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1. Roviditések jegyzeke

5-HT 5-hidroxitriptamin, szerotonin

5-HTP 5-hidroxitriptofan

ADP adenosine diphosphate/adenozin-difoszfat

AMP adenosine monophosphate/adenozin-monofoszfat
ANOVA analysis of variance/varianciaanalizis

ASD autism spectrum disorder/autizmus spektrumzavar
ATP adenosine triphosphate/adenozin-trifoszfat

BBG Brilliant Blue G

BCA bicinchoninic acid

BDNF brain derived neurotrophic factor

BrdU bromodeoxyuridine

BSA bovine serum albumin

BzATP 3'-0-(4-benzoyl)benzoyl ATP

CA(1,3) cornu ammonis (1, 3)/Ammonszarv

cDNS complementer/komplementer DNS

COMT catechol-O-methyltransferase/katekolamin-O-metil-transzferaz

CP cortical plate/kérgi lemez

CREB CAMP response element-binding protein

DA dopamin

DAB 3,3'-diaminobenzidine

DAMP da_nger associated molecular pattern/veszélyhez asszocialt molekularis
mintazat

DOPAC 3,4-dihydroxyphenylacetic acid/3,4-dihidroxifenilecetsav
DNS dezoxiribonukleinsav

DR dorzalis rafe



EDTA
ERK
FST
GABA
Gapdh
GluN2B

GPCR
HIAA
HPLC
HPR
HVA
HEPES

IL-1la
IL-10
IL-17a
IL-18
IL-1R3
IL-6
INF-a
INF-y
ITI
JNK
JNJ
KC
kDa
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ethylenediaminetetraacetic acid/etilén-diamin-tetraecetsav
extracellular-signal-regulated kinase

forced swim test/kényszeritett (szas teszt

y-aminobutyric acid/y-aminovajsav

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

N-methyl-D-aspartic acid receptor subtype 2B/N-metil-D-aszpartat receptor
altipus 2B

G-protein coupled receptor/G-fehérje kapcsolt receptor
hydroxyindoleacetic acid/hidroxi-indolecetsav

high pressure liquid chromatography/nagynyomasu folyadékkromatogréafia
horseradish peroxidase/tormaperoxidaz

homovanillic acid/homovanillinsav

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid/4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanszulfonsav

interleukin-1a
interleukin-10
interleukin-17a
interleukin-18
interleukin-113

interleukin-6

interferon-a

interferon-y

intertrial interval/probak kozotti id6, sziinet
c-Jun N-terminal kinase
JNJ47965567

keratinocyte chemoattractant

kilodalton



KO

LC
L-DOPA
LPS
MAPK
MIA
MAO
MAO-B
MPTP

MRNS
MZ

NA
NAc
NF-xB
NGS
NHS
NLRP3
NMDA
NR2B

OGR
OoCT
P2X
P2X4
P2X7
P2Y
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knockout/génkittott (-/-)

locus coeruleus
L-3,4-dihydroxyphenylalanine/levodopa
lipopolysaccharide/lipopoliszaharid

mitogene activated protein kinase

maternal immune activation/anyai immunaktivacio
monoamin-oxidaz

monoamin-oxidaz B tipus

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine/1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin

messenger/hirvivé ribonukleinsav

marginal zone/margindlis z6na

noradrenalin

nucleus accumbens

nuclear factor kappa B

normal goat serum/normal kecskeszérum

normal horse serum/normal 16szérum

nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat protein
N-methyl-D-aspartic acid/N-metil-D-aszpartat

N-methyl-D-aspartic acid receptor subtype 2B/N-metil-D-aszpartat receptor
2B altipus

Orvosi Géntechnoldgiai Részleg

optimal cutting temperature/optimalis vagasi hofok
ionotrdp purinerg receptorcsalad

ionotrdp purinerg receptor 4-es altipus

ionotrdp purinerg receptor 7-es altipus

metabotrop purinerg receptorcsalad
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PAMP pa_thogen associated molecular pattern/patogénekkel asszocialt molekularis
mintazat

PB phosphate buffer/foszfat puffer

PCR polymerase chain reaction/polimeraz lancreakcio

PFA paraformaldehid

PFC prefrontal cortex/prefrontélis agykéreg

PLP-C phospholipase-C

PLP-D phospholipase-D

Poli(1:C) polinozin-policitidilsav, PIC

PSD postsynaptic density/posztszinaptikus denzitas

PSD95 postsynaptic density protein 95

PVDF polivinilidén difluorid

RIPA radioimmunoprecipitation assay

RNS ribonukleinsav

ROS reactive oxygen species/reaktiv oxigenformak, szabadgyokok
rpm round per minute/fordulatszam percenként

SAL saline/fiziolégias sooldat

SATB?2 special AT-rich sequence-binding protein 2

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis

SEM standard error of mean/kozépérték kdzepes hibaja

SNP single nucleotide polymorphism/egypontos nukleotid polimorfizmus
SP subplate/lemez alatti réteg

SPE solid phase extraction/szilard fazis extrakcid

SPF specific pathogen free/specifikus patogénektl mentes

SPT sucrose preference/cukor elényben részesitése

Svz subventricular zone/szubventrikularis zéna
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TLR toll-like receptor

TBR1 T-box brain 1

TBS tris-buffered saline

TBST tris-buffered saline with Tween

TNF-a, tumor nekrozis faktor- o

TST tail suspension test/farokfelfiiggesztéses teszt
VEH vehicle/vivéanyag, oldoszer

VTA ventral tegmental area/ventralis tegmentalis terilet
VVE Viselkedés Vizsgalati Egység

VZ ventricular zone/ventrikularis zona

WT wild-type/ vad tipus (+/+)
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2. Bevezetes

Az emberi szervezet fizioldgias mikodését, valamint a patologiai folyamatokban fellépd
valtozasokat évszazadok oOta allatkisérletek segitik megérteni. Betegsegek modellezésével
megismerhetjiik a kialakulasukhoz vezetd hattérmechanizmust, ezaltal 0 terdpias
lehet6ségeket azonosithatunk. A megbetegedések egy részének mar ismert hatékony
kezelési modja, azonban szamos idegrendszeri korkép esetében nincsen széles korben
alkalmazhat6, megfelel6 hatast gyogyszer. llyen rendellenesség a major depresszid, az
autizmus spektrumzavar és a Parkinson-kor is, melyekkel kutatbmunkam sorén
foglalkoztam. Depresszios betegeknél a jelenleg alkalmazott antidepresszansok késleltetve
fejtik ki hatasukat, gyakoriak a nem kivant tiinetek, illetve a paciensek jelentds hanyadanal
egyaltalan nem vezetnek allapot javulashoz. Az autizmus terapidja dontéen a viselkedési
tinetek mérséklését jelenti, melyhez pszichoszocialis fejleszté modszereket, sulyosabb
esetekben antipszichotikumokat alkalmaznak. Parkinson-koérban szenvedé paciensek
gyogyszeres kezelése enyhit bizonyos tiineteket, viszont gyakran egyltt jar szamos
mellékhatassal. Mindharom koérkép terapidjaban sziikség lenne valéban hatékony
gyogyszerekre, Uj gyogyszercélpontok azonositasara, melyhez elengedhetetlen megismerni

a betegségek patofizioldgiajat.

2.1. A purinerg jelatvitel

A purinok jelatvivé funkcidjat a hetvenes évek ota ismerik, S azOta szamos kutatas segitett
feltarni alapvet6 szerepiiket az idegi jelatviteloen. Ma mér tudjuk, hogy az adenozin-
trifoszfat (ATP) nem csak energiahordozd molekulaként, és a DNS épitéelemeként fordul
elé a szervezetben, hanem fontos ingeriiletatvivd, neuromodulator, és trofikus szerepe is
van. Felszabadulhat kilonboz6é koros stimulusok, mechanikai sériilések hatasara, de
fiziologias idegi aktivitas is vezethet ATP Uruléshez. Az extracellularis térbe jutott ATP
Kiilonboz6é purin receptorokon fejti ki hatasat, melyek koziil tobb a bomlastermékeit, az
adenozin-difoszfatot (ADP), adenozin-monofoszfatot (AMP), vagy az adenozint is
megkdtik. Ennek alapjan két f6 csoportra osztottdk a purinerg receptorokat: a Pl
csoportban az adenozin, a P2 csoportban jellemzden az ATP, de mas nukleotidok is

lehetnek ligandumok. A P2-es receptorok miikddésiik szerint tovabbi két csoportba

10
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sorolhatok: az ionotrop receptorok a P2X, a G-fehérje kapcsolt (GPCR) metabotrop
receptorok a P2Y csalddba tartoznak. A P2X receptor csaladnak 7 altipusa van, a P2Y
csaladban 8 altipust killonbdztetink meg*?. A P2X receptorok nem-szelektiv Kkation
csatornak, nagy a Ca** atereszté-képességiik, miikodésiik a membrant depolarizalja. Az
ATP gyorsan aktivalja 6ket, majd a jellemz6 kationok atdramlanak a harom alegység altal
alkotott csatornan®. A P2Y receptorok tipikus GPCR tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint
példaul a receptor szerkezetét kialakitd 7 transzmembran régio, az intracellularis C-
terminalison talalhat6 protein kinaz kotohelyek, sejten beliili masodlagos hirvivé molekulak
(PLP-C, adenil-ciklaz, stb.) aktivaciéja®. Kutatocsoportunk érdeklddésének kdzéppontjaban
a purinerg receptorok P2X csaladjanak szamos egyedi tulajdonsaggal bird tagja, a P2X7
altipus all*. A P2X7 receptor részvételét tobb betegség hatterében kimutattdk mar, emiatt

potencialis farmakoterapias célpont lehet.

2.1.1. A P2X7 receptor jellemzdi

A P2X7 receptor egy nem-szelektiv, Na*, K* és Ca’*-ra is atereszté kationcsatorna®®. A
P2X receptorokra jellemzdéen két transzmembran régiobol (1. &bra), 10 extracelluléris
hurokbdl és intracellularis N és C végz6désekbdl all, és 6sszesen 595 aminosav épiti fel®. A
P2X altipusok koziil egyedil a P2X7 nem alkot heterotrimereket mas alegységekkel'®. A
tobbi hat altipustol eltéréen csak magas (akar tobb szaz mikromolos) ATP koncentracid
aktivalja, azonban a szintetikus analég BzATP sokkal hatasosabb agonistaja**. Tovébbi
egyedi tulajdonsaga, hogy hosszan tarté vagy ismételt aktivacio kdvetkeztében kitdgulhat a
porusa, atengedve akar 600 kDa méretii molekulakat is*. A p6ruson keresztiil a sejttartalom

is kilrllhet, ezért ez jelenség a P2X7 receptor citotoxikus funkcidjaval all kapcsolatban.

11
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1. bra A P2X7 receptor szerkezeti képe®. A harom egyforma alegység egyenként két
transzmembran  régiot, extracellularis hurkokat és intracellularis amino- és
karboxilterminalist tartalmaz.

A P2X7 receptor elsésorban hematopoetikus eredetii vordsvérsejteken, monocitakon,
periférias makrofagokon, dendritikus sejteken, hizdsejteken, T- és B-limfocitakon,
mikroglia sejteken és Schwann-sejteken talalhaté meg®, de leirtdk mar asztrocitakon®® és

preszinaptikus idegvégzédéseken is®®. Fontos szerepet jatszik a neurotranszmitterek

14,15

felszabadulasanak modulaléasaban'**, ugyanis aktivacidja Ca’" bearamlést valt ki, amit

glutamat, majd GABA riilés kovet>®. Kapcsolatat igazoltdk a PLP-D, ERK, JNK, p38
MAPK jelatviteli folyamatokkal is*®. A receptor aktivacié ko-stimulust biztosit szamos

citokin termelédésének indukcidjahoz, igy hatassal van pl. az IL-1R, 1L-18, IL-6 és a TNF-

16-19

a produkcidjara™ ", ezéltal részt vesz gyulladasos folyamatok beinditdsdban. Emellett

= sz

7=z

24-27 28,29 30,31

, a migrén®?, és keringési betegségek

kialakulaséhoz*?, és szamos tanulmany szerint a depresszi6®>*® és a bipoléris zavar®*“,

Parkinson-kor=" ', az epilepszia®™”, a skizofrénia

hatterében is Iényeges a P2X7 aktivacio (2. abra).

12
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2. dbra. A P2X7 receptor aktivacidja szamos betegségben szerepet jatszik?. Kiilonbdzé
stresszorok hat&sara upreguldlddhat idegsejteken, asztrocitdkon vagy mikroglia sejteken
egyarant, amivel fokozodik az ATP drilés, majd a P2X7 aktivacid is. Ennek hatdsara
glutamét szabadul fol az axon termindlisokbdl, ami excitotoxicitdshoz, majd
sejtpusztulashoz vezethet. Ekdzben az NLRP3 inflammaszoméaban indukalodik az IL-1P
érése, illetve tovabbi citokinek Uriilnek, beinditva a neuroinflammaciot. A P2X7 aktivacio
szabadgyokok (ROS) termel6déssel is egyiitt jar, ami szintén hozzajarul a sejtek
karosodasahoz, amely folyamat jellemz6je a neurodegenerativ betegségeknek, a stroke-nak,
valamint kedélybetegségeknél is eléfordul.

2.2. A major depresszid

A major depresszio a fejlett orszagok lakossaganak kozel egyotodét érintd
kedélybetegség™, ami rendkiviil nagy tarsadalmi és gazdaségi terhet jelent****. Sajnélatos
tény, hogy a jelenleg alkalmazott antidepresszansok sok esetben nem eredmenyeznek tartos
javulast, viszont szamos mellékhatéssal birnak***. A depresszié patomechanizmusa igen
dsszetett, mivel a stressz és epigenetikai tényezék mellett” a betegek kdzel 40%-anal

szerepet jatszik a genetikai hattér is*****. A depresszi¢ altalanosan elfogadott kritériumai

13
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szerint a diagnézishoz az olyan jellemzé megnyilvanulasok, mint a levertség, ingerlékeny
hangulat, érdeklddés hianya, étvagytalansag, elhizés, dlmatlansag, alvaszavarok, faradtsag,
értéktelenség érzese, koncentracios problémak, halallal és 6ngyilkossaggal kapcsolatos
visszatéré gondolatok koOzil legalabb Otnek napi rendszerességgel kell jelen lennie
legkevesebb két héten at***®. Jellemz6, hogy a tiinetek megakadalyozzék az egyén normalis
életvitelét, gondot jelentenek szociélis kapcsolataiban. Kiilonb6z6 agyteriiletek felelések a
depresszié soran fellépd jellemz6 tiinetekért (3. &bra). Mig a kognitiv problémak
(memoriazavar, értéktelenseg érzése) a prefrontédlis kéreghez és a hippokampuszhoz
kothet6ek, az amigdalanak és a nucleus accumbens-nek az 6romtelenség érzet (anheddnia)
és a csOkkent motivacio kialakuldsdban van szerepe, a hipotalamusz karosodasa pedig a

neurovegetativ tiineteket (alvas- és étkezési problémak) okozza®.

— GABAergic
Glutamatergic
Dopaminergic
Peptidergic
NEergic/5HTergic

3. 4bra. Depresszidban érintett agyteriiletek és neurotranszmitter rendszerek*. PFC:
prefrontalis agykéreg, NAc: nucleus accumbens, VTA: ventralis tegmentalis teriilet DR:
dorzalis rafe LC: locus coeruleus; és neurotranszmitter rendszerek: GABAerg, glutamaterg,
dopaminerg, peptiderg, noradrenerg, szerotonerg.

14
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2.2.1. A betegség hattérmechanizmusa

A depresszi6o kialakuldsaval kapcsolatban tébb elfogadott elméletet létezik, els6ként a
monoaminerg tedriat fogalmaztak meg*’. Ez azon alapul, hogy depressziés betegekben
lecsokken a noradrenalin és szerotonin mennyisége, ami a monoaminerg rendszer
alulmiikodésére utal. Jelenleg a legelterjettebb antidepresszansok is ezeket a transzmitter
rendszereket moduléljak. Emellett leirtAk a dopaminerg rendszer zavarat®®, és
depressziéhoz vezethet a glutamaterg tulaktivacio is*>'. Az immunrendszer aktivalodasa
és a fokozott citokin Uriulés gyakran megfigyelheté depresszios betegeknél, illetve bizonyos
gyulladasos betegségeknél (pl. l1-es tipust cukorbetegség, reumatoid artritisz, érrendszeri
problémak) nagyobb eséllyel alakul ki depresszi6®™*. A hepatitisz C gyogyitasakor
alkalmazott INF-y szintén okozhat depressziot, illetve az INF-a-val kivaltott depresszio-
szeri tiinetek antidepresszansokkal csillapithatok™. Ezek a megfigyelések a depresszid
gyulladas eredetli hipotézisét tamasztjak ala>. A depresszi6s allapottal rendszerint egyiitt
jarnak a stressz klinikai tunetei, pl. glukokortikoid hormonok szintje megné>*~’. Ez az
emelkedett glukokortikoid mennyiség azonban karositja a hippokampuszt, féleg a CA3
régié piramissejtjeit és a gyrus dentatus szemcsesejt alatti zonajaban zajlod

4458 3 szerkezeti és funkcionalis leromlas pedig hozzajarul a depresszios

neurogenezist
paciensekben fellépé kognitiv  problémak megjelenéséhez**. A folyamat azonban
visszafordithato, antidepresszansok hataséra normalizalddik az 0j idegsejtek képzodése™,
valamint nem pusztulnak tovabb a piramissejtek szinapszisai és a gyrus dentatus
dendrittiiskéi sem®®*. Ha a neuronok plaszticitasaban, az informacio feldolgozasaban zavar
lép fel, vagy degenerativ folyamatok kovetkeztében sejtpusztulds torténik, egyes

62,63

elképzelések szerint az is depresszios allapothoz vezethet Ezt tdmasztja ald a

hippokampuszban mért alacsony BDNF szint, ami antidepresszansok hatasara visszaall a
normalis értékre, illetve a BDNF injekcié antidepresszans-szerii hatasa ragcsaloknal®.
Feltételezhetben a kiilonboz6é hipotézisek nem dnalldéan, hanem egymaéssal kdlcsonhatasban

vezetnek a depresszio kialakulaséhoz.
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2.2.2. A P2XT receptor és a depresszid kapcsolata

A major depresszid Osszetett pszichidtriai betegség, melynek kialakuldsdban genetikai
faktorok és kornyezeti hatasok egyarant fontos szerepet jatszanak®®. A P2rx7 esetében a
kilonboz6 genetikai polimorfizmusok koziil a funkcionyeréses mutaciok kifejezetten a
depresszi6  kialakuldsaval, illetve a depressziora val6 hajlammal hozhatok

20668 " |lyenkor a DNS szekvencia nem kodold, intron részében egy

Osszefliggésbe
nukleotidnyi variancia van, igy a gén kettd (tobb) tipikus alléllal rendelkezik. Az egyik
ilyen polimorfizmus a GIn460Arg, vagyis glutamin helyett arginin talalhatd a P2rx7 gén
13-as intronjaban® "% Cukorbetegeket vizsgalva kimutattak, hogy ezt a mutaciét hordozé
pacienseknél sokkal nagyobb valészintiséggel alakult ki depresszio™. Egyes tanulmanyok

cafoltdk a GIn460Arg SNP kapcsolatat a betegséggel’*

, azonban a legfrissebb meta-
analizis 0jbol megerGsitette az Osszefliggést’®. Azonositottak hisztidinrél tirozinra
(His155Tyr) pontmutéciét® és egy alanin-triptofan cserét (Ala348Thr) is a depresszi6val
kapcsolatban?, azonban el6bbir8l szintén leirtak ennek ellentmondé eredményt’’. Ezek
Szamos Kisérlet szlletett a P2X7 receptor és a depresszio kdzotti dsszefliggés bizonyitasara
az utobbi években kutatécsoportunk is intenziven foglalkozik a téméval. P2rx7™ egerek
viselkedését vizsgalva tobben kimutattak, hogy a génkiltott allatok antidepresszéans
fenotipussal rendelkeznek®*". Basso és munkatérsai leirtdk a P2rx7™ egerek &ltalanos
viselkedési fenotipusat®. Nem talaltak genotipusos kiilonbséget a spontan lokomotoros
aktivitasban és az emelt keresztpallon vizsgalt szorongasos viselkedésben sem, azonban
egy masik tanulméanyban a génkiiités szorongas csokkentd hatasat frtak e
Kutatocsoportunk harom jol ismert depresszio allatmodellben [kényszeritett Uszas (FST),
faroknal felfliggesztés (TST), és cukoritatds (SPT)] vizsgalta vad tipust és a P2rx77 egerek
viselkedését®®3". P2rx7** egerekben megfigyelheté volt a depressziés &llapotra jellemzd
magatartas az egyes tesztekben, pl. az ugynevezett ,,behavioral despair”, vagyis az allatok
hamarabb feladtdk az Gszast az FST tesztben, illetve a faroknal fellogatas ellen kiizdést a
TST-ben. A P2rx7" egereknél viszont nem alakult ki depresszi6-szerii allapot, vagyis a
P2rx7 genetikai inhibicidja védelmet nyuljthat a depresszi6 kialakulasaval szemben. Mas

munkacsoportok is hasonlé eredményeket kaptak ezekben a tesztekben®**. Elvégeztiik az
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FST és TST vizsgélatokat a P2X7 receptor farmakoldgiai blokkolasat kovetden is, és a
génkilitéshez hasonlé eredményeket kaptunk, igy is fennallt az antidepresszans hatéas™®.
P2rx7 hianyos allatokban nem alakult ki az LPS injekciot kovetd anhedonia, melyet az SPT
teszben vizsgaltunk. Ebben a tesztben a depresszids-allapotra is jellemz6 Gromtelenség-
érzés abban nyilvanul meg, hogy az egerek nem részesitik elényben a cukrozott vizet a
cukormentes vizzel szemben. P2X7 antagonistak (BBG, AZ-10606120) adasakor szintén
megjelent a cukor preferencia®’. Kimutattuk, hogy P2rx7” egerek vérében szignifikansan
alacsonyabb volt az ACTH mennyisége restraint stresszt kovetden, vagyis ha korlatoztuk az
allatok mozgésat fél oOréra, tehat a génkiutés kdvetkeztében a stresszre adott hormonalis
reakcid is enyhébb®®. Kisérleteink alapjan feltételezzik, hogy az antidepresszéans fenotipus
kialakitasaban az idegsejteken vagy asztrocitakon talalhatd P2X7 receptorok vesznek részt
% Ha vad tipusi egerek csontvelejét besugarzassal kiirtottuk és P2rx7” donorbdl
szarmazOt ultettiink a helyére, a létrehozott kimeéra &llatokban nem jelent meg az
antidepresszans viselkedés. Az agyukbol kinyert mikroglia sejteken nem volt kimutathaté a
P2X7 receptor, igy azt feltételeztik, hogy a depresszios allapot nem a csontvelé eredetii
immunsejtek vagy mikroglia sejtek altal medialt jelatvitel kévetkezménye. A neuronok
potencialis kozremilikodését alatamasztja, hogy a P2X7 receptort leirtdk a gyrus dentatus
szemcsesejtjein és a CA1, CA3 piramissejteken egyarant®’ . Tovabba szignifikansan tobb
BrdU jelolt szemcsesejtet talaltunk a P2rx7 génhianyos egerekben, tehat a P2X7 receptor
aktivcioja hatraltathatia a neurogenezist’. Depresszidban megfigyelhetéek a
plaszticitasbeli valtozasok, pl. az agykéreg® és a hippokampusz tiiskeszinapszisainak
csokkend szama’’. Hajszan és munkatarsai tanult tehetetlenségi modellt hasznalva
kimutattak, hogy patkanyok hippokampuszédban lecsdkken a tiiskeszinapszisok stiriisége,
majd antidepresszans terapiaval ez az érték visszaallithato®. A tuiskeszinapszisok az
idegsejtek kozotti kommunikéacioé dinamikusan valtozé komponensei, jellemzden a serkentd
neurotranszmitter rendszerek hasznaljak informacié atadasra’®’®. Altalaban sok dendrit
egy-egy tiskéje alkot szinapszist egyetlen axon termindlissal, igy ndvelve a kapcsoltsagot
az idegsejtek kozott®®. Minél t5bb szinapszis alakul ki két idegsejt kozott, annal erdsebb és
hatékonyabb kozottik a kapcsolat’®. A dendrittiiskék szamét és alakjat a szinaptikus

plaszticitas nagymértékben befolyasolja®’. A tiiskeszinapszisok alakjanak kdszonhetd egy
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masik fontos tulajdonsaguk, a kompartmentalizacié képessége. A nagy elektromos

ellendllasti vékony nyaki rész miatt integralni tudjak a beérkezd serkentd jeleket,sziirik és

182,83

modulaljak az informécidt, ezaltal védik a neuront a tilzott gerjesztéstd , a feji részben

kialakulé magas Ca**-szint pedig jelatviteli Gtvonalakat indithat be®*. Eppen ezért ha zavar
Iép fel a tuskeszinapszisok eloszlasaban, az kognitiv probléméakhoz vezethet, mint ahogy
kedélybetegségek esetén tapasztalhatjuk. Major depresszidban szenvedd pacienseknél

578588 ysalamint

77,87

kisebb térfogatd hippokampuszt mutattak ki képalkotd vizsaglatok soran
poszt-mortem agymintdkban megfigyelhetd volt a lecsokkent dendrittiiske arborizacid
A depresszios allapot létrejotte és a tliskeszinapszisok szdménak csokkenese Kkozotti
kapcsolatot mar tobben igazoltadk, azonban a P2X7 receptor utdbbival vald 0sszefliggését

még csak csoportunk vizsgalta®, melyet dolgozatomban is ismertetek.

