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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-MeSATP:
S5-HT:

ACh:

aCSF:

aB-meATP:

AMP/ADP/ATP:

AMPA:
AR:
AS:
ATPyS:
BBG:
BDNF:

BzATP:
CAMP:
cDNS:
COMT:

Ct:
Cys:
DA:
DSM:

GABA:
GLU:

Grinl/2a/2b:

Grma3:
HPC:

2-metil-tio-ATP

szerotonin, 5-hidroxitriptamin

acetilkolin

mesterséges cerebrospinalis folyadék (angol kifejezés: artificial
cerebrospinal fluid)

a,pB-metilén ATP

adenozin-5’-mono- / di- / trifoszfat
2-amino-3-(5-metil-3-0xo0-1,2-oxazol-4-il) propionsav

adenozin receptor

aminosav

adenozin-5’-O-(3-tio)-trifoszfat

Brilliant Blue G

agyi eredeti neurotrof faktor (angol kifejezés: Brain-derived
neurotophic factor)

2'(3")-0-(4-Benzoylbenzoyl)ATP

ciklikus adenozin-5’-monofoszfat

komplementer dezoxiribonukleinsav

human katekolamin-O-metil-transzferazt kodold gén (Mus musculus
esetében: Comt)

attorési ciklusszam (angol kifejezés: threshold cycle)

cisztein

dopamin

Mentalis rendellenességek kormeghatarozo és statisztikai kézikonyve
(angol kifejezés: Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders)

gamma-amino-vajsav (angol kifejezés: gamma-aminobutyric acid)
glutamat

NR1/2A/2B N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor alegységeket
kodolo gének (Mus musculus)

metabotrop glutamat receptor 3 altipust kodold gén (Mus musculus)

hippokampusz (angol kifejezés: hippocampus)
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I.p.:
ICD:

IL-1a/1p/6/10:
KC (CXCL1):

KIR:
KN-62:
LPS:
LTP/LTD:

MAPK:
MRNS:
NA:
nAChR:
NMDA:
NRG1:

0ATP:
P2RXT:

P2ryl2:
P2XT7R:
PV:
PCP:
PFC:
PKC:
PPADS:
SNP:

TNF-a:
UDP/UTP:
VTA:
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intraperitonedlis

Betegségek nemzetkozi osztalyozéasa (angol kifejezés: International
Classification of Diseases)

interleukin-1a/1p3/6/10

kemokin C (angol kifejezés: chemokine C)

kdzponti idegrendszer
1-[N,O-bisz(5-izokinolinszulfonil)-N-metil-I-tirozil]-4-fenilpiperazin
lipopoliszacharid

hosszu idejii potenciacio és depresszid (angol kifejezések: long-term
potentiation / depression)

mitogén-aktivalt protein kindz

hirvivé (angol kifejezés: messenger) ribonukleinsav

noradrenalin

nikotinos acetilkolin receptor

N-metil-D-aszpartat

human neuregulin 1 fehérjét kodolo gén (Mus musculus esetében:
Nrgl)

perjodattal oxidalt ATP

human P2X7 receptor alegységet kodold gén (Mus musculus esetében:
P2rx7)

P2Y 12 receptor altipust kodold gén (Mus musculus)

P2X7 receptor

parvalbumin

fenciklidin

prefrontalis kéreg (angol kifejezés: prefrontal cortex)

protein kinaz C

piridoxalfoszfat-6-azofenil-2-4-diszulfonsav

egypontos nukleotid polimorfizmus (angol Kkifejezés: single
nucleotide polymorphism)

tumor nekrozis faktor o

uridin-di- / trifoszfat

ventralis tegmentalis area
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2. BEVEZETES

2.1 A szKizofrénia

A szkizofrénia egy kronikus pszichiatriai rendellenesség, heterogén genetikai és
neurobioldgiai hattérrel, amelyek befolyasoljak a korai agyi fejlédést’. A szkizofrénia
kifejezést Eugen Bleuler, svajci pszichiater alkotta a schizein (hasadni) és a phrenos (mint
lélek) gordg szavakbol?. A human populdcioban a betegség 4tlagos élettartam-
prevalencidja éppen csak 1% alatt van. Ugyanakkor nagy regionalis eltérések
mutatkoznak  az  el6forduldsi  gyakorisdg  mértékében, nyilvanvaléan a
varosiasodottsagnak ¢és a bevandorlasi mintazatoknak koszonhetéen. A szkizofrénias
emberek atlagos élettartama révidebb, mint a populacio tobbi részének, amelynek 6 okai
az ongyilkossag, illetve a kardiovaszkularis betegségek. Kiilonféle befolyasolhatd és nem
befolyasolhat6 riziko faktorok hatassal vannak a betegség kialakuldsara. Ezen tényezdk
kozé tartoznak a prenatalis, illetve a sziiletés koriili események, amelyek feltételezhetden
hatassal lehetnek a fejlodo agy neuralis kapcsolataira. Ilyenek példaul a terhesség alatti
komplikéciok, abnormalis magzati novekedés, tovabba a maternalis 1égzési fertdzések
vagy alultdplaltsdg, ideértve a folsav vagy D-vitamin hidnyt, kiilondsen a téli
honapokban, mind novelhetik a szkizofrénia kialakuldsanak valoszinliségét. Ezen
talmenden, bar pszichologiai vagy bioldgiai faktorok még nem tisztazottak, de az idésebb
férfiak utddainal nagyobb eséllyel alakulhat ki a betegség, mint fiatal apak gyermekeinek
esetében. Férfiak korében valamelyest nagyobb a valoszinlisége a szkizofrénia
kialakulasanak, és altalaban korabban (20-24 évesen) alakulhat ki, mint a n6knél (25-29
évesen). Mindezek mellett hozzéjarulhat a szkizofrénia kifejlédéséhez a varosi kornyezet,
a migracios allapot, drog-hasznalat, illetve a szocidlis csapasok (pl.: gyermekkori
bantalmazas)’. A tiinetek megjelenése jellemzden késd serdiilékorban vagy fiatal
felnéttkorban kezdddik, azonban ezt megel6z6 korban fejlddési zavarok, premorbid
deficitek figyelhetdek meg®.

A betegség azonositasi kritériumai, amelyeket az Egészségiigyi Vilagszervezet
(World Health Organization, WHO) altal kiadott legujabb, ICD-11 (International
Classification of Diseases) kozleményiikben megjelent, hasonldéak az Amerikai

Pszichiatriai Szovetség (American Psychiatric Association) altal kiadott DSM-5

6
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(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) kozleményben publikaltakhoz.
A szkizofrénianak 6sszesen hat diagnosztikai kritériuma (A-F) van. Az ,,A” kritérium
tartalmazza az 0t legjellegzetesebb tilinetet, amelyek kozil legalabb kettének jelen kell
lennie 1 honapos periddus alatt, ezek a téveszmék, hallucinacidk, dezorganizalt beszéd,
nagymértékben rendezetlen vagy katatonias viselkedés, negativ tiinetek (pl.: csokkent
érzelmi kifejez6dés vagy akarathidny). Az els6 hadrom tlinet mutatja az Gin. pozitiv tiinetek
(egészséges emberekre nem jellemz0) magjat. Habar nem keriilt be az els6 kritériumok
kozé, mert nem kell6en elkiilonithetd a szkizofrénia mas ,hatar” betegségektdl, de a
kritérium a szocialis / foglalkozasi zavarokat (munkdban, személyek kozti
kapcsolatokban) tartalmazza. A ,,C” kritérium szerint az el6bbi kritériumokban emlitett
zavaroknak legalabb 6 honapos periddusban jelen kell lennitik. A ,,D” kritérium a
szkizoaffektiv és major hangulati zavarok, az ,,E” kritérium az anyag (drog-hasznalat)
illetve altalanos hangulati koriilmény diagnozisbol valo kizarasat tartalmazza. Az ,,F”
kritérium a teljes fejlddésbeli elmaradéassal vagy az autizmus spektrumzavarral valo
kapcsolatara tér ki. Mig korabban (DSM-1V) kiilonbozé klinikai altipusokat
kiilonboztettek meg (dezorganizalt, kataton, paranoid és rezidualis szkizofrénia), addig a
DSM-5 a szkizofrénia klinikai altipusainak hasznalata helyett, pszichopatoldgiai
dimenzidkat hasznal, amely lényegesen javitja a betegség heterogenitasanak leirasat.
Hasonl6 mdédositast hajtottak végre az ICD-11-ben az ICD-10-hez képest*, de a DSM-
mel ellentétben kodolt kikotéseket vezettek be. Eszerint vannak tiineti mindsitok,
beleértve a pozitiv, negativ, depressziv, manias €s pszichomotoros tlineteket. A betegség
lefolyasa szerinti mindsiték kiilonbséget tesznek az elsé és tobbszori epizodu esetek
kozott, az akut epizdd és a teljes vagy részleges remisszio kozott, illetve az akut és az
alattomosan fellépd (els@) pszichotikus epizodok kozott, az eltérd eldrejelzd
kovetkeztetések miatt. EQy kognitiv mindsit6 a diagnosztikai és a terapias szempontok
figyelembevételét szolgdlja a kognitiv problémak funkcionalis kimenetelére
vonatkozéan®. A DSM ¢és az ICD azonositasi kritériumaiban megmaradt az eltérés a
tekintetben, hogy meddig kell jelen lenniiik a korabban emlitett tiineteknek, amely az ICD
esetében 1 honapos periddust ir eld, tovabba a beilleszkedési zavar, a DSM kritériumok

kozott szerepel az ICD-vel ellentétben®.
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2.1.1. A szkizofrénia strukturalis kortana

Strukturalis agyi rendellenességeket alaposan dokumentaltak szkizofréniaban
szenvedd egyénekben. Ezek magukba foglaljak az oldals6 és harmadik agykamrak
novekedését, illetve a kortikalis sziirkedllomany €s az ahhoz kapcsolodo strukturak
térfogatanak csokkenését. Ez utobbi valtozasok nem mutatnak egységes abnormalitast,
hanem inkéabb elsédlegesen bizonyos kapcsolodo kérgi részekre van hatasuk, ideértve a
szuperior temporalis gyrust, a dorzalis prefrontalis kérget (PFC), és a limbikus teriileteket,
mint a hippokampusz (HPC) és az anterior cingularis kéreg (1. abra). Ezen szerkezeti
rendellenességek koziil szamos egyértelmlien észlelhetd a nem-kezelt szkizofrénids
betegek elsd epizddjaban, €¢s megjelenhetnek mar a betegség klinikai megjelenése elott.
Eszerint ezek az abnormalitasok tiikkrozhetik egy els6dleges betegség folyamatat, és nem
egy masodlagos kovetkezménye a betegségnek vagy a kezelésének. Ezen tilmenden,
longitudinalis képalkotd vizsgalatokban latszolagos neuropatologiai el6rehaladasat
mutattdk ki a szlirkeallomany térfogati csokkenésének, ¢és a folyadékkamra
novekedésének a betegség folyaman. A patofizioldgiai valtozasok természete ugy tiinik
eltér6 az egyes régiokban: a neuronok szamanak csokkenése a talamusz néhany
magjaban, csokkenések szinaptikus kapcsolati markerekben a PFC-ben és a HPC-ban.
Tovabbéd bizonyitott a dopamin (DA) neurotranszmisszié funkcionalis talstlya a
stridtumban és deficitje a PFC-ben®. Post mortem szoveti vizsgalatok még eziddig nem
ahol a patologia bekovetkezik, de a HPC és a PFC agyi régiok rendellenességével
kapcsolatos tanulmanyok vannak talsulyban’. A strukturalis elvaltozasok hatterében a
neuronok ¢és gliasejtek deficitje, a szinaptikus diszfunkcio, illetve a sejtszerkezet
felbomlasa allhat. Kordbbi post mortem tanulmanyok eredményei a PFC vastagsaganak
csokkenése mellett, emelkedett sejtstiriségrdl, egyes idegsejttipusok (agykérgi piramis
neuronok) sejttest méretének csokkenésérdl szamoltak be, azonban a teljes sejtszamban
nem tapasztaltak valtozast. Ez Gsszefliggésben allhat az axonterminalisok, a disztalis
dendritek és dendrittiiskék csokkent szdmaval. Egyes vizsgalatok szerint az idegsejtek
normalistol eltérd szervezddése és fejlodése allhat a késébb kialakult strukturalis
abnormalitds hatterében, ezek 0Osszefiiggésbe hozhatdéak a korai és kései fejlodési

zavarokkal®.
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1. abra. A szkizofrénidban leginkabb érintett agyteriiletek®. Az angol kifejezések
magyar forditdsa: temporalis és parietalis asszociacios kérgek; anterior cingularis kéreg;
prefrontalis kéreg; hippokampusz ¢€s parahippokampalis kérgek; talamusz (anterior és
mediodorzalis magok); ventralis kdzépagy; kék vonalak: serkentd kapcsolatok, zold

vonalak: gatl6 kapcsolatok; roézsaszin vonalak: dopamin kapcsolatok.

