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1. Bevezetés

Az Oregedés természetes folyamata, betegség vagy agysériilés az
értelmi képességek csokkenéséhez vezethet. A kialakult korképet
mentalis cselekvésképtelenség, memoriazavarok,
személyiségvaltozas jellemzik, melynek hatterében az idegsejtek
funkcidvesztése, vagy rosszabb esetben eldrehaladott allapota
sejtpusztulas allhat. A neurodegenerativ- és pszichiatriai betegségeket
kiséré6 demencia, szerte a vildgon komoly egészségiigyi problémat
okoz, amelynek mérséklésére az utobbi években szamos kisérlet
tortént. Sajnos a mentalis leépiilési folyamatok egyenlére nem
visszafordithatéak. A korai szakaszban diagnosztizalt, illetve idoben
elkezdett gyogyszeres kezelés azonban lelassithatja a betegség
elérehaladasat, valamint mérsékelheti az értelmi hanyatlas tiineteit.
Azokat a hatdéanyagokat amelyek pozitivan befolyasoljak az
emlékezOképességet, elésegitik az éberséget, a fokuszalt figyelmet,
serkentik tanuldsi és memoria folyamatokat, nootrop vagy szellemi
kapacitast fokozo vegyiileteknek nevezziik. Gyogyszer-célpontként
olyan receptorokat, enzimeket érdemes keresni, amelyeknek ismert a

kognitiv funkcidkban betdltott szerepe.

Egy ilyen célfehérje rendelkezik bizonyos ligandum kéthelyekkel. A
receptorok esetében az ortosztérikus kotéhelyen kotddoé aktivalo
anyagokat agonistanak, az ugyanott k6t6do, de agonistara adott
valaszt csokkentd vagy gatlo hatast anyagokat pedig antagonistanak
nevezik. Sok receptor rendelkezik az ortoszterikustol térbelileg

elkiiloniilo, de a konformacids valtozasok szintjén kapcsolatban allo,



alloszterikus kotéhellyel, amelyhez moduldtor ligandumok kothetnek.
A moduldld hatas kivaltodasdhoz elengedhetetlen az agonista
kotédése (mivel Onmagukban nem képesek csatornanyitast
eldidézni®), és a két nem atfedd kotdhely betdltottsége idéz elé egy

egyedi, visszafordithato, atmeneti fehérjeszerkezetbeli valtozast.

A dolgozatomban részletesen ismertetett homopentamer felépitésii a7
tipusu nikotinikus acetilkolin receptor (a7nAChR) szintén potencialis
terapias célpont lehet kognitiv tiineteket okozod neurologiai
betegségekben. Szelektiv agonistai és pozitiv  alloszterikus
modulatorai (PAM) prokognitiv hatassal birnak. E receptor
alulmiikddése agyi érkatasztrofat kovetden ¢és mas kozponti
idegrendszert érint6 megbetegedésekben mint példaul Alzheimer-,
Parkinson-korban, skizofrénidban valamint a nikotin fiiggéségben
szenveddk korében figyelhetd meg. Az a7nAChR fontos szerepet
jatszik a memdria- és tanulasi folyamatokban, ezért a demencia elleni
gyogyszerek kutatasanak egyik f6 célpontjava valt. Dolgozatomban a
receptor pozitiv modulatorait targyalom. A PAM-ok szamos elénnyel
birnak az agonistakhoz képest: altalaban az alloszterikus kot6hely
kevésbé konzervalt, ezért konnyebb altipus-szelektiv anyagokat
talalni; nem okoznak deszenzitizaciot illetve a hatast kompenzald
felszabalyozodast; és hasznalatukkor a normalis idegsejt aktivitasi
mintazat megdérzodik, mivel egy meglévo endogén jelet erdsitenek fel.

