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1. Roviditések jegyzéke

2-AG - 2-arachidonoylglycerol

2-MeSADP - 2-metiltio-ADP

2-MeSAMP - 2-metiltio-AMP

5-HT- szerotonin

ABC - ATP binding casette protein

AC - adenilat ciklaz

Ado - adenozin

ADP - adenozin 5’-difoszfat

AMP - adenozin 5’-monofoszfat

ARLG67156 - 6-N,N-dietil-D b,c-dibromometilén ATP
AP-5 - 2-amino-5-phosphonopentanoate

ASC - inflammasome accessory protein
(inflammmaszoma asszocialt fehérje)

ATP - adenozin 5-trifoszfat

BBG - Brilliant Blue G

Bic - (-)-bicucullin metobromid

BDNF- brain derived neurotrophin factor

BzATP - 3’- O- (4-benzoyl) benzoyl-ATP

CNQX - 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
COX-2 - ciklooxigenaz-2

CREB - cAMP response element binding protein

DA - dopamin

DPCPX - 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine

EDTA - ctiléndiamintetraecetsav

EGTA — etilén glikol-bisz(-aminoetil éter) N, N, N’, N’-tetraecetsav
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

ERK - extracellular-regulated-kinase

FR% - fractional release % (frakcionalis transzmitter felszabadulas)

GABA - gamma-amino-butyric-acid (gamma aminovajsav)



DOI:10.14753/SE.2014.1906

GDP - guanozin 5’-difoszfat

GFAP - glial fibrillary acidic protein
GLU - glutamat

HZO2 - hidrogén-peroxid

ICE - interleukin converting enzyme / Interleukin-1 konvertaz enzim / kaszpaz-1
IFNy - interferon-y

IL-1B - interleukin-13

IL-1RA - interleukin-1 receptor antagonista

IL-6 - interleukin-6

IL-10 - interleukin-10

I.p. - intraperitonealisan

JNK - c-Jun N-terminal kinase

KO - knock out (génkiiitott)

LPS - lipopoliszacharid

LTD - long-term-depression

LTP - long-term-potentiation

MAO - monoamin oxidaz

MAPK - mitogén aktivalt protein kinaz

p38 MAPK, p38 mitogén aktivalt protein kinaz

MEK - MAPK kinaz

MEKK - MAPK kinaz kinaz

MGLUR - metabotrop glutamat receptor

MRS2179 - 2-deoxi-N6-metiladenozin 3,5-biszfofat tetraammonium
MRS2365-1 S,2 R,3 S,4 R,5 S-4-[(6-amino-2-metiltio-9H-purin-9-yl)-1
difosforiloximetil]biciklo[3.1.0]hexane-2,3-diol

NA - noradrenalin

NF-xB - nuclear factor-xB

NGF- neuronal neurotrophin factor

NMDA - N-metil-D-aszpartat

NO - nitrogen-monoxid
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INOS - indukalhat6 nitrogen monoxin szintaz

NR2A, NR2B - NMDA receptor 2A alegység, NMDA receptor 2B alegység
OoXiATP — periodate-oxidized ATP

PBS - foszfat-pufferelt s6oldat

PKA - protein kinaz A

PKC - protein kinaz C

PLAZ2 - foszolipaz A2

PLC - foszolipaz C

PLD - foszolipaz D

PMSF fenilmetanszulfonil fluorid

PPADS - pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonic acid
PPNDS - pyridoxal-5-foszfat-6-(2-naftiazo-6-nitro-4,8-diszulfonat) tetraszodium sé
pro-1L-1p - pro-Interleukin.-1

RBA - astrocita sejtvonal

Rho - GTP kot6 fehérje, GTPaz aktivitassal

ROCK - Rho effektor kinaz

TCA - triciklusos antidepresszans

TBST - Tris-Buffered Saline Tween-20

THP-1 - human akute monocia leukemia sejtvonal

TLR4 - Toll-like receptor 4

TNF - tumor nekrozis faktor

TTX - tetrodotoxin

UDP - uridin 5°- difoszfat

UTP - uridin 5°- trifoszfat

WT- wild type (vad tipusu)
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2. Bevezetés

2.1. A purinerg neurotranszmisszio

2.1.1. Az ATP, mint idegrendszeri jelatvivo anyag

Az adenozin 5-trifoszfat (ATP) alapvet6 fontossagii nemcsak a sejten beliil, mint
energiatarold molekula, de az extracelluldris térben is, mint neurotranszmitter,
neuromodulator, és novekedési faktor (Neary és mtsai 1996, Fredholm és mtsai 1996,
Burnstock 1997, Ralevic és Burnstock 1988, Rathbone és mtsai 1999, Weight és mtsai
1999, Boeynaems és mtsai 2000, Vizi 2000). Az ATP jelatvivo szerepe azonban ennél
sokkal széleskoriibb, az ATP fontos szerepet jatszik a nem idegi sejtek és idegi sejtek
kozotti jelatvitelben, igy pl. a glia-neuron kommunikécioban, illetve a nem idegi sejtek,
mint pl. az immunsejtek egymds kozotti kommunikacidjaban. A sejten beliili ATP
koncentraciok millimoldris (mM) tartoményban vannak, mig a sejten kiviili ATP
koncentraciok a felszabadulasi és a lebontdsi folyamatok egyensulyatol fiiggden
nanomolaristél mikromolaris (nM-uM) tartomanyig becsiilhetok (Agteresch és mtsai
1999, Schwiebert 2000). Idegi aktivitas és szamos koros stimulus hataséara felszabaduld
ATP az extracellularis térbe jutva fejti ki hatdsait sajat receptorain. Mivel az ATP
erdsen polaris molekula, nem képes 6nalld6 membréan transzportra, az extracellularis

térbe valo jutasa elvileg a kovetkezé modokon mehet végbe: exocitdzissal a szinaptikus

2+
vezikuldkbol (pl. idegsejtek) vagy granulumokbdl (pl. nem idegsejtek), melyet Ca -

fliggé membran / vezikula fizi6 kozvetit (Gordon 1986, Schwiebert 2000, Robertson és
mtsai 2001, Coco és mtsai 2003). Az ATP tovabba atjuthat az intakt sejtmembranon
transzmembran transzporttal is, felhaszndlva a plazma membran ATP transzportereket
vagy csatornakat, (Cotrina és mtsai 2000), vagy az anion csatornakhoz kapcsolt
ozmotikus transzportereket (Abdipranoto és mtsai 2003, Darby és mtsai 2003), valamint
citolitikus ATP felszabadulas is lehetséges a membranréseken keresztill a sériilt
sejtekbol.  Kisérletes modellekben alkalmazott az ATP felszabadulast kivalto
legfonosabb stimulusok koz¢ sorolhaté a fizioldgias neurondlis aktivitast modellezd

elektromos téringerlés vagy kémiai depolarizacio, a hipoxia / hipoglikémia és az energia
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deprivacio. Emellett a pre- illetve posztszinaptikus receptorok agonistdkkal torténd
kozvetlen aktivacidja, kiilonbozd gyulladasos stimulusok ¢€s sejthalal is képes jelentds
ATP felszabadulést eldidézni. Az ATP ¢letideje azonban révid az extracellularis térben,
¢s hamarosan inaktivalédik az idegvégzdodésben jelenlevd ektoenzimek segitségével,
melyek az ATP-t a P2 receptorokon mar inaktiv AMP-vé ¢és adenozinna hidrolizaljak.
Az ektoenzim csalad egyik legfontosabb képviseldje az ekto-ATP-difoszfohidrolaz
(ekto-ATPaz, NTPDaz vagy apiraz néven is ismert), egy plazmamembranhoz kotott
enzim, mely defoszforilalja az extracellularis adenozin 5’-trifoszfatot (ATP) és adenozin
5’-difoszfatot (ADP), adenozin 5-monofoszfattd (AMP). Az ekto-ATPaz szelektiv
gatloszere az ARL67156, mely potencirozhatja az endogénen felszabadult és hozzaadott
ATP hatésat egyarant. Az adenozin megjelenésével egy 10j extraceullaris szignal is
keletkezik, amely sajat receptorain, az adenozin receptorokon hat. Az adenozin egy
specifikus transzporter segitségével visszavevodik az 6t kibocsajto sejtbe és
reinkorporalodik az ATP raktarakba. A sejten kiviili purinok {6 forrasai az

idegrendszerben a neuronok, a glia sejtek és az endotélium.

2.1.2. P2 receptor altipusok

A nem metabolizalt ATP hatasait az extracellularis térben P2 receptorok kozvetitik,

amelyek ionotrop P2X (P2X1,2,3,4,5,6,7) ¢és metabotrop P2Y (P2Y124611121314)

csaladokra oszthatok (1. abra). (Chambers és mtsai 2000, North 2002, von Kugelgen és
Wetter 2000).

lonotrop P2X Metabotrop P2Y
P2X, P2Xy, P2Y,
P2X, P2X,, P2Y,

P2X, P2X,, [ P2Y,
P2X, P2Xys P2Y,
P2X; P2Xy, P2Y,,
(P2X¢) P2X P2Y,, +1

P2X, |P2X,; P2Y,,

P2Y, |
ticlopidine
clopidogrel

1. abra Az ATP és egyébb nukleotidok receptor csaladjai
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2.1.2.1. P2X receptorok

A P2X ionotrop receptorok a nem szelektiv kation csatornak egy sajatos csaladjat
képezik. Kozos jellemzojiik, hogy a kiilonboz6 alegységek (altipusok) homo- vagy
heterooligomerjeiként hoznak létre funkciondlisan miik6d6 ioncsatornat. A P2X
receptoroknak hét ismert altipusuk van, melyeket P2X1-7 szdmozassal azonositanak, és
kiilonboz6é kinetikaval illetve farmakoldgiai fenotipussal rendelkeznek (North és
Surprenant 2000, Roberts és mtsai 2006, Guo és mtsai 2007). Az alegységek koziil a
P2X6 kivételével valamennyi P2X receptor altipus homomer forméban is képes
funkcionalni, illetve heteromerizaciojuk 18 kiilonb6z6 funkciondlis receptort
eredményezhet, mégpedig trimer formaban. (Torres és mtsai 1999). Kozilik a
homomer P2X1,7 (North 2002) és a heterooligomer P2X1/2 (Brown és mtsai 2002),
P2X1/4 (Nicke és mtsai 2005), P2X1/5 (Torres és mtsai 1998), P2X2/3 (Lewis és mtsai
1995), P2X2/4, P2X2/6 (King és mtsai 2000), P2X4/6 (Le és mtsai 1998) és P2X4/7
alegység kombindciokat jellemezték eddig farmakologiailag, rekombinans
rendszerekben. Az egyes alegységek két transzmembrant ativeld régiobol, 10 hasonld
elhelyezkedésii ciszteint, és glikozilacios oldalakat hordozé extracellularis hurokbdl, és
intracellularis N és C végzddésekbodl allnak (Ralevic és Burnstock, 1998). A sejten
kiviili hurok, a két transzmembran régio extracellularis vége kozelében tartalmazza az
ATP kotOhelyet, valamint az antagonistdk és moduldtorok kotddési helyeit. A C
terminalis régid fontos szerepeket tolt a deszenzitizacid sebességének meghatarozasaban
(Khakh és mtsai 1999). A P2X receptorok egy és kétértéki kationok szamara
atjarhatoak, ezen beliil Ca®* permeabilitasuk viszonylag magas, €s aktivaciojuk gyors,
befelé iranyulo kationaramot indukal (Rogers és mtsai 1997, Valera és mtsai 1994). A
folyamatosan béviilnek, az eredmények megértéséhez sziikséges legsziikebb ismeretek a
kovetkezdek: az endogén ligand, az ATP és az ADP valamennyi receptoron agonista, a
tobbi agonistdval szembeni érzékenység tekintetében azonban az egyes receptorok
eltérnek. Az antagonistak koziil a PPADS és suramin, mint nem szelektiv P2X receptor
antagonista gatolja valamennyi P2X receptort, kivéve a P2X4-et és a P2X6-t. Egyéb
relative szelektiv antagonistakat is ismeriink, ilyen a TNP-ATP, mely a P2X2-t, P2X3-t
és a P2X2/P2X3-t gatolja, a P2X1 szelektiv NF279, illetve a P2X7-szelektiv Brilliant
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blue G és oxyATP. Bar a P2X receptorok eloszlasaban és farmakologidjaban jelentds
kiilonbségek vannak az egyes fajok kozott, illetve azonos fajok kiilonbozd szervei
kozott is, a receptorok kozott elsdsorban az agonista érzékenység €s az antagonista
szenzitivitas tekintetében lehet kiilonbséget tenni (Dunn és mtsai 2001). A szelektiv
ligandok hidnya miatt azonban sok esetben, a valaszban résztvevd receptor egyetlen
altipusra valo lesziikitése még ma sem lehetséges. A P2X receptorok egyes altipusai
széles korben expresszalddnak a szervezet kiilonboz6 szoveteiben, kiilonosen gazdag
lokalizaciojuk az agyban és az immunrendszerben. A kozponi idegrendszer teriiletén
valamennyi P2X receptor altipus kifejezédik, a receptorok jelenlétét mRNS szinten és
immunhisztokémiai vizsgalatokkal is kimutattak (pl. Atkinson és mtsai 2000, Collo és
mtsai 1997, Rubio és Soto 2001). A P2X receptorokat nemcsak az idegsejtek, hanem
egy¢b nem neurondlis elemek, igy az asztrocitdk, illetve az immunsejtek kozponti
idegrendszeri rezidensei, a mikroglia sejtek is expresszaljak. A P2X receptorok tehat
fontos szerepet jatszanak a neuronok €s nem neuronalis sejtek kozti parbeszédben
(Fields és Stevens 2000). P2X receptor medialt szinaptikus aramot mutattak ki a
medialis habenulaban (Edwards és mtsai 1992), a hippokampusz CA1l és CA3 régio
excitatoros szinapszisaiban (Mori és mtsai 2001, Pankratov és mtsai 1998), a
szomatoszenzoros kéregben (Pankratov és mtsai 2002), a gerincveldben (Bardoni és
mtsai 1997), valamint az agytorzsi katekolaminerg neuronok autoszinapszisaiban
(Nieber és mtsai 1997, Poelchen és mtsai 2001). A periférian tobbek kozott a
szimpatikus végkésziilékeken (Sneddon és mtsai 2000) igazolodott a P2X receptorok
kozvetitd szerepe a szinaptikus transzmisszidban. A P2X receptoroknak — elsésorban a
P2X3 altipusnak — kiemelten fontos szerepe van a fajdalomban, melyben mind a
periférids érzdideg végzodéseken, mind a gerincveld bemeneti szinapszisaiban
lokalizalodo P2X receptorok részt vesznek (Chizh és Illes 2001). A P2X receptorok
funkcionalis szerepét egyes P2X receptor altipusokra deficiens transzgenikus egerek
segitségével is igazoltak (Cockayne és mtsai 2000, Mulryan és mtsai 2000, Souslova és
mtsai 2000). A preszinaptikusan lokalizal6dd P2X receptorokra csak az utobbi idében
terel6dott a figyelem, modulécios szerepiiket eddig az agytdrzsi és gerincveldi
glutamaterg ¢s GABAerg neuronok (Gu és MacDermott 1997, Hugel és Schlichter
2000, Khakh és Henderson 1998) miikodésében sikertilt elektrofiziologiai modszerekkel

igazolni. Kutatocsoportunk kozolte elsé alkalommal preszinaptikus P2 receptorok

10
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jelenlétét a tengerimalac ileumot beidegzd kolinerg és noradrenerg idegvégzddéseken
(Sperlagh és Vizi 1991). A P2X receptorok élettani jelentdésége a neuronalis funkciok
mellett szamos szamos egyéb szervi miitkodésben felvetdodott. Ezek kozé tartozik az
részvételik az immunmodulacioban, mivel a P2X receptorok egyes altipusai, az
adenozin és P2Y receptorokkal egyetemben — mind a sejtes, mind a humoralis
immunvalasz szdmos folyamatat képesek befolyasolni, beleértve a citokinek és

gyulladasos mediatorok expressziojat, és a kemotaxist.

2.1.2.2. P2Y receptorok

A P2Y receptor csaldd a G proteinhez kapcsolt receptorok nagycsalddjaba sorolhato,
szerkezeti jellemzdje az extracellularisan elhelyezkedd aminoterminalis, a hét
transzmembran  régid, intracellularisan  elhelyezkedd  karboxitermindlis  és
hurokrendszer, mely magaba foglalja a ligand kot és G protein koto alegységeket
(Boarder and Webb 2001, Ralevic és Burnstock, 1998). Feltehetéen dimer formaban
funkcionalnak. A P2Y receptorok leggyakrabban G és G; proteinekhez, valamint az
ahhoz kapcsolodo szignal transzdukcios elemekkel kapcsolddnak, de ioncsatornak
miikddését is modulalhatjdk. A P2Y receptorcsaladnak szintén szdmos tagjat
azonositottak molekularisan, ezek kozil jelenleg a P2Y;, P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Y1;,
P2Y12, P2Y 13 P2Y 14 receptorok felelnek meg a funkcionalis receptor kritériumainak, de
funkcionalis vizsgélatok tantisdga szerint még tovabbi altipusok azonositdsa sem kizart
a jovoben. A P2Y receptorok farmakoldgijukat illetdéen mind az agonistdk, mind az
antagonistak vonatkozasaban is jelentds atfedésben vannak egymaéssal. A P2X
receptoroktdl is altalaban nem farmakoldgiai uton, hanem egyéb jellegzetességeik
alapjan ([Ca*'], &s [Ca®™); -fliggdség, pertussis toxin szenzitivitas stb.) kiilonboztetik
meg. A P2Y ezen receptorok egyes altipusai érzékenyek a természetesen eléfordulod
ligandok koziil a pirimidin nukleotidokra is, elsdsorban az UTP-re és az UDP-re (P2Y,
P2Y,4 P2Ys), ennek megfeleléen adenin- (P2Y, P2Y1;, P2Y1,, P2Y13)) és uridin
nukleotidokat (P2Y,, P2Ys P2Ys) is preferald alcsoportokra oszthatdak, tovabba az
ADP, illetve az ATP inaktiv egyes altipusokon (P2Y, P2Y. P2Ys). Az antagonistak

koziil a suramin és a reactive blue 2 széles altipus specificitassal rendelkeznek, a
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suramin nem hat a P2Y-en, a PPADS viszont csak a P2Y altipuson hat. Noha a P2Y
receptorok egyes altipusai az agyban intenziven expresszalodnak, az egyes altipusok
pontos kozponti idegrendszeri eloszlasarol és funkcidjarol még hidnyosak a
rendelkezésre all6 adatok. Ismert ugyanakkor, hogy a neuronok mellett gliasejteken,
mikroglia sejteken expresszalodhatnak. Elettani funkcidikat illetéen emlitésre érdemes a
fejlodési, differencialodasi folyamatokban, a neuron-glia interakcioban, a pre- és

posztszinaptikus  neuromodulacioban, valamint az idegrendszeri gyulladasos

folyamatokban vald részvételiik.

2.1.3. Adenozin receptorok

Az adenozin receptorok ugyancsak a G-proteinhez kapcsolt receptor nagycsalad tagjai
kozé tartoznak, és négy altipusuk, az Aj, Aza, Azg és Az kiilonithetd el (Lorenzen és
Schwabe 2001). A G proteinek koziil mind a Gj (A1, Az), a Go (A1), Goir (Aza), Gs (Aza,
Azg) illetve a Gq proteinekkel funkcionalis interakcidba léphetnek és ennek megfeleléen
aktivalhatjak, vagy gatolhatjak az adenilciklaz enzimet, a foszfolipaz C-t illetve
serkenthetik vagy gatolhatjak a K* és Ca®" csatornakon keresztiil foly6 iondramokat. Az
adenozin receptorok kozds jellegzetessége, hogy nukleotidokra nem, hanem elsésorban
az adenozinra ¢és szarmazékaira érzékenyek és az egyes receptorok gatolhatdoak
kiilonb6z6 xanthin szarmazékokkal igy tobbek kozott a természetesen eldfordulod
xanthinok (koffein, teofillin) is adenozin receptor antagonistdk. A termeészetesen
eléforduld agonista ligand, az adenozin valamennyi receptor altipuson aktiv, de
kiilonb6zd hatékonysaggal, csakligy, mint a természetesen eléforduld xanthinok. Mig az
A; adenozin receptorok szelektiv agonistija a ciklohexil adenozin (CHA), illetve a
ciklopentiladenozin (CPA), a szelektiv Aj-antagonistdk koziil legismertebb az 1,3-
dipropil-8-ciklopentilxantin (DPCPX). Az Aa receptorok szelektiv agonistaja a CGS
21680, szelektiv antagonistdja a ZM241385. Az Ajp receptorok esetében szelektiv
agonistaval nem rendelkeziink, az Az receptorok legszelektivebb agonistaja a Cl-IB-
MECA, antagonistdja az MRS1191. Az adenozin receptorok szervezetbeni eloszlasarol
tehat ma mar meglehetdsen részletes informacidink vannak, kiilonds tekintettel az

els6ként felfedezett és talan legszélesebb reprezentdcidban jelen levd A receptorra
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(Reppert és mtsai 1991, Rivkees és mtsai 1995). Az A; receptorok nagy siiriiségben
expresszalodnak az agy kiilonbozé teriiletein, igy a kéregben, a hippokampuszban, a
cerebellumban, a talamuszban, az agytérzsben és a gerincvelOben is. Az A; receptorok
talan legismertebb funkcioja hogy a receptor aktivacidja preszinaptikusan gatolja a
legtobb neurotranszmitter, igy a glutamat, az acetilkolin, a noradrenalin, a szerotonin, és
a dopamin felszabaduldsdt a kozponti idegrendszerben ¢és a periférian, mig a
posztszinaptikus A; receptorok ingerlése hiperpolarizalja a posztszinaptikus membrant
¢s gatolja a neurondlis kisiilést. Az adenozin, az Aj receptorok kozvetitésével a
kozponti idegrendszerben tehat altaldnos gatldé neuromodulatorként funkcional, melynek
kiilondsen fontos szerepe lehet az agy energiahianyos allapotaiban, igy ischemids
inzultus soran, Az ischemia sordn felszabaduld adenozin endogén neuroprotektiv
mechanizmusként védi az agyat a fokozott neuronalis kisiilés kéaros hatasaitol, illetve
prekondicionalé stimulusként egy rakdvetkezd ischemids stimulus kdvetkezményeitdl
(Dunwiddie és Masino 2001). Az A, receptor eloszlasa az agyban az A; receptornal
joval kortilirtabb, els6sorban a bazalis ganglionokra (striatum, nucleus accumbens) és a
limbikus rendszerre (szaglogumo) korlatozodik, emellett az mRNS kifejez8dik szamos
periférias szovetben is (Dixon és mtsai 1996). Az A,a receptorok ingerlése az agyban
jellegzetes neuroleptikus hatast okoz. Az Ayg receptorok az agyban elsdsorban a
gliasejteken lokalizalodnak, emellett szamos periférias szovetben is kifejez6dnek, ennek
a receptornak azonban az adenozin irdnti affinitdsa Iényegesen alacsonyabb, mint a
tobbi adenozin receptoré, ezért funkciojarol is kevesebbet tudunk (Lorenzen és Schwabe
2001). Az As receptorok eloszlasa az A; receptorokhoz hasonléan széleskori és mind az

agyra ¢€s a periférias szovetekre kiterjed.

2.1.4. Az ATP a neurotranszmitter felszabadulast szabalyozé neuromodulator

Ismert, hogy a hippokampuszban az endogén ATP elektromos téringerlés hatdsara
(Cunha és Riberio 2000) vagy a Schaffer kollateralisok ingerlésére frekvenciafiiggd
modon szabadul fel (Wieraszko és mtsai 1989) és a posztszinaptikus P2X receptorokat
aktivdlva gyors neurotranszmitterként funkciondl a CAl régid excitatoros

szinapszisaiban (Pankratov és mtsai 1998). A P2X receptorok P2X3, P2X4 ¢s P2X6
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alegységeit azonositottak a CAL régié excitatoros szinapszisaiban és a posztszinaptikus
megvastagodasokban is, de vizsgalataink kezdetén még kevésbé volt ismert a kdzponti
idegrendszerben a noradrenalin (NA) felszabadulas preszinaptikus P2 receptorok altal
kozvetitett szabalyozasa. A katekolaminerg idegvégzddések mind a periférian, mind a
hippokampuszban a preszinaptikus auto- és heteroceptorok széles skalajat fejezik ki,

beleértve a metabotrop az-adrenerg, Al-adenozin ¢s a P2Y-nukleotid receptorokat,

amelyek kotranszmittereik altal a noradrenalin felszabadulas negativ és pozitiv feedback
modulécids helyeiként miikodnek (Boehm és Kubista 2002). Korabbi vizsgalatainkban
(Sperlagh és mtsai 2000a) és masokéban (Boehm 1999, Queiroz és mtsai 2003)
igazolodott, hogy a szimpatikus idegvégzddésekbdl kidramldo NA felszabadulasat
serkentd, ionotrop P2X receptorok szabalyozzak: a P2X receptor agonista o,fMeATP
stimulalta a NA kidramlast, tengerimalac jobb szivpitvarban, és a résztvevd receptor
farmakologiai profilja hasonlo volt a P2X3 vagy P2X2/P2X3 receptorokéhoz (Sperlagh
és mtsai 2000a), melyeknek mRNS-e is kifejez6dik a szimpatikus ganglionokban. Azota
patkany vas deferensben is jellemezték a NA kidramlas szabalyozasat, és a P2X1, P2X3
vagy P2X2/P2X3 receptorokat azonositottak a hatas kozvetitésében (Querioz és mtsai
2003). Emlitésre mélto, hogy a kiilonféle P2X receptor alegységek mRNS expresszidja
is eltér fajonként és ugyanabban a fajban szinaptikus ganglionokként is kiilonbozhet
(Dunn ¢és mtsai 2001). Az agyban a locus coeruleusban 1évd, tobbek kozott a
érzékeny P2X-és P2Y-szerli receptorokat, melyek aktivacioja serkenti a spontan akcids
potencialok kisiilését (Frohlich és mtsai 1996). Korabban mar azonositottuk a a
hippokampalis NA felszabadulas preszinaptikus serkentd szabalyozasaban a P2X1 és
P2X3 receptorokat (Papp és mtsai 2004a), melyeket a szimpatikus idegvégzddéseken
is kimutattak (Boehm 1999, Sperlagh és mtsai 2000, Queiroz és mtsai 2003). Az
agyszeletekb6l a NA kiaramlast a hippokampuszban gatlo AlR-ok (Jonzon és Fredholm

1984) és P2Y-szerii receptorok (Koch és mtsai 1997) is szabalyozzak. Mas munkak
igazoltak, hogy a P2X receptorok aktivacioja glutamat felszabadulast is kivalthat
agytorzsben (Jin és mtsai 2004, Kato és mtsai 2001, Khakh és Henderson 1998,
Shigetomi és Kato 2004), hippokampuszban (Rodrigues és mtsai 2005, Sperlagh és
mtsai 2002, Khakh és mtsai 2003, Fellin és mtsai 2006, Inoue 1998), mely hatasokért a
P2X1 (Rodrigues és mtsai 2005), P2X2 (Khakh és mtsai 2003), P2X3, P2X2/3
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(Rodrigues és mtsai 2005, Kato és mtsai 2001) és P2X7 (Sperlagh és mtsai 2002,
Shigetomi és Kato 2004, Fellin és mtsai 2006, Patti és mtsai 2006) receptor altipusokat
tették feleléssé. A P2X2 (Khakh és mtsai 2009) és P2X7 receptor (Papp és mtsai 2004b)
altipusok szerepét, génkilitott egerek alkalmazasaval is megerdsitették. Emellett a P2Y
receptorokrol is megfigyelték, hogy serkentik a glutamat felszabadulast a kozponti
idegrendszerben: az UDP ¢és az UTP novelték a preszinaptikus glutamat felszabadulas
valoszintiségét a P2Y4 receptorokon keresztiil (Price és mtsai 2003), valamint a P2Y;
receptorok aktivacioja vezikularis glutamat felszabadulast idézett el6 asztrocitakbol
(Domercq ¢és mtsai 2006) és Schwann sejtkultarakbol (Jeftinija 1998). Ismert, hogy a
hippokampalis piramissejtek kifejeznek P2Y3, P2Y; és P2Y, receptorokat, melyek
aktivacidja gatolta a glutamat felszabadulast (Rodrigues és mtsai 2005). Tovabbi

érdekesnek tiinG adalék, hogy a hippokampalis asztrocita kulturak mechanikai

2+
stimulacidja Ca - hullamokat generalt, melyek ATP felszabaditas révén aktivalva a P2

receptorokat, csokkentették a neuronok kozotti serkentd szinaptikus jelatvitelt. Ebben a
glia-vezérelt szinaptikus depresszioban részben az ATP onmaga a P2Y receptorokon

keresztiil, részben az adenozin az A1 receptorokon hatva vett részt (Koizumi és mtsai

2003). Hasonlé mechanizmust figyeltek meg ép hippokampusz szeletekben, ahol az
idegsejtekbdl és asztrocitakbol felszabadult ATP a P2Y; receptorokon keresztiil hatva
serkentette az interneuronokat, megnévekedett szinaptikus gatlast eredményezve intakt
hippokampalis neuronhal6zaton beliil (Bowser és Khakh 2004). Az ATP emelett GABA
felszabadulast is képes kivaltani, kozépagyi GABAerg szinaptoszoméakban P2X3
receptor aktivacion keresztiil (Gomez-Villafuertes és mtsai 2001), gerincvelében (Hugel
és Schlichter 2000) és hippokampalis (Inoue 1998) sejtkulturakban, ahol a serkentd és
gatlo szinaptikus jelatvitelt a P2X3 és P2X1 receptorok aktivacidja serkentette (Watano
és mtsai 2004). Munkacsoportunk korabbi vizsgalataibol ismert, hogy a P2X7R
aktivacio kozvetleniil glutamatot, majd ennek kovetkezményeként GABA-t is

felszabadit hippokampuszbdl, nem-NMDA tipusu glutamat receptorokon keresztiil,

mely hatast a Na+- fligg6 GABA transzporterek megfordulasa kozvetiti (Sperlagh és
mtsai 2002). A legjelent6sebb hatasnak azonban a hippokampalis interneuronok
szomdjan/dendritjén 1évé P2Y1 receptorok aktivacio tiinik, mely novelve a gatlo
posztszinaptikus aramok (IPSCs) frekvenciajat, fokozza a GABA felszabadulast akut
hippokampalis szeletekben (Kawamura és mtsai 2004).
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2.1.5. P2X7 receptor

Mivel a disszertaciom alapjat képez0 harom publikacio kozil ketté is a P2X7
receptorok kozponti idegrendszer miikddésében betdltott szerepét probalta feltarni, a
kovetkezO fejezetben ezen purin receptorok részletebb ismertetése kovetkezik. A
bdvebb terjedelmi kifejtést indokolja: (1) a P2X receptorok kozott a P2X7 receptor,
tobb szempontbdl is sajatos csoportot képez, ezért szerkezeti, farmakoldgiai profilja, a
receptor aktivaciot kovetd intercellularis események és sejtszintli expresszios
megoszlasanak ismerete nélkiil az altala szabalyozott folyamatok sem érthetéek meg
teljesen; (2) az utobbi egy évtizedben robbanasszertien megemelkedett a P2X7
receptorok sokrétii biologiai (fiziologias és koros) folyamatokban betoltott szerepét
feltaro kozlemények szdma, amelyek alapjan elmondhato6, hogy korantsem kizarélag a

periférids immunfolyamatok szabalyozasaban szamottevd a szerepiik.

2.1.5.1. A P2X7 receptor jellemz6i

A P2X7 receptor a P2X receptorok alcsaladjaba tartozik, de 595 aminosav hosszd,
karboxil végz6dése hosszabb (239 aminosav), mint a P2X receptor csalad tobbi tagjaé
(27-129 aminosav) (North 2002). A karboxi terminalis kozelében fedezték fel a
lipopolyszaccharid (LPS) kotéhelyet (Denlinger és mtsai 2001, 2003), illetve
kimutattak, hogy ezen a région beliil, az 551-581 aminosavak kozott talalhato a receptor
trafficking domén (Wiley és mtsai 2003), ami a P2X7R sejtfelszini expresszidjahoz
sziikséges (Smart és mtsai 2003). Ezzel ellentétben, az ATP kotohely feltehet6en az
antiparalel 6-szalas béta-lemezben helyezkedik el (Freist és mtsai 1998), kozel a
mtsai 2002, Gu és mtsai 2004), az M1 és M2 transzmembran régiok kozott, hasonloan a
tobbi P2X receptor alegységekhez. A P2X7 receptor a P2X receptorok koziil a lassan
deszenzitizalo receptorok kozé sorolhatdé (North 2002). Ez a receptor elsdsorban
homooligomerként miikodik (Torres és mtsai 1999), bar heterooligomerizaciojat is
leirtak P2X4 receptorokkal (Guo ¢és mtsai 2007). A P2X7R-on agonistaként hat tobb
endogén nukleotid és szintetikus analogjai, melyek kozott a kovetkezd hataserdsségi

sorrend allithatd fel: BzATP>>ATP>2-Methylthio-ATP>ATP-y-S>>ADP. Ezek a
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ligandok a P2X receptor csalad egyéb tagjain is aktivak, de egyediil a P2X7 receptorra,

valamint a P2X1 receptorra jellemz6 az, hogy a BZATP sokkal hatasosabb az ATP-nél

2+ 2+ 2+ 2+
(Bianchi és mtsai 1999). A kétértékt kationok koéziil a Ca ,aMg ,aZn ,aCu -

ionok ¢és az alacsony pH gatolja a receptor-ioncsatorna komplexen keresztiili
ionaramlast. A P2X7R-on antagonista hatassal rendelkezik a Brilliant Blue G (BBG),
mely hatékony, szelektiv nem-kompetitiv antagonista (szelektiv koncentracio
patkanyban 100 nM, egérben 1uM). Egy masik szelektiv P2X7R antagonista a
periodate-oxidized ATP (0ATP), ami irreverzibilis antagonista (Murgia és mtsai 1993),
s amelyet korabban széles korben alkalmaztak a P2X7R kozvetitett hatasok
azonositasara, kiilondsen az immunrendszerben (Beigi és mtsai 2003, Di Virgilio 2003).
A P2X7 receptorra jellemz6é valamennyi ismert P2X altipus koziil, hogy a zZn** gatlod
iranyban moduldlja, mig a Mg2+ hidny potencirozza a receptor ioncsatorna komplex
nyitddasat (Cockcroft és Gomperts 1980). A gap-junction csatornablokkolok koziil a

carbenoxolone (Michel és mtsai 1999) és a mefloquine (Hibell és mtsai 2000), gatoljak

2+
a BzATP éltal indukalt Ca - ion bearamlast 1321N1 asztrocitoma sejtekben stabilan

expresszalt patkany P2X7R-on keresztiil (Suadicani és mtsai 2006). A P2X7R rovid
ideig tartd aktivacidja nem szelektiv kation bedramlast eredményez. Egy tovabbi
érdekes sajatossaga a P2X7 receptornak, hogy tartds agonista expozicid a membran
ateresztové valik kationok szamara; ezt a poruskeépzést leginkabb a P2X7 receptor
citotoxikus hatdsaival hozzdk Osszefliggésbe. A poérus kialakitds molekularis
a karboxil végzddés altal kozvetitett protein-protein kdlcsonhatas folyamatan keresztiil
(Surprenant és mtsai 1996). A pérus nyilasa a citoplazmatikus tartalom lizisét okozza,
ami a sejten beliili ionok és alacsony molekulatomegii metabolitok kiiiritéséhez vezet.
fgy nem meglepd, hogy az ATP-nek kifejezett citotoxikus hatasa van. A nem neurélis
sejteken, elsdsorban mikroglian az ATP apoptdzist (Zanovello és mtsai 1990, Molloy és
mtsai 1994, Chvatchko és mtsai 1996) ¢és nekrozist (Murgia és mtsai 1992) is
eldidézhet, és ugy tlinik, hogy ezeket a sejthaldlt okozd valaszokat foként a P2X7
receptorok kozvetitik. Bar a P2X7 receptort eldszor az agybol izolaltdk (Surprenant és
mtsai 1996), a korabban elterjedt nézet az volt, hogy e receptor elsésorban az

immundrendszer sejtjei expresszaljak, ma mar bizonyitottd valt, hogy a P2X7
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receptorok mégsem korlatozodnak az immunsejtekre. S6t, a P2X7 receptorok széles
korben expresszalodnak az agyban, a gerincvelében, a harantcsikolt izomban, a
tiidében, a placentaban, a csecsemdmirigyben és a Iépben (Surprenant és mtsai 1996,
Rassendren és mtsai 1997, Collo és mtsai 1997). Sejtbeni lokalizaciojat illetéen a
P2X7R-t kodoldo mRNS expresszidjat igazoltak asztrocita (Duan és mtsai 2003) és
mikroglia sejtekben (Collo és mtsai 1997), valamint a periférian 1évé szimpatikus
neuronokon (Allgaier és mtsai 2004), hats6 gyoki ganglion idegsejtekben (Kobayashi és
mtsai 2005), illetve centralis neuronokban kisagyi szemcsesejtekben (Hervas és mtsai
2003), és fehérje szinten is megtalalhato a patkany gerincveld serkentd idegvégzodésein
(Deuchars és mtsai 2001, Atkinson és mtsai 2002, Deng és Fyffe 2004), a medulla
oblongataban (Deuchars és mtsai 2001, Atkinson és mtsai 2002), a kisagyban, a
striatumban, a talamuszban, az amygdalaban (Atkinson és mtsai 2002, Hervas és mtsai
2005), valamint patkany (Armstrong és mtsai 2002, Sperlagh és mtsai 2002, Atkinson
és mtsai 2002) és mongol ugroegér hippokampuszaban is (Kang és mtsai 2004). A ko-
lokalizacios vizsgalatokban a P2X7R immunreaktivitas egyiitt jelent meg a vezikularis
glutamat transzporterek (VGLUT1,2) immunreaktivitdsaval, valamint a vezikularis
GABA transzporterrel (VGAT) és a vezikularis acetilkolin transzporterrel (VAChT) is

az agy ¢s a gerincveld szamos teriiletén (Atkinson és mtsai 2004).

