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1 Roviditesek jegyzeke

5-HT — szerotonin

AAV — adeno asszocialt virus

aCSF — cerebrospinalis folyadék (artifacial cerebrospinal fluid)
ADP — adenozin 5-difoszfat

AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav

ATP — adenozin 5-trifoszfat

AZ — AZ 10606120, potens P2X7 receptor antagonista

BBG — Brilliant Blue G, szelektiv P2X7 receptor antagonista

BSA — borjt szérum albumin (bovine serum albumin)

BUSP — buspiron

CAl — Cornum ammonis 1, Ammonszerv

CCL2 — kemokin ligand 2

CGRP — kalcitonin gén relacios peptid

ChR2 — channelrhodopsin-2

CNQX — 6-cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion, potens AMPA/kainat antagonista
CSD — tovaterjed6 kérgi gatlas (cortical spreading depression)

AP-5 — 2-amino-5-foszfonopentansav, potens és szelektiv NMDA antagonista
DA — Dalton

DNS — dezoxiribonukleinsav

DR — dorsalis raphe

DRG — hats6 gyoki ganglion (dorsal root ganglion)

EDTA — etiléndiamintetraccetsav

ERK — extracellularis szignal-regulalt kinazok

FHM — monogénes familiaris hemiplegikus migrén

FR% — frakcionalis transzmitter felszabadulas % (fractional release)

FRS — stimulacid altal kivaltott frakcionalis felszabadulas
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GABA — Gamma-aminovajsav

Glu — glutamat

HP — hippokampusz

HPLC — magas nyomasu folyadékkromatografia (high pressure liquid chromatography)
ICE — interleukin converting enzyme / interleukin-1p konvertaz enzim / kaszpaz-1
IL-1B — interleukin-1pB

IL-6 — interleukin-6

i.p. — intraperitonealis

JNJ — INJ47965567, potens és szelektiv P2X7 receptor antagonista
KIR — kézponti idegrendszer

KO — génkiiitott, -/- (knock out)

LPS — lipopoliszacharid

MAO — monoamino-oxidaz

MGLUR — metabotrop glutamat receptor

MPC-1 — monocita kemoaktratans protein-1

MR — medialis raphe

MRNS — hirvivé ribonukleinsav, messenger ribonucleic acid
MRR- median raphe régi6

mTOR — mammalian target of rapamycin

NGF — idegi novekedési faktor

NMDA — N-metil-D-aszpartat

NO — nitrogén-monoxid

NTG — nitroglicerin

OGR - Orvosi Géntechnologiai Részleg

P2X — purin ionotrop receptorok

P2X7 — purin ionotrop receptor altipus 7

P2Y — purin metabotrop receptorok

p38 MAPK — p38 mitogén aktivalt protein kinaz
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PAG — periaquaeductalis sziirkedllomany

Panx-1 — pannexin-1 csatorna

PBS — foszfat-pufferelt fiziologias séoldat, 0.1 M, pH 7.4

PCR — polimeraz lancreakcio, polymerase chain reaction

PFA — paraformaldehid, 4%, pH 7.4

PKS — perklorsav

PPADS - piridoxal-foszfat-6-azofenil-2’,4’-szulfonsav

PWT — végtagelrantasi kiiszobérték (paw withdrawal threshold)
SEM - atlag szorasa, standard error of the mean

SNP — egy-pontos polimorfizmus, single nucleotide polimorphism
SUMA — szumatriptan

UDP — uridin 5-difoszfat

UTP — uridin 5-trifoszfat

TNC — kaudalis trigeminalis mag

TNF — tumor nekrozis faktor

TTX — tetrodotoxin

VVE - Viselkedés Vizsgalati Egység

WT — vad tipust, +/+ (wild type)
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2 Bevezetés

Az idegrendszer miikodésében fontos kommunikacidos forma az idegsejtekbol
felszabaduldé neurotranszmitterek ¢és neuromodulatorok utjan megvalosuldé kémiai
kommunikacio. A klasszikus transzmitterek (acetilkolin, noradrenalin, dopamin,
szerotonin, glutamat, GABA) mellett ma mar az altalanosan elfogadott jelatvivé anyagok
kozé tartozik az adenozin 5-trifoszfat (ATP) és az adenozin, amelyek a jelatvitel nem
hagyomanyos tipusat valositjak meg az idegrendszerben és egyéb szervekben!. Az ATP
biologiai hatasait a P2 receptorok (P2X és P2Y) csaladjan keresztiil fejti ki, amelyek
koziil a P2X7 receptorra fokuszalt doktori munkam.

A disszertaciomban 0Osszefoglalt kutatas soran a purinerg jelatvitel kozponti
idegrendszerben valo vizsgalatat tliztem ki célul, a bemutatott kisérletes munka f6 célja,
hogy megértsilk a neuronalis és glialis P2X7 receptorok szerepét kiilonb6zo
patofiziologias allapotokban. A dolgozat alapjat két els6 szerzos cikkem képezi, amelyek
— bar mindkettében a P2X7 receptorok szerepét vizsgaltuk — két kiilonboz6 témaval
kapcsolatban elért eredményeimet mutatjak be:

(1) A purinerg jelatvitel részvétele a fajdalominger feldolgozasban a kdzponti
idegrendszerben széles korben kifejez6dd P1 és P2 receptorok aktivitasaval valosul meg:
neuronokon, és glia sejteken, valamint az érrendszerben 1év6 simaizmokon és endothelen
keresztiil. Szamos P2 receptor antagonistaval végeztek sikeres kisérleteket kiilonb6zo
fajdalom modellekben, igy nem meglepd, hogy szerepiik migrén patomechanizmusaval
kapcsolatban is felmeriil, és lehetséges célpontot jelenthetnek 0j migrén terapiakban.
Feltételeztiik és igazolni szerettilk volna, hogy a P2X7 receptor szerepet jatszik a
fejfajasok kialakuldsdban és a migrénben. Igy munkam elsé részében a P2X7 receptor
szerepét vizsgaltuk meg a migrén patomechanizmusaban, P2X7 receptor génkiiitott
egerek és P2X7 receptor antagonista kezelések, valamint nitroglicerin (NTG) indukalta
migrén egér modell segitségével.

(2) Munkam kovetkez6 részében ugyancsak a P2X7 receptor szerepét vizsgaltam, de
Szadmos kozlemény szamolt be a purin receptorok moduldld szerepérdl a
neurotranszmisszioban?*: a kozponti idegrendszerben az ATP legalabbis mikromolaris
koncentracioban felszabadul idegi aktivitas soran az extracellularis térbe, amely a

hippokampalis purin receptorok aktivalasaval képes a szerotonerg transzmisszio
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modullasara a hippokampuszban®. A P2X7 receptor szerepe ismert szamos
kapcsolatban ez a fajta modulacié még nem tisztazott. Az agytorzsi median raphebol
induld szerotonerg/glutamaterg raphe-hippokampalis palya hatékonyan képes
befolyasolni a hippokampuszban végbemend kodolasi folyamatokat, tovabba, a median
rapheban 1év6 glutamaterg neuronoknak modulalo szerepiik lehet a felszallo szerotonerg
neuronok miikddésében, azonban ezzel kapcsolatban kevés funkcionalis adat all
rendelkezésiinkre. Ezért, hogy jobban megértsik a szerotonerg transzmisszio
jellegzetességeit a median rapheban és hippokampuszban, illetve azt befolyasolo
glutamat és ATP szerepét, valamint azon keresztiil a purin receptorok aktivalodasat,
vizsgalatainkban specifikus optogenetikai ingerlést hasznaltunk. Vad és P2X7 receptor
génkiiitott egerekkel és P2X7 receptor antagonista kezelésekkel vizsgaltuk meg a
szerotonerg transzmisszié valtozasait a raphe magvak hippokampalis afferenseit in vivo

¢s in vitro optogenetikai stimulacioval ingerelve.

2.1 Purinerg jelatvitel az idegrendszerben

2.1.1 ATP, mint neurotranszmitter

Az ATP eredetileg a sejtek anyagcsere ellatasanak f6 ,,lizemanyagaként” valt kdzismertté,
de késobb Burnstock uttor6 munkassaganak koszonhetden valt ismertté, mint
extracelluléris jelatviteli molekula és neurotranszmitter®’. Az ATP fontos szerepet jatszik
aneuronalis és nem-neuronalis sejtek kozotti jelatvitelben, igy pl. a glia-neuron, valamint
az immunsejtek egymas kozti kommunikaciojaban. A sejten beliil koncentracioja
millimolaris tartomanyban mozog, mig a sejten kiviili koncentracidja fiigg a
felszabadulasi és lebomlasi folyamatok egyensulyatol, igy nanomolaristél mikromolaris
tartomanyig valtozhat extracellularis szintje. Mivel az ATP erdsen polaris molekula, nem
képes Onallo6 membrantranszportra, igy az extracellularis térbe jutasa a kiilonb6zo
modokon  torténhet: exocitozissal a szinaptikus vezikuldkbol®!!, transzmembran
11214 valamint citolitikusan a

transzporttal az intakt sejtmembranon keresztii

membranréseken keresztiil a sériilt sejtekbdl.
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A purinerg receptorok felfedezésével bebizonyosodott az ATP kozvetitdi szerepe az
autokrin és parakrin jelatvitelben, ami a plazmamembranban elhelyezkedd specifikus
purin receptorokon keresztiil torténik>'’. Az ATP, mint kotranszmitter a periférias és

kozponti idegrendszer minden idegében megtalalhato-181°

, 1gy pre- és posztszinaptikus
receptor agonistakkal torténd kdzvetlen aktivacioja is képes jelentés ATP felszabadulést
eloidézni. Az ATP életideje rovid az extracellularis térben, hamar inaktivalodik és

ektoenzimek hidrolizaljak AMP-v¢é és adenozinna.

A kezdeti kutatasok 6ta szdmos figyelemremélto elorelépés tortént a purinerg jelatvitel
teriiletén, feltarva annak fontos szerepét az agy élettani miikodésében, fejlodésében és

rendellenességeiben.

A purinreceptorok kutatdsa soran az is nyilvanvalova valt, hogy az ATP és a nukleotidok,
valamint az ATP hidrolizalt formai kiilonb6z6 P1(A) adenozin és P2 nukleotid
receptorokhoz kotddnek, igy egymastol fiiggetlen rendszert alkotnak®. Molekuléris
kloénozas és farmakologiai jellemzés segitségével a P1 receptorok Al, A2A, A2B és A3
csoportokra oszthatok, melyek G-fehérje kapcsolt receptorok és adenozin kotédésével
aktivalodnak. A P2 receptorokat az ADP vagy ATP és UTP vagy UDP aktivalja?:2 (1.
abra). A purinok és pirimidinek meghatarozé szerepet jatszanak a neuronalis és a nem-
neuronalis sejtek aktivitisaban?*?°. Molekulaszerkezet és a farmakologiai profil alapjan
a P2 receptorokat két nagycsaladba sorolhatjuk: ligand-fiiggd ion-csatorna P2X és G-
fehérje kapcsolt P2Y receptorokéba. A P2X receptor csalad hét tagbol all (P2X(1-7)), mig
aP2Y receptorok nyolc tagbdl allnak, P2Y'1, P2Y2, P2Y4,P2Y6,P2Y11,P2Y12,P2Y13,
és P2Y 142528 (1. abra).
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Purinerg receptorok

. Adenozin/P1 receptorok P2 receptorok
Csalad (P1Rs) (P2Rs)
Alcsalad P2y P2X
P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2X1, P2X2, P2X3,
Receptor altipusok Al, A2A, A2B, A3 P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2X4, P2X5, P2X6,
P2Y13, P2Y14 P2X7
Szerkezet G-fehérje kapcsolt G-fehérje kapcsolt Angandffugg’o
receptorok receptorok ion-csatornak
. Na*
Adenozin ATP, ADP ATP Ca2+
UTP, UDP
Citoplazma
Ligandumok
Membran
depolarizacid
G-fehérje altal kozvetitett G-fehérje altal kozvetitett Ca*-érzékeny
jelatvitel jelatvitel jelatvitel

1. abra: A purinerg receptorok csaladja; osztalyozas, szerkezet, jelatviteli itvonal.
A purinerg receptorok csalddjiba az adenozin-aktivalt P1(A) és nukleotid aktivalt P2
membran receptorok tartoznak. Farmakologiai profil és szerkezet alapjan két alcsoportot
azonositottak. A P2X receptorok trimer ATP-fiiggd plazmamembrdn ioncsatorndk, mig a

P2Y receptorok klasszikus G-fehérje kapcsolt receptorok®.

2.1.2 P2XT receptor

Az eredetileg P2Z receptornak nevezett P2X7 receptor — amelyet elészor patkany agybol
klonoztak 1996-ban303! ATP-érzékeny ligand-fiiggé kation csatorna, amely
hematopoetikus és immunsejteken fejezddik ki, mint példaul hizésejteken, monocitakon,
makrofagokon®®. Emellett a kozponti és periférias idegrendszer glia sejtjein is
megtalalhatd, mint az asztrocitakon, a mikrogliakon, az oligodendrocitakon, az
ependimalis sejteken, a Schwann sejteken, a radialis glian és szatellit sejteken. Bar a
P2X7 idegi expresszidja a mai napig vitatott kérdés, jelenlétét kimutattak a preszinaptikus
idegvégzddéseken is*3%7, valamint szimpatikus- és enterikus idegsejteken, hatso gyoki

ganglion idegsejtekben és centralis neuronokban (retina ganglion idegsejteken, kisagyi

10
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szemcsesejteken), valamint hippokampalis-kortikalis piramissejteken és

interneuronokon®8-42,

Az asztrocitdk és idegsejtek kozotti jelatvitelt tobbek kozott az ezekbdl a sejtekbodl
felszabaduld ATP kozvetiti. Mivel a P2X7 receptor az immun- komoetens sejtekben is
43,44

kifejezédik, ezért fontos szerepet jatszik a neuroinflammadacioban és a

neurodegeneracioban*®®, kommunikécios hidat képezve az immun- és idegrendszer kozott.

2.1.2.1 A P2X7 receptor alapveto tulajdonsagai
A P2X7 receptor egy 595 aminosavbol allo fehérje, melynek karboxil végzdodése
hosszabb, mint a P2X receptor csalad t&bbi tagjaé*® (2. 4bra).

e Két TMI és TM2 transzmembran doménnel rendelkezik,
o amelyekhez az ATP kotohelyet tartalmazo extracellularis hurok, és

e intracellularis N- és C-terminalis domének kapcsolodnak.

Extracellularis

Intracellularis

.
HaN oo

2. abra: P2X7 receptor alegység vazlatos abrazolasa. A receptor a kovetkezokbdl all:
intracelluldaris N- és C-termindlis valamint két transzmembrdan domén, melyek az

extracelluldris hurkon keresztiil kapcsolédnak *'.

11



DOI:10.14753/SE.2019.2214

A P2XT7 receptor szamos olyan jellemzokkel rendelkezik, amelyek kiilonbéznek a P2X
receptor csalad tobbi tagjatol, ezért kiilonods figyelmet érdemel. Az aldbbiakban a P2X7

receptor néhany szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagat mutatom be.

A P2X7 receptor 3 homomer alegységbdl all. Az alegységek hosszu citoplazmatikus C-
terminalban végzédnek, amely fehérje-fehérje interakcios kotdhelyekkel rendelkezik. Ez

a hosszu C-termindlis felelOs a receptor porusképzé aktivitasaért és kivaltja a kaszpaz-1
rrrrrr 48,49

A P2X7 receptor aktivalasdhoz, a P2X receptor csalad tobbi tagjatol eltérden,
szubmillimolaris és millimolaris ATP koncentracio sziikséges, ami sokkal nagyobb, mint
a tobbi P2X receptorhoz sziikséges nanomoldris koncentracié (az ATP ECsp értéke P2X7
receptor esetén 2-4 mM, egyéb P2X receptor esetében 1-10 uM)***L, Ezenkiviil, a P2X7
receptor nagyobb affinitast mutat a BZATP-hez, mint az ATP-hez>>%3,

A P2X7 receptor nem szelektiv kation csatorna. Képes kiilonb6z6 valaszokat mutatni
agonista kotodésére, attdl fiiggben, hogy az milyen koncentracioban és milyen
id6intervallumban van alkalmazva. Az agonista ATP vagy a hatdsosabb BzATP
expozicidjara ugy nyilik a kation csatorna, hogy lehetévé teszi K* kidramldsat és Ca®" és
Na* bearamlasat a sejtekbe, mig az agonista P2X7 receptoron torténd tartds aktivitisa
hidrofil porus kialakulasat eredményezi. Ezek a porusok permeabilisak akar a 900 Da
molekulatomegli molekulakra is, mint példaul lucifer sargara (457 Da), Propidium iodidra
(414 Da), Ethidium bromidra (314 Da), és metil-gliikaminra (190 Da). Az ilyesfajta

porusképzédés a P2X2 és P2X4 receptoroknal is megfigyelhetd>**° (3. 4bra).
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3. abra: A P2X7 receptor nyugalmi és aktiv (csatorna nyitott) allapotanak vazlatos
abrazolasa. (1) A receptor nyugalmi dllapotban, (2) nyitott dllapotban és (3)
porusképzddés soran. Az ATP-vel torténd rovid stimuldlas és annak bekdotése az agonista
kotohelyre lehetove teszi a natrium és kalcium bedramldasahoz és kalium kiaramlasahoz
vezeté csatorna megnyitdasat. Az elhuzodo és/vagy ismétlodo ATP  stimulacio
porusképzodést eredményez, amely lehetove teszi a nagyobb molekulatomegii molekulak

(NMTM) vagy festékek bejutdsat a sejtekbe.

A P2XT7 receptor aktivitasat normal fizioldgias koriilmények kozott befolyasolja a
kétértékii kationok extracellularis koncentracidja, igy mint a Ca*, Mg?*, Zn?*, Cu?*°6-58,
valamint a protonok® és az anionok®, igy a P2X7 receptor altal kozvetitett funkcionalis
valasz nagyobb amplitidoji, ha a Ca?* és Mg?" extracellularis koncentracidja

csokken®62,

A fenti receptor aramvezetd tulajdonsagai is eltéréek. Mas P2X receptorok
aktivalasukkor gyors tranziens valaszreakciot mutatnak, amely masodpercek alatt
lejatszodik, mig ez a valaszreakcid a P2X7 receptor esetében lassabban cseng le. Az
aktivalas utdn folyamatos a Ca?" bearamldsa a sejtekbe, amely tiikrozi a nem

deszenzitizald viselkedését*®>7.
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2.1.2.2 Agonista és antagonista hatas a P2X7 receptoron

A BzATP a P2X7 receptor leghatékonyabb agonistdja, amely kalcium bearamlast,
porusképzodést és IL-1p felszabadulast is eldidéz ragesalokban és humanban egyarant. A
BzATP-t széles korben hasznaljak kutatdsokban, mint a P2X7 receptor agonistaja, bar
nem specifikusan kotédik a P2X7 receptorokhoz, ugyanis kisebb hatékonysaggal
aktivalja a P2X1 ¢és P2X2 receptorokat is (ECs0=0,003 és 0,8 uM a P2X7 receptorhoz
képest). Az agonista hatas szempontjabol a BZATP 10-20-szor erdsebb a P2X7 receptor
aktivalasara valo képességben (ECs0=9 uM), mint az ATP (ECso> 300 uM). A 2MeATP,
ATPYS ¢és az ADP kevésbé hatdsosak, mint az ATP, tovabba az afMeATP, fyMeATP,
ADP és az UDP hatéstalanok?®28,

Szamos P2X7 receptoron végzett kutatas azt mutatja, hogy a P2X7 receptorok valasza a
kiilénboz6 farmakologiai blokkolokkal szemben mds és mas kiilonbozé fajokban®®%4, A
P2X7 receptor antagonistak listaja és azok faj-specifikus érzékenysége az 1. tdblazatban

lathato.
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1. tablazat: A P2X7 receptor antagonistai 4’

P2X7R antagonistak Szelektivitas és érzékenység Referenciak

Kétértékli kationok, kivéve a  P2rx7 alloszterikus modulatorai és csokkentik funkcionalitasat 56

Zn?

PPADS tetra-natrium so Nem-kompetitiv, nem-szelektiv P2X receptor antagonista 65
alacsony hatasfokkal és kis altipus szelektivitassal.

Suramin P2rx7 nem-kompetitiv, nem-szelektiv antagonistaja 100 uM 66
koncentracioban.

oxidalt ATP (oxATP) P2rx7 irreverzibilis kevésbé potens antagonistaja, hossza elo- 67. 68
inkubacios idoét (1-2 ora) igényel, hogy hatékony lehessen.
Reverzibilisen blokkolja P2rx1 és P2rx2.

KN-62 A P2rx7 nem-kompetitiv és nem-szelektiv blokkolodja, gatolja a 67- 69
BzATP éltal kivaltott aramot humanban, de nem patkdnyban.

KN-62 analégok (N-aril- P2rx7 agonista hatékonysaga alacsonyabb, mint a KN-62 esetén. 70. 71 72

piperazin és 1,2,3,4-tetra-

hidroizokinolin szarmazékok)

Brilliant Blue G (BBG) Kozepesen  szelektiv. ~ P2rx7  antagonista  nanomolaris 67. 73
koncentracioban. Hatékonysaga patkanyban (10 nM), humanban
(100 nM).

A-740003 Kompetitiv, specifikus és potens P2rx7 antagonista patkanyban és 74
huménban is. Befejezett preklinikai szakaszban van.

A-438079 Kompetitiv antagonista, egyenléen potens humanban ¢és 67. 75. 76
patkanyban. Befejezett preklinikai szakaszban van.

A-804598 Erdsen potens ¢és szelektiv humanban, patkanyban és egérben. 77
Befejezett preklinikai szakaszban van.

AZ 116453743 Nagyon szelektiv és potens P2rx7 antagonista nM-0S 67. 78
koncentracioban. Hatékonyabb huméanban, mint patkanyban.
Befejezett preklinikai szakaszban van.

AZ 10606120 P2rx7 negativ allosztérikus modulatora. Potensebb patkanyban, 79
mint humanban. Befejezett preklinikai szakaszban van.

Piridoxal-5-foszfat Potensebb humanban és patkanyban, mint egérben. 80

HMA Gatolja humanban és egérben, de nem patkanyban. 80

Coomassie Brilliant Blue Szelektiv P2rx7 antagonista. 80

Adamantan-karboxamid Hatékonyabb humanban, mint patkanyban. 81

Arilhidrazid A-847227 Nagyon potens és szelektiv P2rx7 antagonista humanban. 82

Ariltetrazol és ariltriazol Potensebb humanban, mint patkanyban. 82

GSK314181A Humanban nM-0s, patkanyban mM-os koncentracidban gatol. 83. 84

GSK1482160 P2rx7 receptor allosztérikus modulatora. Humanban tesztelt. 85. 86

Evotec Befejezett klinikai fazis 1. szakaszban van. 63

AZD9056 Potens, szelektiv oralisan elérhet P2rx7 antagonista. Fazis I1-ben 87
megbukott reumatdid artritisz kezelésében.

CE-224,535 Szelektiv P2rx7 antagonista. megbukott fazis IIA-ban reumato6id 88

artritisz kezelésében.

A P2rx_jelolés a P2X _receptorokat jelenti.
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Szamos egyéb vegyiiletet is Kifejlesztettek és szabadalmaztattak kiilonbozo
gyogyszerfejlesztd cégek és csoportok, példaul a Pfizer. Ezek kozé tartoznak a cian-
guanidinek, triazolok, policiklikus benzamidok és novényi alkaloidak is. Jo6 néhany
koziiliik klinikai vizsgalatban van €s sikeresen atment a fazis I-en, masok viszont elbuktak

a fazis 1I-ben®®%,

2.1.2.3 P2X7 receptorok daltal indukalt jelatviteli mechanizmus
A P2X7 receptorok kiilonb6zd sejttipusokban kiilonboz6 intracellularis jelatviteli

utvonalakat kozvetitenek, amelyek dsszefoglalva a 2. tablazatban lathatok.

2. tablazat: A P2X7 receptor altal aktivalt jelatviteli ttvonalak Kiilonb6zo

sejttipusokban?’.