Az a7 nAChR PAM-ok a kognitiv zavarok kezelése mellett gyulladas,

1 Léteznek kivételek, amelyek a modulacio mellett 6nalloan aktivalni is képesek a receptort, bar nem az ortosztérikus
kotéhelyhez kotnek. Ezeket alloszterikus aktivatornak vagy Ago-PAM-oknak nevezik.



akut és kronkius neurodegenerativ korképek valamint a kiilonb6z6
fajdalom szindrémak kezelésében is hasznosak lehetnek.
2. Célkitiizés

A gyogyszergyarak kozotti kiélezett verseny miatt, tobbnyire a nagy
ateresztOképességre torekszenek, a hatdsmechanizmus elmélyiilt
kutatasa helyett. HTS modszerekkel egyszeriibben lehet talalni a
vizsgalt célfehérjén haté anyagokat (majd allatkisérletekben kés6bb
kideriil a terapias hatékonysag, és utolag is elég megallapitani “mi is
akadt fenn a horgon” agonista, PAM, illetve milyen tipustt PAM). Ha
a terapias hatas kimutathato, akkor a hatasmechanizmus 1ényegében
mindegy. Pedig a terapids hatist jobban meg lehetne josolni a
hatadsmechanizmus ismeretében. Koltséghatékonysag szempontjabol
talan az a megkozelités lenne célravezetdbb, hogy elészor
megtervezzilkk, hogy milyen hatdasmechanizmusi anyagokra
szeretnénk sziirni. A hatdsmechanizmus megértéséhez el6szor meg
kell vizsgalni a receptor fizioldgias mikodését (kapuzasi kinetika),
majd azt hogy ez hogyan valtozik adott ligandumok koétése hatasara,
mindezt Gsszevetve a ligandumok asszociacids- disszociicios
kinetikdjaval. Ha ezt nagyobb ateresztoképességgel, automata
rendszeren meg akarjuk valositani, mindenek el6tt manualis
rendszeren kivitelezett eldkisérletekre van sziikség, és megfeleld
idobeli felbontasra, mind a regisztralashoz, mind pedig az
oldatcseréhez. Dolgozatomban elsdsorban az a7 nAChR két szelektiv
alloszterikus modulatoranak, a PNU-120596 ¢és az A-867744

anyagoknak hatdsmechanizmuséval foglalkozom. Mindkét hatdéanyag



a IL. tipusu pozitiv alloszerikus modulatorok csoportjdba sorolhato,
vagyis az agonistara adott valasz méretére és kinetikajara is hatéssal
vannak. A transzmembran domének kozott elhelyezkedd kotohelyilik
valdsziniileg részben atfedd, de az erre vonatkozo irodalmi adatok

ellentmondoak.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Milyen gyors a receptorok "sajat" kinetikaja (modulator kotés

nélkiil)?

2) A receptor populacidé hany szazaléka nyilik ki egyszerre? Hany

szazaléka nyilik ki egyaltalan?
3) Milyen folyamatokat tiikr6z az aramok felfutdsa, lecsengése?
4) Hogyan valtozik a kinetika a ligandumok hatasara?

4) Feltételezhetiink-¢ a hasonld hatdsmechanizmust a két modulator

esetében?
5) A két modulator ugyanazon a kétéhelyért verseng?

6) A Kkidolgozott vizsgalati modszerek hogyan alkalmazhatok

nagyateresztd képességli rendszeren?

Ugy véljitk, hogy a PAM-ok csoportositasasa tovabbi finomitasra
szorulna. Reméljiik, hogy eredményeink hozzajarulnak a kedvez6
terapias hatasu, igéretes molekulak alaposabb megismeréséhez és az
értelmi hanyatlas kezelésére iranyuld gyogyszerkutatas hatékonyabba

tételéhez.



