
alloszterikus modulator hatasmechanizmusnak terapias szempontbol megvan az az
eldnye, hogy az anyag csak ott €s csak akkor fejti ki hatdsat, ahol €s amikor a természetes
ideghalozatban is aktivitas mutatkozik. Példaul neurodegenerativ betegségek kezelésében
is eldnyds lehet az a hatdsmechanizmus, amely egy alacsony szinten kifejez6d6 vagy

alulmiik6dé receptor jeleit csak endogén ligandja jelenlétében képes felerdsiteni.

Bizonyos receptorok esetében, amilyen a dolgozatomban targyalt a7 tipust nikotinos
acetilkolin receptor (a7nAChR) is, l1éteznek tgynevezett "csendes agonistak” (silent
agonist) is(Rang, 2006) (Papke, Chojnacka, & Horenstein, 2014), amelyek olyan
ortoszterikus ligandumok, amelyek dnmagukban nem idéznek el6 csatornanyitast. Méltan
gondolhatnank, hogy vajon miben kiilonbozik akkor egy kézonséges antagonistatol?
Abban, hogy olyan allapotot stabilizdlnak, amely kiilondsen érzékeny a pozitiv

alloszerikus modulatorokra (PAM)(Quadri et al., 2018). Az eltérés az alloszterikus ligand
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bekdtéséig nem is mutatkozik. Viszont PAM jelenlétében a csendes agonistak is
“megszoélalasra” birjak a receptorokat(Chojnacka, Papke, & Horenstein, 2013). Ezzel
ellentétben, antagonista kotott receptor esetén az alloszerikus modulator nem tudja

kifejteni hatasat.

1.4 Az acetilkolin receptorok

Az acetilkolin (ACh) receptorok ligand fliggd, integralt membranfehérjék. Két {6 tipusba
sorolhatjuk 6ket: a G-fehérjékhez kapcsolt muszkarinos receptorok (MAChR), és a
pentamer ligand-vezérelt ioncsatornak (pLGIC) szerkezeti csaladjaba tartozo (korabbi
nevén "cys-loop" ¢ azaz cisztein part tartalmazo hurokkal rendelkezé) nikotinos
acetilkolin receptorok (nAChR). Mindkét receptor neurotranszmittere az ACh, amelynek
szerepe a periférids idegrendszerben régdta ismert: a neuromuszkuldris junkcid
atvivlanyaga, az autonom idegrendszerben az Osszes pregangliondris ideg, illetve a
postganglionaris paraszimpatikus idegek transzmittere. A kdzponti idegrendszerben
elsdsorban a neuronok ingerlékenységét szabalyozd szerepe van, amely tobbek kozott a
figyelmi, éberségi allapotot és a memoria kialakitasat és fenntartasat hatarozza meg. Az
acetilkolin receptorok a szabalyzast a citoplazmatikus kalciumszint befolyasolasan, és
intracellularis jelatviteli kaszkddokon keresztiil valdsitjdk meg, melynek hatdsara
modosulhat neurotranszmitterek felszabaduléasa, szinaptikus plaszticitas, apoptdzis, vagy
génatirodas. Mind a mAChR mind a nAChR eléfordul a tanulas és a memoria
szempontjabol fontos agyteriileten, a hippokampuszban, amelynek elsédleges kolinerg
bemenetét a medialis septum és a Broca féle diagonalis koteg adja. A hippokampusz
fontos szerepet jatszik a kognitiv folyamatokban, ezért osszefliggésbe hozhatd szamos
olyan betegséggel, amelyek a kognitiv funkciok romlasaval jarnak, mint példaul
Alzheimer-kor és skizofrénia(Albuquerque, Pereira, Alkondon, & Rogers, 2009) (Yakel,
2015).

A ligandum altal aktivalt ioncsatornak egyik nagy szerkezeti csaladja. Jellemzd rajuk hogy 6t alegységbdl allnak, amelyek egy

kozponti porust vesznek koriil. A "cys-loop" egy jellegzetes, diszulfid hiddal stabilizalt, 13 konzervalt aminosavbol allo szerkezeti
elem, amely az N-terminalis kozelében, extracellularisan helyezkedik el. A pentamer ligandfiiggd receptorok kozé tartoznak a

nikotinos acetilkolin-, a GABAAa-, az 5-HT3 tipusu szerotonin-, a glicin-, és a Cink-aktivalt (ZAC) receptorok.
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1.4.1 Metabotrép receptorok

A metabotrop acetilkolin receptorok (MAChR) kozé muszkarinnal aktivalhatd, és
atropinnal gatolhatd, hét transzmembran doménbdl felépiilé, G-protein kapcsolt
receptorok tartoznak (Albuquerque et al., 2009). Ot altipusuk ismeretes (M1-M5),
amelyek két kiilonb6z6 jelatviteli Gitvonalat hasznalnak (2. Tablazat). Az M1, M3 és M5
receptor altipus foként a Gq fehérjékkel hat kolcson, amely a foszfolipaz C-t (PLC)
aktivalva masodlagos hirivé utvonalakon keresztiil intracellularis kélciumszint
novekedést okoz. A masik két altipus az M2 és az M4 kolcsonhatd partnere az ATP-
ciklikus-AMP atalakulast gatlo Gi fehérje(Albuquerque et al., 2009). A mAChR tipus
tagjai nagy szamban kifejezOdnek a kozponti és a periférias idegrendszerben. Fontos
szerepet jatszanak kiilonbozo élettani folyamatokban, mint példaul a tanulds, figyelem,

alvas-ébrenlét ciklus, motoros miikodések szabalyozasa, sziv és érrendszer, vese, emésztd

szervek miikodésében(Verma, Kumar, Tripathi, & Kumar, 2018).

2. Tablazat a mAChR csoportositasa jelatviteli utvonalai, kifejezddése, altipusokkal kapcsolatos betegségei

Muszkarinos acetilkolin receptorok: jelatviteli utvonalai, kifejez6dése az idegrendszerben, altipussal kapcsolatos

betegségek
M1 M2 M3 M4 M5
G protein Gg/11 Gilo Gg/11 Gilo Gg/11
Jelatviteli PLC IP3/DAG PLC IP3/DAG PLC IP3/DAG
. AC (gatlas) AC (gatlas)
utvonal Ca2+/PKC Ca2+/PKC Ca2+/PKC
Hatséagy,
Agykéreg,
) talamusz,
hipokampusz, . Agykéreg, y
» agykeéreg, ) Striatum,
R stridtum, talamusz, . hipokampusz, . o
Kifejez6dés ) ) hipokampusz, o agykeéreg, Substantia nigra
szimpatikus y simaizom, )
. striatum, B . hipokampusz
ganglion, o . mirigyszévetek
i . simaizom, sziv,
mirigyszévetek o
tiddé
. Krénikus .
: i Alzheimer-kor, o 5 Parkinson-koér, i .
Alzheimer-koér, o tudébetegség, . . gyogyszerfugg6seég,
) . . . kognitiv skizofrénia, .
Betegségek | kognitiv diszfunkcio, . . IBS, . Parkinson-kor,
. . diszfunkcio, . . neuropatias . .
skizofrénia " vizelettartasi o skizofrénia
fajdalom _ fajdalom
nehézségek

A hippokampuszban és az agykéregben foként extraszinaptikusan eléforduldo M1 tipusa
MAChR részt vesz a glutamaterg neurotanszmisszé kolinerg modulalasaban ezért

kulcsfontossagi a tanulasi- és memoria folyamatokban. A receptor alulmiikodése
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Osszefliggésbe hozhat6 az Alzheimer-korral, agonistai prokognitiv hatassal birnak(Jiang

etal., 2014).

Klinikai tesztek igazoljak, hogy az M4/M2 mAChR-ok is megfelelé célpontok lehetnek
a skizofrénia illetve a demencia kezelésében, szelektiv ligandok, pozitiv modulatorok
tervezésével maximalizalhatdo a terapias hatas(Croy et al.,, 2014). A muszkarinos

receptorra hato vegyiiletek 6sszefoglalo tdblazata a fliggelékben talalhato.

1.4.2 lonotrép receptorok

A nAChR-oknak két nagy csoportja ismert. Az idegsejteken el6forduld neuronalis-,
valamint a harantcsikolt izomzatban funkcionalé muszkularis tipus(Albuquerque et al.,
2009). Az izom tipusii NAChR-0k a neuromuszkularis junkcio posztszinaptikus oldalan,
a véglemezen “lildogélnek” nagy stirliségben. A motoros idegek mentén végigfuto akcios
potencial a preszinaptikus oldalon acetilkolin (Ach) felszabaduldst indukdl. Az
exocitozissal iriilé acetilkolin molekulak atdiffundalnak a szinapszis atellenes oldalara,
ahol megkotddnek a receptorokon. Agonista kotés hatasara a receptorok kinyilnak, a Na+
ionok szabadon é4ramlanak az izomsejtekbe, depolarizaciot okozva a membréanban.
Megfeleld mértékii depolarizaciot kdvetden akcids potencial generalddik €s tovaterjed az
izom feliiletén, amely végiil tobb 1épésen keresztiil izomdsszehtizodasban nyilvanul meg.
Az izom tipusti nAChR szerkezete 201:1P1:19: 1€ alegységekbdl épiil fel, az embrionalis
forma ettdl eltérd (2a1:1P1:106:1y). Az ortoszterikus kotdhely a ad és oe alegységek
hataran helyezkedik el. A fejlddo szinapszisokban a kolinhoz valé nagy affinitdsban

szerepet jatszo gamma alegység epszilonra cserélédik (Nayak et al., 2014).

3. Tablazat a nAChR-0k csoportositasa(Z. Wu, Cheng, Jiang, Melcher, & Xu, 2015).

A nikotinos acetilkolin receptorok csoportositasa
Neurondlis tipust alegységek Izom tipusu alegységek
[ 1 1 v
09,010 | a7,a8 L 2 3 al,Bl,v,90,¢
02,03,04, 06 | B2,p4 B3, a5
Homopentamer Heteropentamer

Az idegi tipusii nAChR-0K tobbféle alegység kombinacioban léteznek (3. Tablazat), az
egyes varidciok kiilonbozé farmakologiai és elektrofizioldgiai tulajdonsagokkal

rendelkeznek, szerepiik elsGsorban a gyors szinaptikus transzmisszié modulacidja(Zoli,
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Pistillo, & Gotti, 2015). 12 féle idegi alegység tipus kiilonithetd el. A heteromer
szerkezeti nAChR receptorok o (a2-al0), ¢és béta (B2-p4) alegységtipusok
kombinalodasaval, a homomerek pedig alpha (a7, a9) alegységekbdl épiilnek fel. A
kotShelyek szama itt is a pentamert alakito o alegységek szamatol fiigg ( 4. Abra D). Az
a9 NAChR homo és heteropentamerként (al0 alegységekkel kombinaldodva) a hallés
szabalyozasaban vesz részt, a belsofiil cochlearis szoOrsejteken talalhato. (Gotti &

Clementi, 2004) (Lykhmus, Voytenko, Lips, & Bergen, 2017) (Corradi & Bouzat, 2016)

Az alegységosszetétel befolydsolja a receptor biofizikai tulajdonsagait. Példaul a a4p2
két funkcionalis alegység sztochiometriaval fordul el az idegrendszerben: a (04)3(B2)2
illetve a (04)2(B2)s amelyek koziil az utobbi két nagysagrenddel nagyobb agonistahoz
valo affinitassal rendelkezik, viszont kisebb a single-channel konduktanciaja (Nelson,
Kuryatov, Choi, Zhou, & Lindstrom, 2003).

Az idegi nAChR-ok kifejezddése régié specifikus eloszlast mutat (4. E Abra, 8.
Abra)(Zoli etal., 2015). Az egyes idegsejteken szinaptikusan (pre- és posztszinaptikusan)
illetve extraszinaptikusan is el6fordulnak(Dani & Bertrand, 2007). Az emlds agyban
talnyomorészt az 04p2 és az o7 alegységekbdl 4llo variaciok dominalnak (5. Abra). Az
a7/ a masodik leggyakoribb tipus, homomer formaban preszinaptikusan a GABAerg
terminalisokon, a posztszinaptikus dendrit tiiskéken periszinaptikusan valamint a
hippokampusz CA1 régidban a sztratum radiatumban szinaptikusan fejezodik ki(Z. Liu,
2006). Eléfordul még az agykéregben, a limbikus rendszerben, valamint a bazalis
ganglionban. B2 alegységgel alkotott heteromerje nagyobb mennyiségben szintén a
bazalis eléagyban(Moretti et al., 2014), illetve a agykéregben talalhato(Morten Skett
Thomsen et al., 2015) (J. Wu et al., 2016).

Az a7TnAChR fontos szerepet jatszik az idegrendszer fejlddésének korai szakaszaban(Z.
Liu, 2006). Els6dlegesen kognitiv folyamatokban tolt be jelentds funkciot, alulmikodése
neurologiai €s pszichiatriai korképek kialakuldsat okozhatja(Lendvai, Kassai, Szajli, &
Némethy, 2013) (Wallace & Porter, 2011). Masodlagosan a korokozok elleni
védelemben, daganatos megbetegedésekben(Pepper et al., 2017) (Zhang et al., 2017) (Fei,
Zhang, Wang, Xiang, & Chen, 2017), valamint a kolinerg gyulladascsokkentd
folyamatok szabalyozasaban vesz részt(Hoover, 2018). A receptor M3/M4 TM

szegmensek kozotti hurkon keresztiil szamos fehérjével keriil kapcsolatba, amelyek
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intracellularis jelatvitel, membranba vald kihelyezddés, citoszkeletonhoz vald
kapcsolodas, klaszterezodés folyamatait iranyitjak(King, Nordman, Bridges, Lin, &
Kabbani, 2015) (Schuller, 2009) (Kalkman & Feuerbach, 2016). Az asztrocitakon is
kifejez6d6 o7nAChR-ok a szinaptikusan felszabaduld ACh-ra aktivalodhatnak?, aminek
kovetkeztében kialakul egy preszinaptikus modulalo hatas®. Ez megvaltoztatja a gatlo és
ingerld posztszinaptikus potencidlok mintazatat. Ezért egyes kutatocsoportok azt
feltételezik, hogy a nAChR aktivacid hatasara az asztrocita altal felszabaditott glutamat
globélisan® befolyésolja a szinaptikus hatékonysagot a kozponti idegrendszerben(Sharma
& Vijayaraghavan, 2001). Az a7nAChR nem kizardlag idegsejteken fordul el6, hanem a
szervezet legkiilonb6zobb részein megtalalhatd, nem ingerelhet sejteken is. Példaul
asztrocitakon, mikroglia sejteken(Sharma & Vijayaraghavan, 2001) (Shytle et al., 2004),
vérsejteken (limfocita, monocita, granulocita) immunsejteken (makrofagok)(Skok,
2009), endothelialis sejteken, keratinocitakon(Macpherson et al., 2014), epithelialis
sejteken a tiidében(Gahring, Myers, Dunn, Weiss, & Rogers, 2017) (Maouche et al.,
2009), fibroblasztokon(X. J. Wang et al., 2010), az emésztOszervrendszer sejtjein
valamint himivarsejtekben(Zoli, Pucci, Vilella, & Gotti, 2018) (Wessler & Kirkpatrick,

d ACh altal kivaltott CICR asztrocitikban?

Sejtkulturaban tartott asztrocitdkon végzett kisérletek alapjan az asztrocitak kifejeznek gyorsan deszenzitizaldédd, pici kalcium
aramokat kozvetitd, funkcionalis alpha bungarotoxin szenzitiv, nAChR-okat amik MLA-val gatolhatok. Ezek ACh-ra aktivalodnak,
kalciumot engednek be (VGCaC hijan ezek csinaljak), részt vesznek intracellularis jelatviteli folyamatokban, intracellularis kalcium
raktarak Uiritését triggerelik azaltal hogy a bearamlo kalcium ionok a ryanodin receptorokon keresztiil kivaltjak az un. kalcium-indukalt
kalcium felszabadulast (CICR). Az asztrocitak ezen kiviil kifejeznek glutamat, GABA, glicin, és ATP receptorokat is, (ezekbdl az
ionotrop glutamat receptort igazoltak hippokampalis szelet preparatumon is). A glutamat felszabadulast intracellularis kalciumszint
emelkedés szabalyozza. Az asztrocitakon kifejez6d6 receptorok illetve az asztrocitakbol felszabaduld neurotranszmitterek
befolyasoljak a hippokampalis neuronok miikddését. Hippokampalis neuronok dendritjein kimutattak, hogy a szinaptikus stimulacio
altal kivaltott CICR-ben a triggerel$ kalcium jel nem detektalhato. Ez arra utal, hogy az NMDAR és az intracell kalcium raktarak
kozott térbeli kapcsoltsag lehet. Ebbol arra kévetkeztettek hogy, a kis bearamlo kalcium komponens nem kiilonallé idében elkiilonitett
esemény, (legalabbis a jelenlegi id6beli felbontassal vizsgalva), hanem lehet hogy az asztrocitakon kifejez8dé a7nAChR-k és a
intracell kalcium raktarakon 1évé CICR-ben résztvevo koffein-érzékeny csatornak kozott is térbeli kapcsoltsag van. A magas kalcium-
permeabilitassal rendelkezé ligand-fiiggé ioncsatornak CICR-zel valo funkcionalis kapcsoltsaga a valoszintileg szélesebb korben
elterjedt.

€ Az asztrocitak mint a szinaptikus transzmisszi6 aktiv modulatorai?

A asztrocitak szoros kapcsolatban vannak az egyes szinapszisokkal (az asztrocitdkban végbemend folyamatok hatassal vannnak a
szinapszisokra), a szinaptikusan felszabadult neurotranszmitterek pedig eljutnak az asztrocitidk membranjaban 1év6 receptorokhoz.
Egyetlen szinapszist koriilvevd asztrocitikus receptorok aktivalasa lokalis kalciumszint-ndvekedéshez vezet. A lokalis jelek
tovabbitasat a CICR-t magéaban foglalo és az IP3 a raktarakbol felszabaduld komplex kalcium kaszkadok teszik lehetdvé az asztrocita
egyik részébdl a masikba. Mivel egy asztrocita sok szinapszissal érintkezik, a jelek igy tovabbithatok tobb szinapszis felé is. A
kalcium-tranziensek ezeknél az asztrocitikus folyamatoknal a vezikularis glutamat felszabadulast is eredményeznek, ami viszont
noveli a glutamaterg és a GABAerg spontan posztszinaptikus aramok gyakorisagat.

f Globalis nikotin modulacié?

A szinaptikusan felszabadulé6 ACh aktivalja az asztrocitakon kifejez6d6 a7nAChR-okat, amelyek lokalisan megvaltozthatjak az
ingerl$ és gatlo miniatiir posztszinaptikus potencial gyakorisagat szamos szinapszisnal. (ezt értik a transzmitter felszabadulas
preszinaptikus nikotin modulacioja alatt, ez egyes esetekben asztrocita-kozvetitett glutamat-felszabadulast jelenthet, amely globalisan
befolyasolhatja a szinaptikus hatékonysagot a kozponti idegrendszerben)
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2008) (Corradi & Bouzat, 2016). Az a7nAChR szerepét még mindig intenziven
vizsgaljak, szertedgazd szerepe visszavezethetd a sokféle jelatviteli fehérjével valod
kapcsolodasahoz. A ligand kotést kisérd tranziens kalcium jel kozvetetten szamos térben
¢és id6ben elkiiloniilé intracellularis kalcium dinamikaval Gsszefiiggésbe hozhato G
fehérje-medialt jelatviteli folyamatot idithat el, amelyek hatasa tovabb is fennallhat mint
maga a a/nAChR csatorna aktivacio(King et al., 2015). A receptor efféle “metabotrop
természete” kalcium- valamint G-protein-asszocialt inozitol-trifoszfat (IP3) altal indukalt
kalcium felszabadulas (CICR ill. IICR) esetében is megmutatkozik (Kabbani & Nichols,
2018). Az ACh felszabadulas nem szinaptikus, nem-neuralis célpontokon, példaul
immunsejteken is Kifejti modulalo hatasat(Ben-David et al., 2016). Az aktivalt receptor,
JAK/STAT foszforilacion keresztiil gyulladasgatld, immunmodulalo szereppel is
rendelkezik(Fei et al., 2017) (Kabbani & Nichols, 2018). Limfocitakon ligand kotés
hatdsara tranziens aram nélkiili intracellularis kalciumszint emelkedést is
okozhat(Razani-Boroujerdi et al., 2007) (Skok, 2009). E mechanizmus mogott az
a7nAChR-nak egy ioncsatorna aktivitast nem mutat6 valtozatat vélték felfedezni, amely
T- és B-sejteken fejezodik ki(Razani-Boroujerdi et al., 2007). Feltételezhet6, hogy ebben
az esetben az ion permeabilitas hattérbe szorul az intracellularis folyamatok
elinditasaban, és ezek depolarizacid nélkiil mennek végbe. Az egyik lehetséges
konstans deszenzitizalt allapotba kertil, ezért a csatorna folyamatosan zart allapotban
marad, nem vezet ionokat. Ennek ellenére agonista kotés hatasara a receptor kiilonféle
alloszerikus atalakulasokon megy keresztiil, a citoplazmatikus doménen foszforilalodas
utjan tobbszorosen deszenzitizalt llapotba keriilve. Ekozben a csatorna zarva marad, de
ez nem akadalyozza az intcellularis folyamatok aktivalodasat(Skok, 2009).
Osszefoglalasképpen elmondhato, hogy az o7nAChR fontos terapias célpontta vélhat
szamos betegség esetében, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok kiilonb6zé eredeti

gyulladasi folyamatokkal(Corradi & Bouzat, 2016).

1.4.2.1 A nAChR szerkezete

A nAChR a pentamer ligand-vezérelt ioncsatornak (pLGIC) csaladjaba tartozik, a
fehérjére jellemzd 6tos szimmetriaji struktiraval rendelkezik (4. Abra B, D) (Jaiteh,
Taly, & Hénin, 2016) (Ortells & Lunt, 1995) (Cheng et al., 2015). A nAChR-ok a gyors
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szinaptikus jelatvitel kozvetitésében jatszanak legfontosabb szerepet. Az agonista
kotésben diszulfid hidat alkotd N-termindlis kozeli ciszteinek vesznek részt.
(Albuquerque et al., 2009). Szintén a pLGIC csoportba sorolhatd még az anion szelektiv
Glycin, a GABAA, és GABAc, valamint a kationokra permeabilis 5-HT3 szerotonin
receptor, és a cinkre aktivalodo (ZAC) receptorok. Felépitésiikben k6zos, hogy egy-egy
alegység harom, szerkezetileg jol elkiiloniild részre bonthatd: 1) A nagy B redékbdl allo

extracellularis domén (ECD), amely helyet ad az ortoszterikus kotdhelynek is, 2) hidrofob

transzmembran szegmensek (TMD), amelyek alegységenként 4, a sejthartyat ativel6 o
hélixbél allnak (M1-M4), valamint a nagy intracellularis domén (ICD) (3. Abra) (Cheng
et al., 2015).

ICD @ Giikozilicios hely

3. Abra nAChR szerkezete

A receptor topologiaja harom jol elkiiloniilé funkcionalis szerkezeti részbdl épiil fel: A nagy B-strukturakbol allo extracellularis
domén (ECD) amely helyet ad az ortoszterikus ligand kotShelynek, a hidrofob transzmembran domének (TMD, TM1-TM3),
végiil a nagy intracellularis domén (ICD) és a negyedik hidrofob TM domén. Pirossal jelolték a glikozilacios helyeket (Receptor
pdb code: 4pir). A receptor szerkezte az SHT-3 szerotonin receptor rongenkrisztallografias szerkezete alapjan késziilt (Cheng et
al. 2015).

A pLGIC receptorok esetében, a fesziiltségfiiggd ioncsatornak tobbségével ellentétben,
az ionszelektivitdsért nem egy specifikus régio felelds, hanem a pérus tobb kiillonbozo

régidja. Azt, hogy a receptor kationokra vagy anionokra lesz szelektiv, 5-6 toltéssel

23



DOI:10.14753/SE.2021.2518

rendelkezd oldallancokbol (anion csatorndknal Arg vagy Lys, kation csatornaknal Glu
vagy Asp) felépiil6 gyiirii hatarozza meg(Hansen, Wang, Taylor, & Sine, 2008) (X. Liu
et al., 2008). Ezek a gyiiriik nem csupan a transzmembran régioban talalhatok, hanem az
ECD-ben ill ICD-ben is koriilveszik a porust. Akarmilyen konzervaltak azonban,
mutécidjuk csak a konduktanciat valtoztatta meg, a kationszelektivitast nem tudta
anionszelektivitasra forditani, csak mas mutaciokkal egyiitt(P. J. Corringer et al., 1999).
Nagy mértékben meghatarozzak azonban a Ca®* permeabilitast. A NAChR-ok esetében a
fiziologias mennyiségi Ca®" ion permeabilitis kulcsfontossagi szerephez jut a
neurotranszmitter felszabadulasban, valamint az izomosszehuzodéas folyamatdban. A
Ca?* permeabilitist "frakcionalis permeabilitas"-ban (Pf) lehet kifejezni, amely
megmutatja a teljes aramhoz viszonyitva, Ca?" ionok altal hordozott 4ram szazalékos
aranyat. Osszehasonlitva a kiilonbdz6 alegység kombinaciok Pf értékét, azt tapasztaljuk,
hogy az o alegységekbol 4116 homomereknek jéval magasabb a Ca?* permeabilitasa(P. J.
Corringer et al., 1999). Feltehetéleg ezért evolvalodtak ugy ezek a magas Pf értéki
alegységkombinaciok hogy nagyon alacsony nyitvatartasi valosziniséggel (kb. 1%)
rendelkezzenek (Fucile, 2017). A porustol legtavolabb es6é szegmens, a sejthartya
Osszetételére érzékeny M4-es hélix, amely a receptor-membranlipid kdlcsonhatasokeért

felelds (Carswell et al., 2015) (Hénault et al., 2015).

24



DOI:10.14753/SE.2021.2518

AN'k oo Ty B [ _ Nikotin
ikotin ¥4 o s :
NG Y f2 Nikotin )
o) 2 : EC domén
Membran T™M domén
ICdomén o M3-M4
osszehot6 hurok
Nyugalmi Aktivalt .
C (csatorna zarva)  (csatorna nyitva) D Homopentamer Agykéreg Hippokampusz Kozépagy
432, a4aS5p2,
Na', K, Ca** adf2, adaSp2, a7 o 23&"179 adp2, adaSp2, a3p4, a3p3fp4,
abf2p3, a2p2, a7
@ Agonista ElGagy
, S adfi2, a7 [
—_— K
Heteropentamer N
° adfi2, a3p4
a3p2, a7
\K Striatum
adp2, adasSp2
abP2P3, abadP2p3
Hipotalamez Talamusz Hid Agytorzs

Deszenzitizalt adf2, a7

adf2,a3p4, adf2,a3p4, adf2, a3p2, a7
(csatorna zarva)

a3p3p4, a7 abB2p3

4. Abra A nAChR receptorok

A. receptor szerkezete oldalnézetbdl és feliilnézetbdl nikotin ktéhelyekkel, B. egy alegység sematikus abraja, C. a receptor allapotainak
sematikus rajza D. az agonista kotohelyek homo és heteropentamer receptorok esetén, E. a nikotinos receptorok eléfordulasa emlds
kozponti idegrendszerében (Biologie Aujourd’hui 211 (2), 171-186 (2017) Société de Biologie, 2017 https://doi.org/10.1051/jbio/2017022
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A sematikus abra egy 2015-ben publikalt eml6s idegsejteken el6forduld nativ nAChR-okrol sz616 cikk 2. abraja alapjan késziilt (Zoli et al.,
2015).

25


https://doi.org/10.1051/jbio/2017022
https://doi.org/10.1051/jbio/2017022

DOI:10.14753/SE.2021.2518

1.4.2.2 A nAChR ko6téhelyei

Az ortoszterikus kotéhelyéhez kapcsolodik az endogén aktivalo hatasu neurotranszmitter:
az acetilkolin. Az szinaptikus jelatvitelt kovetden az acetilkolinészteraz enzim hasitja,
azaz lebontja. Az igy kapott hidrolizatum a kolin, amely az a7nAChR-t szelektiven
aktivalja, amig a tobbi altipusnal csak gyenge parcialis agonista (Alkondon, Pereira,
Cartes 2006).

