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1. BEVEZETES

Az MTA Kisérleti Orvostudoméanyi Kutatontézetének Gydgyszerkutatasi Osztalyan
évtizedekre visszamendleg kozponti kérdés volt a nem-Szinaptikus ingerilet-atvitel
jellemzdinek vizsgélata, hiszen azt az elképzelést, hogy az idegrendszer sejtjei nemcsak
szinapszisokon keresztill, de szinaptikus kapcsolatok nélkil is képesek lehetnek
kommunikalni egymassal, az osztaly vezetdje, Vizi Szilveszter professzor dolgozta ki és
fogalmazta meg elséként (Vizi, 1980a; Vizi, 1984). Jomagam is ebbe a munkaba
kapcsolodtam be az egyetem elvégzése utan 1990-ben, és azonnal a monoaminerg rendszerek
mikddési sajatsagaival kezdtem foglalkozni. A monoaminerg rendszerek azért allnak szoros
kapcsolatban a nem-szinaptikus tedriaval, mert anatomiai felépitésiik miatt elsédlegesen a
nem-szinaptikus ingerilet-atviteli forma segitségével kommunikélnak, varikozitasaik nagy
része ugyanis nem képez szinapszist, de képes a transzmitterek Uritésére az extraszinaptikus
térbe. A 90—es évek elso felére esik az a felismerés, hogy a szervezetben termel6dd nitrogén
monoxidnak (NO) nemcsak kardiovaszkuldris hatésai lehetnek, de a szintetizal6 enzim egyik
izoformajanak idegsejtekben torténd expresszidja miatt az idegrendszer miikodésének
szabalyozasdban is részt vehet (Dawson és mtsai, 1991). Mivel a NO fizikokémiali
tulajdonsigai miatt a nem-szinaptikus kolcsonhatasok idealis mediatora, érthetdé modon
fokozott figyelemmel fordultunk a téma felé, és megkezdtiilk a NO monoaminerg ingerilet-
atvitelre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat. Az ezzel kapcsolatos munka tartozik a disszertacio
elsé témakorébe, melynek legfontosabb eredmeénye az idegrendszeri kommunikécié egy Uj
forméajanak, a receptorok nélkili nem-szinaptikus kélcsonhatasnak a leirasa.

A mésik igen fontos téma a Gydgyszerkutatasi Osztalyon a kolinerg-noradrenerg
kolcsonhatasok vizsgalata, ezen beliil is a nikotin kdzponti idegrendszeri hatasainak elemzése
volt. A dohanyzas kognitiv funkcidkat javitd hatasaban jelentés szerepet jatszik a nikotin
noradrenerg ingerllet-atvitelre kifejtett serkent6 hatasa. Ezt a kérdéskort tanulmanyozva
(Vizi és mtsai, 1995; Sershen és mtsai, 1997) észleltiik, hogy a nikotin agonistak kdzott van
egy vegyllet, melynek Osszetettebb a hatasa, mint a tobbi nikotin agonistanak, ugyanis
nemcsak a nikotinikus acetilkolin receptor (nAChR) ingerlésével valt ki monoamin
felszabadulast, hanem a monoamin transzporter miikddési iranyanak megforditasa révén is. E
vegyllet, a dimetilfenil piperazinium (DMPP) hatdsmechanizmusainak vizsgélata képezi a
mésodik nagy témakort, és ez a munka eredményezte végul az aktiv antidepresszansok

elméletének kidolgozésat.



A DMPP hatdsmechanizmusainak elemzése sordn észleltiik, hogy a monoamin uptake
inhibitor vegylletek képesek a nAChR A&ltal kozvetitett valasz gatlaséra is. A jelenség
részletes vizsgalata képezi a disszertdcid harmadik nagy témakdrét, valamint ebbdl az
eredménybdl kiindulva kezdtiik el a monoamin uptake gatld tipusu antidepresszansok NMDA
receptorokra gyakorolt hatidsanak vizsgalatat is. Eredményeink (j lehetséges idegrendszeri
célpontokat azonositottak a depresszid kezeléseben és kozelebb vittek a depresszio
neurokémiai hatterének tisztazasahoz.

Végil az utols6 nagy témakdr a monoamin transzporterek monoaminerg ingerulet-
atvitelben betoltott szerepének és fontossdganak vizsgélata volt, melyet genetikailag
modositott, noradrenalin transzporter hidnyos (NET KO) egereken folytattunk. E munka
sordn megallapitottuk, hogy a szerotonin transzporterek képesek lehetnek a noradrenalin
(NA) neuronalis felvételére és igy a szerotonerg varikozitasok a szerotonin (5-HT) mellett
NA-t is felszabadithatnak. A fentebb ismertetett heteroldg uptake és release jelensége fontos
lehet a szelektiv  szerotonin  reuptake inhibitor  (SSRI)  antidepresszansok
hatdsmechanizmusénak jobb megértésében.

Mint lathattuk, a disszertacid targyat képez6 kutatdsi témakban a NET KO 4&llatokon
folytatott munka kivételével az eredeti célkitizések nem a monoamin transzporterek
mikodési sajatsagainak felderitésére irdnyultak, azonban a kisérletek eredményei végiilis
mindig szoros kapcsolatban alltak a monoamin transzporterekkel. A NO a transzporterek
mitkodésének befolyasolasaval fejti ki hatasat, a nikotin agonista DMPP a transzporter
miikodési iranyanak megforditasaval okoz carrier-medialta transzmitter felszabadulést, az
antidepresszdnsok nem-konvencionalis, NAChR-ra és NMDA receptorra gyakorolt hatésai
pedig a transzporterek csatorna sajatsagaira hivjak fel a figyelmet. Mindez indokolja a
disszertacio cimének els6 felét. Ha végigtekintiink az eredményeken, lathatjuk, hogy a négy
f6 témakorbol haromnak direkt kapcsolata van a depresszié korélettanaval illetve az
antidepresszansok miikodési mechanizmusaival, ami érthetové teszi a cim masodik felét.
Mindezek alapjan a terjedelmi okok miatt kényszeriien rovid ’Irodalmi hattér’ fejezetben
harom fontos témaval foglalkozunk majd: 1.) a nem-szinaptikus kdlcsdnhatdsokkal, hiszen
ezek alapjan indultak a kutatasaink, és két témakor (NO és aktiv antidepresszansok) egész
direkt mddon kapcsolddik a nem-szinaptikus tedéridhoz, 2.) a monoamin transzporterekkel,
mivel ezek képezik a disszertacio f6 targyat, és 3.) a depresszio neurokémiai hatterével,
hiszen eredményeink gyakorlati jelentdségét éppen az emlitett klinikai témaval valé szoros

kapcsolat adja.



2. IRODALMI HATTER

2.1. A nem-szinaptikus ingerulet-atvitel elmélete

Az agy mukodését az idegsejtek kozotti kommunikécid, ezen beliil is elsésorban a
kémiai ingerllet-atvitel teszi lehetdvé. Igen sokaig tartotta magat az a nézet, hogy a neuronok
kizérolag szinaptikus kapcsolatok révén érintkeznek egymaéssal, hiszen morfoldgiailag csak
ezeket a struktdrakat lehetett azonositani. Az elmalt 40 évben azonban egy Uj elképzelés
nyert mind nagyobb teret, mely szerint az idegsejtek szinaptikus kapcsolatok nélkil is
kommunikalhatnak egymassal, €s ennek a parbeszédnek fiziologiai jelentdsége is lehet (Vizi,
1980a; Vizi, 1984). A 60-as évek végén Vizi professzor a vilaghiri farmakologus, Sir
William Paton oxfordi laboratériuméaban toltott két évet, ahol a bélben zajl6 ingerulet-atviteli
folyamatokat tanulmanyozta. E munka soran figyelte meg, hogy a NA a-adrenoceptorok
ingerlése révén dozis-fiiggé modon gatolja az acetilkolin (ACh) felszabadulésat tengerimalac
ileum hosszanti simaizom preparatumbdl, noha nincsenek morfoldgiailag kimutathatd
kapcsolatok a plexus myentericus kolinerg rostjai és a szimpatikus idegvégzddések kozott
(Paton és Vizi, 1969; Knoll és Vizi, 1971). Ezek voltak az elsé adatok, melyek arra utaltak,
hogy a neuronok képesek érintkezni egymassal szinaptikus kapcsolatok nélkiil is. Késébb a
Vizi-csoport megfigyelte, hogy az U.n. nem-szinaptikus kdlcsonhatas nemcsak a periférian,
hanem a kozponti idegrendszerben is eléfordul (Vizi, 1979, Vizi, 1980b). Az elmdlt 30 évben
felhalmozddd funkciondlis és morfologiai megfigyelések igazoltdk, hogy bizonyos
transzmitterek felszabadulhatnak a szinapszisokon kivul is, és diffuzi6 segitségevel tavoli
receptorokhoz juthatnak el. A nem-szinaptikus ingerulet-atvitel egyik fontos bizonyitéka volt
a receptor-mismatch jelenségének felfedezése, mely szerint a transzmitter felszabadulas és a
transzmitterekre érzékeny nagy affinitdst receptorok nem feltétlenul ugyanazon a helyen
talalhatak (Herkenham, 1987; MclLean és mtsai, 1987). Az is Kkiderllt, hogy az
extraszinaptikus tér igen fontos kommunikacios csatornaként miitkodik (Nicholson és Sykova,
1998), és az itt zajlo nem-szinaptikus kdlcsdnhatdsoknak fontos élettani szerepe van az
idegrendszer miikodésében (Schneider és mtsai, 1994; Winkler és mtsai, 1995; Vizi, 2000;
Kiss és Vizi, 2001). Napjainkra a nem-szinaptikus ingerulet-atvitel elmélete altalanosan
elfogadott, hiszen az elmult évtizedekben szamos fuggetlen kutatcsoport talalt bizonyitékot
a neuronok kozott szinapszisok nélkiil zajlé kommunikaciora és javasolt kiilonbozo

elnevezeseket a jelenségre, mint paraszinaptikus ingerilet-atvitel (Schmitt, 1984), *volume-



transmission’ (Agnati és mtsai, 1986; Zoli és mtsai, 1999), parakrin ingerilet-atvitel (Bunin
és Wightman, 1999) vagy diffazios ingerilet-atvitel (Bach-y-Rita, 1993).

A nem-szinaptikus kolcsonhatasok konnektivitasi viszonyai eltérnek a klasszikus
ingerulet-atvitelben megszokottol, hiszen a szinaptikus kapcsolat két, joI meghatarozott sejt
kozott jon létre, mig a nem-szinaptikus transzmisszi6 soran a kémiai jelet kibocsato sejt, akar
tobb ezer, kornyezetében taldlhato sejttel érintkezhet. A nem-szinaptikus kdlcsonhatédsokra
jellemz6, hogy lasst, akar percekben is mérheté az ingerllet-atvitel, és sejtszinten
kifejezetten nagy tavolsidgokat (néhdny szaz pm-néhdny mm) hidal at. A transzmitterek
diffazioval érik el a tavoli receptorokat, melyeknek igen nagy, akar nanomoléris az affinitésa,
hiszen a diffuzi6 miatt a transzmitter koncentracioja meredeken, a felszabadulasi helyt6l mért
tvolsdg harmadik hatvanyaval csokken (Vizi és Labos, 1991; Vizi és Kiss, 1998). A nem-
szinaptikus ingerilet-atvitel elméletének egyik igen fontos kovetkeztetése, hogy a
neuropszichiatriai gyakorlatban alkalmazott szerek elsddlegesen a nem-szinaptikusan
elhelyezked6 receptorokon fejtik ki hatasukat, hiszen a néhany mikromoélos extracellularis
koncentraciojuk effektiven befolyasolhatja a nagy affinitasu extraszinaptikus receptorok
miikodését, de kevésbé lehet hatékony a szinapszisokban elhelyezked6, alacsony affinitasu
receptorokon, melyek altalaban néhany szdz mikromdlos endogén ligand koncentracid esetén
jonnek ingerdletbe (Vizi, 2000).

A nem-szinaptikus ingerulet-atviteli forma kuldéndsen jellemz6 a monoaminerg
rendszerekre, hiszen ezek kozds sajatossaga, hogy sejtjeik kis kéregalatti magvakban
helyezkednek el, ddsan eldgazd, varik6zus axonrendszerik azonban nagy agyterileteket
idegez be. Egy-egy sejthez akér tobb sz&zezer varikozitas tartozhat, melyek képesek a NA,
dopamin (DA) és 5-HT felszabaditasara, noha dontd tobbségiik (t6bb mint 80 %-uk) nem
képez szinapszist (Umbriaco és mtsai, 1995). A monoaminok extracellularis koncentraciéja
két egymassal ellentétes folyamat eredGjeként alakul ki. Az egyik az akcids potencidlok
hatasara létrejovo transzmitter felszabadulds, mely a monoaminokat tartalmazo vezikulak
sejtmembrénba valé beolvadasénak és kiurulesének (vezikularis exocitdzis) kdvetkezménye.
A masik a sejtmembranban elhelyezkedé monoamin transzporterek miikddésének koszonhetd
neuronalis visszavétel, mely az extracellularis térbol a sejtplazmaba juttatja a felszabadult
transzmittereket. Mint lathatd, a monoamin transzporterek Kkulcsszerepet jatszanak a
monoaminerg ingerilet-atvitel és igy a nem-szinaptikus kdlcsonhatasok szabalyozésaban,
ezért a kovetkezOkben roviden attekintem legfontosabb tulajdonsagaikat, melyek fontosak

lesznek a disszertacioban kozolt kutatési eredmények értelmezésében is.



2.2. A monoamin transzporterek jellemzoi

A kémiai ingerulet-atvitel specificitdsanak egyik alapfeltétele, hogy a felszabadult
neurotranszmitter nem tartozkodhat hosszabb ideig a receptorok kozelében, mert
méskulonben az elektromos jelek kémiai kodolasa megbizhatatlanng valik. A monoaminerg
ingerulet-atvitel tanulmanyozasa sorén nyilvanvalova valt, hogy a NA, DA és 5-HT esetében
a legfontosabb eltakarité mechanizmus nem az enzimatikus lebontés (mint pl. az acetilkolin
esetében), hanem a monoaminok neurondlis visszavétele, melyet az idegsejtek
plazmamembranjaban elhelyezked6é fehérjék, a monoamin transzporterek biztositanak.
Kiderllt, hogy noha minden monoaminnak létezik specifikus visszavételi rendszere,
funkciondlis sajatsigaik igen hasonloak. Méar a 70-es években megfigyelték, hogy ezek a
visszavételi rendszerek csak Na*- és Cl-ionok jelenlétében miikddnek, ezért besoroltak éket a
Na/Cl-dependens transzporterek csaladjaba (Nelson, 1998). Mint kés6bb kideriilt, ebbe a
csaladba tartoznak a monoamin transzporterek mellett a GABA, a glicin, a prolin, a betain és
a taurin transzporterek is (Amara és Arriza, 1993). A fehérjecsaldd megismerése nagy
lendiletet kapott a kilencvenes évek elején, amikor eredményesen klonoztdk a GABA
transzportert (Nelson és mtsai, 1990), majd az itt szerzett ismeretek birtokdban sikerilt
klonozni és szekvendlni az 0sszes monoamin transzportert is. Megallapitottdk, hogy
mindegyik tanszporter kb 69000 kD molekulastlyu, egyetlen aminosavlanchol allé fehérje, a
huméan NA transzportert (NET) 617 aminosav alkotja (Paczholczyk és mtsai, 1991), a human
DA transzporter (DAT) 619 aminosavbol épil fel (Shimada és mtsai, 1991), mig a huméan
5-HT tarnszporter (SERT) 630 aminosavbol all (Ramamoorthy és mtsai, 1993). A szekvencia
analizis kimutatta, hogy a monoamin transzporterek nagyfokd homoldgiat mutatnak, a human
DAT 67 %-ban azonos a human NET-tel, és a nem-konzervativ szubsztiticiokat is
figyelembe véve a szekvencia hasonl6sag mar 81 %-o0s. A SERT nagyobb eltéréseket mutat,
de a NET-tel mutatott aminosav azonossdg még mindig meghaladja a 48 %-ot. Mindez azt
eredményezi, hogy a monoamin transzporterek strukturélis felépitése is nagyon hasonlo: a
hidrofobicitasi térkép alapjan 12 transzmembrén (TM) régiét sikerllt azonositani bennik,
melyek aminosav szekvencidja kulondsen konzervativ, mivel tébb mint 90 %-ban
megegyezik minden transzporterben. Az N- és a C- végzédés intracellularisan talalhato, és
mindegyik transzporter tartalmaz egy nagy extracellularis loopot a harmadik és negyedik TM
régiéo kozott. A transzporterek harmadlagos struktdraja még nem ismert, azonban a veluk

nagy hasonlésdgot mutatd bakterialis leucin transzportert méar sikertlt kristalyositani és



rontgen diffrakciés maddszerrel elemezni (Singh és mtsai, 2007; Zhou és mtsai, 2007), ami
valdszintisiti, hogy a monoamin transzporterek térszerkezetére is hamarosan fény deril.

A monoamin transzporterek els6dleges feladata a transzmitterek -eltavolitdsa az
extracellularis térbél. Mitkodésiikhdz a Na'-ion elektrokémiai gradiense szolgaltat energiat,
normal koriilmények kozott ugyanis az extracellularis Na*-koncentracié 140 mM, mig az
intracellularis 10 mM koril mozog. A NET transzport-ciklusa soran elészor egy Na*-ion,
majd a szubsztrét, végil egy Cl-ion kotddik a carrierhez és a transzlokaci6 ezutan zajlik le.
Az intracellularis oldalon eldszor a Na*-ion disszocialodik le, majd a szubsztrat és a Cl™-ion
(Trendelenburg, 1991). A tobbi monoamin transzporter hasonléan miikodik, kisebb nagyobb
eltérésekkel. A DAT esetében két Na'-ion és egy Cl-ion kotddik be, mig a SERT a NET-hez
hasonloan csak egy Na'- és egy Cl-iont hasznal, azonban miikodését egy K'-ion is segiti,
mely a transzport ciklus lezajlasa utdn kapcsolodik a carrierhez az intracellularis oldalon és
az extracellularis térbe transzportalodik, mikozben elGsegiti a transzporter alapallapotba vald
visszatérését (Rudnick és Clark, 1993). Mivel a szubsztrat ltalban pozitiv toltést hordoz, a
felvételi folyamat elektrogenikus, azaz depolarizalja a sejtmembrant. A transzport-ciklus nem
tal gyors, masodpercenként minddssze 2-10 szubsztrat felvételét teszi lehetévé. Erdekes
megfigyelés, hogy a SERT esetében két mikodési allapotot irtak le. Alacsony extracellularis
5-HT koncentracié mellett a hagyomanyos lassu felvétel zajlik, azonban magas (t6bb széz
uM-o0s) szubsztrat koncentracié esetén a transzporter 5-HT csatornavé tud alakulni, mely
sokkal nagyobb mennyiségli 5-HT molekula sejtbe jutasat teszi lehet6vé (Petersen és
DeFelice, 1999).

A monoamin transzporterek csatorna-tulajdonsagai. Mé&s megfigyelések is
aldtamasztjak, hogy a monoamin transzporterek bizonyos csatorna-tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Kimutattdk, hogy NET-transzfektalt HEK-sejtekben a NA felvétel és az
elektrofizioldgiailag tapasztalhatd dramok kozott oriasi kilonbségek vannak. Megallapitotték,
hogy mig a transzporter kb. 10 NA molekulat juttat be a sejtbe mésodpercenként, addig
nagyjabol 10000 toltés is bekertl (Galli és mtsai, 1995), tehdt a kordbban ismertetett
sztochiometridval szemben 3 nagysagrenddel nagyobb toltés fluxus észlelhet6. Ugyanebben a
tanulmanyban megfigyeltek a NET-en keresztlli szivirgd &ramokat is, melyek nem
kapcsolodtak a NA felvételéhez, viszont gatolhatdak voltak kiilonb6zd uptake gatlokkal.
Hasonl6 jelenségeket a DAT-tal (Sonders és mtsai, 1997; Carvelli és mtsai, 2004) és a SERT-
tel (Mager és mtsai, 1994) kapcsolatban is leirtak. Az adatok alapjan nem egyértelmii, hogy
ezek a nem-sztochiometrikusan kapcsolt ionaramok, szerepet jatszanak-e a szubsztrat

transzlokécidban vagy sem, de az bizonyosnak latszik, hogy a csatorna-tulajdonsagok
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alaposabb tisztazasa kozelebb vihet a monoamin transzporterek miikodésének megértéséhez
(Lester és mtsai, 1996, Sonders és Amara, 1996). A jelen disszertacioban ismertetésre keriil6
eredmények kodzll a monoamin uptake gatlok ionotrdp receptorokra gyakorolt gatlé hatésa
(5.3. fejezet) egyfajta farmakoldgiai alatdmasztasként is felfoghaté a monoamin
transzporterek csatornainak funkcionalis jelentdségére.

Carrier-mediélta transzmitter felszabadulds. Normdl korilmények kozott a
monoamin transzporterek kiviilrél a sejtbe juttatjdk a transzmittereket, azonban bizonyos
feltételek mellett a folyamat megfordulhat és a transzporter a citoplazméabdl az extracellularis
térbe szallitia a monoaminokat. Ezt a jelenséget carrier-medidlta transzmitter
felszabadulasnak nevezziik (Levi és Raiteri, 1993). El6fordulasanak harom f6 okat ismerjiik.
Az els6 kivaltd ok a citoplazmatikus transzmitter koncentraci6 megndvekedése lehet. Ez
kiilonosen jellemz6 a monoaminokra, melyeknél altalaban a citoplazmatikus lebontd enzim, a
monoamin-oxiddz (MAO) és a hatékony vezikularis uptake rendszer (VMATZ2) altalaban igen
alacsony citoplazma koncentriciot eredményez. Bizonyos szerek, melyek bénitjak a
vezikularis transzportot (pl. rezerpin), gatoljadk a lebontést (pl. MAO inhibitorok), vagy
el6segitik a vezikuldk intracitoplazmatikus triilését, szivargasat (pl. amfetamin), gyorsan
megemelhetik a sejtben a szabad monoamin koncentracidt, ami a carrier miikodési irdnyanak
megfordulasahoz vezethet. A masik kivaltd ok a Na'-gradiens csokkenése lehet, mely
altaldban az intracellularis Na*-koncentracié megemelkedése miatt torténik meg, amit a
Na'/K*-ATP-az enzim bénitasa, vagy a Na'-csatornak nyitott allapotban valo rogzitése (pl.
veratridin altal) idéz el6. A veratridin carrier-megforditod hatasat kutatdcsoportunk is vizsgalta
egyik tanulményaban (Gerevich és mtsai, 2001). Vegil a harmadik kivaltd ok a
transzporterek endogén transzmittertdl kiillonboz0 szubsztratjainak extracellularis jelenléte.
Ebben az esetben egyfajta csere-mechanizmus indul be, amikor is a szubsztrat anal6g bejut a
sejtbe a transzporter segitsegével, mig a transzporter alapéllapotba val6 visszatérése soran
neurotranszmittereket szallit magaval és juttat ki az extracellularis térbe. A disszertacioban
ismertetett egyik témakoriink ezzel a jelenséggel foglalkozik, hiszen a DMPP altal kivaltott
monoamin felszabadulds hatterében éppen ez a csere-mechanizmus &ll (5.2. fejezet). A
carrier-mediélta transzmitter felszabadulds a vezikularis exocitozis mellett a masik fontos
lehetGség arra, hogy az idegsejtekbdl neurotranszmitter jusson az extracellularis térbe, ezért a
két folyamat elkiilonitése a neurokémiai vizsgalatok egyik alapkérdése. A vezikuléris
exocitdzis esetén a transzmitter felszabadulas a vezikulabol térténik, éppen ezért Ca®*-fiiggd
a folyamat, moduldlhaté preszinaptikus receptorok altal, viszont nem géatolhatd uptake

inhibitorokkal. Ezzel szemben a carrier-medialta felszabadulas a citoplazmabol torténik, nem
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fiigg a Ca®*-ionoktdl, de értelemszeriien Na'-fiiggé, nem moduldlhato preszinaptikus
receptorok &ltal, de gatolhaté uptake inhibitorokkal. A DMPP hatdsmechanizmusanak
elemzésénél fel is hasznaltuk a fenti tulajdonsdgokat az anyag hatasdnak neurokémiai
jellemzésére (5.2. fejezet).

A monoamin transzporterek szelektivitdsa. Minden monoaminnak van sajat
specifikus plazmamembrén transzportere, azonban a mar ismertetett nagyfok( sruktarélis
hasonlésadg miatt funkcionalisan nem olyan éles az elkilonilés. A monoaminerg palyadk
vizsgalatanal eldszeretettel alkalmaztak a tricialt monoaminokat, mint jelolé anyagokat, és a
palyadk lefutasdt autoradiografias modszerrel deritették fel. Ezen vizsgélatok soran
megfigyelték, hogy a szerotonerg és noradrenerg idegvégzddések képesek a [3H]DA
felvételére (Berger és Glowinski, 1978; Descarries és mtsai, 1987). Hasonl6 mddszerekkel
igazolték, hogy a dopaminerg terminélisok felvehetnek [*H]NA-t és [*H]5-HT-t is (Doucet és
mtsai, 1988). Késobbi funkcionalis vizsgalatok kimutattak, hogy a NET hatékonyabban veszi
fel a DA-t mint sajat szubsztratjat, a NA-t (Buck és Amara, 1994). A jelenséget heterolog
visszavételnek nevezziik, és fiziologias jelentdségét mutatja, hogy bizonyos agyteriileteken
(pl. prefrontalis kéreg) a dopaminerg beidegzésbol felszabaduldé DA visszavételét a
noradrenerg terminalisokon elhelyezkedd NET latja el, mivel a DAT stiriség igen alcsony
(Ciliax és mtsai, 1995; Sesack és mtsai, 1998). A kérdést részletesebben is targyaljuk a NET
hianyos egereken folytatott kisérleteink ismertetésénél (5.4. fejezet), ahol a heteroldg
visszavétel egy masik forméjat irjuk le.

A monoamin transzporterek szabalyozasa. A transzporterek mikodése
szempontjabol a legfontosabb tényezé az energiat szolgiltato Na'-ion elektrokémiai
gradiense, mely két fo tényezdbdl all 5ssze; az egyik maga az extra- és intracellularis Na*-ion
koncentracio kulonbsége, a masik az aktudlis membranpotencidl. Az ion koncentracio
valtozasénak hatasardl mar szoltam a carrier-medidlta felszabadulds targyalasénal, a
membréanpotencial szerepérél azonban még nem. Ez utdbbi jelentds mértékben befolyasolja a
transzporter aktivitasat, hiszen depolarizacié esetén csdékken, mig hiperpolarizacio esetén né a
meghajtéerd, azaz minél aktivabb egy idegsejt, anndl kevésbé mikddik a neurondlis
monoamin visszavétel. A masik fontos szabalyozasi tényez6 a transzporterek proteinkinazok
altali foszforilacioja és foszfatdzok altali defoszforilacioja, melyre az aminosavlancban intra-
¢s extracellularisan elhelyezkedd szerin és treonin reziduumok adnak lehetdséget (Amara és
Kuhar, 1993). Erdekes szabalyozasi lehetéséget teremt az SH-tartalm( ciszteinek jelenléte,

mely aminosavak reverzibilisen nitrozildlédnak a NO &ltal, és igy atmenetileg csokken a
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transzporterek aktivitisa. A mechanizmusnak kozponti szerepe van a NO monoaminerg
transzmissziora gyakorolt hatasdban, melyet részletesen elemziink az 5.1. fejezetben.

A monoamin transzporterek human farmakologiai jelentosége. Neurofarmakoldgiai
szempontb6l a monoamin transzporterek szdmos kdzponti idegrendszerre hat6 szer
célpontjai. Jol ismert, hogy a kokain els6dlegesen a DA transzporter gatldsan és a
kovetkezményes DA szint emelkedésen keresztul fejti hatasat, mig az amfetaminok a
transzporter miikodési irdnyanak megforditasaval valtanak ki jelentés monoamin
felszabadulast (Sulzer és mtsai, 2005). Taldn még ennél is fontosabb azonban a monoamin
transzportereknek a depresszid kezelésében betdltott szerepe, hiszen a jelenleg hasznalt
antidepresszansok dontd tobbsége a monoamin transzporterek gatlasan keresztll éri el
terdpids hatasdt. Nem véletlen tehat, hogy a disszertacioban ismertetett eredmények
tobbségének szoros kapcsolata van a depresszio témakorével, igy a kovetkezd fejezetben

roviden attekintjlik a depresszio neurokémiai hatterével kapcsolatos ismereteket.

2.3. A depresszi6 neurokémiai hattere

A depresszié az egyik legfontosabb neuropszichiatriai betegség, élettartamra vetitett
el6fordulasi gyakorisaga 5-25 % ko6z6tt mozog a vizsgalt populaciotél figgéen (Blazer és
mtsai, 1994, Weissman és mtsai, 1996). A depresszid kezelése és a kapcsol6dd indirekt
kiadasok sulyos anyagi terhet jelentenek a tarsadalom sz&méra. Egy friss, 28 eurdpai orszagra
és 466 millio emberre kiterjedé felmérés szerint 2004-ben a vizsgélt népesség 5 %-a valt
érintetté a depresszidban. A koltségek elemzése kimutatta, hogy a 42 milliard Eurés direkt
kiadasokbol 22 milliard Eurot a jarobeteg ellatas, 10 milliard Eurot a korhazi ellatas, 9 millio
Eur6t pedig a gyogyszer-kiadasok emésztettek fel. A megbetegedésekkel és halalozasokkal
Osszefliggd indirekt kiadasok 76 milliard Eurot tettek ki. A depresszidoval kapcsolatos
Osszesitett kiadasok 118 milliard Euréra ragtak, ami a teljes eurépai GDP 1 %-anak felelt
meg (Sobocki és mitsai, 2006). Erthetd tehat, hogy az antidepresszdnsok az egyik
legfontosabb  kdzponti  idegrendszeri  gydgyszercsoportot  alkotjak.  Gyogyszerpiaci
részesedésiik folyamatosan novekszik, az SSRI vegytiletek forgalma a 90-es évek végén mér
meghaladta a 10 milliard dollart (Nestler és mtsai, 2002). Az elmondottak ellenére a
depresszio kezelésében nem tortént forradalmi eldrelépés az elmult évtizedekben. A jelenleg
hasznalt legujabb szerek klinikai hatékonysaga nem jobb, mint a 40 évvel ezeldttieké, az
egyetlen Iényeges kiilonbség a kedvezobb mellékhatas profilban fedezheté fel (Wong and

Licinio, 2001). Habér jelenleg tobb mint 30 antidepresszans van forgalomban, az eredményes
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kezelések aranya egyik szer esetén sem haladja meg az 50-60 %-ot, ami azt jelenti, hogy a
betegek mintegy 40 %-a nem reagl a kezdeti gyogyszeres kezelésre. Még tdbbféle
antidepresszdns hasznalata esetén sem magasabb a sikerrata 70 %-ndl. Ez kuldndsen
csalodast kelt6, ha figyelembe vessziik, hogy a megfelelé mddon megtervezett placebot
hasznalé klinikai vizsgalatokban a placebot kapo betegek jelentds részénél, akar 50 %-andl is
megfigyelhetd javulas (Walsh és mtsai, 2002).

A jelenleg leginkabb elfogadottnak tekintett elképzelés szerint a depresszid kivaltd oka
a monoaminerg transzmisszio elégtelensége, melynek kovetkeztében lecsdkken az
extracellularis NA és/vagy 5-HT koncentracié (Schildkraut, 1965; Doris et al., 1999). A
monoamin tedria alapjat azon megfigyelések képezték, miszerint a depresszid kezelésében
véletlenszerlien hatdsosnak bizonyuld szerek kozos tulajdonsaga, hogy valamilyen modon
serkenteni képesek a monoaminerg ingerllet-atvitelt. Az antihisztaminokkal kapcsolatos
kutatasok soran ismerték fel, hogy a triciklikus vegytletek (pl. imipramin) javitjak a betegek
hangulati életét. Hasonl6an véletlen felfedezés volt, hogy a tuberkuldzis kezelésében hasznalt
MAO inhibitorok (pl. iproniazid) szintén antidepresszans hatasuak. Mivel a triciklikus
vegylletek gatoljak a NA visszavételéet, a MAO inhibitorok pedig megakadélyozzék a
monoaminok citoplazmatikus lebontasat, kézenfekvOnek tiint az a feltételezés, hogy kedvezo
klinikai hatdsuk a lecsokkent monoamin szintek normalizaldsaval hozhat6 6sszefiuiggésbe
(Nestler és mtsai, 2002). Az elméletet az is alatdmasztotta, hogy a monoamin raktarakat
kitirité rezerpin a depresszid klinikai tlneteit (levertség, szomorusag, anhedoénia) produkalta,
valamint a katekolaminok mennyiségét csokkentd diétaval a depresszié tlinetei stlyosbodtak
(Wong és Licinio, 2001). Mindazonaltal az elmult 30 évben szdmos olyan megfigyelés
halmozddott fel, ami nincs 6sszhangban a monoamin teériaval. E témakort részletesen
targyalja néhany kivald dsszefoglalé munka (Hindmarch, 2001; Nestler és mtsai, 2002), igy a
jelen disszertéacioban terjedelmi okok miatt csak a legjelentdsebb ellentmondasokra hivndm
fel a figyelmet. Az egyik legfontosabb probléma, hogy az antidepresszansok Kklinikai
hatasanak kifejlédéséhez tobb hétre van szikség, noha a monoaminerg ingerilet-atvitelre
gyakorolt serkentd hatasuk mar egy-két 6raval a bevétel utdn érvényesil. A mésik & gond,
hogy idokozben megjelentek olyan szerek is a klinikai gyakorlatban, melyek hatékony
antidepresszansok, azonban vagy nem gyakorolnak hatast a monoaminerg transzmissziora,
mint az iprindol, vagy éppen hogy csokkentik az extracellularis monoamin szinteket, mint a
tianeptin, ami fokozza a 5-HT felvételét (Wilde és Benfield, 1995). Mindezek hatéséra az
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melyekben tobbek kozott felmerilt a nikotin receptorok és a kolinerg transzmisszié (Shytle és
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mtsai, 2002), illetve az NMDA receptorok és a glutamaterg transzmisszié (Palucha és Pilch,
2005) lehetséges szerepe. E két elképzeléssel részletesebben is foglalkozunk az 5.3.
fejezetben az antidepresszansok nem-konvencionalis hatasaival kapcsolatos eredményeink
targyalasanal. Az emlitetteken kivil még szdmos egyéb tedria is sziletett, melyek a stresszel
kapcsolatos hormonalis hatasok (CRF, glukokortikoidok, arginin, vazopresszin), kiillonb6z6
citokinek, megvéaltozott mésodik hirvivé rendszerek (cCAMP, foszfolipid metabolizmus) vagy
az abnormélis Ca**-homeosztazis jelentéségét hangsulyozzak (Hindmarch, 2001). Erdekes
modon elképzelhetd, hogy mindegyik javasolt elképzelésnek van igazsagalapja. A depressziod
egyik legmodernebb felfogdsa, az 0.n. network hipotézis szerint ugyanis a depresszio
elsddleges kivaltdo oka az idegrendszert éré kiillonbozé artalmas hatasok kovetkeztében
fellépé sejtdegeneracio illetve sejtpusztulds. Emiatt elészor csokken a szinaptikus
kapcsolatok sz&ma, majd a neuralis halozatokat felépité sejtek szama is, ami az
informécidfeldolgozés zavaraihoz, végeredményben pedig a depresszié kialakulasahoz vezet
(Castren, 2005). Az elmélet szerint az antidepresszansok hatasa azért fejlodik ki lassan, mert
az é&ltaluk indukalt plaszticitasi folyamatokhoz, melyek az ideghal6zatok regenerécidjat
segitik eld, hosszabb idore van sziikség. Az elképzelést igazolni latszik az a megfigyelés,
miszerint az antidepresszansok serkentik az Uj idegsejtek képzddését patkany
hippocampuséban (Malberg és mtsai, 2000). Az elmélet elegansan képes egyesiteni a
korabban emlitett szamos depresszio tedriat, hiszen az agyi sejthdlézatokat a korabban
felsorolt tényezOk mindegyike képes befolyasolni, igy az emlitett rendszerek megfeleld
iranyba torténé elmozdulasa el6idézheti a halozatok ismertetett leépiilését és a depresszio
kovetkezményes kialakulasat. Az antidepresszansok nem-konvencionalis hatésaival

kapcsolatos megfigyeléseink szépen illeszkednek a network-hipotézis kereteibe (5.3. fejezet).
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3. CELKITUZESEK

A monoaminerg ingerllet-atvitel jellemzéen nem-szinaptikus jellegli, ezért
kutatocsoportunk érdeklodési  korének megfeleléen kisérleteinkben elsddlegesen a
monoaminerg rendszerek miikodésének kiilonbozd aspektusait kivantuk vizsgalni, a
kibontakoz6 eredmények azonban minden esetben a monoamin transzporterek mitkodési
tulajdonsagaival kapcsolatos eredményekhez vezettek. Munkank soran a kovetkezd f0

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen m6don befolyasolja a szervezetben termel6dé NO a monoaminerg ingerulet-
atvitelt a kozponti idegrendszerben? Altalanos megkozelitésként kiilonbozé nitrogén
monoxid szintetdz (NOS) gatld szerek felhasznaldsdval megakadalyoztuk a NO
szintézisét es megfigyelttk a monoaminerg ingerilet-atvitelben bekovetkez6
véltozasokat. A munka soradn tanulményoztuk a NOS gatlok hatasat a.) a nikotin
agonistdk altal kivaltott in vitro NA felszabadulasra patkany hippocampus szeletekb6l,
illetve b.) az in vivo nyugalmi DA felszabadulasra altatott patkany striatuméban
mikrodializis technika felhasznalasdval. A NO hatasmechanizmusanak tisztazésa
érdekében vizsgéltuk a NO donorok illetve NOS gatlok hatdsat a DA felvételre patkany

striatum szeletekben.