Jelatviteli utvonal Sejttipus Referenciak

Rho-fiiggé utvonal MG6 sejtek 91

Akt Agykérgi asztrocitak, 1321N1 asztrocitdma sejtvonal 92

ERK1/2 1321N1 asztrocitoma sejtvonal, kisagyi granularis neuron, human 93 94 95 9 97
asztrocitak, idegi progenitor sejtek, mikroglia, RBA-2, makrofag 98

PKC RBA-2 asztrocitak, idegi progenitor sejtek, makrofagok, mikroglia 99 100 98

p38MAPK Mikrogliak, asztrocitak, PC-12 sejtek, neuronok 101 102 99 103

JNK Mikroglia 104

GSK3 Kisagyi granularis neuronok 105

Akt: Protein kinaz B; ERKI1/2: extracelluldris szignal-regulalt kinaz %; PKC: Protein
kinaz C; p38MAPK: p38 mitogén aktivalt protein kindz; JNK: c-Jun N-terminalis kindz;
GSK3: glikogén szintaz kinaz 3.
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2.1.3 A P2X7 receptor funkcioi

A P2X7 receptor szerepét leirtadk poszt- és preszinaptikus aktivitas kapcsan is az

crer

a neurotranszmitter felszabadulast*®1%6:197 (4. abra).
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TRENDS in Pharmacological Sciences

4, abra: A P2X7 receptor altal kozvetitett jelatviteli utvonalak a kiilonb6z6
etiologiaju kozponti idegrendszeri rendellenességekben’®® A P2X7 receptorok az
idegvégzodéseken, az asztrocitikon és a mikroglian expresszalodnak és kiilonbozo
betegség allapotokban fokozodik az expressziojuk. A stressz szignalok, mint példaul a
hipoxia/ischaemia, mechanikai sériilések és bakterialis vagy kémiai toxinok a P2X7
receptorok endogén aktivaloddisat eredményezik, amely onmagat erdsité ATP
felszabaduldshoz, valamint a P2X7 receptorok tovabbi aktivilodasihoz vezetnek a

szomszédos sejtekben.
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2.1.3.1 Glutamat felszabadulas

A P2X7 receptor szerepét az idegvégzddésekbdl szarmazod glutamat felszabadulds
szabalyozasaban elszor Sperlagh és mtsai mutatta ki 2002-ben®. Emellett az
asztrocitakon taldlhatd P2X7 receptorok aktivacidja excitatoros neurotranszmitterek,
mint példaul glutamét és aszpartit felszabadulasat eredményezi®. A P2X7 receptorok
altal medialt glutamat felszabadulds pontosan jellemezhetd. A P2X7 receptortol eltérd
purinerg receptorok aktivacidja az asztrocitdkon olyan glutamat felszabadulast valt ki,
mely lassu befelé¢ iranyulé aramot valt ki, mig a P2X7 receptorhoz hasonld
tulajdonsagokkal rendelkez6 receptorok aktivacidja tartoés glutamat kidramlast kozvetit,

amely tonusos aramot hoz létre a CA1 neuronokbanZ®,

2.1.3.2 Purin felszabadulas

A BzATP a purin kiaramlast serkenti olyan asztrocita tenyészetekben, amelyekben a
kidramlds gatolva van réskapcsolat (gap junction) blokkolokkal. Az asztrocitakbol
szarmazd ATP felszabadulds az intracellularis Ca?* hullAmokat kozvetiti az
asztrocitakban, amely fontos szerepet jatszik az intracellularis kommunikacioban!t112,
Szintén ATP felszabaduléast figyeltek meg gerincvel6i asztrocitdkban és 1321 N1
sejtekben alacsony kétvegyértékii kationos oldattal vald expozici6 utan, mig connexin-43

hemicsatorndk nem jatszanak jelentés szerepet ebben az ATP felszabadulasban'',

2.1.3.3 C(itokinek felszabadulasa
Az extracellularis ATP aktivalta P2X7 receptorok kulcsszereploi a gyulladasos
folyamatoknak a citokin termel6dés és apoptdzis szabalyozasa révén. Legismertebb
részvétele az IL-1P termelésben és a makrofagokbol, mikroglia és dendritikus sejtekbél,
monocitakbol  torténd  felszabadulasban van'®16  amely tovabb fokozodik a
lipopoliszacharid(LPS)-indukalta sejtekben. A P2X7 receptor altal kozvetitett IL-1p
felszabadulas kulcsfontossaga 1épés a gyulladdsos valasz, laz ¢és fajdalom
17

indukciojabanl’. A gerincveld hatsd szarvaban a mikroglia aktivacidja az IL-1PB

felszabadulasat eredményezi a p38 MAPK utvonalon keresztiil, amelyet fokozott
118

nocicepciod kisér°. Mig bakterialis endotoxin (LPS) ingerléssel 6nmagéban csak pro-IL-

1B szabadul fel, addig az érett, aktiv IL-1B produkcidjdhoz sziikséges masodlagos
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externalis szignalt a P2X7 receptor aktivacioja biztositja, melyhez K*-ion konduktancia
tarsull1®12 Az IL-1PB érését és felszabadulasat kiilonbozé mechanizmusok befolyasoljak
kiilonféle sejtekben. A P2X7 receptoroknak kdzponti szerepe van a mikroglia sejtekben
az IL-1B LPS stimuléciora torténd poszttranszlacios feldolgozasaban. Egér mikroglia
sejtekben az LPS-indukalta ATP felszabadulas az IL-1p gyors megérését ¢és
felszabadulasat eredményezi az IL-1 konvertdz enzim aktivalédasaval (ICE, kaszpaz-
1)119122 A7 egér makrofigokban azonban megfigyelték a kalcium és a kaszpaz-1 fiiggo,
valamint ezekt6l fiiggetlen IL-1p felszabadulast is. Az utdobbi mechanizmus glicin
jelenlétével blokkolhato'?®, Az IL-1B felszabaduldsa a sejtekbdl kiilonbodzd
mechanizmusokon keresztiil johet 1étre, mint pl. mikrovezikula lefizédéssel, az I1L-1
exoszOma exocitozisaval, plazma membran transzporterrel, lizoszéma szekrécioval vagy
sejtlizissel**>124128 Tsmert, hogy a P2X7 receptor aktivaciojat szamos olyan downstream
esemény koveti, melyek maguk is részt vesznek a gyulladasos citokinek, igy az IL-18
transzkripcidjaban és processzalasaban. A Panx-1 lehet a P2X7 receptor altal kozvetitett
IL-1p felszabadulas downstream effektora'?’. Erdekes modon, a Glu496Ala P2X7 SNP
(egy-pontos polimorfizmus) és vad tipusu egyedek ex vivo vérvizsgalata kimutatta, hogy
a Glu496Ala funkcidvesztéses mutacio (loss-of-function) esetén a P2X7 receptor
megvédi az agyat a magas ATP szint toxikus hatasatol, mivel ez a mutécio a felszabadulo
citokinek mennyiségének megvaltozasahoz vezet'?. Ezért a P2X7 receptor 4ltal
kozvetitett citokin felszabadulas kritikus elemzése 0j lehetdségeket nyljthat a terdpias

célpontok szamara a kozponti idegrendszeri betegségekben.

2.1.3.4 MCP-1/CCL2 felszabadulas

Az asztrocita sejtek kozremiikodnek az idegszovet gyulladasos reakcioiban, a gyulladasos
glidzisnak neveziink és ezek a sejtek a gyulladasos stimulusra citokinek, kemokinek és
mas medidtorok expressziojaval €s termelésével valaszolnak. A P2X7 receptoroknak
szerepiik van ezekben a szabalyozasi utvonalakban, aktivacidjuk eldsegiti az MPC-
1/CCL2 fehérje expressziojat, ami kritikus faktor a korai monocita infiltracioban
idegrendszeri gyulladasok soran®"192. Novelik emellett az ERK1/2 és p38MAPK fehérjék
foszforilacigjat, amelyeknek meghatarozo szerepilk van a sejtek apoptdzis iranti

elkotelezettségében® 192129 Ez a gyulladdsos hematogén sejtek kozponti idegrendszeri
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srer

vizsgalatok, ahol a leukocita infiltracié az MCP-1 felszabadulas miatt kovetkezik be IL-
1B fiiggé modon®,

2.1.4 A P2X7 receptor ¢és patologias allapotok

Az elmult évek technikai fejlédései uj terapias lehetéségek eldtt nyithatnak utat és
lehetévé teszik az eddig alkalmazott stratégiak paradigmavaltasat az idegtudomanyi
teriileteken. A P2X7 receptorok aktivalasan tal, felmeriil fOszerepe kiilonb6zo
korképekben, beleértve az autoimmun betegségeket, mint példaul az iziileti gyulladast és
gyulladdsos bélbetegségeket, kronikus és neuropatids fajdalmat, neurodegenerativ

rendellenességeket és rakot.

2.2 Fajdalom
A fajdalomkutatas nemzetkozi szervezete (International Association for the Study of

crer

érzelmi és szenzoros élmény, amely tényleges vagy potencialis szovetkarosodast jelez. A

fijdalom fizikai stresszorként azonosithat¢!3132

, mellyel egyiitt jar negativ érzelmi
izgatottsag és a szenvedés élménye iS, amelyek adaptiv szerepe a fajdalom okénak

megsziintetésére 0sztdnzi az egyent.

Neurobioldgiai komponense a nocicepcid (fajdalmas stimulus érzékelése), amely jol
tanulméanyozhaté allatkisérletek soran, mig érzelmi komponense csak emberekben
vizsgalhato. Allat fajdalom modellekben a nociceptorok (a fajdalmat felvevd szabad
idegveégzddés) aktivalodasat és a fajdalmas stimulusra adott elharitd viselkedést tudjuk

vizsgalni.

A nociceptorokat kiilonféle szempontok alapjan csoportosithatjuk, amelyek specifikusak
a fajdalomra. Erzékenység alapjan megkiilonbdztethetiink uni- (csak mechanikai és h6-
ingerekkel stimulalhatd) €s polimodalis (mechanikai, hé- és kémiai ingerekkel is
stimuldlhatd) receptorokat. Axonjaik alapjan két csoportra oszthatok: a borbdl, az
1zmokbol, a belsd szervekbdl a fajdalmas ingeriiletet szallité elsérendii neuronokra —

vékonyan mielinizalt, gyorsan vezet6 (12-30 m/s), magas ingerkiiszobii, szomatikus
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fajdalomért felelés Ad nociceptorok—, és az un. masodlagos fajdalomért felelés C

nociceptorokra — mielinhiively nélkiili, lassan vezetd (0,5-2 m/s) rostok (I. neuron).

A fajdalom, mint impulzus, a tudatosulésig hossza utat jar végig, a fajdalompalyat. A
fajdalmat felvevd periférids nociceptoroktdl az ingeriilet a spindlis, illetve agytorzsi
idegeken jut be a kozponti idegrendszerbe (felszallo palya). Az Ad- és C-tipusu rostok
tovabbitjak az ingeriiletet a gerincveldbe, valamint az agytorzsbe az érz6é agyidegek
magjaihoz. A spinalis nociceptiv afferens rostok a hatsé gyokon keresztiil belépnek a
gerincveldi sziirkeallomanyba és a hatsd szarvban 1évé projekcids neuronokon és
interneuronokon végzédnek (lamina I-11 és V sejtjei). Ezek a neuronok és interneuronok
(1. neuron) atkeresztez6dnek a gerincvel6 oldalsé és eliilsd szarvaba és tovabbitjak a
fajdalom kivaltotta szignalt (lateralis tractus spinothalamicus). Itt a hirtelen fellép6
fajdalom kivaltja a reflexvalaszt, de egyuttal a szignal atkapcsolodas nélkiil tovabb is
utazik az agy felé, a thalamusba. A thalamusbdl a rostok egy része a kéreg felé halad, mas
résziik dgakat ad le a putamen, a nucleus caudatus és a pallidum felé (subcorticalis
fajdalompalya). A fajdalmat agyunk, a recipiens kéreg area felismeri, képes pontosan
lokalizalni és karakterizalni, meghatarozni a fajdalom intenzitasat és idotartamat (I11.

neuron).

A felszalld nociceptiv palya mellett mitkddik egy leszallo gatldo rendszer is (endogén
analgetikus rendszer), amely gatolja a fajdalom impulzus terjedését a felszalld palyakon.
A leszalld gatld palya aktivacidja a periaquaeductalis sziirkedlloményban (PAG) és a
median raphe nucleusban torténik. A locus coeruleusbol eredd noradrenerg és szerotonerg
palyak, valamint a gamma-aminovajsav (GABA) is szerepet jatszik a leszallo palya gatlo

funkciodiban.

Eredete szerint a fajdalom lehet szomatikus (testi), visceralis (zsigeri) vagy neuropatias
(idegi eredetll). A szomatikus fajdalom egy-egy sériilés, heveny betegség tiinete, amely
pontosan lokalizalhato. Mig a visceralis fajdalom a belsé szervek betegségét kiséri,
nehezen koriilirhatd és lokalizalhatd, tobb iranyba kisugarzé fajdalom. A neuropatias
fajdalom forrésa a periférias vagy a kozponti idegrendszer karosodasa, diszfunkcidja, ami
az esetek dontd tobbségében irreverzibilis. Ide sorolhaté a diabeteses neuropathia, a
sclerosis multiplex, de még az olyan hétkdznapibb esetek is, mint a kronikus

derékfajdalom, a tumor okozta neuropatids fajdalom, vagy a migrén.
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A lefolyas id6tartama szerint megkiilonboztetiink akut (egyszeri), rekurrald (vissza-
visszatérd) vagy kronikus fajdalmat. Az akut fajdalom a szervezet legfontosabb védekezo
mechanizmusa, egy figyelmeztetd jel, melyet szovetsériilés valt ki, és amelynek
csillapitasa az egyik legfontosabb tiineti kezelés. Kronikus fajdalomrol akkor beszéliink,
ha tobb mint harom hénapja fennall: ilyen estekben a fajdalom eredeti figyelmeztetd

funkcidjat elveszti és allandosul.

Az enyhe fajdalmas ingerek hatasara kivaltott fokozott fajdalomérzetet hiperalgézianak,
mig a nem fajdalmas ingerek hatdsara kialakuld fajdalomérzékenység fokozdodast

k133

allodynianak nevezziik-*°. Mind a mechanikai, mind a termalis allodynia és hiperalgézia

kialakulhat gyulladas, illetve eltérd eredetli centralis vagy periférids idegsériilés

hataséaral®®,

2.2.1 Purinerg mechanizmusok és fajdalom

A Nature-ben 2003-ban megjelent cikkben a gerincveld mikroglia sejtjeiben a P2X4
receptor expressziojanak novekedésérdl szamoltak be neuropatias fajdalomban, amely
P2X4 antiszensz oligonukleotidok alkalmazasa utan csokkent™*®. Ezutan kezdett nagyobb
figyelem iranyulni a purinerg jelatvitel szerepére a neuropatias fajdalomban®1*° majd
kimutattak, hogy a mikroglian kifejez6dé P2X7 és P2Y 12 receptorok is részt vesznek a
140-143

neuropatids fajdalomban

mechanizmusokban résztvevé P2X3, P2X2/3, P2X4, P2X7 és P2Y12 receptorok

A neuropatids fajdalom hatterében all6 pontos

vizsgalata tovabbra is intenziv kutatas targya’4414’,

A DRG (hats6 gyoki ganglion) egy fajdalomingert kozvetitd sejtcsoportjaban kifejez6dd
homomer P2X3 ¢és heteromer P2X2/3 receptorok is részt vesznek a fajdalmas ingerek
érzékelésében*®1%0, Szerepet jatszanak az akut, gyulladdsos, neuropatias, viscerélis és
rakos fajdalomban, amelyek sordn fokozott ATP felszabadulas figyelhetd meg az

extracellularis térbe.

Az ATP akut veszély jelzésére szolgal és a gyulladas és immunitas kozvetitdje is
egyuttal™®. Az idegekben az mTOR jelatviteli utvonal gatloja, a rapamycin csokkentette

a fajdalomérzetet neuropatias fajdalom modellben; tovabba megallapitottak, hogy az
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mTOR jelatviteli utvonal is részt vesz az ADP altal kivaltott asztrocita aktivacioban és az

ATP felszabadulasban a gerincvel dorzélis szarvdban®2,

Az adenozin szintén potencialis fajdalomcsillapitod célpont a gyulladdsos és neuropatias
fajdalomban®®31%® i6j4

kiilondsen Al és A2A receptorokon keresztiil?®®1%, Mig az A1 receptorok aktivacioja
analgesiat okoz, feltehetdleg a leszalld purinerg gatlo palya Al receptorain keresztiil, az
A2 receptorok aktivacidja nociceptiv hatasu a nociceptiv afferens neuron stimulalasa
révén. Mindemellett kutatasok arrdl is beszamoltak, hogy patkanyok kronikus fajdalmat

A3 adenozin agonistakkal is sikeriilt befoly4solnit®1-163,

2.2.1.1 P2X7 receptor szerepe a neuropatias és gyulladasos fajdalomban

A P2X7 receptorok tulajdonsagait eldszor egér NTW8 mikroglia sejtvonalban®®, majd
patkany agyi mikroglia sejtekben vizsgaltak3. Késébb artritiszes patkdnyokban gyulladas
altal kivaltott mechanikai hiperalgézia enyhitésére, az idegvégzddéseken talalhatdo P2X7
receptorok gatlasara, oxidalt ATP-t alkalmaztak!®®. A P2X7 receptorok aktivaciojat
kovetden felszabadulhatnak bioldgiailag aktiv gyulladasos citokinek, példaul az IL-1p.
Mig, a P2X7 KO egerekben a kronikus gyulladasos és neuropatias fajdalom megsziint, a
normal nociceptiv feldolgozasi folyamat megmaradt, ami azzal magyarazhatd, hogy a
P2X7 KO egerek nem voltak képesek a bioldgiailag aktiv IL-1B produkcioral®®.
Mindezek mellett kimutattak, hogy a P2X7 receptor az érett IL-1p termelés szabalyozasa
révén szerepet jatszik a neuropatids és gyulladasos eredetii fijdalom kialakulasaban®'®, A
P2X7 receptor gatladsa csokkentette a nocicepciot perzisztens neuropatias €s gyulladasos
fijdalomban kiilonbozd egér modellekben'®’1®° Ezek a megallapitasok, valamint a
bizonyitékok novekvd szama alatdmasztjdk azt az elképzelést, hogy a P2X7
receptoroknak modul4cios szerepiik van a proinflammatorikus I1L-1p feldolgozasban!®,
Mindezek az eredmények azt sugalljak, hogy a P2X7 receptorok specifikus szerepet
jatszanak a folyamatos fajdalomhoz tarsuld idegi neurondlis-glialis sejt

kolesonhatasokban®.

A P2X4 ¢és P2X7 génkilitott egerek kozds vondsa, hogy hasonldé moddon, csokkent
mértékben reagalnak a fajdalomingerekre, de ez a fenotipus kiilonb6z6 mechanizmusok

révén johet létre’’®. A P2X7 receptor aktivacidja a p38 MAPK rendszeren keresztiil TNF-
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a termeléshez vezet mikrogliaban, ugyanakkor a P2X7 antagonistakkal végzett kezelés a

c sy

eredményezte! .

A P2X7 receptorokat expresszaldé immunsejtek kulcsfontossagii szerepet jatszanak a
fajdalomkiiszob valtozasabanl®®. Neuropatids fijdalom modellben sériilést kdvetden
novekedett a P2X7 receptor mRNS ¢és fehérje expresszidja a gerincveldi mikroglia
sejtekbent’?. Akut gyulladasos fajdalom modellben, a mikrogliai P2X7 receptorok fontos
szerepet jatszottak a nociceptiv neuronok szenzitizalasaban patkany gerincveld hatsé

szarvban!’®,

A P2X7 receptorok aktivacidja glutamatot szabadit fel a gerincveldben, amely hozzajarul

a mechanikai allodynia kialakuldsahoz az {ildideg részleges elkotését kovetden'’.

Az oxaliplatin rédk ellenes gyogyszerrdl kimutattak, hogy neuropatids fajdalom
kialakulasat és a P2X7 receptorok aktivacidjat okozzal™. A P2X7 receptor antagonista,
A438079, megakadalyozta a paclitaxel, egy masik daganatellenes szer altal kivaltott
allodyniat'’®. A periféridss P2X7 receptor aktivacié mechanikai hiperalgéziat okozott

gyulladasos mediatorok kiilondsen a bradikinin részvételével’’.

A P2X7 SNP polimorfizmusok egy része korrelal a fajdalomérzékenységgel, beleértve a

cukorbetegségben szenvedd paciensek csoportjat is*’®,

2.2.2 A migrén

A migrén az agy komplex és sokrétli rendellenessége, amely tobb napig is eltarthat.
Egyoldalu, likteté fejfajas rohamok jellemzik, mozgasi, vizualis és hallasi és mas
tiinetekkel tarsulval’®. Jellemzéen a klasszikus, teljes tiinetsord migrén négy fazisra
oszthato: (1) figyelmeztetd/bevezetd szakasz (prodroma), (2) lehetséges aurafazis, (3)
fejfajas és kisérod tiinetek, (4) labadozasi, helyreallasi szakasz (posztdroma). Ezek
eléfordulhatnak linearis sorrendben, de a legtobb esetben a migrén szakaszok jelentds
atfedést mutatnak. Egyéb tlinetek, mint a faradtdg, az ingerlékenység, a csokkent
koncentracios képesség ¢és az dasitds legalabb 48 ordval megeldzhetik a fejfajas

t180

jelentkezését™. A legtobb rohamot 6rakig vagy napokig eltartd rossz kozérzet koveti

faradtsaggal®182, Fontos megjegyezni, hogy az olyan tiinetek, mint a firadtsag és a
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koncentracios zavarok, minden fazisban jelen lehetnek. A valosagban legtobbszor csak a
fejfajas hianya vagy jelenléte tiinik ki, &m a migrénes betegek koriilbeliil egyharmadaban
a migrénes rohamokhoz neurolégiai deficitek is tarsulhatnak, amelyek magukba foglaljak
az olyan kortikalis tiineteket, amelyeket egyiittesen migrén auranak neveznek'®® (3.

tablazat).

3. tablazat: A fejfajas zavarainak nemzetkozi osztalyozasa (ICHD)-3p8*

Migrénre vonatkoz6 kritériumok

Aura nélkiil Auraval

A. Legalabb 5 olyan roham, amely megfelel az alabbi A. Legalabb 5 olyan roham, amely megfelel az alabbi

kritériumoknak (B-D) kritériumoknak (B és C)
B. 4-72 6ra hosszsagt fejfajas (kezeletlen vagy B. Egy vagy tobb reverzibilis aura tiinet:
sikerteleniil kezelt) 1. Vizualis

2. Szenzoros

3. Beszéd és/vagy nyelvi
4. Motoros

5. Agytorzsi

6. Retinalis

C. A fejfajasnak legalabb a kovetkez6 négy jellemz6 C. Az alabbi négy jellemz6 koziil legalabb kettd

koziil kettének meg kell felelnie: érvényesiil a fejfajasra:
1. Egyoldalu elhelyezkedés 1. Legalabb egy aura tiinet, amely legfeljebb 5
2. Pulzal¢ jelleg percig tart, és/vagy két vagy tobb tiinet jelentkezik
3. Mérsékelt vagy stlyos fajdalomintenzitas egymas utan
4. Fizikai aktivitas keriilése, vagy erre sulyosbodd 2. Minden egyes aura tiinet 5-60 percig tart
fajdalom 3. Legalabb egy aura tiinet egyoldalu

4. Az aurat 60 percen beliil fejfajas kisérti vagy azt
koveti
D. Fejfajas alatt az alabbiak koziil legalabb egy teljesiil: ~ D. Masik ICHD-3 diagnoézis nem jellemzd, és a
1. Hanyinger és/vagy hanyas tranziens ischaemias roham kizarhat6
2. Fotofobia és fonofobia

E. Masik ICHD-3 diagndzis nem jellemz6

Ismert, hogy a migrén etiopatogenezisében kiilonb6zd agyi strukturak vesznek részt: a
trigeminus ideg magjaval az agytorzsben, az érrendszer, az agykéreg, valamint kiillonb6z6
mechanizmusok és kéros folyamatok, amelyek magukban foglaljdk a trigeminus ideg
szabalyozatlan aktivacidjat, vazokonstrikcidt és vazodilatacidt, tovabba a tovaterjedd

kérgi gatlast (CSD)™85. Ezeket a folyamatokat az extracellularis jelatviteli molekulék és a
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neurotranszmitterek korosan megvaltozott koncentracidi kozvetitik, és ezek hatdsara
gyulladas és fajdalom keletkezik. Egyes bizonyitékok megerdsitik a purinok részvételét

a fent emlitett folyamatokban a kdzponti idegrendszer egészében™°.

2.2.2.1 Az ATP, a P2 receptorok és a migrén

A migrénes fajdalom keletkezésének legkorabbi hipotézise a vaszkularis elméleten
alapult!®®. Ez az elmélet azt feltételezi, hogy a migrénes roham keletkezése két szakaszbol
all. Kezdetben van egy vazokonstrikcid, ami szoveti hipoxia kialakuldsdhoz vezet, de
ekkor még nincs fajdalom. Ismeretes, hogy a helyi vazokonstrikci6 a simaizmokon jelen
1évé P2X receptorok aktivalodasanak lehetséges kovetkezménye az ATP-n keresztiil,
amely, mint egy kotranszmitter egylitt raktarozodik, majd szabadul fel a noradrenalinnal
a perivascularis szimpatikus idegekbdl és sériilt endothelsejtekbdl. A migrénes roham
kezdetén az intracelluléris raktdrakbol noradrenalin kiiiriil, ami &sszefiiggésben van a
dopamin, prosztaglandin, ATP ¢és adenozin fokozott felszabadulasaval®®’. A
vazokonstrikcidt ezutan vazodilatacio koveti, amely fajdalomérzéssel tarsuld hyperemiat

188,189 Tovabba, az ATP szintézise és felszabadulasa az endothelialis

eredményez
sejtekbdl és vérlemezkékbdl a vérszérumba jelentdsen megnd migrénes roham alatt,
amelynek kovetkeztében a felszabadult ATP aktivalja a P2X és P2Y receptorokat az
endothel sejteken (aktivalja még ADP, UTP). Ez az aktivalodas az endothelium-eredetti

150,188 Az extracellularis

relaxacios faktor felszabadulasat eredményezi a vérbe
nukleotidok az agyi artéridk kontrakcidjat indukaljak elsdsorban a simaizomsejteken
expresszalt P2X1 és P2Y6 receptorok aktivalodasavall®®l ugyanakkor az adenozin
elsésorban az endothel sejteken 16vé A2A receptorokon keresztiil relaxacios tényezé L.
Ez a mechanizmus magyardzza a purinok kettés szerepét a migrénes fejfajas

keletkezésében.