Az a7-es NAChR esetében sajnos még nem késziilt el, viszont a a4p2-nek mar ismert
nagyfelbontasu szerkezete(Morales-Perez, Noviello, & Hibbs, 2016). A puhatestiiek altal
termelt, kolinerg transzmissziot szabalyozo acetilkolin koté fehérje (AchBP) azonban
nagyfokt szekvencidlis homoldgiat mutat a receptor ECD-jével, tovabba szintén

pentamer szerkezetli, a nAChR-hoz hasonlo affinitassal koti annak ortoszterikus

ligandjait, és a kotéhely konzervalt aminosavai IS ugyanazok. Felépitésében ¢és

N

6. Abra A nAChR extracellulris doménen elhelyezked§ ortoszterikus kotohely

Az ortosztatikus kotéhely az a7nAChR AChBP alapjan létrehozott homoldgia modelljén, kotott
metillikakonitin (MLA) jelenlétében (PBD kod 3SH1) Bal fels6 abra, 6sszefoglalé nézet a7nAChR-
AChBP feliilr6l, Bal als6 abra két a alegység oldalrol, Jobb oldali dbra: A kotéhely kialakitasaban fontos
szerepet jatszo aminosavakat vilagos sziirkével a ligandot fekete szinnel jeloltem. Az abra a Pymol
program segitségével késziilt.

szerkezetében nagyon hasonlit tovabba a mar ismert Cys-loop receptor szerkezetek: a

GLIC ¢és ELIC bakerialis csatornak valamint a GluCl gerinctelen glutamat aktivalta klorid
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csatornak ortoszterikus kot6helyét magaban foglalé extracellularis doménjéhez (9. Abra)
(Cecchini & Changeux, 2014). A pLGIC csaladra jellemz6, hogy az extracellularis odalon
elhelyezkedd N terminalison 13 erésen konzervalt aminosavbol allo hurok talalhato,
amely diszulfid-hiddal kapcsolodo ciszteineket tartalmaz. Rendszerint az a alegységek
rejtik az acetilkolin ko6té hidrofob “zsebecskét” (agonista: nikotin kotédése 4. Abra B, 6.
Abra). A cisztein-hurok ligandkotés soran rahajlik az agonistara amelyet a cisztein-par
rogzit a megfeleld pozicioban. (A kotdhely kialakitdsaban a kovetkez0 aminosavak
vesznek részt. Az aktivaciohoz a kulcsfontossagi oldallancok félkovér betlitipussal
kiemelve: C141, W149, G153, Y188, Y185, C190, C191, Y195, F135, P136, F137, E45,
V44, W53, W55, Y93, L112, M114, L121, R209, S269 és P272)(Albuquerque et al.,
2009) (Bartos, Corradi, & Bouzat, 2009) (N. Andersen, Corradi, Bartos, Sine, & Bouzat,
2011) (Morales-Perez et al., 2016) (Horenstein et al., n.d.) (Nemecz, 2011) (Hibbs et al.,
2009). Mutacios kisérletek igazoltak, hogy az a7-es tipusnal a S36, L38, W55, és L119
oldallanc fontos szerepet jatszik a receptor kapuzasban és a deszenzitizacioban, amely
gyogyszer tervezés szempontjabol kiaknézatlan terapids lehetdségeket rejthet
magaban(Gay, Giniatullin, Skorinkin, & Yakel, 2008) (J. Wang, Horenstein, Stokes, &
Papke, 2010). A 6. Abra jobb oldali kép a metillikakonitin (MLA) nevii antagonista
a7nAChR AChBP kot6zsebben valo elhelyezkedését, a baloldali ugyanezt abrazolja feliil
és oldalnézetbdl.

Az alloszterikus kotOhelyek: Az ortoszterikustdl eltérd, modulator kotésében részt vevo
specifikus régidkat alloszterikus kotohelyeknek nevezziik. Az ide k6td, diverz szerkezetii
molekuldkat farmakoldgiai hatasaik alapjan kiilonitették el (pozitiv-, negativ- €s neutralis
alloszterikus modulatorok, ill. alloszterikus agonistak, vagy ago-PAM-0k). A kognitiv
zavarok kezelésének egyik lehetséges alternativaja a a7 altipus szelektiv PAM-ok klinikai
alkalmazasa. A receptor agonista altal indukalt deszenzitizalt allapotra gyakorolt hatas
alapjan a hatéanyagokat két f6 csoportra osztottak. I-es tipusba soroljak azokat a PAM-
okat, amelyek nem befolyasoljak a deszenzitizacié folyamatat. Tehat az agonistaval
kivaltott valasz a modulator jelenlétében megnovekedett, de az agoista valaszhoz
hasonloan tranziens jellegli marad. A II. tipus a csucsamplitidé megndvelésén tal
csokkenti a deszenzitizacido mértékét, ezaltal megvaltoztatja a aram kinetikat is (pl.
deszenzitizacié hianyaban hosszl, elnytlt valaszokat kapunk)(Grenlien et al., 2007)

(Bertrand & Gopalakrishnan, 2007).
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Az alloszterikus kotohelyek feltérképezése napjainkban is folyik. Az agonista kothely
kozelében harom lehetséges alloszterikus kotohelyekre bukkantak. Az elsé az
extracellularis domén feszinén az N terminalis domén kornyékén helyezkedik el, az izom
benzodiazepin kotéhelyével homolodg, az ortoszterikus kdtohellyel szemben 1évo liregben
talalhato. Végiil a harmadik, a bakteridlis GLIC ketamin ko6tShelyével azonosithato,

amely az acetilkolin k6téhely alatti zsebben lokaizalodik (Spurny et al., 2015).

Alloszterikus kotéhelyek nemcesak az extracellularis doménen fordulnak eld. Az irodalom
szerint a transzmembran régioban (TM) az egyes alegységeken beliil az a hélixek kozotti
rések (inter subunit cavities) modulator kot6helyiil szolgalhatnak. Mutacios kisérletek és
in silico dokkolasos tesztek segitségével felderitették a PAM-ok kotésében és a modulalo
hatas kialakitasaban fontos szerepet jatszo aminosavakat: az extracellularis doménen az
ortoszterikus kotohely melletti W54, a TM1 régidoban S222, A225, valamint a TM2
régioban a M253, M247, M260 végiill a TM4 régiobol a F455, C459, V288 és az
1281(Corrie J. B. daCosta, Free, Corradi, Bouzat, & Sine, 2011). Tovabbi mutacios
kisérletekbdl kideriilt, hogy TM1-TM4 domének kozott a NS1738 és a PNU-120596
kotésében szerepet jatszo aminosav oldallancok kotéhelyei kozott feltételezhetd atfedés
(S222, A225, M253, F455 és C459). A 7. Abra a Millar labor egy dokkolasi szimulaciojat
abrazolja az a7nAChR TM domén homolégia modelljén (2MAW)(Collins, Young, &
Millar, 2011). A pirossal jelolt oldallancok mutacioja a PNU-120596 és NS1738 kotésre
jelentds hatast gyakoroltak. A kékkel jelolt oldallancok mutécidja csokkentette a
deszenzitizaciot. A sarga molekula jeloli az NS1738-ot, a z6ld pedig a PNU-120596-ot
lehetséges poziciokban dokkolva. A PNU-120596, az A-867744-t valamint az NS1738
kotésében atfedd oldallancok az S222, a M253, és a M260(Collins & Millar, 2010)
(Corrie J. B. daCosta et al., 2011) (Corrie J B daCosta & Sine, 2013) (Young, Zwart,
Walker, Sher, & Millar, 2008) (Newcombe, Chatzidaki, Sheppard, Topf, & Millar, 2018)
(H R Arias et al., 2011; Targowska-duda, Kaczor, Jozwiak, & Arias, 2018). Az NS1738
és a PNU-120596 nagyon hasonld szerkezetlieck A szakirodalombol kigytjtott egyedi

kotésekben szerepld oldallancok a fiiggelékben talalhato tablazatban szerepelnek.
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1.4.3 A a7nAChR-ra haté anyagok, fontosabb ligandok

A kognitiv hanyatlas, neuropszichiatriai-, gyulladdsos neurolégiai betegségek
gyogyszeres kezelésének egyik célpontja az acetilkolin receptorokon keresztiil térténd
kolinerg transzmisszio fokozasa, amelyre tobb lehetséges megoldast is talaltak. Az egyik

lehetdség az ortoszterikus kotohelyhez kapcsolodo acetilkolin koncentracid novelése.

1.4.3.1 Kozvetetten haté anyagok

™4 ™1 ™2 ™4 ™1 ™2

M260 R
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7. Abra A transzmembrén doménen elhelyezkeds alloszterikus modulator ktéhelyek

A ST-101 (ZSET1446 Sonexa Therapeutics FII) egy vér-agy gaton is atjutd T-tipusu
fesziiltség-fliggd kalcium csatornakat aktivalo hatdanyag, amely a fokozott preszinapikus
acetilkolin felszabadulassal javitja a kognitiv funkcidkat(Sofi & Barrantes, 2014). Az
acetilkolinészteraz gatlok (AChEI) tacrine, donepezil, és rivastigmine, nem engedik
lebontani az acetilkolint, amely ezaltal feldusul a szinaptikus résben(Sofi & Barrantes,
2014) (T. Yang et al., 2017) (Bouzat, Nielsen, & Esandi, 2017). A galanthamine a
gyengébb AchE gatlas mellett nAChR-okon alloszerikus modulalé hatassal is
rendelkezik(Samochocki et al., 2003). A Parkinson és Alzheimer-korban szenvedd
betegeknél alkalmazott nem-kompetitiv, alacsony-affinitasi NMDA receptor
antagonistaval a memantinnal egyiitt adva a galanthamine kognitiv funkciokra kifejtett
hatasa tovabb fokozhato(Nikiforuk, Potasiewicz, Kos, & Popik, 2016).

1.4.3.2 Agonistak, parcialis agonistak

A skizofréniat, Alzheimer-kort kisérd kognitiv tiinetekre hatd molekuldk koziil kiemelnék

néhanyat: a klinikai vizsgalatok alatt all6 a7nAChR parcialis agonista a tropisteron (Fazis
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IV), a mikroglidkban B-amiloid fagocitézist indukald, és y-szekretint gatldé GTS-
21/DMXB-A(Fazis Ill)(Takata et al., 2018), az a7nAChR-on keresztil kozépagyi
dopaminerg neuronokat modulalo AZD0328 (Fazis I1)(Sydserff et al., 2009) (Zhou et al.,
2011), és a nikotin fliggéség kezelésére is alkalmas Encenicline vagy mas néven EVP-
6124(Huang et al., 2014; Prickaerts et al., 2012) (Weed et al., 2017)(Fazis Ill)-ban a
klinikai teszteket sajnos leallitottak. A legujabb kutatasok szerint, felfedezésre keriilt
néhany EVP-6124-nél szignifikansan nagyobb potencirozé hatassal rendelkezé indolizin
vazas a7TnAChR agonista az ABT-107(J Malysz et al., 2010), amelyekkel a skizofrénia
lehetséges terapias kezelése valosulhat meg. Egy masik kutatasi irany a “csendes
agonistak™ (silent agonists) tanulmanyozasa az a7nAChR altal kozvetitett metabotrop
jelatviteli folyamatokban, amelyek kozelebb vihetik a gyogyszerkutatast a gyulladasi
folyamatokkal kapcsolatos betegségek gyogyitdsdhoz. A silent agonistdk csatornanyitas
nélkiil deszenzitizaljadk a receptort, ezzel egy PAM-ra érzékeny allapotot
stabilizalva.(Papke et al., 2014) Ezzel lehetové teszik a pozitiv alloszterikus modulator
(PAM) kotését, amely hatasara destabilizalodhat a deszenzitizalt allapot, igy a csatorna
kinyilhat, az egyensuly pedig a vezetd allapot felé billen. Terapids hatdsuk a receptor
metabotrop hatasanak aktivaldsan keresztiil valosul meg. Ezzel ellentétben, a kompetitiv
antagonistak egyszeriien csak megakadalyozzak az agonista bekotését, nem okoznak
metabotrop uton aktivaciot, és PAM jelenlétében sem valtjadk ki a receptor nyitasat.
"Csendes agonista” vegyliletek példaul az NS6740(Briggs et al., 2009) (Blunt &
Dougherty, 2019), a PMP-072, a PMP-311(Van Maanen et al., 2015) és a p-CF3 diEPP
(para-trifluorometil N,N-dietil-N'-fenilpiperazin jodid)(Quadri et al., 2018). Az aprd
konformaciovaltozasok jelentdségét mutatja, hogy az NS6740 egyetlen hidrogénkotés
megsziintetésével (a kotdzseb tirozin 115 oldallancanak metil-tirozinna cserélésével)
parcialis agonistava tehetd. A csendes agonistak terapias profiljara nem a prokognitiv,
hanem a gyulladascsokkent6 és fajdalomcesillapito hatas jellemz6, amint azt a PMP-072,
a PMP-311 és a p-CF3 diEPP esetében kimutattak.

1.4.3.3 Alloszterikus modulatorok

A PAM-ok az endogén ligand altal kozvetitett jeleket erdsitik fel, az ortoszterikus
kotohely elfoglalasa nélkiil(Bertrand & Gopalakrishnan, 2007). Alkalmazasuk a
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klinikumban mar bevalt terapias modszer. A benzodiazepinek példaul a szintén cisz-loop
csaladba tartoz6 pentamer felépitési GABAAa receptor pozitiv modulatorai; altato,
szorongasoldo, nyugtato, izomlazitd és gorcsoldo hatasuak; hasznalatuk széles korben

elterjedt(Sieghart, 2015) (P. Corringer, 2012).

Az ivermectin, és az 5 hidroxi-indol (5-HI) voltak els6 leirt a7nAChR-on is hat6 PAM-
ok (Krause & Changeaux, 1998) (Zwart et al., 2002). Az ezekhez hasonl6 nem altipus
szelektiv, magas koncentraciokat igényld, gyengébb hatasu vegyiileteket elso generdcios
PAM-oknak is nevezik(Williams, Wang, et al.,, 2011). Ide tartoznak még az
alloszterikusan hat6 fehérjék is mint példaul a BSA (Bovine serum albumin) amelyr6l
leirtak a modulalé hatast(Conroy, Liu, Nai, Margiotta, & Berg, 2003). Szintén
megemlitend6 az emberi keratinocitakban termel6dé SLURP-1 (secreted mammalian Ly-
6/uPAR related protein 1) nevezetii fehérje, amelyr6l az irodalomban egymasnak
ellentmond6 informaciok talalhatok(Kryukova et al., 2019) (Chimienti et al., 2003).

A madsodik generdcios PAM-0K koz¢é soroljuk az utobbi 10-15 évben vizsgalt in vitro
kornyezetben bioldgiai aktivitast mutatd, alacsony koncentracidban alkalmazhatd, altipus

szelektiv hatoéanyagokat(Bertrand & Gopalakrishnan, 2007).

A nAChR-ok modulatorait farmakolodgiai profiljuk alapjan eredetileg két csoportba
soroltak: az I. (mint pl. az NS1738 vagy a CCMI) és a I1. tipusba (mint pl. a PNU-120596)
(Grenlien et al., 2007). Az I. tipustak a cstcs amplitadot novelik meg, de az aram
lefutasanak kinetikdjat nem valtoztatjadk meg, mig a II. tipustiak az d&ramalakot elnyu;jtjak,
mivel a deszenzitizaci6 folyamatat is modositjak(Bertrand & Gopalakrishnan, 2007) (D
B Timmermann et al., 2007). Mindkét kategoriara jellemzO, hogy ndveli a receptor
érzekenységét, de a hatdsmechanizmusbeli eltérések lassu oldatkicserélodés mellett (jo
iddbeli felbontas hidnyaban) rejtve maradtak. Ez a tény a hatéanyagok kategorizalasanak
kezdetén még nem volt egyértelmli. Az ujabb vegyiiletekkel végzett kisérletek
eredményei nem illettek egyik csoportba sem, ezért egy 10j, atmeneti kategériat is be
kellett vezetni (Dunlop et al., 2009) (Dinklo et al., 2011) (Williams, Wang, et al., 2011).
Tisztan L. tipust PAM-ot kisérletben egyenlére nem sikeriilt Kimutatni. Az 1. tipusba
sorolt anyagok esetében is megfigyelhet6 az aram kinetikdjanak atalakulasa: ALV-3288
((Ngetal., 2007)— Fig. 1), NS-1738 ((Friis, Mathes, Sunesen, Bowlby, & Dunlop, 2009)—
Fig. 6, (D B Timmermann et al., 2007) — Fig. 5), 5-HI ill. genistein ((Grenlien et al.,
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2007)— Fig. 2c és d), LY-2087101 ((Broad et al., 2006)- Fig.3), ivermectin ((Collins &
Millar, 2010)- Fig. 2), JWX-A0108 ((Sun et al., 2019) — Fig. 1), a "3ea" jelt anyag ((X.
Lietal., 2019) — Fig. 5), a "8ai" jelti anyag ((Y. Li et al., 2019)- Fig. 5).

Egyelére vitatott, hogy terapias alkalmazas szempontjabol melyik altipus lehetne
elénydsebb. Egyes feltevések szerint, az |. tipusba tartoz6 PAM-0k prokognitiv hatasa
kedvezobb a Il. tipussal szemben, mert megmarad a gyors receptor kinetika, valamint
kisebb mértékii a bearamlé kalcium altal indukalt citotoxicitas (Ng et al., 2007) (D B
Timmermann et al., 2007). A prokognitiv hatdsban szerepet jatszhat a receptorok
felszabalyozodasa. Az egyik tanulmany szerint ezt a II. tipusi PAM-ok kivédhetik, mig
az 1. tipustiaknal nem talaltak ilyen hatast(M. S. Thomsen, J. D. Mikkelsen 2012). Az
a/nAChR-0k  modulatorai  hatékonynak bizonyultak  Oregedésssel, kognitiv
karosodasokkal, skizofréniaval- és Alzheimer-kérral kapcsolatos allatmodellekkel
folytatott preklinikai vizsgalatokban(Bertrand & Jr, 2017). Az altalunk vizsgalt

molekulakrol a kovetkezd ismeretekkel talalkozhatunk az irodalomban:

1.4.3.3.1 1. tipusu PAM-ok

Az L. tipust pozitiv alloszterikus moduldtorokhoz tartozik példaul az NS-1738, amelyrdl
radioligand kotéses tesztekben bebizonyosult, hogy nem az ortoszterikus kotéhelyen
kotédik. Az elektrofiziologiai kisérletekkel (a7 receptorral transzfektalt oocitdban
valamint emlds sejteken, illetve hippokampalis neuron tenyészeteken) is vizsgalt
modulétor, a receptor deszenitizacidt kevéssé befolydsolta, viszont az agonista altal
kivaltott valaszok amplitadojat jelentdsen megnovelte(Daniel B Timmermann et al.,
2009). A szkopolamin indukalt memoriavesztés allatmodellben végzett tanulasi és
memoria folyamatokat teszteld kisérletekben is hatékonynak bizonyult(Daniel B
Timmermann et al., 2009). Skizofrénia modellen végzett allatkisérletekben 6nmagaban
hatastalan volt, alacsony dozisu antipszihotikummal egyiitt adva viszont jeletés javulas
értek el. Klinikai alkalmazasban eldnyt jelenthetne, hogy (a kisebb dézis miatt) csokkent
mellékhatasok mellett, fokozodik az antipszihotikum hatas, javulnak a kognitiv funkciok
valamint jotékonyan befolyasolta a depressziot(Marcus et al., 2016). A a7nAChR
szelektiv Lu AF58801 vegyiilet patinyoknal PCP indukalt kognitiv hidnyos
allatmodellben, 0 targy felismeréses tesztek soran valamint egérben skizofrénia és

epilepszia  asszocidlt mikrodeléciok hatasdnak  visszaforditasdban  bizonyult
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hatékonynak.(Eskildsen et al., 2014) (Gass et al., 2016)Az ALV-3288 (mas néven CCMI
vagy XY4083) allatkisérletekben visszaforditotta ketamin indukalt skizofrénia-szerti
viselkedést(M S Thomsen, El-Sayed, & Mikkelsen, 2011) (Nikiforuk et al., 2015;
Nikiforuk et al., 2016). Ugyanez a munkacsoport, szamos mas PAM tulajdonsagu
molekulat kifejlesztett, amelyek koziil két I. tipusu (-nak mondott) vegyiilet kiemelkedo
eredményeket mutatott szkopolamin altal indukalt memoriavesztés allatmodellben vj
targy felismeréses tesztekben (Hogenkamp et al., 2013) (Vazquez-Goémez et al., 2014).
Az Eli Lilly gyogyszergyar altal szintetizalt LY-2087101 jelti molekulat szintén I.
tipusinak mondtak, de ez az o7nAChR-ra kevésbé szelektiv PAM-ok kozé
sorolhat6.(Broad et al., 2006) (Young et al., 2008) Az a7nAChR szelektiv JWX-A0108
allatkisérletekben csokkentette az MK-801 indukalt halldssal kapcsolatos érzékelési
zavarokat, javitotta a térbeli tajékozddashoz sziikséges memoriat, jotékony kognitiv
hatéasai miatt skizoférnia és Alzheimer-kor lehetséges terapias kezeléseként emlitik(Sun
et al., 2019). Li és munkatarsai Kiterjedt szerkezet-aktivitas Osszefiiggés analizist
végeztek, amelyben tobb a7nAChR-on hato 1. tipustinak nevezett PAM-ot is felfedeztek.
Egyik igéretes vegyiiletiiket, a "3ea" jeliit, amelyet sikeresen teszteltek in vivo és in vitro
kisérletekben, skizofrénia negativ tiineteinek kezelésére gondoljak alkalmasnak(Y. Li et
al., 2019). Egy masik szerkezeti csoportban hasonlo hatékonysaga I. tipusa PAM-ra
jellemzd jegyeket mutatd anyagokat szintetizaltak, a legjobb tulajdonsagunak a "8ai" jeliit

talaltak. Ebben az esetben még csak az in vitro kisérletek eredményei ismertek(X. Li et
al., 2019).
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1.4.3.3.2 ll. tipusu PAM-ok

A 1L tipusu PNU-120596-ra egy nagy ateresztoképességli kalcium fluoreszcencia
méréssorozat alkalmaval bukkantak ra(Hurst et al., 2005). In vitro elektrofiziologiai
vizsgalatok sordn megerdsitették, hogy a hatéanyag a7 altipus-szelektiv, és megnyujtja
az agonista valasz lecsengését. Akut hippokampalis agyszelet kisérletekben a principalis
sejteken PNU-120596 hatasara az ACh altal indukalt GABA-erg posztszinaptikus
valaszok frekvenciagja megn6tt(Hurst et al., 2005). Kiilonb6zé neurodegenerativ
betegségek allatmodelljeiben is sikeresen teljesitett(Nikiforuk et al., 2015). Hatékonyan
gatolta a a/nAChR deszenzitizacidjat, valamint pozitiv toltésti molekulak jelenlétében
(kolin, bikukullin), felerdsitette a fesziiltség fiiggd természetli, nyitott allapotban
kialakulo csatorna blokkot(Kalappa & Uteshev, 2013). A vizsgalatok kiterjedtek a
hémérséklet fiiggésre is, 21 és 37 fok kozott tesztelve megallapitottak, hogy fiziologias
koriilmények kozott kevésbé hat mint szobahémérsékleten(Sitzia, Brown, Randall, &
Dunlop, 2011) (Williams, Peng, Kimbrell, & Papke, 2012). Részletes kinetikai
vizsgalatok szerint a PNU-120596 a deszenzitizalt allapota receptorokhoz kot(Szabo,
Pesti, Mike, & Vizi, 2014). Eppen ez a tulajdonsaga teszi lehetévé, hogy a sériilt
szovetben 1évd deszenzitizalt receptorokat agonista jelentlétében képes legyen
reaktivalni. A szivizom karosodasban dontd szerepet jatszo6 miokardialis infarktus, vagy
az agyi ér katasztrofat kovetd reperfuzié hatasa igy csokkenthetd a kolinerg anti-
inflammatérikus Utvonal aktivalasan keresztiil. A centralis és periférias citoprotektiv
mechanizmus a neuronokon, glia- és immunsejteken kifejez6d6, gyulladasgatld
folyamatok szabalyozasaban részt vevé a7nAChR-okon keresztiil valosul meg, amelyek
aktivitasa a PNU-120596-tal fokozhat6(H. Li, Zhang, Zhan, He, & Song, 2012) (Gaidhani
& Uteshev, 2018). A mikrogliak altal termelt proinflammatorikus mediatorok neuronalis
gyulladasi folyamatokat inditanak be, amely depressziohoz vezethet. Viselkedési
tesztekben is bebizonyosodott, hogy PNU-120596 alkalmazasaval az LPS altal indukalt
depresszid visszafordithatd. A deszenzitizaciot eliminalo II. tipusu PAM-0k hasznalata
antidepresszans szerek kiegészitd kezeléseként fokozhatna a terapias hatast(Alzarea &

Rahman, 2018).

Az A-867744 a PNU-120596-hoz hasonléan, II. tipusba tartoz6 PAM, amely képes
visszahozni a receptorokat az agonista altal el6idézett deszenzitizalt allapotbol(John
Malysz et al., 2009). Az A-867744 30 pM-os koncentracidig (ez a maximalis
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oldhatosagot jelenti), hatastalan volt mas altipusi nAChRon (042, a3p4), valamint a7/5-
HTskiméran is, ahol N terminalis domén human a7nAChR, mig a receptor tobbi része 5-
HT3R eredetii volt (Andersonet al., 2008; Bertrand et al., 2008 cikkekben hasznalt
kimérak alapjan)(John Malysz et al., 2009). Ez megerésiti azt a feltételezést hogy az A-
867744 kotésében az N-terminalis régionak ¢s az extracellularis domén M2-M3 huroknak
nincs kiemelt szerepe. Leszoritasos kisérletekkel is tesztelték, hogy az ortoszterikus
kotéhelyet szabadon hagyja-e. Az a7nAChR-hoz nagy affinitassal kotd agonista [ 3 H]A-
585539 segitségével meggy6zédtek rola, hogy az A-887744 vad tipusa a7nAChR
esetében nem az agonista kotéhelyén kotddik. A modulatorral ellentétben, a nikotin és az
MLA sikeresen leszoritotta az izotoppal jelolt agonistat a vad tipusi receptor
ortoszterikus kotohelyérdl. Ebbdl arra kovetkeztethetiink hogy az alloszterikus kotohely
a TM domének ko6zott valdszintsithet6(John Malysz et al., 2009). Mutacios kisérletekkel
igazoltak, hogy a kothelye valéban a TM2-TM3 membran hélixek kozott lehet,
amelyben néhany oldallanc kiilondsen fontos szerepet tolthet be (5222, L.247, és M253).
Az a7 247-es pozicidoban 1év6 lizin aminosav oldallanc tirozinna valé mutalasaval a TQS
¢s TBS-516 10 uM-ban alloszterikus agonistaként hatottak. Az igy kivaltott az aramokat
A-867744 molekula 1 uM-os koncentracioban gatolta, mert elfoglalta az TQS/TBS-516
kotéhelyét(Newcombe et al., 2018). In vitro elektrofiziologiai mérésekben patkanybol
1zolalt akut hippokampalis agyszeleten alkalmazott A-867744 megndvelte az acetilkolin
altal kivaltott valaszokat, amelyek az altipus szelektiv antagonistaval (MLA) teljesen
gatolhatoak voltak. Az a7nAChR tovabba részt vesz a GABAerg spontan aktivitas
szabalyozasaban(Frazier et al., 2019). A gyrus dentatus szemcsesejteken 1 mM kolinnal
kismértékben nétt az IPSC (gatld szinaptikus aram) aktivitas, amelyet A-867744 tovabb
fokozott(John Malysz et al., 2009) (Faghih et al., 2009). A TQS(Grenlien et al., 2007)
egy a7/nAChR szelektiv II. tipusi PAM, nem, Uigy mint annak szdrmazékai, példaul a
4BP-TQS amely az anyavegyiilettel ellentétben alloszerikus tton képes aktivalni is a
receptort, viszont az ortoszterikusan k6t6dé6 MLA nem kompetitiven gatolja(Jaskiran K
Gilll et al, 2011).A JNJ-1930942  jeli  vegyiilet  (2-[[4-Fluoro-3-
(trifluoromethyl)phenyl]amino]-4-(4-pyridinyl)-5-thiazolemethanol), fejlesztéi szerint az
I-es és II-es tipusi PAM-ok kozotti atmeneti csoport tagja amely hipokampalis szelet
preparatumon fokozta a neurotranszmissziot, és elésegitette az LTP kialakulasat. Hatasa

MLA-val gatolhatd volt, genetikailag eléallitott skizofrénia modellben visszaforditotta a
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hallashoz  kapcsolodd — érzékelési zavarokat, ezért a kozponti idegrendszer
megbetegedéseinek tanulmanyozasaban vagy akar kezelésében hasznos lehet(Dinklo et
al., 2011). Az 5-HT 2g/c receptor antagonista SB-206553 alacsony koncentracidkban
alkalmazva, in vitro sejttenyészeten €s szelet preparatumon végzett vizsgalatok alapjan
a7nAChR-ra hato, szintén 1. és 1. tipust tulajdonsagokat 6tvozé PAM-ként miikodott, és
az allatkisérletek eredményei alapjan alkalmas lehet skizofrénia kezelésére(Dunlop et al.,
2009). A R0O5126946 a vér-agygaton penetrald, oralisan adhat6 PAM vegyiilet amely
hatékonynak bizonyult in vivo félelmi reakciokat, asszociativ tanulast vizsgald
kisérletekben, nikotinnal egyiitt adva alloszterikus serkentd hatast figyeltek meg(Sahdeo
etal., 2014). A BNC375 egy nagyon igéretesnek tiind pozitiv modulator, melynek (R,R)-
13 sztereoizomerje I tipust, mig (S,S) izomerje 11 tipusi PAM-hatast mutat(Harvey et al.,
2019). A prokognitiv hatasardl ismert PAM-2(Potasiewicz et al., 2015) szarmazékaként
bemutatott DM489 nAChR pozitiv modulator streptozocin indukalt neuropatias fajdalom
allatmodellben hatékonynak bizonyult. Az acetilkolin kivaltotta valaszok amplitadojat

megndvelte, kimosodott, és hatasa MLA-val gatolhato volt(Hugo R. Arias et al., 2020).