2.1.2. A szkizofrénia patomechanizmusanak kialakulasa: neurotranszmitter

diszfunkcio és idegfejlodési hipotézisek

Korabban a leginkéabb elfogadott tedria a betegség tiineteinek kialakuldsara az n.
dopamin hipotézis volt, mely szerint a mezolimbikus DA neuronok talmiikodése okozza
a pszichozis pozitiv tiineteit. Ezzel egytitt a frontalis kéregbe vetiilé mezokortikalis DA
neuronok alulmikodése a szkizofrénia negativ, kognitiv ¢€s affektiv tiineteinek
1étrejottehez jarul hozza. A dopamin tedria azon a megfigyelésen alapult, hogy az
amfetamin €s a kokain, amelyek fokozzdk a DA felszabadulast az idegvégzddesekbdl

pszichotikus tiineteket okoznak, mig az els6é generacios antipszichotikumok, melyek a D2
9
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dopamin receptorokat antagonizaljak elsésorban, csokkentik a DA felszabadulast és a
pszichotikus tlineteket enyhitették. Késébbiekben arra a feltételezésre jutottak, hogy a
vagy feltételezheté egy végsd kozos ttvonal, amelyben tobb mas neurotranszmitter,
receptor, neuronalis palya veszélybe keriilése konvergdl a mezolimbikus rendszerhez,
ami a DA hiperaktivitast teszi lehetévé®. Ily modon, az eddigi teoridk kiegésziiltek a
szkizofrénia glutamat (GLU) hipotézisével, pontosabban az NMDA (N-metil D-
aszpartat) receptor hipofunkci6 hipotézisével. Ennek indirekt bizonyitékaul post mortem
¢és genetikai tanulmanyok, illetve NMDA receptor antagonistak alkalmazéasa szolgalt. A
szkizofrénia NMDA receptor diszfunkcidjanak elméletének felmeriilése azon a
megfigyelésen alapult, hogy a nem-kompetitiv NMDA receptor antagonistak haszndlata,
mint a fenciklidin (PCP), a dizocilpin (MK-801) és a ketamin azonnali pszichés
hatasokhoz vezetnek, amelyek nagyon hasonlitanak a szkizofréniaban megjelentekhez,
magéba foglalva mind a pozitiv és negativ tiineteket egyarant'®. A gamma-amino-vajsav
(GABA) interneuronokon talalhato NMDA receptorok hibas miikodése végiil lehet6vé
teszi a tulzott mezolimbikus DA aktivitds kialakuldsit, amelyet az eredeti dopamin
hipotézis is felvazol. Ezaltal n6 az etiologiai komplexitas tekintettel a szkizofrénia
tiineteinek kialakulasara, a GLU, GABA és DA neurotranszmitterek kolcsonhatasa
révén®.,

Fiziologidsan a PFC feldl érkezd, leszallo glutamaterg kortikalis piramis
neuronok, a ventralis tegmentalis area (VTA) GABA-erg interneuronjainak
kozvetitésével tonusosan gatoljak a mezolimbikus DA felszabadulast. Amennyiben a
gatlas valamilyen oknal fogva deficitet szenved az a mezolimbikus DA ttvonal
hiperaktivitasat eredményezi, eldsegitve a szkizofrénia pozitiv tiineteinek kialakuldsat.
Ugyanakkor, a prefrontalis kérget beidegz6, mezokortikalis dopaminerg neuronokat a
leszalld glutamaterg kortikalis piramis sejtek kozvetleniil innervaljak, igy ennek az
utvonalnak a sériilése a mezokortikdlis DA utvonal hipofunkciojat okozza, amely
szkizofrénia negativ, kognitiv és affektiv tiineteinek megjelenéséhez jarulhat hozza'!.

Az idegfejlodési deficit 1étrejotte komplex folyamat, melynek hatterében allo
molekuléris tényezok feltérképezése, Osszefliggések feltdrdsa még varat magara.
Ugyanakkor szdmos tanulmanyban foglalkoztak, illetve napjainkban is foglalkoznak az

un. szkizofrénaval Osszefliggésbe hozhaté kandidans génekkel. Ilyen gén az NRGL,
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amelyrdl atirodo neuregulin 1 fehérje termék szerepet jatszik a neuronalis migracioban,

t12. A neuregulin 1 fehérje ligandja egy

tulélésben és a szinaptikus plaszticitadsban egyaran
tirozin-kinaz receptornak, az ErbB4-nek, amely a posztszinaptikus denzitas fehérjéken
keresztiil fizikai kapcsolatot 1étesit az NMDA receptorok NR2 alegységével. Ezaltal
hatassal van az ErbB4 receptor stimulacigja az NMDA receptorok csatorna
tulajdonsagaira, illetve az alegység specifikus foszforilaciojara, igy befolydsolva az
NMDA receptor-fiiggé neurotranszmissziot'®. Huméan post mortem vizsgalatokban az
szkizofrénias betegek PFC régioibol szarmazo mintaiban'?,

A betegség egy masik kandidans génje a katekolamin-O-metil-transzferaz
(COMT) génje, melynek fehérje terméke egy katabolikus enzim, a katekolaminok, mint
a DA lebontasaban jatszik szerepet. A COMT génje a 22. kromoszéman talalhato
(22911), ennek delécidja egy komplex szindromat eredményez, amelyek pszichiatriai
megnyilvanuldsai kozé tartozik a szkizofrénia és egyéb pszichdzisok. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a DA lebontdsi mechanizmusa, amennyiben kart szenved, a
megemelkedett DA szint a PFC-ben a szkizofrénia pozitiv tiineteinek kialakulasahoz

jarulhat hozza®.

2.1.3. A szkizofrénia allatmodelljei

Komplex pszichidtriai rendellenességek, mint a szkizofrénia megbizhato,
prediktiv allatmodelljeinek alkalmazasa elengedhetetlen a betegség neurobiologiai
hatterének feltarasara, illetve Ujonnan kifejlesztett gyogyszerek terapids tesztelésére. Az
elérhetd szkizofrénias dallatmodellek négy kategdridba sorolhatok: farmakologiai,
fejlodési, 1€zids vagy genetikai manipulécios. A legtobb ragesalé modell a szkizofrénia
pozitiv  tiineteit modellezi az arra hasonlito  viselkedésbeli  fenotipusok
megvaltoztatasaval. Néhany modell azonban a szocidlis interakcié modosulasaval, illetve
a tanulasi folyamatok és a memoria romldséaval a szkizofrénia negativ és kognitiv tiineteit
kivanja modellezni®.

A farmakologiai modellek jellemzden azon a megfigyelésen alapszanak, miszerint
egyes vegyiiletek emberekben és allatokban egyarant olyan tiineket valtanak ki, mint a

szkizofrén betegek esetében megfigyelhetd pszichozisos tiinetek. Ezek a vegyiiletek
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hatassal vannak egyes agyi neurotranszmitter rendszerekre, mint a dopaminerg,
glutamaterg, szerotonerg, cannabinoid, GABAerg, kolinerg és kappa opioid rendszerek®’.
A mezolimbikus dopaminerg rendszer tilmukodését jellemzdéen pszichostimuldnsokkal
valtjak ki, mint az amfetamin vagy a kokain'®'°, Az NMDA receptorok hipofunkciojanak
hipotézise egy alternativ, szkizofrénia modell a betegség dopamin hipotézise mellett.
Ennek kivaltasara NMDA receptorok nem kompetitiv antagonistait alkalmazzak, mint a
ketamin, PCP vagy a dizocilpin. Mindemellett kevésbé tanulmanyozott, de bizonyitott a
szerotonerg neurotranszmitter rendszer érintettsége pszichotikus tlinetek kialakulasanak
hatterében. Ezeket a tiineteket hallucinogén vegyiiletek, mint a psilocybin és a lizergsav-
dietilamid (LSD) alkalmazasaval képesek kivaltani, amelyek 5-HT.a receptor
agonistak'’.

Az idegi fejlddési modellek azon a feltételezésen alapulnak, miszerint a terhesség
soran vagy a perinatalis iddszakban bekovetkezd karos kornyezeti hatdsok novelik a
szkizofrénia kialakulasanak kockazatat. Ilyen kornyezeti hatdsok lehetnek az anyai
stressz, alultaplaltsag, fert6zés, immunaktivacié vagy sziilészeti komplikéciok, mint
példaul hipoxias allapot, amelyeket ragcsalokon lehet modellezni®®.

Ujsziil6tt kort patkdnyokon végzett ventralis hippokampalis 1¢zi6 eredményeként
a pubertas korra abnormalis viselkedési fenotipust valtott ki és negativan befolyasolja a
fejlédd medidlis PFC és nukleusz akkumbensz szerkezeti integritasat®.

A szkizofrénia genetikai modelljei egyes szkizofrénia kandidans gének, mint a
disrupted-in-schizophrenia 1 (DISC-1), Neuregulinl (NRG1) és receptora az ErbB4,
dysbindin vagy a reelin delécidjaval létrehozott egértorzsek™®.

Osszességében elmondhatd, hogy a szakirodalomban a szkizofrénia
farmakologiai allatmodelljei vannak talsulyban, feltételezhetéen annak kdszonhetden,

hogy azok kivitelezhetdsége egyszeriibb és rovidebb idd alatt eldallithatéak, mint a tobbi

kategoriaba tartoz6 modellek.

2.1.4. A szKizofrénia jelenlegi terapiaja

A szkizofrénia kezelésére un. antipszichotikus hatasu vegyiileteket, mas néven
antipszichotikumokat alkalmaznak. Klinikai jellemzdik alapjan, hatékonysag ¢és

mellékhatasokat tekintve megkiilonboztetnek tipusus (elsé generacids), illetve atipusos
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(mésodik generacios) antipszcihotikumokat. A hagyomanyos, tipusos gyogyszerek kozos
jellemzd hatasa, hogy a szkizofrénia pozitiv tiineteit csokkentik, ugyanakkor a negativ,
illetve kognitiv tiineteket nem befolyasoljak. Ko6zos jellemz6jiik, hogy elsésorban a
dopamin rendszeren fejtik ki hatasukat, foként a D2 dopamin receptor gatld hatasa révén.
Ilyen antipszichotikum példaul a haloperidol vagy klérpromazin.

