A P2XT7 receptor részvétele a kdzponti idegrendszer
megbetegedéseinek allatmodelljeben

Doktori tézisek

Otrokocsi Lilla

Semmelweis Egyetem

Szentagothai Janos ldegtudomanyi Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezetd: Dr. Kittel Agnes D.Sc. tudomanyos tanacsadé
Hivatalos biralok: Dr. Roman Viktor Ph.D. csoportvezetd
Dr. Timar Jalia Ph.D. egyetemi docens
Szigorlati bizottsag elnéke: Dr. Harsing La&szl6 D.Sc. tudomanyos tanacsado
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Miklya Ildik6 Ph.D. egyetemi docens

Dr. Tarnawa Istvan Ph.D., csoportvezetd

Budapest

2018



1. Bevezetés

Az ATP altal kozvetitett purinerg jelatvitel alapvetd fontossagh a sejtek kozotti
kommunikéacidban. Patologias folyamatokban vagy sériilés hatdsara megemelkedik az ATP
koncentracidja az extracellularis térben, ami aktivalja a purin receptorok mitkodését. Az
ionotrop P2X7 receptor immunsejteken, neuronokon, asztrocitakon és mikroglia sejteken
egyarant megtalalhat6. Jellemz6 tulajdonsaga, hogy kizardlag magas ATP koncentracio
hozza mikddésbe, és intenziv aktivaciot kdvetden nagyobb méretli molekulakat is ateresztd
porussa alakul at. Els6dleges funkcidja, hogy gyulladasi mediatorokat szabadit fel, ezzel
kozremtikddik a sejtes immunvalasz beinditasaban, emellett aktivacidjakor névekszik a
reaktiv oxigenformak, és pro-apoptotikus gének mennyisége, igy a receptor hozzajarul a
sejtpusztulashoz, neurodegeneraciohoz is. Fontos szerepet jatszik més jelatviteli utvonalak
modulélaséban, mivel aktivalasakor Ca** aramlik a sejtbe, amit glutamét, majd GABA
urtlés kovethet. Mindezen folyamatok kapcsan a P2X7 mikodését szamos kdzponti
idegrendszert érinté megbetegedés patogenezisével kapcsolatba hoztak, mint pl. az
Alzheimer- és Parkinson-kér, a depresszio, bipoléris zavar, epilepszia, migrén és
skizofrénia. Ezek kozll disszertaciomban a depresszié tanult tehetetlenség modelljével
foglalkoztam. Az autizmus spektrumzavart illetden még nem vizsgaltdk a P2X7 receptor
funkciojat, ezért kisérleteink soran arra is vélaszt kerestiink, hogyan reagalnak a P2rx77
egerek az autizmus anyai immunaktivaciés modelljében. A Parkinson-koér in vitro
modelljében nem purinreceptorokkal kapcsolatos kisérletet végeztiink, hanem egy 0j MAO-
B gatl6 hatéanyagot teszteltink a rotenon-indukalta sejtpusztulassal szemben. A major
depresszid a népesség jelentds hanyadat érinté kedélybetegség, ami levertséggel,
faradtsaggal, ingerlékenységgel, a motivacié hianyaval, tehetetlenség érzésével,
alvaszavarokkal, sulyprobléméakkal jelentkezik. Ezek a tlinetek hossz( tavon kihatnak a
beteg normalis életvitelelére, ezzel az egyént érintd pszichés problémak mellett a
depresszié igen komoly tarsadalmi és gazdasagi teher. A kezelése soran alkalmazott
gyogyszerek tobbsége a monoamin neurotranszmisszidban bekovetkezé zavarokat allitja
helyre, azonban heteket kell varni a pozitiv hatdsok megjelenéséig, illetve a paciensek nagy
részénél egyaltalan nem kovetkezik be javulds. Az autizmus spektrumzavar héatterében

genetikai faktorok, pre- és perinatalis események €s kornyezeti tényezok interakciojat



feltételezik, ami az idegrendszer rendellenes fejlodéséhez vezet. Jelenleg kevés sikeres
terapias lehet6ség ismert, tobbnyire a Vviselkedési tilineteket probaljak enyhiteni
pszichoszocidlis fejleszté modszerekkel, sulyosabb esetekben antipszichotikumok adasaval.
A Parkinson-kor progressziv neurodegeneracioval jaro kronikus betegség, melyre jellemzé
a dopaminerg rendszer csokkent mikddése, ami motoros tlinetekhez (bradikinézia,
nyugalmi tremor, izom rigiditas) vezet, majd idovel mas transzmitter rendszereket is érint a
neurodegeneracio, ¢és megkezdddik a paciensek kognitiv leromldsa. Terapiajaként a
dopamin mennyiségét novelik a szervezetben, amit a metabolizmus gatlasaval vagy
prekurzorok adésaval érnek el. Mindharom emlitett idegrendszeri megbetegedés kezelése
elégtelen a jelenlegi forméajaban, ezért kulondsen fontos az Uj gyogyszercélpontok

azonositasa.
2. Célkitizések

Két komplex allatkisérletben, a depresszid tanult tehetetlenség modelljében és az autizmus
anyai immunaktivaciéos modelljében vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a P2X7 receptor
aktivacidja és inhibicidja a betegségek kialakulasat, valamint egy in vitro Parkinson-
modellben végeztiink dsszehasonlitd morfoldgiai elemzést egy Uj MAO-B géatlo vegyilet

alkalmazasat kovetden

I. A P2X7 receptor szerepének feltarasa a depresszié tanult tehetetlenség modelljében
tapasztalhat6 magatartasi és idegrendszeri valtozasokban.
Mivel sajat kisérleteink és mas csoportok eredményei is igazoltak, hogy a P2X7 receptor
genetikai és farmakoldgiai gatlasa antidepresszans fenotipust hoz létre, tovabbi kisérleteket
végeztink a fenotipus hatterében all6 utvonal megismerésének érdekében. A kovetkezd
kérdésekre kerestik a valaszt:

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

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

receptor alegység) a tanult tehetetlenség modellben?