1.4.3.3.3 Ago-PAMok

Az oa7nAChR Ago-PAMoK, olyan alloszerikus aktivald agyagok (AA) amelyek az
ortoszterikus kotohelytdl eltéré helyen kozvetleniil aktivaljak a receptorokat, valamint
pozitivan modulaljak az ortoszterikusan elinditott kolinerg jelatvitelt. Klinikai
kisérletekben bizonyitottdk, hogy az Ago-PAM-ok hatékonyabbak, mint a parcialis
agonistak, és a PAM-ok. Ide tartozik példaul a 4BP-TQS(Thakur, Kulkarni, Deschamps,
& Papke, 2013) (J K Gill, Chatzidaki, Ursu, Sher, & Millar, 2013) (Patczyn et al., 2012)
¢és aktiv izomerje a tetrahidrokinolin szarmazék GAT107, amely hatékony fajdalom
csillapité valamint alkalmas gyulladdsos és neuropatids eredetli fajdalmak kezelésére
allatmodelleken(Bagdas et al.,, 2016). A B-973 aktiv enantiomerjeként ismert,
mecamylamine gatld hatisara érzéketlen B-973B szintén a TM-régidoban kotddd o7
szelektiv alloszterikus aktivator, amely endogén agonista hatdsara alloszterikus
modulatorként viselkedik(Quadri et al., 2019). Horenstein és munkatarsai terapias
felhasznalasi lehetdségek szempontjabol mutacids kisérletekkel vizsgaltdk meg az
alloszterikus aktivator hatds szerkezeti alapjait. Megallapitottak, hogy az AA hatas egy
masik alloszterikus kotéhelyen keresztiil valosul meg, amely nem a TMD-ben, hanem az

ECD porus feloli részén helyezkedik el, és meghatiroz6 aminosava az Aspl0l.
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Kimutattak hogy a GAT107 mind a TMD PAM kotéhelyéhez, mind az ECD AA
kotéhelyéhez képes kotni, ezzel egy 0j gyogyszer célpontot azonositottak az a7nAChR-
on. (Horenstein et al., 2016). A 2NDEP nevii anyag parcialis agonista egyben AA, amely
szintén képes kotddni az ECD AA kotéhelyéhez. Ezt a kovetkez6 mutacidval igazoltak:
az a7C190A-es oldallanc elmutalasaval ortoszterikus agonista kotésre nem, viszont az
AA kotéhelyen (GAT107) aktivalhatd a receptor. Ezen a mutanson a 2NDEP PNU-
120596-val koapplikdlva AA kotohelyen hatd agonistaként viselkedett, a hatds AA
kotbhely szelektiv antagonistaval gatolhato volt (2,3,5,6 MP-TQS).(Gulsevin et al., 2019)

A klinikai fazisba jutott agonistdk, valamint a pozitiv alloszterikus modulatorok és

alloszterikus agonistak 0sszefoglalo tablazatai a fiiggelékben talalhatok.

1.4.3.3.4 NAM-ok

Negativ alloszerikus modulatoroknak nevezziik azokat a hatéanyagokat, amelyek
csokkenti az agonista altal kivaltott vélaszokat, de nem az ortoszterikus kotdhelyen
kotédnek. Endogén vegyliletek koziil ide sorolhatdé a KYNA (kinurénsav), amely
kompetitiven galtolja a receptor valaszkészségét alloszterikus ligandokkal szemben
(Albuquerque & Schwarcz, 2013)(Pereira et al., 2002)(Lopes et al., 2007). Receptor
miikddést negativan befolydsold anyagok lehetnek még az 6sztrogén tipusu vegyiiletek,
¢és a B-amiloidok(Lasala, Fabiani, Corradi, Antollini, & Bouzat, 2019)(Albuquerque &
Schwarcz, 2013). Ide tartoznak még az alloszterikusan hat6 peptidek illetve fehérjék; a
SLURP-1 (secreted mammalian Ly-6/uPAR related protein 1), és Lynx1. Tovabba a
ketaminrol is kimutattak, hogy a TM-régioban van a kotéhelye és non-kompetitiv gatlo
hatassal rendelkezik(Bondarenko & Xu, 2014). A ketamin szarmazék benzethonium
chloride (BCI) szintén gatolja az a7 receptorokat de a ketaminnal ellentétben kompetitiv
modon(Vazquez-Gomez et al., 2014). Néhany antihisztamin tipusu vegyiiletrdl
(Triprolidine,  Pyrlamine,  Orphenadrine, = Promethazine, = Diphenhydramine,
Chlorpheniramine, Cetirizine) is leirtak az a7-re kifejtett gatlé hatasukat(Sadek et al.,
2015). Az antidepresszansok koziil, a fluoxetine, paroxetine, szertralin, venlafaxine,
nefazodone in vitro sejttenyészeteken tesztelve non-kompetitiv gatloszerkként
viselkedtek(Fryer & Lukas, 1999). Ezen kiviil a dohanyzasrol valo leszokas eldsegitésére

alkalmazott antidepresszansrol a bupropionrdl is megjelent egy kozlemény amelyben
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dokkolasi kisérletek alapjan a kotOhelyét a csatorna lumenében lokalizaltak, emellett
gatl6 hatasarol is beszamoltak(Vazquez-Gomez et al., 2014). Az orvosi kannabisz névény
gyulladasgatld nem pszihoaktiv hatdéanyagarol a kannabidiolrdl is kimutattak, hogy a
szelektiv agonistaval (kolinnal) kivaltott valaszokat gatolja(Vazquez-Goémez et al., 2014)
(Al Rawashdah et al., 2019) (Mahgoub et al., 2013).

1.4.3.4 Klinikai vizsgalatok

Az els6 €s egyetlen embereken is vizsgalt a7nAChR pozitiv alloszterikus modulator az I.
tipusba sorolt AVL-3288 melyet egészséges nem dohanyz6 oOnkéntesekkel végeztek
(Fazis 1)(Gee et al., 2017). A hatéanyag biztonsagosnak bizonyult, de statisztikailag nem
volt szignifikdns hatdsa az alapvetd kognitiv funkciokra. Az utébbi harminc évben a
gyogyszergyarak a NAChR alulmiikodéssel Osszefiiggésbe hozhaté neurodegenerativ
betegségek kezelésére alkalmas, altipus szelektiv, hatékony, nagy affinitdsu ligandok
tervezésére fokuszaltak (8. Abra). Figyelemre méltd erdfeszitéseik eredményeként
agonistak, antagonistak, ¢és modulatorok sokasaga jott Iétre, amelyek szigora
szabalyozasok miatt klinikai vizsgalatokon megbuktak. A tesztek sikertelensége
kovetkez6 okokra vezethetd vissza: 1) kiilonbségek a allatmodell és a kisérletben
résztvevo betegek allapota kozott, 2) a tesztelt hatéanyag koncentracio tartomanyok nem
megegyezbek, 3) egy hatékonyabb, specifikus molekulara lenne sziikség, amit a mar

meglévo kezelés kiegészitéseként lehetne alkalmazni.

A sikeres hatdanyag fejlesztéseknek gatat szabo, felhasznalasi hibabol szarmazo
akadalyozo tényézok nemcsak a kognitiv szerekre korlatozodnak, hanem minden

gyogyszerkutatasi teriiletre érvényesek.
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Attention deficit hyperactivity disorder:
GTS-21; TC-5619
——

Tropisetron; GTS-21; EVP-6124

e,

2,
Parkinson's discase:
AQWOSI1

Pain:

Tropisetron

Alzheimer's disease:
GTS-21; ABT-126; Az
EVP-6124; MEM3454;
TC-5619; SSR-180711

328,
QWO051;

a7 nAChR

Schizophrenia:
Tropisetron; G

1; ABT-126;

-6124; MEM3454;
1; TC-5619; APN1125;

BMS-933043; AVL-3288

8. Abra Klinikai fazisban 1évé hatoanyagok neurodegenerativ betegségek kezelésére

The current agonists and positive allosteric modulators of a 7 nAChR for CNS indications in clinical trials

(T. Yang et al., 2017)
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2 Céelkituzések

A gydgyszergyarak a kognitiv betegségek terdpias kezelésére alkalmas szerek kutatdsara
jelenleg azt a stratégiat kovetik, hogy nagy ateresztoképességii szlirdvizgalatokban ("high
throughput screening, HTS") tesztelik, hogy melyik molekulék lehetnek hatékonynak az
adott célponton (esetiinkben az a7nAChR-on). A talalt molekulakrol allatmodellekben
dontik el, hogy terapias szempontbol is hatékonyak lehetnek-e. Azt gondoljuk, jobb
stratégia lenne, ha még a viszonylag olcso sziirdvizsgalaton valaszt keresnének nem csak
arra, hogy az adott anyag hat-e az adott célfehérjére, hanem arra is hogy hogyan hat ra.
Teréapias potencial szempontjabdl ugyanis nem mindegy hogy az adott anyag agonista,
parcialis agonista, "csendes" agonista, I-es ill. II. tipust pozitiv modulator, alloszterikus
aktivator, stb., vagy ezeknek valamilyen kombinacidja. Rédadasul az I-es ill. II. tipusa
PAM csoportokon beliil is rendkiviil sokféle hatdasmechanizmus létezhet, ahogy azt
késdbb targyalni fogom. Mindezeket a kérdéseket lehetséges nagy ateresztoképességii
elektrofiziologiai  szlirdvizsgalaton is tanulméanyozni. Természetesen a nagy
ateresztOképességli rendszerek hasznalata el6tt meg kell tudni, pontosan milyen
kérdésekre akarunk valaszt kapni, és azt milyen tesztekkel lehet megtudni. Ehhez a
manudlis rendszeren kivitelezett el0kisérletek sziikségesek. Dolgozatomban elsdsorban
az a7nAChR két szelektiv alloszterikus modulatoranak, a PNU-120596 és az A-867744
anyagoknak hatdsmechanizmuséval foglalkozom. Mindkét hatéanyag a II. tipusu pozitiv
alloszerikus modulatorok csoportjdba sorolhatd, vagyis az agonistara adott valasz
méretére ¢és kinetikdjara is hatdssal vannak. A transzmembran domének kozott
elhelyezkedd kotdhelylik valoszinlileg részben atfedd, de az erre vonatkozo irodalmi
adatok ellentmondoak. (Az irodalmi adatokrol 6sszehasonlito tablazat is késziilt, amely a
fiiggelékben talalhatd.) Meg akartuk vizsgalni, valoban egy kotdhelyen osztoznak-e,
illetve valoéban hasonlo-e a hatasmechanizmusuk, és ebbol fakaddéan valoban hasonld
terapids hatasra szamithatunk-e esetilkben. Be fogom mutatni, hogyan allitottuk be a
hatdsmechanizmus tanulményozéasahoz sziikséges anyagado rendszereket €s eszkozoket,
¢s hogy milyen specialis kihivasokat jelentett az a7nAChR kiilondsen gyors kapuzasi
kinetikaja. A modulatorok hatasmechanizmusanak megértését a receptor mitkodésének
megértésével kell kezdeni. Nem volt ismert, hogy milyen gyors a receptor aktivacidja és
deszenzitizacidja (mivel sokkal gyorsabb, mint a kisérletekben hasznalt oldatcseréld

rendszerek, ezért a kisérletesen regisztralt aram felfutds és lecsengés nem a receptor,
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hanem az oldatcseréld rendszer sebességét tiikrozte). A hagyomdnyos gondolkodas

szerint az aram felfutdsa az aktivacidé sebességét, lecsengése pedig a deszenzitizacid

sebességét tiikrozi. Mint kidertlt, az a/nAChR esetében ez nem ilyen egyszerii. Szintén

nem volt ismert, hogy a receptor populacid6 hany szdzaléka aktivalodik (nyilik ki)

egyaltalan egy-egy agonista pulzus soran, és ezen beldl hany szazalék van egyidejlileg

nyitva. Végiill a modulatorok hatasmechanizmusa kapcsan azt a gyogyszerfejlesztés

szempontjabol fontos kérdést vizsgaltuk meg, hogy a kidolgozott modszerek és

protokollok milyen médon és milyen mértékben adaptalhatok a nagy ateresztéképességii

automata patch clamp rendszereke.

Dolgozatomban tehat a kovetkezé kérdésekre kerestem a valaszt:

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

Milyen gyors a receptorok sajat (intrinsic) kinetikaja?

A receptor populacié hany szazaléka nyilik ki egyszerre? Hany szdzaléka nyilik
ki egyaltalan?

Milyen folyamatokat tiikkr6z az aramok felfutdsa, lecsengése?

Valoban azonos-e a két azonos kategoridba (II. tipus) sorolt modulétor
hatasmechanizmusa? Ha nem, miben kiilonboznek? PI. allapot-preferencia,
asszociacios €s disszociacios sebesség, a modulalt receptor viselkedése: nyitasok
hossza, deaktivacid sebessége, sztochiometria, stb

Azonos kotéhelyen osztoznak-e?

Hogyan alkalmazhatok a manualisan fejlesztett protokollok nagy ateresztd
képességli rendszereken, hogyan hasznosithatnak ezt a gyogyszergyarak?

Milyen terapids jelentOsége lehet a hatdanyagok hatidsmechanizmus alapjan

torténd megvalasztasanak?
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3 Modszerek

3.1 A sejtes elektrofiziolégiai médszerek és miiszerek altalanos
ismertetése

3.1.1 A patch clamp technika
A patch clamp technika lehet6vé teszi, hogy

a sejthartyaban 1év6 ioncsatorndkon at folyo Ag/AgC Output (V)
internal
Ground IW,re Amplifier

aramokat detektalni tudjuk. A modszer ]

®0

Vemnd
Iényege, hogy egy tiszta, hével simara

olvasztott  feliiletli, elektrolit  oldatot

Iﬁ Glass

tartalmazo iiveg mikroelektrodat nyomunk a |
| microelectrode ‘

Chamber ‘
and bath |

korilbelil 50 MQ ellenallast elektromos |\
GQ seal

kapcsolat a pipetta és a bioldgiai membran |

sejt membranjahoz, ezaltal kialakul egy

kozott. Ezt a jelenséget “"seal"-nek nevezziik. J

A magasabb seal ellenallas el6nydsebb o 4 . patch clamp (Dunlop et al., 2008)
mérési  korilményeket  biztosit, mert

drasztikusan lecsokken a hattér zaj szint, illetve kisebb lesz a szivargo aram. Az ellenallas
értéke tovabb novelhetd amennyiben a pipetta belsejére szivd hatast gyakorlunk. A
nyomas csokkenés hatdsdra a membran omega alakban beboltosul a pipettaba. Az igy
kialakult nagyon erés, mechanikailag stabil kapcsolatot mar "gigaohm seal”-nek vagy
roviden “gigaseal”-nek hivjak, elvezetés szempontjabol pedig a “cell-attached”
konformacidhoz jutunk (9. Abra). Ez a legegyszeriibb elvezetési médszer, amely soran a
sejteket a legkevesebb kiils6 behatas éri, és a membran sem sériil. Regisztralhatunk igy
spontan aktivitast, szinaptikus aramokat valamint stimulalhatjuk is a sejtet. A pipetta
belsejében 1évé nyomas csokkentésével elérhetd hogy az iivegpipetta belsejében 1évo
membrandarab felszakadjon, igy egész-sejtes “whole-cell” konfiguracioét kapunk.
“Whole-cell” konfiguracidban kisebb méretii sejtek (d=5-10um) esetében a membran
teljes feliiletén 1év6, Osszes csatorna aktivitisat mérhetjiik (10. Abra). A modszer
hatranya, hogy a sejt belsejébdl kimosoddnak a sejtalkotok. A  kihigulas
megakadalyozasara kinalkozo alternativa, a perforalt membran “perforated patch”
konfiguracio, amely soran a felnyitashoz specialis antibiotikumokkal vagy fungicid

anyagokkal kiegészitett pipettaoldatot hasznalnak, amelyek (a fentebb emlitett
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gramicidinhez hasonldan) képesek a membranba beépiilve abban poérusokat alkotni.

Ebben az esetben a sejthartya ionok szamara atjarhatd lesz, de nagyobb molekuldk, és

fehérjék szadmara atjarhatatlan marad.

Mikropipetta,
Alacsony ellenallas
(50 QM)

Membran

Szivargd
aram

Membranon

Szivas , .
atfoly6 aram

,.Cell-attached”
elvezetési tipus

Magas ellenallast
kapcsolat (10-100 GQ)

Szivas hatasara
felszakado

membran folt

A cytotplazmatikus
hid felszakadasa

Kis
méretli
sejteknél Huzas Ca
szegény
oldatban
A cytotplazmatikus
hid felszakadasa
Elektrod
! ellenallas:
B t 16Q c D
5 ...20 pm ’
-

Egész sejtes elvezetés

A levegoének kitett membran
darab felszakad

Membran folt elvezetés
(membran kiils6 fele van kiviil)

Membran folt elvezetés
(membran bels6 fele van kiviil)

Hamill OP, Marty A, Neher E, Sakmann B, Sigworth FJ (1981): Improved patch clamp techniques for high resolution current
recording from cells and cell-free membranes. Pfliiger Arch. ges. Physiol. 391: 85-100. és Jaakko Malmivuo&Robert Plonsey
atdoleozott abraia alanian

10. Abra A patch calamp konfiguraciok sematikus abraja
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Amennyiben csak egy kisebb membranfolton szeretnénk mérni, a sejtmembran
“felnyitasat” kovetden, a pipettat visszahuzva egy kitépett sejthartya darabbdl azaz
“excised patch - b6l, vagy, ha a membranfolt a sejtmaggal egyiitt szakadt Ki, “nucleated
patch”-bol regisztralhatunk. A kitépett membrandarab ugyanis ilyenkor magatol
Osszezarodik. Ha a sejtmembran felnyitasa nélkiil tépjiik ki a membran foltot, a membran
spontan Osszezarodasaval egy kis vezikula alakul ki a pipetta hegyében. Ha olyan
kisérletet akarunk végezni ahol a csatorna intracellularis oldalara hat6 anyagokat
tanulmanyozzuk, akkor fel lehet nyitni a kis vezikula magatol Osszezarodott kiilsd
membran részét, gy hogy a kihtzott membran darabot egy pillanatra kiemeljiik a
levegore. Ekkor olyan konfiguraciét kapunk, ahol a membran intracelluléris oldala van
kiviil, ezt hivjak “inside-out” konfiguracionak. Az oldatok lecserélését kovetden, ebben
a konfiguracidoban példaul a citoplazmatikus ionkoncentracid valtozas hatésat
vizsgalhatjuk az ioncsatornakon. A “kiils6-oldallal-kifelé-néz6” vagyis “outside-out
patch ”-bdl pedig az extracellularis oldalrdl haté anyagokat tanulmanyozhatjuk. A Kitépett
membran-folt (“excised patch") elénye, hogy a kis méret miatt sokkal pontosabban
kontrollalhat6 a membranpotencial, és az oldatcsere is gyorsabb a kis membranfolt kortil,
mint egy teljes sejt koriil. Ezen kiviil lehetséges egyedi csatornak aktivitadsat vizsgalni,
vagyis ugynevezett “single-channel” méréseket végezni. Ebben az esetben egyetlen
fehérje molekula konformacidvaltozasa kovethetd valds idében. A konfiguraciokat a 10.

Abra mutatja be.

A sejt szintli elektrofiziologianak két alapvetd megkdozelitése 1étezik. Amennyiben a
membranon atfolyd aramot szeretnénk regisztralni, a valaszt fesziiltség protokollokkal
valtjuk ki, azaz a membranpotencialt rogzitjiik, ilyenkor “voltage clampben” mériink.
Egyedi ioncsatornak tanulmanyozasara ezt a modszert szoktak hasznalni, és jelen
dolgozatban is ilyen méréseket fogok bemutatni. Ha pedig a teljes sejt membranpotencial
valtozasat szeretnénk megfigyelni, akkor konstans aramot injektaluk a sejtbe, azaz
“current-clamp "-et alkalmazunk (Hamill, Marty, Neher, Sakmann, & Sigworth, 1981).
Ebben az esetben a membranpotencial valtozas tobb kiilonbdzé tipust ioncsatorna
populacid 6sszehangolt miikodésének eredménye, tehat ez a modszer nem az ioncsatorna
szintii, hanem sejt- vagy halozat-szintii kérdések tanulmanyozasara alkalmazhato(Hamill

etal., 1981).
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3.1.2 A manualis patch clamp renszder felépitése

A manualis elektrofiziologiai miiszeregyiittes épitésnél a kovetkez6 iranyelveket vettiik
figyelembe: 1) A hosszabb fenntarthatosag érdekében a vizsgalatra szant minta
koriilményeinek optimalizalasa, stabilizalasa. 2) A minta megjelenitéséhez a preparatum
tipusanak megfeleléen megvalasztott optika. 3) Mechanikus ¢és elektromos zajtol
elszigetelten, a mikroelektroda stabilan pozicionalhaté legyen. 4) Megfelel6 elekronikai
felszereltség a biologiai jelek regisztralasahoz, felerdsitéséhez, feldolgozasahoz (Finkel

& Bookman, 2001).

A miiszert egy rezgésmentes asztalon allo Faraday-ketrecben helyeztiik el, amelynek
segitségével probaltuk minimalisra csokkenteni a vibraciot és az elektromos zajt. A
perisztaltikus pumpak segitségével miikodtetett oldat perfuzids rendszerbe csepegtetot
szereltink be, igy a pumpak altal generalt elektromos zaj nem jutott be a Faraday-
kalitkaba a folyamatos folyadékoszlopon keresztiil. Az 50 Hz kikiiszobolését az épiilet
miszerfoldjéhez vald csatlakozéssal oldottuk meg. A kisérletek kivitelezéséhez egy
Nikon T2E Eclipse tipusu, 4x, 10x és 20x nagyitast objektivekkel rendelkezd inverz
faziskontraszt mikroszképot hasznaltunk. A manipuldtorokat és a gyors anyagadd
rendszer “allvanyzatat” a mikroszkop targyasztala koré épitett feltéten rogzitettiik. A
kisérletre szant sejteket petricsészéstiil, egy folyamatosan ataramlo, extracellularis oldatot
tartalmazd perfizidos kamraban helyeztik el. A 35 mm-es petricsészét, amelyben a

sejteket tenyésztettilk, egy specialis alaku teflon betéttel besziikitettiik, hogy az

oldataramlas folyamatos és egyiranyu legyen (11. Abra).

11. Abra A miiszeregyiittes és a perfiizios karma felépitése
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3.1.3 Az oldatcseréldé rendszer felépitése

A nyomas-vezérelt, gyors anyagado6 rendszer végpontjaként kettds U-, illetve theta csdvet
hasznaltunk (dbra). A theta csovek neviiket arrdl kaptak, hogy keresztmetszetiik a gorog
0 betlire emlékeztet, mivel kozépen egy vékony iivegfal két részre osztja a kapilldrist. Az
1,5 mm atmérdji boroszilikat kapillarisok végét, Sutter P-2000-es 1ézeres pipettahuzdval
elvékonyitottuk. A kihuzott iivegeso ,,szajat” koriilbeliil 100-150 pm atmérdjiire tortik.
A rovidebb ideig tartdé hatdanyag kicserélédés érdekében a theta-cs6é holt térfogatat
lecsokkentettiik. Ehhez a kapillaris hegyébe 1-1 Microfil™ (WPI) iivegkapilldrist
(epoxigyantaval bevont nagyon hajlékony 350 pm atméréji tivegkapillaris) helyeztiink,
amelyet kétkomopnensii ragasztoval rogzitettiink. A Microfil™ szabad végeire 0.38 mm
belsd atmérdjii csovek keriiltek, amelyekkel az anyagado rendszer szelepeihez illetve a
piezoelektromos vezérld rendszerhez csatlakoztattuk a theta csovet (Sachs, 1999) (12.

Abra).

A rendszer bemenete oldatperfizid
szempontabol egy nyomads ala helyezett 50

ml-es térfogati cetrifugacsd, amelybdl a

bearaml6 levegd a csdovekbe nyomja az
extracellularis oldatban oldott

hatéanyagot. Kozvetleniil a végpont eldtt

(miel6tt a drog elérné a theta csdvet) Patch Current

szelepek allisk a folyadék utjat. A 12 AbrAtheesh mikddése

Trexler, E Brady, Verselis, Vytas K konnexinek vizsgalata cim{i munkajukbol

szelepek miikodtetése torténhet manualis Gton, vagy bonyolultabb protokollok esetén
lehet szamitogépes vezérlési. Alap esetben nyomds ald helyezett rendszerben a
szelepeknek két allasa van, vagy a sejtek iranyaba folyik az oldat vagy pedig (pl.
atmosaskor) a szemetes felé. A pClamp szoftver az anyagadés szelepeinek szamitogépes
vezérlésén kiviill a theta csovet horizontdlis irdnyban mozgatd piezoelektromos
manipulatort is iranyitja a programba irt fesziiltség protokollok alapjan(Y. Kabakov,
Ph.D. and R.L. Papke, 1997) (Trexler & Verselis, n.d.) (Y. Kabakov, Ph.D. and R.L.
Papke, 1997). A theta csdves anyagadas elénye az ultragyors (ms alatti) az oldatcsere és
kevésbé koriilményes a sejt megkozelitése. Hatranya, hogy nagyon torékeny, nincs

elszivas, és fel kell emelni hozza a sejteket.
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Mivel az oldatkicserélodés sebessége

nagyon sok tényezotdl fiigg (a theta csd [
atmérdje, geometridja, az alkalmazott
nyomas, a sejt pontos helyzete a theta

csOhoz képest) minden kisérlet utan a

mérd pipetta elmozditasa nélkiil

elvégeztik a theta csé kalibralasat

(12.,6s 13. Abra). Ez sejt nélkili 100pA
L 1ms

13. Abra Theta cs6 kalibracid

pipettaval,  higitott  extracellularis
oldattal tortént, ilyenkor az
ionkoncentraciok kiilonbsége miatt oldatcsere sordn megvaltozik az intra-és
extracellularis oldat kozotti junkcids potencial, amit aram valtozasként érzékellink
"voltage-clamp" modban. Az aram valtozas idébeli lefutdsa elsGsorban a theta cs6
mozgatasi sebességétdl fiigg. A 13. Abra kiilonbozoé sebességii mozgatasok esetén
mutatja a 10 mM kolinnal kivaltott aramokat a7nAChR-okon (alsé gorbék), illetve
ugyanazon sebességeknél a kalibracios gorbéket (felsé gorbék). A gorbék kozott 1 ms-0s
elcsusztatast alkalmaztunk, hogy jobban kivehetdek legyenek. A mért oldatkicserélédési
idék (10-90%-os kicserélédést mértiink, mivel a gorbék eleje és vége néha nem volt
egyértelmilen meghatdrozhat6) ebben az esetben a sziirke gorbéktol a feketékig a
kovetkezdk voltak: 2.3, 1.3, 1.0, 0.6, 0.35 ms. A méretaranyt jelzd vonalak 100 pA-t és 1

ms-ot mutatnak. A 14. Abran mérés kdzben késziilt mikroszkopos felvételeket lathatunk.