2.3. Az autizmus spektrumzavar (ASD)

Az autizmus a magzati idegrendszer rendellenes fejlédése kovetkeztében kialakuld
allapot®®®. Spektrum zavarként tekinthetiink ra, mert az enyhébb valtozatoktl kezdve
egészen sulyos megjelenési formakban is eléfordul. Az utébbi évtizedekben rohamosan
novekszik az autizmussal diagnosztizalt gyermekek, fiatalok szama®, igy értheté modon a
betegség kialakulasat és gyogyitasat célzé kutatdsok szama is emelkedik. Erdekes tény,
hogy fitiknal a rendellenesség eléfordulasa négyszer gyakoribb®%, de ennek okara még
nincsen magyarazat. Az ASD diagnosztizalasakor harom f6 tiinetcsoportot azonositanak: a
szocialis interakcido zavart miitkodése, kommunikéacids problémak, valamint besziikiilt,
sztereotip, ismétlddé viselkedési elemek. Komorbiditasként az allapotot hiperaktivitas™,

%97 &5 valtozd mértékben szellemi

SzorongéSQS, a szenzoros milkodések diszfunkcidja
visszamaradottsag® is kisérheti. Az ASD héttérmechanizmusarél még igen keveset tudunk,
bar valdszinii, hogy genetikai, epigenetikai és kdrnyezeti hatasok interakciojaként alakulhat
ki%. Az évek soran kiilonboz genetikai rendellenességeket, SNP mutaciokat, vagy éppen
szabalytalan kromoszoma szerkezeteket hoztak kapcsolatba az autizmusra valo
hajlammal'®, melyek mellett kimutattdk toxinok és gyogyszerek karos hatdsat és

101,102 103-107

kozremikodését , tovabba nagy kockéazatot jelentenek a perinatalis fertézések is
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2.3.1. Az anyai immunaktivacio szerepe az autizmus patomechanizmuséban

Az utdbbi években a terhesség sordn fellépd virusfertézést komoly rizikotényezdként
emlitik az autisztikus allapot kialakulasaval kapcsolatban. A fejlédési rendellenességhez
vezetd biokémiai valtozasok nem a szervezetbe bekeriild fert6z6 agens, hanem az anyai
immunrendszer sajat aktivacios folyamatai miatt indulhatnak be, mint ahogy azt
immunaktivaciot eléidézé anyagokkal kiilonbozé allatkisérletekben modellezték s,
Valproatsav vagy polinozin-policitidilsav [poli(I:C)] injekcié beadasa utan az anyai
szervezetben beindut a gyulladaskelt6 citokinek termelédése, melynek kdvetkeztében mind
az anyai vérplazmaban, mind az utddok agyaban emelkedett interleukin-6 (IL-6) szintet
mértek. A tobbszords IL-6 mennyiség a placentdban is kimutathatd poli(l:C) injekci6t
kovetden'', s ez a hatas kénnyen attevidik a magzatra is. Az 1L-6 indukalja az interleukin-
170-t (IL-17a), ami hatassal lesz az idegrendszer fejlodésére, ez pedig autisztikus

viselkedéshez vezethet'*?

. Egy tanulméanyban leirtak szerint azon terhes nék vérében,
akiknek késébb autizmus spektrum zavarral vagy szellemi visszamaradottsaggal
diagnosztizaltdk a gyermekét, az IL-6 szint magasabb volt'™>. Az anyai citokinek nagy
mértékben befolyasolhatjak a magzat agyaban zajlé folyamatokat, mint pl. neurogenezis,
gliogenezis, neuronalis migracio, szinapszisok kialakulésa, és ezzel az idegrendszer kdros
fejlédéshez vezetnek™*®. Azt azonban még nem tudjuk, hogy pontosan milyen
szignalizaciés Utvonalon aktivalodik az anyai immunrendszer, és milyen valtozasok
alakitjdk ki az utdédok autisztikus fenotipusat. Autista betegek agyaban szintén
megfigyelhetdk a tartosan megvaltozott immunstatusz jelei, mint pl. a mikroglia sejtek

aktivacioja''® és a vérben mért emelkedett gyulladaskeltd citokin szint'’ ™

, vagyis az
immunrendszerre hatd valtozasok nem csak a szlletés el6tt vannak jelen. Ennek alapjan
feltételezzlik, hogy az autisztikus viselkedésformakat kialakité molekularis Gtvonalakat
megvaltoztatva a tlnetek visszafordithatéak. Ugyanakkor nem ismert, hogy mi az a
molekularis kapcsolo6 szignal, amely az anyai szervezetben az egész folyamatot beinditja az

immunaktivacio hatasara, és amely az utodok koros agyi fejlédését eredményezi.
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2.3.2. A P2XT receptor feltételezett szerepe az autizmus kialakulasaban

A P2X7 receptor funckidjat még nem vizsgaltak az ASD kialakulasaval kapcsolatban, ezért
annak kozvetlen irodalmi alatdmasztasara nincs méd. Ennek ellenére a receptor bizonyos
tulajdonsagai alapjan feltételezhetd, hogy szerepe lehet az anyai immunaktivacié altal
Kivaltott rendellenesség létrejottében. Az immunrendszer sejtjei mellett az ideg- és
gliasejtek is expresszaljak a P2X7 receptort”, melynek aktivacidja fontos Iépés a
gyulladaskelté citokinek poszttranszlacioés érési folyamataiban, a gyulladasi reakcio
kialakulasaban®. Az elsédleges stimulus a patogén asszocialt vagy veszélyhez asszocialt
molekularis mintazatok (PAMP; DAMP) kotédése a Toll-szerti receptorokhoz (TLR),
melyek beinditjdk a citokin prekurzorok atirddasat. Az egyik ilyen belsé vészjel az
extraceullaris ATP szint emelkedése gyulladas vagy sejthalal kdvetkeztében, amely a P2X7
receptor aktivaciojahoz vezet. Ezutdn a kovetkez6 Iépés az NLRP3 receptorok
oligomerizécidja, vagyis az inflammaszoma kialakulasa (4. abra). Az inflammaszomak
olyan intracellularis multiprotein komplexek, amelyek a prekurzorbdl érett citokint
hasitanak, ezaltal a velesziiletett és szerzett immunitas kiilonboz6 aspektusait szabalyozzak,

k120,121

és az immunvélaszt gyulladasos valassza konvertalja . Az érett inflammaszoma

kialakulaséahoz szilkséges ko-stimulust a P2X7 receptor aktivaciéja biztositja**®. Emellett a

122123 a7 IL-1P érési folyamatat'™, és a szabadgyokok

receptor el6segiti az IL-6 Uriilését
termel8dését is'?°. Ezt az Utvonalat a depresszio gyulladas eredetli elméletével is

kapcsolatba hoztak'?®, de az autizmus patomechanizmusaban szintén jelentds lehet.
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4. dbra. Az inflammaszéma kialakulaséhoz sziikséges szignalizacios Gtvonal*?’. A TLR-
hez kotéd6 PAMP-ok vagy DAMP-ok beinditjdk az NF-xB szignalizaciés Gtvonalat,
amivel az NLRP3 alegység és az IL-1p atirédik a sejtmagban és inaktiv formaban a
citoplazmaéba kerul. Ezt a folyamatot nevezik priming-nak. A masodlagos stimulus (P2X7
aktivacio, szabadgyok képzédés, stb.) sziikséges ahhoz, hogy oligomereib6l dsszeélljon az
inflammasz6ma, és az éretlen alakbol érett IL-1B legyen.

2.4. A Parkinson-kor

A Parkinson-kor progressziv neurodegeneracioval jaré kronikus betegség, melynek
elsédleges motoros tiinetei a bradikinézia, a nyugalmi tremor és az izmok rigiditasa. A
betegség elorehaladtdval nem motoros funkcidkat is érint a degenerdcio, ezzel
megkezdddik a paciensek kognitiv leromlasa. Mivel a tlinetekért a dopaminerg rendszer
csokkent mitkodése felelds, ezért a jelenlegi Parkinson gyogyszerek a hianyzo dopamint
hivatottak pétolni*?®. Ezt két mddon érik el: prekurzorok adésaval, pl. L-DOPA, vagy a
dopamin lebontasaban részt vevd enzimek pl. MAO (monoamin-0xidaz), COMT
(katekolamin-O-metil-transzferaz) gatlasaval *%. Szelektiv. MAO-B inhibitorokkal

megakadalyozhatd a dopamin intracellularis lebontasa, ezzel kiegészitve a dopamin potld
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gyogyszerek hatdsat. Egy ilyen szelektiv MAO-B gatlo a rasagilin, melynek in vitro

Parkinson-modellekben ugyan lefrtdk mar sejtpusztulastol véds hatasat®0t3!,

a
klinikumban azonban nem szdmolhatunk be pozitiv eredményr61*32*®, Sajnélatos médon a
neurodegeneracios  folyamatok  megallitdsira még nem  talaltak  megfeleld

134

gyogyszermolekulat™", ezért a Parkinson-kort modellez6 kisérletek tovabbra is rendkiviil

id8szertick. Az alapkutatasban maig tébb modellelt alkalmaznak, rotenonnal®*>**¥ MPTP-
vel'813 vagy akar LPS-sel?® véltva ki a Parkinson-kérra jellemzé tiineteket. Még nem
teljesen ismert, hogy milyen mechanizmusok allnak a Parkinson-kér hatterében, az viszont
egyértelmii, hogy a neuroinflammécid, a tdlzott mikroglia aktivaci6 mind hozzgjarul a
dopaminerg sejtek pusztulaséhoz®. Patolégias koriilmények kozétt megemelkedik az
extracellularis ATP mennyisége, ami sejtpusztuldst, neurodegeneracios folyamatok
beindulasat vonja maga utan (5. abra). A P2X7 receptor aktivacioja excitotoxicitashoz
vezethet, emellett kulcsszerepet jatszik a mikroglia sejtek aktivaciojaban is, igy kozvetlendl
hozzajarul a neurodegeneraciéhoz'*'. Emellett a receptor beinditja a gyulladaskeltd
citokinek (IL-1B, TNF-a, IL-18) és reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termel6dését, ezzel
is elésegitve a degenerativ folyamatokat®'*?. Szerepének fontossagat bizonyitja, hogy
P2X7 receptor inhibiciéval neuroprotektiv hatast értek el Alzheimer-kér**, a Huntington-
kor'**,  valamint a Parkinson-kér  allatmodelljében  egyarant®®'*.  Korabban
kutatocsoportunk is vizsgalta a P2X7 receptor szerepét a Parkinson-kdr modelljében,
azonban a receptor hidnyaban sem in vitro, sem allatmodellekben nem sikerult védo

funkciot kimutatnunk*®

. A dolgozatomban bemutatott Parkinson-modellben sem szerepel a
P2X7 receptor, hanem egy kollaboréciés partneriink altal szintetizalt MAO-B gatlo
vegyliletet teszteltink a rotenon altal kivaltott sejtpusztulés megakadalyozasaval
kapcsolatban. Jelenleg a klinikumban alkalmazott hatoanyagokkal nem érthetd el
degeneracios folyamatok leallitasa, ezért kiemelten fontos ilyen hatdssal is rendelkezd

potencidlis gyogyszermolekulak azonositésa.
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5. dbra. P2X7 aktivacio kozremiikodése a neurodegeneracios folyamatokban®'.
Patolégias allapotban a kérosodott idegsejtek ATP-t (ritenek a sejtek kozott
(extracellularis) térbe, mellyel fokozodik a P2X7 aktivacio és az ATP kiaramlasa,
gyulladasi reakcidkat inditva be (kemokinek, citokinek, ROS). Ennek kdvetkeztében
felszaporodnak a pro-apoptotikus gének és bekovetkezik a sejtpusztulds. A haldokld
sejtekb6l még tébb ATP szabadul fel, ami fenntartja és stlyosbitja a neuroinflammatorikus
és degenerativ folyamatokat.
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3. Célkitiizések

Irodalmi adatok és csoportunk eredményei alapjan egyarant ismert, hogy a P2X7 receptor
szamos kozponti idegrendszerre hatd betegség patomechanizmusaban koézremukodik.
Dolgozatomban két komplex &llatmodellben végzett Kkisérlesort mutatok be, ahol azt
vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a P2X7 receptor aktivacioja és inhibicidja a betegségek
kialakulasat. Tovabba a Parkinson-kor in vitro modelljében végeztiink 6sszehasonlito
morfologiai elemzést egy Uj heteroarilalkenil-propargilamin vegyilet alkalmazasat

kdvetden.

I. A P2X7 receptor szerepének feltdrasa a depresszié tanult tehetetlenség modelljében
tapasztalhat6 magatartasi és idegrendszeri valtozasokban.
Mivel sajat kisérleteink és méas csoportok eredményei is igazoltadk, hogy a P2X7 receptor
genetikai es farmakoldgiai gatlasa antidepresszans fenotipust hoz létre, tovabbi kisérleteket
végeztink a fenotipus hatterében allé Gtvonal megismerésének érdekében. A kovetkezé
kérdesekre kerestlk a valaszt:

e Hogyan befolyasolja a P2X7 receptor genetikai gatlasa a depresszio-jellegli

magatartast a tanult tehetetlenség modellben?
e Van-e kulonbség a két genotipus hippokampalis tlskeszinapszis plaszticitasaban?
e Hogyan valtoznak bizonyos szinaptikus markerek (strukturfehérjék, serkentd

receptor alegység) a tanult tehetetlenség modellben?

Il. A P2X7 receptor funkciojanak vizsgélata az autizmus spektrumzavar anyai
immunaktivacios modelljében megjelené viselkedési, morfolégiai és biokémiai
valtozasokban.
Egyre elfogadottabb a terhesség alatti immunaktivacié indukélta neuronalis fejlédési zavar
elmélete az autizmus spektrumzavar kialakuldsaval kapcsolatban. Mivel a P2X7 receptor
kdzponti szerepet jatszik a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban, feltételeztiik, hogy akar
az autisztikus jellemzok 1étrejottében is kozremiikodhet. Az alabbi kérdéseket vizsgaltuk:

e Hogyan hat az anyai immunaktivacié az utddok viselkedésére és az idegrendszeriik

felépitésére P2rx7” egerekben?
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e Milyen biokémiai valtozasok kdvetik az anyai immunaktivaciot?
e Megel6zheté-e az immunaktivacid hatdsa a vemhes ndstények P2X7 szelektiv

antagonista elokezelésével?

e Ha a feln6tt utddban gatoljuk a P2X7 receptort, elfedhet6-e az autista-fenotipus?

I11. SZV558 protektiv hatasa az in vitro rotenon-indukélta Parkinson modellben
Dolgozatom ezen részében nem purinerg receptorral kapcsolatos eredmenyeket mutatok be,
hanem egy Uj MAO-B gatlé heteroarilalkenil-propargilamin vegyilet, az SZV558 hatasat

vizsgaltuk egy in vitro rotenonos Parkinson modellben. Kisérletiink célja a kovetkez6 volt:

e Kivédi az Uj vegyiilet a dopaminerg sejtek pusztuldsat a szubsztancia nigraban?

Hatékonyabb a jelenleg klinikumban alkalmazott rasagilinnél?
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4. Mddszerek

4.1 Kisérleti allatok

+/+

A depresszié és autizmus kisérleteink soran P2rx7*"* és P2rx7” genotipust fiatal felnétt
him egerekkel dolgoztunk, illetve az autizmus modellben anyai és magzati mintakat is
vizsgaltunk. Az in vitro Parkinson modellhez 200-220 grammos him Wistar patkanyokat
hasznaltunk az MTA KOKI sajat tenyészetéb8l. A P2rx7*"* egerek a C57BI/6J egértorzs
genetikai hatterével rendelkeznek, mig a P2rx7” egerekben a P2rx7-et kédold gén egy
szakaszat egy neomycin rezisztenciat kodold génszakasszal helyettesitettek, ezért nem
irodik at, igy a P2X7 receptor fehérje hianyzik az allatokbdl. Az eredeti P2rx7”
tenyészparok Christopher Gabel (Pfizer Inc., Groton CT, USA) jovoltabol keriltek az MTA
KOKI Orvosi Géntechnologiai Részlegébe (OGR), ahol az egérvonalat SPF (Specific
Pathogen Free) korilmények kozott tenyésztik tovabb. Az egerekben a P2rx7 génkiltésert
felelés DNS szakasz a kovetkez6é: P2X7-F1 (5-CGGCGTGCGTTTTGACATCCT-3') és
P2X7-R2 (5-AGGGCCCTGCGGTTCTC-3))"*. A tenyésztett utédok genotipusat PCR-rel
ellendrzik az OGR genotipizald laborjaban. Az autizmus modellezéséhez mindkét
genotipusbol kiilon tenyész tridkat hoztunk létre egy him és két, még nem sziilt ndstény
Osszeparositasaval. Kisérleteinkben a felhasznalt egerek hasonld kortak (8-12 hét a
depresszié modellben, és az autizmus modellben a himek, 12-14 hét az autizmus modell
ndstényei) és tomegiliek (25-30 g) voltak. Minden allatot allando standard korilmények
kozott tartottunk az MTA KOKI OGR allattartd szobaiban, 23+2C-os hémérsékleten,
60+10%-0s pératartalmon, 12-12 6ras fény-sotét ciklusban, ahol megfelel6 mennyiségii és
mindségii taplalék és viz folyamatosan rendelkezésiikre allt. A viselkedesteszteket 9-14 6ra
kozott, az MTA KOKI Viselkedésvizsgalati Egységében (VVE) végeztik, ahova az egerek
a kisérletek el6tt egy héttel keriiltek a standard allattartd szobakba. A depresszié modellben
hasznalt egereket egyenként helyeztiik el a ketrecekben. Az allatokat csak a vizsgalatok
id6tartamara vittiik at a szomszédos kisérleti szobaba. A kisérleteinket az NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals szerint, az MTA KOKI Allatkisérleti Etikai
Bizottsaganak engedélyével (PEI/001/773-6/2015, PEI1/001/778-6/2015,
22.1/3671/003/2008) végeztik.
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4.2 Kisérleti elrendezés

+/+

A tanult tehetetlenség depresszio modellben el6szor 4-4 &llaton meghataroztuk a P2rx7
és P2rx7” genotipustt naiv allatok tiiskeszinapszis stliriségét. Ezutan beallitottuk a
viselkedéstesztet vad tipusu egereken, majd a megfeleld protokollt kdvetve vizsgaltuk a
tanult tehetetlenség kialakulasat. A magatartasi valtozok tanulmanyozasat kovetden az
egerek kozul 3-3-at felhasznaltunk elektronmikroszkdpos sztereol6giai analizishez, 4-4-et
P2rx7 mRNS expresszio vizsgalatdhoz. A kovetkez6 1épésben P2rx7 génkilitott egereken is
elvégeztik a viselkedéstesztet, majd véletlenszeriien kivalasztott 3-3 dllaton a
tlskeszinapszisok kvantifikdlasat is. A szemcsesejtek, a szinaptikus markerek és a
glutaméterg receptor alegység tanulméanyozésahoz tovabbi egereket vontunk be a kisérletbe
(3-5/genotipus), melyeken eldbb teszteltiik a magatartasi valtozokat, majd felhasznaltuk

6ket az ex vivo vizsgalatokhoz.

Az anyai immunaktivacidos autizmus modellben harom f6 kisérletsorra oszthatjuk a
bemutatott munkat. Els6ként azt vizsgaltuk, hogy az anyai immunaktivacié hatasaban van-e

+/+

killonbség a P2rx7*"* és P2rx7™ genotipusok kozott. Miutan a vad tipusu &llatokban sikeriilt
kivaltani a poli(l:C) injekcioval a viselkedési valtozasoka , a tesztekben résztvevé utdd
allatok agyi kilonbségeit is vizsgaltunk, véletlenszeriien kivalasztva 3-3-at a Purkinje
immunfestéshez, illetve minimum 4-et felhasznaltunk a szinaptoszOma preparatumokhoz.
Ezt kovetden génkiutott egereken is elvégeztik a kisérleteket. Tovabbi vemhes ndstények
kezelésével tanulmanyoztuk az immunaktivaciot kozvetleniil kovetd biokémiai (nukleotid
¢és citokin tartalom), és az embriondlis idegrendszer fejlddését érintd eltéréseket. A
kiilonboz6 kisérletes célokra kiilon néstényeket (3-4/vizsgalat) és embriondlis mintakat
hasznéltunk (az adott ndstények 0Osszes utddjat a nukleotid méréshez, a citokinek
vizsgalatdhoz véletlenszertien 4-5-6t, az agykéreg immunhisztokémiai vizsgalatdhoz 3-3-
at). A masodik kisérletsorozatban megnéztiik, hogyan befolyasolja az anyai P2X7
receptorok inhibiciéja az immunaktivacié hatasat az elsé kisérletben talalt autisztikus

+/+

eltérésekben. Végiil a feln6tt P2rx7" utddokat kezeltik P2X7 antagonistaval, majd

vizsgaltuk a magatartasbeli és morfologiai jellemzdket.
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Az in vitro rotenonos Parkinson modellben patkany félagyakat kezeltiink a kiilonb6z6
csoportok szerint (4-5/csoport), mely szdvetblokkokbdl készitett metszeteken tirozin-
hidroxilaz immunreakcidt végeztiink a sejtpusztulds kimutatasara. Egy allatbdl szarmazo

két félteke két kiilon mintanak szamitott, és kiilonb6z6 kezelési csoportba keriiltek.
4.3 A depresszio allatmodellje

4.3.1. Tanult tehetetlenség

A tanult tehetetlenség, angolul learned helplessness modell a depresszios allapot egyik
jellemzd viselkedési elemét, a kilatastalan vagy reménytelen helyzetbe valo beletdrodést, a
tehetetlenség elfogadasat veszi alapul. Az allatkisérleteket Ugynevezett “shuttle box”-ban
(Med Associates, St. Albans, VT, USA) végeztik (6. abra), ami két térfélre osztott plexi
falt doboz, az elvalaszto falon egy szamitogép altal vezérelhetd ajtoval, aljan fémracsokkal,

melyeken keresztil elektromos ingerlés lehetséges.
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6. abra. Shuttle box a tanult tehetetlenség vizsgalatahoz. Két zart kompartmentb6l allo
doboz, melyben elkerllhetetlen aramitéseket adhatunk a kisérleti allatoknak, valamint a
menekulési reakcidjukat mérhetjiik, ha szabadda tesszlik az atjarast a terfelek kozott. A
szerkezetet egy hangszigetelt szekrényben helyeztik el, igy a kisérlet sotétben, csendben
végezhetd. A szekrény tetején az elektromos ingerld lathato, melyen tetszOlegesen allithato
az aramiitések erGssége. Hat ilyen set-up allt rendelkezésiinkre a kisérletekhez, ezltal
parhuzamosan tobb allat viselkedését tanulméanyozhattuk.