Il. A P2X7 receptor funkciojdnak vizsgélata az autizmus spektrumzavar anyai
immunaktivaciés modelljében megjelené viselkedési, morfolégiai és biokémiali
valtozasokban.
Egyre elfogadottabb a terhesség alatti immunaktivacié indukalta neurondlis fejlédési zavar
elmélete az autizmus spektrumzavar kialakulasaval kapcsolatban. Mivel a P2X7 receptor
kdzponti szerepet jatszik a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban, feltételeztiik, hogy akar
az autisztikus jellemzdk 1étrejottében is kozremiikodhet. Az alabbi kérdéseket vizsgaltuk:
e Hogyan hat az anyai immunaktivacié az utddok viselkedésére és az idegrendszeriik
felépitésére P2rx7” egerekben?
e Milyen biokémiai valtozasok kdvetik az anyai immunaktivaciot?
e Megel6zheté-e az immunaktivacié hatdsa a vemhes ndstények P2X7 szelektiv
antagonista eldkezelésével?

e Ha a feln6tt utodban 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 eredményeket mutatok be,
hanem egy Uj heteroarilalkenil-propargilamin vegyiilet, az SZV558 hatasat vizsgaltuk egy

in vitro rotenonos Parkinson modellben. Kisérletiink célja a kovetkezo volt:

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

Hatékonyabb a jelenleg alkalmazott rasagilinnél?

3. Médszerek

3.1 Kisérleti allatok
A depresszi6 modellben 8-12 hetes P2rx7”" C57/Bl6 hatterli egereken és ezek

kontrolljaként vad tipusi egereken végeztik vizsgalatainkat. Az autizmus modellhez
tenyész triokat hoztunk létre egy 8-12 hetes him és ketté, még nem szult 12-14 hetes

néstény Osszeparositasaval. A sziletendé him utédok 8-12 hetes kor kozott vettek részt



Kisérletekben. A viselkedésteszteket az MTA KOKI Viselkedésvizsgélati Egysegében
vegeztik 9-14 oOra kozott. A tanult tehetetlenség modellben az egerek egyesével voltak
elhelyezve a kisérlet el6tt egy héttel kezdédben. Az in vitro Parkinson modellhez 200-220
grammos him Wistar patkanyokat hasznaltunk az MTA KOKI sajat tenyészetébol. Minden
allatot allandé standard korilmények kdzott tartottunk az allattarté szobakban, 12-12 6éras
fény-sotét ciklusban, ahol megfelel6 mennyiségii és minéségii taplalék és viz folyamatosan
rendelkezésukre allt. A Kkisérleteinket az NIH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals szerint, az MTA KOKI Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak engedélyével
(PEI/001/773-6/2015, PEI/001/778-6/2015, 22.1/3671/003/2008) végeztik.

3.2 A depresszio allatmodellje

3.2.1. Tanult tehetetlenség

A tanult tehetetlenseg, angolul learned helplessness modell a depresszids allapot egyik
jellemz6 viselkedési elemét, a kilatastalan helyzetbe vald beletorodést veszi alapul. Az
allatkisérleteket igynevezett “shuttle box”-ban végeztiik, ami két térfélre osztott plexi fall
doboz, az elvalaszto falon egy szamitogéppel vezérelheté ajtoval, aljan fémracsokkal,
melyeken keresztil elektromos ingerlés lehetséges. A tanulédsi fazis sordn gyenge
aramitéseknek tessziik ki a kisérleti allatokat a zart térfélben, majd a teszteléskor az ajt6
kinyitasaval lehetdség nyilik a sokkolas elkertilésére. Ha kialakult a tehetetlen allapot, az
egerek nem képesek atmenekilni a sokk-mentes térfélre. A kontroll egerek a tanulas alatt
nem kaptak aramiitéseket a shuttle boxban, ezért teszteléskor azonnal menekilnek a
sokkolas hatasara. A teszteléskor 30 probat végeztiink, majd osszesitettik a sikertelen

menekiilések szamat és az atszaladasig eltelt 1dot.

3.2.2. Elektronmikroszopos sztereoldgiai analizis

A tanult tehetetlenség tesztelése utan 24 draval perfaziosan fixaltunk 3-3 egeret, majd a
kivett agyakbdl 100 um vastag koronalis metszeteket készitettiink a dorzalis hippokampusz
terjedelmében, és Ot-0t metszetet beagyaztunk az elektronmikroszkdpos munkahoz. Az
ozmium-tetroxidos (0,5%, 30 percig) és uranilacetatos (1%, 30 percig) utofixalast kovetden

felszallé alkohol sorban viztelenitettik a metszeteket, majd epoxi gyantdba agyazva



polimerizaltattuk 6ket. Apro szovet blokkokat vagtunk ki a gyrus dentatus molekularis
régiobol, minden metszeten azonos terlletrél (kett6t a fels6 karéjbol, kett6t az alsod
karéjbol), majd ultravékony sorozatmetszeteket, és elektronmikroszképos felvételeket
készitettiink bel6liik. Egymast koveté metszeteken végeztik a szamolast 12000x-es
nagyitdson, megjelélve az ujonnan megjelend, vagyis csak az egyik felvételen szerepld
tlskeszinapszisokat, ezaltal egyik szinapszist sem szamoltuk kétszer. A megbizhat6

eredmények érdekében a szamolast ketten, egymastol fliggetlendl is elvégeztik.