2.1.5.2. A P2X7 receptor funkcidja a kdzponti idegrendszerben

Mivel az endogen agonista, az ATP a P2X7 receptorokon meglehetésen alascony
affinitast mutat, valdszintinek tunic, hogy ezek a receptorok elsdsorban olyan patologias
koriilmények kozott aktivalodnak, amikor sejtlitikus folyamatok kovetkeztében
magasabb ATP koncentraciok alakulnak ki a receptorok kornyezetében. Ezt tdmasztja
ald, hogy ischemias allapotot kovetden az extracellularis ATP metabolizalé enzim,
ektoATPaznak expresszidoja megemelkedik €és az ischemias teriilet kdrnyezetében
intenziv P2X7R immunreaktivitast is talaltak (Collo és mtsai 1997). A 2. abran
foglaltuk oOssze a P2X7 receptor lehetséges tamaddspontjait a neurodegeneracio

folyamatéaban.
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2. abra A P2X7 receptorok aktivaciéja tobb ponton is hozzajarul
neurodegeneraciohoz

Az idegvégzodésken a P2X7 receptor patoldgias aktivacidja hozzdjarulhat az
excitatoros aminosavak Onerdsité jellegli felszabaduldsdhoz ¢és az 4ltaluk okozott
excitotoxicitashoz. Tartos aktivacidjuk a membranon nagy molekulatomegli kationok
szamdra atjarhatd porus képzodését indukdl és a kaszpdz-1 enzim aktivalasaval
kozvetleniil is apoptozist idézhet eld. A mikroglia sejteken kifejez6dd P2X7 receptor
aktivacio iondramokat indukdl, valamint az ischémids neurodegenerdcidban ¢és azt
kovetd szoveti atépiilésben fontos szerepet jatszo extracellularis faktorokat (IL-1p,
TNF-a, NO) szekretal. Makrofag sejteken a P2X7R aktivalodasa fokozza az LPS-
indukédlt NO produkciot, s6t, az LPS stimulus endogén ATP-t szabadit fel a
makrofagokbol (Sperlagh és mtsai 1998). Ezen mediatorok neurodegeneracioban
jatszott szerepe kozismert: kisérletes adatok igazoljak, hogy mig az IL-1P, TNF-a és a
NO sulyosbitjadk a neurodegeneraciot, az IL-1 receptor anatagonista protektiv jellegii.
Az asztrocita sejtek a P2X7 receptor aktivacid hatasara purinfelszabadulassal
valaszolnak ¢és résztvesznek az emelkedett excitatoros aminosav szint eltakaritdsdban.
Az ischémiat kovetd nagymértékii gluamatfelszabadulas jelentds részben glidlis eredetli
(Duan és mtsai 2003) és a P2X7 receptorok hozzajarulhatnak az emelkedett
glutamatfelszabaduldshoz, illetve befolyasolhatjdk az IL-1B asztrocita sejtekre kifejtett
hatésait is, pélaul fokozva az NF-xB és AP-1 transzkripcids faktorok szinjét, mely a
megvaltozott citokin valaszhoz vezet. Emelett, a P2X7R-ok aktivacioja GABA-t (Wang
és mtsai 2002), 2-arachidonoylglycerolt (2-AG) (Walter és mtsai 2004) és purinokat
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(Ballerini és mtsai 1996) is felszabadit asztrocita sejtkultirakbol. Erdekes tovabba, hogy
az elsd, P2X7R kozvetitett transzmitter felszabaduldsra utald adatot primer kortikalis
asztrocita sejtekb6l mutattak ki. Ischemia-szerli koriilmények ATP felszabadulast
el6idéz6 hatasat kutatocsoportunk mar korabban leirta a hippokampuszban (Juranyi és
mtsai 1999) és izolalt 1épben (Sperlagh és mtsai 2000b), ami arra utal, hogy patologias
koriilmények kozt valoban fokozott P2X7R expozicioval kell szamolnunk.

A mikroglia és asztrocita sejteken expresszaldodd P2X7 receptorok a sejtpusztulas elleni
védekezésben is résztvehetnek pl. a mikroglia sejtek altal termelt véd6 hatasa mediator,
a plazminogén (Inoue 1998) produkciojanaak szabalyozasaval. (Sperlagh és mitsai
2006). A P2XT7R-oknak tehat egyszerre lehet sulyosbitd vagy véddé szerepiik a
neurodegenerativ és az idegrendszer egyéb gyulladasos betegségeiben (Sperlagh és
mtsai 2006, 3. abra).

Infections
Ischemia Tissue trauma Autoimmune and
Spinal cord injury Mechanical nerve injury neurodegenerative
AD disorders

P TNF-a, IL-18, 1L-6

|TATP TATP TATP
Microglia
<2 P2X;R
Astrocyte
Pro-inflammatory agents Pro-inflammatory agents
(TNF-a, IL-18,NO) (TNF-a, IL-18, NO)
Progressive Neuropathic :
¢ ; Depression
neurodegeneration and chronic

(ischemia, paralysis, AD) inflammatory pain Schizophrenia

Skaper és mtsai Cardiovascular Psychiatry and Neurology, 2009

3. abra. A P2X7 receptorok részvétele a neuropatias fajdalomban, a
neurodegenerativ és neuropszichiatriai betegségekben

2+
A P2X7-szerli receptorok aktivacidja Ca - ion bedramldst idéz el6 izolalt

kozépagyi szinaptikus végzédésekben (Miras-Portugal és mtsai 2003). A P2X7 receptor
immunreaktivitas a hippokampus gyrus dentatus, valamint a CA1 és CA3 régidinak a

serkentd idegvégzodéseit jeloli meg, és aktivacidja szabalyozza, a serkentd
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idegvégzddésekbol, valamint azok interneuron célpontjaibdl felszabaduld glutamat és
GABA kiaramlast egyarant (Sperlagh és mtsai 2002). Az asztrocita sejtek
kozremtkodnek az idegszovet gyulladasos reakcidjaban, a gyulladasos ingerek a glia
neveznek, és ezek a sejtek a gyulladasos stimulusra citokinek, kemokinek és mas
mediatorok expresszidjaval és termelésével valaszolnak. A P2X7R-oknak szerepiik van
ezekben a szabalyozasi utvonalakban, aktivaciojuk eldsegiti az MCP1 protein
expressziojat, ami kritikus faktor a korai monocyta bevandorlasban idegrendszeri
gyulladasok soran (Panenka és mtsai 2001). Novelik emellett az ERK1/2 és p38 MAPK
proteinek foszforilacidjat, melyeknek meghatdrozo6 szerepiik van a sejtek apoptodzishoz
valo elkotelezettségében (Panenka és mtsai 2001, Wang és mtsai 2003). A P2X7R-rol
tovabba kimutattak, hogy az ATP-nek az IL-1béta indukalt nuklearis faktor (NF-kB)
expresszidjat serkentd hatasat kozvetiti, és elOsegiti az aktivator protein-1 (AP-1)
protein expressziojat is (John és mtsai 2001). Emelett az asztrocita sejtek a Ca®"
kozvetitett jelatvitelen keresztil nemcsak egymadssal, de a szomszédos sejtekkel,

beleértve az idegsejteket és mikrogliat is kommunikalnak. Igy az asztrocita sejtekbdl

2+
szarmazd ATP aktivalhatja a mikroglia sejteken 1évé P2X7R-okat és intracellularis Ca

emelkedést valt ki a mikroglidban, mely végiil annak citolizis¢hez vezet (Verderio és
Matteoli 2001). A P2X7R-ok mRNS ¢és fehérje expresszidjanak fokozodasat figyelték
meg szamos patologiai modellben, mint az in vitro energia megvonas (Cavaliere és
mtsai 2001, 2004), az in vivo ischemia (Franke és Illes 2006), a mechanikai sériilés
(Franke és Illes 2006) és az Alzheimer kor (Parvathenani és mtsai 2003). A kombinalt
oxigén és glikéz megvonas (OGD), amit az ischemia in vitro modelljének is
tekinthetiink, fokozta a P2X7R immunreaktivitast organotipikus hippokampusz
kultardkban (Cavaliere és mtsai 2004), mig a P2X7R szelektiv antagonista oxATP
kezelés megakadalyozta mind a metabolikus kéarosodas altal kivaltott up-regulaciot,
mind az idegsejthalalt. Megnovekedett P2X7R expresszio megfigyelhetd mas patologiai
modellekben is, igy mechanikai sériilés a korabban hianyzé P2X7R-ok expresszidjahoz
vezet asztrocitdkban és fokozott P2X7R immunfestédést azonositottak reaktiv
asztrocitakban szkler6zis multiplexben szenvedd paciensek autopszids agyrészeiben a
1€zidok koriil (Narcisse és mtsai 2005). A nem szelektiv P2R antagonistak neuroprotektiv

hatasa jol dokumentalt glutamat (Volonte és mtsai 1999, Volonte és Merlo 1996) és
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kainat (Zona és mtsai 2000) altal kozvetitett excitotoxicitas, glikéz megvonas
(Cavaliere és mtsai 2001, Geng és mtsai 1997) és kémiai hypoxia (Cavaliere és mtsai
2001) in vitro modelljeiben.

2.1.5.3. A P2X7 receptor szerepe a citokin produkcio szabalyozasaban

A gyulladésos citokin héalozat miikddtetésében kulcsfontossagu Interleukin 1-f (IL-1p)
termel0dés transzkripcionalis és poszttranszlacios szabalyozasa Osszetett folyamat. A
primer fehérje termék a pro IL-1B egy 31-kDa prekurzor molekula melybdl, az
interleukin-konvertaz enzim (ICE, ami kaszpaz-1 néven is ismert) (Thornberry és mtsai
1992) hasitasa révén keletkezik a bioldgiailag aktiv, mintegy 17-kDa tomegi érett IL-1p
(Mosley és mtsai 1987). Az érett IL-1p felszabadulasahoz két egymast kovetd
aktivacios stimulus sziikséges (Chin és Kostura 1993): mig bakterialis endotoxin (LPS)
ingerléssel monocitakban Onmagaban csak pro-ICE és pro-IL-13 szabadul fel
(Perregaux és Gabel 1994), egy masodik stimulus sziikséges ahhoz, hogy a pro IL-1B
hasitasa megtorténjen és az érett IL-1p felszabaduljon. A periférian a bakterialis
endotoxin hatdsara létrejove, biologiailag aktiv IL-1B produkcidhoz sziikséges

masodlagos externalis szignalt a P2X7 receptor aktivacio biztositja (Perregaux and

Gabel, 1994, Solle és mtsai 2001) K+ - ion kidramlas kozvetitésével, amely fliggetlen az
ugyancsak P2X7 receptor altal kozvetitett apoptozistol (Ferrari és mtsai 1996, 1997a,
1997b). Ismereteink szerint a makrofagok bakterialis endotoxinnal torténé elokezelésére
(agynevezett ,,priming”), az LPS kotd receptor TLR4 aktivalodik, melyet
intracellularisan az NFxB és p38 MAPK tutvonal aktivalédasa (Kim és mtsai 2004a,
2004b, Simi és mtsai 2002), majd a pro-IL-1p és az inflammaszéma (inflammasome
accessory protein (ASC)) megjelenése kovet (4. abra). Kutatécsoportunk mar kordbban
kimutatta, hogy a P2X7 receptoraktivaci6 fokozza a p38MAPK expresszidjat egér
hippokampuszban (Papp és mtsai 2007). Ismeretes tovabba, hogy a hippokampalis
P2X7 receptorok nemcsak fizioldgias koriilmények kozott (Papp mtsai 2007; Sperlagh
mtsai 2002), hanem in vitro ischemia-szerti inzultust kovetéen is fokozzak a

neurotranszmitter felszabadulast (Wirkner mtsai 2005). Szamos in vitro gyulladasos
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modellben mar sikeresen azonositottdk a P2X7 receptorok szerepét az LPS kezelést
kovetden detektalhatd, érett IL-1B produkcid szabalyozéasaban: igy mikroglia és kevert
mikroglia sejtteny€szetben, hippokampalis organotipikus szelettenyészetben egyarant
(Ferrari és mtsai 1997a, Bernardino és mtsai 2008, Mingam és mtsai 2008). Hasonloan
a periférias immunsejtekhez, a P2X7 receptor aktivacio, mint masodik externalis szignal
a mikroglia sejtekben is az IL-1 LPS stimulaciora torténd poszttranszlacios
feldolgozasaban tolt be szerepet (Brough és mtsai 2002, Ferrari és mtsai 1997b, Sanz és
Di Virgilio 2000, Simi és mtsai 2007).

LPS/
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Simi és mtsai 2007

4. abra Az IL-1p produkcio P2X7 receptor fiiggo szabalyozasanak feltételezett
mechanizmusa

A fenti eredmények nagy részét azonban in vitro koriilmények kozott szerezték, ehhez
képest, elenyész6 az agyi IL-1p produkcidt és annak P2X7 receptor fliggd szabalyozasat
in vivo modellekben leiré kozlemények szama. Mingam és munkacsoportja par éve
kimutatta, hogy a szisztémas LPS kezelés P2X7 receptor fiiggd mddon valtott ki a
hippotalamuszban IL-1p mRNS expresszio novekedést (Mingam és mtsai 2008), de
tovabbi meggydz6 bizonyiték nem allt rendelkezésre.

Napjainkban mar nem kérdéses, hogy a P2X7R-ok szerepe kulcsfontossagu a
gyulladdsos folyamatokban a citokin termel6dés és apoptdzis szabdlyozéasa révén.

Gyulladéasos stimulus hatasara a P2X7R-ok intenziv expressziondvekedést is mutatnak,
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¢és a P2X7 receptorokra elészor, mint a mononuklearis fagocitakbol felszabadulo IL-1p-
nak egy potencialis modulatoraként terel6dott a figyelem (Perregaux és Gabel 1994,
Ferrari és mtsai 1997a, 1997b, Murgia és mtsai 1992, Falzoni és mtsai 1995, Di Virgilio
1995). A monocita-makrofag rendszer sejtjein kifejez6dé P2X7 receptorok az alabbi
citokinek ¢és a gyulladdsos medidtorok expresszidjanak ¢és felszabaduldsanak
szabalyozasat modulaljak: IL-1B (Ferrari és mtsai 1997b, Grahames ¢és mtsai 1999,
Mehta és mtsai 2001, Labasi és mtsai 2002, Gudipaty és mtsai 2003, Verhoef ¢s mtsai
2003, Brough és mtsai 2003), IL-2 (Loomis és mtsai 2003), IL-4, IL-6, IL-13, IL-18
(Mehta és mtsai 2001, Sluyter és mtsai 2004), TNF-a (Bulanova és mtsai 2005), NO
(Hu és mtsai 1998, Sperlagh és mtsai 1998) és szuperoxid anionok (Suh és mtsai 2001).
Ahogy kordbban mar emlitettiik az érett IL-1p felszabaduldsdhoz két egymast kovetd
stimulus sziikséges (Chin és Kostura 1993): mig LPS ingerléssel monocitdkban
onmagaban csak pro-ICE ¢és pro-IL-1p szabadul fel (Perregaux és Gabel 1994), egy

masodik stimulus sziikséges ahhoz, hogy a pro IL-1 hasitasa megtorténjen €s az érett

IL-1B felszabaduljon. Az egyik ilyen mésodlagos stimulus az ATP-stimulalt K+ - ion
kiaramlas (Perregaux és Gabel 1994), ami P2X7R-medialt, és fiiggetlen a P2X7
receptor aktviacio altal kivaltott apoptodzistol (Ferrari és mtsai 1997a). Ezt
megerdsitették farmakoldgiai tanulmanyokban (Sanz és Virgilio 2000), valamint P2X7
receptor génkiiitott (KO) egereket hasznalva, melyekbdl szarmazd peritonealis
makrofagok képtelenek voltak érett IL-1f termelésre LPS, illetve ATP jelenlétében.
Mindezen eredmények azt sugalljak, hogy normal egerekben az endogén ATP
elegendden magas koncentracidkban van jelen a gyulladas helyeinél, hogy aktivalja a
P2X7 receptort (Solle és mtsai 2001, Labasi és mtsai 2002). Ez in vitro koriilmények
kozott 0.5-5 mM ATP koncentraciot jelent, legaldbbis az P2X7R-kozvetitett IL-1
felszabadulas vonatkozasaban (Elssner és mtsai 2004). Ismert tovabba, hogy az LPS
ATP-t is felszabadithat a mikroglia sejtekbdl, és a P2X7R szelektiv antagonista, oATP
exogén ATP hidnydban is megakadalyozta az LPS-indukalt IL-1B felszabadulést
mikroglia sejtekben (Ferrari és mtsai 1997a, 1997b). Ezt tamasztja ala, hogy P2X7R -/-
KO egerekbdl szarmazdé mikroglia kultirdbdl nem szabadult fel IL-1B ATP és LPS
stimulaciot kovetéen (Brough és mtsai 2002). Az ATP felszabadulasa elképzelhetd
haldoklo sejtekbol is, mely P2X7R aktivaciohoz vezethet, ami IL-1p felszabadulast

eredményez, az IL-1p pedig indukalja a COX-2 enzimet, ami tovabbi sejtelhalast von
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maga utdn ¢és tovabbi ATP felszabaduléast idézhet eld. Ez az onerdsitd ciklus végso
soron hozzéjarulhat a 1¢zi6 kiterjedéséhez az ischémias és traumas agykarosodas soran

(Le Feuvre és mtsai 2003).

2.1.5.4. A P2X7 receptor szerepe a depresszid patomechanizmusdban

Id6kozben a fent vazoltak mellett egy ujabb lehetséges indikéacios teriiletre terel6dott
figyelmiink, ahol szamottevé lehet a P2X7 receptorok altal kozvetitett szabalyozo
funkci6 az emlitett neurodegeneracios ¢és neuroinflammacios betegségek mellett. Az
irodalmi attekintés 2.3. fejezetében részletes ismertetjiilk a major depresszid és bipolaris
betegség etioldgai okait, a P2X7 receptort kodold gént érinté polimorfizmusrdl és a
neuropszichiatriai betegségekhez vald asszocidciojarol azonban itt fog sz6 esni.

A kozelmultban génpolimorfizmus vizsgalatok a P2X7 receptort kodold gén egy
depresszioban, mind bipolaris betegségben szenvedd betegeknél, amely a betegségre
torténd szuszceptibilitast is befolyasolhatja (Barden és mtsai 2006, Lucae és mtsai
2006). A fenti mutaciordl késobb kideriilt, hogy gain-of function hatast eredményez
(Stokes és mtsai 2010). A fenti adatokat azdta megjelent Gjabb vizsgalatok eredményei
részben ugyan cafoltak (Green és mtsai 2009, Serbanescu es mtsai 2009), azonban a
legtjabbak ismét megerdsitették (Hejjas és mtsai 2009; McQuillin és mtsai 2009,
Backlund és mtsai 2011). Egy masik, a GLN496Ala mutaciordl ugyanakkor kidertilt,
hogy szignifikansan tarsithatdo gyulladasos betegségekhez. A pontmutaciét a P2X7
receptort kodold gén 1513 poziciojanal, azonositottdk, mely a C terminalis 496-0S

crer

kieséséhez (loss of function) is vezet (Gu és mtsai 2001). Ez a polimorfizmus az ATP

+
indukalt K - ion kidramlést csokkenti, €s ennek kovetkezményeként késlelteti az ATP-

indukalt IL-1B felszabadulédst. A késleltetett, de meg nem sziind IL-1p felszabadulas
valoszintisiti egyébb kompenzaciés mechanizmusok aktivalodasat is (Stokes és mtsai

2010). Csokkent gyulladas iranti érzékenységet és a P2X7 receptor funkcidvesztd

----------

crer
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amelynek allatkisérletes igazoldsara vallalkozott kutatdcsoportunk (Csolle és mitsai
2013). Egy széles korben alkalmazott, a depreszio-szerii viselkedést modellezd
vizsgalatban, a Porsolt kényszeres uszas tesztben a P2X7 receptor génkiiitott egerek,
valamint vad tipusu tarsaik onfeladas viselkedését hasonlitottuk Gssze. A teszt soran a
kisérleti allatokat egy vizzel telt iveghengerbe helyezziik, amelyekben az egerek, hogy
a siillyedést elkeriiljék, uszasra vannak kényszeritve. Ugyanakkor egy id6 utdn az
allatok feladjak és abbahagyjak az uszast, sot, az ismételt tesztek soran egyre hamarabb
hagyjak abba az uszast, vagyis kialakul az un. ,,behavioral despair”, a magatartasi
onfeladas jelensége. Ez a jelenség tekinthetd a depresszid-szerii viselkedésnek, mivel
parhuzam vonhat6 a human depresszidban is jol megfigyelhetd stressz tiirdképesség €s a
cselekvések iranti motivacid csokkenésével. A P2X7 receptor génkilitott egerek
vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy a magatartasi onfeladas ezekben az egerekben
egyaltalan nem alakul ki, vagyis a P2X7 receptort kodolo gén és ezaltal a P2X7 receptor
megléte sziikséges ahhoz, hogy a megfigyelt depresszio-szeri jelenség kifejlédjon. A
P2X7 receptor génkilitott egerekben a gyulladasos endotoxin kivaltott depressziv
magatartds szintén csOkkent mértéket mutatott. A kutatocsoportunk altal elvégzett
viselkedés teszt eredményeit idokozben megjelent irodalmi adatok is megerdsitették
(Basso és mtsai 2009, Boucher és mtsai 2011).

Osszefoglalva jelenlegi tudasunk szerint a P2X7 receptor aktivacio feltehetéen
stlyosbitd szerepet jatszik a depresszidban, a P2X7 receptor aktivacid és a depresszid
kialakuldsa kozotti kapcsolat azonban nagyrészt még feltaratlan ezért annak kutatdsa

indokolt és iddszert.

2.2. A neurodegeneracio

2.2.1. A noradrenalin szerepe az ischemids neurodegneacioban

Az idegtudomanyi kutatasok egyik legfontosabb és eddig megvalaszolatlan kérdése a
neurodegeneraciohoz, azaz az idegsejtek pusztuldsahoz vezetd folyamatok okainak és

pontos mechanizmusanak feltarasa. Az idegi sejtelhalas fiziologiadsan kis agyi teriiletre

koncentralodva a normal oregedési folymatok kisérdi, mig szdmos nagy jelentdségii
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idegrendszeri betegség (pl. stroke, agyvérzés, arteriosclerosis cerebri, Alzheimer Kor,
Parkinson kor) esetében mar koros neurodegeneraciordl beszéliink, mely jelentds
funkcionalis dficittel jar és kihat az életmindségre is. A legjabb vizsgalatok kimutattak
a neurodegenerativ  folyamatok részvételét a neuropszichiatriai betegségek
patomechanizmusaban is. A Kiterjedt sejtpusztulas klinikai kovetkezménye a neuronalis
asszociativ funkcidk deficitjével, tovabba demencidban nyilvanul meg. A teriileten
folyd intenziv kutatds ellenére nem megoldott az emlitett megbetegedések
gyogykezelése: bar a neurodegeneracio Osszetett folyamataban szdmos lehetséges
célpont (pl. glutamét receptor antagonistak, Ca?'-antagonistik, neurotrof faktorok)
kinalkozik a gybdgyszeres beavatkozasra, az eddigiekben hasznalt terdpias
megkozelitések ez iddig nem valtottak be a hozzajuk fliz6tt reményeket, mivel vagy
hatékonysaguk elégtelen, vagy a miikodo ingeriiletatviteli folyamatokba is beavatkozva
jelentds pszichés és/vagy neuroldgiai mellékhatasokkal jarnak. Feltételezésiink szerint, a
neuronok és a kozponti idegrendszerben jelenlevd nem neurondlis sejtek felszinén
expresszalodd receptorok nem egyonteti mértékben vesznek részt fiziologias
mikodésekben és a neurodegeneracid folyamataban; a receptorok egy része patologias
koriilmények kozt aktivalodik. Ebbol kifolydlag, a neurondlis sejtelhalas folyamataba
vald beavatkozasra az eddigieknél eredményesebb megkdzelités lehet olyan receptorok
serkentése vagy éppen gatlasa, amelyek élettani koriilmények kozt csak kismértékben
jatszanak szerepet, ugyanakkor patologias koriilmények kozt tobb tamadasponton is
befolyasolhatjak a neuronok tulélését. Ilyen 0j terapids lehetOséget rejthet magaban a
purinerg neurotranszmisszi6 mélyebb megismerése, mely az eddigi adatok alapjan
egyszerre tobb tdmadasponton keresztiil is befolydsolhatja a neurodegeneraciod
folyamatat. A purinerg jelatvitel egyik fontos specifikuma, hogy az ATP nem csak idegi
sejtekben talalhatd, hanem az idegrendszer egyébb sejtjeiben is (pl. asztrocita sejtek,
mikroglia, endothel); azokbdl fel is szabadulhat, tobbek kozott patologias stimulusra is,
tovabba hatasait nem csak az idegsejteken fejti ki, vagyis univerzalis jelatvivo
molakulaként funkcional. Mint ismeretes, ischemia-szerti korilmények kozott a
[*H]purinok, koéztiik a [PH]JATP, nagy mennyiségben szabadul fel a hippokampuszbol
(Borst és Schrader 1991, Juranyi és mtsai 1999), tovabba az is elképzelhetd, hogy ennek

a purinfelszabadulasnak van egy 6nerdsitd jellegli mechanizmusa, amely P2 receptorok
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részvételével torténik. A purinerg jelatvitel masik fontos jellegzetessége az ATP
érzékeny P2 receptorok diverzitasa, amely 0 terapias célpontok tarhazat kinalja, ezek
azonban mindezidaig nagyrészt kihasznalatlanok maradtak a gyogyszerfejlesztés
szamara.

A P2 receptorok lokalizacidja alapjan megkiilonboztetiink szomato-dendritikus
elhelyezkedésli (posztszinaptkus) és axonterminalison elhelyezkedd (preszinaptikus)
receptorokat. A posztszinaptikus P2 receptorok altalaban serkentd, mig a preszinaptikus
P2 receptorok koziil az eddigi kutatasok alapjan a P2X receptorok serkentd, mig a P2Y
receptorok gatld hatast kozvetitenek. Munkacsoportunk eddigi kutatdsi eredményei
alapjan a noradrenerg végzddések a periféridn és a kdzponti idegrendszerben serkentd
P2X receptorokat fejeznek ki, melyek fokozzak a noradrenalin felszabadulasat
(Sperlagh és mtsai 2000a, Papp és mtsai 2004a), a gatld purinerg szabalyozasrol
azonban egyeldre kevés ismerettel rendelkeziink. A disszertacid elsé részében ezt a
hianyt pétolandod a centrélis noradrenalin felszabaduléas szabalyozéaséban résztvevo gatlo
ATP érzékeny receptorok feltérképezését és farmakologiai aznosositasat tiiztiik ki célul.
Kivancsiak voltunk, hogy ezen receptorok aktivalodnak-e fiziologids neuronalis
aktivitas sordn, masrészt olyan patologias koriillmények kozott, mint az in vitro ishémia-
szeri koriilmények. Ismert ugyanis, hogy az ischémidra kiilondsen érzékeny
hippokampuszban ilyen koriilmények kozott fokozodik a noradrenalin kidramlasa,
amely hozzajarulhat a neurotranszmitter egyensuly ilyenkor megfigyelt felborulasahoz,
illetve magahoz a neurondlis sejtelhalashoz is, tudniillik a reperflizi6 sordn a
monoaminkokbdl autooxidacio révén toxikus szabadgyokok is keletkezhetnek, amelyek
sulyosbithatjak az ischémia altal mar elinditott, a sejelhalashoz vezetd koros
eseménysort (White és mtsai 2000, Milusheva és mtsai 2003). A varhat6 eredmények
alapjan tehat 0jfajta terapias célpontokat azonosithatunk az ischémias neurodegeneracio
kezelésére, illetve olyan terapias teriileteken, amelyekben a noradrenerg rendszer
jelenlegi ismereteink szerint fontos szerepet jatszik (pl. depresszid, hipertenzid, alvas-
¢brenléti ciklus szabalyozasa).

Az akut neurodegenerativ korképek kozé sorolhatd ischemias agykarosodas
(klinikai szohasznalatban: stroke) soran az agyi regionalis véraramlascsokkenés
kovetkezménye az energiatartalékok (glikogén, oxigén, ATP) kimeriilése, az

energiakrizis. Kritikus mértéket meghaladé dramlascsdkkenés hatasara térben és idében
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kiilonb6z6 mechanizmusok eredményezik a szovetkarosodast, szovetpusztulast.
Bebizonyosodott, hogy szdmos neurokémiai valtozds koveti az energia tartalékok
kitirilését agyi ischemias korképekben, ezek a teljesség igénye nélkiil az excitotoxicitas,
reaktiv szabadgyokok termel6dése és a citokinek altal medialt gyulladasos reakcio. Az
iIschemia pathomechanizmusat tobb szakaszra osztjak, térben és idoben a karosodas
kozponti részétdl (ischemias core) tavolodva kiilonbdzd neurokémiai folyamatok
zajlanak le. Percek alatt aktivalodnak az azonnali korai valasz gének (c-fos, fos-B. sth),
indukaldédnak a citokinek (TNFo, IL-1B), egyébb gyulladasos faktorok, adhézids
molekulak, majd megkezdédik az oxigéngyokok és reaktiv szarmazékaik termel6dése.
Napok alatt kovetkezik be a kaszpazok és nukledzok aktivalédasa kovetkeztében a
Kiterjedt sejtpusztulas. A kezdeti fazisban az oxigén ¢és a glikkoz hianya miatt a sejtek
ATP szintje csokken (Milusheva és mtsai 1996), amelynek hatasara az energiat biztosito
nagyenergiaju foszfatok szintézise szubsztrat utanpotlas nélkiil marad. Kordbbi
kisérleteinkben hippokampusz szeletekben 30 perces kombinalt oxigén ¢és
glikézmegvonds hatdsara az ATP tartalom valamint az ,energy charge” jelentds
redukciojat észleltiik (Milusheva és mtsai 1996). Mivel a termelt energia nagy része
neuronokban a nyugalmi membranpotencialt fenntartd6 ionpumpak miikodésének
ellatasara forditodik, az energiakrizis azonnali kovetkezménye az ionkonduktancidk és
az excitabilitds megvaltozasa. Igy ledllnak olyan energiaigényes folyamatok, mint a
Na'-K" - pumpa mékodése, ezért a sejtekben megnd az intracellularis Na* koncentracid
mikdzben a K* ionok a sejtekbdl kifelé mozognak. Az ideg- és gliasejtek ezért nem
képesek biztositani normalis nyugalmi membran potencialjukat és depolarizalédnak. A
kezdeti, lassu membranpotencial novekedést, egy hirtelen €s nagyfokt depolarizacids
ugras, majd egy plato fazis koveti (Martin és mtsai 1994, Muller és Somjen 2000, Wang
és mtsai 2000). A Na'K" pumpa elégtelen energiaellatottsdga miatt intracellularisan Na*
akkumulalodik, mely depolarizdlva a neuronokat jelentds mértékli tobblet
neurotranszmitter felszabadulést idéz el6. Ez a tipusi neurotranszmitter felszabadulas
azonban a fiziologiassal ellentétben [Ca’'], fiiggetlen (Nakai és mtsai 1999) és
transzporterrel inaktivaloddé neurotranszmitterek esetében (noradrenalin, excitatoros
aminosavak) a Na* fiiggd transzporter megfordulasanak koszonhetd (Nakai és mtsai
1999). Ennek fovetkezményeként kialakuld6 fontos valtozas emellett a

neurotraszmitterek felszabaduldsdnak megbomlott egyenstlya, amely 6nall6 patologias
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tényezoként 1is hozzajarul a neurodegeneracié kialakulasahoz. Az excitatoros
szinapszisokban a glutamat tartésan, extrém (akdr 10 mM-os koncentraciot elérve)
modon megemelkedik, melyet részben a tartés depolarizacid, részben az ezzel 1épést
tartani nem képes reuptake rendszer elégtelensége eredményez. A neuronok Onerésitd
jellegli aktivalédasa kovetkeztében az ATP fogyasztas tovabb emelkedhet és az
energiakészlet teljesen kimeriil. A Na* és CI” bearamlds passzivan vizet von magaval az
intracellularis térbe. A sejtek és az agyszovet megduzzad, kialakaul az agyodéma.
Ezeket a még reverzibilis karosodast eredményez6 eseményeket az ischemias kaszkad
tovabbi elemei, a végrehajto mechanizmusok kovetik. Ezek kozé sorolhaté az
intracellularis Ca?*  koncentracid novekedése, a glutamat felszabaduldsa, az
intracellularis pH csokkenése €s az intracellularis Zn* koncentracio novekedése. A két
utobbi valtozas jelentdsége korantsem elhanyagolhatdo a neurotoxicitdsban. A ,.forras
specificitas” hipotézis szerint nem a megemelkedett intracellularis kalcium koncentraciod
a meghatarozé a sejtkdrosodasban, hanem az, hogy milyen mechanizmussal aramlik a
sejtbe a Ca’* (Sattler és Tymianski 2000). Az excitotoxicitas lényege, hogy az
excitatoros aminosavak neurondegeneraciot valtanak ki azokban az agyi régiokban,
melyekben fiziologidsan is magas az excitdtoros aminosav koncentracidja
(excitotoxicitas hipotézis), mig a gliasejtek és az ezeket a teriileteket keresztezé axonok
meg6rzottek maradnak. A glutamatnak kétféle sejtkarositd hatasat irtak le. A kezdeti
hatast (azonnali excitotoxicitds) Na® - illetve Cl "-fliggének taldltak, ezt akut vagy
ozmotikus szakasznak is szoktdk hivni, mely a neuronok ©6démds duzzanatat és
pusztulésat 1dézi eld. A késoi sejtkarosodas (késleltetett sejthalal, kési6i excitotoxicitas)
proteolitikus és csak Ca’" jelenlétében alakul ki. A magas glutamatszint ingeriiletbe
hozza az 0Osszes glutamat-receptor-altipust (NMDA, AMPA/kainat, metabotrop
glutamat receptorok), melyek talingerlddése és az NMDA- receptor csatorndkon belépd
Ca?* ionok megemelik az intracellularis Ca’* szintet, mely kalcium dependens
proteazokat, lipazokat aktival, amelyek végil a sejt lizisét eredményezik. Mindkét
sejtkarositd komponensre jellemzd, hogy Onmagaban is képes irreverzibilis
sejtkarosodast eldidézni (Choi 1987a, 1987b), bar az akut szakasz kis kiterjedése miatt
csokkent sejtpusztulassal jar. A felszabaduld glutamat f6 mechanizmusa valdszinbleg a
Na’ -fiigg16 glutamat transzporter megfordulasa (Rossi és mtsai 2000, Sperlagh és mtsai

2007). Mindezen valtozasok végsé kovetkezménye a neuronalis sejtelhalas az
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intracellularis Ca®* taltelitédés és a sejt litikus fehérjéinek aktivalodasa altal. A
helyzetet a reperfuzids fazis tovabb ronthatja, mivel ilyenkor toxikus szabadgyokok
keletkeznek, melyek neurotoxikus hatdsa immar visszafordithatatlanna teheti a
neurodegeneracio folyamatat, még akkor is, ha az ischemids inzultus révid és dtmeneti
volt (Cadet és Brannock 1998). Az ischemiara kiilondsen érzékeny hippokampuszban
kimutattak, hogy in vitro ischemia-szeri koriilmények kozott fokozodik a noradrenalin
kiaramlasa, mely egyrészt hozzajarul a neurotranszmitter egyensuly ilyenkor
megfigyelhetd felborulasdhoz, masrészt a monoaminokbdl autooxidacid révén toxikus
szabadgyokok is keletkezhetnek, amely (Milusheva ¢és mtsai 2003), amely
stlyosbithatja az ischemia altal mar elinditott a sejthaldlhoz vezetd koros eseménysort.
Annak ellenére, hogy a monoaminerg sejtek szama meglehetdsen alacsony az
agyban, ezek a sejtek jelentGs hatast fejtenek ki a kdzponti idegrendszer miikodésének
szabalyozasaban. A noradrenerg sejteknek szamottevé populacidja talalhatd a nytltveld
Al-A3-as magvaiban ¢és a hid teriiletén taldlhato A4-A7-es magokban. Ezek koziil a
legjelentdsebb a locus coeruleus (A6-0s mag), melybdl kiindulé rostok adjdk a dorzalis

eldagy, a limbikus kéreg, akisagy, a hippotalamusz és a disszertacid targyat képezd

crer

crer

onjutalmazasi / blintetési rendszer és a hangulat szabalyozasdban. Tobbek kozott a
noradrenerg transzmisszi6é deficitjét feltételezziik olyan affektiv korképekben, mint
amilyen a depresszid, ¢€s szamos daltalanosan alkalmazott anitdepresszans (pl.
desipramine, imipramine) ezt ellen sulyozandé gétolja a noradrenalin visszavételét az
idegvégzddésekbe. A kokain és a hozzd hasonld pszichostimuldnsok a dopamin és
noradrenalin transzporteren hatva fokozzak a katekolaminerg rendszer funkciojat. Az
alvas-ébrenlét ciklus szabalyozasa soran a locus coeruleus neuronjainak tiizelési
frekvenciaja ébredéskor fokozodik, mig lassu hullamu és REM alvas alatt jelentdsen
csokken. Tovabba, a locus coeruleus sejtjei tehetdk feleldssé leginkabb az artalmas vagy
stresszes ingerek altal kivaltott félelemért, ugyanis ezek tiizelési frekvencia novekedést
okoznak a locus coeruleus sejtjei kozott, noradrenalin szint emelkedést el6idézve a
beidegzett agyi régiokban (pl. az a2 adrenerg receptor antagonista yohimbine, amely a

gatlé autoreceptorokat blokkolja és igy noveli a locus coeruleus sejtek tlizelését,
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szorongast ¢s félelmet valt ki laboratoriumi allatban és emberben egyarant). A
noradrenerg rendszer a normalis félelem ¢€s stressz valaszokhoz is hozzajarulhat,
valamint olyan neuropszichiatriai betegségekhez tarsult félelem és stressz
tiinetegylittesekben, mint a panikbetegség, vagy a posztttraumas stresszbetegség.

A noradrenalin felszabaduléds szabalyozasa azonban nem az egyetlen lehetséges
tamadaspont, amely altal a neurodegeneracidé purinerg mechanizmusokon keresztiil
szabalyozhat6. A gyulladasos citokinek, igy az Interlukin-1p (IL-1P) idegi sejtelhalast
stlyosbitd hatasai mar régota ismertek (Martin F. Lister és mtsai 1998), melyek az
ischémiat kovetden elsdsorban a nem idegi sejtekbdl, tehat a mikrogliabol és asztrocita
sejtekbol szabadulnak fel. Ugyanakkor jelenlegi ismereteink szerint a hippokampusz a
rovid-tavi memoriaért és a tanulasi folyamatokért is felelés agyteriilet, ezen
folyamatokban pedig az IL-1p az LTP gatlasan keresztiil tolt be kiemelt szerepet (Kelly
¢s mtsai 2003, Cunningham and Sanderson, 2008).