A modell két f6 szakaszbol &ll: elészor egy tanulasi fazist alkalmazunk, amikor a kisérleti
allatot gyenge, nem fajdalmas, de kellemetlen érzetli elektromos aramiitésnek tessziik ki a
fém réacsozaton keresztul, amit az allat nem tud elkerilni a zart térfélben. Ez a kondicionalo6
folyamat alakithatja ki a tanult tehetetlenséget, melynek létrejotte a méasodik szakaszban
tesztelhetd. A teszt sordn az allatnak lehetésége nyilik az averziv inger (labsokk)
elkertlésére, mivel az dramitéseket megelézden kinyilik a két térfél kozotti ajto, at lehet
menekulni a masik térfélbe. Amennyiben kialakult a tehetetlen allapot, nagyobb aranyban
tapasztalunk sikertelen menekdilési reakciokat. A kisérlethez a MED-PC IV szoftvert (Med
Associates, St. Albans, VT, USA) hasznaltuk. A kisérleti protokollunkat Chourbaji €és

munkatarsai &ltal hasznélt beéllitasok alapjan allitottuk 8ssze'*®

. A tréning fazis két napig
tartott, 5 perc habituacié utan 2x180 alkalommal 2 masodperc id6étartamt, 0,15 mA
aramerdsségii labsokkot kaptak az egerek, kozottik véletlenszertien 1-15 masodperc
sziinetekkel, egyik nap az egyik oldali, a kovetkez6 nap az ellenoldali térfélben, hogy a
sokkolés ne tarsuljon egyik oldali kompartmenthez sem. A sokk id6tartama alatt fény volt a
térfélben. A kontroll allatokat szintén behelyeztiik a tréning alatt a kisérlet id6tartamara
valamelyik térfélbe, ekkor azonban nem alkalmaztunk labsokkot. A harmadik napon
teszteltlk a kontroll és sokk kezelt egerek menekilési reakciojat, illetve a tanult
tehetetlenség kialakulasat. Ekkor 30 probanak tettlik ki az &llatokat, melynek mindegyike a
térfelek kozotti ajtd kinyildsaval és a feny felkapcsolodasaval kezdédott, majd 5
masodperccel késébb 10 masodpercig tartd 0,15 mA (illetve a masodik kisérletben 0,2 mA)
aramerGsségli labsokk kovetkezett. Amennyiben az allat atszaladt a sokkmentes térfélre az
id6 lejarta el6tt, a proba véget ért, az ajto lezarult, a szamitogép regisztralta a menekdlésig
eltelt id6t. Ha nem sikertilt atjutni a 15 mésodperc alatt, azt a proba elbukésaként kdnyvelte
el a program, és a menekdlésig eltelt id6 a maximum 15 masodperc lett. A kisérlet soran 30

ilyen probat végeztink (7. abra), véletlenszert idétartamu (20-40 masodperc) szunetekkel.
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A tesztelés utdn Osszesitettik a menekiilési id6ket és a sikertelen menekilések szamat,
megkapva a kezelési csoportok atlagat (n=23-27). A kisérlet masodik fazisaban er6sebb

aramutéseket alkalmaztunk a tesztelés soran (n=6-8).

<

l féeny .

I I sokkolas |

|
proba (x30)

7. abra. Protokoll a tanult tehetetlenség teszteléséhez. 5 perc habitudcidé utan
kdvetkeznek a probak azonos felépitéssel, 30x ismételve. Az els6 nyil jelzi az ajto nyitast, a
masodik a zarodasat, ami vagy 15 masodperc utan, vagy a masik térfélbe menekilést
kovetben torténik. Az ajtd nyitassal egyidében felkapcsolddik fény, majd 5 perc utan
kezdédnek a labsokkok 10 masodpercig, vagy a sikeres menekdilésig. Két proba kozott 20-
40 masodpercnyi pihen6idé telik el (intertrial interval, I1TI). A tréning fazisban az ajtd
mindveégig zarva van, a sokkolas 2 masodpercig tart, az IT1 1-15 masodperc kdzott valtozik,
és ez ismétlodik két egymast kovetd napon 180-szor.

Egyes publikéaciokban kritériumot allitanak a tanult tehetetlenség vizsgalatahoz, igy csak
azoknal az &llatokat tekintik sikeresnek az éallapot kialakulasat, akiknek a probak egy adott
sz4zalékaban (50-70%) nem sikeriil elmenekiilni az aramiitések eldl ****’. Mi nem
alkalmaztunk ilyen kritériumot a kisérletek sordn, vagyis a részt vevd 0Osszes egér
eredményét Osszesitettiik teljesitménytdl fiiggetleniil. A tanult tehetlenség kialakulasat gy
értelmeztiik, hogy a kontroll allatokhoz képest szignifikansan magasabb szdmu elbukott
proba és hosszabb elkeriilési latencia értékek jellemzdéek a sokkolt csoportokndl, mely

értékek konzisztensek az irodalmi adatokkal®®4814°,

4.3.2. Elektronmikroszopos sztereoldgiai analizis

A tiskeszinapszisok plaszticitasat elektronmikroszkdpos sztereoldgiai analizissel
hasonlitottuk 6ssze. A tanult tehetetlenség tesztelése utan 24 draval csoportonként 3-3
egeret felhasznaltunk elektronmikroszkopos vizsgalatra. Szén-dioxidos altatast kovetéen
perfundaltuk az allatokat sziven keresztul aramoltatott 4%-o0s paraformaldehiddel (PFA) és

0,5%-0s glutaraldehiddel, majd a kivett agyakat masnapig 4°C-on immerzidésan tovabb
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fixaltuk. Ezt kovetéen a dorzélis hippokampuszbol 100 um vastag koronélis metszeteket
készitettiink vibratbmmal, és 06t-6t metszetet bedgyaztunk az elektronmikroszkdpos
munkahoz. Az ozmium-tetroxidos (0,5%, 30 percig) és uranilacetatos (1%, 30 percig)
utofixalast kovetéen felszalld alkohol sorban viztelenitettlk a metszeteket, majd epoxi
gyantaba &gyaztuk (EMbed 812, TAAB) és 60°C-on egy éjszaka alatt polimerizaltattuk a
gyantés metszeteket. A szeletekbdl a gyrus dentatus molekularis régiojabol vagtunk ki aprd
szovet blokkokat (8. abra), minden metszeten azonos teriiletekrdl (kett6t a felsé karéjbol,
kett6t az alsd karéjbol), majd gyanta blokkra felragasztva ultravékony sorozatmetszeteket
készitettiink a mintavételi teriiletekr6l Leica EM UC6 (Leica Microsystems, Németorszag)

ultramikrotom segitségével.

8. abra. Mintavételi tertletek a gyrus dentatusban. Minden metszeten 2-2 blokkot
vagtunk ki a fels6 és also karéjbol egyarant. A molekularis régié beazonositasaban segitett
a szemcsesejtek pozicidja, ezért a szovetblokkot (gy alakitottuk ki, hogy mindig
tartalmazzon valamennyit a sejtmagokbdl is.

Az alkalmazott modszer szerint egy képsorozathoz legalabb 4 egymast koveté metszetre
volt szlkség, ahol a két kozépson végeztik a szamolast, az els6 és utolsd pedig a
tlskeszinapszisok azonositasat segitette (9. abra). Tapasztalataink alapjan jellemzden olyan
tertleteket valasztottunk, amit kénnyen megtalaltunk az egymast koveté metszeteken. A
felvételeket iTEM programmal, Veleta CCD kameraval (Olympus Soft Imaging Solutions,
Németorszag) felszerelt Hitachi H-7100 (Hitachi, Japan) elektronmikroszkoppal készitettiik
12000x-es nagyitason, majd kinyomtatott képeken végeztik a tliskeszinapszisok
szamoléasat. A tiskeszinapszisok azonositdsaban segitett a PSD megléte, illetve a
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mikrotubulusok, mitokondriumok és szinaptikus vezikuldk hidnya. A méasodik és harmadik

képet dsszehasonlitva csak az tijonnan megjelend, vagyis csak az egyik felvételen szerepld

tliskeszinapszisokat vettilk szdmba, ezaltal egyik szinapszist sem szamoltuk kétszer.

9. abra. Elektronmikroszkopos sorozatfelvételek 12000x-es nagyitason. A 2. és 3. képen
azonositottuk a tlskeszinapszisokat, amelyek csak az egyik felvételen voltak jelen, azokat
jeloltiik és vontuk be a szamolasba. A kérdéses esetekben az elsé és utolsd képet hivtuk
segitségul. llyen képsorozatbél mintegy 1000-et készitettink és hasonlitottunk 6ssze a
tiiskeszinapszis stirliségek meghatarozashoz.

A megbizhaté eredmények érdekében a szamolast ketten, egymastdl flggetlendl is
elvégeztik. A Kkapott adatokbdl kiszdmoltuk az atlagos tiiskeszinapszis slrliséget
(szinapszis/um?®), az allatonkénti Gsszesitett tiiskeszinapszis szamot elosztva a mintavétel
térfogataval, azaz a szamolashoz hasznalt két kép teriiletét (107,78 um?) megszorozva a

metszetek vastagsagaval (75 nm) és az egy allatbdl szarmazo mintak szamaval (50 darab).

4.3.3. RT-PCR

RT-PCR technikaval a hippokampélis P2rx7 mRNS mennyiségét vizsgaltuk vad tipusd

+/+

egerekben. A viselkedéstesztek utan 6 és 24 6raval dekapitaltunk P2rx7™" egereket (n=4),
melyek agyabol mindkét oldali hippokampuszt kipreparaltuk és azonnal szarazjégre tettik,
majd a mintékat felhasznalasig -80°C-os mélyhiitében tartottuk. A kdvetkezé 1épés az RNS
izolalas volt, amit a gyart6 utasitasait kdvetve végezt[]nk az RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
integritasat a Lab-on-a-chlp nanotechnoldgiai platformon alapulé Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, CA, USA) keésziilek segitségével, Agilent RNA 6000 Pico Kit-tel

(Agilent Technologies, CA, USA) hataroztuk meg, szintén a gyart6 protokollja szerint. 1 pg
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RNS-t tartalmazé mintabdl komplementer cDNS templatot szintetizaltunk AB GeneAmp
PCR system 2700 (Applied Biosystems, CA, USA) készulékkel, Tetro cDNA Synthesis Kit
(Bioline, Nagy-Britannia) segitségével, random hexamer primer felhasznalasaval 19 pl
teljes térfogatban a gyartd utasitasa szerint. A reverz transzkripcios reakcié paraméterei a
kdvetkezOk voltak: 70°C-on 5 perc, majd 25°C-on Ujabb 5 perc inkubécio, utdna 25°C-on
10 percig és 42°C-on 60 percig torténik a cDNS szintézis, és vegul a reakcio leéllitasa
70°C-on 10 percig. Az atirt cDNS templat mintakat tovabbi felhasznalasig —20°C-o0s
hiitében taroltuk. A RT-PCR reakciéhoz a cDNS mintak koncentracidjat Qubit ssDNA
Assay kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) segitségével hataroztuk meg a leiras
szerint, majd a megfelel6 mennyiségli ¢cDNS templatot TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix (2X) No AmpErase® UNG és P2rx7 TagMan® Gene Expression Assay Mix
(20X) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) hozzaadasaval amplifikaltuk az alabbi
protokollt kévetve: 95°C-on, 10 percig denaturalds, majd 40 cikluson keresztil 94°C-on 15
masodpercig, 64°C-on 30 masodpercig és végso 1épésként 72°C-on 10 percig tartd extenzid
kovet. A P2rx7 expresszidjat a bels6é kontroll Gapdh génhez képest hataroztuk meg. A
felhasznalt primerek azonositdja: P2rx7 Mm01199500 m1, Gapdh Mm99999915 ¢1.

4.3.4. \Western blot

Western blot analizissel szinaptikus fehérjék (szinaptopodin, PSD95) mennyiségi valtozasat

+/+

kovettik a tanult tehetetlenség modellben, P2rx7** és P2rx7” egerek hippokampuszéaban.
A tesztelés utan 6 vagy 24 oréval kivett hippokampuszokat 250 pl lizis pufferben (RIPA,
1% protedz inhibitor) tettiik el -80°C-ra tovabbi felhasznalasig (n=5). A mintékat
felolvasztas utan késes homogenizatorral homogenizaltuk, 10000 rpm-en 4°C-on 10 percig
centrifugaltuk, és a kapott felliluszdkat hasznaltuk a Western blot analizishez. A mérés el6tt
Pierce BCA Protein Assay kit-et (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) hasznalva
meghataroztuk az egyes mintak fehérjetartalmat. Egységesen 40 g fehérjét tartalmazd
mintat vittink fel és valasztottunk szét SDS-PAGE modszerrel 10%-0s gélben, és
transzferaltuk polivinilidén difluorid (PVDF) membranra MiniProtean-3 készulék
segitségével (Bio-Rad, CA, USA). El6szor blokkold oldatban (1% BSA, 5% tej, TBST)

inkubaltuk a blot-ot 2 6ran at szobahémérsékleten, azutan kovetkezett az elsé antitest (aktin
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1:200 kecske, synaptopodin 1:200 kecske, SantaCruz; PSD95 1:500 nyul, Abcam) egy
éjszakén &t 4°C-on. 3x10 perc TBST-s mosas utan HPR-konjugalt méasodik antitestekkel
(nyal X kecske 1:5000, kecske X nyul 1:4000, Millipore) inkubaltuk a blotot 2 6ran
keresztiil szobahémérsékleten. Ujbol mosas kovetkezett, 3x10 perc TBST, 1x5 perc TBS,
majd pedig a megfeleld immunreaktiv savok kemilumineszcencia alapt elShivasa
(Immobilon Western, Millipore, MA, USA) és kvantifikéldsa denzitometridval az ImageJ
szoftver segitsegével (NIH, MD, USA).

4.3.5. Hippokampalis szemcsesejtek vizsgalata

A gyrus dentatus szemcsesejtjeit sejtmagfestéssel jeldlve  kvantifikaltuk. A
viselkedéstesztek utan 24 éraval szén-dioxidos altatasban perfundaltunk P2rx7** és P2rx7™"
egereket 4%-o0s PFA-val, majd a kivett agyakat friss PFA-ban 4°C-on egy éjszakan at
tovabb fixaltuk (n=3). PB-s mosas utan 40 um vastag koronélis metszeteket készitettiink a
dorzélis hippokampusz mentén, melyeken permeabilizalast (0,1% Triton-X) koveten
1:10000 koncentracidéban Hoechst 33342 (Tocris Bioscience, Nagy-Britannia) segitségével
sejtmagfestést végeztiink. A szemcsesejtekrol 20x-0s nagyitdsi képeket készitettlink
konfokélis Nikon C2 mikroszképpal, a NIS-Elements C szoftverrel (Nikon, Japéan). A
szemcsesejtek sejtmagja jellegzetes egységes (kerek) alakjardl konnyen felismerhetd,

ezeket szdmoltuk az egymast kovetd metszeteken.

4.3.6. NR2B/GIuN2B alegyseg kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalata

Az NR2B/GIuN2B glutaméat alegység érintettségét is vizsgaltuk a tanult tehetetlenseg
kialakulasat kovetéen. A fixalt agyakbol 60 um vastag korondlis szeleteket készitettiink a
dorzélis hippokampusz mentén (n=3). Az immunreakci6é elétt a metszeteket eldszor
permeabilizalni kellett, hogy az NR2B/GIuN2B antitest be tudjon jutni a szOvetbe. Ehhez
0,2 mg/ml pepszint tartalmazé 0,2 M HCI oldattal inkub&ltuk a metszeteket 37°C-on 10
percen keresztil. Haromszori PB pufferes oblités, majd 3x10 perces 0,1 M TBS pufferes
mosas utdn a nem-specifikus antigén kotohelyeket 10% NHS-sel blokkoltuk 2 6ran at
szobahOmérsékleten, majd a szeleteket az elsd antitestet (NR2B/GluN2B 1:1000, UC
Davis/NIH NeuroMab Facility) és 2% NHS-t tartalmaz6 TBS oldatban inkubaltuk 24 6ran
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keresztil 4°C-on. 3x10 perc TBS-es mosast kdvetden masodlagos fluoreszcens antitesttel
inkubaltunk (Alexa 568, 1:3000, Invitrogen) 2 d6ran at szobahémérsékleten. Ismét 3x10
percig mostuk TBS-ben a metszeteket, majd targylemezre felhizva Vectashield Antifade
(Vector Laboratories, CA, USA) médiummal fedtik le Oket. Nikon C2 konfokalis
mikroszképpal és NIS-Elements C szoftverrel (Nikon, Japan) késztettiink felvételeket a
hippokampuszrél 20x és 60x nagyitassal, minden metszeten azonos paraméterekkel

dolgozva. A festés intenzitasat ImageJ programmal kvantifikaltuk (NIH, MD, USA).
4.4. Az autizmus allatmodellje

4.4.1. Az anyai immunrendszer aktivalasa

A terhesség soran bekdvetkezd magzati idegrendszer fejlddési rendellenességét az anyai
immunaktivaciés modellel (maternal immune activation, MIA) hoztuk létre (10. abra).
Ezzel a terhességek alatt megfigyelt virusfertézést, mint az autista allapot kialakulasaért
feltételezett egyik felelés eseményt képeztik le. Mivel a tenyészparokat csak heti egy
meghatarozott éjszakara tettlik 6ssze, igy a vemhesség napjait pontosan tudtuk kdvetni. A
magzati 12,5. és 17,5. napon a ndstény egereket egy virus-szerii szerkezettel rendelkez6
dupla sz&ld RNS molekulaval, a polinozin-policitidilsavval [poli(l:C), PIC] kezeltuk (10.
abra), els6 alkalommal 3 mg/kg dozisban, masodjara 1,5 mg/kg dozisban,
intraperitoneélisan'®®. A kontroll néstények fiziologias sooldat injekciot kaptak. A him
utddokat 4 hetesen valasztottuk el az anyjuktdl, a lany utddokat a tovabbiakban nem
hasznéltuk. 8 hetes korban kezdtiik elvégezni a viselkedésteszteket, mindig a meghatarozott
sorrendben (szocidlis preferencia, repetitiv tisztalkodas, liveggolyo &sés, rotarod). A tesztek
utan, az allatok 80-90 napos kordban felhasznéltuk Oket tovabbi ex vivo vizsgalatokra.
Amikor az anyai vagy magzati mintakra volt sziikségiink a vizsgalatokhoz, a vemhességet

megszakitottuk a 12,5. vagy 14,5. napon a mintagytjtéshez (10. abra).
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10. abra. Autizmus MIA allatmodellje. A tenyészparok egy éjszakat toltottek egyiitt,
innen szamoltuk a vemhesség 12,5. és 17,5. napjat, amikor poli(l:C) vagy fiziol6gias
sooldat injekcidt adtunk a vemhes ndstényeknek. Ha az anyak vérébdl vagy a magzatok
agyabol végeztliink tartalmi méréseket, 2 oraval a kezelést kovetden tortént a
mintavételezés. A fejlodé agykéreg embrionalis markereit a 14,5. napon vizsgaltuk. A
megsziletett him utédokat a 21. napon vélasztotték el az anyjuktol, majd 8 hetes koruktol
vegeztik el a viselkedésteszteket. Els6ként a szocialis preferencia tesztet, majd a repetitiv
tisztdlkodas és Uveggoly6 eldsast vizsgaltuk, végll a rotarodon teszteltik az egerek
mozgaskoordinaciojat. Ezutan kovetkeztek az ex vivo kisérletek.

4.4.2. Drogok és kezelések

A MIA beinditasahoz poli(l:C) hasznaltunk 3 mg/kg és 1,5 mg/ kg ddzisban steril
fiziologias sooldatban oldva (P9582 Sigma-Aldrich, MO, USA). A P2X7 receptor
gatlasdhoz a szelektiv antagonista JNJ47965567-et (JNJ) hasznaltuk 30 mg/kg ddzisban
(Tocris Bioscience, Nagy-Britannia) 30%-0s kaptizol oldatban oldva (7R-ciklodextrin,
Cydex Pharmaceuticals, KS, USA). A kisérletek kontrollja vivéanyag beadasat, sooldatot
vagy 30%-0s kaptizol oldatot jelentett. Az allatok kezelése intraperitonealisan tortént 4
ml/kg térfogatban. Az anyai JNJ el6kezelést 2 6raval a poli(l:C) vagy sé injekciét
megelézéen végeztiik. Az utddkezelésnél az allatok egyszeri 30 mg/kg JNJ vagy 30%-0s
kaptizol injekciot kaptak a viselkedéstesztek elsé napjan, a szociélis preferencia teszt el6tt 1

oraval. Az egereket véletlenszeriien osztottuk be az egyes kezelési csoportokba.

4.4.3. Szocialis preferencia

Az egerek szocialis preferencidjanak vizsgalatdhoz a Naviaux és munkatarsai altal leirt

k150

metodikat alkalmaztuk™". A tesztet egy 60x40 cm alapteriileti, harom térfélbol allo plexi
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arénaban végeztik el. Az egyes kamrak kozott zarhatd ajtd biztositotta az atjarast. Az aréna
két oldalso térfelében egy-egy ketrecet helyeztiink el. A kisérlet két, egyenként 10 perces
fazisbol allt. Az elsé szakasz a habituacid, ami soran a teszt allat 10 percig szabadon
feltérképezhette a teljes arénat. Ezt kovetden az egeret az aréna kozépsé kamrajaba zarjuk
¢és az egyik szélso térfélen elhelyezett ketrecbe egy ismeretlen fajtarsat helyeztiink el, mig
az ellenkez6 oldalon levé ketrecet Uresen hagytuk. A térfelek kozotti ajtot ujra kinyitva
elkezd6dott a masodik 10 perces teszt fazis. A teszt sordn megmertiik, hogy a teszt egér
mennyi id6t t6lt az idegen fajtars szimatolasaval, valamint az Ures ketrec korll. Ehhez a
Noldus Ethovision XT 10 (Noldus, VA, USA) programot hasznaltuk, amivel elézetesen
beallitottuk az arénat, kijeloltik a ketrecek korul a szimatolasi zonat, majd pedig a program
kiértékelte a felvételt. igy megkaptuk a kisérleti allat altal az egyes zonakban eltoltott idot,
amibdl a szocialis preferencia értéket az ismeretlen fajtars szimatolasi zonéjaban toltott,
valamint a két szimatolasi zondban 0Osszesen eltoltott id6 hanyadosaként adtunk meg

szazalékos ertékben kifejezve (n=6-16).

4.4.4. Repetitiv tisztalkodas (self-grooming)

A repetitiv viselkedések kozil elséként a tisztalkodast tanulmanyoztuk. Ehhez a kisérleti

korilményeket Kyzar és munkatarsai médszertanabol vettik &t™*

. Az allatokat egyenként
tiszta, iveg megfigyelokamraba helyeztik és viselkedésuket videOkameraval rogzitettiik 10
percen keresztiil. A tesztet kovetden manualis elemzést végeztiink a Noldus Observer XT
(Noldus, VA, USA) program segitségével. A programban két, egymast kizard kategoriat
adtunk meg: amikor az allat tisztalkodik (grooming) és amikor barmi mast csinal (non-
grooming). A vided felvételt lejatszva folyamatosan rogzitettiik a ket cselekvés idotartamat,

melyet a szoftver 0sszesitett az analizis végén (n=7-16).