14. Abra A theta anyagadas
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3.1.4 Nagy ateresztd képesséqgli redszerek: Automata patch clamp (APC)

Nagy ateresztoképességli (HTS) sziirési mdodszerek mar korabban is elérhetdek voltak
(radioaktiv ligand kotési tesztek, ion flux alapu tesztek, fluorescens jelzOanyagok,
fesziiltség-érzékeny fluoreszcens festékek, ion specifikus fluoreszcens probak)(Yu, Li,
Wang, & Wang, 2016) (Denyer et al., 1998) (Xu et al., 2001). Ezek a kozvetett mérési
modszerek nem adnak pontos informécidt az ioncsatorna mitkodési mehanizmusarol. A
technologia fejlodése felgyorsitotta a gyogyszerkutatdst. Ionkoncentraciéd valtozasok
detektalasara alkalmas fluoreszcens képalkoté lemezolvasd késziilékek (FLiPR-
FLuorescence-Imaging Plate Reader) lehetévé tették nagy mennyiségii adat kinyerését
viszonylag alacsony koltségek mellett. Sajnos ennek a vizsgalati modszernek az idébeli
felbontasa ¢és informacio tartalma alacsony. A hagyomanyos patch clamp-pel
kivitelezhetd valds ideji mérések magas informacié tartalommal rendelkeznek,
megbizhatd adatmindséget szolgaltatnak. Hatranyként szamolhat6 el id6-, és munkaerd
igényessége, valamint a HTS-hez képest alacsonyabb hatasfoka (10-30 sejt/nap). Az
automata rendszerek kifejlesztésének célja a hosszadalmas procedirak lerdviditése,
valamint a nagy atereszté képesség elérése adat mindség romlas nélkil(Yu et al., 2016).

Hagyomanyos patch clamp

p— —

Uveg pipetta | I Szivo hatas | Mérés |

C D C D

Planaris patch clamp

Vakuum Meres

e | [ | [ | @D

15. Abra A hagyomanyos és a planaris patch clamp dsszehasolitasa ( eredeti kép: High-throughput lon Channel Screening: A
“Patch”-work Solution, Jeffry M. Perkel, Future Sciences Biotechniques 2018)

well plate

Az elmult husz évben a HTS technoldgiaban a planaris patch clamp (planar patch clamp)
hozta meg az attéré eredményt. Ennek 1ényege, hogy a hagyomanyostol eltérd iranybol,
azaz alur6l kozeliti meg a sejtet. Pipetta helyett egy lyukas lap (anyagat tekintve gyartasi

eljarastol fliggden lehet iiveg, szilikon vagy hore keményedd miianyag) szolgal, amelyre
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vakuummal szivjak ra az extracelluldris oldatban lebegd sejteket. A membran masik
oldalan intracellularis oldat és egy mikroelektrod talalhat6. A mddszer forradalmasitotta
az elektrofiziologiat, segitségével adatmindség veszelyeztetése nélkiil elérhetdove valt a
nagy ateresztoképesség(Yu et al., 2016). A hagyomanyos €s az automata patch clamp

sszehasonlitasat a 15. Abra mutatja be.

Harom kiilonb6z6 megkdzelitéssel probaltak megvalositani az automatizalt patch-clamp
méréseket. Egyrészt megprobaltak a hagyomanyos manualis rendszereket automatizalni.
llyen volt az elsé kereskedelmi forgalomban kaphaté automatizalt elektrofiziologiai
szlirésre alkalmas rendszer, a Sophion Bioscences fél-automata Apatchi 1 modellje. A
masodik megkozelités még iiveg pipettat, de mar sejtszuszpenzidt hasznalt; a pipetta
belsejébe juttatott sejtszuszpenziot pozitiv nyomassal juttattak a pipetta hegyébe, majd
kiviilrél felnyitva a membrant "inside-out whole-cell" konfiguracioban mértek. Ilyen
rendszerek voltak a Flyion altal fejlesztett Flyscreen(Asmild et al., 2011), és mas,
kereskedelmi forgalomba nem keriilt pipetta alapu rendszerek, mint az AutoPatch, és
RoboPatch (Dunlop, Bowlby, Peri, Vasilyev, & Arias, 2008) (Vasilyev, Merrill, &
Bowlby, 2005). Végiil a harmadik megkozelités, a planaris patch clamp bizonyult messze
a legsikeresebbnek. Az elsé négy rendszer (2003 és 2006 kozott) az lonWorks (Essen
Instruments, kés6bb Molecular Devices), a PatchXpress (Axon Instruments, késébb
Molecular Devices), a QPatch (Sophion), ¢és a Patchliner (Nanion), kiilonb6z6
prioritdsokat tartott szem el6tt, és ennek megfelelden kiillonb6z6 megoldasokat
alkalmazott a sejt-plate kapcsolat kialakitasara ill. az oldatcserére. Az IonWorks, és
utddai a masodik generacios lonWorks HT Quattro™ valamint az TonWorks Barracuda™
perforalt patch elven miikddnek, emiatt giga-ohmos ellenallasti kapcsolat kialakitasa
nehézkes. Mivel oldatcsere kozben nem lehet regisztralni, ligand-fliggd ioncsatornak
tesztelésre, valamint fesziiltség-fliggd csatorndk esetében hatdanyag kotési kinetika
mérésére sem a legalkalmasabbak. Az ijabb modellekkel 95% f616tti siker arannyal és
nagy ateresztOképességgel (egyszerre 384 csatornan) lehet mérni(Comley, 2014). A
masik harom rendszerben valddi giga-ohmos kapcsolat érhetd el (bar ez a siker arany
csokkenésével jar). A PatchXpress esetén az oldatdramlas nem folyamatos, a Qpatch és a
Patchliner esetében azonban az oldatcsere a mérd chip-ekbe beépitett csévon keresztiil

folyik, tehat teljes oldatcsere lehetséges folyamatos regisztralas kdzben.
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A kovetkez6 szakaszban (2008-2010) piacra keriil a QPatch 48 csatornas valtozata, a
Nanion altal gyartott 96 csatornas SynchroPatch, a Fluxion altal kifejlesztett TonFlux
(el6bb 16, majd 64 csatornas valtozatban), és a Cellectricon terméke, a Dynaflow HT. A
hatékony oldatperfuzios rendszerérdl ismert cég Uj fejesztése 16 kisérleti moduljdban
egységenként 6 sejtbdl lehet parhuzamosan mérni nyomas-vezérelt mikrofluidikai elven
torténd oldatcserével. A miszer nem terjedt el széles korben magas ara miatt(Perkel,
2010). Az IonFlux ugyanezen az elven miikodé oldatcserét valdsitott meg joval olcsdbb
plate-reader-szeri kivitelben. A jO mindségii mérést biztositd, de alacsony ateresztd
képességli CytoPatch rendszert a Cytocentrics AG fejlesztette ki. Magasabb
ateresztoképességli valtozata nem keriilt forgalomba. Az 1j generacios HTS APC
rendszerekkel mar gyorsan deszenzitizalodo ligand-fiiggd receptoron is lehetett sikeres
méréseket kivitelezni(Kirton, Pettinger, & Gamper, 2013), megvaldsithatd a nagy
atereszoképesség és a megfeleld adatmindséggel egylitt. Ma a masodik generacios (2013-
2016), legkorszeribb eszk6zok kozé sorolhatd a Sophion Qube (384), a Nanion
SyncroPatch 384PE ¢és 768PE, valamint a Fluxion Ionflux Mercury HT (64)
méréalloméasok, amelyeket voltage és current-clamp modban is hasznalhatunk,
szabalyozhatd hémérséklettel, nyomassal rendelkezik, gyors oldatcserét (50100 ms)
tesznek lehetové, ezért fesziiltség- valamit ligand-fiiggd csatornak tesztelésére is
alkalmasak(Yu et al., 2016). A Qube és SyncroPatch egyarant 384 digitalis erdsitével
valamint pipettazo robottal ellatott csatornat hasznal, boroszilikat alapt iiveg egy-sejtes
¢s populacios méréshez is alkalmas soklyuku chippel, amelyben programozhat6 a pozitiv
¢s a negativ nyomas. Viszont a miiszerek oldatcseréld rendszere tobb ponton kiilonbozik.
A Qube mikrofluidikai elven miikodé chipbe integralt oldatcseréld rendszerrel dolgozik,
a SyncroPatch ezzel ellentétben sajatos oldatkezelé robot technikat alkalmaz (Biomek
FX) amellyel még egy 384-es modul valik integralhatova lehetové téve a 768 parhuzamos
mérést(T. Li et al., 2017). Tovabbi elényei, az intracellularis oldatcsere lehetdsége mérés
kozben, a beépitett dynamic-clamp, amely ioncsatornak modellezését teszi lehetové valos
idejli mérés kozben, valamint a programozhato LED vilagitas amely optogenetikai
kisérletek elvégzésére is alkalmassa teszi a miszert(Rizzetto et al., 2018)

(Obergrussberger et al., 2018).
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3.1.5 lonflux Mercury HT

A lonFlux Mercury (Fluxion
Biosciences) (16. Abra) egy nagy
ateresztoképességii automatizalt patch

clamp berendezés, amelynek a ,,lelke”

egy standard 384 lyuka platehez

16. Abra lonFlux automata patch clamp mér8allomas (az eredeti
kép a Fluxion hivatalos honlapjarol)

hasonlatos. Az oldatcserélé rendszer
plate-en beliil megoldott mikrofluidikai
elven alapul, edényei a plate aljat képezé milanyag lemezbe integralva helyezkednek el
(17. Abra). A plate 4 zonaban egyenként 8 kisérleti
egységet tartalmaz, és minden kisérleti egység két
fiiggetlen mérésre alkalmas, tehat egy plate
Osszesen 64 parhuzamos elektrofiziologiai mérést

tesz lehetévé (18. Abra). A plate-ck feltoltése

egyszertien megoldhat6d nyolccsatornds pipettaval.

Minden kisérleti egység 12 mélyedésbdl all,

amelyek kiilon funkcioval birnak; A jobb also

17. Abra a kisérleti egység felépitése (kép a rendszerint gylijtéként funkcionald lyuk, amelyet
Fluxion hivatalos honfapiérél iiresen kell hagyni. Ide aramlanak a kisérlet soran
elhasznalt oldatok. A mellette 1évo mélyedésbe az extracellularis oldatban
felszuszpendalt,  ligandfiiggd  fehérjét
expresszalo sejtek keriilnek. Folottik (kék
szinkoddal jelolve) a két egymastol
fliggetlen ,,csapddzdsi zdéna” amelyeket
intracellularis oldattal kell feltolteni (17.
Abra). Ezektél jobbra sorakoznak azok a

mélyedések, amelyekbe a vizsgalandd

anyagokat pipetazhatjuk. Egy kisérletben
yag pip / gy 18. Abra Fluxlon plate integralt mikrofluidikai rendszere (kép a
nyolc kiillonb6z6 oldat vizsgalatara van mod, Fluxion hivatalos honlapjardl)

tehat lehetdség nyilik koncentracio-valasz gorbék felvételére vagy akar 8 kiilonbozd
hatdanyag tesztelésére (ha azok jol kimoshatoak). Kisérlet soran az Osszes mélyedés

légmentesen lezarodik, €s az oldatok aramlasat nyomas adagold szelepek szabalyozzak.
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A nyolc vizsgalando6 oldatot aramoltaté nyomas, a sejteket tartalmazé oldatot aramoltato
nyomads, €s a csapddzasi zondk nyomdsa kiilon szabalyozhatd. Utobbiak esetében a
légkori alad csokkentett nyomas adasara (vagyis szivasra) is mod van, ez teszi lehetévé a
sejtek elfogasat, és a membran felszakitasat. A homérséklet is allithatd 25 és 50 fok
kozott, valamint a gyartd szerint a szabalyozo egység helyére késobb programozhaté LED

vilagitas is keriilhet.

A miiszerhez kétféle plate tipus kaphat6: az egyik a ,,single-cell” valtozat, amely 64
egyedi sejt tesztelésére alkalmas. A masik az ,,ensemble” masnéven populacids patch
valtozat, ahol a csapdazasi mezok egyetlen sejt helyett 20 kiillonboz6 sejtet képesek
fogadni (19. Abra). Ebben a konfiguracioban a regisztralt aramok csapdanként additivan

Osszegzddnek, tehat a kimenet végiil ebben az esetben is 64 parhuzamos lesz.

B 4

Single Cell Plates Ensemble Cell Plates

19. Abra A csapdazasi mez6k felépitése (eredeti kép a Fluxion hivatalos honlapjarol)

A mikrofluidikai rendszerre jellemzd folyamatos oldataramléds, és a rendszer altal
biztositott rugalmassag (barmilyen bonyolult oldatperfizios protokoll tervezhetd)
kiilonosen alkalmassd teszi ezt a miszert ligand-vezérelt ioncsatorndk kutatasara. Az
a7/nAChR tanulmanyozasa azonban két szempontbol is kihivast jelentett. Egyrészt a
receptor rendkiviil konnyen deszenzitizalodik. Ha nem elegendden gyors az oldatcsere,
vagy ha az agonista szivargas vagy diffuzio révén akar kisebb koncentracidban is a sejtek
kozelébe jut még az agonista adas megkezdése eldtt, akkor az agonistara semmiféle
valaszt nem latunk. (Ezért is van sziikség a manualis patch clamp kisérletekben olyan
kifinomult oldatcseréld modszerekre.) Masrészt a receptor pozitiv modulatorai nagyon
erdsen adszorbedlodnak a szilikon és milanyag feliiletekhez, illetve nagyon kénnyen
particionalédnak a sejt membranjaba, ahonnan lehetetlen teljes mértékben eltavolitani

Oket. Erre a problémara is megoldast kellett talalnunk az automata méréseknél.
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3.2 A dolgozatban hasznalt médszerek részletes ismertetése

3.2.1 Manualis patch clamp

A sejteken kifejez6dé a7nAChR-kat standard patch clamp modszerrel vizsgaltuk “whole
cell” és “outside-out” konfiguraciokban. A mérések soran a tartofesziiltséget -70 mV-on
rogzitettilk. Az aramokat az a7nAChR szelektiv endogén agonistajaval (Alkondon,
Pereira, Cortes, Maelicke, & Albuquerque, 1997), 10 mM kolinnal valtottuk ki. Az igy
kapott valaszokat 100 vagy 20 kHz-en digitalizaltuk, és 10 kHz-en sziirtiik. A kisérleteket
szobahomérsékleten (~25°C) végeztik. A méréshez hasznalt mikropipettakat P-87-es
tipust Sutter mikropipettahtizoval (Sutter Instruments) készitettiik 1.2 mm-es atmérdju,
120 mm hosszisagu, normal falvastagsagu, filamentummal rendelkezd, boroszilikat
tivegkapillarisokbol (World Precision Instruments). A pipettakat CSOH-dal pH 7.2-re
allitott inracellularis oldattal (50 mM CsCl, 60 mM CsF, 10 mM NaCl, 10 mM HEPES,
¢s 20 mM EGTA) toltottiik meg. A feltoltéshez 1 ml-es fecskenddre szerelhetd luer
atalakitoval (WPI) és 0.2 um-es porusatmérdjii fecskenddsziirgvel dsszekapcesolt 20pl-es
gélzseb t61td pipettahegyet (Eppendorf™) hasznaltunk, amleyet lang folott megfeleld
atmérdjire huiztunk. Az iivegpipettak ellenallasa 1.7 €s 4 MQ kozott mozgott. A kisérletre
kivalasztott petri csészén a tapfolyadékot 37°C-ra elomelegitett HEPES puffer tartalmu,
NaOH-dal 7.3-ra pH-zott extracellularis oldatra (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2,
1 mM MgCI2, 5 mM HEPES-Na, 10 mM D-gliik6z) cseréltiik. A perfuzidos kamraban a
folyamatos oldataramlast (~1.66 ml/perc) perfuzidés pumpak biztositottak. A mérdoldatok
ozomolaritasat tovabbi D-gliikkdz hozzaadasaval azonos értékiire (~330 mOsm) allitottuk
be. A gyors anyagadashoz piezoelektromos vezérlésti (PZ-150M Driver, Burleigh) theta
csOvet hasznaltunk. Az anyagado rendszerben a gyors oldatcserét nyomads szabalyozott
vezérldegység (DAD-12, ALA Scientific Instruments Inc., Farmingdale, NY) tette
lehetévé. Az oldatperfizio mérés kozben alkalmazott, optimalizalt armlasi sebessége
~0.2-0.3 ml/perc, a rendszer gyors atmosasa eseténben 1ml/perc. Az adatok rogzitéséhez
Axopatch 200 B (Molecular Devices) tipusu erdsitot, Digidata 1322A analog — digitalis
atalakitot és pClamp programot hasznaltunk.
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3.2.2 Automata patch clamp

Az a7nAChR-receptorokat expresszalo GH4C1 sejtvonalat a késdbbekben ismertetett
moédon tartottuk fenn poli-L-lizin feliiletkezeléssel ellatott T175-6s steril milanyag
flaskakban. A kisérlethez a megfelel6 sejtkoncentécio eléréséhez 80 %-os konfluenciaval
rendelkez0d flaskakat hasznaltuk. A kisérlet eldtti napon, a tenyészedényeket expresszio
hatékonysag fokozas céljabol 30°C-os inkubatorba helyeztiik. A sejtfelvétel soran elészor
flaskanként 18 ml kalcium- és magnézium mentes PBS-t (Lonza), majd 18 ml Accutase-
t (Corning) hasznaltunk az emésztéshez (37°C 25 perc). Miutan a sejtek felvaltak az
aljzattol lecentrifugaltuk Oket, majd 15 ml szérum mentes oldatban feszuszpendalva
folyamatos billegtetés mellett egy 6rdn at pihentettiik. Kozvetleniil a kisérlet el6tt ismételt
centrifugalds utan extracellularis oldatban 3 ml-es térfogatban vettiik fel Oket
(végkoncentracidé 3-5 millio sejt/ml). Az automata patch clamp kisérletekhez hasznalt
plate-ek valamint a munkaoldatok el6készitését, mosasat, az inkubacios idében végeztiik.
A plate-ek feltoltéséhez nyolc-csatornas pipettat hasznaltunk. Az  oldatok
Osszeszennyezddésének elkeriilésére érdekében minden munkaoldat betdltése utan
hegyet cseréltiink. A kisérletekben a sejteket -70 mV-os tartofesziiltségen tartottuk. A
protokollok tervezéséhez, méréshez és az eléértékeléséhez, valamint az adatok

exportalasahoz a milszer beépitett szamitdgépének szoftverét hasznaltuk.

Az extra- ¢és intracellularis oldatok Osszetétele megegyezett a manudlis kisérletekben
hasznalt oldatokéval. Az oldatok ozmolaritasanak (~330 mOsm) beallitasa ebben a
kisérletben is elengedhetetlen volt. Az aramok kivaltasahoz 1-10 mM kolint, vagy 0,1-10

mM Acetilkolint hasznaltunk, a kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik.

3.2.3 Hatéanyagok

A 4-(5-(4-klorofenil)-2-metil-3-propionil-1H-pirrol-1-yl)  benzénszulfonamid (A-
867744), N-(5-kloro-2,4-dimetoxiphenil)-N'-(5-metil-3-isoxazolil)-urea (PNU-120596),
N-(5-kloro-2-hidroxifenil)-N'-[2-kloro-5-(trifluoromethil)fenilJurea (NS 1738) nevi
a7nAChR modulatorokat a Tocris Bioscience-t6l rendeltiik.. A kolint, acetilkolint és az
egyéb, extracellularis oldathoz sziikséges OsszetevOket a Sigma Aldrich-t6l szereztiik be.

A modulatorokat DMSO-ban oldottuk fel, 10, illetve 100 mM-os tdrzsoldatokat
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készitettiink, amelyeket kozvetleniil a kisérlet elott a megfeleld koncentraciora

higitottunk.

3.2.4 Sejtkultara

A kisérleteket egy patkdny hipofizis tumor eredetii immortalizalt GH4C1 nevi
sejtvonalon végeztiik, amely stabilan expesszalta az altalunk vizsgalt patkany, a7 tipusu
nikotinos acetilkolin receptort. A stabil sejtvonal 1étrehozasat nem munkacsoportunk
végezte. A sejteket a Sienna Biotech cég jovoltabol mar transzfektalt allapotban kaptuk.
Fenntartasukhoz Ham’s F10 tapoldatot hasznaltunk, amelyet 15% l6szérummal, 2.5%
borju szérummal, 1 mM L-alanin-L-glutamin dipeptiddel (GlutaMAX Gibco), 1%
penicillin-sztreptomicinnel (antibiotikum) és 1% hygromicin B-vel (szelekcios agens)
egészitettiink Ki. A sejteket a kedvezObb letapadasi feltételek végett poli-L-lizinezett
tenyészedényekben novesztettiik. A petricsészéket 75-80%-o0s konfluencia elérését
kovetden a hagyomanyos modon, kétszeres Mg-, Ca-mentes foszfat pufferes DPBS
(Lonza) mosast kovetden 0.05%-0s Trypsin-EDTA (Lonza) emésztést alkalmazva
passzaltuk, majd kis koncentacidban perfiziéos kamrankba ill, 35 mm atméréji
csészékbe oltottuk at. A sejteket felhasznalasig 5%-os szén-dioxid szint mellett, parasitott

leveg6jii 37°C-os termosztatban tartottuk.

55



DOI:10.14753/SE.2021.2518

4 Eredmények

4.1.1 Kisérleti el6zmények

Munkacsoportunk mar régota foglalkozik az a7 tipust NAChR receptor miikodésnek
vizsgalataval.  Dolgozatom az  o/nAChR  két  pozitiv  modulatoranak
hatdsmechanizmusara fog fokuszalni. A hattér ismeretéhez azonban sziikséges néhany, a
témaban sziiletett, munkacsoportunkhoz kd&thetd publikacid egyes eredményeinek

ismertetése, amelyek dolgozatom “kerettorténetélil” szolgalhatnak.

Az idegrenszerben nagy mennyiségben el6forduld a7 tipust nAChR egyediilallo
tulajdonsagokkal rendelkezik: 1) Rendkiviil alacsony a nyitvatartasi valoszinlisége, még
a nagy koncentrdcioji agonistaval kivaltott aram csucsan is csak a sejt
receptorkészletének téredéke van egyszerre nyitva. 2) Magas a kalcium permeabilitasa,
rdadasul, az ugyancsak nagy kalcium permeabilitassal rendelkez6 NMDA receptoroktol
¢és a fesziiltségfiiggd kalcium csatornaktol eltérd moédon negativ membranpotencidlon
(vagyis olyan koriilmények kozott, ahol a hajtoerd a legnagyobb) is képes kalcium
ionokat vezetni. 3) Rendkiviil gyors kapuzasi kinetika: aktivacio illetve deszenzitizacio

jellemzi. Az atlagos csatorna mindossze ~50 ps-ig tart nyitva.

A receptor kinetikajat boncolgatdé munkak koziil elsoként egy 6sszehasonlito elemzésérdl
sz616 tanulmanyt szeretnék bemutatni, amely két agonista receptorra gyakorolt hatasat
ismerteti. A patkany hipokampalis neurontenyészeten, gyors oldatcseréld rendszerrel (U-
csO) végzett kisérletek igazoltdk, hogy a kolin az acetilkolinhoz hasonloan a receptor
teljes értékli agonistdja. Az aktivalt receptorok atlagos nyitvatartasi ideje ¢és a
vezetOképessége mindkét agonista esetében megegyezett. Kiilonbség a kivaltott valaszok
elhalasaban mutatkozott: az agonista adés befejeztével a kolin hatdsa gyorsabban csengett
le és a receptorpopulacié hamarabb tért vissza a deszenzitizalt allapotbol (Mike, Castro,
& Albuquerque, 2000). Dolgozatommal kapcsolatos kisérletek tervezésénél, ezt

hasznaltunk (ez koriilbeliil 1 mM-os acetilkolin koncentracionak felel meg).

Az irodalomban fellelhet6 acetilkolin receptorral foglalkozo cikkek kisérletes adatait

attekintve észre vehetjiik, hogy a receptor Kinetikajanak “gyorsasaga” nagy mértékben
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fiigg a kisérletben hasznalt anynagad6 rendszerek oldatkicserélddési sebességétol és az
alkalmazott agonista koncentraciotol (Fig 2 (Pesti, Szabo, Mike, & Vizi, 2014)).
Megallapitottuk, hogy az aktivacios és deszenzitizacids kinetika illetve az oldatcsere
sebessége kozott linearis kapcsolat van, vagyis a mért kinetika nem magara a receptorra,
hanem csupan a hasznalt oldatcserélé rendszerre vonatkoz6 informaciot ad. Az hogy a
gyorsabb oldatkicserélddés gyorsabb receptor kinetikat eredményez, dnmagaban nem
meglepd tény, az viszont annal inkabb, hogy az irodalomban ezt figyelmen kiviil hagyva,
téves kovetkeztetéseket vonnak le a receptor kinetikajat illetéen (Fig 1 (Pesti et al.,
2014)).

Felmertilhet a kérdés, hogy akkor milyen gyors a receptor valojaban, és vajon milyen
gyors oldat cserére lenne sziikség a receptor valos kinetikajanak feloldasahoz?
Munkacsoportunk megkisérelte megvalaszolni ezeket a fogds kérdéseket. Gyors (szub-
milliszekundumos oldatkicserélddést biztositd) anyagadd rendszerrel (theta-cso)
végeztiink kisérleteket gy, hogy kiilonb6z6 oldatkicserélodési sebességek mellett
néztiik, hogyan valtozik az aram felfutasi, lecsengési ideje, illetve csucs amplitudoja.
Ezutan az adatok alapjan extrapolaltunk a pillanatszerli oldatcsere esetén varhato
értékekre (Fig 4 (Pesti et al.,, 2014)). Masik megkdozelitéssel, munkacsoportunk
megalkotott a receptorrdl egy kinetikai modellt, amely reprodukalni tudta a receptor
kisérletekben tapasztalt “viselkedésének” 0Osszes fontos jellemzdjét (pl. a felfutas,
lecsengés ¢és az amplitidd koncentraciofiiggése, ill. fliggése az oldatkicserélddés
sebességétol; az alacsony nyitvatartasi valoszinliség; a majdnem teljes deszenzitizacio; a
gyors visszatérés deszenzitizalt allapotbol, stb.). Mivel a modell viselkedése a valos
receptorokhoz hasonlé mddon fiiggott az oldatkicserélddés sebességétdl, a modellen el
lehetett végezni a pillanatszeri anyagadas hatasainak vizsgalatat (Fig.8(Pesti et al.,
2014)). Az extrapolaci6 és a modellezés alapjan a 10 mM kolin pillanatszer(i adasa altal
kivaltott aram 0.1 — 0.3 ms alatt érné el cstics amplitaddjat, 0.25 — 0.5 ms-os idéallandéval
csengene le, és amplitidoja koriilbeliil kétszerese lenne az 1 ms-os oldatkicserélddéssel
kivaltott araménak. A modellezés alapjan mintegy 80 pus-os oldatkicserélddési sebességet
kellene elérni ahhoz hogy a receptor valos kinetikajara tudjunk kovetkeztetni az

aramalakbol, ennél gyorsabb oldatcsere mar nem valtoztatna tovabb az aramalakot.