2.2.2. Az Interleukin-1p részvétele a neurodegeneracioban

Az Interleukin-18 (IL-1B) sokrétii biologiai hatasai koziil kiemelendd, hogy
kulcsfontossagl szabalyozé szerepet t6lt be nemcsak a periférias immunrendszer, de az
agyi citokin halézat mikodésében is (Laye ¢és mtsai 2000), szabalyozva a
neuroinflammacié és a neurodegenerativ folyamatok lefolyasat. A leggyakrabban
felmeriild neurodegeneraitv korképek kozott egyarant megtalalhatd az akut (ischemia,
1degi sériilés) €s a kronikus idegsejtpusztulassal jaro progressziv betegségek (Alzheimer
demencia, Parkinson kor) (Allan és mtsai 2005). Az aktivalt mikrogliasejtekrol,
valamint az asztrocita sejtek szubpopulaciojardl ismert, hogy részt vesznek a kozponti
idegrendszer gyulladasos folyamataiban egyrészt fagocita funkcidval, masrészt a
proteinazok felszabaditasaval, valamint a citokin termelésének képességével. A
citokinek nagy csaladjaba olyan peptid molekulak tartoznak, melyek a
sejtnévekedésben, a gyulladasos folyamatokban is részt vesznek, tovabba az
immunrendszer sejtjei kozott a kommunikacio is citokineken keresztiil valésul meg. A
citokinek rendszerint kaszkadok formdjaban, felerdsitve fejtik ki hatasukat nagy
affinitdsu receptorok kozvetitésével. Bizonyos citokinek egyértelmden fokozzdk a

gyulladast, ezeket proinflammatorikus citokineknek nevezik, mig mas citokinek
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ellensulyozzak a proinflammatorikus citokinek aktivitasat, ezek az antiinflammatorikus
citokinek. A kett6 kozotti hatar sokszor nem egyértelmi, az immunvalaszt a gyulladasos
fehérjék komplex €s bonyolult haldzata alakitja ki. A pro- és antiinflammatorikus
citokinek egyensulya, illetve ezen egyensuly felborulasa befolyasolhatja az egyes
betegségek kialakulasat és azok kimenetelét Az egyértelmien proinflammatorikus
citokinek koziil legismertebb az IL-1, IL-2, IFN-gamma ¢és a TNF-alfa., mig az IL-4 és
[1-10 dontéen antiinflammatérikus citokin. Az IL-1 csaladot az IL-1a, IL-1PB, és a
hatasukat gatlo IL-1 receptor antagonista (IL- 1ra) alkotja. Az IL-lo-t és az IL-1B-t a
mononuklearis sejtek termelik gyulladas és baktériumendotoxin hatasara. Az IL-1p
stimulalja a T- és a B-limfocitdkat. Az IL-1p a TNFa-val szinergista modon hatva
fokozza a foszfolipaz A2, az INOS aktivitasat, az endotélialis adhézidés molekuldk
expresszidjat és a kemokin szintézist. Ennek eredménye vazoaktiv és gyulladasos
mediatorok termelédése. A kozponti idegrendszerben, a rezidens makrofagnak tekintett
mikroglia sejtek a f6 forrasai az IL-1p produkcionak, de az asztroglia sejtek, neuronok,
endhotél sejtek és infiltralo leukocita sejtek is hozzajarulhatnak a neuroinflammaciohoz.
Az 5. abran lathato, hogy IL-1PB receptoran, az IL-1R-on hatva szdmos sejttipus
esetében tovabbi inflammatorikus (IL-1, IL-6, TNF-a, NO) de neuroprotektiv mediator
(IL-1R antagonista, BDNF, NGF) felszabadulasat is indukalhatja. Ezen mediatorok
hatasanak ereddje hatarozza meg az adott mikrokdrnyezet setjeinek sorsat, ami lehet

sejttulélés vagy sejtpusztulas.
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5. abra Az Interleukin-1p kozponti idegrendszeri hatasai és célsejtjei
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2.3. A depresszio patomechanizmusa

A major depresszio ¢és a bipolaris betegség az egyik leggyakoribb el6fordulasa
pszichiatriai betegségcsoport. A hangulat-kedélyallapot ¢és az oOnértékelés kronikus,
negativ iranyu eltolodottsaga jellemzi, amely a munkaképességet és az életmindséget IS
alapjaiban befolyasold pszichés és pszichomotoros tiinetekben nyilvanul meg. Mivel a
depresszio jelentés mértékben emelheti az egyéb megbetegedések (pl. sziv- és
érrendszeri  betegségek), illetve az id6 el6tti elhalalozas gyakorisagat (Harris és
Barraclough 1998), a depresszids tiinetegyiittes jelentés egészségiigyi rizikofaktornak
tekinthetd, amelynek felismerése és kezelése az alapellatas szintjén is fontos a késobbi
magatartdsi  zavarok, egészségligyi  kovetkezmények  megeldzése  céljabol.
Mindazonaltal megjegyzendd, hogy gyogyszeres kezeléssel csak a depresszids betegek
60-70 %-a kezelhet6 eredményesen. A depresszié neurokémiai hatterének jobb
megértése minden bizonnyal eldsegitené a hatékonyabb antidepressziv szerek
okokat egyarant megemlit, patofiziologidja azonban csak részben tisztazott. Az
elfogadott elméletek szerint a legfontosabb valtozasok tobbek kozott az agyi
monoaminerg rendszert, a HPA axis mikodését valamint az immunrendszer
megvaltozott reakciojat ¢és a gyulladasos valaszt érintik. Ezek a valtozasok
természetesen egymassal is kolcsonhatasban allhatnak, a kozottiik 1étrejovo pontos ok-
okozati 0sszefiiggéseket azonban nem sikeriilt felderiteni. A kovetkezOkben par, de nem
az Osszes depressziot magyarazo elméletet soroljuk fel. A depresszid kialakulasanak
jelenleg legelfogadottabb magyarazata a monoamin teodria, amely szerint a betegség a
noradrenalin illetve a szerotonin altal kozvetitett ingeriiletatviteli folyamatok
elégtelenségének a kovetkezménye (Schildkraut 1965, Coppen 1967). A depresszids
tinetek kezelésében ma a monoaminerg rendszeren hatd gyogyszerek gyakorlatilag
egyeduralkodoak, noha elméletileg sok egyéb tamadaspont szerepe is felmertil. Ezek a
gyogyszercsoportok (TCA, SSRI, MAO bénitok, atipusos, tobb tdmadaspontu szerek) -
noha a betegek jelentds hanyadéban képesek remissziot és akar teljes tliinetmentességet
el6idézni -, alapvetOen tiineti és nem oki terapiat reprezentalnak és a betegek 15-20 %-
ban hatistalanok maradnak. Emellett specidlisan, gyakorlatilag valamennyi
forgalomban levo antidepresszanst érintd hatrany a lassan kialakulo hatas, amely stlyos

esetekben akar életet veszélyeztetd kockazatot rejthet magaban. Bevezetésre keriiltek
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azonban olyan vegyliletek is, melyek mai ismereteink szerint nem a monoamin tedriaval
Osszhangban mikodnek (Mennini és mtsai 1987, Fattacini ¢és mtsai 1990, Loo és mtsai
1999). Szamos egyéb megfigyelés sem illeszthetd be a monoamin tedria keretei kozé.
Mindezidaig nem sikeriilt meggy6z6 bizonyitékot szolgaltatni a monoaminerg
neurotranszmisszid zavarar6él a depresszios betegek korében. Az antidepresszansok
felszivodasuk utdn azonnal kifejtik hatdsukat a monoaminerg neurotranszmissziora,
klinikai hatasuk azonban csak 2-3 héttel a kezelés megkezdése utan jelentkezik (Nestler
1998). A citokin elmélet egyesiti a depresszido immun- ill. hypophysis-hypothalamus-
mellékvesekéreg hiperreaktivitds elméletét. A citokineket tobb vonatkozasukban is
depresszios tiineteket észleltek, ill. depresszios betegekben az immunrendszer fokozott
aktivitasat figyelték meg. Emellett bizonyos citokinek agyi noradrenerg ill. szerotonerg
rendszereket is aktivalnak (Dunn és mtsai 2005, Simmons és Broderick 2005, Schiepers
és mtsai 2005, Leonard és Song 2002). Egy tovabbi, egyre inkabb elfogadotta valo
alternativ depresszid teoria a depresszid tiineteit az informdciofeldolgozas zavaraval
magyarazza, a depresszio valodi kivaltd okanak, pedig a neuron-halézatok csokkent
plaszticitasat tekinti (Duman és mtsai 1997, Castren 2005). Jelenlegi ismereteink
szerint az intracellularis Ca®* tranziensek dinamikajanak kulcsszerepe van a neuronok
LTP és LTD kozotti elkotelezddésébenban, igy a magas Ca?* permeabilitéssal
rendelkez6 P2X7 receptorok szerepe is felmeriilt a plaszticitasi folyamatok
szabalyozasaban. A depresszio egyik legmodernebb felfogasa, az (.n. network-hipotézis
szerint a depresszid elsédleges kivaltd oka az idegrendszert ért kiilonbozé artalmas
hatasok kovetkeztében fellépd sejtdegeneracié illetve sejtpusztulas. Emiatt el6szor
csokken a szinaptikus kapcsolatok szama, majd a neuralis halozatokat felépit6 sejtek
szama is, ami az informaciofeldolgozas zavaraihoz, végeredményben, pedig a
depresszi6o kialakuldsahoz vezet (Castren, 2005). Az elmélet szerint az
antidepresszansok hatasa azért fejlodik ki lassan, mert az altaluk indukalt plaszticitasi
szlikség. Az elképzelést igazolni latszik az a megfigyelés, hogy az antidepresszansok
serkentik az 0j idegsejtek képzOdését patkany hippokampuszaban (Malberg és mtsai
2000). Az elmélet képes egyesiteni a kordbban emlitett szamos depresszio tedriat,

hiszen az agyi sejthalozatokat a korabban felsorolt tényezdk mindegyike képes
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befolyasolni, igy az emlitett rendszerek megfeleld irdnyba torténd elmozdulasa
eléidézheti a haldzatok ismertetett leépiilését és a depresszid kovetkezményes
kialakulasat.

Napjainkban a genetikai kutatasok fontos szerepet jatszanak a hangulatzavarok
feltérképezésében. A human genetikai kutatas egyik f6 iranyvonala a human szekvencia
varidnsoknak az un. polimorfizmusoknak az azonositasa és funkcionalis jellemzése. A
vesznek részt. A genetikai hajlamosité faktorok vizsgalatanak egyik legelterjedtebb
modszere a kandidans gének asszocidcid-analizise. A depresszid szamos kandidans
génje koziil kiemelten fontos a szerotonin transzporteré (SLC6A4), melynek két
funkcionalis polimorfizmusa ismert az SHTTLPR és a STin2, valamint a purin receptor
gének koziil P2RX7, melynek tobb nem szinonim egy-pontos polimorfizmusa (SNP)

ismert, amely kapcsolatba hozhat6 a hangulatzavarral.
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3. Ceélkituzések

Vizsgalataink a kovetkezo fobb teriileteket érintették:

. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas gatlo purinerg szabalyozasanak
receptor szintii feltérképezése fiziologias koriilmények kozott

Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az ionotrop P2 receptorok
aktivacidja gatolja-e a noradrenalin (NA) felszabadulast az agyi katekolaminerg palyak
hippokampalis végzddéseibdl, és ha igen, milyen purinoceptor altipusok kozvetitik ezt a

hatast.

1. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas gatlé purinerg szabalyozasanak
receptor szintii feltérképezése patologias, ischemia-szerii koriilmények kozott

Ezekben a vizsgalatokban az volt a célkitiizésiink, hogy kimutassuk, a patologias
allapotban, ischémia szeri stimulus hatasara a katekolaminerg palyak végzodéseibdl
felszabaduld hippokampalis noradrenalin all-e kettds purinerg szabalyozas alatt, és ha

igen, mely receptor altipusok vesznek részt ebben a modulacioban.

I11. A P2X7 receptor szerepe az IL-1P termelédés szabalyozasiaban ragesalo
hippokampuszban in vivo gyulladasos modellben

Periférids immunsejtek vonatkozasaban és in vitro gyulladasos modellben mar sikeresen
azonositottdk az LPS kezelést kovetden detektalhato, érett IL-1B produkcio
szabalyozasaban a P2X7 receptorok szerepét. Mi a centralis IL-1p termelddésre
vonatkozoan kerestiink bizonyitékot, ezen receptorok részvételére in vivo gyulladasos
modell alkalmazédsaval. A hatasmechanizmus vizsgalatok egy tovabbi megoldatlan
kérdése volt, hogy alapvetéen periférias vagy centralis eredetii-e a P2X7 receptor

medialt hatas, amelyre ugyancsak valaszt kerestiink.

IV. P2X7 receptor génkiiités hatasa a depressziohoz kotheté gének kifejezodésére
teljes egér genom microarray alapu génexpresszios analizis segitségével

A legujabb kutatdsi irdnyvonalnak megfeleléen a P2X7 receptor génkiiitésnek a
depresszioval kapcsolatba hozhaté gének, illetve a P2X7R altal regulalt eddig

megismert funkcidkban szerepld inter és intracellularis komponensek expresszios
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mintdzatara gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A génexpresszidés microarray analizissel a
P2X7 receptor aktivitdsa és a depresszid patomechanizmusaval 6sszefiiggd 1) biologiai

utvonalakat szerettiink volna azonositani és feltarni.
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4. Modszerek
4.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez him Wistar (Richter Gedeon Rt. Bp., Magyarorszag) patkanyokat és 2-3
honapos him P2X7 receptor nullmutans (-/-) transzgén egereket és vad tipusu (wild
type; WT) alomtarsaikat hasznaltuk fel. A homozigdta P2X7 receptor vad tipusu
(P2rx7+/+) torzs genetikai hattere a CS57Bl/6] egértorzs. Az eredeti P2rX7—/—
tenyészparok Christopher Gabel (Pfizer Inc., Groton CT, USA) felajanlasaval keriilt az
MTA KOKI Orvosi Géntechnoologiai Részlegébe, mely allatparban a P2X7 receptor
génkiiitésért  feleldés DNS  konstruktum a  kovetkez6:  P2X7-F1  (5'-
CGGCGTGCGTTTTGACATCCT-3') ¢s P2X7-R2 (5'-AGGGCCCTGCGGTTCTC-3)
(Solle és mtsai 2001). Az egérvonal alapjat alkotd génkonstruktumban a P2X7 receptort
koédold gén egy szakaszdt egy neomycin rezisztenciat kodold génszakasszal
helyettesitették, amelynek hatasara a 1étrejové homozigotakban a P2X7 receptort kodolo
gén nem irodik at és ez a P2X7 receptor fehérje hidnyat okozza. Az egérvonalat az
MTA KOKI Orvosi Géntechnolédgiai Részlegében (OGR) tenyésztik, SPF koriilmények
kozott. Az utdodok genotipusat PCR modszerrel egyenként verifikaltadk az OGR
Genotipizal6é laborjaban (3. abra): a P2X7 -/- egerekben a neomycin rezisztenciat
kodold gén, mig a vad tipusban a P2X7 receptort kodold gén szelektiv expresszidja

detektalhatd. A tenyésztésiik rendszeres farok genotipizalas mellett zajlik génspecifikus

primerek segitségével (P2rx7 WT forward primer,
GCAGCCCAGCCCTGATACAGACATT, reverse primer,
TCGGGACAGCACGAGCTTATGGA; P2X7R—/- NEO forward Std,
GCAGGATCTCCTGTCATCTCACC; reverse Std:

GATGCTCTTCGTCCAGATCATCC) (Solle és mtsai 2001).

39



DOI:10.14753/SE.2014.1906

3 4 7 8 9 10 15 16 23 24 25 26 27 28 31 32 dH2Q.
654 654 656 656 657 657 660 660 664 664 665 665 666 666 668 668 —

LN

- .- -- e - . ETWe es S

= = 8 s ; b,
KO WT KO WT WT WT KO KO WT WT WT WT KO KO KO KO

P2x7/Neo

6. abra. Genotipizalasi vizsgalat eredménye PCR technikaval: a P2rX7 -/-
egerekben (KO) a neomycin rezisztenciat kodolo gén, mig a vad tipust egerekben (WT)
a P2X7 receptort kodold gén szelektiv expresszidja detektalhato.

4.1.2. In vivo gyulladasos modell

Him Wistar patkanyokkal (200-300g) végzett elokisérleteink soran beallitottunk egy uj
in vivo gyulladasos modellt, melyet a transzgénikus P2X7 receptor null mutans (-/-)
egértorzzsel és vad tipusu tarsaikkal végzett kisérleteink soran is alkalmaztunk. A
protokoll szerint intraperitonealisan (i.p.) oltottunk patkanyokat 300 pg/kg (az injektalt
végtérfogat 0.2-0.3 ml), egereket 250 pg/kg (az injektalt végtérfogat 0.1 ml) dozisban
bakterialis lipopoliszachariddal (LPS 055:B5 szerotipus; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), melyet el6zbleg steril pirogén mentes vizben oldottunk fel és a felhasznalasig 4
°C-on taroltunk. A kontroll csoport egyedit azonos végtérfogatban steril fiziologias
sooldattal (0.9%-0s NaCl) vagy 10%-os DMSO tartalmt fiziologias sooldattal kezeltiik
szintén intraperitonealisan. A bakterialis endotoxinnal kivaltott gyulladasos allapotban
hataskozvetitd szerepet betoltd receptorok farmakologiai azonositasdra iranyulo
kisérleteinkben a tesztelt vegyiileteket (agonistdkat illetve antagonistakat) szintén i.p.
adtuk az allatoknak. A kisérleti protokollok tovabbi részleteit 1. az Eredmények (5.)
leirasanal. A kezeléseket minden esetben a 12 6ras fény ciklus alatt, 8.30. és 10.30.
kozott hajtottuk végre. A LPS/ kontroll kezelést koveté 7. oraban dekapitaltuk az
allatokat, a vizsgalt agyi régiok koziil a hippokampuszt a kivételt kovetden szaraz jégen,
mig az amigdalat folyékony Nj-ben fagyasztottuk le és a tovabbi felhasznalasig -80 °C-
os hiitében taroltuk. A periférids gyulladasos valasz vizsgalata soran a kezelést kovetd

7. 6raban a hastiregbdl és a melliiregbdl gytjtottiink vért, melyet 12 6rdn at taroltunk 2-
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8°C-on, majd a szérum mintdkat 20 percig 2000g-vel centrifugaltuk. Ezt kdvetéen a
tovabbi felhasznaldsig harom adagban torténd szétvalasztassal taroltuk a mintékat -
80°C-os hutoben. Egyes kisérletekben a kezeléseket kovetden nembutallal (50 mg/kg

1.p.) tulaltattuk és fiziologias sooldattal transzkardialisan perfundaltuk az egereket.

4. 2. Neurofarmakoldgiai modszerek

4.2.1. In vitro [3H]noradrenalin felszabaduldas mérése patkany hippokampusz

szeletekbol szdvetperfzios technika segitségével

A [*H]noradrenalin felszabadulas kisérleteket korabbi munkdinkban leirt modszerek
szerint végeztiik (pl. Sperlagh és Vizi, 1992). A kisérleti allatok dekapitalasat az agyat
a koponyaiiregbdl kiemeltiik és jéghideg, karbogenizalt Krebs’ oldatban végeztiik el a
megfeleld agyteriilet, a hippokampusz kimetszését. A hippokampuszokat (megtisztitva a
kornyez6 szovettdl), 400 um vastag keresztiranyt szeletekre (3-5 mg) vagtuk Mcllwain
tipusu szovetszeletelovel, melyeket ezt kovetéen 1 ml modositott Krebs’ oldatban
(0sszetétele mM-ban: NaCl 115, KCI 4.7, KH,PO4 1.2, MgSQO, 1.2, CaCl, 2.5, NaHCO;
25, gliikkoz 10, aszkorbinsav 0.03, Na;EDTA 0.1, pH 7.4) 1 ml 5uCi/ml  tricialt
noradrenalin ([*HJNA) jelenlétében 45 percig 37 °C—on, 95% O,- és 5% CO;
atmoszféraban inkubaltunk. Az inkubaciot kdvetden a szovet szeleteket haromszor 6 ml
Krebs’ oldattal atmostuk, majd a négycsatornas perfuzids berendezés 100ul térfogat
kamraiba 4-4 hippokampusz szeletet helyeztiink el és folyamatosan karbogénnel telitett
modositott Krebs’ oldattal 37 °C —on perfundaltuk Oket. A felesleg radioaktivitas
kimosasa cé€ljabol 60 perces eldperfuzidt alkalmaztunk, mely soran 0.7 ml/perc
perfuzids sebességgel mostuk a szeleteket. Ezt kdvetden a szeleteken atfoly6 oldatbol 3
perces mintakat gyljtottiink (a mintavételi periddus 57 perce alatt 19 darab egyenként
harom perces perfuzatum mintat gylijtottiink) és meghataroztuk a mintak radioaktivitas
tartalmat (1. 4.2.2). A mintagyiijtési periddus alatt 2 alkalommal a 3. ¢s a 13. minta
elején (S1, Sy) elektromos téringerlést alkalmaztunk, Grass S88 stimulator és a perfuzids
kamrakba vezetett gyliriis platinaelektrédok segitségével, illetve drogokat adagoltunk

perfuzidban, vagy az ischemias modellt alkalmaztuk (1. 4.2.3). Az ingerlési paraméterek
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a kovetkezOk voltak: unipolaris négyszogimpulzusok, 25V, 2Hz, 1 msec, 360 shock
melyet a Grass S88 Stimulator segitségével adtunk le (Grass Medical Instruments,
Quincy, Ma, USA). Hasonlé koriilmények kozott végzett korabbi kisérletek
tapasztalatai alapjan az elektromos ingerlés altal kivaltott tricium kidramlas dontd
hanyada a [*H]noradrenalin felszabadulasat reprezentalja (pl. Nakatsuka és mtsai 1995).
A kisérletek végeztével a szoveteket 0.5 ml 10% triklorecetsavban homogenizaltuk,
majd 30 perc elteltével a szoveti mintdk 100 pL aliquotjainak radioaktivitasat
hataroztuk meg. A vizsgalando vegyiileteket (drogokat) vagy az elsé (S;) vagy a
masodik elektromos ingerlés (S;) elott 15 perccel adtuk a perfuzios folyadékhoz, mig
modositott Krebs’ oldattal torténd kisérleteinkben az eldperfuzié kezdetétdl volt jelen a
tesztelésre kivalasztott drog. Ha agonista hatisat vizsgaltuk, 18 perccel a mdasodik
téringerlés (S,) el6tt adtuk a vegyiiletet (8. abra). A hatasat kétféle modon értékeltiik: a
vegyiilet hatdsa a nyugalmi és a stimulalt transzmitter felszabadulasra nyugalmi
transzmitter felszabadulds formdajaban illetve aranyparokban kifejezve (lasd az
eredmények részt). Ezzel szemben az antagonistakat a mintavételi periddus elején adtuk
a perfuzios folyadékhoz. Mértiink antagonista kontrollokat is, amikhez a késdbbi
kisérletekben statisztikailag viszonyitani lehetett az agonista hatdsat az antagonista
jelenlétében (8. abra). A kisérleti protokollok tovabbi részleteit 1. az Eredmények (5.)
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8. abra. A Kkisérleti adatok értelmezése. Az abra olyan kisérleti elrendezést
mutat, amiben éppen az agonista hatasat vizsgaltuk az antagonista jelenlétében. Az S:
altal kivaltott transzmitter felszabadulast FRSi- nek, az S altal kivaltottat, pedig FRS:-
nek nevezziik. Az FRS értékeket a gorbe alatti jelolt tertiletek kiszdmolasaval kaptuk
meg. A nyillalt jel6lt pontok a nyugalmi transzmitter felszabadulas értékelése soran
figyelembe vett pontok. Az ezekbol képzett aranypar (FRS2/FRS1) szolgaltat adatokat a
kiilonféle vegyiiletek hatdsair6l. X tengelyen a perfuzatum mintdk, Y tengelyen a
frakcionalt release (FR%) szazalék van feltiintetve.
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A mintak radioaktivitasat Packard 1900 Tricarb szcintillacids spektrométer (Canberra,
Australia) segitségével hataroztuk meg. A perfiziés mintakbol 0.5 ml aliquotokat, a
szoveti mintdkbol 0.1 ml aliquotokat 2 ml szcintillacids koktélhoz (Packard Ultima
Gold) adagoltunk, majd 2 percig mértilkk a radioaktivitast. A kisérlet végén a
megmarado szovetek tomegét megmértiik, elhomogenizaltuk éket triklorecetsavban, és
a tricium tartalmat meghataroztuk. A kisérlet kiértékelése sordn az egyes perfuzatum
mintdk radioaktivitas-tartalmat fejeztiilk ki a mintavétel idopontjaban kalkulalt szoveti
tartalom szazalékdban (FR%). A szoveti tricium felvételt az 6ssz release + szovetben
maradt tartalom kiszamolasaval hataroztuk meg és Bq/g-ban fejeztiink ki. A nyugalmi
transzmitter felszabadulast az ingerlést megel6z6 minta radioaktivitasaval fejeztiik ki, az
elektromos ingerlés altal indukalt transzmitterfelszabaduldst (FRS;, FRS;) a gorbe alatti
tertilet modszerrel, az ingerlést megel6z6 minta aktivitdsdnak az ingerlés alatt, illetve az
azt kovetd mintdkban mért radioaktivitasaibol valo kivonasaval szadmoltuk ki. A vizsgalt
anyagok illetve kezelések hatasat az ingerlés altal kivaltott [*H]transzmitter
felszabadulasra az FRS,/FRS;hanyadosokkal fejeztik ki, mely az adott kisérletre

jellemzd érték.

4.2.2. In vitro ischemias modell

Az ischemias koriilményeket korabbi kisérleteinkben hasznalt modszer szerint
(Milusheva és mtsai 1992), kombinalt gliikoz és oxigénmegvonassal szimulaltuk: a
patkany hippokampusz szeleteken 95%N,+5%C0O, gazkeverékkel telitett ¢és
folyamatosan buborékoltatott glitkozmentes perfiizids oldatot dramoltattunk 4t 30 percig
(6. perctél a 36. percig), majd ezt kovetden normoxias-normoglikémias oldattal
folytattuk a perfuziot egészen a kisérlet végéig (reperfuzios fazis). Széarazjég
hozzaadéasaval kotottik meg azt az oxigén mennyiséget, amely az oldatcsere soran
esetlegesen beoldodhatott a perfuziés folyadékba. A kontroll kisérletben az oldatcserét s
Krebs’ oldattal szimulaltuk. A vizsgaland6 anyagokat 18 perccel az ischemids inzultus
megeldzden tettilk a perfuzids oldatba ¢és a kisérlet végéig adagoltuk oOket. A
transzmitter felszabadulas mechanizmusat feltaré vizsgalataink soran Ca** mentes

perfuzios oldatot alkalmaztunk, mig az ischemids hatds altal kivaltott noradrenalin
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felszabadulas és a tovaterjedd akcios potencial kapcsolatdt a Na’ csatorna blokko
tetrodotoxin jelenlétéban vizsgaltuk. Az ischemia altal kivaltott [*H]noradrenalin
felszabadulas mennyiségét gorbe alatti teriilet modszerrel szamoltuk ki, és ezeket

hasonlitottuk 0ssze a kiilonb6z6 kezelések hatasara.

4.3. Molekularis bioldgiai modszerek

4.3.1. RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)

Him Wistar patkanyokat (160-180g) dekapitaltunk, az agyat kiemeltiik és jéghideg
Krebs’ oldatba (0sszetétele mM-ban: NaCl 115, KCI 4.7, KH,PO, 1.2, MgSO,4 1.2,
CaCl, 2.5, NaHCOs3 25, gliik6z 10, aszkorbinsav 0.03, Na,EDTA 0.1, pH 7.4) helyezve,
95%-0s O, és 5%-0s CO, Osszetételii karbogénnel oxigenaltuk, majd az agytorzset
eltavolitottuk és folyékony Nj-be helyeztik. A mintadkat 1 ml fenol és guanidine
isothiocyanate tartalmu TriPure Izolation Reagent-ben (Roche) feloldottuk, mely
szétvalasztja a sejteket és denaturalja az endogén nukledzokat. Szobahdmeérsékleten 5
perces inkubalast kovetéen 200 ul kloroformot adtunk a mintakhoz és 15 percig 12000
rpm-en 4 °C-on centrifugaltuk, ami altal harom elkiilonithetd fazist kaptunk az egyes
csovekben. A szintelen, fels fazist Gj eppendorf csévekbe ontottiik, melybdl 500 ul izo-
propanol hozzaadasaval nyertiik ki a total RNS-t. 10 perces szobahdmérsékleten torténd
inkublalas utdn a mintakat 15 percig 12000 rpm-en 4 °C-on centrifugaltuk, majd a
feliiluszot eltavolitva az eppendorf ¢s6 aljan 1évé RNS-t 1 ml 75%-os etanolban taroltuk
12 oran keresztiil. Ezt kovetdenn a csdvek tartalmat 5-10 percig 37 °C-os vizfiirddben
szaritottuk, mialatt Osszeallitottuk a Master Mixet (MM): 10 pl 5x FAGRB
(formaldehide gel running buffer), 17.5 ul formaldehid, 50 pl formamid, 2 pl etidium-
bromid, amibdl vortexelés utan 8 pl-t adunk az egyes mintdkhoz. 65 °C-on torténd, 15
perces inkubaciot kovetden, hogy a csovek aljan 1évo folyadékot Osszegyiijtsiik. Ezt
kovetden jégen lehiitottiik a mintakat, majd 5 msp-ig centrifugaltuk. Ezutan 50 ul DEPC
(diethyl pyrocarbonate)-al kezelt steril desztillat vizben szuszpendaltuk az RNS-t és 2 ul
6X felvivd festéket (Loading Dye) adtunk hozza. A gélkészitésnél 1.2 g agardzt 80 ml
DEPC-kezelt steril vizben forralasig melegitettiink, majd lehtilés utan 30 ml FAGRB és
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3 ml formalint (37%) adtunk az oldathoz. Futtat6 pufferként 1.2%-0s TBE (Tris-Borate-
EDTA) hasznéltunk. Mindegyik mintabol 12 pl-t vittiink fel és futtatunk meg a gélen 32
V-os fesziiltség alkalmazasaval ellendrizve az RNS izoldlds hatékonysagat. Ezt
kovetden elso szal cDNS templatot szintetizaltunk az 1 pg RNS mintdkbdl a RevertAid
First cDNA Sythesis Kit-tel (Fermentas, Vilnius, Lithuania) random hexamer primer
felhasznalasaval 20 ul teljes térfogatban a gyarto leirasa szerint: 1 pg total RNS-hez 1
ul RevertAid H Minus M-MuLV reverse transcriptase-t, 5 ul 5X reaction buffer-t, 1 pl
random hexamer primer - (10 pmol/ul), 1 ul of RiboLock™ RNase Inhibitor-t (20 u/ul)
¢és 2 ulof 10mM dNTP mix-et adtunk, kiegészitve 0.1% DEPC kezelt vizzel 20 pl-re. A
részletes protokollt korabban publikalt kézleményeinkben irtuk le (Sperlagh és mtsai
2002; Csolle és mtsai 2009). A reverz transzkripcids reakcid paraméterei a kovetkezok
voltak: 70°C-on 5 percig, 25°C-on 5 perces inkubacié kovetkezik, amit 25°C-on 10
percig €és 42°C-on 60 percig kovet a cDNS szintézis. Az atirt cDNS templat mintakat
tovabbi felhasznalasig —20°C-os hiitében taroltuk. A P2Y purin receptorok agytorzsi
mRNS expressziojat kimutato PCR reakcid soran a tarolt elsé szala cDNS templatot
kiilonb6z6 P2Y receptorokra és az endogén kontrollként alkalmazott (housekeeping
gén) B-actinra specifikus primerekkel (0.4 uM) 2U Taq DNS polimeraz jelenlétében
amplifikaltuk az alabbi protokoll szerint: 95°C-on, 5 percig denaturalas, 80°C-on hot
start kovet majd 40 cikluson keresztiil 94°C-on 1 perc, 59°C-on 1 perc és végsé
1épésként 72°C-on 5 percig tartd extenzid kovet. A kovetkezé primereket hasznaltuk:
P2Y1, receptor forward primer: CAGGTTCTCTTCCCATTGCT, reverz primer:
CAGCAATGATGATGAAAACC; P2Y13 receptor forward primer:
GGCATCAACCGTGAAGAAAT, reverz primer: GGGCAAAGCAGACAAAGAAG;
p-actin -~ forward  primer: ATGGATGACGATATCGCTG, reverz  primer:
ATGAGGTAGTCTGTCAGGT. Az igy nyert amplifikdcidos produktumokat agardz
gélelektroforézissel (1,5%-os gél, 1X TBE puffer, 32V) futtatuk meg és elemeztiik, két

fliggetlen parhuzamos kisérletben.

45



DOI:10.14753/SE.2014.1906

4.3.2. IL-1p citokin termelés mérése enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

technikaval

Az in vivo gyulladasos modell (4.1.2.) alkalmazasa soran gylijtott patkany és egér
hippokampusz valamint egér vérszérum Interleukin-1p (IL-1p) tartalmat hataroztuk meg
szilard fazisi sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technika
segitségével. A gylijtott és tarolt hippokampuszokat 0.1 g szovetnek megfelelé 500 pl
10 mM Tris-HCL, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF ¢és 4M urea tartalmi
pufferben homogenizaltuk. A kiindulési szévet (hippokampusz) mennyisége patkany
esetében 80 mg, egér esetében 30 mg-nak adddott atlagosan. A homogenizatum
mintakat 20 percig 4 °C-on 15.000 g-vel centrifugaltuk majd a feliiliszot 500 ul 10 mM
Tris-HCI1, 1% BSA és 0.2% Tween 20 tartalmu pufferben gytjtottik és a késobbi
felhasznalasig -80 °C-os hiitében taroltuk. A rendelkezésiinkre 4ll6 kitek a pro-1L-1p-t
¢s a bioldgiaiag aktiv, érett IL-1B-t nem tudjak egymastol specifikusan elkiiloniteni, igy
az altalunk detektalt citokin produkcioban mindkét forma részt vett. A hippokampalis
IL-1B termelés meghatarozésa soran az R&D system patkany és egér specifikus ELISA
DouSet IL-1p Kiteket hasznaltuk fel (kat. szam: patkany: DY501, egér: DY401), a
gyartd utasitdsait és javaslatait kdvetve. A hét pontos standard gorbe kezdd
esetében 1000 pg/ml volt; mindkét IL-1p assay érzékenységi hatara 5 pg/ml. A gyartd
leirdsanak megfelelden az 0.n. Reagent Diluent pufferrel (1% BSA tartalmu PBS puffer)
higitottuk a standard torzsoldatokat és a mintainkat is; az ELISA plate-re felez6
higitasban vittiik fel ez egyes mintakat négyszeres ismétlés szammal. Mintaink optikai
denzitasat, abszorbanciajat 450nm-en mértiik a Perkin-Elmer Victor 3V 1420 Multilabel
Counter spektrofotométerrel, majd Microplate Manager/PC Data Analysis Software
IL-1B termelést pg/ml-ben illetve a sooldattal vagy 10%-os DMSO tartalmu s6oldattal
kezelt kontroll kisérletek atlaganak szazalékaban fejeztiik ki. Pilota kisérleteinkben
igazoltuk az altalunk alkalmazott kit-tek specificitasat, valamint a keresztreakciok
negativ kontroll (desztillat viz, illetve Reagent Diluent) jelenlétében vizsgaltuk a

feliilisz6 mintak detektalhatosagi hatdrait higitdsi sorozat (higitatlantdl mintatol

46



DOI:10.14753/SE.2014.1906

kezdédoen a 10x higitasig) formajaban. A periférias IL-1B termelést a gyulladasos
modell alkalmazasa (4.1.2.) soran gyijtott és tarolt vérszérum mintakbol hataroztuk
meg. A felhasznalt gyari assay a Quantikine Mouse IL-1B/IL-1F2 volt (R&D System,
Minneapolis, MN, USA; kat. szam: MLBOOB). A kisérletek kivitelezésénél a gyarto
protokolljat kovettik. A hét pontos standard gorbe kezdd pontja 500pg/ml
koncentracionak felel meg, az assay detektalhatosagi alsé hatara 3pg/ml volt. Mintaink
abszorbanciajat 450nm-en mértiik Perkin-Elmer Victor 3V 1420 Multilabel Counter

spektrofotométer segitségével.

4.3.3. SYBR Green alapt real-time PCR (Reverz transzkripciéo és mRNS expresszio

mérés SYBR Green valosidejii PCR modszerrel)

Az in vivo gyulladdsos modell protokolljat (4.1.2.) alkalmazva kezeltiik
intraperitonealisan a CB57/BI6J egereket sooldattal illetve LPS-sel, majd az injekciozast
kovetd 7. ordban dekapitaltuk az allatokat. A vizsgalt agyi régiot, a hippokampuszt
szaraz jégen fagyasztottuk és tovabbi felhasznalasig -80 °C-os hiitdben taroltuk. A
mintdkbol RNS-t izolaltunk az RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA;
kat. szam: 74804) felhaszndlasaval, a gyartd utasitasait kovetve. 2 ul RNS-t reverz
transzkriptaltunk a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit felhasznalasaval, amit
az Anyagok és Modszerek 4.3.1. fejezetében részletesen leirtunk. Az altalunk vizsgalni
kivant P2X receptorok mRNS expresszidjanak meghatarozasat az atirt elsd szala cDNS
templatbol végeztiik el kvantitativ real-time PCR segitségével (késziilék : Rotor-Gene
3000; Corbett Research, Sydney, Australia). A gyart6 altal javasolt kitet (LightCycler
DNA Master SYBR Green | Kit (kat.szam: 12015099001, Roche, Indianapolis, IN,
USA) és standard protokollt hasznaltuk: 125ng c¢cDNS templatot 250nM specifikus
forward és reverz primer jelenlétében amplifikaltuk 12.5 pl Master Mix, 1ul Eva Green
festék, és PCR viz hozzdadasaval 25l reakcido végtérfogatban. A PCR ciklus
protokollja a primerek, a MgCl és templat koncentracd optimalizalasat kovetden a
kovetkezo volt: kezddé denaturalas 95°C-on 10 perc; 95°C 15 mp; 59°C 10 mp, 72°C 10
mp; mindez 45 cikluson at. cDNS templat nélkiili negativ kontrollt minden target gén

esetében futtattunk a primer-dimer amplifikacios termékek ellendrzése céljabol.
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A kovetkezd primereket haszndltuk a purin receptorok  expresszdjanak
meghatdrozasdhoz Brautigam ¢és munkatarsai 2005-6s publikacidja alapjan: P2X2
receptor forward primer: 5-ATG GTG CAG CTG CTC ATT, reverz primer: 3-AAA
CGT GCA GTG CTT CAG; P2X4 receptor forward primer: 5'-ATC GTC ACC GTG
AAC CAG ACA CA, reverz primer: 3'-CCA CGA TTG TGC CAA GAC GGA AT;
P2X6 receptor forward primer: 5'-CTG TGG GAT GTG GCT GAC TT, reverz primer:
3-TCA AAG TCC CCT CCA GTC AT; P2X7 receptor forward primer: 5-CCA CAA
CTA CAC CAC GAG AAA C, reverz primer: 3-ACT TCT TGG CCC TTG ACA TCT
T; 18S forward primer: 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT, reverz primer: 3'-
CCATCCAATCGGTAGTAGCG (Brautigam ¢és mtsai 2005). A real-time PCR mérés
analizalasa soran minden reakcidé utan olvadasi gorbe elemzést végeztiink (melting
curve analysis). A mérések soran a 18S rRNS génjét hasznaltuk endogén kontrollnak,
az adott target gént és a referencia gént ugyanazon PCR reakcioban amplifikaltuk, 2
parhuzamos mérést végezve el. A 18S rRNS-hez normalizalt szignalértékeket az
Osszehasonlitd Ct (ACt) modszer felhaszndldsédval hatdroztuk meg a Rotor Gene 5
software (Corbett Research, Sydney, Australia) segitségével. A CT érték azt a ciklus
szamot jelenti, ahol a minden egyes ciklusban detektalt fluoreszcens jel exponencidlisan
emelkedni kezd. Az eltéréen expresszaldodo purin receptorok normalizalt mRNS szintjét,
a kiilonbozo kezelést kapott csoportok kozott Pfaffl modellje szerint szamoltuk (Pfaffl

2001). Az adatokat a normalizalt expresszios hanyadosként = SEM mutatjuk be.