4.4.5. Uveggolyo aséas (marble burying)

Szintén a repetitiv viselkedési formékhoz tartozik az (veggolydk eltemetése, ennek
vizsgalatat Malkova és munkatarsai altal kozolt tanulméany szerint végeztiik el™2. Tiszta
allattart6 ketrecekbe legalabb 4 cm vastagsagban Uj almot tettlink egyenletesen elosztva. A

ketrec terlletének kétharmadara elosztva 20 darab, koriilbeliil 1 centiméter atmérdjii kék
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uveggolydt helyeztiink Gvatosan az alom felszinére, egymastol egyenld tavolsagra, 4x5
elrendezésben. Az egereket dvatosan a ketrec Uveggolyé mentes harmadaba helyeztiik és a
ketrecet azonnal lefedtlik, hogy ne tudjon az allat kiugorni. 10 perc elteltével visszatettik a
kisérleti allatot az eredeti tartOketrecbe és megszamoltuk az elasott (veggolydkat.
El&sottnak azokat az Uiveggolyokat tekintettiik, melyeknek az alom legaldbb 50%-at takarta.
A teszt eredmeényét az eltemetett golydk darabszaméaban adtuk meg (n=8-17).

4.4.6. Rotarod teszt

Az éllatok mozgaskoordinaciojat és egyensulyérzékelését rotaroddal, vagyis fokozatosan
gyorsulé forgd rudakon teszteltlik. A Kkisérlet soran a Naviaux és mtsai. altal leirt
beallitasokat alkalmaztuk®® egy IITC rotarod késziiléken (1ITC Life Science, CA, USA) a
4 cm atmér6jii rudakat hasznélva. Az els6 két napon az egerek feladathoz szoktatésa,
tanitasa zajlott. Ilyenkor lassu, 4 rpm (round per minute) fordulatszamon mozg6 rudakon
kellett fennmaradniuk minimum 30 masodpercig. A tréninget egy nap egymas utan
haromszor megismételtiik, amelyik allat a masodik nap végére sem tudta megtartani a
radon az egyensulyat a minimum ideig, azokat kizartuk a kisérletb6l. A harmadik és
negyedik napon 5 perc alatt 4 rpm-r6l fokozatosan 40 rpm-re gyorsult a forgd rud. Az
egerek igyekeztek minél tovabb lépést tartani a forgassal, de egy id6 utan leestek a
rotarodrol. Ez volt a teszt fazis, amikor a leesésig eltelt id6t mértiik meg, naponta négyszer
ismértelve a probakat. Az egyes ismétlések kozott 45 perc sziinetet tartunk. A leesési
latencia értékeket masodpercben fejeztik ki, és dsszesitettik a 2 nap négy-négy ismétlését
(n=5-11).

4.4.7. Exploréacié nyilt térben (open field)

40x40 cm-es négyzet alapl aréndban 10 percig vizsgaltuk az egerek alap lokomotoros
viselkedését (n=4-6). A kisérleti allatokat a tér kozepére helyeztiik, és habituacio nélkil
felvettuk a mozgasukat a Noldus Ethovision XT 10 (Noldus, VA, USA) program
segitségével. 10 perc utan megkaptuk az egér altal bejart Gt hosszat centiméterben
kifejezve. Ezt az értéket hasonlitottuk 6ssze az alap lokomadcidbeli kilonbségek

kimutatasahoz.
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4.4.8. Kisagyi Purkinje sejtek kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalata

A viselkedés tesztek végeztével csoportonkent 3-3 allatot véletlenszertien kivalasztottunk
az immunfestéshez. Széndioxidos altatas utdn 4%-os PFA-val perfiziosan fixaltuk oket,
majd a kivett agyakat egy éjszakan at friss fixaloban taroltuk, amit masnap reggel
lemostunk 0,1 M PB-vel. Ezt kdvetéen vibratom segitségével 50 um vastag parasagittalis
metszeteket készitettink a kisagy vermisz terilletén. A metszeteket 2 odran &t
szobahOmérsékleten razattuk blokkold oldatban (0,1 M PB, 2% BSA, 1% NHS, 0,3%
Triton-X) a nem specifikus kotéhelyek gatlasahoz. Ezutan a Purkinje sejteket specifikusan
jelold calbindin els6dleges antitesttel (Swant, CB-38a, 1:12000 higitas) kezeltiik 6ket 4 °C-
on 24 o6ran keresztiil, majd alapos pufferes mosast kovetden masodlagos fluoreszcens
antitesttel  (Invitrogen, anti-nydal, Alexa 488, 1:3000 higitasban) inkubaltunk
szobahOmérsékleten 2 oran at. Végul a metszeteket targylemezre felhuztuk, lefedtik
fluoreszcens festést védé folyadékkal (ProLong Gold, Life Technologies, CA, USA) és
fed6lemezzel. Az Osszes mintdn 20x nagyitassal felvételt készitettiink a kisagy VII.
lebenyérél Nikon C2 konfokalis mikroszkoppal és NIS-Elements C szoftverrel (Nikon,
Japan). A Purkinje sejtek szdmat sejt/mm egységben fejeztik ki, amihez a képeken
fluoreszcensen jelolt Purkinje sejtek szdméat az ImageJ programmal (NIH, MD, USA)
meghatarozott hosszlsdg értéket (a sejttestek vonaldnak hossza a lebenyben)
aranyositottuk.

4.4.9. Szinaptoszoma preparatumok

A szinapszisok szerkezetei valtozasait szinaptoszdma preparatumokon vizsgaltuk
elektronmikroszkop segitsegével. A viselkedés tesztek utan az allatok kozil 3-8-at
hasznaltunk a preparatumokhoz. Dekapitalast kovetbéen az egész agyboOl készitettik a
szinaptoszéma frakciot™:. A mintakat 4 mL szukréz oldatban (0,32 M szukréz, 0,01 M
HEPES, 0,63 mM Na;EDTA, pH 7,4) vettuk fel, majd Potter-Elvehjem homogenizald
cs6ben végeztik a sejtek mechanikus feltarasat. A frakciok elvalasztdsdhoz 3000 G-vel
végeztlink centrifugalast 5 percig 4 °C-on, majd a feliiliiszot tiszta centrifugacsébe mértiik
és 13000 G-vel 10 perc centrifugaltuk 4°C-on. Az igy nyert P2-es pelletet 45%-os Percoll-
Krebs oldatba (Krebs: 113 mM NaCl, 3 mM KCI, 1,2 mM KH,PO,, 1,2 mM MgSQ,, 2,5
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mM CaCl,, 25 mM NaHCOj3, 5,5 mM glukoz, 1,5 mM HEPES, pH 7,4) vettiuk fel, majd
ismét centrifugaltuk (13000G, 2 perc, 4°C). Ezt kovetden az oldat tetején képzédd
szinaptoszémaban gazdag réteg alol egy fecskenddvel kiszivtuk a Percoll oldatot, és az igy
nyert szinaptoszoma frakciot még kétszer Krebs oldattal atmostuk (felszuszpendaltuk és
centrifugaltuk, 13000 G, 2 perc, 4°C). A pelletre fixalé oldatot mértiink (4% PFA, 0,5%
glutaraldehid), majd minimum egy o6ras fixalas utdn PB pufferrel ledblitettiik az tledeket,
és a 4.3.2. fejezetben leirtakhoz hasonloan beagyaztuk elektronmikroszképos vizsgalathoz.
A polimerizalt gyanta blokkokbol 70 nm vastagsagih metszeteket készitettiink, melyekr6l
20000x vagy 30000x nagyitason keszitettink felvételeket. A szinaptoszdméak szamolasat

manualisan végeztik, a kezelési csoportokat csak az 6sszesités utan fedtik fel.

4.4.10. Magzati agykereg fejlodési zavara

Mivel a MIA modell soran a magzati idegrendszer fejlddési rendellenessége felelds a
késobbi autisztikus fenotipusért, fontosnak tartottuk megvizsgalni az egér embriok
agykérgét a poli(l:C) injekciét kovetéen (n=3). 48 oraval az els6 poli(l:C) kezelést
kdvetden, vagyis az embrionalis 14,5. napon kivettiik az embridkat, és a fejlket 24 6rara 4
°C-on 4% PFA oldatba tettiik. A fixalt mintdkat 0,1 M PB-s mosast kdvetden krioprotektiv
oldatba tettilk (15%-0s szukrdz oldatba 30 percig, 30%-0s szukrdz oldatba 24 6rara), majd
kriosztattal (Microm HM 550, Microm International, Németorszag) 20 um vastag
metszeteket készitettlink. Ehhez a mintékat Tissue-Tek OCT médiumba agyaztuk (Sakura,
Japan). A metszeteket targylemezre vettik fol, majd a tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk. Az immunfestés el6tt a metszeteket 0,1 M PB oldatban rehidrataltuk 10 percig,
majd feltirtuk az antitest kotdhelyeket 100 mM Na-citrattal 65 °C-on 30 percig. Utana
blokkol6 oldatot tettiink a metszetekre (1% BSA. 2% NGS, 0,2 % Triton-X 0,1 M PB-ben)
1 6raig szobahdmérsékleten, végil az elsédleges antitesteket 1:2 higitott blokkoloban 4 °C-
on inkubaltuk masnapig (SATB2 1:100 ab51502, TBR1 1:500 ab31940, Abcam). A
SATB2 az embrionélis agykéreg felsd rétegének neuronjait festi, mig a TBR1 jellemzden a
fejlodo kortikalis lemez sejtjeiben van jelen. Az elsédleges antitesteket tartalmazo oldatot
3x10 percig 0,1 M PB-ben mostuk le a targylemezrél, miel6tt a masodlagos antitestekkel
(1:400 Alexa Fluor® 594 AffiniPure anti-egér, Jackson ImmunoResearch, 1:1000 Alexa
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488 anti-nyul, Invitrogen) és a sejtmagokban talalhaté DNS-t jel6l6 Hoechsttel (1:10000
Hoechst33342, Tocris Bioscience) inkubaltuk volna a metszeteket 1 oOran éat
szobahOmérsékleten. Ismét 3x10 perces mosast kovetden a metszeteket lefedtiink fényveédo
médiummal ¢és fed6lemezzel, majd 20x-0s nagyitason kepeket készitettlink a fejlédé
agykéregrol (11. abra) Nikon C2 konfokalis mikroszkdppal és NIS-Elements C szoftverrel
(Nikon, Japan).

11. &bra. Embriondlis agy korondlis nézete a vemhesség 14,5. napjan. Az attekint6
képet 5x5 darab 20x-os nagyitasu képbdl készitettiik. Az intenzitds méréseket a Szaggatot
vonallal jelolt teriiletrél, szintén 20x-0S nagyitason végeztik. Ezt a terlletet mutatjuk be az
eredményeknél a 35. és 41. abrakon.

A TBR1 festés intenzitasat a kortikalis lemezben az ImageJ szoftver (NIH, MD, USA)

segitségével hasonlitottuk 0ssze az egyes kezelési csoportok kozétt. A kapott értékeket a

vad tipusu, sooldattal kezelt egerekhez viszonyitottuk és szazalékos aranyban adtuk meg.

4.4.11. Citokinek multiplex bead array analizise

Az immunaktivacio altal indukalt citokinek mennyiségét multiplex bead array technikaval
vegeztiik. A vemhes néstényeket a 12,5. napon torténd poli(l:C) vagy so injekciot kovetden
2 Oraval izofurannal bealtattuk, majd vért vettiink t6lik 50 ul Na-citrat-ot tartalmazo
fecskendékkel. Ezt kovetden az embriokat gyorsan kivettiik és az agyat tartalmazo
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koponyarészt eppendorf csovekben szérazjégre tettlk. Az anyai vérmintakat 12000 rpm
fordulatszdmon, 4°C-on centrifugaltuk 4 percig, majd a felllusz6 plazma mintékat
eppendorfokba pipettaztuk. Mind a vérplazma mind az agymintakat felhasznalasig -80° C-
on taroltuk. Az embridkbol szarmazo agymintakat proteaz-inhibitort tartalmazo lizis
pufferben (50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,, 0,02% NaN;, 1% Triton X)
homogenizaltuk késes homogenizatorral, majd soft (zemmddban, 14000 rpm
fordulatszdmon, 4°C-on centrifugaltuk 15 percen keresztul. A felillusz6 mintakat
hasznaltuk a citokinek mérésére. A gyulladasos mediatorok (IL-la, IL-1pB, IL-6, IL-10,
Cytometric Bead Array Kit hasznalatdval (BD Biosciences, Nagy-Britannia) tortént, a
kapott adatokat pedig az FCAP Array v5 Software (Soft Flow, MN, USA) segitségével
analizaltuk. Az egyes agymintdk citokin koncentrdcidit a mintak fehérje tartalmara
vonatkoztatva adtuk meg pg/teljes fehérje tartalom egységben, melyet Perkin Elmer Victor
3V 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, MA, USA) segitségével, fotometrias
maodszerrel (abszorbancia mérés 560 nm-en) mértink Pierce BCA Protein Assay Kit
hasznélataval (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) (n=4-6). A vérminték esetében nem

mértunk fehérje koncentracidt, citokintartalmukat pg/ml-ben fejeztik ki (n=3-4).

4.4.12. HPLC analizis

2 oréaval a 12,5. napon beadott poli(l:C) injekciot kovetden mintakat gytijtottiink HPLC
analizishez. Izofuranos altatas alatt vért vettiink a vemhes ndstények also tlires vénajabol 50
pl K-citrat tartalmt fecskendével, majd gyorsan kipreparaltuk az embrié agyakat. A
vérmintakat 15 percig jeges vizfiirdében inkubaltuk, majd 6vatosan, 2000 rpm-en, 0°C-on
10 percig centrifugaltuk. A plazmakat Gjbol centrifugaltuk 0°C-on 5 percig 5000 rpm
sebességgel, hogy a maradék sejteket és vérlemezkéket eltavolitsuk. Az igy kapott plazma
200 pl-éhez 20 pl jéghideg, 4 M-os perkldrsav oldatot adtunk, amely 100 uM teofilint
(belsé standard) tartalmazott. A fehérje precipitatumot 6000 rpm sebességgel, 0°C-on 10
perc centrifugalassal tavolitottuk el. A feliilusz6 (100 pl) semlegesitéséhez 4 M K;HPO,
oldatot (10 ul) hasznaltunk, majd desztillalt vizzel higitottuk (490 pl) és a centrifugalast
megismételtiik. A fellliszé minta 500 pl-ét injektaltuk a dusitd oszlopra. Az embridagy
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mintékat folyékony nitrogénben azonnal lehiitottiik, mértiik a tomegiiket és jéghideg 0,1 M
perklérsav oldatban ultrahanggal homogenaltuk, majd ezt kévetden 6000 rpm-en, 0°C-on
10 perc centrifugalassal tavolitottuk el a fehérjecsapadékot. A homogenal6 oldat 10 puM
teofilint és 0,5mM natrium-metabiszulfitot (antioxidans) tartalmazott (a homogenatum
koncentracidja 19/100 ml). A szoveti felilisz6t 1 M KOH-val semlegesitettiik (70:30
ardnyban), a keletkezett kalium-perkloratot ismételt centrifugalassal tavolitottuk el. A
feltliszot -20°C-on taroltuk és 50 pl-t hasznaltunk az elemzéshez. Az agyszOveti

csapadékbol fehérje tartalmat mértiink™*

, erre vonatkoztatva adtuk meg az analit
tartalmakat pmol/mg protein mértékegységben. Shimadzu LC-20 AD szoftver (Shimadzu
Corp., Japéan) vezérelt kromatografids rendszert hasznaltunk a mintak tartalmi
vizsgalatdhoz. A mintak dusitasa és tisztitdsa Discovery HS C-18 (50 mm hossz( 2 mm
belsdatmérdjii €s5 pm szemcseméretll) toltott oszlopon, online SPE (szilard fazisa
extrakcid) oszlop-véltas (column-switching) technika alkalmazésdval tortént. A
komponensek szeparalasara Discovery HS C-18 (150 x 2 mm, 3 um) analitikai oszlopot
hasznaltunk. Az adenin nukleotidok, adenozin és a teofilin belsé standard mennyiségi
meghatarozasara (Agilent 1100, Agilent, CA, USA) UV detektort hasznaltunk, a jellemz6
elnyelési (253 nm) hulldmhosszon. A katechol- és indolaminok mérése BAS tipusd, 730
mV polarizal6 fesziltségen (Bioanalytical Systems, IN, USA) amperometrias detektalassal
tortént. A mennyiségi meghatarozast két pontos, belsé standard modszerrel validaltuk. Az
oszlopegyensulyt az "A" eluenssel hoztuk létre, amely 0,25 mM dinatrium-EDTA 0,45 mM
natrium-oktilszulfonat tartalma, 10 mM-os, 5,2 pH-ju kalium-foszfat puffer oldat volt. A
"B" puffer 8% (3:1 aranyd, V/V) acetonitril-metanol hozzaadasaval készilt az ,,A”
oldatbdl. A 4 perc idejii 0,3 ml/perc térfogat sebességli disitas-tisztitds miivelete utan a
nukleotidok elvalasztasa az els6 1épésben (10 perc) az ,,A” eluens alkalmazasaval 0,35 ml/
perc aramlasi sebességgel tortént. A monoaminok elvalasztasa a "B" oldattal, 0,45 ml/perc
térfogat sebesség és 45 perc elemzési 1d6 alkalmazaséaval tortént. Tiz perces reequilibrium

utan indult a kovetkezo elemzési ciklus.
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4.5. A Parkinson-kér in vitro modellje

4.5.1. Dopaminerg neuronok jel6lése a szubsztancia nigraban

Immunhisztokémiai vizsgalattal kdvettik a rotenonos kezelést kovetd sejtpusztulast, illetve
a MAO-B gatlas protektiv hatasat. Az in vitro modellhez a patkanyokat dekapitaltuk, majd
az agyakat jegen kettévagtuk és a két féltekeét kilon-kilon csoportként hasznaltuk fel (n=4-
5). A frontalis és kaudalis agyrészeket eltavolitottuk, csak a szubsztancia nigrat tartalmazé
szovetblokkal dolgoztunk tovabb. Ot kiilonbozé kezelést alkalmaztunk: kontroll, rotenon,
rotenon + H,0,, rotenon + H,0, + rasagilin, SZV558 (100 nM) (12. &bra).

\ =

HCI

12. &bra. SZV558 szerkezeti képlete. A MAO-B géatlo hatdsu heteroarilalkenil-
propargilamin vegyiilet savas kdzegben oldodik.

A kontroll mintadkat Krebs oldatban inkubaltuk 60 percig 37°C-on, majd 120 percig
aramoltattuk a Krebs oldatot a szvet koril szintén 37°C-on. A kovetkezd csoportot 10 uM
rotenonnal inkubaltuk a 60 perc alatt, majd tisztan Krebs oldatot aramoltattunk &t 120
percig 37°C-on. A rotenon + H,0, csoportba tartoz6 agyszovetet a 60 perc rotenonos
inkubalas utan 70 percig Krebs-oldattal perfuzaltuk, majd 50 percig 250 uM H,0,-t
tartalmazd Krebs oldattal folytattuk a perfaziot. A rotenon + H,O, + rasagilin és rotenon +
H,O, + SZV558 kezelések esetén a 60 perc rotenonnal torténd inkubaciot kovetéen 50
percig Krebs-oldattal mostuk a blokkokat, ezt kovette 20 perc 100 nM rasagilin/SZV558
perfazio, végul pedig 250 uM H,O, és 100 nM rasagilin/SZV558 tartalmu oldatot
aramoltattunk 50 percig. Az in vitro kezelések utdn az agyakat 4%-0s PFA-ban masnap
reggelig immerziosan fixaltuk, majd 0,1 M PB-vel atmostuk. A szubsztancia nigrat
tartalmazo kozépagyi teriiletb6l 40 um vastag koronalis metszeteket készitettlink, majd 10
egymast kovetd szeletet hasznaltunk az immunfestéshez. Az endogén, nem specifikus

peroxidaz enzimeket 0,3% H,0,-t tartalmaz6 metanol oldattal gatoltuk 20 percen at
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szobahémérsekleten. Az antitest nem specifikus  kotohelyeit 2,5%-0s NHS oldattal
blokkoltuk 2 oran keresztiil szintén szobahdn, majd a metszeteket anti-tirozinhidroxilaz
antitestben (nyul poliklonalis, Millipore) inkubaltuk egy eéjszakan keresztil 1:1000
higitasban 0,1 M PB-ben 4°C-on. Ovatos 3x10 perces PB-s mosast kovetden az
IMMPRESS univerzélis masodlagos antitestjét (The ImMmPRESS Universal ready-to-use
Antibody Kit, anti-mouse/rabbit, VVector Laboratories, CA) és a hozz4 tartoz6 ImmPACT
DAB kromogént alkalmaztuk a felhasznaldi kézikdnyv utasitasai szerint. A targylemezre
felhGzott metszeteket xilolos derités utan Depex-szel fedtik le (Sigma-Aldrich, MO, USA).
Az immunreakcié kvantifikaldsahoz a targylemezeket beszkenneltik Pannoramic P250
szkenner segitségével (3DHISTECH, Magyarorszag) 0,11 um/pixel felbontasban. Minden
metszeten ugyanarrdl a teriiletr6l készitettiink felvételt 40x-es nagyitdson. A jeldlt
sejttesteket egymastol fiiggetlenll ketten is megszamoltuk manuéalisan, a Pannoramic

Viewer 1.15.4 program (3DHISTECH, Magyarorszag) jel616 funkcidjat hasznalva.

4.6. Statisztikai modszerek

Kisérleteink sordn a parhuzamos mérési eredményeket hasznaltuk fol statisztikai
elemzéshez. A dolgozatban feltiintetett adatokat az atlagtSEM (standard error of mean)
forméaban tlntettik fol. A kiilonbozé genotipusokon végzett kezelések Osszehasonlitasat
kétszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik, az F értékhez tartozd
szignifikancia szinteket # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 jeldli. Az adatok normalitasat a
Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. A nem normal eloszlasu adatokat logaritmikusan
transzformaltuk (multiplex citokin esszé adatai) és igy vetettik ala a kétszempontos
ANOVA-nak. Amely adatok transzformalas utdn sem voltak normal eloszlastuak, a nem-
parametrikus Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk Ossze 6ket (HPLC mérés adatai). Az
MRNS expresszid adatait és a Parkinson-modell Kisérleti eredményét egyszempontos
ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze. Az egyes csoportok post hoc dsszehasonlitasakor Fisher
tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia szinteket * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 jeloli. A
statisztikai analizishez a Statistica 13.1 programot hasznaltuk (Dell Software, CA, USA).

Az elemszadmot n jel6li, ami a mintavételhez hasznalt allatok szamat jelenti.
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5. Eredmények

5.1. A P2X7 receptor szerepe a depresszio allatmodelljében

5.1.1. A tanult tehetetlenség kialakulasa

A depresszid-szert allapotot a tanult tehetetlenség paradigma segitségével hoztuk létre és
tanulméanyoztuk vad tipust és P2rx7" egereken. A sikertelen menekiilések szémét és a
menekiilésig eltelt id6t automatikusan rogzitette a szamitogép, ezeken az adatokon
veégeztiunk statisztikai Kiértékelést. Az elkerulhetetlen aramutéseknek Kitett vad tipusu,
P2rx7*"* egereknél magasabb aranyban volt megfigyelhetd a menekiilési probak elbukasa
13. 4bra). A kialakult tehetetlen allapot kovetkeztében atlagosan a prébéak felében nem
jutottak &t az allatok a biztonségos térfélre. A kontroll egerek az esetek tébb, mint 80%-

aban el tudtak menekuilni az aramiitések elsl.
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13. abra. A sikertelen menekuléssel zarul6 probak szama. P2rx7™" sokkolt csoport
allatainak szignifikdnsan tobbszor nem sikeriilt elmenekiilnie az aramiitések el6l, mint a
korabban nem sokkolt kontroll tagjai. A génkilitott egereknél nem volt kilonbség a kezelés
hatasdban, azonban a vad tipusu sokkolt csoport eredmenyeihez hasonléan magas
alapértékeket tapasztaltunk. A tanult tehetetlenség modell eltéréen hatott a két genotipus
allataira [F(1,100)=15,64, ##p<0,01]. **p<0,01 n=23-27
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A menekilés id6tartamaban is jelentés kiilonbséget talaltunk. A sokkolt csoport kisérleti
allatainak sokkal tobb id6be telt az aramutés mentes térfélbe atjutni, mint a kontroll

egereknek (14. abra).