Vizsgaltuk a receptor kiilonb6z6 deszenzitizalt konformacidt is. Megallapitottuk, hogy a

hosszabb agonista applikdcionak kitett receptor “mélyebb” deszenzitizalt allapotokba
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keriilt, amelyekbdl egyre lassabb Vvolt a visszatérés, és ez a jelenség agonista fliggd volt
(Fig 5(Pesti et al., 2014)).

Kovetkezd kérdés az volt, hogyan lehet Osszeegyeztetni az alacsony nyitvatartasi
mértékli aramndvekedést figyeltiink meg, amelybdl egyértelmii, hogy modulator nélkiil a
kivaltott &ram csucsan is csak a receptorok 2-3 %-a van nyitva (Fig 6 (Pesti et al., 2014)).
A tiiskeszerii (1-5 ms széles — Id. Fig 3 (Pesti et al., 2014)) aramalak tovabbi kérdéseket

vet fel:

A felfutd, majd lecsengd aramalakot altaldban gy interpretaljak, hogy a felfutas azt
tikrozi, ahogy a receptorok aktivalodnak, a lecsengés pedig, ahogy utana
deszenzitizalodnak. Az a7nAChR azonban, nem egy szokvanyos receptor, és ez az
egyértelmiinek latszo feltevés sem igaz. Elképzelhet6, hogy a receptorok tobbsége ki sem
nyilik egyaltalan? Mire lehet kovetkeztetni a felfutas, ill. a lecsengés sebességébol?
Kinetikai modellek segitségével bizonyiottuk, hogy valoban, a receptorok tobbsége nyitas
nélkiil "csendben" deszenzitizalodik; az alacsony nyitdsi valdszinliség €s a gyors kinetika
kizarja azt hogy a receptorok tobbsége a nyugalmi — nyitott — deszenzitizalt Gitvonalat
jarja be (Fig 7(Pesti et al., 2014)). Azonban az hogy egyszerre 2-3 % van csak nyitva,
nem jelenti azt hogy a receptorok kb. 97-98 %-a r6gton, nyitas nélkiil deszenzitizalodik,
és minddssze 2-3 % aktivalodik egyaltalan. Ha 100 receptor aktivitasat néznénk, akkor
az hogy 1 ms hosszan fenntartsanak egy atlag 2 %-os nyitvatartdsi valoszinliséget,
pontosan 40 receptor nyitasba "keriilne", mivel 50 ps-os atlagos nyitvatartasi idével kell
szamolnunk. Tehat akkor a 100-bdl dsszesen 40 receptor nyitna ki egy agonista pulzus
hatdsara? Nem, a helyzetet tovabb bonyolitja, hogy az a7/nAChR hajlamos tobbszér,
gyors egymasutanban kinyitni — ezt a jelenséget nevezik "burst"-nek.(Corrie J. B. daCosta
et al., 2011) (Mike et al., 2000) Tehat pl atlagosan két nyitasbol allo burst-tel szamolva
mar csak 20 aktiv és 80 csendes receptorral szamolhatnank. A pontos aranyt kisérletesen
még nem tudtuk meghatarozni, de a szimulaciok (a burst-6lést is figyelembe véve) azt
mutattak, hogy ilyen gyors kinetikdjii aram esetén amely ilyen alacsony nyitvatartési
valoszintiséggel valosul meg, a receptorok legfeljebb 20-25 %-a nyilik ki egyaltalan egy
agonista pulzus hatasara. Az aktivalodo receptorok tobbsége nem deszenzitizalt allapotba
megy tovabb a nyitott allapotbol, hanem visszazardédik, majd “csendben™

deszenzitizalodik, tehat tipikusan a nyugalmi — nyitott — nyugalmi — deszenzitizalt
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utvonalat jarja be. A felfutds és lecsengés sebességét alapvetden a zarddas és a
deszenzitizacid sebességi allandoi hatarozzdk meg. A nyitds sebességi allandoja
(pontosabban annak aranya a deszenzitizacioéhoz) természetesen meghatarozza az
aktivalodo receptorok aranyat, de a felfutas sebességére elhanyagolhato hatassal bir, a
lecsengés sebességét pedig furcsa modon a gyorsabb nyitas csak késleltetné (ekkor
ugyanis a receptor populacio nagyobb része kezdene burst-6lni), ami késleltetné a

deszenzitizalt allapotba jutast.

Szintén a kinetikai modellezés modszerével megprobaltuk megérteni a Il. tipusba sorolt
modulator, ismert nevén PNU-120596 hatasmechanizmusat. Ez a projekt egy korabbi
doktori dolgozat alapjaul szolgalt(Szabd Anett & Mike Arpad, 2016). A lehetséges
hipotetikus hatasmechanizmusok tesztelése érdekében munkacsoportunk olyan modellt
hozott l1étre, amely reprodukalni tudta a PNU-120596 jelenlétében tapasztalt jellegzetes
bifazikus valaszokat, a modulator csokkent érzékenységét a mélyebb deszenzitizalt
allapotok irant, és a lecsengés idéallandodjanak fiiggését a modulator jelenlététol. Ennek
segitségével tudtuk tesztelni, milyen természetii kdlcsonhatasok lehetnek az ortoszterikus
¢s alloszterikus ligandumok ko6zott. Megallapitottuk hogy a PNU-120596 a nyugalmi
receptorhoz nem, csak a deszenzitizalt allapota receptorhoz képes asszocialni, viszont a
“mélyebb” deszenzitizalt allapotokra mar nincs akkora hatassal (Fig 5 (Szabo et al.,
(Fig 2 (Szabo et al., 2014)),, valamint nagy mértékben megndveli a receptor atlagos
nyitvatartasi valoszintiségét (Fig 7 (Szabo et al., 2014)). A két kotdhely kozott tehat
sajatsagos kolcsonhatés van, az ortoszterikus kotéhelyhez kotddo agonista hozza létre azt
a receptor konformaciot amelyhez az alloszterikus modulator kotni tud, utobbi kotése

viszont stabilizalja az ortoszterikus ligandumot kotéhelyén.
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4.1.2 Manualis patch clamp kisérletek

Dolgozatomban két ismert molekulanak, a PNU-120596-nak és az A-867744-nek
receptor kinetikara gyakorolt hatasat irom le. Feltételezhetd, de nem bizonyitott, hogy a
két modulator azonos helyen, a transzmebran hélixek kozotti tiregben kotédik. A kdzos
kotohely meglétét leszoritasos kisérletekkel terveztiik megvizsgalni. A modulatorok
vizsgalatara tobb kiilonboz6 protokollt fejlesztettiink ki, melyek egyszert felépitésiiek, 2
vagy 3 f6 részbol allnak: egy agonistaval kivaltott valaszbol/valaszokbol illetve

modulator pulzusbol, ezeknek hossza és sorrendje protokollonként eltérd.

4.1.2.1 Perfaziés protokollok

Az eldinkubdcios protokoll célja, hogy megvizsgalja az alkalmazott modulatorok a

nyugalmi allapota receptorhoz vald kotddését.

A kisérlet 1ényegében ismétl6dé pulzus sorozatokbol all: 1000 ms agonista pulzusok és
az azokat megel6z6, fokozatosan novekvo (6, 11, 16, 26, 46, 86, 166, 326, 646, 1286, és
2566 ms) hosszusagii modulator pulzusokbdl tevédik 6ssze. A protokollokat abrazolo
sematikus abrdkon a jobb megértés eldsegitése érdekében a valtozd hosszlsagu

pulzusokat szines vonalakkal jeloltiik (20. Abra).

Technikai okokbol a legrovidebb preinkubacios pulzus 6 ms lett. Kontroll esetekben a

modulatorok helyett extracellularis oldatot perfundaltunk.

modulator agonista/ agonista + modulator

20. Abra Manudlis patch clamp: A preinkubéciés protokoll sematikus rajza
A koapplikacios protokoll célja, hogy megvizsgaljuk az alkalmazott modulatorok aktivalt

ill. deszenzitizalt allapotban 1év6 receptorokhoz vald kotddéseét.

Ebben a protokollban azonos hosszisagii modulator eléinkubaciot (1000 ms) kovetden

novekvo hosszusagu (8, 16, 40, 136, 520, és 2056 ms) agonista + modulator pulzusokat
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alkalmaztunk (21. Abra). Mivel itt a méasodik pulzusban a kolint és a modulatort minden

esetben egyiitt alkalmazzuk ezért a neve koapplikacios protokoll lett.

modulator agonista+ modulétor

21. Abra Manualis patch clamp: A koapplikacios protokoll sematikus rajza
A posztapplikdcios protokoll célja, hogy megvizsgaljuk a két modulator esetleges

kolcsonhatésait vagy versengését a kotohelyért.

A kompetitiv leszoritas dinamikajat tovabb vizsgalva egy harmadik protokollt is
hasznaltunk (22. Abra), amelyben az elsé két protokolltol eltéréen az agonista és
modulator koapplikacidjaval kezdiink, és ez utan perfundaljuk kiilonb6z6 idétartamokig
(210, 410, 810, 1610, és 2910 ms) a modulatort. A protokoll neve ebbdl fakaddan
posztapplikacid lett. A modulator applikacié utdn ujabb agonista + modulator pulzus

segitségével teszteljiik a receptorok allapotat.

agonista + modulator modulator agonista + modulator

22. Abra Manualis patch clamp: A posztapplikacios protokoll sematikus rajza

4.1.2.2 Az 1 uM PNU-120596 preinkubalas hatasa

A fent emlitett preinkubacios protokoll a modulator nyugalmi receptorhoz vald
kotodésének vizsgalatara alkalmas. Az egyes kezelések hatasat egy-egy jellegzetes
regisztratumon mutatom be. A 10 mM-os kolin pulzusra adott valasz a gyors aktivacid
¢és gyors deszenzitizacio kovetkeztében tiiske-szerti, mindossze 2-5 ms széles volt. A
gyors deszenzitizacié mellett azonban az agonista kimosasa utan gyorsan vissza is tudott
térni a deszenzitizaciobol, ezért a 30 masodpercenként ismételt tesztekben a

csticsamplitadok és a lecsengési idok elhanyagolhatdo mértékben csokkentek. A kontroll
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agonista valasz valamint az 1 uM-0s PNU-120596 preinkubaciot kovetden kivaltott
valaszok amplitidojaban ¢és meredekségében nem volt kiilonbség, de hosszabb

preinkubaciok esetén megjelent egy lassan lecsengd aramkomponens (23. Abra). Ennek

A PNU-120596 kolin

[

1 nA| 10ms 100 ms

23. Abra Manualis patch clamp: PNU-120596 preinkubacié: 1 uM PNU-120596 — 10 mM kolin

A)Preinkubacios protokol sémaja B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva)

amplitidodja csak mintegy felét érte el a gyors komponensének (48.9 + 5,8%)), €s altalaban
még az agonista pulzus vége elott teljesen lecsengett. A preinkubalas hosszaval aranyosan
lassult az exponencidlis lecsengés, a leghosszabb preinkubacional az idéallandok 365 +
88.8 ms értékeket vettek fel. A gorbe alatti teriilet a teljes 1000 ms alatt is csak a tiiske-
komponens alatti teriilet mintegy Szazszorosat érte el. (fliggelékben 1évo tablazat). A
valtozatlan csucsamplitadobol lathatjuk, hogy a PNU-120596 folyamatos jelenléte
ellenére sem volt képes a nyugalmi allapotban 1évé receptorokhoz kotni, inkabb a
deszenzitizalt allapotot részesitette elonyben(Szabo et al., 2014). A PNU-120596 hatasat
single-channel szinten vizsgalva lathattuk (Pesti et al., 2014) (Szabo et al., 2014), hogy a
nyitott, és a zart allapotok hossztak (1-3 s hosszu burst-6k jellemzoek (C. J. B. daCosta,
Free, Corradi, Bouzat, & Sine, 2011) — Fig. 2, (Williams, Stokes, Horenstein, & Papke,
2011)), Ilyen hosszli egyedi csatornanyitasokbol nem lehet 2-5 ms széles tiiskéket
"Osszerakni" egész sejt szinten, vagyis gyors, tiiskeszerii aram nem alakulhat ki modulalt
csatornak mitkodésébol(Corrie J. B. daCosta et al., 2011). Mivel a makroszkopikus szintti

kinetikat az egyedi csatornak nyitott és zart allapotban t61tott ideje hatdrozza meg, a PNU-
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120596 altal modulalt receptorok csak lassabb felfutast képesek produkalni. A hosszabb
preinkubaciok hatasara megjelend lassabb 4ramkomponensre a legvaldsziniibb
magyarazat, hogy a preinkubacié alatt a modulator feldisult a membran fazisban,

ahonnan az aktivaciot/deszenzitizaciot kovetéen gyorsan el tudta érni kotOhelyét.

1286 ms
2566msm W W

1nA

A)Preinkubacios protokol sémaja B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva)

Amennyiben az eldinkubaciot kovetden a kolin pulzussal egyidejileg 1uM PNU-t is
adtunk jellegzetes, modulalt, bifazikus aramalakot kaptunk(Szabo et al., 2014) (24. Abra).
Az elsd tiiske-szerli komponenst az agonista valtja ki, itt még a modulator hatasa nem
észlelhetd. A masodik, lassabb felfutdsi komponens mutatja az agonista és a PNU-
120596 jellegzetes egyiittes hatasat, a hatékony modulaciét mutatja hogy a gorbe alatti
tertilet itt mar tobb mint 2000-szerese volt a tiiske-komponens alatti teriiletnek. A perfizio
befejeztével szintén jellegzetes lassu deaktivaciot tapasztaltunk (Szabo et al., 2014). (Mig
a deszenzitizacio soran az aram lecsengésének alapja az, hogy a receptor kotott
agonistaval vesz fel nem-vezeté konformaciot, deaktivacio alatt azt értjiikk, hogy az aram
azért cseng le, mert az agonista elhagyja kotohelyét, €s a receptor Ujra a nyugalmi
konforméciot veszi fel.) Sem az elsé, sem a masodik komponens amplitaddja nem
valtozott szdmottevden, de a valaszok mésodik komponensének felfutdsa a preinkubacid
hosszaval aranyosan gyorsult (ahogy azt mar korabban megallapitottuk(Szabo et al.,

2014)). A deaktivacio sebessége sem valtozott szignifikansan a preinkubacié hosszaval.
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Osszefoglalva, a PNU-120596 eldinkubaci6 a relativ amplitidéra nem volt hatdssal. A
masodik komponens felgyorsuldsanak valdszinli magyarazata, hogy az eléinkubacio
hatdsara a modulator felhalmozodik a membranban, amely felgyorsitja az asszociaciot,

mihelyt azt a receptor konformacids allapota lehetové teszi.

4.1.2.3 Az 1 uM A-867744 preinkubacio hatasa

A valaszokat ebben a kisérletben is 10 mM kolinnal ¢s 1uM modulatorral valtottuk ki
(25. Abra). A révid 6 ms-os preinkubaci6 hatasa minimalis volt, alig valtoztatta meg az
agonista altal kivaltott valaszokat, azonban 30 ms-nal hosszabb preinkubaciok hatasara
az 4ramok teljesen atalakultak. Kis iddbeli felbontas esetén azt lehetne hinni, hogy a
kezdeti tiiske-komponens nétt meg, a nagy idébeli felbontassal végzett mérés, ¢€s
kiilonésen a gyors oldatcsere azonban lehetévé tette hogy megfigyeljiik, hogy ennél
valami sokkal érdekesebb torténik. A tiiske-komponens gyors (<1ms) felfutasa
fokozatosan atadta helyét egy arnyalatnyival lassabb felfutasnak, amely azonban nagyobb
amplitadot ért el, de csak mintegy 50 ms alatt (25. Abra B panel az aram felfutas

kinagyitott képe).

A A-867744 kolin

326 ms

646 ms

1286 ms
2566msm W W

B

C 10000

\
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Slope (pA/ms)

6ms 2566 ms
Preincubation

25. Abra Manuilis patch clamp: A-867744 preinkubacio: 1 uM A-867744-10 mM kolin

A) A preinkubacios protokol sematikus abraja. B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva)
C) A felfutasi meredekségek alakulasat mutatja n=7 sejt esetében.
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A felfutas kezdeti szakaszanak meredekségét igy mértiik, hogy a 20 kHz frekvenciaval
(50 us-onként) mintavételezett aramokon pont-paronként kiszamoltuk a meredekséget,
majd az értékeket egy 200 ps-os ablakot hasznalva (vagyis mindig 4 egyedi meredekséget
atlagolva) kerestiilk meg a maximalis meredekséget. A kezdeti maximalis meredekségek
csokkenését lathatjuk a 25. Abra B paneljén, ahol az attekinthet6ség kedvéért csak a 6 ms
¢s 2566 ms-os preinkubaciokhoz tartozé értékeket dbrazoljuk. Az a tény, hogy az dram
alakja mar a legelejétdl fogva megvaltozott, azt mutatja, hogy az A-867744 a PNU-
120596-tal ellentétben képes a nyugalmi allapota receptorhoz kétddni.

Az agonista perfizid alatt az aramok lassu lecsengést mutattak, ez részben annak
kovetkezménye, hogy a modulator molekuldk elhagytdk kotdhelyiiket, részben pedig
annak, hogy a receptor populacio egy része fokozatosan felvette a "mélyebb",
modulatorra érzéketlen deszenzitizalt allapotot. A lecsengési idok a preinkubécioval
aranyosan hosszabbodtak (legutols6 pulzus utdn az idéallando 233 + 33.1 ms). A relativ
amplitudo az eldinkubacio hatasara 2-3-szorosara novekedett (2.48 £ 0.31; n = 8), mig a
gorbe alatti teriiletet az els6 valaszokhoz viszonyitva kb. 300-szorosara gyarapodott. Az
agonista perfuzidé végén nagyon gyors deaktivaciot lehetett megfigyelni (t = 4.27 + 0.33

ms).

Amikor a preinkubacié utan egyszerre adtuk az agonistat és a modulatort, nem lett
nagyobb a kezdeti amplitidd ndvekedés (fiiggelékben 1évo tablazat), ez ugyanis a
preinkubacié ideje alatti modulator asszociacidtol fligg. Az aram alakja azonban
megvaltozott: Mig az el0bbi esetben az 1 masodperces perfuzid alatt modulator
disszocidcidval, jelen esetben modulator asszociacioval kell szdmolnunk, és ez jol meg is
latszik, kiilonosen a rovidebb (< 100 ms) preinkubaciokat kovetd gorbék alakjan, amelyek
néhany szdz ms-on keresztiil ndvekedtek, mieldtt a "mélyebb" deszenzitizalt allapotba
jutas miatt csokkenni kezdtek volna. A csokkenés lassabb volt, és az 1 s végére joval
nagyobb 4dram maradt meg, ami Osszességében nagyobb gorbe alatti teriiletet
eredményezett (fiiggelékben 1évé tablazat). A deaktivacid azonban az agonista +

modulator eltavolitasa utan ugyanolyan gyors volt (6.16 + 1.54 ms) (26. Abra).
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26. Abra Manudlis patch clamp: A-867744 preinkubacio: 1 uM A-867744-1 uM A-867744 + 10 mM kolin

A) A preinkubacios protokol sematikus abraja. B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva)
C) A felfutasi meredekségek alakulasat mutatja

A leglényegesebb kiilonbségek tehat a két modulator kozott: A PNU-120596 egyrészt
lasst (t > 100 ms), harmadrészt a deaktivacio kifejezetten lassu (1t = 300 ms). Az A-
867744 ezzel szemben egyrészt konnyen asszocial nyugalmi konformécioban 1évo
deszenzitizaci6 kialakulasa kovetkeztében exponencialisan lecsengd gorbe jellemzd ra,
harmadrészt pedig deaktivacioja nagyon gyors (t < 10 ms). A preinkubaciot kovetd
aktivacid soran a konformacios allapotok kozott bejart utvonalat szemlélteti az alabbi
séma, melyet egy korabbi cikkbdl kolcsonoztem(SZABO ET AL., 2014) (27. Abra). Az

elétérben 1évo haromszog az agonistat kotott, de modulatort nem kotott receptor harom

A-867744 PNU-120596
27. Abra jobb oldal: PNU-120596, bal oldal: A-867744 4llapot-preferenciabeli kiilsnbségei

deszenzitizalt: anD. A hattérben 1évé haromszog mutatja ezen allapotok modulatort is
kotott megfeleldit. A PNU-120596 esetében hidba van preinkubacio, az eredeti, nyugalmi

allapotbol nem képes a receptor populacidé kozvetleniil a modulator-kotott nyugalmi
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allapotba jutni, elobb az agonista hatasara a receptoroknak deszenzitizalodniuk Kell
(kozben a receptor-populécio egy kis része kinyilik, majd visszacsukodik). Az A-867744
esetében nincs akadalya a nyugalmi allapothoz térténd asszocidcionak, ezért az agonista

megjelenlésekor a receptorok rogtdn nyitni tudnak.

4.1.2.4 Az 1 uM A-867744 és a 1 uM PNU-120596 versengése a kbtéhelyért
A tovabbiakban meg akartuk vizsgdlni, hogy a két anyag ugyanazért a kotShelyért
verseng-e, ezért egymasra gyakorolt hatasukat teszteltiik leszoritasos kisérletekben.
Megvizsgaltuk a kiillonb6z6 hosszsagu 1 pM A-867744 eldinkubacio hatasat a 10 mM
kolin + 1 uM PNU-120596 altal kivaltott aramokon. Harom jol elkiilonithetd szakaszt
érdemes megvizsgalni, ahol a két modulator eltéré aram mintazatot valt ki, ezért az aram
alakjabol kovetkeztetni lehet arra hogy melyik modulator hatasa alatt van a receptorok
tobbsége. El6szor is, a kezdeti tiiske-komponenst a PNU-120596 nem valtoztatta meg,
mig az A-867744 atalakitotta: a lassabb felfutdsi és megndvelt amplitudoju kezdeti
szakaszban eltiint az eredeti tiiske. Masodszor, az 1 mésodperces agonista + moduléator
perfuzié alatt PNU-120596 jelenlétében az aram az elsé 500 ms alatt folyamatosan
novekedett, a lassabb asszociacio miatt. Ezzel szemben A-867744 esetében a maximalis
amplitidé mar az els6 50 ms-ban megjelent, amely utdn az aram exponencidlisan
csokkent. Harmadszor, a deaktivacio kolin + PNU-120596 egyiittes alkalmazas utan lassu
volt (idéallandé = 300 ms), ezzel ellentétben kolin + A-867744 utan gyors (idéallando
<10 ms). A leszoritasos kisérletek eredményeinek kiértékelésében ezen jellemzdk alapjan
igyekeztlink arra kovetkeztetni, hogy a moduldtor kotéhelyet melyik anyag milyen
mértékben foglalja el.

Az egyre hosszabb A-867744 eléinkubacios pulzusok kovetkeztében a kolin + PNU-
120596 valaszok latvanyosan éatalakultak, egyre inkabb a preinkubalt anyagra jellemzd
mintazatot mutattak. A PNU-120596 hatasa fokozatosan csokkent, és az 1 masodpercnél
hosszabb preinkubaciok utan mér alig észrevehetdvé valt (28. Abra). Az A-867744-ra
jellemzo lassabb felfutasu kezdeti csucs amplitaido fokozatosan kialakult; a kivaltott
aramnak az alakja is a PNU-120596-ra jellemzd6 emelkeddbdl az A-867744-re jellemzd
exponencialisan lecsengdvé alakult; és ami a legmeglepdbb, a deaktivacid is jelentdsen
felgyorsult. A deaktivacio esetében nem egyszeriien az iddalland6 lecsokkenésérdl volt

sz0, hanem arrol, hogy a kezdetben egykomponensii, a PNU-120596-ra jellemzden lassu
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lecsengés mellett a hosszabb preinkubaciokkal megjelent az A-867744-re jellemzd gyors
komponens, melynek kontribucidja folyamatosan novekedett, mig végiil uralkodova

(84.3 + 3.8 %) valt. A két komponens értékét és kontribuciojat a 28. Abra D, E panelek
mutatjak. kolin+PNU120596

A A-867744 choline + PNU-120596
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28. Abra Manualis patch clamp: Az 1 uM A-867744 és a 1 uM PNU-120596 egyiittes hatasa

A)Preinkubacié sprotokol sémaja B) A modulator preinkubacid és az agonista hatasa (aram felfutds kinagyitva) C) A felfutasi
meredekségek alakulasat mutatja D) deaktivacios idéallandok E) relativ amplitadok

Osszefoglalva: Az 1 masodperces kolin + PNU-120596 koapplikicio alatt a teljes
receptor populacio telitetté valt PNU-120596-tal, amit az egykomponensii, lassu
deaktivaci6 mutat. Az A-867744 el6inkubacié hatdsa azonban mar néhany tiz
milliszekundum utén felfedezhetd, ezt a kezdeti tiiske-komponens 4talakulédsa mutatja a
legjobban, de az aram alak is vegyes jellemzéket mutatott (Id. a 28. Abra B panelén
szerepld 16, 26, 46, 86, és 166 ms-os gorbéket). A ~200 ms-nal hosszabb preinkubacios
pulzusok mellett az A-867744 hatasa valt dominanssa, még a deaktivacios kinetikaban is,

amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a preinkubalt A-867744 az 1 perces kolin + PNU-
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120596 koapplikacio alatt sem tavozott el a kotdhelyrél, a PNU-120596 bekotédése

mindvégig akadalyozott volt, emiatt modulal6 hatasa is elmaradt.

Joggal tehetjiik fel a kérdést, hogy valdjaban mi is torténik itt? Ugyanazért a kotohelyért
verseng a két modulator? Miért latszik az A-867744 dominansnak? Esetleg csak
modulacids hatékonysadgukban kiilonboznek? Vajon két hatdéanyag kolcsonhatasabol
tényleg arra kovetkeztethetiink, hogy 0sztoznak a kotéhelyiikon? Vagy mégis lehetséges,
hogy két kiilon kotéhely van amelyek csak a csatorna-kapuzasra gyakorolt hatasuk
szintjén versengenek? Lehetséges, hogy a PNU-120596 hatéasa csak akkor érvényesiilhet,
ha az A-867744 kotéhelye nincs betdltve?

Kisérletink alapjan feltételezhetjiik, hogy (a modulatorok azonos koncentracioja mellett)
vegyes betoltottségli kotdhelyek esetén, ha az 6tbdl egyetlen kotdhely betdltottsége
elegendd a modulaciéo megjelenéséhez, akkor lehetséges, hogy az A-867744 ,,domindns”
moédon viselkedik. A problémat egy genetikdbol kolcsonvett hasonlattal lehetne

megvilagitani. A hasonlatban az dram megjelenése a ,.fenotipusnak”, a modulétor

rrrrrr

e rer

kotéhelyen (egy gén alléljei), vagy két kiilon kotOhelyen torténd kotddése (tobb gén

hatdsa) eredményezi ezt a kevert mintazatot®.

A kérdésekre konnyen valaszolni lehet: ha gondoskodunk arrél, hogy a PNU-120596
kotohelyei teljesen telitettek legyenek (hogy ne érvényesiilhessen az esetleges A-867744
dominancia). Ha a PNU-120596 ekkor sem tudja hatasat megjeleniteni, akkor valoban
két kiilonb6z6 kotohelyrdl lehet szo. Ha viszont ebben az esetben megjelennek a PNU-
120596-ra jellemz6 tulajdonsagok, az azt bizonyitja, hogy azonos kotdhelyért versengtek

a modulatorok.