3. Modszerek

Manudlis patch clamp

A GHA4C1 sejteken kifejez6d6 a7nAChR-kat standard patch clamp
modszerrel vizsgaltuk “whole-cell” és “outside-out”
konfiguraciokban. A méréshez Axopatch 200 B (Molecular Devices)
tipusti erdsitot, Digidata 1322A analdég — digitalis atalakitot és a
pClamp 10.7 programot hasznaltunk. A mérések soran a
tartofesziiltséget -70 mV-on rogzitettiik. Az agonistaval (legtobbszor
10 mM kolinnal) kivaltott aramokat 100 vagy 20 kHz-en
digitalizaltuk, ¢és 10 kHz-en szlrtik. A  kisérleteket
szobahOmérsékleten (~25°C) végeztik. A méréshez hasznalt
mikropipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol készitettiik (World
Precision Instruments). A pipettakat CsOH-dal pH 7.2-re Aallitott
intracellularis oldattal (50 mM CsCl, 60 mM CsF, 10 mM NaCl, 10
mM HEPES, és 20 mM EGTA) toltottik meg. Az iivegpipettak
ellenallasa 1.7 és 4 MQ kozott mozgott, a soros ellenallas 2,1 és 9,0
MQ kozott volt. A kisérletre kivalasztott 35 mm-es petricsészén a
tapfolyadékot HEPES puffer tartalmi, NaOH-dal 7.3-ra pH-zott
extracellularis oldatra (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, | mM
MgCI2, 5 mM HEPES-Na, 10 mM D-gliikéz) cseréltiik. (A perfuzios
kamraban a folyamatos oldataramlas ~1.66 ml/perc). A méréoldatok
ozmolaritasat ~330 mOsm-ra allitottuk. Az ultragyors anyagadashoz
piezoelektromos vezérlésii (PZ-150M Driver, Burleigh) theta csovet
hasznaltunk. Az optimalis oldataramlasi sebességet nyomas-

szabalyozott vezérldegység (DAD-12, ALA Scientific Instruments



Inc., Farmingdale, NY) segitségével allitottuk be ~0.2-0.3 ml/perc
értékre. Az  adatelemzést Microsoft Excel program, a

gorbeillesztéseket a beépitett Solver funkcioval végeztiik.

Automata patch clamp

Az automata patch clamp mérésekhez a manualis rendszerben is
hasznalt GH4C1 sejtvonalat hasznaltuk. A kisérletet megel6z6 napon
a tenyészedényeket 30 °C-os inkubatorba helyeztiik (A csokkentett
hémérséklet noveli az expresszié hatékonysagat). A sejtfelvétel
Accutase-0s (Corning) emésztéssel tortént. Centrifugalast kovetden
szérum mentes oldatban, folyamatos billegtetés mellett egy oran at
pihentettiik a felvett sejteket. (A kisérlethez hasznalt Ensemble plate-
ek valamint a munkaoldatok el6készitését, mosasat, az inkubacids
idében végeztiik). Az inkubacids id6 leteltével a sejteket ismételt
centrifugalas utan extracellularis oldatban felvéve (3-5 milli6 sejt/ml-
es végkoncentracioban) 8 csatornas pipettaval toltottiik be a plate-be.
Az extra- és intracellularis oldatok Osszetétele és ozmolaritasa
megegyezett a manualis kisérletekben hasznalt oldatokéval. Az
aramok kivaltasahoz 1-10 mM kolint hasznaltunk. A kisérletekben -
70 mV-os tartofesziiltséget allitottunk be. 10 kHz-el mintavételeztiink,
2 kHz-en szirtink. A protokollok tervezéséhez, méréshez, az
eloértékeléséhez, és az adatok exportalasdhoz a miiszer beépitett
szoftverét hasznaltuk. Tovabbi értékeléshez a pClamp Clampfit 10.7-

et, és Microsoft Excelt hasznaltuk.