A szkizofrénia negativ tlineteire az atipusos antipszichotikumokat alkalmazzak,
tovabba egyesek javithatjak a kognitiv deficitet egyarant. Ezeknek a vegyiiletkenek a
hatasmechanizmusa eltérhet. Egyes gyogyszerek kevert (szerotonin (5-HT)/DA)
antagonista hatast fejtenek ki, mint példaul a clozapin, quetiapin, masok szelektiven D2,
D3 receptorokon hatnak. Nemrégiben forgalomba hoztak mar olyan készitményt, mint a
dopaminerg transzmitter rendszeren keresztiil hatdé magyar fejlesztést cariprazine, amely
a szkizofrénia tobb tiinettipusara is kedvezd hatassal bir???, Ugyanakkor vannak olyan
gyogyszerek, melyek parcialis agonista hatasuk révén befolyasoljak a betegség egyes
tiineteit, mint az aripiprazol, amely a D2 dopamin receptor parcidlis agonistéja.

A szkizofrénidban szenved6k 25-30%-a rezisztens az elsé generacios
hogy nem szelektiv a hatasuk. Ilyenek az extrapiramidalis tiinetek kialakuldsa, mint az
akut disztonia, akatizia, perioridlis tremor vagy a tardiv diszkinézia, amely foként a
striatalis D2 DA receptorok gatlasanak kovetkezménye. Emellett a tuberoinfundibularis
D2 DA receptorok gatlasa hiperprolaktinémiahoz vezet.

A masodik generacios antipszichotikumok terdpids elénye, hogy kisebb
mértékben alakulnak ki extrapiramidalis mellékhatasok az alkalmazasuk soran, illetve
kevésbé befolyasoljak a prolaktin szintet. Tovabba hatassal vannak egyes gyogyszerek a
betegség negativ és kognitiv tiineteire is. Egyes vegyiiletek antidepressziv hatasuk révén,
csokkentik az dngyilkossagra valo hajlamot.

Mindezek ellenére a betegség kielégitd gydgyszeres terdpidja sajnos napjainkban
sem megoldott. Ujabban 1j gydgyszercélpontok iranyaban torténnek kutatasok, amelyek
mas transzmitter rendszer befolyasoldsa révén hathatnak, mint a glutamat vagy a glicin
neurotranszmitter rendszereken keresztiil. Napjainkaban még nincsenek ilyen jellegii
gyogyszerek forgalomban. Az elébbiekben emlitett mellékhatasok kikiiszobolésére nagy

jelentdséggel birnak az 1ij targetek azonositasara iranyuld kutatasok?®.
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2.2. Purinerg jelatvitel a kozponti idegrendszerben

2.2.1. Az adenozin-5'-trifoszfat (ATP), mint idegrendszeri jelatvivé molekula

Az ATP a sejtek szdmara nélkiilozhetetlen, mint intracellularis energiatarold
molekula jarul hozza a sejten beliili kémiai energiat igényldé folyamatokhoz: térben
elkiiloniilé metabolikus reakciok lejatszodasahoz; makromolekuldk (beleértve a DNS és
az RNS molekulakat) és fehérjék szintéziséhez; a sejtek fizioldgiai miikodéséhez
elengedhetetlen, sejtmembranon keresztiil torténd aktiv transzport folyamatokhoz szintén
sziikségesek (Na'K*-ATP-az, Ca?'-ATP-4az transzporterek miikddéséhez). Tovabbi
kiemelkedd funkcidja van az intra- és extracellularis jelatviteli folyamatokban egyarant.
Az intracelluldris szignalizacidban, mint foszfat-csoport donor vesz részt a kinazok altal
medialt foszforilacios reakciokban, illetve a ciklikus adenozin-5’-monofoszfat (CAMP),
mint masodlagos jelatvivd molekula szintéziséért felelés enzim, az adenilat ciklaz
szubsztratja. Az idegsejtek kozotti, illetve neuronok és nem idegi sejtek kozotti
kommunikéci6 kémiai ingeriiletatvitel tUtjan valésul meg neurotranszmitterek
segitségével®?®. Mar 1970-ben Burnstock és munkacsoportja publikalta kisérletes
bizonyitékat annak, hogy a bélben a nem-adrenerg gatldé idegekbdl ATP vagy azzal
Osszefliggésben 1év6 nukleotid (AMP, ADP és valoszinlileg mas purin nukleotidok is),
mint transzmitter anyag szabadul fel, teljesiti a neurotranszmitterekre vonatkoz6 mind az
ot kritériumot. Ezek a kritériumok a kovetkezdek: az idegvégzddésben szintetizalodik,
tarolodik, felszabaduldsa ingerlésfiiggd, hat a posztszinaptikus receptoron,
inaktivalodik?®. A kovetkezd évben Burnstock javaslatot tett az ilyen idegek ,,purinerg”
elnevezésére, hasonldo okokra hivatkozva, mint Dale 1933-ban az ,adrenerg” és

ykolinerg” idegek megnevezésére?’

. A neurotranszmitterek raktdrozdsa szinaptikus
vezikulakban torténik, melyek membranjaban tgynevezett V-tipusi ATP-az talalhat6. Ez
a protontranszlokal6 enzim, melynek mitkddéséhez az ATP hidrolizisével nyert energia
szlikséges, teszi lehetévé az  idegsejtek  citoplazmajaban  szintetizalddott
neurotranszmitterek vezikulakba torténd felvételét pH-gradiens (pl. acetilkolin (ACh),
katekolaminok (noradrenalin (NA), adrenalin, DA)), vagy a membranpotencial-
komponens (pl. GLU), vagy mindkettd terhére (pl. GABA)?. Késébbiekben felismerték,

hogy az ATP, mint kotranszmitter van jelen mind a periférialis, mind a kozponti
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idegrendszer (KIR) idegsejtjeiben®. Egyes neurotranszmitterek (ACh, katekolaminok)
szinaptikus vezikuldiban fordul elé az ingeriiletatvivd molekuldk mellett, igy azok
extracellularis térbe torténd iiriilésiikkor azokkal egyiitt szabadul fel?®. Az ATP molekula
toltése (er0sen polaris) és mérete miatt nem képes 0nallo6 membrantranszportra. Sejten
beliilr6l az extracelluléris térbe torténd felszabadulasa tobbféleképpen mehet végbe.
Fiziologias koriilmények kozott, stimulus hatdsara az idegsejtek termindlisabol vagy
néhany nem neuronalis sejtbdl képes vezikulakbol felszabadulni exocitozis révén. Az
ATP masik lehetséges felszabadulasa ATP-koto kazetta transzporterek (ABC (ATP-
binding casette) transzportek) aktivalasan keresztiil mehet végbe®®. Az ATP tovabbi
lehetséges transzportja az extracellulars térbe mechanoszenzitiv ATP-permeabilis
anioncsatornakon at is torténhet®.. Ilyen transzmembran transzport folyamatok révén
képes az ATP atjutni az intakt sejtmembranon. Emellett az ATP patofiziologias
mechanizmusok kovetkeztében képes felszabadulni a sériilt sejtekbdl a karosodott
sejtmembran résein keresztiil vagy sejthalalt kovetden®. Az extracellularis térben az
ekto-ATP-az enzimek hatasara az ATP részben lebomlik adenozinn, amelynek
kovetkeztében az ATP koncentraciok tartomanyai jelentds eltérést mutatnak sejten beliil
¢s kivil. Intracellularisan millimolaris (mM), mig az extracelullaris térben nanomolaris-
mikromoléris (nM-uM) tartomanyban van az ATP koncentracidja, annak felszabadulasi
és lebomlasi folyamatainak egyensulyatol fiiggden®t. Az ATP, illetve a beléle keletkezd
adenozin, mint modulator anyagokat felismerd specifikus receptorok megtalalhatoak az
idegrendszerben és szdmos mas, idegrendszeren kiviili sejtben egyarant (pl.
immunsejtek). Az ATP tehat alapvet6 intracellularis funkcidi mellett jelentds szereppel

rendelkezik, mint extracellularis szignal.

2.2.2. Purinerg receptorok altipusai és a purinerg jelatvitel

A purinerg neurotranszmisszio felfedezése, valamint az ATP transzmitter
szerepének feltardsa a nem-adrenerg és nem-kolinerg gatldo idegekben Geoffrey
Burnstock nevéhez fiiz6dik. Késdbbiekben bebizonyitottdk, hogy az ATP
kotranszmitterként jelen van a szimpatikus és paraszimpatikus idegekben. Napjainkban
mar ismert, hogy az ATP kotranszmitter szerepet tolt be a periférias és kozponti

idegrendszerben egyarant. 1978-ban azonositottak, hogy az adenozin és az ATP eltérd
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receptorokon fejtik ki hatasukat. Az adenozinnal aktivalhato receptorokat P1 (mas néven:
AR), valamint a kiilonféle purin és pirimidin nukleotidokkal (ATP, ADP, UTP stb.)

aktivalhato receptorokat P2 receptoroknak nevezték el°.

2.2.2.1. Adenozin receptorok

Az adenozin receptorok (AR) a G-fehérje kapcsolt receptorok szupercsaladjaba
tartoznak, melyek négy altipusat hataroztak meg (A1, Aza, Azs és Az AR) eltérd
farmakologiai tulajdonsagaik, szoveti / celluldris eloszlasuk és masodlagos effektor
kapcsolodasuk szerint. Az A1 és Az AR-k ugynevezett Gai-fehérjékhez kapcsolodnak,
vagyis a receptor aktivalasat kovetden az adenilat-ciklaz enzim gatlasa kovetkezik be, igy
csokkentve az intracellularis cAMP szinteket. Ezzel ellentétben az Aza, A2s AR altipusok
aktivalodasa torténik, ennek hatasara novelve az intracellularis cAMP szinteket. Szoveti
lokalizaciojukat tekintve az A1 és Axa AR-k foként a KIR-ben talalhatoak, mig az Aog és
Az AR-k jellemzéen a periférids szovetekben jatszanak kiemelkedd szerepet a

gyulladasos folyamatokban és az immunvélaszokban®2.

2.2.2.2. P2 purinerg receptorok

A kiilonb6z6 purin és pirimidin nukleotidok hatésait az extracellularis térben a P2
receptorok kozvetitik, melyeket ionotrop P2X és metabotrop P2Y receptorcsaladokra
osztottak farmakologiai és szerkezeti tulajdonsagaik szerint. Napjainkban a jelenleg
ismert human P2X receptorok koziil 7 féle alegységet (P2X1-7), mig a human P2Y
receptorok kozott 8 altipust (P2Y1, P2Y2, P2Ys, P2Ys, P2Y11, P2Y 12, P2Y13, P2Y14)

kiilonbdztetnek meg?®.