9 Az is elképzelhet ugyanis, hogy két kiilon kotohely van, de ha az A-867744 kotShelye betoltott, akkor a PNU-120596 hatasa méar
nem tud érvényesiilni, hasonléan pl. az emberi szem szinének 6roklédéséhez, ahol a z6ld szint meghatarozé gén csak abban az
esetben tud érvényesiilni, ha a barna szint meghatérozo6 gén homozigota recessziv.
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4.1.2.5 A koapplikalt 10 uM PNU-120596 hatasa preinkubalt 1 uM A-
867744-tal szemben.

Amikor 1 uM A-867744 el6inkubalas utan 10 uM PNU-120596-ot perfundaltunk 10 mM
kolinnal egyiitt, az A-867744 mar alig tudta befolyasolni a PNU-120596 lecsengésre
gyakorolt hatasat (29. Abra). A gyors komponens 7 sejtb6l 3 esetben teljesen hianyzott,
mig a fennmaradd 4 sejtben a gyors komponens megjelenéséhez legalabb 300 ms
hosszusagu A-867744 eldinkubéciora volt sziikség, emellett az amplitadoé hozzéjarulas is
minddssze 12,0 = 3,1% volt (34. Abra D, E). Az A-867744 eldinkubalas hatasa nagyon
jol latszott az aramok kezdeti szakaszan (megndvekedett amplitudok (255 £ 52%, n=7,
p = 0,04) és csokkent meredekség (32,4 £ 7,0%), n = 7, p = 0,007). Az aram alakja
azonban mar nem mutatta sem a PNU-120596-ra jellemz6 fokozatos ndvekedést, sem az

A-867744-re jellemzd exponencialis csokkenést.
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29. Abra Manuilis patch clamp: koapplikalt 10 uM PNU-120596 hatasa az eléinkubalt 1 uM A-867744

A)Preinkubacios protokol sémaja B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva) C) A felfutasi
meredekségek alakulasat mutatja D) deaktivacios idéallandok E) relativ amplitadok
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Mig mindkét modulatorra 6nmagaban az volt jellemzd, hogy a gorbe alatti teriilet
monoton ndvekedést mutatott a preinkubacié hosszabbodasaval, itt nem talaltunk
monoton novekedést, hanem inkabb a csékkenés volt jellemz6. Ez is mutatja, hogy a két
modulator hatdsa nem Osszeadddik, hanem versengnek egymassal. Tehat a kisérletek
eredményei azt mutatjak, hogy kotéhely azonos vagy részben atfedd, amelyért a

modulatorok egymast leszoritva versengnek.

4.1.2.6 A preinkubalt 10 uM PNU-120596 hatasa a koapplikalt 1 uM A-
867744-tal szemben

Az el6z6 protokollt forditott sorrendben is kiprobaltuk; 10 uM PNU-120596-val
preinkubalva a kolin + A-867744 koapplikacio eldtt. A PNU-120596 koncentracidjat
azért emeltiik tizszeresre, hogy mindenképpen észrevegyiik, ha valami hatas jelentkezik.
Azonban megallapitottuk, hogy a PNU-120596 eléinkubalas hossza alig befolyasolta
koapplikalt valaszok alakjat (30. Abra). Az elSinkubalas hatésai azonban egyértelmiien

megfigyelhetSk voltak az dramokon, de természetesen a hatast nem a 26. Abra megfeleld

A 10 pM PNU-120596 kolin+A-867744
6ms

11 ms
16 ms
26 ms
46 ms
86 ms

I
326 ms

646 ms

1286 ms
2566msE W W
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30. Abra Manualis patch clamp: A preinkubalt 10 pum PNU-120596 hatésa a koapplikalt 1 pm A-867744-tal szemben

A)Preinkubacidsprotokol sémaja B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva)

szinli gorbéivel, hanem annak fekete gorbéjével (a legrovidebb, 6 ms-0s preinkubacio)
kell 6sszevetni. Ott a gorbe alatti teriilet 289 + 100-szorosa volt a tiiske komponens gorbe

alatti tertiletének. PNU-120596 preinkubalas utan a relativ gérbe alatti tertilet 1000 koriili
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értékeket ért el, és nem valtozott szignifikdnsan a preinkubacié hosszaval (6 ms-nal 944
+ 331-szeres, 2566 ms-nal 998 + 450-szeres novekedés). A kolin + A-867744
koapplikacioval kivaltott &ramok tiiske-komponens utani kezdeti szakasza az elsé 2—-300
ms-ban lasst felfutdst volt, ezutan azonban az A-867744 hatasara a lecsengés IS
megjelent. Az aram azonban sokkal lassabban, 889 + 227 ms iddallandoval kezdett
csokkenni, az A-867744-ra jellemzé lecsengés (~ 200-400 ms) nem alakult Ki.
Megallapithatjuk tehat, hogy a koapplikacié soran mindkét modulator kifejtette hatasat,
ami arra utal, hogy a kotOhelyeket vegyes betoltottséget mutattak. Figyelemre mélto
azonban, hogy az A-867744 + kolin 1 perces pulzusa végén a deaktivacid gyors és egy
exponencialissal illeszthetd volt (az id6allando 9,56 + 0,29 ms, n = 6), mintha az A-
867744 teljesen leszoritotta volna a PNU-120596-t. Mi lehet az oka annak, hogy az 1
perces anyagadasra kapott valasz egészen a legvégéig vegyes tulajdonsagokat mutat, és
csak a lecsengésen latszik igazan A-867744 hatasa? Ugy gondoljuk, hogy a magyarazat
— az elébbi genetikabdl kolesonzott példaval élve — az lehet hogy "heterozigota" esetben
az A-867744 hatarozza meg "dominans" modon a deaktivacios kinetikat. Itt az aramok
megjelenését (fenotipusat) az 6t alegység modulatorokkal valo betoltottségének aranya
hatdrozza meg, amely a két modulator esetében eltérd lehet. Természetesen itt nem két
"allél" versenyezhet, hanem pontosan Ot, és a domindns hatds a két modulator eltérd

sztochiometriaibol adddhat.

Kimutattak ugyanis, hogy a PNU-120596 hatasa csak akkor érvényesiil, ha 4 vagy 5
kotéhelyet betoltott(Corrie J B daCosta & Sine, 2013). Ilyen adat az A-867744-r6l nincs,
feltételezhetjitk, hogy akar 1-2 kotott A-867744 molekula is mar képes jellegzetes
aramalakot kialakitani. Az 1 méasodperces koapplikacio éppen elegendd ahhoz, hogy az
A-867744 minden receptorrdl leszoritson legalabb 2 PNU-120596 molekulat.
Kovetkezésképpen, a PNU-120596 betoltottségi szintje 4 ala csokken, ami mar kevés lesz
a deaktivacio lelassitasahoz, de elégséges az A-867744-modulalt valaszok alakjanak
megvaltoztatasahoz. Mindez természetesen csak feltételezés. Ezért gy gondoltuk, hogy
a késdbbiekben érdemes lenne megvizsgalni a kotési helyért versengd modulatorok
dinamika4jat is.

Osszefoglalva, az dram elsd felében a PNU-120596 hatdsa dominal, a koapplikacio alatt
a két modulalcio keveredését tapasztalhatjuk, amig a lecsengést mar teljesen az A-867744

uralja.

72



DOI:10.14753/SE.2021.2518

A két modulator kozotti kompetitiv leszoritas dinamikajanak tanulmanyozasara egy
masik protokollt alkalmaztunk, amelyet koapplikacios protokollnak fogunk nevezni (34.
Abra- 36. Abra). Ebben a protokollban azonos hossztsagi modulétor eldinkubaciot (1000
ms) kovetden novekvé hosszasagh (8, 16, 40, 136, 520, és 2056 ms) ugyanolyan vagy
masik modulator + agonista pulzusokat alkalmaztunk. Az eddig hasznalt preinkubécios
protokollban a nyugalmi allapothoz vald kotédést vizsgaltuk. Ezzel szemben a
koapplikaciés protokollban a modulatorok aktivalt ill. deszenzitizalt allapota

receptorokhoz vald kotédését tudjuk vizsgalni.

,,,,,,

kisérletek alapjan
Koraban publikalt kisérleteink tanulsagaibol meritve a kovetkez6 jellegzetes hatasokra
szamitottunk amikor a PNU-120596 preinkubacié utani kolin + PNU-120596
koapplikaciot vizsgaltuk(Szabo et al., 2014):

1) A modulator-agonista koapplikacié kezdetén, a preinkubaciotol fliggetleniil
megjelenik egy koriilbeliill 5 ms-os szélességii “tiiske”, amelyet az agonista altal
kivaltott valaszként azonosithatunk.

2) A PNU-120596-ra jellemz6, 100-300 ms-os iddallandoval lassan felfuto,
kortlbeliil 500 ms koriil tetdz6 modulalt valaszokat varunk.

3) A koapplikacio végén megjelend, az agonista blokkold hatasanak megsziinését
jelzd “fiillecskeszerli” aramkomponens. (A kolin és az acetilkolin pozitiv toltésli
kismolekulak Iévén, hajlamosak az ortoszterikus agonista kot6hely mellett — joval
kisebb affinitdssal — a csatorna kiils6 szajaba is bekotni, ezzel blokkolva az
ionvezetést. Bévebben 1d. az idézett kozleményt (Szabo et al., 2014):

4) Lassu monoexponencialissal illeszthetd deaktivacio 200-400 ms-os lecsengési
idéallandoval.

Az els6 3 pont kivétel nélkiil teljesiilt, viszont a deaktivicid6 gyorsabb, vagy
kétkomponensti volt a révidebb koapplikacios pulzusok utan. Példaul a legrovidebb, 8 ms
hosszusagu anyagadas végén a lassi komponens aranya 46 + 5.5 % volt amely az egyre
hosszabb pulzusokkal folyamatosan novekedett egészen 93.6 + 1.5 %-ig, az utolsé 2056

ms hosszusagl pulzus utan (31. Abra C és D panelje).

73



DOI:10.14753/SE.2021.2518

A gyors komponens megléte a receptor populacié azon hanyadat jelzi, amely még nem
kotott megfeleld szamu moduldtor molekulat. A moduldcid megnyilvanulasahoz
sziikséges betoltottségi szint elérése tehat a teljes receptor populacion jelentds idot vett
igénybe. A 31. Abra D gorbéire illesztett exponenciélis egyenletbél szarmazo idéallandot
97.8 £+ 60.2 ms-nak talaltuk (n = 6). Vegyiik észre, hogy az 1 masodperces preinkubacid
utan is, csak akkor tudott elkezdddni az asszociacio, amikor mar az agonista konformaciod
valtozasra birta a receptorokat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PNU-120596

kotodését valoban akadalyozza, hogy a receptor receptor nyugalmi allapotban van. A
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31. Abra Manudlis patch clamp: PNU-120596 preinkubacié — PNU-120596 + Kolin koapplikacié

A) Preinkubacios protokol séméja B) A modulator preinkubécio és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva) C) A felfutasi
id6allandok D) relativ amplitadok

pozitiv modulacié kialakulasahoz legalabb 20-200 ms-ig deszenzitizalt allapotban 1évo
receptor volt sziikséges. A lassii komponens kialakulasanak id6allanddja 1ényegében
megegyezett a PNU-120596 altal kivaltott sramkomponens felfutdsanak idéallanddjéaval,
ahogy azt a 24. Abran lathatjuk. Mindkét jelenség a PNU-120596 molekulak

rrrrrr
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4.1.2.8 Az 1 uM A-867744 preinkubacio hatasa a koapplikacios kisérletek
alapjan

Amikor a koapplikacios protokollal a nyugalmi allapotban 1évé receptorokhoz torténd A-
867744 asszociaciot vizsgaltuk, a kolin + A-867744 koapplikacioval kivaltott valasz a
korabbiakban leirtakhoz hasonloan az eldinkubacio jellegzetes tulajdonsagait mutatta. A
tiiske-komponensnek nyoma sem volt, helyében az A-867744-re jellemz0 lassabb kezdeti
felfutds, valamint a kiszélesedé csucsamplitidot lehetett megfigyelni (32. Abran). A
lecsengés iddallandoja a legrovidebb koapplikaciés pulzusnal 6.83 £+ 0.71 ms,

leghosszabb esetében pedig 9.12 = 1.40 ms volt, szignifikans kiilonbség nem volt

A A-8677aa  kolin+A-867744

2056 ms

B _
1InA|L
_—
10 ms TnAL
100 ms
c 1000
100
m
IEE—
[ M
1

1 10 100 1000 t(ms)

32. Abra manualis patch clamp: 1 pM A-867744 preinkubacié — 10 mM kolin és 1 pM A-867744 koapplikécié hatasa

A) Preinkubacids protokol sémaja B) A modulator preinkubaci6 és az agonista hatasa (dram felfutas kinagyitva) C) Lecsengési
iddallandok alakulasa

kozottiik (p = 0.14, n = 6). Ebbdl arra kdvetkeztettiink hogy az A-867744 képes kotddni

a nyugalmi allapotu receptorokhoz.

75



DOI:10.14753/SE.2021.2518

preinkubacié utan, a koapplikacios kisérletek alapjan
Az A-867744 preinkubacid alapvetéen meghatarozta az aramok alakjat. A rovidebb
koapplikaciok esetében az aramok alakja gyakorlatilag megegyezett az elobbi kisérletben
(A-867744 preinkubacid utan kolin + A-867744 koapplikacid) megfigyelt aramokéval,
¢és csak a két leghosszabb koapplikacid esetében jelent meg szamottevd hatdsa a PNU-
120596-nak. Ez a deaktivacio kétkomponensiivé valasaban mutatkozott meg; a lassabb
aram komponens (t = 155 + 18 ms) kontribticidja az amplitidéhoz a 36.2 = 6.1 %-o0t érte

el a leghosszabb koapplikacional (33. Abra).

A ag677a4  Kolin+PNU120596
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33. Abra manualis patch clamp: 1 uM A-867744 preinkubacié — 10 mM kolin és 1 uM PNU-120596 koapplikacio hatas

A) Preinkubacios protokol séméaja B) A modulator preinkubacié és az agonista hatasa (aram felfutas kinagyitva) C) lecsengészi
id6allandok D) relativ amplitadok

A lassu komponens megjelenésére illesztett monoexponencialis gorbe 5304 + 1325 ms-
0s (n =9) id6allandot adott. Ez kortilbeliil 6tvenszer lassabb, mint amelyet a PNU-120596

preinkubacié esetében tapasztalhatunk. Ennyivel lassabban tudott csak lejatszodni a
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molekulakat le kellett szoritani. Az A-867744 jelenlétében megfigyelt gyors deaktivacio
¢s az A-867744 perfuzi6 utdn tobb masodpercig fennmaradd moduléacio
ellentmodésosnak tiinik. Arra kell kovetkeztetniink, hogy az agonista disszociaciot
kovetd gyors deaktivacio ellenére a modulator még nagyon sokaig nem hagyja el a
kotdhelyet. Az A-867744 molekuldkat a PNU-120596 szEép lassan leszoritja a
kotohelyrdl. A jelenség magyardzatdban itt is szerepet jatszhat a modulatorok eltérd
sztochiometriaja. A vegyes betoltottségli receptorok feltehetéen az A-867744-re jellemzo
aramokat mutatjak. A PNU-120596 hatasa akkor kertil érvényre ha mind az 6t A-867744

molekulat sikeresen leszoritotta a kotéhelyrél (33. Abra).

4.1.2.10 Az A-867744 asszociaciojanak dinamikaja 1 uM PNU-120596
preinkubacié utan, a koapplikacios kisérletek alapjan

Forditott kisérleti felallasban azt vartuk, hogy a PNU-120596 nem lesz képes megfeleld
betoltottséget kialakitani miel6tt az A-867744 asszocial a receptorhoz, ezért semmi
kiilondsebb jelét nem latjuk majd a PNU-120596 hatdsnak. Valoban igy tortént,
megallapitottuk, hogy az aramok alakja Osszességében az kolin + A-867744 Kivaltott
vélaszokhoz hasonléan alakult (Id. a 29. Abra fekete gorbéje), azzal a kiilonbséggel, hogy
a gorbe alatti teriilet nagyobb volt (Id. a 30. Abra gorbéit). A kezdeti tiiske-komponens
megmaradt, utana az aram maximalis méretét 331 & 38 ms (n =9) alatt érte el, majd lassan
elkezett lecsengeni (t >> 1000 ms). Ez még nem bizonyiték arra, hogy a PNU-120596
akadalyozza az A-867744-et a kdtdhelyhez vald hozzaférésben, mert az A-867744 ¢és a
kolin hosszabb preinkubacié nélkiil is hasonlé aram mintazatokat produkalt. Erdekes
megfigyelni, hogy a legrévidebb koapplikacio (8 ms) utan a deaktivacio kiilondsen gyors
volt. Ahogy az a 34. Abra C paneljan lathaté, a deaktivacié csak a 40 ms-os koapplikacio
utan kezdte elérni a megszokott 5 — 10 ms-os idéallandot (a 8 ms-os pulzusnal 2.65 +0.38
ms, a 16 ms-osnal 4.15 + 0.68 ms volt az id6éallandd, mindkettd szignifikansan révidebb
a 136 — 2056 ms-nal mért értékeknél, n =9, p < 0.001).
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34. Abra Manualis patch clamp: Az 1 uM PNU-120596 preinkubacio — 10 mM kolin és 1 uM A-867744

A) Preinkubacids protokol sémaja B) A modulator preinkubacio és az agonista hatasa (dram felfutas kinagyitva) C) Lecsengési
idéallandok D) relativ amplitadok

A gyors deaktivacid valdszinlileg azzal magyarazhato, hogy 8, ill. 16 ms még nem volt
ot, sem A-867744-et nem kotott, és a részlegesen telitett kotohelyli receptorok
deaktivacidjanak keveréke adja. A 34. Abran lathaté piros vonalak exponencialis
illesztésével kovetkeztethetiink az asszocidcio sebességére, az idéallando 47.8 + 6.65 ms-
nak adoédott. Mivel hasonld asszociacids iddallandokat kaptunk nyugalmi allapota
receptorok esetében is, ezért nincs okunk azt a feltételezni, hogy a PNU-120596 az
eléinkubalas soran mar a elfoglalta volna a kotéhelyet és ezzel akadalyozta volna az A-
867744 kotodését. A PNU-120596 hatasa azért nem volt teljesen észrevehetetlen, a
deaktivacio soran kilencb6él harom esetben megfigyeltiik egy lassti aram komponens
megjelenését is, amely minimalis arannyal (2.53 + 0.6 %) jarult hozza az amplitidéhoz.
Ez nem ellentétes azzal a feltételezéssel, hogy a PNU-120596 molekula nem tud

asszocialni nyugalmi allapotu receptorhoz, azt gondoljuk, itt is ugyanaz torténhetett, mint
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amit a 24. Abran lathattunk, a preinkubacio kovetkeztében kialakulé PNU-120596 hatast

a membran fazisban felhalmoz6do modulator okozhatja.

4.1.2.11 A posztapplikacios protokoll hatas

Hogyan lehetne vizsgalni azt a folyamatot, amikor az A-867744 szoritja le a kotott PNU-
120596-0t? Mivel a PNU-120596 nem ko6t a nyugalmi receptorhoz, csakis ugy, ha
koapplikéljuk a kolint a PNU-120596-tal, majd utdna perfundalunk A-867744-et, és
ezutan megnézzik, hogy az 0jbol koapplikalt kolin + PNU-120596 ugyanolyan aramot
valt-e ki. A protokoll tehat két darab 1 perces agonista + modulator pulzusbdl allt, amelyet
egy novekvo hosszusagh (210, 410, 810, 1610 és 2910 ms) modulator pulzus valasztott
el egymastol (35. Abra A paneljén). Kontroll kisérletként elészor PNU-120596-ot
perfundaltunk a két koapplikacio kozott. Ebben az esetében a korabbi kisérletekhez
hasonléan azt tapasztaltuk, hogy 1 perces PNU-120596+kolin pulzusok kozott
alkalmazott novekvé hosszusagh PNU-120596 inkubacié hatasaként a masodik
agonista+modulator valasz felfutasa egyre gyorsult, valamint kismértékben nétt a nettod

bearamlé toltés mennyiség és a relativ amplitido (35. Abra B panel).

Ellentétben ezzel, amikor a két PNU-120596+kolin pulzus kozott A-867744-et
perfundaltunk, a masodik pulzus alakja gyokeresen megvaltozott (35. Abra C panelje).
Mar a legrovidebb (210 ms) A-867744 hatasa is jelentdsen atformalta az dramalakot. A
tiiske-komponens eltlint, a szokasos modon kicsivel lassabb lett az aram felfutasa, de
egyre inkabb megndvekedett az amplitaddja (210 ms-nal 287 + 56 %, 2910 ms-nal 481 +
102 %; p<0.0001, n=11). A masodik pulzus utani deaktivacio két-komponensiivé valt, az
A-867744 kotodését jelzé gyorsabb komponens egyre novekedett (44 + 6.5%-r61 90 +
3.1%-ra).

Erdekes megfigyelni, hogy az A-867744 perfuzioja alatt hogyan keverednek az egyes
modulatorokra jellemzd "fenotipusok". A kolin + PNU-120596 koapplikaciot kovetd
deaktivacio lecsengése teljes egészében a PNU-120596-ra jellemz0 karakterisztikat (lasst
lecsengés) mutatta, ugyanakkor a masodik koapplikdcio altal kivaltott aram alakja
egyértelmiien az A-867744 jellegzetességeit viselte magan. Mi lehet ennek magyarazata?
Legvalosziniibb, hogy eltérd szubpopulaciok viselkedését latjuk: A két koapplikéacio
kozott megfigyelhetd deaktivacio soran kizardlag a PNU-120596 altal modulalt
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receptorokat latjuk, hiszen az A-867744-et kotott receptorok agonista hijan gyorsan
tikkrozi. Az ismételt aktivacid soran azonban a még PNU-120596-ot kotd receptorok
mellett kinyilnak az A-867744-et kotott receptorok is, ezek 210 ms utan még csak a
receptorok kb. felét tudjak elérni, de 410 ms alatt mar egyértelmiien tobbségbe keriilnek,
¢és ezért meghatarozzak az aramalak "fenotipusat”. A modulator kdtohelyek betdltottsége
legegyértelmiibben a masodik koapplikacidé utani deaktivaciobdl hatarozhatdo meg: ezt

tiikrozi a 35. Abra E panelje.

A forditott kisérleti elrendezésben a PNU-120596 egyértelmiien modositani tudta a kolin
+ A-867744 koapplikacidval kivaltott aramokat. A masodik koapplikacié soran nem az
A-867744 modulacional megszokott exponencidlisan lecsengd aramokat lattuk, hanem
valami vegyes hatasra utalé mintdzatot. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az A-867744
jelenlétében 1étrejové deaktivalt konformdci6 nem ugyanaz mint a nyugalmi
konformacio, és ehhez, bar korlatozott mértékben, de a PNU-120596 tudott asszocialni.
Azt feltételezziik, hogy a kialakuld vegyes betoltottségli receptorok az aramalakban
vegyes "fenotipust" jelenitenek meg, mig a deaktivacio sordn az A-867744 altal diktalt
"fenotipus" jelenik meg (a hosszl lecsengéshez feltehetéen mind az 6t kotéhelynek PNU-

120596-ot kellene kotnie).
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35. Abra Manudlis patch clamp: A posztapplikacios protokoll hatasa

A) Posztapplikacios protokol sematikus rajza. B) PNU-120596 inkubaci6 hatasa. C) Az A-867744
inkubacio hatasa az agonistaval koapplikalt PNU-120596-ra. D) A felfutasi idok alakulasa. E) A
relativ amplitudo értékek alakuldsa. F) A PNU-120596 inkubaci6 hatasa az agonistaval koapplikalt
A-867744-ra
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4.1.3 Automata patch clamp elékisérletek

4.1.3.1 Hatter

Egy nemzetkozi kollaboracié keretén beliil munkacsoportunk részt vesz a7nAChR-ra
haté modulatorok tesztelésében. A laborunkban rendelkezésre all6 IonFlux Mercury
automata patch clamp miiszer mikrofluidikai elven alapul6 viszonylag gyors oldatcseréld
rendszere elméletben kivaldoan alkalmas lenne erre a feladatra, ezért elkezdtiik tesztelni
teljesitményét, hogy megdllapitsuk a valosdgban fel tudjuk-e hasznélni a rendszert erre a
célra. A konkrét gyodgyszer-jeloltekkel kapott eredményeink jelenleg publikdlds alatt
allnak, ezért ezeket még nem tudom bemutatni, ismertetem azonban harom referenciaként
hasznalt modulatorral kapott adatainkat. A tesztelés soran felmeriilt kihivasok megoldasa
alapja lesz késébbi ligand-fliggd ioncsatorna vizsgalatainknak. Az a7nAChR-ok
kiilonleges tulajdonsagaibdl adodoan feltételezhetjiik, hogy ha ezt a recpetort sikeresen
tudjuk tesztelni, akkor gyakorlatilag barmely mas ligandum-fiiggé ioncsatorna tesztelése

is megoldhato lesz.

Az a7nAChR-0k mérése tobb szempontbodl is nagy kihivast jelentett. Eloszor is, a
receptor rendkiviil gyors kinetikaval rendelkezik (egy receptor atlagos nyitvatartasi ideje
minddssze ~50 ps), és magas agonista koncentracio alkalmazasa mellett is csak kis
szazalékban (a receptor populacio ~20-25% -a) aktivalodik, legalabb 75% -a pedig nyitas
nélkil keriil deszenzitizalt allapotba. A 20-25%-bdl, még extra gyors (< 1 ms) oldatcsere
esetén is legfeljebb ~3% van nyitva egyidejlileg. Alacsonyabb koncetracional, vagy
lassabb oldatcserénél, ahol az aram elnytjtottabb, 1% alatt lesz az egyidejlileg nyitott
receptorok aranya, ami konnyen €szrevehetetlenné teszi az aramot. Ha tehat az oldatcsere
oldat érkezik, akkor nem fogunk kivaltott aramot latni egyaltalan. Masodszor, az
a/nAChR tipikus modulatorai kiilondsen nehezen kimosdodo lipofil vegytiletek, amelyek
eloszeretettel akkumulalodnak a sejt belsejében és plazmamembranjaban, valamint
»szivesen” ¢és latszolag Kkimoshatatlanul adszorbealodnak szilikon és milanyag
feliilletekhez. Az utobbi nehézségek nagy o6romiinkre elvileg kikiiszobolhetdek lennének
az automata rendszer egyszer hasznalatos plate-jeivel. A megfeleléen gyors oldataramlas
eléréséhez, és a kereszt-kontaminacio kiiktatasahoz azonban a vizsgalati protokollok

optimalizalasara volt sziikség.
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4.1.3.2 Nyomasértékek optimalizalasa
A standard kalibralasi (konduktancia teszt) eljaras soran a gyari beallitasokkal a két

csapdazasi zona kozott oldatsebesség kiilonbséget talaltunk (36. Abra).

A gyari beallitas értékei:
0.2 PSI (perftiziés csatona)
8 PSI (anyagad¢ csatornak)

36. Abra Ionflux: konduktancia teszt gyari beallitasokkal

A nyomasértékek valtoztatasaval csak kismértékben tudtuk a kiilonbséget csokkenteni.

gyari beallitasok
1 (0.2 PSI -8 PSI)
02-8 T1
----- 02-8 T2
0.8
03-8_T1
06 e mind a perfuzios, mind az anyagado csatornak
02p-10_T1 megndvelt nyomasértékkel
o4 VWAV T i i (0.25 PSI - 10 PSI)
0.2

0

1 1.5 2 25 3 35 4
37. Abra Tonflux: Példa kiilonbz8 nyomésértékekkel mért kalibraciora
A legjobb eredményeket akkor kaptuk, ha az anyagado csatorna nyomasértéke 25 — 35-
szOrose volt a perfizids csatorna nyomasanak. Ennél nagyobb anyagadé csatorna nyomas
esetén (40-szeres a fekete ill. piros gorbéknél) a szivargd hatdoanyag miatt két

komponensii, lassabb felfutast kaptunk (37. Abra).