4. Eredmények

Manualis patch clamp kisérletek

Az o7 nAChR-ok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a receptor
egyediilalléan alacsony nyitasi valosziniiséggel rendelkezik: az aram
cstcsan is csak a receptor populacio mintegy 3 %-a van egyszerre
nyitva, és a legtobb receptor (75-80%) agonista hatasara nyitas nélkiil
deszenzitizalodik. Ebbol érdekes mddon az is kovetkezik, hogy
ellentétben a megszokott helyzettel, nem gy van hogy az aram
felfutasa az aktivacio sebességétol, lecsengése pedig a deszenzitizacid
sebességétol fiigg. Mind a felfutas, mind a lecsengés sebességét a
zarodas és a deszenzitizacio sebességi allandoi hatarozzak meg. A
nyitas sebességi allanddja elsdsorban csak az aktivalodod receptorok
aranyat hatarozza meg. A kisérletek soran az aramok amplitadojat és
kinetikajat ezen kiviil alapvetden meghatarozza az oldatkicserélodés
sebessége. A nem megfeleléen gyors oldatcsere annal nagyobb
torzitast okoz, minél nagyobb agonista koncentracioval valtjuk ki a
valaszt. A 10 mM kolinnal kivaltott valaszok esetén még az 1 ms-0S
(10 %-ostol 90 %-os kicseréldédésig eltelt id6) oldatkicserélési
sebesség is tal lasst. Becslésiink szerint az azonnali oldatkicserélédés
megkétszerezné az amplitudot,, és kb. 2-3-szor gyorsabb kinetikaju

aramot eredményezne.

A pozitiv modulatorok (PAM-o0k) alapvetéen képesek megvaltoztatni

a receptor kinetikajat és a nyitott allapota receptorok aranyat.



Az o7 nAChR PAM-ok szerkezetileg nagyon kiilonb6zdek lehetnek.
A receptorral vald kélesonhatasuk és hatdsmechanizmusuk még nem
teljesen tisztazott. Két tipusba soroljak 6ket a modulalo hatas alapjan:
Az l-es tipusi modulatorok az aramok tranziens jellegén nem
valtoztatnak, csak a csics-amplitidot ndvelik meg, mig a II. tipustiak
az amplitidé ndvelésén kivill elnydjtott aktivaciot, megvaltozott
kinetikat is okoznak. Megfelel6 iddbeli felbontassal végzett
részletesebb hatdsmecahnizmus vizsgalatok alapjan a modulatorok
korabban létrehozott osztalyozasi kategoéridi ma mar talsagosan
leegyszertsitettnek tiinnek. A PAM-ok eltéré hatismechanizmusai
kiilonboz6 terapiapias hatasok szempontjabdl lehetnek elényosek.
Ahol hosszantartd tonusos aktivitdas novekedésre van sziikség, ott
varhatéan a II. tipusi PAM-ok eldnydsebbek (pl. gyulladasos
folyamatok kezelése). Ahol azonban vélhetSleg fontos az eredeti idegi
aktivitas-mintazat meg6rzése (kognitiv hanyatlas megelézése), ott

alkalmasabbnak tlinnek az 1. tipust PAM vegyiiletek.

A két PAM vizsgalatakor a kovetkez6 lényeges kiilonbségeket

talaltuk:

1) Az A-867744 képes szabadon kotédni a nyugalmi allapota
receptorokhoz, mig a PNU-120596 asszociaciot akadalyozza a

receptor nyugalmi allapota.

2) A PNU-120596 erételjesen megnytUjtja a receptorok nyitott
allapotban toltott idejét, és hosszan tartd burst-oket indukal, amit
"whole-cell" szinten a modulalé hatas lasst felfutasa (t = 100 ms) és

elhtiz6do befejezddése is tiikroz (t = 300 ms ha az agonistat és a



modulatort is eltavolitjuk, T = 2000 ms ha a modulator tovabbra is jelen
van). Ezzel szemben az A-867744 modulalé hatasa koriilbeliil tizszer
gyorsabban alakult ki mint a PNU-12056 esetében (t = 10 ms), és ez a
kiilonbség még nagyobb volt a deaktivacio lecsengését illetéen (t < 10
ms, a modulator jelenlététdl fiiggetleniil). Ez azt mutatja, hogy az A-
867744 modulacié hatasat valdszinlileg a rovidebb single-channel

nyitasok illetve burst-ok jellemzik.