2. Hogyan hatnak a Kiilonbozé nikotin agonistik a kozponti idegrendszeri NA
felszabaduldsra? Az elsédleges eredmények utan vilagossa valt, hogy a DMPP nevii
agonistanak komplex, tobb tényezobdl allo hatdsa van, ezért tisztdzni kivantuk, milyen
mechanizmusok vesznek részt a DMPP Altal kivaltott NA felszabadulasban patkany
hippocampus szeletekbdl. Az eredmények alapjan felmerilt, hogy e komplex hatds a
tobbi monoaminerg rendszer esetén is érvenyesilhet, ezért vizsgaltuk a DMPP-kivéltotta
DA és 5-HT felszabaduldsban szerepet jatsz6 mechanizmusokat patkany striatum és

hippocampus szelet prepardtumokban.

3. A DMPP hatasmechanizmusanak vizsgéalata sordn kiderilt, hogy az antidepresszans
terdpidban széles korben alkalmazott monoamin uptake inhibitorok gatolni képesek a
kozponti idegrendszer nAChR-ai altal kdzvetitett valaszokat. Ezért vizsgalni kivantuk,
hogy milyen mértékben fiilgg a monoamin uptake gatlok nAChR antagonista

rrrrr

ez a hatés az egyes vegyuletek esetén és milyen mechanizmusok jatszhatnak szerepet
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kialakulasaban. A kisérletekben tanulmanyoztuk a kiilonb6z6 monoamin uptake gatlok
hat4sat a nikotin-kivaltotta NA felszabadulasra patkany hippocampus szeletekbdl, és a
hatdsmechanizmus tisztazasa érdekében az emlitett vegyiiletek Na*-csatornakra kifejtett
hat&sat egész sejtes patch clamp technika segitségével.

A nAChR-okkal kapcsolatos eredmények alapjan felmeriilt, hogy az antidepresszéns
vegyliletek az NMDA receptorok miikddését is befolyasolhatjak, ezért egész sejtes patch
clamp technika segitségével vizsgaltuk, milyen hatdst gyakorol a triciklikus
desipramin és az SSRI fluoxetin az NMDA-kivaltotta aramokra patkany kortikalis

sejttenyeészetekben.

Milyen szerepet jatszik a NA transzporter a noradrenerg ingerilet-atvitel
szabélyozasaban? A kérdést NA transzporter-hidnyos (NET KO) egereken folytatott
funkciondlis neurokémiai kisérletek (in vitro transzmitter felvétel és felszabadulas egér
hippocampus szeletekben, in vivo NA felszabadulas altatott egér hippocampusaban)
segitségevel vizsgaltuk. Ezen kivil tanulményoztuk a preszinaptikus a,-adrenoceptorok
altal kozvetitett szabalyozasi mechanizmusok véaltozésait is a genetikailag mddositott

allatokban.
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4. MODSZEREK

Kisérleteinkben funkcionalis neurokémiai, neurofarmakoldgiai, illetve
elektrofizioldgiai vizsgalatokat folytattunk in vitro szeletperflzids technika, szelet és
szinaptoszomaélis uptake, receptorkotés, egész sejtes patch clamp technika és in vivo
mikrodializis segitségével, de hasznaltunk bizonyos molekularis bioldgiai modszereket
(RT-PCR) is. A mérések donté tobbségét az MTA KOKI Gyodgyszerkutatasi Osztalyan sajat
laboratériumunkban, a Gydgyszerhatéstani Laboratoriumban, illetve kooperécioban Dr. Zsilla
Gabriellaval (uptake és binding) és Dr. Mike Arpaddal (elektrofizioldgia) végeztik. A
szeletkisérletek kisebb részét a Center for Neurochemistryben (Orangeburg, NY, USA) Dr.
Lajtha Abel professzorral egyiittmiikodve hajtottuk végre. Az elektrofizioldgiai adatok egy
része Dr. Illés Péter professzorral (Rudolf Boehm Institute of Pharmacology and Toxicology,
University of Leipzig, Németorszag) egylittmiikodésben késziilt. Az Gsszes kisérleti eljarast
feliilvizsgalta a Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag, a kisérleteket az illetékes feliigyeleti
szervek érvényes engedelyével végeztik és azok minden tekintetben megfeleltek az
allatkisérleteket szabalyozd hatélyos torvényeknek, valamint az ennél szigorubb irdnyelveket

megfogalmazo Intézeti Allatetikai Kodexnek.

4.1. A vizsgéalatok objektumai

4.1.1. Kisérleti allatok

Patkanyok. A szeletkisérletekben féként 140-200 g sulyd him Wistar &llatokat
hasznaltunk, kivéve az USA-ban folytatott kisérleteket, ahol 150-200 g sulyd him Sprague-
Dawley allatokkal dolgoztunk. A mikrodializis kisérletekben 280-350 g sulyu him Wistar
patkanyokat hasznaltunk. A kisérletek tervezésénél minden esetben torekedtiink a lehetd
legkevesebb allat felhasznalasara és a lehetd legkevesebb szenvedés okozasara.

Egerek. A genetikailag mddositott noradrenalin transzporter hidnyos (NET KO) allatok
vizsgélatakor az eredeti NET KO és vad tipust (WT) egereket Dr. Marc Caron professzortdl
kaptuk (Duke University Medical Center, Durham, NC, USA). Az é&llatok C57BL/6J
genetikai hatterti egerek voltak, és olyan specifikus DNS konstrukciot tartalmaztak, melyr6l
korabban bizonyitottak, hogy a NET genetikai hianyét eredményezi (Xu és mtsa, 2000). A
kiserleteket kozos alombdl szarmazd, 3-5 honapos felndtt, mindkét nemhez tartozo
homozigdta knock-out (NET-/-) és vad tipust (NET+/+) 20-29 g sulyu allatokon hajtottuk

végre. A tenyészvonalat a heterozigdta allatok keresztezésével tartottuk fenn. A ketrecenkénti
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3-4 egeret, hasonléan a patkdnyokhoz, 12 6ras fény-sotétség ciklus alatt tartottuk, tetszés

szerint elérhetd taplalék és ivoviz biztositasa mellett.

4.1.2. Sejttenyeszetek

Ganglion cervicale superior sejtek rovid tava szovet kultiraja. A patkany fels
nyaki ganglionjabol szarmaz6 szimpatikus idegsejteket a koradbban részletesen ismertetett
maodszer szerint izolltuk (To6th és Miller, 1995). Réviden, az 1-5 napos (posztnatélis) Wistar
patkanyokat elaltattuk, mellkasukat felnyitottuk és kipreparaltuk a fels6 nyaki szimpatikus
gangliont. A kimetszett ganglionokat 0.2% tripszinnel (Sigma) enzimatikusan kezeltiik, és a
szétemészt6dés utan poly-L-lysinnel boritott targylemezeken szétteritettik. A sejteket egy
éjszakan keresztill L-15 alapt, 5 %-os patkdny szérummal (GIBCO), 1 pg/ml ideg
novekedési faktorral (MNGF 7S, Alomone Labs, Jerusalem), giikézzal, bikarbonéttal és
vitaminokkal kiegészitett tenyészoldatban tartottuk, és a kovetkez6 napon hasznaltuk fel
elektrofizioldgiai (Na*-aram) mérésekre.

Kortikalis és hippocampalis sejttenyeszetek. Az idegsejt kulturkat a korébban
leirtaknak megfelelden készitettiik el (Wirkner és mtsai, 2000; Fischer és mitsai, 2002).
Roviden, a 17-18. terhességi napon levé patkanyokat ketamin (50 mg/ml) és xylazin
(10 mg/ml) keverékével elaltattuk. Az uterust egyben kimetszettiik és laminéaris légaramlasi
dobozba helyeztiik. Ettl a 1épéstdl kezdve a preparalést steril kdrnyezetben folytattuk. A
foetusokat egyenként izolaltuk, és az egész agyat jeghideg minimal essential medium (MEM)
oldatba helyeztilk és ott is tartottuk a tovabbi preparalasig. Osszesen 4-6 foetus kortexét
illetve hippocampusét metszettik ki és 0.25 %-os tripszin oldatban emesztettiik 10 percig.
Ezutadn mechanikusan elkiilonitettiik a sejteket 10 % fetalis bovin szérum albumint tartalmazé
MEM oldatban, és poly-L-lysinnel boritott 35 mm atmér6jii Petri-csészékbe helyeztik
150000-300000 sejt/edény koncentracioban. A kdzeget 24 6ras inkubalds utan lecseréltiik
B27-tel kiegészitett Neurobasal mediumra (GIBCO), melyben 25 uM 2-mercaptoethanol, 0.5
mM glutamin és 25 uM glutamét volt. Az oldat felét hetente kétszer lecseréltiik glutamatot
nem tartalmaz6 Neurobasal+B27-es médiumra. Az elektrofiziologiai méréseket (NMDA

aramok vagy Na*-aramok) 7-21 napos tenyészeteken végeztik.
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4.2. In vitro [*H]monoamin felszabadulas mérés: szeletperfiziés technika

A modszer segitségével a [PH]DA, [PHINA illetve [*H]5-HT felszabadulést
tanulmanyoztuk kiilonb6z6 munkainkban (Kiss és mtsai, 1996; Kiss és mtsai, 1997,
Hennings és mtsai, 1997; Kiss és mtsai, 1999; Hennings és mtsai, 1999; Kiss és mtsai, 2001;
Vizi és mtsai, 2004c; Szasz és mtsai, 2005; Szasz és mtsai, 2007b). A vizsgalatokban 140-
200 g sulyd him Wistar vagy Sprague Dawley patkdnyokat, illetve 20-29 g sulyd mindket
nemhez tartozd6 C57BL/6J egereket hasznaltunk. Ugyanazt a prepardlasi modszert
haszndltunk mindkét faj esetén. Az &llatokat nyaktilo segitségével dekapitaltuk, agyukat
gyorsan eltavolitottuk és hideg, buborékoltatott Krebs-oldatba helyeztik. A kiilonb6z6
agyteruleteket (hippocampus, striatum, frontalis kéreg) kipreparaltuk, majd egy Mcllwain
chopper segitségevel 400 um vastagsagu szeletekre vagtuk. A szeleteket 45 percig inkubaltuk
37 °C-on 1 ml, 10 uCi triciummal jel6lt monoamint (30-50 Ci/mmol specifikus aktivitasu
[*HINA-t, 46 Ci/mmol specifikus aktivitasi [*H]DA-t vagy 15,7 Ci/mmol specifikus
aktivitast [*H]5-HT-t) tartalmazo, folyamatosan buborékoltatott Krebs oldatban (6sszetétele
mM-ban: NaCl 113, KCI 4.7, CaCl, 2.5, KH,PO,4 1.2, MgSQO, 1.2, NaHCO; 25, glik6z 11.5,
aszkorbinsav 300 uM, Na;EDTA 30 puM). Az inkub&cids id6 leteltével az agyszeleteket -
kamranként négy-hatot - egy alacsony térfogatd 4 csatornds mikroperfuzios készilékbe
helyeztiik (Vizi és mtsai, 1986). A karbogennel (95 % O,, 5 % CO;) buborékoltatott Krebs
oldatot 0.6 ml/perc sebességgel dramoltattuk a kamrakon at. Az els6 hatvan percben, az {.n.
preperfuzidé soran nem gyiijtottiilk a kifolyd oldatot, majd ezt kdvetéen 3 perces mintakat
szedtunk. A nyugalmi transzmitter felszabadulas vizsgalata sordn nem alkalmaztunk
elektromos ingerlést, a kiilonboz6é agonistakat (nikotin, DMPP, NMDA, sth.) altalaban a 4.
frakciotol kezdtik adni (az ettdl eltérd adagolast a kisérleteknél kiilon jelezziik), az
antagonistakat (mekamilamin, MK-801) 2 frakcidval kordbban kezdtiik adni, az uptake
gatlok, NOS gétlok ltalaban jelen voltak a preperfiizié kezdetétl. A Ca** nélkiil folytatott
kisérletekben a preperfiziotol kezdve 1 mM EGTA-t tartalmaz Ca’*-mentes Krebs-oldatot
hasznaltunk. Az elektromos ingerlés-kivaltotta felszabadulas vizsgalata esetén a kiserlet soran
kétszer, a 3. és a 13. frakcidban alkalmaztunk elektromos téringerlést (20 V, 2 Hz, 2 ms
impulzus szélesség, 360 impulzus) egy Grass S88 stimulator segitségével. Az anyagokat
altalaban a 9. frakcid utan kezdtiik adni, az ettdl eltéré adagolast kiilon jelezziik. A nyugalmi
felszabadulast vizsgald kisérletekben 12-15, az elektromos ingerléses kisérletekben 19

frakciot gyijtottink. A kisérletek végén az agyszeleteket 500 pl 10 %-os triklGrecetsav
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oldatba tettik és egy ultrahangos homogenizald segitségével elroncsoltuk. A gyiijtott
mintakbol 500 pl-t, a szoveti homogenizatum feluldsz6jdbol 100 pl-t mértink 2 ml
szcintillaciés koktélhoz (Ultima Gold, Packard) majd egy Packard 1900TR tipusu
folyadékszcintillacios méromuszer segitségével meghataroztuk a keverékek radioaktivitasat.
Az aktivitdst Bg/g-ban, illetve frakcionalis release-ben (FR) adtuk meg. Az FR érték a minta
radioaktivitdsanak és a minta gylijtésének megkezdésekor a szovetben talalhatod radioaktivitas
értéknek a hanyadosa, szézalékos forméban kifejezve. Az adatok feldolgozéasat kilon, a

statisztikai modszerekkel foglalkoz6 fejezetben ismertetjik.

4.3. In vitro [*H]monoamin felvétel mérése: szinaptoszéma (P2) és szelet technika

4.3.1. Szinaptoszéma preparalas és transzmitter felvétel

A médszert a [PH]DA és a [°H]5-HT felvétel tanulmanyozésara hasznéltuk (Szasz és
mtsai, 2005). A him Wistar patkanyokat (140-180 g) dekapitaltuk, az agyat eltavolitottuk, a
striatumot vagy hippocampust jég felett kipreparaltuk és 0.32 M szukr6z oldatban
homogenizaltuk teflon-iiveg homogenizaldval. A homogenizatumot 1000 g-vel centrifugltuk
10 percig, majd a feliliszot 12000 g-vel tovabb centrifugaltuk 20 percig. Az igy nyert
Uledéket (P, szinaptoszomédlis frakcid) hasznaltuk a transzmitter felvétel vizsgalatara. A
szinaptoszomélis pelletet karbogén géazzal (95% O, és 5% CO;) buborékoltatott Krebs-
oldatban szuszpendaltuk (6sszetétele: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM
KH,POy4, 1.2 mM MgSQO,4, 10 mM D-gliikéz, 25 mM NaHCO;, 10 uM pargyline és 0.3 mM
aszkorbinsav, pH 7.4). Az alikvot mennyiségii szinaptoszoma prepardtumot 5 percig
preinkubaltuk a vizsgalandd anyagokkal (uptake gatlo, DMPP) 37 °C-on, 500 pl-es
végtérfogatban. A preinkubécié utan a [*H]DA-t vagy [*H]5-HT-t 50 nM koncentréciéban
hozzadtuk az oldatokhoz és az inkub&ci6 tovabbi 5 percig folyt. A felvételt 3 ml jéghideg
Krebs-oldat hozzdadésaval allitottuk le, majd a mintdkat 0.05 % polietiléniminnel atitatott
GF/B tipusu Whatman szrdpapiron Brandel sejtsziirdn lesziirtiik. A sziirdfiltereket Krebs-
oldattal mostuk és a radioaktivitisukat Packard 1900TR tipust folyadékszcintillacios
mérémiiszerrel hataroztuk meg. A [°H]DA ill. [*H]5-HT specifikus felvételét a teljes és a

nem specifikus (0 °C-on mért érték) felvétel kilénbségeként szamoltuk Ki.
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4.3.2. Szelet preparatum es transzmitter felvétel

A modszert a [*H]DA felvétel tanulményozasara hasznaltuk (Kiss és mtsai, 2004). A
him Wistar patkanyokat (140-180 g) dekapitaltuk, a striatumot jég felett kipreparéaltuk majd
400 x 400 um-es szeleteket készitettiink Bachofer szeleteldgéppel. A szeleteket 95% O, és
5% CO; gazkeverékkel buborékoltatott, a szinaptoszoma preparalasnal ismertetett osszetételii
Krebs-oldatba helyeztiik és azonnal felhasznaltuk a kisérletekben. A [*H]DA felvételét 1 ml
végtérfogatban oxigénnel disitott Krebs-oldatban mértiik. A szeleteket 37 °C-on 15 percig
eléinkubaltuk. A felvételt 5 x 10° M (50 nM) [*H]DA hozzaadéasaval inditottuk el, majd 10
perc inkub&las utdn 4 ml jéghideg Krebs-oldat hozzaadasaval és Millipore cellulose szlirén
(0.8 um) torténd gyors vakumsziiréssel allitottuk le. A szeleteket jéghideg Krebs-oldattal
atmostuk, a sziir6korongrol 6sszegyiijtottik, majd 0.4 N HCIO,. oldatban homogenizaltuk. A
homogenizatumot 15000 fordulat/perc sebességgel centrifugdltuk 10 percig. Az Uledéket
0.5 N NaOH-ban szuszpendaltuk és Lowry (1951) modszere szerint meghataroztuk a
fehérjetartalmat. A feltlisz6t 1 M KHCOj; oldattal neutralizaltuk, majd jeges hiités utan
lecentrifugaltuk. A fellluszé radioaktivitasat, mint a felvétel mértékét, Packard 1900TR
tipusa folyadékszcintillacios mérémiiszerrel, Packard Ultima Gold folyadék szcintillacios
koktél felhasznalasaval mértik. A specifikus [*H]DA felvételt a teljes felvétel és a nem
specifikus felvétel (0 °C-on mért érték) kiulonbségeként, pmol/mg fehérje mértékegységben
fejeztuk ki.

4.4. [*H]nisoxetin receptor kotési vizsgalat

A modszert a NET KO egerek tanulmanyozésanal hasznéltuk (Vizi és mtsai, 2004c). A
20-29 g sulyu egereket dekapitaltuk, és az agyat kiemeltik a koponyabdl jég felett. A
frontélis kérget iletve a hippocampust transzmitter felvételi és felszabadulési kisérletekben
hasznaltuk fel, a kéreg tobbi részét pedig -70 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A
membran preparalasakor a -70 °C-on tarolt agykérget Ultra-turrax homogenizaléval
homogenizaltuk 300 mM NaCl és 5 mM KCI tartalmd jeghideg 50 mM-os TRIS-HCI
inkub&cios pufferben (pH 7.4), majd 40 000 g-vel centrifugéltuk 15 percig. Az Uledéket
haromszor mostuk pufferrel és centrifugalassal. A végsé iiledéket 30-szoros térfogatban
(g/ml) szuszpendaltuk és azonnal felhasznaltuk a kotddési kisérletekben. A szaturacios
kiserletekben a membran preparatum alikvot mennyiségét kiilonb6z6 koncentracioju (0.1-1.7

nM) [*H]nisoxetinnel inkubéltuk 4 °C-on 3 6réan keresztiil 250 pl végtérfogatt inkubécios
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TRIS pufferben. A nem specifikus receptor kétést 10 uM desipramin jelenlétében mértik. A
receptor kotést a [°H]nisoxetin hozzaadaséaval inditottuk el, és 0.05 % polietiléniminnel
atitatott GF/B tipusu szlirdpapiron torténd gyors vakumsziiréssel allitottuk le. A fehérje
koncentraciot a Lowry-féle modszer modositott valtozataval hataroztuk meg, CUEDTA
felhasznaldsaval. A disszociacids allandét (Kg) és a receptor siirtiséget (Bmax), Valamint az

ICsp €ertékeket LIGAND programmal szamoltuk Ki.

4.5. Egeész sejtes patch clamp technika

4.5.1. Na*-aramok mérése patkany ganglion cervicale superior sejteken

A modszert a monoamin uptake gatlok Na'-csatornara kifejtett hatasanak
tanulmanyozaséara hasznaltuk (Hennings és mtsai, 1999). A méréseket apré modositasoktol
eltekintve a korabban mar leirtaknak megfeleléen végeztiik (Carrie és Tkeda, 1992), egész
sejtes patch clamp technika segitségével (Hamill és mtsai, 1981). A Na'-aramokat 20
masodpercenként valtottuk ki a tartofesziltség 20 ms-ig tartd, =80 mV-r6l —20 mV-ra torténd
léptetésével. Az adatokat egy Axopatch 1D erdsitdvel (Axon Instrument, Foster City, CA)
gytjtottitk 20 kHz-es mintavételi gyakorisaggal 5 kHz-es sziirés mellett. A szivargd aramokat
a standard P4 protokoll segitségével vontuk le. A patch pipettak (M87, Sutter Instruments,
Novato) 1.8-3.5 MQ ellendllastiak voltak, a soros ellenallast 70-80 %-ban kompenzaltuk. A
patch elektrodokat Na*-NMG alapu intracellularis oldattal toltéttiik fel (6sszetétele: NaCl; 30
mM, N-methyl-D-glucamine; 140 mM, CaCly; 1 mM, MgCly; 2 mM, HEPES; 10 mM,
EGTA; 11 mM). Az idegsejteket Na'-TEA" alapt extracellularis oldattal perfundaltuk
(6sszetétele: NaCl 50 mM, TEACI 100 mM, MgCl; 10 mM, HEPES 10 mM). A vizsgéalando
anyagokat az extracelluldris oldatban oldottuk fel. A 200 pl térfogat merékamrat
folyamatosan perfundéltuk 2 ml/perc sebességgel. A vizsgalt anyagokat legaldbb 2 percig

adtuk. Az &ramok amplitudéjanak maximalis értékét hataroztuk meg (Id. 5.3. fejezet).

4.5.2. Na*-aramok mérése hippocampalis sejttenyészeteken

A modszert a GBR-12909 (Mike és mtsai, 2003), illetve a desipramin és fluoxetin
(Lenkey és mtsai, 2006) Na'-csatornakra kifejtett hatasanak vizsgalatakor alkalmaztuk. A
transzmembran &ramokat a standard egész sejtes patch elvezetésben egy Axopatch 200B
er6sit6 és a pClamp software (Axon Instruments, Foster City, CA) segitségével mertik. A
kisérleteket szobahémérsekleten (22-25 °C) végeztik. A boroszilikét pipettakat (1.4 - 4.4
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MQ) Sylgarddal (Dow-Corning, Midland, MI) boritottuk a kapacitancia csokkentése
érdekében. A soros ellenallast tébb mint 80 %-ban kompenzaltuk. A pipettakat a kovetkez6
intracelluléris oldattal téltottik fel (mM-ban): CsCl 70, CsF 70, NaCl 2, HEPES 10, Cs-
EGTA 10; a pH-t 7.3-ra allitottuk CsOH-dal. A kiils6 oldat Gsszetétele a kovetkezd volt
(mM-ban): NaCl 140, KCI 5, CaCl, 2, gliikdz 10, HEPES 5; a pH-t 7.3-ra allitottuk NaOH-
dal. A Na*-aramokat a tart6fesziiltség gyors valtoztatasaval valtottuk ki és a kivaltott valasz
amplitidéjnak nagysdgdval jellemeztik az egyes anyaghatdsokat. Az ingerlési

paramétereket Id. az 5.3.1. fejezetben.

4.5.3. NMDA-aramok mérése patkany kortikalis sejttenyészeteken

A modszert a fluoxetin és desipramin NMDA receptorokra gyakorolt hatasanak
vizsgélatakor alkalmaztuk (Szasz és mtsai, 2007a). Az NMDA-aramokat a standard egész
sejtes patch elvezetésben egy Axopatch 200B erdsitd és a pClamp software (Axon
Instruments, Foster City, CA) segitségével mértiik. A kisérleteket szobahémérsékleten (22-25
°C) végeztiik. A boroszilikét pipettdkat (1.4 — 3.8 MQ) Sylgarddal (Dow-Corning, Midland,
MI) boritottuk a kapacitancia csokkentése érdekében. A soros ellenallést tébb mint 80 %-ban
kompenzaltuk. A pipettakat a kovetkezo intracelluléris oldattal t6ltottiik fel (mM-ban): CsClI
70, CsF 70, NaCl 10, HEPES 10, Cs-EGTA 10; a pH-t 7.3-ra allitottuk CsOH-dal. A kiils6
oldat sszetétele a kovetkez6 volt (mM-ban): NaCl 150, KCI 5, CaCl, 1.4, glukoz 10, HEPES
5; tetrodotoxin (TTX) 0.0003; picrotoxin 0.1; strychnine 0.002; glycine 0.01, a pH-t 7.3-ra
allitottuk NaOH-dal. Az dramokat 2 kHz-en sziirtiik egy beépitett négy po6lusd, alul atereszt6
Bessel szilir6 segitségével, a mintavételi frekvencia 10 kHz volt.

A kamraperfuzios kisérletekben egy szamitogép A&ltal irdnyitott, nyomas vezerelt
anyagaddé rendszert hasznaltunk (DAD-12, Adams and List, Westbury, NY, U.S.A.). Ebben
az esetben az NMDA-t (10 uM) ismételten adtuk 2 percenként —70 mV-os tartofeszultségen 1
masodperces idOtartamban. Két kontroll aram utdn vagy tovabbi kontroll ingerléseket
végeztiink, vagy a vizsgélt anyagot perfundéltuk 12 percig, mely alatt 6 ingerlést veégeztink,
majd a kimosas kdvetkezett (8 perc, 4 ingerlés). A mésodik kontroll aramot tekintettiik 100
%-nak, és a tovabbi dramok amplitidojat ennek szazalékdban fejeztilk ki. A gétlasi erték
megallapitasdnal az adott ingerlést mindig a neki sorszamban megfelelé kontroll ingerléshez
hasonlitottuk.

A gyors anyagadasi vizsgalatoknal a két tvegkapillarisbdl készitett U-cs6 bemeneteit
csatlakoztattuk a DAD-12-es anyagadd rendszerhez, a kimenetet pedig egy perisztaltikus

pumpahoz kotottik hogy a folyadékaramlast a lehetd legprecizebben szabalyozzuk. Az
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anyagadast egy a pClamp szoftver altal vezérelt, az adott U csé bemeneténél elhelyezett
elektromos szelep zarasaval oldottuk meg. Ez az elrendezés biztositotta, hogy az anyagok
10-90 %-o0s hozzaadésa illetve kimosésa 2-10 ms-on belll megtorténjen, ahogy azt a junkcids
potencidlok mérésével igazoltunk is. Az anyagok kimosési ideje fliggetlen volt az anyag

adasanak id6tartamatol. Az alkalmazott protokollokat az 5. fejezetben ismertetjiuk részletesen.

4.6. In vivo transzmitterfelszabadulas mérés: mikrodializis

4.6.1. DA felszabadulas mérése patkany striatumaban

Miitét és mintagyiijtés. A modszert a nitrogén monoxid nyugalmi DA felszabaduléasra
gyakorolt hatdsanak vizsgélatakor hasznaltuk (Kiss és mtsai, 1999). A him Wistar
patkanyokat (280-350 g) uretannal (1300 mg/kg) elaltattuk, majd sztereotaxikus készulékre
(Stoelting, Kiel, USA) helyeztiikk és egy hazi készitésii koncentrikus dializis mintavevot
(polyacrylonitrile/sodium methallyl sulphonate kopolimer dializdlé6 membrén, Hospal, Italy:
i.d.: 0.22 mm, o0.d.: 0.31 mm, aktiv membran hossz 5 mm) Ultettiink az allat jobb striatumaba
(a bregmahoz viszonyitott koordinatak: A/P +2.0; M/L 3.0, D/V -8.0 a Paxinos és Watson
sztereotaxikus atlasz alapjan). A mintavevét egy modositott Ringer-oldattal perfundaltuk
(Osszetétele mM-ban: NaCl 147, KCI 4.0, CaCl, 1.2, MgCl; 1.0) 2.0 ul/perc sebességgel egy
CMA 100 mikrodializis pumpa segitségével (CMA Microdialysis, Solna, Svédorszdg). A DA
szint stabilizal6désa utan, ltaldban 60 perccel a mintavevd beiiltetése utan megkezdtiik a 15
perces mintak gyiijtését. Négy nyugalmi frakcid utdn az &llatok intraperitonedlis injekcid
forméjaban kaptak L-NAME-t, D-NAME-t vagy az olddszer fiziol6gias séoldatot, majd a
hatést tovabbi 60 percen (4 frakcion keresztiil) kdvettiik nyomon. Mikor nomifensint is kapott
az allat a mintavevon keresztiil 10 uM koncentracioban, a DA uptake gatlot a négy nyugalmi
frakcio eltelte utdn adtuk a dializ&lé oldathoz. Az Gj, megemelkedett DA szint altalaban 1
oran belll kialakult, de a stabilizacié érdekében a tovabbi i.p. kezelés csak 2 Oraval
(8 frakcioval) a nomifensin addsa utan tortént meg. Az L-NAME vagy fiziologias oldat
hatasat 1 oran keresztiil figyeltiik (4 frakcio). A testhdmérsékletet fiitOparna segitségével
37 °C-on tartottuk az egész kisérlet folyamén. A kisérlet végén az allatokat tulaltattuk, az
agyat egészben Kkivettuk és formalinba helyeztik egy napra, majd a mintavevo
elhelyezkedését sztereomikroszkopos vizsgalattal ellendriztiik. Csak azokat az adatokat
hasznaltuk fel, melyek esetén a mintavevd a megfeleld teriileten volt.

Mintaelemzés. A mintdk DA, dihydroxi fenilecetsav (DOPAC) és homovanillin sav

(HVA)  koncentracidjat  elektrokémiai  detektorral ~ kombinalt nagy  nyomésu
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folyadékkromatografias rendszerrel (HPLC-ECD) hataroztuk meg, mely a kovetkezd
elemekbdl allt: Waters M510 HPLC pumpa, Waters M460 elektrokémiai detektor glassy
carbon munkaelektroddal (munkapotencial +650 mV). Az adatokat a Maxima 820
kromatografias szoftver segitségével gytijtottik és elemeztiik. Az elvalasztast egy Hypersil
ODS forditott fazisu oszlopon valositottuk meg (Hewlett Packard, 5 um, 100 x 2.1 mm),
melyen a mozgé fazist (0.15 M NaH,PO,, 1.6 mM Na oktanszulfonsav, 1.0 mM Na,EDTA és
12 % metanol, pH 3.7) 0.5 ml/perc sebességgel aramoltattuk. llyen kérilmények kdzott a DA

detekcids limitje 1 pg/ minta koruli értéken mozgott.

4.6.2. NA felszabadulas mérése egér hippocampuséaban

Miitét és mintagyiijtés. A modszert a noradrenalin transzporter szerepét vizsgald
tanulmanyban hasznaltuk (Vizi és mtsai, 2004c). A mindkét nemhez tartoz6 NET KO, illetve
WT egereket (28-30 g) pentobarbitéllal (75 mg/kg, i.p.) elaltattuk és specidlis egérfeltéttel
ellatott sztereotaxikus készulékre (Stoelting, Kiel, USA) helyeztik. Ezutan egy héazi
készitésii, Spectrapor membrant (Spectrum, Houston, USA) tartalmazo, koncentrikus dializis
mintavevét (o.d.: 0.2 mm, aktiv membran hossz 3.7 mm, molekularis atereszt6 képesség 6000
D) Ultettink az allat jobb hippocampuséba (a bregméahoz viszonyitott koordinatak:
AP -2.7, ML +3.5, DV-4.8, a Paxinos és
Watson sztereotaxikus egeératlasz alapjan).
A mintavevét egy modositott Ringer-
oldattal perfundaltuk (6sszetétele mM-ban:
NaCl 147, KCI 4.0, CaCl, 1.2, MgCl, 1.0)
1.4 ul/perc sebességgel egy CMA 100
mikrodializis pumpa segitségével (CMA

Microdialysis, Solna, Svédorszag). A 15

perces mintak gyljtését 60 perccel a

1. abra. A mikrodializis mintavevd pozicidjanak
ellendrzése eger agyban. A kiserlet végen perfundalt ..o vavd beiiltetése utan kezdtiik. A NA
ruténium voros festék jol lathatéan kirajzolta a mintavevd
helyzetét a hippocampusban. Az eredményeket csak szint stabilizalédasa utan, mely tipikusan
megfelel6 elhelyezkedés esetén vettilk figyelembe. Az
abran lathato profil a mintavevé méretaranyos rajza. 6-7 minta legylijtése utan kovetkezett be,

az allatokat intraperitonedlisan kezeltik CH-38083-mal (10 mg/kg), és az anyag hatéasat
tovabbi 60 percen keresztill vizsgaltuk. Bizonyos kisérletekben a NA szint stabilizalédasa
utdn a dializalé oldatot 1 uM TTX-et tartalmaz6 oldatra cseréltik, és tovabbi 90 percig
vizsgéltuk a NA szint alakuldsat. Az egyenletes anesztézia fenntartasa érdekében két dréaval
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az elsd pentobarbital injekcid utan bizonyos kiegészité mennyiségt (15-20 mg/kg) altatdszert
kaptak az allatok. A testhdmérsékletet fiitGparna segitségével 37 °C-on tartottuk az egeész
kisérlet folyaman. A kisérlet végén az allatokat tulaltattuk, kozben a mintavevon keresztiil
ruténium voros festéket perfundaltunk, ami el6segitette a lokalizacio vizsgalatat
(1. &bra). Ezutan az agyat egeszben kivettilk és formalinba helyeztiik egy napra, majd a
mintavevl elhelyezkedését sztereomikroszkopos vizsgalattal ellendriztiik. Csak azokat az
adatokat hasznaltuk fel, melyek esetén a mintavevd a megfeleld teriileten volt.

Mintaelemzés. A legyiijtott mintak NA tartalmat azonnal meghataroztuk egy HPLC-
ECD rendszer segitsé¢gével, mely a kdvetkezé elemekbdl allt: Shimadzu LC-10ADVP pumpa
(Shimadzu, Kyoto, Japan), egy 6 portos elektromos injektor (VALCO, Schenkon, Svéjc), és
egy Coulochem Il elektrokémiai detektor (ESA, Chelmsford, USA) 5011-es nagy
érzékenységli analitikai cellaval, melynek munkaelektrodjai -300 és +275 mV-ra voltak
beallitva. A kromatogramokat a Maxima 820 kromatografis szoftver segitségével gyiijtottiik
és elemeztik. Az elvalasztast egy Supelco LC-18-DB (Supelco, Bellefonte, USA) forditott
fazisti oszlopon valositottuk meg (3 um, 150 x 4.6 mm), melyen a mozgo6 fazist (0.15 M
NaHPO4, 1.6 mM Na oktanszulfonsav, 1.0 mM Na;EDTA és 12 % metanol, pH 3.7) 1
ml/perc sebességgel dramoltattuk. llyen korilmények kozott a NA detekcids limitje 0.2-0.3

pg/ minta kordli értéken mozgott.

47. RT-PCR technika

A modszert a NET KO egerek vizsgalatdnal hasznaltuk (Vizi és mtsai, 2004c) a
genetikai modositas ellenérzésére. A reverse transcriptase-polyclonal chain reaction (RT-
PCR) technika alkalmas a NET KO és WT homozigbta, valamint a heterozigéta allatok
fiatal allatok farkabol nyertiink mintat, melyb6l a DNS DNeasy Tissue Kit (Qiagen)
felhasznalasaval kerilt izolalasra. A kereskedelmileg elérheté gén-specifikus primerek
felhasznaldsaval megvizsgalhattuk a NET gén illetve a genetikai mddositas sorén bejuttatott
eGFP jelolo gén jelenlétét vagy hidnyat. A PCR reakcio egy GeneAmp PCR System 2700
berendezésben zajlott Promega Taq polimerdz (1U/30ul reakcio keverék) segitségével. A
PCR protokoll egy kezdeti 94 °C-on 5 percig tart aktivaciobol allt, melyet 40 sokszorozo
ciklus (94 °C 1 percig, 57 °C 1 percig majd 72 °C 1.5 percig) kovetett. A protokollt egy
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végso elongacios periodus (72 °C 10 percig) zarta. A PCR termékeket 1 % agaroz gélen

elemeztiik etidium bromidos festési eljarassal.

4.8. Statisztikai moédszerek

Altalanos elvként torekedtiink a kisérleti adatok normalizalasara, mely a bioldgiai
mintakra oly jellemzé nagy variancia kikiiszobolése illetve csokkentése révén gyakran
konnyebben értelmezhetdvé teszi a mérési eredményeket. Igy a legtobb kisérlet folyaman
megkiilonboztethetliink nyers adatokat és kiilonb6z0 normalizalasi eljarasokkal eldallitott
szarmaztatott értékeket. Az alkalmazott modszerek egy része altalanosan elfogadott az
irodalomban, ezeket csak roviden ismertetjik, azonban az 4ltalunk kidolgozott Uj eljarés az
elektromos ingerléses szeletkisérletek értékelésére nagyobb terjedelmet kapott. Ezen kiviil
részletesebben foglalkozunk az elektromos tavolsdg Woodhull-modell  szerinti

meghatarozésaval, mivel az eljarés kevesbe elterjedt.

481. A nyugalmi monoamin felszabadulds eredményeinek feldolgozasa
szeletkisérletekben

Ujitasként a mikrodializis kisérletekben mar régota alkalmazott eljaras szerint
normalizaltuk az FR értékeket, azaz az anyagok adasa el6tti 3 frakcio FR értékének atlagat
100%-nak véve, az 0sszes frakcio FR értékét ennek az atlagnak a szézalékéban fejeztik ki. A
szOveti radioaktitvitds tartalom meghatdrozdsa a szeletkisérletek soran relative nagy
bizonytalansigot vihet az adatfeldolgozasba, mivel a szdvetek egy része a kisérlet soran
altalaban elvész, amit a gyakorlatban nem szoktak figyelembe venni. Mivel a FR értékek
kiszamitasa a szoveti tartalmon alapszik, a kiilonb6z6 kisérletekben gyakran igen nagy, nem
bioldgiai okbol szarmazé eltérések mutatkoznak. A fent emlitett normalizalas és a normalizalt
FR értékek (nFR) hasznélata ezt a hibat kiisz6boli ki és ezzel mintegy kontrasztositja, kiemeli
a biologiai eredetli kiilonbozdségeket.