2.2.2.2.1. P2X receptorok

Az elézbéekben jellemzett kiilonb6zd G-fehérje kapcsolt receptor tipusokkal
ellentétben, az ionotrép P2X receptorok ATP altal aktivalt, nem szelektiv

kationcsatornak. Receptor aktivacio hatdsara egyarant atjarhatoak Na* és K* ionok

16



DOI:10.14753/SE.2020.2336

szamara, tovabba jelentds Ca®* ion permeabilitdssal is birnak®. Ahogyan az korabban
emlitésre keriilt, a P2X receptoroknak 7 alegysége ismert, amelyek koziil a P2X1-6
alegységek 379-472 aminosavbol (AS) allnak, mig a P2X7 alegység 595 AS-bdl épiil fel
a jelentdsen hosszabb C-terminalisanak kdszonhetden. Az egyes alegységek két hidrofob
transzmembran régioval rendelkeznek, a C- és N-terminalis végek intracellularisan
helyezkednek el, tovabba 280-300 AS-bol allo peptid szakasz egy extracellularis hurkot
formaz. Az N-terminalis végzddés mindegyik alegység esetében meglehetdsen révid (20-
30 AS), illetve tartalmaz egy konszenzus foszforilacios helyet, amelyet a protein kinaz C
(PKC) képes foszforilalni. Ennek a foszforilacids helynek kiemelkedd szerepe lehet a
P2X receptorok medialta iondramok kinetikajanak szabalyozasdban. Mind a 7 alegységre
jellemz6, hogy az extracellularis hurok tartalmaz konzervalt, N-kapcsolt glikolizacios
oldalakat (alegységenként eltérd), tovabba 10 konzervalt ciszteint (Cys), amelyek
feltehet6en kdlcsonhatasban vannak azaltal, hogy az egyes Cys-ket diszulfid-hidak kotik
Ossze. Az egyes alegységek kozti kiilonbségek a C-termindlis szekvencidjaban és
hosszaban (pl.: P2X6: 28 AS; P2X7: 242 AS) mutatkoznak meg. A C-terminalis hossza
¢és Osszetétele befolyasolja a receptorok kozvetitette iondramok kinetikajat, a receptor

deszenzitizacidjanak sebességét és a porusformaléd tulajdonsagukat egyarant® (2. abra).
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2. abra. Egy P2X receptor alegység sematikus rajza®**. Az extracellularis hurok az
Osszes P2X alegység esetében tartalmaz 10 konzervalt Cys-t (piros kor), tovabba 3
glikozilélt aszparagint (barna kdrben ,,N”). A kék korben ,,H” a hisztidint, a z6ld kdrben
K pedig a lizint jeloli. Angol kifejezések magyar forditasa: cisztein-gazdag hurok,
konzervalt PKC (protein kinaz C) kotéhely.

A P2X receporok csatorndjat harom alegységbdl alloé trimerek alkotjak,
homooligomerekként (kivéve a P2X6 alegységet) €s heterooligomerekként (kivéve a
P2X7 alegységet) is funkcionalnak (1. tablazat).

1. tablazat. A P2X receptor alegységek receptor heteromerizacioja.

PEX, P2X, PEX, P2X, PEX, P2X, PEX.
P2X, + + + - + + -
P2X, + + - + + -
EE:!{” + - + - -
P2X, + + + -
P2X, - + -
P2, - -
P2X, -
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Azota késObbi tanulmanyokban ugy talaltdk, hogy a P2X1/4 és a P2X4/7
heteromerizacio is alkothat funkciondlisan aktiv konformaciot®®. Egy P2X receptor
agonista meghosszabbodott expozicidja a receptor deszenzitizacidjadhoz és a receptor
porus bezarodasahoz vezet. A deszenzitizacio ideje szerint a P2X receptorok lassan
(P2X2, P2X4, P2X5, P2X7), tobb mint 20 masodperc alatt, és gyorsan (P2X1 és P2X3),
kevesebb mint 1 méasodperc alatt deszenzitizalddo receptorokra csoportosithatoak®’. A
P2X receptor pérusnyitasahoz harom molekula ATP egyidejii bekotodése sziikséges. Az
ATP molekula kotohelyét két szomszédos alegység kozotti, az extracellularis oldalon a
két transzmembran régid végeihez kozeli AS-k alkotjak, amely azt jelenti, hogy egy ATP
molekula két alegységhez kotddik egyszerre. A szerkezeti modell szerint az ATP
kotdhely nem a receptor porus kozelében van, hanem azt feltételezik, hogy van egy Un.
linker régidé a kotdhely és a porus kozott, amely az agonista kotddését parositja a
porusnyitassal®®. Mutagenezis tanulmanyok szerint az ATP molekula negativan toltott
fosztat-csoportja koordinacios kotést alakit ki a pozitivan toltott lizin aminosavakkal
(pozicid: K68, K70, K309), tovabba az adenin gytiriit két aromds régid (F185T186 és
N290F291R292) fogja kozre (3. abra)®. Az aminosavak egy betiis roviditését a *°

referencia tartalmazza.

3. abra. Az ortosztérikus és a Cys gazdag allosztérikus kotohelyek kozelségének

modellje a P2X receptoroknal®. A lchetséges ortosztérikus ATP kotdhely magaba

foglalja a kdvetkezd AS-kat: K68, K70, F185, N290, F291, R292 és K309. Feltételezheto,

hogy az egyik szomszédos alegység K68 és K70 AS-jai jarulnak hozza az alegységek
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kozti kotéhelyhez. A Cys-ket fekete korok, illetve az azokat 6sszekotd diszulfid-hidakat
fekete pontozott vonalak jelolik. A Cys gazdag régiok 1-6 és 7-8 a szomszédos P2X
receptor alegységekben vannak, amelyeket diszulfid-hidak kotnek Gssze (barna pontozott
vonal). A lehetséges mutacios helyeket, amelyek hatassal vannak az allosztérikus
szabalyozasra barna korok jelolik. A lila szinti kor arginint jelol, amely a P2X7 receptor
esetében ADP ribozilalt lehet, és ez a csatorna aktivaciojahoz vezethet, a piros pontozott

vonal a kozelségét jeloli az ATP kotohelyhez.

Az ortosztérikus agonista kotShely mellett tovabbi allosztérikus kotéhelyek
szabalyozhatjak a receptor aktivacidjat. A P2X receptorok esetében ilyen példaul a cink
ion (Zn?*), amely kis koncentracioban, mint allosztérikus modulator fokozza a porus
nyitasi frekvencidt és idOtartamat. Mas tanulmanyok szerint a P2X receptor medialta
dramok, mas ion fajtakkal is szabalyozhatoak, beleértve a réz iont (Cu?") és a protont (H*)
egyarant’®,

A P2X receptorok szoveti eloszlasa igen széleskori. Eredendéen a P2X
receptorokrol az a feltételezés terjedt el, hogy foként a periférian expresszalodnak.
Azonban napjainkban mar ismert, hogy az emlésok Osszes vizsgalt szovete kozil az
emlds agyban a legmagasabb a purinok szintje és a legtobb féle purinerg receptor itt
fejezédik ki (2. tablazat). A kdzponti idegrendszerben a receptor aktivacidja Ca®*-ionok
bearamlasat teszi lehetdvé a neuronokba. Az ingerlékeny sejtekben ezt a citoszolikus
Ca?*-ionok koncentracié novekedést két eltéré mechanizmus okozhatja: membrin
depolarizacié eredményeként a 1étrejovd fesziiltség-fiiggd Ca?*-ion és magan a P2X
receptoron keresztiili Ca®*-ionok bedramlasa®®. Ez a folyamat egy lassabb
neuromodulacids valaszt valthat ki, mint a glutamat receptorok célzott intracellularis,
axonalis (dendritikus) transzportjat (trafficking: intracellularis fehérje transzport). Ez a
valasz in. NMDA (N-metil-D-aszpartat)-tipust glutamat receptorok esetében 1étrejon, de
ezzel ellentétben az AMPA (2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-oxazol-4-il) propionsav)-
tipusi glutamat receptor axondlis transzportjinak gatlasat idézi eld a Ca®*-ionok
bedramldsa. Tovabbi hasonld Osszefliggéseket mutattak ki kisérletesen mas ligand-
kapuzott ioncsatornak (pl.: nAChR (nikotinos acetilkolin receptor), 5-HT3aR) és a P2X
receptorok kozott. A primer afferens idegekben a P2X receptoroknak kritikus szerepiik

van az akcids potencidl inicializalasaban, a szenzoros sejtekbdl (mint példaul az
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izlelébimbok, kemoreceptorok vagy az urotélium) felszabadult ATP kivaltotta valaszok
soran*,

A P2X receptor aktivacid kovetkezménye tobb annal, mint egy egyszerl
membranon keresztiili tranziens &ram. Amennyiben nagy a sejt Ca®*-ion permeabilitisa
az intracellularis Ca?* koncentracid novekedését és a sejtmembran depolarizaciojat
eredményezheti, ezt kdvetéen fesziiltség-fiiggd Ca®*-csatornak aktivalasat egyarant.
Ennek kovetkeztében, a citoplazmaban akkumulalodott kalcium ionok szamos
intracellularis kinaz, mint példaul PKC, mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPKSs) vagy
Ca?*- | kalmodulin-fiiggé protein kinaz II (CAMKII) aktivacidjahoz vezet. Tovabba
néhany P2X receptor (kiilondsen a P2X7, de bizonyos koriilmények kdzott, rekombinans
P2X2, P2X2/3, P2X4 és néhany nativ neurondlis P2X receptor), egyedinek tiinik egy
nagy konduktanciaji porust kialakito képességét tekintve, amely lehet6vé teszi szerves
kationok (pl.: N-metil-D-glukamin) és fluoreszcens festékek atjutasat a sejtmembranon
hosszan tartd agonista expoziciot kovetden. A porus kialakitas és a permeabilitas valtozas
eléfordulasa eltéré lehet kiilobozo sejttipusokban és néhany részletben eltérhetnek a

kiilonféle receptorok®?.
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. tablazat. A P2X receptorok széveti eloszlasa®>.

Newronal

Sympathetic neurons
Parasympathetic neurons
SensOry neurons

Enteric neurons

Central nervous system

Retinal neurons

Muscle cells
Smooth muscle
Skeletal muscle
Developing
Adule

Cardiac muscle

Nonmetronal
Orsrenhlasts
Orsreoclasts
Carrilage
Keratinocytes
Fibroblasts

Adipocyres

Epithelial cells (lung, kidney, trachea,

uterus, Cornea)
Astrocytes
Oligodendrocytes
Microglia
Miiller cells
Enteric glial cells
Sperm
Endothelial cells
Erythrocytes
Platelets
Immune cells (thymocy tes,
macrophages,
neutrophils, eosinophils,
lymphocytes,
mast cells, dendrric cells)
Exocrine secretary cells
Endocrine secretory cells (pituirary,
pancreas,
adrenal, thyroid, testis)
Cholangiocytes
Intersatial cells of Cajal
Kupffer cells
Special senses
Inner ear
Eye
Tongue
Olfactory organ
Cochlea hair cells