3.2.3. RT-PCR

+/+

A viselkedéstesztek utdn 6 és 24 oraval Kipreparaltuk P2rx7™" egerek hippokampuszat,
majd a mintakat felhasznalasig -80°C-os mélyhiitében tartottuk. Az RNS izolalast a gyartd
utasitasait kovetve végeztink az RNeasy Lipid Tissue Mini Kit felhasznélasaval. Az igy
kapott RNS mintak koncentracidjat és integritdsat a Lab-on-a-chip nanotechnoldgiai
platformon alapul6 Agilent 2100 Bioanalyzer készllék segitségevel, Agilent RNA 6000
Pico Kit-tel hataroztuk meg, szintén a gyartd protokollja szerint. 1 ug RNS-t tartalmazo
mintabol komplementer cDNS templatot szintetizaltunk AB GeneAmp PCR system 2700
késziilékkel, Tetro cDNA Synthesis Kit segitségével, random hexamer primer
felhasznalasaval. A RT-PCR reakciohoz a cDNS mintak koncentraciéjat Qubit ssDNA
Assay kit segitségével hataroztuk meg a leiras szerint, majd a megfeleld mennyiségli cDNS
templatot TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2X) No AmpErase® UNG és P2rx7
TagMan® Gene Expression Assay Mix (20X) hozzdadasaval amplifikéltuk. A P2rx7

expresszigjat a belso kontroll Gapdh génhez képest hataroztuk meg.

3.2.4. Western blot

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

+/+

kovettilk a tanult tehetetlenség modellben, P2rx7** és P2rx7™ egerek hippokampuszaban.
A tesztelés utan 6 vagy 24 oraval kivett hippokampuszokat 250 pl lizis pufferben
homogenizaltuk, majd centrifugaltuk, és a kapott felillszokat hasznaltuk fel. A mérés el6tt
BCA Protein Assay Kit-et hasznalva meghataroztuk az egyes mintak fehérjetartalmat. SDS-

PAGE maddszerrel 10%-0s gélben elvalasztottuk a fehérjeket, transzferaltuk PVDF



membranra, majd ezt a blot-ot inkubaltuk elészor blokkold oldatban, majd egy éjszakan at
az elsé antitestet tartalmazd oldatban. TBST-s mosés utdn a HPR-konjugalt méasodik
antitestekkel inkubaltunk 2 o6ran keresztiil szobahén, majd ismételt mosast kovetéen
eléhivtuk a megfelel6 immunreaktiv savokat kemilumineszcencia segitségével, melyeket

vegul ImageJ szoftverben kvantifikaltunk.

3.2.5. Hippokampalis szemcsesejtek vizsgélata

40 pm vastag koronalis metszeteken Hoechst 33342 sejtmagfestést végeztunk. A
hippokampalis szemcsesejtekr6l 20x-0s nagyitast képeket készitettink, majd egymaést
kovetd metszeteken Osszesitettiik a sejtmagok szamat. A szemcsesejtek sejtmagja

jellegzetes kerek alakjukrol konnyen felismerhetéek voltak.
3.2.6. NR2B/GIuN2B alegység kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalata

60 um vastag koronalis fixalt szeleteket permeabilizaltunk pepszines-sdsavas oldattal, hogy
az NR2B/GIuN2B antitest be tudjon jutni a szdvetbe. Pufferes mosas utan blokkoltuk a
nem-specifikus antigén kotOhelyeket, majd a szeleteket az elsé antitestet tartalmazd TBS
oldatban inkubaltuk 24 o¢ran keresztil 4°C-on. TBS-es mosast kovetéen masodlagos
fluoreszcens antitesttel inkubaltunk 2 oran at szobahémérsékleten, majd ismételt mosas
utdn targylemezre felhuztuk a metszeteket, és fényvédd médiummal fedtiik le Oket. A
hippokampuszrél 20x es 60x nagyitassal készitettink képeket, és a festés intenzitasat
ImageJ programmal kvantifikaltuk.

3.3. Az autizmus allatmodellje

3.3.1. Kisérleti elrendezés - az anyai immunrendszer aktivalasa

A terhesség soran bekdvetkezd magzati idegrendszer fejlédési rendellenességét az anyai
immunaktivaciés modellel hoztuk létre. A vemhesség meghatarozott napjain, az
embrionalis 12,5. és 17,5. napon a néstény egereket poli(l:C) injekcioval kezeltik
intraperitonedlisan, els6é alkalommal 3 mg/kg dozisban, masodjara 1,5 mg/kg dozisban. A
kontroll néstények fiziologias s6oldat injekciot kaptak. 8 hetes korban kezdtik elvégezni a

viselkedésteszteket a him utddokon, mindig a meghatarozott sorrendben (szocialis



preferencia, repetitiv tisztalkodas, Uiveggolyo asas, rotarod). A tesztek utén, az &llatok 80-90
napos koraban felaldoztuk ket tovabbi vizsgalatokra. Amikor az anyai vagy magzati
mintakra volt sziikségiink a vizsgalatokhoz, a vemhességet megszakitottuk a 12,5. vagy
14,5. napon a mintagyiijtéshez. A P2X7 receptor szelektiv gatlasa JNJ47965567 (JNJ)
adasaval tortént 30 mg/kg dozisban, 30%-os kaptizol oldatban oldva. Az anyai JNJ
elékezelés 2 oraval a poli(l:C) vagy so injekcidt megelézéen tortént. Az utdédkezeléskor az
allatok egyszeri 30 mg/kg JNJ vagy 30%-0s kaptizol injekciot kaptak a viselkedéstesztek
elsé napjan, a szocialis preferencia teszt elott 1 oraval. Az egereket véletlenszeriien

osztottuk be az egyes kezelési csoportokba.