Legutobbi ismereteink alapjan a migrénes fajdalom eldidézésének kulcsfontossagl
folyamata a trigemino-vaszkularis rendszer aktivacidja. Ez a folyamat vazoaktiv
molekuldk, példaul kalcitonin gén relacios peptid (CGRP), P anyag ¢és
proinflammatorikus faktorok, valamint jelatviteli molekulak, mint az ATP, szerotonin,
bradikinin és prosztaglandinok felszabaduldsat okozza. Mindezek a vegyiiletek hatassal

vannak a trigeminalis ganglion neuronjaira és szatellit glia sejtjeire®?.
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cyey

elméletével kapcsolatban hoztak Osszefliggésbe. Jelenleg egyre nagyobb figyelmet
forditanak a fajdalom €s neuronalis diszfunkcid, a trigeminalis idegeken kifejez6d6 ATP-
aktivalta receptorokon keresztiil megvalosuld szabalyozasara. A purinerg jelatvitel
részvétele a fajdalom vezetésben, az ATP-aktivalta P2 receptorokkal kapcsolatosan jol
ismert a hatso gyoki gerincveld, és a periférids érzé ganglion teriiletén'®®. Ezenkiviil a
P2X3, P2X2 és P2X2/3 recetorok, valamint a P2Y1, P2Y2, P2Y4, és P2Y6 receptorok
jelenlétét mutattak ki a trigeminalis ganglion és a hatsé gyoki ganglion neuronalis
sejttestjeint4®1931% Szintén leirtdk, hogy a trigeminalis neuronokon jelen 1évé P2Y1 és
P2Y4 receptorok egyiittesen expresszalodnak a P2X3 receptorral’®’. A szatellit glia
sejteken hasonld P2Y receptorok expresszidjat figyelték meg: P2Y'1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
és P2Y 12, valamint P2Y 13 (egyiitt a P2X2 és P2X2/3 receptorokkal)1%81%,

In vitro vizsgalatok azt mutatjak, hogy az afferens trigeminalis idegvégzddéseken jelen
1évé P2X3 vagy P2X2/3 receptorok aktivacidja a gerincveld hatsé szarvaban fokozza a
fajdalomimpulzusok transzmisszi6jat?®’. Az agytdrzsben a nociceptiv neuronok centralis
szenzitizacidjat a P2X receptorok agonistainak és antagonistdinak intratekalis
alkalmazasa befolyasolta®. Azt is kimutattik, hogy a P2X3 receptor kulcsszerepet

jatszik a trigeminalis neuralgidban®%2

. A CGRP fokozott felszabadulasa fiigg a trigemino-
vaszkularis rendszer aktivacidjatol, és egyidejiileg a P2X3 receptorok szenzibilizacidja is
bekovetkezik?®. Ez a folyamat fontos szerepet jatszik az idegsejtek tovabbi aktivalasdban

¢s a periférias €s kdzponti szenzitizacio kialakuldsaban.

Viszonylag 0j és még nem tisztazott elképzelés hogy a P2Y receptorok részt vesznek a
migrén kialakulasaban®*1%2%4  Ugy vélik, hogy a P2Y receptorok aktivacidjanak

lehetséges hatdsa mind analgetikus, mind algogén®®®

. A P2Y1 receptorok aktivacioja
gatolhatja a P2X3 receptorok aktivacigjat a dorzalis ganglionok neuronjaiban, ami az
ATP és ADP antialgogén szerepét tdmasztja ald. Az UTP és UDP, valamint egyéb P2Y
receptor agonistak in vivo i.t. adasa utan kimutattak, hogy ezek fajdalomcsillapité hatast
fejtenek ki, valoszintileg a glialis sejtekbdl torténd citokin felszabadulas gatlasa révén?®>
207 A migrén mechanizmusaban a trigeminalis ganglion neuronjain expresszalédo P2Y6

receptor is szerepet jatszik?%>2%,
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Jol ismert, hogy a migrénes fejfajast megeldzi a nociceptiv receptorok aktivalasa az
agyhartyaban €s azutdn a trigeminalis neuronok szenzoros rostjainak aktivacioja koveti,
amelyek az agyhartya ereit innervaljak?®. Nemrég kimutattak, hogy a CSD nemcsak a
trigeminalis ganglion primer neuronjait aktivalja, hanem a gerincvelo felso
szegmenseiben (C1-2) talalhatd masodlagos neuronokat is?’®. A CSD soran olyan

molekulak szabadulnak fel a cerebrospinalis folyadékba , mint az ATP , a nitrogén-oxid,

crer

crcr

szenzitizacidjat eredményezi, majd az agytérzsben ¢és a fels6 nyaki
gerincveldszegmensekben talalhatéd trigeminus ideg méasodlagos neuronjai kdzvetitik az
agyhartyardl eredd nociceptiv ingereket. Késobb, az agykéreg fokozott aktivitdsanak
1ddészakaban, amelyet kozvetleniil a CSD kovet, az ATP koncentracigja jelentdsen megnd
az extracellularis térben. Az ATP lehet a felelés a nociceptiv jelatvitel aktivalasaért és
amplifikalasaért valamint a gyulladasért, amely az afferens szenzoros rostok
aktivalodasdhoz és  szenzitizacidjahoz vezet?* 2, Az ATP nociceptiv  és
proinflammatorikus hatasat a primer afferens rostokon 1évé P2X és P2Y receptorok
aktivacioja valtja kit>0193213-216

crer

is, amelyek kozvetitik a nocicepciot, mint példaul a trigeminus mag és a
talamusz?%3217218 A legtobb nociceptiv trigeminalis neuron, amely a durat beidegzi,
P2X3 receptorokat is expresszal és képes a CGRP felszabaditasaral®207, A P2X3
receptorok aktivacioja fokozza a CGRP felszabadulasat a dura materben és eldsegiti a
gyulladésos folyamatok meginditasat, valamint a CGRP tovabbi felszabadulasat okozza
az agytorzs trigeminalis magjaiban, és ezaltal a szekunder neuronokat érzékenyebbé teszi
a fajdalmas ingerekre?'®. Ezenkiviil a CGRP a trigeminélis ganglionban jelen 1évé P2X3

receptorok szenzitizaciojat is fokozza?®’.

A purinok kiilonboz6 tipusu sejtekben (erek, idegsejtek ¢és szatellit glia sejtek) és
kiilonboz6 tipust purinerg receptorokon keresztiil torténd tobbiranyu hatasa hozzajarul
¢s modositja a migrénes fajdalom meginditdsdhoz és erésddéséhez. Ezért a purinerg
receptorok kivalo terapids célpontot jelenthetnek az 0j antimigrén terapidkat kidolgozo

farmakologusok szamara. Azt is feltételezhetjiik, hogy az ATP ¢és az adenozin lebontasat
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eldsegité mechanizmusok megakadalyozhatjak a vazodilataciot és ezaltal elkeriilhetik a

migrénes roham soran a szekunder centralis szenzitizaciot.

2.2.2.2 Fejfajas és migrén allatmodelljei

Annak érdekében, hogy felmérjiik az allatmodell valds értékét az emberi betegségekkel
kapcsolatban, beleértve a kronikus fajdalmat és migrént, a vizsgalonak képesnek kell
lennie a farmakodindmids végpont megbizhatd értékelésére, a betegség szempontjabol
relevans korélettani, tiinettani és/vagy kezelési modok transzlacios vonatkozasaiban. A
migrén olyan 6nallo fejfajas betegség, amelyet altaldban az egy oldalon elhelyezkedd
fejfajas jellemez, amelyhez gyakran hényinger, hanyas és figyelmeztetd tiinetek (pl.
fényre és hangra vald érzékenység) tarsulnak®?®. Azonban vitathatd, hogy az allatok
valdban spontan migrénszeri epizodokat tapasztalnak-e klinikai kdrnyezetben. Evolucios
szempontbol nehéz elképzelni, hogy milyen bioldgiai elénye szarmazhat az allatnak
abbol, hogy természetes szelekcid révén erdsitse meg ennek a fejfajas betegségnek a
tovabborokitését. Mindazonaltal a rendelkezésre allo allatmodellek azt mutatjak, hogy a
ragesalok kisérleti uton migrénszeri korélettani allapotokba keriilhetnek, ami relevanssa

teszi 6ket a gydgyszerkutatasban valé alkalmazasukra??224,

Egy ismert vagy 0j vegyiiletnek, amelynek a hatasmechanizmusa mar ismert, segithet
eldonteni, hogy az els6 elvégzett allatmodell neurovaszkularis vagy neurondlis jellegli
legyen. Ha a hatasmechanizmus tulnyomoérészt neurovaszkularis, a kovetkezé modell
lehetséges: zart koponya ablak modell alkalmazasa, mellyel felmérhetd a drog hatasa a
cranialis vérerek atmérdjére. Ez kiegészitheté a hizosejtek deplécios vizsgalataival, igy

tovabb tudjuk vizsgalni a neurogén jellegét.

Ha a hatdsmechanizmus tGlnyomorészt neuronalis, akkor a kovetkez6 modellek
lehetségesek: (1) meg kell allapitani a vegytilet aktivitasat CSD modellben, mely relevans
aurds migrénben, vagy (2) kiilonb6z0 szenzitizacidos modellekben, példaul NTG ismételt
adasaval. Jelenleg, kevert mechanizmusokat magaban foglalé modellek (pl. durdlis

»gyulladasos leves” NTG kezeléssel kombinalva) nem allnak rendelkezésre.

A genetikai modellek alkalmazasa olyan monogénes familidris hemiplegikus migrén

(FHM) mutéciokra vonatkozik, amelyekhez rendelkezésre allnak mutans egerek (pl.:
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CACNAI1A), valamint olyan poligénes mutaciok, amelyek Kutatasra varnak
allatmodellekben. Majd a vegylilet hatdsossaganak értékelésére egy egyszerti gyulladasos

vagy neuropatias modell (pl.: komplett Freund’s adjuans adasa) a legalkalmasabb??°.

Kisérleteink soran a Bates és munkatarsai altal korabban leirt szenzitizdcios NTG-
indukalt migrén modellt?® alkalmaztuk. Megvizsgaltuk az i.p. NTG kezelés 4ltal
id6fiiggé modon kivaltott termalis hiperszenzitivitast az egerekben és a végtagelrantasi
kiiszobértékiiket mértiik hot plate teszt segitségével, valamint a modell validalasahoz
szumatriptant alkalmaztunk. Ez ugyan kdzvetleniil a migrénszerti fejfajast nem méri, de
feltételezhetd, hogy a hiperszenzitivitds a durat ellatdé idegekben is hasonlo

mechanizmussal alakul ki.

2.3 Szerotonerg neurotranszmisszio

A szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) a biogén aminok csoportjaba tartozo
neurotranszmitter vegyiilet, az agyi szerotonerg neuronokon kiviil még detektalhato
mennyiségben megtalalhato a periférian, valamint a vérlemezkékben, a hizésejtekben, a
gyomor-bél traktusban illetve a mellékvese veldallomanyaban??’. Az agyban a
szerotonerg neuronokban szintetizalodik és azok varikozitasaibol szabadul fel??, majd
ezt kovetden a felszabadult szerotonin nagy része aktiv mechanizmussal visszavételre
kertil. Bioszintézisének eléanyaga a triptofan amelybdl a triptofan-hidroxilaz hatéséara 5-
hidroxi-triptofan keletkezik, majd dekarboxilacio révén keletkezik az 5-hidroxi-
triptamin, azaz szerotonin. A kozponti idegrendszer szerotonerg neuronjainak tobbsége
az agytdrzsben 1évé raphe magokban talalhatoak??. Az axonok a raphe magokban
talalhatd neuronokbol kiindulva, mint leszallo palydk a gerincvelé mellsd, kdzépso,
valamint hats6 szarvdhoz, mint felszallo palydk az egyéb agytorzsi struktirakhoz, a
hipotalamuszhoz, a limbikus rendszerhez, a hippokampuszhoz és az agykéreghez futnak,

igy tehat szerotonerg axonok az agyban gyakorlatilag mindenhol kimutathatoak (5. abra).

30



DOI:10.14753/SE.2019.2214

Neocortex

—~
%,
Y,

T:E“t“mm\\\“‘{xh Hip,
< "Z:tpaeﬂ"’?ﬁtm.

i \
Habenula ™ t -

[

/5 Amygdala_—
R Substantia// —
_mrd A/ kbnigra ,‘:‘ _ Hypomalam.lfﬁ__,....--

Splﬂﬂl Flaphe "z/__- ll— -.___\k:___:::-:-_______.

\trigeminal nucleus nuclei____,.--"' o

5. abra: Patkany szerotonerg rendszere a raphe magokkal és a f6
palyarendszerekkel. Az dbra azon sejtek projekcios utvonalat mutatja, melyek a
szerotonint neurotranszmitterként szabaditjak fel. A szerotonerg neuronok legfontosabb
csoportja a raphe magok®°. A 3 /6 palya: 1. Medidalis felszallé palya: a hippokampusz és
a preoptikus aredt idegzi be. 2. Medio-lateradlis felszdllo padlya: elsésorban a kortikalis
teriileteket idegzi be. 3. Laterdlis felszallo pdlya: a nucleus caudatusba fut, és az

extrapiramidalis rendszert idegzi be.

Az emlds agyban 1évd szerotonerg neuronokra ugyancsak jellemzd a varikozitasos és
szinaptikus ingeriilet-atvite”®}?%2, Egyes agyteriileteket a kiilonboz6 raphe magokbol
érkezd szerotonerg neuronok komplexen, tobbszdrdsen is beidegzenek?®12**, Ezenfeliil a
raphe magvak szerotonerg neuronjai a bemenetek nagy tobbségét olyan kortikalis €s
szubkortikalis teriiletekrdl kapjak, amelyek Ilényegében szerotonerg beidegzéssel
rendelkeznek®®, ami arra utal, hogy a felszallo szerotonerg pélyakat féleg a mar

feldogozott érzékszervi informaciok befolyasoljak?®.

Az, hogy a szerotoninnak eddig jelentésen sokrétli, gyakran egymasnak ellentmondo
hatdsat tapasztaltdk, a nagyszamu, eltérd tulajdonsagokkal rendelkezd receptorainak
koszonhetd. Az 5-HT receptorokat 7 nagyobb csoportba soroljuk. Az idegvégzodésekbol
preszinaptikusan felszabaduld 5-HT 16 féle 5-HT receptorral keriilhet interakcidba pre-
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vagy posztszinaptikusan=®. Az 5-HT kotodése a G-fehérje kapcsolt receptorokhoz, az

adenil-ciklaz vagy a foszfolipaz-C aktivalodasat eredményezi.

Az 5-HT-t a szinaptikus résboél az 5-HT transzporterek viszik vissza a preszinaptikus
végzOdésekbe, itt a szabad 5-HT vagy vezikuldkban tarolodik, vagy monoamino-oxidéaz

(MAO) metabolizalja 5-hidroxi-indolecetsav végtermékkeé.

A szerotonerg rendszer szabalyozasa nagyon fontos a normal viselkedés, valamint a
neurologiai és pszichiatriai rendellenességek szempontjabol, mint pl. az obszessziv-
kompulziv zavar, a bulimia, a kronikus impulzivitas, az elhizas, a kabitdszer fliggdség,
az agresszio, a depresszio, a szorongas, az ongyilkossagi késztetés, a skizofrénia, a mania,

az autizmus, az Alzheimer-kor, és a hirtelen csecsemdhalalozasi kor?3241,

2.3.1 A raphe magok eltéré szerepe a neuromodulacioban

Az éllat viselkedését, pillanatnyi €s jovobeli akcidit az idegrendszer kiilonbozé miikodési
modjain keresztiil végsd soron az érzékszervek informacioi befolyasoljak a legnagyobb
mértékben. A kiilsé ingerekbdl szarmazd kiilonb6zé informaciok péarhuzamosan,
elosztott modon dolgozddnak fel a funkcionalisan elkiiloniilt kérgi teriileteken. Az egyik
felmeriilt elképzelés szerint az idegsejtek szinkron tiizelése jatszik szerepet abban, hogy
szinkron modon befolyasoljak, és ezaltal funkcionalisan dsszekapcsoljak a kiilonb6zd
agyteriileteket 24224, Mas adatok viszont azt az elképzelést tamogatjak, hogy a kéreg

alatti aktivitasnak is szerepe lehet a kérgi szinkronizacié kialakitasaban?*424,

A kortikélis informaciofeldolgozds a szubkortikalis neuromoduldcids rendszerek
allapotfiiggd szabalyozasa alatt all. Ennek alapjan, ez a modulacids hatas feltételezhetéen
elsésorban lasst, tonusos, nem szinaptikus receptorok altal kdzvetitett, de a fazisos, gyors
szinaptikus atvitel is lehetséges®7248. A lassu, tonusos és gyors, fazisos modulacio
parhuzamos miikddésének kiemelkedd péld4ja a felszalld szerotonerg rendszer. A
dorsalis raphe (DR) szerotonerg neuronjainak vékony axonjai kis varikozitasuak és ritkan
létesitenek szinapszisokat, mig a median raphe (MR) tonusos szerotonerg sejtjeinek
vastag, nagy varikozitasi axonjainak tobbsége szinaptikus kapcsolatokat alakit ki a
kortikalis GABAerg interneuronokkal?**?!, Kovetkezésképpen a DR projekcio idealis a

nagy teriiletek diffuz befolydsolasara az egymadssal tényleges kontaktusban nem 1évo
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sejtek kozotti diffizidval (volume transmission), mig az MR mind diffiz nem-

szinaptikus, mind gyorsabb, cél specifikus fazisos modulaciot is alkalmazhat.

A DR ¢s az MR magok optogenetikus aktivacioja az MR-hippokampalis aktivacié gyors
komponensét tarta fel®2. Ezek az adatok azt sugalljdk, hogy a DR és MR

szubpopulacidknak kiilonféle hatasai vannak az ¢élettani funkciokban és a viselkedésben.

2.3.2 Szerotonerg modulacio6 a hippokampuszban

A kiilonféle jelentésebb neurotranszmitter jelatviteli titvonalak, mint a monoaminerg,
glutamaterg és nitrerg neurotranszmitter rendszerek??, nagyon érdekesek a komplexitas
és szabalyozas szempontjabol is és itt is kiillonds figyelmet érdemel a Szerotonerg
rendszer. Ahhoz, hogy megértsiik, a szerotonin hogyan modulalja a hippokampalis
funkciokat molekuléris szinten, meg kell ismerni, hogyan moduldlja a szerotonin a
kiilonb6z6 sejttipusokat és szubrégiokat, amelyeket a hippokampalis neuronhalézatok
tartalmaznak. Hossztengely mentén a hippokampusz ragcsalokban dorzalis, kozbenso és

54

ventralis régiokra van elkiilonitve®®, hasonléan, mint humanban®®. A dorzélis

hippokampusz elsésorban a kognitiv funkciokban jatszik szerepet, beleértve a térbeli

t256’257

tanulast és memoria , mig a ventralis hippokampusz els6sorban a stresszvalasz az

298280 ' masodsorban a memoéria feladatokban vesz

érzelmek, a szorongas szabalyozasaban
részt?®. A hippokampusz tobb kiilonbozd zénara oszlik: a gyrus dentatusra, a CA3, CA2,
CAL és subiculum régidkra. A CA3, CA2, CA1 régiokat hippokampalis gyrusnak vagy
Ammon szarvnak is nevezik. A CA3 teriileten talalhato piramis sejtek axonokat, un.
Schaffer kollateralisokat projektalnak, a CA2 és CA1 régiokhoz. A hippokampalis
neuronhéalozatokban kétféle fo serkentd tipusu sejttipus talalhato: a glutamaterg piramis
sejtek az Ammon szarvban és a subiculum régiokban, valamint az ugyancsak glutamaterg
szemcsesejtek a gyrus dentatusban. Altalaban serkenté hatast fejtenek ki a neuronokra,

axon terminalisokat kiildenek mas glutamaterg, GABAerg, €s monoaminerg, kolinerg és

hisztaminerg sejtekhez.

A hippokampuszon beliili informécio feldolgozasa Osszetett folyamat, amelyet szamos
neurotranszmitter befolyasol. A hippokampuszban szinte mindegyik pre- ¢és

262

posztszinaptikus 5-HT receptort mar azonositottak=>*, és megtalalhatok mind az

excitatoros sejteken, mind a gatlé interneuronokon, tovabba az 5-HT transzporter
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kulcsfontossagu szerepet jatszik a szerotonerg neurotranszmisszidban és a hippokampalis
funkciok allapotfiiggd szabalyozisiban?®32%%, A hippokampuszban expresszalodik a

265 ¢s tovabbi fontos enzim még a szerotonerg rendszerben a

triptofan-hidroxilaz enzim
MAO, amely az 5-HT bontasaért felel’®®. Az 5-HT neurotranszmisszié fontos szerepet
jatszik a hippokampalis neuronhédlézat miikddésében, kozvetlen hatdssal lehet a
piramidalis neuronok tiizelésére a membranpotencidl szabalyozasaval és kozvetve a

GABA neurotranszmisszié modulalasaval.

Erdekes modon az 5-HT rostok gyakran nem rendelkeznek kozvetlen szinaptikus
kapcsolattal, és sok olyan 5-HT receptort észleltek azokon a neuronokon, amelyek nem
kapnak 5-HTerg innervaciot?®2%8. Ebbol az kovetkezik, hogy a szerotonin diffiz
formaban szabadul fel és inkabb modulatorként miikodik a hippokampuszban, amelynek

a homeosztazis fenntartdsa a funkcioja.

A hippokampusz-fiiggé memoriardgziilés mechanizmusaban dontd szerepe van a hosszu
tavu szinaptikus hatékonysag fokozodasanak (LTP, long term potentiation). E tekintetben
korabban mar beszamoltak a cAMP jelatviteli rendszer és az LTP koz6tti kdlesonhatasrol,
a Ca?* és a cAMP kozotti kritikus kapcsolatr6l?®. Az LTP kivaltisa sordn az
AMPA/kainat és NMDA receptorok egyiittes aktivacidja nagy mennyiségii Ca®*
bearamlashoz vezet, amelynek kovetkeztében aktivalodik a Ca-calmodulin rendszer,
amely aktivalja az adenilat ciklazt és a cAMP kinazt, mely utobbi a sejtmagban beinditja
a fehérjeszintézist €s strukturalis valtozasokat indukal, 0j receptorok és szinapszisok
kialakulasdhoz vezet. Ezek a folyamatok a kalmodulin hatasanak eredményeként és a
masodlagos messenger cAMP kozvetitésével jonnek létre. Az LTP kialakuldsdban
interneuronok (GABA, opioidok, szerotonin szerepe), retrograd hirvivé anyagok (NO) is
részt vesznek. Ezen a szinten az 5-HT receptorok mindegyike kdzvetleniil is részt vesz a
hippokampusz normal miikddésében és a memoria kialakulasaban, ugyanis a metabotrop

5-HT receptorok serkentik vagy gatoljak a cAMP keletkezését.

A neurogenezis a hippokampalis mitkodéssel kapcsolatos hosszan tartd valtozasokban

érintett folyamat, mivel a felnéttkori neurogenezis éppen a gyrus dentatusban zajlik?’°.

Az 5-HT1a receptor valdsziniileg szerepet jatszik a neurogenezis szabalyozasaban, mely

271

a raphe szerotonerg neuronjain expresszalodik, mint autoreceptor”'*, és preszinaptikusan

helyezkedik el a hippokampuszban, tovabba fontos szerepet jatszik az 5-HT felszabadulas
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cres

fehérjékhez kapcsolt befelé egyeniriny kalium csatornakat és gatolja a Ca®*
csatornakat?’2, valamint gatolja az LTP-t és az NMDA receptorok miikodését®’®. Az

ionotrop 5-HT3 receptor szintén részt vesz gyors hatasok kozvetitésével az LTP

s

Az 5-HTig receptorok széleskori eloszlasa kovetkeztében megtaldlhatok a
hippokampuszban a projekcidés neuronok axon terminalisain és dendritjein, amelyek
magukban foglaljak az Ammon szarvban 1évé piramissejteket €s a gyrus dentatusban 1évo
szemcsesejteket?”> 2" Az 5-HT1p receptorok alacsonyabb szinten expresszalodnak, mint
az 5-HT1g receptorok, ugyanakkor gyakran egy agyteriileten fejezdik ki ez a két fajta
receptor, esetleg heterodimert képezhetnek egymassal?’®2/82% fgy megkérddjelezhetd,
hogy hatasaikat lehet-e kiilon targyalni. Az 5-HT1p receptorok aktivacidja csokkenti a
HT1s receptorok modulacids hatasat a memoria és a tanulds viselkedési modellekben
sokkal kevésbé tanulményoztak, mint az 5-HTia receptorok. De t6bb tanulmany
kimutatta, hogy az 5-HT1g receptorok stimulalasa negativan befolyasolja a teljesitményt

a hippokampusz-fiiggé memoria tesztekben.