4.3.4. Microarray alapt génexpresszidé mérés

A Kkisérleteinkben hasznalt nagyteljesitményli microarray rendszer, az tgynevezett
Expression Work-Flow els6 eleme az Agilent microarray custom-chip gyartasa volt. Az
altalunk alkalmazott un. 44k custom array szabadon valasztott felépitésben tartalmazta a
60-as oligo hosszlisagu szakaszokbol felépiild teljes egér genomot, amely szakaszokat
»szintenként” fényérzékeny véddcsoportokkal ellatott, elore meghatarozott nukleotidok
¢épitik fel. Az eljards sordn, megfeleld pontokon atlyuggatott ,,maszkok™ segitségével

alakitjak ki a kétdimenzids mintazatot.
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4.3.4.1. RNS izolélés, koncentraciomérés és mindségellendrzés

Az in vivo gyulladisos modell protokolljat (4.1.2.) alkalmazva kezeltiik
intraperitonealisan a CB57/J6 és a P2X7 receptor null mutans (-/-)egereket sooldattal
illetve LPS-sel, majd az injekcidzast kovetd 7. oraban dekapitaltuk az allatokat. A négy
kisérleti csoportot egyenként négy egér alkotta. A vizsgalt agyi régiot, az amygdalat a
kivételt kovetden folyékony Np-ben fagyasztottuk és tovabbi felhasznalasig -80°C-0s
hiitében taroltuk. Az RNS-t az RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Quiagen, Valencia Ca;
kat. szam : 74804) felhasznalasaval izolaltuk a gyarto altal megadott protokoll alapjan.
A kinyert RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) mértilk meg, mindségét (integritasat) Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) késziilék segitségével, RNA6000
Nano Kit-tel (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) hataroztuk meg. A tovabbiakban
csak azokat a mintakat hasznaltuk fel a kiilonb6z6 microarray mérésekhez, melyek RNS
integritas szama (RIN: RNA Intergrity Number) meghaladta a 8.2-as értéket,
koncentracioja meghaladta a 40 ng/pl-os kiiszobértéket, tiszta gélszeri képet mutattak,
nem tartalmaztak DNS kontamindciot, valamint a NanoDrop késziiléken mért 260/280

¢és a 260/230 aranyuk nagyobb volt, mint 1.8.

4.3.4.2. Génexpressziés microarray mérés (teljes genom génexpresszios profil

meghatarozasa)

A génexpresszid microarray vizsgalatokhoz Agilent Whole Mouse Genome Oligo
custom Microarray 4X44K (Agilent Technologies, Palo Alto, CA; egyedi azonosito:
16392) lemezeket hasznaltunk, mely a jelenleg forgalomban 1évé génexpresszids
arrayek kozil az egyik legnagyobb felbontdst nyujté array formatum: dsszesen 41 041
transzkriptum analizisére alkalmas egy hibridizaci6 soran. Az RNS mintdk reverz
transzkipciojat, egyszinli floureszcens jelolését és array hibridizacidjat a Semmelweis
Egyetem Genetikai-, Sejt- és Immunobioldgiai Intézet Agilent Microarray Core Facility

laboratoriumaban  végezték el http://www.dgci.sote.hu/microarray). 1000-1000ng

mindségellendrzott teljes amygdala mintabol szdrmazé RNS-bol reverz transzkripciods
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reakcioban Low-input RNA Linear Amplification Kit (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) felhasznalasaval cDNS-t szintetizaltak olyan oligo-dT primerek alkalmazasaval,
amelyek a T7 RNS polimeraz enzim promoter szekvenciajat tartalmaztak. Ezutan egy
in-vitro transzkripcios reakcioban a T7 RNS polimerazzal a ¢cDNS molekulakrol CY3
fluoreszcens molekulakkal jelolt cRNS-t készitettek a gyartd utasitasai szerint. A jelolt
CRNS-t tisztitottak (RNeasy kit, Qiagen, Valencia, CA), és ezutdn NanoDrop ND-1000
spektrofotométer késziiléken megmérték (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) a
Azokkal a mintdkkal dolgoztak csak tovabb, amelyeknél a festékbeépiilési hatékonysag
elérte a 9.0 pmol festék / pg cRNS értéket. 825 ng CY3 jelolt cRNS-t dsszekevertek a
hibridizacios reakciohoz sziikséges Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) megfeleld6 komponenseivel, majd kémiai modszerrel
fragmentaltak a jelolt cRNS molekuldkat. A fragmentacié megkdnnyiti a jelolt cRNS
molekulaknak az array feliiletén talalhatdo probakhoz valod kotddését. A fragmentacios
reakcid leallitasat kovetden a mintdkat 65 °C-on 17 6rdn keresztiil a microarray
lemezekhez hibridizaltattuk. A hibridizaci6 sordn a mintdkbdl szdrmazoé kiilonb6zo
fluoreszcens jeldléssel rendelkezd cRNS molekuldk versengenek a microarray feliiletén
1évd, velik komplementer 60 nukleotid hossziusagi probakhoz vald kotddésért. A
hibridizaci6 soran kialakult CY 3 jelintenzitds megmutatja, hogy egy adott transzkriptum
az egyes mintakban egymashoz képest milyen mértékben fejezddott ki. Ezutdn a
lemezeket az 6zon biztos modszer szerint mostak Stabilizing and Drying Solution
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA) oldat felhasznalasaval, majd Agilent Microarray
Scanner segitségével leolvastak. A miiveletek sordn alkalmazott dsszes 1€pés a gyartd
utasitasainak megfelelden tortént (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, monocolor
protocol version 6.0; publication number: G4140-90040). A leolvasas soran nyert TIFF
képeket a Feature Extraction software version 9.5 (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) programmal tomoritetek ki, majd a kapott adatokat az egyszinii oligonukleotid

microarray formatumokra javasolt paraméterek alkalmazasaval normalizaltak.
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4.3.4.3. A microarray adatok statisztikai és bioinformatikai értékelése

A hibridizaci6 soran nyert fluoreszcencia intenzitasi adatokat és tovabbi bioinformatikai
valamint a statisztikai értékeléseket az Agilent GeneSpring GX 9.0. (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) szoftver segitségével analizaltuk és végeztik el. A
GeneSpring programban a normalizalas és az adatok transzformdcidja a gyartd altal az
egyszini custom microarray formatumokra javasolt miveletek és paraméterek szerint
tortént. A génexpresszios eredmények elemzésének els6 1épése a nyers fluoreszcencia
adatok az un. ,,raw data”, az adott gent reprezentalo spot intenzitasanak (a scanner altal
mert nyers szignalertek, mely kifejezi az adott gen expressziojat) alsé ¢és felsd
kiiszobértekének meghatirozasa (fluoreszcencia intenzitds 40.0 és 425943.938 kozé
essen) és ezen adatok tobszords normalizalasa volt. Az Un. ,,per chip” normalizalas
lehetd teszi a nem bioldgiai természetii, a hibridizacio természetébdl adodd variancidk
kikiiszobolését. A ,,per gene” normalizalasi 1épéssel, mely az alapvonal kijelolését
jelenti, a kiilonb6z6 mintak, dsszehasonlitasa valik lehetévé melyet mi a s6 kezelt vad
tipust csoport sulyozott atlagara htiztunk. A normalizacios 1épések utan a hibridizacio
mindségellendrzése kovetkezett, az un.”quality control”. A chippen 1évo 41.041
transzkriptum koziil csak azokat vettilk figyelembe, melyekhez az amygdala mintak
megfeleléen hibridizaltak. A program az egyes array elemekben ,,spot”-okban talalhato
megfeleld (,,match”) és nem megfeleld (,,mismatch”) probaparok intenzitasi értékébdl a
hibridizacié sikerességét egy adott spot-hoz. Az analizis soran csak azokat a
transzkriptumokat vettiik figyelembe, amelyek a 16 mintabol 9-ben jelen (,,present, p”)
illetve megfeled marginal indexel szerepeltek. Az ily modon szlirt transzkript listan
végeztiik el a tovabbi statisztikai analiziseket. Elsd 1épésben a kisérleti értelmezést
adtuk meg, igy a fold-change (FC) vizsgalatnal 4 fele parositasi kombinacio lehet, majd
valtozas mértékének kiiszobértekét. Az expresszalddo transzkriptumok koziil a legalabb
kétszeres up vagy down-regulaciot mutaté génekkel folytattuk az analizist. A fold-
change vizsgalatnal 4 fele parositasi kombinacio lehet A kiilonb6zd csoportok kozott
eltéréen expresszalddod gének statisztikai értékelését kétutas ANOVA-val végeztiik.
Mivel a microarray adatok kiértékelésénél a statisztikai probak soran nagyszamu gén

esetében tessziik fel a nullhipotézist, feltétleniil sziikséges korrekciot hasznélni az
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alpozitiv talalatok (Gigynevezett els§ faju hiba) szamdnak a csokkentésére. Ezért az
Osszehasonlitdsok soran a Benjamini-Hochberg tobbszords hipotézis korrekceiot
hasznaltuk minden esetben. A kiértékelés soran legalabb kétszeres valtozast mutatod
géneket (up- v. down-regulalt) vetettiik statisztikai analizis ala, mely soran a kovetkezé
szignifikancia analizis kritériumokat vettiik figyelembe: p value cut-off: 0.05; T-test
unpaired; multiple test correction: Benjamini-Hochberg; illetve p value cut-off : 0.01; T-

test unpaired.

4.3.4.4. Gene Ontology elemzg¢s

A microarray adatértékelés soran kapott eredmények alapjan a kiilonbozoképpen
expresszalodo géneket génontologiai analizisnek vetettiik ald. A Gene OntologyTM
(GO) konzorcium adatbazisa a géntermékek jellemzésének (ugynevezett GO
terminusok, osztalyok) ellenérzott rendszere, melyben tajékoztatast kaphatunk a
folyamatokban valo részvételérdl. Ezen kiviil megtudhatjuk azt is, hogy az adott protein
(ha szerkezeti elemrdl van sz6 példaul), milyen cellularis alkotorész kialakitasaban vesz
részt. A GeneCodis program azt vizsgalja, hogy egyes GO terminusok a microarray
adatfeldolgozas sordn kapott génlistan beliil milyen gyakorisaggal fordulnak eld ahhoz a
gyakorisaghoz képes, amivel a teljes NCBI GenBank adatbais &ltal szolgaltatott
adathalmazon belil eléfordulnak. A GeneCodis program a hipergeometrikus eloszlas
alapjan p értéket szamol az emlitett szignifikancia kifejezésére. A p érték az adott GO
terminus relativ fontossagat (az ugynevezett ,.enrichment score” értékét) jelzi a
kivalasztott génlistan beliil az dsszes gént tartalmazé adatsorhoz képes. Természetesen a
tobbszords Osszehasonlitdsok miatt itt is kellett p érték korrekcidt alkalmazni. Az
elemzéseink soran csak azokkal a GO terminusokkal foglalkoztunk, amelyeknek a
Benjamini-Yekutelli modszerrel korrigalt p értéke kisebb volt, mint 0.01. A terjedelmi
korlatok miatt sajnalatos modon adatkozlésiink legjobb szandékunk ellenére sem lehet
tokéletes. Olyan hatalmas adatdllomanyt eredményezd vizsgélatoknal, mint amilyen a
génexpresszids microarray analizis €és az azt kovetd, altalunk is végrehajtott

génontoldgiai analizis, ugyanis maga csak az adatok bemutatisa mintegy 20 gépelt
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oldalt venne igénybe. Mivel egy doktori disszertacioval szemben tamasztott
kovetelmények tulmutatnak a szimpla adatbemutatason, tovabba ezen eredményeinket
mar sikeresen publikaltuk is, az idevagd eredményeket a tovabbiakban, a témaban
megjelent cikkre hivatkozva prezentaljuk. A szoban forgo cikk : Csoélle C., Andd
RD. Kittel A., Goloncsér F., Baranyi M., Soproni K., 2, Zelena D., Haller J., Németh T.,
Mocsai A., Sperlagh B. (2013): The absence of P2X7 receptors (P2rx7) on non-
haematopoietic cells leads to selective alteration in mood-related behaviour with
dysregulated gene expression and stress reactivity in  mice. Int ]
Neuropsychopharmacol.: 16(1):213-33. Internetes elérhetdsége:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22243662. A cikkhez csatolva, fiiggelék

form4jaban taldlhato meg a Go analizis soran vizsgélt génlista és a génontoldgiai

analizis eredményeit 6sszefoglalo Supplementary Table S2a-c.

4.3.4.6. TagMan alapu real-time PCR modszer

A microarray analizis soran kapott génexpresszios profilok eredményét 79 kivalasztott
génnél TagMan alapu real-time PCR moédszerrel, TLDA kartyak (TagMan Low Density
Array) alkalmazasaval erdsitettiik meg. A validalas célja, hogy a kivalaszott gének
expresszidjanak Osszehasonlitd vizsgéalata, a microarray adatokkal azonos iranyu és
detektalhatdé mértékli valtozast mutasson. A felhasznalt TLDA mikrofluid kartya
(Applied Biosystems, Santa Clara, CA; kat. szam.: 4342261) 384 mintahelye a vizsgalni
kivant gének mellett a 18S rRNS (TagManID: Hs99999901 s1), a glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (Gapdh; TagManID: Mm99999915 gl1), a hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase (Hprt; TagManID: Mm00446968 m1), és a beta2-
microglobulin (B2m; TagManID: MmO00437762 ml) haztartasi kontroll géneket is
tartalmazta. Az alkalmazott géneket €s Tagman primereik azonositojat a Fiiggelek X.
tablazatban foglaltuk Ossze. A real-time PCR primerek Kivalasztasa a gyartd honlapjan
elérheté TagMan inventoried primer adatbazisbol tortént a felhasznalt Agilent Probe ID
szdmok alapjan. A validalds sordn a microarray kisérleteknél is alkalmazott RNS
mintadkkal dolgoztunk: 1ug total RNS reverztanszkripcidjat végeztiik el High Capacity
cDNA Archive Kittel a gyartd protokolljanak (Applied Biosystems) megfeleléen. A
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génexpresszid mennyiségi meghatarozasa az ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilék segitségével tortént, a g-PCR
reakciot a gyartd utmutatasai szerint végeztiik el: 4ug cDNS/kartya felhasznalasaval 800
ul/kartya végtérfogatban.  Valamennyi vizsgdlni kivant target génnek megfeleld
génspecifikus real-time PCR assay tartalmazta a FAMdye-festékkel jelolt TagManMGB
probe-t (250 nM végkoncentracidban) és a forward/reverse PCR primereket (900nM
végkoncentracioban). A real-time PCR ciklus paraméterei a kovetkezok voltak: 2 perc
50 °C-on, 10 perc 95°C-on, majd 40 cikluson at 30 msp 97°C-on és 1 perc 59.7 °C-on.

2784 hodszert

Az eredmények értékelésére a Livak és munkatérsai altal publikalt un.
alkalmaztuk, mely a bels6 kontroll gének expresszidos medidnjahoz mérten akar tobb
ezer értéket képes egyszerre kezelni az erre a célra kifejlesztett Real Time Stat- Miner
(Integromics, Granada, Spain) szoftver segitségével. A 2" modszer alkalmazésa
soran elészor az RQ managerrel a Ct (attdrési pont) értékeket szdmoltuk ki minden
egyes gén esetében, ¢€s ekkor zartuk ki a tovabbi analizisb6l a 18S rRNS belsé kontrollt
is, mivel instabil volta miatt nem volt detektalhato Ct értéke. A ACt értékeket a
megmarado 3 belsd kontrollokra normalizalva szamoltuk, a kdvetkezd formula szerint:
ACt(gene)=Ct(gene)-Ct(Computed_Endogenous). A -AACt értékeket a s6 kezelt vad
genotipustu  kisérleti csoport (késObbiekben WTsal) atlagara normalizaltuk:-
AACt(sample)= - ACt(sample)-averageACt(WTsal)). A normalizaldasal szamolt -AACt
jelentése log2(RQ) ahol RQ a relative quantity (relativ valtozéas), tehat minden
egységnyi kiilonbség kétszeres expresszidos szintkiilonbségnek felelteheté meg. Az

Eredmények fejezetben az 6sszefoglald tablazat mar ezt a szamolt RQ értéket tlinteti fel.

4.4. Statisztikai modszerek

Az elvégzendd kisérletekben statisztikai analizis kiindulasi alapjat az analég pontoknak
megfeleld elvégzett parhuzamos mérési eredmények, az azokbol szamolt atlag és szoras
(SEM) képezte.

A neurofarmaloldgiai kisérletek eredményienk értékelése sordn a kiillonb6zd
drogok hatasanak Osszehasonlitasakor a csoportok szdmatdl fliggéen Student t tesztet

illetve egyszempontos varianciaanalizist alkalmaztunk (ANOVA) és azt kovetd kisérleti
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elrendezésnek megfeleld post hoc teszteket (Dunnett proba) hasznaltunk. A dézisfiiggés
vizsgalatakor szintén a Dunnett tesztet alkalmaztuk post hoc tesztként. A statisztikai
analizisekhez a Graphpad Prism 3.0 programot hasznaltuk. Statisztikailag
szignifikdnsnak a P<0.05 értéket wvettik. A droghatast jellemzé kvantitativ
farmakologiai paramétereket (ECso, 1Csp) értékeket a Prism gorbeillesztd program
segitségével (Graph Pad, San Diego, CA) szamoltuk ki. Csoportonként 6-12 fiiggetlen
kisérletet végeztiink el. Az adatokat atlag £ S.E.M. formajaban abrazoltuk.

Az ELISA technikédval tortént fehérjexpressziés méréseknél csoportonként 4
allatot hasznaltunk. A statisztikai analizis soran egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA) és azt kovetdé Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk az antagonista kezelések
¢és a so illetve az LPS kezelés kozotti szignifikans kiilonbség meghatarozasahoz. A so és
LPS kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket student-t teszttel hataroztuk meg. A
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 szignifikanciaszintet jeldl.

A real-time PCR alapi expresszios kisérletek eredményei esetében
egyszempontos ANOVA (SYBR Green qPCR), illetve kétszempontos ANOVA
(TagMan qPCR) analizist almaztunk. Staisztikailag szignifikansnak a p<0.05 értéket
vettlik. Csoportonként 4-6 allatot hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas gatlé purinerg szabalyozasanak

vizsgalata és receptor szintii feltérképezése

5.1.1. Szemikvantitativ RT-PCR analizis eredménye

Reverz Transzkripciés-PCR technikaval vizsgaltuk a potencidlis P2Y receptor
locus coeruleust is magaba foglald) patkdny agytorzson. Kutatdcsoportunk kordbban
mar kimutatta a P2X1-, P2X2-, P2X3-, P2X4-, P2X6-, P2X7 -, valamint a P2Y1
receptorok fehérjéit kodold génrdl atirddd6 mRNS jelenlélét a katekolaminerg
neuronpopulécio sejttestjeit tartalmazo agytorzsbol. A vizsgalat érintette, de a kddold
mRNS jelenlétét nem mutatta Ki a P2Y,-, P2Y4-, P2Y§ receptor alegységek esetében
(Papp és mtsa 2004a). Mi éppen ezért vizsgaltuk a még eddig nem vizsgalt P2Y
receptorok (P2Y1,-, P2Y13 receptorokat) mRNS expresszidjat. Az analizisb6l kihagytuk
a P2Y; receptor alegység vizsgalatat, mivel tudomasunk szerint ennek a receptornak
nincs ragesalokban ortholog megfelelje. RT-PCR analizisiink kimutatta mindkét, a
P2Y1, és P2Y 13 receptor altipust kodolo génrdl atirddd mRNS expresszios jelenlétét a
katekolaminerg sejteket magaba foglalo agytorzsben, mely igazolta, hogy a P2Yi, és
P2Y 13 receptor a hippokampalis noradrenalin felszabadulas gatlo szabalyozasaban részt
vehet (9. abra).
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9. abra: Patkany agytorzson végzett szemikvantitativ RT-PCR analizis
eredménye. Az izolalt totdl RNS mintat reverz transzkriptaltuk, majd génspecifikus
primerek segitségével amplifikaltuk a P2Y-alegységeket kodold6 DNS szekvenciakat.
100bp 1éptékii DNS standard-ot (létra, ladder) ésA B-aktin endogén kontrollt
hasznaltunk (Fermentas, Vilnius).

5.1.2. [*H]noradrenalin felszabadulas patkany hippokampusz szeletben

Kisérleteinkben a 45 perc tricidlt noradrenalinnal valo inkubdldas és a 60 perc
eldperfuziot kovetden a szeletek teljes radioaktiv-anyag felvétele atlagosan 1.96+0.11x
10° Bg/g (n=12, meghatarozasanak moédjat 1. a Felhasznalt Anyagok és Modszerek
4.2.2. fejezetében) volt. A mintavételi periddus alatt gyljtott 3 perces perfuzatum
mintdk radioaktivitas-tartalmat a mintavétel idopontjaban kalkuldlt szoveti tartalom
szazalékaban fejeztik ki, ez az tun. fractional release szazalék (FR%). Az
adatfeldologozas tovabbi részleteit 1. a Felhasznalt Anyagok és Modszerek fejezetben
(4.2.2). A 60 perc eléperfiziot kovetéen a nyugalmi [PH]NA kiaramlas 0.56+0.04%-
nak (n=12) adoédott, mely relative konstans maradt a mintagy(ijtési periodus soran és
nem tért el szignifikdnsan a kiilonbozoképpen kezelt kisérleti csoportok kozott sem. A
mintavétel 6. percétdl alkalmazott elektromos téringerlés hatasara (S1:25 V, 2 Hz, 240
shock) a [PHJNA felszabadulas tobbszordsére (FRSy: 2.03+0.04% n=12) és
reprodukalhatd modon megemelkedett, a 36. percétdl alkalmazott masodik elektromos
téringerlés (Sz) hasonldé mennyiségi tricialt noradrenalin felszabadulasat eredményezte,
az FRS,/FRS; hanyados 1.09+£0.03 (n=12) volt (10A abra). Kisérleti modelliink tehat

reprodukalhatd valaszt adott az elektromos téringerlésre, a tovabbi kisérletekben az
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egyes kezelések/ drogok hatasvizsgalatanal ezt tekintettiik kontroll értéknek.

A kovetkezékben a hippokampalis noradrenalin felszabaduldsdt modellezd
rendszeriinkben a fesziiltségfiiged Na® csatornak reverzibilis gatloszere, a tetrodotoxin
(TTX) hatasat teszteltiik, melyet a perfuzios folyadékba S, elott 15 perccel tettiink. Két
koncentracioban (1uM és 3uM) is néztiik hatasat az elektromos téringerlés altal kivaltott
[*HINA felszabadulasra. Mindkét alkalmazott koncentricioban a TTX jelenléte
szignifikansan csokkentette az FRS,/FRS1 héanyadost, mely hatas dozisfiiggdnek is
bizonyult, a TTX nagyobb koncentracidban szinte teljesen gatolta a transzmitter
felszabadulasat (TTX 1uM: FRS,/FRS;=0.62+0.03, n=8; p<0.05 vs. kontroll; TTX
3uM: FRS,/FRS;= 0.0954+0.04, n=7; p<0.01 vs. kontroll) (10B &bra). A bazalis
transzmitter Uriilést a tetrodotoxin szignifikansan nem befolyasolta (0.47+0.05%, n=8
vs. 0.56+0.04%; p>0.05). Ezek alapjan elmondhatd, hogy az elektromos téringerlés
tilnyomorészt a fesziiltségfiiggd Na' csatorndk aktivacidja, azaz az axonélis
depolarizécio6 révén valtotta ki a [*H]NA felszabadulést.

A transzmitter felszabadulds mechanizmusat feltard kiséreteinkben az
el8perfuzid kezdetétsl Ca**-mentes ([Ca**],) modositott Krebs’ oldatot hasznaltunk,
melyet a CaCl, megvonasaval és EGTA (1mM) hozzaadasaval allitottunk el6. Az
elektromos téringerlés altal kivaltott [*H]NA felszabadulds csaknem teljes mértékben
[Ca?*]o- fiiggének bizonyult (10B abra), mikozben a bazalis [PH]NA kidramlésra nem
volt szignifikdns hatassal a Ca?*-mentes koézeg (0.47+0.01%, n=8 vs. 0.56+0.04%;
p>0.05). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az elektromos téringerlés altak
kivéltott noradrenalin felszabadulds a klasszikus transzmitter triilés modjat koveti;
vezikularis eredetli €s melyet a fesziltséfliggd Ca®" csatornakon kerezstiil bearamlo

Ca®" valt ki.
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10. abra. A Nyugalmi és az elektromos téringerléssel Kkivaltott
[3H]n0radrenalin felszabadulas patkany hippoakmpusz szeletekben. A. A
mintagytjtési periddust 45 perces tricidlt noradrenalinnal vald inkubdci6 majd a 60
perces eldperfuzio elézte meg. Si, Sy a 3. és a 13. perfuzatum mintavételi ideje alatt
leadott elsé és masodik elektromos stimulaciot jelzik B. TTX és a Ca**-mentes kozeg
hatdsa az elektromos téringerléssel kivaltott [3H]n0radrenalin felszabadulasra. A
statisztikai analizis sordn egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) és azt kdvetd
Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, ** p<0.01.

5.1.3. P2 purin receptor agonistak vizsgalata az elektromos téringerlés altal kivaltott

[*H]noradrenalin felszabadulasra

Az ismert P2 purin receptor agonistak koziil novekedd koncentracidoban vizsgaltuk a
kovetkezOk hatasat: a nem szelektiv P2 receptor agonista ATP és ADP, a szelektiv P2Y
receptor agonista 2MeSADP és a szelektiv P2Y1 receptor agonista MRS2365. Ezeket
18 perccel az S2 elétt adtuk a perfazios folyadékhoz. A Kkisérletekben az egyes

agonistakat, az idevagd szakirodalom alapjan a P2 purin receptorokra, P2Y receptor
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alcsaladra illetve a P2Y; receptor altipusra szelektiv koncentracié tartomanynak
megfelel koncentracioban alkalmaztuk. Mindegyik P2 receptor agonista koncentracio-
fliggd modon csokkentette az elektromos téringerlés altal kivaltott [3H]NA
felszabadulast. A nem szelektiv P2 receptor agonista ATP 3uM — 1 mM tartomanyban
csokkentette szignifikansan az FRS,/FRS; hanyadost, (11-12. abrak), a maximalis
tapasztaltunk (n = 8, p<0.01). Az ATP hatasanak 1Csg értéke 30 uM - nak bizonyult (12.
abra). Az ATP a nyugalmi transzmitter kidramlast szignifikansan nem befolyésolta

(kivéve 3uM—os koncentracioban; 1. tablazat).

2,5 1 -=- kontroll - ATP

[*H] NA FR %

S, .
Sz ATP (300uM)

0,0

0 EIS 1I2 ZI.IS 2I4 3IO 36 4IZ 4IB 5I4 GIO
perc
11. abra. A P2Y purin receptor agonistak hatasa az elektromos
téringerléssel kivaltott [*H|noradrenalin felszabadulasra patkany hippokampusz
szeletekben. Az ATP (300 uM) a 7. mintatol keriilt a perfazios folyadékba, ahogy a kék

vonal is jelzi (kék gorbe). S1, S; a 3. és a 13. perfuzatum mintavételi ideje alatt leadott
elsd és masodik elektromos stimuléciot jelzik (25 V, 2 Hz, and 240 shocks).
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12. abra A P2Y receptor agonistak koncentracio-fiiggé (0.1nM és 1mM
tartomanyban) moédon csokkentették az elektromos téringerléssel Kkivaltott
[3H]n0radrenalin felszabadulast patkany hippokampusz szeletekben. A vizszintes
vonal a kontroll kisérletek FRS,/FRS; hanyadosanak atlagat reprezentalja. A statisztikai
analizis soran egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) ¢és azt kdvetd Dunnett post
hoc tesztet alkalmaztunk, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

A tobbi harom agonista koziil az ADP-t a 0.1- 3uM-os tartomanyban, a 2MeSADP-t a
3-30uM-os tartomanyban, az MRS2365-6t a 01.-100nM-os tartomanyban vizsgaltuk
(12. abra). Az MRS2365 100nM-os koncentracioban valtott ki ~38%-os gatlast, mig az
ADP ugyan ebben a dozisban alkalmazva ~22%-o0s csokkenést idézett el az elektromos
téringerlés altal kivaltott [3H]NA felszabaduldsban. A dozis hatds gorbe tovabbi
elemzése alapjan az agonistak hatas-erGsség sorrendje a kovetkez6 volt: MRS2365>>
ADP>2MeSADP > ATP. Akéarcsak az ADP, a 2MeSADP és MRS2365 sem volt
szignifikans hatassal a nyugalmi [*HINA felszabadulasra (1. tablazat).

1. tablazat A P2Y receptor agonistiak és antagonistak hatisa a nyugalmi
[3H] noradrenalin felszabadulasra patkany hippokampusz szeletekben. A 45 perces
tricidlt noradrenalinnal val6 inkubaciot majd a 60 perces eldperfuziot kovetéen 19 darab
3 perces perfuzatum mintat gyijtottiink. PPNDS-t 18 perccel az ischemia szerti stimulus
kezdete el6tt adtuk a Krebs’ oldathoz. A nyugalmi transzmitter kidramlast a masodik
elektromos ingerlés vagy az ischemia szerti inzultus el6tt 3 perccel mértik. A
statisztikai analizis sordn egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) ¢és azt kdvetd
Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0.05, ns p>0.05.
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Nyugalmi [°’H]NA

Vegyiilet pM felszabadulas FR% * S.E.M. n szignifikancia
kontroll 0.566 + 0.038 12

ATP 3 0.370+ 0.061 8 *
10 0.469 + 0.044 8 ns
30 0.492 + 0.031 8 ns
100 0.502 + 0.054 8 ns
300 0.524 + 0.067 8 ns
1mM 0.491 + 0.068 8 ns
ADP 0.1 0.482 + 0.037 8 ns
0.3 0.433 + 0.042 8 ns
1 0.482 + 0.052 8 ns
3 0.429 + 0.027 8 ns
2-MeSADP 3 0.471+ 0.046 8 ns
10 0.493 + 0.061 8 ns
30 0.509 + 0.065 8 ns
PPADS 30 0.493 + 0.036 9 ns
MRS2179 10 0.508 = 0.058 8 ns
2-MeSAMP 30 0.481+ 0.071 4 ns
PPNDS 1 0.468 + 0.031 8 ns
DPCPX 250 nM 0.511 + 0.058 6 ns
CNQX+AP-5 10 0.438 + 0.037 3 ns
Bicuculline 100 0.445+ 0.011 3 ns

Ezen eredmények dnmagukban még nem elegendéek ahhoz, hogy a hataskozvetitésben
résztvevld receptort azonositani tudjuk, ezért tovabbi anyagok hatasat vizsgaltuk meg,
amelyek segitségével megerdsithetd, vagy kizarhato a lehetséges purin receptorok
részvétele az agonsitdk hatdsdban. E célbdl, pontosabban az adenozin receptorok
lehetséges részvételének feltarasa céljabol teszteltiik az agonistak hatasat az ekto-ATPaz
szelektiv gatlészer, az ARL67156 jelenlétében, az ATP ugyanis felszabadulasat
kovetéen egy extracellularisan jelenlevé enzimrendszer, az ektonukleotidazok
segitségével adenozinna alakul (Zimmermann és mtsai 1998). Az enzimrendszer elsd
tagja az ektoATPaz enzim (vagy mas néven ektoATP difoszfohidrolaz), amely az ATP-
bdl, illetve az ADP-b6l AMP-t hidrolizal a terminalis foszfatcsoportok lehasitasaval. A
kovetkezO 1épésben az AMP-b6l adenozin keletkezik az ekto-5’nukleotiddz enzim
segitségével. Az ekto-5’nukleotiddz reakcid a reakcidsor sebesség-meghatarozé 1€pése,

igy dont6 fontossdgi szerepe van az ATP/ADP ¢és adenozin szint kozti
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balanszirozasaban. Mivel az ATP és ADP nem hat adenozin receptorokon és az
adenozin sem hat ATP receptorokon, az ekto-5’ nukleotidaz reakcio altal egy 1j
extracellularis szignal keletkezik, mely az ATP-t6l illetve ADP-t6l eltérd, nemegyszer
éppen ellentétes hatdsokat kozvetit. Az ARL67156 az altalunk is alklamzott
koncentracioban (50uM) szelektiven képes gatolni az ATP/ADP extracellularis
lebontasat, melyet korabban mar sikeresen igazoltak (Sperlagh 2007). Kisérleteinkben a
mintavételi perious kezdetén adtuk az ARL67156-ot a perfuzids folyadékhoz, mig az
agonistak alkalmazasara a korabbi protokollnak megfeleléen 18 perccel a masodik
elektromos téringerlés el6tt keriilt sor. A szelektiv ecto-ATPaz inhibitor jenlenléte sem
az ADP (3uM), sem az ATP (3-300uM-os koncentracio tartomanyban) gatlo hatasara
nem volt szignifikins hatassal az elekromos téringerléssel kivaltott [*H]NA
felszabadulasban. A kisérletes eredményeket a 2. tablazat foglalja Ossze; ahol az
FRS,/FRS; hanyadost hasonitottuk 6ssze ARL67156 hianyaban, illetve jelenlétében az

adott agonista mellett.

2. tablazat A szelektiv ekto-ATPaz inhibitor ARL67156 (S0uM) hatasa az
ADP (3uM) és ATP (3-300uM) gatlo hatasara az elekromos téringerléssel kivaltott
[3H]NA felszabadulasban patkany hippokampusz szeletekben. Az ARL67156-0t a
mintagytjtési periddus kezdetén, mig az ATP-t és ADP-t 18 perccel a masodik
elektromos ingerlés el6tt adtuk a perfuzids folyadékhoz. A statisztikai analizis sordn
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) ¢és azt kdveté Dunnett post hoc tesztet

alkalmaztuk, ns p>0.05.
Kivaltott [3H]NA felszabadulas Kivaltott [SH]NA felszabadulas
Vegyiilet uM FRS, IFRS;% + SEM n FRS, /FRS;% + SEM n szignifikancia
+ARL67156
ATP 3 0.857 £0.052 6 0.814 £ 0.085 4 ns
30 0.721 +£0.026 8 0.708 £ 0.024 4 ns
300 0.652 £ 0.025 8 0.614 £0.084 4 ns
ADP 3 0.643 +£0.042 8 0.754 +£0.047 4 ns
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5.1.4. P2 purin receptor antagonistak vizsgélata az elektromos téringerlés altal kivaltott

[*H]noradrenalin felszabadulsra

Ebben a kisérletsorozatban kétféle protokoll szerint alkalmaztuk az antagonistakat.
Amikor sajat hatdsukra voltunk kivancsiak, a mésodik elektromos téringerlés (Sz; 25 V,
2 Hz, 240s, 1ms) eldtt 18 perccel kertiltek alkalmazasra csakigy, mint az agonistak. A
kovetkezO P2 purin receptor antagonistak hatdsat vizsgaltuk: a nem szelektiv P2
receptor antagonista PPADS (30uM), a P2Y 1, és P2Y 13 receptor antagonista 2MeSAMP
(10 uM) és a P2Y; receptor antagonista MRS2179 (10 uM). A masodik elektromos
téringerlés eldtt adva a PPADS és a 2MeSAMP nem volt szignifikans hatdssal az
ingerléssel kivaltott [3H]noradrenalin felszabadulasra (3. tablazat), ezzel szemben az
MRS2179 6nnmagaban is szignifikdnsan csokkentette az ingerléssel kivaltott [*HINA
felszabadulast mintegy ~28%-os gatlast eredményezve: MRS2179  kontroll
FRS,/FRS;=0.79+£0.09%, n=8 vs. elektromos téringerlés kontroll FRS,/FRS;=1.09+0.03
n=12; p<0.05, (3. tablazat). A nyugalmi transzmitter felszabadulds a kontroll
kisérletben 0.56+0.04%-nak n=12) adodott, melyet az alkalmazott P2 receptor
antagonistak jelenléte szignifikansan nem befolyasolt (1. tablazat). Amikor az agonista
hatasat probaltuk felfiiggeszteni, a teljes kisérleti periodus alatt jelen voltak az
antagonistak. Ez esetben az agonista nélkiil mért FRS,/FRS; hanyados képezte az
antagonista kontrollokat (3. tablazat; 13. abra) amelyekhez viszonyitottuk a P2
receptor agonista hatdsat az antagonista jelenlétében. Az altalunk alkalmazott agonista
ezekben a kisérletekben az ATP volt, 300uM-os koncentracioban adtuk 18 perccel S;
elott, mivel ennél a ddzisnal tapasztaltuk kordbban a maximalis gatlo hatast, mely
~43%-nak adodott: (5.1.3. fejezet, 12. abra). Mindharom antagonista (PPADS,
MRS2379, 2MeSAMP) teljes kisérleti periodus alatti jelenléte képes volt felfiiggeszteni
az ATP szignifikans gatlo hatasat (13. abra). A PPADS kontrollnal az FRS,/FRS; arany
0.71+0.09 volt, amelyre az ATP jelenléte nem volt hatdssal, a 10uM-0s MRS2179
esetében a gatld hatasa ATP-vel egyiitt alkalmazva az antagonistit az
FRS,/FRS;=0.68+0.06 értékre csokkent, de nem érte el a szignifikancia kiiszobértékét.
A 2MeSAMP (10 uM) kontroll kisérletben az FRS,/FRS; hanyados 0.87+0.09 volt,
mely ATP jelenlétében nem szignifikans mértékben csokkent; az atlagos FRS,/FRS;
arany ezen kisérletekben 0.67+0.05 volt (n=4-7; p>0.05). Osszefoglalva: a P2 receptor
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antagonista PPADS és P2Y12 ¢és P2Y13 receptor antagonista 2MeSAMP nem
befolyasolta a nyugalmi ¢és ez elektromos ingerléssel kivaltott transzmitter
feszabadulast, a  P2Y; receptor antagonista MRS2179 viszont csokkentette a
stimulalassal kivaltott [*H]noradrenalin iiriilését anélkiil, hogy a nyugalmi transzmitter
feszabadulasra hatdssal lett volna. Ugyanakkor, mindhdrom antagonista jelenléte

sikeresen kivédte a nem szelektiv P2 receptor agonista ATP gatl6 hatasat.