H#it
1 1
© 154 *k%k
) O kontroll
T Bl sokkolt
Q & 10-
=2
3 9
S S s
s £
C
3]
= 0
P2rx7+/+ P2rx7-/-

14, abra. A menekiilésig eltelt id6. Az ajto kinyitasatdl a méasik térfélbe atérésig mert
periodus hossza maximum 15 masodperc lehetett sikertelen probak esetén. Vad tipusd
egereknél ebben a mért paraméterben is szignifikans eltérés lathatd a sokkolas hatasara. A
sikertelen probdk szdma szintén hozzajarul a magasabb menekilési latencia éatlaghoz.
P2rx7™" csoportokban a sokkolstol fliggetlen az eltelt id6tartam. A genotipus eés kezelés
interakcidja szignifikans volt [F(1,100)=15,26, ##p<0,01]. **p<0,001 n=23-27

Tehdt a P2rx7"* genotipusnal kialakult a depresszi6-szerli viselkedés, a tanult
tehetetlenség, az elkertlhetetlen aramitések statisztikailag szignifikansan befolyasoltak az
egerek menekilési reakcidjat mind a sikertelen prébak szaméban, mind a sikeres

menekiilésig eltelt idében.

P2rx7 hianyos egerekben is megvizsgaltuk a kivédhetetlen 1absokkok hatéasat. Erdekes
modon a sikertelen prébak szama nem sokkal maradt el a vad tipusi kezelt csoport
atlagahoz képest, azonban a kontroll génkittott egereknél is hasonléan magas értékeket
kaptunk. A menekiilésig eltelt idében sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a két
csoport kozott. Ezért megallapitottuk, hogy az elkerilhetetlen aramiitéseknek nincs hatasa a
P2rx7”" egerek viselkedésére. Mivel a tanulési fazis soran alkalmazott elkeriilhetetlen

+/+

aramitések hatasa P2rx7** vagy P2rx7” genotipusti egereknél kilénbozétt, igy
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feltételezhetd, hogy a P2X7 receptor hianya ebben a depresszié modellben is rezisztenciat

jelent a kiilso stresszre.

Mivel a génkiltott egereknél tapasztalt magas szamu sikertelen préba a kontroll és a
sokkolt allatoknal egyarant megfigyelheté volt, ennél a genotipusnal nem beszélhetiink a
tanult tehetetlenseég, vagyis depresszio-szerti allapot kialakulasardl. A kapott eredmény akar
arra is utalhatna, hogy a P2rx7™ egerek eleve szaturéltak a stresszre nézve, nem képesek
reagalni a modellben alkalmazott aramutésekre. Azonban a kisérleti korulmények kis
mértékli valtoztatasaval bizonyitottuk, hogy ezek a P2rx7 hianyos egerek is el tudnak
menekiilni a labsokkok el6l. Az Uj kisérletben a tanulasi fazison nem maodositottunk,
viszont a tesztelés soran az egerek 0,15 mA helyett 0,2 mA erdsségli aramiitéseket kaptak.
Ezt kovetden a sikertelen menekiilések szama jelentésen lecsokkent (15. &bra), fliggetlenil
attél, hogy kordbban sokkolva voltak-e az allatok vagy sem, valamint a menekilés

latenciaja is alacsonyabb lett (16. abra).
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15. &bra. Sikertelen probak szama magasabb intenzitdsu aramutések esetén. Ha 30%-
kal megemeltiik a labsokkok intenzitasat, jelentdsen lecsokkent a sikertelen menekiilési
reakciok szama. A P2rx7"" egereknél tovabbra is lathato volt egy kisebb mértéki
szignifikans killonbség a sokkolt csoport javara, azonban a P2rx7” egerek kozel szaz
szazalékban elszaladtak az er6sebb aramiitések eldl. Tehat a génkiiitott allatok
rezisztensebbek a sokkolds okozta stresszre, azonban képesek elmenekiilni eléle, nem
alakult ki naluk a tanult tehetetlenség [F(1,28) = 26,14, ###p<0,001]. *p<0,05 n=6-8
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16. abra. Nagyobb aramerésség hatasa a menekiilés idétartamara. Hasonléan a
sikertelen probak szamahoz, a menekiilési latencia értékek is jelentdsen lecsokkentek. A
génkiiitott egerek magasabb aramerdsség hatarasra szignifikansan kevesebb id6 utdn mar
menekiiltek a sokk eldl [F(1,28)=19,12, ###p<0,001]. A P2rx7"" egereknél nem
beszélhetlink tehetetlen allapotrol, hiszen a kontroll és sokkolt csoport kdzott nincs eltérés.
*p<0,05 **p<0,01 n=6-8

5.1.2. A tanult tehetetlenség hatasa a gyrus dentatus tiiskeszinapszis stirtiségére

A tanult tehetlenség modellt patkanyokon alkalmazva mar kimutattdk a hippokampalis
tiiskeszinapszisok csokkenését™, azonban egereken, kiilondsen a P2rx7 hianyos egereken
még nem ismertiik a modell hatasat ezeken a dinamikus struktirdkon. Els6 1épésként naiv
vad tipusu és génkiltott egerek gyrus dentatusaban hataroztuk meg az alap tuskeszinapszis
stiriséget, ezzel bedllitva az elektronmikroszkopos sztereoldgiai modszert. A P2rx7*"*
egerek agyaban az egy pm-re esd tiiskeszinapszis siirliség magasabb volt a P2rx7™"
egereknél kimutatott értékeknél, vagyis genotipustol fiiggd szignifikans kiilonbséget

talaltunk.

Ezutan vad tipusu egerekre alkalmaztuk a tanult tehetetlenség modellt, majd a tesztelés utan
24 oraval megvizsgaltuk a tuskeszinapszisok mennyiségi valtozasat. Azt tapasztaltuk, hogy
a kontroll csoportbol szdrmazd mintdkhoz képest jelentdsen lecsokkent a tiiskeszinapszis

stirGiség a sokkolasok hatasara. Megfigyelheté a naiv mintakhoz képest is egy nagyobb
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mértékl csokkenés, ami azzal magyarazhat6, hogy tesztelés soran mindkét csoport jelents

stresszhatasnak volt kitéve.

Végil a depresszid-modellben részt vevd P2rx7" egerek tiiskeszinapszis sfirliségét is
meghataroztuk. A viselkedés tesztben kapott eredményekhez hasonldéan a sztereoldgiai
0sszehasonlitds sem hozott kilonbséget az egyes csoportok kozétt. A kontroll egerek
tiiskeszinapszis stiriisége a sokkolt csoportéhoz igen hasonlonak adddott, mindkét érték
kdzeli a naiv P2rx7-/- egerekben kapott tiiskeszinapszis stiriiséghez is (17. dbra). Ezzel az
eredménnyel megerésitettilk a magatartas vizsgélatban tapasztaltakat, miszerint a P2X7
receptor hidnyaban a depresszid-szerii allapotra jellemz6 valtozasok nem kovetkeznek be a

kisérleti allatainkban.
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17. abra. Hippokampdlis tuskeszinapszisok kvantitativ valtozésa a tanult tehetetlenség
modellben. A két genotipus kozott eleve fennall egy stirtiség-beli kiilonbség, a naiv P2rx7™
egereknél kevesebb tliskeszinapszist szamoltuk a gyrus dentatus molekularis régiojaban. A
tanult tehetetlenséggel egyutt jar a dendrittiiskék szinapszisainak megfogyatkozasaval,
szignifikans csokkenést lathatunk a kontroll értékekhez képest. Azonban a kontroll
csoportndl is megfigyelhetd volt egy nagyobb mértékii csokkenés a naiv allapothoz képest.
Ehhez képest a P2rx7 génkiiitott egerek tliskeszinapszis stirlisége valtozatlan volt, nem
alakult ki a depresszids dallaptra jellemzd szinapszis vesztés. A tanult tehetetlenség
kiilonbozéképpen hatott a tiiskeszinapszisok plaszticitasara a P2rx7""" és P2rx7”" egerekben
[F(2,14)=105.53, ##p<0.01]. **p<0,01 ***p<0,001 n=3-4
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5.1.3. A szemcsesejtek kvantitativ §sszehasonlitasa

A tlskeszinapiszok mennyiségi vizsgalatdn kivil Osszevetettiik a gyus dentatusban
talalhatd szemcsesejtek szamat is, mivel ezek a sejtek hordozzak a primer nyulvanyaikon a
kisérletiinkben szerepl6 tlskeszinapszisokat. A tanult tehetetlenség modell nem volt
hatassal a sejtek szdméra egyik genotipusndl sem (18. &bra), vagyis nem tortént

sejtpusztulas.
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18. abra. A szemcsesejtek a gyrus dentatusban nem érintettek a tanult tehetetlenség
modellben. Mindkét genotipusban hasonld szemcsesejt siiriiséget talaltunk, melyen nem

valtoztatott a kezelés sem [F(2,96)=0,15012, p=0,86081]. n=3

5.1.4. A P2rx7 expresszio mérése

A tanult tehetetlenség tesztelését kovetden valds ideju PCR technikaval vizsgaltuk a P2rx7
mMRNS jelenlétét és idofliggé mennyiségi valtozasat a hippokampuszban. A mintavételezés
a tesztet kovetd 6. és 24. draban tortént. Az mRNS expresszidjat az atirt cDNS templatbdl
kontroll koncentracidkra vonatkoztattuk, igy 0sszevethetéek voltak az adatok. A kontroll
csoport mRNS szintjéhez normalizaltuk a kezelt mintak eredményét. Az elsé mért
idépontban, 6 6raval a teszt utan a P2rx7 mRNS expresszidjanak csokkenését tapasztaltuk a
sokkolas kovetkeztében, ami post hoc teszttel szignifikans kilonbsegnek bizonyult (19.
abra). 24 ora elteltével azonban mar nem lattunk csoportok kozti killonbséget a P2rx7

MRNS expresszids szintjében.
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19. &bra. A hippokampélis P2rx7 mRNS expresszidja lecsokken a tanult tehetetlenség
modellben. 6 6raval a tesztelést kvetden kissé downregulalddik a receptor, azonban 24 6ra
eltetével mar nem all fenn ez a hatds. A P2rx7 mRNS expresszios valtozasa arra utal, hogy
a tanult tehetetlenség kialakuldsdnak mechanizmusaban valdban érintett a receptor. *p<0,05
n=4

5.1.5. Szinaptikus markerek Western blot analizise

Miutan az elektronmikroszkopos sztereoldgiai vizsgalattal kimutattuk a tliskeszinapszisok
mennyiségi valtozasat a depresszid Kkisérletes modelljében, eredményiinket szinaptikus
markerek kvantifikalasaval is alatamasztottuk. A PSD95 a posztszinaptikus denzitasban
(PSD) klasszikusan el6fordulo fehérje, altalanosan hasznaljdk szinapszisok jeldlésére.
Emellett egy tiuskeszinapszisokra specifikus fehérje, a dendrittiskékben talalhatd
szinaptopodin mennyiségét is vizsgaltunk. Pozitiv kontrollként az aktin fehérje mennyisége
szolgalt, ehhez viszonyitottuk a szinaptopodin és PSD95 mennyiségi valtozasat.
Csoportonként 5-5 egér agyabol szarmazo teljes hippokampusz mintakon végeztink
1dofliggd (6 és 24 oraval a tanult tehetetlenség tesztelését kovetden) kvantifikdlast. A
kontroll egerek mintaib6l kapott adatokra normalizaltuk a sokkolt csoportban mért
fehérjeszinteket.

A vad tipusi sokkolt egerek csoportjdban a viselkedéstesztet kovetéen 6 oOraval a
szinaptopodin fehérje hippokampalis mennyisége szignifikansan kevesebb volt (20. abra).

Ehhez képest a P2rx7" egerek hippokampuszéaban jelentésen alacsonyabb szinaptopodin
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szintet mértiink a vad tipust kontrollhoz képest, azonban a kezelés nem befolyésolta a
fehérje mennyiséget.
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20. abra. Szinaptopodin fehérje mennyisége a hippokampuszban 6 oraval a tanult
tehetetlenség tesztelése utén. Jelentds csokkenést lathatunk a vad tipusta sokkolt allatok
esetében, mely a modell dendrittiiske specifikus hatasat timasztja ala. A P2rx77" csoportok
kdzott nincsen kuldnbség, de lathatéan alacsonyabb alapértékkel rendelkeznek, mint ahogy
hasonl6 tendenciat lathattunk a tliskeszinapszisok strliségét illetden is. A genotipus és
kezelések kozotti osszefliggés szignifikdnsnak adodott [F(1,9)=8,0276, #p<0,05].
**p<0,001 n=5

+/+

24 Ora elteltével a P2rx7™" sokkolt csoportban még mindig szignifikansan alacsonyabb
szinaptopodin szintet mértink (21. abra), bar kevésbé kifejezetten, mint a 6 O0ras mintak
esetében. A kezelés hatasét tovabbra sem tapasztaltuk a P2rx77 egereknél, mindkét csoport

a vad tipusu kontrollhoz hasonl6 fehérje mennyiséget mutatott.
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21. abra. Szinaptopodin fehérje mennyisége a hippokampuszban 24 6raval a tanult
tehetetlenség tesztelése utan. A P2rx7"" mintakban korabban kimutatott csokkenés még
fennall ebben az idépontban is, bar kissé mérsékelddott. A génkiiitott egereknél tovabbra
sincsen kulonbség a kontroll és sokkolt csoportok kozott, habéar az alapérték itt mar
0sszhangban van a vad tipust kontroll értékkel. A tanult tehetetlenség hatasa még mindig
szignifikansan kilénbozik a két genotipusban[F(1,7)=7,2509, p<0,05]. *p<0,05 n=5

Ezt kdvetéen a PSD95 fehérje mennyiségi valtozasat analizaltuk, azonban ezt a szinaptikus
markert nem befolyasolta a tanult tehetetlenség kialakulasa, egyik vizsgalati idépontban
esem tapasztaltunk eltérést, és a genotipusok kdzott sem volt killonbség (22-23. abra).
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22. dbra. PSD95 posztszinaptikus marker mennyisége a hippokampuszban 6 éraval a
tanult tehetetlenség tesztelése utan. Az elkereriilhetetlen sokkolds nem befolyasolta a
PSD95 fehérje mennyiségét egyik genotipusnal sem [F(1,13)=0,3285, p=0,567]. n=5
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23. abra. PSD95 posztszinaptikus marker mennyisége a hippokampuszban 24 éraval a
tanult tehetetlenség tesztelése utan. Késébbi idépontban sem jelentkezett valtozas a
PSD95 fehérje hippokampélis mennyiségében [F(1,4)=0,0503, p=0,833]. n=5

5.1.6. Tanult tehetetlenség hatasa az NR2B/GIuN2B glutamat receptor alegységre

Munkacsoportunk korabbi kisérlete soran genotipusos killénbséget talalt az NR2B/GIuN2B
ionotrop receptor alegység mennyiségében®. Immunhisztokémiai jeléléssel nagyobb
receptor intenzitast tapasztaltunk a naiv P2rx7” egerek hippokampuszéban a P2rx7** naiv
allatokhoz képest. Mivel a glutamaterg transzmisszié zavart szenved depresszié soran,
érdemesnek tartottuk a tanult tehetetlenség modellben is megvizsgalni az NR2B/GIuN2B
expresszidjat. Eredményeink azonban arra utalnak, hogy ennek a glutamaterg receptor
alegységnek nincs szerepe a tehetetlen allapot kialakulasdban, mivel nem tapasztaltunk
valtozast a festés intenzitasaban a viselkedésteszteket kovetSen (24. abra). A P2rx7** és
P2rx7” kozétti genotipusos kiilonbséget azonban ismét kimutattuk, megerdsitve korabbi

eredmenyeinket.
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24. dbra. A tanult tehetetlenség nincsen hatassal az NR2B/GIuN2B NMDA receptor
alegység hippokampalis mennyiségére. Ugy tiinik, hogy a glutamaterg jelatvitel receptora
nem vesz részt a tanult tehetetlenség fenotipus létrejottében, mivel a kontroll értékekkel
megegyezett az immunjel6lés intenzitasa a sokkolast kdvetden. Azonban jol lathatdo a
genotipusok kozotti kilonbség [F(1,8)=29,5615, ###p<0,001], amit mar korabbi munkank
soran is tapasztaltunk. A nagyobb atnezeti kepek 20x-es nagyitason késziiltek és mérce 100
pum-t jelol, mellettiik a kiemelt részletek 60x-o0s nagyitasuak, 50 pm-es skalaval. n=3
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5.2. A P2X7 receptor kozremiikodése a MIA autizmus modellben

5.2.1. Viselkedésbeli valtozék

Az autizmus modellezésekor vizsgaltuk a szocidlis interakcié zavarat, repetitiv
tevekenységeket és a mozgaskoordinacid romlasat. A vad tipusu kontroll egereknél
megfigyelhetd volt a szocialis preferencia, mivel a mért id6 kozel 80%-aban a fajtarsat
szimatoltdk az Ures ketrec helyett (25/a. abra). A vemhesség alatt poli(l:C)-vel kezelt
P2rx7*"* néstények utddainal viszont azt tapasztaltuk, hogy ennél szignifikansan kevesebb
id6t toltenek a fajtars kozelében, és sokkal tobbet foglalkoznak az (res ketrec
feltérképezésével. A P2rx7™ egerek szocilis viselkedésében nem talaltunk kiilonbséget. A
masodik viselkedésteszt soran az allatok repetitiv tisztalkodasat figyeltik meg (25/d. abra).

+/+

A poli(l:C) kezelés hatéséra a P2rx7™" egerek szignifikansan hosszab ideig tisztalkodtak a
10 perces teszt alatt a sooldattal kezelt csoporthoz képest. Hasonlo eredményt kaptunk a
masik repetitiv viselkedésforma, az Uveggolyo asas vizsgalatakor is (25/c. abra). A vad
tipust allatok tobb (veggolyot temettek be a poli(I:C) kezelét kovetden, mig a P2rx7
génkiutott tarsaiknal nem volt jelents kilonbség a kezelési csoportok kozott. A rotarod
teszttel az allatok mozgéskoordinaciojat mértiik fel. A vemhesség soran kapott poli(l:C)

+/+

jelentés zavart okozott a mozgaskoordindcioban a P2rx7™" egereknél, azonban a P2rx7"

genotipusra nem volt hatassal ebben a tesztben sem (25/b. abra).
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25. abra. Viselkedési valtozok a MIA autizmus modellben. A) Els6ként az egerek
szocialis interakcigjat vizsgaltuk, a szines oszlopok a fajtarssal toltott 1dot, a fehér az tires
ketrecet jeloli. A poli(l:C) kezelés szocialis deficitet valtott ki a P2rx7*'* allatoknal, sokkal
kevesebb 1dot toltottek az ismeretlen egér szimatolasaval, mint a sokezelt tarsaik. A P2rx7
hianyos egereknél eleve alacsonyabb volt a szocialis preferencia mértéke, viszont az nem
valtozott az anyai immunaktivaciot kovetden. B) A poli(I:C) hatéssal volt a vad tipusu
egerek mozgaskoordinacibjara, azonban a génkiltdtt allatoknal nem jelentkezett a leromlas.
Szignifikansan megnétt a repetitiv viselkedésformak el6fordulasi gyakorisaga is, a C) panel
mutatja a tisztalkodas fokozodasat, a D) pedig az elasott (veggolydk magasabb szamat
P2rx7*™* egereknél. P2rx7” genotipusi allatoknal nem alakult ki egyik autisztikus
magatartds sem az immunaktivaciot kovetéen. Esetenként megfigyelheté az alapértékek
kozotti  genotipusos eltérés, mely a génkiiités kovetkeztében fellépd kompenzacios
folyamatok miatt alakulhatott ki. Az adatok statisztikai Gsszehasonlitdsakor szignifikéans
genotipus X kezelés hatast talaltunk a szociabilitas [F(1,39)=12,044, ##p<0,01], a rotarod
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[F(1,28)=5,433, #p<0,05], és a repetitiv tisztalkodasos tesztben [F(1,38)=5,1135, #p<0,05].
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 n=5-16

Az alap lokoméciot a varakozasoknak megfeleléen nem befolyasolta a poli(I:C) kezelés, és

a két genotipus kdzott sem talaltunk killonbséget a nyilt tér feltérképezésében (26. abra).

5000+

Megtett tavolsag (cm)

26. abra. Nyilt térben megtett tavolsag Osszehasonlitasa. A MIA modell nem volt
hatassal az egerek felfedez6 magatartasara egyik genotipusban sem [F(1,16)=0,07870,
p=0,78318]. n=4-6

5.2.2. Kisagyi Purkinje sejtek

Miutan elvégeztik a viselkedésteszteket, csoportonként 3-3 Allatot felhasznaltunk a
Purkinje sejtek immunhisztokémiai elemzéséhez. A calbindinnel jel6lt Purkinje sejteket
megszamoltuk a VII. lebenyben, majd meghataroztuk a lebeny iv hosszat, és az eredményt
sejt/mm-ként adtuk meg. A poli(l:C)vel kezelt utodokndl szignifikdns mértéki sejtkiesést
tapasztaltunk a kontroll csoportban mért sejtstirtiséghez képest (27. abra). Hasonloképpen a
P2rx7" egereknél is megfigyeltiink a poli(I:C) kezelést kovetd sejtszam csokkenést, de

+/+

kisebb mértékii volt a kiilonbség, mint a P2rx7""" genotipusnal.
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27. abra. Purkinje sejtek kvantitativ valtozasa. A kisagyi Purkinje sejtek strlisége
lecsokkent a VIl-es lebenyben poli(l:C) kezelt anyak utddaiban. A vad tipusu egereknél
sokkal kifejezettebb volt a sejtvesztés, de a P2rx7” allatok Purkinje sejt szaméban is
talaltunk kildnbséget az immunaktivacidt kovetdéen. A reprezentativ képek 20x-0S
nagyitassal készlltek, a skala 100 um. A genotipus X kezelés interakcioja szignifikansnak
bizonyult [F(1,10)=5,162, #p<0,05]. *p<0,05 ***p<0,001 n=3-4

5.2.3. Szinaptoszoma preparatumok

Az agyi szinapszisok integritdsat szinaptoszOma preparatumokon vizsgaltuk. Az
elektronmikroszkopos  felvételeken  Gsszesitettik az  ép, normal  morfoldgiaju
szinaptoszémakat, és hozzajuk hasonlitva meghataroztuk a karosodott szinaptoszémak
aranyéat. Ez az érték a kontroll vad tipusu &llatoknal kdzel 20% volt, mig a poli(l:C)-vel
kezelt egereknél kozel egyenld aranyban talaltunk normal és karosodott szinaptoszomakat
(28. abra). Erdekes, hogy a P2rx7” csoportoknal hasonld mértékben voltak sériilt

szinaptoszomak, mint ép szerkezetiiek, fiiggetleniil az anyai kezeléstol.
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28. abra. Kéarosodott szinaptoszémak aranya egész agy preparatumokbol szarmazé
frakcidban. P2rx7*""" egereknél a poli(I:C) kezelés jelentdsen megnévelte az abnormalis
szerkezetii szinaptoszomak aranyat. A P2rx7" egerekben eleve magasabb aranyban voltak
jelen kérosodott szinaptoszomak, azonban az anyai immunaktivacié nem valtoztatott az
értékeken. A poli(l:C) hatasa eltért a két genotipusban [F(1,18)=8,9839, ##p<0,01]. A
reprezentativ elektronmikroszkopos képek 30000x nagyitason késziiltek, a mérce 500 nm.
***p<0,001 n=4-8

5.2.4. Anyai és embrionalis citokinek

A prenatalis immunaktivaciot kovetden megfigyelhetjiik kiillonboz6é gyulladaskeltd
citokinek felszaporodasat. Elvégeztiink egy multiplex citokin esszét az IL-1a, IL-1R, IL-6,
IL-10, KC és TNFa citokinek kvantitativ elemzéséhez. Az eredeti kisérleti felallas
annyiban modosult, hogy 2 oraval a s6 vagy poli(I:C) injekciot kdvetden terminaltuk a
vemhes allatokat a mintagyiijtéshez. A mérés soran nem csak az anyai vérben kerestiink

valtozast, hanem az embriondlis agyszdvetet is vizsgaltuk.