Ezutan a nyomasértékek aranyat 25 és 35 kozott tartva a nyomdsok abszolut értékét
probaltuk optimalizalni. Meglepd mddon a nyomasértékek parhuzamos novelése nem

gyorsitotta fel az oldatcserét. A 0.2 — 0.3 PSI (perfuzids csatorna) tartomanyban a felfutas
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sebessége alig valtozott. Ezt mar a7nAChR-ok altal medialt aramokon szemléltetem (38.
Abra). Az dramokat 30 s 10 pM A-867744 preinkubaci6 utan 10 mM kolin + 10 uM A-
867744 koapplikaciojaval valtottuk ki. A 38. Abra a felfutast mutatja nagyobb id6beli
felbontasban. A fentebb targyalt kisérletek alapjan egyértelmli hogy a felfutasok és
lecsengések nem az A-867744 altal modulalt receptor sajat kinetikdjat, hanem az

oldatcseréld rendszer sebességét tiikkrozik.

0.20 (perfuzios csat.) — 6 (anyagado csat.)
0.26 (perfuzios csat.) — 8 (anyagado csat.)
0.30 (perfuzios csat.) — 10 (anyagado csat.)
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
0 1 2 3 4 5 6 7 8

38. Abra lonflux: Példa parhuzamos nyomas emelésre
A nyomasértékek optimalizalasat kovetden az anyagadasi protokollok tesztelésével és

paramétereinek beallitasaval foglalkoztunk.

4.1.3.3 Protokollok optimalizalasa
A perfuzids csatorna folyamatos nyomads alatt van, az anyagad6 csatornék pedig az elére
beprogramozott idészakokra kertilnek csak nyomas ala. Ilyenkor a perfiizié oldataramlasa

viszi magaval az anyagadd csatornakbodl kiengedett oldatot, ugy hogy a megfogott és

felnyitott membrant sejtek feléli oldalhoz nyomja azt (39. Abra).

3 R I A< IR . %o 210 £2.5% 0% R v—— . -
. - o . -t - > e st O30 O 7 4 . .o
€S ws R s : af sy (B iR Sunselie o

39. Abra Tonflux: Anyagadé csatornak és a sejt-csapdak elrendezése (populacios regisztracio) (eredeti kép a Fluxion hivatalos
honlapjarol)

A) Az anyagado csatornak és a sejt-csapdak elrendezése populacios regisztracio esetén. B) Az oldatok aramlasa, a 7-es
(kék) anyagadoé csatorna nyomas ala helyezésekor.
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Megvizsgaltuk, hogy ha az 1-es anyagadd csatornabdl az egész kisérlet alatt
folyamatosan kontroll extracellularis oldatot aramoltatunk (40. Abra A), az javitja-e az
oldatcsere sebességét. Ha két anyagadd csatorndra adunk nyomast egy idében, akkor a
sejt-csapdakhoz kozelebbi csatornan kiaramlé oldat elnyomja a tavolabbi csatornabol
kiaramlo oldatot, ezért a sejtek a kettés anyagadds ideje alatt csak az eldbbivel

érintkeznek (40. Abra B).

40. Abra lonflux: Mérési eredmények kiilonbsz8 paraméterekkel (eredeti kép a Fluxion hivatalos honlapj4rdl)

Meglepé modon a két anyagadasi modszer kozott (amelyet a 41. Abra és 42. Abra
szemléltet), oOriasi kiilonbséget talaltunk. A 10 mM kolin altal kivaltott valaszok nem
voltak mérhet6k amikor a perfuzios csatorna hatterével adtuk az agonistat, de szépen
mérni lehetett 6ket, amikor a folyamatosan aramlé extracelluldris oldat hatterével adtuk
(41. Abra agonista valaszok). A modulatorok hatasa is sokkal jobban latszott az utobbi
esetben. A 42. Abra Agonista és modulator valaszok mutatjak 10 pM PNU-120596
hatasat a kolin altal kivaltott valaszra (30 s preinkubacio utan 3s koapplikacioval kivaltott

valaszok).

Agonista valaszok

1000 1000

0 0
-1000 Kolin 10 mM valaszok -1000 Kolin 10 mM valaszok
hattér oldataramoltatés hattér oldataramlassal
nélkiil
-2000 -2000
0 1 2 3 0 1 2 3

41. Abra lonflux: Agonista és agonista valaszok hattér oldatdramlassal illetve anélkiil
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Agonista és moduldtor valaszok

0 0
-5000 E ; -5000

-10000 -10000
Kolin + PNU-

-15000 Kolin + PNU- -15000 120596 10 uM
-20000 120596 10 uM -20000 valasz hattér
-25000 Vilia:% hat;ﬁfr -25000 oldataramlas

oldataramilas
-30000 mellett

nélkiil -30000
-35000 -35000

0 5 10 15 0 5 10 15

42. Abra lonflux: Agonista + modulator valaszok hattér oldataramlassal illetve anélkiil

Tehat megallapithatjuk, hogy a hatéanyag pulzusok alatti folyamatos oldatdramlas

elengedhetetlen, amelyet az egyik anyagadé csatornabdl a legcélszeriibb megoldani.

PA 0

-5000

-10000 Egymasra vetitett kolin 10

mM ¢és PNU-120596 10 uM

-15000 valaszok szorassal abrazolva.

-20000

-25000
0 2 4 6 8 10s

43. Abra lonfux: A héttér oldataramlés jelentésége
A kiilonbség oka nem teljesen vildgos, lehetséges hogy az anyagadd csatornabol
folyamatosan aramlo6 kontroll extracellularis oldat valamilyen mddon jobban Gsszetartja

a vizsgalandd oldatot, vagy noveli annak aramlasi sebességét, illetve lehet hogy a

perfizios csatornaban dramlo sejtek megkdtik a modulator molekulék egy részét.

Vizsgaltuk azt is, van-e jelent6sége annak, hogy az anyagadd csatornabol folyamatosan
aramoltatjuk-e az extracellularis oldatot, vagy megszakitjuk aramlésat az anyagadas
idejére.

Vizsgaltuk tovabba, hogy megszakitott dramlas esetén van-e jelentdsége annak, hogy a

kontroll extracelluléris oldatot a legtavolabbi (1-es), vagy a legkdzelebbi (8-as) anyagado

csatornabdl aramoltatjuk.

Erdekes modon 1ényeges kiilonbséget egyik esetben sem tapasztaltunk.
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4.1.3.4 A keresztszennyezés minimalizalasa

Kezdeti kisérleteinkben észrevettiik, hogy az erdsen lipofil, kénnyen adszorbealodo
anyagok (mint példaul az A-867744) esetében, mieldtt még egyaltalan elkezdenénk a
modulétorokat perfundalni, a tiszta agonistaval kivaltott &ramok is joval nagyobbak, mint
azokon a csatornakon, amelyeken mas modulatorokat tanulmanyoztunk. Arra jutottunk,
hogy a keresztszennyezés valoszintileg a protokoll kezdeti szakaszan a mikrofluidikai
edények kisérleti oldatokkal torténd atoblitésénél torténhet, igy a kontroll aramokon mar
minimalis koncentracioban is lathato valtozast okozott. A protokoll kezdeti szakaszanak

atalakitasaval tejles mértékben elkeriilhetdvé valt a keresztszennyezés.

A gyéari protokollban (44. Abra felsd sor) a mérést megeldzéen a megfeleld
hatéanyagokkal feltoltott plate-en, eldszor egy par percig tartd atoblités zajlik. A
sejtszuszpenzid betdltését kovetden egy rovidebb ismételt &tmosas utan kezdddik meg a
sejtek csapdazasa, felnyitasa. A kiilonosen lipofil anyagokhoz ezért olyan protokollt
alkalmaztunk, amellyel kikiiszobolhetd a hatéanyagok idd eldtti perfiizids csatorndba
valé jutdasa. A modositds az atoblitést érinti, az elsonél a hatéanyagok helyett
extracellularis oldattal dolgozunk, amelyet a sejtek betoltésével egyiddben lecseréliink
hatbanyagokra. A masodik atoblités hosszat pedig mininalisra (5-10 s) vettik. A

kovetkez6 abran illusztaltuk a protokollok sematikus szerkezetét (44. Abra als6 sor)

Gyari beallitas:
csapdazas | | felnyitas | | kisérlet |
| 1. atmosas | | 2 .atmosas |

Moédositott beallitas:

| csapdazas || felnyitas |

1. atmosas — 2 .4tmosas
extracell oldat ler6viditve

44. Abra Tonflux: A gyari és a modositott protokollok sematikus rajza
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A két 1épésben extracellularis oldattal torténd atoblités, majd hatéanyagokkal vald
betoltés utan, kozvetleniil a kisérlet eldtti csokkentett hosszisagu oblités megakadalyozta
a keresztszennyezést. A 45. Abran a 10 mM kolinnal kivaltott kontroll aramok lathatok.
Az abrakon gyari (piros gorbék szorassal) €és a modositott beallitasokkal (fekete gorbék
szorassal) végzett kisérlet eredményeit hasonlitjuk 6ssze. A bal oldalon 1 pM NS-1738-
at toltottiink be a plate-be, itt nem lathat6 jelentds kereszt-szennyezés. Ennek az az oka,
hogy az NS-1738 hosszu eldinkubaciot igényel (1d. a kovetkezd fejezetet, 46. Abra). A
jobb oldalon, az A-867744 esetében a gyari el6inkubacioval viszont jelent6s kereszt

szennyezés Iépett fel, amely a moddositott atoblitési protokollal megel6zheté volt (45.
Abra jobb oldal).

500 pA ‘ 1s

45, Abra lonflux: 10 mM-os kolin valaszok a gyari bellitasokkal

4.1.3.5 A preinkubacié szerepe

pA ©
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10 mM kolin + 10 pM A867744 10 mM kolin + 10 pM NS1738
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46. Abra A preinkubécié szerepe

A kisérletek soran kideriilt, hogy a preinkubalas hosszanak helyes megvalasztasa egyes

hatanyagoknal kulcsfontossagu lehet. A (46. Abra bal oldali kép) A-867744 (10uM)
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eléinkubacid hatdsdra mar nem ndvelte szamottevéen a koapplikalt valaszokat, ezzel
ellentétben az (46. Abra jobb oldali abra) NS1738 (10 uM) hatasat nagy mértékben
befolyasolta a hosszabb modulator preinkubacios pulzus. A fekete gorbék a kontroll, a
vilagoskék a 3 s, a sotétkék pedig a 30 s hosszisagu modulator preinkubaciot kovetd 10

mM kolin + modulator koapplikacio altal kivaltott valaszok lathatok.
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5 Megbeszélés

Az a7nAChR kiilonféle kognitiv-, gyulladasi- és fajdalom érzékelési folyamatokhoz
tarsithat6, ezért igéretes célpontja lehet szamos kozponti idegrendszeri megbetegedés
(mint példaul Alzheimer-kor, skizofrénia, Parkinson-kor) bizonyos tiineteinek, tovabba
kiilonb6z6 gyulladassal és fajdalommal jard korképeknek terapids kezelésében. A
preklinikai és klinikai fazisban hatékonynak talalt molekulak kozott vannak agonisték,
parcialis agonistak, csendes agonistak, alloszterikus agonistak, 1. és II. tipusu pozitiv
alloszterikus modulatorok, illetve olyan vegyiiletek amelyek ezekbdl tobb kategoriaba is
besorolhatok. Koltséghatékonysag szempontjabol elészor érdemes lenne megvizsgalni és
megérteni, hogy az adott ligandum pontosan milyen hatast gyakorol a receptorra, a
terapias indikaciot hatasmechanizmus alapjan megallapitani, majd hatasmechanizmus
aplajan sziirni a molekuldkat. Ezzel a stratégiaval feltehetden sok allatkisérletet lehetne
megsporolni. A PAM-ok az utobbi idében egyre fontosabb szerephez jutnak az
a/NAChR-okra hato gyogyszerek fejlesztésében. Kozponti idegrendszeri betegségek
esetén modulatorok alkalmazasa elényosebb lehet az agonistakénal, mert nem okoznak
kiterjedt aktivaciot vagy deszenzitizaciot, hanem csak az aktiv célfehérje altal kozvetitett
jeleket erésitik fel, annak tér- és idObeli mintazatat megérizve. A PAM-0k

hatasmechanizmusaroél kevés informacioval rendelkeziink.

Csoportunk szemléletére az jellemzd, hogy megprobaljuk megérteni az adott receptor
vagy ioncsatorna miitkodését, és ezutdn tessziik fel azt a kérdést, hogy ez a miikddés

hogyan modosul egy adott ligandum hatésara.

Az a7nAChR-0k esetében ez azt jelentette, hogy miel6tt hozzafognank a PAM-ok
hatasmechanizmusanak kutatdsdhoz, meg kellett valaszolnunk néhdny alapvetd kérdést a
csatorna miikddésével kapcsolatban is. Noha az a7nAChR-okat mar t6bb mint 30 éve
tanulmanyozzak, alapvetd dolgokat még mindig nem tudtunk réla. Nem volt ismert
példaul a receptorra jellemzd koncentracid-fliggd kinetika, mivel minél gyorsabb
oldatcseréld rendszert hasznaltak, annal gyorsabb kinetikdju és nagyobb amplitudoji
aramot kaptak. Ez a bizonytalansdg egyre nagyobb ahogy ndvekszik az agonista
koncentracio, ezért a maximalis csucsamplitidé meghatarozasa gyakorlatilag lehetetlen.
Ha megfigyeljiik az irodalomban taldlhaté koncentracio-valasz gorbéket, azt lathatjuk,

hogy nem mennek telitésbe, a legnagyobb koncentracional is még jocskan folfele
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tartanak. Ebbdl az kovetkezik, hogy az ECsp érték sem hatdrozhatdé meg korrekt modon,
hiszen nem tudjuk mi az a maximalis amplitddo érték, amelynek a felét kellene nézni. Ez
lehet egyik oka annak, hogy az irodalomban szereplé ECso értékek széles hatarok kozott
szornak (pl. 74 uM ACh — (Papke, 2006); 1071 uM ACh — (Zhao et al., 2003)). Els6, csak
nagy vonalakban ismertetett munkédmban sikeriilt meghataroznunk a 10 mM kolinra adott
valasz valodi alakjat és amplitadojat, illetve azt, hogy ennek eléréséhez milyen sebességii
oldatcserére lenne sziikség. Az elemzés azt is megmutatta, pontosan mi torténik egy
agonista altal kivaltott aktivacié soran a receptor populacidban: A receptorok 75-80 %-a

nyitas nélkiil valt at deszenzitizalt konformacioba, és csak 20-25 % aktivalodik.

Kisérleteinket az A-867744 ¢és a PNU-120596 pozitiv alloszterikus modulatorok
Osszehasonlitasa céljabol végeztiik. A II. tipust PAM-ok csoportjan beliili heterogenitést
mar tobben megfigyelték, de részletes vizsgalat még nem sziiletett arrol, pontosan miben
kiilonboznek ezek a modulatorok, és hogy a kiillonbségnek milyen mechanisztikus oka
lehet. Williams és munkatarsai(Dustin K. Williams, Jingyi Wang, 2011) 6sszefoglalo
cikkiikben emlitik is, hogy bizonyos PAM molekuldkra alacsony PAM koncentracional
bifazikus aram jellemzd, amelyek nagyobb koncentracioknal egybeolvadnak, de ennek a
jelenségnek magyardzata nem ismert. A PNU-120596 esetében gyors oldatcserével
végzett kisérleteinkben sikeriilt az elsd, gyors fazist azonositanunk, mivel ez teljesen
egybevagott az agonista altal (modulétor nélkiil) kivaltott valasszal. Azt is megfigyeltiik,
hogy ez a komponens a legnagyobb PAM koncentracional sem olvadt egybe a masodik
komponenssel. A jelenséget csak ugy tudtuk magyarazni, hogy azt feltételeztiik, a PNU-
120596 képtelen a nyugalmi receptoron hatni, ezért csak agonistaval egyiitt adva tudja
hatasat kifejteni. Ekkor els@sorban a deszenzitizalt allapotban 1évd receptorokhoz kot,
ezért hagyja valtozatlanul a kezdeti “kolin komponenst”. Ez az oka annak, hogy a
preinkubacié PNU-120596-tal szinte teljesen hatastalan. Ezzel szemben az A-867744-
gyel valo preinkubaciot hatékonynak talaltuk, ez a molekula tehat képes a nyugalmi
allapota receptorokhoz is kotédni. Masik fontos kiilonbség, hogy mig PNU-120596 és
agonista koapplikacié utan a deaktivacio lasst volt, kiillondsen lassu akkor amikor a
modulator tovabbra is jelen volt, A-867744 és agonista koapplikacié utan a deaktivacio
10 ms-nal is kisebb id6allanddval rendkiviil gyorsan lecsengett. Ennek nem a modulator

.....

kisérletben is volt alkalmunk meggydzddni. A két modulator kozotti kiilonbséget
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valdszintileg a modulator éltal indukalt nyitott allapotok atlagos hossza okozza. A PNU-
120596 rendkiviil hosszu (tobb masodperces) burst-oket képes indukalni, mig az A-
867744-r01 azt feltételezziik, hogy révid nyitasokat indukal.

Kisérleteinkben bizonyitékot talaltunk arra, hogy a két moduladtor ugyanazért a
kotohelyért verseng. A kisérlet soran nem tapasztaltuk a modulélo hatasok 6sszeadddasat,
inkabb ugy tlint, hogy az egyik modulétor jelenléte a gatolja masik hatdsat. Ez azonban
nem bizonyitja, hogy megosztjdk a kotohelyet, mivel a kdlcsonhatds a konformaciok
szintjén is lehetséges. Azonos koncentracidoban alkalmazva a két modulatort, feltiing volt,
hogy az A-867744 mennyivel hatékonyabban tudja jellegzetes mintazatat
"rakényszeriteni" a receptorra, mint a PNU-120596. Ez anndl is érdekesebb, mert az
irodalom alapjan a két modulator affinitasa hasonlé (PNU-120596: 216 nM — (John
Malysz et al., 2009); 1.58 uM — (Grenlien et al., 2007); A-867744: 0.98 uM ill. 1.12 uM
— (John Malysz et al., 2009)). Ha viszont megvizsgaljuk a kisérleteinkben tapasztalt
asszociacios ¢és disszociacios sebességeket, akkor oriasi kiillonbségeket talalunk. Célszerti
nem a nyugalmi allapothoz valé asszocidciot vizsgalni, mivel ez a PNU-120596 esetében
praktikusan nem létezik. A deszenzitizalt allapothoz valé asszociaciora viszont
kovetkeztetni tudunk a deaktivacié lassi komponensének kifejlddésébdl (31. Abra),
amely 97.8 ms-os idéallandoval haladt. Az A-867744 esetében a (31. Abra) mutatja
ugyanezt, a nem-modulalt receptor kiss¢ gyorsabb deaktivacidja 47.8 ms-0S
idbéallandoval adta 4t helyét az A-86774-re jellemzd kissé lassabb deaktivacionak. A
disszociaciok sebességére csak indirekt Gton tudunk kovetkeztetni: ha a méasik modulétor
mar asszocialt, akkor az egyiknek el6zetesen mar disszocialnia kellett. Ezért érdemes a
leszoritasos kisérleteket megvizsgalni. Az A-867744 456 ms-os iddallanddval tudta
atvenni a PNU-120596 helyét (35. Abra), mig a PNU-120596 csak 5304 ms-0s
idéallandoval tudta az A-867744-et leszoritani (33. Abra). Ha kicsit kerekitiink az
egyszeriség kedvéért, az A-867744 50 ms-os id6allanddval asszocialt és 5000 ms-ossal
disszocialt, mig a PNU-120596 100 ms-os id6allandoval asszocialt és 500 ms-ossal
disszocidlt. Ha az egylépéses asszociacid/disszocidcié folyamatara érvényes képletet
alkalmaznank: ECso = [PAM]*ton/(toff - Ton ), 1 pM-0s koncentraciokkal szamolva 0.25
uM-t kapnank a PNU-120596-ra (ami megfelel az irodalmi adatnak), de 10 nM-t az A-
867744-re, ami viszont 100-szor nagyobb affinitas az irodalmi értéknél. Mi lehet a titka

annak, hogy az A-867744 énmagaban ekvipotensnek latszik, de a versengésben ennyivel
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jobbnak tiinik a PNU-120596-n41? Kézenfekvd magyarazatnak a sztochiometria latszik.
A PNU-120596-r6] kimutattdk, hogy a hatas kialakitdsdhoz 4 vagy 5 kotohelyet be kell
toltenie az 5-bdl, és nagyon valdszini hogy ilyen korlatozas az A-867744-re nem létezik,
mar egyetlen kotott molekula is ki tudja valtani a modulatorra jellemzd mintazatot. A
betdltottségi allapotok és a ,,fenotipus” kapcsolatat az 47. Abra szemlélteti. A korok a
receptorokat jelolik, az egyszeriiség kedvéért most eltekintiink az agonista kotohely
betoltottségi allapotatol, és attol hogy a receptor nyugalmi, nyitott, vagy deszenzitizalt
allapotban lehet. Azt feltételezziik, hogy a PNU-120596-ra (kék pottyok) jellemzo
"fenotipus" kizarolag 4 illetve 5 kot6helyet elfoglalva valésulna meg (kék haromszog),
mig az A-86774-re (piros pottyok) jellemzé nem csak a tisztan A-867744-et kotott
allapotok esetén, hanem a legtobb vegyes betoltottségli dllapotu receptornal is (rézsaszin
haromsz6g). Ez részben magyardzhatna, hogy miért tart annyival tobb ideig a PNU-
120596-nak az A-867744-et leszoritani mint forditva, és természetesen a kooperativitast
sem zarhatjuk ki (egy A-
867744  molekula  kotése

D M £ T«\ﬁ(

AT C /o "y |
W
négy kotohelyének affinitasat

I i
[ [ az A-867744 irant).
‘_@ 6 @ % Amint az kisérleteinkbol

novelheti a pentamer masik

” H ” kiderilt, az a7nAChR-0k
_\‘:\@ tanulmanyozasa  soran  az
“ , “ eredmények csak ugy
:@ értelmezheték  helyesen, ha
” ismerjiik a hasznalt metodikak

elényeit és hatranyait.

Kisérleteinkben mind a

47. Abra A vegyes betdltottségii allapotok. L. .
manualis, mind az

automata patch clamp lehetOségeit és hatarait felderitettiik. A két vizsgdlati rendszer
technikai eldnyeinek otvozésével a vizsgalt célmolekulakrol sokkal tobb informécid
gyljthetd. A maualis patch clamp esetében a pipetta-sejtmembran kapcsolat jobb
mindségli, de kevésbé stabil. A pulzusok és a regisztratumok hossza rovidebb

id6intervallumra korlatozodik ezért kevésbé alkalmas a tobb percen at tartdé moduléator
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applikacié hatdsainak vizsgalatara. Elonye viszont, hogy a piezoelektromos vezérlésii
theta-cs6 joval gyorsabb oldatcserét tesz lehetévé, amely elésegiti az események jobb
idébeli felbontassal torténd kovetését. Ez kiilondsen fontos a hatdsmechanizmusok
értelmezésénél. Példaul ahhoz hogy sikeriiljon megkiilonboztetni a PNU-120596 hatasat
(valtozatlan "kolin-komponens" utan kezd el hatni) az A-867744 hatasatol (mar a "kolin-

komponenst" is atalakitja), 1 ms alatti idobeli felbontésra volt sziikségiink

Az automata patch clamp esetében nyilvanvald elény hogy rovid idé alatt sok kisérlet
végezhetd. A plate és sejt kozti kapcsolat rosszabb mindségli (alacsonyabb ellenéllasi)
ugyan, de rendkiviil stabil, ezért nyugodtan lehet percekig tartdé perfuziot is alkalmazni.
Tovabbi eldny, hogy csak kis térfogatra van sziikség a kisérletekhez, tehat
gazdasdgosabban lehet a sokszor magas é4ron és kis mennyiségben beszerezhetd
vegyiileteket felhasznalni. A kis oldatmennyiségnek azonban lehet hatranya is. A
mikrofluidikai elven mikodo anyagado rendszer térfogatahoz képest igen nagy feliilettel
rendelkezik, amely képes szelektiven adszorbealni bizonyos vegyiileteket, kiillondsen az
erésen lipofil tulajdonsaguakat, mint amilyenek az altalunk hasznalt modulatorok is. A
teljes feliilete nem telitddik. Ezt az eredmények értelmezésénél minden esetben érdemes
figyelembe venni. Példaul az IonFlux rendszeren vizsgalva a PNU-120596 esetében is
sziikséges volt a hosszabb preinkubécid a hatas kivaltdsidhoz. Ezt tévedés lenne ugy
értelmezni, hogy a preinkubaciora a kotés kialakitdsa miatt van sziikség. Sokkal
valdsziniibb, hogy a preinkubéciora azért van sziikség, hogy a mikrofluidikai rendszer

teljes feliilete telitddhessen, és az anyag kozel teljes koncentracidban eljusson a sejtekhez.

Adszorpcid természetesen nincsen deszorpcid nélkiil. Szamitani kell ra, hogy a
mikrofluidikai rendszer faldhoz tapadt molekuldk el is hagyjak azt, esetlegesen kereszt-
kontaminéciot okozva. Amint azt az Eredmények részben targyaltuk, ez a hatas
szerencsére kivédhetd, ha az eldzetes atoblitést ligandum mentes oldattal végezziik, és a
kisérlet soran az atoblités idejét minimalizaljuk. Ilyen dvintézkedések mellett is célszeru
a kiilonb6z6 koncentracidokat kumulativan, ndvekvo sorrendben adni, és szamitani kell ra,

hogy teljes kimosast nem minden anyagnal tudunk elérni.
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6 Kovetkeztetések

A gybgyszergyarak a célfehérjén vald kotddés erdsségére, és nem hatdsmehanizmus
szerint valasztjak ki a potencidlis hatéanyagokat, majd allatkisérletek alapjan dontik el,
hogy végiil mire lesz jo a talalt molekula. Ez jelentOsen felgyorsitja a kutatést, viszont
koltséghatékonysag szempontjabol érdemes lenne hatdsmechanizmus alapjan sziirni. A
hatdsmechanizmus megértéséhez viszont eldszor meg kell ismerni a célfehérje biofizikai
tulajdonsagait (receptor kapuzasi kinetikaja), majd megvizsgalni, hogy ezt hogyan
modositja a hatéanyag (figyelembe véve a ligandumok asszociacids- disszocidcios
kinetikajat ¢és allapot-preferencidjat). Mindehhez megfelelé idébeli felbontasra van

szlikség, mind a regisztralashoz, mind az oldatcseréhez.

Az ultragyors oldatcsere lehetévé tette szamunkra, hogy megvalaszolhassunk néhany
alapvetd kérdést egyrészt a receptor sajat biofizikai tulajdonsagait, masrészt pedig a ra

hatdé modulatorok hatdsmechanizmusat illeten:

A receptor tulajdonsdgai:

agonista gyorsan felfuto és lecsengd aramot valt ki), de hogy pontosan milyen gyors, az
mindezidaig ismeretlen volt. Sok kutatdcsoport mérte meg az aram felfutdsanak és
lecsengésének sebességét, de az eredmények tobb nagysagrenddel kiilonboztek. Az
irodalmi adatok dsszevetésébdl az dertilt ki, hogy az dram felfutdsanak és lecsengésének
sebessége az oldatcsere sebességét koveti (Fig 2(Pesti et al., 2014)), tehat amikor egy-egy
kutatocsoport az a/nAChR kinetikdjat gondolta mérni, valdjaban sajat oldatcseréld
rendszerének sebességét mérte. Gyorsabb oldatcsere gyorsabb dram kinetikat, €s nagyobb
aram amplitidot eredményez, ez a hatds annal kifejezettebb, minél nagyobb az agonista
koncentraci6. Ez gyakorlatilag lehetetlenné teszi az agonista ECso értékének pontos
meghatdrozasat, mivel a maximalis amplitidé meghatdrozasa nem lehetséges. Egy masik
mind a mai napig "népszeri" tévhit a felfutds sebességét az aktivacid (csatorna nyitas)
sebességével, a lecsengés sebességét pedig a deszenzitizacid sebességével azonositani.
Ez csak abban az esetben lenne igy, ha a receptorok tobbsége valdban elébb kinyitna,

majd deszenzitizalédna, ami az a7/nAChR esetében egyaltalan nem biztos.
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Felmeriil6 kérdések a receptor kinetikajaval kapcsolatban:

1) Milyen gyors a receptorok sajat (intrinsic) kinetikaja?
2) A receptor populacié hany szazaléka nyilik ki egyszerre? Hany szazaléka nyilik
ki egyaltalan?