3.3.2. Szocialis preferencia

A szocialis preferencia tesztet harom térfélb6l allé plexi aréndban végeztik el, melyben a
két oldalso térfelébe egy-egy ketrecet tettiink. Habituaciot kovetéen az egyik ilyen ketrecbe
egy ismeretlen fajtarsat helyeztlink, mig az ellenkez6 oldalon levé ketrecet iresen hagytuk.
A teszt sordn megmertik, hogy a teszt allat mennyi id6t t6lt az idegen fajtars
szimatolasaval, valamint az Ures ketrec koriil, és a kettd hanyadosaként adtuk meg a

szocidlis preferenciét.

3.3.3. Repetitiv tisztalkodés (self-grooming)

Az allatokat egyenként tiszta, iiveg megfigyel6kamraba helyeztik és viselkedésuket
videdkameraval rogzitettik 10 percen keresztill. A tesztet kovetden manualis elemzést
végeztiink, melyben két, egymast Kkizard cselekvést rogzitettlink: amikor az allat
tisztalkodik (grooming) eés amikor barmi mast csinal (non-grooming).

3.3.4. Uveggolyo asas (marble burying)

Szintén a repetitiv viselkedési formakhoz tartozik az Ulveggolydk eltemetése, melynek
vizsgalatdhoz Uveggolyokat tettiink a tiszta alom felszinére egyenletesen elosztva, majd
Ovatosan a ketrecbe helyeztiik az allatokat. 10 perc elteltével kivettik a kisérleti allatot és

megszamoltuk az elésott (legalabb 50%-ban befedett) tiveggolydkat.



3.3.5. Rotarod teszt

Az éllatok mozgéaskoordinécidjat és egyensulyérzékelését rotaroddal, vagyis fokozatosan
gyorsuld forgd rudakon teszteltiik. Az elsé két napon az egerek feladathoz szoktatasa,
tanitasa zajlott. Ilyenkor lassi fordulatszamon mozgd rudakon kellett fennmaradniuk
minimum 30 masodpercig. A tréninget egy nap egymas utan haromszor megismételtik,
amelyik &llat a masodik nap végére sem tudta megtartani a rddon az egyensulyat a
minimum ideig, azokat kizartuk a kisérletb6l. A harmadik és negyedik napon 4x5 percig
teszteltlik az allatok mozgaskoordinaciojat a fokozatosan gyorsuld forgd rudakon, az egyes
ismetlések kozott 45 perc szinettel. A leesési latencia értékeket masodperchen fejeztik ki,
és Osszesitettilk a 2 nap négy-négy ismétlését.

3.3.6. Explorécid nyilt térben (open field)

Négyzet alapl arénéban 10 percig vizsgaltuk az egerek alap lokomotoros viselkedését. A
Kisérleti allatokat a tér kozepére helyeztiik, és habituacié nélkil felvettik a mozgasukat,

majd megkaptuk az egér altal bejart Gt hosszat centiméterben kifejezve.

3.3.7. Kisagyi Purkinje sejtek kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalata

A viselkedéstesztek utan 3-3 allatot véletlenszeriien kivalasztottunk az immunfestéshez.
Perfuzidsan fixalt agymintdkbdl 50 pum vastag parasagittalis metszeteket készitettlink a
Kisagy vermisz teruletén. A blokkolast kdvetden a Purkinje sejteket specifikusan jel616
calbindin els6dleges antitesttel kezeltiik a mintékat 4 °C-on 24 dran keresztil, majd alapos
pufferes mosast kovetben masodlagos — fluoreszcens  antitesttel  inkubaltunk
szobahémérsékleten 2 oran at. Végil a metszeteket targylemezre felhuztuk, lefedtik a
fluoreszcens festést véd6 folyadékkal es fedélemezzel. 20x nagyitassal felvételt
készitettlink a kisagy V1. lebenyérdl, majd a jel6lt sejtmagokat megszdmoltuk és az ImageJ
programmal meghataroztuk a lebeny hosszéat, igy a Purkinje sejtek szaméat sejt/mm
egységben fejeztik Ki.



3.3.8. Szinaptoszéma preparatumok

Dekapitalast kovetéen egész agybol készitettuk a szinaptoszoma frakciot. A mintékat
szukréz oldatban homogenizaltuk, majd centrifugalast kovetbéen a feliiluszot tiszta
centrifugacs6be mértlk és Ujbol centrifugaltuk. Az igy nyert P2-es pelletet 45%-0s Percoll-
Krebs oldatba vettiik fel, majd ismét centrifugaltuk. Ezt kovetéen az oldat tetején képz6déd
szinaptoszémaban gazdag reteg alol egy fecskenddvel kiszivtuk a Percoll oldatot, és az igy
nyert szinaptoszéma frakciot még kétszer Krebs oldattal atmostuk, majd fixalé oldatot
mértink az Gledékre. A mintakat beagyaztuk elektronmikroszkopos vizsgalathoz (mint a
3.2.2. fejezetben), majd ultravékony metszeteket, és 20000x vagy 30000x nagyitason
felvételeket készitettiink beldlik. A szinaptoszomak szdmolasat manudlisan vegeztik, a

kezelési csoportokat csak az 6sszesités utan fedtik fel.