Az nFR adatokat a gorbe alatti teriilet (A) szamitasi modszerével elemeztik. A DMPP

dozis-hatas gorbe esetén A-t az (1) egyenlet alapjan szamitottuk ki:

A = (Zi=10-19 "FR)pMpp(e)"(Zi=10-19 NFRi)DMPR(0) (1)
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ahol i a frakciok sorszama. A DMPP(c)-vel illetve DMPP(0)-val jelolt kifejezések a c
Hasonlé gorbe alatti tertilet szamitason alapulé mddszert hasznaltunk a nikotin illetve NMDA
hatés értékelésekor.

Mivel a DMPP-re adott valasz kétfazistinak bizonyult (Id. késébb az eredmények
targyalasanal), a tovabbi kisérletekben a két fazis teruletét kilon-kilon hataroztuk meg a (2)

és (3) egyenletnek megfeleléen:

A fazis = Zi=10-14 NFR; - 5*(NFR1g+nFR4)/2 (2)

A - A1 tazis = A2, fazis (3)

A kozolt adatok 4-10 kisérlet atlagat és az atlag standard hibajat (mean £ S.E.M.)
képviselik. A statisztikai elemzést ANOVA-t koveté Dunnett teszt, illetve ANOVA-t kovetd
Student-Newman-Keuls-féle tobbszords dsszehasonlitas segitségével (* p<0.05, ** p<0.01)

végeztik.

48.2. Az elektromos ingerlés-kivaltotta monoamin felszabadulas eredményeinek
feldolgozésa szeletkisérletekben

Az elektromos ingerléses kisérletekben hagyomanyosan alkalmazott eljarés szerint a
FR ertékek felhasznaldsaval kiszamitjuk a két ingerlésre, a vizsgalt anyag hidnyaban (S;) és
jelenlétében (S;), adott valasz gorbe alatti terliletét, és az anyaghatdst a ket terilet
hanyadosaval jellemezzik (FRS,/FRS;). Ezt a szdmitasi elvet alkalmaztuk példaul a NET KO
allatokkal végzett kisérletekben A nikotin agonistakkal folytatott kisérleteket azonban az Uj
eljarés segitségével értékeltik. A modszer azon alapszik, hogy az elektromos ingerléses
kiserletekben gyakorlatilag kétszer egymés utan, tiikkorképszeriien megegyez6 protokoll
szerint végrehajtjuk ugyanazt a kisérletet, azaz két nyugalmi frakciot szediink, majd a
harmadikban elektromosan ingereljik a szovetet, ezutan 6 ingerlés utani nyugalmi frakciot
gyijtiink. Emiattaz 1. és 11., a 2. és 12, stb. frakcié kolcsondsen megfeleltethetd egymasnak
(2. dbra). Mivel a kisérletek sorén 19 frakciot szediink, 9 frakciopart alakithatunk ki. A 10.
frakci6 paratlanul marad, ami kifejezett elonynek tekinthetd, mert ez az a frakcio, ahol az els6
ingerlés utan altaldban a 8. frakciotol adott anyag (a rendszer holttérfogata miatt fellép6

késéssel) elkezdi elérni a szovetet. Ilyenforman ez a frakcié atmeneti jelleglinek tekinthetd.
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Az 1j eljarasban az egymasnak megfeleld frakciok (frakcioparok) aranyat tiintetjik fel
szazalékos formaban (100*11/1, 100*12/2, ..., 100* 19/9). Az els6é két pont a nyugalmi
felszabadulast, a 3-4. az elektromos ingerlést, a 5-9. az ingerlés utani nyugalmi frakciokat (2.

kontroll (1-9) drog hatés (11-19) abra) jellemzi. Az abran
egy kontroll  Kisérletet

abrazoltunk, azaz nem
adtunk semmilyen
anyagot a két ingerlés
kozott.  Lathatd, hogy

ebben az esetben az Uj

Frakcionalis felszabadulas (%)

-0-0 N szamitas szerint egy, az x-

o P N W b~ OO N ©
T

tengellyel péarhuzamosan

(11/1)*100 e e e futd egyenest kapunk. Ez
(12/2)*100

azért nagyon kedvezo,

(13/3)*100 mert minden anyaghatés

az egyenestol valo
200 T eltérésként jelentkezik,
tehat sokkal

szembetlinébb. A

10 | o_gr0-010-0-0-0-0

feldolgozasi modszernek

két nagy elénye van a

frakcioparok %-os aranya

123456789

korabbi eljarashoz képest.

Egyrészt vildgosan

ingerlés el6tti elektromos ingerlés utani lathatjiuk az anyaghatas
nyugalmi ingerlés alatti nyugalmi

frakciok frakciok frakciok dinamikajat. A korébbi

2. dbra. Az elektromos ingerléses kisérletek hagyomanyos és (j szdmitasi maddszer teriiletszamitasi
mabdszerének 6sszehasonlitasa. Korabban az elektromos ingerlésre adott

vélaszok (FRS1, FRS2) gorbe alatti terilletét szamitottuk ki, és a drog hatast elve miatt elveszett a
az FRS2/FRS1 arénnyal jellemeztiik (fels6 panel). Az 0j mbdszer az o
egymasnak megfeleld frakciok aranyat szamitja ki, ezért a hatas iddlefutasara folyamat idébeli

nézve is kapunk informéaciot (a tovabbi részleteket Id. a 4.8.2. fejezetben). lefolyésaval  kapcsolatos

informécid, mig az Uj eljaras érzékeny erre a paraméterre. Masrészt a korabbi eljaras soran az
elemzést végzd személyen mult, hogy a teriiletszamitasba mettél meddig terjedd frakciod
intervallumot foglal bele, ami meglehetdsen szubjektivvé tette a feldolgozast. Az 0j szamitasi
modszer ezt teljességgel kizarja. Az eredmények elemzésénél végezhetiink frakcidnként

osszehasonlitasokat, de a valasznak megfeleld frakcioparok osszegzésével teriiletszamitast is
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alkalmazhatunk. Mi az elébbi moddszer szerint elemeztiik az adatokat ANOVA-t kovetd

Dunnett teszt segitségével.

4.8.3. A mikrodializis kisérletek eredményeinek feldolgozasa

Itt a mikrodializis eredmények értékelésénél &ltaldnosan elfogadott eljarast
alkalmaztuk. A kezelés eldtti harom nyugalmi frakci6 monoamin tartalmanak 4tlagat
100 %-nak tekintettiik, és az 6sszes frakci6 monoamin tartalmat ennek az atlagértéknek a
szézalékéban fejeztlk ki. A mintdk monoamin tartalménak abszolut értékét killon kozoljik az
eredmények ismertetésénél (5. fejezet). A statisztikai értékelést &ltaldban a normalizalt
értékekkel végeztilk, az abrazolt eredményeknél 4-8 kisérlet atlagat és az atlag standard
hibdjat (mean + S.E.M.) tlintettik fel. A statisztikai elemzésben ANOVA-t hasznaltunk
ismételt mérésekkel, post hoc tesztként pedig Dunnett tesztet vagy Tukey-Kramer féle

tobbsz6rds dsszehasonlitast (* p<0.05 , ** p<0.01).

4.8.4. A Woodhull-modell alkalmazasa az elektromos tavolsag meghatarozaséara
Az elektromos tavolsag értékét a Woodhull-modell egy specialis esetébdl szarmaztatott
képlet segitségével hataroztuk meg. Ebben az esetben az alapfeltételezés szerint a kdtéhely

csak az extracellularis oldal fel6l elérhetd (Woodhull, 1973):

Iret = Komv) / {Komv) + [B] * exp (-z3FE / RT)}

=z

amplitadoja, Komv) a disszociacios allandé 0 mV-on, z a tesztelt antagonista ionvegyeértéke; &
az elektromos tavolsag (a membrénpotencialnak a kot6helyen elhelyezkedd antagonista altal
érzékelt hanyada), F a Faraday allandd, R az egyetemes gézallandd, T az abszol(t
hémérséklet, E pedig a membranpotencidl. Az elektromos tavolsagot a fenti egyenletnek a
relativ aram amplitid6-membranpotencial adatpontokhoz torténé illesztésével kaphatjuk
meg.

A koncentracio-gatlas gorbéket a Hill-egyenlethez illesztettik:
I = Icontrol / [1 + ([D] / ICSO)nH]

ahol [D] az anyag koncentracioja, 1Csq a koncentrécio, amely 50 %-o0s gétlast eredményez és
nH a Hill-koefficiens. A statisztikai szignifikancidt ANOVA-t koveté Tukey-Kramer

tobbszords Osszehasonlitassal, vagy - ahol lehetséges volt - kétutas t-probaval hataroztuk
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meg. A fesziltsegfliggest a Pearson-féle korrel4cidanalizissel (Graphpad Instat) vizsgaltuk, a

gorbe illesztéseket a pClamp software-rel vagy az Excel Solver funkcidjaval végeztik.
4.9. Anyagok

A citalopram HBr a H Lundbeck A/S (Koppenhdga, Dénia), a CH-38083 (7,8-
(methylenedioxy)-14-alpha-hydroxyalloberbane HCI) a Chinoin (Budapest), a pipecuronium
bromid a Richter Gedeon (Budapest) ajandéka volt. A nomifensin maleatot Dr. Deék Ferenc
(MTA KOKI, Budapest), az epibatidint Dr. Szdntay Csaba (MTA KKKI, Budapest)
szintetizalta. A GBR 12909-et, a nisoxetin HCIl-ot, a nikotin bitartaratot, az N®-nitro-L-
arginin metilésztert (L-NAME) és az N“-nitro-D-arginin metilésztert (D-NAME), a sodium
nitroprussidot (SNP), a tetrodotoxint (TTX), a picrotoxint, a dimetilfenilpiperazinium jodidot
(DMPP), a mekamilamin HCI-t, a methyllycaconitine-t (MLA), az anatoxin-A HCI-t, a
cytisint, a pargylin HCI-t, a pancuronium bromidot, a kadmium kloridot, az MK-801-et és az
ifenprodilt a Sigméatol (St Louis, USA), a desipramin HCI-t, a nisoxetin HCI-t, a xylazin HCI-
t, a nomifensin maleétot és a 7-nitro indazolt (7-NI) az RBI-t6l (Natick, USA), a fluoxetin
HCI-t, a sztrichnint, a glicint és az NMDA-t a Tocristol (Bristol, UK), a kokain HCI-t a
Gyogyaruértékesito Vallalattol (Budapest) szereztik be. Az L—7,8—[3H]noradrenalint
(IPHINA, specifikus aktivitdas 30-50 Ci/mmol), a L-7,8-[*H]dopamint ([*H]DA, specifikus
aktivitas 46 Ci/mmol), az L-[*H]szerotonint ([*H]5-HT, specifikus aktivités 15.7 Ci/mmol) és
az N-methyl-[*H]nisoxetint (specifikus aktivitis 84 Ci/mmol) az Amershamt8l vasaroltuk
(Little Chalfont, UK). Minden egyéb felhasznalt anyag analitikai tisztasdgu volt. Az 6sszes
anyagot Krebs-oldatban, mddositott Ringer-oldatban vagy fiziologias séoldatban oldottuk fel,
kivéve a citalopramot, melyhez etanolt, illetve a 7-NI-t, melyhez propilén glikolt hasznaltunk
(1 mg/ml-es torzsoldat keszitéséhez). Ezért a citalopramot illetve 7-NI-t hasznalo
kisérletekben a kontrollban is jelen volt az ekvimolaris mennyiségii oldoészer is (1d. 5.1.1.

fejezet).
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. A nitrogén monoxid szerepe a monoaminerg transzmisszié szabalyozisaban: a

monoamin transzporterekre gyakorolt hatas jelentésége

A kovetkezd kisérletsorozatokban arra kerestiik elsédlegesen a valaszt, hogy milyen
hatasa lehet a szervezetben termel6dd, endogén (NO-nak a monoaminerg transzmissziora,
ezért azt az altaldnos megkdzelitést alkalmaztuk, hogy a NOS enzim szelektiv vagy nem
szelektiv gétloszereivel megakadalyoztuk a NO szintézisét, és vizsgaltuk, hogy miként
valtozik a monoamin felszabadulas kiilonb6z6é koriilmények kozott. A kisérleti eredmények
értelmezése soran felmeriild, transzporterekre gyakorolt hatas lehetoségét striatum szeleteken

végzett transzmitter felvétel segitségével vizsgaltuk.

5.1.1. Nitrogén monoxid hatésa a nikotin agonistak &ltal kivaltott NA felszabadulésra
patkany hippocampus szeletekbél

A 45 perces [PH]NA-nal térténd inkubalds, majd 60 perces preperfiizio utan a szeletek
3687447 £ 156080 Bq/g (n=47) radioaktivitast tartalmaztak. A frakciondlis felszabadulas

értéke nem volt  szignifikdnsan

—O— kontroll —@— kontroll —]— DMPP —H— DMPP
(veh.) (7-N1) + veh. +7-NI

200 kiilonb6z6 egyik csoportban sem, az
Osszes kisérletre szamitott atlagérték
0.49 £0.03 %/3 perc volt (n=47). A

nikotin agonista DMPP-t és nikotint a

150

nFR (%)

100
negyedik frakciotol adtuk és jelen

S voltak a Kkisérlet végéig. Az adatok
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 . .
értékelésénél az adott valasz iddébeli

Frakciok
3. 4dbra 7-NI hatsa a DMPP-kivaltotta [*H]NA lefutdsanak megfeleld gorbe alatti

felszabadulésra patkdny hippocampus szeletekbél. A DMPP-t .. .
(20 uM) a 4. frakeiotol adtuk (vizszintes vonal), a 7-NI (40 Eruletet  (AUC)  hataroztuk  meg

I B e 5 o SO 5D L PV (OMPPl 415, ikounndl @ 48
kisérlet &tlagat és standard hibajat képviseli. frakciok osszegét). Az adatokat az
ANOVA-t kovet6 Student-Newman-Keul-féle tobbszords 6sszehasonlitassal elemeztiik.

7-NI hatdsa a DMPP-kivaltotta [PH]JNA felszabadulasra. A DMPP 20 puM
koncentracioban szignifikdnsan névelte a NA felszabadulast (AUC.15 = 1370.99 + 86.86 %,
n=5) a kontroll csoporthoz viszonyitva (AUC4.1s = 944.37 £32.24 %, n=5). Ezt a hatést

erGteljesen potencirozta a szelektiv neuronalis NOS inhibitor 7-NI (3. abra) 40 puM
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koncentracioban (AUC4.15 = 1617.09 + 114.71 %, n=5) (DMPP vs. DMPP + 7-NI: p<0.05).

—(O— kontroll —@— kontroll —[J— nikotin  —l— nikotin

200 ¢ (veh.) (7-N1) + veh. +7-NI

150 -
||

/Q\!

100*§Xg§s<> Bn-g-
- 8 .‘Oig\g‘i:gii:iki<g

nFR (%)

S [ [ [ — | N N E—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

50

Frakciok

4. dbra. 7-NI hatasa a nikotin-kivaltotta [*H]NA felszabadulasra
patkény hippocampus szeletekbdl. A nikotint (100 pM) a 4.
frakciotol adtuk (vizszintes vonal), a 7-NI (40 puM) vagy
oldészere, a propilén glikol (veh) a preperflzié megkezdésétsl
jelen volt a médiumban. Minden pont 5 kisérlet atlagat és
standard hibajat képviseli.

A 7-NI O6nmagaban nem okozott
semmilyen valtozast a nyugalmi NA
felszabadulasban (AUC,.
15 =926.46 +27.49 %, n=5) és 10
uM-ban még nem potencirozta a
DMPP hatasat (AUC4qs5 = 1439.12
+103.25 %, n=4). Mivel a DMPP az
5.2.2. fejezetben elmondottak szerint
kettds hatassal (1. fazis: nikotin
receptor kozvetitette exocitdzis; 2.
fazis NA transzporter megfordulasa
révén 1étrejové  carrier-kOzvetitette

felszabadulas) fokozza a

hippocampdlis NA felszabadulast, a kovetkez6 kisérletekben azt kivantuk tisztizni, melyik

mechanizmussal 1ép kdlcsonhatasba a 7-NI.

7-NI hatasa a nikotin-kivaltotta [°’H]NA felszabadulasra. A nikotin az 5.2.1. fejezet

eredményei alapjan csak a nikotin receptorok izgatdsa révén fokozza a hippocampélis NA

Ca?*-mentes kozeg

—O— kontroll —@— kontroll —[— DMPP —l— DMPP
(veh.) (7-N1) + veh. +7-NI
200

imEm
150 -m-m-u T -
"4 SH-E_T

» -

~O-o-g-o-0-0~
0-0-0-0--~0-g_g

nFR (%)

100 | iiiﬁlsﬁg _ _
SSeseg e

Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Frakciok

50

5. dbra. 7-NI hatasa a DMPP-kivaltotta [PH]NA felszabadulasra
patkény hippocampus szeletekbsl Ca?'-mentes kézegben. A
DMPP-t (20 uM) a 4. frakciotdl adtuk (vizszintes vonal), a 7-NI
(40 uM) vagy olddszere, a propilén glikol (veh) a preperfazid
megkezdésétol jelen volt a médiumban. A Krebs oldat 1 mM
EGTA-t is tartalamazott. Minden pont 4-6 kisérlet atlagat és
standard hibajat képviseli.
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felszabadulést, igy alkalmas a DMPP
1. fazisG hatdsanak  kilonallo
tanulmanyozasara. A nikotin 100 uM-
ban szignifikansan fokozta a NA
felszabadulast (AUC,s = 531.64
* 20.76 %, n=5) a kontroll csoporthoz
viszonyitva (AUC,s =460.52 +2.83
%, n=5), &m ezt a hatast a 7-NI (40
uM) egyaltalaban nem potencirozta
(AUC,5=54780£855 %, n=b)
(4. d&bra). Ismételten, a 7-NI
dnmagaban semmilyen valtozést nem
okozott a nyugalmi NA
felszabadulasban (AUCss = 456.13
+11.11 %, n=5).



7-NI hatasa a DMPP-kivaltotta [’H]NA felszabadulasra Ca?*-mentes kozegben. Az
5.2.2. fejezetben elmondottak szerint Ca”*-mentes kozegben a DMPP hatas 1. fazisa eltiinik,
igy lehetéveé valik a 2. fazis elkiilonitett vizsgalata. Szemben a nikotinos eredményekkel, a
DMPP-kivéltotta NA felszabadulést Ca”*-mentes kozegben (AUC,.15 = 1195.11 + 13.61%,
n=5) a 7-NI (40 uM) tovabbra is potencirozta (AUCs.15 = 1501.65 + 97.67 %, n=5) (5. &bra)
(Ca2*-free DMPP vs. Ca2*-free DMPP + 7-NI: p<0.01). A nyugalmi NA felszabadulas nem
valtozott a DMPP-t nem kap6, hordozét (AUC,.15 = 868.65 + 18.11 %, n=4) illetve 7-NI-t
(AUC,.15 = 881.97 +57.82 %, n=4) tartalmazé kontroll csoportokban.

7-NI hatasa a DMPP-kivaltotta [PH]NA felszabadulasra Ca®*-mentes kézegben
DMI jelenlétében. Kizarandd azt a lehet6séget, hogy a 7-NI az uptake carriertdl figgetlen
uton képes a DMPP 2. fazisanak potencirozésara, kisérleteinket elvégeztilk a NA uptake gatld
DMI jelenlétében is. Ca®*-mentes kozegben DMI (10 uM) jelenlétében a DMPP (20 puM)
képtelen volt a nyugalmi NA felszabadulas befolyasolaséra (nincs abrézolva), fuggetlendl a
7-NI (40 uM) jelenlététdl (AUCs15=924.20+32.209 %, n=4) vagy hianyéatol
(AUC4.15 = 869.50 + 23.39 %, n=4).

5.1.2. Nitrogén monoxid hatdsa a nyugalmi DA felszabaduldsra altatott patkany
striatumaban
L-NAME és D-NAME hatéasa az in

~O- Fiz.s6  ~@~ L-NAME ~A~ D-NAME vivo nyugalmi DA felszabadulasra
5 ml/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
150 patkdny  striatumaban. Normal
g korulmények kozott a a nyugalmi DA
S 125¢
= _ 2 . felszabadulas az altatott  patkany
B e Y T A , A
% 1001 ?*QiGQQ\L\§\§<g striatumaban 12.3+2.1 pg/minta volt. A
2 °
i('—’ sk 1 *\g\g/f nem-szelektiv. NOS gatlo L-NAME
[a) . ;s 7 -
A szisztémas alkalmazésa (10 mg/kg, i.p.)

50 L L L L L L L I}
S szignifikansan  csokkentette a DA
1dd (perc)

6. é4bra. No-nitro-arginin metilészter (NAME) enantio-
merjeinek hatasa az in vivo nyugalmi DA felszabadulasra A s(jcs hatas (23 % csokkenés) 30
patkany striatumaban. A fiziol6gids sooldatot, L-NAME-t

vagy D-NAME-t (10 mg/kg, i.p.) a 0. idépontban adtuk be perccel az injekci6 utan kdvetkezett be.
(nyil). A kezelések elétti 3 minta atlagat vettiik 100 %-nak és

az adatokat ehhez viszonyitva abrazoltuk. Minden pont 4-6 Ezzel szemben az inaktiv enantiomer D-
kisérlet atlagat és standard hibajat képviseli. A statisztikai .

elemzésben ANOVA-t hasznaltunk ismételt mérésekkel, NAME (10 mg/kg, ip.) nem volt

melyet a Dunnett teszttel kombinaltunk (*: p < 0.05, . . .
*%. 1 < 0.01). hatassal a DA felszabadulésra (6. abra).

A hordozoként hasznalt fizioldgias séoldat ugyancsak nem befolyasolta a DA szintet a

35



striatumban. Egyik kezelés sem befolyasolta a metabolitok (DOPAC és HVA) extracelluléris

V4

L-NAME  hatdsa az in vivo

nyugalmi DA felszabadulasra patkany

1000 - *k . p . L s

900l T T striatumaban nomifensin jelenlétében. A
: el
> r 00— 9—eo— . , . 7 - Lz
3 ol o DA visszavételi rendszer érintettségének
S e00f o N Ly .
;(j: a0l ;/ vizsgalata céljabdl tanulmanyoztuk az L-
N I 7z z z z
ol NAME hatasat a DA transzporter gatld
< 00l o e s . e
S ol e—e_e_g @ nomifensin (10 kM) nomifensin jelenlétében is. Nomifensin

0 I I I L I

45 30 15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 folyamatos helyi alkalmazasa (10 uM a

1d6 - ,, i ‘ 0
0 (perc) mintavevon keresztiil bejuttatva)  kozel

7. dbra. Nomifensin (10 uM) hatasa az in vivo nyugalmi
DA felszabadulasra patkany striatumaban. Az anyagot a

0. idopillanattdl kezdtik adagolni a mintavevén Kkoncentraciot és 60 perc elteltével
keresztlil. Tovabbi részletek a 6. dbra magyarazataban

talalhatdak. stabilizdlta ezen a magasabb szinten

nyolcszorosara emelte a nyugalmi DA

(7. &bra). llyen korilmeények kozott az L-NAME (10 mg/kg, i.p.) nem befolydsolta a DA
koncentraciot, és az oldoszerként hasznalt fizioldgiés séoldat (5 ml/kg) szintén hatéstalan volt
(8. &bra). Sem a nomifensine perfuzidja, sem az egyéb kezelések nem befolyasoltédk a
DOPAC és HVA szinteket (nincs abrézolva).

~O~ Fiz. s6 ~®- L-NAME 5.1.3. Nitrogén monoxid hatasa a DA
5 mi/kg 10 mg/kg

1501 visszavételre patkany striatum

g Ll szeletekben
LE ~ 3 . . +
2. 9>Q<5><Qif>§%Q:g A ['H]DA speC|f|k-us felvétele 0.317 +
3 0.038 pmol/mg protein/ 10 perc volt
g sr | patkdny striatum szeletekben 50 nM végs6

nomifensin (10 pM)
ol koncentraci6 alkalmazasa mellett. Mikor a
-45 -30 -15 0 15 30 45 60

1d6 (min) szeleteket 15 percre eldinkubaltuk a NO

8. abra. L-NAME hatdsa az in vivo nyugalmi DA donor SNP-vel (100 uM-os

felszabaduldsra patkany striatumaban  nomifensin koncentracidban) a [3H]DA felvétel
jelenlétében. Az L-NAME-t (10 mg/kg, i.p.) a O. '
idépontban adtuk be (nyil), a nomifensint az injekcié szignifikansan (66 %-kal) csokkent a 0.109

elott két oraval kezdtiik adni a mintevevén keresztiil. . L,
Tovabbi részletek a 6. abra magyarazataban talalhatéak. * 0.017 pmol/mg protein/10 perc értékre.

Ezzel szemben, mikor a szeleteket a NOS gatl6 L-NAME-val (100 pM) eléinkubaltuk 15
percig, mintegy 80 %-os emelkedeést (0.569 + 0.072 pmol/mg protein/10 perc) tapasztaltunk a
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[*H]DA visszavételben (9. &bra). Az inaktiv enentiomer D-NAME (100 pM) nem
befolyasolta szignifikansan a [°H]DA visszavételt (0.256 + 0.022 pmol/mg protein/10 perc).

5.14. Az eredmények értelmezése: az endogén nitrogén monoxid gatlé hatdsa a
monoamin tarnszporterek miikodésére

A neuronalis NOS gétlas hatdsa a DMPP-kivaltotta NA felszabadulasra. A
témakorben végzett elso kisérleteink a nikotin agonistak noradrenerg transzmissziora kifejtett

hatdsanak tanulmanyozéasihoz kapcsolddtak. Mint latni fogjuk, ez a kérdéskor volt a gydkere

0.80 a disszertacioban taglalt munka nagy részének,

5 070 * hiszen a nikotin agonistdk és a monoamin
g§ 060 T transzporterek sszefliggéseire (5.2. fejezet) is
E% zjz igy bukkantunk, illetve ezt a vonalat folytatva
%g 0.30 __ jutottunk el a monoamin uptake gatlok nem-
HE; 0.20 konvenciondlis kozponti idegrendszeri
010 hatdsaihoz (5.3. fejezet). Az eredeti témakor

o Kontroll  SNP  L-NAME D-NAME érdekessegét az adta, hogy a nikotin kognitiv

100 pM 100 uM 100 pM ) ] )
funkcidkat javitd hatdsat csoportunk korébbi

9. dbra. A NO donor sodium nitroprussid (SNP) és a munkai 6sszefliggésbe hoztdk a noradrenerg

NOS inhibitor Nw-nitro-arginin metilészter (NAME) . L o
enantiomerjeinek hatasa a [°H]DA felvételre patkany rendszerre gyakorolt serkentd hatasaval (Vizi

striatum szeletekben. A szdveteket 15 percig . . Ny . .
inkubaltuk a kiilonbozé anyagokkal a mérés és mtsai, 1991; Vizi és mtsai, 1995; Sershen

megkezdése el6tt. Minden oszlop 4-6 fliggetlen mérés 4 ; _
itlagét és standard hibajat kepviseli, Az adatokat ©° Msah 1997). A~ DMPP-vel folytatott

ANOVA-t koveté Dunnett teszttel elemeztik, *: Kisérletek idején még nem voltak ismertek a
p<0.05 a kontrollhoz képest. . . .

hippocampélis szinaptoszoma preparatummal
folytatott vizsgalat adatai (Clarke és Reuben, 1996), igy nem volt direkt bizonyiték arra, hogy
a nikotin agonistak hatasat kozvetité receptorok a noradrenerg terminalison helyezkednek el.
Mivel a morfoldgiai adatok nem igazoltdk, hogy Kkolinerg rostok szinaptizalnanak a
noradrenerg rostokon (Umbriaco és mitsai, 1995), felmeriilt a lehetésége annak, hogy
valamilyen egyéb nem-szinaptikus kapcsolat (Vizi, 1984; Vizi és L&bos, 1991) kdzvetiti a
nikotin agonistdk hatdsait. Ismerve a NO fizikokémiai tulajdonsagait (Id. kés6bb),
kézenfekvé volt az a feltételezés, hogy a NO-nak lehet ilyen nem-szinaptikus mediator
szerepe. Erre alapozva kezdtuk vizsgalatainkat a szelektiv nNOS géatld 7-NI-vel (Babbedge és
mtsai, 1993). Mint latni fogjuk, eredeti feltevésink nem bizonyult igaznak, azonban a
kiserletek eredmeényei és a tovabbi munka sorédn igen érdekes dsszefiiggésekre bukkantunk a

NO és monoamin transzporterek miikdodése kozott.
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A NO lehetséges mediator szerepét tanulmanyozva azt talaltuk, hogy a szelektiv nNOS
inhibitor 7-NI potencirozza a DMPP Altal kivaltott NA felszabadulast. Mivel a DMPP hatéasa
két komponensii (Id. részletesen a 5.2. fejezetben), egy nikotin receptor kozvetitette
exocitozisbol (1. fazis) és egy carrier-medialta transzmitter felszabadulasbdl all, olyan
kiserleti viszonyokat igyekeztiink teremteni, melyekben a két komponens egymaéstol
szétvalasztva kilon-kulon vizsgalhatd, hogy megallapithassuk melyikiikkel képes
kolcsonhatasba 1épni a 7-NI. Az 1. fazist a nikotin segitségével tanulmanyoztuk, mivel
(hasonldan a legtdbb nikotin agonistahoz, 5.2. fejezet) ez az anyag csak a nikotin receptorok
izgatdsa utjdn fokozza a hippocampdlis NA felszabaduldst. Mivel a nNOS gatl6 nem
befolyasolta a nikotin hatéséra kialakul6 valaszt, megallapithatjuk, hogy a 7-NI nem a nikotin
receptor kozvetitette exocitézist fokozza. A 2. fazist Ca®-mentes kdzegben
tanulméanyozhatjuk elkiilnitetten, mivel ilyenkor az 1. fazis eltiinik (5.2.2. fejezet). Ca?'-
mentes kozegben a 7-NI tovabbra is képes volt a DMPP-kivaltotta NA felszabadulas
fokozéaséara, ami azt mutatta, hogy a 7-NI feltételezhetéen a carrier-medidlta komponenst
potencirozza. A NA uptake gatlo jelenlétében folytatott kisérletek bizonyitottak, hogy a 7-NI
hatdsanak tdmadéspontja valdéban az uptake rendszer, hiszen DMI jelenlétében a potenciroz6
hatas is megszlint (a DMPP hatasaval egyetemben).

Felvet6dik a kérdés, vajon a 7-NI potencirozd hatasa nNOS géatld képességével vagy
valamilyen egyéb hatdsmechanizmussal magyarazhat6-e. MacKenzie és mtsai (1994)
eredményei szerint a 7-NI 1.53 £ 0.05 pM-o0s ICsy értékkel gatolta a hippocampusban a
NNOS-t. A mi kisérleti adataink (10 pM 7-NI még hatastalan volt, mig 40 uM-nal mér
vil&gos potencirozo hatés jelentkezett) tokéletesen illeszkednek ezzel az adattal, killondsen ha
figyelembe vessziik, hogy MacKenzie-ék hippocampus szdvet homogenizatum feliliszéjabol
hataroztdk meg az 1Csy értéket. Ezzel szemben mi 400 uM vastagsagu szeletekkel
dolgoztunk, ahol a nNOS enzim elérhetésége nyilvanvaldoan rosszabb, ezért valamivel
magasabb 7-NI koncentracid szikséges a gatld hatas eléréséhez. Ezek a megfigyelések azt
mutatjék, hogy a 7-NI DMPP-kivaltotta NA felszabadulast potenciroz6 hatasdnak és nNOS
gatld hatdsanak megjelenése kdzott igen szoros korreldcio &ll fenn, ami arra utal, hogy a
potencirozd hatds a nNOS gétlasanak kdvetkezménye.

Milyen hatésa lehet hat a NO-nak a NA transzporterre? A kérdéssel kapcsolatban
szamos tanulmany latott napvilagot az elmult idészakban. A NO gétolta a [°H]DA (Lonart és
Johnson, 1994; Pogun és mtsai, 1994a) és a [*H]glutaméat visszavételét (Lonart és Johnson,
1994; Pogun és mtsai, 1994b), ugyanakkor fokozta a [°H]5-HT uptake-et (Miller és
Hoffmann, 1994). A NA uptake-kel kapcsolatban, Pogun és mtsai (1994a) szerint a NO-nak
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nincs hatasa, mig Lonart és Johnson gatlo hatasrdl szamolt be (Lonart és Johnson, 1995). A
fenti tanulmanyokban a szerz6k kozvetleniil a transzmitter-felvételt mérték, altalaban
szinaptoszoma preparatumokon NO generatorokbdl képz6dd, exogén NO jelenlétében. A mi
kisérleteinkben az endogén eredeti NO képzddés gatlasanak kovetkezményeként
tapasztaltunk funkciovaltozast a NA uptake mitkodésében. A 7-NI hatdsara fokozddott a
DMPP-kivaltotta carrier-medialta NA felszabadulas, ami arra utal, hogy az endogén NO
csokkenti az uptake rendszer aktivitasat, legaldbbis olyan kérulmények kozott, amikor az
uptake rendszer forditva miikodik, azaz a sejtbdl kifelé szallitia a NA-t. Osszefoglalva,
eredményeink azt mutatjak, hogy a nNOS &ltal termelt endogén NO bizonyos kdrulmények
kozott gatolni képes a NA uptake carriert és igy fontos szerepet jatszik a hippocampaélis
noradrenerg rendszer miikodésének szabalyozasaban.

A NOS gétlas hatasa a nyugalmi DA felszabadulasra és felvételre. Az elmdult 20
évben nagy mennyiségii kisérleti megfigyelés halmozodott fel, ami azt mutatta, hogy a NO
képes befolyasolni a dopaminerg ingerllet-atvitelt a striatumban. Mindazonaltal, az
eredmények meglehetésen ellentmondasosak, igy nincs konszenzus a hatas jellegét illetden.
Megfigyelték, hogy a NO donorok, illetve prekurzorok novelik a DA felszabadulast patkany
striatum szeletekbdl (Zhu és Luo, 1992; Lonart és Johnson, 1994), de a folyamat egyes
tanulmanyokban Ca®*-fiiggének (Lonart és mtsai, 1993), mig méas munkikban Ca®'-
fuggetlennek bizonyult (Black és mtsai, 1994; Stewart és mtsai, 1996). Az in vivo
mikrodializis kisérletek adatai szintén ellentmondasosak. A NO donor S-nitrosogluthation
(SNOG) és sodium nitroprusside (SNP) ndvelte, mig a NO donor S-nitroso-acetilpenicillamin
(SNAP) és a NO gaz csokkentette az extracellularis DA szintet a striatumban (Guevara-
Guzman és mtsai, 1994). Ezzel szemben egy masik mikrodializis tanulmany szerint a SNAP,
szinte teljesen azonos kiserleti kortlmények kodzott ndvelte a striatalis DA felszabadulést
(West és Galloway, 1996).

A NOS inhibitorokkal végzett kisérletek eredményei szintén nem egybehangzoak.
szignifikdnsan csokkentette a striatalis DA szintet altatott mongol ugréegérben (Strasser és
mtsai, 1994). Ezzel szemben, egy masik NOS inhibitor, az L-NAME szintén a mintavevén
keresztll adagolva szignifikansan emelte a DA koncentréaciot altatott patk&nyban (Silva és
mtsai, 1998). A szelektiv neuronélis NOS inhibitor 7-NI nem befolyasolta a nyugalmi DA
felszabadulast patkdnyon folytatott mikrodializis kisérletekben, de meggéatolta a NO
prekurzor altal kivaltott DA szint emelkedést (West és Galloway, 1997). Egy maésik
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tanulmanyban viszont a 7-NI novelte a DA felszabadulést (Silva és mtsai, 1995). In vitro
korulmények kozott az L-NAME szignifikansan csokkentette az elektromos ingerlés-
kivaltotta DA felszabadulast patkany striatum szeletekb6l (Sandor és mtsai, 1995). A NO-val
kapcsolatos vizsgalatokban megfigyelhetd, feltlinben sok ellentmondasos eredmény
lehetséges okaival részletesen foglalkoztam egy Osszefoglal6 munkéban (Kiss, 2000). Itt,
helyhidny miatt csak annyit jegyeznék meg, hogy szamos tanulméanyban igen magas (10-100
mM-os) koncentracioban alkalmaztdk a kiilonbozé anyagokat, mely koncentracid
tartomanyban mar ugrasszeriien megnd az aspecifikus hatasok lehetdsége (Kiss és mtsai,
1994), ami jelentésen nehezitheti az adatok helyes értelmezését.

Kisérleteinkben éppen ezért nem a mintavevén keresztiil, hanem szisztémasan
adagoltuk a NOS inhibitort. Eredményeink szerint az L-NAME szignifikdnsan csokkentette a
striatalis DA szintet, ami azt mutatja, hogy az endogén termel6dé NO tonusos serkent6 hatast
fejthet ki a dopaminerg ingerilet-atvitelre. Ez az eredménylink 6sszhangban van korabbi
megfigyelésekkel, melyek szerint az NMDA antagonista MK-801 cstkkenti a striatalis DA
szintet (Kashihara és mtsai, 1990; Whitton és mtsai, 1992), hiszen a NO termelédése NMDA
receptorok aktivalodasahoz kapcsolédik (Schuman és Madison, 1994), tehadt az NMDA
antagonistaknak hasonl6 hatésa lehet, mint a NOS inhibitoroknak.