Széles korben elterjedt, hogy a kortikalis szerotonerg idegvégzddésekben megtalalhatok
a preszinaptikus 5-HT1g/1p terminalis autoreceptorok, amelyek aktivalodasa gatolja az 5-
HT felszabadulast?®®2283 Azonban a hippokampuszban 1évé 5-HTienp receptorokat

expresszalo idegvégzodések eredési pontja még mindig nem ismertek.

A hippokampuszban a sejtek gyakran egyiitt expresszaljak az 5-HT receptorok tobb
tipusat, amelyek vagy kiegészitd, vagy ellentétes hatissal lehetnek a sejtfunkcidkra.
Ezenkiviil az 5-HT receptorok més G-fehérje kapcsolt receptorokkal homodimer vagy
heterodimer formdkat is kialakithatnak, ezzel tovdbb ndvelve az 5-HT jelatvitel
komplexitasat®®. Tovabba a legtobb 5-HT receptor a hippokampusz mindkét f6
sejttipusan, a glutamaterg principalis sejteken és GABAerg interneuronokon is
megtalalhaté. Két kivétel van ez alol, az 5-HT3 receptorok csak az interneuronokon?8286,
az 5-HTs receptor alosztily csak a piramissejteken talalhaté meg?®’. Az 5-HTsa
receptorok részt vesznek az asztrocitdk érési folyamataban és aktivacidjaban, kiilondsen

gliosis utan, ugyanakkor a hippokampusz piramis sejtjein is expresszalodnak?eé,
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2.3.3 P2 receptorok szerepe a szerotonerg neurotranszmitter rendszerben

Mar az 1990-es évek elején felismerték, hogy az ATP-érzékeny P2 receptorok részt
vesznek a transzmitter felszabadulas szabalyozasaban?®. Késébb kimutattak, hogy az
agyi és a periférias neuronok fobb neurotranszmittereinek (acetilkolin, noradrenalin,
dopamin, szerotonin, glutamat, GABA) felszabadulasat a P2X és/vagy P2Y receptorok

modulaljak.

A P2 receptorok aktivacioja gatolta a szerotonin felszabadulasat kortikalis patkany agy
szeletekb81?®. Az ATP ezen hatasa kétfazisa lehet, mivel a szerotonin felszabadulas
preszinaptikus P2X receptor altal kozvetitett facilitacidjat is megfigyelték patkany
hippokampuszban®. Ugyanakkor az egyszeri tulélé agyszeletben a kozvetlen
preszinaptikus P2 receptor hatas és a kozvetett modulalé hatasok megkiilonboztetése nem

egyszeru.

A monoamin ¢és purinerg rendszer egyiittmiikodést bizonyitja az a megfigyelés is, hogy a
glutamat/ATP interakciobol szarmazé masodlagos messenger NO szabalyozhatja a
szerotonin termelését?®2%2, Ugyanakkor forditva is igaz, hogy a szerotonin is képes
modullni az ATP szinteket az agyban?®®. A P2 receptor antagonista PPADS 4ltal indukalt
antidepresszans szerli hatdsokban a szerotonin szerepet jatszhat, mert a PPADS ¢és
fluoxetin egyidejii alkalmazasaval megfigyelt Osszead6dd hatds a P2 receptorok
gatlasabol is szarmazhat, amely kedvezéen befolyasolta a szerotonin bioldgiai

hozzaférhetségét?®,

A P2X7 receptorok aktivacioja glutamat és kovetkezményes GABA felszabadulast valt
ki a hippokampuszbol®, de eléidézheti az endogén agonista ATP felszabaduldsat is?*®. A

i4jaban?%%2% a bipolaris
betegségekben?®3% ¢és a szkizofréniaban®l. A P2X7 KO egerekben valtozasokat

észleltek az agy noradrenalin és szerotonin szintjében?”.

Ugyanakkor a P2 receptorok részvétele a szerotonerg transzmisszié szabalyozasaban még

nem teljesen tisztazott.
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3 Célkituzések

Vizsgalataink a kovetkez6 fobb teriileteket érintették:

I. Dolgozatom els6 részében a purinerg jelatvitel és a migrén kapcsolatanak tisztazatlan
pontjaival foglalkozom. Irodalmi adatok alapjan valdszinii, hogy az endogén purinok
potencialis triggerei vagy mediatorai a migrénnek, tovabba vizsgaltdk mar egyes P2

receptor altipusok részvételét a migrén szabalyozo6 folyamataiban.

A doktori munkamnak az egyik célja az volt, hogy megvizsgaljuk a P2X7 receptorok

szerepét az NTG-indukalt migrén modellben egerekben.

1. A termalis hiperszenzitivitas kialakulasanak vizsgalata NTG kezelt egerekben.
e Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a NTG indukalta migrén egér
modellben talalunk-e kiilonbséget a P2X7 WT ¢és P2X7 KO egerek

fajdalomkiiszobében?

2. A P2X7 receptor gatlasanak vizsgalata az NTG indukalt migrén modellben.
e Ezekben a vizsgéalatokban az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk a P2X7 receptor
antagonista BBG akut és szubakut kezelésnek a hatasat P2X7 WT és P2X7 KO

egerekben.

3. A c-Fos expresszio valtozasanak vizsgalata a migrénben kozvetito szerepet jatszo
egér felsényaki gerincvelében és TNC-ben.
o Kovetkezd immunhisztokémiai vizsgalatainkban a két genotipus, tovabba a P2X7

receptor gatlas c-Fos expressziora gyakorolt hatasait hasonlitottuk Gssze.

I1. Dolgozatom masodik részében a P2 receptorok szerepével foglalkozom a szerotonerg
transzmisszio szabalyozasaban. Mivel irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a P2X7
receptorok modulaljak tobb mas transzmitter felszabadulasat, feltételezziik, hogy az
endogén ATP modulalja a szerotonin termel6dését is. Ugyanakkor az is ismert, hogy a

szerotonin is modulalja az ATP szinteket az agyban. Ezen irodalmi eredmények alapjan,
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célszerlinek tiint megvizsgalni, hogy a P2X7 receptor milyen szerepet jatszik a

c sy

Tehat a doktori munka masik célja az volt, hogy a median raphe régi6 és a hippokampusz
szerotonin felszabadulasat jellemezziikk és megvizsgaljuk a P2X7 receptorok ebben
jatszott feltételezett modulacios szerepét. Ehhez optogenetikai technikat alkalmaztunk, az
afferenseket — amelyek az MRR-b6l szarmaznak és egyik célteriiletiik a hippokampusz —
szelektiven aktivaltuk és az MR régiobol szarmazd neuron szubpopulacio 5-HT
felszabadulasat jellemeztiik in vivo és in vitro. A P2X7 receptorok aktivacidjanak

elektromos és optikai stimulacio altal kivaltott 5-HT felszabaduldsra gyakorolt hatasat a

crer

1. A median raphe régiobol optikai stimulaciora felszabadulé szerotonin kiaramlas
jellemzése.

e Megvizsgaltuk és 0sszehasonlitottuk, hogyan hat az elektromos, kémiai és optikai

crer

s rer

viselkedésre egerekben.
e Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogyan hat az MRR optikai stimulacija

a ChR2-t expresszallo egerek viselkedésére?

3. In vivo optikai stimuldcié hatasara felszabadulé transzmitterek szintjének
vizsgalata az MRR-ben.

e Ezekben a vizsgalatokban az volt a célunk, hogy megnézziik, hogyan valtoznak a

szerotonin, a glutamat és a GABA szintek a MR régidban kiilonb6z6 paraméterti

optikai ingerlés hatasara.

4. A hippokampalis optikai stimulicié indukalta szerotonin felszabadulas
feltérképezése.

e Miutan vad tipusu egerek HP-abol sikeriilt szerotonin felszabaduléast eléidézni

elektromos és kémiai stimulusra, megvizsgaltuk és 6sszehasonlitottuk, hogyan hat

az optikai stimuldci6 a szerotonin felszabadulasra?
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o Megvizsgaltuk tovabba, hogy miként befolyasoljak az 5-HT: agonistak a

felszabaduld szerotonin mennyiségét.

5. A P2X7 receptor szerepének vizsgalata az elektromos és optikai stimulacio
indukalta hippokampalis szerotonin felszabadulasban.
e Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az ionotrop P2X7
receptorok részt vesznek-e a szerotonin felszabadulas szabalyozasaban az agyi
szerotonerg palydk hippokampalis végzddéseibdl? Ennek kideritésére a

stimulaciok eldtt farmakologiai gatlassal blokkoltuk a P2X7 receptorokat.
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4 Modszerek

4.1 Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez mindkét kisérletsorozatban 2-4 hénapos him C57Bl/6J alapu P2X7
receptor nullmutans (knockout; KO) transzgén egereket és vad tipusu (wild type; WT)
alomtarsaikat hasznaltuk fel. Az eredeti P2X7 receptor génkiiitétt tenyészparok
Christopher Gabel (Pfizer Inc., Groton, CT, USA) felajanlasaval keriiltek az MTA KOKI
Orvosi Géntechnoldgiai Részlegébe, ahol az egérvonalat SPF koriilmények kozott
tenyésztik. Az utdodok genotipusat PCR modszerrel egyénenként ellendrizték az OGR
Genotipizald laborjaba. A P2X7 receptor génkiiitésért felelés DNS konstruktum, P2X7-
F1 (5'- CGGCGTGCGTTTTGACATCCT-3") és P2X7-R2 (5-
AGGGCCCTGCGGTTCTC-3"). Az egérvonal alapjat alkoté génkonstruktumban a P2X7
receptort kodold gén egy szakaszat egy neomycin rezisztenciat kodold génszakasszal
helyettesitették, amelynek hatasara a 1étrejové homozigotakban a P2X7 receptort kodolo

gén nem irodik 4t és ez a P2X7 receptor fehérje hianyat okozza'?.

Minden 4allatot standard koriilmények kozott tartottunk az MTA KOKI OGR allattarto
szobaiban, 23+2 ‘C-os hdmérsékleten, 60+10%-0s paratartalmon, 12-12 6ras fény-sotét
ciklusban, ahol ad libitum taplalék és viz folyamatosan rendelkezésiikre allt. A
viselkedésteszteket 9-14 ora kozott, az MTA KOKI MD szintjén és Viselkedésvizsgalati
Egységében (VVE) végeztiik és az egerek a kisérletek eldtt egy héttel keriiltek a standard

allattartd szobakba.

Az allatkisérleteket a nemzetkdzi €s magyar torvényi szabdlyozassal 0sszhangban a
Kisérleti ~ Orvostudoméanyi  Kutatéintézet ~Munkahelyi — Allatetikai  Bizottsag

jovahagyasaval végeztiik.
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4.2 NTG indukalt migrén modell

4.2.1 Emelked6 homérsékletii hot plate teszt

A tesztet megel6zden az egereket random 10-13 f0s csoportokba soroltuk, és 6tdsével 1
hétre ketrecekbe raktuk. Az elfogultsag elkeriilése érdekében az Excel segitségével
randomizaltunk, hogy melyik egér melyik csoportba tartozik. Az egerek nociceptiv
— €gy
emelked6 homérsékletii hot plate rendszerrel (IITC Life Science, Woodland Hills, CA,

stimulciora valé reakcidjat — Almasi és munkatarsai tanulmanyat kovetve0?

USA) hataroztuk meg, a széles korben hasznalt latencia mérések helyett. A tanulmany

szerint ez a mérési technika a termélis hiperalgézia pontosabb vizsgalatat teszi lehetové.

A vizsgalat napjan az allatokat 10 percig habitudltuk a vizsgalati késziilékben, miel6tt a
kiindulasi nociceptiv kiiszobértéket mértilk. Az allatokat egy elektromosan fiitott
fémlemezre helyeztiik, amelyet alland6é 30°C-on tartottunk (kiindulasi hémérséklet). A
habituacios id6 utan a lemez hémérsékletét konstans 6°C/perc sebességgel novelni
kezdtik, amig az egerek nocifenziv viselkedést mutattak (a hats6 mancs razasa,
nyalogatasa, vagy a forr6 lemezrél valo elugras). Ezutan a fiitést azonnal leallitottuk, az
egeret eltavolitottuk a késziiléekbol, és a lemezt gyorsan lehiitottik. A homérsékletet,
amelynél az egerek a nocifenziv viselkedést mutattak, mint végtagelrantasi kiiszobérték
jegyeztiik le (paw withdrawal threshold; PWT), és °C-ban adtuk meg. Kortilbeliil 1 o6raval
keésébb a mérést megismételtiik, és a két érték atlagabol a kiindulési termalis nociceptiv
kiiszobértéket szamoltuk ki. A masodik mérés utdn az allatokat a lent leirt drogokkal és
modon kezeltilk, majd egy és két oraval késobb mértilk a poszt-drog nociceptiv

kiiszobértéket (6. abra).
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NTG kezelés a 0. percben

Alap PWT mérés 2x -30. perc J'S. perc 60. perc 120. perc
————————————————— Fom-- i fommmmmo-
BBG 1x PWT PWT C1-C2, TNC
T IHC
5 napos BBG

6. abra: A Kisérleti eljarasok bemutatasa. Az dbra az NTG indukalta migrén egér
modell kisérleti elrendezését mutatia. Az alap PWT értékek mérését kovetéen az egereket
azonnal kezeltiik NTG-vel vagy az oldoszerével. Az egyszeri BBG kezelés esetében az alap
PWT értéket a BBG adasat megel6zéen mértiik, mig 5 napos BBG kezelésnél az 5. napon

az utolso BBG adas elott mertiik.

4.2.2 Drogok és kezelések

Bates és mtsai??® altal leirt NTG modell kissé modositott valtozatat alkalmaztuk. Az
kiindulasi termalis nociceptiv kiiszobértékek mérése utan az egerek intraperitonealisan
(i.p.) 15 mgkg NTG (Nitro POHL®, G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG,
Hohenlockstedt, Németorszag) vagy olddszer (49 mg gliik6z-monohidrat/ml) injekciot
kaptak. Az NTG dozisat irodalmi adatok és eldzetes vizsgalatok alapjan vélasztottuk
ki?%, Kisérleteinkben nagyobb dézisban alkalmaztuk az NTG-t a PWT érték szignifikans
csokkentésére, mint amit a Bates féle cikk irt, ami megmagyarazhaté az NTG eltérd
forrasaval, és a fajok kozti NTG érzékenység eltérésével is2263933%  Szymatriptant
(Sigma-Aldrich; Budapest, Magyarorszag, oldva fiziologias soéoldatban) alkalmaztunk
kisérleteink validalasara: az egerek 5 perccel az NTG i.p. beadést kdvetden i.p. 600 pg/kg
szumatriptan®?® vagy fizioldgias séoldat injekciot kaptak. A P2X7 receptor antagonistat,
a Brilliant Blue G-t (BBG; Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) vagy annak

oldoszerét (fiziologias sooldat) két kiilonb6zd protokoll alapjan alkalmaztuk:

o akut kezelés: a kiinduldsi termalis nociceptiv kiiszobérték mérése utan és az NTG
kezelés elott 30 perccel 50 mg/kg i.p. BBG vagy fiziologias soéoldat injekciot
adtunk, vagy

e szubakut kezelés: az egereket 5 egymast kovetd nap kezeltiik 50 mg/kg 1.p. BBG
vagy fiziologias sooldat injekcidval, az utolsod injekcidt 30 perccel az NTG

kezelést megel6z6en adtuk (6. abra).
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A dézisok kivalasztasa korabbi vizsgalatokon alapult?262%:306  Minden oldat frissen lett

elkészitve a felhasznalas napjan.

4.2.3 TNC immunhisztokémia

Kisérleti csoportok 5-6 egérbdl alltak. Két oraval az 1.p. NTG (15mg/kg) vagy oldoszer
injekciot kovetden, a mély altatasban 1évé egereket 5%-os foszfat pufferes fiziologias
sooldattal oldott paraformaldehid (0.5% boérax) oldattal transzkardialisan perfundaltuk.
Az egész agyat és a nyaki szakaszi gerincvel6t eltavolitottuk, majd 3 6ran at 5%-0s
paraformaldehid oldatban tartottuk, majd 20-24 6rara 30%-os szachar6z tartalmu fixald
oldatba helyeztilk at. Ezutan a vizsgaland6 teriiletekr6l 30 pm-es koronalis
sorozatmetszeteket készitettiink szankas mikrotommal. Minden negyedik metszeten c-
Fos immunhisztokémiat végeztiink. A szabadon sz6 metszeteket 0.3%-o0s hidrogén-
peroxid oldattal, majd 0.3%-0s Triton X-100-at és 2%-os normal kecske szérumot
tartalmazo PB oldatban 1 6ran at szobahOmérsékleten el6kezeltiik, majd a metszeteket
nyulban termeltetett anti-fos primer antiszérumba helyeztiik (1:10000, 72 6ra, 4°C, sc-52,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag). A kovetkez6kben a metszeteket
0.1 M foszfat pufferes fiziologias sdoldattal (PBS, pH: 7.4) mostuk, mieldtt biotinilalt,
nyul ellen termeltetett szekunder kecske antitestet tartalmazo oldatba helyeztiik 1 orara,
majd szintén 1 6ran at ABC-t (avidin-biotin peroxidaz komplexet, Vectastain — ABC Kit
PK-6100 Elite, Burlingame, CA, USA) tartalmazé oldatban inkubaltuk. Végil a
metszeteket 3,3’-diamino-benzidint (DAB, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
tartalmaz6 nikkel-szulfat oldattal kezeltiik 2 percig, felvittiik zselatinos targylemezekre,
majd lefedtiik. A metszetekr6l mikrofotokat készitettiink és a fos-reaktiv magokat
szamoltuk a nyaki gerincvel6 mindkét oldalan és a TNC-ben ImageJ szoftver
segitségével. Allatonként 30-30 bal és jobb féloldali metszetet (TNC) és 10-10 bal és jobb
féloldali metszetet (nyaki gerincveld) szamoltunk ¢€s a c-Fos pozitiv magok atlag értékét

hataroztunk meg teriiletenként.
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4.3 Optogenetika

Az elmult évtized idegtudomanyi kutatasait forradalmasitd technika az optogenetika,
amelynek soran algakbol és baktériumokbol szarmazé fényérzékeny fehérjét kodold gént
nyernek ki, majd az agy bizonyos idegsejtjeibe juttatjak be virusok segitségével. A gén
kifejezddik, és létrejonnek a fényre aktivalodd ioncsatorndk, amelyek beépiilnek az
idegsejt membranjaba. A genetikailag modositott idegsejtekben mesterséges akcios
potencialokat generalnak a fény felvillanasaval, igy befolyasolva az idegsejtek aktivitasat
(7. abra). A két legelterjedtebb fényaktivalhato ioncsatorna a channelrhodopsin (ChR) és
a halohodopszin (NpHR): az elébbin pozitiv (Na*, Ca?"), mig az utobbin negativ (CI)
toltésti ionok jutnak at. A kétféle csatornat mas-mas hulldmhosszisagu fény aktivalja, igy
téve lehetévé, hogy egy sejtben parhuzamosan kifejezve tetszOlegesen be- és
kikapcsoljuk az adott idegsejt aktivitasat. Az igy nyert megfigyelésekbdl célzottan lehet
vizsgalni, hogy mi a szerepe egyes agyteriileteknek és sejttipusoknak egy-egy idegi
mikodésben. Mindezek alapjan pedig célzott gyogyszereket és kezeléseket lehet

kifejleszteni.

Azonban itt is koriiltekintéen kell eljarni a kapott eredmények értelmezésével. Elég arra
gondolni, hogy a fényérzékeny receptorok expresszidja onmagdban is befolyasolhatja az
idegsejtek miikodését, esetleg a szomszéd idegsejteken is kifejezOdhetnek a
mesterségesen bevitt fényérzékeny fehérjék. Valamint 6vatosan kell eljarni a viselkedés
vizsgalatoknal a fény bejuttatisahoz sziikséges implantaitumok agyba vald

behelyezésekor is.

Elektromos stimulacid Optogenetikaiingerlés Optogenetikai gatlas

7. abra: Ingerlés tipusok kozti eltérések. A célzott optikai gerjesztés vagy gatlas,
lehetoveé teszi az idegsejt miikodeésének specifikus befolyasolasat, mig az elektromos

stimuldcié erre nem alkalmas®’.
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4.3.1 Kisérleti elrendezés

A virus beadasat 50-70 nap kozotti allatokon végeztiik. 3 héttel a virusbeadas utdn
kezdtiik a viselkedésteszteket elvégezni. A szdvetperfuzios €s mikrodializis mérések 8
héttel a virusbeadast kdvetden torténtek. A tesztek utan ellendrzés céljabol szovettani
vizsgalatot végeztiink, ahol vizualizaltuk a robusztus ChR2 expressziot, valamint az

optrodok helyes elhelyezkedését (8. abra).

Virus beadasa

|

Szovetperfizids
kisérletek

— T =

Szovettani ellen6rzés

Viselkedésvizsgalatok Mikrodializis kisérletek

8. abra: Az optogenetikai kisérletek elrendezése. A kisérletek soran egy virus injektalt
dllatot csak egyszer haszndltunk fel egy fajta kisérletben, nem végeztiink ugyanazon
dllaton tobb vizsgalatot. A kiilonbozo kisérletekben részben eltéré stimuldcios
paramétereket (pl. frekvencia) hasznaltunk, ennek az az oka, hogy minden kisérletben azt
a frekvenciat valasztottuk, mely eredményeink szempontjabol a legoptimalisabb volt (pl.

szovetperfuzios kisérletek).

4.3.2 Virus beadasa és optogenetikai paraméterek

Az AAV konstrukcio beadasat az egerekbe ketamin-xilazin keverékkel kivaltott mély
anesztéziaban végeztiik. A megfeleld poziciondlds érdekében az allat fejét sztereotaxias
késziilékkel rogzitettilk (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). 40 nl ChR2 fehérjét
(AAV2.5.hSyn.hChR2(H134R)eYFP.WPRE.hGH; 2.04e13 GC/ml; Addgene26973, Penn
Vector Core, Philadelphia, PA, USA) kodolo adenoasszocialt virus (AAV) vektort
injektaltunk az egerek MRR-jaba (AP: 4,10 mm; L: 0,0 mm; DV: 4,60 mm3%®) MicroSyringe

szivattyuvezérl6hoz (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) csatlakoztatott
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20-30 pm cstucsatmérdju iiveg kapillarisbol. A virus beadasa utan a kapillaris még 5
visszafolyasat. Kozvetleniil az injekcido beaddsa utan a furatot lezartuk és a fejbort

varratoltuk.

A kisérletekben az optikai stimulushoz 473 nm-es DPSS 1ézert (IkeCool Corporation,
Anaheim, CA, USA) hasznaltunk.

4.3.3 Virus injektalt egerek lokomotoros aktivitdsanak és freezing viselkedésének
monitorozasa optogenetikai ingerlés hatasara
Az AAV konstrukcié beadasa utan két héttel az optikai szal beiiltetését az egerekbe
ketamin-xilazin keverékkel kivaltott mély anesztéziaban végeztik. A megfeleld
pozicionalas érdekében az allat fejét sztercotaxias késziilékkel rogzitettiik (Kopf
Instruments, USA). Az optikai szalat a median raphe régié folé iltettiik be, a pontos
koordinatai a kovetkezdk: 10°-os dorzalis szogben, AP: -4,80; L: 0,0 mm; DV: 4,062. A
fény stimulacidhoz hasznalt optikai szalat multimodust optikai szalbol (AFS 105/125Y,
NA: 0.22, low-OH, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) és karimas cirkonium gy{iriibol
(LMFL-172-FL-C35-OSK, Senko, Cologne, Németorszag) készitették. Az
implantatumokat akrilgyantaval rogzitettilk. A mitétet kovetden 4-7 nap mulva
kezdddtek a viselkedés kisérletek. A lézersugarakat alacsony zajszintli diddalézerrel
generaltuk (IkeCool Corporation, Anaheim, CA, USA) majd kollimaltuk és bevezettiik
az optrodahoz szaloptikai patch kabelek segitségével. A kisérletek eldtt és utan
teljesitménymérdvel mértiik az optikai szal altal kozvetitett nettd energiat és a kisérlet
mérési adatait csak akkor vettiik figyelembe, mikor a teljesitmény min. 10 mW volt
folyamatos fénykibocsatas mellett. Az egereket folyamatosan stimuldltuk 20 Hz-en 5
percen keresztiil egy 30 x 30 x 30 cm-es plexi stimulacids arénaban. Két kontroll csoport
volt, az egyikben olyan egerek, melyek injektalva és stimuldlva is voltak, de ChR2
expressziot nem mutattak az MR-ben, a masikban pedig intakt egerek. A viselkedést
videokamera segitségével rogzitettiik. A lokomotoros aktivitast utdlag a videofelvétel
alapjan a szamitogép képernydjére helyezett négyzetracsos atlatsz6 milanyag lap

segitségével hataroztuk meg. Az aréna padlojat 9 db 10 x 10 cm-es négyzetekre osztottuk
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fel és mértiik az allatok altal megtett utat, illetve a keresztezések szamat (mind a 4 labbal)

(9. abra).