3) Milyen folyamatokat tiikr6z az aramok felfutasa, lecsengése?

A modulatorok hatasmechanizmusa:

1) Valoban azonos-e a két azonos kategoridba (II. tipus) sorolt modulator
hatdsmechanizmusa?

2) Ha nem, miben kiilonboznek? PIl. allapot-preferencia, asszociacios ¢€s
disszociacids sebesség, a moduldlt receptor viselkedése: nyitdsok hossza,
deaktivacio sebessége, sztochiometria, stb

3) Azonos kotéhelyen osztoznak-e?

Legfontosabb kovetkeztetéseink a fenti kérdésekre vonatkozolag:

1) Az a7nAChR sajat tulajdonsagaibol fakado kinetikaja kb. kétszer gyorsabb mint
amit 1 ms-os oldatkicserélédési sebességnél mériink, és az aram amplitadoja is
kb. kétszer akkora lenne. Ahhoz hogy ezt el tudjuk érni kb. 80 ps —os
oldatkicserélddési sebességre lenne sziikség.

2) 10 mM kolin perfuzidja esetén, ~1 ms oldatkicserél6dési sebességnél a receptorok
3.3+ 0.6 %-a volt nyitott allapotban az aram csucsanal. Ebbdl az kovetkezik, hogy
a receptorok kevesebb mint egynegyede nyilik ki egyaltalan az agonista hatésara,
¢s legalabb haromnegyede nyitas nélkiil deszenzitizalédik. A modulatorok ezeket
az aranyokat alapvetden meg tudjék valtoztatni, példaul 10 puM PNU-120596
hatéséra az egyidében nyitott receptorok ardnya 59.9 + 5.8 %-ra nétt.

3) Kinetikai szimulaciok alapjan alapvetden nem a nyitas, hanem a zarddas és a
deszenzitizaci6 sebességi allanddja hatarozza meg mind a felfutas idejét, mind a
lecsengés id6allanddjat. A nyitas sebessége elsdsorban a lecsengés id6allanddjara
hat, mégpedig paradox modon gyorsabb nyitas késlelteti a lecsengést.

4) A két modulator hatismechanizmusa alapvetden eltér egymastol.
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5) A két modulator ugyanazon kotéhelyért verseng.
A fobb kiilonbségek a két modulator hatasmehanizmusa kozott:

e A PNU-120596 nem képes nyugalmi allapotban 1év6 receptorokhoz kotni,
mig az A-867744 igen

o Az A-867744 esetében mind a modulalt aram felfutdsa, mind a lecsengése
sokkal gyorsabb. Ez a nagy kiilonbség azonban nem feltétlen az asszociacid
ill. disszociacio sebességében 1€vo kiilonbséget tiikrozi.

e A gyorsabb felfutas az el6zetes asszocidcionak koszonhetd

e A gyorsabb lecsengés pedig annak, hogy az A-867744 Aaltal okozott
modulacidra sokkal rovidebb egyedi csatornanyitdsok jellemzok.

o Feltételezziik, hogy eltér a két modulator sztochiometridja. A PNU-120596-
tal szemben, amely csak akkor képes hatasat kialakitani, ha az 5 két6helybdl
4 vagy 5 betoltott, feltételezziik, hogy az A-867744 kevesebb elfoglalt

kotohellyel is képes modulaciora.

Terapias szempontbol fontos kovetkezménye a kiilonbségeknek, hogy az A-867744
szinaptikus vagy periszinaptikus receptorokon (amelyek az acetilkolin ill. kolin
koncentracio hirtelen valtozésait érzékelik) 1. tipusa PAM-ként viselkedne, mig sériilés,
gyulladas, vagy iszkémids koriilmények kozott tartosan megemelkedett kolin szintre 11

tipust PAM-ként reagalna.

Ezeket a részleteket mindeziddig nem sokan kutattak, pedig terdpias szempontbdl fontos

lehet, hogy fizioldgias/patologias koriilmények kozott mi lesz az adott modulator hatésa.

Tekintettel arra, hogy igazan tiszta I. tipusi PAM molekulat mindezidaig nem talaltak, és
hogy a II. tipuson beliil gyokeresen kiilonboz6 hatasmechanizmusokkal taldlkoztunk, ugy
véljiikk, a PAM-ok csoportositdsa atalakitdsra szorul. Reméljiik, hogy eredményeink
hozzajarulnak a kedvez0 terapias hatasu, igéretes molekuldk alaposabb megismeréséhez

¢s az értelmi hanyatléas kezelésére iranyuld gyodgyszerkutatas hatékonyabba tételéhez.
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7 Osszefoglalas

Az a7 altipust nikotinos acetilkolin receptorok (a7nAChR) lehetséges terapias célpontok
a kognitiv zavarok, gyulladas, akut és kronkius neurodegenerativ korképekben valamint
a kiilonbozo fajdalom szindromakban. Tobbféle hatdsmechanizmust ligandjat is
probaltak gyogyszer jeloltként alkalmazni, példaul agonistdkat, parcialis agonistakat,
alloszterikus agonistakat, és pozitiv alloszterikus modulatorokat (PAM-okat). A PAM-ok
elénye, hogy nem daltalanos receptor aktivaciot okoznak, hanem a fizioldgids aktivitds
mintdzatot megdrizve csak felerdsitik a receptorok valaszat. Kiilonb6zo
hatdsmechanizmusi PAM-okat ismeriink, ezek kiilonb6z6 terapias alkalmazasokra
lehetnek optimalisak. A PAM-ok hatdsmechanizmusarél azonban meglepden keveset
tudunk. Munkdm célja a PNU-120596 ¢és az A-867744 jeli PAM vegyiiletek

hatasmechanizmusanak 6sszehasonlitd elemzése volt.

A hatdsmechanizmus kutatdst gyors oldatcseréld rendszer segitségével végeztem. Ez
lehetévé tette a receptor kinetikdjanak pontos meghatarozasat, a PNU-120596
jelenlétében kivaltott aram két komponensének azonositasat, és a két PAM
hatdsmechanizmusa részleteinek meghatarozasat. Kimutattuk hogy a két modulator
alapvetden kiilonbozik egymastol: A PNU-120596 csak agonista jelenlétében, a
deszenzitizalt receptorokhoz képes kotni, €s az altala modulalt receptorra a rendkiviil
hosszt (tobb masodperces) "burst"-6k jellemzOk. Ez meghatarozza a deaktivacio
sebességét is, amely lassan kovetkezik be, kiillondsen a modulator folyamatos jelenléte
agonista nélkiil is, és az altala modulalt receptorra sokkal rovidebb burst-ok jellemzok.
Ennek megfeleléen a modulalt aram felfutasa, €s deaktivacidja is sokkal gyorsabb. Ez a
kiilonleges hatdsmechanizmus azt eredményezi, hogy hirtelen agonista koncentracid
valtozasok alkalmaval (pl. szinaptikus, periszinaptikus elhelyezkedés esetén) képes az
aktivitds mintazatot nagy pontossaggal kovetni, de hosszabb, enyhe agonista
koncentracio emelkedés esetén tonusos hatisa van. Ugy véljiik, hogy érdemes lenne a
kiilonboz6 indikaciok teriiletén végzett in vivo hatékonysag vizsgalatokat és az in vitro
hatdsmechanizmus kutatast dsszekapcsolni.Reméljiik, hogy eredményeink hozzéjarulnak
a kedvez0 terapias hatasu, igéretes molekuldk alaposabb megismeréséhez és az értelmi

hanyatlas kezelésére iranyuld gydgyszerkutatas hatékonyabba tételéhez.
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8 Summary

The a7 subtype of nicotinic acetylcholine receptors (a7nAChR) is a potential therapeutic
target in cognitive impairment, inflammation, acute or chronic neurodegenerative
diseases, and in various pain syndromes. Currently, multiple mechanisms of action have
been considered as potential therapeutic strategies, such as agonists, partial agonists,
allosteric agonists, and positive allosteric modulators (PAMSs). The advantage of using
PAM compounds is, that the physiological neuronal activity pattern is preserved, only
a7nAChR mediated signals are augmented. Surprisingly little is known about the exact
mechanism of action of PAMs, even though specific therapeutic applications may require
specific mechanisms. My goal in this study was to investigate and compare the detailed
mechanism of action of two PAM compounds PNU-120596 and A-867744. Experiments
were performed using an ultrafast solution exchange system that allowed the precise
determination of receptor kinetics. We identified the mechanism behind the unique
biphasic current evoked in the presence of PNU-120596, and we performed a detailed
analysis of the mechanism of action of the two PAMs. We found fundamental differences:
PNU-120596 was only able to bind to desensitized receptors in the presence of the
agonist, and it induced extremely long bursts of openings (lasting for several seconds).
Because of the long bursts, deactivation at the end of agonist application was slow. In
contrast, A-867744 was able to bind to receptors in resting conformation, in the absence
of agonist. Bursts of openings induced by A-867744 were significantly shorter, therefore,
rise times and deactivation times were also much shorter. This mechanism of action
results in an ability of modulated receptors to follow neuronal activity patterns at high
temporal precision, when agonist concentration changes abruptly (such as in synaptic or
perisynaptic locations), but also to react to slow, moderate increases of agonist
concentration with tonic activation. We propose that in vitro and in vivo mechanism of
action studies should be performed in parallel in order to best predict the therapeutic
applicability of individual a7nAChR PAMs.We hope that our results will contribute to a

more effective research for the treatment of cognitive decline.
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Lukacs Péternek az e-Orr kutatomiihely projektvezetdjének, hogy lehetdséget biztositott
dolgozatom befejezéséhez, ecldteremtette kutatdsaim szakmai és anyagi feltételeit.
Koszonom a hazi védés kapcsan az opponensi véleményében megfogalmazott
észrevételeit, Kritikus gondolkodasa, objektiv szemlélete a dolgozat hasznara valt.
Ko6sz6nom dr. Fodor Laszlonak, hogy alaposan elolvasta és véleményezte a tézisemet,
koszondm a hazi védés soran elhangzott megjegyzéseit, az eldadassal kapcsolatos
hasznos tanacsait. Kdszonettel tartozom tovabba a kutatocsoport valamennyi egykori és
jelenlegi munkatarsanak: koszonom nekik a sok éven at tartd k6zos munkat, a jo
hangulatot és a motivald légkort. Koszonom Lenkey Noranak, a szakmai és barati
tanacsokat, a felejthetetlen KOKI-s éveket, valamint a ,kitapostott dsvényt” amelyen

konnyebben jarhattam.

Halas koszonet illeti szeretd csalddomat, akik tdmogatd kdrnyezetet biztositottak és a
kezdett6l fogva figyelemmel kisérték természettudomanyok iranti lelkesedésemet.
Koszonettel tartozom testvéremnek, bardtaimnak a tiirelemért és a tdmogatéasért,
kiilondsen Forgacs-Dajka Emesének és Lang Orsolyanak a lelki tdmaszért, Szabd
Lauranak és Novak Zsoltnak az éles kritikakért és a rengeteg tanacsért, amellyel

elhalmoztak az évek soran.
GINOP palyazat (GINOP-2.3.2-15-2016-00051)

Nemzeti Agykutatdsi Program (KTIA-NAP-13-2-2014-002).
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12 Fuggelék

M1mAChHR Ortoszterikus
agonistak
Xanomeline

Talsaclidine

AF102B

AF267B

WAY-132983

M1 mAChR Alloszerikus
modulatorok
Brucine
VU0029767
VU0090157

BQCA

M1mAChHR Alloszerikus
agonistak

AC-42
TBPB
77-LH-28-1
AC-260584

VU0184670

VU0357017
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Hatas

kognitiv és pszihotikus tiinetek csokkentek

amiloid szint csokkenés

visszaforditotta a kognitiv hanyatlast

visszaforditotta a kognitiv hanyatlast, csokkend
amiloid szintézis egerekben

allatkisérletekben kognitiv funkciok javultak

Hatas
els6 lepublikalt M1 PAM
noveli az Ach M1-hez val6 affinitasat
noveli az Ach M1-hez valé affinitasat

AD-s modell allatokban tanulasi folyamatokat
serkenti

Hatas

els6 szelektiv M1 alloszterikus agonista
sejttenyészeten vizsgaltak

er6sen M1 szelektiv, amiloid szintézis csokkentd
¢és antipszihotikus hatés

er6sen M1 szelektiv, hatékony, kognitiv
folyamatokat serkenti

oralisan hasznosuld, kevez6 antipszihotikus- és
kogintiv serkent6 hatas

er6sen M1 szelektiv, NMDAR serkent6, kivalo
farmakokinetikai profil
erésen M1 szelektiv, mAChR skopolamin idukalt
kognitiv zavart visszaforditotta, kivald
farmakokinetikai profil
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Mellékhatas

hanyinger, hasmenés
ezért fazis II-ben
leallitottak

nyaladzas, izzadas

gasztrointesztinalis
tiinetek, er6tlenség,
izzadas leallitottak

klinikai kisérletekben
nem mitkodott,
leallitottak
leallitottak

Mellékhatas

tal magas dozis a hatés
érvényesiiléséhez
nincs jelentett
mellékhatas

nincs jelentett
mellékhatas

nincs jelentett
mellékhatas

Mellékhatas

agyszeleten nem
miikodott

mas G-proteinkapcsolt
receptor alloszterikus
kotéhelyein is kot
nincs jelentett
mellékhatas

nem M1 szelektiv

nincs jelentett
mellékhatas
nincs jelentett
mellékhatas
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A PAM kotésben résztvevé aminosav oldallancok 6sszefoglalé tablazata:

, PRE M2-
Szerzd Ev ECD M1 ™1 T™™2 M3 TM3 TM4
loop
Newcombe, J. 2018 A-867744 W54
Newcombe, J. 2018 A-867744
Newcombe, J. 2018 A-867744

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 F33 L213 | 1217 T251 P269 | F275 | F456

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 L56 N214 | P218 P253 A272 | S277 | T457

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 M58 L221 L255 T278 | C460
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 190 L215 M254 1281 T461
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 L91 L216 L256 1464
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 S95 C219 V257 L465
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 E98 V220 A258
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 R99 S223 A263
Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 F100 T264

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 A102

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 P120

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 G122

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 F124

Targowska-duda, K M 2018 PNU-120596 F146

Collins, T 2011 NS & PNU
Collins, T 2011 NS & PNU A225
Collins, T 2011 NS & PNU F455
Collins, T 2011 NS & PNU C459
Collins, T 2011 NS & PNU
Bertrand, D 2008 NS & PNU X
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 L56 L209 | L216 V257 1271 F275 | A468
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 K87 Y210 | C219 A258 Y274 | T278 1464
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 190 Y211 | V220 E259 S267 | A276 | F471
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 L91 L213 | L215 1260 V268 | M279
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 S95 N214 | 1217 M261 P269 1280
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 E98 P218 A263 A272
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 R99 L221
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 A102 1222 L248
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 T103 L225 5249
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 P120 L250
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 P121 V252
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 1123 T251
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 F124
Targowska-duda, K M 2018 NS-1738 K125
Marotta CB, 2015 PNU-120596 C241 F275 M301
Marotta CB, 2015 PNU-120596 5245 M276 F478
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Marotta CB, 2015 PNU-120596 A248 C482

Marotta CB, 2015 PNU-120596

Young,GT 2008 PNU-120596 M253 C459

Young,GT 2008 PNU-120596 A225

Young,GT 2008 PNU-120596
Collins, T 2011 PNU-120596 G211 M253 Q272 | F455
Collins, T 2011 PNU-120596 M260 S276 | T456
Collins, T 2011 PNU-120596 A225 C459
Collins, T 2011 PNU-120596 L230

A tablazatban zolddel az NS-1738 és A867744, pirossal az NS-1738 és PNU120596,
sargaval pedig az irodalom szerint mindharom anyag kotésében résztvevd aminosav
oldallancokat jeloltiik. Az alabbi abra a TM doméneken 1év6 3 aminosav oldallancokat

abrazolja (PDB: 2MAW). A bal oldali az oldal nézetet, a jobb oldali feliilnézetet mutatja.

M260

S222

M253
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Az alpha? nikotinos acetilkolin receptor agonistak 6sszefoglald tablazata:

07nAChR agonistak
Hatoanya Besio rol Hatékonysag Allatmodell T erapas K“,mkal
g as indikacio statusz
cugta | i init kot y
. Parcialis Elektrofizioldgiai aktivitas: zavar. F1at.a L ldo,s pa,tkany : Fajdalom, Dohanyzas, Fizis IV .(20,0 o .
Tropisteron - s © naloxon-indukalt térbeli P Egyetemi Koérhaz,
agonista | ha7 oocitaban: EC50 % 0.6 Al . Skizofrénia
mol/L: Emax v 25% tajekozodas_al kapcsolatos Clermont-Ferrand)
H ’ o7 kognitiv teszt
patkany: egészséges vagy
izofluran-indukalt kognitiv
Kotési affinitas: zavar id6s patkanyokban;
Ki: 2000 nmol/L ha7-on iboténsav-indukalt demencia;
GTs- Parcidlis Elektroﬁziol(’)giai aktivitas: mecamylamine-qkozta tanulasi ) ) .
21/DMXB-A | agonista ha7 oocitaban: EC50=11.0 zavar; audl'toros J'elfeldolgozés Skizofrénia Fazis 111 (2011)
pumol/L; Emax= 9% vizsgalata izolacios stressznek
ra7 oocitaban: EC50 = 5.2 alavetett allatokon; apomorfin-,
umol/L; Emax: 32% MK-801 indukalt szenzoros
jelfeldolgozasi,és -tovabbitasi
hiba (PPI teszt)
Parcialis Kotési affinitas: Ki:12-14 . . AD, ADHD, L.
ABT-126 agonista | nmol/L (in ha7, ra7 és mo7) Parkinsonos majmok Dohanyzas Fazis I1 2015)
Kotési affinitas:3.0 nmol/L,
ra7 KidznmollL | iom: erbeli tajékozodasal
Parcialis Elektrofiziologiai aktivitds: kapcsolatos kognitiv tesztek. Fazis 11 (2008
AZD0328 - ha7 oocitdkban: EC50= 338 o os . . ’ AD, Skizofénia
agonista nmol/L: Emax = 64.7% egér: tar,g),/fehsmereses AstraZeneca)
Ra7 oocitiban: EC50 = 150 kisérletek
nmol/L; Emax=61%
Kotési affinitas:
Ki: 8.1 és 3.3 nmol/L (ha7 és
ra7) Ca2 mérés: ha7 HEK293
sejtvonal: EC50 = 23.4
nmol/L patkany: MK-801-indukalt
Parcialis | Elektrofiziologiai aktivitas: kognitiv hiany; S(p)ketamin- s e Fazis 1 (2013
BMS-933043 | - yonista ha7 indukalt informaciofeldolgozési- Skizofrénia Bristol-Myers)
és tovabbitasi problémak
Ha7 oocitaban: EC50 =0.29
umol/L; Emax =24%
Ra7 in oocita: EC50 0.14
nmol/L; Emax: 27%
AD, demencia,
Kkotési affinitas: Ki: 9.98 ) o ) Skizofrénia, nikotin Fazis 111 (2017
. nmol/L (ra7) patkany: szkopolamin-indukalt | fiigg&ség, kognitiv FORUM)
EvP-6124 | PACIS g ofiziologiai aktivitas: | KOS zavar: kesleltetés fliggd | zavarok, dohanyzds
200N | 17 oocitiban EC50=039 | I tigyielismeréses AD Fizis 1 (2016
pmol/L; Emax=42% FORUM)
Skizofrénia Fazis 11 (2015) (A.
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Az alpha7 nikotinos acetilkolin receptorra haté anyagok 6sszefoglalo tablazata:

a7nAChR agonistak és PAM-0k

Hatéanyag | Besorolas Hatékonysag Allatmodell T erapias Klinikai statusz
indikacio
Kotési affinitas:
Ki: 6 nmol/L (ra7) egészséges patkany:
Elektrofiziologiai aktivitds: | - ygelem gi dalz patkgriy
Mge'v'gi‘g” gggcr:fslt‘; halﬁfgffﬁ?‘&fg%% 08 | apomorfin-indukilt | AD, Skizofénia | Fizis Il (2007 Memory)
ha7 in Ql\;[ sejtvonalban: szenzoros‘Jelfeldolgozém
EC50 ’ hianyok
Ki:7.7 umol/L; Emax = 69%
Kotési affinitas:
Ki: 27 nmol/L (in ha7) Ca2+ idds patkanyokban;
Parcialis | X mérések:ha7: ECS0 =7.4  egereken Skizofrénia, | Fazis I (2013 Novatris),
AQWO51 agonista umol/L, Emax=73%, targyfelismeréses Parkinson Fazis 11 (2009 Novatris)
Elektrofiziologiai aktivitas: tesztekben (NOR),
ha7 oocitdban: EC50 =7.5 Parkinsonos majmokban
umol/L; Emax=75%
Kotési affinitas: Ki:1-1.4 mutdns egerekben
nmol/L (in ha7, ra7) apomorfin indukalt .
Teljes Elektrofiziologiai aktivitas: _ Szenzores o Fazis 11 2013
TC-5619 ertékit ho7 oocitikban: EC50 = 33 Jelfeldolgf)zgmﬁs - Skizofrénia, AD, Targacept), Fazis I,I '
agonista Amol/L: Emax =100% tovabbitasi hiba (PPI ADHD (2012 Targacept), Fazis
Ro7 in éH 4C1 cell line: te;slzt),egerekben . 11 (2011 Targacept)
_ o targyfelismeréses teszte
EC50 = 17 nmol/L; (NOR)
patkany: MK-801/PCP-
Kétési affinitas: indukélF kognitiy zavar,
Ki: 14 and 22 nmol /L' (ha7 depresszio- és skizofrénia
’ ra7) ? ) rpodellben, egér:
Parcialis Elektrofiziologiai aktivitas: kromkus stressz modgll; . . .
SSR-180711 agonista ha7 oocitaban: EC50 =4.4 Ap-indukalt memoria Skizofénia Fazis 1T (2008 Sanofi)
umol/L: Erflax:SI% ’ zavarok; PCP-indukalt
ha? GH 4,Cl' EC50= 0.9 kognitiv zavarok; Giszas
moi /L ’ kényszerités és farok
M ? felfiiggesztéses
kisérletekben
. Elektrofiziologiai aktivitas: patkany: (.
APNLIZS | TSNS g7 oocitdban: ECS0—1.16 | tirgyfelismerésée tesztek | AD, Skizofiénia | . +471% 'l'ﬁ§2016 t
agonista umol/L; Emax=41% normal allatban(NOR) oMentis felfliggesztve)
egér: DBA/2 egérmodell
szenzoros jelfeldolgozasi Fazis 1
Elektrofiziologiai aktivitas: hibak MK-801-indukalt Skizofénia/ ‘ .
X@ﬁ)\gﬁéﬁﬂl PAMtype | | ha7 oocitiban: EC50=0.7 | hiperlokomécié 8 karti skizoaffektiv E,I;’Zelm ;ﬁ;lf ﬁg‘;:tl
umol/L; Emax=9-szeres pallén normal allatokban; betegség :

NOR, patkany: ketamin
indukalt kognitiv zavar

Colorado Egyetem)
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Az alloszterikus modulatorok szerkezeti abrai:

Elségeneracios pozitiv alloszerikus modulatorok:

H,C
\
N OH
7
(S~
d ¢ 5-HI
CH,
galanthamine

HO ° cH,
H3
o o o . .
He 1vermectine
o

Masodikgeneracids pozitiv alloszerikus modulatorok:
I-es tipus:
LY-2087101 NS1738 ALV-3288
F
F o

cl F
o) cl
/U\ NH
N N
H H
OH cl
HN o, °
Hs ’(
HN
5-HI OH

Lu AF58801

OH cl

(@]

3ea o
Cl

(0]

CH,
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II tipust pozitiv alloszerikus modulétorok:

Cl

\ HN—S=——0
CH, |O|
PNU-120596 TQS
CH,
o
HZN—|S|:O PAM-2
A867744

Cl

o CH,

I-11 tipus (Intermedier) pozitiv alloszterikus modulatorok:

HyC CH, HO
F
. /“ cl F / \ N
7, \
o F 5 =
\\ Hac\ U >;—N
_s o
o~ \NH2 i NH
BNC375 JNJ-1930942
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/) N N
SB-206553 N F><Oj©/ \( \>,®N
-

N
/ 4
N 0 \CH3
H c/
: JNJ-39393406;

Alloszterikus agonistak (AgoPAM-0k):

CH, 0
N N
I H
%/N
.
N F
[ j B-973B
N
AN O N

GAT107 l O

ONDEP K/W o
4BP-TQS
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A modulatorokkal végzett kisérletek dsszefoglalod tablazata:
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. e s . Gorbe alatti Lecsengési allando
Pre-app Co-app Post-app Csucsamplitiidé névekedés teriilet névekedés valtozasai
. _ 311 + 28-szeres
A-867744 At kolin - 248 £31%1t=332+43 ms =303 +50 ms 92 +19%
kolin + _
A-867744 At A-867744 - 263 +41% t=169 + 76 ms 633 + 96-szeres 105 + 14%
. 112 + 17-szeres
- - 0, _
PNU-120596 At kolin 99+ 7% =2 813 +902 ms
kolin + 96 + 2% (cstics) 410 + 27% 0
PNU-120596 At PNU-120596 - (lasst komponers) 2183 + 110-szeres 104 £ 2%
Kolin + gyors lecsengés "legytiri"
A-867744 At PNU-120596 - 268 +33% t=182+99 ms 928 + 91-szeres a lassu lecsengést
t=246+72ms
Kolin + 10 lasst lecsengés
) 3 ) o ) megjelenése
A-867744 At ull\’;(g;lg 255 + 52% 1820 + 1,059-szeres 155865 + 2,398 ms-
id6allandoval
10 pM kolin + 0 y lasstt komponens
PNU-120596 At | A-867744 - 129+18% 1076 £ 438-szeres | . imalis, vagy hidnyzik
kolin + o a o az egyiittadas alatti
PNU-120506 | PNU-120596 . 9 iégafsgcf(ﬁi? ggesni;)gg % | 1554+ 443-szeres asszocidci6
At P 1=97.8+60.2ms
A-867744 A-é‘é’;% At - - - 135+ 20%
Kolin + lasstt komponens
megjelenése :
A-867744 PNU-AltZOS% - - - 25304 = 1,325 Ms-05
id6allandoval
. | ko-app alatti hatanyag
() 0,
PNU-120596 | , SoIm - 108 ia; ” lff(‘)‘;s)olrﬁl; 10% | 768 + 80-szeres asszocidcio T =
P 47.8+6.65 ms
106 + 21% (cstics) 260+ 45% 1195 + 206-szoros
) kolin + PNU-120596 (lasst komponens) (1. pulzus) 94 + 11%
PNU-120596 At 293 + 74% 1366 + 230-szoros ?
(2. pulzus lasstt komponens) (2. pulzus)
113+ 13% (cstics) 100+ 34, | 047 = 76-szeres e
Kolin + (et i) (1. pulzus) gyors lecsengés legytiri a
- PNU-120506 | AB67744 At LT 1704 = 266-szeres lassiit
(2. pulzus, 2,910 =456 + 155 ms
(2. pulzus, 2,910 ms) ms)
78 + 6% (cstics) 141 +20% 770 + 147-szeres
) kolin + PNU-120596 (lasst komponens) (1. pulzus) 99 + 1%
A-867744 At 147 + 16% 922 + 162-szeres °
(2. pulzus, 2910 ms) (2. pulzus, 2910 ms)
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