A vad tipust A&llatoknal az anyai vérplazméban (29. &bra) az IL-la szignifikansan
emelkedett a poli(l:C) kezelés hatasara. Hasonloképpen a KC szintjeben is kimutattunk
szignifikans novekedest az immunaktivacio soran. A poli(I:C) beadasat kovetéen az 1L-6

robusztus, tobb szazszoros indukciojat tapasztaltuk a vérplazmaban. Az IL-1pB, IL-10 és
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TNFa mennyiségében nem tortént jelents valtozas egyik csoportban sem, valamennyi

érték a detekcids limit kozelében volt.

A P2rx7" egereknél szintén lathaté volt szignifikans poli(l:C) indukélta 1L-6 aktivacio,
azonban a vad tipusnal mert értékhez képest kisebb mértékii volt a ndvekedés (29. abra).

Emellett még a KC mennyiségében mutattunk ki emelkedést az immunaktivaciot kovetden.

P2rx7+/+ SAL
® P2rx7+/+ PIC

1000 rﬂﬂﬁ ® P2rx7-/- SAL
900 g

- P2rx7-/- PIC

= 800 ®

‘N~ 700 r.l

@ £ 600 ®| sn

E S 150 1 (i,

< 2 s 2

:g ~ 100 af_*-f ® @ *x*

ci
o 8
I

—_—— ——

IL-1a IL-1B IL-6 IL-10 KC TNF-a

29. abra. A vérplazmaban indukalodott citokinek. Vad tipusu allatok esetében IL-1a., IL-
6 és KC is emelkedett a poli(I:C) injekciot kovetéen. Ezek koziil az IL-6 szintje
robosztusan megnott. A génkiiitott egereknél is tapasztaltuk az IL-6 és a KC indukcidjat, de
a kapott koncentraci6 értékek elmaradtak a P2rx7*"* anydkban mérttdl. A tobbi vizsgalt
citokint nem sikerult kimutatni a vérplazma mintakban. Az y tengely két részre osztott az
adatok szemléletesebb prezentéldsa érdekében. A statisztikai elemzést logaritmikusan
transzformalt adatokon végeztilk, a grafikonon az eredeti adatokat mutatjuk be. A genotipus
X kezelés interakcioja szignifikansnak adodott az IL-1a [F(1,8)=20,965, ##p<0,01], az IL-6
[F(1,8)=92,09, ###p<0,0001] és a KC [F(1,8)=104,9, ###p<0,001] esetében is. **p<0,01
***p<0,001 n=3

Az anyai vérplazmahoz hasonl6an a magzati agyban (30. abra) is indukalddott az IL-6 és a
KC a poli(l:C) injekcio hatésara, ezekben a mintdkban azonban sokkal kisebb mértéki
emelkedéseket kaptunk. A masik kilonbség, hogy az aktivacio kizardlag a vad tipusu

embriok agyaban volt megfigyelhetd.
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30. abra. Citokinek mennyisége az embriék agyaban. A MIA hatasa a P2rx7*"* utédok
agyaban is kimutathaté volt, az IL-6 és a KC mennyisége is fokozddott, a vérmintakhoz
képest azonban alacsonyabb értékeket mértink. Az IL-1a, IL-1B és TNF-a mennyisége a
detekcids limit kdzelében mozgott, az IL-10 esetében a mért tartalmak kdzott nem volt
jelentds kiilonbség. A statisztikai elemzést logaritmikusan transzformalt adatokon végeztik,
a grafikonon az eredeti adatokat mutatjuk be. Az IL-6 mennyiségi valtozasa szignifikans
genotipus X kezelés hatast mutatott [F(1,21)=11,415, ##p<0,01]. ***p<0,001 n=6

5.2.5. Nukleotid és monoamin tartalmak vizsgalata

+/+

A citokin mérésekkel egyidében a P2rx7™"" vermintak és embriondlis agysz6vet nukleotid
és monoamin tartalmatat is meghataroztuk HPLC analizissel. A vizsgalat kimutatta, hogy

poli(l:C) hatasara megnd az ATP és ADP mennyisége az anyai vérplazmaban (31. &bra).
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31. é&bra. Anyai vérplazma nukleotid tartalma. Meghataroztuk a nukleotidok
mennyiségét a poli(I:C) injekcidt kdvetden, és szignifikans emelkedést mértiink az ATP és
ADP koncentracidjaban. Az AMP és adenozin mennyisége nem valtozott. Az y tengely két
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részre osztott az adatok szemléletesebb prezentdlasa érdekében. Az adatokon Mann-
Whitney nem-parametrikus 6sszehasonlitast végeztiink. **p<0,01 n=5-6

Hasonloképpen az embrionalis agymintakban is fokozta az ATP mennyiségét az anyai
immunaktivécié, mikdzben az AMP szintjében szignifikans csokkenést tapasztaltunk (32.

abra).
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32. dbra. Nukleotidok mennyisége az embriok agyaban. Az ATP és AMP koncentracidja
megn6tt a poli(I:C) kezelés utan az embrionalis agymintdkban. Az ADP és adenozin
mennyiségére nem volt hatdssal a MIA. Az adatokon Mann-Whitney nem-parametrikus
Osszehasonlitast végeztink. ***p<0,001 n=21-31

A monoaminok kozul a noradrendalint, a dopamint, a szerotonint, illetve ezek metabolitjait
vizsgéltuk. Eredményeink alapjan a poli(l:C) injekcié nem befolydsolja a monoaminok
mennyiségét a vemhes ndstények vérében, nem talaltunk kiilonbséget a kontroll csoporthoz

képest (33. abra).
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33. abra. Monoaminok mennyisége az anyai vérplazmaban. Egyik analit vagy metabolit
koncentracioja sem valtozott a poli(I:C) injekcid utdn a vemhes ndstények vérében. NA:
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noradrenalin, DA: dopamin, DOPAC: dihidroxifenilecetsav, HIAA: hidroxi-indolecetsav,
5-HT: szerotonin, 5-HTP: 5-hidroxitriptofan. Az adatokon Mann-Whitney nem-
parametrikus 6sszehasonlitast végeztink. n=5-6

Ezzel ellentétben az embridk agyaban (34. dbra) minden vizsgalt monoamin és metabolit
szintjében valtozast tapasztaltunk. A noradrendalin, dopamin és szerotonin koncentraciok
mind szignifikdnsan magasabbak lettek az anyai immunrendszer aktivalasat kovetben,

mikdzben a metabolitjaik mennyisége lecsokkent.

1100+ ke
T B SAL

0 1 —
‘61000 mm PIC
O 9004

Q. 500+
~N

D 250\ T kkx

2004
— 150~ *kkk kkk *

NA DA DOPAC HIAA 5-HT 5-HTP HVA

34. abra. Embrié agyak monoamin tartalma. A noradrenalin, dopamin és szerotonin
mennyisége is szignifikansan megnétt a poli(I:C)-t kapott anyak utodainak agyaban, ezzel
egy id6ében a metabolitok mennyisége pedig lecsokkent. Az y tengely két részre osztott az
adatok szemléletesebb prezentéalasa erdekében. NA: noradrenalin, DA: dopamin, DOPAC:
dihidroxifenilecetsav, HIAA: hidroxi-indolecetsav, 5-HT: szerotonin, 5-HTP: 5-
hidroxitriptofan, HVA: homovanillinsav. Az adatokon Mann-Whitney nem-parametrikus
oOsszehasonlitast végeztink. *p<0,05 ***p<0,001 n=21-31

5.2.6. Embrionalis agykéreg fejlddési zavara

Az autizmus kialakulasaban fontos szerepet jatszik a prenatalis idegrendszer fejlédésében
bekovetkezd zavar. 48 oraval a poli(I:C) injekciot kovetéen megvizsgaltuk az embrionalis
rétegeket, és a TBR1 festés intenzitasaban poli(I:C) fiiggd kiilonbséget talaltunk (35. abra).
Mig a P2rx7*™ egereknél a fejlodod kortikalis lemezben a TBR1 mennyisége szignifikansan
lecsokkent, a P2rx7”" csoportoknal a kezeléstdl fiiggetleniil egyenletes intenzitast

tapasztaltunk.
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35. abra. Fejlédé agykéreg rétegzodése. Pirossal a SATB2 (felsé sejtréteg progenitor
sejtjeiben kifejez6dd marker), zolddel a TBR1 (kortikélis lemez projekcidés neuronjaira
specifikus marker), kékkel a sejtmagfestés lathatd. MZ: margindlis zona, CP: kortikalis
lemez, SP: lemez alatti réteg, SVZ: szubventrikularis z6na, VZ: ventrikularis zéna. A
felvételek 20x-0s nagyitason késziiltek, a skala 100 pm-t jelol. P2rx7*"* egerek esetében a
TBR1 immunfestés intenzitasa szignifikansan lecsdkkent a poli(l:C) hatasara, azonban a
P2rx7" egereknél nem okozott valtozast a kezelés [F(1,56)=16,578, ##tp<0,001].
**p<0,01 ***p<0,001 n=3

5.2.7. Prenatalis eldkezelés P2X7 antagonistaval

Az eddigi kisérleti felallasban bemutattuk, hogy a MIA modellben megfigyelhetd
viselkedésbeli és morfologiai jellemzok P2X7 receptor hianyos allatokban nem alakulnak
Ki. A kovetkezé kisérletsorozattal arra kerestiikk a valaszt, hogy ha az immunaktivaciot
megeldzben gatoljuk le a P2X7 receptor miikodését vad tipusu allatokban, akkor az kivédi-
e az autisztikus fenotipus megjelenését. A vemhes néstényeket P2X7  szelektiv
JNJ47965567 (JNJ) antagonistaval kezeltiik, egyszeri 30 mg/kg dozisban, 2 draval a
poli(I:C) injekciot megelézden. Ez az eldkezelés elegendd volt a poli(I:C) kezelés

hatadsanak blokkolasahoz. A viselkedéstesztekben nem alakult ki szocidlis deficit (36/a.
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abra), nem tapasztaltunk fokozott repetitiv viselkedést (36/c-d. abra), és az egerek
mozgéaskoordinacidja is zavartalan volt (36/b. &bra).
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36. abra. JNJ elokezelés kivédi a poli(1:C) hatasat a viselkedéstesztekben. A)
Kimutathatd volt a szocialis preferencia, B) a mozgaskoordinacié problémamentes volt, és
C-D) a repetitiv viselkedések sem voltak kifejezettek. Az elokezelés és a poli(I:C) hatas
interakcidja szignifikdns volt a szociabilitds [F(1,28)=15,4, ###p<0,001], a rotarod
[F(1,28)=10,245, ##p<0,01] és az iveggolyo asas [F(1,28)=27,917, ###p<0,001] tesztben
is. *p<0,05 ***p<0,001 n=8

Ha az anyakat az immunaktivalas el6tt JNJ antagonistaval kezeltiik, a poli(l:C) injekcio
nem tudta kifejteni hatasat az utédok kisagyi Purkinje sejtjeire sem (37. abra). A
vivoanyaggal el6kezel, majd poli(I:C)-t kapo ndstények utddainak Kisagyaban tovabbra is

megfigyelhet6 volt a Purkinje sejtvesztés.
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37. abra. A Kisagyi Purkinje sejtek szama nem valtozik az anyai P2X7 receptorok
blokkolasakor. JNJ elékezeléssel sikeriilt kivédeni a Purkinje sejtek pusztulasat a vad
tipust poli(I:C) kezelést kapott ndstények utdédaiban. A vivéanyag nem befolyasolta a MIA
hatasat, visszakaptuk az alacsonyabb sejt stiriséget. A kiilonb6z6 el6kezelés hatassal volt
az immunaktivalasra [F(1,45)=10,538, ##p<0,01]. A bemutatott képek 20x-0s nagyitason
készultek, a skala 100 pm. ***p<0,001 n=3

Az antagonista+poli(l:C) csoport szinaptoszdma preparatumaiban a normalis
szinaptoszémak aranya megmaradt a kontroll, captisol+sé kezelést kapott utédok mintaiban

tapasztaltaknak (38. abra).
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38. abra. Karosodott szinaptoszomak aranya JNJ elokezelés utan. A P2X7 receptor
szelektiv blokkolasakor a poli(l:C) injekcionak alig volt hatadsa a szinaptoszoméak
szerkezetére. A VEH+PIC kezelési csoportban visszakaptuk az els6 kisérletben kapott
magas aranyl karosodast, igy a kezelések interakcidja szignifikans volt [F(1,16)=61,075,
###p<0,00001]. Az elektronmikroszkopos felvételek 30000x nagyitason késziiltek, a mérce
500 nm. *p<0,05 ***p<0,001 n=3-8

Az utodokban kapott eredmények alapjan feltételeztik, hogy P2X7 antagonista
elokezeléssel megakadalyozhatd a poli(l:C) altal indukalt anyai immunaktivacio, és az azt
kovetd magzati fejlodési rendellenességek. Ezért a JNJ eldkezelést kovetden megismételtiik

a multiplex citokin mérést, és az embrionalis agykéreg immunhisztokémiai vizsgalatat.

Az anyai vérplazméban (39. &bra) IL-1a és IL-1B indukciot nem tapasztaltunk, a mért
értékek a detekcids limit kdzelében maradtak. A poli(I:C) hataséara erdteljesen aktivalt IL-6
sokkal alacsonyabb mértékben indukalodott, ha JNJ-vel elokezeltiik a ndstényeket. Ezen
Kivil az IL-10 és a TNF-o emelkedését kivédte a megel6z6 antagonista kezelés, egyediil a
KC esetében tapasztaltunk szignifikans mennyiségbeli novekedést mind a

vivéanyag+poli(l:C), mind a INJ+poli(1:C) kezelési csoportoknal.
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39. bra. JNJ elokezelés hatasa a vérplazma citokin tartalmara vad tipusu allatokban.
A VEH-PIC kezelési csoportban jelentésen indukalodott az IL-6, IL-10, a KC és a TNF-a
az el6z6 kisérletben tapasztaltakhoz hasonléan. Ha szelektiven blokkoltuk a P2X7
receptorokat, a poli(l:C) injekcidénak csokkent az immunmediatorokra kifejtett hatasa,
kizarolag az IL-6 és a KC esetében tapasztaltunk tovabbra is szignifikansan magasabb
citokin koncentraciot. Ezek az értékek hasonloak a P2rx7 hianyos allatokban mértekhez. Az
y tengely két részre osztott az adatok szemléletesebb prezentélasa érdekében. A statisztikai
elemzést logaritmikusan transzformalt adatokon végeztik, a grafikonon az eredeti adatokat
mutatjuk be. *p<0,05 **p<0,01 n=3-4

A magzati agyban (40. abra) az alapkisérletekhez hasonléan a vivéanyag+poli(I:C)
csoportokban indukalodott az 1L-6 és a KC, azonban ezt a szignifikans emelkedést csak a
KC esetében sikeriilt teljes mértékben megelézni a JNJ adasaval, az IL-6 szintjében a

szignifikanciat még elérd valtozast talaltunk az elokezelést kovetden is.
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40. &bra. Citokinek mennyisége az embriondlis agyban JNJ elokezelést kovetoen. A
poli(l:C) injekcio utdn megnovekedett az IL-6 és a KC koncentracitja az embriok agyaban
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is, azonban a JNJ el6kezelés, hasonldan a genetikai blokkolashoz, kivédte ezt a hatast [IL-6
F(1,14)=37,98, ##p<0,00001; KC F(1,14)=17,126, ##p<0,01]. A statisztikai elemzést
logaritmikusan transzformalt adatokon végeztiik, a grafikonon az eredeti adatokat mutatjuk
be. A tobbi vizsgalt citokin mennyiségében nem tapasztaltunk valtozést. *p<0,05
***p<0,001 n=4-5

Ebben a kisérleti felallasban is megvizsgaltuk a magzati agyban a kortikalis markerek
kifejez0dését. Az antagonista elokezelés kivédte a poli(IC) okozta fejlddési zavarokat, nem
talaltunk kulonbséget a kortikalis lemez TBR1 jel6lésében (41. abra). Ekozben a
vivoanyaggal elOkezelt allatoknal visszakaptuk a poli(I:C) hatasara fellépé6 TBRI1

csokkenést.
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41. &bra. P2X7 receptor farmakologiai blokkolasa kivédi a poli(1:C) hatasat fejlodo
agykéregben. A receptor genetikai gatlasakor bemutatott véd6 hatas szelektiv antagonista
kezeléssel is elérhetd, nem csokkent a TBR1 jelolt progenitor sejtek mennyisége a kérgi
lemezben a JNJ-PIC kezelést kapott néstények utddaiban. Pirossal a SATB2 (fels6 sejtréteg
progenitor sejtjeiben kifejez6d6é marker), zolddel a TBR1 (kortikélis lemez projekcios
neuronjaira specifikus marker), kékkel a sejtmagfestes lathatd. MZ: marginalis zéna, CP:
kortikalis lemez, SP: lemez alatti réteg, SVZ: szubventrikularis zona, VZ: ventrikularis
zOna. A felvételek 20x-os nagyitason késziltek, a skala 100 pum-t jeldl. A két kezelés
interakcidja szignifikansnak bizonyult [F(1,56)=17,348, ###p<0,001]. ***p<0,001 n=3
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5.2.8. Posztnatalis utddkezelés P2X7 antagonistaval

A poli(l:C) injekciot megeldz6 antagonista kezeléssel a MIA modellben eldidézett Gsszes
valtozast ki tudtuk védeni. A megel6zés azonban nem mindig lehetséges, ezért legalabb
olyan fontos, hogy az utdédok kezelésével is megsziinjenek a rendellenességek. Kiprobaltuk
a P2X7 receptor posztnatélis farmakologiai gatlasat az anyai immunaktivaciot kovetéen. A
feln6tt egerek egyszeri JINJ47965567 injekciot kaptak a szociabilitas tesztet megel6z6en,
majd ezutan alavetettik 6ket az Osszes vizsgalatnak. Erdekes modon az elSkezelésekhez
hasonl6 eredményeket kaptunk minden Kkisérletben. Megfigyelheté volt a szocialis
preferencia (42/a. é4bra), a kontrollal megegyez6 ideig tisztalkodtak (42/c. &bra),
ugyanannyi Uveggolyét temettek be az alomba (42/d. &bra), és nem tapasztaltunk
egyensulybeli problémakat sem (42/b. abra).
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42. abra. Egyszeri JNJ kezelés hatasa felnétt utodok viselkedésére. Az antagonista
adaséaval sikeresen visszafordithatoak voltak a poli(I:C) kezelésbdl fakado autisztikus
eltérések, A) mind a szociabilitas vizsgalatakor B) mind a rotarod tesztben és C-D) a
repetitiv viselkedesek esetében is. A kezelések interakcidja szignifikdns volt a szocidlis
preferencia [F(1,27=5,4312, #p<0,05], a rotarod [F(1,28)=15,517, ###p<0,001], és a
repetitiv tisztalkodas [F(1,28)=7,0950, #p<0,05] esetén. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
n=6-17

A legérdekesebb eredményt a kisagyi Purkinje sejtek vizsgalatakor kaptuk, mivel a

poli(I:C) altal kivaltott sejtszam csokkenés a késébbi JNJ kezelés hatasara normalizalddott
(43. abra).
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43. abra. JNJ kezelés normalizélja a kisagyi Purkinje sejtek szamat felnott egerekben.
P2rx7*"* utddokban egyszeri antagonista blokkolassal visszaall a Purkinje sejtek
mennyisége a sO kontrollban mért allapotra. A reprezentativ képek 20x-0s nagyitason
késziltek, a sk&la 100 um. Anyai és utod kezelés interakcidja szignifikansnak bizonyult
[F(1,45)=12,710, ###p<0,001]. ***p<0,001 n=3

Végul szinaptoszdma preparatumokat is keszitettiink, és azt tapasztaltuk, hogy az utddok
JNJ kezelését kovetben nem emelkedett meg a poli(I:C) hatdsdra a karosodott

szinaptoszémak aranya (44. abra).
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44, dbra. Utdédok antagonista kezelésekor mért abnormalis szinaptoszomak aranya.
JNJ injekcié utan egyforma mértékben taldltunk karosodott szinaptoszomékat a s6 vagy
poli(I:C) kezelést kapott ndstények utddaiban, vagyis egyszeri antagonista adasaval

“sez

injekcié utan tovabbra is magasabb szdzalékban talaltunk karosodott szinaptoszOmakat a
PIC anyai kezelés esetében. Tehat az utddok kezelése kiilonbozéen hatott az anyai
immunaktivéciora [F(1,13)=13,24, ##p<0,01]. Elektronmikroszkopos képek 30000x
nagyitason készultek, a mérce 500 nm. ***p<0,001 n=4-5

5.3. SZV558 protektiv hatasa rotenon-indukalta in vitro Parkinson modellben

Patkany szubsztancia nigrat tartalmazo szoveti blokkban sejtpusztulast indukaltunk in vitro
rotenon kezeléssel. JoOl lathatéan a dopaminerg sejtek mintegy 40%-a eltiint a rotenon
hatadsara (45/b. abra). A sejtpusztulas kivedéséhez rasagilinnel, illetve egy uGjonnan
szintetizalt MAO-B géatldé hatast vegyilettel, az SZV558-cal kezeltiik az agymintakat a
rotenonos inkubalast kovetéen. A rasagilin kezelés nem volt hatasos a kisérletben, a tirozin-
hidroxilaz pozitiv sejtek nagy mértékben karosodtak (45/d. abra). Azonban az SZV558
vegyulet teljesen kivédte a rotenon hatasat, a kontroll csoporthoz képest egyaltalan nem

alakult ki sejtpusztulas (45/e. abra).
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45, dbra. Tirozinhidroxilaz pozitiv sejtek a szubsztancia nigraban. Reprezentativ képek
az egyes kezelési csoportok szubsztancia nigrajarol, 20x-os nagyitason. A mérce 100 um-t
jelol. A nyilak tirozinhidroxilaz pozitiv neuronokat mutatnak. A) Kontroll mintak
neuronjaihoz képest B) jelentds sejtpusztulas l1athatd rotenon kezelést kovetden, mely hatas
C) rotenon + H202 adasakor is megmaradt, bar mérséklodott. D) Jelenleg MAO-B
gatloként alkalmazott rasagilin adasaval nem sikeriilt megel6zni a sejtvesztést, azonban a
szintén MAO-B géatlé SZV558 vegyllet E) sikeresen Kivédte a rotenon toxikus hatasat, a
kontroll allapothoz F) hasonld6 mennyiségben volt jelen a tirozin-hidroxilaz antitest a
dopaminerg neuronokban. **p<0,01 ***p<0,001 n=4-5
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6. Megbeszélés

Kutatdcsoportunk évek oOta tanulményozza a purinerg jelatvitel, és azon belll a P2X7
receptor valtozatos szerepét. Legujabb eredményeinkkel dsszefliggést talaltunk a receptor
aktiv miikodése, valamint egyes kozponti idegrendszert érinté betegségek kialakuldsa
kozott. Els6ként a depresszid elismert allatmodelljében, a tanult tehetetlenség kivaltasaval

+/+

vizsgaltuk a P2rx7** és P2rx7™ egerek viselkedési és morfoldgiai valtozasait. Kovetkezo
Kisérletsorozatunkban az anyai immunaktivacios modellel az autizmus spektrumzavarhoz
hasonlo allapotot idéztiink eld vad tipust és génkiiitott egerekben, és a P2X7 receptor
antagonista kezelés hatasat vizsgaltuk a jellemz6 tiinetekre. Dolgozatom harmadik részében
nem purinokkal kapcsolatos kisérleteket végeztem. Immunhisztokémiai 6sszehasonlitassal
igazoltuk egy 0j heteroarilalkenil-propargilamin vegyilet protektiv hatasat a Parkinson-kor

in vitro rotenonos allatmodelljében.