A freezing (dermedés) viselkedési format egyszeriien mértiik, hiszen csak a mozgas teljes
hianyat kellett regisztralni, a 1égzés kivételével. A viselkedést videokamera segitségével
rogzitettiik. A freezing viselkedést utdlag a videofelvétel alapjan manudlisan elemeztiik,
mert a kontraszt ardnyok nem voltak megfeleléoek egy megbizhatd automatizalt
elemzéshez. A freezing viselkedés elemzésénél a kovetkezd viselkedéseket
kiilonboztettiik meg: exploracid, freezing, resting (nyugalmi) allapot, illetve egyéb
viselkedési allapotok, pl. grooming (tisztalkodas). A freezingtdl restinget a test pozicidja
kiilonbozteti meg, mivel az elébbi esetében meg van fesziilve a test. llletve az 5 perces
teszt esetén egy aranylag idegen kdrnyezetben, nem valoszinii, hogy a mozdulatlansag a
restinget jelentené, hiszen az allat célja, hogy felfedezze a kornyezetét, hogy nincs e
veszély. A kisérlet soran 20 Hz-es stimulust alkalmaztunk, a freezing allapotot a
stimulalaskor (0. nap), az 1. nap és a 7. nap soran elemeztiik, amikor az egereket

visszahelyeztiik a stimulacios ketrecbe.

A viselkedésvizsgalatok utan az egereket perfundaltuk, és szovettani vizsgalatot
végeztiink, ahol ellendriztik a robusztus ChR2 expressziot és az optrodak
elhelyezkedését. Csak azon egerek eredményét vettik figyelembe melyek ezen

feltételeknek megfeleltek.

Qs
. 7.na s
3 hét 0 r.lap ! r,'ap | P Dekapitalas, IHC
i __________ I I |
AAV konstrukcid Lokomécié, Freezing Freezing
beadasa freezing mérése mérése
mérése

9. abra: A kisérleti eljarasok bemutatasa. Az abra a viselkedésvizsgalatok elrendezését
mutatja. Az dllatok lokomotoros aktivitasanak mérése egy kisérletben a freezing
viselkedés mérésével egyidejiileg a stimuldacio napjan tortént (0. nap), majd a freezing
viselkedést ismételten mértiik a fény stimuldciot koveto 1. és 7. napon. Az abran az OS az

optikai stimulaciot jeloli.
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4.3.4 Tulélo agyszelet prepardlasa

Miutan dekapitaltuk az allatot, eltavolitottuk az agyat, majd Microm HM 650 V vibratom
(Microm International GmbH, Walldorf, Germany) segitségével 300 um-es koronalis
agyszeleteket vagtunk, melyek preparalasa mindvégig jéghideg karbogenizalt (95% Og;
5% CO3) Krebs’ oldatban tortént (6sszetétele mM-ban: NaCl 113, KCI 4,7, KH2PO4 1,2,
MgSOs4 1,2, CaCl» 2,5, NaHCO3 25, gliikkoz 11,5, aszkorbinsav 0,03, Na2EDTA 0,1, pH
7,4). Ezt kovet6en a szeleteket tricialt izotopot tartalmazd Krebs’ oldatban inkubaltuk 1
oran keresztiil, majd athelyeztik a perfuzidos kamraba, ahol 45 percen keresztiil
eléperfuziot alkalmaztunk a felesleges radioaktivitds kimosasa céljabol. Ezutan a
szeleteken atfolyd oldatbol mintdkat vettiink szovetperfiizids technika segitségével
(leirasa a kovetkez6 fejezetben taldlhatd). Az inkubécios és perfuzios oldatot is karbogén
gazkeverékkel buborékoltattuk 37 °C-on, ezzel biztositva az oldat megfeleld O tartalmat

¢és pH-jat.

4.3.5 In vitro [3*H]szerotonin és [*H]glutamat felszabadulas mérése egér median raphe
¢s hippokampusz szeletekbdl szovetperfuizids technika segitségével
A [*H]szerotonin és [*H]glutamat felszabadulas kisérleteket korabbi munkainkban leirt
modszerek szerint végeztik kis modositassal®®. Az inkubéciot és perflizids mosdast
kovetden a szeleten atfolyo oldatbol 3 (Kisérlet 1) és 1 (Kisérlet 2) perces mintakat
gyljtottiink (a mintavételi periodus 100 perc volt) és meghataroztuk a mintadk
radioaktivitds tartalmat. A mintagy(ijtési periddus alatt 3 alkalommal ingerlést
alkalmaztunk, illetve amelyik kisérletben erre sziikség volt, ott drogokat adagoltunk a

perfuzioban, a kisérleti eljarasokat lasd a kdvetkezd oldalon a 10. abran.
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START END
Onlqin 10 rlnin 25 rlnin 40 rnin 70 rlnin 100Imin
mosés i i i i i
TTX, Ca-mentes, CNQX-AP-5
SUMA, BUSP, JNJ, AZ
Kisérlet 1 ES; ES, Sver
Kisérlet 2 OS, 0s, ES

10. abra: A kisérleti eljarasok bemutatasa. Az abra két kisérleti elrendezést mutat. A
Kisérlet 1-ben két elektromos ( ES1, ESy) és egy kémiai (Sver) ingerlést, a Kisérlet 2-ben
ket feny (OS1, OS») és egy elektromos (ES) ingerlést alkalmaztunk adott idopontban.

Az elektromos és fény ingerléseket Grass S88 stimulator (Grass Medical Instruments,
Quincy, MA, USA) segitségével végeztiik. Az ingerlési paraméterek a kdvetkezdek
voltak: elektromos - 3 V, 10-100 Hz, 5-10 msec, 10800 shock;

optikai - 15 mW, 473 nm, 10-100 Hz, 5-10 msec, 10800 shock.

A kisérletek végeztével a szoveteket 0,5 ml 10% triklorecetsavban homogenizaltuk, majd
15 perc elteltével a szoveti mintak 0,1 ml aliquotjainak radioaktivitasat hatdroztuk meg.
A vizsgalandod vegyiileteket a masodik ingerlés el6tt 15 perccel adtuk a perfuzios
folyadékhoz, mig moddositott Krebs’ oldattal torténd kisérleteinkben az eléperfuzid

kezdetétdl a kisérlet végeig azt alkalmaztuk.

A mintdk radioaktivitasat Wallac 1409 szcintillacios spektrométer (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg. A perfuzidés mintakbol 0,5 ml
aliquotokat, a szoveti mintakbol 0,1 ml aliquotokat 2 ml szcintillacios koktélhoz (Packard
Ultima Gold, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) adagoltunk, majd 2 percig mértiik a
radioaktivitast. A kisérlet végén a megmaradd szovetek tomegét megmértiik,
elhomogenizaltuk dket triklorecetsavban, és a tricium tartalmat meghataroztuk. A kisérlet
kiértekelése soran az egyes perfuzatum mintdk radioaktivitas-tartalmat fejeztiik ki a

mintavétel idOpontjadban kalkulalt szoveti tartalom szézalékaban (FR%). A szoveti
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tricium felvételt az 6ssz release + szovetben maradt tartalom kiszadmoléaséval hataroztuk
meg ¢és Bg/g-ban fejeztiink ki. A nyugalmi transzmitter felszabadulast az ingerlést
megeldzé minta radioaktivitasaval fejeztiik ki, az ingerlés altal indukalt transzmitter
felszabadulast (FRS, FRS1) a gorbe alatti teriilet moédszerrel, az ingerlést megel6z6 minta
aktivitasanak az ingerlés alatt, illetve az azt kovetd mintdkban mért radioaktivitasaibol
val6 kivondséaval szamoltuk ki. A vizsgalt anyagok illetve kezelések hatasat az ingerlés
altal kivaltott [*H]transzmitter felszabadulasra a kontroll kisérletekkel analog vélaszaival

(amikor nem adtunk drogot) hasonlitottuk dssze.

4.3.6 Mikrodializis szonda betiltetése

A mikrodializis szonda beiiltetését az egerekbe 20% uretannal kivaltott mély
anesztéziaban végeztiik. A megfeleld pozicionalds érdekében az allat fejét sztereotaxids
késziilékkel rogzitettiik (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). A mikrodializis szondat
(EICOM CX-I Brain Probe (membrane: artificial cellulose, molecular weight (MW) cut
off: 50 000 Da, OD: 0,22 mm, length: 2 mm, Terenure, irorszag)) a median rapheba
tiltettiik (pontos koordinatak: 10°-os dorzalis szogben, AP:-4,80; L: 0,0 mm; DV: 5,50).
Az optikai szal (AFS 105/125Y, NA: 0.22, low-OH, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) a
szonda vezetOkaniiljén keresztiil volt bevezetve és a membran tetején ért véget. A
mikrodializis kisérleteket a 2 6ras kiegyenlitddési 1d6 utan kezdtiik meg. A kisérletet
kovetden az éallatokat mély anesztéziaban dekapitaltuk, majd az eltavolitott agyszévetbol
metszeteket készitve konfokalis mikroszkop és sztereotaxids atlasz segitségével igazoltuk

a mikrodializis szonda pontos beiiltetését.

4.3.7 Mikrodializis kisérletek

A kisérletek soran az allatok fejét sztereotaxids késziilékben rogzitettiik és a mikrodializis
szondan keresztiil ACSF-et (6sszetétele mM-ban: 120 Na*, 6 K*, 2 Ca?*, 125 Mg?*, 129
Cl, 125 H2PO*, 21 HCO*, pH 7,4) perfundaltunk. Az dramlasi sebesség 2 pl/perc volt.
A perfuzio kezdetétdl szamitott 2 ora elteltével kezdtiik a 30 perces mintak gyljtését. Az
egyes frakcidokat mintatarto csovekbe gyjtottik, majd HPLC-vel elemeztiikk. Minden
allat esetén 12 db mintafrakciot gytjtottiink és az elsé mintabol allapitottuk meg az

alapkoncentracidkat. Az optikai stimulaciot a negyedik (20 Hz) és nyolcadik (50 Hz théta
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burst) minta gytijtésének elejétdl szamitva 5 perccel késébb kezdtiik, és 5 percig tartott
(Kisérlet 3 eljaras, 11. abra). Az optikai szal 10-20 mW netté energiat szallitott
folyamatos fénykibocsatds mellett. Az utolsé minta esetében kémiai stimuléciot

alkalmaztunk, 100 mM KCI-t 5 percig.

START END
-60|min 0 rpin 120Imin 240|min 270|min
I 1 1 I 1
Kisérlet 3 0S; 0S, K*

11. abra: A mikrodializis soran alkalmazott Kisérleti eljaras bemutatasa. 4 Kisérlet

3-ban két fény (081, OSy) és egy kémiai (K*) ingerlést alkalmaztunk adott idépontban.

4.3.8 Transzmitterek meghatarozasa magas nyomast folyadékkromatografiaval
(HPLC)

A HPLC analizis soran a MRR-bdl szarmazd dializatumokbo6l meghataroztuk a

szerotonin (5-HT), glutamat (Glu) és a GABA neurotranszmittereket, valamint a

felszabadulé ATP-t hippokampusz szeletek szuperfuzatumabol. Az extrakcios oldat 0,1

M perklorsav (PKS) volt, amely 10 uM teofillint tartalmazott (belsé standardként).

A dializis mintak kezdeti térfogatat mértiik, majd azonos térfogati jéghideg PKS-val
higitottuk, és az ,A” mobil fazissal 300 ul-re egészitettiik ki. A mintat 3510 g-n 10 percig
0-4 °C-on centrifugéltuk, és 240 pl-t injaktaltunk a dusitdé oszlopra. A mikrodializis
mintdnak a maradékat (60 ul) desztillalt vizzel higitottuk, és a pH-t 2,7 M natrium-
karbonattal 10,5-re allitottuk be. A mintakat 20 pul 20 mM dansyl-kloriddal reagaltattuk
15 percig 70 °C-on, majd a reakcidt 10 pl hangyasavval leallitottuk. A Glu és GABA

tartalmak meghatarozasahoz 350 pl reakcioelegyet injektaltunk a dasitod oszlopra.

Az in vitro szovetperfuzios szeletek szuperfuzatumanak kiindulasi térfogatat mértiik,
majd 50 pl jéghideg PKS oldatot adtunk a mintdkhoz, amelyeket centrifugéltunk a fent

leirt médon, és 500 pl-t hasznéltunk a felszabadulé ATP tartalmanak meghatarozasahoz.
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A 5-HT ¢és az ATP szintjét online oszlopkapcsolasos elvalasztassal hataroztuk meg a
Discovery HS C18 50x2 mm-es és 150x2 mm-es oszlopok alkalmazéasaval. A mobil
fazisok aramlasi sebessége (,,A” 10 mM kalium-foszfat, ,,B” 0,25 mM EDTA 0,45 mM
oktanszulfonil-sav natriumséval, 8 % acetonitril (v/v), 2% metanol (v/v), pH 5,2) 350
vagy 450 pl/perc volt a 1épés gradiens alkalmazasaval. A puffer (10 mM kalium-foszfat,
pH 5,2) dusitas és sztripellés aramlasi sebessége 300 pl/perc a 4 perc alatt mikrodializis
mintaknal és 8 perc alatt szuperfuzalt mintaknal. Az alkalmazott HPLC rendszer egy
Shimadzu LC-20 AD analitikai és mérérendszer volt, Agilent 1100 sorozati valtozo
hullamhossz-detektorral 253 nm-en, és egy elektrokémiai amperometrikus BAS 100
detektorral, a Bioanalytical System 730 mV potencialra allitva.

A dansilezett aminosvak (Glu és GABA) szintjét a fenti oszloprendszer valasztotta el. A
mobil fazisok aramlasi sebessége (,,A” 10 mM ammoénium-foszfat, 16,8% acetonitril
(v/v), 4,8% metanol (v/v), B” 10 mM ammonium-foszfat, 70% acetonitril (v/v), 20%
metanol (v/v), pH 3,0) linearis gradiens modban 400 pl/perc volt. A puffer (10 mM
ammonium-foszfat, 1,9% acetonitril (v/v), 1,1% metanol (v/v)) dusitds és sztrippelés
aramlasi sebessége 300 ul/perc volt a 4 perc alatt, és a teljes futtatasi idé 55 perc volt. Az
alkalmazott analitikai rendszer a fent emlitett Shimadzu LC-20 rendszer, a Gilson Model
121 Fluorimeter 340 nm-es gerjesztési és 450 nm-es emisszios hullamhosszra volt

beallitva.

Az 5-HT, Glu és GABA in vitro extrahalasi hatékonysagat 21,1 + 4,8%, 17,1 £ 2,8% és
21,9 + 3,4%-re becsiiltiik. Az 5-HT, Glu, GABA koncentracigjat abszolut mennyiségben

(nmol/ml vagy pmol/ml) vagy az alapkoncentracio szazalékaban (atlag + SEM) fejeztiik
Ki.

4.3.9 Szovettani ellendrzés

A viselkedési és mikrodializis kisérletek utan mély altatasban 1évd egereket eldszor 0,1
M foszfat pufferes fiziologias séoldattal (PBS, pH: 7,4) 1 percig, majd 4%-os foszfat
pufferes fiziologias sodoldattal oldott paraformaldehid (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) oldattal 10 percig (PFA, pH: 7,4) transzkardialisan perfundaltuk. Az
agyakat kivettiik és 24 oras +4°C-on torténé utofixalas utan krioprotekcid céljabol 20 %-

0s cukor-PBS oldatba tettilk, majd a vizsgalando teriiletekrél 40 pm-es koronalis
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sorozatmetszeteket készitettiink fagyasztd mikrotommal. Ezutdn minden harmadik
elosegitésére 30 perces 0.5 % TritonX-100-at (Calbiochem, Merck, Darmstadt,
Németorszag) és 30 perces 2 % BSA-t (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
tartalmaz6 PBS oldatos inkubaciot alkalmaztunk. Majd a metszeteket 2 napig +4°C-on a
primer antitestben (Rabbit-anti-Serotonin, 1:10000, CatNo: 20080; ImmunoStar Inc.,
Hudson, WI, Chicken anti-GFP, 1:2000, CatNo: A10262, Life Technologies, Waltham,
MA, USA) inkubaltuk, melyet PBS oldattal higitottunk. Ezt kdvette a PBS-ben higitott
szekunder antitestben (Cy3-conjugated Donkey-anti-Rabbit, 1:500, CodeNo: 711-165-
152, Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK; Alexa488-conjugated Goat-anti-
Chicken, 1:1000, CatNo: A11039, Life Technologies, Waltham, MA, USA) val6 1
¢jszakdn 4t torténd inkubalas. Tobbszori PBS-es mosast kovetden a szeleteket
targylemezre hiiztuk, majd szaritas utdn 10 pg/ml bisbenzimidet (Hoechst 33258, Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag) tartalmazd6 Mowiol-lal (Calbiochem, Merck,
Darmstadt, Németorszag) lefedtiik.

A transzmitter felszabadulas kisérletek utan a szeleteket 4%-os foszfat pufferes
fiziologias sooldattal oldott paraformaldehid fixaltuk és tovabbi feldolgozas nélkiil

targylemezre huiztuk a virus konstrukcio fluoreszcens jelének kimutatasara.

A metszeteket Nikon C2 konfokalis mikroszkoppal értékeltiik ki. Az optikai szal, a
mikrodializis szonda ¢és a virusfertdzés helyét sztereotaxias atlasz segitségével hataroztuk

meg®.

4.4  Statisztikai analizis
Minden adatot atlag + standard hiba (SEM) form4jaban tiintettiink fel. Tébb adathalmaz
Osszehasonlitasara ANOVA tesztet hasznaltunk, amit egy post hoc teszt kovetett a

paronkénti kiilonbségek vizsgélatara.

A migrén modell soran hasznalt statisztikai analizisek a kdvetkezok:
A viselkedés kisérletekben a P2X7 WT és KO egerek termalis hiperszenzitivitasat

kétszempontos ismételt méréses ANOVA-val, ,genotipus”, ,kezelés” ¢és ,,id6

faktorokkal elemeztiik. Csoportonként 9-20 allatot hasznaltunk.

53



DOI:10.14753/SE.2019.2214

A c-Fos pozitiv magok szamat a nyaki gerincveldben és TNC-ben multifaktorialis
varianciaanalizissel hasonlitottuk Ossze ¢és azt kovetéen Wilks Lambda tesztet
alkalmaztunk ,,genotipus” és ,,kezelés” valtozokkal. Fischer LSD tesztet hasznaltunk post
hoc Osszehasonlitasra. A paronkénti Gsszehasonlitashoz Student-t tesztet hasznaltunk.

Csoportonként 5-6 allatot hasznaltunk.

Az optogenetikai kisérletek soran hasznalt statisztikai analizisek a kovetkezok:

A viselkedés kisérletekben a lokomociot kétszempontos ismételt méréses ANOVA-val
»kezelés” és ,,id6” valtozokkal elemeztiik. Az adatokat négyzetgyok transzformaltuk,
hogy megfeleljenck az ANOVA kovetelményeknek. Szignifikancia esetén post hoc
Duncan tesztet alkalmaztunk a csoportok paros dsszehasonlitasara. Csoportonként 6-9

allatot hasznaltunk.

A [3H] transzmitter felszabadulas kisérletekben az adatok elemzésére egyszempontos
ANOVA-t , kezelés” faktorral végeztiink. A kiilonb6z6é drogok hatasanak vizsgalatakor
post hoc Dunnett tesztet alkalmaztunk. A paronkénti 6sszehasonlitashoz Student t-tesztet
hasznaltunk. A 4. tdblazatban szerepld adatok elemzéséhez egyszempontos ANOVA-t és

azt kovetd Tukey’s post hoc tesztet alkalmaztunk. Csoportonként 4-8 allatot hasznaltunk.

A HPLC adatok elemzésére kétszempontos faktoridlis ANOVA-t ,kezelés” ¢&s
,»stimulaci¢” faktorokkal végeztiink. Szignifikancia esetén post hoc Dunnett/Fischer LSD
teszteket alkalmaztunk a csoportok Osszehasonlitdsara. Csoportonként 5 allatot

hasznaltunk.

A szamitasok elvégzésére Statistica 13.1 (Dell Software, Round Rock, TX, USA)
programot hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak a p>0.05 értéket vettiik.
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5 Eredmények

s

5.1 A P2X7 receptorok genetikai  delécidjanak és  farmakologiai

antagonizmusanak hatasa migrén allat modellben

511 A P2X7 receptor genetikai delécidjanak hatasa az NTG indukalt termalis
hiperszenzitivitasra

A vad tipusu (P2X7 +/+) egerek kiindulasi nociceptiv kiiszob értéke 45,95 + 0,14 °C volt
(n=68). Az NTG kezelés szignifikdnsan ¢és 1d6fliggd modon csokkentette a
végtagelrantasi kiiszobértéket (PWT, paw withdrawal threshold), szemben az oldoszerrel
kezelt allatok PWT értékeihez képest (1 6ranal: 100,70 £ 1,25%, n=12 és 93,56 + 0,95%,
n=13; 2 oéranal: 100,92 + 1,13%, n=12; és 95,06 + 1,13%, n=13, olddszerrel és NTG-
kezelt egerekben, ““p<0,0001, 12. 4bra). A P2X7 KO (P2X7 -/-) egerekben a kiindulasi
PWT értékek nem kiilonboztek jelentdsen a vad tipusu egerekétdl (45,47 + 0,23 °C, n=20,
p=0,1015, Student t-teszt). Hasonloképpen, az NTG-indukalt PWT csokkenés sem
kiilonbozott szignifikansan a vad és KO egerekben (ANOVA genotipus x kezelés hatasa
F141=1,00, p=0,3243, 12. abra).
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12. abra: Az NTG Kkezelés termalis hiperszenzitivitist okoz vad és P2X7 KO
egerekben. Lp. NTG kezelést kévetden a NOciceptiv kiiszobérték valtozasait, mint PWT,
az alapérték szazalékaban kifejezve mutatjuk be. A PWT szignifikansan csokkent az NTG
kezelt allatokban, szemben az oldoszerrel kezeltekhez képest (ANOV A, effect of treatment,
F141=37,34, p<0,0001). Az NTG-indukalt PWT csékkenés nem kiilonbozott jelentésen a
vad tipusu és KO egerekben. A statisztikai analizis soran kétszempontos ismételt méréses
varianciaanalizist (ANOVA) és azt kéveto Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0,05,
“p<0,01,
NTG-vel.

*k*k

p<0,001. Az alap PWT értékek mérése utin azonnal kezeltiik az allatokat

A modell validalasahoz, migrén ellenes szerként, szumatriptan szukcinatot (600 pg/kg
1.p.) hasznaltunk, mivel ismert, hogy gatolja az NTG altal kivaltott termalis
hiperszenzitivitast egerekben®?®. A vad tipust egerekben, az NTG adas utan 5 perccel
szumatriptannal kezelt egerekben a PWT érték magasabb volt, mint azokban az
allatokban, akik azonos térfogatu, fiziologids sdoldatot kaptak (1 6ranal: 98,74 + 1,66%,
n=10, 93,43 + 1,80%, n=10, p=0,0375 NTG + szumatriptan és NTG + sooldattal kezelt
egerekben, 13. 4bra).
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13. abra: A szumatriptan és a P2X7 antagonista BBG kezelés hatasa a NTG indukalt
termalis hiperszenzitivitasra egerekben. A vad tipusi egereket 600 ug/kg
szumatriptannal vagy 50 mg/kg BBG-vel i.p., vagy azonos mennyiségii fiziologids
sooldattal kezeltiink NTG adas utan 5 perccel. Szignifikans kiilonbség volt a sooldattal és
szumatriptannal kezelt egerek PWT értékei kozott. A statisztikai analizis soran
egyszempontos ismételt méréses varianciaanalizist (ANOVA) és azt kovetd Fischer post
hoc tesztet alkalmaztunk, “p<0,05. Az alap PWT értékek mérése utin azonnal kezeltiik az
allatokat NTG-vel.

512 A P2X7 receptor antagonista megakadalyozza az NTG-indukalt termalis
hiperszenzitivitast
A kovetkezd kisérletekben a P2X7 receptor kdzvetitd szerepét vizsgaltuk az NTG altal
Kivaltott termalis hiperszenzitivitasban. A Kkisérletsorozatban egy specifikus P2X7
antagonista, BBG szisztémas addsanak hatasat vizsgaltuk, hogy képes-e enyhiteni az
NTG-indukalta termalis allodyniat egerekben. Az NTG injekcid utan 5 perccel beadva a
BBG (50 mg/kg) nem volt hatassal a termalis hiperszenzitivitasra vad tipusu egerekben
(13. abra). Azonban, amikor a BBG-t profilaktikus szerként alkalmaztuk, és 30 perccel
az NTG beadasa el6tt adtuk, mar hatékony volt egyszeri alkalmazasa is (14. 4bra), és

teljesen kivédte az NTG hatasat 5 napos kezelést kdvetden vad tipusti egerekben (15.
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abra). Ezzel szemben az azonos BBG kezelések nem voltak hatasosak az NTG-kezelt
P2X7 KO egerekben (ANOVA genotipus % kezelés hatdsa Fi145=6,36, p=0,0153, 15.
abra). Az 5 napos BBG kezelés nem valtoztatta meg egyik genotipus kiindulasi termalis
hiperszenzitivitasat sem (P2X7 +/+: 44,38 £ 0,27 °C, n=16, p=0,9929, P2X7 -/-: 44,86 +
0,39 °C, n=17 p=0,167 vs. kiindulasi PWT, Student t-teszt).