3. tablazat A P2Y receptor és egyébb antagonistak hatiasa az elektromos
téringerléssel kivaltott [*H]noradrenalin felszabadulasra patkany hippokampusz
szeletekben. A mintagy(ijtési periodus alatt két alkalommal elektromos téringerlést
alkalmaztunk (25 V, 2 Hz, and 240 shocks) 30 perces idokiilonbséggel. Az
antagonistakat 18 perccel a masodik téringerlés eldtt tettiik a perfuzids folyadékba és a
mintagytjtés hatralevd idétartalma alatt jelen voltak.. A statisztikai analizis soran
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) és azt kovetd Dunnett post hoc tesztet
alkalmaztuk, * p<0.05, ns p>0.05.

Kivaltott [°H]NA felszabadulds

Vegyiilet uM FRS, /FRS,% + SEM n  szignifikancia
kontroll 1.086 + 0.033 12 ns
PPADS 30 0.975+0.111 9 ns
MRS2179 10 0.790 + 0.087 8 *
2-MeSAMP 10 0.900 + 0.006 4 ns
DPCPX 0.25 0.937 +0.104 6 ns
CNQX+AP5 10 0.886 +£0.017 4 ns
Bicuculline 100 0.819 £ 0.064 4 ns

5.15. A glutamaterg ¢és GABAerg transzmisszid szerepe az ATP hatasanak
kozvetitésében az elektromos téringerléssel kivaltott [3H]NA felszabadulas

szabalyozasaban
A hippokampalis noradrenerg idegvégzddéseken az ATP hatasanak kozvetitésében a

neuronokon kifejez6dé P2 purin receptorok mellett egyéb receptorok is részt vehetnek

kozvetett szabdlyozas formdjdban. Kovetkezd kisérletsorozatunkban az excitatoros
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transzmitter glutamat részvételét vizsgéltuk az elektromos téringerléssel kivaltott
[*H]noradrenalin felszabadulasban. Amikor az AMPA/kainat és az NMDA tipusu
glutamat receptorok antagonistait, a CNQX-et (10uM) és az AP-5-6t (10uM) 18 perccel
S, elott adtuk a perfuzids folyadékhoz, a sajat hatasukat szerettilk volna megvizsgalni.
Ebben az esetben a nyugalmi és az ingerléssel kivaltott [*H]JNA felszabaduldst nem
befolyasolta szignifikansan az ionotrép glutamat receptorok gatlasa (3. tablazat). Ezt
kovetéen a nem szelektiv P2 receptor agonista ATP hatasat teszteltiikk a glutamat
receptorok blokkolasa mellett: a szokasos Krebs’ oldatunkat a mintavételi periodus
kezdetén cseréltiik a CNQX-et és az AP-5-6t tartalmazo perfuzids folyadékra, majd 18
perccel S, elétt adtuk az ATP-t (300uM) a kisérleti rendszerhez. ATP hianyaban az
AMPA/kainat és az NMDA tipust glutamat receptor antagonistak szintén nem voltak
hatassal a stimulussal kivaltott transzmitter felszabadulasra; a CNQX+AP-5 kontroll
kisérlet FRS,/FRS; hanyadosa 0.88+0.02 volt. Az ATP oOnmagaban 43+2.5%-0S
gatlassal csokkentette az ingerléssel kivaltott [*H]noradrenalin felszabadulast; mely a
glutamat receptor antagonistak jelenlétében 18.18+3.3 %- os csokkentd hatasra
mérsélkddott (13. abra). Az ionotrdp glutamat receptorok blokkolasa, tehat ha nem is
teljes mértékben, de részlegesen képes volt felfiiggeszteni a P2 receptor agonista
hatasat.

A gatld GABAerg transzmisszio részvételét az elektromos téringerlésel kivaltott
[*H]noradrenalin felszabadulds szabalyozasiban a GABAa receptor antagonista
Bicuculline (Bic) jelenlétében vizsgaltuk. Amikor 18 perccel S, elétt adtuk a
Bicuculline-t (100 uM) a perfiizios folyadékhoz, a nyugalmi és az ingerléssel kivaltott
[PH]NA felszabadulast nem befolyasolta szignifikansan a GABAA, receptorok gatlasa (3.
tablazat). Ezzel szemben, amikor a teljes kisérleti periodus alatt jelen volt a GABAAa
receptor antagonista és Sy el6tt 18 perccel az ATP-t adtuk a perfuzids fiolyadékhoz, az
ATP gatlo hatasat teljes mértékben felfiigesztette a GABAerg transzmisszo gatlasa (13.
abra). A Bicucullin és az ATP egyiittes jelenléte 12.214+9.8%-0s serkentést
eredményezett az FRS,/FRS; hanyados értékében az ATP altal kivaltott 43+2.5%-0s
gatlashoz képest (13. abra).
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5.1.6. Az A; adenozin receptor és a heteromer P2Y1/Al receptor szerepe az elektromos

téringerléssel kivaltott [PH]NA felszabadulas szabalyozasaban

A kovetkezo kisérletsorozatban az A; adenozin receptor szelektiv antagonista DPCPX
hatasat vizsgaltuk, mely hatékonyan képes gatolni a heteromer P2Yi/A; receptor
agonista indukalt aktivacidjat is (Yoshioka 2001). Ezekben a kisérletekben is kétféle
modon alkalmaztuk az antagonistat. Amikor 18 perccel S, eldtt adtuk a perfazids
folyadékhoz a DPCPX-et (250nM), az elektromos ingerléssel kivaltott [3H] NA
felszabadulas szignifikdansan nem valtozott (3.tablazat). A nyugalmi transzmitter
tirtilésre hasonlé modon nem volt hatassal az Aj adenozin receptor szelektiv antagonista
jelenéte (1. tablazat). Ezt kovetéen vizsgaltuk a DPCPX hatasat a nem szelektiv P2
receptor agonista ATP mellett: a szokdsos Krebs’ oldatunkat a mintavételi peridodus
kezdetén cseréltiik DPCPX-et tartalmazé perfuzios folyadékra, majd 18 perccel S, eldtt
adtuk az ATP-t (300uM) a kisérleti rendszerhez. Az ATP altal kivaltott 43+2.5%-0sS
gatl6 hatas az Aj adenozin receptor egyidejii blokkolasdval jelentds mértékben csokkent,
204+2.2%-0s csokkenést eredményezve az ingerléssel kivaltott [*H]noradrenalin
felszabadulasban (13. dbra). Ugyanakkor az ATP gétld hatasa a DPCPX mellett is

szignifikans maradt (13. abra).
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13. abra. P2Y receptor és egyébb antagonistak hatiasa ATP jelenlétében az
elekromos téringerléssel kivaltott [’H|NA felszabadulasra patkany hippokampusz
szeletekben. Az antagonistakat fehér oszlop sor (PPADS, MRS2179, 2-MeSAMP,
DPCPX, CNQX + AP-5, és bicuculline (Bic) a mintagytjtési periddus kezdetén adtuk a
perfuzids folyadékhoz, mig az ATP-t 18 perccel a masodik elektromos ingerlést
megeldzden (kék oszlop sor). ATP (300uM) Onmagaban szignifikansan csokkenti az
elekromos ingerléssel kivaltott [3H]NA felszabadulast (p < 0.0001, kontroll oszloppar ).
A statisztikai analizis soran Student-t tesztet alkalmaztuk paros Osszehasonlitasban,
p<0.05.

5.2. Kombinalt oxigén és gliikézmegvonas hatiasa a [*H]noradrenalin

felszabadulasra patkany hippokampusz szeletekben

Kisérleteinkben az ischemia-szer(i allapotot kombinalt oxigén és gliikozmegvonassal
1déztiik eld (a kisérleti protokoll részleteit 1. a Felhasznalt Anygok és Mddszerek 4.2.3.
fejezetében). Az OGD-nek (oxigén és gliikdz deprivacio) is hivott kisérleti rendszer
annak ellenére a leggyakrabban alkalmazott in vitro ischemia modell, hogy az
ischemianak kizarolag csak egyik elemét képes modellezni. A 30 perces ischemia-szer(i
stimulus a kisérleti periddus 6. percétdl a 36.-ig percig tartott. A 60 perces elOperfuziot
kovetéen a mintavételezés kezdetekor a nyugalmi a [*H]noradrenalin felszabadulas
0.55+0.02 % (n=8) volt, mely relative konstansnak mutatkozott a teljes mintagyiijtési

periddus soran. A [*H]transzmitter kidramlas mértéke az in vitro ischemids stimulus (a
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tovabbiakban az egyszerliség kedvéért: ischemia) hatasara késleltetetten, de igen
jelentés mértékben megemelkedett (14A. abra). Az emelkedés 15 perccel az ischemias
inzultus utdn kezdddott, maximumat 21 perc elteltével érte el, és 30 perc multan tért
vissza az alapvonalra, vagyis hatasa reverzibilis volt (14A abra). Az ischemias inzultus
altal kivaltott 6ssz noradrenalin felszabadulads 8.32+1.97%-nak adodott (n=8), melyet a
tovabbi kisérletekben az ischemia-szerti allapotot jellemzd kontroll értéknek vettiink. A
kovetkezd kisérletsorozatban a fesziiltségfiiggd Na* csatornak reverzibilis gatloszere, a
tetrodotoxin (TTX) hatasat teszteltik. A TTX-et 18 perccel az ischemids inzultust
megeldzden raktuk a perfuzids folyadékba és a reperfuzids fazisban is folyamatosan
jelen volt. A tetrodotoxin 1uM-os koncentracioban teljesen gatolta a kombinalt oxigén
és gliikozmegvonassal kivaltott [*H]noradrenalin felszabadulasat (TTX: 2.11+1.05%,
n=8 vs. ishémias kontroll 8.32+1.97%  p<0.05) (14B abra). A nyugalmi
[*H]transzmitter kidramlast azonban szignifikdnsan nem befolyasolta (TTX:
0.64+0.05%, n=8 vs. 0.55+0.02%; p>0.05). A [3H]NA felszabadulds mechanizmusat
feltaro kiséreteinkben az el8perfuzio kezdetétdl Ca®*-mentes ([Ca®'],) moédositott
Krebs’ oldatot hasznaltunk, melyet a CaCl, megvonasaval és EGTA (1mM)
hozzaadasaval készitettink. Az ischemia altal kivaltott [H]NA felszabadulas Ca?*-
mentes kdzegben tovabbi robosztus emelkedésnek indult (14B abra), ugyanakkor a
nyugalmi [*H]transzmitter kidramlas nem valtozott szignifikans mértékben ([Ca?']o:
0.469+0.07%, n=8 vs. 0.55+0.02%; p>0.05). Osszefoglalva: a 30 perces kombinalt
oxigén ¢s glikézmegvonas a patkdny hippokampuszban talnyomorészt a
fesziiltségfiiggd Na'csatorndk aktivacioja, azaz az axonalis depolarizacié révén valtotta
ki a [PHJNA kidramlast, mely nem vezikularis, hanem citoplazmatikus raktarakbol

szabadul fel Ca®*fiiggetlen modon.
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14. abra. In vitro ischémia-szeri stimulussal (kombinalt oxigén és gliikoz
deprivacio) Kkivaltott [*H]noradrenalin felszabadulas patkiany hippoakmpusz
szeletekben. A. A mintavételezés 6. percétl oxigén és gliikoz mentes perfuzids
folyadékot hasznaltunk 30 percen at, ahogy a fekete vonal is jelzi. TTX (kék gorbe) és a
Ca’*-mentes kozeg (piros gorbe) hatisa a stimulus altal  kivaltott [PH]NA
felszabadulasra. B Az ischémia altal kivaltott Ossz [3H]n0radrenalin felszabadulas
mennyiségét gorbe alatti teriilet modszerrel szamoltuk TTX és Ca**-mentes kozeg
hianyaban illetve jelenlétében. A statisztikai analizis sordn egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) és azt kovetd Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, *
p<0.01, ** p<0.01.

5.2.1. P2 purin receptor antagonistak vizsgalata a kombinalt oxigén és gliikézmegvonas

altal kivaltott [SH]noradrenalin felszabadulésra

A kovetkezd kisérletekben P2 receptorok kozvetitd szerepét vizsgaltuk az ischemia altal
kivaltott [*H]transzmitter felszabadulasban. A kisérletsorozatban a vizsgalt antagonistak
a 30 perces ischémias stimulus eldtt 18 perccel keriiltek alkalmazasra. A kovetkezd P2
purin receptor antagonistak hatasat vizsgaltuk: a nem szelektiv P2 receptor antagonista
PPADS (30uM), a P2Y 1, és P2Y 13 receptor antagonista 2MeSAMP (10 uM), a szelektiv
P2Y; receptor antagonista MRS2179 (10 uM) és a potens P2X1 receptor antagonista
PPNDS (1 uM). A PPADS ¢és a 2MeSAMP nem volt szignifikans hatdssal az ischémias
stimulussal kivaltott [3H]n0radrenalin felszabadulasra (15. és 16. abra). Ezzel szemben,
a P2X1 receptor antagonista, PPNDS (100 uM) esetében (15. abra) mintegy 91%-0S
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gatlo hatast tapasztaltunk a 30 perces kombinalt oxigén és gliikkoz deprivacié altal
kivaltott transzmitter felszabadulasban (PPNDS 0.74+0.711%, n=8 vs. ischémias
kontroll 8.32+1.97%, p<0.01). A szelektiv P2Y; receptor antagonista MRS2179 pedig
jelentds mértékben, 120%-o0s serkentd hatassal fokozta az ischémias stimulussal
kivaltott [3H]n0radrenalin kiaramlast (MRS2179 18.19+£3.95% n=8 vs. ischémids
kontroll 8.32£1.97% p<0.01). A nyugalmi transzmitter feszabadulasra egyik P2

receptor antagonista sem volt hatassal (16. abra).
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1,0 4

0,5 1
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15. abra. P2 receptor antagonistak (PPADS, PPNDS) hatisa az in vitro
ischemia szerii stimulussal (kombinalt oxigén és gliikéz deprivacid) kivaltott
[*HInoradrenalin felszabadulisra patkany hippoakampusz szeletekben. A
mintavételezés 6. percétdl oxigen €s glilkdz mentes perfuzids folyadékot hasznaltunk 30
percen at. A PPADS (30uM, piros gorbe) és PPNDS (1uM, kék gorbe) hatisa a
kivaltott [*H]NA felszabadulasra. Az ischemia altal kivaltott dssz [*H]noradrenalin
felszabadulas mennyiségét gorbe alatti teriilet modszerrel szdmoltuk PPADS és PPNDS
hidnyadban illetve jelenlétében. A statisztikai analizis sordn egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) és azt kovetd Dunnett post hoc tesztet al.kalmaztunk, *
p<0.01, ** p<0.01.
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16. abra. P2 receptor antagonistaik (MRS2179, 2-MeSAMP) hatasa az in
vitro ischemia szerii stimulussal (kombinalt oxigén és gliikoz deprivacio) kivaltott
[*H]noradrenalin felszabadulasra patkiany hippoakmpusz szeletekben. A
mintavételezés 6. percétdl oxigén és gliikdz mentes perfizios folyadékot hasznaltunk 30
percen at. MRS2179 (10uM, piros gorbe) €s 2-MeSAMP (10uM, kék gorbe) hatasa. Az
ischemia 4ltal kivaltott dssz [H]noradrenalin felszabadulas mennyiségét gorbe alatti
teriilet modszerrel szdmoltuk MRS2179 ¢és 2-MeSAMP hidnyaban illetve jelenlétében.
A statisztikai analizis soran egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) ¢és azt kovetd
Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk, * p<0.01, ** p<0.01.
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53. A P2X7 receptor aktivaciojanak vizsgalata az Interleukin-1p (IL-1p)
termelodés szabalyozasaban ragcesaldo hippokampuszban in vivo gyulladasos

modellben

A noradrenalin felszabaduléds szabalyozasa nem az egyetlen lehetséges és még kevéssé
feltart tdmadéaspont, amely altal a neurodegeneracid folyamata purinerg
mechanizmusokon keresztiil szabalyozhat6. Régota ismert a gyulladdsos citokinek,
koziilik is kiemelten az Interleukin-1B-nak az idegi sejtelhalast sulyosbitd hatasai
(Martin F. Lister 1998). Ezek a gyulladasos mediatorok az ischémias inzultust kovetden
els6sorban a nem idegi sejtekbdl szabadulnak fel, f6 forrasaik a mikroglia és asztroglia
sejtek. Ugyanakkor az is ismert, hogy a periféridn a bakteridlis endotoxin
(lipopoliszacharid, LPS) hatasara 1étrejove, biologialiag aktiv IL-1B termeléshez
sziikséges masodik, extracellularis szignalt a P2X7 receptor aktivacidja biztositja.
Korabbi kisérletekben mar megallapitast nyert a P2X7 receptorok kulcsfontossagu
részvétele a gyulladdsos citokin poszttraszlacios feldolgozasanak szabdlyozdsédban a
periférias immunkompetens sejtek vonatkozasaban. In vitro gyulladasos modellekben is
igazoltak az agyi IL-1P termelés szabalyozasdban a P2X7 receptorok hataskozvetitd
szerepét (Chafke és mtsai 2002) Ugyanakkor nem ismert, hogy a kozponti
idegrendszerben, kiemelten a hippokampuszban milyen szerepet jatszanak a P2X7
receptorok a nyugalmi és gyulladasos stimulusokra 1étrejové IL-1B termelddésben. Az
értekezés masodik részében, in vivo gyulladasos modell alkalmazasaval vizsgaltuk a
P2X7 receptor aktivacido IL-1p termelésre gyakorolt hatdsat nyugalmi allapotban és
bakterialis endotoxin kezelést kovetden. A kisérletsorozatban kiilon vizsgaltuk patkany
¢és egér hippokampusz esetén a gyulladasos citokin tartalom valtozasat a kiilonb6zd
kezeléseket kovetden. A gyulladdsos modell tovabbi részleteit 1. a Felhasznalt Anyagok
immunoassay-vel hataroztuk meg melyet 1. a Felhasznalt Anyagok és modszerek
(4.3.3.) fejezetben.
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5.3.1. Periférias bakterialis endotoxin kezelés hatdsa patkany hippokampusz IL-13

termelésére

A kisérletek soran a patkanyok intraperitonealis injekcid formajaban kaptak a bakterialis
endotoxint, a lipopoliszacharidot (LPS), amely a Gram-negativ baktériumok sejtfalabol
szarmazd erésen immunogén anyag. A kiinduldsi kezelési id6 hosszat Roche és
munkatarsai altal leirt megfigyelés alapjan valasztottuk ki, mely szerint 2 oraval a
szisztémas LPS injekciot kovetden mar detektalhatd novekedést mutathatd ki a centralis
IL-1pB termelésben (Roche és mtsai 2006). Ezt koveten kétféle LPS dozist (300ug/kg és
500ug/kg) és tovabbi két kezelési idot (4, 6 ora) teszteltiink, a gyulladdsos modell
paramétereinek optimalizalasa érdekében (17. abra). A s6 és LPS kezelések kozotti
szignifikans kiilonbségeket student-t teszttel hataroztuk meg. A *p<0.05, **p<0.01
szignifikanciaszintet jelol.

A nyugalmi IL-f termelés mar 2 6raval a so kezelést kdvetden is jol kimutathato
szinten mozgott (64.44+15.92 pg/ml, n=4), mely megegyezett a 6 6ras kontroll kezelést
kovetéen mért bazalis citokin szinttel (70.3245.92 pg/ml; n=4). Ezzel szemben 4
oraval a s6 injekciozasat kovetden 1ényegesen magasabb nyugalmi IL-1B koncentraciot
mutattunk Ki. A szisztémas LPS injekcio mar a két oras kezelés esetén robosztus
novekedést idézett elé a kezdeti bazalis IL-1B tartalomban, mely emelkedés
dozisfiiggdnek bizonyult a patkany hippokampuszban: 300ug/kg: 131.6+6.1 pg/ml, n=4,
p<0.05; 500png/kg: 178.4+20.3 pg/ml, n=4, p<0.01, 6sszehasonlitva nyugalmi 2 6ras IL-
1B szinttel (17. abra). A 4 oras és 6 oras LPS kezelések esetében is szignifikans
novekedést tapasztaltunk a mért IL-1p koncentracioban, azonban dozisfiiggést csak az
utobbi esetben lattunk (6 oras kezelés 300ug/kg: 227.6+14.4 pg/ml, n=4, p<0.05, 320%-
os emelkedés; 500pg/kg: 332.9+35.2 pg/ml, n=4, p<0.01 474%-os emelkedés; 4 oOras
kezelés 300pg/kg: 298.50+36.63 pg/ml, n=4, p<0.01 17. &bra). A tovabbi kisérletekben,
melyek a hataskozvetitd receptor azonositasara iranyultak, gyulladasos kontrollként a 6

oras 300pg/kg LPS kezelést alkalmaztuk.
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17. abra. A nyugalmi és LPS (Escherichia Coli) kivaltotta IL-1p termelés
patkany hippokampuszban. Az IL-1p valaszokat 2, 4 és 6 6raval a feltlintetett dozisu

crer

fazisu enzim immunoassay-vel hataroztuk meg feliilisz6 mintakbol.

5.3.2. P2 purin receptor antagonistak vizsgalata a nyugalmi és a periférias bakterialis

endotoxin altal kivaltott IL-1p termelésre patkany hippokampuszban

Az ismert P2 purin receptor antagonistak koziil a kovetkezok hatdsat vizsgaltuk: a nem
szelektiv P2 receptor antagonista PPADS (25mg/kg), mely tobb P2X (P2X1, P2X3,
P2XT7) és P2Y (P2Y1, P2Y4 P2Ys) receptor altipuson is hat, a P2X7 receptor antagonista
BBG (100mg/kg) és a szelektiv P2X7 receptor antagonista oATP (0.9mg/kg). A
kisérletekben az egyes antagonistakat irodalmi adatok alapjan a P2 purin receptorokra, a
P2X receptor alcsaladra illetve a P2X7 receptor altipusra szelektiv koncentracid
tartomanynak megfeleld in vivo doézisban alkalmaztuk (Gourine és mtsai 2005, Griffiths
és mtsai 1995). Ebben a kisérletsorozatban kétféle protokoll szerint injektaltuk
intraperitonealisan az antagonistakat: mig a BBG-t és PPADS-t 30 perccel, addig az
O0ATP-t 2 6raval adtuk a s0, illetve LPS (300pg/kg) injekciot megelézéen. Amikor a so6
kezeléseket megelézden adtuk az antagonistdkat, a nyugalmi IL-1p szintre gyakorolt
hatasukra voltunk kivancsiak. Az oATP esetében a hosszabb kezelési idot az indokolta,

hogy legalabb 120 perces iddtartam sziikséges ahhoz, hogy az oATP irreverzibilisen
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képes legyen gatolni a P2X7 receptort. 6 o6raval a so, illetve LPS injekciot kdvetéen
dekapitaltuk az allatokat. A kisérletsorozatban az antagonistdk mellett minden esetben
parhuzamosan so €és LPS kezeléseket is végeztiink, melyek a tesztelni kivant vegyiiletek
kontroll csoportjait képezték. Az IL-1p termelddést a pg/ml-ben kifejezett s6 oldattal
kezelt kontroll kisérletek atlaganak szazalékdban fejeztiik ki, ahol a s6 kezelések
atlagértékét vettik 100+6.87%. A statisztikai analizis soran egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) és azt koveté Dunnett post hoc tesztet alkalmaztunk az
antagonista kezelések ¢és a so illetve az LPS kezelés kozotti szignifikans kiilonbség
meghatarozasdhoz. A so és LPS kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket student-t
teszttel hatdroztuk meg. A *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 szignifikanciaszintet jeldl.
A PPADS és az oATP jelenléte 6nmagdban nem volt hatassal a bazalis I1L-1p
szintre (18. abra). Ezzel szemben a BBG 6nnmagaban is szignifikdnsan csokkentette a
nyugalmi IL-1B szintet a patkany hippokampuszban mintegy ~69%-os gatlast
eredményezve: BBG 30.93+5.91% a s6 kezelés szazalékaban kifejezve vs. 100+6.87%,
n=4, p<0.01 (18. abra). Ezzel szemben mindharom antagonista (PPADS, oATP, BBG)
jelenléte képes volt felfliggeszteni az LPS (300ng/kg) altal kivaltott szignifikéans,
mintegy 330%-0s novekedést a hippokampalis IL-1 termelésben (18. abra)
(PPADS+LPS 169.61+3.37%; oATP+LPS 124.99+12.85%; BBG+LPS 58.84+5.75% a
sO kezelés szazalékaban kifejezve). Ismert, hogy a P2X7 receptor aktivaciot szamos
olyan downstream esemény koveti, melyek maguk is részt vesznek a gyulladasos
citokinek, igy az IL-1PB transzkripcigjaban és processzéalasdban. A p38 MAP kinaz
foszforilacigjanak  hozzajarulasat az érett IL-1B processzalashoz makrofag
sejtkulturaban mar igazoltdk (Kim 2004, 2004b), valamint kutatocsoportunk a P2X7
receptor aktivaciofiiggd p38 MAPK expressziot is kimutatta ragesald hippokampuszban
(Papp és mtsai 2007). Ezek a korabbi eredmények indokoltak, hogy megvizsgaljuk a
p38 MAPK szignal transzdukcids elem részvételét a hippokampalis gyulladésos
mediatorok termelésének szabalyozasaban is. A p38 MAP kinaz részvételét a nyugalmi
és az LPS kivaltotta IL-1B termelddésben, a szelektiv p38 MAP kindz inhibitor,
SB203580 (0.42 mg/kg) jelenlétében vizsgaltuk. Az SB203580-t 30 perccel a so illetve
LPS injekciot megel6zden adtuk 1.p., majd 6 oraval az LPS kezelés utan dekapitaltuk az
allatokat. A p38 MAP kindz inhibitor jelenléte a nyugalmi és a szisztémasan indukalt

gyulladasos IL-1B termelést egyarant szignifikansan csokkentette (SB203580
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39.2445.25% vs. s6 kezelés 100+6.87%, SB203580+LPS 59.7843.60% vs. LPS kezelés
327.34+10.91%, n=4, p<0.01 18. abra).
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18. abra. A P2 purin receptor antagonistak és a p38 MAPK inhibitor
SB203580 hatasa a nyugalmi és a periférias bakterialis endotoxin kivaltotta IL-1p
termelésre patkany hippokampuszban. A nem szelektiv P2 receptor antagonista
PPADS-t (25mg/kg), a P2X7 receptor antagonista BBG-t (100mg/kg) és az SB203580-z
(0.42 mg/kg) 30 perccel, mig a szelektiv P2X7 receptor antagonista oATP-t (0.9mg/kg)
2 oraval adtuk az intraperitonealis so illetve az LPS (300ng/kg) injekciot megelézden.

crer

feliilisz6 mintdkbodl. A citokin szinteket reprezentald adatokat a s6 kezelés szazalékaban
kifejezett atlag + S.E.M. abréazoltuk.

5.3.3. P2 purin receptor agonistak vizsgalata a nyugalmi és a periférias bakterialis

endotoxin kivaltotta IL-1p termelddésre patkany hippokampuszban

A szisztémas bakteridlis endotoxin 4ltal kivaltott emelkedést az IL-1B produkcidoban
szamos P2X receptor agonista hatasu purin nukleeotid képes modulalni. Az ismert P2
receptor agonistak koziil az endogén ligand és nem szelektiv P2 receptor agonista ATP
(9 mg/kg), és a P2X1, P2X3, P2X7 receptor agonista BzATP (6.4 mg/kg) hatasat
vizsgaltuk. A kisérletekben az egyes agonistdkat irodalmi adatok alapjan a P2 purin

receptorokra illetve a P2X receptor alcsaladra szelektiv koncentracié tartomanynak
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megfeleld in vivo dozisban alkalmaztuk (Guerra és mtsai 2003). A tesztelni kivant
agonistdkat ebben a kisérletsorozatban kétféle protokoll szerint injektaltuk
intraperitonealisan. A BzATP-t 30 perccel adtuk a so, illetve LPS (300ug/kg) kezelést
megelozéen. Az ATP esetében két kezelési 1dot is teszteltiink, 2 oraval a s6 / LPS
injekcio elott, illetve 4 oraval a s6 / LPS kezelést kovetden adagoltuk ugyanabban a
dozisban. Akarcsak az antagonistakkal végzett kisérletek esetében itt is, amikor a s
kezeléseket megeldzden adtuk az agonistakat, a nyugalmi IL-1p szintre gyakorolt sajat
hatasukra voltunk kivancsiak. 6 6raval a kontroll nyugalmi és gyulladasos kezeléseket
kovetden dekapitaltuk az allatokat. A kisérletsorozatban az agonistak mellett minden
esetben parhuzamosan s6 és LPS (300ug/kg) kezeléseket is végeztiink, melyek a
tesztelni kivant vegyiiletek nyugalmi és gyulladdsos kontroll csoportjait képezték. Az
IL-1B termelést itt is, akarcsak az antagonistak esetében a pg/ml-ben kifejezett so
oldattal kezelt kontroll kisérletek atlaganak szazalékaban fejeztiik ki, ahol a s6
kezelések atlag értékét vettiik 100%-nak. Az ATP id6fliggd modon modulélta a
hippokampalis IL-1pB szintet, mely hatas a kétféle kezelési protokollnak megfeleléen
ellentétes iranyunak bizonyult. Amikor az ATP-t, 4 6réval a s¢ illetve LPS injekcio utan
adtuk, a nyugalmi IL-1p szintre nem volt hatassal az ATP rovid idétartamt jelenléte
(19. abra). Ezzel szemben a gyulladasos stimulus altal kivaltott IL-1B termelésben

tovabbi, mintegy ~23%-kal serkenté hatast novekedést tapasztaltunk (19. abra).
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19. abra. ATP hatasa a nyugalmi és a periférias bakteridlis endotoxin
kivaltotta IL-1P termelésre patkiny hippokampuszban. Az intraperitonedlis so
illetve az LPS (300ug/kg) injekciot utan 4 oraval adtuk az ATP-t (9 mg/kg). ATP
jelenlétében szignifikans emelkedést tapasztaltunk az LPS kivaltotta IL-1p termelésben.
feliiliszé mintakbdl. A citokin szinteket reprezentalo adatokat a s6 kezelés szdzalékaban
kifejezett atlag + S.E.M. 4brazoltuk.
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Ugyanakkor, amikor a masik protokollt alkalmaztuk, é¢s az ATP-t 2 6raval a kezeléseket
megeldzden injektaltuk i.p., az a bazalis és az LPS kivaltott IL-1p termelést IS egyarant
szignifikansan csokkentette (20. abra). A BzATP —t 30 perccel a sé illetve az LPS
injekcid elott adagolva szintén szignifikans, csokkend hatést tapasztaltunk a nyugalmi
¢és a bakterialis endotoxin kivaltott IL-1p termelésben (20. abra). A mindkét agonista
esetében megfigyelt gatld hatds egy ujabb lehetséges hataskozvettié medidtor
kozremtkodését feltételezi. A kovetkezd kisérletsorozatban az Aj-adenozin receptor
részvételét vizsgaltuk a hippokampalis IL-1p termelés szabalyozasaban, szelektiv
antagonistaja a DPCPX jelenlétében. A DPCPX-t (10mg/kg) 30 perccel adtuk a sé
illetve LPS (300png/kg) kezelést megel6zden, az alkalmazott dozist Higgins ¢és
munkatarsai altal kozolt publikacio alpjan valasztottuk (Higgins és mtsai 2007). A
DPCPX 6nmagaban a nyugalmi citokin szintre nem volt hatassal és az LPS-kivaltott IL-
1B termelést sem befolyasolta szignifikansan (20. abra). Ezzel szemben ATP kezeléssel
kombinalva, amikor az ATP injekciot kovette a DPCPX kezelés, az Aj-adenozin
receptorok blokkolasa kivédte az ATP gatlo hatasat a gyulladasos stimulust kdvetden
(ATP+DPCPX+LPS 140.594+7.29% a so6 kezelés szazalékaban kifejezve vs. ATP+LPS
76.33 £14.17% a s6 kezelés szazalékaban kifejezve, n=4, p>0.05) (20. abra). A bazalis
IL-1p tartalmat ATP jelenlétében sem befolyasolta a DPCPX (20. 4bra). Osszefoglalva:
A szisztémas LPS kivaltott IL-1p termelés szabdlyozasaban patkany hippokampusz
esetében, az Aj-adenozin receptor gatld hatassal, mig a felallitott farmakologiai
(agonista €s antagonista) profil alapjan P2X7 altipusként azonositott P2X receptor

altipus serkentd hatas kozvetitésével vesz részt.
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20 . abra. A P2 purin receptor agonistak (ATP, BzZATP) és az Al-adenozin
receptor antagonista DPCPX hatasa a nyugalmi és a periférias bakterialis
endotoxin kivaltotta IL-1p termelésre patkany hippokampuszban ATP-t (9 mg/kg)
2 odraval, mig a P2X1, P2X3, P2X7 receptor agonista BzATP-t (6.4 mg/kg) és a
DPCPX-t (10mg/kg) 30 perccel adtuk az intraperitonealis s0, illetve az LPS (300ug/kg)

crer

hataroztuk meg feliilisz6 mintakbol.

5.3.4. Periférids bakteridlis endotoxin kezelés hatasa a P2X receptor altipusok

expresszidjara egér hippokampuszban

SYBR Green alapu real-time PCR technikaval vizsgaltuk az agyban kifejez6d6 fébb
P2X receptor altipusokat kodold6 mRNS jelenlétét és expressziojanak valtozéasat a
szisztémas LPS kezelés hatasara egér hippokampuszban. 2 honapos him C57Bl/6J
egereket oltottunk intraperitonedlisan fiziologids sdoldattal illetve bakteridlis
endotoxinnal (250pg/kg), majd a kezeléseket kovetd 7. éraban dekapitaltuk az allatokat.
A kisérleti protokoll részleteit 1. a Felhasznalt Anyagok és mddszerek 4.3.2. fejezetében.
Az altalunk vizsgalni kivant P2X2, P2X4, P2X6 and P2X7 receptor alegységek mRNS
expresszidjanak meghatirozasat az atirt elsé szali cDNS templatbol végeztik el
quantitativ real-time PCR segitségével. A PCR reakcid részleteit 1. a Felhasznalt
Anyagok ¢és modszerek 4.3.1. és 4.3.4. fejezetében. Minden egyes mintaban

meghataroztuk a vizsgalt P2X receptor altipusok €s a haztartasi kontroll gén 18sRNSA
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expresszidjara jellemzo attorési pontokat (Ct), majd minden gén esetében, a megfeleld
kalibraciok  segitségével intrapoldciéval  kiszdmoltuk az  abszolut mRNS
koncentraciokat. A purin receptorok mRNS koncentracidit a endogén kontroll
koncentracioihoz vonatkoztattuk, igy a nyert adatok egymassal 0sszevethetokké valtak.
A statisztikai analizis sordn az egyes P2X receptor altipusok normalizalt expresszios
szintjeit hasonlitottuk Gssze a so illetve az LPS kezelést kapott csoportok kozott.
Kontroll értéknek a séoldattal kezelt csoport normalizalt mRNS szintjét tekintettiik,

melyet 100%-nak vettiink az LPS kezeléssel valo 6sszehasonlitas soran (21. abra).
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21. abra. A P2X receptor altipusok mRNS expressziojanak valtozasa
periférias LPS kezelés hatasara egér hippokampuszban. A 250pg/kg i.p. LPS
kezeléseket kovetd 7. ordban dekapitaltuk az allatokat, a kivett hippokampuszokobdl
total RNS-t izolaltunk és a reversz transzkripcioval atirt cDNS templatbol végeztiik el a
P2X2, P2X4, P2X6 and P2X7 receptor alegységek mRNS expresszidjanak mérését. A
purin receptorok mMRNS koncentracioit a 18sRNS endogén kontroll mRNS
koncentracidihoz vonatkoztattuk. A statisztikai analizis sordan az egyes P2X receptor
altipusok normalizalt expresszids szintjeit hasonlitottuk Ossze a so illetve az LPS
kezelést kapott csoportok kozott. Az adatokat a s6 kezelés szazalékaban kifejezett atlag
+ S.E.M. dbrazoltuk. Csoportonként 6-8 allatot haszndltunk. A statisztikai analizis soran
student-t tesztat alkalmaztun, *p<0.05, szignifikanciaszintet jelol.

6 oOraval a periférias LPS kezelést kovetéen a P2X7 receptor expresszidjaban mintegy
54.62 £ 0.13 %-os emelkedést mutattunk ki a sooldattal kezelt kontroll csoporthoz
képest (21. é&bra; n=8, p<0.05). Hasonl6 tendencidt tapasztaltunk a P2X4 receptor

esetében is, a bakterialis endotoxin szignifikans, mintegy 46.58 £+ 0.08 %-os serkentd
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hatast eredményezett a receptor mRNS expressziojaban (21. abra; n=8, p<0.05). A
P2X6 receptor altipust kodold génrdl altirodd6 mRNS szint esetében nem szignifkans
csOkkenést tapasztaltunk a gyulladdsos stimulust kovetéen (78.69 + 0.17 %-ra csokkent
az expresszids szint a sooldattal kezelt kontroll csoport mRNS szintjéhez 1épest, n=6,
p>0.05). A P2X2 receptor altipus expresszidjara Sem volt hatassal a periférias LPS
kezelés (21. abra).