Mi lehet a mechanizmusa a NO 4&ltal kifejtett serkenté hatasnak? Mint azt maér
emlitettiik, a NO vagy NO donorok gatoljak a [*H]DA visszavételét (Lonart és Johnson,
1994; Pogun és mtsai, 1994a). Egy mésik tanulmany szerint a NO alacsony koncentracidban
novelte, mig magasabb koncentrécidban gatolta a szinaptoszdmalis DA felvételt (Chaparro-
Huerta és mtsai, 1997). Megfigyelték, hogy a NO donor-kivaltotta DA felszabadulast géatolja
a DA uptake inhibitor nomifensin (Lonart és Johnson, 1994; Buyukuysal, 1997). Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a NO hatasa a DA uptake rendszerrel dsszefliggésben alakul Ki.

Sajat eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a szervezetben képz6d6 NO a
DA transzporterre kifejtett gatld hatds réven emeli a DA koncentraciot. Az L-NAME
megakadalyozza a NO szintézisét, igy megsziinteti a gatlo tonust, tehat a transzporter
hatékonyabban tud miikddni, ami az extracellularis DA szint csokkenését eredményezi.
Nyilvanvald, hogy a DAT géatlé nomifensin felfiiggeszti, mintegy maszkirozza, a NO altal
kifejtett hatdst, hiszen mar 6nmagaban is teljes DAT funkci6 kiesest okoz. Feltételezésiinket a
striatum szeleten végzett uptake kisérletek megerdsitik, hiszen a NO donor SNP csokkentette,
mig a NOS gétlé6 L-NAME ndvelte a [’H]DA visszavételét. Osszegezve elmondhatjuk, hogy
eredményeink szerint az endogén NO befolyasolhatja a DAT aktivitasat, igy fontos

szabalyozo tényezdje lehet az extracellularis DA szintnek.
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A nitrogén monoxid monoamin transzporterekre gyakorolt gatldé hatdsdnak
mechanizmusa. A NA transzporter esetében tisztazodott a NO hatas molekuléris
mechanizmusa. Kaye és mtsai (2000) kimutattdk, hogy a NO donor SNAP szignifikansan
csokkenti a [PH]NA felvételt human NET cDNS-sel transzfektalt CHO sejtekben, azonban ez
cserélik. A tovabbi vizsgélatok tisztaztadk, hogy a cisztein(351) NO altali S-nitrozil&lédasa
okozza a NA transzporter aktivitasdnak csokkenését. A DAT esetében hasonld
mechanizmussal van dolgunk. Kimutattak, hogy a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS), igy pl.
a peroxinitrit vagy a superoxid anion gatolni tudjak a DA transzporter mitkodését (Berman és
mtsai, 1996; Fleckenstein és mtsai, 1997a; Page és mtsai, 1998). Noha a célpontokat nem
azonositottak egyértelmiien, nagy valdsziniiséggel a transzporter extracellularis loopjaban
taldlhatd cisztein csoportok érintettek (Fleckenstein és mtsai, 1997b). Az eltérés a NET-hez
képest annyi tehat, hogy itt nem a NO 6nmagaban, hanem a beldle képz6d6 ROS, elsésorban
a peroxinitrit kozvetiti a hatdst. A mechanizmus egyben némi magyarazatot is ad a feltinéen
sok ellentmondasos kisérleti adatra, ugyanis a NO illetve ROS képz6dés nagy mértékben
fllgg az adott vizsgalatai rendszer aktudlis redox allapotéatdl (pl. aszkorbinsav mennyisége,
oxigendltsag, stb.), ami természetesen teljesen eltérd lehet a kiilonboz6 kisérleti koriilmények
kozott. Mivel mind az S-nitrozilacié, mind a peroxinitrit altali modifikacié reverzibilis
folyamat, a jelenségeknek fontos élettani szerepe lehet a monoamin transzporterek

aktivitdsénak szabalyozasaban.

5.1.5. A NO transzporterekre gyakorolt hatasanak jelentésége: a receptorok nelkili
nem-szinaptikus kommunikacio elmélete

Kisérleti adatainkbol két igen fontos kovetkeztetés vonhatd le. El6szor, bizonyitottuk,
hogy a NO monoamin transzporterekre gyakorolt gatlé hatdsdt nemcsak NO donorok
segitsegével lehet megfigyelni szinaptoszOma készitményeken, hanem NOS gatlok
alkalmazésaval is funkciondlis in vitro és in vivo transzmitter felszabadulési kisérletekben.
Tehat igazoltuk, hogy a szovetekben termelddé NO tonusos gatlast fejt ki a transzporterekre,
igy jelentésen befolyasolhatja az extracellularis monoamin koncentraciot fiziologias
korulmények kozott is. Masodszor, igazoltuk, hogy a NO gétlé hatdsa fliggetlen a
transzporter aktualis miikodési iranyatol, hiszen megfigyelhetd volt mind a nyugalmi DA
felszabadulassal kapcsolatban, mikor a transzporter a normal iranyban kiviilrl befelé szallitja
a transzmittert (Kiss és mtsai, 1999), mind a DMPP altal indukalt carrier-medialta

felszabadulas esetén, mikor megfordul a transzporter mitkodése és a citoplazmabol kifelé

41



széllitja a transzmittereket (Kiss és mtsai, 1996). De mi lehet ennek a gatl6 hatasnak a

gyakorlati jelentésége?

Kapcsolat a NO szintézis és a glutaméterg transzmisszié kdzott. A NO L-argininbol

képzddik a NOS enzim segitségével, melynek legalabb harom kiilonb6z6 izoformaja ismert
(Griffith és Stuhr, 1995): az endotelidlis (eNOS), mely a kardiovaszkularis hatasokért felelos,
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10. dbra. A neurondlis NOS (nNOS) aktivalodasa a kdzponti
idegrendszerben. A glutamat felszabadulasa ingeriiletbe hozza az
NMDA receptorokat, ami a kovetkezményes Ca**-bedramlés révén
aktivalja a PSD-95 altal a receptorhoz kotoétt nNOS-t. Az enzim altal
szintetizalt NO felhOszerlien szétterjed és eléri az aktivalt szinapszis
kornyezetében  talalhat6  monoaminerg (NA, DA, 5-HT)
varikozitasokat. Mivel az extracellularis monoamin szint a
felszabadulds és visszavétel ereddjeként alakul ki, a NO éltal a
transzporterekre (T) gyakorolt gatlo hatds megemeli az aktivalt
szinapszis kdrnyezetében a monoamin koncentraciot még akkor is, ha a
felszabadulas nem valtozik. A megemelkedett monoamin szint a
glutamaterg terminalisokon elhelyezkedd preszinaptikus monoamin
receptorokon (MAR) keresztiil csokkenteni képes a glutamat tovabbi
felszabadulasat, tehat a nemszinaptikus kolcsénhatdsok révén
megvaldsul egy negativ visszacsatolas (Kiss és Vizi, 2001 abraja
alapjan)

az indukélhaté (iNOS), mely
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Ca?*-koncentraci6 ([Ca®Ty)
megemelkedése  (Griffith és

Stuhr, 1995). A megfigyelések szerint a nNOS érdekes modon szinte kizar6lag az NMDA

receptorok aktivalédasa utan kezd a NO szintézisbe (Garthwaite és Boulton, 1995). Mivel a

receptorok széles korére jellemz6, hogy aktivalodasuk a [Ca?']i, emelkedéshez vezet, az

NMDA receptorok és a NO szintézis szoros és kizarélagos kapcsolata meglehetdsen

rejtélyesnek tlint egészen addig, mig a glutamaterg szinapszis molekularis szervezédésének

megismerése nem biztositott magyardzatot a jelenségre. Kiderilt, hogy a nNOS szorosan

kapcsolodik az NMDA receptorhoz a PSD-95 fehérje segitségevel, igy az enzim kozvetlendl
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az NMDA receptor aktivalodasakor megnyilé csatornan beéramlé Ca**-ionok araméban
helyezkedik el (Brenman és Bredt, 1997). Az egyéb forrasokbol eredd Ca®'-tranziensek
feltételezhet6en felhigulnak, elenyésznek, mire az enzim kdrnyezetébe érnének, ezért a
NNOS-t csak az NMDA receptor képes ‘bekapcsolni’. Ebbdl viszont az kdvetkezik, hogy az
endogén modon termelddé NO szintje az NMDA receptor/nNOS tartalmt szinapszisok koriil
meglehet6sen hilen tiikrozi a glutamaterg ingerilet-atvitel aktivitasat (10. dbra).

A NO a glutaméat nem-szinaptikus *meghosszabbitisanak’ tekintheté. A glutamét a
kdzponti idegrendszer f6 serkenté transzmittere. A monoaminokkal ellentétben a glutamat
elsdsorban a szinaptikus ingerulet-atvitelben vesz részt, mivel a glutamaterg felszabadulési
helyek (release site-ok) szinte kizarélag szinapszisokon belul helyezkednek el, mig a
monoaminerg varikozitdsok dontd tobbsége szinaptikus kapcsolat nélkiil, kozvetlenill az
extraszinaptikus térbe Uriti a transzmittereket (Umbriaco és mtsai, 1995). Habér bizonyos
mértékll szinaptikus kicsorgast leirtak a glutamattal kapcsolatban is szobahdmérsékleten
folytatott kisérletekben, ez az G.n. spill-over teljesen eltiint 37 °C-on a nagyon hatékony
glialis glutamat felvétel miatt (Asztely és mtsai, 1997; Kullmann és Asztely, 1998; Semyanov
és Kullmann, 2000). Ezek a megfigyelések is hangstilyozzak a hémérséklet kritikus szerepét
a transzporterek miikddésében (Vizi, 1998). Mindenestre, még ha feltételeziink is bizonyos
spill-overt normal testhémérsékleten, a glutamat diffaziéja mindenképpen erésen
akadalyozott a glidlis és neuronalis visszavetel miatt, igy fiziologias koriilmenyek kdzott csak
minimalis mennyiségli glutamat hagyja el a szinapszist, és valdsziniileg csak a kozvetlen
kozelben elhelyezkedd periszinaptikus glutamat receptorokat éri el (Rusakov és mtsai, 1999).

A NO ugyanakkor, fizikokémiai tulajdonsagainak koszonhetéen a nem-szinaptikus
kolcsonhatasok idedlis kdzvetitdje (Schulman, 1997; Vizi, 2000). A NO egy nagyon
diffazibilis gz, ami akadalytalanul athatol a bioldgiai membranokon. Habér felezési ideje
csak néhany mésodperc, még e rovid id6é alatt is sejtszinten Oriasi, néhany szdz pm-es
tdvolsdgok megtételére képes (Gally és mtsai, 1990). Figyelembe véve a szinpatikus rés 20
nm-es szélességét vagy a sejttestek néhany pm-es méretét, vildgos, hogy a posztszinaptikusan
elhelyezkedd6 nNOS altal szintetizalt NO nagyszamu sejt miikodését befolyasolhatja a
szinapszis korlli térségben. A NO monoamin transzporterekre gyakorolt gatlé hatésa
kozvetitheti a glutamaterg transzmisszio aktivitasat a kornyez6 monoaminerg sejteknek (10.
abra). Ez a hatas ugyanis a visszavétel akadalyozasan keresztil megemeli a monoaminok
extracellularis szintjét az aktivalodott szinapszis korul, és éppen ez az emelkedés képviseli a
monoaminerg rendszer valaszat a glutaméterg rendszer miikodésére. gy a NO segitségével a

glutamat részt vehet nagyobb tavolsagokat athidalé nem-szinaptikus kapcsolatokban is.
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A NO hatas jelentésége: a receptorok nélkiili nem-szinaptikus kommunikécé. A
glutaméaterg és monoaminerg rendszerek kozotti kommunikaciénak kulcsszerepe van
bizonyos  agyteriiletek  mukddésének  szabdlyozasdban  (gondoljunk csak a
mozgaskoordinaciéra a striatumban, vagy a tanulasi és memoria feladatokra a
hippocampusban). A monoaminerg rendszerek kozos jellemzdje, hogy a sejttestek kis kéreg
alatti magvakban talalhatoak (pl. substantia nigra, locus coeruleus), de a hihetetlenill gazdag
axon arborizaci6é nagy kiterjedésti agyteriileteket idegez be diffuzan. A glutamat kiilonb6zo
modokon befolyasolhatja a monoaminok felszabadulasat egy agyteriileten beliil. El6szor, a
glutméterg idegnyulvanyok kozvetlenil kapcsolatba léphetnek a monoaminerg
varikozitsokkal U.n. axo-axonikus szinapszisok segitségével. Ebben az esetben a glutaméterg
szinapszis egyetlen, vagy maximum néhany varikozitas mikodését szabalyozhatja nagy
hatékonysaggal. Mésodszor, a glutaméterg sejtek nydlvanyt kiilldhetnek kozvetlenil a kéreg
alatti magban elhelyezked6 monoaminerg sejtek sejttestjére. Ilyenkor az egész agyteriiletre
kiterjedd, akar tobb szézezer varikozitast érintd hatasokat fejthetnek ki. Végiil harmadszor, a
glutaméterg sejtek vetilhetnek kozvetleniil a kérdéses agyteriileten elhelyezkedd nNOS
tartalmu sejtekre is. Ebben az esetben a NO felhd a szinapszis koriili néhany szaz vagy ezer
varikozitas miikodését befolyasolhatja. A transzporterekre gyakorolt hatds megemeli a
monoaminok szintjét az aktivalodott szinapszis korul, ami gatolja a glutamat tovabbi
felszabadulasat a glutamaterg terminalisokon elhelyezkedé monoamin receptorokon keresztil
(Scanziani és mtsai, 1993; Travagli és Williams, 1996; Calabresi és mtsai, 2000), igy ez a
NO-kozvetitette kolcsonhatas egy negativ visszacsatolast tesz lehetove.

A NO Aaltal kozvetitett kdlcsonhatés igen kilonleges tulajdonsdga, hogy a glutamaterg
rendszerbdl szarmazé informacid, szemben az eddig ismert szinaptikus és nem-szinaptikus
kolcsonhatasokkal, még akkor is el tudja érni a monoaminerg rendszert, ha ez utébbi nem
rendelkezik specifikusan a glutamétra érzékeny receptorokkal. A monoamin transzporterek
ugyanis a moanominerg sejtek sajat fehérjéi, melyek a monoaminerg ingerulet-atvitel
normalis miikodéséhez sziikségesek, azonban a NO-kdzvetitette hatas révén alkalmassa teszik
a monoaminerg sejteket egy masik transzmitter rendszerbdl érkezo iizenet fogadasara. Mivel
a monoaminerg rendszerek ilyenformdn vélaszolni tudnak a glutaméaterg rendszer
aktivitdsdban bedlld valtoz&sokra anelkil, hogy direkt modon beidegzést kapndnak vagy
specifikus glutamét receptorokat expresszalnanak, a NO transzporterekre gyakorolt hatisa
egy Uj tipust sejtek kozotti kommunikaciot képvisel, a receptorok nélkil megvaldsulé nem-

szinaptikus kdlcsonhatast.
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5.2. Nikotin agonistak hatisa a monoamin transzporterek miikodésére: a carrier-

medialta transzmitter felszabadulas lehetséges jelentésége

Ez a kutatasi irdnyunk egy, a Gyogyszerkutatdsi Osztalyon mar igen régoéta folytatott

témabol, a nikotin kdzponti idegrendszeri hatdsainak vizsgalatabol nétte ki magat. Jol ismert

az a tény, hogy a kolinerg rendszer és ezen beliil a nAChR-ok fontos szerepet tdltenek be a

kognitiv funkciokban. Az is ismert volt, hogy emellett a noradrenerg rendszernek is jelentds

befolyasa van ezekre az agymiikodésekre, és a két rendszer kolcsonhatdsa magyarazhatja a
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11. é&bra. Nikotin agonistak hatdsa az elektromos ingerlés-
kivaltotta [*H]JNA felszabadulasra patkéany hippocampus
szeletekbdl. A: nikotin, B: DMPP. Az elso két frakcidé a
stimulélas elétti, a masodik kett6 az elektromos ingerlés alatti,
az utolso 6t pedig az ingerlés utani frakciokat képviseli (Id. 2.
abra). Az anyaghatast a kezeletlen kontrollhoz hasonlitottuk
ANOVA és azt kovetd Dunnett teszt segitségével (* p < 0.05,
**p<0.01).

dohanyzds (soran bejuté nikotin)
kognitiv miikodéseket javitd hatésat.
Ezért vizsgélta munkacsoportunk a
nikotin  és  nikotin  agonistak
nordarenerg transzmissziora gyakorolt
befolyasat (Vizi és mtsai, 1991; Vizi
és mtsai, 1995; Sershen és mitsai,
1997). E munka soran tiint fel, hogy a
DMPP eltéréen viselkedik a tobbi
nikotin agonistatol, és ezért kezdtunk

egy alaposabb elemz6 munkaba.

5.2.1. Nikotin agonistdk hatédsa az
elektromos ingerlés-kivaltotta NA
felszabadulésra patkany
hippocampus szeletekbol

Az  Osszes  kisérlet  elso
frakcioibdl ~ szamitott  nyugalmi
[PHINA felszabadulas 2763+184 Bq/g
volt (n=52), azaz a teljes tricium-
tartalom 0.59+0.04 %-a szabadult fel
a 3 perces gyljtési periodus alatt. Az
eredmények feldolgozasat a 4.8.2.

fejezetben leirtak szerint, a frakcioparok maddszerével végeztiik. A nikotin agonistdk a NA

felszabadulasra kifejtett hatasuk alapjan élesen elkildnultek két csoportra. A nikotin (100

uM), az anatoxin-a (2 uM), a cytisin (30 pM) és az epibatidin (1 pM) egymashoz teljesen
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hasonlé mddon csak a nyugalmi felszabadulast befolyasolta, méghozza oly médon, hogy az
anyag adasa utan rogtdon megndtt a nyugalmi release. Ezt kovetOen a hatds gyorsan
lecsokkent, ¢€s az elektromos ingerlés alatti és utani frakcidkban mar teljesen eltint

(11A. &bra), a jobb érthetség kedvéért csak a

nikotin hatast tuntettiik fel). Ezzel szemben a

1100 7100 DMPP (11B. abra) esetén az ingerlés elotti,
@ 10007 - T L - . ]
@& 900 180 X alatti es utani frakciokban is tapasztalhat6 volt
= 800 3
S 700 160 g a felszabadulas fokozodasa. Jellemzd volt a
2 600 [%)
S 500 a0 é nikotin antagonistik hatasa is. Mig a nikotin,
= 400 £ . Ly S 4
L 300 3 anatoxin-a, cytisin és epibatidin esetén a
S 200 120 € o ‘
O 100 < mekamilamin (10 pM) teljes mértékben

1 1 1 1 O
0 20 40 60 80 100 gatolta az agonistak hatasat (11A. bra), addig

DMPP koncentracio (uM) , . S

a DMPP esetén csak a nyugalmi frakcioknal

12. dbra. A DMPP [°HINA felszabadulasra gyakorolt volt megfigyelhetd szignifikins csdkkenés
hatasanak dézis-hatas gorbéje. Mivel a DMPP 20 ) ) o )

uM-ban adta a maximalis valasz 50 %-at (ECs), a (11B. abra). Az eredmények alapjan gy tiint,

tovabbi  kisérletekben ezzel a koncentrécioval , , , I .,
dolgoztunk. Minden pont 4-6 kisérlet atlagat és NOQY az altalanosan hasznalt nikotin agonistak

standard hibajat képviseli legaldbb két csoportba sorolhatok a NA
felszabadulasra kifejtett hatasuk alapjan. Az egyik a nikotinnal fémjelzett csoport, melynek
tagjai teljes mertékben antagonista érzékeny hatdssal rendelkeznek, csak a nyugalmi
felszabadulast novelik és nem fokozzé&k az elektromos ingerlés-kivaltotta NA felszabadulast.
A maésik csoportot a DMPP képviseli, mely anyag antagonistikra inszenzitiv mddon is
fokozza az ingerlés-kivaltotta NA felszabadulast. Mivel a fenti eredmények alapjan a DMPP
hatdsa tiint a legkomplexebbnek, a kovetkezé kisérletsorozatban a DMPP-kivaltotta NA

felszabadulasban szerepet jatsz6 mechanizmusokat kivantuk vizsgalni.

5.2.2. A DMPP nyugalmi NA felszabadulasra kifejtett hatdsanak jellemzése DMPP
hatésa a hippocampus szeletekb6l mért nyugalmi [°H]NA felszabadulsra.

A 45 perces [°H]NA-nal torténd inkubalas, majd 60 perces preperfiizio utan a szeletek
radioaktivitas tartalma 3124771 + 127590 Bq/g (n=74) volt. Radiokémiai detektdlassal
kombinalt nagynyomasu folyadék-kromatografias rendszer segitségével igazoltuk, hogy a
felszabadulo tricium déntd tobbsége (t5bb mint 80 %-a) [PHINA-nak felelt meg. A DMPP 1,
10, 20, 50 és 100 uM koncentacidban adva do6zis-fliggé modon fokozta a NA felszabadulast
(12. abra). Mivel a DMPP 20 uM-0s koncentracioban mutatta a csicshatas 50 %-at, a tovabbi
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[BHINA felszabadulés, nFR (%)

13. abra. Kiilonboz6 nikotin receptor antagonistdk hatdsa a
DMPP-kivaltotta
hippocampus szeletekbél. Roviditések: DMPP: DMPP 20 puM;
meka: mekamilamin 10 uM; panc: pancuronium 10 puM; pipe:
pipecuronium 10 puM. Minden pont 4-6 kisérlet &tlagat és
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Frakciok

[HINA felszabadulasra

standard hibajat képviseli.

patkany

kisérletekben ezzel a koncentracidval
A DMPP

kialakulé valaszt dinamikailag egy

dolgoztunk. hatasara

hirtelen  kiugrast koveté  gyors
visszaesés (csucs vélasz) jellemezte,
melyet egy tartds emelkedett NA
felszabadulas kovetett (farki vélasz),
ami szignifikdnsan magasabb volt,
mint a spontdn NA felszabadulas (13.
abra).

Nikotin antagonistak hatasa a
DMPP-kivaltotta [P*HINA

felszabadulasra. Ezekben a

kiserletekben a nikotin receptorok szerepét kivantuk vizsgalni a DMPP-kivéltotta NA

felszabadulasban. Eredményeink azt mutattdk, hogy a DMPP hatésa kétfazisu. Mig a csucs

valasz (1. fazis) tokéletesen gatolhaté volt mekamilaminnal (10 puM), pancuroniummal

(10 uM) illetve pipecuroniummal (10 pM), addig a farki valaszt (2. fazis) nem befolyasoltdk

ezek az anyagok. A nikotin antagonisték jelenlétében a NA felszabadulds névekedése lassan

indult meg, és elérve a farki valaszra jellemzé mértéket stabilizalodott a kisérlet folyaman

(13. &bra, 1. tablazat).
Ca’*-mentes médium, Cd®*, és TTX hatdsa a DMPP-kivaltotta [*H]NA

[BHINA felszabadulas, nFR (%)

14. abra. Kiilonbozo, exocitozist befolyasold szerek hatasa a
DMPP-kivaltotta
hippocampus szeletekbdl. Roviditések: DMPP: DMPP 20 pM;
0 Ca*: Ca*-mentes médium + 1 mM EGTA; Cd*: Cd* 125
uM; TTX: tetrodotoxin 1 uM. Minden pont 4-6 kisérlet atlagét
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Frakciok

[HINA felszabadulasra

és standard hibajat képviseli.

patkany

felszabadulasra. A kovetkezdkben

jellemezni kivantuk a DMPP hatésara

fellépo NA felszabadulasban
résztvevd  mechanizmusokat. A
vezikularis  exocit6zis sajatossaga,

hogy Ca?'-fiiggé és altaliban akcids
potenciélok kialakulasanak
kovetkezménye, ezért vizsgéltuk a
Ca’*-mentes kbzeg (1 mM EGTA
jelenlétében), az aspecifikus Ca’*-
antagonista Cd** (125 pM), valamint a

Na'-csatorna blokkold TTX (1 puM)

hatdsét a DMPP-kivaltotta [PH]JNA felszabadulasra. Eredményeink szerint mindharom
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kezelés teljes mértékben meggatolta az 1. fazis kifejlédését, de nem befolyasolta, illetve a

Ca?*-mentes kdzeg potencirozta a 2. fazis megjelenését (1. tablazat). A valasz dinamikéajaban

a nikotin antagonistdknal latottakhoz volt hasonld, azaz a lassu kifejlédés utan emelkedett

maradt egészen a kisérlet végéig (14. &bra).

ap-agonistak és antagonistak hatasa a DMPP-kivaltotta [PH]NA felszabadulasra. A

—O— DMPP —@— DMPP —A- DMPP —A- DMPP
+xyl +CH +xyl

350 — +CH
A

300 -
250 | I/A\
0
200 g/
150 - /:gé -
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0o #=8=g.
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ey [y Sy B |
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Frakciok

15. édbra. Kiilonb6z6 op-adrenoceptorra hatd szerek hatasa a
DMPP-kivaltotta [*H]NA felszabadulasra patkény hippocampus
szeletekbdl. Roviditések: DMPP : DMPP 20 uM; xyl : xylazin 3
uM; CH : CH-38083 2 uM. Minden pont 4-6 kisérlet atlagat és
standard hibajat képviseli.

kisérletekkel arra kerestiik a véalaszt,
modulélhaté-e  preszinaptikusan a
DMPP-kivaltotta [PHINA
felszabadulas. Az ap-agonista xylazin
(3 uM) szignifikansan csokkentette az
1. fézist. A hatdst kivedte az
op-antagonista (£)-CH-38083 (2 uM).
Az utébbi anyag  ©6nmagéban
szignifikansan novelte az 1. fazist. Az
op-adrenoceptorra  hatdé  anyagok
egyike sem befolyasolta a 2. fazist
(15. &bra, 1. tablazat).

NA uptake gatlok hatasa a DMPP-kivaltotta [’H]NA felszabadulasra. Ezekben a

—-O— DMPP -@— DMPP —A— DMPP
nomif 1 uM nomif 10 pM

= 300 [

s
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Frakciok
16. dbra. A NA uptake gatlé nomifensin hatdsa a DMPP-
kivaltotta [*H]JNA felszabadulasra patkany hippocampus
szeletekbol. Roviditések: DMPP : DMPP 20 pM; nomif:

nomifensin. Minden pont 4-6 kisérlet atlagat és standard hibajat
képviseli.

kisérletekben a NA uptake carrier
lehetséges szerepet vizsgaltuk
a DMPP-kivaltotta [P*HINA
felszabaduldsban. A DMI (1 és
10 uM) tokéletesen gatolta mindkét
fazist. (1. tablazat). A nisoxetin
szignifikansan csokkentette mindkét
fazist 1 pM-o0s koncentracioban, mig
tokéletesen gatolta a valaszokat 10
uM-ban (16. abra, 1. t&blazat). A

nomifensin teljes mértékben gétolta

mindkeét fazist 10 uM-os koncentracioban, de alacsonyabb koncentracioban (1 uM) csak a 2.

fazist gatolta és nem érintette az 1. fazist (1. tdblazat). Mivel a DMI-re és nisoxetinre kapott

gorbék gyakorlatilag ugyanugy néznek ki, mint a 10 pM nomifensin esetén kapott valasz,

ezért a 16. dbra csak a nomifensines eredményeket mutatja be.
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1. tablazat. Kiilonboz6 szerek hatisa a DMPP-kivaltotta [*H]JNA felszabadulasra patkany

hippocampus szeletekbol

1. fazis 2. fazis

DMPP (20 uM) 231.36 + 18.91 359.79+ 27.95

NICOTIN RECEPTOR ANTAGONISTAK

pipecuronium (10 pM) 4097 + 4.35™" 330.32 + 16.64
pancuronium (10 pM) 75.09 +10.76™" 371.73+37.26
mekamilamin (10 pM) 24.88 + 4.94™" 358.59 + 33.33

EXOCITOZIST BEFOLYASOLO SZEREK

Cat*-free medium 24.24 +10.03™" 472.24 + 22.84*
Cd** (125 uM) 48.92 +20.24™" 385.00 + 55.84
TTX (1 pM) 38.25 + 3.52™" 311.07 + 33.36

PRESZINAPTIKUS MODULACIORA HATO SZEREK

xylazin (3 uM) 116.88 + 20.49™ 333.60 + 27.69
xylazin 3uM) +

CH-38083 (2 uM) 279.12 + 39.27 323.06 + 86.56
CH-38083 (2 uM) 413.24 + 37.52" 411.33 £ 27.64

MONOAMIN UPTAKE GATLOK

desipramin (1 pM) 1543 + 3.18™" -52.92 +38.15™ "
desipramin (10 uM) 3.86+ 2.24™" -149.52 + 8.74™
nisoxetin (1 pM) 37.49 +13.71™" 89.96 + 57.66™
nisoxetin (10 pM) 2027 + 417" -129.49 + 32.33™
nomifensin (1 pM) 159.65 + 37.06 -88.34+13.79™"
nomifensin (10 uM) 13.88 + 3.34™ -146.93 + 45.94™

A két fazis gorbe alatti terliletét a 4.8.1. fejezetben ismertetettek szerint szdmoltuk ki. Az
EDso értéknek megfeleld 20 uM-ban adott DMPP hatdsat tekintettik kontrollnak, és a
kiillonb6z6 kezelésekre adott valaszokat ehhez hasonlitottuk ANOVA-t kdvetd Dunnett teszt

segitségével (" p < 0.05," p < 0.01).
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5.2.3. A DMPP nyugalmi DA felszabadulasra kifejtett hatasdnak jellemzése

DMPP hatésa a striatum szeletekb6l mért nyugalmi [°H]DA felszabadulasra. A 45

perces [*H]DA-nal torténé inkubalds, majd 60 perces preperfizid utan a szeletek
radioaktivitas tartalma 212477 £ 12759 Bqg/g (n = 63) volt. A DMPP dozis-figgd mabdon

7000+

60004

50004

40004

30004

20004

10004

DMPP-kivaltotta DA felszabadulas (AUC)

0- ® . .

-5 -4 -3 -2

Log koncentracié (M)

17. bra. DMPP hatésa a nyugalmi [°H]DA
felszabadulasra patkany striatum
szeletekb6l. A valaszt a Modszerek
fejezetben ismertetett gorbe alatti teriilet
szamitassal hataroztuk meg. Minden pont
5-8 fliggetlen kisérlet atlagat és standard
hibajat képviseli. Az ECs értéket nem-
lineéris regresszioval hataroztuk meg.

emelte a striatalis [°H]DA felszabaduléast (17. &bra),
azonban a hatds nem érte el a maximumat még a
legmagasabb alkalmazott koncentracio (10 mM) esetén
idGlefutasa az alkalmazott DMPP
koncentraciotol fuggott. Magasabb, 100 uM feletti

sem. A valasz

koncentracidé esetén a felszabadulas fokozatosan nott,
belul

alacsonyabb koncentracio esetén kétfazisu, a NA-nal

majd 3-4 frakcion stabilizalédott. Ennél
tapasztalthoz hasonlé valaszt lathattunk: egy gyors
emelkedés és csokkenés (cslcs valasz, 1. fazis) utan
egy tartés és allandd felszabadulas fokozddas volt
megfigyelhetd (farki valasz, 2. fazis). Ez a kétfazisu
valasz 30 uM DMPP esetén volt a legmarkansabb,
ezért a tovabbiakban ezzel a koncentracidval
koncentracioknal

300 uM DMPP

dolgoztunk. A magasabb

tapasztalhatdo egyfazisu valaszt

felhasznalasaval elemeztiik.

Nikotin antagonistak hatasa a DMPP-kivaltotta [°H]DA felszabadulasra. A nikotin

receptorok lehetséges szerepét a DMPP-kivaltotta DA felszabaduldsban az igen hatékony,

nem szelektiv nikotin receptor antagonista mekamilamin és az a7 alegységekbdl allo nikotin

receptorokra szelektiv antagonista MLA segitségével vizsgéltuk. A striatumban az alacsony

koncentracioju (30 uM) DMPP-vel kivaltott [PH]DA felszabadulast részben gétolta a

mekamilamin (10 uM). A gatlo hatasa a csucs valaszra koncentralddott, hiszen az 1. fazist

teljesen megszintette, mig a 2. fazist nem befolyasolta (2. tablézat, 18A. &bra) a

mekamilamin. Ezzel szemben az MLA nem befolydsolta egyik fazist sem. Magasabb
koncentracioju (300 uM) DMPP esetén sem a mekamilamin (DMPPygniron = 100 + 8.69,
n =8; DMPPmecam = 104.75 £5.49, n =4), sem az MLA (DMPPKoniront =100 £9.99, n=6 ;
DMPPuia = 99.78 + 15.51, n = 6) nem gatolta a [°H]DA felszabadulést (18B. és 20. &bra).
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Uptake gétl6 hatasa a DMPP-kivaltotta [*H]DA felszabadulasra. A DA transzporter

lehetséges szerepét a specifikus DA uptake gatldé nomifensin segitségével vizsgéltuk.

A —=DMPP  —e— DMPP + meka 10 uM Onmagaban a nomifensin (10 pM) nem

175- befolyasolta a nyugalmi felszabadulast
S (nincs é&brazolva), de dézis-fiiggé modon
% 125- gatolta az alacsony koncentracioji DMPP
§ 100- altal kivaltott valaszt (19A. dbra). A gatld
S s | BNPP 30 1M hatas erGsebben jelentkezett a 2. fazisnal,

5C T T T T T T T T T T T T
9 6 -3 0 3 6 9 12 15 18 21 24

melyet teljesen gatolt a nomifensin, de

1d3 (perc) részleges gatlas megfigyelhetd volt az els6
B —=-DMPP  —e— DMPP + meka 10 uM fazis esetében is (2. tdblazat). A nagy
700 koncentracioju DMPP Altal kivaltott valaszt

£ 600 . P . . .
% sool szintén szignifikansan gatolta a nomifensin,
§ 400- habar nem teljes mértékben (19B. &bra). A
z csokkenés csak 60 % korili  volt

< 200+
e 1004 (DMPPkontroH =100 * 869, n = 8,
| DMPP 300 uM

S DMPPyomis = 39.34 £ 4.56, n = 4, p < 0.001,
1dG (perc) mivel minden kezelési csoportnak megvolt

18. 4bra. Mekamilamin hatasa a DMPP-kivaltotta @ Sajat kontrollja, kétiranyd  t-probat
[PHIDA felszabadulasra patkany striatum szeletekbol. A , , ,

DMPP-t a 0. iddpillanatt6l adtuk és ezutan végig jelen Nasznaltunk a DA és 5-HT felszabadulast
volt a perfizidés oldatban, a mekamilamint (10 pM) 6

perccel kordbban kezdtik adni. A: alacsony vizsgalo kiserletekben).

koncentracioja DMPP (30 pM) hatdsa. B: magas TTX és Ca2+—mentes k('jzeg hatdsa a
koncentraciéjd DMPP (300 uM) hatisa. Minden pont
4-12 kisérlet atlagét és standard hibajat képviseli. DMPP-kivaltotta [*HIDA

felszabadulasra. A vezikularis exocitozis és a transzporter kozvetitte felszabaduléds
esetén az 1. fazist szignifikinsan gatolta mind a TTX (1 uM), mind a Ca**-mentes kozeg (73
illetve 83 %-o0s gatlas), mig a 2. fazist nem érintették ezek a kezelések (2. tablazat). A nagy
koncentracioju DMPP  vélaszt  nem befolydsolta ~ egyik  kezelés  sem
(DMPPyontron = 100 £ 21.27, n=4, DMPPr1x = 115.57 £ 24.88, n=4;
DMPPyontron = 100£15.66, n=8; DMPPcs .mentes = 130.45 +18.79, n=8) (20. 4&bra).
Megjegyzendd, hogy mind a 30 mind a 300 uM-os DMPP valasz esetén megfigyelhetd volt
egy potencirozasi tendencia (30 illetve 34 %-o0s emelkedés), de e hatasok nem voltak

szignifikansak.
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5.2.4. A DMPP nyugalmi 5-HT felszabadulésra kifejtett hatasanak jellemzése

DMPP hatasa a hippocampus szeletekb6l mért nyugalmi [3H]5—HT
felszabadulasra. A 45 perces [3H]5—HT—nal torténd inkubalds, majd 60 perces preperfiizid
utdn a szeletek radioaktivitas tartalma 55757 + 3882 Bq/g (n = 25) volt. A DMPP a 5-HT
felszabadulast is dozis-fiiggd modon fokozta, de a striatalis DA felszabadulassal ellentétben a
hatas 50 uM-o0s koncentracional elérte a maximumat (21. abra), igy meg tudtuk hatarozni az
ECsp értéket, melyet 6.58 uM-nak talaltunk. A tovabbiakban az ehhez kozeli 10 uM-0S

DMPP koncentraciot hasznaltuk. A vélasz

A TR DMPP e DMPR ¢ ™ T pMeR o idlefutisa a nagy koncentréciéji DMPP
_ 1757 altal  kivaltott DA  felszabaduldséra
§ 1501 emlékeztetett, mivel egyfazisi wvolt és
% 1257 néhany percen belll elérte a maximumat.
g 1 Nikotin antagonistdk hatdsa a
5 DMPP 30 uM DMPP-kivaltotta [*H]5-HT
A S S S S S S S S felszabadulasra. A hippocampusban a
1 (perc) DMPP-kivéltotta [*H]5-HT felszabadulést
B “HTDMPR e~ DMPR nomif 10 M sem a mekamilamin (10  uM)
S (DMPPyonron = 100+ 13.87, n =13 ;
& 5001 DMPP nekam=93.93 £ 15.82, n=11) sem az
g ] MLA (10 "M) (DMPPyonon = 100 + 25.80,
£ o] n=4 ; DMPPwmA=102.43 +13.95, n=5)
o ! DMPP 300 M | nem befolyasolta (22. és 24. abra).
i i s0icinnnaa Uptake gatl6 hatdsa a DMPP-
1dd (perc)

. 3 p
19. &bra. Nomifensin hatasa a DMPP-kivéltotta [*H]DA kivaltotta ["H]5-HT felszabadulasra. Az

felszabadulésra patkany striatum szeletekb8l. A DMPP-t  ggR| fluoxetin onmagaban nem
a 0. idopillanattol adtuk és ezutdn Végig jelen volt a

perfizids oldatban, a nomifensin (1 vagy 10 uM) a befolyasolta a hippocampalis [3H]5—HT
preperflzids periddustdl kezdve jelen volt. A: alacsony . o

koncentraciéju  DMPP (30 pM) hatasa. B: magas felszabadulast (nincs abrazolva) azonban
koncentracioja DMPP (300 uM) hatasa. Minden pont 4- = =~ , 3

12 kisérlet atlagat és standard hibéjat képviseli. dozis-fliggé modon gatolta a DMPP

(10 uM) Aaltal kivaltott valaszt. Az uptake gatlo 1 pM-ban 48 %-os gatldst okozott
(DMPPyontron = 100 = 8.96, n=10; DMPPygyox1 =51.63 £6.54, n=5, p<0.01), 10 uM-ban
pedig  szinte teljes, 96 %-0s gatlast  (DMPPyontron = 100 + 8.96, n=10;
DMPPs0x10 = 4.15 + 9.85, n = 10, p < 0.001) (23. &bra).
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TTX és Ca**-mentes kozeg hatasa a DMPP-kivaltotta [*H]5-HT felszabadulésra.
A DMPP-kivéltotta [*H]5-HT felszabaduldst nem befolyasolta sem a TTX (1 uM)
(DMPPyontron = 100 + 9.68, n=6; DMPPrrx=104.10 + 11.49, n=5) sem a Ca®*-mentes
kozeg (DMPPyontroit =100 + 9.74, n =4 ; DMPPcy* - mentes = 96.15 + 25.18, n = 3) (24. abra).