P2X1-7

P23, P23, P2X4, P2XS

P2X1-7, predominandy P23, and P2X2/3

P23, P2X3, P2X4, P2XT

P2X2, P2X4, and P2X6 (including
heteromultimers) and P2X7

P22, P23, P2X4, P2XS, P2XT

P2X1-7, predominandy P21

P22, P2XS, P2Xe
F2X1-7
P2X1, PXK3, P2X4, P2XS, P2X6

P21, PXX2, PIX5, P2XT
P2X1, P2X2, P2X4,P2X7
P22
232, PXX3, P2X5,P2X7
P27
F2x1
P2X4, PIXS, P2X6,P2KT

P2X1-7

P2X1

P24, P2XT

P23, P24, PIXS, P2XT

P27

P22, PIXT

P2X1, P22, P23, predominately P2X4
P22, PXX4, P2XT

P2x1

P2X4 and predominately P2X7, but some P2X1,

P2X2, PXXS

P2X1, P24, PIXT
P2X1-7, predominately P2} 26

P22, PXX3, P2X4,P2K6
P22, P2XS
P2X1, P24, P2XT

P21, PXX2, P2X3,P2X7
232, PXX7T

P2x2, PIX3

P22, P24

P2X1, P22, P2XT
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Az eltér6 P2X receptorok egyazon neuronon belilli, a sejt szémaja ¢és

idegterminalisa kozotti eloszlasuk kiilonbdzd lehet*

. Az agy szamos teriiletén igazoltak
a P2X receptorok jelenlétét, igy a kortexben, a hippokampuszban, kisagyban, bazalis
ganglionokban, kozépagyban és a habenulaban egyarant**. Az idegsejtek mellett tovabbi,
nem neuralis eredetii sejtek, mint az asztrocita és a mikroglia sejtek is expresszalnak P2X
receptorokat®. Mig az ATP a neuronokbdl kotranszmitterként szabadul fel mas
neurotranszmitterekkel egyiitt*®4’ addig a glia sejtekbdl torténé ATP felszabadulas
mechanikai vagy elektromos stimulacié hatasara jon 1étre*®. A P2X receptorok
idegrendszerben. A receptor aktivacidja fokozza a neuronalis ingerelhetdséget, gyors
szinaptikus transzmissziot kozvetit mind a periféridlis és kdzponti idegrendszer egyes
szinapszisaiban, és hozzajarul a hossza idejli szinaptikus hatékonysag fokozodashoz
(long-term potentiation; LTP). Az extracellularis ATP, mint trofikus faktor szerepet
jatszhat az axon novekedésben a fejlédés soran, tovabba domindns jelatvivo funkcidja
van a neuron ¢és glia sejtek kozotti kommunikacioban®. A kézponti idegrendszeren kiviil,
az immunsejtekben a P2X receptor aktivacio fokozza a pro-inflammatorikus citokinek
felszabadulasat (pl.: interleukin 1B, (IL-1p))*..

A hosszu idejli potenciacido (LTP) és depresszio (long term depression; LTD) a
szinaptikus plaszticitas formai, és lehetséges mechanizmusok a memoria kialakulésara és
a tanulasra. A P2 receptorok aktivacidja szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitas
szabalyozasaban, beleértve az LTP és LTD kontrolljat kiillonb6z6 agyi régiokban, de az
irodalomban kozolt adatok egyeldre ellentmondésosak arrol, hogy a P2X receptor
aktivacioja egy adott agyrégioban eldsegiti, gatolja vagy nincs hatassal az LTP-re. Ezeket
a diszkrepanciakat az LTP indukciojanak és/vagy fenntartasanak molekularisan komplex
jatszanak szerepet a P2 receptorok Ugy, mint a neuropatids fajdalom, migrén,
1szkémia/sztrok, neurodegenerativ betegségek (Alzheimer- és Parkinson-kor, amiotrofias
lateralszklerozis), epilepszia, gyogyszerfiiggdség, hangulati zavarok (depresszid,
szkizofrénia). Erdekesség, hogy ugyanannak a receptornak (pl.: P2X7R) kettds funkcidja
lehet, egy iszkémids sériilés korai fazisaban apoptotikus/nekrotikus hatdsa van, mig a

késoi fazisban eldsegitheti a neuroregeneraciot®?.
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2.2.2.2.2. P2Y receptorok

A P2Y receptorok az AR-okhoz hasonléoan G-fehérje kapcsolt receptorok
szupercsaladjanak tagjai, amelyek két alcsoportba oszthatéak G-fehérje kapcsolodasuk
szerint. Ezek alapjan megkiilonboztetiink igynevezett Gog-kapcsolt receptorokat (P2Yy,
trifoszfat jelatviteli itvonal aktivacidja révén az endoplazmatikus retikulumboél Ca*-ion
felszabadulas kovetkezik be, amely megndvekedett intracellularis Ca?*-ion szintet
eredményez. A masik alcsoport képviseléi Gai-kapcsolt receptorok (P2Y12, P2Y13, and
P2Y14), amelyek az elobbiekben emlitett A1 és Az AR-khoz hasonléan a receptor
aktivacigjanak hatasara az adenilat-ciklaz enzim gatlasa megy végbe. A P2Y receptor
altipusok agonista-kotd profiljukban is eltérnek egymastol, eszerint négyféle csoportba
oszthatéak. Az egyik csoportba azok a P2Y receptorok tartoznak amelyek, adenin
nukleotidokra (ADP és/vagy ATP) specifikusak (P2Y1, P2Y 12, P2Y13), emellett vannak
olyan P2Y receporok, amelynek endogén ligandja csak az uridin nukleotidok (UDP és
UTP) (P2Ye és human P2Yy). Tovabba egyes P2Y receptorokat adenin és uridin
nukleotidok egyarant aktivalhatjak (P2Y2, P2Y11 és ragesalo P2Y4), illetve 1étezik olyan
receptor, amelyenek endogén ligandja az UDP-gliik6z (P2Y14). Az 6sszes ismert P2Y
receptor altipus a KIR kiilonb6z6 sejtjeiben (neuronok, asztrocita, mikroglia,
oligodendrocita sejtek) expresszalodik. Ezek a receptorok patologias koriilmények kozott

aktivalodnak, kiemelt szerepiik van az idegi gyulladasos folyamatokban*®*°,

2.2.3. A P2XT7 purinerg receptor

2.2.3.1. A P2X7 receptor molekularis jellemzoi

Az ionotrop P2X receptor csalad tagjai koziil, a napjainkban hasznalatos
nevezektan szerint P2X7-nek nevezett receptort (P2X7R), kezdetben eltérd alcsoportba
soroltdk és P2Z receptornak nevezték el, annak molekularis szintli meghatarozasaig.
Els6ként Buisman és munkatarsai®® irtak le ezt a receptort 1988-ban, majd 1995-ben Di
Virgilio®? elnevezte P2Z receptornak, amely szamos immunsejt és inflammatorikus sejt

plazmamembranjdban expresszalodik. Korabban, mint ,,sejthaldl receptor” tartottak

24



DOI:10.14753/SE.2020.2336

szdmon. A receptor meghosszabbitott aktivicidja egy transzmembran pdrus nyitasat
eredményezi, amelynek kovetkeztében a sejtmembran permedbilis lesz nagy
molekulasuly molekulak szamara (akar 800 Da), amely végiil citolizishez vezet>2.

A P2XT7R-t patkany agy, fels6 nyaki idegdicabol és a medialis habenulajabol
izolaltak, a receptor teljes hosszisagu cDNS-ét (komplementer dezoxiribonukleinsav)
els6 alkalommal egy patkany agyi cDNS konyvtarbol klonoztak. A P2X7R alegység 595
AS-bol all, amelynek szekvenciaja 35-40%-ban homoldg a P2X receptor csalad masik
hat tagjaval. Hasonldan a tobbi P2X receptor alegység szerkezetéhez, a P2X7 két
transzmembran régioval, egy révid intracellularis N-terminalis doménnel és egy nagy
extracellularis hurokkal rendelkezik. A P2X7R alegység intracellularis C-terminalis
régidja eltérd hossziusadgi a P2X1-6 receptor alegységek C-termindlisahoz képest. A
P2X7 receptor alegység intracellularis C-terminalisa 1ényegesen hosszabb (239 AS) (4.
abra), mint a receptor csalad tovabbi hat tagja esetében (27-129 AS). A receptor C-

termindlisa hozzajarul a P2X7 receptor porus-formald tulajdonsagahoz. A P2X7R

crer

c sy

AS-k kozott van egy tugynevezett trafficking domén, amely a receptor sejtfelszini

expressziojahoz sziikséges®S.
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4. abra. A P2X7 receptor alegység sematikus szerkezete®. Sarga négyzet: konzervalt
arginin, piros kor: konzervalt cisztein, melyeket diszulfid hidak kotnek Ossze, zo6ld
haromszog: lehetséges glikozilaciés helyek, kék nyil: valdszinilisithetd p-reddk

elhelyezkedése.

Nativ szovetekben a P2X7R alegységek jellemzéen homotrimer struktirat
alkotnak®, habédr bebizonyitottak, hogy a P2X7R alegység a P2X4R alegységgel
heteromer szerkezetet is alkothat. Ez az interakcio feltételezhetden nagy jelentoséggel bir
a purinerg receptor-medialt fijdalom szignalizacidjaban®®. A P2X7R agonista kotéhelyei,
igy az endogén ligandok, mint az ATP kotéhelyei a receptor két szomszédos alegység
kozott talalthatoak, a tobbi P2X receptorhoz hasonléan. Mindazonaltal, hogy a receptor
trimer struktarat alkot, harom agonista kot6hellyel rendelkezik (5. abra).
Elektrofiziologiai tanulméanyok és a receptor aktivacié és deaktivacio kinetikdjanak
matematikai modellezése alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mar két ATP
molekula elegend6 az ioncsatorna nyitdsahoz, mig a harom kotdhely elfoglalasa a porus

tagulasat teszi lehetévé®,
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5. abra. A P2X7 receptor molekula-koté zsebe®. (A) Az apo pdP2X7 (ériaspanda
(Ailuropoda melanoleuca) P2X7 receptor) struktura egyetlen alegységének delfin-szerii
rajza (Head: feji rész, Upper body: felsd test, right and left flipper: jobb és baloldali
uszonyok, Dorsal fin: hatuszony, Lower body: alsé test, TM helices: transzmembran
hélixek). 14 B-red6 struktura (jelolés: B1-14). (B) A trimer pdP2X7 szerkezet
oldalnézetbdl vald abrazolasa. A fekete keret a felsd testi rész doménjeinek kortilbeliili
elhelyezkedését jeloli ki, amely a C és D abrakon lathatd. (C) A felsé test domének
oldalnézete, demonstralva egy allosztérikus, nem-kompetitiv inhibitor (A804598)
kotohelyeit az ATP-kotd zsebek (ATP-binding pocket) vonatkozasdban (narancssarga
szaggatott vonal jeloli). (D) Az apo pdP2X7 struktara feliilnézete az ATP-kotOhelyekre
(narancssarga szaggatott vonal jeldli) és egy molekula-koté zsebre (Drug binding pocket)

(z6ld szaggatott vonal jeldli) vonakozdan.