6.1. Depresszio modell

A depresszid az utobbi évtizedek egyre jelentdsebb pszichiatriai problémaja, a betegséget
kivalté hattérmechanizmusokat mégsem ismerjuk pontosan, és a terapiaban alkalmazott
gyogyszerek sem nyujtanak segitséget mindenkinek. A depresszid monoamin-elmélete
régota ismert, tobbnyire a jelenleg elérheté kezelések is a noradrenalin és a szerotonin
rendszerek zavart mitkodését probaljak helyreallitani. Mivel a mostani antidepresszansok
nem jelentenek tokéletes megoldast, hatékonysaguk nem kielégitd és sokszor
mellékhatasuk sem elhanyagolhatd, szamos kutatas célja U] gyogyszercélpontok
megtalalasa. Kiilonb6z6 vizsgalatok soran felmeriilt a gyulladast kelt6 citokinek (IL-1R, IL-
6, TNF-0)">>™*" a BDNF™®, a CREB és a dinorfin™>*'®°, de még az omega-3 zsirsavak'®*,

162163 asetleges szerepe is a betegségben, illetve major depresszidban

valamint a melatonin
szenvedd pacienseknél megfigyelheték neuroplaszticitasbeli véaltozasok az agykéregben’
és a hippokampuszban is’’. A depresszi6 kialakulésanak hétterében valosziniileg ezeknek a
kilonfele utvonalak az Osszetett hatasa allhat. Az utobbi évtizedben a purinerg P2X7

receptort is intenziven tanulményozzak preklinikai depresszié modellekben3*3"88.164-166
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Dolgozatomban a P2rx7 hidnyos egerek antidepresszans-fenotipusat tébb modszerrel is
megerdsitettilk. Kiilonboz6 allatkisérletes modellekben bemutattak mar ezt a fenotipust,
illetve P2X7 antagonista adasaval is reprodukaltak a receptor blokkolaséanak védé hatasat™
3 'melyet most a tanult tehetetlenség modellben is igazolni tudtunk. A viselkedés mellett
vizsgaltuk a modellben jelentkez6 hippokampalis szinaptikus plaszticitas-beli valtozasokat.
P2rx7*"* egerekben a tanult tehetetlenséget kovetden alacsonyabb tiiskeszinapszis stirliséget
talaltunk a gyrus dentatusban, megerésitve a korabbi irodalmi eredményeket®®. Ebben a

Ve

véltozasokat, bar utobbi régié kevésbé volt érzékeny a stresszre. Erdekes eredmény, hogy a

+/+

naiv P2rx7"" egereknél mért tlskeszinapszishoz képest nem csak a sokkolt egerekben
talaltunk csokkenést, hanem kisebb mértékben a kontroll egereknél is. Ez betudhaté a
stressznek, amit a tanult tehetetlenség tesztelése okozott, hiszen ez a kontroll allatoknal is
sokkolassal tortént. Hajszan és munkatarsai®® nem irnak a naiv 4llatokban meglévé
tiiskeszinapszis allapotokrdl, ezért nem vethetOk Ossze az altalunk kapott naiv adatok
irodalmi eredményekkel. A tiiskeszinapszisok mennyisége egy jol mérhetd valtozo, amivel
igazolni lehet a depresszios allapot fennallasat. Az azonban egyelére még nem eldontott
kérdés, hogy ezek az elvaltozasok eredményezik a dendrittiiskék csokkend szamat, vagy
éppen a tlskék pusztulasa a kivaltd ok. Megvizsgaltuk a szemcsesejtek kvantitativ
kulonbségeit is, mivel az &ltalunk vizsgalt dendrittiiskék ezeknek a sejteknek a proximalis
dendritjein talalhatok. Azonban ugy tlinik, hogy a tanult tehetetlenség modell nem volt

hatassal a szemcsesejtekre, a tiiskeszinapszisok alacsonyabb siiriisége nem sejtpusztulas

kovetkeztében jelentkezett.

= sz

kovetden. A mi eredményeinkhez hasonléan kronikus stressz modellben alacsony P2rx7
immunjeldlést frtak le a hippokampuszban®®’, valamint egy mésik kutatdcsoport ugyanezt a
modellt vizsgélva emelkedett extracellularis ATP szintet mért in vivo az agyban®. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a depresszid-szerti allapot 1étrejottében szerepe lehet a purinerg

neurotranszmisszionak, azon beliil is a P2X7 receptornak. A mi kisérleteinkben a P2rx7”
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egerek ellendlltak a tanult tehetetlenségnek, ami szintén arra enged kovetkeztetni, hogy a
P2X7 receptor részt vesz az allapot kialakul&saban.

Fontos megjegyezni, hogy sokkal magasabb volt a sikertelen probak szama és menekdilési
latencia értékek a génkiltott kontroll egereknél a vad tipusd tarsaikhoz képest. Mas
kisérletekben is megfigyeltiik, hogy a P2rx7™ egereknél az alap kontroll értékek eltérnek a
P2rx7*"* kontroll csoportétol, ami nagy valdszinfiséggel a génkiiités kovetkeztében fellépd
kompenzaciés mechanizmusok miatt alakulhat ki. P2rx7” egereknél kiilonboz8 stessz-
modellekben megtalalhatdé ez a nagyobb mértékli rezisztencia a kiilsd stresszorokkal

3168 petefészkek eltéavolitasat kovetden™,

szemben, mint pl. restraint stressz modellben
vagy pszicholdgiai stressz soran®. Ez a védé fenotipus azonban nem jelent teljes
érzéketlenséget a stresszre, amit egy egyszeri kisérlettel tudtunk igazolni. A tanult
tehetetlenség tesztelésekor megemeltiik a sokkolds aramerdsségét 0,15 mA-r6l 0,2 mA-re,
ami ugyan 33%-0s novekedés, de még mindig nem okoz fajdalmat az allatnak. Mind a
P2rx7™" kontroll, mind a sokkolt csoportban azonnal reagaltak az aramiitésekre az allatok,
szinte minden probat aktiv menekuléssel zartak. A kisérlettel igazoltuk, hogy a P2rx7
hidnyadban nem alakul ki a tanult tehetetlenség, és az egerek képesek a stresszvalaszra.
P2rx7"" egereknél a tehetetlen allapot egyltt jart a tlskeszinapszisok eltiinésével,

kozvetlenil kifejezve a depresszid-szerii allapot negativ hatasat a szinaptikus plaszticitésra.

Ehhez kapcsoldédéan vizsgaltuk szinaptikus proteinek mennyiségi  valtozasat a
viselkedéstesztet kovetd 6. és 24. oraban, melyek szintjében csak a vad tipust egereknél
tapasztaltunk kulonbséget. A szinaptopodin fehérje jellemzéen az aktivan miik6do
principalis neuronok tiiskéin fordul eld, Iényeges szerepe van a tliskeapparatus
kialakulasaban'”, ezaltal a idegsejtek plasztikus atrendez6désében vesz részt'™. A
dendrittiiskék kiilonalldé kompartmentként funkcionalnak, a beérkezd serkentd informaciot
megsziirik és modulaljak, ezaltal védik a neuront a tulzott gerjesztést81®*®, A tanult
tehetetlenséget kivalté sokkolds zavart okozott a szinaptikus jelatvitelben, amit az aktiv
neuronok dendrittliskéire jellemz6 szinaptopodin fehérje lecsdkkent mennyisége is
alatamaszt. Mivel a P2rx7™" egerek rezisztensebbek a kiilso stresszorokra, a sokkolds nem

csak a viselkedésre nem volt hatassal, hanem az agyi morfoldgiaban sem okozott eltérést. A
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posztszinaptikus denzitasokban talalhato PSD95 fehérje sokkal altalanosabb elterjedési, a
tanult tehetetlenség modellben nem tapasztaltuk kvantitativ valtozasat.

A depresszid patogenezisét osszefuggésbe hoztdk a glutamaterg neurotranszmisszio

|49,172,173 174,175

zavaraval  betegekneé és  preklinikai ~ tanulmanyokban  egyarant

Munkacsoportunk korabbi publikacidiban ismertette, hogy a P2X7 receptor aktivacidja
glutamét Uriilést valt ki hippokampusz szeletekben, amit BDNF csokkenéshez vezet®'™®, és
ez a folyamat bizonyos NMDA alegységek blokkolasara érzékenyen reagal. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a P2X7 aktivacidé az NR2B/GIuN2B alegységeken keresztiil
szabalyozza a BDNF termel6dését a hippokampuszban, ami befolyasolja az idegsejtek
plaszticitasat, a neurogenezist’’ és a tiiskeszinapszisok sfirliségét®™. Az NR2B/GIuN2B
receptor alegységek részt vesznek a depresszios allapot kialakuldséban, ketaminnal
antidepresszéans hatast mutattak ki tobben is®*""'’®, Emellett ha a principalis neuronokbdl
hidnyzik a NR2B/GIUN2B alegység, az szintén antidepresszans fenotipushoz vezethet'’".
MRNS szinten, valamint immunfestéssel is kimutattuk, hogy a P2rx7” egerekben
magasabb az NR2B/GIuN2B alegység expresszidja’, és ezt az eredményt megerdsitettiik a
dolgozatomban bemutatott immunreakciéval®. Valosziniileg itt is a génkiiités miatt fellépé
kompenzacios mechanizmus allhat a génkidtott kontrolloknal kapott megndvekedett
expresszié mogott. A tanult tehetetlenség soran alkalmazott elkerulhetetlen aramiitések
azonban nem befolyasoltak az alegység mennyiségét a hippokampuszban, igy ez a modell
nem adott lehetGséget a glutamaterg neurotranszmisszié depresszidban betdltott szerepének

tovabbi vizsgalatara.

6.2. Autizmus modell

Autizmus spektrumzavarban az idegrendszer rendellenes fejlodésének kovetkeztében
kialakul6 allapotra jellemz6ek a kommunikécids €s szocialis problémak, valamint repetitiv
viselkedéselemek'™®. Maés betegségekhez hasonléan genetikai és kornyezeti tényezok
egylttesen valtjak ki az elvaltozasokat. Ikerkisérletek alapjan ugy tiinik, hogy az autizmus

180,181 570nban

genetikailag igen nagy mértékben determindlt neuropszichiatriai korkép
megjelenéset befolyasoljak pre- vagy perinatalis esemenyek, pl. kiemelt rizikoként emlitik

a terhesség alatti virusfertézést'®. Az anyai immunrendszer aktivaci6ja beindit szamos
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gyulladaskelt6 citokint, melyek kozvetve kihatnak a magzat fejlodésére. Emellett a
citokinek nem csak az immunrendszer aktivaloiként lehetnek jelen, hanem neurotrofikus
hatéassal is rendelkeznek'®*'®, Ha termelddésiik tulsagosan aktivalodik, az szintén karokat
okozhat a fejlédd idegrendszerben™. Jelenleg kevés lehetdség ismert a spektrumzavar
kezelésére, tobbnyire a viselkedési tlineteket probaljak enyhiteni pszichoszociélis fejleszt6
modszerekkel, sulyosabb  esetekben antipszichotikumok adasaval. A szociélis

sz

kutatasok is felismertek és alkalmaznak™'*%°

, valamint egy masik lehet6ség a béltraktus
mikrobiomjanak helyreallitdsa endogén baktériumok bevitelével, mellyel szintén jelent6s

javulés értek el egyes paciensek viselkedésében'®.

A P2X7 receptort és a hozza kapcsolédd downstream jelatviteli Utvonalakat mar szdmos
pszichiatriai betegséggel kapcsolatba hoztak. Dolgozatom elsé részében bemutattam miként
fiigghet Ossze a receptor aktiv miikodése a depresszid kialakuldsaval, amit nem csak
csoportunk adatai, hanem mas irodalmi publikéciok is alatdmasztanak. Szintén talalhatunk

eredményeket a skizofréniat®®>

illetéen, azonban a receptor autizmusban betoltott
szerepér6l még nincsenek tanulmanyok. Egérkisérletekben a Suramin nevii nem-szelektiv
P2 receptor antagonista pozitivan befolyasolta az utdd allatok autista-szeri

10191 Villetve ez a szer klinikai alkalmazéasban is igéretesnek tiint™”. Mivel a

fenotipusat
P2X7 receptor aktivacio autizmussal is kapcsolatba hozott citokinek (IL-1f, IL-6 és IL-18)
termel6dését regulalja, megalapozottnak tiint kutatasaink ilyen iranyd bovitése. Mint ahogy
emlitettem, a terhesség soran fellépd virusfertdzést is felelésnek tartjak a rendellenesen
fejlodo idegrendszer, majd az autisztikus allapot megjelenésében, ezert kutatisainkban az
anyai immunrendszer beinditasan alapulé allatmodellt alkalmaztunk. Vad tipust egerekben
poli(l:C) injekcidval indukaltuk vemhes egerek immunrendszerét, melyek utddain végzett
viselkedés- és morfolégiai vizsgalatokkal az irodalmi adatokkal megegyezéen™>%01%
autisztikus magatartasi valtozasokat és rendellenesen fejlédott idegrendszert mutattunk Ki.
Megjegyzendd, hogy hasonldé imunnaktivacion alapuld modszereket alkalmaznak a
skizofrénia modellezésében, mivel ez a pszichiatriai betegség is a fejlédd idegrendszer

zavara, melyben az IL-6 indukciénak fontos szerepet tulajdonitanak**,
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A Kisagy érintettségét az autizmus spektrumzavarban Klinikai vizsgalatokban is igazoltak.
Nemcsak a Purkinje sejtvesztést, hanem Kisebb térfogatot és csokkent arborizaciot is

198,199’ ami

kimutattak a pacienseknél*>*%’. Ekézben a kérgi teriileteken hiperplaziét irnak le
maga utdn vonja a neurondlis haldzatok zavarat, majd a rendellenes informécid
feldolgozast. Az immunaktivaciot kovetd abnormalis szerkezetli szinaptoszoma tlsuly
demonstralija az autizmusra jellemz8 felborult szinaptikus integritast’®. A
viselkedéstesztjeinkben kapott eredményeket okozhatja a serkentd és gatld rendszerek
kozotti egyenstly eltolédasa®®, vagy pl. a rotarod tesztben kimutatott mozgéaskoordinacios
problémak, és az ezt kisér6 Purkinje sejtpusztulas a Kisagyi-kortikalis palyak zavart

mitkodésével is kapcsolatban allhat.

P2rx7 génkiutott egereket is bevontunk a Kkisérletekbe, hogy bizonyitsuk a receptor
részvételét az autizmus modellben. A genkiutott egerekben egyik tesztben sem kaptunk

+/+

autisztikus tlineteket, ugyanakkor az alapértékek eltértek a P2rx7™" kontrollhoz képest a
szocialis preferencia tesztben, a Purkinje sejtek szamaban, illetve a karosodott
szinaptoszoméak aranyaban. Ezt a genotipus-beli kilonbség a genkiutés miatt hosszu tdvon
jelentkezé fejlédési mellékhatas lehet, mivel a kés6bb antagonista kezelések sordn nem
kaptuk ehhez hasonlé alapérték killonbséget. Hasonld eltérést P2rx7** és P2rx7”
kontrollok kozotti mas modellekben is tobben leirtak®**#812  Erdekes azonban, hogy
P2X4 hiadnyos egerekben az autista &allapothoz hasonlé szocidlis és szenzorimotoros
deficitet frtak 1e*%. Eredményeink alapjan gy tiinik, hogy a P2rx7" egerek “anti-autista”

fenotipussal is rendelkeznek, vagyis a receptor aktivacidja kozremiikodik az autisztikus

allapot viselkedési és morfologiai valtozasainak kialakulasaban.

Modelllinkben az anyai immunrendszer aktivalasa vezet autisztikus utédokhoz, ezért a
poli(I:C) altal indukalt citokinek szintjét megvizsgaltuk a vemhes ndstények
vérplazméajaban és az embriok agyaban multiplex citokin esszét alkalmazva. Erételjes 1L-6
emelkedést tapasztaltunk a vad tipusu ndstények vérében, mely hatds kevésbé volt
kifejezett a génkilitott allatoknal, illetve az antagonista el6kezelést kovetéen. Az IL-6
kulcsszerepet jatszhat a poli(I:C) indukélta P2X7 aktivaciot kovetd hatdsok medidlasaban,

mivel mar dnmagéban is képes kivaltani autista fenotipust az utédokban**?%, Nem tudjuk,
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hogy kdzvetlenil a placentén &t fejti ki hatéasat, vagy tovabbi citokinek bevonasaval®®, mint
pl. az IL-170%?%, Kiilénds, hogy a mérés soran nem mutattunk ki IL-1p indukciot, pedig
az NLRP3 inflammaszoma létrejéttéhez az IL-1B kozvetiti a P2X7 receptor aktivalo
hatasat. Elképzelhetd azonban, hogy a P2X7 aktivacid6 mégsem az IL-1B és NLRP3
utvonalon hozza létre az autista-szerii fenotipust. Ha csak az IL-1p-t gatoltdk egy
vemhesség sorén kivaltott gyulladdsos modellben, akkor az utédok koraszilottek lettek
karosodott idegrendszerrel, azonban a P2rx7 inhibiciéval mindez elkeriilhetd volt®®. Meg
kell itt emliteniink, hogy a gyulladasi citokinek szintjét 2 oraval a poli(l:C) beadasa utan
vizsgéltuk, és az IL-1B vagy tovabbi mediatorok aktivacidja ettdl eltéré idopontban
bekdvetkezhet.

A fejl6d6 idegrendszert vizsgalva tovabbi bizonyitékot kaptunk arra, hogy a P2X7 receptor
kozremikodik az autizmus patomechanizmusaban. A rendellenességre jellemz6 az
agykéreg fejlddésének zavara, melyet a neurondlis prekurzorok normalistol eltérd
mennyisége okozhat®’. Hasonl6 szerkezeti eltérést irtak le Down-kérban is?®. A fejl3dd
idegrendszert vizsgalva kimutattuk, hogy 48 oraval a poli(l:C) injekcio utan a kortikalis
lemezben lecsokkent a TBR1 sejtmarker intenzitasa P2rx7** embridkban. A TBR1
transzkripcids faktorként segiti a glutamaterg projekcios idegsejtek vandorlasat és ezaltal a
neuronalis halézatok kialakulésat®®. TBR1" egereknél autizmus-szerli viselkedést irtak

Ie210

, ezért elképzelhetd, hogy a modelliinkben kivaltott autisztikus fenotipushoz a TBR1
lecsokkent expressziGja vezetett. Génkiutott allatokban, illetve P2X7 antagonista
elokezelést kovetden az embriok agya normalisan fejlodott, a TBR1 jel6lt progenitorok
mennyisége nem valtozott az anyai immunaktivaciot kovetéen. A normal agyfejlédéshez
szlikséges SATB2 intenzitasat is vizsgaltuk, azonban ez a transzkripciés faktor nem

valtozott a MIA modellben.

Kisérleteink legérdekesebb Gj eredménye, hogy P2rx7*"* egerek JNJ47965567 kezelésével
az autista fenotipus kivédheto, illetve visszafordithatd volt, ezzel megerésitettiik az
antagonista P2X7 specifikus hatasat, valamint a P2X7 receptor kozremiikodését a

viselkedési és morfoldgiai valtozasokban. Erdemes volna tovabbi kutatasokkal feltarni ezt a
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P2X7 inhibicié.

6.3. Parkinson modell

A neurodegenerécids betegségek soran progressziv sejtpusztulds torténik az idegrendszer
bizonyos teriletein. Dolgozatomban a Parkinson-kor modelljével foglalkoztam, mely
korkepben a kézépagyi szubsztancia nigra régio dopaminerg sejtjei karosodnak és tiinnek
el, ami kezdetben féleg motoros, majd a betegség elérehaladasédval kognitiv funkcidk
leromlasaval jar egyutt. Kialakulasanak hatterében az agyban keletkezé gyulladast sejtik,
aminek kovetkeztében a mikroglia sejtek aktivalédnak és tovabbi mediatorokat
szabaditanak fel (IL-1 B, TNFa, ROS), tovabb stlyosbitva a gyulladasi folyamatot és
neurodegeneraciot. A mikroglia sejtek aktivaciojaban a P2X7 receptornak is fontos szerepe
Csoportunk P2X7 receptor hianyos egerekben tanulmanyozta az MPTP Altal indukalt
neurodegeneracids folyamatokat, azonban nem sikeriilt bizonyitani, hogy a receptor
blokkolasa kivédené a sejtek pusztulasat™. Frissebb publikaciok ennek ellent mondanak,
mivel szelektiv P2X7 receptor antagonista (BBG) kezeléssel sikerilt kivédeni a motoros

26,145

deficitet és memoriaproblémakat a Parkinson-kor allatmodelljeiben Negativ

eredményeink miatt azonban felfliggesztettik a P2X7 receptor és a Parkinson-kér
kisérleteket. A jelenleg alkalmazasban lev6 szerek a dopamin metabolizmust gatoljak, mint
pl. a MAO-B gatlé selegilin vagy rasagilin. llyen hatassal rendelkezik a dolgozatomban
bemutatott heteroarilalkenil-propargilamin vegyulet, az SZV558, emellett kiemelkedik
neuroprotektiv tulajdonsaga is. Hatékonysagat egy in vitro rotenon-indukalta Parkinson
modellben teszteltiik, melyben sikeresen kivédte a szubsztancia nigra dopaminerg sejtjeinek
elpusztuldsat. Raadasul a Kklinikumban hasznélt rasagilinhez képest szignifikansan
hatdsosabbnak bizonyult, hiszen a rasagilinnel kezelt mintakban sokkal kevesebb sejtet
lathattunk, mint az SZV558 alkalmazéasakor. Az in vitro neuroprotektiv hatas mellett
pozitivan befolyésolta a Parkinson-modellekben jellemzden vizsgalt viselkedési valtozokat

(nyilt ter feltérképezése, mozgaskoordinacid) in vivo MPTP kisérletekben, illetve a
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vegyiilet jelentdsen megemelte a stridtum dopamin tartalmat is*. Ezekkel a tesztekkel egy
Uj, hatékonyabb terapias lehetdségre hivtuk fol a figyelmet a Parkinson-kor kezelésében.
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7. Kbvetkeztetések

Kutatasaink soran harom koézponti idegrendszert érinté korkép allatmodelljén dolgoztam: a
depresszié tanult tehetetlenség modelljében, az autizmus MIA modelljében, és egy in vitro
rotenonos Parkinson modellben. Vizsgalatainkkal az els6 két kisérletsorban a purinerg
P2X7 receptor kozremiikodésére Kerestink bizonyitékokat, mig a Parkinson-kor
modelljében egy uj vegyiilet védd szerepére voltunk kivancsiak. Dolgozatomban
részletesen bemutattam a kiilonb6z6 témak eredményeit, melyeket a diszkusszio fejezetben
elhelyeztem a meglévé irodalmi adatok kozott. A kovetkez6 nehany pontban
Osszefoglaltam kisérleteinkkel igazolt 1j eredményeinket ¢és a beldlik fakado

kovetkeztetéseket:

1. Korébbi tanulményainkkal 6sszhangban egy komplex depresszi6 modellel is
demonstraltuk a P2rx7”" egerek antidepresszans fenotipusat. Vad tipust tarsaikkal
ellentétben a receptor hianyos allatoknal nem valtottak ki tanult tehetetlenséget a
kivédhetetlen &ramiitések. Enyhén magasabb intenzitdsi sokkoldssal a kapott
magasabb alapértékek eltiintek, tovabbra sem mutatva kuldnbséget a kontroll és
kezelt csoportok kozétt, vagyis a P2rx7” egerek valdban rezisztensebbek a
stresszre, de nem alakul ki bennilk a tanult tehetetlenség.