5.3.5. Periférias bakterialis endotoxin kezelés és a P2X7 receptor génkiiités hatasa egér

szérum ¢és hippokampusz IL-1 termelésére

A kovetkezd kisérletsorozatban 2-3 hoénapos egereket oltottunk intraperitonedlisan
fiziologias sooldattal, illetve bakterialis endotoxinnal (250ug/kg), majd a kezeléseket
kovetd 7. oraban dekapitaltuk az allatokat. Kezelési idonek a patkany kisérletek soran
mar sikeresen alkalmazott 6 orat valasztottuk, az LPS dozist 250pug/testsily kg-on
hataroztuk meg, elézetes kisérleteink eredményei alapjan. A gyulladasos modell tovabbi
részleteit I. a Felhasznalt Anyagok és modszerek 4.3.2. fejezetében. Vizsgalataink soran
Osszehasonlitottuk a C57B1/6J genetikai hatteri P2rx7+/+ vad tipusu és a P2rx7-/- null
mutans egerek periférids ¢és centralis IL-1B termelését nyugalmi allapotban és
gyulladasos stimulust kovetéen. A hippokampusz nyugalmi IL-f termelése 6 oraval a so
kezelést utan 80.91+8.18 pg/ml-nak adodott a vad tipust egerekben (22A. abra, n=8),
amely nem tért el szignifikdnsan a P2rx7-/- egereknél mért bazalis citokin szintt6l (22A.
abra 81.41+6.72 pg/ml, n=8). Vad tipusi egerekben a szisztémas LPS (250pg/kg)
kezelés mintegy ~390%-0S, robosztus novekedést eredményezett a kiindulasi IL-1f
tartalomban (22B abra). A P2X7 receptor deficiens egerek esetén ugyanez a
gyulladasos koriilmény 265%-o0s emelkedést valtott ki (22B abra), mely szignifikansan
kisebb mértékli novekedésnek bizonyult, mint amit a vad tipusu tarsaiknal tapasztaltunk
(LPS 320.4+51.3 pg/ml a vad tipust egér esetében vs. 215.5+16.1 pg/ml a P2rx7-/-
egér esetében, n=8, p<0.01; 22B abra). A kovetkezd kisérletsorozatban a dekapitalas
eldtt transzkardialis perfuziot végeztiink. A hippokampusz nyugalmi IL-B termelése 6

oraval a so kezelést utan 11.9+0.9 pg/ml volt, mely szignifikansan alacsonyabbnak
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adodott, mint a perfuzié nélkiili hippokampusz esetében (80.91+8.18 pg/ml, n=4;
P<0.001 22B 4bra). A periférias LPS (250ug/kg) kezelés hatasara az IL-1 termelés
287%-kal megemelkedett a vad tipusu egér perfundalt hippokampuszaban, de a
detektalt IL-1p mennyisége messze elmaradt a perfuzio nélkiili hippokampuszban mért
citokin produkciotol (transzkardialis perfazio utan: 24.3 +0.3 pg/ml, n=4 vs.perfizio
el6tt: 320+50.6 pg/ml, n=8, p<0.01 22B dbra). A transzkardialis perfuziot kdvetéen sem
a nyugalmi, sem az LPS kivaltotta IL-1B termelésben nem tapasztaltuk szignifikans
kiilonbséget a vad tipusu és a P2rx7-/- egerek kozott, mely kizarja a P2X7 receptor

hataskozvetitd szerepét.
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22. abra. A nyugalmi és LPS (250ng/kg, Escherichia Coli) altal kivaltott IL-
1P termelés P2rx7+/+ vad tipusu és a P2rx7-/- null mutans egér hippokampuszban.
A Transzkardialis perfuzio elott: vad tipusi egér hippokampuszban az 6 6ras LPS
kezelés hatasara jelent6s novekedést tapasztaltunk az IL-1f termelésben. A P2X7-/-
egerekben szignifikansan kisebb mértékli emelkedést indukalt a szisztémas gyulladas. B
Transzkardialis perfuzio utan: nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a vad
tipusu és P2RX7-/- egerek LPS altal kivaltott hippokampalis IL-f3 termelésében. Az IL-

crer

mintakbol.

A periférias gyulladasos valasz vizsgalata soran a 6 oras so, illetve LPS
(250pg/kg) kezelést kovetden a hasiiregbdl és a melliiregbdl gylijtottiink vért és ennek
nyugalmi illetve LPS kivaltott IL-1p tartalmat mértiik. A kisérleti protokoll részleteit 1.

a Felhasznalt Anyagok ¢és mddszerek 4.3.2. ¢és 4.3.3. fejezetében. A szérum nyugalmi
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IL-B termelése szignifikdsan nem kiilonbozott a P2rx7+/+ vad tipusu és a P2rx7-/- null
mutans egerek  kozott (23. dabra). Az intraperitoneédlisan adott LPS hatasira a
hippokampuszhoz hasonlé emelkedést tapasztaltunk a vad tipust egér szérumban (23.
abra, 307.6+36.1 pg/ml 1600%-0s emelkedés), melynél 1ényegesen kisebb novekedést
mértiink az IL-1P termelésben a P2X7 receptor deficiens egerek esetén (23. 4bra,

136.99+39.54 pg/ml).

0 s6 kezelés
400 4 ** B LPS kezelés

320 -
240 1

160 4

IL-1B pg/ml

80 1

vad tipus P2X;R-1-

23 .abra. 6 draval az intraperitonealis s6 illetve a bakterialis endotoxin
(250png/kg) injekcié utan a hasiiregb6l és a melliiregbdl gyiijtott vérszérumbdl
hataroztuk meg a nyugalmi, illetve LPS Kivaltott IL-1§ tartalmat. Az IL-1B

crer

mintakbdl.

5.3.6. P2 purin receptor antagonistak, az ATP és a széles spektrumu réskapcsolat
félcsatorna (Gap junction hemichannel) blokkol6 CBX vizsgalata a nyugalmi ¢és a

periférias bakterialis endotoxin kivaltotta IL-1p termelésre egér hippokampuszban

A patkdny hippokampusz vizsgalata soran kapott eredményeink alapjan felallitott
farmakologiai profilnak megfelelden, célzottan vizsgaltuk a P2X7 purin receptor
antagonistak koziil a P2X7 receptor antagonista BBG (100mg/kg) és a szelektiv P2X7
receptor antagonista oATP (0.9mg/kg) hatasat A transzgénikus P2X7 receptor null
mutdns egértdrzs esetében a nem szelektiv P2 receptor antagonista PPADS vizsgélatara
mar nem keiilt sor. Kisérleteinkben az antagonistédkat, az irodalmi adatok és a korabbi

patkany kisérletekben mar sikeresen alkalmazott, a P2X7 receptor altipuson hatékony,
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illetve altipusra szelektiv koncentraci6 tartomanynak megfelelé in vivo dozisban adtuk
(Gourine és mtsai 2005, Griffiths és mtsai 1995). Kétféle protokoll szerint injektaltuk
intraperitonedlisan a vegyiileteket, a BBG-t 30 perccel, az 0ATP-t 2 o6raval adtuk a so6
illetve LPS (250 pg/kg) injekciot megelézden. Amikor a s6 kezeléseket megeldzden
adagoltuk az antagonistakat, a nyugalmi IL-1p szintre gyakorolt sajat hatasukra voltunk
kivancsiak. 6 6raval a so, illetve LPS injekciot kovetden dekapitaltuk az allatokat. A
kisérletsorozatban az antagonistak mellett minden esetben parhuzamosan s6 és LPS
kezeléseket is végeztiink, melyek a tesztelni kivant vegyliletek kontroll csoportjait
képezték. Az IL-1pB termelést a pg/ml-ben kifejezett s6 oldattal kezelt kontroll kisérletek
atlaganak szazalékaban fejeztiik ki, ahol a so kezelések atlag értékét vettiik 1004+3.67%-
nak a vad tipust egér esetén, mig 100+5.34%-nak a P2rx7-/- egér esetében. Mindkét
P2X7 receptor antagonista jelenléte szignifikdnsan csokkentette a nyugalmi IL-1B
szintet a P2X7 receptort kifejez6 vad tipust egér hippokampuszaban (24A abra). A
BBG 6nmagaban mintegy ~39%-os gatlast eredményezett a bazalis citokin termelésben,
mig az oATP valamivel kisebb mértékben csokkentette a nyugalmi IL-1p szintet (24A
abra). Ezzel szemben, P2X7 receptorok hianyaban kizarolag az oATP kezelés mellett
tapasztaltunk szignifikdns csokkenést az alap IL-1p tartalomban, a BBG esetében nem
taasztaltunk sizignifikans hatast (0ATP 53.37+24.77%- a s6 kezelés szazalékaban
kifejezve vs. 100+5.34%, n=8, p<0.05; 24A abra). Vad tipust egerek esetében a BBG
¢s oATP egyarant képes volt felfiiggeszteni az LPS (250 ng/kg) altal kivaltott
szignifikans, mintegy 290%-os novekedést (24B abra). A P2X7 receptor génkiiitott
egér hippokampusz esetében a BBG és 0ATP kimutatott gatlo hatasa a gyulladasos IL-
1B termelésére szignifikansan kisebb mértéki volt, mint a vad tipust egerek esetében

(24B abra).
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24. abra. P2 purin receptor antagonistik hatisa a nyugalmi és a periférias
bakterialis endotoxin kivaltotta IL-1p termelésre P2rx7+/+ vad tipusu és a P2rx7-/-
null mutans egér hippokampuszban. (A) P2X7 receptor antagonista BBG-t
(100mg/kg) 30 perccel, mig a szelektiv P2X7 receptor antagonista 0ATP (0.9mg/kg) 2
Oraval adtuk az intraperitonealis s6 illetve az (B) LPS (250ug/kg) injekciot megel6zden.

crer

feliiliszo mintakbdl. A citokin szinteket reprezentalo adatokat a s6 kezelés szézalékaban
kifejezett atlag + S.E.M. 4brazoltuk.

Az ismert P2 receptor agonistak koziil az endogén ligand és nem szelektiv P2 receptor
agonista ATP (9 mg/kg), hatasat vizsgaltuk. Az ATP-t 4 oraval a so illetve LPS kezelést

kovetden adagoltuk. 6 oraval a kontroll nyugalmi és gyulladasos kezeléseket kdvetden
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dekapitaltuk az allatokat. Az IL-1 termelést itt is akarcsak az antagonistak esetében a
pa/ml-ben kifejezett s6 oldattal kezelt kontroll kisérletek atlaganak szazalékaban
fejeztiik ki, ahol a s6 kezelések atlag értékét vettiik 100+4.4%-nak (vad tipust egér)
illetve 100£12.9%-nak (P2rx7-/- egér) vettilk. Az ATP a nyugalmi IL-1p szintre nem
volt hatassal sem a vad tipusu egér, sem a P2rx7 génkiiitott egér hippokampusz esetében
(25A abra). Ezzel szemben, a vad tipusu egerek esetén, ATP jelenlétében a gyulladasos
stimulus altal kivaltot IL-1p termelésben tovabbi novekedést tapasztaltunk (25B abra).
Az ATP kivaltott serkent6 hatas azonban teljesen hianyzott a P2X7 receptor hianyaban
(25B abra).

ok ok M vad tipus
@ P2XTR-
. B vad tipus
150% 1 B P2XTR/- 700% 1 *
120% 1 560% -
=) g
2S5 90% - =% 0%
E?S g3
S E  60% A TS 280% 1
© 0 Z5
2< o<
c 30% 1 4 140% -
-
0% - 0% -
ATP - + ATP - +

25. abra. ATP hatasa a nyugalmi és a periférias bakterialis endotoxin
kivaltotta IL-1p termelésre P2rx7+/+ vad tipusu és a P2rx7-/- null mutans egér
hippokampuszban. (A) ATP-t (9 mg/kg) 4 oraval adtuk az intraperitonealis so illetve
(B) LPS (250pg/kg) injekciot kdvetden. Az IL-1B koncentraciojat szilard fazisu enzim
immunoassay-vel hataroztuk meg feliiliszo mintakbol. A citokin szinteket reprezentalo
adatokat a so kezelés szazalékaban kifejezett atlag + S.E.M. abrazoltuk.

A P2X7 receptor aktivaciot kovetd szubcellularis jelatviteli események koziil a patkany
hippokampusz esetében mar vizsgalt p38 MAP kinaz részvételén tilmenden egyéb
lehetéségekkel is kell szamolni. Igy a réskapcsolat félcsatorndk (Gap junction
hemichannel) aktivacidja, mely P2X7 receptor medialt folyamat, szintén hozzajarul az
IL-1B  termelés szabalyozdsdhoz, melyet a periférids gyulladasos citokinek
vonatkozasaban mar igazoltak (Pelegrin és Suprenant 2007). A réskapcsolat
félcsatornak aktivacid részvételét a nyugalmi €s a szisztémas LPS kivaltotta IL-1

termelddés szabalyozasaban, széles spektrumu inhibitora a carbenoxolone (CBX; 30
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mg/kg) vizsgalataval vettik gorcs6 ala. A CBX az alkalmazott koncentracid
figgvényében képes a pannexinek illetve connexinek 4altal medialt eseményeket
blokkolni, illetve alacsony dézisban a PanX1-fiiggd gatlas esete all fenn (Iglesias és
mtsai 2008). Az altalunk alkalmazott dozist Nolan és munkatarsai publikaltak 2007-ban
(Nolan és mtsai 2007). CBX-t 30 perccel a so6 illetve LPS injekciot megel6zéen adtuk
i.p., majd 6 oraval az LPS kezelés utdn dekapitaltuk az allatokat. A réskapcsolat
félcsatornak blokkolasa a nyugalmi és a szisztémdasan indukalt gyulladdsos IL-1fB
termelést egyarant szignifikansan csokkentette (CBX 5.01+0.60% a so kezelés
szdzalékdban kifejezve vs. s6 kezelés 100+3.62%, n=4, p<0.01; CBX+LPS
57.00+4.80% a s6 kezelés szazalékéaban kifejezve vs. LPS kezelés 392.40+14.70%, n=4,
p<0.01).
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5.4. Microarray alapu génexpresszios analizis

5.4.1. Microarray alapu génexpresszios mérés

Sajat kutatasaink és irodalmi adatok a neuroinflammécios betegségek mellett egy
tovabbi lehetséges indikacios teriilet iranyaba forditottak figyelmiinket, ahol a P2X7
receptoron haté ligandok fejlesztése jszerii és igéretes lehet — ez a depresszio. Kideriilt
ugyanis, hogy a P2X7 receptorok hianya illetve farmakologiai gatlasa gatolja a
depresszio-szerli magatartast allatkisérletes modellekben ¢s hangulatstabilizalo
fenpotipust eredményez (Basso és mtsai 2009, Boucher és mtsai 2011, Csolle és mtsai
2013). Munkank harmadik szakaszaban teljes genomra Kkiterjedd génexpresszios
profilosszehasonlitast végeztiink, mely sordn szamos olyan gént azonositottunk, amely a
P2X7 receptor szabalyozd hatasa alatt all, és amelynek a hangulati életben is szerepe
lehet. Ebben a munkaszakaszban génexpressziés microarray segitségével a bakterialis
endotoxin (LPS kezelés) teljes egér genom expresszids mintdzatara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk P2rx7+/+ illetve P2rx7-/- egerekben, kiemelt figyelemmel kisérve a
depresszidval kapcsolatba hozhatod géneket, illetve a P2X7 receptor altal regulalt eddig
megismert funkciokban szerepld inter és intracelluldris komponenseket. Az altalunk
vizsgalt agyi régio, az emocionalis funkciokban fontos szerepet jasztdo amigdala volt.
Kisérleteinkben az Agilent cég altal kifejlesztett custom array-t hasznaltuk, mely a
génexpresszios array-ek kozott az egyik legnagyobb felbontast, mintegy 41041
transzkriptum analizisére alkalmasa egyetlen hibridizacié soran. A kisérleteket 2-3
hénapos, CB57BI/6J vad tipusu (WT) és P2X7 receptor génkiiitott, 20-22 g stlyu him
egereken végeztik. A kisérletsorozat kezdete eldtt a kijelolt allatokat elkiilonitett
ketrecekben kornyezetiikhoz 1 hétig szoktattuk. A kisérlet napjan az allatokat
intraperitonealisan oltottuk azonos végtérfogatu fiziologias sooldattal, illetve LPS-sel
(250 pg/kg), majd az injekciozast kovetd 7. oraban dekapitaltuk az egereket €s jégen
kipreparaltuk az amigdalakat. Mindkét egértorzs esetében 4-4 allat képezte a kontroll és
az LPS kezelt csoportot.

Az ilyen jellegi génexpresszids microarray analizis esetén arra keressiikk a
valaszt, hogy két 6sszehasonlitandd mintaban (példaul egy bioldgiai hatdbanyag hatésa,

mint amilyen az LPS-¢ a kontrollhoz képest) mely gének kifejez6dési mintazataban van
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kiilonbség, illetve ezek mennyiségileg hogyan viszonyulnak egymashoz. Ezt nevezziik
génexpresszios profilnak. A profilok 6sszehasonlitdsaval felismerhetdk és azonosithatok
az adott hatasra (kezelésre, genotipusra) jellemzd gének. Nyilvanvaloan, a kiillénb6zo
hatasokhoz kiilonb6zo génkifejezddési mintazatok tartoznak. Példaul a sejtek kiilonb6zo
receptorain keresztiil kivaltott jelatviteli utjainak génexpressziés mintazatat elemezve,
azonositani lehet ismert szignalok molekularis kovetkezményeit mRNS-szinten. Mi a
normalizalt adatokat figyelembe véve azonositottuk a szignifikdnsan alul ¢és
feliilreprezentalt géneket. Az analizis elsd szakaszdban, a két szempontos ANOVA
analizist kdvetden azt tapasztaltuk, hogy az amigdaldban a génexpresszids profilra
gyakorolt legnagyobb hatast a P2X7 receptorok kozvetitik. A sokezelt P2rx7 +/+ és
P2rx7 -/- egerek expresszios profiljanak dsszevetésekor a vizsgalt 41041 transzkriptum
koziil a kétfajta genotipusban Osszesen 8448 transzkriptum expresszidjdban
tapasztaltunk legalabb kétszeres, szignifikans valtozast, ezek koziil 3133 felregulalodott,
mig 5315 gén alulregulalodott (26. abra). Az ilyen nagyszamu génvaltozas még
génkiiitott allatok expresszios profilja tekintetében is mindenképpen meglepd eredmény,
ami P2X7 receptor széleskorli regulacios szerepére utal, mivel a fals pozitiv és fals
negativ eredmény a megfeleld pozitiv és negativ kontrollok beiktatdsa miatt kevéssé
valészinii. Mivel ilyen nagyszamu gén egyenkénti azonositdsa még jelentds tovabbi idot
vett volna igénybe, elsé megkozelitésben azt az 588 gént azonositottuk, amelyek a
legnagyobb valtozast mutattdk a kétfajta genotipus kozott (A Felhasznalt anyagok és
modszerek fejezet 4.3.5.4 alfejeztében leirtaknak megfeleldoen ezt a génlistat a
disszertacié témajaban megjelent sajat kozlemények koziil a Csolle és mtsai 2013-as
cikk fiiggelékeként feltiintetett tablazat jeleniti meg, mely a cikk Supplementary Table
S2a részeként keriilt megjelenésre) A késébbi génontologiai elemzést is ezen a génlistan
hajtottuk végre.

Az egér amigdala génexpresszios profiljara a P2X7 receptor deficiencia mellett
az endotoxin kezelés is jelentds hatast gyakorolt. Az i.p. LPS kezelés hatasara P2rx7 +/+
egereken Osszesen 570 gén expresszidjanak intenzitasa valtozott meg legalabb
kétszeresére (26A abra) a statisztikailag szignifikans 0.05 szignifikancia kiiszobot is
valtozas kizardlag az endotoxin kezelés expresszios profilra gyakorolt hatasaval hozhato

Osszefliggésbe (26A abra). A feliilregulalodd gének koziil kiemelhetéek a szignal
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transzdukcids folyamatban résztvevd fehérjét kodold gének, mint pl. a foszfatidil-
inozitol foszfat kinaz II (Plip4k2b) vagy a Creb313, receptorokat kddold gének, mint a
Gprl82, vagy az interleukin 4 receptor alfa (Il4ra), mig az alulregulalodo gének koziil
hésokk proteinek (pl. Hspb3) illetve immun modulacioban résztvevd gének (pl. Nfatcl)

emelhetdek ki.

LPS kezelés
(6sszesen 570)

P2X;R defficiencia
(6sszesen 8448)

Normalizalt
fluoreszcencia intenzitas

Interakci6
(6sszesen 8)

P2X,R-/- P2X,R+/+

A B

26. abra A microarray génexpresszios analizis eredményeinek
osszefoglalasa (A) A microarray adatokon elvégzett kétszempontos ANOVA analizis
(Benjamin-Hochberg korrekcidt alkalmazva és a 0.05 alatti p értéket szignifikasnak
elfogadva) sordn kapott legalabb kétszeres fold change (FC) expresszios valtozast
mutatd transzkriptumok megoszldsa a harom f6 hatds (genotipus, LPS kezelés,
interakcid) figgvényében. A Venn diagram részhalmazaiban feltlintetett szamok a
szignifikansan valtozo transzkriptumok szamat jelolik. (B) A P2X7 receptor deficiencia
gyakorolta a génexpresszios profilra a legnagyobb hatast: 8448 transzkriptum
expresszidja valtozott szignifikdns mértékben. Ezek kozil, 3133 transzkiptum
expresszios intenzitdsa novekedést (vords), mig 5315 transzkriptum csokkenést (kék)
mutatott a kontrollnak tekintett vad tipusi mintdkhoz képest A szintéonus a
transzkriptumok expressziojanak mértékét szimbolizalja, a skéla log, alapu.
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5.4.2. Gene Ontology elemzés

Az analizis mésodik szakaszédban a microarray adatértékelés soran kapott eredmények
alapjan a legnagyobb expresszids valtozadst mutatd géneket tartalmazo listan
génontologiai elemzést hajtottunk végre. Az elemzés célja az volt, hogy statisztikailag
szignifikansan (p<0.01) feliilreprezentalt géncsaladokat taldljunk az egyes kisérleti
csoportokban. A gének besorolasa a bioldgiai funkciojuk (GO Biological Process (BP)
alapjan tortént, bar meg kell emliteni, hogy bizonyos géntermékek tobb funkcionalis
csoportba is besorolhatok. Az alkalmazott gén ontoldgiai adatbazis az NCBI GenBank
volt, Mus Musculus referencia lista alapjan. Az egyes annotacioés géncsaladokhoz
kapcsolodo gének listajat a Felhasznalt anyagok és modszerek fejezet 4.3.5.4 fejeztében
leirtaknak megfelelden szintén a disszertacid téméajaban megjelent sajat kozlemények
kozil a Csolle és mtsai 2013-as cikk fliggelékeként feltiintetett tablazata foglalja 6ssze
mely a cikk Supplementary Table S2b-c részeként keriilt megjelenésre. A P2X7
receptor génkiiitott csoportban tapasztalt, legfigyelemreméltobb mértékben feldasult
373 géncsaladrol a 27. dbra mutat Osszefoglalot, mig a fent emlitett Supplementary
Table S2b-c nevii tablazat tartalmazza a bovebb tajékoztatast. A biologiai funkcidk
elemzése soran a legtobb kiilonbséget amint, az, varhatdé volt, a szinaptikus
transzmisszioval, iontranszporttal, jelatviteli halozattal kapcsolatos gének kozott
talaltunk. A G-fehérje kapcsolt receptor jelatviteli Utvonal, ATP szintézis kapcsolt
proton transzport, transzkripcio szabalyozas és GABA jelatviteli utvonalhoz kapcsolodo
géncsaladok elemei szintén nagymértékben indukalodtak a P2X7 receptorok hianyaban
(I. a Felhasznalt anyagok és modszerek fejezet 4.3.5.4 fejeztében leirtaknak megfeleléen
e disszertacio témajaban megjelent sajat kozlemények koziil a Csolle és mtsai 2013-as
cikk fliggelékeként feltiintetett tablazatat, mely a cikk Supplementary Table S2b-c

részeként kertilt megjelenésre).
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Number of genes per concurrent annotations

6602 genes

S —— - 110 genes
113 genes
147 genes

147 genes
156 genes
190 genes
108 gonos

264 genes

membrame (CC)

integral to membrare (CC)
GO0018020 GO 0018021
plasma membrare (CC)
cytoplasm (CC)
GO:0006886,G0 0016020
neleus (CC)
GO:0005808,GO 0018021
Olters

27. abra GO analizis eredménye Az altalunk alkalmazott ontologia a gének
biologiai funkcidja volt. A kordiagram a P2X7 receptor génkiiitott egércsoportban a
legjelentdsebb statisztikailag szignifikansan (p<.001) feliilreprezentalt géncsaladokat
abrazolja.

Ezenkiviil, célzott kereséssel ¢érdemes volt a szignifikdnsan megvaltozott
génallomanyban azokat a géneket is feltérképezni, amelyek mai tudasunk szerint
Osszefiiggnek a depresszioval. Igy egyrészt megvizsgaltuk a depresszioban és
tarsbetegségiben polimorfizmust mutatdo géneket (1. Harvey és mtsai 2007), masrészt

egyéb a kozponti idegrendszeri ingeriiletatvitellel, illletve a depresszi6 mai
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hipotéziseivel (neuroplaszticitdssal) kapcsolatba hozhaté géneket. A kiértékelés
harmadik szakasza a kovetkezd eredményeket adta: a P2X7 génkiiités esetében
szignifikansan alulregulal6do gének kozott tobb gap junction fehérjét kodolo gén (Gjal,
Gjb6, Gjcl, Gjd2). Kiemelhetd emellett még a a neutrofin receptor csaladba sorolhato
glial cell lin derived neurotrphic factor family receptor alpha 1-et (Gfral) kodolo gén, a
neuropeptid Y receptort kodolo gén (Npyr5) és a ryanodin receptort kodold gén (RrY3)
is amelyek szintén alulregulaciét mutattak. Szamos egyéb, a depresszioval korabbi
irodalmi adatok alapjan Osszefiiggésbe hozhaté gén ugyanakkor nem valtozott
szignifikdnsan a P2X7 receptor génkiiitott allatokban, ezek kozé tartoznak egyéb, a
monoamin transzmissziéval kapcsolatos gének (MAO, COMT, SERT stb.),
transzkripcids faktorok (pl. CREB) intracellularis jelatvivé proteinek (p38MAPK,
CAMKII, NFAT stb), citokinek és gyulladdsos mediatorok (IL-1p, IL-6, IFNy és NOS2
stb.).

5.4.3. Kivalasztott gének expressziojanak validacioja TagMan real-time PCR

modszerrel

Az expresszids microarray technika egyik problémaja, hogy szemikvantitativ. A
microarray-re rogzitett target szekvenciak megvalasztasa, és a hibridizacio koriilményei
egyarant befolyasoljak azt, hogy az adott microarray rendszerrel milyen pontossaggal
lehet egy adott génexpresszios valtozast detektalni. A fenti okok miatt, annak
megerdsitésére, hogy a chipen kapott jelintenzitas valoban korreldl-e a gén expresszids
szintjével, fiiggetlen vizsgdlati modszert kell alkalmaznunk. A leginkabb elfogadott
megerdsitd modszer a microarray vizsgalat soran alul-, illetve talexpresszaltnak
mutatkozo kivalasztott gének real-time PCR-es vizsgalata. Microarray eredményeinket
8-8 vad tipusu és P2X7 receptor génkiiitott egér amigdala mintdn TagMan alapu real-
time PCR modszerrel, TagMan Low Density Array mas néven Mikrofolyadék
Kartyarendszer alkalmazasaval ellendriztiikk (Applied Biosystems). Kisérleteink soran
egyarant felhasznaltuk a microarray analizis soran is vizsgalt mRNS mintakat, valamint
attol fiiggetlen 0j kisérlet sorozatbdl nyert amigdala mRNS mintakat is. Célunk volt,

hogy ne csak a microarray eredmények megbizhatosagat ellendrizziik, hanem egyuttal a
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kisérlet/kezelés reprodukalhatosagat is megerdsitsiik. Kisérleteinket 79 valaszott gént
tartalmaz6 TLDA-n végeztiik el, amely a 18S rRNS Gapdh, Hprt, B2m hdéztartési
kontroll géneket is tartalmazta. A kiértékelés soran a depresszid szempontjabol relevans
¢s legnagyobb valtozast mutatd transzkriptumok koéziil, melyek kizardlag a P2X7
receptor génkiiités hatdsara mutattak szignifikans legalabb kétszeres fold change
valtozast, 62 gén expresszidjanak valtozasat mértiik (4A és 4B tablazat). 17 tovabbi gén
arrdl a génlistarol keriilt kivalasztasra, amely kizarélag az LPS kezelés hatasara mutatott
expresszio novekedést (5. tablazat) és a gyulladasos és immunvalaszhoz kapcsolodott.
Amint a 4. tablazatbél kitlinik, 29 gén mRNS-e esetében a mért génexpresszios
valtozasok a microarray adatokhoz hasonlo iranyultsagiinak adodtak, amely mintegy
47%-os validalasi hatékonysagot jelentett. Ezek kozott a gének kozott 25 gén esetében
erdsitettilk meg a P2X7 receptor hiannyal dsszefiiggésbe hozhato expresszidocsokkenést,
melyek kozé sorolhatdbak a GABAA, receptor alegysegeket (Gabrb2, Gabrb3, Gabrg2,
Gabrg3), az ionotrép glutamat receptorokat (AMPA2, AMPA4), metabotrop glutamat
receptort (Grm7), az a2 adrenerg receptor (Adra2a), a CB1 kannabinoid receptort
(Cnrl), a D2 dopamin receptort (Drd2), dopa decarboxylazt (Ddc), és a glicin receptor
alegységeket (Glra2, Glrb) kodolo géneket. (4A tablazat). A P2X7 receptor hidanyaban
felillexpresszalt 29 gén koziil azonban csak 4 gén esetében tudtuk megerdsiteni a
microarray eredményeket (NMDA2B ionotrép glutamat receptort (Grin2b),
corticotrophin releasing hormone 2 receptort (Crhr2), bradykinin receptor (Bdkrbl),
neurexin Il (Nrxn2) (4B tablazat).

4. tablazat A P2X7 receptor génkiiités hatasira szignifikansan regulalodé 62
gén microarray és a TLDA analizis erdeményeinek 6sszehasonlitasa, 4A tablazat a
fellilexpresszalt géneket, mig a 4B tablazat az alulexpresszalt géneket foglalja 6ssze. A
gén szimbolum mellett a GenBank azonositd és a TagMan primerek esetében a gyartoi
inventoried azonositod van feltiintetve.
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Table 1A

Symbol

GenelD

Gene name and
Accession mumber

Agilent (FC)

Real-time PCR (RQ)

TagManID

Adra2a

11551

adrenergic receptor,
alpha 2a [NM_007417]

272

1.34+£0.38 p=0.0171

MmO00845383_s1

Adrb1

11554

adrenergic receptor, beta
1 [NM_007419]

4.77

Mm00431701_s1

Akb5

229949

adenylate kinase 5
[NM_001081277]

5.71

Mm00461978_m1

Aplp2

11804

amyloid beta (Ad)
precursor-like protein 2
[NM_009691]

555

Mm00507819_m1

Bdnf

12064

brain derived
neurotrophic factor
isoform 1 [NM_007540]

3.89

Mm01334047_m1

Casp8

12370

caspase 8 [NM_009812]

957

Mm00802247_mi1

Chkb

12651

choline kinase beta
[NM_007692]

4.160

Mm00432498_m1

Cnr1

12801

cannabinoid receptor 1
[NM_007726]

2.081

1.31£0.28 p=0.0087

Mm01212171_s1

Ddc

13195

dopa decarboxylase
[NM_016672]

2.051

1.5840.84 p=0.0249

MmOO0516688_m1

Drd2

13489

dopamine receptor 2
[NM_010077]

237

2441047 p=0.0120

Mm00438545_m1

Gabarapl1

57436

gamma-aminobutyric
acid (GABA(A)) receptor-
associated protein-like 1
[NM_020590]

447

Mm00457880_m1

Gabra1

14394

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit alpha 1
[NM_010250]

4.130

Mm00439046_m1

Gabrab

110886

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit alpha 5
[NM_176942]

7.79

Mm00621092_m1

Gabrb2

14401

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit beta 2
[NM_008070]

2.141

251112 p=0.0036

MmO00549788_s1

Gabrb3

14402

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit beta 3
[NM_008071]

2.041

1.34£0.55 p<0.0005

Mm00433473_m1

Gabrg1

14405

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit gamma 1
[NM_010252]

255

204089 p=0.0012

Mm00439047_mi1

Gabrg2

144086

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit gamma 2
[NM_008073]

243

1.33£042 p=0.0241

Mm00433489_m1

Gad1

14415

glutamic acid
decarboxylase 1
[NM_008077]

2171

1.10£0.06 p=0.0009

MmO0725661_s1

Gfra1l

14585

glial cell line derived
neurotrophic factor family
receptor alpha 1

2231

1.82+4054 p=0.0308

Mm00833897_m1

Gja1

14609

gap junction protein,
alpha 1 [NM_010288]

4.097

Mm00621092_mf1
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gap junction protein, beta
6 [NM_001010937]

4.48

1.40+0.28

p<0.0016

Mm00433661_s1

Gic1

14615

gap junction protein,
gamma 1 [NM_008122]

2.161

1.24+0.11

p=0.0050

Mm01253027_m1

Gjd2

14617

gap junction protein,
delta 2 [NM_010290]

4.61

Mm00438121_m1

Gjel

76743

gap junction membrane
channel protein epsilon 1
[NM_080450]

2.00

1.49£0.18

p=0.0022

Mm00519120_s1

Glra2

237213

glycine receptor, alpha 2
subunit [NM_183427]

2.34

1.3040.25

p=0.0157

Mm00439140_m1

Girb

14658

glycine receptor, beta
subunit [NM_010298]

5.089

1.164£0.25

p=0.0018

Mm00439140_m1

Gria2

14800

glutamate receptor,
ionotropic, AMPA2 (alpha
2) [NM_D13540]

2.59

1.13+0.05

p<0.0002

Mm00442822_m1

Griad

14802

glutamate receptor,
ionotropic, AMPA4 (alpha
43, transcript variant 1

2.74

1.41+£0.66

p=0.0014

Mm00444754_m1

Grm7

108073

glutamate receptor,
metabotropic 7
[NM_177328]

35.81

1.07+0.16

p=0.0317

Mm01189424_m1

Gstm4

14865

glutathione S-
transferase, mu 4
[NM_D26764]

3.34

Mm00728197_s1

Kihl12

240756

kelch-like 12 (Drosophila)

6.98

1.1940.31

p=0.0074

Mm00462323_m1

Narg1l

66897

NMDA receptor
regulated 1-
like[NM_025832]

6.98

1.77+0.21

p=0.0032

Mm00462323_m1

Ncam1

17967

neural cell adhesion
molecule 1 [NM_010875]

3.310

Mm00456815_m1

Npy5r

18168

neuropeptide Y receptor
Y5 [NM_016708]

6.68

Mm02620267_s1

P2ry1

18441

purinergic receptor P2Y,
G-protein coupled 1
[NM_008772]

3.89

1.47£0.73

p=0.0467

Mm00435471_m1

Pcdh10

18526

protocadherin 10
[NM_001098171]

14.93

MmO00477987_s1

Pcmt1

18537

protein-L-isoaspartate (D-
aspartate) O-
methyltransferase 1
[NM_D0B786]

2.251

1.23+0.28

p=0.0073

Mm00476600_m1

Pde1la

18573

phosphodiesterase 1A,
calmodulin-dependent
[NM_016744]

2191

1.2440.74

p=0.0123

Mm00450244_m1

Plp1

18823

proteolipid protein
(myelin) 1 [NM_011123]

9.031

1.51£0.18

p=0.0033

Mm00456892_m1

Ryr3

20192

ryanodine receptor 3
[BC116740]

2.80

1.7940.22

p=0.0002

Mm01335482_m1
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Table 1B

Symbol

GenelD

Gene name and
Accession mumber

Agilent (FC)

Real-time PCR (RQ)

TagManID

Adcy8

11514

adenylate cyclase
[NM_009623]

17.56

Mm00507722_m1

Adrbk1

110355

adrenergic receptor
kinase, beta 1
[NM_130863]

5.55

Mm00804778_m1

Adrbk2

320129

adrenergic receptor
kinase, beta 2
[NM_177078]

4.38

Mm00622037_m1

Aloxe3

23801

arachidonate
lipoxygenase 3 {
[NM_011786]

Mm00478628_m1

Anxa7

11750

annexin A7
[NM_009674]

Mm00477549_m1

Avp

11998

arginine vasopressin
[NM_009732]

Mm00437761_g1

Bai1

107831

brain-specific
angiogenesis inhibitor 1
[NM_174991]

Mm00558144_m1

Bdkrb1

12061

bradykinin receptor, beta
1 [NM_007539]

27.79

1.60+043 p=0.0498

Mm00432059_s1

Crhr2

12022

corticotropin releasing
hormone receptor 2
[NM_009953]

5.110

5.89+043 p=0.0040

Mm00438303_m1

Drd4

13491

dopamine receptor 4
[NM_007878]

4.580

Mm00432893_m1

Gabrd

14403

gamma-aminobutyric
acid (GABA-A) receptor,
subunit delta
NM_008072]

Mm00433476_m1

Gabrr1

14408

gamma-aminobutyric
acid (GABA-C) receptor,
subunit rho 1
(NM_008075]

4.123

Mm00433499_m1

Geat

26912

glycine C-
acetyltransferase (2-
amino-3-ketobutyrate-
coenzyme A ligase)
[NM_013847]

2545

Mm00496962_m1

Glul

14645

glutamate-ammonia
ligase (glutamine
synthetase)
[NM_008131]

MmO00725701_s1

Grik1

14805

glutamate receptor,
ionotropic, kainate 1
[NM_010348]

12.130

Mm00446882_m1

Grik$

14809

glutamate receptor,
ionotropic, kainate 5
(gamma 2} [NM_008168]

Mm00433774_m1

Grinzb

14812

glutamate receptor,
ionotropic, NMDA2B
(epsilon 2) [NM_008171]

110013  p=0.0062

Mm00433820_m1

Grin2d

14814

glutamate receptor,
ionotropic, NMDA2D
(epsilon 4) [NM_008172]

7.168

Mm00433822_m1

Grm1

14816

glutamate receptor,
metabotropic 1
[NM_0169786]

33.64

Mm00810231_s1

Grmb

108071

glutamate receptor,
metabotropic 5
[NM_001081414]

6.110

Mm00690332_m1

Nrxn2

18190

neurexin 11 [NM_020253]

7.131

1.2810.18 p=0.0328

Mm01236851_m1

P2rx2

231602

purinergic receptor P2X,
ligand-gated ion channel,
2 [NM_153400]

11.180

Mm00462952_m1
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Kizérélag a szisztémas endotoxin kezelésre szignifikdns expresszié novekedést mutatd

gének TLDA analizise valamennyi gén esetében sikeresen megerdsitette a microarray

kisérlet eredményeit (5. tablazat).