5.2.5. DMPP hatasa a [*H]DA és [*H]5-HT felvételre patkény agyi szinaptoszoma
preparatumban

Patkdny striatumbol készitett szinaptoszoma prepardtumban a DMPP dozis-fliiggd
médon gétolta a nagy affinitasi [PHJDA (50 nM) felvételt 3.18 uM-0s ICso értékkel.
Hasonléan, patkany hippocampusbdl készitett szinaptoszoma preparatumban a DMPP dézis-
fiiggd modon gatolta a nagy affinitast [*H]5-HT (50 nM) felvételt, habar hatékonyabban,

mint a DA-t, hiszen az ICsg érték (0.49 uM) egy nagysagrenddel kisebb volt (25. abra).

2. téblazat. Az alacsony koncentraci6ji DMPP (30 uM) altal kivaltott [*H]DA felszabadulés karakterizalasa
patkany striatum szeletekb6l. A két fézis, illetve a teljes vélasz gorbe alatti teruletét a 4.8.1. fejezetben
ismertetettek szerint szamoltuk ki. Minden kezelési csoportnak volt a sajat kontroll csoportja, igy a hatasokat a
kontroll csoportban megfigyelhet6 valasz szdzalékaban fejeztik ki. Minden adat 6-14 kisérlet atlagat és standard
hibéjat képviseli, az eredményeket kétutas t-probéaval elemeztiik (** p < 0.01, *** p < 0.001). * Minden kontroll
csoportnak mas-mas volt a standard hibaja, ezért a tablazatban nem kézoéljik (Id. széveg).

Kezelés Teljes vélasz (%) 1. fazis (%) 2. fazis (%)
DMPP (30 uM) 100 100 100

+ mekamilamin (10 uM) 74.11 £ 2461 3.38 +22.11%*= 110.18 + 26.85
+ MLA (10 nM) 117.3+12.72 92.5+23.88 120.74 £12.25
+ nomifensin (1 uM) 38.97 £ 4.67** 7351+ 9.62 21.24 £ 9.7**

+ nomifensin (10 uM)

6.31 £ 5.87***

18.69 £ 11.17***

0.04 £ 4.51%**

+TTX (1 pM)

76.70+11.34

22.88 +3.53 ***

97.54 +2.48

+ Ca?*-mentes kozeg

113.18 + 36.54

16.15 £ 12,71

133.67 +45.13

5.2.6. Az eredmények értelmezése: a DMPP carrier megfordit6 hatasa

DMPP-kivéltotta NA felszabadulés. Elsé kisérletsorozatunkban a DMPP-kivéltotta
[*HINA felszabadulashan szerepet jatsz6 mechanizmusokat kivantuk vizsgélni. Ahogy azt
méar az elektromos ingerléses kisérletekb6l is sejteni lehetett, a DMPP-re adott vélasz
Osszetettnek bizonyult és tartalmazott egy olyan komponenst, amit nem lehetett gatolni

nikotin antagonistaval. A nyugalmi [?H]NA felszabadulés esetén a DMPP hozzaadé4sa utan
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egy hirtelen kiugrast figyelhettink meg (csucs vélasz), majd a felszabadulds visszaesett és
stabilizalodott egy alacsonyabb szinten (farki vélasz), mely azonban még mindig magasabb
volt, mint a spontdn NA felszabadulds. A mekamilaminnal, pancuroniummal és
pipecuroniummal végzett kisérleteink egyértelmien bizonyitottdk, hogy a valasz két
komponensre bonthat6 (26. dbra felsé része), hiszen a cslcsvalasz (1. fazis) teljesen eltiint a
nikotin antagonistak jelenlétében. Ezzel szemben a farki valasz (2. fazis) érintetlen maradt.
Ebbol arra kdvetkeztethetiink, hogy az 1. fazis nikotin receptor kozvetitette folyamat, mig a
2. fazis flggetlen e receptoroktol.
A transzmitter felszabaduldsi mechanizmusoknak két f6 tipusat ismerjik. Az egyik a
klasszikus, exocitozissal lezajlé vezikularis felszabadulds, a masik az uptake rendszereken
keresztll torténd carrier kozvetitette
felszabadulas. Az exocitézis Ca®'- és
150 TTX fliggo, preszinaptikusan

125 ¢ modulalhatd, de nem érzékeny uptake

100 gatlokra, mig a carrier-medialta

=l felszabadulas az el6zé mechanizmusnak

50 *kk

i

szinte tikorképeként Ca®*- és TTX

fuggetlen, preszinaptikusan nem

DMPP (300 uM)-kivaltotta
DA felszabadulas (a megfelel kontroll %-a)
o

Mek  Nomif TTX 0Ca* MLA moduldlhatd, de érzékeny az uptake

20. 4bra. Magas koncentraci6jd DMPP (300 pM) éltal gatlokra (Levi és Raiteri, 1993).
kivaltott striatalis [°H]DA felszabadulés Kkarakterizalasa.
Minden csoportnak volt egy sajat parhuzamos kontroll
csoportja, és a hatdsokat ehhez viszonyitva fejeztik ki (a
pontozott vonal a 100 %-os értéket képviseli, a szorasokat Id.
az eredmények szekcioban. Mindegyik oszlop 4-7 kisérlet volt a célunk.

atlagat és standard hibajat képviseli. Az adatokat kétutas t- 3

probaval elemeztik (*** p < 0,001). Réviditések: Mek = Az 1. fazis jellemzése. Altalanosan
mekamilamin 10 pM; Nomif = nomifensin 10 pM; TTX = .
tetrodotoxin 1 pM; 0 Ca?*= Ca?"-mentes oldat 1 mM EGTA- elfogadott, hogy a NA vezikularis
val; MLA = methyllycaconitine 10 nM.

Mindezek ismeretében a tovabbi

kisérletekkel a két fazis karakterizalasa

felszabadulasa ~ [Ca’']o-fiiggd  és
preszinaptikus op-adrenoceptorok altal modulalt folyamat (Kiss és mtsai, 1995). Kisérleteink
azt mutattak, hogy az 1. fazis Ca®*-mentes kizegben, illetve az aspecifikus Ca?*-antagonista
Cd*" jelenlétében eltiint. A transzmitter tartalmd vezikulumok exocitézisa altaldban akciés
potencidl tovaterjedéséhez kotott. Az akcids potencidlokat felfiiggeszté TTX szintén gétolta
az 1. fazist. Végezetil az ap-adrenoceptorokra haté xylazinnal és CH-38083-mal folytatott
kiserletek igazoltak, hogy az 1. fazis preszinaptikusan modulélhat6. Ezek az adatok a nikotin

antagonistakkal folytatott kisérletek eredményeivel egyltt azt bizonyitjak, hogy az 1. fazis
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egy nikotin receptorok kdzvetitésével kialakuld exocitotikus felszabadulasi folyamatnak felel
meg.
A 2. fazis jellemzése. A 2. fazis dinamikaja nagyon kildnbozik az 1. fazisétdl. Lassan

fejlédik ki, és fennmarad mindaddig, amig a szdvet ki van téve a DMPP hatdsanak. A 2. fazis

500 nem blokkolhatd nikotin antagonistakkal, Ca?*-
2 450+ l mentes kdzeggel, Cd**-mal illetve TTX-nal, emellett
% 4007 nem moduldlhatd  ap-adrenoceptorokra  hatd
é,\ zzz: szerekkel. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a 2.
Eé 250 fazis nem lehet exocitozis eredménye. Az uptake
% 200 gatlokra vald érzékenysége tovabbi bizonyitékot
S
E 150 szolgéltat a carrier rendszerrel val6 kapcsolatéra.
% 122' Mar korédbban is megfigyelték, hogy a DMPP képes

a NA uptake blokkolaséra a periférian (Holbach és

0 T T T
6 -5 4 mtsai, 1977). Megallapitast nyert, hogy a NA uptake
Log koncentraci6 (M)

rendszer minden szubsztrdtja képes a carrier

21. dbra. DMPP hatasa a nyugalmi [°H]5-HT megforditasara (Langeloh és Trendelenburg, 1987).
felszabadulasra patkany hippocampus . ) )

szeletekbdl. A valaszt a Mddszerek fejezetben Kimutattak, hogy a DMPP  képes NA
ismertetett gorbe alatti teriilet szamitassal
hataroztuk meg. Minden pont 4-5 fiiggetlen
kisérlet atlagat és standard hibajat képviseli.
Az ECs, értéket nem-lineéaris regresszioval
hatéroztuk meg. normal viszonyok mellett azonban ez a hatasa

felszabaditasira a vas deferensbél Ca®*-mentes

kozegben, ha a vezikularis uptake és a MAO gatolt,

nagyon gyenge (Niebler és Trendelenburg, 1990). A mi eredményeink tovabbi bizonyitékokat
szolgéltatnak arra, hogy a DMPP képes carrier-medidlta NA felszabadulds kivaltaséra.
Alatamasztja ezt az a megfigyelésiink is, mely szerint a Ca?*-mentes kozeg fokozza a 2.
fazist. Ez igen jellemz6 a carrier-medialta felszabadulasra, ugyanis ilyenkor a
neurotranszmitter a citoplazmatikus poolbdl (riil, ez a pool pedig Ca**-mentes kizegben a
vezikularis felszabadulas gatlasa miatt ndvekszik, tehat tébb transzmitter lesz elérheté az
uptake rendszer szaméra. Erdekes killonbséget figyelhetiink meg a periférias és a centralis
idegrendszer kozott. Mig a DMPP a periférian csak akkor tud jelentés Ca?*-fiiggetlen
felszabadulast kivaltani, ha a vezikularis uptake-et és a MAO-t gatoljuk, addig a kdzponti
idegrendszerben erre nincs szlikseg. Ez azt mutatja, hogy a periférian az aktiv metabolizmus
és vezikularis transzport miatt a citoplazmatikus pool kisebb, mint a kodzponti
idegrendszerben. Mindezek alapjan egyértelmti, hogy a DMPP altal kivaltott NA
felszabadulas 2. fazisa egy NA transporter altal kozvetitett folyamat kdvetkezménye.
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Osszefoglalva kisérletsorozatunk eredményeit, a DMPP két kiilonb6z6 mechanizmus
segitsegével képes a hippocampélis NA felszabadulds fokozasara: egyrészt a noradrenerg
idegvégzodéseken talalhato nikotin receptorok kozvetitésével vezikularis exocitozist okoz,
maésrészt a NA uptake rendszer megforditasa révén carrier-mediélta NA felszabadulast képes
kivaltani (26. dbra also része).

DMPP-kivéltotta DA és 5-HT felszabadulas. Mint ahogy azt a 2.2. fejezetben

részletesen taglaltuk, a monoamin transzporterek ugyanahhoz a fehérje csaladhoz tartoznak

"= DMPP  —e—DMPP + meka 10 uM és aminosav sorrendjikben nagyfoku
175- homolégia fedezhetd fel. Mindennek
g 150.. jelentés funkcionalis kovetkezményei
2 vannak, gondoljunk csak a heterolog
o
© . r s . "
9 100 uptake jelenségére. A  kovetkezd
5 _
b vizsgalatsorozatban éppen ezert azt
s DMPP 10 yM . o .
kivantuk tisztazni, hogy a DMPP kepes-
50 T T T T T T T T T T T T
9 6 30 3 6 9 121518 21 24 e a NET-en tul az egyéb monoamin
1dd (perc)

transzporterek (DAT, SERT)

22. dbra. Mekamilamin hatdsa a DMPP-kivaltotta [*H]5-HT miikodésének befolyasolasara. Ezért a
felszabaduléasra patkény hippocampus szeletekbél. A DMPP-t i ) 3
a 0. iddpillanattdl adtuk és ezutan végig jelen volt a perfiizids NA felszabadulashoz teljesen hasonlo
oldatban, a mekamilamint (10 uM) 6 perccel korabban
kezdtiik adni. Minden pont 10-12 kisérlet atlagat és standard

hibajat képviseli. hatdsat a DA és 5-HT felszabadulasra

is. Mint latni fogjuk, a NA-nal megfigyeltekhez hasonld jelenségek mellett jelent6s

korulmények kozott vizsgaltuk a DMPP

eltéréseket is taldltunk az egyes transzmittereknél, ugyanis a nAChR illetve a carrier-mediélta
felszabadulas ardnya és mértéke mas és mas volt a DA-nal és a 5-HT-ndl.

A nAChR-ok szerepe a DMPP-kivaltotta monoamin felszabaduldsban. A NA
felszabadulast vizsgalva (Kiss és mtsai, 1997) azt talaltuk, hogy a nAChR kozvetitette valasz
(1. fazis) dozis-fiiggé modon emelkedett és 100 uM-0s DMPP koncentracio mellett érte el a
DMPP Altal kivaltott DA felszabadulds esetén tudtuk igazolni, de sem a magas
koncentracioval kivaltott DA, sem a 5-HT valasz nem volt érzékeny a nikotin antagonistakra.

A nAChR-ok szerepe a dopaminerg ingerulet-atvitel szab&lyozasédban sokszorosan
igazolt. Az acetilkolin ndvelte a DA felszabadulast striatalis szinaptoszdma preparatumbol, és
ez a hatds gatolhatd volt a nAChR antagonista hexametoniummal (De Belleroche and
Bradford, 1978). E korai megfigyelés Ota szamos tovabbi tanulméany igazolta a nAChR-ok

jelenlétét a dopaminerg varikozitasokon (Rapier és mtsai, 1990; Grady és mtsai, 1992;
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Soliakov és mtsai, 1995; Clarke és Reuben, 1996; Kulak és mtsai, 1997; Teng és mtsai, 1997;

= z=7

mégis teljes mértékben mekamilamin-inszenzitiv volt a valasz? Az egyik lehetséges

—=— DMPP —e—DMPP + —¥— DMPP + magyarazat a nAChR-ok

fluox 1 fluox 10 L o
e vox LM vox 10 M deszenzitizacioja. A szeletperfzios

5 berendezés sajatsagai miatt a drog

adagolas nem elég gyors ahhoz,
1254

hogy  deszenzitizacié  nélkili
100+

vélaszt valtson ki, ugyanis a
754

5-HT felszabadulas (%)

DMPP 10 uM kamraban tobb mint 30 masodperc
50 T T T T T T T T T T T T
9 6 3 0 3 6 9 12 15 18 21 24 alatt alakul ki a wvégs6 drog
1d6 (perc)

koncentracio. Ezalatt az id6dszak

23. é&bra. Fluoxetin hatdssa a DMPP-kivéltotta [*H]5-HT
felszabaduléasra patkany hippocampus szeletekb6l. A DMPP-t a 0.
iddpillanattol adtuk és ezutan végig jelen volt a perfuzids oldatban, tartomé_nyban is mozog, me|y még
a fluoxetin (1 vagy 10 uM) a preperfaziés periodustol kezdve jelen

volt. Minden pont 5-10 kisérlet atlagit és standard hib4jat nem elégséges a receptor valasz
képviseli.

alatt a DMPP koncentracié olyan

kialakulasara, de mar Kkivalthat
deszenzitizaciot. Erdekes modon a hippocampélis NA felszabaduldas mérése soran nem
figyeltiink meg hasonld jelenséget (Kiss és mtsai, 1997). Ez nagy valdszintiséggel a nAChR-
ok nagyfoku heterogenitasaval magyarazhatd. A neuronalis nAChR-ok 5 alegységbdl épiilnek
fel és vagy a (a2-a6) és B (B2-B4) alegységeket tartalmazd heterooligomer vagy o7, a8,
illetve a9 alegységet tartalmazd homooligomer formaban fordulnak eld (Lindstrom és mtsai,
1996; Le Novere és mtsai, 2002). A felhalmozddo adatok azt mutatjak, hogy a hippocampalis
NA és striatalis DA felszabadulast szabalyoz6 nAChR-ok kiilonb6z6 alegység dsszetételiiek.
A hippocampus a locus coeruleusbdl kapja a noradrenerg beidegzest, ahol a3, B2 és B4
mRNS-t mutattak ki in situ hibridiz&cios technikéaval. Ezzel szemben a striatumot beidegz6
substantia nigrdban az a4, a5, B2 és B3 alegységek mRNS expresszidja volt megfigyelhetd
(Wada ¢és mtsai, 1989). Az Osszehasonlitd farmakologiai vizsgilatok megerdsitették a
kiillonb6z6 altipusi nAChR-ok jelenlétét (Sacaan és mtsai, 1995) és a hibridizacios
eredményekben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hippocampusban o332 (Sershen és
mtsai, 1997) vagy a3p4 (Clarke és Reuben, 1996; Luo és mtsai, 1998) Osszetételii, mig a
striatumban nagy valosziniiséggel a4fB2 (Marks és mtsai, 1994; Sharples és mtsai, 2000)
osszetételi nAChR-ok moduldljak a monoamin felszabadulast. A nAChR-ok alegység

Osszetétele meghatérozza a receptorok deszenzitizacios tulajdonséagait (Cohen és mtsai, 1995;
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Fenster és mtsai, 1997; Corringer és mtsai, 1998; Quick és Lester, 2002), és a
deszenzitizacios kinetika eltéréseit mar ki is mutattdk a hippocampusban és striatumban
(Dani és mtsai, 2000), igy az eltérd alegységosszetétel magyarazhatja az altalunk megfigyelt
eltéréseket.

A nAChR-ok szerepe a 5-HT felszabadulés szablyozasaban egy kevéshé feltart teriilet.
Egyetlen kutatocsoport szdmolt be arr6l, hogy a nikotin fokozza a 5-HT felszabadulast
patkany hippocampus szeletekbdl (Kenny
és mtsai, 2000), azonban ez a hatas csak
részben volt gatolhat6 a nAChR
antagonista mekamilaminnal, és nem volt
érzékeny TTX-re vagy a Ca’’-mentes
kozegre, tehat jellemzdi alapjan nem egy

NAChR kozvetitette exocitdzis volt. Mas

tanulmanyok sem tudtdk igazolni a

DMPP (10 uM)-kivaltotta
5-HT felszabadulas (a megfeleld kontroll %-a)

Mek FI ti TTX 0Ca* MLA ‘ , .
" LaM 10uM : nAChR-ok szerepét. Csoportunk korabbi

. . . . . munkajaban (Lendvai és mtsai, 1996) azt
24. dbra. DMPP (10 puM) altal kivaltott hippocampalis

[PHI5-HT  felszabadulas  karakterizdlasa. ~ Minden talaltuk, hogy hagyomanyos nikotin
csoportnak volt egy sajat parhuzamos kontroll csoportja, és L o o o
a hatasokat ehhez viszonyitva fejeztiik ki (a pontozott vonal agonistakkal (nikotin, citizin, epibatidin)
a 100 %-os értéket képviseli, a szordsokat Id. az ,
eredmények szekciéban. Mindegyik oszlop 4-12 kisérlet nem lehetett  5-HT  felszabadulast
atlagat és standard hibajat képviseli. Az adatokat kétutas t-
probaval elemeztik (** p < 0,01; *** p < 0,001).
Roviditések: Mek = mekamilamin 10 uM; TTX = DMPP hatiséara megnétt a 5-HT
tetrodotoxin 1 pM; 0 Ca*= Ca®*-mentes oldat 1 mM

EGTA-val; MLA = methyllycaconitine 10 nM. felszabadulas, habéar ez a valasz nem volt

kivaltani hippocampus szeletekbdl, de a

gatolhat6 mekamilaminnal és Ca?*-inszenzitivnek bizonyult. Késbbi eredményeink
bizonyitottadk, hogy a DMPP a NET funkcidjat befolyasolja (Kiss és mtsai, 1997; Santha és
mtsai, 2000). Kimutattdk, hogy a nikotin fokozni tudja a 5-HT felszabadulast striatalis
szinaptoszomébdl, de nem képes ugyanerre hippocampalis szinaptoszoma készitmény esetén
(Reuben és Clarke, 2000). Egy mésik tanulmany szerint a nikotin agonistak vezikuléris
exocitozissal torténd NA és DA felszabadulast valtottak ki prefrontalis kéreg szeletekbdl,
ugyanakkor nem tudtak fokozni a 5-HT felszabadulast (Rao és mtsai, 2003). Sajat adataink
meger6sitik a fenti tanulméanyok kdvetkeztetéseit, és azt sugalljdk, hogy a nAChR-ok nagy
valosziniséggel nem  jatszanak szerepet a hippocampalis 5-HT  felszabadulas
szabalyozasaban, habar egy specidlis alegység oOsszetételii és deszenzitizacids kinetikaju

receptor jelenléte nem zéarhato ki teljes biztonsaggal.
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A monoamin transzporterek szerepe a DMPP-kivaltotta monoamin
felszabadulasban. Mint a NA esetében tapasztaltuk, a DMPP képes volt a NET miikodési

iranyanak megforditasara. Eredményeink azt mutatjak, hogy ez a hat&s az §sszes monoamin

5-HT v DA transzporter esetében érvényesil, hiszen mind a
100 DA, mind a 5-HT felszabadulas érzékeny volt a
s megfeleld szelektiv monoamin uptake gatlokra.
3 7 . . .
& Mindazonaltal, jelentés eltérések voltak a két
B
= 50- rendszer valaszaban, hiszen a DA felszabadulas
B
5 I nem érte el a maximumat az igen széles DMPP
< 2 - . ]
koncentracié tartomanyban (1 uM — 10 mM), mig a
o—+ ¢ YV - O 5-HT felszabadulas méar egy arénylag alacsony
10 -9 8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
DMPP log koncentréciéja (M) koncentracional (50 pM) elérte a maximumot.
25, 4bra. DMPP hatésa a [°H]DA és ["H]5-HT Ebben a tekintetben a 5-HT felszabadulds a NA
felvetelre  patkany  striatalis,  illetve fa|s7ahadul4sra hasonlitott, ahol a maximalis hatés

hippocampalis szinaptoszOma preparatumban.
Minden pont 3 fuggetlen kisérlet atlagat és 100 puM-nal jelentkezett (Kiss és mtsai, 1997).

standard hibajat képviseli. Az ICs, értéket nem-
linearis regresszidval szamitottuk ki. Ezek az eredmények valosziniileg a kiillonb6zo
monoaminerg rendszerek anatomiai sajatsdgaival magyarazhatok. A hippocampus 5-HT
varikozitas stiriisége (2.7 millié/mm?®) nagyon hasonlé a NA-éhoz (Oleskevich és Descarries,
1990), mig a striatum DA varikozitas striisége két nagysagrenddel nagyobb, kb. 150
millio/mm?® (Doucet és mtsai, 1986), ami magyarézhatja a valasz nagysagaban tapasztalhat6
nomifensin (10 uM) csak részlegesen tudta gatolni a valaszt. Ennél a szupramaximalis
koncentracional a nomifensin mar teljesen gatolja a DA transzportert, hiszen az 1Cs értéke a
nM-os tartomanyban mozog (Fielding és Szewczak, 1984). Ezért mérlegelnink kell egy
tovabbi komponenst a DA felszabadulésban, ami nem a DAT-on keresztill zajlik és nem is a
NAChR-ok kozvetitésével, hiszen mekamilaminnal sem gatolhato. Feltehetéen ezt a
komponenst valamilyen aspecifikus hatds okozza, ami a magas DMPP koncentracio
kovetkezménye lehet, a mechanizmus felderitése azonban meghaladja jelen munkank
kereteit.

Eredmeényeink megmagyarazhatjék azt a kordbban mér emlitett megfigyelést, miszerint
a konvenciondlis nikotin agonistdk nem képesek 5-HT felszabadulas kivaltasara patkany
prefrontalis kéreg szeletekb6l, a DMPP viszont robusztus ndvekedést okoz, azonban ez a
valasz nem gétolhaté nikotin antagonistakkal és nem érzékeny TTX-re vagy Ca’’-mentes

kozegre (Rao és mtsai, 2003). A leirt tulajdonsidgok az altalunk is javasolt carrier-medialta
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transzmitter felszabadulasra jellemzdéek. A hatds mechanizmusa a szinaptoszomalis DA ¢és
5-HT felvételi kisérleti eredményeink szerint a NA transzporternél leirtakhoz hasonl6
(Niebler és Trendelenburg, 1990), vagyis a DMPP szubsztratja a DAT-nak és a SERT-nek is,
és kicserélddési mechanizmussal valtja ki a transzmitter felszabadulast.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a DMPP képes kolcsonhatasba Iépni a monoamin
transzporterekkel és igy jelent6s mértékii carrier-medialta NA, DA és 5-HT felszabadulast
eredményezhet, ezért killonds dvatossdgra van szlikség az olyan vizsgéalatok eredményeinek

értékelésénél, ahol a DMPP-t mint nikotin agonista vegyuletet hasznaljak.

52.7. A carrier-medialta transzmitter felszabadulas jelentésége: az aktiv
antidepresszansok elmélete

A depresszié mint nem-szinaptikus betegség. A depresszié leginkdbb elfogadottnak
tekintett elmélete, a monoamin tedria szerint a betegség kialakuldsanak legfontosabb

neurokémiai oka a monoaminerg ingertlet-atvitel elégtelenné valasa, és ennek kdvetkeztéban

=z

=77

hasznalatban 1év6 antidepresszansok dont6é tobbsége a monoaminerg ingerilet-atvitel
serkentéseével fejti ki hataséat.

Mint méar emlitettik, a monoaminerg rendszerek kdzds sajatossaga, hogy a sejttestek
kis kéreg alatti magvakban helyezkednek el, mig disan el&dgazo, varikzus axonjaik nagy
agyteruleteket idegeznek be. Kimutattak, hogy a monoaminerg varikozitdsok tébb mint 80 %-
a nem képez szinaptikus kapcsolatot (Umbriaco és mtsai, 1995), habér rendelkezik a
transzmitter felszabaduldshoz sziikséges minden fehérjével és kimutathatéan ki is bocsat
transzmittereket az extracelluléris térbe. A fent emlitett neuroanatémiai sajatsagok miatt a
depresszioban leginkabb szerepet jatszo transzmitter rendszerek elsdsorban nem-szinaptikus
kapcsolatokban vesznek részt. Mindezek alapjan logikusnak tiinik az a feltételezés, hogy a
depresszi6 a nem-szinaptikus kommunikécié zavara miatt 1ép fel, tehat a problémat
depressziot valdban tekinthetjik egyfajta nem-szinaptikus betegségnek. Ha elfogadjuk ezt a
megkdzelitést, vilagos, hogy a depresszio kezelésében olyan stratégidkat kell kdvetni, melyek
a nem-szinaptikus ingerilet-atvitel javitasara koncentralnak (Vizi, 2000).

A jelenleg haszndlt antidepresszansok Kkritikai attekintése. A jelenleg hasznalt

antidepresszansok f0 hatdsa az extracellularis monoamin szint kiilonb6z6 mechanizmusokkal
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torténé emelése (Millan, 2006). A triciklikus antidepresszansok, az SSRI vegytliletek, a
szelektiv NA reuptake inhibitorok (SNRI) és az atipusos antidepresszansok jelent6s része a
monoaminok visszaveételét gatoljdk. Bizonyos atipusos antidepresszdnsok (pl. mianserin) a
monoaminerg termindlisokon elhelyezkedd preszinaptikus autoreceptorokat gatoljak, igy
kikapcsoljak az e receptorok &ltal kozvetitett negativ visszacsatoldst és emiatt tobb
transzmitter szabadul fel az akciés potencial hatdsdra. A MAO inhibitorok gatoljdk a
transzmitterek lebomlésat a citoplazméaban, igy a vezikulakba tébb monoamin kerllhet. A
kiilonb6zé hatdsmechanizmusok ellenére a klinikai megfigyelések szerint a betegek 30-40
%-a rezisztens az antidepresszans kezelésre, és az eredményes kezelések esetén is csak 3-4
héttel a terdpia megkezdése utan mutatkozik javulds (Wong és Licinio, 2004; Malberg és
Blendy, 2005). Ha elfogadjuk azt a feltételezést, hogy a depresszids betegekben a
monoaminok extraszinaptikus koncentrécidja tartésan alacsonyabb mint az egészségesekben,
arra kell kdvetkeztetniink, hogy a jelenleg hasznalt szerek nem elég hatékonyak a monoamin
szint normaliz&lasaban. De mi lehet az oka ennek a hatastalansagnak?

Elképzelésiunk szerint egy lehetséges magyardzat, hogy a jelenleg hasznalt szerek
hatdsmechanizmusa passziv. A visszavétel-gatlok megakadélyozzdk a felszabadult
transzmitter felvételét, a negativ visszacsatolast felfiiggesztd szerek fokozzak az akcios
potencidl hataséra felszabaduld transzmitter mennyiségét, mig a MAO inhibitorok indirekt
uton nodvelhetik a vezikuldk transzmitter tartalmat és ezen keresztiil az {iriil6 monoaminok
mennyiségét. Ezen anyagok kozos jellemzéje, hogy csak akkor tudjak hatasosan ndvelni az
extracellularis monoamin szintet, ha a monoaminerg idegsejtek elektromosan aktivak és
transzmittereket bocsatanak ki magukbdl, akciés potenciél-kivaltotta vezikularis exocitdzis
nélkil azonban hatastalanok. A depresszidban tapasztalhatdé monoaminerg diszfunkcié oka
ugyan nem ismert, de valdsziniisithetd, hogy egy fontos tényez6 lehet a monoaminerg sejtek
elektromos aktivitasanak csokkenése, hiszen az extracellularis monoamin szint legfontosabb
meghatarozd tényezdje az aktivitds-fliggd transzmitter felszabadulds. Ilyen hipofunkcio
esetében azonban a jelenleg hasznalt antidepresszansok kevésbé hatékonyak, hiszen nem
képesek kifejteni serkentd hatasukat, ha inaktivak az idegsejtek €s nincs megfelel$
transzmitter kidramlas. Ha a monoaminerg rendszer hipofunkcidja stlyosabb foku, a betegek
értelemszerfien rezisztensek lesznek az antidepresszans kezelésre. Osszegezve, a jelenleg
hasznélt antidepresszansok passziv hatdsmechanizmusuk miatt képtelenek a megfeleld
mértéki monoamin szint emelkedés elérésére, ami megmagyarazhatja a hatas lassu

kialakulasét és a terapia-rezisztens betegek magas aranyat.
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Az aktiv antidepresszansok elmélete. A szinaptikus transzmisszi6 csak akkor keépes

specifikus informécidatvitelre, ha a transzmitter csak rovid ideig tartézkodik a receptorok

—o= kontroll —e— DMPP
3001
250 [
200 [

150

100 *—~e—e—

5ok DMPP 20 uM

[H]NA felszabadulas, nFR (%)

O L L L L L L L L L L L L L
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Frakciok

NA 1. fazis

NA

DMPP

26. 4ra. A DMPP [*H]NA felszabadulasra kifejtett
hatdsanak Osszetevdi. Fent: A valasz két komponense.
Lent: A két komponens mechanizmusanak magyarazata.
Az 1. fazis egy nikotin receptor (N) altal kozvetitett
exocitozis, mig a 2. fazis a transzporter (U) megfordulasa
kovetkeztében kialakulé carrier-mediélta transzmitter
felszabadulés.

kozelében. A monoaminok esetén az
inaktivacio els6é és legfontosabb Iépése a
neuronalis visszavétel. Mivel a monoamin
transzporterek a Na'-ion elektrokémiai
gradiensét hasznaljdk miikodésiikhoz,
bizonyos korulmények kozott (mikor az
intracellularis Na*-koncentracio
megemelkedik) a gradiens valtozésa
megfordithatja a miikddés iranyat és
beliilr6l  kifelé iranyuld transzportot
eredményezhet (Levi és Raiteri, 1993). Ez
a carrier-mediélta transzmitter
felszabadulas olyan anyagok jelenlétében
is megfigyelheté, melyek a transzporter
szubsztrétjai. Ezek az anyagok egy csere-
mechanizmust inditanak be, melynek
soran a transzporter felveszi 6ket a sejtbe,
és  kifelé  transzmittereket  szallit
(Trendelenburg, 1991).

Kétiranyd mikodésiik  kovetkez-
téhen a monoamin  transzporterek

kiemelkedden fontos szerepet jatszanak az

ingerulet-atviteli folyamatok szabalyozésaban. Egyrészt biztositjdk a szinaptikus ingerulet-

atvitel specificitasat a transzmitter receptorok kornyékérdl valo eltavolitasaval (visszavételi

funkcid), masreszt a ki- és befelé iranyuld transzport kozotti egyensulyozéssal bedllitanak és

fenntartanak egy viszonylag éllandé ¢és meglehetésen alacsony transzmitter szintet az

extraszinaptikus térben, ami elengedhetetlen az idegi haldzatok optimalis miikodéséhez

(regulatorikus funkcio) és elsGsorban a hem-szinaptikus kdlcsonhatasokat érinti (Vizi, 1984;

Vizi és Labos, 1991).

A Klinikumban alkalmazott uptake gatlo tipusu szerek ezidaig csak a visszavételi

funkciot vették célba, azonban a DMPP-vel folytatott kisérlet-sorozatunk arra hivja fel a

figyelmet, hogy a monoamin transzporterek regulatorikus funkcidja szintén célpontja lehet
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bizonyos szereknek, mivel a monoaminok carrier-medidlta felszabadulésa (j terapias stratégia
lehet a depresszid kezelésében. Mint azt a korabbiakban targyaltuk, a jelenleg hasznalt
antidepresszdnsok csak akkor képesek a monoaminerg ingerllet-atvitel serkentésére, ha
akcioés potenciél-kivaltotta vezikularis exocitézis torténik. Ilyenformdn e szerek
hatdsmechanizmusa passziv, mert hatékonysaguk fiigg az idegsejtek elektromos aktivitasatol.
A monoamin transzporterek forditott miikodése azonban elméleti alapjat képezheti egy uj
tipus vegyuletcsalad kifejlesztésének. Habar a DMPP farmakoldgiai tulajdonsagai miatt
nyilvanvaléan alkalmatlan kiindulasi vegyilet, hatdsmechanizmusa ideéalis mivel 1.) a
monoaminok carrier medialta felszabadulésa &llandé és folyamatos emelkedését biztositja az
extracellularis (els6sorban extraszinaptikus) monoamin szinteknek, még akkor is ha az
idegsejtek nem mutatnak tlizelési aktivitast (ezen tulajdonsaguk miatt nevezhetjiik ezeket a
szereket aktiv antidepresszansoknak, mivel mukddésiik nem fiigg a monoaminerg sejtek
elektromos aktivitasatdl); 2.) a transzporterck megfordult miikodése akadalyozza a
transzmitterek visszavételét, igy ezek az 0 tipust antidepresszansok rendelkeznének a
jelenleg hasznalt szerek jotékony felvétel gatlo hatasaval is. Mivel ezek a hatdsok
elsddlegesen a nem-szinaptikus kolcsonhatidsokat javitandk az extracelluléris tér
monoaminokkal torténé folyamatos feltoltésével, az aktiv antidepresszdnsok nagy
valoszintiséggel hatékonyak lehetnének a terépia-rezisztens betegekben is és varhatdan
rovidebb id6 alatt alakulna ki terdpias hatasuk is.