2. A tehetetlen allapot kivaltasa befolyasolta a P2rx7 mRNS expresszidjat. Ez a
kvantitativ valtozas arra utal, hogy a modell és receptor aktivacioja kapcsolatban all
egymassal.

3. A tanult tehetetlenséget kovetden megfigyelhetd a szinaptikus kapcsolatok
pusztuldsa, azonban a P2rx7 génkiltott egerek ellendliéak a hippokampalis
tlskeszinapszisok elvesztésével szemben. Fehérje szinten sem mutattunk Ki
valtozast a szinaptikus plaszticitasban, mivel nem taldltunk eltérést a
tskeszinapszisokra,  dendrittiskékre  specifikus  szinaptopodin ~ marker
mennyiségében. Ezzel tovabb erdsitettiik a P2X7 receptor aktivacio szerepét a
depresszids allapot és a jellegzetes tunetek kivaltasaban, valamint alatdmasztottuk a

tanult tehetetlenség modell tiskeszinapszis-specifikus hatasat.
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. Vizsgéltuk az egyik glutaméaterg receptor alegység érintettségét is a modellben,
azonban ugy tlinik, hogy a tanult tehetetlenség nincsen hatdssal az NR2B/GIuN2B
hippokampalis expresszidjara. A korabban kimutatott genotipusos kilonbseget,
miszerint a P2rx7 genkiltés kdvetkeztében magasabb a NR2B/GIUN2B intenzitasa
viszont sikerult visszakapni.

. Kisérleteinkkel bemutattuk, hogy a P2X7 receptor aktiv mitkddése sziikséges az
anyai  immunaktivacioval az utodokban  kivaltott autisztikus  tlnetek
megjelenésehez. Akar genetikai inhibicioval, vagy antagonista adasaval gatoltuk a
receptort, az utdédokban nem alakultak ki az autizmusra jellemz6 viselkedési
valtozok és morfologiai eltérések.

Poli(l:C) injekcio hatasara fokozodik a nukleotidok mennyisége az anyai vérben és
a magzatok agyaban egyarant, mely vegyuletek a purinerg neurotranszmisszio, igy a
P2X7 receptor aktivaciojahoz sziikséges endogén ligandok.

P2rx7" anyai vérben a vad tipus( &llatokban mérthez képest mérsékelt I1L-6 és KC
emelkedést tapasztaltunk, a magzati agyban pedig egyaltalan nem emelkedtek ezek
az immunmediatorok. Hasonl6 eredményt kaptunk a receptor farmakoldgiai
blokkolasakor is. P2X7 receptor miikodésének hianyaban nem torténik meg az
autisztikus fenotipus létrehozéaséért felel6snek tartott immunaktivacio.

. A génkiltés és JNJ injekcid is Kivédi a neurondlis progenitor marker TBR1
lecsokkenését a kortikalis lemezben, igy a magzati agykéreg fejlodése nem ter el
rendellenes irdnyba. Ennek hatterében az el6z6 pontban emlitett megfigyelés allhat,
miszerint a citokinek mennyisége nem ért el patologias mértéket, igy folytathattak
normal neurotrofikus hatasukat, nem befolyasolva az idegsejtek fejlodését.

In vitro modellezve a rotenon és oxidativ stressz hatasat a szubsztancia nigra
dopaminerg neuronjaira kimutattuk, hogy a sejtpusztulds nagy mértékben kivédhetd
egy Uj heteroarilalkenil-propargilamin vegyulet, a MAO-B géatlé hatadsi SZV558
adagolasaval. A szer hatékonyabbnak bizonyult a széles korben alkalmazott

rasagilinnél is, ezzel Gj terapias lehetdséget teremtve a Parkinson-kor kezelésében.
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8. Osszefoglalas

Dolgozatom alapjaul szolgalé kutatasainkat harom kozponti idegrendszert érintd
rendellenesség allatmodelljében végeztik: a depresszio tanult tehetetlenség modelljében, az
autizmus spektrumzavar anyai immunaktivalasos modelljében, és a Parkinson-kér

rotenonos in vitro modelljében. Utobbi kisérletsorban nem vizsgaltuk a P2X7 funkciojat.

Major depresszidban szenvedd betegeknél komplex funkcionalis és szerkezeti valtozasok
jelennek meg az agy kérgi és limbikus teruletein, mint pl. a szinaptikus plaszticitas zavara.
Az elmalt években szamos allatkisérletes eredmény igazolta, hogy a P2X7 receptor
genetikai és farmakoldgiai gatlasakor antidepresszans fenotipus alakul ki, de még nem
ismert a viselkedési valtozokhoz vezetd hattérmechanizmus. Munkank soran a tanult
tehetetlenség depresszid modellben vizsgaltuk a tlskeszinapszisok plaszticitasat egerek
gyrus dentatusdban, valamint a P2rx7 génkilités kovetkeztében kialakulo eltéréseket.
Kimutattuk, hogy a P2rx7™ egerek ellenalinak a tanult tehetetlenség kialakulésanak és az

azt kovetd szinaptikus leromlasnak.

A terhesség soran fellépd immunaktivaciot komoly rizikétényezoként emlitik az agykéreg
fejlodésével, és igy az autizmus spektrumzavar kialakuldsdval kapcsolatban. A P2X7
receptor  aktivacidja kozremiikodik gyulladdsi  folyamatok beinditasdban, az
immunmediatorok termelddésében. A vemhesség kritikus iddszakdban adott poli(I:C)
injekcioval kivaltottuk a rendellenességhez vezeté immunstatuszt, majd vizsgaltuk a
viselkedeési és morfoldgiai valtozasokat az utddokban. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az
anyai immunaktivacio autisztikus fenotipushoz vezet, azonban a jellemz6 viselkedés-beli és
morfologiai eltérések kivédhetdek, tovabba visszafordithatdak a P2rx7 gén kiutésével vagy

P2X7 szelektiv antagonista adasaval.

A P2X7 aktivacidnak szerepe lehet neurodegeneracios korképekben is, mivel a receptor
kozremiikddik neuroinflammacidhoz, illetve sejtpusztulashoz vezeté folyamatokban

egyarant. Azonban az irodalmi adatok ellentmondasosak a receptor funkciojat illetéen.

= sz

egy MAO-B inhibitor hatast Gj heteroarilalkenil-propargilamin vegyiletet vizsgaltunk in
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vitro Parkinson modellben, és eredmeényeink alapjan elmondhatd, hogy az SZV558
adasaval teljes mértékben elkeriilhetd a rotenon indukélta sejtpusztulds a szubsztancia
nigraban.

Kiserleteinkkel alatdmasztottuk a P2X7 receptor aktivaciojanak jelent6ségét kiilonb6zé
betegségek kialakulasdban. A tanult tehetetlenség depresszid modellben és az anyai
immunaktivacids autizmus modellben szerzett eredményeink arra utalnak, hogy a receptor
potencialis gyogyszerfejlesztési célpont lehet ezekben a rendellenességekben. Ezenkivil
bemutattunk egy purinoktol fuggetlen 1j, hatékonyabb terapias lehetdséget Parkinson-kor

allatmodelljében.
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9. Summary

Purinergic signalling, mainly P2X7 receptor activation has been connected to many CNS
diseases in the last decades. We carried out animal studies of major depressive disorder,
autism spectrum disorder and an in vitro experiment of Parkinson’s disease to investigate
the pathomechanism of these conditions. The function of P2X7 receptor was investigated in

the first two models alone.

Major depression is a complex psychiatric illness characterized by functional and structural
abnormalities of cortical and limbic brain areas, including disruption of synaptic plasticity.
Recent studies highlighted that both genetic and pharmacological inhibition of the
purinergic P2X7 receptor leads to antidepressant-like phenotype in animal experiments,
however, the influence of P2rx7 on depression-related structural changes is unclear. We
explored how genetic deletion of P2rx7 affects depressive-like behaviour and spine
synapse density in the dentate gyrus using the learned helplessness mouse model of
depression. We demonstrated that unlike wild-type animals, P2rx7”" mice are resistant to
helpless behaviour and consecutive synaptic disturbances (e.g. spine synapse loss,

synaptopodin decrease).

Maternal immune activation is a principal environmental risk factor contributing to autism
spectrum disorder, which compromises fetal brain development at critical periods of
pregnancy. P2X7 receptor activation is essential in inflammatory processes. At first, we
evoked autism-like phenotype in offspring of dams subjected to immune activation during
pregnancy, then we investigated the function of P2X7 receptors in this model. We report
that P2rx7 deficiency or antagonism alleviated and even reversed autistic behavioural and
morphological alterations in poly(l:C) induced MIA model.

Via neuroinflammatory actions, P2X7 receptors may have a role in Parkinsons’ disease as
well, although the existing data is contradictory regarding its function. Currently MAO
inhibitors are widely used in the therapy of the disease. We showed a potent protective
effect of a novel heteroarylalkenyl propargylamin compound in an in vitro rotenon induced

Parkinson modell, supported by in vivo results as well.
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In conclusion, our findings suggest the endogenous activation of P2X7 receptor is
substantial in the learned helplessness model of depression and in the MIA model of
autism; therefore the receptor is potential therapeutic target for the prevention and treatment
of these CNS diseases. Further studies of Parkinson’s disease are necessary to explore the
function of P2X7 receptor in the neurodegenerative processes. Nonetheless we
demonstrated a new therapeutic possibility in the treatment of disease independent of the

purines.
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Maternal and offspring P2X7 receptors drive poly(l:C) induced autism-like behavior in
mice (2018)

* Megosztott els6 szerzdség
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Vizsgélt valtozo abra Kezelési Atlag n
csoport +
SEM
Sikertelen menekiilések szama 13. WT CTRL 5,21+0,96 23
WT IES 15,69+1,429 27
KO CTRL 14,48+1,87 27
KO IES 12,70+1,77 27
Menekdilési latencia 14, WT CTRL 12,0040,37 23
WT IES 9,33+0,35 27
KO CTRL 11,51+0,48 27
KO IES 10,72+0,50 27
Sikertelen menekiilések szama 15. | WT CTRL 0.15 4,3341,83 6
(emelt aramerGsség) WT IES 0.15 13,50+3,11 6
WT CTRL 0.2 1,42+1,42 7
WT IES 0.2 4,00+1,87 7
KO CTRL 0.15 12,37+2,30 8
KO IES 0.15 13,12+4,00 8
KO CTRL 0.2 0,50+0,26 8
KO IES 0.2 1,25+0,41 8
Menekdilési latencia 16. | WT CTRL 0.15 8,51+0,60 6
(emelt dramerdsség) WT IES 0.15 11,52+0,58 6
WT CTRL 0.2 7,01+0,68 7
WT IES 0.2 8,61+0,76 7
KO CTRL 0.15 11,21+0,59 8
KO IES 0.15 10,41+1,20 8
KO CTRL 0.2 6,94+0,23 8
KO IES 0.2 8,25+0,54 8
Tiiskeszinapszis stirliség 17. WT naiv 1,03+0,01 4
KO naiv 0,83+0,02 4
WT CTRL 0,68+0,01 3
WT IES 0,50+0,00 3
KO CTRL 0,80+0,00 3
KO IES 0,82+0,01 3
Szemcsesejtek szama 18. WT naiv 8,47+0,22 3
KO naiv 8,38+0,22 3
WT CTRL 8,44+0,29 3
WT IES 8,43+0,4 3
KO CTRL 8,42+0,17 3
KO IES 8,35+0,25 3
P2rx7 mRNS 19. WT CTRL 1 4
WT IES 0,85+0,01 4
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WT CTRL 1 4

WT IES 1,07+0,04 4

Szinaptopodin (6 6ra) 20. WT CTRL 1 5
WT IES 0,48+0,06 5

KO CTRL 0,59+0,09 5

KO IES 0,603+0,06 5

Szinaptopodin (24 6ra) 21. WT CTRL 1 5
WT IES 0,84+0,107 5

KO CTRL 0,94+0,75 5

KO IES 1,019+0,12 5

PSD95 (6 6ra) 22. WT CTRL 1 5
WT IES 0,97+0,024 5

KO CTRL 0,79+0,16 5

KO IES 0,88+0,19 5

PSD95 (24 éra) 23. WT CTRL 1 5
WT IES 1,06+0,28 5

KO CTRL 1,00+0,11 5

KO IES 1,06+0,28 5

NR2B/GIuN2B 24, WT CTRL 661.94+29.21 3
WT IES 594.16+90.73 3

KO CTRL 1041,03+130,32 3

KO IES 1150,96+59,65 3

Szociabilitds WT-KO 25a. WT SAL 80,85+3,53 9
WT PIC 57,93+3.99 16

KO SAL 57,77+2,01 8

KO PIC 61,47+2.97 10

Rotarod WT-KO 25h. WT SAL 134,75+9,4 5
WT PIC 106,23+8,93 8

KO SAL 103,63+4,72 8

KO PIC 113,26+8,79 10

Repetitiv tisztdlkodas WT-KO 25c. WT SAL 74,4+15,71 8
WT PIC 137,76+19,7 16

KO SAL 118,72+13,39 8

KO PIC 94,63+15,17 10

Uveggoly6 asas WT-KO 25d. WT SAL 11,56+1,34 9
WT PIC 14,75+0,45 16

KO SAL 8,00+0,92 8

KO PIC 10,2+0,59 10

Nyilt tér WT-KO 26. WT SAL 2911+320 6
WT PIC 2787+210 4

KO SAL 35641951 4

KO PIC 3666+313 6

Purkinje sejtek WT-KO 27. WT SAL 31,76+0,57 4
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WT PIC 20,89+0,55 4
KO SAL 22,51+0,64 3
KO PIC 17,08+0,75 3
Szinaptoszomak WT-KO 28. WT SAL 20,81+2,24 8
WT PIC 47,22+6,33 5
KO SAL 51, 373,98 4
KO PIC 48,75%5,25 5
IL-1a anyai vérben WT-KO 29. WT SAL 8,98+2,37 3
WT PIC 44,11+3,70 3
KO SAL 0 3
KO PIC 0,42+0,41 3
IL-1pB anyai vérben WT-KO WT SAL 0 3
WT PIC 0 3
KO SAL 0 3
KO PIC 0 3
IL-6 anyai vérben WT-KO WT SAL 57,73+24,04 3
WT PIC 699,27+59,09 3
KO SAL 0 3
KO PIC 56,65+11,32 3
IL-10 anyai vérben WT-KO WT SAL 0 3
WT PIC 0 3
KO SAL 0 3
KO PIC 0 3
KC anyai vérben WT-KO WT SAL 18,72+5,09 3
WT PIC 65,47+16,03 3
KO SAL 0,11+0,10 3
KO PIC 52,13+£12,52 3
TNFa anyai vérben WT-KO WT SAL 0 3
WT PIC 0 3
KO SAL 0 3
KO PIC 0 3
IL-1o embrio agyban WT-KO 30. WT SAL 0 6
WT PIC 0,00+0,00 6
KO SAL 0,20+0,14 6
KO PIC 0 6
IL-1B embri6 agyban WT-KO WT SAL 0,09+0,07 6
WT PIC 0,23+0,11 6
KO SAL 0 6
KO PIC 0,28+0,13 6
IL-6 embrié agyban WT-KO WT SAL 0,68+0,34 6
WT PIC 3,18+0,39 6
KO SAL 1,18+0,12 6
KO PIC 1,20+0,65 6
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IL-10 embri6 agyban WT-KO WT SAL 1,52+1,51 6
WT PIC 1,25+0,88 6
KO SAL 1,76x0,24 6
KO PIC 0,23+0,22 6
KC embri6 agyban WT-KO WT SAL 0,46+0,23 6
WT PIC 2,17+0,25 6
KO SAL 0,11+0,06 6
KO PIC 0,69+0,40 6
TNF-0 embri6 agyban WT-KO WT SAL 0 6
WT PIC 0 6
KO SAL 0 6
KO PIC 0 6
ATP anyai vérben 31. WT SAL 116,40+11,56 5
WT PIC 401,84+46,00 6
ADP anyai vérben WT SAL 549,52+52,00 5
WT PIC 1142,15+135,79 6
AMP anyai vérben WT SAL 3679,79+603,69 5
WT PIC 5355,67+633,69 6
Adenozin anyai vérben WT SAL 769,35+486,47 5
WT PIC 907,20+329,43 6
ATP 32. WT SAL 140,86+13,77 5)
WT PIC 523,98+52,07 6
ADP WT SAL 276,76+21,56 5)
WT PIC 227,93+32,12 6
AMP WT SAL 141,85+8,53 5
WT PIC 49,77%6,03 6
Aden WT SAL 39,48+1,66 5
WT PIC 40,60+3,79 6
NA anyai vérben 33. WT SAL 697,44+42,11 31
WT PIC 1041,07+284,38 21
5HIA anyai vérben WT SAL 1600,71+76,39 31
WT PIC 2216,43+322,69 21
S5HTP anyai vérben WT SAL 11218+461,99 31
WT PIC 10922+322,69 21
DOPAC anyai vérben WT SAL 2052,66+171,10 31
WT PIC 2378,24+269,29 21
DA anyai vérben WT SAL 76,49+20,38 31
WT PIC 190,14+150,16 21
5HT anyai vérben WT SAL 1913,68+578,75 31
WT PIC 5887,7+2003,17 21
HVA embri6 agyban 34. WT SAL 16,00+1,27 31
WT PIC 12,07+0,85 21
NA embrio agyban WT SAL 9,08+0,58 31
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WT PIC 32,93+2,89 21

5HIA embrié agyban WT SAL 629,18+31,38 31
WT PIC 152,84+10,70 21

S5HTP embri6 agyban WT SAL 163,55+7,79 31
WT PIC 103,36+8,10 21

DOPAC embri6 agyban WT SAL 87,79+3,22 31
WT PIC 24,63+2,98 21

DA embri6 agyban WT SAL 16,88+1,59 31
WT PIC 33,86+1,96 21

5HT embri6 agyban WT SAL 117,54+10,32 31
WT PIC 229,99+22 86 21

TBR1 intenzitds WT-KO 35. WT SAL 10,7845,97 3
WT PIC 7,45+2,63 3

KO SAL 9,12+3,57 3

KO PIC 9,33+3,08 3

Szociabilitas anyai JNJ 36a. VEH SAL 71,59+5,62 8
VEH PIC 54,61+1,28 8

JNJ SAL 58,03+1,39 8

JNJ PIC 66,01+2,28 8

Rotarod anyai JNJ 36b. VEH SAL 110,47+6,25 8
VEH PIC 86,75+5,36 8

JNJ SAL 111,63+4,20 8

JNJ PIC 134,40+6,27 8

Repetitiv tisztalkodas anyai JNJ 36¢. VEH SAL 62,93+13,88 8
VEH PIC 127,68+25,49 8

JNJ SAL 37,66+14,63 8

JNJ PIC 52,38+10,56 8

Uveggolyo asas anyai JNJ 36d. VEH SAL 5,5+1,26 8
VEH PIC 12,87+0,76 8

JNJ SAL 9,37+0,67 8

JNJ PIC 6,50+1,05 8

Purkinje sejtek anyai JNJ 37. VEH SAL 24,38+0,94 3
VEH PIC 16,60+0,88 3

JNJ SAL 27,30+1,19 3

JNJ PIC 27,19+1,07 3

Szinaptoszomak anyai JNJ 38. VEH SAL 15,47+3,82 3
VEH PIC 61,88+1,93 8

JNJ SAL 26,28+2,87 4

JNJ PIC 33,79+1,39 5

IL-10 anyai vérben anyai JNJ 39. VEH SAL 13,81+8,32 4
VEH PIC 13,93+8,21 3

JNJ SAL 19,70+6,68 4

JNJ PIC 2,68+2,68 3
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IL-1p anyai vérben anyai JNJ VEH SAL 14,72+12,10 4
VEH PIC 6,35+3,62 3
JNJ SAL 2,61+0,51 4
JNJ PIC 5,14+321 3
IL-6 anyai vérben anyai JNJ VEH SAL 6,16+3,16 4
VEH PIC 345,02+222,36 3
JNJ SAL 0,62+0,36 4
JNJ PIC 102,62+58,24 3
IL-10 anyai vérben anyai JNJ VEH SAL 18,37+18,37 4
VEH PIC 107,92+92,58 3
JNJ SAL 0 4
JNJ PIC 7,07+4,42 3
KC anyai vérben anyai JNJ VEH SAL 8,65+3,32 4
VEH PIC 82,34+13,60 3
JNJ SAL 4,24+1,20 4
JNJ PIC 42,61+19,14 3
TNF-a anyai vérben anyai JNJ VEH SAL 8,01+8,01 4
VEH PIC 47,61+32,30 3
JNJ SAL 0 4
JNJ PIC 17,75+10,08 3
IL-1o embri6 agyban anyai JNJ 40. VEH SAL 0,87+0,97 5
VEH PIC 0 5
JNJ SAL 0 4
JNJ PIC 0 4
IL-1B embri6 agyban anyai JNJ VEH SAL 1,23+0,87 5
VEH PIC 1,26+0,53 5
JNJ SAL 0,71+0,29 4
JNJ PIC 0,63+0,43 4
IL-6 embrid agyban anyai JNJ VEH SAL 0,35+0,35 5
VEH PIC 25,4144 45 5
JNJ SAL 0,21+0,10 4
JNJ PIC 1,85+0,65 4
IL-10 embri6 agyban anyai JNJ VEH SAL 1,88+2,11 5
VEH PIC 1,29+1,44 5
JNJ SAL 1,15+1,15 4
JNJ PIC 0 4
KC embrié agyban anyai JNJ VEH SAL 2,83+0,24 5
VEH PIC 7,05+1,18 5
JNJ SAL 2,44+0,47 4
JNJ PIC 1,71+0,30 4
TNFo embrid agyban anyai JNJ VEH SAL 1,19+41,33 5
VEH PIC 0,56+0,63 5
JNJ SAL 0 4
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JNJ PIC 0 4

TBR1 intenzitas anyai JNJ 41. VEH SAL 11,04+2,26 3
VEH PIC 7,71£2,35 3

JNJ SAL 10,81+5,08 3

JNJ PIC 10,96+4,53 3

Szociabilitas utod JNJ 42a. SAL VEH 65,85+3,55 8
PIC VEH 48,44+6,41 6

SAL JNJ 59,76+3,76 6

PIC JNJ 66,20+5,02 11

Rotarod utod JNJ 42h. SAL VEH 120,94+46,3 8
PIC VEH 66,02+5,73 6

SAL JNJ 128,79+7,84 6

PIC JNJ 136,12+10,74 11

Repetitiv tisztdlkodas utod JNJ 42c. SAL VEH 74,80+9,56 8
PIC VEH 118,26+15,28 9

SAL JNJ 83,87+15,34 8

PIC JNJ 54,906+11,91 7

Uveggoly6 asés utod INJ 42d. SAL VEH 8,31+0,92 16
PIC VEH 12,30+0,97 13
SAL JNJ 7,64+1,06 14

PIC JNJ 8,82+0,93 17

Purkinje sejtek utod JNJ 43. SAL VEH 23,41+0,85 3
PIC VEH 18,62+1,04 3

SAL JNJ 23,00+0,69 3

PIC JNJ 25,92+0,50 3

Szinaptoszomak utdd JNJ 44, SAL VEH 23,05+1,41 5
PIC VEH 39,28+2,28 4

SAL JNJ 31,73+3,44 4

PIC JNJ 29,43+3,03 4

Tirozinhidroxilaz pozitiv sejtek 45, kontroll 154,29+12,65 5
rotenon 91,55+8,36 5

rot+H,0, 130,54+13,70 4

rasagilin 102,2745,72 4

SZV558 167,15+£15,12 4
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