5.

tablazat Az intraperitonealis
szignifikans novekedést mutatd 17 gén microarray

LPS

(250 pg/kg) kezelés
és a TLDA analizis

hatasara

erdeményeinek dsszehasonlitiasa. A gén szimbolum mellett a GenBank azonosito és a
TagMan primerek esetében a gyartoi inventoried azonosito van feltiintetve

Table 2
Gene name . .

Symbol GenelD . Agilent (F Realtime PCR (R TagManiD

¥ Accession nhumber 9 Q) RO) 1

irterferon-induced protein

Ifit1 15857 |with tetratricopeptide repeats =1000 2577 p=0.0001 | Mmoos15153_ml
1 (MK _005331]
caspase 4, apoptosis-

Caspd 12363 |related cysteine peptidaze =1000 19.24 p=0.0007 | Mm00432307 _mi
[rhd_O07E09]
chemokine (C-C motif) ligand _

Ccl5 20340 5 [NM_013653] =1000 745 12 p=0.0002 | Mm01 302425 _m1
chemokine (C-C motif) igand _

Ccl9 20308 3 [NM_ D11 336] =1000 20.22 p=0.0001 | MmO0441260_m1
chemoking (C-X-C motif) _

Cxcl10 15945 liganed 10 [NM_029274] =1000 518.38 p=0.0002 | Mm39993072 _m1
chemokine (C-X-C motif) _

Cxcl16 BE102 ligand 16 [HM_023158] 55.71 7.94 p=0.0007 | MmO04EI7T12_m1
guanylate nucleotide binding _

Ghp2 14459 orotein 2 MM, 010260] =1000 68.13 p=0.0001 | Mm00434575_m1
G-protein coupled receptar _

Gproa 14744 £5 [NM_D0152] =1000 10.44 p=0.0021 | Mm02619732_=1
interferon gamma induced _

lgtp 16145 GTPase [NM_018736] =1000 1043 p=0.0002 | MmO0497611 _m1

. irterferon inducible GTPase

ligp1 BO440 | 021790] =1000 46.96 p=0.0001 | MmO0B49928_s1
interleukin 1 receptor _

Hrn 16181 antagonist [NM_00 039701] =1000 =1000 p=0.0001 [ hmo1 337566 _m1
interleukin 4 receptor, alpha

lldra 16190 [MM_001 008700 2358 F.81 p=0.0001 | Mm00439634_m
imtnunity-relsted GTPasze _

Irgm 15944 iy [N 00526 =1000 21.93 p=0.0024 | MmO0492596_m1
interferon-stimulated protein _

Isy20 S7444 [MM_020553] =1000 12.29 p=0.0001 | MmO0469555_m1
macrophage activation 2 like _

MpaZl 100702 [NM_194336] =1000 B1.41 p=0.0001 | Mmo0E43335_m1
=erum amyloid & 1 _

Saal 20205 (MM 009117] =1000 34 .91 p=0.0026 | MmODESE927_oi

Tir? oangg | 1Ol receptor 2 =1000 96 57 p=0.0004 | MmOD442346_m1

[rdhd_011903]
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6. Megbeszélés

Vizsgalatainkban a centralis P2  receptorok szerepét kutatocsoportunkban
hagyomanyosnak tekinthetd neurokémiai (neurotranszmitterfelszabadulas mérés) ¢€s
ujonann beallitott molekularis bioldgiai (IL-1p fehérje mérés, real-time PCR, teljes
genom microarray annalizis) modszerekkel vizsgaltuk. Eredményeink a P2 receptorok
sokrétli részvételét igazoltdk neurotranszmitter felszabadulas szabalyozéasaban, a
gyulladasos citokinek termelddésében és a génexpresszid szabalyozasaban, fiziologias
koriilmények kozott illetve koros stimulusok (ischemia-szerti allapot, gyulladasos

endotoxin) hatasara.

6.1. A hippokampalis noradrenalin felszabadulds preszinaptikus gatlo purinerg

szabalyozasanak vizsgalata és receptor szintl feltérképezése

A disszertacio elso részében az eddig még kevésbé ismert preszinaptikus gatlo purinerg
szabalyozast vizsgaltuk a hippokampalis noradrenalin felszabadulasban. Koriilbeliil 100
milliard neuron taldlhaté az emberi agyban, amelyeknek csak 0,0005%-ara, azaz
500000-re becsiilik azokat, amelyek katekolaminokat hasznalnak neurotranszmitterként.
Annak ellenére, hogy a monoaminerg sejtek szdma meglehetdsen alacsony, ezek a
sejtek jelentés hatdst fejtenek ki a kozponti idegrendszer miikddésének
szabalyozasaban. A noradrenalin (NA) fontos szerepet jatszik az alvasi-ébrenléti,
figyelmi, tanulasi és memoria folyamatokban. A noradrenerg rendszer a célpontja sok, a
depresszio, fajdalom, hipertenzid ¢és egyéb betegségek kezelésére hasznalt
gyogyszernek, emiatt a kozponti idegrendszeri noradrenalin felszabadulas pontos
mechanizmusdnak megismerése illetve a szabdlyozasban szerepet jatsz6 moduléciods
pontok feltarasa alapvetd jelentdségii.

Els6ként azt teszteltiik, hogy kisérleti modelliink alkalmas-e a neurondlis
[PHINA felszabadulas tanulméanyozasira. Mivel az egymast koveté két, alacsony
frekvenciju  elektromos téringerlés altal kivaltott [PH]JNA kidramlas hasonld
mértékiinek adodott, tovabba az nagymértékben TTX- fiiggd is volt ezen idegi aktivitas
alatt, elmondhato, hogy a [*H]NA felszabadulas dontd hanyada neuronélis eredetii, és

akcids potencidl-fiiggd. A noradrenerg végkésziilékben a noradrenalin foként
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vezikuldkban tarolddik. A vezikuldkat morfologiaig két csoportra lehet bontani: kis
(50nm) és nagy (>75nm) atméroja elektrodenz vezikuldkra, melyek tartalmukat tekintve
is eltérnek egymastol. A nagy vezikuldk noradrenalin mellett tartalmaznak dopamin-[3-
hidroxilazt, reverzibilisen kotott formaban ATP-t, secretogranin-1I-t, chromogranin A és
B nevii fehérjéket, illetve neuropeptid Y-t és enkefalinokat. A chromograninok az ATP-
vel és a noradrenalinnal komplexet képezve a raktarozast segitik eld, a secretograninnak
az exocitozisban van szerepe. A Kis elektrodenz vezikulakban secretogranin,
chromograninok ¢és neuropeptidek nincsenek jelen. Specifikusan jellemzd viszont a
synaptophysin, mely a kis vezikuldk exocitdzisaban jatszik szerepet. A kis vezikula nem
tartalmaz dopamin-B-hidroxilaz enzimet sem, tehat az ilyen tipusi vezikulak
noradrenalin-tartalmat  kizarolag az ujrafelvétel biztositjia. A  noradrenerg
végkésziilékekben a vezikuldk mellett a plazméban is vannak koénnyen felszabadithato
noradrenalin raktarak, ezeknek a raktaraknak sokkal gyorsabb az anyagcseréjik, (az itt
tarolodo noradrenalin féleletideje kb. 2 d6ra, mig a vezikularis noradrenaliné 24 6ra). A
raktarozott noradrenalinbdl valamennyi mindig kidramlik a koncentracidogradiensnek
megfelelden a vezikuldkbol a citoplazméba, illetve a citoplazmabol az extracellularis
térbe, de mind a vezikulak, mind, pedig a végkésziilékek membranjdban nagyon aktiv
felvevé (reuptake) apparatus mikodik, mely a kiaramloé noradrenalint felveszi. A
kisérletben ezt a reuptake mechanizmust hasznaltuk fel a [*H]NA sejtekbe juttatasara. A
Dale altal ajanlott neurotranszmitter kritériumok egyike, hogy az idegvégzddésben
raktarozott anyag fiziologids idegingerlésre felszabadul az extracellularis térbe. Ennek
klasszikus formaja az idegingerléssel belépd Ca®* ionok altal kivaltott vezikularis
exocitozis. Kisérleteinkben 1 mM EGTA-val kiegészitett Ca®" mentes oldat perfuzidja
csaknem teljesen gatolta az elektromos ingerlés altal kivaltott [3H]NA felszabadulast. A
[PHINA kiaramlas donto hanyada tehat a konvencionalis
neurotranszmitterfelszabadulasra jellemzé modon torténik idegi aktivitas alatt. Fontos
megjegyezniink, hogy ahhoz, hogy az ATP, noradrenalin és chromogranin képezte
harmas komplex hatékonyan a vezikuldkban megtartsa a noradrenalint, folyamatos 4:1
aranylu noradrenalin: ATP tartalom sziikséges. Konnyen beldthatd, hogy nem csak a
Ca®* fiiggh transzmitterfelszabadulds energia igényes folyamat (Milusheva és mtsai
1992), hanem maganak a neurotranszmitter vezikularis raktarozasa is (Erecinska és

Silver 1996), mely folyamat ebbdl kifolyolag rendkiviil érzékeny az intracellularis ATP

101



DOI:10.14753/SE.2014.1906

koncentracié valtozasara. Korabban kutatocsoportunk kimutatta, hogy ATP hatasara
felszabadulé [PH]NA fiiggetlen az extracellularis Ca®* koncentraciotol, ami arra utal,
hogy a noradrenalin ilyen koriilmények kozott nem vezikularis, hanem citoplazmikus
raktarakbol szabadul fel (Papp és mtsai 2004a).

Az ismert tény, hogy tobb neurotanszmitter felszabadulasasa kettds purinerg
szabalyozas alatt all. P2-receptorok lokalizacidja alapjan megkiilonboztetiink szomato-
dendritikus elhelyezkedésti (posztszinaptikus), ¢és axonterminalisokon elhelyezkedd
(preszinaptikus) receptorokat. Mig a posztszinaptikus P2-receptorok altalaban
serkentdk, addig a preszinaptikus P2-receptorok koziil az eddigi kutatasok alapjan a
P2X-receptorok serkenté (Hussl és Boehm, 2006, Sperlagh és mtsai 2007b), a P2Y-
receptorok pedig gatlo hatast kozvetitenek. A P2Y receptorcsaladnak szintén szamos
tagjat azonositottdk molekuldrisan, ezek koziil jelenleg a P2Y1, P2Y,, P2Y,, P2Ys,
P2Y11, P2Y1, és P2Y313 P2Yi14 receptorok felelnek meg a funkcionalis receptor
kritériumainak (Abbracchio és mtsai 2003, Burnstock 2006a-b). Kutatécsoportunk
korabban mar kimutatta a P2Y; receptorok fehérjéit kodold génrdl atirddd6 mRNS
jelenlétét a katekolaminerg neuronpopuldcid sejttestjeit tartalmazd agytorzsbdl (nem
volt jelen a kédoldé mRNS a P2Y,, P2Y,, P2Ys receptor alegységek esetében (Papp ¢és
mtsai 2004a). Mivel jelenlegi ismereteink szerint a P2Y; receptor ragcsalokban nem
fejezodik ki (Abbracchio és mtsai 2003), a jelen munkaban a még két nem ismert P2Y
receptor (P2Y12 és P2Y13 receptor) mRNS expresszidjat vizsgaltuk és mutattuk ki a
idegvégzodések valtozatos preszinaptikus auto- és heteroceptorokkal rendelkeznek. A
periférias idegrendszer szimpatikus noradrenerg idegvégzdédésein a negativ
visszacsatolasban szerepet jatszo, gatlo hatasu op-adrenerg, Aj-(adenozin)-receptor
mellett az ATP preszinaptikus ionotrop P2X-receptorokon keresztiil, serkenti a
noradrenalin felszabadulast. Igy pl. a tengerimalac jobb szivpitvarban végzett
kisérletben az ATP P2X3- és/vagy P2X2/P2X3- receptorok kozvetitésével a patkany vas
deferens-ben P2X1-, P2X3- vagy P2X2/;-receptorokon keresztiil, ndvelte a noradrenalin
felszabadulast (Queiroz és mtsai 2003). A kozponti idegrendszerben a noradrenalin
felszabadulas az eddigi eredmények alapjan mind pre-, mind pedig posztszinaptikus
purinerg modulaci6 alatt all. Patkany locus coeruleusaban a neuronok sejttestein ATP

érzékeny, serkentd hatastt P2X- és P2Y-receptorokat azonositottak (posztszinaptikus
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modulacid), melyek aktivacidja ndvelte a spontdn akcids potencidlok kialakulasat
(Frohlich és mtsai 1996). A kortikalis noradrenerg idegvégzédések jelentds részében
bizonyitottak gatld hatast Ai-(adenozin) receptorok (Jonzon és Fredholm, 1984), illetve
szintén gatld hatast kozvetitd P2Y-receptorok (Koch és mtsai 1997) 1étezését, melyek
negativ visszacsatolassal gatoljak a noradrenalin felszabadulast (preszinaptikus
modulacié). A hippokampuszba futdé noradrenerg rostokbol felszabaduldo NA esetében a
preszinaptikus, pozitiv iranyu modulaciéban a homomer P2X1- vagy homomer P2X3-
receptorok vesznek részt (Papp és mtsai 2004a). Ugyanakkor a hippokampusz esetében
gatlo P2Y receptor medialt modulaciot eddig még nem mutattak ki, igy ebben a
munkaban egy ilyen gatld preszinaptikus modulacié vizsgalatara tettiink kisérletet. A
hataskozvetitd receptor(ok) azonositdsdban hirom szempontot vettiink figyelembe: 1.
Az RT-PCR analizis eredményét; 2. az agonista hataserdsséget; 3. az antagonista profilt.

Korabbi megfigyelések szerint az elektromos téringerlés altal kivaltott
noradrenalin felszabadulast gatolja az ATP és egyéb P2 receptor agonistak (von
Kugelgen és mtsai 1993, von Kugelgen és mtsai 1994, Koch és mtsai 1997). Mi a
kovetkezd agonistdk hatasat vizsgéaltuk: a nem szelektiv P2 receptor agonista ATP és
ADP, a szelektiv P2Y receptor agonista 2MeSADP és a szelektiv P2Y; receptor
agonista MRS2365. Ez utobbi olyan 2-MeSADP analog vegyiilet, amely magasabb
P2Y receptor szelektivitisa miatt kevésbé kotddik a P2Yi, és P2Y13 receptorokhoz
(Chhatriwala és mtsai 2004). Mindegyik P2 receptor agonista koncentracio-fliggd
modon csokkentette az elektromos téringerlés altal kivaltott [3H]NA felszabadulést a
hippokampusz szeletekbdl, és koziiliik leghatékonyabb az MRS2365 volt, mig az ADP,
majd a 2MeSADP kevésb¢ hatékony, az ATP pedig igen gyenge agonistanak bizonyult.
Irodalmi adatok alapjan az ismert agonista hataserdsségi sorrend a P2Y; receptor
esetében MRS2365 > 2-MeSADP = 2Me- SATP > ADP (Tokuyama és mtsai 1995,
Chhatriwala és mtsai 2004, Jacobson és mtsai 2006), a P2Y3, receptornal a 2-
MeSADP>>ADP > ATP (Hollopeter és mtsai 2001, Simon és mtsai 2002) mig a P2Y 13
receptornal ADP > 2- MeSADP >>ATP (Fumagalli és mtsai 2004). gy tehat
kisérleteinkben az elektoromos téringerlés altal kivaltott [3H]NA felszabadulas
gatlasaért felelés receptor agonista profilja a P2Y; és a P2Y13 receptor farmakologiai
fenotipusaval esik egybe. Kisérleteinket ezen altipusok farmakoldgiai azonositasanak

iranyaban folytattuk: az ATP altal kozvetitett gatld hatast megvizsgaltuk kiilonbozo
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antagonistak jelenlétében. Sajnos a legtobb P2X-receptor altipusra nem létezik szelektiv
antagonista, az antagonistaként hasznalt vegyiiletek két-harom receptoraltipuson is gatlo
hatassal rendelkezik, ami jelentdsen megneheziti a résztvevd receptor azonositasat.
Kisérleteinben az is jelentés problémat jelentett, hogy a kiilonboz6 P2X-receptorok
antagonista érzékenységrol rendelkezésre 4ll6 adatok altaldban rekombinans
receptorokra  vonatkoznak és a  mérési eredmények  tObbsége izolalt
receptoralegységeken, elektrofiziologiai mérésekbdl szarmazik. Valamennyi vizsgalt
antagonista, a nem szelektiv P2 receptor antagonista PPADS (30uM), a P2Y 1, és P2Y 13
receptor antagonista 2MeSAMP (10 uM) és a P2Y; receptor antagonista MRS2179 (10
uM) kivédte az ATP gatlo hatdsat. Ezek kozil az MRS2179 az alkamazott
koncentracidban P2Y receptor szelektivnek tekinthetd (von Kugelgen 2006), tovabba
ismert, hogy a P2Y; receptor aktivacio blokkolja a neuronalis N-tipust Ca®" csatornak
miikodését, mely a vezikularis NA felszabadulas gatlasahoz vezet (Filippov és mtsai
2000). Mig a 2MeSAMP hasonlo hatékonysaggal antagonizalja a P2Y1y és P2Yi3
receptorokat, addig a nem szelektiv P2 receptor antagonista PPADS P2Y; és P2Y 3
receptor preferencidval bir (von Kugelgen 2006). Az elektromos téringerléssel altal
kivaltott [PH]NA felszabadulast gatld iranyban modulalé receptorok farmakologiai
profilja tehat a P2Y; és P2Yi3 receptorok farmakoldgiai fenotipusaval mutatott
hasonlésagot. A P2Y1, receptorok részvétele az ATP gatld hatasanak kozvetitésében
kevésbé valoszint, de teljesen nem zarhato ki. Ugyanakkor, egyéb receptor vagy akar
nem receptoridlis hatas lehetdsége is felmertil az ATP jelenlétében tapasztalt gatlo hatés
mogott. Az ATP ugyanis felszabadulasat kovetden egy extracelluldrisan jelenlevd
enzimrendszer, az ektonukleotidazok segitségével rendkiviil gyorsan inaktivalodik
(Zimmermann és mtsai 1998). Az ektoATPaz enzim (vagy mas néven ektoATP
difoszfohidrolaz) az ATP-bdl, illetve az ADP-b6l AMP-t hidrolizal a terminalis
foszfatcsoportok lehasitasaval, a végsd termék pedig az 1) szignadl molekula az
adenozin. Az adenozin a kozponti idegrendszerben altalanos, gatld neuroprotektiv
modulatorként funkcional és hatasanak fontos Osszetevdje, hogy preszinaptikusan
gatolja a legtdbb transzmitter felszabadulasat (Dunwiddie and Masino 2001). A
hippokampuszban az Aj-adenozin receptorok nagy stirtiségben fejezédnek ki, és pre- és
posztszinaptikus lokalizacidban egyarant jelen vannak (Deckert és Jorgensen 1988,

Fastbom ¢és mtsai 1987). Az Aj-receptorok kozvetitik az endogén adenozin
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preszinaptikus gatlo hatasat az acetilkolin és a glutamat ( Thompson és mtsai 1993)
felszabaduldsara valamint posztszinaptikus membran hiperpolarizdld hatésat a
igen magas ektoATP4az enzim aktivitast mutattak ki korabban (Cunha és Ribeiro 2000),
tovabba az is ismert, hogy ezen agyi régioban az A; —adenozin receptorok gétld hatas
kozvetitésével szabalyozzak a noradrenalin felszabadulast (Jonzon and Fredholm 1984).
Ezek alapjan érdemesnek tiint az ekto-ATPaz és az A;—adenozin receptorok részvételét
is megvizsgalnunk. Az A;—adenozin receptorok szelektiv antagonistdja a DPCPX
jelentésen csokkentette, de nem tudta meg felfiiggeszteni az ATP gatld hatasat. Tudni
érdemes, hogy a DPCPX emellett hatékonyan képes gatolni a heteromer P2Y1/A;
receptor aktivaciojat is (Yoshioka és mtsai 2001). Az altalunk leirtakhoz hasonléan
masok is részleges Aj—adenozin receptor medialt szabalyozast figyeltek meg az ATP
altal csokkentett hippokampalis noradrenalin felszabadulasban (Koch és mtsai 1997).
Az ekto-ATPaz szelektiv gatloszere az ARL67156, az alkalmazott koncentracidban
(50uM) hatékonyan kivédve az ATP/ADP extracellularis lebontasat, ugyanakkor nem
volt hatassal az ATP gatl6 hatasara a [*H]NA felszabadulasban. Eredményeink alapjan
adenozin és P2Y; receptorok is részt vesznek. Mivel a P2Y; és Aj receptorok
koexpresszidja kimutathatd a hippokampuszban (Yoshioka és mtsai 2002), lehetséges,
hogy a két receptor heteromert képezve gatolja a noradrenalin felszabadulast, bar ezt
eléggé kizdrja az a tény, hogy az altalunk leghatékonyabbnak taldlt MRS2179
gyakorlatilag hatastalan anagonista a P2Y1/A; receptoron (Yoshioka és mtsai 2001).
Vizsgalatainkban nem csak a hataskozvetitd receptorok farmakoldgiai azonositasara
tettiink kisérletet, hanem ezen receptorok lokalizaciojanak meghatarozasara is. A
hippokampalis noradrenerg végzddések varikozitasai rendkiviil gazdagok NMDA és
nem-NMDA tipust glutamat receptorokban, melyek aktivacidja fokozza a notadrenalin
felszabadulasat (Pittaluga és Raiteri 1992). Az excitatoros neuronok nagy szamban
expresszaljak az P2Y1 receptorokat (Rodrigues ¢és mtsai 2005), a glutamaterg
szinapszisokban pedig pre és posztszinaptikusan iS megjelenik a P2Y; receptor
immunreaktivitdas (Tonazzini és mtsai 2007), amelynek kolokalizacigjat a VGLUT
immunreaktivitassal szintén kimutattak a hippokampuszban (Rodrigues és mtsai 2005).

Kivancsiak voltunk, hogy vajon az ATP gatlo hatasanak kozvetitésében a neuronokon
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kifejez6dé P2 purin receptorok mellett egyéb sejteken expresszalédé ATP érzékeny
receptorok is részt vesznek-kozvetett szabalyozas formajaban. igy megvizsgaltuk, hogy
a jelen esetben a tapasztalt gatlo ATP hatas kozvetleniil, vagy glutamat kozvetitésével
csokkenti a noradrenalinfelszabadulast. Ezt a lehetséges indirekt ATP hatast két
ionotrop glutamat-receptor antagonista felhasznalasaval vizsgaltuk. Az NMDA-receptor
antagonista AP-5 és a nem NMDA-receptor antagonista CNQX egyiittes adasa csak
részlegesen fiiggesztette fel az  ATP altal kivaltott gatlo hatast a [PHINA
felszabadulasra, melybdl kovetkezik, hogy az ATP hatasa részben glutamat receptorok
kozvetitésével valdsul meg.

Korabban mar targyaltuk, hogy az akcios potencial gatlasa milyen hatassal volt
az elektromos téringerlés altal kivaltott transzmitter felszabaduldsra. A mintakat
fesziiltség fiiggd Na'-csatorna blokkoldval, tetrodotoxin kezelve jelentds csdkkenést
észleltink a felszabaduld noradrenalin mennyiségében, ami a tovaterjed6 akcios
potencialnak a szerepét bizonyitja ebben a folyamatban, vagyis neuronalis eredetii
[3H]NA felszabadulast mértiink. Hippokampalis szinaptoszoma preparatumban
kimutattdk, hogy a P2Y receptorok gatoljak a glutamat felszabaduldst (Rodrigues és
mtsai 2005), igy az egyik lehetséges magyarazat a P2Y receptor aktivacié indirekt NA
felszabadulast csokkentd hatasara, hogy a glutamaterg axonterimalison elhelyezkedd
P2Y; receptorok kozvetitik a gatlo hatast, amelyek aztan csokkent NMDA/nem-AMPA
receptor aktivacio révén a noradrenerg axonterminalisokbol is csokkentik a transzmitter
felszabadulast. Kisérleteinkben ugyanakkor az ionotrép glutamat receptorok blokkolasa
csak részlegesen tudta kivédeni a P2Y receptor aktivacié hatasat a noradrenalin
felszabadulasban, mely azt sejteti, hogy egyéb faktorok is szerepet jatszanak ebben a
szabalyozasban. Igy egyre tobb adat tAmasztja al4 azt, hogy az ATP P2Y receptorokon
keresztiil képes modulalni a glutamat hatasat az NMDA receptorokon (Luthardt és mtsai
2002; Resende és mtsai 2007) ezért mi sem zarhatjuk ki teljesen a P2Y; receptorok
direkt gatld hatasat a pre és posztszinaptikus NMDA receptorokon.

A gatlo GABAerg transzmisszi6 részvételét a [3H]NA felszabadulasban GABAA
receptor antagonista Bic jelenlétében vizsgaltuk. A Bicucullin az ATP kozvetitette gatlo
hatast teljes mértékben képes volt kivédeni. Ebb6 kovetkezik, hogy a GABAaerg gatld
neurotranszmisszonak is meghatarozo szerepe van a P2Y receptor aktivacionak a

hippokampalis [PH]NA felszabadulasra gyakolrolt hatasaban. A feltételezésiink szerint
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ez indirekt hatds: az excitatoros végzddésekkel szinaptizald interneuronok terminalisai a
GABA felszabadulas helyei. Ezt alatamasztjak olyan megfigyelések, hogy a P2Y1
receptor aktivacio a GABAerg interneuronokon fokozza a posztszinaptikus gatlas
frekvencigjat (Kawamura és mtsai 2004), tovabba egy immunhisztokémiai vizsgalat
kimutatta, hogy a hippokampalis interneuron populacio IS expresszalja a P2Y;
receptorokat (Moran-Jimenez és Matute 2000). Sajat hippokampuszra vonatkozo
immunhisztokémiai eredményeink is megerdsitik a korabbi adatokat. Erds P2Y;
immunreaktivitast taldltunk az interneuronokban gazdag hilus és stratum lucidum
teriiletén, az idegsejttesteken és dendriteken (28. abra). Terjedelmi okok miatt a bévebb
magyarazatot és metodikai leirast az idevago cikk tartalmazza (Csolle és mtsai 2008).

Az immunfestés Kittel Agnes mukajat dicséri.

28. abra P2Y; receptor immunkolokalizicioja patkany hippokampuszban
(a) Intenziv pozitiv P2Y; receptor immunjellés mutathatd ki a gyrus dentatus (DG)
hilus régidjaban és a CA3 régid teriiletén egyarant (skala: 504 um. (b) A stratum
lucidum teriilete erdteljes DAB pozitiv festddéssel volt jellemezhet (fehér nyilfej)
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(skala: 63 um). (c) Konfokalis mikroszlop felvételen pozitiv P2Y; immunoreaktivitast
(Cy3 festés, voros) tapasztaltunk a dedriteken (fehér nyil), mig a terminélisok koriil
VGLUT-1 immunoreaktivitas (FITC festés, zold) volt kimutathatdo (d) A dendritek
intenziv P2Y; immunoreaktivitdsa mellett (felsé nyil), gyenge P2Y; immunoreaktivitds
kimutathatdé volt a granularis sejtek vonatkozasaban is. (skala: 21 um). (e)
Elektronmikroszképos felvételen lathatd, hogy a neurondlis sejttestek membranjan
(nyil) tapasztaltuk a kimutatott, pozitiv P2Y; receptor immunjelolést. (f) A hilus
teriiletén, a dendritekre (nyil) jellemz6 az erételjes P2Y 1 immunjel6lést.

Masrészrél viszont a hippokampusz szeletben (Barik és Wonnacott 2006) és
szinaptoszomaban is (Fassio és mtsai 1999) a GABAA, receptor aktivacid dizinhibicids
mechanizmussal, vagyis a gatlas gatlasaval inkabb fokozza, mint csokkenti a [PHJNA
felszabadulast. Ezeket az elentmondasos adatokat és a rajuk épitett elméleteket
kizardlag komplex, indirekt szabalyozast feltételezve értelmezhetjiik. Két lehetséges
magyarazatunk van az altalunk megfigyeltekre. Az elsd szerint a P2Y; és P2Y3
receptorok altal aktivalt interneuron szubpopulacio csokkent GABA felszabadulassal
valaszol az aktivaciora és ez a kisebb mértékii gatlas eredményezheti a csokkent NA
felszabadulast (mivel a GABA gatld hatast kozvetit olyan interneuronokon amelyek
nyugalomban fokoznak a noradrenalin kidramlasat ebben az esetben tehat
feltételezhetOen indirekt hatasrol van szo). A masodik lehetséges magyarazatunk, hogy
a P2Y; és P2Y 3 receptor aktivacio gatolja az interneuronalis pre-és posztszinaptikus
excitatoros neurotranszmissziot azon interneuronok esetében, melyek nyugalomban
serkent6 hatas kozvetitésével fokoznak a noradrenalin felszabadulast.

Erdekes modon agonista nélkiil adva egyik P2Y receptor antagonista sem volt
Onmagéban hatassal az elektromos téringerlés altal kivaltott [3H]NA felszabadulésra. Ez
az eredmény azt mutatja, hogy endogén ATP hianyaban (mely csak magas frekvenciaju
elektromos téringerlésre szabadul fel a hippokampuszban a P2Y receptorok a mi
kisérleti koriilményeink kozott feltételezhetéen nem aktivalodnak. Ismert, hogy a
hippokampuszban magas ektoATPaz aktivitas is jellemz6 mely az ATP gyors
extracellularis lebontasat eredményezi. Mindezek alapjan er6sen kétséges, hogy az
altalunk is alkalmazott fiziologias idegi aktivitast modellezé alacsony frekvenciajh
elektromos téringerlés olyan mennyiségli ATP-t szabaditana fel, amely a jelen 1évd

gyors lebontd enzimrendszert ,,thlélve” aktivalni tudnd a noradrenalin felszabadulést
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gatlo P2Y receptorokat. Ugyanakkor korabbi munkakbol ismert, hogy olyan patologias
allapotokban, mint az in vitro (Juranyi és mtsai 1999) és in vivo (Melani és mtsai 2005)
ischemia-szerti koriilmények az ATP, mar nagyobb mennyiségben szabadul fel a
hippokampuszbél, amely akar alkalmas is lehet a noradrenalin kiaramlas gatld
szabalyozasaban résztvevé P2Y receptorok aktivalasara is. Erdemes megjegyezni, hogy
a purinfelszabadulasnak van egy Onerdsité jellegi mechanizmusa IS a
hippokampuszban, amely szintén a P2Y; receptorok részvételével torténik (Pascual és

mtsai 2012) és ezek a P2Y; receptorok az asztrocia sejtek felszinén vannak.

6.2. Kombinalt oxigén és gliikozmegvonas hatdsa a [*H]noradrenalin felszabadulasra

patkany hippokampusz szeletekben

Kisérleteinkben tehat az in vitro ischemia szerl allapot, - melyet kombinalt oxigén és
gliikbzmegvondssal modelleztiink, - hatasait vizsgaltuk a [*HINA felszabaduldsra az
ischémiaval szemben megkiilonboztetett érzékenységet mutatd patkédny hippokampusz
szeletekben. 30 perces kombinalt oxigén és glikézmegvonas hatdsara a [PH]NA
felszabadulas késleltetetten, de igen jelentds mértékben megemelkedett majd 30 perc
méltan tért vissza az alapvonalra, vagyis hatdsa reverzibilis volt. A [PHINA
felszabadulds mechanizmust feltard kiséreteinkben az eldperfuzido kezdetétdl Ca®'-
mentes ([Ca’*],) modositott Krebs’ oldatot hasznaltunk, ez tovabbi robosztus
emelkedést valtott ki a transzmitter kiarmalasban. Ezzel szemben, a fesziiltségfiiggd Na*
csatorndk reverzibilis gatloszere, a tetrodotoxin (TTX) teljesen gatolta a kombinalt
oxigén ¢és glilkkbzmegvondssal kivaltott [3H]noradrenalin felszabadulasat. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a 30 perces OGD a patkdny hippokampuszban
tilnyomorészt a fesziiltségfiiggd Na' csatorndk aktivacidja, azaz az axondlis
depolarizacio révén valtotta ki a [PH]NA kidramlast, amely azonban nem vezikularis,
hanem citoplazmatikus  raktarakbol  szabadult fel, Ca2+-ﬁiggetlen modon.
Megfigyeléseinket korabbi vizsgalatok eredményei is alatamasztjak, melyek in vitro
ischemia szerli koriilmények kozott a gerincveld (Uchihashi és mtsai 1998, Nakai és
mtsai 1999) és hippokampusz szeletekben (Milusheva és Baranyi 2003, Milusheva és
mtsai 2003) mutattak ki a citoplazmatikus raktarakbol, TTX-fiiggd noradrenalin
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felszabadulast. A kombinalt oxigén ¢és glilkdzmegvonassal kivaltott robosztus
noradrenalin felszabadulast, a Na"K" pumpa elégtelen ellatottsaga miatt intracellularisan
akkumulalodé Na® (Vizi 1972; Kauppinen és mtsai 1988) valtja ki, a Na* fiiggd
transzporter megfordulasa révén (Nakai és mtsai 1999). Ezt kdvetéen a P2 receptorok
kdzvetitd szerepét vizsgaltuk az ischemia szerli koriilmények altal kivaltott [PHJNA
felszabadulasban. A szelektiv P2Y; receptor antagonista MRS2179 szignifikansan
fokozta az ischemia altal kivaltott [PH]JNA felszabadulast, mely az el6zéekben leirt
kisérletekben azonositott gatldé P2Y1 receptor patologias aktivacidjara utal.
Eredményeink egybevagnak korabbi adatokkal, Moran-Jimenez kutatdcsoportja mar
korabban magas P2Y; receptor expressziot azonositott a hippokampuszban (Moran-
Jimenez és Matute 2000). Ugyanakkor a PPADS, a masik P2Y receptoron is haté P2
receptor antagonista nem valtoztatta meg a [3H]NA kiaramlast a hippokampusz
szeletekben, amelyet azzal magyaraztunk, hogy egy masik PPADS-érzékeny receptor
hatasa allhat a hattérben, amely ellenkez6 iranyban modulalja az ischemia-altal kivaltott
[PHINA kidramlast. A PPADS ugyanis nem csak a P2Y1,4¢ receptorok, hanem a
rekombinans homomer P2X12,35 ¢és a heteromer P2X2/3 and P2X1/5 receptor
altipusok hatékony gatldszere is egyben. (Ralevic és Burnstock 1998). Mivel ismert,
hogy a P2X1 és P2X3 receptor aktivacido fokozza a hippokampalis noradrenalin
felszabadulast (Papp és mtsai 2004a), feltételezésiink szerint az ischemia altal kivaltott
endogén ATP P2X1 és P2X3 receptorokat aktivalva jarul hozza az ischemia altal
kivaltott [3H]NA kiaramlashoz. A P2X1 és P2X3 receptorok kozvetitte serkentd és a
P2Y; receptor kozvetitte gatld hatas tehat ellentétes szabalyozas formajaban jelenik meg
egyidejiileg az ischemia szerli koriilmények kozott, mely Osszeségében a PPADS
antagonista hatdstalansdgat eredményezi. Elméletiinket alatdmasztandd, megvizsgaltuk
a feltételezett P2X receptor-medialt serkentd szabalyozast is ischemia szer(
koriilmények kozott. A PPNDS, a szelektiv P2X1 receptor antagonista jelenlétében
valoban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a [PH]NA felszabadulasban, mely
igazolja a serkenté hatasu P2X1 receptor részvételét. Meg kell jegyezniink azonban,
hogy a PPNDS olyan magas koncentracioban, mint amiben mi is alkalmaztuk gatolja az
aamino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate  (AMPA) receptor aktivaciot is
(Suzuki és mtsai 2004), tehat a PPNDS esetében a glutamat receptorokkal vald

kolcsonhatast nem zarhatjuk ki teljesen a NA felszabadulas szabalyozasaban. Ezzel
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szemben, a 2MeSAMP a P2Y1,,13 receptor antagonista nem valtoztatta meg a [3H]NA
szeri koriilmények kozott ezen P2Y receptor altipusok nem vesznek részt.
Eredményeinket osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a 30 perces ischemia szerti
stimulus jelentés mértékben megndveli a citoplazmatikus raktarakbol a noradrenalin
kidramlast az extracellularis térbe. A preszinaptikus P2 receptorok patoldgias
koriilmények kozott is kettds, ellentétes hatds kozvetitésével vesznek részt a
neurotranszmitter felszabadulas szabalyozasaban. Mig a P2X1 receptorok serkentd
hatast medialnak, a P2Y; receptorok gatlo hatas kozvetitésével jarulnak hozza a

hippokampalis purinerg neuromodulaciohoz.