Mivel mindkét anyag jellegzetes idébeli mintazatot mutat, amikor a
két modulatort egymas utan adjuk, nyomon lehet kdvetni ahogy azok
kicserélddnek a receptor kotShelyein. A kisérlet soran nem
tapasztaltuk a modulal6 hatasok 6sszeadodasat, inkabb gy tiint, hogy
az egyik modulator jelenléte a gatolja masik hatasat. Ez azonban nem
bizonyitja, hogy ugyanazon a kotShelyen osztoznak, mivel a
kolcsonhatas a konformaciok szintjén is lehetséges lenne. Ha azonban
az egyik modulatorral telitett kotohelyek esetén azt tapasztaljuk, hogy
a masik modulator koncentracidjanak ndvelésekor annak
jellegzetességei jelennck meg az dram formajaban, az arra utal, hogy
valoban  ugyanazért a  kotOhelyért  versengnek.  Azonos
koncentraciéban alkalmazva a két modulatort az A-867744 altal
modulalt aramalakot figyeltiik meg, hatasa elnyomta a PNU-120596
hatasat. A magyarazat lehet a receptorhoz val6 nagyobb affinitas, de
lehet az eltéré sztochiometria is. Kimutattak ugyanis, hogy a PNU-

120596 hatasa csak akkor tud érvényesiilni, ha az 5-b6l 4 vagy 5



kotShelyet elfoglalt?. Ha feltételezziik, hogy az A-867744 modulald
hatas megjelenéséhez 1, 2 vagy 3 kotShely betoltdttsége is elegendd,
akkor érthetd, hogy a vegyes betoltttségi allapota receptorok miért az
A-867744-je jellemzé kinetikdt mutatjdk. A PNU-120596
megjelentek a PNU-120596 jellegzetességei az aramformaban. Ez arra
utal, hogy a két modulator valéban azonos vagy nagyban atfedo

kotohelyért verseng.

Automa patch-clamp kisérletek

Ahhoz hogy az altalunk javasolt hatdasmechanizmus vizsgalatok
bekeriilhessenck a gydgyszerfejlesztés gyakorlataba, fontos lenne
ezeket a protokollokat nagyobb atereszté képességili, automata
rendszerekre is adaptalni. Els6ként az lonFlux Mercury rendszerre
valo alkalmazhatosagot vizsgaltuk meg, mivel a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 automata patch-clamp méréallomasok koziil ez
az egyik legjobb konstrukcioji miiszer, ami az oldatcsere
mikrofluidikai elven alapul6 oldatcserélé rendszere lehet6vé teszi a
gyors oldatcserét, a folyamatos oldat aramlast, valamint a fesziiltség

1épésekkel szinkronizalt komplex perfuzios protokolokat. Ezen

2 daCosta, C. J. B. & Sine, S. M. Stoichiometry for drug potentiation of a pentameric ion channel. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 110, 6595-600 (2013).



tulajdonsagai kiiléndsen elényosek amikor ligandum-
kolcsonhatdsokat illetve a ligandum hatasanak kinetikajat kell

tanulmanyozni.

Az a7nAChR-ok tanulmanyozasa automata patch clamp rendszerrel
tobb szempontbdl is kihivas: Egyrészt az agonista 6nmagéban
rendkiviil kis valaszt valt csak ki (amint azt fentebb targyaltuk, a
receptorok <3 %-a lehet csak nyitva egyszerre). Méasrészt a pozitiv
modulatorok erdsen lipofil anyagok 1évén hajlamosak kitapadni a
szilikon és milanyag felszinekre, ahonnan rendkiviil lassan mos6dnak
csak ki, ami lehetetlenné teszi a modulator-mentes agonista altal
kivaltott valasz regisztralasat. A kovetkezd modositasokat hajtottuk
végre: 1) Teszteltiik a kiilonb6z6 nyomas beallitasok oldatcsere
sebességére gyakorolt hatasat. A gyors oldatcserének kdszonhetéen az
agonista vdalaszok Onmagukban is detektalhatokka valtak. 2)
Drasztikusan leroviditettiik a kisérletet megel6z6 mosasi fazist. Ezzel
elkeriilhetdvé valt a modulatorok id6 eldtti perfizidba jutasa, valamint
a keresztszennyez6dés kialakulasa. 3) Az egyik hatéanyag-
csatornabol folyamatosan extracellularis oldatot perfundaltunk. Ez
minimalisra csokkentette a kereszt-kontaminaciot, és sokkal jobb
min6ségli valaszokat eredményezett. 4) Egyes hatéanyagok esetében

sziikségesnek talaltuk a megfeleld hossziisagu preinkubaciot.