105+ —h— P2rx7+/+ akut séoldat + NTG 15
—— P2rx7+/+ akut BBG 50 + NTG 15
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14. abra: Akut profilaktikus BBG kezelés enyhiti az NTG kezelés altal kivaltott
termalis hiperszenzitivitast vad tipusu egerekben. Az egereket 50 mg/kg BBG-vel i.p.
vagy azonos térfogatu sooldattal kezeltiik 30 perccel NTG adas elott. A statisztikai
analizis sordan egyszempontos ismételt méréses varianciaanalizist (ANOVA) és azt koveto
Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk, n=11-12 egér/csoport, = p<0,01. Az alap PWT

értékek mérése utan azonnal kezeltiik az dallatokat BBG-vel vagy fiziologias sooldattal.
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15. abra: A szubakut BBG kezelés kivédte az NTG altal kivaltott termalis
hiperszenzitivitast vad tipusu, de nem P2X7 KO egerekben. Az egereket 5 egymast
kovetSé napon 50 mg/kg BBG-vel vagy azonos térfogatii séoldattal i.p., és az 5. napon
NTG adast megelozoen 30 perccel kezeltiik, majd alavetettiik az dllatokat az emelkedo
homérsékletii hot plate tesztnek. A statisztikai analizis soran kétszempontos ismételt
méréses varianciaanalizist (ANOVA) és azt koveté Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk,
n=9-16 egér/csoport, " p<0,01. Az 5. napon az alap PWT értékek mérése utan azonnal

kezeltiik az dallatokat BBG-vel vagy fiziologids sooldattal.
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5.1.3 Az NTG indukalta c-Fos expresszio a trigeminus magban és a gerincveldben

A migrénben érintett nociceptiv rostok aktivalédasanak egyik jeleként megvaltozik a c-
Fos-immun-reaktiv magok szamanak atlaga a fels6 nyaki gerincveld dorzalis szarvaban
(C1-2) és a trigeminus magban (TNC) 2 6raval a 15 mg/kg NTG i.p. injekcidé adasat

kovetden. A korabbi eredményekhez hasonloan?26:304

az NTG mindkét régidban novelte
a c-Fos expresszigjat az oldoszerrel kezelt allatokhoz képest (16. abra). A P2X7 KO
egerekben az NTG kezelés hasonldan a vad tipust egerekben, emelkedést okozott a c-Fos
expresszidjaban TNC-ben, mig a gerincveldben ez a c-Fos expresszio novekedése kissé
alacsonyabb volt (16A. abra). A C1-2 és TNC régiokban szignifikans hatasa volt az NTG
i.p. kezelésnek, genotipus X NTG kezelés interakcios hatas nélkiil (C1-2: F1,19=13,92,
p=0,0014, TNC: F1,10=48,14, p<0,0001). A csoportok 6sszehasonlitasara Kruskal-Wallis
nemparaméteres tesztet hasznaltunk. A teszt megmutatta, hogy az NTG kezelés
jelentésen novelte a c-Fos expressziojat a C1-2 régioban (WT: p=0,0374; KO: p=0,0679)
és a TNC-ben (WT: p=0,0039; KO: p=0,0062) a vad tipusu és P2X7 KO egerekben.
Tovabba, a Fischer post hoc teszttel végzet utdlagos vizsgalat azt mutatta, hogy az NTG

kezelés szignifikansan novelte a c-Fos szintjét a C1-2 régidban vad tipusu és P2X7 KO

egerekben (16A, B, C, D, E. abra).

A P2X7 antagonistaval, BBG-vel (50 mg/kg) végzett 5 napos kezelés a c-F0s expresszio
szignifikans csokkenését eredményezte NTG kezelés utan a TNC-ben vad tipusu
egerekben, Osszehasonlitva a fizioldgids sooldattal kezelt egerek eredményeivel
(BBG+NTG: 106,63 + 3,99, n=8, SAL+NTG: 132,68 + 3,94, n=6, p=0,0022, Student t-
teszt, 16F, G, H. abra).
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16. abra: NTG kezelés altal kivaltott c-Fos expresszié vad tipusu és P2X7 KO
egerekben. A A c-Fos immunreaktiv magok szamdnak meghatarozasa a gerincvelében
(C1-2) és a TNC-ben két ordaval a 15 mg/kg i.p. NTG vagy oldoszer adasat kovetéen
tortént. A felsé nyaki gerincvel6bdl 10 metszet mindkét féltekét, az agytorzsbol, mely
tartalmazta mindkét oldaldin a TNC-t 30 metszet szamoltunk meg (n=>5-6 dallat/csoport),
Kruskal-Wallis nemparametrikus ANOVA és azt koveté Fischer post hoc tesztet
p<0,001). F A szubakut 50 mg/kg i.p. BBG kezelés

*Kkk

alkalmaztuk, “p<0,05, “p<0,01,
csokkentette a c-Fos immunreaktiv magok szamat a TNC-ben, de nem a gerincveléi C1-
2 régiéban vad tipusi egerekben (n=5-6 dllat/csoport, Student t-test, ~p<0,01).
B,C,D,E,G,H Reprezentativ példak a c-Fos immunreaktivitasra a TNC-ben 2 oraval NTG
vagy oldoszer adast kévetéen vad tipusu (B,C) és P2X7 KO egerekben (D,E), valamint
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szubakut BBG (50 mg/kg i.p.) vagy fiziologids sooldat és NTG kezelés utan a vad tipusu
egerekben (G,H). 4 képek tizszeres nagyitdssal késziiltek.
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5.2 A P2X7 receptorok részvétele a hippokampalis 5-HT felszabadulas
szabalyozasaban a median raphe terminalisainak optogenetikai stimulalasat

kovetoen

5.2.1 A ChR2-EYFP expresszidja MRR és HP egér neuronokban

Optogenetikai eljarast alkalmaztunk, hogy szelektiven stimulaljuk a neurotranszmitter
felszabadulast az MR neuronokbol és az axon terminalisaikbol in vitro és in vivo (17A.
abra). A virus konstruktum kifejez6désének vizualizalasahoz elészor megvizsgaltuk a
ChR2-EYFP-t expresszald sejtek eloszlasat az MRR-ben (17B, C. abra) és a HP-ban
(17D. abra) 8 héttel a rAAV injekcio beadasat kovetéen. A Koronalis metszetek
konfokalis képei a ChR2-EYFP robusztus expresszidjat mutattdk az MRR 5-HT pozitiv
és negativ sejtjeiben, arAAV injektalasa utan, mig a DR-ben nemfejezdédtek ki (17. abra).
A hippokampusz régioban a stratum radiatum és a stratum lacunosum moleculare rétegek
hatarteriiletei mutattak a legintenzivebb ChR2-EYFP jelolést (17D. abra).
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17. abra: Koronalis metszetek a pontine area-rol és a dorzalis hippokampuszrol 8
injektdaltuk. B Az MR régiéban (-4,60 mm-re a Bregma-tdl) jol latszanak az EYFP fehérje
marker (zold) és az 5-HT-t tartalmazo sejtek (piros) konfokalis mikroszkopiaval. A
sejtmagokat (kék) Hoechst 33258-vel festettiik. C Az 5-HT (piros) szamos EYFP-jelzett
neuronban (zéld) kifejezédik a kézépvonal mentén az injektalt egérben. Alul, a szaggatott
vonallal jelzett teriilet nagyitasa latszik. D Az MR-b6l szarmazo EYFP-t tartalmazo
neurondalis nyulvanyok (zéld) a CAl régioban a stratum radiatum teriiletén -1,82 mm-re
a Bregma-tol. A megfelelo régiok és jellegzetes magok roviditései az adott teriileten
Paxinos Egéragy Atlaszbdl szarmaznak®®. Lmol: stratum lacunosum moleculare, MnR:
median raphe, Or: Oriens layer, PMnR: paramedian raphe, Py: piramidalis sejtréteg,
Rad: stratum radiatum, RtTg: n. tegmentalis reticularis, VLTg: n. ventrolateralis
tegmentalis, xscp: decussatio pedunculi superior cerebellaris. Az immunfestés Demeter

Kornél munkajat dicséri.

5.2.2 Az MRR ChR2-t expresszald neuronjainak optikai stimulalasa a lokomotoros
aktivitas és a freezing viselkedésforma valtozasait okozza
Ezutan megvizsgaltuk az MRR optogenetikai aktivalodasanak (20 Hz, 5 min, 473 nm)
viselkedési relevanciajat, in vivo (18A. abra), a lokomotoros aktivitasra és a freezing
viselkedésre egerekben (18. abra). Megallapitottuk, hogy az egerek mozgasat a fény
stimulacié befolyasolta (“'p<0,01). A post hoc analizis kimutatta, hogy a fény ingerlés
ChR2-t nem expresszalo kontroll egerekben (n=9) csokkentette a lokomociot,
osszehasonlitva az injektalt fényt nem kapo kontrollokkal (p<0,05, n=14), ami lehetséges
stimulacidja mindkét (nem stimulalt és ChR2-t nem expresszalo) kontroll csoporthoz

képest fokozott lokomoéciét eredményezett ("|p=0,0200, illetve *p=0,0220, 18B. 4bra).

Ami a dermedési viselkedést (freezing) illeti, @ 20 Hz-es stimulaciénak sem a stimulacio
napjan (0. nap), sem a kdvetkezé napon (1. nap) nem volt hatasa, ugyanakkor a 7. napon
fokozott freezing viselkedésforma volt megfigyelhetd (stimulacié: “p<0,05, id6:
“p<0,01, interakcié: “p<0,05, 18C. abra). Ezért az MRR ChR2-t expresszalé neuronok
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optogenetikai aktivalasa hosszu tavon is megvaltoztatta az allatok viselkedését ennek a

viselkedési paraméternek a tekintetében.

-O-Injektalt, nem stimulalt kontroll (b)
-0~ Injektalt, stimulalt, ChR2-t nem expresszalé kontroll (a)
-0 Injektalt, stimulalt, robosztus ChR2 expresszio (b)
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18. abra: Az MRR optogenetikai stimulalasa viselkedés vizsgalatokban. A
Reprezentativ képek, amelyek a ChR2 eloszlasat mutatjak egér MR-ben, ahol nincs jelen
ChR?2 expresszio (a), vagy ahol robosztus ChR2 expresszio van (b), és az optrod csticsok
helyzete stimulalt egerekben (c). B Lokomdcio, a vonal atlépésekbdl a kisérlet teljes
idétartamara szamitva. C Freezing viselkedésforma a kisérlet idétartamanak %-daban
kifejezve a stimuldcio napjan (0. nap), és elsé és hetedik napon. Aq: aqueduct (optrod),
ATg: n. tegmentalis anterior, DR: dorsalis raphe, MRR: median raphe régio, Of: optic
fiber (optikai szal), PAG: periaqueductalis sziirkeallomany, xscp: decussatio pedunculi
superior cerebellaris. A statisztikai analizis sordan egy- és kétszempontos ismételt méréses
varianciaanalizist (ANOVA) és azt koveté Newman-Kleuls post hoc tesztet végeztiink,
“p<0,05 és “p<0,01 szignifikans eltérést jeloli az injektalt, nem stimulalt kontrolltol,
#p<0,05 és #p<0,01 szignifikans eltérést mutatja az injektalt, stimulalt, ChR2-t nem
expresszallo kontrolltol. A viselkedésvizsgalatokat Zelena Dora és Balazsfi Didna

végezte.
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5.2.3 A MRR elektromos és optikai stimulacioja [2H]5-HT felszabadulast eredményez
A kovetkezd kisérletekben megvizsgaltuk, hogy egy hasonld optikai stimulacid
eredményez-e detektalhatdé neurotranszmitter felszabadulast in vitro, ¢és ez
Osszehasonlithato-e az elektromos és kémiai depolarizacié hatasaival. Az ezekben a
kisérletekben alkalmazott protokoll a 10. 4dbran lathatd. Az optikai szl helye ¢és a
stimulalé elektrodok helyzete a 19A. abran lathato, az elektromos, optikai és kémiai
depolarizacié altal indukalt [PH]5-HT felszabadulds idébeli lefolyasa egér MRR
szeletekb6l a 19B, C. abran lathato.
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19. abra: Az elektromos és optikai ingerlés [°H]5-HT felszabadulast eredményezett
MRR szeletekbél. A [PH]neurotranszmitter felszabaduldst szuperfuzalt MRR-t
tartalmazo korondlis szeletekbdl mértiik, melyhez kiilonbozé stimuldciokat alkalmaztunk.
Optikai stimuldlas soran virus injektalt egereket hasznaltunk. A A Sematikus abra az
optikai szal és bipolaris elektrodok helyzetét mutatja. B, C Reprezentativ grafikonok,
melyeken az elektromos (20 Hz, B) és optikai (50 Hz, C) stimuldciéra adott [PH]5-HT
felszabadulas idobeli lefolyasa lathato. ES: elektromos, Sver: kémiai (20uM veratridin),
OS: fény ingerlés. A perfuzios mintdik triciumtartalmat frakciondlis transzmitter
felszabadulas %-dban fejeztiik ki (FR%) az ido fiiggvényében. A gérbe az azonos
kiserletek atlag = SEM értékeit mutatja, N=4-5 egér. A nyilak jelzik a kiilonbozo tipusu

ingerlések kezdetét.
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A Kisérlet 1-ben (protokoll a 10. abran) két azonos paraméterrel rendelkezé elektromos
stimulust (ES1-2) kovetett egy 3 perces perfiizié a Na* csatorna aktivalo veratridinnel (20
uM, Sver, 19B. abra). Az els6 elektromos stimulacié (3V, 5ms, 20 Hz, 10800 impulzus)
a [*H]5-HT felszabadulas atmeneti emelkedését eredményezte (FRS1: 6,16 = 1,22 FR%).
A masodik, azonos stimulacié is hasonld, de kisebb ndvekedést mutatott a [2H]5-HT
felszabadulasban 0,49 + 0,06 FRS2/FRS: aranyt eredményezve. A veratridinnel torténd
kémiai depolarizacio a kisérlet végén erdteljes [°H]5-HT felszabadulast okozott (FRSver:
50,5 + 1,72 FR%), jelezve, hogy a szelet [*H]5-HT tartalma nem meriilt ki az el6z4

stimulusok kovetkeztében.

8 héttel a virusbeadas utan a Kisérlet 2-ben (protokoll a 10. abran) két azonos paraméterii
optikai stimulaciot (OSi1-2: 50Hz, 473 nm, 10800 impulzus), majd a kisérlet végén egy
hasonlé elektromos stimulaciot (ES: 50Hz, 3V, 10800 impulzus) alkalmaztunk (19C.
abra), hogy megvizsgaljuk, hogyan reagalnak a ChR2-EYFP konstrukciot kifejezé6 MRR
szeletek. Az optikai stimulacié reprodukalhatéd [H]5-HT felszabadulast (FRS1: 4,68 +
0,54 FR%, FRS2/FRS:: 1,101 £ 0,29) eredményezett, amelyek lényegesen kisebbek
kivaltott tricium kibocsatas (19B és C. abra). A kontroll — naiv; és miitott, de ChR2-EYFP
konstrukciot nem kapott — egerekben az optikai stimuldcid nem eredményezett

emelkedést a tricium felszabadulasban (p=0,9874) (20A, B. abra).
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20. abra: Az optikai stimulici6 nem eredményezett novekedést a tricium
felszabadulasban a MRR-bél kontroll, naiv egereknél. A Kisérlet 2 protokollt
hasznaltuk. Az optikai és elektromos stimulaciot 50 Hz-en végeztiik. A perfiuzios mintak
(A) triciumtartalmat frakcionalis transzmitter felszabadulds %-aban fejeztiik ki (FR%) az
id6 fiiggvényében. A gorbe az azonos kisérletek datlag + SEM értékeit mutatja, n=4 egér.
B A grafikonon az elektromos ingerléssel kivaltott [*H]5-HT felszabaduldst hasonlitottuk
ossze a kontroll, naiv egerek és az injektalt, stimulalt egerek esetében (lasd, 19C. dabra).
A két csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Az eredményeket az elektromos
stimulus (FRSs, %) dltal kivaltott netto tricium felszabadulas formajaban fejeztiik ki, és

Student t-tesztet alkalmaztunk.
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Tovabbi kisérletekben, megvizsgaltuk a kiillonb6zé frekvenciaju (10, 20, 50, 100 Hz)
elektromos ingerlések hatasat a [3H]5-HT felszabaduldsra MRR-b6l (21A. 4bra) ugy,
hogy a fesziiltséget és az impulzusszélességet nem valtoztattuk. A tricium felszabadulas
frekvenciafiiggd volt. Megallapitottuk, hogy az optikai stimuldci6 szintén minden

frekvencian [°H]5-HT felszabadulast okozott, azonban a tricium kiaramlas csak 10-50 Hz

kozott volt frekvenciafiiggd (21B. abra).
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21. abra: Az elektromos (A) és optikai (B) ingerlés részben frekvenciafiiggé [*H]5-
HT felszabadulasat eredményezi MRR szeletekbél. Kiilonbozo frekvencidkat (10, 20,
50, 100 Hz) hasznaltunk, valtozatlan ingerlési paraméterekkel. Az eredményeket az elso

elektromos vagy optikai stimulus (FRS1, %) dltal kivaltott netto tricium felszabadulds

formdjaban fejeztiik ki, n=4-5 egér/csoport.

70



DOI:10.14753/SE.2019.2214

A kovetkezd kisérletekben, megvizsgaltuk a fesziiltségfiiggd, Na* csatornablokkold, TTX
(1 uM); az NMDA és nem-NMDA receptor gatldé AP-5 (50 uM) és CNQX (10 uM)
egyiittes adasanak;, és a kalcium mentes Krebs’ oldatnak a hatasat az elektromos és optikai
ingerlésre MRR-t tartalmazd szeletekben. Az elektromos stimuladciora felszabadulo
[PH]5-HT kalcium fiiggé (* p=0,00022), és érzékeny volt a TTX gatlasra is
(""p=0,00003). A AP-5 (50 pM) és CNQX (10 uM) egyiittes ad4sa szintén gitolta a
tricium kiaramlast (7p=0,00131, 22A. &bra). Az 50 Hz-es optikai stimulacio altal
kivaltott tricium kiaramlast szinte teljesen gatolta az 1 uM TTX (FRS1: 0,85 + 0,42 FR%,
““p=0,00063, 22B. 4bra). Ezek az adatok azt mutatjik, hogy az optikai stimulaciora
felszabadulé [*H]5-HT a natriumcsatorna aktivitds kdvetkezménye az MR régioban.
Hasonléképpen a kalciummentes kériilmények (FRS1: 0,57 = 0,10 FR%, ~ p=0,00063),
és a AP-5 és CNQX egyiittes adasa csdkkentette a fény ingerlés altal kivaltott [PH]5-HT
felszabadulast (FRS1: 0,48 £ 0,07 FR%, = "p=0,00033, 22B. abra). Ezek a megfigyelések

azt mutatjak, hogy a ChR2-t expresszalé neuronokbol szarmazé tricium kiaramlas

KKk

részben az endogén Glu receptor aktivacio altal kozvetitddik az MRR-ben.
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22. abra: A TTX, CNQX-AP-5 és Ca’"-mentes koriilmények hatisa az elektromos
(20 Hz, A) és optikai (50 Hz, B) stimulacio altal kivaltott [*H]5-HT felszabadulasra
az MRR-bél. A Ca**-mentes Krebs’ oldatot a mintagyiijtés megkezdése elétt 60 perccel,
mig a TTX-et és CNOX-AP-5-0t tartalmazo Krebs’ oldatot 15 perccel az elso gyiijtott
minta elott perfundaltattuk. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS1,
%) altal kivaltott netto tricium felszabadulas formdjaban fejeztiik ki, n=4 egér/csoport,
és egyszempontos ANOVA analizist alkalmaztunk, és azt koveto Dunnett post hoc tesztet,

***1<0,0001,

*k*k

p<0,001, “p<0,01. 4 csillagok a kontrolltél valé szignifikdns eltérést

mutatjak.
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Az endogén Glu receptor aktivacio szerepének feltarasa érdekében az MRR szeleteket
feltoltottiik [PH]Glu-tal és megvizsgaltuk, hogy azonos paraméterekkel (50 Hz, 473 nm,
10 ms, 10800 impulzus) végzett fény stimulacié indukal-e tricium kidramlast. Az optikai
ingerlés reprodukalhato [*H]Glu felszabadulast eredményezett (FRS1: 1,91 + 0,33 FR%),

ami Osszehasonlithat6, de kisebb, mint az elektromos stimulacié hatasa (p=0,3270; lasd
23A, B. ébra és 4. tablazat).
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23. abra: 50 Hz-es elektromos (A) és optikai (B) stimulacié [3H]Glu felszabadulast
eredményez a MRR-bOl. 4 perfizios mintak triciumtartalmat frakcionalis transzmitter
felszabadulas %-dban fejeztiik ki (FR%) az ido fiiggvényében. A gérbe az azonos
kisérletek atlag £ SEM értékeit mutatja, n=3-8 egér. A nyilak jelzik a kiilonbozo tipusu

ingerlések kezdetét.
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4. tablazat: A [*H]5-HT és [*H|Glu felvételének és felszabadulasanak

ere s

Csoportok [3H] felvétel Nyugalmi ES; Kivaltott  Syer Kivaltott Geno-
(x10° Bq/g) felszabadulds felszabadulas felszabadulas tipus
(%) (x10°Ba/g)  (x10°Ba/g)
5-HT MR (n=4) 5.814+2.217°"" 0.86+0.04 0.288+0.153  1.155+0.459 WT
Glu MR (n=3)  58.532+13.238 0.96+0.01 1.059+0.692  1.579+0.593 WT
5-HT HP (n=4)  1.373+0.182%%° 0.99+0.09 0.045+0.002 0.135+0.019 WT
Csoportok [3H] felvétel Nyugalmi 0S; Kivaltott ES Kivaltott Geno-
(x10° Bq/g) felszabadulds felszabadulas felszabadulas tipus
(%) (x10°Ba/g)  (x10°Bq/g)
5-HT MR (n=5) 16.670+2.888""" 1.83+0.08"*  0.634+0.083  1.242+0.299° WT
Glu MR (n=8) 51.425+6.237 2.4310.18 0.622+0.105 2.583+0.334 WT

5-HTHP (n=5)  11.761+1.939°%° 4.38+0.33°*®*  0.247+0.085° 0.526%0.096%* WT

5-HT HP (n=5)  13.617+2.014%* 4.58+0.28%°  0.172%0.039** 0.264+0.077°% KO

A mintagyiijtési periodus kezdetét koveto 10 és 40 percben két azonos paraméterii
elektromos (50 Hz, Kisérlet 1) vagy optikai (50 Hz, Kisérlet 2) stimulust alkalmaztunk a
neurotranszmitter felszabadulas emelkedésének kivaltasara, majd ezt kévetéen a 70.
percben egy 3 perces veratridin perfuziot (20 uM, Sver, Kisérlet 1) vagy egy 50 Hz-€S
elektromos stimulaciot (Kisérlet 2) adtunk. A tablazat az azonos kisérletek atlag + SEM
értékeit mutatja, a kisérletek szama a zardjelben van megadva. 5-HT MR vs Glu MR
“p<0,05, *“p<0,001; 5-HT MR vs 5-HT HP #p<0,05, #p<0,01; 5-HT HP vs Glu MR

$9%8,<0,001, egyszempontos ANOVA analizist alkalmaztunk, és azt kovetéen Tukey post

*kk

hoc tesztet.
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5.2.4 A HP elektromos és optikai stimuldcioja [*H]5-HT felszabadulast eredményez

Az MR régié stimulacidja utdn megnéztiik, hogy hasonlé optikai stimulacié eredményez-
e detektalhatd neurotranszmitter felszabadulast in vitro, és 0Osszehasonlithato-e az
elektromos és kémiai depolarizacio hatasaival az MR-b6l szarmazé EYFP-t tartalmazo
neuronalis hippokampalis végzddéseibol. A 24A. abran az optikai és az elektromos
stimulacié sematikus abraja, az 24B, C. grafikonokon az elektromos, optikai és kémiai

stimulacié altal kivaltott [2H]5-HT felszabadulas idébeli lefolyasa lathato.
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24. abra: Az elektromos és optikai ingerlés [°H]5-HT felszabadulasat eredményezi
HP szeletekbol. A [*H]neurotranszmitter felszabaduldast virus injektdlt egerekbdl
szdrmazo szuperfuzalt koronalis HP szeletekbol mértiik, melyhez kiilonbozo stimulaciokat
alkalmaztunk. A sematikus abra ez optikai szal és bipolaris elektrodok helyzetét mutatja
(A). Reprezentativ grafikonok (B, C), melyeken az elektromos (20 Hz, B) és optikai (50
Hz, C) stimuldciora adott [*H]5-HT felszabadulds idébeli lefolydsa lathaté. ES:
elektromos, Sver: kémiai (20uM veratridin), OS: fény ingerlés. A perfiizios mintak
triciumtartalmat frakcionalis transzmitter felszabadulas %-ban fejeztiik ki (FR%) az id6
fiiggvényében. A gorbe az azonos kisérletek atlag £ SEM értékeit mutatja, n=4-5 egér. A

nyilak jelzik a kiilonbozo tipusu ingerlések idejét.