Természetesen az idedlis aktiv antidepresszanssal szemben van néhany kovetelmény,
melyek teljesitése nélkil nem kaphatunk klinikailag hasznalhat6 szert. Az egyik fontos
feltétel a szelektivitds. Mint arr6l mar sz6ltunk, a monoamin transzporterek kdzott nagyfoku
aminosav szekvencia azonossag &ll fenn, ami funkcionélis kdvetkezményekkel jar (Id.
heteroldg uptake, 5.4. fejezet). A depresszidé patofizioldgiai torténései elsésorban a
noradrenerg e€s szerotonerg rendszerre korlatozédnak, a dopaminerg rendszer kevésbé
érintett. Ez utdbbi rendszer elsddlegesen az agyi jutalmazisi mechanizmusokban jatszik
szerepet (Maldonado, 2003; Salamone és mtsai, 2005), ezért az idedlis aktiv
antidepresszansnak csak a NET-re és a SERT-re kellene hatnia, a DAT-ra nem, maskilénben
egy magas addikcids potenciallal rendelkez6 szerhez jutnank. Tekintettel a jelenleg is
elérhet6 nagyszamu szelektiven NET és/vagy SERT-re hat6 SNRI és SSRI vegyiuletekre,
lehetségesnek tlinik olyan anyagok kifejlesztése, melyek csak a NA és/vagy 5-HT carrier-
medialta felszabaduldsat valtjdk ki, de nem hatnak a dopaminerg rendszerre. A mésik fontos
kovetelmény a megfelelé er6sségli valasz. Az aktiv antidepresszansok altal Kivaltott hatasnak

moderaltnak kell lennie, mivel a NA és/vagy 5-HT szint robusztus emelkedése karos
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mellékhatdsok kialakuldsdhoz vezethet. J6 példa erre az amfetamin sz&rmazék MDMA
(ecstasy) hatasa, mely jelentés DA, NA és 5-HT felszabadulast okoz (White és mtsai, 1996;
Gnegy, 2003; Sulzer és mtsai, 2005). Az ezzel 0sszefiiggd kdzponti idegrendszeri hatasok
kozott megtalaljuk az eufdriat, a hallucinécidt, a kognitiv funkciok zavarat, és szdmos egyéb
karos mellékhatast, mint az izgatottsag, zavart €s bizarr viselkedés, és akar pszichoézis is
(Morland, 2000). Allatkisérletekben az MDMA tébb mint 1000 %-o0s névekedést okozott a
monoamin felszabadulasban agyszeletekb6l (Knoll és Vizi, 1971; Vizi és mtsai, 2004b).
Hasonlé kisérleti kortilmények kézott a DMPP hatasa sokkal gyengébb volt, még 1 mM-os
koncentracioban sem haladta meg a 60 %-0s emelkedést. Nyilvanvald, hogy az ideélis aktiv
antidepresszdnsnak a DMPP-hez hasonl6é nagysagrendii hatassal kell rendelkeznie, hogy a
nem-kivant reakciokat elkerllhessiik. Ha a gyogyszerfejlesztésnek sikerul kikerllnie ezeket a
csapdakat, a transzporter mitkodési iranyanak megforditasaval hatd aktiv antidepresszdnsok

jelentdsen javithatjak az antidepresszans kezelés hatékonysagat.
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5.3. Antidepresszansok nem-konvencionalis hatdsai a kodzponti idegrendszerben: a

depresszié neurokémiai hatterének vizsgalata

Mint lathattuk, a DMPP speciélis tulajdonsidgokkal birdé vegyiilet, hiszen a tobbi
klasszikus nikotin agonistatél eltéréen nemcsak a nAChR stimuldldsa révén képes a
monoamin felszabadulas serkentésére, hanem a monoamin transzporter miikddési iranyanak
megforditasaval is. A DMPP hat4sdnak elemzése sordn a transzporterek érintettségenek
bizonyitasa érdekében monoamin uptake gatlé szereket haszndltunk és e kisérletek sorén
bukkantunk arra az érdekes és vératlan felismerésre, hogy az uptake gatlok nemcsak a carrier-
medialta komponenst gatoljdk, hanem a nAChR kozvetitette valaszt is (Kiss és mtsai, 1997).
A kovetkez6 hosszabb kisérletsorozatban ezt a jelenséget kivantuk részletesebben elemezni.
Mivel a DMPP komplex hatdsokkal rendelkezik, ami bonyolithatja az adatok értelmezését, a
tovabbiakban a nikotin-kivaltotta transzmitter felszabadulast hasznaltuk, és ezen technika
segitsegével kivantuk egyrészt kvantitativan jellemezni az uptake gatlok nAChR antagonista

er6sségét, masrészt elemezni az uptake gatlok hatdsmechanizmusat.

5.3.1. Monoamin uptake gatl6 tipusu antidepresszansok hatasa a kdzponti idegrendszer

nAChR-aira
Nikotin hatasa a nyugalmi [*H]NA felszabadulasra patkany hippocampus
szeletekbél. A 45 perces [*H]NA-nal

—*— Normal Krebs —*— Normal Krebs
+ etanol

torténé inkubalas, majd 60 perces
207 preperfizi6 utén a szeletek radioaktivitas
tartalma 3635812 + 140233 Bq/g (n=110)

volt. Nikotin (100 uM) folyamatos

200

150

100

perfuzidja a  negyedik  frakciotol

50 Nikotin (100 uM)

[HINA felszabadulas, nFR (%)

kezdédéen jelentdsen megemelte a

0\\\\\\\\\\\\
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Frakciok bazalishoz keépesti emelkedést a gorbe

[*HINA nyugalmi felszabadulasat (a

27. &bra. Nikotin hatasa a nyugalmi [°’H]NA felszabadulasra
patkény hippocampus szeletekbdl. Az etanolt a citalopram
old&séhoz hasznéltuk, ezért a megfeleld kontrollban a Krebs
oldat ekvimolaris etanolt (3 mg/ml) tartalmazott. A nikotint
(100 uM) a 4. frakciotol adtuk folyamatosan. A valasz gorbe
alatti teriletét az elméleti alapvonalhoz (pontozott vonal)
képesti emelkedésként szamoltuk ki. A teriiletek &ssze-
hasonlitasat kétutas Welch t-probaval végeztik (** p<0.01).
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bellll visszatért az alapszintre (27. abra). Habar a valasz id6lefutidsa nem valtozott, nagysaga

szignifikdnsan kisebb lett (AUC4.10 = 87.19 + 6.02 %, n=8, p < 0.01 kétutas Welch-féle t

proba), mikor a Krebs oldatban a citalopram olddszereként hasznalt etanol (3 mg/l) is jelen

volt a citalopramos kezelés kontroll csoportjdban (27. bra). Az etanol gatld hatdsat nem

vizsgéltuk, mivel nem zavarta a monoamin gatloszerek hatasanak értékelését a megfeleld
kontroll csoport alkalmazésa miatt.

Monoamin uptake gatlok hatasa a nikotin-kivaltotta [PH]NA felszabadulasra.

A nikotin-kivaltotta valaszt mindegyik

100, vizsgalt szer (desipramin, nisoxetin,

mekamilamin  fluoxetin, citalopram, nomifensin, GBR-

754 Desipramin . s . P .
o Fluoxetin 12909, kokain) dozis-fiiggé mobdon
2 6 Nisoxetin gatolta a 0.03-30 uM doézis tartomanyban
= Kokain
3 Citalopram (28. abra). A kovetkezd 1Cso értékeket

Nomifensin allapitottuk meg a monoamin uptake
GBR-12909

251
gatlokra: desipramin 0.36 pM, fluoxetin

L : : : . 0.57 uM, nisoxetin 0.59 pM, kokain 0.81
-8 7 -6 5 4
Log koncentracié (M) uM, citalopram 0.93 pM, nomifensin

28. é&bra. Kiilonboz6 monoamin uptake gatlok hatasa a 1.84 uM es GBR-12909 2.32 uM. Az

nikotin-kivéltotta  [PH]JNA  felszabadulasra  patkany i 4 ileati
egyik leghatékonyabb nikotin
hippocampus  szeletekb6l. Az uptake gatlok a gy g y

preperflzi6tol voltak jelen, a nikotint a 4. frakciotol adtuk. antagonista, a referenciavegyiiletként
A gatlasi értékeket az anyag jelenlétében és hianyaban ) )
mérheté gorbe alatti teriiletek aranyaként hataroztuk meg. hasznalt mekamilamin 1Cso értéke (0.19

Az ICy, értékeket nem-lineéris regresszidval szamitottuk ki. o L .
uM) alig kiilonbozott a fenti értékektol.

Monoamin uptake gatlok nikotin antagonizmusa és NA felvétel gatld hatasa
kozotti korrelacio vizsgalata. Az el6z6ekben megfigyelt nikotin antagonista hatas és a NA
felvétel gatlas kozotti esetleges dsszefligges vizsgalata céljabdl abrézoltuk az altalunk mért
ICso értékek logaritmusat a NA felvételre gyakorolt gatld hatds (K; érték logaritmusa)
figgvényében és meghatéroztuk a korrelacios koefficienst (r) (29. abra). A K; értékeket az
irodalombol vettik (Hyttel, 1982; Andersen, 1989; Bolden-Watson és Richelson, 1993;
Wong és mtsai, 1995). A Pearson-féle korrelaci6 analizis nem mutatott ki 6sszefliggést a két
valtozd kozott (meredekség = 0.086; r = 0.43; p = 0.33, nem killonbozik szignifikansan a 0-
tol).

Monoamin uptake gatlok hatasa a Na'-aramokra patkiny felsé nyaki ganglion
sejtekben. A Na'-csatornak lehetséges szerepének tisztazasa céljabdl vizsgaltuk a monoamin

uptake gatlok hatisat a felsd nyaki ganglion sejtekben mérhetd Na'-aramokra. Egész sejtes
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patch clamp kisérletekben vizsgéltuk a desipramin, nisoxetin, citalopram, nomifensin és
kokain hatasat 1 és 10 uM-ban, ahol mar a nikotin-kivaltotta valasz gatlasa tébb mint 90 %-
5 os. A drog adagolasait megel6z6 kontroll aram
amplitudéjdhoz  hasonlitottuk a 2 perces drog
applikacio végén mérheté daram amplitadojat és
o "Ns Kok Cit  megallapitottuk a gatlds szazalékos értékét. Az
21 allandosult maximalis gatlds méar a 2 perces id6szak
1 Vége eldtt kialakult, és reverzibilisnek bizonyult, azaz

kimosas utan eltiint. Egy reprezentativ kontroll és 10

Nikotin-kivaltotta [BH]NA felszabadulas
gatlasa, log IC;, (NM)

0 T T T T )

e UM desipramin jelenlétében mérhetd aramot lathatunk

PHINA felveétel gatlasa, log K, (M) a 30. abra betétjén. Egyik anyag sem gatolta a

29. abra. A monoamin uptake gatlok
szinaptoszémalis [PH]JNA  felvételre és

nikotin-kivéltotta [*H]JNA felszabadulasra : " 0/ _ "y ) .
gyakorolt gatlé hatdsa kozétti dsszefuggés jelentbs, 52 %-os gatlast 10 pM-ban (30. abra).

Na*-aramokat 1 uM-ban és csak a desipramin okozott

vizsgalata. A transzporter gatlasat jellemz6 Monoamin uptake gatlobk hatasa a
K; értékeket az irodalombdl vettik, a nikotin . ) )
valasz gatlasat jellemzé ICso értékeket pedig Na -aramokra patkany hippocampalis

kisérleteinkben ~ hatdroztuk  meg. A ) i I

lehetséges  Gsszefiiggés  vizsgalatara a Sejtenyészetekben. Az el6z6 kisérletsorozatban nem
Pearson-féle korrelacié analizist hasznaltuk,
a szignifikancia szintet p<0.05 értékben
dllapitottuk _meg.  Roviditesek: DML' aqzlages  gatlast mutatd  desipramint  tovabb
desipramin; FIx: fluoxetin; Nis; nisoxetin;

Nom: nomifensin; Cit: citalopram; Kok: tanulmanyoztuk a Na*-csatornakra gyakorolt hatasuk
kokain; GBR: GBR-12909.

vizsgalt fluoxetint és GBR-12909-et, valamint a

szempontjabdl. A két elektrofizioldgiai munka (Mike
és mtsai, 2003; Lenkey és mtsai, 2006) részletes ismertetésére terjedelmi okokbdl nincs
lehetéség €s specidlis tartalmuk miatt nincs is sziikség, azonban a disszertacid témaja
szempontjabol fontos adatok rovid ismertetésére igen. Megallapitottuk, hogy mindegyik
anyag specialis allapot-fiiggd gitlast gyakorol a Na'-csatornakra, melynek mértéke jelentdsen
fiigg a kisérleti koriilményektdl (tartofesziiltség nagysaga, egyszeri vagy repetitiv ingerlési
mintazat), igy egyetlen ICsy értékkel nem jellemezhet6. A GBR-12909 esetében a gatlas
értéke fliggben az emlitett paraméterektdl az 6.3-35.1 pM-0s tartomanyban mozgott, a
desipramin esetében 1.7-83.4 uM, mig a fluoxetin esetében 1.1-107.9 uM ko6zott valtozott
(3. tablazat). Mivel az elektrofizioldgiai adatok nem adtak egyértelmii valaszt a
Na'-csatornak esetleges érintettségére, a kérdés tisztazasa érdekében tovabbi vizsgalatokra
volt sziikség.
Monoamin uptake gatlok és TTX hatasanak Osszehasonlitasa a nikotin illetve

elektromos ingerlés-kivaltotta [PH]NA felszabadulasra. Amennyiben a monoamin uptake
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Anyag Tartofesziiltség Ingerlési mintazat 1Cs0 (UM) gatlok a Na*-csatorna
(mv) ek N
CBR13909 = - 73 gatlasan keresztil
Egyszeri: 10 ms fii ik fel ikoti
150 351 uggesztik fel a nikotin-
- kivaltotta *HINA
70 Sorozat: 10 ms, 10 Hz, 6.3 [H]
-150 25 pulzus 29.6 felszabadulast, hasonl6
Desipramin -150 83.4 médon kell viselkedniiik,
-120 Sorozat: 10 ms, 10 Hz, 56.7 mint a Na'-csatorna gatld
-90 10 pulzus 33.3 . )
TTX-nek. A vizsgalatokba
-60 1.7 _
Foxetin 150 079 azt a 3 monoamin uptake
- atlot desipramin,
120 Sorozat: 10 ms, 10 Hz, 41 g ( P
90 10 pulzus 23.9 fluoxetin, GBR-12909)
-60 11 vontuk be, melyeknél az

3. tablazat. Monoamin uptake gatlok hatdsa a Na'-aramokra patkany elektrofiziologiai  adatok

hippocampadlis sejttenyészetekben. A Na'-aramokat egy vagy tébb 10 ms- alapjan felmerilt a Na*-
os tartofesziiltség 1épéssel valtottuk ki, mely a tdblazatban szerepld

tartofesziiltségrol indult és -20 mV-ra érkezett. A dozis-hatas gorbéket — csatorna gatlas lehetdsége.
legalabb 5 kiilonb6z6 koncentracio alapjan készitettiik, az ICsy €rtékeket . L
nem-lineéris regresszidval szamitottuk ki. A TTX mind a nikotin,

mind az elktromos ingerlés-kivaltotta [*H]NA felszabadulast egyforma hatékonysaggal
gatolta, az 1Csp értékek 0.033 és 0.039 uM voltak. Az uptake gatlok ezzel szemben csak a
nikotin-kivaltotta valaszt gatoltdk, viszont nem befolyasoltdk az elektromos ingerlés-
kivaltotta véalaszt (31. &bra). Az abran az attekinthet6ség kedvéért csak a desipraminos
adatokat &brazoltuk, de teljesen azonos gorbéket kaptunk a fluoxetinnel és GBR-12909-cel
kapcsolatban is, tehat még 30 uM-ban sem gyakoroltak semmilyen gatl6 hatést az elektromos
ingerlés-kivaltotta [*H]NA felszabadulasra. Megjegyzendd, hogy a desipramin eltéréen a két
maésik uptake gatlotdl, még potencirozta is az elektromos ingerlés-kivéltotta valaszt (nincs

abrézolva), ami a NET-re gyakorolt gatl6 hatasaval magyarazhato.

5.3.2. Az eredmények értelmezése: nAChR-ok szerepe a depresszié korélettanaban
Kisérleteink legfontosabb eredménye, hogy a kiilonb6z6 kémiai struktiraval és
szelektivitassal rendelkez6 monoamin uptake gatlok (Fielding és Szewczak, 1984; Andersen
és mtsai, 1989; Bolden-Watson és Richelson, 1993, Wong és mtsai, 1995). kivétel nelkil
dozis-fiiggé mbdon gatolték a nikotin-kivaltotta NA felszabadulast hippocampus szeletekbdl.
A szamitott 1Cs értékek az alacsony mikromolos koncentracio-tartoményban mozogtak, ami
azt jelenti, hogy csaknem olyan hatékonyan gatoltdk a nAChR kozvetitette valaszt, mint az

egyik leghatékonyabb nikotin antagonista, a mekamilamin.
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Bizonyos monoamin uptake gatlokkal (desipramin, nisoxetin, kokain) kapcsolatban mér
régéta ismert volt, hogy befolyasolhatjak a nAChR miikddését. Megfigyelték, hogy a
desipramin és a kokain gétolja a nikotin-

o kivaltotta [PHJNA felszabadulast nyul

60 Hl ok pulmonaris artéria szeletekbél (Su és
* DMI (10 pM)

+ Kontol %7 nis Bevan, 1988). A nikotin-kivaltotta NA

felszabadulast gatolta a desipramin és

I it Nisoxetin tengeri malac izolalt sziv

Na*-aram gatlasa (%)

] om Preparatumabol (Richardt és mtsai, 1988).

A desipramin gatolta a DMPP-kivaltotta

depolarizéciét és NA felszabadulast SH-

Koncentracié (uM)

30. 4bra. Monoamin uptake gatlék hatdsa a SYSY neuroblastoma sejtekb6él (Vaughan
Na'-aramokra patkany ganglion cervicale superiorbol | . .

preparélt szimpatikus idegsejteken végzett egész sejtes €S Mtsai, 1993). Ugyanezen a sejtvonalon
patch clamp kisérletekben. A hisztogram az anyagok
maximalis gatlasi értékeit mutatja, minden oszlop 5
kisérlet atlagat és standard hibajat abrazolja. A betét abra
egy reprezentativ kontroll Na*-aramot illetve annak 10
uM desipramin altali gatlasat mutatja. Roviditések: Kok:  nAChR-kozvetitette aramokat (Rana és
kokain; Nis: nisoxetin;, Nom: nomifensin; Cit:

citalopram; DMI: desipramin. mtsai, 1993). A nikotin  egérben

bizonyitottdk, hogy a desipramin és az

imipramin non-kompetitiv médon gétolja a

megfigyelhet6 viselkedési hatasait (gorcsok, tremor) gatolta a kokain és analdgjai (Lerner-
Marmarosh és mtsai, 1995). A desipramin és imipramin géatolta a nikotin-kivéaltotta &ramokat
kromaffin sejtekben (lzaguirre és mtsai, 1997). Sajat eredményeink megerésitik e
megfigyeléseket, ugyanakkor ki is terjesztik a funkcionalis nikotin antagonistaként viselkedd
monoamin uptake gatlok korét.

Mindazonaltal, a nikotinra adott valasz gatlasa még nem jelenti feltétlenil, hogy az
adott szer kdzvetlenill a nAChR-t gatolja, a hatés lehet indirekt is. Felmerult kordbban, hogy
a nikotin NA felszabadulasra kifejtett hatasa csak ép és mitkodé NA uptake mellett lehetséges
(Su és Bevan, 1970), vagyis hogy a funkcionalis nAChR anatgonizmus a NA transzporteren,
esetlegesen annak gatlasan  keresztiil kozvetitddik. Ha ez a helyzet, akkor viszont
korrelacionak kellene fennalnia a NA felvételre illetve a nikotin-kivaltotta valaszra gyakorolt
gatlo hatas kozott. A feltételezés ellendrzése céljabol Gsszevetettik a monoamin uptake
gatlok altalunk mért ICsy ertékeit e szerek NA felvételre gyakorolt gatld hatdsaval. Az uptake
gatlok K; ertékeit az irodalombol vettiik (Hyttel 1982; Andersen, 1989; Bolden-Watson és
Richardson, 1993; Wong és mtsai, 1995). A Pearson-féle korrelacié analizis nem mutatott
Osszefuggést a Ki és az 1Cs ertékek kodzott (29. dbra), azt jelezve hogy a NA transzporter nem

vesz részt a monoamin uptake gatlok nAChR antagonista hatisanak kialakulaséban. Ezt a
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kovetkeztetesiinket alatdmasztja azon korabban részletesen ismertetett eredményiink is,
miszerint a nomifensin 1 uM-0s koncentracidban szinte teljes mértékben gatolta a DMPP-
kivaltotta NA felszabadulés carrier-medialta komponensét (2. fazis), de nem befolyésolta a
nNAChR-kozvetitette 1. fazist (Kiss és mtsai,
1997), bizonyitva, hogy a transzporterre
kifejtett ~ hatds fuggetlen a nAChR-ra

100

75 "® DMimil - gyakorolttél. A monoamin uptake gatlok masik

S —+ DMielst) lehetséges célpontja a fesziiltségfiiggd Na'-
g csatorna lehet. A desipramin és imipramin

©) —¥— TTX (nik)
”s gatolni képes a gyors Na'-dramokat kiilonbozé

1 a
=T idegsejt preparatumokban (Ogata és mtsali,
ot , AA—a—a 1989, Deffois és mtsai, 1996, Pancrazio és
-8 -7 -6 -5 -4

Log koncentraci6 (M) mtsai, 1998). A GBR-12909-cel kapcsolatban

31. &bra. A desipramin (DMI) és a tetrodotoxin megfigyelték, hogy nagy affinitdssal kotddik a

(TTX) nikotin- illetve elektromos ingerlés-kivaltotta + , .
PHINA  felszabadulasra  kivaltott  hatasanak Na -csatornakhoz —(Andersen, 1989). Mivel

Osszehasonlitasa patkany hippocampus szeletekben.
A pontozott vonal az 50 %-os gatlast reprezentalja.

Az ICs, értékeket nem-lineéris regresszidval kivaltotta NA felszabadulés TTX—érzékeny
szamitottuk ki. Roviditések: nik: nikotin-kivaltotta

felszabadulas. El st: elektromos ingerlés-kivaltotta folyamat (Vizi és mtsai, 1995; Kiss és mtsai,

felszabadulas. i . N .
1997; Sershen és mtsai, 1997), a Na"-csatorndk

korabban bizonyitottuk, hogy a nikotin-

esetleges érintettseget mindenképpen vizsgalnunk kellett. A kérdést elészor egész sejtes patch
clamp technika segitségével tanulmanyoztuk kiilonb6z6 preparatumokon. A ganglion
cervicale superior sejtekkel folytatott kiserletekben csak a desipramin esetében figyeltink
meg érdemleges Na'-csatorna gatld hatast, a hippocampalis sejttenyészetekkel folytatott
vizsgélatainkban viszont azt talaltuk, hogy a desipraminon kivil a fluoxetin és GBR-12909 is
képes a Na'-csatorna gatlasara, azonban a hatas eréssége jelentésen fiigg a vizsgalatban
alkalmazott ingerlési protokolltol (egyszeri vagy tobbszords ingerlés, tartdfesziiltség ertéke).
Mivel meglehetdsen nehéz megallapitani milyen ingerlési protokoll modellezné legjobban a
nikotin ingerlés viszonyait, patch clamp vizsgalatokkal nem tudtunk egyértelmi valaszt adni
a kérdesre, ezért tovabbi vizsgélatokat kellett végezniink.

Amennyiben a monoamin uptake géatlok a Na*-csatornak gatlasan keresztiil fiiggesztik
fel a nikotin-kivaltotta NA felszabadulast, gatolniuk kellene az elektromos ingerlés-kivaltotta
transzmitter kidramlast is. Adataink viszont azt mutatjadk, hogy az uptake gatlok csak a
nikotin-kivaltottta valaszt fliggesztik fel, viszont nem befolyasoljak az elektromos ingerlés-

kivaltotta valaszt. Ez esetleg magyardzhat lenne azzal is, hogy a kilonb6z6 ingerlési
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modozatok esetén mas és mas a Na'-csatornak szerepe, azonban kisérleti adataink cafoljak
ezt a feltételezést, hiszen a Na'-csatorna gatlé TTX egyforma hatékonysaggal gatolja mindkét
ingerlési format. Mindez arra utal, hogy a Na*-csatornak nem jatszanak szerepet a monoamin
uptake gatlok nAChR antagonista hatdsaban. Ennél azonban tébbet is megtudhatunk a TTX-
es kisérletekbdl. A nikotin-kivaltotta NA felszabadulas elsé 1épése a NAChR aktivalodasa az
agonista jelenlétében, ami megnyitja a receptor ioncsatornajat és kationok belépését teszi
lehetové a sejtbe. Ez egy kezdeti, kisebb mértékii membrandepolarizaciot okoz, ami aktivalja

a fesziiltségfiiggd Na'-csatornakat

Elektromos Nikotin L, - ., .,
ingerlés / és igy tovabbi depolarizacidhoz
RO vezet. Ezutan mar a
/ NAChR/
\ ’

fesziiltségfiiggd Ca’*-csatornék is

Nt @
‘/ \ aktivalédnak, ami

TTX ———— Nat*-csatorna nyitas i i . . e
Y desipramin végeredményben  kivaltia  a
l fluoxetin
» GBR-12909 vezikularis exocitozist (32. &bra).
Ca?*-csatorna nyitas
l Vilagos, hogy a Na'-csatornak
aktivalodasatol kezdve az

NA felszabadulas (exocitdzis)

32. dbra. A tetrodotoxin (TTX) és a monoamin uptake gatlok elektromos stimulacio €s a nikotin

haté’smec'harlizmugéngk Osszehasonlitdsa. A nilfojtinos ing.erlés altal kivaltott folyamat ugyanazon
esetén eldszor a nikotin receptorok (nAChR) aktivalodnak, ami egy

kezdeti depolarizaciot és ezaltal a fesziiltségfiiggé Na'-csatornak gz osvényen halad tovabb. A
megnyilasat idézi eld. Ez a tovabbi depolarizacid révén megnyitja a

feszilltségfiiggé Ca®*-csatornékat, ami a NA-tartalm( vezikulék nikotin-kivaltotta  felszabadulas
kiurtlését (exocitdzis) eredményezi. Az elektromos ingerlés ; L B
kozvetlenil aktivélja a Na*-csatornakat, de ettdl a 1épéstél kezdve a  SZ€lektiv gatlasa ezert
tovabbi események azonosak a nikotinnal leirtakkal. A TTX . " C . +
mindkét ingerlési fajtat gatolja, hiszen a Na'-csatorndk mindkét egyertelmiien kizarja mind a Na'-
fo,lyi;lmatban szergpet.jéts.zqnak. Ezzel szembep a mpnqgmin uptake csatornék, mind a  késdbbi
gatlék csak a nikotin-kivaltotta felszabadulast gatoljak, ami azt

jelenti, hogy tamadaspontjuk csak a Na-csatornak kinyilasa eldtti események lehetséges
eseménnyel lehet kapcsolatos. Mivel a megel6z6 1épés a nAChR-0k

aktivalodasa, eredményeink azt mutatjak, hogy a monoamin uptake érintettségét.  Mivel a  Na'-
gatlok kdzvetlenil a nAChR gatlasaval fejtik ki hatasukat.

csatorndk megnyilasat megel6z6
Iépés a NAChR-ok aktivalodasa, eredményeink arra utalnak, hogy a monoamin uptake gatlok
kozvetlenul a nAChR-ok gétlasa révén fejtik ki hatasukat, tehat nemcsak funkcionalis, hanem
tényleges nikotin antagonista vegyiletek.

A nAChR gatldsanak mechanizmusat nem vizsgaltuk, de az irodalom alapjan nagy
valoszintiséggel valaszolhatunk erre a kérdésre is. Kimutattdk, hogy a desipramin nagy
affinitissal kot6dik a nAChR ioncsatornijaba (Aronstam, 1981). Ez a csatornan belil
elhelyezked6 kotdhely a célpontja a non-kompetitiv nAChR antagonista mekamilaminnak is

(Banerjee és mtsai, 1990). A monoamin uptake gatlok kolcsonhatasdt a mekamilamin
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kotohellyel mas megfigyelések is alatamasztjak. A kokain ¢és analogjai antagonizaltak a
nikotin viselkedési hatasait és nagy affinitdssal versengtek a mekamilamin kotohelyért
receptor kotési kisérletekben (Lerner-Marmarosh és mtsai, 1995). Elektrofiziologiai
kisérletek adatai szerint a fluoxetin a nAChR ioncsatornajaba koétddve gatolni képes a
receptor kozvetitette &ramokat (Garcia-Colunga és mtsai, 1997; Maggi és mtsai, 1998). Egy
maésik csoport négy tovabbi monoamin uptake gatlordl, az SSRI sertralinrdl és paroxetinrél,
illetve az SNRI nefazodonr6l és venlafaxinrdl jelentette, hogy non-kompetitiv. mddon
gatoljdk a nAChR-t (Fryer és Lucas, 1999a). Az elmdlt évtizedben szdmos, egymastol
flggetlen munkacsoport sz&molt be hasonld nAChR gétl6 tulajdonsagrol méas monoamin
uptake gatlokkal (imipramin, amytriptylin, bupropion, reboxetin) kapcsolatban (Izaguirre és
mtsai, 1997; Park és mtsai, 1998; Fryer és Lucas, 1999b; Slemmer és mtsai, 2000; Miller és
mtsai, 2002). Ezek a megfigyelések egyértelmiien azt bizonyitjak, hogy a monoamin uptake
gatlok kémiai szerkezetiiktdl és szelektivitasuktol fliggetleniil gatolni képesek a nAChR-oKat,
nagy valdszinliséggel a mekamilaminéhoz hasonlé non-kompetitiv csatornablokkol6
mechanizmussal.

Sajat eredményeink és az irodalmi adatok azt mutatjdk tehadt, hogy a nAChR
antagonizmus a monoamin uptake gatld vegyiletek &ltaldnos tulajdonsaga. Mi lehet a
magyarazata ennek a meglepd jelenségnek? Az egyre gyarapodd megfigyelések szerint a
monoamin transzporterek rendelkeznek bizonyos csatorna-tulajdonsagokkal (Lester és mtsai,
1996, Sonders és Amara, 1996, Sonders és mtsai, 1997). Kimutattak, hogy a NA neuronalis
visszavételéhez nem sztdchiometrikus iondramok kapcsolddnak, melyeket gétolni lehet
kokainnal és egyéb uptake inhibitorokkal (Galli és mtsai, 1995). Erdekes megfigyelés, hogy a
DAT csatorna mechanizmussal depolarizdlja a neuronokat, és a DA felvétellel parosuld
csatorna aktivitas szelektiv DA uptake gatlokkal megakadalyozhat6 (Carvelli és mtsai, 2004).
Ezek az eredmények alatdmasztjik azt az elképzelést, hogy funkcionalis szempontbdl fontos
csatornék taldlhatok a monoamin transzporterekben (DeFelice és Blakely, 1996; Sulzer és
Galli, 2003), és e csatorndk géatlasa lenne a hatdsmechanizmusa az uptake gétlo
vegyiileteknek. Erdekes mddon a legfrissebb eredmények tovabbi bizonyitékot szolgéltatnak
a javasolt gatldsi mechanizmusra. Kimutattdk, hogy a triciklikus antidepresszdnsok a
bakterialis leucin transzporter csatornaszerti struktrajaba kotédve fejtik ki gatlo hatasukat, és
ez a fehérje a monoamin transzporterek bakterialis homologjanak tekintheté (Singh és mtsai,
2007; Zhou és mtsai, 2007). Ha feltételeziink bizonyos struktdralis hasonldségot a
transzporterekben és a nNAChR-okban talalhaté csatorndk kozott, a monoamin uptake gatlok

nAChR antagonista tulajdonsidga konnyen érthetdvé valik. Az &ltalunk javasolt modell
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alapjan megjosolhatd, hogy a nAChR csatornablokkold tipust antagonistainak gatolnia kell a
monoamin transzportereket is. Valoban, a csoportunkban jelenleg foly6d szinaptoszdmalis
uptake kisérletekben azt taldltuk, hogy a mekamilamin géatolja a monoamin visszavételt (nem
kozolt megfigyelés), mindazondltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek az elképzelés
igazolaséhoz.

Van-e klinikai jelent6sége eredményeinknek? A depresszidés betegeken folytatott
vizsgélatok szerint a monoamin uptake gatlé tipust antidepresszansok plazmakoncentracioja
1-2 uM (Muscettola és mtsai, 1978; Hyttel, 1982; Pato és mtsai, 1991; Besret és mtsai, 1996).
Tekintettel arra, hogy az agyi antidepresszans koncentrécié a felhalmozo6dasi folyamatok
miatt magasabb, mint a plazmaszint (Besret és mtsai, 1996), ezek az anyagok konnyen
elérhetnek olyan agyi koncentraciot az antidepresszans kezelés soran, melynél mar jelentésen
gatolni kepesek a kozponti idegrendszer nAChR-ait. Mivel ezek a receptorok kdzponti
szerepet jatszanak szdmos magasabb rendli agyi folymatban (Newhouse és mtsai, 1997;
Levin és Simon, 1998; Steinlein, 1998), a monoamin uptake gatlo tipust antidepresszansok
hatdsa a NAChR-ra hozzéjarulhat e szerek terapias, illetve mellékhatdsainak kialakulaséhoz.

Az elmult idGszakban, jelentés mértékben csoportunk eredményeire is tamaszkodva,
megszlletett a depresszié neurokémiai hatterének egy Uj tipusi elmélete, mely kdzponti
szerepet tulajdonit a nAChR-oknak (Shytle és mtsai, 2002). Az elmélet arra a régi
megfigyelésre épit, miszerint a depresszids betegekben kolinerg tulstly figyelhetd meg a
visszaszorult monoaminerg aktivitds mellett. A szerzOk szerint a kolinerg talstllyal jard
depresszids tinetek kialakulasdért a kozponti idegrendszer neuronédlis nAChR-ainak
talingerl6dése a felelds. Valoban, a NAChR-ok fontos szerepet jatszanak a hipotalamusz-
hipofizis tengely miikodésében, a mezolimbikus dopaminerg rendszer szabalyozdsaban,
illetve a circadian ritmus kialakitdsaban és fenntartasaban (részletes referenciakért Id. Shytle
és mtsai, 2002). Mindezek a funkciok, illetve ezek zavara jelentés tényezd a depresszid
kialakulasaban. A szerz6k elgondolasa szerint az antidepresszans hatas Kifejlédésének dont6
lépése a tulingerelt NAChR-ok gétlasa, amit a jelenleg hasznalt antidepresszansok meg is
tudnak tenni (Id. eredményeinket és az irodalmi adatokat). Az elképzelés szerint a nAChR
antagonista vegyiletek képesek lehetnek a depresszids tunetek enyhitésére, amit a
mekamilaminnal folytatott klinikai vizsgalatok meg is erdsitettek (Shytle és mtsai, 2000). Az
elmélet alapjan mér fejlesztés alatt is vannak bizonyos nikotin antagonista vegytiletek,

melyek az antidepresszansok egy Uj csoportjat alkothatjak.
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5.3.3. Monoamin uptake gatlé tipusu antidepresszansok hatasa a kdzponti idegrendszer
NMDA receptoraira

Habar struktardjuk kulonbozik, az NMDA receptorok bizonyos farmakoldgiai
tulajdonségaikban hasonldsdgot mutatnak a nAChR-okkal. A csatornablokkolé nAChR
antagonista mekamilamin gatolja az NMDA receptorokat (Snell és Johnson, 1989), mig a
csatornablokkold6 NMDA receptor antagonista MK-801 gatolja a nAChR-okat (Ramoa és
mtsai, 1990). Mint ahogy azt az elézdekben lathattuk, a monoamin uptake inhibitorok
csatornablokkold antagonistaként képesek gatolni a kdzponti idegrendszer nAChR-ait, ezért
felvetddott az a lehetdség, hogy hatassal lehetnek az NMDA receptorokra is. Valdban,
triciklikus antidepresszansokkal kapcsolatban meg is figyeltek ilyen hatdst (Sernagor és
mtsai, 1989; Cai és mtsai, 1992; Watanabe és mtsai, 1993), azonban e vegyiletek
kozismerten sokféle receptorral 1épnek kdlcsonhatasba, igy az NMDA receptorokra gyakorolt
hatasuknak nem tulajdonitottak nagy jelentéséget. A kovetkezd Kisérletsorozatban
elektrofizioldgiai (egész sejtes patch clamp) mddszerek segitségevel azt kivantuk
megvizsgalni, vajon az NMDA antagonizmus az uptake gatlok szélesebb korére érvényes
tulajdonsdg lehet-e, vagy csak a triciklikusok sajatja, ezért osszevetettilk a triciklikus
desipramin ¢s sokkal kevesebb receptor kdlcsonhatassal rendelkezd SSRI vegyilet, a
fluoxetin hatasat az NMDA receptorokra.

Monoamin uptake gatlok hatdsa az NMDA &ramokra patkany kortikalis
sejttenyészetben: lassu perfzios protokoll. A szovetkamraban elhelyezked6é 7-21 napos
tenyészetb6l szarmazd kortikalis sejteket folyamatosan perfundaltuk és 2 percenként, 1 mp-ig
tart6 10 pM-os NMDA impulzusnak tettiik ki (Mg®*-mentes kozegben). A kivaltott befelé
iranyulé &ramok atlagos amplitdddja -523.47 + 40.95 pA (n = 59) volt (33A. édbra). Az
NMDA éaramok amplitidéja 12 perc (6 stimulus) alatt 80.54 + 4.5 % -ra csokkent (33B.
abra). Az uptake gatlok kezd6 koncentraciojat (30 uM) irodalmi adatok alapjan valasztottuk
meg, kordbbi munkékban ugyanis a desipramin a 20-50 uM-o0s koncentracio-tartomanyban
gatolta az NMDA receptorokat (Sernagor és mtsai, 1989). A fluoxetin és desipramin 12
perces perfazidja szignifikdnsan csokkentette az NMDA &ramokat (33B. &bra). Noha mindket
szer hasonl6 hatékonysdggal gatolta az NMDA-kivaltotta valaszt, a hatas kifejlédésének
iddlefutasa kiilonbzo volt. A desipramin gatld hatasa er6sodott, 44.31 +£3.55 % volt az elso
NMDA impulzusnal és szignifikdnsan magasabb, 70.16 + 2.27 % volt az utols6, hatodik
impulzusnal (p < 0.001, kétiranyd t-proba). Ezzel szemben a fluoxetin gétlé hatasa
viszonylag allando volt, 53.76 +9.82 % az els6 impulzusnal és 63.56 + 2.07 % az utolsonal, a

kilonbség nem volt szignifikdns (33C. &bra). A kontoll NMDA &ramok folyamatos
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csokkenésének (rundown) kompenzaldsa érdekében a gatlas értéke mindig a megfeleld

kontroll &ram sz&zalékaban volt kifejezve (Id. a pontozott téglalapokat a 33B. dbran).
Monoamin uptake gatlok hatdsa az NMDA &ramokra patkany kortikalis

sejttenyészetben: gyors anyagadéasi protokoll. A fluoxetin és desipramin hatasa kozotti

kulonségek tanul-

A B
g ) DMI or Fix manyozasa  céljabol

V VVVVVV V V é( g 10 egy gyors anyagadasi

% g‘ rendszert hasznaltunk

g B a tovabbi  kisér-

e —— © e ‘ — letekben. Két,

'V' ’V’ 'V“ V 0 4 8 12 16 20 24
UVVV’ U V UV 146 (perc) - {ivegbOl késziilt 1.n.
c

O Elsé ingerlés m Utolso ingerlés U-csovet helyez‘[[]nk

g ¥ . ;
FLX 30 uM g o] a pipettavégen
VV’VVVVVVVV ‘% " rogzitett sejt kozelébe
\( g »] (34A. d&bra), és a
500 pz EC = o] | kovetkez6 anyagadasi
Fix DMI protokollt hasznaltuk:

33. dbra. Desipramin (DMI) és fluoxetin (FIx) hatasa az NMDA-aramokra patkiny NMDA (10 pM) 10
kortikélis sejttenyészetben (lassu perfuzios protokoll). A: Az egész sejtes patch

clamp kisérletekben az 1 masodperces, 10 puM-os NMDA impulzusokat 2 mp-ig (A cs0),
percenként adtuk. A felsé rogzités a kontroll, a kozéps6 a DMI (30 uM), az alsé a L .