3.3.9. Magzati agykéreg fejlodeési zavara

48 oraval az els6 poli(1:C) kezelést kovetden az embridk agyat immerzidsan fixaltuk, majd
pufferes mosast kovetden krioprotektiv oldatba tettilk. Kriosztattal 20 pm vastag
metszeteket készitettlink, majd immunfestést végeztink rajtuk. Ehhez a rehidratélt
mintdkon 100 mM Na-citrattal feltartuk az antigén-kotéhelyeket 65 °C-on 30 percig, majd
blokkolast kovetden elsddleges antitestekkel (SATB2, TBR1) inkubéltuk a metszeteket 4
°C-on masnapig. Pufferes mosast kovetben a masodlagos antitestekkel és a sejtmag
jelolovel inkubaltuk a metszeteket 1 6ran at szobahdmérsékleten, végil haromszori mosas
utdn lefedtink a metszeteket fényvédé médiummal és fed6lemezzel, majd 20x-0S
nagyitason képeket készitettink a fejlodé agykéregr6l. A TBR1 festés intenzitasat a
kortikalis lemezben az ImageJ szoftver segitségével hasonlitottuk 0ssze az egyes kezelési
csoportok kozott.

3.3.10. Citokinek Multiplex bead array analizise

A vemhes ndstényeket a 12,5. napon torténd poli(I:C) vagy sé injekciot kdvetden 2 draval
izofurannal bealtattuk, majd vért vettiink t6liik 50 pl Na-citrat-ot tartalmazo fecskendokkel.
Ezt kdvetden az embriokat gyorsan kivettiik €s az agyat tartalmazo koponyarészt eppendorf

csovekben szarazjégre tettiik. Az anyai vermintakat centrifugaltuk, hogy felluszoként
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megkapjuk a vérplazmat. Az embriokbdl sza&rmazd agymintdkat protedz-inhibitort
tartalmazo lizis pufferben homogenizaltuk, centrifugaltuk, és a felllisz6 mintékat
hasznaltuk a citokinek mérésére. A gyulladasos mediatorok (IL-la, IL-1pB, IL-6, IL-10,
Cytometric Bead Array Kit hasznalataval tortént, a kapott adatokat pedig az FCAP Array
v5 Software segitségével analizltuk. Az egyes agymintak citokin koncentrcidit a mintak
fehérje-tartalméara vonatkoztatva adtuk meg, melyet BCA Protein Assay Kit hasznéalataval

allapitottunk meg.

3.3.11. HPLC analizis

2 oréaval a 12,5. napon beadott poli(I:C) injekciot kovetden mintakat gytjtéttiink HPLC
analizishez. Izofuranos altatas alatt vért vettiink a vemhes ndstények also tires vénajabol 50
Ml K-citrat tartalmt fecskendével, majd gyorsan kipreparaltuk az embridé agyakat. A
vérmintakat 15 percig jeges vizfiirdében inkubaltuk, majd centrifugaléasi |épésekkel
eltavolitottuk a sejteket és vérlemezkéket. Az igy kapott plazma mintdhoz 4 M-o0s
perkldrsav oldatot adtunk, amely 100 uM teofilint (bels6 standard) tartalmazott. A fehérje
precipitdtumot centrifugalassal tavolitottuk el, majd semlegesitettik a feltluszét 4 M
K;HPO, oldattal. Az embridagy mintakat folyékony nitrogénben azonnal lehiitottik,
mértik a témeguket és jéghideg 0,1 M perklorsav oldatban ultrahanggal homogenaltuk,
majd a fehérje csapadékot centrifugalassal tavolitottuk el. A homogenalé oldat 10 uM
teofilint és 0,5mM néatrium-metabiszulfitot tartalmazott. A szoveti feluldszét 1 M KOH-val
semlegesitettik, a keletkezett kalium-perkloratot ismételt centrifugalassal tavolitottuk el. A
szOveti csapadékbol fehérje tartalmat mértink. Shimadzu LC-20 AD szoftver vezérelt
kromatogréfias rendszert hasznaltunk a mintak tartalmi vizsgélatahoz. A mintak ddsitasa és
tisztitdsa Discovery HS C-18 toltott oszlopon, online SPE column-switching technika
alkalmazasaval tortént. A komponensek szepardlasara Discovery HS C-18 analitikai
oszlopot hasznaltunk. Az adenin nukleotidok, adenozin és a teofilin bels6-standard
mennyiségi meghatarozasara UV detektort hasznaltunk, a jellemzé elnyelési (253 nm)
hullamhosszon. A katekol- és indolaminok mérése BAS tipustu, 730 mV polarizalé
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fesziltségen amperometrias detektalassal tortént. A mennyiségi meghatérozast két pontos,
belsd-standard maddszerrel validaltuk.

3.4. A Parkinson-kor in vitro modellje

3.4.1. Dopaminerg neuronok jeldlése a szubsztancia nigréban

Az in vitro modellhez a patkéanyokat dekapitaltuk, majd az agyakat jégen kettévagtuk és a
két féltekét kulon-kalon csoportként hasznaltuk fel. A frontélis és kaudalis agyrészeket
eltavolitottuk, csak a szubsztancia nigrat tartalmazé szévetblokkal dolgoztunk tovabb. Ot
kiilonb6z6 kezelést alkalmaztunk: kontroll, rotenon, rotenon + H,0O,, rotenon + H,O, +
rasagilin, SZV558 (100 nM). A kontroll mintakat Krebs oldatban inkubaltuk 60 + 120
percig 37°C-on. A kdvetkezd csoportot 10 uM rotenonnal inkubaltuk a 60 perc alatt, majd
tisztan Krebs oldatot aramoltattunk at 120 percig. A rotenon + H,O, csoportba tartozé
agyszOvetet a 60 perc rotenonos inkubalés utan 70 percig Krebs-oldattal perfuzaltuk, majd
50 percig H,0,-t tartalmazé Krebs oldattal folytattuk a perfaziot. A rotenon + H,O, +
rasagilin és rotenon + H,O, + SZV558 kezelések esetén a 60 perc rotenonnal toérténd
inkubaciot kdvetden 50 percig Krebs-oldattal mostuk a blokkokat, ezt kdvette 20 perc 100
nM rasagilin/SZV558 perfuzio, vegul pedig H,O, és 100 nM rasagilin/SZV558 tartalmu
oldatot aramoltattunk 50 percig. Az in vitro kezelések utan az agyakat masnap reggelig
immerzidsan fixaltuk, majd pufferrel &tmostuk. A szubsztancia nigrat tartalmazd kézépagyi
tertletb6l 40 um vastag koronalis metszeteket készitettiink, majd 10 egymast kdovetd
szeletet hasznaltunk az immunfestéshez. Az endogén, nem specifikus peroxidaz enzimeket
H,O,-t tartalmaz6 metanol oldattal gatoltuk 20 percen at szobahémérsékleten. Blokkolast
kovet6en a metszeteket anti-tirozinhidroxilaz antitestben inkubaltuk egy éjszakéan keresztul.
Haromszori mosas utan az ImmPRESS univerzalis masodlagos antitestjét és a hozza tartozé
ImMmPACT DAB kromogént alkalmaztuk a felhasznal6i kézikonyv utasitasai szerint.
Minden metszeten ugyanarrdl a teriiletr6l készitettiink felvételt 40x-es nagyitason, majd a
jelolt sejttesteket egymastal fliggetlendl ketten is megszamoltuk manualisan, a Pannoramic