A Kisérlet 1-ben (10. abra) két azonos paraméterrel rendelkezé elektromos stimulust
(ES1-2) kovetett egy 3 perces perfizio - Na* csatorna aktivald - veratridinnel (20 pM,
Sver). Az elektromos ingerlés (20 Hz, 3 V, 5 ms, 10800 impulzus) atmeneti
reprodukalhaté [2H]5-HT felszabadulds emelkedést valtott ki (FRS1: 7,13 £ 0,42 FR%,
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FRS2/FRS1: 0,74 £ 0,18), 24B. abra. A kisérlet végén alkalmazott veratridin a tényleges
triciumtartalom 17,78 £+ 1,69 FR%-at szabaditotta fel (n=4 egér).

Az optikai stimulusok altal kivaltott [*H]5-HT felszabadulas a HP szeletekben hasonld
volt, az MRR-ben megfigyelt [?H]5-HT felszabadulashoz (Kisérlet 2 protokoll, 10. abra).
Az egymast kovetd fény (50 Hz, 473 nm, 10 ms) stimuldciokra torténd [*H]5-HT
felszabadulas kisebb volt, mint MRR szeletekben, de még mindig jol detektalhato (FRS::
2,78 £ 0,45 FR%, FRS2/FRS1: 0,99 + 0,08), és 6sszehasonlithato, de szintén Kisebb volt,
mint az elektromos stimulaciora felszabadul6 tricium kidramlas a HP szeletekben (24C.

abra).

Amikor az elektromosan kivaltott [?H]5-HT felszabadulast vizsgaltuk HP szeletekbél,
nem deriilt ki egyértelml frekvenciafiiggés, €és a legmagasabb tricium felszabadulas
emelkedést 20 Hz-en figyeltiik meg (25A. abra). A fény stimulaciéval kivéltott [PH]5-HT
kiaramlas esetén egy kismértékii frekvenciafiiggést figyeltiink meg, amely 50 Hz-en volt

a legmagasabb (25B. abra).
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25. 4abra: A [°H]5-HT felszabadulas frekvenciafiiggése HP szeletekbél. Kiilonbozd
frekvenciakat (10, 20, 50, 100 Hz) hasznaltunk, valtozatlan ingerlési paraméterekkel. Az
eredményeket az elsé elektromos (A) vagy optikai (B) stimulus (FRS1, %) dltal kivaltott

netto tricium felszabadulas formdajaban fejeztiik ki, n=4-5 egér/csoport.

A kovetkez0 kisérletekben, megvizsgaltuk a TTX (1 uM); a AP-5 (50 uM) és CNQX (10
uM) egyiittes adasanak, és a kalcium mentes Krebs’ oldat hatasat az elektromos és optikai

ingerlésre HP szeletekben. A TTX szinte teljesen gatolta az elektromos ingerlés altal
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eléidézett tricium kibocsatast (0,08 + 0,15 FR%, ~p=0,0000001, 26A. abra). A [*H]5-
HT felszabadulast szintén 1ényegében gatolta a Ca®*-mentes oldat ("™ p=0,00001, 26A.
abra). Az AP-5 és CNQX szintén jelent6sen csokkentette az elektromosan eléidézett

[*H]5-HT felszabadulast (" p=0,00075).

Az elektromos stimulacio6 altal kivaltott tricium felszabadulassal szemben, sem a TTX,
sem az AP-5 és CNQX nem befolyasolta szignifikansan az optikai stimulus altal kivaltott
[*H]5-HT felszabadulast (TTX: FRS1: 1,91 + 0,06 FR%, p=0,14936, AP-5 és CNQX:
FRSi1: 1,78 + 0,12 FR%, p=0,13499). A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a fény
stimulaci6 az MRR-b6l szarmazé 5-HT-t felszabadité axon varikozitasokra kozvetleniil
gyakorol hatast, a glutamat transzmisszido kozvetitése nélkiil (26B. abra). Ez a
felszabadulas szintén exocitotikus természetii volt, mivel a Ca®*-mentes Krebs’ oldat
gatolta a fény stimulus altal kivaltott [°H]5-HT felszabadulas HP szeletekben (FRS1: 0,67
+0,07 FR%, ““p=0,00061, 26B. abra).

7.5+ 7.51
5.5+
- - 5.04
>~ =
3 i "k o
g 3
w T L 25
kkk®
1.5 HkkR o T *kk .
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CTRL TTX Ca-free CNQX CTRL TTX Ca-free CNGX
AP-5 AP-5

26. abra: A TTX, CNQX-AP-5 és Ca’"-mentes koriilmények hatisa az elektromos
(50 Hz, A) és optikai (50 Hz, B) stimulacio altal kivaltott [*H]5-HT felszabadulasra
a HP-bél. A Ca*-mentes Krebs’ oldatot a mintagyiijtés megkezdése el6tt 60 perccel, mig
a TTX-et és CNOX-AP-5-0t tartalmazo Krebs’ oldatot 15 perccel az elso gytijtott minta
elott perfundaltattuk. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS1, %)
altal kivaltott netto tricium felszabadulds formajaban fejeztiik ki, n=4 egér/csoport, és
egyszempontos ANOVA analizist és azt koveto Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk,

p<0,0001,

*kk*k * kK

p<0,001. A csillagok a kontrolltol valo szignifikans eltérést mutatjak.
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5.2.5 A hippokampalis [°*H]5-HT felszabadulas moduldldsa 5-HT autoreceptorokkal

Ezekben a kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a ChR2-t expresszald terminalisokbol
elektromos és fény stimulaciot kovetden a felszabadulé [*H]5-HT modulalhaté-e 5-
HT1a1e1D receptorokkal. A masodik optikai stimulacio (OS2) el6tt 5-HT1a/18/10 agonista,
szumatriptant (SUMA, 1 pM) kezdtink el perfundaltatni, mely szignifikdnsan
csOkkentette az elektromos stimulacié (ES) altal kivaltott tricium felszabadulést
('p=0,01201, 27A, B. &bra), de az optikai stimulacio altal kivaltott [*H]5-HT
felszabadulast nem befolyasolta. Ezzel szemben a buspiron (BUSP, 0,1 uM), a szelektiv
5-HT1a parcialis agonista nem volt hatassal az optikai és fény stimulus altal kivaltott

tricium felszabadulasra sem (27A, B. abra).
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27. 4abra: A szumatriptin csokkentette az elektromosan eldidézett [3H]5-HT
felszabadulast HP szeletekben, mig a buspiron hatastalan volt. 4 szumatriptant és
buspiront 15 perccel a mdsodik fény stimulacié elétt adtuk a Krebs’ oldathoz. Az OS
optikai, az ES elektromos 50 Hz-es stimuldciot jelent. Az eredményeket az elektromos
vagy optikai stimulus (FRSy, %) dltal kivaltott netto tricium felszabadulds formdjaban
fejeztiik ki, n=4-5 egér/csoport, és egyszempontos ANOVA analizist és azt koveté Dunnett
post hoc tesztet alkalmaztunk, “p<0,05. A csillagok a kontrolltél valo szignifikdns eltérést

mutatjak.
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5.2.6 A hippokampalis [*H]5-HT felszabadulas moduldldsa P2X7 receptorokkal
Ezutan megvizsgaltuk, hogy a hippokampalis ChR2-t expresszald idegvégzddésekbol
elektromos vagy fény stimulussal kivaltott [°H]5-HT felszabadulas szabalyozhato-e a
P2X7 receptorok endogén aktivalédasaval. Ezért, Gsszehasonlitottuk a megfeleld
stimulacidval kivaltott tricium felszabadulast a vad tipust és P2X7 génkilitott egerekben,
ehhez a Kisérlet 2 protokollt hasznaltuk (10. és 28. dbrak). A [*H]5-HT izotoppal feltdltott
HP szeletekben a radioaktivitas szoveti tartalma nem kiilonb6zott jelentdsen a vad tipust
(WT) és KO egerekben (4. tablazat). Mind az elektromos, mind az optikai stimulacio a
[*H]5-HT kidramlas novekedését eredményezte WT és KO egerekben, azonban a KO
egerekben kisebb volt a [?H]5-HT felszabadulds mértéke (28A, B. abra).

P2X7 P2X7
10.0+ 30-

FRS (%)
FRS (%)

WT KO WT KO

0§, 0S,

28. abra: Az optikai és elektromos stimuliacio altal kivaltott tricium felszabadulas
alacsonyabb volt KO, mind WT egerekben. A [*H]5-HT felszabaduldst 50 Hz-es
optikai (A) és elektromos (B) stimulussal valtottuk ki. Az OS1 és OS> optikai, az ES
elektromos stimuldaciot jelent. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS,
%) altal kivaltott netto tricium felszabadulas formajaban fejeztiik ki (n=5 eger
csoportonkent). Egy szempontos ANOVA analizist és azt kovetd Scheffe post hoc tesztet
alkalmaztunk, “p<0,05, “p<0,01. A csillagok a kontrolltél valé szignifikans eltérést

mutatjak.
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Ezutan teszteltiik a P2X7 receptor antagonistak hatasat a fény és elektromos stimulacid
altal kivaltott [H]5-HT felszabadulasra a HP szeletekben, WT egerekben. Az
antagonistak a kovetkezok voltak:
INJ-47965567 (100 nM), potens és szelektiv P2X7 receptor antagonista®!,
AZ-10606120 (100 nM), a P2X7 receptorok negativ allosztérikus modulatora ’°.
Ismét a Kisérlet 2 protokollt hasznaltuk. A JNJ-47965567 majdnem teljesen gatolta a fény
stimulacio altal kivaltott [®H]5-HT kidramlast (7 p=0,00030), és csokkentette az
elektromosan kivaltott tricium kiaramlast is (29A. abra).
Az azonos mddon alkalmazott AZ-10606120 szintén csokkentette a fény €s elektromos
stimul4ciora kivaltott [*H]5-HT felszabadulast (OS2: “p=0,02027, ES: “p=0,01983, 29B.
abra). Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a szerotonin fény és elektromos ingerléssel

kivéltott felszabadulasa modulalhat6 a hippokampuszban 1évé P2X7 receptorok endogén

aktivalodasaval.
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29. abra: A JNJ-47965567 és AZ-10606120 szignifikinsan csokkentette a fény és
elektromos ingerrel kivaltott [3H]5-HT felszabadulast. A [*H]5-HT felszabaduldst 50
Hz-es optikai (A) és elektromos (B) stimulussal valtottuk ki. Az OS; optikai, az ES
elektromos stimuldciot jelent. Az eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS,
%) altal kivaltott netto tricium felszabadulas formdjaban fejeztiik ki (n=4 eger
csoportonként). Egy szempontos ANOVA analizist alkalmaztunk, és azt kévetéo Dunnett

*kk

post hoc tesztet alkalmaztunk, “p<0,05, “'p<0,01, "“p<0,001. A csillagok a kontrolltol

valo szignifikans eltérést mutatjak.

79



DOI:10.14753/SE.2019.2214

Megvizsgaltuk a JNJ-47965567 P2X7 antagonista hatasat a hasonlé ingerrel kivaltott
[*H]5-HT felszabadulasra P2X7 KO egerek HP szeletében is. Ezekben a szeletekben a
JNJ-47965567 nem eredményezett semmilyen csokkenést a tricium kiaramlasban a
kontroll (P2X7 antagonistaval nem kezelt) egerekhez viszonyitva (OSz: p=0,6572, ES:
p=0,9416, 30A, B. abra).

P2X7 KO P2X7 KO

T

JNJ - JNJ
0S, ES

30. abra: A JNJ-47965567 kezelés nem csokkentette jelentésen a tricium Kidramlast
a HP szeletekb6l P2X7 KO egerekben. A [°H]5-HT felszabaduldst 50 Hz-es optikai (A)
és elektromos (B) stimulussal valtottuk ki. Minden esetben a Kisérlet 2 protokollt
alkalmaztuk (lasd 10. abrat). Az OS2 optikai, az ES elektromos stimuldciot jelent. Az
eredményeket az elektromos vagy optikai stimulus (FRS, %) altal kivaltott netto tricium
felszabadulas formdjaban fejeztiik ki (n=4 egér csoportonként). Egy szempontos ANOVA

analizist és azt koveto Scheffe post hoc tesztet alkalmaztunk.
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Annak igazolasara, hogy az endogén ATP azonos koriilmények kozott szabadul fel,
elemeztiik a szovetperfuzios kisérlet soran vett mintak ATP tartalmat HPLC-vel (31A.
abra). Az optikai és elektromos stimuldcido hatasara emelkedett az endogén ATP

extracellularis szintje (OS: *p=0,0256, ES: *p=0,0151, 31B. &bra).
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31. abra: Az optikai és elektromos stimuliciéok novelték az endogén ATP
felszabadulast a virus injektalt WT egerekben. 4 Kisérlet 2 protokollt hasznaltuk. A
Stim felirat az A dbradn az elso optikai (OS) és utolso elektromos (ES) stimulaciot jeloli.
Mindkét stimuldcio ugyanazokkal a paraméterekkel tortén 50 Hz-en, de nem ugyanabban
az idoben. Az X tengely az 1 perces perfizios mintakat mutatja az ingerlés kezdetétol. A
B dabran lathato grafikon az A abran szereploé gorbe alatti teriiletébdl (AUC) szamitott
értékek. A kiindulasi értékek az atlag ATP tartalmat jelentik az optikai és elektromos
stimulus elott, melyet AUC modszerrel szamoltunk. Az adatokat a felszabadult ATP
pmol/ml-ben fejeztiik ki (atlag = SEM, n=6 egér/csoport). Kruskal-Wallis ANOVA
analizist és azt kévet6 Dunn’s post hoc tesztet alkalmaztunk, “p<0,05. A csillagok a
kontrolltol valo szignifikans eltérést mutatjak. Az ATP szintek mérését HPLC-vel Baranyi

Maria végezte.
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5.2.7 Az invivo optikai és K* stimul4cio hatdsa az 5-HT, glutamat (Glu) és GABA
szintekre az MRR-ben mikrodializis vizsgalatokban

Végiil azt vizsgaltuk, hogy a helyi optikai stimuladcio (32A. abra) az endogén
neurotranszmitterek felszabadulasahoz vezet-e az MRR-ben, amit HPLC-vel mértiink
(32. abra). A 2 oras stabilizacids periddus utan a bazalis 5-HT, Glu és GABA szintek a
kovetkezbek voltak az MRR-ben (5-HT: 1,66 + 0,17 pmol/ml; Glu: 3,41 + 0,43 nmol/ml,;
GABA: 0,46 + 0,11 nmol/ml, n=5 egér/csoport). Ezekben a kisérletekben két egymast
kovetd 5 perces 20 és 50 Hz-es fény stimulaciot alkalmaztunk, amelyeket egy 5 perces
K™ depolarizacio (100 nM) kovetett (Kisérlet 3, 11. abra). A kontroll egerek nem voltak

injektalva a rAVV konstrukcidval, de optikai stimulaciot kaptak.
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32. abra: Az in vivo fény és K* stimulacié novelte az 5-HT, Glu és GABA
extracellularis szinteket az MRR-ben. A Balra: a mikrodializis szonda és az optikai
szal elhelyezkedését mutatjia. Kozépen: a sétét latoterii mikrofoton a szaggatott vonal
mutatjia a mikrodializis szonda okozta sériilés helyét a dorsalis és median raphe
magokban. Jobbra: A Paxinos egér agy atlaszbol beillesztett kép - -4,60 mm a Bregma-
tol - a megfeleld teriiletet mutatja. B, C Az elsé optikai stimuldcio (OS1: 20 Hz, 5 perc)
emelte az 5-HT és Glu szinteket az MRR-ben. D A mdsodik optikai stimuldcié (OS2: 50
Hz, 5 perc) emelte a GABA szintet az MRR-ben. A nyilak jelzik a kiilonbézé tipusi fény
és kémiai stimuldciok idépontjat. Az adatokat a kiindulasi érték %-dban fejeztiik ki, mint
atlag + SEM (n=5/10 egér per csoport). Kétszempontos ANOVA analizist és azt koveto
Dunnett/Fischer (GABA) post hoc tesztet alkalmaztunk p<0,05, ““p<0,001. A csillagok
a kontrolltol valo szignifikdans eltérést mutatjdk. A transzmitter szintek mérését HPLC-vel
Baranyi Maria végezte.

A els6 fény stimulacid hatasara az 5-HT és a Glu extracelluléris szintje jelentdsen
megemelkedett (5-HT: F1,174=20,2825, ""p=0,00001, Glu: F1174=9,279, “p=0,0027, 32B,
C. 4bra), amig a GABA kiaramlas valtozatlan maradt a virus injektalt egerek MRR-jében
(F1,174=0,0419, p=0,8380, 32D. abra). Abszolit mennyiségben az 5-HT ¢és Glu szintek
emelkedése 98 + 0,66 pmol/ml (Fs174=4,0833, “p=0,0079, 213,7%-a a bazalisnak) és
4,76 + 0,51 nmol/ml (F3174=2,77149, "p=0,0465, 180,2%-a a bazalisnak) volt. A kontroll

egerekben az azonos fény stimuldcié nem valtoztatta meg a bazalis extracellularis 5-HT,

Glu, GABA szinteket az MRR-ben (32B, C, D. abra).

A masodik fénnyel valé ingerlésnél 50 Hz-es nagyfrekvencias (theta-burst) stimulaciot
végeztiink (a burst-6k és intraburst-0k frekvenciaja 50 Hz és az intraburst-ok kozt eltelt
id6 200 ms=5Hz), melynél nem taldltunk szignifikdns novekedést az 5-HT és Glu
szintekben az MRR-ben (32B, C, D. abra). Ellentétben, a virusinjektalt egerek MRR-
jében a GABA szintje jelentdsen emelkedett 1,40 = 0,2 nmol/ml-re (136,7%-a a
bazalisnak, “p=0,0205, 32D. abra). A kontroll egerekben szintén nem tapasztaltunk
valtozast a transzmitterek szintjében ezen stimulécio hatasara.

*hKk

A K" depolarizacio jelent6sen emelte az 5-HT (F3172=15,5803,
(F3174=22,4020, ““p=0,000001) és a GABA (Fs174=17,8765,

p=0,000001), a Glu
“p=0,000001)
extracellularis szintjét a virus injektalt és kontroll egerek MRR-jében (32B, C, D. abra).
Ez a stimulus egyben a kisérlet végén az agyteriilet életképességét és valaszreakcio-

képességét is megmutatta.
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Megvizsgaltuk, hogy ha a helyi optikai stimulaciok sorrendjét felcseréljiik, eredményez-
e transzmitter felszabadulast az 50 Hz-es fény stimulacid, azonban ez a stimulacio ebben

az esetben is hatastalan volt (33A, B. abra).
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33. abra: Az 50 Hz-es in vivo fény stimulacio nem névelte az extracellularis 5-HT (A)
és Glu (B) szinteket az MRR-ben, még akkor sem, ha els6 depolarizacios ingerként
alkalmaztuk. 4 nyilak jelzik a kiilonbozd tipusi fény és kémiai stimulusok idépontjat. Az
adatokat a kiindulasi érték %-aban fejeztiik ki, mint atlag + SEM (n=3 egér per csoport).
Kétszempontos ANOVA analizist és azt kévetd Fischer post hoc tesztet alkalmaztunk,
“p<0,05,

kettSskeresztek a két fény stimulus kozti szignifikans eltérést mutatjak, *p<0,05, *#p<0,01.

*kk*k

p<0,0001. A csillagok a kontrolltol valo szignifikans eltérést mutatjak. A

A transzmitter szintek mérését HPLC-vel Baranyi Mdaria végezte.
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6 Megbeszélés

Kutatocsoportunk évek o6ta tanulményozza a purinerg jelatvitelt, azon beliil is a P2X7
receptor valtozatos szerepét az idegrendszeri mitkdésekben. Legtjabb eredményeinkkel
Osszefliggést talaltunk a receptor aktiv miitkodése, valamint egyes kézponti idegrendszert
érintd betegségek kozott. ElsOként a migrén egy egyszerl, de széles korben hasznalt
allatmodelljében vizsgaltuk a P2X7 WT és P2X7 KO egerek viselkedési és intracellularis
szignalizacios valtozasait. Kovetkezd vizsgalatainkban a P2X7 receptor gatlds hatdsat
vizsgaltuk a hippokampalis szerotonin felszabaduldasra hagyomanyosnak tekinthetd
neurokémiai (neurotranszmitterfelszabadulds mérés) és ujonnan bedllitott kombinalt
genetikai  és  optikai  modszerekkel, melyeket viselkedés vizsgalatokkal ¢és

immunhisztokémidval egészitettiink ki.

Eredményeink a P2X7 receptor részvételét igazoltak egér migrén modellben, valamint a
neurotranszmitter felszabadulas szabalyozasaban elektromos és optikai stimulaciod

hatasara.

s

6.1 A P2X7 receptorok genetikai delécidjanak és  farmakolodgiai
antagonizmusanak hatasa migrén allat modellben
A disszertacio elsd felében az eddig kevésbé ismert purinerg szabalyozast vizsgaltuk a
migrén patomechanizmusaban. Megallapitottuk, hogy a P2X7 receptor elékezelésként
alkalmazott gatlasa — amit BBG-vel valtottunk ki — az NTG altal kivaltott termikus
hiperszenzitivitds enyhiiléséhez vezet egerekben. Tovabba, mivel a BBG kezelés
hatastalan volt P2X7 KO egerekben, ésszerli feltételezni, hogy ezt a hatdst a P2X7
receptor kozvetiti. A TNC-ben az NTG altal kivaltott c-Fos expresszid is csokkent
szubakut BBG kezelést kdvetoen, amely alatamasztja a TNC szerepét a BBG NTG altal
kivaltott hiperszenzitivitasra gyakorolt hatasanak kozvetitésében. Mindezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a P2X7 gatlasaban esetlegesen terapias

potencial rejlik a migrén kezelésére.

Kisérleteinkben a Bates és munkatarsai altal korabban leirt NTG-indukalt migrén
modellt??® alkalmaztuk és reprodukaltuk is eredményeit, mivel az i.p. NTG kezelés

idofiiggé modon valtott ki termalis hiperszenzitivitast, az NTG altal kivaltott
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hiperszenzitivitast a migrénellenes gyogyszer szumatriptan enyhiteni tudta, illetve az
NTG kezelés c-Fos expresszido ndvekedést valtott ki a TNC-ben és a felsd nyaki

gerincveldben.

Erdekes médon a P2X7 KO egerekben az NTG altal kivaltott hiperszenzitivitas nem
mutatott kiilonbséget a vad tipustdl. Ennek a negativ eredménynek a legvaldsziniibb
magyarazata a nem-P2X7 P2X receptorok tilexpresszidja lehet a P2X7 KO egerekben a
fejlodés soran, mint pl. a P2X3 és P2X4. Ezt tdmasztja ala korabbi megfigyelésiink, igy
pl. a P2X4 mRNS upregulaciojat figyeltikk meg P2X7 KO egerek striatuméban®!?,

A profilaktikusan alkalmazott, mind akut, mind szubakut BBG kezelés hatasos volt az
NTG altal kivaltott termikus hiperszenzitivitds csillapitdsdban a P2X7 vad tipust
egerekben. A BBG-rél ismert, hogy atjut a vér-agy gaton ¢és az altalunk alkalmazott
dozisban specifikus a P2X7 receptorra. Bar in vitro kisérletek soran kideriilt, hogy a BBG
tudja gatolni a Na* csatornakat mikromolaris koncentraciokban®, hasonlé dozisu (45,5
mg/kg) in vivo vizsgalatokban a BBG koncentracidja az agyban nem nagyobb, mint 200
nM34, ami a P2X7 receptorra szelektiv®®® Valamint az az eredményiink, hogy a P2X7
KO egerekben a BBG hatasa teljesen megszint is cafolja a lehetéségét masik célpont

részvételének kisérleteinkben.

Bar tovabbi vizsgalatokra van sziikség a kérdés tisztdzadsahoz, szamos lehetséges
mechanizmus létezik, amelyek révén az endogén P2X7 receptor részt vehet a trigemino-

vaszkularis rendszer szenzitizacigjaban.