A P2XT7 receptorok nem-szelektiv kationcsatornak. Az agonista kotédése
kiilonboz6 bioldgiai valaszreakcidkhoz vezet, amely az agonista koncentracigjatol, illetve
annak expozicios idejétdl fiigg. EQy egyszeri, rovid agonista expozicié egy nem-szelektiv

kationcsatorna nyitasat eredményezi, igy Na*- és Ca?*-ionok sejtbe torténd bearamlasat,
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illetve K*-ionok kidramlasat a sejtb6l. Hosszabb ideig tartd vagy ismételt, agonista altal
kivaltott P2X7 receptor aktiviaci6 nagy porus kialakuldsat eredményezi a
sejtmembranban, amely végil holyag képzddéséhez vezet a membranban, tovabba
citokin felszabadulast, illetve sejthalalt eredményez. Ez a porus permedbilissa teszi a
membrant molekula tomegiiket tekintve 900 Da-ig terjedd molekulak szamara, mint
amilyen a Lucifer yellow (457 Da), Propidium (414 Da), Ethidium (314 Da) és az N-
metil-D-glukamin (NMDG") (190 Da). A citolitikus porusképzédésnek két tedridja
ismert. Az egyik hipotézis szerint a nagy porus kialakulasa maganak a kationcsatorna
tagulasanak koszonhetd. E tedria szerint a P2X7R fehérje C-termindlis és TM2 doménje
esszencidlis a porus kialakul4sat tekintve®®. Emellett egyes tanulméanyok arrol szamolnak
be, miszerint a P2X7R nyitott allapoti konformacidja lehetdve teszi negativan toltott
fluoreszcens festék molekulak atiramlasat, akar 1.4 nm-es atmérdig®®. Tovabba a
receptoron egy vagy két agonista kdtohely foglaltsaga a deszenzitizalt allapotnak kedvez,
mig ha mind a harom kotohely foglalt, a szenzitizalt vagy kitagult allapothoz jarul hozza.
A masik hipotézis alapja, hogy egy tovabbi poérusformélod fehérje, az un. pannexin-1
csatorna felépiilése jatszik szerepet a pérus kialakitdsdban. Ennek bizonyitéka, hogy
farmakologiai gatlasa vagy a pannexin-1 génkiiitése jelentésen gatolja egyes nagy
molekulak felvételét, amely alapjan ez a fehérje elengedhetetlen a porusképzddés
kialakulasahoz. A jelenlegi feltételezések szerint a P2X7 receptor aktivaciohoz szorosan
kapcsolodo késobbi szignalizacios esemény része a pannexin csatorna felépiilése®®® (6.

abra).
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6. abra. A P2X7 receptor sematikus szerkezete nyitott allapotban (A) és a pérus
kialakulasakor (B és C)*8. (A) A P2X7R homo-trimerként egy kehelyszerii szerkezetet
formal, mig az egyedi P2X7 alegység egy ugr6 delfin alakot. Az agonista kotdhelyek az
egyes alegyégek kozott taldlhatdak, a csatornanyitdshoz két kotdhely elfoglaldsa
sziikséges (ATP ECso: ~100-200 uM (patkany), ~700-1000 uM (human, egér))®:. A
feltételezett endogén agonista ATP mellett, az egér P2X7R nikotinamid adenin
dinukleotiddal (NAD") is aktivalhato ADP-ribozilacion keresztiil. A receptor ioncsatorna
aktivacioja, a sejtbe befelé, illetve kifelé¢ irdnyuld kation dramhoz vezet. (B és C) A
meghosszabbitott és/vagy ismételt P2X7R aktivacio, és a harmadik agonista kotohely
elfoglalasa permeabilissa teszi a membrant nagy molekulastlyu szerves kationok és
festékek szamara, mint az NMDG™ és a Yo-Pro"-1. (B) Egy lehetséges mechanizmusa a
porus kialakulasanak, ahogy a P2X7R-medialta csatorna porussa tagul. (C) Egy masik
lehetséges mechanizmus szerint, az elobb emlitett nagy molekulastlyu szerves kationok
¢és festékek sejtbe jutdsa a receptor mellett felépiild, porust formald fehérjén (mint a

pannexin-1) keresztiil mehet végbe.

Fiziologids korilmények kozott a P2X7R akitvitdsa alacsony szinten tarthato
extracellularisan jelenlévé divalens kationokkal (Ca?*, Mg?*, Zn?* és Cu?*), protonokkal

(vagyis alacsony pH-n), illetve kiilonb6z6 szerves, illetve szervetlen anionokkal. Ennek
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megfelelden a csokkent extracellularis Ca?*- és Mg?*-ion koncentracio esetén a P2X7

receptorok lehetséges funkcionalis valaszt mutatnak®.

2.2.3.2. A P2X7 receptor farmakologiaja

A homomer P2X receptorok agonista farmakologidjat tekintve az ATP ECso (fél-
maximalis valaszt ad6 hatasos koncentracid) értéke a P2X7 receptor patkany és egér
izoformaiban 0,1-1 mM-os tartomanyba esik, mig ez az érték a tébbi P2X receptor
esetében szubmikromolaris, illetve alacsony, mikromoléris tartomanyban van®. Tehat a
P2X7 receptorok esetében nagyobb ATP koncentracio sziikséges a biologiai valasz
1étrejittéhez, ellentétben a receptor csalad tobbi tagjaval.

A homomer P2X7R egyediilallé az agonista expozicidt kovetd deszenzitizacid
tekintetében. Vannak gyorsan, milliszekundumok alatt deszenzitizalodé (P2X1 és P2X3
receptorok) ¢és lassan, 100-1000-szer lassabban (P2X2 ¢és P2X4 receptorok)
deszenzitizalodo homomer P2X receptorok. A P2X7R esetében az ATP altal kivaltott
sejtbe befelé iranyuld d&ram nem mutat deszenzitizaciot tartos (2 perc) ATP alkalmazés
soran (7. abra)®®, ezaltal engedve egy folyamatos sejtbe befelé iranyuld Ca?" aramot,

amely tiikrdzi a receptor nem-deszenzitizalddo képességét®.
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7. abra. Homomer, patkany P2X receptorok deszenzitizaciojanak
osszehasonlitasa®. A fels és also sorban 10-szeres kiilonbség van az id6skéalan. Gyors
deszenzitizaciot a P2X1R és P2X3R esetén figyeltek meg, rovid (2 masodperc) ATP
kezelést (30 uM; a P2X7R esetében pedig 1 mM) kovetden. Lassu deszenzitizaciot
tapasztaltak P2X2 és P2X4 receptorok hosszabb (20 masodperc) ATP kezelését (30 puM,
valamint a P2X7R esetében 1 mM) kovetden. A kisérletek elvégzését megelézben
HEK293 sejteket (human embriondlis vesébdl szarmazo sejtvonal) az adott P2X fehérjét
kodold cDNS-t tartalmazd plazmiddal transzfektaltak. A P2X7R kivételével a tobbi
rekombinans receptort expresszald sejt esetében az elsé ATP kezelésre adott valasz
lathato. A P2X7R-t kifejez6 sejtek esetében az abran lathato ATP kezelést egy 2 perces

ATP eldkezelés eldzte meg.

Az ezidaig megismert P2X receptor agonistak nukleotid analégok. Ezek koziil az
ATPyS (adenozin-5’-O-(3-tio)-trifoszfat) és az ap-meATP (a.pf-metilén ATP) a
metabolikusan legstabilabbak, s ezeket széleskoriien hasznaljak ATP-kapuzott csatornak
vizsgalatara nativ szovetekben. Tovabba a 2-MeSATP (2-metil-tio-ATP), diadenozin
polifoszfatok, és mas nukleozid trifoszfatokat is hasznaljak, mint P2X agonistdkat®®. A
leghatasosabb P2X7R agonista a BzATP (2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)ATP), amely a

Ca?*-ionok sejtbe torténd bearamlasat, porus kialakuldsat és interleukin-1B (IL-1p)
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felszabadulast valt ki receptor aktivaciot kovetden egér, patkany és human P2X7
receptoron egyarant. A BZATP-t széles korben alkalmazzak kutatasi célra, mint P2X7R
agonistat, habar nem teljesen specifikus a P2X7R-ra, mivel képes bekotédni és aktivalni
a P2X1 és P2X2 receptorokat is, azonban kisebb hatékonysaggal. A BzATP kb. 10-30-
szor hatékonyabb, mint az ATP a P2X7R-t aktivald képességét tekintve. A P2X7
receptoron az ATP-nél kisebb agonista hatékonysaggal rendelkezik a 2-MeSATP,
ATPyS, ADP. Azonban egyes P2X receptorok agonistai, mint az af3-meATP, By-meATP,
ADP ¢és UTP hatastalannak bizonyultak a P2X7 receptorokon®®. A human és ragcsalo
P2X7 receptor kozott van néhany farmakologiai kiilonbség, mint pl. az eltér6 ATP és
BzATP ECsp értékek (10-25-sz6r nagyobb a human P2X7R-n), illetve mas vegyiiletek
iranti érzékenységiik. Tovabbi kiilonbséget mutattak ki a human és patkany eredetii
P2X7R elektrofiziologiai profiljaban a gyorsabb deaktivacio ATP vagy BzATP altali
aktivitalast kovetéen. Human P2X7 receptoron a kovetkezd agonista hatiserdsségi
sorrend 4llithato fel: BZATP >> ATP >2MeSATP >ATPyS >> ADP®, A P2X receptorok

agonista érzékenységét a 3. tablazat foglalja 6ssze®’.

3. tablazat: Klénozott P2X receptorok agonista érzékenysége®’.

Receptor ATP ADP  ofmeATP PymeATP 2meSATP BzATP
P2X, 1 30 1-3 10 1 3
80% 100% 40% 100% 60%
P2X, 10 ~300 =100 =300 3 30
100% <5% <10% 100% 60%
P2X; 1 =50 1 =300 03 —
=80% 100% - 100% -
P2Xy 10 ==100 ==100 — 10-100 —
— <10% — 30-80% -
P2X; 10 =300 ==100 — 10 =500

=80% — — —

P2X; 100 =>=300 ==300 =100 10 3
— — 80% 300%

Az egyes receptorokhoz tartozo ECsp értekek (uM) a felsd sorokban talalhatoak, az also

sorokban olvashato ,,%”-os értékek a maximalis agonista valaszokat jelentik.

Kereskedelmi forgalomban szdmos P2X7 receptor antagonista elérhetd, amelyek
eltérést mutatnak kémiai szerkezetiiket, az antagonizmus maddjat, specificitasukat illetve
fajszelektivitasukat tekintve. Az els§ generacidos vegyiiletek, amelyek képesek

antagonizalni a P2X7 receptorokat, altalanosan nem target specifikusak, képesek gatolni
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mas P2X és bizonyos esetekben P2Y receptorokat. Az ilyen, korai antagonistak kozé
tartozik a Reactive Blue 2, amelyet az 1970-es években hasznaltak el6szor, a suramin és
a Brilliant Blue G (BBG). Emellett a piridoxalfoszfat-6-azofenil-2-4-diszulfonsav
(PPADS), a perjodattal oxidalt ATP (0ATP) és az 1-[N,O-bisz(5-izokinolinszulfonil)-N-
metil-l-tirozil]-4-fenilpiperazin (KN-62) vegyiileteket az 1990-es években kezdték
alkalmazni, tovabba fejlesztettek ezekre a strukttrakra épiil6 vegyiileteket tulajdonsag és
specificitas javitds érdekében. A korai vegyiiletek koziil a BBG bizonyult a
leghasznalhatobbnak. Ezt a vegyiiletet egy specifikus P2X7R antagonistaként tartjak
szamon, amely nanomoldris koncentracié tartomanyban képes gatolni a patkany P2X7
receptorat, a tobbi patkany P2X receptort pedig csak mikromolaris koncentracio
tartomanyban vagy egyaltalan nem. Ujabban arrdl szdmoltak be, hogy a BBG szintén
blokkolja a pannexin-1 fehérjét, igy bonyolitva a hasznalhatosagat, mint szelektiv P2X7R
antagonista. Az 0ATP-t szintén széles korben alkalmazzak, de mas P2X recepotort
(P2X2R, P2X3R) is gatol, illetve gyengiti a P2 receptor fiiggetlen proinflammatorikus
jelatviteli mechanizmusokat. Tovabba az oATP irreverzivilisen kotddik a P2X7
receptorhoz, annak kovalens modositasa révén. Hasonléan az oATP-hez a PPADS is
irreverzibilisen kotédik a P2X receptorokhoz®?.

fejlesztették. Mig az els generacids antagonistakat altalanosan in vitro kisérletekre
tervezték, addig az ijabb gyogyszerszerii antagonistakat inkabb terapids céllal®?, Ezek
kozil a kutatocsoportunk elektrofiziologiai és egér viselkedés farmakologiai
vizsgalatokban alkalmazott JNJ-47965567 antagonista alkalmazasa részben reprodukalta
a P2X7 receptor génkiiités hatasat®®, Ez az antagonista szelektiv a P2X7 receptorra és jol
penetral a vér-agy gaton is®. Annak ellenére, hogy tijabb P2X7R antagonistik érhetdek
el, sok in vivo vizsgalatokban még mindig az els6 generacios antagonistakat alkalmazzak.
A P2X7R farmakologiai tanulmanyok esetében zavart okozhat az, hogy eltéré az
antagonistak aktivitasa a receptoron kiilonb6z6 fajokban (klonozott emlés P2X7

receptorokon végzett vizsgalatokban) (4. tablazat)®2,
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4. tablazat. Az emlés P2X7 receptorok antagonista profiljai°.