Viewer 1.15.4 program jeldl6 funkcidjat hasznalva.
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4. Eredmények

4.1. A P2X7 receptor szerepe a depresszid tanult tehetetlenség modelljében

4.1.1. P2rx7" egerek antidepresszans viselkedési fenotipust mutatnak

A depresszid-szert allapotot a tanult tehetetlenség paradigma segitségével hoztuk 1étre és
tanulmanyoztuk vad tipust és P2rx7” egereken. A P2rx7*"* genotipusnal kialakult a tanult
tehetetlenség, az elkertilhetetlen aramutések statisztikailag szignifikansan befolyésoltak az
egerek menekilési reakcidjat, megnovelve az elbukott probak szamat, valamint a sikeres
menekiilésig eltelt id6tartamot. P2rx7 hianyos egerek esetében a sikertelen probak szama
nem sokkal maradt el a vad tipust kezelt csoport atlagahoz képest, azonban a kontroll
génkiutott egereknél is hasonléan magas értékeket kaptunk. A menekiilésig eltelt idében
sem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a két csoport kozott. Ezért megallapitottuk,
hogy az elkeriilhetetlen aramitéseknek nincs hatasa a P2rx77 egerek viselkedésére. Az
esetikben tapasztalt magas értékekt6l fiiggetleniil nem beszélhetiink a tanult tehetetlenség
kialakulasérol, mivel a teszteléskor alkalmazott &ramites intenzitdsat novelve

bizonyitottuk, hogy a P2rx7” egerek is képesek reagélni a stresszre.
4.1.2. Tiiskeszinapszis stiriiség valtozasa a modellben

A tanult tehetetlenség tesztelése utan 24 éraval a vad tipusi egerek esetében jelentésen
lecsokkent a tliskeszinapszis siirliség a sokkolasok hatasara a kontroll csoportbdl szarmaz6
mintdkhoz képest. Megfigyelheté a naiv mintakhoz képest is egy nagy mértékii csokkenés,
ami azzal magyarazhatd, hogy tesztelés soran mindkét csoport stresszhatasnak volt kitéve.
P2rx77 egereknél a viselkedés tesztben kapott eredményekhez hasonléan a sztereoldgiai
0sszehasonlitds sem hozott kilonbséget az egyes csoportok kozott. Ezzel az eredménnyel
megerdsitettiik az eddig tapasztaltakat, miszerint a P2X7 receptor hianyaban a depresszio-

szer(l allapotra jellemzo valtozasok nem kovetkeznek be a kisérleti allatainkban.
4.1.3. Szemcsesejtek mennyisége azonos a kezelést kovetoen

Mivel a szemcsesejtek proximalis dendritjein vizsgaltuk a tliskeszinapiszokat, ezért a sejtek

szamat is dsszevetettiik. Azonban a tanult tehetetlenség modell nem okozott sejtpusztulast
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egyik genotipusnal sem, tehat a tiiskeszinapszis siriiség lecsokkenése nem ennek

kovetkeztében tortént.

4.1.4. A tanult tehetetlenséget kovetéen downreguldalodik a P2rX7 expresszio

A tanult tehetetlenség tesztelését kovetden real-time PCR technikaval vizsgaltuk a P2rx7
MRNS jelenlétét és id6fliggd mennyiségi valtozasat a hippokampuszban. A mintavételezés
a tesztet kovetd 6. és 24. Oraban tortént. Az elsd mért iddpontban a P2rx7 mRNS
expressziojanak csokkenesét tapasztaltuk a sokkolas kdvetkeztében, ami post hoc teszttel
szignifikans kiilonbségnek bizonyult. Ezt kovetden, 24 ora elteltével mar nem lattunk

csoportok kozti kiilonbséget a P2rx7 mRNS expresszio szintjében.

4.1.5. Szinaptikus markerek Western blot analizise

A szinaptopodin fehérje hippokampalis mennyisége szignifikdnsan kevesebb volt a vad
tipust sokkolt egerek csoportjaban a viselkedéstesztet kdvetéen 6 o6raval. Ehhez képest a
P2rx7” egerek hippokampuszéaban jelentésen alacsonyabb szinaptopodin szintet mértiink a
vad tipust kontrollhoz képest, azonban a kezelés nem befolyasolta a fehérje mennyisegét.

+/+

24 Ora elteltével a P2rx7™" sokkolt csoportban még mindig szignifikdnsan alacsonyabb
értéket talaltunk, mégha kisebb kiulénbséggel. A kezelés hatasat ekkor sem tapasztaltuk a
P2rx77 egerekben, mindkét csoport a vad tipusti kontrollhoz hasonlé fehérje mennyiséget
mutatott. Ezt kovetéen a PSD95 fehérjét analizaltuk, azonban ezt a szinaptikus markert nem

befolyasolta a tanult tehetetlenség kialakulasa egyik genotipusban sem.