5. Kovetkeztetések

Az a7 nAChR-ok tanulmanyozasa esetén az eredmények
értelmezéséhez  elengedhetetlen a tanulmanyozashoz hasznalt
technika ismerete, els6sorban tudnunk kell az oldatcsere sebességét.
Kisérleteinkben mind a manudalis- mind az automata patch clamp
modszerek elényeit és hatranyait felderitettiik. A két vizsgalati
rendszer technikai eldnyeinek 6tvozésével a vizsgalt célmolekulakrol
sokkal tobb informacio gytjthetd. A maualis patch clamp esetében a
pipetta-sejtmembran kapcsolat jobb minéségii, de kevésbé stabil. A
pulzusok ¢és a regisztratumok hossza rovidebb iddintervallumra
korlatozodik ezért kevésbé alkalmas a tobb percen at tartdé modulator
applikacié hatasainak vizsgalatara. El6nye viszont, hogy a piezo
elektromos vezérlésti theta-cs6 joval gyorsabb oldatcserét tesz
lehetové, amely eldsegiti az események jobb iddbeli felbontassal
torténd kovetését. Az egy napon vizsgalhato anyagok szama azonban
limitalt. Az automata patch clamp estében a plate és sejt kozti
kapcsolat rosszabb mindségii, de rendkiviil stabil, ezért nyugodtan
lehet percekig tartd perfuziot is alkalmazni, és hét kiillonb6z6 anyag
hatasat lehet vizsgalni (a nyolcadik csatornat fenntartva kontroll

oldatnak).

Manualis patch clamp kisérletekben az ultragyors oldatcsere
segitségével elészor sikeriilt meghataroznunk az o7 NAChR-ok sajatos
kapuzasi kinetikajat, ahol a receptor populacionak csak egy kisebb
része aktivalodik egyaltalan, és az is csak nagyon rdvid idore.

Megallapitottuk, hogy milyen gyorsan képes a receptor reagalni



hirtelen koncentracié emelkedésre (példaul szinaptikus receptorok
esetében), és azt is, hogy paradox mddon a felfutds sebességét a
deszenzitizaci6 ¢és a zarddas sebessége hatarozza meg, az aktivacid

sebességének csak az amplitidé meghatarozasaban van szerepe.

A két II. tipusi PAM-nak tartott vegyiilet vizsgdlata soran azt a
meglepd felfedezést tettiik, hogy hatdsmechanizmusuk alapvetd
kiilonbségeket mutat, amelyek terapids hasznalhatésagukat is
meghatarozhatjak. Kiilonosen érdekes az A-867744
hatadsmechanizmusa, amely egyesiteni latszik az I. és II. tipusa PAM-
ok tulajdonsagait. Feltételezhetd, hogy egy hosszabb ideig fennalld
magas agonista koncentracid (pl. sériilt agyteriileten megemelkedett
kolin szint) esetén PAM II-ként miikodve reaktivalhatna a
deszenzitizalt receptorokat. Fiziologids miikodés esetén azonban
képes lenne az agonista pulzus mintazatot hiilen megtartva PAM I —
ként “viselkedni”, ha az a7 nAChR-ok szinaptikusan vagy peri-
szinaptikusan helyezkednek el, mert gyorsan képes reagalni a hirtelen

agonista koncentracio valtozasokra.

Ugy gondoljuk, érdemes lenne a kiilonboz6 indikaciok teriiletén
végzett in vivo hatékonysag vizsgalatokat és az in vitro

hatasmechanizmus kutatast 6sszekapcsolni.
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