IC50
Species .
\ Reactive KN- AN - . ey " A EOPre JNJ-
PPADS BBG Blué" Gy A438079 AT740003 AZ10606120 AZ11645373 .0
uM
Human 1.2 1.9 5.4 0.2 09 0.09 0.003 0.05 0.005
Rhesus N.D. N.D. N.D. 0.1 0.3 N.D. 0.004 0.02 0.003
macque
Dog N.D. 0.05 N.D. 0.01 3.9 N.D. 0.06 0.04 0.005
Rat 1.2 0.6 2.8 =100 0.1 0.1 0.03 =20 0.063
Mouse 4.9 0.2 21 0.2 0.6 0.7 0.67 1.6° 0.03
(BALB/c)
Mouse 40 0.5 18 0.6 0.6 1.7 0.6% 1.6% 0.03¢
(C57BL/6)
Guinea pig 0.2 0.02 N.D. 0.1 N.D. N.D. N.D. 1.2 N.D.

A tablazatban az egyes vegyliletek ICso (fél-maximalis valaszt add gatldé koncentracio)
értékei (uM) a P2X7 receptoron, egyes fajonkénti megoszlasa lathatd (human, rhesus
majom, kutya, patkany, egér (BALB/c és C57BL/6), tengerimalac). (N.D.; nem

meghatarozott); *nem hataroztak meg az egértorzset).

A kémiai vegyiiletek mellett a P2X7R szamos kationnal gatolhatd. Kiilondsen a
kétértékli kationok, mint a Ca?*- és Mg?*-ionok in vivo mért koncentracioi, in vitro
aktivaciot gyengitd képességét az ATP szabad sav formajaval (vagy ATP*) torténd
kelatképzo képességeének tulajdonitjdk. Habar egyes tanulmanyok azt bizonyitjak, hogy
az elobb emlitett, és mas kétértékli kationok allosztérikus modulalé hatasuk révén
csokkentik a P2X7R aktivaciojat®. Az 5. tablazatban a P2X receptorok ion érzékenyége

talalhat6®t,
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5. tablazat: Klénozott P2X receptorok ion szenzitivitasa®’.

Receptor Calcium  Magnesium Zinc Copper  Hydrogen
P2X, No effect — — — Decrease
=100 mM pE; 6.3
P2, Decrease — Increase  Increase  Increase
5 mM 20 M 16 pM pK, =73
PN Decrease — — — Decrease
90 mM pK, =6.0
P23, — — Increase  No effect Decrease
2 uM to 50 M pK, =7.0
PN, Decrease  Decrease Decrease  Decrease  Decrease
3 mM 300 pM 10 p 05 pM pK, =6.1

A tablazatban talalhatd koncentraci6 értékek: az egyes ionok (kalcium-, magnézium-,
cink-, réz-, hidrogén-ionok) ATP-altal kivaltott valasz értékét milyen koncentracioban
csokkentik, illetve novelik 50%-al (kivéve a hidrogén-ionok esetében pKa értékek vannak

feltiintetve). (No effect: nem volt hatasa; Decrease: csokkentett; Increase: novelt).

2.2.3.3. A P2X7 receptorok szoveti és sejttipus specifikus megoszlasa a kozponti

idegrendszerben

Korabban Northern blot vizsgalatok sordn erds P2X7 receptort kddol6 mRNS
kifejezddést fedeztek fel az immunrendszer egyes szerveiben (csecsemdmirigy, 1€p), de
mas szervekben is, mint példaul az agyban, a gerincvelOben, a vazizomzatban, a tiidében
és a placentaban egyarant™. A P2X7 receptorokat szamos sejttipus expresszalja, beleértve
a vérképzo sejteket (limfocita és monocita sejtek, makrofagok), valamint az idegrendszer
sejtjeit (neuronok, asztrocita, oligodendrocita, mikroglia és a Schwann sejtek).
Autoradiografias kisérleti modszerekkel tartak fel a P2X7R kot6helyeit, és stirli P2X7R
kotddést talaltak az agy egészében €s a gerincveldben, amely magaba foglalja a
hipotalamikus és talamikus magvakat, a hippokampuszt, a spinalis trigeminalis magvat
és traktust, a kortikalis régiokat, a kisagyat, a nucleus caudatus-t és a putamen-t.
Mindemellett a P2X7 receptorok sejttipus specifikus lokalizacidja a KIR-ben régota vita
targyat képezi. A rendelkezésre allo antitestek a P2X7 receptorokon kiviil azok splice
variansathoz 1is kotddnek, ezért az immunhisztokémiai kisérletek eredményei
megkérddjelezhetoek™. Egyelére az elektrofiziologiai és neurokémiai vizsgalatok

eredményei IS ellentmondéasosak, mig neurokémiai kisérletekben egyértelmiien

35



DOI:10.14753/SE.2020.2336

kimutathat6 a P2X7 receptor aktivacio idegvégzdodésekre kifejtett kdzvetlen hatasa (pl.:
cerebrokortikélis®, kaudalis agytdrzsi®®, embrionalis gerincvel8i®’, kortikalis®® eredetii
neuronokra), elektrofizioldgiai kisérletekben megszodlaltathatd P2X7 receptort az ezzel
foglalkozé kutatocsoportok inkabb asztrocita eredetiinek tartjak®® %, Egyes tanulmanyok
aktivitas-fliggd P2X7R expresszios mintazatrol szamolnak be, amely egy inzultust
kovetéen indukalddott vagy feliilszabalyozdodott, mint egy agyvérzés, iszkémia,
alvashiany, alultaplaltsdg. Mindazonaltal a hozzaférhetd bizonyitékok a funkciondlis
P2X7 receptorok jelenlétérél a KIR kiilonbozo sejttipusain meggy6zoek. Funkcionalis
kisérleti modszerekkel (pl.: neurokémia, Ca?*  fluorimetria, Patch-clamp
elektrofiziologia) igazoltdk, hogy P2X7 receptorok jelen vannak neuronokon, asztrocita
¢és mikroglia sejteken egyarant. A leginkabb elfogadhato magyarazata az egymasnak
ellentmond6 tanulmanyoknak, hogy a P2X7R kifejezddése dinamikusan valtozik az
egyes kisérleti valtozok fliiggvényében, mint a kor vagy az eltérd szintii stressz stimulusok
a mintagyijtést megel6zéen (pl.: frissen preparalt agyszelet a fixalt agyszelettel

szemben)®8.

2.2.3.4. A P2XT receptor funkciéja a kézponti idegrendszerben

A purinerg jelatviteli folyamatok az idegi fejléddésben és patofiziologids
folyamatokban egyarant érintettek, mint példaul a sejtosztodas, sejtdifferenciécio,
neuron-glia interakci6é és neuronalis gyulladas. A P2 receptorok szoros kapcsolatban
allnak az embrionalis idegi fejlodéssel. A P2 receptorok kozvetitette szignalizacios utak,
amennyiben  zavart szenvednek, hozzajarulhatnak  pszichiatriai  betegségek
kialakulasahoz. A pszichiatriai korképek indikaciojaban foként a dopamin, glutamat és
GABA neurotranszmitter rendszerek, mint gyogyszercélpontok iranyaba folynak
leginkabb gyogyszerfejlesztések 't

A kozponti idegrendszerben a P2X7R stimulacié leginkabb jellemzett
kovetkezménye a neurotranszmitterek felszabadulésa, kiilonosképpen a GLU kiaramlasa
az extracellularis térbe. Ez a hatas kivalthatd szinaptoszomakbol €s asztrocita sejtekbol
egyarant. Az idegvégzddésekben illetve rekombinans P2X7 receptort expresszalo
sejtvonalakban torténd kisérletekben megfigyelték, hogy a P2X7R kozvetitette GLU

felszabadulas végbemehet exocitdzissal és nem-exocitotikus modon is®®. Asztrocita
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sejtekben a P2X7R stimulaciéo medialta GLU felszabadulas lassu, sejtbe befelé iranyuld
aramokat valt ki. Ezzel szemben egy P2X7 receptorhoz hasonlé tulajdonsagu receptor
aktivacioja hosszantartdé GLU kidramlast eredményez, amely tonusos aramot general a
hippokampusz CA1 neuronjaiban, amelynek patofizoldgiai kovetkezményei lehetnek az
agyban®®72,  Kutatdcsoportunk publikicidiban a P2X7 receptor medidlt GLU
felszabadulasrol szamolt be, egér agy hippokampalis ¢és prefrontokortikalis

szovetmintaiban®®3,

Mindamellett, hogy a P2X7R aktivacidja a hippokampuszt
innervald serkentd idegvégzddéseken szabalyozza a GLU kiaramlast, a gatlo
interneuronokon taldlhatdé P2X7 receptorok serkentése a GABA felszabadulast
befolyasolhatja’™.

Fiziologias koriilmények kozott az ATP koncentracidja nem éri el a P2X7
receptorok aktivacidjahoz sziikséges, 0.1-1 mM szintet. A receptor széleskoriibb
stimulacioja patologias koriilmények kozott varhatd, amikor szoveti sériilés, trauma vagy
mas patologias szignalok hatasara nd az extracelluldris kornyezetben az ATP szintje,
amely az extraszinaptikus és extraneurondlis P2X7 receptorok aktivaciojat
eredményezheti. Az idegvégzddésekbdl, tovabbad az asztrocita sejtekbdl a P2X7
receptorok aktivacidjanak hatdsara bekovetkez6 nem szelektiv  kationdram
kovetkezményeként nagy mennyiségben felszabadulé GLU neuronalis excitotoxicitdshoz
vezethet (8. dbra)®®. Emellett a P2X7R stimulacidja fontos szerepet jatszik egyes pro-
inflammatorikus citokinek (IL-1pB, IL-18, tumor nekrézis faktor o (TNF-a)) érési
folyamatainak szabalyozisdban és azok felszabadulasaban™. Ezek a citokinek
felszabadulhatnak asztrocita és mikroglia sejtekb6l egyarant, amelyeknek idegi
gyulladasos folyamatokban kiemelt szerepiik van®®. Az ATP altal kozvetitett P2X7R
aktivacio kovetkezményeként felszabaduldo IL-1 mikroglidlis aktivacidhoz és
ideggyulladashoz vezet. Ezek a folyamatok ok-okozati kapcsolatba hozhatdak
teszik a P2X7 receptort ilyen betegségek kezelésére iranyul6 kutatasokban. Napjainkban
is klinikai fazisban van szamos, vér-agy gaton penetrald, P2X7 receptor antagonista

neuropszichiatriai betegségek indikacidjaban’.
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8. abra. Eltéro etiologiaju KIR-i betegségekben a P2X7R-medialta utvonalak kozos
mechanizmusa®®. Az angol kifejezések magyar forditasa: stress signal (stressz jel), nerve
terminal (idegvégzddés), astrocyte (asztrocita sejt), microglia (mikroglia sejt), protein
misfolding (hibas fehérje feltekeredés), excitotoxicity (excitotoxicitds), neuro
inflammataion (idegi gyulladas), cell death/reactive gliosis (sejthalal/reaktiv gliozis),
mood disorder (hangulati zavarok). AD: Alzheimer-koér, PD: Parkinson-kér, HD:
Huntington-kor, SE: statusz epileptikusz, ALS: amiotrofias lateralszklerozis, MS:

szklerdzis multiplex.