4.1.6. Tanult tehetetlenség nincs hatassal a NR2B/GIuN2B alegységre

Az NR2B/GIuN2B receptor alegységnek nincs szerepe a tehetetlen allapot kialakulasaban,
mivel nem tapasztaltunk valtozast a hippokampalis festés intenzitdsaban. Azonban
megerdsitettiik a korabban mar megfigyelt genotipusos kiillonbséget, miszerint a génkiiitott
egerek hippokampuszdban nagyobb intenzitassal jelenik meg az NR2B/GIuN2B

immunjel6lés.
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4.2. A P2X7 receptor kozremiikodése az anyai immunaktivacios autizmus modellben

4.2.1. P2XT*"* és P2rx7" egerek fenotipusanak dsszehasonlitasa

A vad tipusu egereknél poli(I:C) hatasara eltiint a szocialis preferencia, nem volt kiilénbség
a fajtars vagy az iires ketrec szimatolasanak iddétartamaban. A P2rx7™" egerek szociélis
viselkedésében nem talaltunk kezelés fiiggd kiilonbséget. Az allatok repetitiv viselkedéseit
tanulmanyozva megfigyeltik, hogy a poli(l:C) kezelés noveli a tisztalkodassal toltott idot

+/+

és az elasott Uveggolyok szamat P2rx7"" egerek esetében, mig a P2rx7 génkiutott
tarsaiknal nem volt jelentds kiilonbség a kezelési csoportok kozott. Vad tipusd egerek
mozgéskoordinaciojat lerontotta a poli(1:C) injekcié, azonban a P2rx7™ genotipusra nem
volt hatassal ebben a tesztben sem. Az alap lokomdcidt a varakozasoknak megfeleléen nem
befolyasolta az immunaktivaco. A poli(l:C)-vel kezelt utodoknal szignifikans mértéki
Purkinje sejtkiesest tapasztaltunk a kisagyban a kontroll csoportban mért sejtsiiriiséghez
képest. Hasonloképpen a P2rx7” egereknél is megfigyeltiink a poli(I:C) kezelést kovetd

sejtszam csokkenést, de kisebb mértéki volt a kiilonbség, mint a P2rx7*"*

genotipusnal. A
karosodott szinaptoszomak aranya vad tipust kontroll allatoknal kdzel 20% volt, mig a
poli(l:C)-vel kezelt egereknél kozel egyenlé aranyban talaltunk normal és karosodott
szinaptoszémakat. Erdekes eredmény, hogy a P2rx7” csoportoknal hasonlé mértékben
voltak sériilt szinaptoszomak, mint sértetlenek, fliggetleniil az anyai kezelést6l. A vad
tipust néstények vérplazmajaban a poli(l:C) kezelés szignifikdnsan novelte az 1L-1o és KC
mennyiségét, az IL-6 esetében pedig robosztus indukciét tapasztaltunk. A P2rx77
egereknél szintén lathatd volt szignifikdns poli(l:C) indukélta 1L-6 és KC aktivacio,
azonban a vad tipusnal mértnél sokkal kisebb intenzitassal. A magzati agyban, hasonléan az
anyai vérplazmahoz, az IL-6 és a KC mennyisége is emelkedett a poli(l:C) hatasara a vad
tipusi embridk esetében. A poli(l:C) injekcié az ATP-t is indukalta P2rx7*"* anyai

+/+

vérplazmaban és az embrionalis agymintakban egyarant. P2rx7™" egerekben a fejl6d6
kortikalis lemezében a TBR1 mennyisége szignifikansan lecsokkent az immunaktivaciot
kovetden, mig a P2rx7" csoportokndl egyenletes intenzitast tapasztaltunk a kezeléstdl

fliggetlendl.
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4.2.2. P2X7 antagonista elokezelés hatasa

A vemhes néstényeket P2X7 szelektiv JNJ antagonistaval kezeltik, egyszeri 30 mg/kg
ddzisban, 2 oraval a poli(I:C) injekciot megel6zéen. Ez az el6kezelés elegendd volt a
poli(I:C) kezelés hatasanak blokkolasahoz. A viselkedéestesztekben nem alakult ki szocialis
deficit, nem tapasztaltunk fokozott repetitiv viselkedést, és az egerek mozgaskoordinécioja
is zavartalan volt. A JNJ kezelés megakadalyozta a Purkinje sejtek pusztulasat, illetve az
abnormalis szinaptoszoméak aranyanak eltolodasat. A citokinek mennyiségében is
valtozasokat mértink, pl. az IL-6 indukcidja sokkal visszafogottabb volt a poli(l:C)-t
megeldz6 antagonista kezelés esetében, hasonloképpen a génkiiitott allatokban tapasztalt
eredményekhez. Ez a hats az anyak vérplazméajaban és az embriok agyaban is egyforman
alakult. A P2X7 receptor farmakologiai blokkolasa kivédte a poli(IC) okozta agyi fejlodési

zavarokat, nem talaltunk kilonbséget a kortikalis lemez TBR1 jel6lésében.