6.3. A P2X7 receptor aktivacidjanak vizsgalata az Interleukin-13 termelédés

szabalyozasaban ragcsalo hippokampuszban in vivo gyulladdsos modellben

A disszertacié masodik részében a centralis IL-1B termelddés purinerg szabalyozasat
vizsgaltuk, a fokuszpontban a periférids IL-f produkci6d szabalyozasdban mar igazolt
P2X7 receptorok alltak. Nemcsak a gyulladasos stimulus indukalta valtozast kovettiik
nyomon, hanem a konstitutivan termel6dé nyugalmi IL-1B szintet is mértik a
kiilonbozd kezeléseket kovetden, melyet az IL-1B-nak a tanulasi és memoria
folymatokabn betoltott szerepe indokolt. A tagabb témat érintd kozlemények szama bar
igen magas, a szakirodalom csak az utobbi par évben kezdett el érdemben foglakozni a
nyugalmi IL-1pB produkcid vizsgalataval, kdszonhetéen annak a technikai fejlddésnek,
amely a korabbiaknal sokkal érzékenyebb fehérje detektaldé ELISA assay-ek
megjelenését eredményezte. Mig Quan 1996-os kozleményében a konstitutivan
(Quan ¢és mtsai 1996), az altalunk is alkalmazott gyari assay-ek mar 3pg/ml-es
érzékenységi kiiszobbel rendelkeznek. Hozzank hasonloan, kimutathaté nyugalmi IL-
1B szintet mértek ragesalo hippokampuszban azon kdzleményekben is, amelyekben az
I.p. LPS kezelést kovetéen ez az alapszint a tobbszorosére emelkedett (Barrientos és

mtsai 2009, Nguyen és mtsai 1998, Vereker és mtsai 2000). Az altalunk megfigyelt
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nyugalmi ¢és LPS indukalta IL-1B fehérje értékek, bar relative magasak, de nem
egyediilalloak: hasonld szisztémas kezelési és szovetfeldolgozasi protokoll mellett
Vereker ¢és Nguyen is hasonldé mértékii fehérje produkciot azonositottak a
hippokampuszban (Vereker és mtsai 2000, Nguyen és mtsai 1998). Ugyanakkor meg
kell emliteniink, hogy az utobbi kdzleményben a hippotalamuszban mért nyugalmi és
LPS altal indukalt IL-1B koncentraci6 még magasabbnak adddott, amely valdsziniileg
az IL-1PB produkcio régid specifikus eltéréseinek koszonheté (Nguyen és mtsai 1998).
Periférias kezelések esetében mindig kardinalis kérdés, hogy a szisztémasan beadott
szer, legyen az gyulladasos agens vagy receptor agonista / antagonista, atjut-e a vér-agy
gaton vagy sem. Jelenlegi ismeretink szerint a vér-agy gat ugyan dinamikus
hatarfeliiletet képez az agy és a vérkeringés kozott, de mint féligateresztd lipid
membran, az oldott anyagoknak csak egy részét engedi at, a nagy részecskéket és a
makromolekulakat nem. Fiziologias koriilmények kozott a vér-agy gat nem tekintheto
az LPS szamara ateresztonek, vagy csak igen kis mértékben. A vér-agy gat tobbszoros
védelmi rendszere azonban szamos esetben sériilhet, igy bakterialis-fert6zésekben is,
ezaltal né az ateresztOképessége, amelyhez a periférian felszabadulo citokinek is
nagymértékben hozzajarulnak (Simi és mtsai 2007). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
periférias LPS kezelésnek egyszerre lehet direkt (a kozponti idegrendszerben kifejtett)
¢s indirekt (a periférian indukalt) hatdsa a hippokampalis IL-1p termelddés
szabalyozasara (Raison és mtsai 2006). Szisztémas LPS kezelésre, az aktivalt periférias
immunkompetens sejtek rendkiviil gyorsan és jelentdsen emelkedett gyulladasos citokin
és kemokin termeléssel valaszolnak, melyek, mint siirgésségi vészjelz6 molekulak
bearamlanak az agyba. Ugyanakkor, az LPS, az ilyen korilmények kozott immar
nagyobb ateresztOképességii vér-agy gaton atjutva, lokalisan is képes szelektiv
receptorat, a TLR4-t expresszald mikroglia sejteket aktivalni (Chakravarty és
Herkenham 2005), fokozott IL-1B termelést eredményezve. Az azonban, hogy a
hippokampuszban ilyenkor megjelend IL-1p produkciéo milyen mértékben periférias €s
centralis azaz lokalis eredetii, korabban nem volt ismert. Ezért kivancsiak voltunk, hogy
milyen aranyban jarul hozza a szisztémas LPS kezelést kovetéen a hippokampuszban
mért IL-1B produkcidhoz a perifériarol bearamlé citokin invazié. Osszehasonlitottuk
vad tipusu egerek esetében, a vérszérum ¢€s a transzkardialis perfuziot kovetéen a

hippokampuszban detektalt adatokat a perfuzié nélkiil a hippokamuszban mért
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eredményeinkkel. A vérszérumban, hasonléan a korabbi megfigyelésekhez (Li és mtsai
2008, Zhang és mtsai 2008) intenziv IL-1p emelkedést mutattunk ki az LPS hatasara és
az itt mért pg/ml-ben Kifejezett koncentracio értékek nagysagrendben hasonlonak
adodtak, mint amit a hippokampusz kisérleteinkben kaptunk. A transzkardialis
perfuzioval az agyat vértelenitettik a dekapitalast megel6zden, igy zartuk ki a
vérkeringéssel a hippokampuszba jutd vérsejtek és humoralis faktorok jelenlétét. Noha a
peritonealis LPS injekcido ebben az esetben is szignifikans emelkedést valtott ki a
hippokampalis IL-1pB szintben, de joval alacsonyabb koncentracio értékeket mutattunk
ki. Ez a jelentés mennyiségi kiilonbség a nyugalmi IL-1B produkcidoban is
megmutatkozott. Eredményeink tiikrében ugy tlinik, hogy a szisztémas LPS kezelést
kovetden a periférias eredetli IL-1B produkcié a meghatdrozé a hippokampalis citokin
szint emelkedésében, bar a lokalisan fokozott mértékii IL-1p valasz szintén jol korrelal a
gyulladésos stimulusra. Kisérleteinkkel jelentds 1€épést tettiink az agyi IL-1p produkcio
szabalyozas mélyebb megismerése felé. Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy
a szisztémdas gyulladdsos allapotokat kisérd periférids és centralis immunvalaszok
komplexitasa miatt, a centralis citokin produkcido szabalyozasa korrekten, olyan
egyszerii modellrendszerrel nem vizsgalhato, mint amilyen a lokalis vagy in vitro LPS
kezelés.

Az altalunk elvégzett kisérletek elsédleges célja volt, hogy a P2X7 receptorok
kozvetitd szerepét tarjuk fel a hippokampalis IL-1p termelddésben in vivo modellekben.
Mivel felmeriilt e receptor farmakolodgiai azonositira iranyuld kisérleteknél a faji
kiilonbségekbdl adodo eltérd érzékenység lehetdsége, célszertinek tlint patkany €s egér
csoportokon is elvégezni ezeket a vizsgalatokat. El0szor a Wistar patkanyokkal végzett
kisérleteink soran allitottuk be azt a gyulladasos modellt, amelyet a késobbiekben a
transzgénikus P2X7 receptor null mutans egereken és vad tipus tarsaikon is
alkalmaztunk. A farmakoldgiai eszk6ztaron tilmenden a rendelkezésre allo P2X7 null
mutans egértdrzs bevondsaval a hataskdzvetitd receptor(ok) pontosabb azonositasasra
nyilt lehetdség. A lehetd legpontosabb farmakoldgiai profilt tobbféle szelektiv és nem
P2X7 receptor szelektiv antagonista bevondsdval hataroztuk meg. Elébb a purin
receptorok részvételét igazoland6, egy nem specifikus P2 receptor antagonista, a
PPADS hatasat teszteltilk, majd a kandiddns P2X7 receptorra szelektivitast mutato
antagonitak kovetkeztek, a BBG ¢és az oATP. Patkany hippokampuszban mindharom
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antagonista, a PPADS, a BBG ¢és az oATP jelenléte is erdteljesen csokkentette az LPS
indukalta IL-1B termelddést. Hasonld gatlo hatast tapasztaltunk vad tipusu egér
hippokampuszéaban is a gyulladasos stimulust kévetden. Kis kitérd erejéig azonban, meg
kell jegyezniink, hogy in vivo modellekben, intraperitonealis kezelés esetén nem all
fenn az egyértelmli receptor szelektivitds az antagonista / agonista vonatkozasaban.
Ennek ellenére mindkét antagonistat széles korben hasznaljadk P2X7 receptor medialt
folyamatok azonositasara, a jelenlétiikben kimutatott gatlo hatast elfogadott modon a
P2X7 receptor gatlashoz kotik. Mig a PPADS széles hatas spektrumu, altalanos P2
receptor antagonista (P2X1,3 receptorokon és P2Y 4 ¢ receptorokon hat), addig az oATP
olyan irreverzibilis, szelektiv P2X7 receptor antagonista, amelynél leirtak P2X7 receptor
aktivaciotol fliggetlen hatast is (Beigi és mtsai 2003). A BBG viszont jelenlegi
ismereteink szerint szelektiv P2X7 receptor antagonistanak tekinthet6 (Jiang és mtsai
2000). Mindezek ismeretében és hasonld gyulladdsos modelleket leird kozlemények
alapjan hataroztuk meg a kisérletekben alkalmazott antagonista ddzisokat a lehetd
legpontosabb farmakoldgiai karakterizalas érdekében. Természetesen, a P2X7
receptorok hataskozvetitd szerepérél a legmeggy6z0obb bizonyitékot a P2X7 receptor
null mutans egerek vizsgalata jelentette: a szisztémas bakteridlis endotoxin indukalta IL-
1B termelédés szignifikans mértékben alacsonyabb volt ezeknek az egereknek a
hippokampuszaban, mint vad tarsaik esetében. A P2X7 receptor antagonistak gatld
hatasa szintén kisebb mértékben volt kimutathatd, egytttal azt is bizonyitva, hogy
jelenlétiikben tapasztalt gatlo hatast a P2X7 receptorok specifikus gatlasa eredményezte.
Eredményeinket alatamasztjak olyan korabbi adatok, amelyek az i.p. LPS altal kivaltott
hippotalamikus IL-1 mRNS expresszidban mutattak ki, szignifikansan kisebb mértéki
emelkedést a P2X7 génkiiitott egerek estében vad tarsaikhoz képest (Mingam ¢és mtsai
2008). P2X7 receptor null mutans egér vérszérum analizisiink hasonlé csokkent IL-1[3
valaszt mutatott ki a szisztémas LPS kezelésnél, mig a transzkardialis perfuziot
kovetden nem volt 1ényegi kiilonbség a P2X7 receptor génkiiitott egér hippokampusz és
vad tarsaik hippokampuszaban mért citokin termelddés kozott. Az LPS kezelést kisérd
megemelkedett periférias IL-1p produkcidoban a P2X7 receptor aktivacid szerepét mar
korabban leirtak (Solle és mtsai 2001, Chessell és mtsai 2005), és a fenti, sajat
eredményeink tiikrében is a periférias eredetli szabalyozas tlinik a legvalosziniibbnek.

Ennek nem mond ellent sem az, hogy az intraperitonealisan adott endotoxin kezelést
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kovetden a P2X7 és P2X4 receptorok emelkedett mRNS expressziojat tapasztaltuk, sem
az, hogy mikroglia sejtkultiraban és organotipikus hippokampusz szelettenyészetben a
lokalisan adott LPS hatdsara (a mi eredményeinkkel egybevagoan) is IL-1p expresszid
és szekrécid novekedést mutattak ki mas munkacsoportok, amely mind P2X7 receptor
génkititésre, mind a P2X7 receptor antagonista gatlasara érzékeny volt (Choi és mtsai,
2007, Bernardino és mtsai 2008). Bernardino és munkacsoportja felveti annak
lehetségét is, hogy a centralis citokin szabalyozas, fiiggben attél, hogy lokalis vagy
szisztémas gyulladas indukalja, eltéré mechanizmusokkal mehet végbe. Ezek alapjan
azt feltételezziik, hogy az LPS injekciot kiséré centralis citokin produkcioban a
periférias makrofag, leukocita és egyébb vérsejteken kifejez6d6 P2X7 receptorok
részvétele a meghatarozo. Mint emlitettiik, ezt szamos korabbi megfigyelés is
alatamasztja, melyek a periférias immunsejtek P2X7 receptor fliggd IL-1p termelésérol
szamolnak be (Perregaux és Gabel 1994, Humphreys és Dubyak 1998, Labasi és mtsai
2002, Qu és mtsai 2007).

Kisérleteinkben és masokéban is (Mingam és mtsai 2008), a P2X7 receptor
medialt hippokampalis IL-1p termelddést ATP eldkezelés nélkiil az LPS 6nmagéban is
képes volt kivaltani. Bar nem vizsgaltuk az endogén ATP szint valtozasat a szisztémas
endotoxin kezelést kdvetden, makrofag és mikroglia sejtek vonatkozasaban mar régota
bizonyitott, hogy az LPS kezelés fokozza a felszabaduldé endogén ATP mennyiségét
(Ferrari és mtsai 1997b, Sperlagh és mtsai 1998b, Verderio és Matteoli 2001).
Nemrégiben ezt a hippokampusz vonatkozasaban is beigazoltak (Pascual és mtsai
2012). P2X7 receptor null mutans egerekkel végzett kisérleteink tovabbi érdekes
adatokkal szolgaltak. A P2X7 receptor hianyaban csokkent, de mérhet6 mennyiségt IL-
1B produkcidét mutattunk ki nyugalmi és LPS kezelést kovetd allaptban egyarant.
Ugyanakkor a P2X7 receptor antagonistak teljes mértékben gatoltak az LPS altal
kivalott IL-1PB produkciot vad tipusu egerek hippokampuszaban. €s ezt a hatast szkisebb
mértékben ugyan, de a P2X7 receptor génkiiitott egerek esetében is Kifejtette. Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy: (1) a hippokampuszban jelen 1évo
rezidualis IL-1B produkcié nem csak a P2X7 receptorok szabalyozasa alatt all; (2)
lehetséges, hogy a nyugalmi és gyulladdsos citokin termelddés szabalyozasaban
kiilonb6zé mechanizmusok vesznek részt. Mindenképp sziikségesnek latjuk a pontos

hatdsmechanizmusok azonositasa céljabol a jovoben kiterjedt funkcionalis vizsgalatok

115



DOI:10.14753/SE.2014.1906

elvégzését.

A P2XT7 receptor aktivaciot kdvetd szigndl transzdukcids elemek kozott kiemelt
szerepet totlt be a p38 MAPK foszforilacio, melynek szerepét az IL-1B produkcio
szabalyozasaban makrofag sejtktltaraban mar kimutattak (Kim és mtsai 2004a, 2004b).
Kisérleteinkben, a széles korben alkalmazott szelektiv p38 MAP kindz inhibitor,
SB203580 a nyugalmi és LPS indukalt IL-1p termelddést is gatolta, mely ezen szignal
transzdukcids elem aktiv részvételét igazolta az agyi IL-1B produkcidban in vivo
modellrendszer esetében is.

Hasonlo gatlo hatast tapasztaltunk a réskapcsolat félcsatorna (gap junction
hemichannel) inhibitor CBX jelenlétében is, mely egybevag olyan korabbi
megfigyelésekkel, melyek a Pannexin-1 hemicsatorna pérus nyitédasaval és az azon
kerezstiil torténd kation bearamlassal magyarazzak a kaszpaz-1 aktivaciot és az ezt
kovetd érett IL-1B processzalast (Martinez-Francois és mtsai 2002, Pelegrin és
Surprenant 2006). Sajnos napjainkban sem teljesen tisztazott, hogy a P2X7 receptorok
¢s a Pannexin-1 tipust hemicsatorndk milyen moédon (paros aggregacid, vagy sem)
alkotnak ioncsatorna komplexet, melynek aktivalodasa az ASC és kaszpaz-1 fiiggd IL-
1B felszabadulast eredményezhet. Tovabba ismert az is, hogy a carbenoxolone-nak
egyeb, az ion konduktanciakra nem specifikus hatdsa is van, ezért mindenképp tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a hatasmechanizmus feltarasahoz (de Groot és mtsai 2003).

A receptor azonositashoz sziikséges agonista hatasokat P2X7 receptorra
érzékeny koncentraciotartomanyban vizsgaltuk, az endogén ligand ATP, és a kb. tizszer
potensebb BzATP bevonasaval. Az ATP jelenlétében tapasztalt hatas a kezelési id6
fliggvényében valtozott. Amikor az endotoxin kezelést kovetéen 4 oraval adtuk az ATP-
t, intenziv emelkedést tapasztaltunk az IL-1B produkcidoban, ahogy azt masok is
megfigyelték mikroglia sejteken és makrofagokon (Ferrari és mtsai 1997b, North és
Surprenant 2000, Solle és mtsai 2001, Brough és mtsai 2002, Le Feuvre és mtsai
2002a, 2002b, Bernardino és mtsai 2008, Mingam és mtsai 2008). Ezzel szemben,
amikor hosszabb kezelési id6t alkalmaztunk, az agonista i.p. injekcidozasa megel6zte az
LPS kezelést, az ATP és a BZATP egyarant jelentdsen csokkentette a gyulladasos IL-18
termelddés mértékét. Feltételezésilink szerint a P2 receptor agonistaknal tapasztalt gatlo
hatast az ATP metabolikus terméke, az adenozin kozvetitte, mivel az ATP és

szdrmazékai életideje rovid az extracelluléris térben, és az idegvégzOdésben jelenlevd
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ektoenzimek az ATP-t a P2 receptorokon inaktiv AMP-vé és adenozinna hidrolizaljak.
Az adenozin receptorok koziil az Apa receptor altipus a centralis IL-1f produkcid
szabalyozasasban serkentd hatas kozvetitésével vesz részt, €s a citokin egyensulyt a
gyulladasos fenotipus felé tolja el (Fiebich és mtsai 1996, Abbracchio és Ceruti 2007).
Ezzel cllentétes hatast kozvetitenek az Aj; adenozin receptorok a periférias
idegrendszerben, igy pl. A; receptor deficiens egerek gerincveldjében megemelkedett
IL-1p mRNS expressziot mutattak ki a sclerozis muliplex allatmodelljében (Tsutsui és
mtsai 2004). Munkankat megel6zéen az A; adenozin receptorok szerepét a centralis
citokin termelés szabalyozasaban még nem vizsgaltak. Kisérleteinkben a szelektiv A
adenozin receptor antagonista, DPCPX a P2X7 receptorok hianyaban is hasonlo
mértékben védte ki az ATP gatlo hatasat, mely igazolja felvetésiinket ezen receptorok
hataskozvetitd szerepét illetéen. Osszefoglalva eredményeinket és azok jelentdségét:
munkankkal jelentds 1épést tettiink az agyi IL-1B produkcid szabalyozas mélyebb
megismerése felé. Kimutattuk, hogy a szisztémas LPS kezelést kovetd agyi gyulladasos
valasz szabdlyozasaban elsdsorban a periférias P2X7 receptorok vesznek részt. Mig a
P2X7 receptorok fokozzak a hippokampalis IL-1p produkciot, addig az A; adenozin

receptorok gatld hatas kozvetitésével neuroprotektiv szerepet tolthetnek be.

6.4.Microarray alapt génexpresszios analizis

A disszertaci6 harmadik részében funkcionalis genomikai vizsgalataink soran egér
modellrendszerben vizsgaltuk a P2X7 receptor génkiiitést kiséré génexpresszios
valtozasokat a limbikus rendszer egyik fontos teriiletén, az amigdalaban. A g6rog
eredetli amigdala jelentése mandula, mely sajatos alak neuronjaira utal. Az ,,érzelmi
agyként” is emlegetett limbikus rendszer kapcsolatban all a frontélis kéreggel, szerepet
jatszik a kognitiv teljesitmény szabalyozasaban is, mivel ez a tanulas érzelmi hattere is.
Kitlintetett régio az antidepresszansok hatasmechanizmusanak kozvetitésében is (Castro
és mtsai 2010). Depresszioban szenvedd paciensekben neuropathologiai vizsgalatok
mtsai 2002), tehat nem csak funkcionalis, hanem struktaralis elvatozasok is észlelhetoek

az affektiv korképek esetében. A legjabb genetikai kutatasok és sajat erdményeink
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alapjan is feltételezhetd, hogy a genetikai alteraciok mar a transzkripcid szintjén
képesek modositani és betegség specifikus expresszios profilt kialakitani a
neuropszichiatriai betegekben. Microarray analizissel a P2X7 receptor génkiiités
génexpressziora gyakorolt hatdsat mértiikk fel, kiilonds tekintettel a depresszidra
bioldgiai plauzibilitdst mutatd génekre. E célbol amigdala mintak teljes egér genom
génexpresszidos mintazatat elemeztilk esetében 6 oOrdval a periférids LPS kezelést
(250ug/kg i.p.) kovetéen. Az altalunk alkalmazott in vivo gyulladasos protokoll
paramétereit (kezelési ido, a bakterialis enotoxin dozis) eldkisérleteink alapjan allitottuk
be, figyelembe véve, hogy az depresszio-szerii viselkedéshez és a transzkripcios
valtozasok kivaltasahoz is ez a kezelési id6 és az alacsony bakterialis enotoxin dozis
optimalis. A P2X7 receptor génkiiités rendkiviil nagyszamu, a klasszikus mcroarray
adatelemz6 modszerekkel értékelve statisztikailag szignifikansan eltéré expressziot
mutatd gént eredményezett a kontrollnak tekinett vad tipust csoporthoz képest. Minegy
8165 transzkriptum esetében mutattunk ki, a P2X7 receptor deficienciaval osszefiiggd
minimunm kétszeres expresszids valtozast. Ez az eredmény mér Onmagaban is
rendkiviil érdekesnek tlint, bar meglepének korantsem mondhato. Egyrészt, mert
gyakori, hogy hasonl6an magas szamu gén expressziovaltozasa kiséri akar egyetlen gén
kititését is, amennyiben teljes genomra kiterjed az expresszios profil dsszehasonlitasa.
fgy a génkiiitést kovetd kozvetlen és kozvetett (kompenzatérikus) hatasokban szerepet
jatszo gének expresszidja is valtozik, szamuk, pedig a genetikai mddositas targetjének
akar tobb ezres értéket is. Masrészt, jelenlegi ismereteink szerint a P2X7 receptor
cellularis lokalizacidja nem csak a sejtmembranra korlatozodik. Hatalmas attorést
jelenethet a purinerg neurotranszmisszi6 mélyebb megértésében, Atkinson
eredményének tovabbi megerésitése, mely kimutatta, hogy a P2X7 receptorok a
sejtmagmembranon is kifejezdnek fehérje szinten, felvetve annak lehetdségét, hogy
ezek a receptor transzkripciosfaktorként miikodve akar hosszu tava ¢és kiterjedt
valtozasokat is generalhatnak (Atkinson és mtsai 2002). A P2X7 receptor génkititést
kiséré génexpresszidos valtozasok mélyebb, atfogobb megértésének céljabol GO
elemzést végeztiink el a kapott microarray adathalmazon. A GO analizis vilagosan
Kimutatta a szinaptikus transzmisszidhoz, iontranszporthoz, jelatviteli haldzathoz, a G-

fehérje kapcsolt receptor jelatviteli utvonalhoz, ATP szintézis kapcsolt proton
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transzporthoz, illetve a transzkripcido szabalyozasahoz kapcsolodd géncsaladok
elemeinek erdteljes indukcigjat. A feldiisulast mutatd géncsaladokhoz rendelt gének
azonositasat kovetden feltérképeztiik azon géneket is, amelyek szintén a szignifikansan
megvaltozott génallomany részét képezték, ¢és amelyek mai tuddsunk szerint
osszefiigghetnek a depresszioval. Igy azonositottuk a kozponti idegrendszeri
ingeriiletatvitellel, illletve a depresszid6 mai hipotéziseivel (neuroplaszticitissal)
kapcsolatba hozhaté géneket. Ezen eredmények alapjan allitottuk Ossze azt a biologiai
plauzibilitast tiikr6z6 génlistat, amelyet a tovabbi TagMan alapt real-time PCR
analizisnél is vizsgaltunk. A real-time PCR analizisek elsédleges célja, hogy
megerdsitsék a microarray alapu expresszids vizsgalatok eredményeit. Mi tobb mint, 60,
a P2X7 receptor génkiiités hatdsara szignifikansan megvaltozo expressziot mutatd gén
vonatkozasaban végeztik el a minta és a kezelés validalast. A real-time PCR
eredményeink jol korrelaltak a microarray adatokkal, 29 olyan gént validaltunk melyek
a szinaptikus jelatvitel, a neuroplaszticitas és a depresszid6 patomechanizmuséaval
hozhatoak Osszefiiggésebe. A P2X7 receptor deficiens egércsoportban alulexpresszalt
gének koziil kimutattuk az ionotrop glutamat receptorokat (AMPA2, AMPA4), a
metabotrop glutamat receptort (Grm7) valamint a glialis neurotrofikus faktort (GDNF)
kodolo géneket, melyek jol korreldlnak a napjainkban a depresszid patomechanizmusat
a megnovekedett glutamaterg neurotrnaszmisszioval és szinaptikus plaszticitassal
magyarazé elméletekkel (Sanacora és mtsai 2008). Ezzel ellentétes iranyultsagu,
felillexpresszalt valtozast azonositottunk viszont az NMDA tiusti ionotrop glutamat
receptor NR2B alegységét kodold gén (Grin2b) esetében. A GABAerg
neurotranszmissziora szintén hatassal volt a génkiiités: a GABAA receptor alegysegeket
kodold gének kozott egyardnt talaltunk alul-, és feliilexpresszalt géneket is (Gabrb2,
Gabrb3, Gabrg2, Gabrg3 gének expresszidja csokkent, akarcsak a GABA szintetizalo
enzim, a GAD expresszidja, mig a GABAc egyik alegységét kodoldo gén, a Gabrrl
emelkedett expressziot mutattak). Ezek az eredmények a P2X7 receptor altipus szintii
szabalyozo szerepére utalnak a glutamat és GABA receptorok expresszidjanak
vonatkozasaban. Ezeket az eredményeket alatamasztjak olyan korabbi adatok, amelyek
az idegvégz6désekbol és asztocita sejtekbdl fokozott glutamat és azt kovetd6 GABA
felszabadulasrol szamolnak be P2X7 receptor aktivaciot kovetéen (Papp és mtsai 2004b;
Patti és mtsai 2006, Sperlagh és mtsai 2003, Duan és mtsai 2003). Mindezeket és
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eredményeinket figyelembe véve, feltételezésiink szerint a P2X7 receptor aktivacio
talmikodése részt vehet a depressziv korképek tiinetei mogott hizodo
patomechanizmusok kialakulasaban. P2X7 receptor hianyaban viszont olyan
kompenzatorikus mechanizmusok 1épnek ¢€letbe, melyek mar mRNS szintén érintik a
kiilonbozé glutamat és GABA receptor altipusok expresszidjat. Mind kisérletes
allatmodellek, mind humén vizsgéalatok megerdsitik a glutamat transzmisszi6 részvételét
mellett (Hashimo és mtsai 2007), genetikai polimorfizmusok (Mundo és mtsai 2003) és
a glutamat receptor alegységek megvaltozott expressziés mintazata is kimutathato a
major depresszids és bipolaris zavarban szenvedd betegeknél (Meador-Woodruff és
mtsai 2001, Toro és mtsai 2005). Az alkalmazott gyogyszeres terapiaban mar
napjainkban is kiakndzzak a glutamat receptor antagonistdk antidepresszans hatisat
(Sanacora ¢s mtsai 2008), mikdzben szamos kozlemény szamol be egyébb
tamadaspontu antidepresszansok glutamat receptor altipus expressziojara gyakorolt
hatasarol (Nowak és mtsai 1998; Skolnick és mtsai 1996). Hipotézisiink bizonyitasara a
jovoben kiterjedt funkciondlis vizsgalatok sziikségesek, melyek a P2X7 receptorok és a
neuroplaszticitas kapcsolatat tarjak fel.

Osszefoglalva, microarray analizisiink kimutatta, hogy a P2X7 receptorok
jelentés hatast gyakorolnak a depresszioval 0Osszefliggésbe hozhaté gének
expresszidjara. A kutatds 0j iranyvonala a fenti génexpressziora gyakorolt hatasok
funkcionalis kovetkezményeinek feltérképezése lehet, mely hozzéasegithet a depresszio
folyamatanak jobb megértéséhez, emellett kiindulopontot jelenthet 1j tipusu
antidepresszans gyogyszerek tervezéséhez.

A periférids bakteridlis endotoxin kezelést kovetd génexpresszids valtozdsok
szama nagysagrendben elmaradt a P2X7 receptor génkititést kiséré valtozasoktol. Ez
részben annak tudhat6 be, hogy hat 6raval a viszonylag alacsony dozisban alkalamazott
LPS kezelés, csak a gyulladasos és immunvalaszhoz, valamint a citokin és kemokin
funkciokhoz kapcsolddd gének expressszidjat volt képes nagymétékben indukalni.
Amigdala mintdinkban az LPS altal indukalt transzkriptumok koziil mintegy 287
mutatott kizarolag az endotoxin kezeléssel 6sszefliggd legalabb kétszeres, szignifikans
expresszio novekedést Eredményeink jol korrelalnak olyan korabbi adatokkal, amelyek

hasonlo szisztémds endoxin kezelést kovetden azonositottak a gyulladdsos immunvalasz
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jellegzetes kemokin, citokin profiljat, a megndvekedett humoralis immunvalaszt és
fagocitozist és egyébb szignalmolekuldk fokozott jelenlétét (Marques és mtsai 2009,
Marsh és mtsai 2009, Mastronardi és mtsai 2007, Perreau és mtsai 2007).
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7. Kovetkeztetések

FObb eredményeink a célkitlizések tiikrében:

I. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas preszinaptikus gatlé purinerg

szabalyozasanak vizsgalata és receptor szinti feltérképezése

1. A hippokampdlis noradrenalin  felszabadulds  preszinaptikus  purinerg
szabalyozasaban gatld hatast kozvetitd P2Y receptorok részvételét mutattuk ki. A
hippokampuszba futé noradrenerg rostokbodl felszabaduld NA preszinaptikus pozitiv
részvételét mar korabban kKimutattuk (Papp és mtsai 2004a).

2. Az elektromos téringerléssel kivaltott noradrenalin felszabadulas konvencionalis,
vezikularis transzmitterfelszabadulasra jellemzd, Ca? fliggd mdédon ment végbe.
Idegi aktivitds alatt, az ingerléssel kivaltott noradrenalin kidramlas a P2Y receptor
agonistak jelenlétében csokkent. A hataskozvetitd receptorok agonista érzékenysége
/ antagonista profilja a P2Y; és P2Y13 receptorok farmakologiai fenotipusanak
felelnek meg. A preszinaptikus P2X és P2Y receptorok fiziologias koriilmények
kozott tehat kettos, ellentétes hatas kozvetitésével vesznek részt a neurotranszmitter

szabalyozasaban.

Il. Patolégias allapotban, kombinalt oxigén és gliikézmegvonas hatasa a

[3H]noradrenalin felszabadulasra patkany hippokampusz szeletekben

1. Az ischémia in vitro modelljében, a kombinalt oxigén és gliikozmegvonas (OGD)
alkalmazasa jelentds novekedést idézett el6 a hippokampalis noradrenalin
felszabadulasban. A 30 perces ischémia szeri stimulussal kivaltott noradrenalin
Ca2+-ﬁiggetlen modon szabadult fel. A citoplazmatikus raktarakbol kiaramlo nagy
mennyiségl, tobblet noradrenalin két iranyban volt modulalhat6 purin ligandokkal.
A farmakologiai profil alapjan a gatlo hatas a P2Y; receptorokon kozvetitddik, mig

a serkentd hatasért a P2X1 receptorok feleldsek.

Osszefoglalva eredményeinket a hippokampdlis noradrenalin felszabadulas
fiziologias (alacsony frekvenciaju elektromos téringerlés) és patologias koriilméyek

(kombinalt oxigén és gliikézmegvonas) kozott egyarant P2 purin receptor medialt
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kettés szabalyozas alatt all. A mar ismert P2X receptorok mellett a preszinaptikus

gatlo P2Y receptorok esetlegesen célpontja lehet a neuroprotektiv terapianak is.

I11. A P2X7 receptor patolégias aktivaciojanak vizsgalata az Interleukin-1p (IL-
1p) termelodés szabalyozasaban ragcesaldo hippokampuszban in vivo gyulladasos
modellben

1. A P2XT7 receptor patologias aktivacidja nem csak a periférias, hanem a centralis IL1
termel6dés szabalyozasaban is részt vesz. A szisztémas endotoXin stimulaciot
kovetden P2X7 receptor fiiggd modon emelkedett a hippokampalis IL-1 produkcid.

2. Bizonyitast nyert, hogy a szignaltranszdukcits elemek koziil a p38 MAPK aktivacio a
centralis IL-1PB produkci6 szabdlyozdsaban is részt vesz.

3. Transzkardialis perfuzidt kovetden, a szisztémas LPS kezelés megemelte ugyan a
hippokampalis IL-1B szinteket, de az emelkedés mértéke abszolut értékben
lényegesen kevesebb volt, akdrcsak a nyugalmi citokin szintek esetében.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a hippokampuszban a nyugalmi ¢és gyulladasos IL-
1B produkcié is nagyobb részben periférias eredetii. Tovabba, a transzkardialis
perfuziot kovetden sem a bazalis, sem az LPS kivaltott IL-1B produkcié nem mutatott

fliggést a P2X7 receptorok jelenlététol.

Osszefoglalva eredményeinket, a P2X7 receptorok hatiskozvetité szerepe
igazolodott a hippokampalis nyugalmi és gyulladasos IL-1p produkcio
szabalyozasaban, de ezen receptorok nem a kozponti idegrendszerben, hanem a
periférian fejtik ki hatasukat, feltehetden a vér sejtes elemein vagy az

immunkompetens sejteken talalhatoak.

IV. P2XT7 receptor génkiiités hatasa a teljes egér genom microarray alapua

génexpresszios analizis soran

1. Mintegy 8165 transzkriptum esetében mutattunk ki, a P2X7 receptor deficienciaval
Osszefiiggd minimum kétszeres mRNS expresszios valtozast.

2. A P2XT receptor defficiens egércsoportban alulexpresszalt gének koziil validaltuk az
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ionotrop glutamat receptorokat (AMPA2, AMPA4), a metabotrop glutamét receptort
(Grm7) valamint a glidlis neurotrofikus faktort (GDNF) kodolo géneket, melyek jol
korreldlnak a napjainkban a depresszid patomechanizmusat a megndvekedett
glutamaterg neurotranszmisszioval ¢és szinaptikus plaszticitdssal magyarazo
elméletekkel. A mar leirt P2X7 receptort kodold gén gain-of-function mutacidja és a
receptoraktivacid kovetden észlelt fokozott glutamaterg transzmisszio kozott szoros

Osszefiiggés allhat fenn.
Mindezeket és eredményeinket figyelembe véve, feltételezésiink szerint a P2X7

receptor aktivacio tulmiikodése hozzajarulhat végsé soron a depressziv korképek

tiinetei mogott huzodé patomechanizmusok megjelenéséhez.
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8. Osszefoglalas

Az elmult két évtizedben a purinerg jelatvitel iranti érdeklédés jelentésen megugrott,
amelynek egyik oka a purin receptoroknak a neurodegeneracid patomechanizmusaban betoltott
kiemelten fontos szerepe. A P2X7 receptorok emellett génpolinorfizmus kutatdsok révén a
major depresszid és a bipolaris betegség kapcsan is eldtérbe keriiltek. Eredményeinket
Osszegezve megallapithatd, hogy a hippokampalis noradrenalin felszabadulads fiziologias
(elektromos téringerlés) és patologids (kombinalt oxigén és gliikdzmegvonds) koriilmények
kozott egyarant P2 purin receptor medialt kettds, serkentd-gatld szabalyozas alatt all. A gatld
hataskozvetitd receptorok agonista érzékenysége/antagonista profilja a P2Y; és P2Y3
receptorok farmakoldgiai fenotipusanak felelnek meg az alacsony frekvencigju elektromos
téringerléssel vald stimuldlas esetében. A 30 perces ischémia szerli stimulussal kivaltott
noradrenalin felszabadulasra gyakorolt, P2 purinerg gatldé hatas a P2Y; receptorokon
kozvetitddik, mig a serkentd hatdsért a P2X1 receptorok feleldsek. A preszinaptikus gatlo P2Y
receptorok esetlegesen célpontjai lehetnek a mar ismert P2X receptorok mellett a
neuroprotektiv terapianak is. Munkankban elséként igazoltuk a P2X7 purin receptorok
hataskozvetitd szerepét a hippokampalis nyugalmi ¢és gyulladdsos IL-1B produkcio
szabalyozasaban in vivo gyulladasos modellben. Eredményeink alapjan ezen receptorok, nem a
kozponti idegrendszerben, hanem a periférian fejtik ki hatasukat, feltehetden a vér sejtes
elemein vagy az immunkompetens sejteken talalhatoak. Harmadik vizsgalatunkban a P2X7
receptor génkiiités markans hatasat mutattuk ki a depressziohoz kothetd gének kifejezédésére.
Teljes egér genom microarray alapt génexpresszios analizis segitségével azonositottuk a P2X7
receptor deficiens egércsoportban alulexpresszalt gének koziil az ionotrop glutamat receptor
alegységeket (AMPA2, AMPA4), metabotrop glutamat receptort (Grm7) valamint a gliélis
neurotrofikus faktort (GDNF) kodolo géneket, melyek jol korreladlnak a napjainkban a
depresszid patomechanizmusidt a megndvekedett glutamaterg neurotranszmisszioval és
szinaptikus plaszticitassal magyarazé elméletekkel. A P2X7 receptort kodold gén depresszioban
mar leirt gain-of-function mutacidoi és a receptor aktivaciot kdovetden észlelt fokozott
glutamaterg transzmisszid kozott szoros Osszefiiggés allhat fenn. Mindezeket és
eredményeinket figyelembe véve, feltételezésiink szerint a P2X7 receptor aktivacid
talmikodése hozzajarulhat végsd soron a depressziv korképek hatterében  allo

patomechanizmusok kialakulasédhoz.
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9. Summary

Purinergic signaling has attracted increasing interest in the past decades, which is partly
due to the prominent role of P2 receptors in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. In
addition gene polymorphism shed light on the potential role of P2X7 receptors in major
depression and bipolar diseases as well. In the present study we revealed a dual, excitatory-
inhibitory P2 purinergic modulation of hippocampal noradrenaline release during both
physiological neuronal activity (electric field stimulation) and under pathological condition (in
vitro ischemic-like stimulus). Our data are the first demonstration of inhibitory modulation of
the electrically-evoked [*H]noradrenaline release in the hippocampus, through activation of
P2Y receptors with a pharmacological profile similar to that of the P2Y; and P2Y 3 receptor
subtypes. Furthermore, it might be assumed that both facilitatory P2X; and inhibitory P2Y;
receptors are involved in the modulation of the excessive cytoplasmic release of noradrenaline
from the hippocampus upon combined oxygen and glucose-deprivation. Our results therefore
indicate that in addition to P2X receptors, inhibitory P2Y receptors could also be a potential
target for neuroportection. Our data are also the first demonstration of the involvement of P2X7
receptors in the regulation of basal and LPS-induced IL-1p production of the rodent
hippocampus in an in vivo inflammatory model. Our results indicate that P2X7 receptors,
responsible for this facilitatory regulation are mainly localized peripherally, presumably on
blood cells or immune cells. In our third series of experiments, we revealed that P2X7 receptor
deficiency elicits widespread alteration in the expression of genes responsible for synaptic
signaling and neuroplasticity in the limbic system. A whole genome microarray analysis was
performed in the amygdala and consistent with the presumed dysfunction of glutamatergic
transmission and consequent neuroplasticity changes in depression, a downregulation of
different ionotropic glutamate receptors (AMPA2, AMPAA4), a metabotropic glutamate receptor
subunit (Grm7) and the glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) was detected in P2rx7-/-
mice. These changes are consistent with previous results showing that the activation of P2X7
receptors in the brain leads to an increased glutamate. Therefore, it is tempting to speculate that
the increased activation due to gain-of-function mutations of P2X7 receptor encoded gene,
described in depression, may lead to glutamatergic overactivation and subsequent it would lead

to depressive symptoms.
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