FIX (30 uM) jelenlétében mérhetd aramokat mutatja. Az uptake gatlokat 12 perc (6 antagonistak, illetve
ingerlés) utan eltavolitottuk (washout). B: A normalizalt NMDA-aramok DMI (30 . . .
uM; n= 6, kitolttt kor) 65 FLX (30 uM; n= 5, haromszog) altali gatlasa. A antidepresszansok es
masodik kontroll aramot (ires kér) vettik 100 %-nak és minden tovabbi valaszt :
ennek aranyaban fejeztiink ki. C: A gatlas idfiiggése. Az oszlopdiagram az uptake NMDA 40 mp-ig (B
gatlok jelenlétében mérhetd gatlasokat hasonlitja Ossze az elsé és az utolso (6.) cs8), majd ismét csak
NMDA éram esetében. A gatlasi értékeket a megfelelé kontroll sorozathoz képest

hataroztuk meg (Id. a pontozott négyzeteket) az NMDA valasz id8beli NMDA 20 mp-ig (A
gyengulésének (rundown) kompenzaldsa érdekében. A statisztikai elemzéshez )
kétutas t-prébat hasznaltunk (*** p < 0.001) cs6). Ilyen kisérleti

korulmények kozott az NMDA é&ramok lecsengési ideje (offset rate) 284 + 15 ms volt, és a
vélasz szinte teljes mértékben (97.57 + 0.94 %, n = 5) gatolhat6 volt az NMDA antagonista
MK-801-gyel (1 uM) és igen erfteljesen (76.05 + 6.05 %, n = 9) gatolhat6 volt az NR2B
antagonista ifenprodillal (10 uM) (34B. &bra). Mind az offset rate, mind az ifenprodil
érzékenység azt mutatja, hogy az NMDA valasz elsésorban NR2B alegység tartalmi NMDA
receptorokon keresztiil kozvetitédott. Mindkét antidepresszans dozis-figgd médon gétolta a
befelé irAnyuld6 NMDA &ramokat, az 1Csq értekek az alacsony mikromdlos koncentrécio-
tartomanyban mozogtak, a desipramin esetén 3.13 uM (ny = 0.95), mig a fluoxetin esetén
10.51 uM (ny = 1.02) értéket mértiink (34C. abra).
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A monoamin uptake gatlok hatdsanak feszultségfuggese. A gatlas mechanizmusanak
felderitése érdekében vizsgaltuk az antidepresszansok hatasénak fesziltségfiiggését. A
méréseket -80, -50, -30, +10 és +40 mV tartofesziiltségen végeztiik 30 uM-0s antidepresszans

koncentracié mellett. Mivel

A B
AL B A ekkor a hatas gyorsabban
T T . B . i
NMDA 10 uM kialakul, némileg modo-
+ MK-8011 uM sitottuk az  anyagadasi

L 4 protokollt (15 s, 10 s, 15 s)
. annak  érdekében, hogy

100 i . Jo]
g - enprodil 10 1M egyetlen  sejten  végig-
[5+3
g " mérhessink az  Gsszes
(=2}

5 5o i tartofesziltségen. A mag-
;-U - DMI + FIx 10 uM
S W nézium (Mg?") jol ismert
P4
i 500 pA L csatornablokkol6ja az
0
-7 -6 -5 -4 -3 5sec
Log koncentracio (M NMDA receptornak. Az

+ -g -

34. 4bra. Desipramin (DMI) és fluoxetin (FIx) hatasa az NMDA-4ramokra © MM M92 altal kifejtett
patkany kortikalis sejttenyészetben (gyors anyagadasi protokoll) A: Az
oldatokat két hazi készitésii U-cs6 segitségével cseréltik a sejtek kdzvetlen
kbrnyezetébgn. B: _A sejtek lq s-ig_ csa,k NMDA-t kaptak 10“ uM-ba_m mutatott (35C. 4bra). A
(A-cs6), majd 40 s-ig NMDA-t és a vizsgalt anyagot (B-csd), végiil 20 s-ig

ismét csak NMDA-t (A-cs6). Alul a fenti protokollal késziilt reprezentativ desipramin szintén
vélaszgorbéket Iathatunk, melyek az NMDA antagonista MK-801 (1 uM),

az NR2B (10 uM) antagonista ifenprodil és a fluoxetin (10 pM) hatasat egyértelmiien fesziiltség-
mutatjak. C: A desipramin és fluoxetin NMDA-aramokra gyakorolt . i i
gatlasanak dozis-hatas gorbéi. Az ICs, értékeket nem-linedris regresszioval figgd modon gatolta az

hataroztuk meg. NMDA &ramokat, csaknem

gatlas er6s fesziiltségfiiggést

teljes gatlast produkélva -80 mV-on, és egyre kisebb hatést kifejtve a membrén
depolarizaci6jakor. Ugyanakkor a Mg®*-mal ellentétben, mely teljesen elveszitette hatésat
+ 40 mV-on, a desipramin még itt is szignifikdns (43 %-o0s) gatlast okozott (35A,C. dbra). A
gatlast a fesziltség fliggvényében abrézolva a kapott gorbe meredeksége szignifikansan
kilonbozott a 0-tol (a Pearson-féle korrelacio analizis alapjan
r’=0.98, p < 0.001, n = 6) statisztikailag is igazolva a fesziiltségfiiggést. Ezzel szemben a
fluoxetin gatlasi hatékonysaga nem fiiggott a membrénpotencidltl, mind negativ, mind
pozitiv tartofesziltség esetén 61 és 65 % kozott mozgott (35B,C. abra). A gérbe meredeksége
nem kiilénbozott szignifikansan a 0-tél (= 0.004, p = 0.63, n = 6).

A kotohely elhelyezkedésének vizsgélata a Woodhull-modell segitsegevel. A
Woodhull-modell szerint egy adott antagonista gétlasdnak feszultségfiiggése korrelél az

antagonista kotohelyének elhelyezkedésével a membran elektromos mezejében (Woodhull,
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1973). Az elhelyezkedés az elektromos tavolsaggal (5) jellemezhet6, mely aranyszdm 0 és 1
kozott valtozhat, és azt fejezi ki, hogy az adott antagonista mekkora hanyadéat érzekeli a
membréanpotencialnak. Ilyenforman az 1 az intracellularis oldalon elhelyezkedé kotShelyet
jelenti, a 0 pedig az extracellularis oldalon 1év6t. A Woodhull-egyenlet alapjan
meghatéroztuk a Mg®* illetve az antidepresszansok elektromos tavolsagat. A Mg®* esetében
0.71-ot kaptunk a & értékeként, mely egy, az NMDA receptor csatorndjaban mélyen
elhelyezkedd, az intracellularis oldalhoz kozeli kotOhelyet jelent és szép egyezést mutat
korabbi irodalmi adatokkal (Li-Smerin és Johnson, 1996). A desipramin esetében a & 0.44
volt, mig a fluoxetin esetében 0.01. Adataink arra utalnak, hogy a desipramin és a fluoxetin
kiilonbozé kotéhelyeken kapcsolodnak az NMDA receptorhoz, a desipramin a receptor
poérusaban, mig a fluoxetin felliletesen, az extracellularis oldalon.

A gatlasbél valé visszatérési ido fesziiltségfiiggése. A kulonbségek tovabbi
tanulméanyozasa érde-

A NMDA 10 uM B NMDA 10 uM

+DMI 30 M +Fix30uM kében meghataroztuk az

antidepresszansok gatla-

+40 mV.

sabol vald visszaté-rési

+10 mV
-20mV.

50mv idéallandot is (rate of
-80 mvV

_|awopa recovery, Tofter). EXpO-

5sec

c D nencialis gorbéket
g 1007 LI = 15 . .
s 8 illesztettlink a kimosas
%, Flx E — Flx ;. - Loz =
£ o] om £ o oy, Utani visszatérési
\(F i ne MZ+ -_— , . ,
£ 0 TOE, fazisokhoz ~ és  az
= 201 2 )
= % s ‘ id6allandokat  dbrazoltuk
0 ‘ ‘ ‘ o0
110 80 -50 20 10 40 70 4110 -80 -50 -20 10 40 70 , oA (- )
Tarto feszlitség (mV) Tarto fesziltség (V) a tartofeszultség (-80, -50,

35. 4dbra. A desipramin és fluoxetin NMDA-aramokra gyakorolt gatlé -30, +10, vagy +40 mV)
hatasdnak fesziiltségfliggése. A méréseket ugyanazon sejten, de kiilonbozd
membranpotencialokon (-80 és + 40 mV kozott) végeztiik. A pontozott vonal
a 0 dramot jeldli. Mindkét anyagot 30 uM-ban vizsgaltuk. A fels6 panelek
reprezentativ méréseket mutatnak be a desipramin (A) ill. fluoxetin (B) esetén.
A feszzu;ltségfu'ggés (;jszszesitett a('j'ata!t a”C é{br{a ta}rta!ma_zza. A pornt(’)zo'gt vona! (30 uM) esetében a
a Mg~ gatlo hatasanak fesziiltségfiiggését abrazolja. A gatlasbol vald

visszatérés id6allandojanak fesziiltségfiiggését a D abra mutatia. A depolarizacié  felgyorsi-
visszatérési idéallandot (Torer) €Xponenciélis gorbeillesztéssel hataroztuk meg.

A C és D abran minden pont 5-6 fiiggetlen mérés atlagat és standard hibsjat totta a gatlasbol vald
képviseli. A fesziiltségfiiggést a Pearson-féle korrelacio analizissel vizsgaltuk.

figgvényében (35D.

abra). A desipramin

visszatérést. A gyorsulas
szigortan fesziiltségfiiggd volt, a gorbe meredeksége szignifikinsan kiilonb6zott a 0-tdl (r2 =

0,68, p<0.001). Ezzel szemben a fluoxetin (30 uM) altal okozott gatlasbol vald visszatérés
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nem mutatott fesziiltségfiiggést, az idéallandd nem fliggdtt a membranpotencialtol. A gorbe

meredeksége nem kiilénbozétt szignifikansan a 0-tél (= 0.93, p>0.001).

Mg?* hatéasa az antidepresszansok és az NMDA receptor interakcidjara. Mivel a

Mg?* nyitott csatorna blokkoléként gatolja az NMDA receptort, felmeriil a kérdés, vajon a

fluoxetin és a desipramin képes-e asszocialédni a receptorral Mg jelenlétében. Ezért

A B
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DMI

NMDA

c
:

é

c _ D _
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8 1 3
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36. abra. A desipramin (DMI) és fluoxetin (FIx) NMDA-aramokra
gyakorolt hatasa Mg?* jelenlétében. A protokoll szerint 10 s-ig csak
NMDA-t (10 uM) adtunk majd 40 s-ig NMDA-t és a vizsgalt anyagot
(Mg*" 5 mM, desipramin vagy fluoxetin 30 uM). Mikor a Mg®* és az
antidepresszansok kdlcsénhatasat vizsgaltuk, a desipramint (A) vagy
fluoxetint (B) 10 s-mal a Mg® adasa utan kezdtik adni. A
visszatérési  idGallandot (Toer) €Xponencidlis  gorbeillesztéssel
hataroztuk meg. Minden oszlop 4-6 filiggetlen mérés atlagat és
standard hib4jat képviseli. Az adatokat ANOVA-t kovetd Tukey-
Kramer teszt segitségével elemeztiik (* p < 0.05 a Mg*-hoz képest,
*p <0.05 a fluoxetinhez képest).

megvizsgaltuk a géatlasbdl vald
visszatérés idéallandojat (Tofrset)
mindkét antidepresszans esetén
Mgz+
hidnyaban (36. &bra). Ha csak a
Mg® (5 mM) altal okozott

jelenlétében, illetve

gatlasbol  valé  visszatérest
vizsgaltuk, a folyamat nagyon
gyors volt (Tofrset = 459 £ 80 ms
-70 Az

resszdnsok gatlé hatasa sokkal

mV-on). antidep-
lassabban mult el, a desipramin
(30 uM) esetén szignifikansan
lassabb volt a folyamat (Toffset =
10461 +
fluoxetin (30 uM) esetén (Toffset =
3437 + 1016 ms) (35A-B. abra).
M gz+

588 ms ), mint a

Ha a  desipramint
jelenlétében adtuk az idéallando
nem Kkilonbdzott attél, mintha
csak Mg?*-ot adtunk volna (13 =
507 = 17 ms), mutatva hogy a
nem volt

desipramin képes

asszocialédni az NMDA

receptorhoz ilyen kérilmények

koz6tt (35C. &bra). Ezzel szemben a fluoxetin szignifikansan megnovelte az idéallandot Mg?*

jelenlétében (torrset = 1111 + 251 ms), noha ez az érték nem érte el a fluoxetin esetében

tapasztalt magasabb értéket (35D. éabra). Ezek az adatok aldtamasztjak a Woodhull-modell

alapjan levont kovetkeztetést, azaz, hogy a desipramin a csatorndba kotédik és Mg®*
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jelenlétében nem képes az asszociaciora, mig a fluoxetin kotOhelye feliiletesebben
helyezkedik el, igy Mg®* jelenlétében is képes az asszociciéra, noha a Mg®" bizonyos

mértékben akadalyozza ezt a kapcsolodast.

534. Az eredmények eértelmezése: NMDA receptorok szerepe a depresszio
korélettanaban

Az antidepresszdnsok NMDA antagonista tulajdonsaga. Vizsgalatsorozatunk f6
kérdése az volt, vajon az SSRI fluoxetin rendelkezik-e NMDA antagonista tulajdonsaggal. A
desipramint referencia vegyuletként hasznéltuk, mivel kordbban mar leirtdk, hogy open-
channel mechanizmussal gatolja az NMDA receptorokat a 20-50 uM-o0s koncentracio-
tartomanyban (Sernagor és mtsai, 1989), és szdmos tovabbi tanulmany igazolta ezt a hatast
(White és mtsai, 1990; Cai és mtsai, 1992; Mjellem és mtsai, 1993; Watanabe és mtsai,
1993). Mi azt talaltuk, hogy a fluoxetin az alacsony mikromdlos koncentracio-tartomanyban,
a desipraminhoz hasonl6 hatékonysdggal géatoljla az NMDA é&ramokat kortikalis
sejttenyészetben. Eredményiinknek fontos klinikai vonatkozésa lehet. Mint azt mar korabban
emlitettik, az antidepresszans kezelés sorén a szerek plazmakoncentracidja 1-2 uM koriil
mozog (Muscettola és mtsai,1978; Pato és mtsai, 1991), de ennél magasabb koncentraciok is
kialakulhatnak az agyban. Magneses rezonancia spektroszképids vizsgalatok adatai szerint a
depresszids betegek esetében a fluoxetin steady-state agyi koncentracidja 13 = 6 uM volt
(Bolo és mtsai, 2000). A desipraminnal kapcsolatban is megfigyeltek hasonlé akkumulaciot
(Besret és mtsai, 1996). Ezek az adatok dsszevetve sajat eredmeényeinkkel azt mutatjak, hogy
mind a fluoxetin mind a desipramin képes lehet a kdzponti idegrenszer NMDA receptorainak
gatlasara az antidepresszans terapia sordn. Mivel klinikai megfigyelések szerint az NMDA
receptor modulécidja jotékony hatasu lehet a depresszids betegekben (Berman és mtsai, 2000;
Stryjer és mtsai, 2003; Zarate és mtsai, 2006), feltételezhetjik, hogy az NMDA antagonizmus
hozzajarulhat az antidepesszansok terapias hatasahoz.

Habar az antidepresszansok esetleges NMDA receptor altipus szelektivitdsat nem
kivantuk részletesebben vizsgalni ebben a munkaban, az NMDA valasz kinetikai elemzése
(Cull-Candy és mtsai, 2001) illetve az NR2B szelektiv antagonista ifenprodilra (Williams,
1993) val6 érzékenysege azt mutatja, hogy preparatumunkban els6dlegesen az NR2B
alegység tartalmi NMDA receptorok kozvetitik a valaszt. A tény, hogy a fluoxetin és
desipramin hatékonyan gatoljak ezeket a receptorokat, erdsitik azt az elképzelést, hogy az
NMDA antagonizmusnak szerepe lehet az antidepresszans hatas kialakulasaban. A depresszid

egy Ujszerli megkozelitése, a network hipotézis szerint ugyanis a Kkiilonbozé karositd
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kortilmények (pl. a stressz kovetkeztében csokkené neurotrofikus hatasok) csokkentik a
neuronok, illetve az altaluk létrehozott szinaptikus kapcsolatok szamét és igy okozzék a
depresszio kifejlodését. Ugyanakkor az antidepresszansok épp e folyamatokat forditjak vissza
a szinaptikus plaszticitds, illetve a sejtvédd tényezok serkentése révén (Manji és mtsai, 2003;
Castren és mtsai, 2007). Kimutattak, hogy az NR2B alegységet tartalmaz6 NMDA receptorok
elsOsorban extraszinaptikusan helyezkednek el, ¢és thlzott ingerlésiik apoptotikus
sejtpusztulast okozhat (Hardingham és mtsai, 2002; Zhou és Baudry, 2006), mig az NR2A
alegységet tartalmaz6 NMDA receptorok foként a szinapszisokban talalhatoak, és fiziologias
aktivaciojuk plasztikus valtozésokat és a neurotrofikus sejtvédé faktorok (pl. BDNF)
felszaporodasat véltja ki (Vanhoutte és Bading, 2003). Eppen ezért az NR2B receptorok
antidepresszansok altali gatlasa eldsegiti neurondlis ideghalézatok Wwjraszervezodését a
neurotoxikus tényezOk kikapcsolasaval (Gogas, 2006). Kisérleti eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az NR2B receptorokat bizonyosan géatoljdk az antidepresszansok, az
NR2A receptorokkal kapcsolatban viszont nincsenek adataink. Mindenesetre ez a kérdés igen
fontos klinikai vonatkozéasokat rejt magaban, igy munkacsoportunk tovabb folytatja az
ezirdnyu vizsgalatokat.

A fluoxetin és desipramin eltéré kotéhelyei az NMDA receptoron. A lassu perfuzios
protokollal végzett kisérletekben megfigyeltiik, hogy mig a desipramin gatld hatasa
folyamatosan emelkedett a perfuzio elérehaladtaval, addig a fluoxetin gatloképessége idoben
allandonak bizonyult (33C. &bra). A jelenség elemzése érdekében a tovabiakban egy gyors
anyagadast lehetévé tevé rendszert hasznaltunk, ami lehetové tette a valaszok kinetikai
jellemzdinek meghatarozasat. Ezekben a kisérletekben a desipramin fesziiltségfiiggé modon
gatolta az NMDA-&ramokat, a gatlas csokkent a depolarizacio novekedésével. Ezzel szemben
a fluoxetin hatdsa fuggetlen volt a tartofesziiltségt6l. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a desipramin gatloképessége filgg az idegsejtek aktivitasi
mintazatétol, és csokken, ha a sejtek depolarizlédnak, mig a fluoxetin hatdsa flggetlen a
sejtek mitkodési allapotatol.

A Woodhull-modell szerint (Woodhull, 1973) egy antagonista gatlasi erdsségének
fesziltségfiiggése lehet6vé teszi a kotShely elhelyezkedésének meghatérozasat a sejt
transzmembréan elektromos mezejében. A Woodhull-egyenlet segitségével kiszdmithaté az
U.n. elektromos tavolsag (8), ami egy 0 es 1 kozOtt mozgd aranyszdm és szemléletesen azt
fejezi ki, hogy az antagonista a kotShelyén mekkora hanyadat érzékeli a
membrénpotencialnak. Az 1 azt jelenti, hogy a teljes elektromos mez6n athalad, tehat a

csatorna intracellularis oldalan helyezkedik el, a O pedig egy extracellularis oldalon talalhat6
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kotéhelyet jellemez. Ennek megfelelden a desipraminra kiszamitott 0.44-es érték egy, a
pérusban mélyen elhelyezkedé kotShelyre utal, mig a fluoxetin 0.01-es értéke vildgosan
mutatja, hogy az anyag az extracelluldris felilethez igen kozel kotédik. Ezzel dsszhangban
all, hogy a desipramin disszociaciés idéallanddja a depolarizicioval parhuzamosan csékken,
mig a fluoxetiné nem fligg a tartdfesziiltségtol.

Az eltéré kotéhelyek mellett szol a két anyag Mg?* jelenlétében megfigyelhetd
viselkedésének kiilonbsége. A desipramin nem véltoztatta meg a Mg?* altali gatlashél valo
visszatérés iddallandojat, ami arra utal, hogy Mg?* jelenlétében a desipramin nem volt képes
bekotédni az NMDA receptor csatornajaba. Tekintettel a mélyen elhelyezkedd kotdhelyre és
a Mg”" csatornablokkolo képességére ez értheté is. Ezzel szemben a fluoxetin jelentésen
megnovelte a Mgz+ altali gatlasbol valo visszatérés iddallandojat, tehat még Mg2+
jelenlétében is képes volt részleges asszoci4ciora. Mindazonéltal a Mg®* megnehezitette a
fluoxetin bekotddését, ami arra utal, hogy a fluoxetin ugyan feliilletesen kotédik, de
valosziniileg az NMDA receptor ioncsatorndjanak szajadéka kozelében. Tehat adataink
alapjan egyértelmi, hogy noha mindkét antidepresszans képes az NMDA receptor gatlasara,
hatdsmechanizmusuk, illetve az NMDA receptoron talalhato kot6helyiik kiilonboz6.

Az NMDA receptorok lehetséges szerepe a depresszid korélettandban. Mind tébb
adat mutat arra, hogy a glutaméterg ingerulet-atvitel és azon belul is az NMDA receptorok
jelentds szerepet jatszanak a depresszio korélettanaban (Paul és mtsai, 1994; Palucha és Pilch,
2005). A kompetitiv és non-kompetitiv NMDA antagonistak szdmos viselkedési kisérleteben
antidepresszans hatastnak bizonyultak (Trullas és Skolnick, 1990; Maj és mtsai, 1992;
Panconi és mtsai, 1993; Papp és Moryl, 1994; Layer és mtsai, 1995; Redmond és mtsai,
1997). A non-kompetitiv. NMDA antagonista amantadin vagy memantin egyitt adasa a
fluoxetinnel, venlafaxinnal vagy imipraminnal szinergisztikusan fokozta az antidepresszans
hatdst patkany viselkedési tesztekben (Rogoz és mtsai, 2002). Elézetes klinikai
vizsgélatokban az amantadin javitotta a depresszié tiineteit korabbi gyogyszeres kezelésre
rezisztens betegekben (Stryer és mtsai, 2003). Placebd kontroll mellett végzett kettds vak
klinikai vizsgalatokban az NMDA antagonista ketamin infGzi6ja 72 o6ran beliil jelent6s
javulast eredményezett a major depesszioban szenvedd betegeken, és a jotékony hatas
legalabb még egy hétig megfigyelhetd volt (Berman és mtsai, 2000; Zarate és mtsai, 2006).
Mindezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az NMDA receptorok miikddése kapcsolodik a
depresszi6d neurokémiai torténéseihez.

A fenti elképzelést megerdsitik azok a megfigyelések, amelyek arra utalnak, hogy az

NMDA receptorok szerepet jatszhatnak az antidepresszansok hatdsmechanizmuséaban is.
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Sz&mos biokémiai (Nowak és mtsai, 1993; Paul és mtsai, 1994), elektrofizioldgiai (Bobula és
mtsai, 2003) illetve viselkedési (Popik és mtsai, 2000) tanulmany igazolta, hogy az NMDA
receptorok funkcidja csokken kronikus antidepresszans kezelés soran. Tobbféle lehetséges
elképzelés meriilt fel az antidepresszans kezelés és az NMDA receptorok miikodésének
kapcsolatara, azonban a szerzék donté tobbsége indirekt mechanizmust javasolt, mint pl. a
glutamat felszabadulas csokkentése kiilonb6zé szinaptikus és nem-szinaptikus hatdsokon
keresztul (Scanziani és mtsai, 1993; Schmitz és mtsai, 1998; Boehm, 1999; Michael-Titus és
mtsai, 2000), a Zn®* koncentracié modositasa kiilonbozd kulcsfontossag agyteriileteken
(Singewald és mtsai, 2001), vagy a BDNF expresszio szabalyozasa (Nibuya és mtsai, 1995;
Chen és mtsai, 2001). Direkt hatds az NMDA receptoron csak a triciklikus
antidepresszansokkal kapcsolatban merilt fel (Sernagor és mtsai, 1989; Cai és mtsai, 1992;
Watanabe és mtsai, 1993). Sajat kisérleti adataink, miszerint a sokkal kevesebb
mellékhatassal rendelkez6 SSRI vegyiiletek egyik képvisel6je, a fluoxetin képes az NMDA
receptorok gatlasara a klinikailag relevans (tehat az antidepresszans kezelés soran eléfordulo)
koncentracioban, megerdsiti azt az elképzelést, hogy az NMDA receptor miikodésének

befolyasolasa fontos lehet az antidepresszans hatas kifejlédésében.
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54. A monoamin transzporterek miikodésének vizsgalata genetikailag médositott,
noradrenalin transzporter hianyos (NET KO) egereken: a heterolog visszavétel

jelensége

Mint az irodalmi attekintésben is lathattuk, a monoamin transzporterek kulcsszerepet
jatszanak az extracellularis monoamin szintek, és ezen keresztil a monoaminok altal
kozvetitett nem-szinaptikus ingerilet-atvitel szabalyoz&saban. A NA transzportert (NET)
nem expresszald egereken folytatott kisérletsorozat eredeti célja az volt, hogy pontosabb
képet kaphassunk a NET szerepér6l a noradrenerg ingerilet-atvitelben, azonban az
eredmények a kiilonb6z6 monoaminerg rendszerek kozotti, transzporterek altal kozvetitett

interakcid egy érdekes forméjara deritettek fenyt.

54.1. A genetikai mddositds (NET hiany) igazolasa: [*H]nisoxetin kotés és PCR
vizsgélat

[H]Nisoxetin kotés. Kisérleteinkben a kérgi és hippocampalis noradrenerg rendszer
funkciondlis sajatsagait hasonlitottuk 6ssze NET transzporter hidnyos (NET KO) és vad
A tipusi (WT) egerekben. A NET fizikalis
100+ jelenlétének ellendrzése céljabol a nagy

-
3]
1

. wr szelektivitisi NET ligand, [*H]nisoxetin

* NETKO  kotédéset vizsgaltuk a két allatcsoportban.

(fmol/mg protein)
g

PH]Nisoxetin kétés

A membranokat azon allatok agykérgébdl

254

. — preparaltuk ki, melyeket a transzmitter
0.0 0.I5 170 1?5 210

visszavételi és felszabadulasi kisérletekben

[EH]Nisoxetin koncentracié (nM)
hasznéltunk. A WT egerekben a specifikus

[*H]nisoxetin  kotddés a  kortikalis

+/+ +/- -/- i , . .
membranokhoz telithetd volt a ligand

oGFP koncentracid emelésével. A Bmax €rték
156.1 + 6.7 fmol/mg protein volt a Ky érték

1.01 + 0.05 nM. Ezzel szemben a NET KO

[1/IIE -

500 bp -— e NET

egerekben a  specifikus  [*H]nisoxetin

37. dbra. A NET hianyanak igazolasa genetikailag modositott egerekben. A: A specifkus [*H]nisoxetin kotés
telitési gorbéje WT és NET KO egerekben. A kérgi P2 szinaptoszoma prepardtum az uptake és release
kisérletekben hasznalt allatokb6l szarmazott. B: WT (+/+), heterozigdta (+/-) és homozigéta NET KO (-/-)
egerekbdl szarmazo DNS minta PCR elemzése. A NET-specifikus sav egy 470 bazis par hosszusagu termékként
jelentkezett, mig a jel6ld szerepet betoltdé eGFP génre specifikus primerek egy 700 bazispar nagysagi toredéket
azonositottak (M = molekuléris méret minta).
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kotédés gyakorlatilag a nulldhoz kdzelitett, igazolva a NET hidnyét (37A. &bra).

PCR vizsgalatok. A NET genetikai jelenlétét PCR vizsgalatokban is ellenériztiik. A
vad tipusu egerekben egy 470 bdazispar nagysdgu, NET gént reprezentald szakasz volt
¢szlelhetd. A heterozigota allatokban egy tovabbi 700 bazispar nagysagi szakasz is
kimutathat6 volt az eGFP gén teljes kddolo régiojat felismeré primerekkel. Ez utobbi gén a
heteroldg rekombinacid soran kerilt a genetikai 4lloméanyba jeldlésként (Xu és mtsai, 2000).
A NET KO Aéllatokban csak az eGFP gént sikerllt kimutatni, mig a NET-nek megfeleld
szakasz hianyzott (37B. abra).

5.4.2. A noradrenerg rendszer funkcionalis jellemzése: [PH]NA felvétel és felszabadulas
vizsgéalata

[*HINA felvétel. A WT egerekbd] szarmazo hippocampus szeletekben a [PH]NA

A felvétel 1130 + 87 kBqg/g nedves szovet
T oo [ T volt. Noha a NET KO allatokban a
= 7 . eper s .. )
g 1000 - 1 wr felvétel szignifikansan csokkent, meg
E;?SOO i B o mindig kimutathat6 volt (142 + 10 kBg/g
2 X600 "
=1 NET KO nedves szovet, a WT kontroll 12.6 %-a, p
g 400 + Citalopram ; ) i . .
g | - L nemspecifikes < 0.001, kétutas t-prdba, a tovabbiakban is
£ 200 Tt tt (NET KO)

0 . ! ezt a modszert hasznaltuk a WT és NET

B
8 10 KO dllatok 0dsszehasonlitasara). E
‘g 0
g ol 1 —_— megmaradd felvétel dontd  tobbsége
- Zz I neuronalis eredetii volt, mivel a szelektiv
zZ®2 Bl \eTkO
Tm 5 [ - - 7 el 4 7 211 4
£2 0 NETKO monoamin visszavétel gatlokbol allo
] L *% + Cital , . . .

E ol C remapeatis KEVETEK  (nisoxetin, citalopram, GBR-
8 (NETKO) . . . o
g oy LAANIRAL 12909, mindegyik 1 pM) jelenlétében,
T 0 )

38. 4bra. A hippocampus noradrenerg rendszerének azaZ @ NA, 5-HT és DA transzporterek

funkcionélis jellemzése. Mind a [PH]NA felvételt (A),
mind a [°H]NA felszabadulast (B) WT és NET KO
allatokbdl szarmazd hippocampus szeleteken mértik.

teljes gatlasa esetén a visszavétel 50 + 3

Mikor a citalopramot vagy a nisoxetin, GBR-12909 és
citalopram kombinaciojat hasznaltuk, mindegyik gatlészer
1 uM-ban volt jelen a toltési fazistol kezd6dGen. Az adatok
4-6 Kisérlet atlagat és standard hibajat képviselik. A WT és
a NET KO kontroll csoport adatait kétutas t-probaval
elemeztik (** p < 0.01; *** p < 0.001), mig a NET KO
csoportokat ANOVA-t kovetd Tukey-Kramer teszt
segitségével hasonlitottuk ossze (tt p < 0.01, ttt
p <0.001 a NET KO kontrollhoz képest).

kBqg/g nedves szdvet ertékre csokkent (ez
az érték felelt meg a nem specifikus
felvételnek, a NET KO felvétel 35.2 %-a,
p < 0.01, ANOVA-t koveté Tukey-
Kramer tobbszoros 6sszehasonlitasi teszt,

a tovabbiakban is ezt a statisztikai

elemzést hasznaltuk a NET KO csoportokon beliili 6sszehasonlitasokra). Az SSRI citalopram
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(1 pM) 6nmagaban hasonld mértékii csokkenést okozott (69 + 8, kBq/g nedves szdvet, a NET

KO kontroll 48.5 %-a, p < 0.01; viszont nem kilénbdzik szignifikansan a nem specifikus

felvételtol) (38A. abra). Ha ebbdl az értékbdl kivonjuk a nem specifikus felvételt, akkor azt

kapjuk, hogy a citalopram a rezidualis neuronalis visszavétel 79.4 %-at gatolta.

A WT egerekbdl szarmazo frontélis kéreg szeletekben a [H]NA felvétel 958 + 80
kBg/g nedves szovet volt. Ez a felvétel

csak egyharmadéra csokkent a NET KO

[
Q
S
S

T

allatokban (321 + 38 kBqg/g nedves szvet,
a WT kontroll 335 % -a, p < 0.001). A

©

S

S
T

WT

NET KO
citalopram  Onmagaban igen jelentds

Fhk

NET KO

+cialopram— tovabbi csokkenest okozott (97 + 4 kBqg/g

nem-specifikus

ottt
E I (NETKO) nedves szovet, a NET KO kontroll 30.2 %-

I

S

S
T

ONN O

Kortikalis [BH]NA felvétel (KBg/g)

o

B g a, p < 0.001). A NA felvétel citalopram
Qa7
< T inszenzitiv része (rezidudlis felvétel) nem a
w60
o L wr monoamin transzporterek mitkodésének
2 w0 NETKO kovetkezménye volt, hiszen a citalopram,
z % r NET KO . . . .
Z .l +Citalopram  NISOXetin €s GBR-12909 (mindegyik 1 uM)
2 LT nem-specifikus , s re1z
S ot LA i (NETKO) keveréke ugyanolyan mértékii gatlast
S = - .
X 0 okozott (nem specifikus felvetel, 102 + 14

39. &bra. A frontalis kéreg noradrenerg rendszerének kBq/g nedves szovet, a NET KO kontroll
funkcionalis jellemzése. Mind a [°H]NA felvételt (A),

mind a [*H]NA felszabadulast (B) WT és NET KO 31.8 %-a, p <0.001 a NET KO kontrollhoz
llatokbdl szérmaz6 frontélis kéreg szeleteken mértuk. | ; e
Tovabbi részletekért Id. a 38. abra magyaréazatat. viszonyitva), de nem kilonbozik

szignifikansan a citalopramos csoporttdl), mint a citalopram énmagaban (39A. 4bra). igy a
rezidualis neuronalis [PH]NA felvétel teljes egészében eltiint a citalopram jelenlétében.
[*H]NA felszabadulas. A felvétel mellett a felszabadulds az a fontos tényezd, ami
vizsgélata céljabol mértik az elektromos ingerlés-kivaltotta [PH]NA felszabadulést
hippocampus és kéreg szeletekb6l. A hippocampusban az elektromos ingerlés-kivaltotta
felszabadulas 82.05 + 11.1 kBg/g nedves szdvet volt a WT Aéllatokban. Ez az érték
szignifikdnsan csokkent a NET KO egerekben (23.05 + 2.86 kBqg/g nedves szovet, a WT
kontroll 28.1 %-a, p < 0.01). A citalopram (1 uM) jelenléte szinte teljesen megszintette a
felszabadulast a NET KO allatokban (3.43 £ 0.52 kBqg/g nedves szdvet, a NET KO kontroll
149 %-a, p < 0.001) (38B. abra). Egy igen kismértékii felszabadulas még a citalopram,
nisoxetin és GBR-12909 egyiittes jelenléte esetén is megfigyelhetd volt (2.19 + 0.73 kBg/g
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nedves szovet, a NET KO kontroll 9.5 %-a of, p < 0.001, nem specifikus felszabadulas).
Mivel ebben az esetben a neurondlis felvétel teljes gatlds alatt &llt, ez a rezidualis
felszabadulés specifikus folyamatok eredményeként johetett létre (pl. [PHINA membranon
keresztlli diffuzioja révén). A specifikus felszabadulas (6sszes - nem specifikus) szinte
teljesen eltint a NET KO csoportban a citalopram jelenlétében (94.1 % csokkenés a NET KO
kontrollhoz képest).