Az ATP egy jol ismert vészjelzd molekula, amely a sejtek sériilésére, gyulladasra,
mechanikai behatasra és anyagcsere zavarara valaszul szabadul fel és 6nmagaban is egy
fajdalmat keltd vegyiilet®™3%, A P2X7 receptor is egy olyan Ca®" permedbilis ligand-
fliggd kation csatorna, mely csatornak kiilonb6z6é modokon jarulnak hozza a fajdalom
transzmissziohoz. A hatsé gyoki ganglionokban a P2X7 a szatellit glia sejteken
expresszalodik és a proinflammatorikus citokin TNF-a felszabadulasa révén fokozza a
P2X3 receptor kozvetitette jelatvitelt*}’. Hasonlé mechanizmus szintén szerepet jatszhat
a migrénben, mivel a trigeminalis ganglionban a szatellit glia sejtek szintén expresszalnak
P2X7 receptorokat®'® és P2X3 receptorok is részt vesznek a cranio-facialis fajdalomban
NGF, substance P és CGRP kolcsonhatasaval?®3® A P2X3 receptorok fokozott

aktivitdsat mutattdk ki a migrén genetikai allatmodelljében is32°. Ugyanakkor az is
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lehetséges, hogy a P2X7 antagonistdk hatashelye centralisan, a felsé nyaki gerincveld
szintjén vagy a trigeminus magban van. A P2X7 receptor ismerten modulalja az afferens
nociceptiv informéaciofeldolgozast a gerincvelé hatsé szarvaban™ és aktivacidja részt
vesz a centralis szenzitizdcioban, ¢és annak kovetkezményeként kialakuld hatsotalpi

hiperalgézidban®2L,

Mivel a trigeminalis mag sziirkeallomanyaban kozepesen nagy
strtiségti P2X7 receptor kotdhelyek talalhatok, és az NTG altal indukalt c-Fos expresszio
BBG kezelésre csokkent, a TNC egy potencidlis célteriilete a P2X7 receptor
antagonistaknak. A P2X7 receptorok aktivacidja ezen a teriileten excitatoros

aminosavakat szabadit fel*?2, amelyeknek blokkolasa a BBG hatésa alatt allhat.

Mivel a P2X7 receptor az agy mas teriiletein is expresszalodik®?®, nem zarhato ki egyéb
szupraspinalis kozvetité mechanizmus sem, koztiagyi, agytorzsi vagy kortikalis régidkon

keresztiil3%*

. Végiil a P2X7 kifejezddik a kering6 és lokalisan képz6d6 immunsejteken is
és a P2X7 aktivacié egyik legismertebb hatdasa a proinflammatorikus citokinek
poszttranszlacios feldolgozasaban jatszott szerepe, példaul IL-1B ¢és TNF-a

120,166,325

esetén , amelyek szintén ismert fijdalomkelt6 vegyiiletek.

Végezetiil az itt bemutatott adatok azt jelzik, hogy a P2X7 gatlasa potencialis célpont
lehet a migrén megel6zésében. Tovabba, mivel a BBG egy FDA 4ltal jovahagyott, nem
toxikus élelmiszer szinezék zart szerkezeti analdgja, érdemes megfontolni terpias

alkalmazasat326:327,

6.2 A P2X7 receptorok részvétele a hippokampalis 5-HT felszabadulas
szabalyozasaban a median raphe terminalisainak optogenetikai stimulalasat
kovetden

A disszertacid masodik felében szelektiv, optogenetikai stimuldcidt alkalmaztunk az

MRR neuronokbol szarmazo neurotranszmitter felszabadulas kivaltasara. Mig az

elektromos stimuldcid vagy a kémiai depolarizacido egyidejlileg stimulalja az Gsszes

sejttestet, axonokat és idegi terminalisokat a stimulacids mezdben, addig az optogenetikai

technika lehetévé teszi a kivalasztott neuronalis itvonal specifikus aktivalasat®?®,

A 20 Hz-es optikai stimuldcié az allatok lokomotoros aktivitasanak novekedését

eredményezte €s a stimulacio utan 7 nappal dermedési viselkedést valtott ki, jelezve, hogy
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ez a fajta stimulacid viselkedési szempontbdl relevans. Korabbi tanulmanyok kimutattak,
hogy a felszallo szerotonerg palyak alapvetd szerepet jatszanak olyan motoros
mozgasokban, mint a jaras, a fej mozgatisa vagy a testhelyzet megvaltoztatasa®?®.
Legutobbi tanulmanyaink azt mutatjak, hogy az MR régio stimulalasa a félelem reakciok
kialakitasaban szerepet jatszik, tovabba kozvetve szabalyozza a fajdalomérzés agyi
feldolgozasat, befolyasolva a félelem emlékek kodolasat és tarolasat az amygdala, a
hippokampusz és a prefrontalis kortex altal**°. Meg kell azonban jegyezniink, hogy a
viselkedési kisérletek kisérleti koriilményei, valamint az in vivo és in vitro
transzmitterfelszabadulasi kisérletek kisérleti koriillményei nem teljesen azonosak voltak,
a kapcsolat kozottikk, hogy mindharom kisérlet tipust a ChR2 injekcié utan, 20 Hz-es
stimulacidval és az MRR neuronok optikai aktivalasaval végeztiik. Bar az itt 6sszefoglalt
munka nem erre irdnyult, késObbiekben érdekes lenne tovabb vizsgidlni az MRR
optogenetikai aktivalasanak késleltetett hatasat is a kiilonb6zé neurotranszmitterek
felszabadulasra, amikor a freezing viselkedés mar kialakult. Erre mutat, hogy a
szakirodalomban leirtak, hogy a P2X7 receptorok szerepet jatszanak az averziv memoria
folyamatokban. A P2X7 receptor genetikai delécidja, valamint specifikus
antagonistajanak intrahippokampalis injekcidja ragcsalokban megakadalyozta a freezing

viselkedés kialakul4sat az adott félelemkondiciondlé paradigméaban®3t,

Hasonld, bar nem teljesen azonos fotostimuldcids protokollt hasznéltunk az 5-HT
felszabadulas kivaltasara MRR ¢és hippokampalis szeletekbdl nyert perfuzids mintdkban
rAAV injektalt egerekben. Az MRR-ben az optikai stimulacidé reprodukélhatdo 5-HT
felszabadulast valtott ki, amelynek mennyisége kisebb, de Osszehasonlithatd volt az
elektromos stimulaci6 és kémiai depolarizacio altal kivaltott transzmitter mennyiséggel.
Ez a kiilonbség teljesen redlis, hiszen az elektromos stimulacio6 aktivalja az egész bejovo
idegkoteget, mig az optikai stimulacié specifikusabb, csak azokat a neuronokat és azok
idegvégzddéseit stimulalja melyek a ChR2 fehérjét expresszaljak. Ez a megfigyelés azt
az ismert megfigyelést tamasztja ala, hogy a szerotonerg idegvégzédések az MRR-ben,
illetve a virus injekcié altal nem érintett teriileteken egymast konzisztensen, kolcsonosen

innervaljak3®?.

Az optikai és elektromos stimulacié altal kivaltott 5-HT felszabadulas az MRR-ben
[Ca?*], fiiggd volt, amely azt igazolja, hogy vezikularis exocitézis kozvetiti. Mind az

elektromosan, mind az optikailag kivaltott 5-HT felszabadulés érzékeny volt az ionotrép
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Glu receptorok antagonistaira, ami azt mutatja, hogy az 5-HT felszabadulast a ChR2
fehérjét expresszald MRR neuronokbdl a Glu véltja ki. Ez egybevag olyan anatdémiai
vizsgalatok eredményeivel, amelyek az MRR neuronok autapszisait és rekurrens axon

k333

kollateralisait azonositjak™>". Tovabba, az 5-HT tartalmt neuronok immunpozitivak Glu-

ra®* ¢és foszfat aktivalta glutaminazra®®, amely a Glu bioszintézisében kulcsszerepet

jatszik, valamint a raphe mag 5-HT neuronjai expresszalnak VGIuT3 transzportert>°,
Mindezeket a feltételezéseket alatamasztjak azok az altalunk tett megfigyelések is, hogy
egyidejlileg Glu is felszabadul az optikai stimulaciora (23. abra). Mivel az optikailag
kivaltott 5S-HT felszabadulas érzékeny volt a TTX-re, valdosziniileg a felszabadult 5-HT
¢s Glu kiilonbozo idegvégzodések populaciojabdl szarmazik és az 5-HT ezenkiviil
szarmazhat dendritekbél és sejttestekbd13¥’. Ismeretes, hogy az 5-HT-t a raphe sejtekben
1év6 neuronok szomaibol és dendritjeibdl felszabadul az NMDA receptorok aktivacidjara
[Ca?*]o fiiggd modon3383% valamint az 5-HT nagy része nem szinaptikus modon is
felszabadulhat®33%, Vizsgalatunk ujdonsdga az optogenetikai technika alkalmazésa,
amely segitségével az MR régiot szelektiven aktivaltuk, és amely segitségével a fenti

jellemzdket egy neuronalis szubpopulacio szintjén is igazoltuk.

Azt is megvizsgaltuk, hogy az 5-HT hasonl6 tGton szabadul-e fel az MRR terminalisokbol
¢s az MRR egyik célteriiletébdl a hippokampuszbol. Mindhdrom féle stimuléciod
(elektromos, optikai, kémiai) 5-HT felszabadulast idézett el, amely hasonlo volt, mint
az MRR-ben. Azonban abszolut mennyiségben az optikai és elektromos stimulacié altal
kivaltott 5-HT felszabadulas kevesebb volt a HP-ben, mint az MRR-ben. Ez 6sszhangban
van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy az EYFP jelolddési intenzitas kevésbé volt erds a

HP-ben (17. abra), amely megfelel a tavoli célteriilet kevésbé stiri beidegzésének.

Mig mind az optikai mind az elektromos stimuldlassal indukalt 5-HT felszabadulas
nagymértékben [Ca?*], fliggé volt ezen a teriileten is, a HP-on végzett kisérleteinkben két
féle eltérés is mutatkozott a transzmitter felszabadulasban. Egyrészt masfajta frekvencia
fliggést mutattak, jelezve, hogy kiilonb6z6 transzmitter-poolok mobilizalodtak a két féle
stimulécioval aktivalt idegi termindlisok szubpopuldcioi kiilonbozé frekvencidkon.
Ezenkiviil, mig az elektromos stimuléci6 altal indukalt 5-HT felszabadulast gatoltdk a
TTX és a Glu receptor antagonistak, addig az optikai stimulacio altal kivaltott 5-HT efflux
nem volt érzékeny a fenti drogokra, ami azt jelzi, a hippokampuszban a ChR2 fehérjét

expresszalo idegvégzodések kozvetleniil aktivalodtak a fény stimulus hatdsara és a
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tricium kibocsatasa az MRR-bdl eredd varikozitdsokbdl szarmazd 5-HT kiaramlast
reprezentdlja. Mivel a ChR2 permedbilis a natriumra®*!, ésszerii feltételezni, hogy a
csatornan keresztiil torténé kozvetlen ionaramlas felelds az idegvégzodések
membranjanak lokalis depolarizaciojaért és az ezt kovetd transzmitter felszabadulas
kivaltasaért. Erdekes tovabbi megfigyelés, hogy az elektromos stimulacié altal indukalt
5-HT felszabadulas a HP-ben érzékeny volt az ionotrop Glu receptorok blokkolasara.
Ennek egyik meggy6z6 magyarazata, hogy az elektromos stimulacio, ellentétben a fény
stimulacidval depolarizalja az excitatoros idegi terminalisokat is és glutamatot szabadit
fel, amely ezutdn hat az ionotrép glutamat receptorokra és kozvetleniil vagy kozvetve
mobilizalja az 5-HT-t a DR-bdl szarmazé idegvégzddésekbodl. Egy korabbi tanulmany?®2
mutatta ki, hogy a hippokampalis interneuronok erételjesen és varatlanul gyorsan
aktivalodnak az MR-hippokampalis projekcié révén, amelyet nemcsak a 5-HT, hanem a
Glu is kozvetit. Kovetkezésképpen, egy hasonld glutamaterg DR-hippokampalis
projekcid vagy hippokampalis principalis neuronok lehetnek a glutamat forrasai, amelyek

felszabaditjak az 5-HT-t a hippokampuszban.

A kozépagyi szerotonerg neuronok szomatodentritikus és az idegvégzddéseken
lokalizal6do, gatlo autoreceptorokkal rendelkeznek®*2. Ezek a receptorok fontos szerepet
jatszanak a szerotonerg transzmissziot befolyasol6 kiilonb6z6 gyogyszerek hatasaban is,
mint példaul a szerotonin Gjrafelvételt gatldo (SSRI) antidepresszansok és a szerotonerg
szorongas oldo szerek. Mikdzben a szomatodendrikus autoreceptorok aktivacioja
csokkenti az idegsejtek tlizelési ratajat lokalisan, az idegvégzddéseken kifejez6do
autoreceptorok aktivacidja csokkenti az 5-HT felszabadulast a célteriileteken, azaz a
kéregben és a hippokampuszban, mindkét teriileten megtalalhatok ugyanis a 5-HT1g/1p
receptorok®#33%, Kisérleteinkben az 5-HT1aie/10 agonista szumatriptdn csdkkentette az
elektromos, de nem az optikai stimulus altal kivaltott 5S-HT felszabadulast, mig a szelektiv
5-HT1a agonista buspiron nem volt hatdssal sem az elektromos sem a fény indukalta 5-
HT felszabadulasra. Az 5-HT1g/1p receptorok tehat nem szabalyoztak a fény indukalta 5-
HT felszabadulast, ez azzal magyarazhato, hogy azok a szerotonerg neuronok, amelyek
hippokampalis idegvégzddéseiken 5-HT1g/1p receptorokat expresszalnak az MRR-n kiviil
helyezkednek el, valoszinlileg a DR-ben. Ez 0Osszhangban van azzal a kordbban
bemutatott eredményekkel, amely kisérleteknél kiilonbdzé ingerlési technikakat

alkalmaztak a DR neuronjainak aktivalasara és mérték az S5-HT felszabadulast a
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hippokampuszban3¥¢3# Adataink jol illusztrdljaqk az optogenetikai modszer

crer

vizsgalatara, amelyek sajatsdgai nagyrészt eddig ismeretlenek voltak.

Vizsgalataink kdvetkezd célja volt, hogy megvizsgaljuk a hippokampalis terminaliSokbol
receptornak mind a genetikai delécioja, mind a farmakoldgiai gatlasa csokkentette az
elektromos ¢€s optikai stimuldcioval kivaltott 5-HT felszabadulast. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a fenti stimulacios paradigmak éaltal felszabaditott endogén ATP
serkentette az 5-HT felszabadulasat a szerotonerg varikozitasokbol a P2X7 receptorok
aktivalasaval. E feltételezésiinket aldtdmasztja az a megfigyelésiink, hogy az azonos
elektromos és optikai stimuldciok szignifikdnsan novelték az extracellularis ATP
szinteket a hippokampuszban. Mivel az optikai és elektromos stimulacio altal kivaltott 5-
HT felszabadulast a P2X7 receptorok gatlasdval csokkentettik, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a P2X7 receptor aktivacidja nem csak a median raphebol
szdrmazo szerotonerg idegvégzddésekre gyakorolt hatast, hanem kiterjedt a nem median
raphebdl szarmazo neuronokra is a hippokampuszban. Tovabba, mivel az optikai
stimulacio altal kivaltott 5-HT felszabadulas érzéketlen volt a TTX-re, ebbol azt
feltételezhetjitk, hogy azok a P2X7 receptorok, amelyek az 5-HT felszabadulast
modulaljak az MRR terminalisokbol ugyanazokon a terminalisokon expresszalédhatnak.
Azonban nem zarhato ki az a lehetéség sem, hogy az 5-HT felszabadulast szabalyoz6
mediatorok a kozeli asztrocitakbol szabadulnak fel a P2X7 receptor asztroglialis
aktivacidjara. A [PH]5-HT felszabadulas P2X7 medialt szabalyozasat bemutaté adataink
nem ellentmondasosak korabbi eredményeinkkel sem, amelyek az endogén 5-HT szint
emelkedését és az 5-HT transzporterek gatlasat mutattak ki a P2X7 receptor genetikai
delécioja és farmakologiai gatlasa esetén?%%3%, Ezek a valtozasok a most leirt kdzvetlen
hatasoktol fiiggetlen és kompenzatorikus valtozasok is lehetnek, ramutatva a szerotonerg
transzmisszio komplex szabalyozasara a P2X7 receptorok altal. A 5-HT felszabadulas
P2X7 receptor altali szabalyozasanak szerepe lehet a pszichiatriai rendellenességekben,
mivel a kdzelmultban végzett vizsgalataink ramutattak arra, hogy a P2X7 receptorok
gatlasaval enyhithetdé a depresszid ¢és szkizofrénia szerli viselkedés ragcsalo

allatmodellekben?%6:297:301
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Végiil az in vitro kisérlet soran kapott eredményeink igazolasara in vivo kisérleteket is
végeztiink, amelyekben megvizsgaltuk a neurotranszmitterek egyideji felszabadulasat az
optikai stimulaci6 hatasara. Itt azt lattuk, hogy az 5-HT ¢és a Glu egyidejiileg szabadul fel
a 20 Hz-es optikai stimulacié hatasara, mig a GABA szint nem emelkedett a stimulacio
hatdsara. Masrészr6l mind a harom neurotranszmitter ugyanolyan jol reagilt a K*
depolarizaciora, amely nem korlatozodik csak a ChR2 fehérjét expresszald neuronokra.
Ugyanakkor, az 50 Hz-es theta burst-6k a GABA szint szignifikans emelkedését idézték
el6, mig az 5-HT ¢és Glu szintek ebben az esetben nem emelkedtek. Ez az eredmény azt
szemlélteti, hogy a kiillonb6zd mintazatt idegi aktivitaisok az MRR-ben kiilonb6z6
mintazati transzmitter felszabadulasokat eredményeznek. Mivel a masodik optikai
stimulacid viszonylag kézel volt az elsd valasz lefutdsdhoz, felmertilt az a lehetdség is,
hogy a felszabadithatdo transzmitter pool-ok még nem voltak feltdltve ebben az
idépontban. Azonban nem ez volt a helyzet, mert, ha a stimulaciok sorrendjét felcseréltiik,
az 50 Hz-es stimulacié még akkor is hatastalan volt az 5-HT ¢és Glu felszabadulasra (33.
abra).

Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az optogenetikai aktivacid alkalmas modell in
vitro és in vivo szelektiv neuronalis szubpopulaciok ingerlésére és az azokbol torténd
neurotranszmitter felszabaduldsnak a tanulméanyozasira. Az optikai stimulacio, a
fesziiltségfliggd Na* csatorndk aktivaciojaval és azt kovetd Ca?* fiiggd exocitozissal
valtott a fiziologiasnak megfeleld transzmitter tiriilést. Eredményeink szerint az MRR-
ben az 5-HT és a Glu is felszabadul a ChR2 fehérjét expresszald neuronokbdl és az 5-HT
felszabadulas az ionotrép Glu receptor aktivacio eredménye. A HP-ban az 5-HT az MRR
terminalisokbol kozvetleniil szabadul fel, figgetleniil a glutamaterg transzmissziotol és
nem targy a preszinaptikus 5-HTig1p autoreceptorok altali neuromodulacionak. Ezzel
szemben a P2X7 receptorok endogén aktivacioja a hippokampalis MRR és nem-MRR

terminalisokbol szarmazo6 5-HT felszabaduldsat egyarant.
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7 Kovetkeztetések

Kutatésaink soran a purinerg P2X7 receptor kdzremiikodésére kerestiink bizonyitékokat
a kozponti idegrendszert érinté migrén korfolyamataban, illetve a hippokampalis

szerotonin felszabadulas szabalyozéasaban.

A kovetkezd néhdny pontban szeretném kiemelni kisérleteinkkel igazolt fébb

eredményeinket a célkitlizések tiikrében:
Migrén modell:

1. Migrén egér modellben demonstraltuk, hogy nincs kiilonbség a vad tipusu és
P2X7 KO egerek termalis hiperszenzitivitasaban. A P2X7 KO egerek nem

ellenallobbak az NTG altal kivaltott fajdalommal szemben, mint vad tarsaik.

2. Az akut és szubakut BBG kezelés befolyasolta a vad tipust egerek nocifenziv
viselkedését, amig a P2X7 KO egerekben hatastalan volt. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a P2X7 receptor endogén aktivacioja szerepet jatszik a

NTG altal kivaltott fajdalominger feldolgozasaban.

3. Az NTG aktivalja a fajdalom kozvetitésében résztvevd agyteriileteket, ahol
befolyasolja a c-Fos expressziot. Kimutattuk, hogy az NTG kezelés novelte a c-Fos
expressziot a gerincvelében (C1-2) és a TNC-ben vad tipust és P2X7 KO
egerekben is. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a modell és a c-Fos expresszid

kapcsolatban all egymassal.

4. Tovabba megallapitottuk, hogy a szubakut BBG kezelés csokkentette a c-Fos
expressziot a TNC-ben vad tipusu egerekben. Ez a megfigyelés is alatdmasztja a
P2X7 receptor aktivacio szerepét a migrénes fajdalomban és a jellegzetes tlinetek

kivaltasaban.
Szerotonin felszabadulas szabalyozasa:

1. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy mind az elektromos, mind az optikai ingerlés
hatasara emelkedett az 5-HT felszabadulas az MRR-ben és a HP-ben. Tehat az
optogenetikai aktivacié alkalmas modell az in vitro és in vivo neuronalis

szubpopulacidokbodl szarmazo neurotranszmitter felszabaduldsnak vizsgalatara.
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2. Vizsgaltuk a glutamat részvételét is a szerotonin felszabadulasban. A raphe
magvak hippokampalis afferenseib6él az optikai ingerlés indukalta szerotonin

felszabadulasra nincsenek hatassal a glutamat receptor antagonistak.

3. Megvizsgaltuk az 5-HTia1enp receptorok részvételét a hippokampalis 5-HT
ingerlésre felszabaduld 5-HT kiaramlasra nincsenek hatassal 5-HTianeinp €s 5-

HT1a agonistak.

4. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a P2X7 receptor endogén aktivacidja serkenti
a median raphebdl és a nem-median raphebodl szarmazé hippokampalis szerotonerg

idegvégzddésekbdl a szerotonin felszabadulédsat.

5. Tovabb erdsiti a P2X7 receptor aktivacid szerepét, hogy mind az optikai, mind
az elektromos stimuldcio endogén ATP felszabadulast is kivalt hasonld

kortilmények kozott.

Osszefoglalva eredményeinket, a P2X7 receptorok hatiaskozvetité szerepe
igazolodott a migrén korfolyamataban NTG indukalt egér migrén modellben, és az
elektromos és optikai stimulaciok altal kivaltott hippokampalis S-HT felszabadulas

szabalyozasaban.
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8 Osszefoglalas

A P2X7 receptorok ligand-fiiggé kation csatornak, amelyek a kdzponti preszinaptikus
excitatoros idegvégzodéseken expresszalodnak, és részt vesznek a neurotranszmitter
felszabadulas szabalyozasdban, valamint a periférias €s centralis szenzitizacidban. A
P2X7 receptorok emellett szerepet jatszanak kiilonb6z6 idegrendszeri és nem
idegrendszeri korképekben, beleértve az autoimmun betegségeket, a kronikus fajdalmat,

a neurodegenerativ rendellenességeket és a rakot Is.

Eredményeinket 0sszegezve megallapithato, hogy a P2X7 receptor genetikai delécioja
nem, mig annak farmakologiai gatlasa csokkentette az egerek altal mutatott fajdalmat a
migrén modellben, és az NTG altal kivaltott fels6é nyaki gerincveldi és TNC neuronalis
aktivaciojanak novekedését.

5-HT felszabadulés valthato ki a hippokampuszban, amely a P2X7 receptor genetikai €s

farmakologiai modszerekkel eldidézett gatlasaval is tompithatd volt.

Eredményeink alapjan, a P2X7 receptorok részt vehetnek a migrén patogenezisében, bar
mas P2 receptorok upregulacioja kompenzalhatja hatasukat. Ugyanakkor adataink azt is
mutatjak, hogy a P2X7 antagonistak eredményesek lehetnek a migrén kezelésében. Az
MRR terminalisokbol szdrmazd hippokampalis 5-HT felszabadulds a P2X7 receptorok
endogén aktivalasaval szabalyozhatd. Az 5-HT felszabadulds P2X7 receptor 4&ltal
kozvetitett szabalyozasa hozzajarulhat a hippokampusz szerotonerg transzmissziohoz

kapcsolodo kiilonbozé fiziologiai és patofiziologiai jelenségekhez.
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9 Summary

P2X7 receptors are ligand-gated cation channels that are expressed in the central
presynaptic excitatory nerve terminals and participate in the regulation of
neurotransmitter release and in peripheral and central sensitization. In addition, P2X7
receptors play a role in various pathologies, including autoimmune diseases, chronic pain,

neurodegenerative disorders and cancer.

Summarizing our findings, we can conclude that the genetic deletion of the P2X7 receptor
did not, while its pharmacological inhibition reduced the mice’s pain in the migraine
model and the NTG-induced increased neuronal activity of upper cervical spinal cord and
TNC.

Furthermore, the electrical and optical stimulation of the hippocampal projections of the
median raphe region induces 5-HT release in the hippocampus, which could also be
attenuated by the genetical and pharmacological inhibition of P2X7 receptor.

Based on our results, P2X7 receptors may be involved in migraine pathogenesis, although
upregulation of other P2 receptors may compensate for their effect. However, our data
show that P2X7 antagonists can be effective in migraine therapy. In addition,
hippocampal 5-HT release from MRR terminals can be modulated by endogenous
activation of P2X7 receptors. The P2X7 receptor mediated 5-HT release may contribute
to the various physiological and pathophysiological phenomena associated with

hippocampal serotonergic transmission.
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