4.2.3. Posztnatalis utodkezelés P2X7 antagonistaval

A felnétt utdd egerek egyszeri JINJ injekcio kezelése elfedte a korabbi poli(l:C) indukalta
jellemzoket: ismét megfigyelhetd volt a szocialis preferencia, a kontrollal megegyez6 ideig
tisztdlkodtak, ugyanannyi Uveggolyét temettek be az alomba, és nem tapasztaltunk
egyensulybeli problémakat sem. A JNJ utddkezelés a poli(1:C) altal kivaltott kisagyi neuron

csOkkenést és a szinaptoszomak szerkezetét is normalizalta.
3. SZV558 protektiv hatasa rotenon-indukalta in vitro Parkinson modellben

Patkany szubsztancia nigrat tartalmazo szdéveti blokkban sejtpusztulast indukaltunk in vitro
rotenon kezeléssel, melynek kdvetkeztében a dopaminerg sejtek mintegy 40%-a eltiint. A
sejtpusztulas kivédéséhez rasagilinnel, illetve egy Gjonnan szintetizalt MAO-B géatlé hatasu
vegyulettel, az SZV558-cal kezeltlik az agymintakat a rotenonos inkubalast kovetéen. A
rasagilin kezelés nem volt hatdsos a kisérletben, a tirozinhidroxildz pozitiv sejtek nagy
mértékben karosodtak. Azonban az SZV558 vegyulet teljesen kivédte a rotenon hatasat, a

kontroll csoporthoz képest egyaltalan nem alakult ki sejtpusztulas.
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4. Kovetkeztetések

Kutatasaink soran harom kdzponti idegrendszert érint6 korkép allatmodelljén dolgoztam: a
depresszid tanult tehetetlenség modellje, az autizmus anyai immunaktivacios modellje,
illetve in vitro rotenon Kkezeléssel kivaltott, Parkinsonra jellemz6 karosodasok.
Vizsgalatainkkal az els6 két modellben a purinerg P2X7 receptor kozremiikodésére
kerestunk bizonyitékokat, mig a Parkinson-kér modelljében egy Uj MAO-B géatlo vegyllet

védo szerepét teszteltik. Eredményeinkkel a kdvetkezoket igazoltuk:

v Korabbi tanulmanyainkkal 6sszhangban egy komplex depresszié modellel is
demonstraltuk a P2rx7™ egerek antidepresszans fenotipusat. Vad tipust tarsaikkal
ellentétben a kivédhetetlen aramitések nem valtottak ki tanult tehetetlenséget a
receptor hianyos allatoknal. Enyhén magasabb intenzitast sokkolassal a kapott
magasabb alapértékek eltlintek, tovabbra sem mutatva kiilonbséget a kontroll és
kezelt csoportok kézott. A P2rx7™ egerek valdban rezisztensebbek a stresszre, de
képesek reagalni ra.

v A tehetetlen allapot kivaltasa downregulalta a P2rx7 mRNS expresszidjat, tehat a
modelllink és a P2X7 receptor aktivacidja kapcsolatban all egymassal.

v' Depresszios pacienseknél és allatkisérletekben is megfigyelheté a szinaptikus
kapcsolatok pusztuldsa, azonban a P2rx7 génkiltott egerek ellenalldak a
hippokampalis tlskeszinapszisok elvesztésével szemben. Fehérje szinten sem
mutattunk ki valtozast a szinaptikus plaszticitasban, nem talaltunk eltérést a
tlskeszinapszisokra,  dendrittiiskékre  specifikus  szinaptopodin ~ marker
mennyiségében. Ezzel tovabb erdsitettik a P2X7 receptor aktivicié szerepét a
depresszids allapot és a jellegzetes tuinetek kivaltasaban.

v Vizsgaltuk az egyik glutamaterg receptor alegység érintettségét is a modellben,
azonban ugy tlinik, hogy a tanult tehetetlenség nincs hatassal az NR2B/GluN2B
hippokampalis expresszidjara. A korabban kimutatott genotipusos kulonbséget,
miszerint a P2rx7 génkiltés kdvetkeztében magasabb a NR2B/GIUN2B intenzitasa

viszont sikertilt visszakapni.

17



Kisérleteinkkel bemutattuk, hogy a P2X7 receptor aktiv mitkddése sziikséges az
immunaktivacidval kivaltott autisztikus tlinetek megjelenéséhez az utddokban. Akéar
genetikai inhibicidval, vagy antagonista adasaval gatoltuk a receptort, az utédoknal
nem alakultak ki az autizmusra jellemz6é viselkedési valtozok és morfologiai
eltéresek.

Poli(I:C) injekcio hatasara fokozddik a nukleotidok mennyisége az anyai verben és
a magzatok agyaban egyarant, mely vegyiletek a purinerg neurotranszmisszio, igy a
P2X7 receptor aktivaciojahoz szlikséges endogén ligandok.

P2rx7”" anyai vérben a vad tipus( &llatokban mérthez képest mérsékelt 1L-6 és KC
emelkedést tapasztaltunk, a magzati agyban pedig egyéaltalan nem emelkedtek ezek
az immunmediatorok. Hasonl6 eredményt kaptunk a receptor farmakoldgiai
blokkolasakor is. P2X7 receptor miikodésének hianyaban nem indul be elégséges
mértékben az autisztikus fenotipus 1étrehozasaért felelosnek tartott immunaktivacio.
A magzati agykéreg fejlodése nem tér el rendellenes iranyba, a génkiiités és JNJ
injekcio is kivédi a neurondlis progenitor marker TBR1 mennyiségét a kortikalis
lemezben. Ennek hatterében szintén allhat az e¢l6z6 pontban emlitett megfigyelés,
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 az oxidativ stressz hatasat a szubsztancia nigra
dopaminerg neuronjaira kimutattuk, hogy a sejtpusztulds nagy mértékben kivédhetd
egy Uj heteroarilalkenil-propargilamin vegyilet, a MAO-B gatlé hatasu SZV558
adagolasaval. A szer hatékonyabbnak bizonyult a széles korben alkalmazott

razagilinnél, ezzel Uj terapias lehet6séget teremtve a Parkinson-kor kezelésében.
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