A frontalis kéregben az elektromos ingerlés-kivaltotta felszabadulés 57.82 + 6.76 kBq/g

[ 1 kontoll HEEM CH-38083 nedves szovet volt a WT allatokban. Erdekes
1 uM

médon a neuronélis [PH]NA felszabadulés nem

N
3
S

R csokkent szignifikansan a NET KO egerekben
(43.02 + 7.87 kBqg/g nedves szovet, a WT
kontroll 74.4 %-a, p > 0.05). Ugyanakkor

N
o
o

T

=
13
o

T

citalopram (1 puM) jelenlétében a csokkenés

=
o
s}

T

dramai volt (6.36 £ 1.09 kBqg/g nedves szOvet, a
NET KO kontroll 14.8 %-a, p < 0.001). Az

Hippocampalis [3BH]NA felszabadulas
(FRS,/FRS,)
o
g
T

o
o
S

uptake gatld keverék jelenlétében mérhetd
40. dbra. Az in vitro [HINA felszabaduls aspecifikus felszabadulds 4.57 = 0.97 kBg/g

preszinaptikus modulaci6ja egér hippocampus nedves szgvet volt (a NET KO kontroll 10.6 %-
szeletekben. Az elektromos ingerlés-kivaltotta

valasz az ap-adrenoceptor antagonista CH-38083 a, p < 0.001) (39B. é&bra). A specifikus
(1 uM) hianyaban (FRS1) és jelenlétében (FRS2) i B )

keriilt 6sszehasonlitasra (FRS2/FRS1 arany) WT felszabadulas, hasonléan a hippocampushoz,
és NET KO Allatokban. Az adatok 4 kisérlet
atlagat és standard hibgjat képviselik. A
statisztikai elemzéshez ANOVA-t kovetd Tukey- 0 ~ A

Kramer tesztet hasznaltunk (*** p < 0.001 a WT (35.3 % csokkenes a NET KO konirollhoz
kontrollhoz képest) képest).

WT NET KO

szinte teljesen eltiint a citalopram jelenlétében

VA

elektromos ingerlés-kivaltotta [PH]NA felszabadulas és mikrodializis kisérletek

A varikozitasokbol torténé NA felszabadulast preszinaptikusan elhelyezkedd, gatld
hatdsl ap-adrenoceptorok szabélyozzdk. Ezt a szabalyozd mechanizmust vizsgaltuk a
szelektiv a,-antagonista CH-38083 segitségével (Vizi és mtsai, 1986).

Elektromos ingerlés-kivaltotta [PH]NA felszabadulas. A kontroll kisérletekben az
FRS2/FRS1 arény egyhez kozeli érték volt (0.98 + 0.06, n = 4). A NET KO csoportban ez az
érték valamivel alacsonyabb volt (0.78 + 0.05, n = 4), de a kilonbség nem volt szignifikans.
A CH-38083 alkalmazasakor (I uM, a masodik ingerlés elott adva) a NA felszabadulas

86



szignifikdnsan megn6tt a WT allatokban (1.98 + 0.04, n = 4, p < 0.01, a WT kontrollhoz
képest), de nem véltozott a NET KO csoportban (0.84 £ 0.09, n = 4) (40. &bra).

Mikrodializis kisérletek. A nyugalmi NA felszabadulas szignifikdnsan magasabb volt

a NET KO éallatok hippocampusaban (4.13 + 0.65 pg/20 ul minta, n = 6, p < 0.05, kétiranyu t-

—e— WT  —&— NETKO proba) mint a WT csoportban (1.84 + 0.20 pg/20 pl

350 minta, n = 4). A nyugalmi felszabadulds idegi

300 eredetii volt, hiszen fiiggetlen kisérletekben a Na'-

250 csatorna gatld TTX infazidja (1 uM a mintavevén

keresztiil) 65 %-kal csokkentette a NA

200 [

a koncentraciot a WT csoportban és 85 %-kal a NET

o r KO csoportban 90 perccel az adagolas megkezdése

50 [

Hippocampalis NA felszabadulas (%)

CH-38083 (10 mg/kg, i.p.) utdn  (nincs abréazolva). Az ap-adrenoceptor
antagonista  CH-38083 (10  mg/kg, i.p.)

-45 -30 -15 0 15 30 45 60
szignifikinsan novelte a hippocampalis NA

1d6 (perc)

41, dbra. Az endogén NA felszabadulas
preszinaptikus modulaci6ja altatott egérben. A koncentraciot mindkét csoportban (41. dbra), de a
mikrodializis mintavevot a ventralis

hippocampusba (iltettilk, és az alapvonal hatas Iényegesen er6sebb volt a NET KO
stabilizalodasa utan 4 nyugalmi frakciot L i
gylijtottink, majd az 4llatok CH-38083-at allatokban. A normalizalt adatok elemzése
kaptak (10 mg/kg, i.p.) a 0 iddpontban (nyil) és | . , ..

4 fovéb(bi fra?(ci?’)t gs,i)ijtéttﬁnlf Az ad;toyk )4_6 kimutatta, hogy a felszabadulas nyugalmi szinthez
kisérlet atlagat és standard hibajat képviselik.
A statisztikai elemzéshez két utas ANOVA-t
ismételt - mérésekkel majd Dunnett tesztet terijlet szamitas: 481.44 + 81.66 vs. 258.44 + 53.93,
(* p <0.05, ** p <0.01, a megfeleld bazalis

értékhez hasonlitva) illetve Tukey tesztet Onkényes egységekben, p < 0.05, pérositatlan
(t p <005 a NET KO és WT csoportok .

idépontonként dsszevetéséhez) hasznaltunk kétiranyu t-proba), illetve a 60 perc utin mérhetd

emelkedés megharomszorozodott (62 % vs. 193 % emelkedés, p < 0.05, kétutas ANOVA

képesti novekedése megduplazodott (gorbe alatti

ismételt mérésekkel, majd Tukey test) a NET KO egerekben.

5.4.4. Az eredmények értelmezése: a heteroldg visszaveétel jelensege

A kisérletek célja az volt, hogy megvizsgéljuk, hogyan valtozik a monoaminerg
transzmisszid, ha az extracellularis monoamin szintek alakulasat dontéen befolyasold
monoamin transzporterek nincsenek jelen az idegrendszerben. Vizsgalatainkhoz a NET KO
egereket hasznaltuk, melyeknél a genetikai modositas kdvetkeztében a NA neurondlis
membrantranszportere hianyzik (Wang és mtsai, 1999; Xu és mtsai, 2000). Az els6é fazisban
kulonb6z6 neurokémiai és molekularis biologiai modszerekkel ellendrizni kivantuk, hogy az

altalunk haszndlt &llatok valoban NET hidnyosak. A nisoxetin a neurondlis NA felvétel egyik
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legszelektivebb gatldszere, mely nagy affinitassal k6tddik a NA transzporterhez, igy alkalmas
a transzporter jelenlétének kimutatasara receptorkotesi kisérletekben (Tejani-Butt és mtsai,
1990). A specifikus [*H]nisoxetin kotédés teljes hidnya a NET KO egerekben viligosan
mutatta, hogy az 4ltalunk hasznalt allatok valéban nem fejezik ki a NA transzportert. Az RT-
PCR vizsgélatok azt is igazoltak, hogy a NET fizikalis hidnya a genetikai &llomanyban
bekovetkezett modositds kovetkezménye. Ezutan funkciondlis transzmitter felszabadulasi
kiserletekben is igazolni kivantuk a transzporter hianyat. Mivel a triciummal jelolt NA-nal
folytatott kisérletekben a mérhetd transzmitter felszabadulas alapfeltétele, hogy a [3H]NA a
toltési periodusban bekeriiljon az idegsejtekbe a neuronalis NA transzporter miitkddése révén,
azt vartuk, hogy a NET KO egerekben sem szoveti felvételt, sem elektromos ingerlés-
kivaltotta felszabadulast nem fogunk latni. Meglep6 volt tehat az az eredményiink, miszerint
a NET KO éallatokban csokkent ugyan a [PH]NA felvétel és felszabadulas, de nem tiint el. Két
agyteruletet vizsgaltunk, melyeknek monoaminerg beidegzése nem teljesen azonos. A
hippocampus féként noradrenerg és szerotonerg beidegzést kap (Mongeau és mtsai, 1997;
Vizi és Kiss, 1998), mig a frontdlis kéregben az elébb emlitetteken kiviil jelentdsebb
mennyiségli dopaminerg beidegzés is talalhaté (Descarries és mtsai, 1987; Doucet és mtsai,
1988). Legfontosabb eredményiink az volt, hogy a NET hianyos allatokban a széveti [*H]NA
felvétel agyteriilettdl fiiggd modon valtozd része megmaradt, sot a felszabadulasi kisérletek
azt is bizonyitotték, hogy a [*H]NA az idegsejtekbe keriilt be. A nagy szelektivitasi 5-HT
felvételt gatl6 citalopram hasznalataval sikeriilt bizonyitanunk azt is, hogy a [*H]NA felvétele
a szerotonin transzporteren (SERT) keresztiil zajlik. Az SSRI vegyuletek kozul a citalopram
rendelkezik a legnagyobb szelektivitassal, A K értéke a 5-HT felvételre nézve 14 nM, mig a
NA-ra 32 uM, a DA-ra pedig 41 pM (Hyttel, 1977). Mivel kisérleteinkben 1 uM-ban
alkalmaztuk, ebben a koncentracioban csak a 5-HT felvételt gatolta, de nem befolyasolta
érdemlegesen sem a NET sem a DAT aktivitasat. A hippocampusnak dis noradrenerg és
szerotonerg beidegzése van, viszont a dopaminerg varikozitasok igen ritkék, a 5-HT:NA:DA
varikozitds ardny 30:25:1 (Feuerstein és mtsai, 1986). A szerotonerg varikozitasok atlag
stirfisége 2.7 millio/mm® (Oleskevich és Descarries, 1990), mig a noradrenergeké 2.1
millio/mm?® (Oleskevich és mtsai, 1989). Mivel a genetikai moddositdss miatt a
hippocampusban gyakorlatilag csak a SERT van jelen (elhanyagolhaté mennyiségic DAT
mellett), ez tovabb erdsiti azt a kdvetkeztetésiinket, hogy a [PH]JNA neurondlis felvétele csak
a szerotonin transzporteren keresztiil torténhetett. A frontélis kéregben ugyanakkor
szamottevé dopaminerg beidegzés is talalhatd, habar mennyiségileg elmarad a noradrenerg és

szerotonerg beidegzés mogott. A dopaminerg varikozitdsok striisége 0.25 millio/mm?®
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(Doucet és mtsai, 1988), a szerotonergeké 5.8 millio/mm?®, mig a noradrenergeké 1.2
millio/mm® (Audet és mtsai, 1988; 1989). Emellett immunhisztokémiai vizsgalatokban
kimutattak, hogy a varikozitds siiriség és a transzporterek szdma nem feltétleniil aranyos
egymassal (Ciliax és mtsai, 1995). A prefrontélis kéregben a DAT immunreaktivitast csak a
varikozitdsok kozotti idegsejt szakaszokon mutatték ki, mig a varikozitdsokon nem (Sesack
és mtsai, 1998). Ez arra utal, hogy a DAT-ok szama igen alacsony lehet ezen az agytertleten.
Funkciondlis vizsgélatok is igazoljak, hogy a frontalis kéregben a DAT minimalis szerepet
jatszik a DA eltavolitasaban az extracellularis térb6l, hiszen a szelektiv DA visszavétel gatl6
GBR-12909 nem képes a DA felvétel gatlasara e régioban (Moron és mtsai, 2002). Mivel a
NA-nak sokkal kisebb az affinitdsa a DAT-hoz, mint a DA-nak, igen valoszinii, hogy a DAT
a frontalis kéregben sem jatszott szerepet a [°H]NA neuronalis felvételében. A mi adataink is
megerositik ezt a feltételezést, hiszen az SSRI citalopram Onmagédban pontosan olyan
mértékben akadalyozta meg a [*H]JNA akkumulaciét a SERT-re szelektiv koncentréciéban,
mint a GBR-12909, nisoxetin és citalopram keveréke. Mindez azt mutatja, hogy a frontalis
kéregben is teljes egészében a SERT felel8s a [PHINA idegsejtekbe valé bekeriiléséért. Az
adatok kvantitativ elemzése tovabbi bizonyitékot szolgaltat a SERT szerepére. A
hippocampusban, ahol a 5-HT:NA varikozitas aranya egyhez kozeli érték, minddssze aWT
egerekben tapasztalt széveti [PH]JNA felvétel 12,6 %-a volt megfigyelhetd, ugyanakkor a
kéregben, ahol a szerotonerg varikozitasok sokkal inkabb domindljak a régiot (a 5-HT:NA
varikozitds arany tobb mint 4), egy sokkal magasabb felvételi érték (33.5 %) konzervalddott a
NET KO egerekben. A magasabb felvételi értékhez jelentosebb transzmitter felszabadulas
parosult, ami aldhtizza a NA szerotonerg termindlisok &ltali, U.n. heterolog felvételének

jelent6ségét, és arra utal, hogy bizonyos korilmények kdzott a szerotonerg neuronok tiizelési

V4

=z

A hippocampusban a NA felszabadulast a noradrenerg varikozitasokon elhelyezkedd, negativ
visszacsatolast kozvetitd ap-adrenoceptorok szabalyozzak (Vizi, 1979; Starke, 1981,
Milusheva és mtsai, 1994; Kiss és mtsai, 1995). Habar preszinaptikus op-adrenoceptorok a
szerotonerg terminalisokon is vannak (Maura és mtsai, 1982; Zhang és mtsai, 1995; De Boer
és mtsai, 1996; Scheibner és mtsai, 2001), kimutattak, hogy a két a,-adrenoceptor populécio
farmakoldgiailag kulonbozik (Frankhuyzen és Mulder, 1982; Mongeau és mtsai, 1993). Ez a

kilonbség magyarazhatja, hogy a 5-HT felszabaduldst szab&lyozé op-adrenoceptorok
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42. dabra. A preszinaptikus regulacidval
kapcsolatos adatok értelmezése. A vad tipusi
(WT) egérben a [*HJNA a noradrenerg
varikozitasokban halmozodik fel, ezért az
ap-antagonista CH-38083 (nincs feltiintetve)
mind az in vitro mind az in vivo
felszabadulast moduldlja. A NET KO
allatokban a szerotonerg terminalisokon
taldlhaté  op-adrenoceptorok  deszenzitiza-
lédnak a magasabb NA szint miatt, mig a
noradrenerg varikozitdsokon 1évd
autoreceptorok megorzik aktivitasukat. Mivel
ebben az esetben a [PH]NA a szerotonerg
varikozitasokban halmozédik fel, az in vitro
[*HINA felszabadul4s nem lesz modulalhatd,
mig a mikrodializissel mért endogén NA
felszabadulas igen. CNA = [PH]NA)

deszenzitizalédnak kronikus antidepresszans
(desipramin, nisoxetin) kezelés (tehat a NA szint
tartos megemelkedése) soran (Blier és Bouchard,
1994; Mongeau és mtsai, 1994; Yoshioka és mtsai,
1995), mig a noradrenerg varikozitasokon
elhelyezkedd autoreceptorok megérzik aktivitasukat
1982;

McKernan, 1986; Mongeau és mtsai, 1997). A

(Schoffelmeer és Mulder, Campbell és

mikrodializis kisérletekben jelentdsen emelkedett
NA szinteket talaltunk a NET KO egerekben, tehat a
neurokémiai kortlmények igen hasonloak a krénikus
antidepresszans  kezelés soran tapasztaltakhoz.
Mindezek alapjan valdszinii, hogy a szerotonerg
terminalisokon  elhelyezkedé  ap-adrenoceptorok
deszenzitizalodtak. Kisérleteinkben az elektromos
ingerlés-kivéltotta [PH]NA felszabadulast nem
modulalta az a,-adrenoceptor antagonista CH-38083,
mért NA
felszabadulast igen. Ezek az adatok azt mutatjék,

[PHINA valosziniileg a

viszont az in vivo mikrodializissel

hogy a szerotonerg
tudtak

halmozni a jel6lt transzmittert a SERT-en keresztil,

varikozitasokbdl szarmazik, melyek fel
mig az endogén NA felszabadulds forrdsa a
noradrenerg rendszer, hiszen ebben az esetben még
fokozddott is a CH-38083 hatékonysaga a NET KO
egerekben. Ez a megnovekedett hatékonysag azzal

magyarazhatd, hogy a noradrenerg varikozitasokon

taldlhatd op-adrenoceptorok nem deszenzitizalodtak és a megnovekedett extracellularis NA

szint miatt erdsebb gatld hatast gyakoroltak a NA felszabadulasra (42. abra).

Egyre tobb adat mutatja, hogy heteroldg visszavétel valoban létezik a DAT, NET és

SERT esetében. A szelektiv monoamin visszavétel gatlokat és specifikus palya roncsolasokat

haszndlé munkdk bizonyitottak, hogy a noradrenerg és szerotonerg neuronok képesek a

[3H]DA felvételére (Descarries €s mtsai, 1987). Késébb mikrodializis kisérletekkel igazoltak,
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hogy a NET jelent6sen befolyasolja a dopaminerg ingerilet-atvitelt, hiszen a NET gétloszerei
novelték az extracellularis DA szintet a prefrontdlis kéregben (Carboni és mtsai, 1990;
Yamamoto és Novotney, 1998). Voltammetriés vizsgélatok pedig azt mutattik, hogy a NET
gatlok lecsokkentették a DA clearance-ét az extracellularis térb6l (Mundorf és mtsai, 2001).
Ezzel dsszhangban egyes kutatdk azt feltételezték, hogy a DA NET Aaltali felvétele szerepet
jatszik a kokain Onadagolas kialakuldsdban DAT hianyos egerekben (Carboni és mitsai,
2001). A dopaminerg és szerotonerg felvétel kozotti kapcsolatot szintén leirtdk mar.
Kimutattdk, hogy a dopaminerg terminalisok képesek a [*H]5-HT felvételére és
felszabaditasara nyal hippocampusaban (Feuerstein és mtsai, 1986). Megfigyelték, hogy a
kokainhoz valé hozzaszokés kialakithato DAT vagy SERT hianyos llatokban, viszont
megsziinik a kombinalt DAT/SERT KO egerekben, tehat mindkét uptake rendszer szerepet
jatszik a kokain jutalmazasi mechanizmusaiban (Sora és mtsai, 2001). Osszegezve, a
NET/DAT illetve DAT/SERT heterolog felvétel mér jol dokumentélt az irodalomban,
azonban a NET és SERT kozotti kapcsolat, és kifejezetten a NA SERT Altali heterolog
felvétele és a NA felszabadulasa a szerotonerg terminalisokbdl egy teljesen Uj megfigyelés. A
transzmitter felszabaduldsi kisérleteink azt mutatjdk, hogy e heterolog felvételnek komoly
funkcionélis kovetkezményei lehetnek, hiszen a frontalis kéregb6l felszabadulo [H]NA
mennyisége nem volt l1ényegesen kisebb a NET KO egerekben, tehat a szerotonerg rendszer
jelentds mértékben hozzajarult a noradrenerg neurotranszmissziohoz a NET hidnyos
allatokban. De vajon van-e relevanciaja eredményeinknek a normal allatokban és az
emberben? Nyilvanvald kilonbség a funkcionédlis nagy affinitdisi NET jelenléte a
noradrenerg varikozitasokon. Raadasul az extracellularis NA szint sokkal alacsonyabb mint a
NET KO é&llatokban. Ezek a korulmények csokkentik annak esélyét, hogy a SERT-en
keresztll a szerotonerg rendszer érdemben hozzéjaruljon a noradrenerg ingerulet-atvitelhez.
Mindazonaltal, a transzporter siriségekkel kapcsolatban még nem rendelkeziink atfogd és
részletes adatokkal, igy konnyen lehet, hogy vannak olyan agyterilletek, melyek mind
noradrenerg, mind szerotonerg beidegzést kapnak, viszont a NET mennyisége igen alacsony,
hasonléan a prefrontalis kéregben megfigyelt elenyész6 szdmli DAT-hoz (Ciliax és mtsali,
1995; Sesack és mtsai, 1998). Az ilyen terlileteken a SERT szerepe igen fontos lehet. Ezen
kivul a szerotonerg terminalisok azon tulajdonsaga, hogy bizonyos korilmények kodzott
képesek lehetnek a NA felvételére, majd akcids potencidlok hatasara a NA felszabaditasara,
elotérbe keriilhet olyankor is, mikor a NA transzporterek miikddése valamilyen endogén vagy

exogén ok (pl. gyogyszeres kezelés) kovetkeztében akadalyoztatott.
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6. OSSZEFOGLALAS

A disszerticidban ismertetett kutatasok kozponti témaja a monoamin transzporterek
miikodési sajatsagainak vizsgalata volt. A monoamin transzporterek az extracellularis
monoamin szintek szabalyozasanak fontos tényezdi, és kiemelt human farmakoldgiai
jelentséggel birnak, mivel a depresszid kezelésére jelenleg hasznalt gyogyszerek elsddleges
célpontjai. Erthetd modon ezért eredményeinknek részben alapkutatasi vonatkozasai vannak,
de a legtdbb vizsgalt témakdrnek szoros kapcsolata van a klinikai gyakorlattal, illetve az
antidepresszans gyogyszerek esetleges fejlesztési irnyaival is. A kovetkezé négy f6

témakorrel foglakoztunk:

1. A NO szabalyozd szerepe a monoamin transzportereck miikodésében: a
receptorok nélkili nem-szinaptikus kommunikécié elmélete;

2. A nikotin agonistdk Aaltal kivaltott carrier-medialta felszabadulas és annak
lehetséges jelentésége a depresszid kezelésében: az aktiv antidepresszansok
elmélete;

3. A monoamin uptake gatlok nem-konvencionalis kdzponti idegrendszeri hatésai:
Uj célpontok azonositasa a depresszié kezelésében;

4. A szerotonin transzporterek heteroldg NA felvételi képessége: az SSRI

vegylletek hatdsmechanizmuséval kapcsolatos klinikai vonatkozasok.

A harmadik témakdr oly médon kapcsolddik a monoamin transzporterekhez, hogy a
megfigyelt nem-konvencionalis hatasok hétterében a transzporterek csatorna-tulajdonsagai
allnak. Az elsé kivételével mindegyik vizsgalt témakor szoros kapcsolatban &ll a

depresszidval, ezért fontos klinikai vonatkozasokkal rendelkezik.

6.1. A NO szabalyoz6 szerepe a monoamin transzporterek miikodésében: a receptorok

nélkuli nem-szinaptikus kommunikécio elmélete

Kisérleteinkben a szervezetben termel6dé NO hatésait kivantuk tanulmanyozni a
monoaminerg transzmissziora, ezért kiilonbozé NO szintézis gatlokat alkalmaztunk és
figyeltiik az okozott valtozasokat (Kiss, 2000). Megallapitottuk, hogy a specifikus nNOS
gatlo 7-NI potencirozza a DMPP-kivéltotta NA felszabaduldst patkény hippocampus
szeletekbdl, és a hatas egyértelmiien a transzporterrel fiilgg dssze, mivel a serkentés csak a

DMPP valasz carrier-mediélta komponensére (Id. 6.3.) korlatozddik (Kiss és mtsai, 1996). In
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vivo mikrodializis kisérletekben azt taldltuk, hogy a nem specifikus NOS gétlé L-NAME
csokkenti a nyugalmi DA felszabadulast patkany striatuméaban, azonban ez a hatas a DA
uptake gatld nomifensin jelenlétében nem figyelheté meg (Kiss és mtsai, 1999). Mindkét
kiserletsorozat eredményét magyarazhatjuk azzal, hogy a szervezetben termeldd6 endogén
NO gatolni képes a monoamin transzporterek miikddését azok aktualis mitkodési iranyatol
fuggetlenil. A patkany striatum szeleteken folytatott kisérleteink direkt bizonyitékot
szolgéltattak erre a feltételezéslinkre, ugyanis a NOS inhibitor L-NAME serkentette, mig a
NO donor SNP gétolta a DA felvételét (Kiss és mtsai, 2004).

A NO monoamin transzporterekre gyakorolt gatlé hatasa egy érdekes kommunikéacds
lehetdséget teremt a monoaminerg és glutamaterg rendszerek kozott. Az idegsejtekben
talalhatd neuronalis NOS altali NO szintézis hiien tiikrozi a glutamaterg sejtek aktivitasat,
ugyanis a Ca”*-fiiggé nNOS a PSD-95 fehérjén keresztiil szorosan kapcsolodik az NMDA
receptorhoz, igy az enzim a receptor aktivalodasakor kezd miikodni. A termel6dd NO
szabadon diffundal akar szaz pm-es tdvolsdgra is és gatolja a monoamin transzporterek
mikodését az aktivalodott szinapszis kornyezetében, igy az adott teriileten megnd a
monoaminok extracellularis koncentraci6ja. A magasabb monoamin szint viszont
preszinaptikus receptorokon keresztll gatolni képes a glutamét tovabbi felszabaduléséat, igy
egy szabalyozd jellegii negativ visszacsatolas valésulhat meg. A glutamat elsédlegesen a
szinaptikus ingerilet-atvitelben jatszik szerepet, de a NO segitségével a fent vazolt mddon
nem szinaptikus kolcsonhatasokban is részt vehet. Mivel a monoaminerg rendszer a glutamat
specifikus receptorainak expresszidja nélkiil is képes a glutamaterg rendszerbdl érkezett
informécié felfogasara, a NO transzporterekre gyakorolt hatdsa a nem-szinaptikus
kolcsonhatasok egy Gj formdjat teremti meg, a receptorok nélkili nem-szinaptikus

kommunikaciot (Kiss és Vizi, 2001).

6.2. A nikotin agonistadk &ltal kivaltott carrier-mediélta felszabadulds és annak

lehetséges jelentdsége a depresszio kezelésében: az aktiv antidepresszansok elmélete

A kolinerg rendszernek és ezen belil a nAChR-oknak a kognitiv miikddésekben
betdltott szerepe mar régbta ismert. Az egyre halmozdédod megfigyelések arra utalnak, hogy
emellett a noradrenerg rendszernek, illetve a két rendszer kdlcsonhatésanak is fontos szerepe
van kiilonb6z6 tanulasi és memoria funkciokban. Ezért kezdte el munkacsoportunk vizsgalni
a nikotin agonistak nordarenerg rendszerre gyakorolt hatasait és e munka soran figyeltink fel

arra a jelenségre, hogy a nikotin agonistdk egyike, a DMPP a tdbbitdl eltéré modon
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viselkedik (Kiss és mtsai, 2001). A DMPP NA felszabadulasra gyakorolt hatdsanak elemzése
volt tehat az els6dleges célunk, melyet in vitro szeletkisérletekkel valdsitottunk meg. Nikotin
antagonistak, o,-adenoceptorokra haté szerek, TTX és Ca®*-mentes kozeg felhasznalésaval
megallapitottuk, hogy a DMPP a t6bbi nikotin agonistatdl eltéréen nem csak a nAChR-ok
ingerlése révén okoz vezikularis exocitdzissal NA felszabadulast, hanem képes a NET
miikodési iranyanak megforditasaval egy carrier-medidlta NA felszabaduléds kivaltasara is
(Kiss és mtsai, 1997).

Mivel a NET nagyfokd homol6gidt mutat a DAT-tal és a SERT-tel, a kovetkezékben
arra voltunk kivancsiak, hogy a DMPP kett6s hatasa megfigyelhet6-e a dopaminerg és
szerotonerg rendszer esetében is. Hasonlé metodikai megkdzelitéssel megéllapitottuk, hogy a
DMPP az §sszes monoamin transzporter mitkodési iranyat képes megforditani, ugyanakkor
érdekes mdédon a nAChR-ok Altal kdzvetitette hatdsa csak bizonyos koncentracié hatarig
figyelhetd meg a DA felszabaduldssal kapcsolatban, és egyaltalin nem észlelheté a
szerotonerg rendszer esetén (Szasz és mtsai, 2005). Kisérleteink egyik tanulsaga az, hogy
igen koriltekintéen kell értelmezni a kisérleti eredményeket olyan esetben, mikor az
egyebként gyakran hasznalt DMPP-t alkalmazzak nikotin agonista vegyuletként.

A DMPP-vel kapcsolatban megfigyelt carrier-medialta transzmitter felszabadulas
tovdbbgondolésa vezetett az aktiv antidepresszansok elméletének kidolgozésahoz (Kiss,
2007). Az elmélet egyik fontos feltevése, hogy a depresszidban érintett monoaminerg
rendszerek els6sorban nem-szinaptikus kolcsonhatasokban vesznek részt, ezért a depressziot
is valoszintileg a nem-szinaptikus kolcsonhatasok zavarara lehet visszavezetni. Eppen ezért
olyan kezelési stratégiat kell valasztanunk, amely hatékonyan javitja ezt a fajta sejtek kozotti
kommunikaciot. A jelenleg hasznalt antidepresszansok hatdsmechanizmusét elemezve arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tapasztalt viszonylagos hatéstalansag (a betegek 30-40 %-a
terdpia-rezisztens) arra vezethet6 vissza, hogy e szerek csak akkor tudjak kifejteni monoamin
szint-emeld hatasukat, ha a monoaminerg idegsejtek elektromos aktivitasa megfeleld. Mivel a
depresszid éppen ezen aktivitds csokkenésével jar, a jelenleg hasznélt antidepresszansok
hatdsa csak sokéra (3-4 hét) alakul ki, és a betegek jelent6s része nem reagal a kezelésre. A
carrier-mediélta transzmitter felszabadulas azért kecsegtet jobb eredményekkel, mert ebben
az esetben a sejtek aktivitasatol fliggetleniil folyamatosan toltddik az extracellularis tér
monoaminokkal a transzporter megfordult miikodésének kovetkeztében. Mivel a terdpids
hatas kialakulasa fliggetlen az idegsejtek miikodésétdl, az antidepresszansoknak ezen Uj

csoportjat aktiv antidepresszansoknak nevezzik. E vegyiletek, bizonyos fontos kritériumok

94



(szelektivitas, hataserOsség) teljesitése esetén hatékonyabban tudndk novelni az
extracellularis monoamin koncentraciot és hatasuk, a transzporterek elhelyezkedése miatt
er6teljesebben javitana a nem-szinaptikus kdlcsonhatasokat, ami végeredményben a terdpias
hatds megjelenésének gyorsulasat és a terapia-rezisztens betegek sz&ménak csokkenését

eredményezhetné.

6.3. A monoamin uptake gatlok nem-konvencionélis kozponti idegrendszeri hatésai: Uj

célpontok azonositasa a depresszid kezelésében

A DMPP hatasanak elemzése soran bukkantunk arra az érdekes és vératlan jelenségre,
hogy a monoamin uptake gatlok nemcsak a carrier-medialta komponenst gétoljak, hanem a
NAChR kozvetitette vélaszt is (Kiss és mtsai, 1997). Mivel a DMPP komplex hatasokkal
rendelkezik, a tovabbiakban a nikotin-kivaltotta transzmitter felszabadulast hasznaltuk, és
ezen technika segitségével kivantuk egyrészt kvantitativan jellemezni az uptake gatlok
nAChR antagonista erdsségét, masrészt elemezni az uptake gatlok hatdsmechanizmusat.
Megallapitottuk, hogy a monoamin uptake gatlok kémiai szerkezetiiktdl és szelektivitasuktol
fuggetlendl gatolni képesek a kdzponti idegrendszer nAChR-ait az alacsony mikromdlos
koncentracio-tartomanyban (Hennings és mtsai, 1997; Hennings és mtsai, 1999; Szasz és
mtsai, 2007b). Mivel az antidepresszans terdpia soran az agyban kialakulhat ez a
koncentracié, a hatasnak szerepe lehet az antidepresszansok Kklinikai hatasanak
kifejlédésében. A hatasmechanizmust elemezve kizartuk a transzporterek kozvetitd szerepét
és a Na'-csatornak esetleges érintettségét (Mike és mtsai, 2003; Lenkey és mtsai, 2006), és
végul (részben az irodalmi adatokra tdmaszkodva) arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
monoamin uptake gatlok a nAChR csatorndjaba kotédve gatoljak meg a receptor miikodését.
Ez a felismeréslink egyfajta farmakoldgiai bizonyitékat szolgaltatja annak az elképzelésnek,
miszerint a monoamin transzporterek csatorna sajatsagokkal rendelkeznek, és e csatorndk
gatlasa lenne az uptake inhibitorok elsdédleges hatdsmechanizmusa.

Habar struktardjuk kulonbozik, az NMDA receptorok bizonyos farmakoldgiai
tulajdonségaikban hasonlésigot mutatnak a nAChR-okkal. Megfigyelések szerint specifikus
csatornablokkold antagonistaik kolcsonosen gatoljak mindkét receptort. Mivel a monoamin
uptake gatlok ugyanezzel a mechanizmussal gatoljak a nAChR-t, felmeriilt annak lehetésége,
hogy az NMDA receptorok miikodését is befolyasolhatjak. A triciklikusok szerekkel
kapcsolatban mar le is irtak ilyen hatést, azonban egyéb, nagyobb szelektivitassal és kevesebb

mellékhatassal rendelkez6 antidepresszansok esetén még nem. Ezért hataroztuk el, hogy a
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triciklikus desipraminnal dsszehasonlitva megvizsgéljuk, vajon az SSRI fluoxetin is képes-e
az NMDA receptorok befolyasolasara. Elektrofizioldgiai adataink szerint mind a fluoxetin,
mind a desipramin képes az NMDA receptorok géatlasara az alacsony mikromolos
koncentracio-tartomanyban, azonban kot6helyeik nagy valdszintiséggel nem azonosak,
ugyanis a desipramin fesziiltségfliggé modon gatolta az NMDA-aramokat, mig a fluoxetin
hatdsa nem fliggdtt a membranpotencial értékétdl. Ezen kiviil a Mg?* teljes mértékben
megakadalyozta a desipramin kotédését az NMDA receptorhoz, mig a fluoxetin még Mg?*
jelenlétében is képes volt az asszociacidra (Szasz és mtsai, 2007a). A Woodhull-modell
alkalmazésaval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a desipramin mélyen az NMDA
receptor csatornajaba kotédik, a fluoxetin viszont felilletesen, az extracellularis oldalon
kapcsolodik a receptorhoz. Mivel az NMDA receptorok gatldsahoz sziikséges koncentracio
kialakul az agyban antidepresszéns terdpia soran, e szerek NMDA antagonista tulajdonsaga
hozzéjarulhat a klinikai hatés kifejlodéséhez.

A nAChR-ral és az NMDA receptorral kapcsolatos kutatasaink el8segithetik a
depresszi6 neurokémiai héatterének jobb megértését, hozzajarulhatnak Uj kdzponti
idegrendszeri célpontok azonositasdhoz és alapjat képezhetik Uj terapids eljarasok

kifejlesztésének.

6.4. A szerotonin transzporterek heteroldog NA felvételi képessége: az SSRI vegyuletek

hatdsmechanizmusaval kapcsolatos klinikai vonatkozasok

Ebben a kisérletsorozatban a noradrenerg rendszer funkcionalis tulajdonsagait kivantuk
vizsgélni genetikailag modositott, noradrenalin transzportert nem expresszalé (NET KO)
egerekben. In vitro szeletkisérletekben mértiik a [PH]NA felvételt és felszabadulast NET KO
¢és vad tipusia (WT) egerekbdl kipreparalt hippocampus és frontalis kéreg szeletekben. Ezen
kivul vizsgaltuk a preszinaptikus a-adenoceptorok 4ltal kdzvetitett negativ visszacsatolast in
vitro és in vivo.

Megfigyeléseink szerint a NET KO 4éllatokban a [°H]NA felvétel jelentésen csokkent
mindkét agytertleten (a hipppocampusban mintegy tizedére, a kéregben kb. egyharmadara),
azonban még igy is jelentés maradt. Ez a rezidualis felvétel neuronalisnak bizonyult, mivel
NET, SERT ¢s DAT gatlokbol allo koktél jelenlétében egy minimalis aspecifikus felvételtdl
eltekintve teljesen eltlint. Kideriilt, hogy az SSRI citalopram 6nmagaban ugyanigy teljes

mértékben megakadalyozta a rezidualis felvételt. A neuronélis [*H]NA felszabadulas szintén
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csokkent a NET KO Allatokban, habér kisebb mértékben (kb. harmadéra a hippocampusban
és haromnegyedére a kéregben), mint az uptake. Ugyanakkor az elektromos ingerlés-
kivaltotta [3H]NA felszabadulas teljes mértékben eltiint mind az uptake gatldé koktél, mind a
citalopram jelenlétében. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a [*H]NA-t a szerotonerg
varikozitasok vették fel és kés6bb onnan is szabadult fel az ingerlés hatdsara. Ezt az
eredményinket tamasztotta ald a preszinaptikus ap-adrenoceptorok funcidjanak
tanulméanyozasa is. A NET KO allatokban az a,-adrenoceptor antagonista CH-38083 ugyanis
in vitro nem befolyasolta az elektromos ingerlés-kivéltotta [*HINA felszabadulést,
ugyanakkor jelentds mértékben, a WT egerekben tapasztaltnal er6sebben fokozta az endogén
NA felszabadulast in vivo mikrodializis kisérletekben. Az eredmény értelmezéséhez fontos
tudnunk, hogy a NET KO &llatokban tapasztalhat6 megemelkedett extracellularis NA szint
deszenzitizalja a szerotonerg varikozitasokon talalhaté o,-adrenoceptorokat, igy ott nem
miikodik a negativ visszacsatolas, ugyanakkor nem maodositja a noradrenerg varikozitasokon
elhelyezkedé autoreceptorokat (Vizi és mtsai, 2004c). Ezek az adataink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy bizonyos korulmények kozott a szerotonerg varikozitasokon taldlhatd
SERT fel tudja venni a NA-t, ami azutan elektromos impulzusra fel is tud szabadulni a
szerotonerg idegsejtbol.

A NA SERT altali heteroldg visszavételének fontos klinikai vonatkozésai lehetnek,
ugyanis a noradrenerg és szerotonerg rendszerek fontos szerepet jatszanak a depresszid
korélettanaban és modulacidjuk képezi a jelenleg hasznalatos antidepresszans terapia fo
csapasirdnyat. Mivel a szerotonerg terminalisok képesek a NA heteroldg felvételére és
felszabaditasara, az SSRI vegyuletek, nagyfoku szelektivitdsuk dacéra, javithatjak nemcsak a
szerotonerg, hanem a noradrenerg ingerulet-atvitelt is, legalabbis olyan agyteruleteken, ahol a
SERT striisége lényeges meghaladja a NET-ét. Ez a felismerésiink ravilagit az atfedo
monoaminerg rendszerek kozotti szoros egyiittmiikodésre €s eldsegitheti az SSRI vegyiiletek

hatdsmechanizmusénak jobb megértését.
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10. AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE
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