Tovabba a P2X7R aktivacioja kozvetett vagy kozvetlen modon hatéssal van az
agyi eredetli neurotrof faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) fehérje
Szintjeire. A BDNF-nek kulcsfontosségﬁ szerepe van a neuronalis eredetii sejtek
szerepe lehet hangulati zavarokkal kapcsolatos neurodegenerativ betegségekben’®.
Mindemellett a P2X7 receptor aktivacio hatasara fokozddik a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) képzddése, amelyeknek szintén jelentds hatdsa lehet szdmos neurodegenerativ

betegség fejlédésében’”.
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Korai embrionalis fazisban ezek a receptorok szintén fontos szerepet jatszanak a
fejlodésben mikroglia proliferacié szabalyozasa altal az emlsok gerincveldjében. Egér
embridoban megfigyelték, hogy a mikroglia proliferacié a fejlodés soran bekovetkezo
motoros neuronok sejthalalakor, illetve a szinaptogenezis soran torténik meg. Tovabba
embrionalis gerincveldi eredetli mikroglia sejtek proliferacioja szinte teljesen a P2X7
receptoroktol fligg, de nem azok aktivaltsagi allapota. A receptor emelkedett szintje €s
stimulécidja akdrmilyen sejtet €ré inzultus hianyaban is tenyésztett mikroglia sejtek
hogy a P2X7R porus kialakulasnak trofikus szerepe lehet az agyban. Azonban a P2X7R
medialt mikroglialis sejtosztodast és azok aktivaciojat figyelték meg szdmos neuroldgiai
és idegi gyulladasos betegségben’®.

Rendszerint a P2X7R poérust formald aktivitasa sziikséges a sejtnovekedéshez,
azonban receptor hosszantartod stimulacidja csokkent mitokondrialis
membranpotencidlhoz, nagymértékii mitokondridlis Ca?*-ion szint emelkedéséhez, és
sejthaldlhoz vezet’. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy egy pro-apoptotikus P2X7R
szignal, mint egy novekedést el6segitd faktorként is mikodik, ez a kettés szerep a
receptor stimulacio idétartamatol fiigg. EQy bakterialis fert6zés alatt, a P2X7R aktivalasa
neutrofil sejtek apoptozisat el6zi meg, ami mint egy gazda védelmi mechanizmus jatszik
szerepet. Ez a protektiv funkcido nagyon jol megalapozott agyi sériilés és gyulladas
soran®. Kimutattak, hogy a mikroglidlis P2X7R aktivacioja, stimulalja a Toll-szerii
receptor-4-et (Toll-like receptor 4), amely segit a sejttormelék eltavolitasaban, elosegitve
a regeneraciot az axonalis novekedés fokozodasaval. Ez a tanulmany a P2X7R agyi
sériilést kdvetd javito mechanizmusban betdltdtt szerepére ad bizonyitékot®.

A sériilt sejtekbdl felszabaduldo ATP, mint egy veszélyt jelz6 szignal viselkedik.
A P2X7R meghosszabbitott stimulacioja citoszkeletalis atrendez8dést, membran
kitiiremkedést, IL-1P felszabadulast, és kaszpaz-3 aktivaciot eredményez, amely végiil
sejthalalhoz vezet. Az intracellularis Ca?'-ion szint emelkedésre és a mitokondrialis
diszfunkciora adott valaszként apoptdzist medial kiilonbozd sejttipusokban, beleértve a
human leukémia sejteket, neuronokat, neuralis progenitor sejteket és a retinalis ganglion
sejteket egyarant. A P2X7R szerepe az apoptozis kozvetitésében egy f6 terapias célpontta

teszi neuroprotekcioban®.
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2.2.4. A P2XT7 receptor és a szkizofrénia

Az elmult évtizedben a technologiai fejlodéssel paradigmavaltas tortént a terapias
fejlesztésben. Jelenleg szamos j utat vizsgalnak az idegtudomany teriiletén®.
Pszichiatriai rendellenességeket kiilonféle mentalis vagy viselkedési mintazatokkal irnak
le, amelyek az életmindség romlasahoz vezetnek. Multifaktorialis folyamatok jarulnak
hozza ezek kifejlodéséhez és elérehaladasdhoz. Az agyi purinerg neurotranszmisszio és
neuromodulacio irdnt novekvo terapias igény mutatkozik a pszichiatria teriiletén. A
purinerg mechanizmusok és specifikus receptor altipusok bizonyitottan kapcsolatban
allnak a viselkedés és a hangulat szdmos aspektusdnak szabalyozasaval, illetve
szabélyozasi zavaraval az agymiikddés kéros folyamataiban®l. A purinerg receptor
altipusok koziil a P2X7 receptor tulzott aktivacidja kdzponti szerepet tdlthet be sulyos
neurodegenerativ betegségekben®’.

A hangulati zavarok genetikai, fejlédési és kornyezeti tényezok komplex
kolcsonhatasaibdl szdrmaznak. Genetikai kapcsoltsdgi tanulmanyok szerint egyes
kandidéans géneket tartalmaz6 12q24.31 kromoszdéma régio varidcioit osszefliggésbe lehet
hozni major depressziv, bipoléris és szorongasos zavarokkal®®. Korabban a szkizofréniat
¢s a bipolaris zavart hagyomanyosan két eltéré klinikai entitdsként tartottdk szédmon,
azonban ezt a feltételezést mér vitatjak®. Az ujabb nézépont szerint a szkizofrénia és a
bipolaris zavar egyazon pszichiatriai spektrum eltérd részeinek tekinthetd, habara DSM-
5-ben még megtartottak a hatdrokat a bipolaris zavar és a szkizofrénia kozott 8. Ezt
kiilonféle fiiggetlen tanulmanyok tamasztjak ala. Mindkét betegségben nagyfoku
genetikai 6roklédés mutathatd ki. Csalad- és ikervizsgalati eredmények szerint az
oroklddés atfed a két rendellenesség kozott. Genetikai kapesoltsagi térkép vizsgalatok
szerint bizonyos hajlamositdé markerek génjei ugyanazon a kromoszémakon talalhatéak
mindkét betegség esetében. Emellett a bipolaris zavar €és a szkizofrénia hasonldsagot
mutat a neurotranszmitter mitkodési zavart illetden. Tovabbi indirekt bizonyitékul szolgal
a két betegség kozti kapcsolatra, hogy szamos Ujabb, szkizofrénia kezelése soran
alkalmazott atipikus antipszichotikum hasznosnak bizonyult bipolaris zavar kezelésében
is82,

A P2X7 receptort kodoldo gén a szkizofrénia és a bipoldris zavar egyik f6

kapcsolédasi pontjaban talalhaté a 12q21-33 kromoszéma régidban®. A receptor
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bipolaris zavarban valo érintettségét szdmos kutatocsoport vizsgalja. A Semmelweis
Egyetem, Kutvolgyi Klinikai Tombjének egy kutatocsoportja genetikai asszociacios
vizsgalatban a P2RX7 gén kapcsoltsagat mutatta ki a depresszios tiinetek stilyossagaval,
bipolaris zavarral kiizdd paciensekben®. Ezzel szemben kevés tanulmany foglalkozik a
P2X7R és a szkizofrénia kapcsoltsdgaval. Hansen és munkatéarsai 2008-ban publikalt
vizsgélataban, szkizofrénidaval diagnosztizalt betegek vérmintainak genotipizalasat
végezték, elozetesen funkciondlisan karakterizalt, a P2RX7 gén 9-féle kivalasztott
egypontos nukleotid polimorfizmusaira (single nucleotide polymorphism, SNP) nézve.
Ebben a tanulmanyban nem taldltak bizonyitékot a P2X7 receptort kodold gén és a
szkizofrénia kapcsolatara. Ennek ellenére nem zarhato ki a receptor €s a betegség kozti
kapcsolat illetve, hogy mas SNP szkizofrénia kialakulasanak kockazatat hordozza
magaban. Mivel néhany, vizsgalt SNP-nek relativ alacsony frekvencidja volt, ezért
altalanos kovetkeztetések levonasara nem alkalmas a tanulmany®*. Emellett kimutattak,
hogy az elézetesen, hangulati zavarokkal asszocialt betegségekben meghatarozott P2RX7
génben bekovetkezd egyes SNP-k a P2X7 receptor funkcionalis tulajdonsagait (ATP-
indukalta ionaramok, porus kialakitas) jelentdsen befolyasoljak®.

A szkizofrénias és hangulati zavarokkal kiizdé betegek kozott nagymértékii az
ongyilkossag prevalencidja. Mikroglialis aktivacio, mint egy lehetséges kovetkezménye
lehet az 6ngyilkossagot megel6zo stressznek. Kordbban szkizofréniaval és depresszidval
diagnosztizalt, ongyilkossagot elkdvetd betegek post mortem agyszovet mintaiban
fokozott mikroglia denzitasrol szamoltak be. Stressz alatt a mikroglia sejtek morfologiaja
megvaltozik. Az aktivalt mikroglia sejteken feliilszabalyozodnak egyes antigén-
prezentald molekulak. Tovabba a mikroglia sejtekbdl proinflammatorikus citokinek (pl.:
IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a), valamint reaktiv oxigén €s nitrogén gyokok szabadulnak fel,
amelyek befolyasoljaqk a monoaminerg és szerotonerg neurotranszmissziot®’.
Mindemellett 6ngyilkossagi kisérletet elkdvetd egyének vérplazmajaban megemelkedett
nitrogén-oxid metabolit szinteket mutattak ki®. Eszerint ezek a mechanizmusok fontosak
lehetnek az dngyilkossagot megelézéen®”. A P2X7 receptorok aktivacidja a mikroglia
sejteken, ugy tiinik, hogy elengedhetetlen a mikroglialis sejt-medialt idegsejt karosodasok
kialakulasahoz®®. Fontos megjegyezni, hogy a mikroglidlis aktivacio szamos
neuropszichiatriai betegséghez kapcsolodik, mint a depresszio, szkizofrénia, autizmus és

az obszessziv-kompulziv zavar®,
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amelyeket szkizofrénia, hangulati zavarok vagy neuropatias fajdalom kezelésére
alkalmaznak, Osszesen 123 gyogyszert profilirozott Hempel és munkapcsoportja,
amelyek foként a KIR-ben fejtik ki hatasukat. Ezek kozott voltak olyan gyogyszerek,
amelyek csokkentették vagy gatoltak a P2X7 receptoron keresztiili, ATP altal indukalt
Ca?*-ion bedramlést a sejtekbe 20 uM alatti koncentraciéban. Eredményeik alapjan a
perazin-tipusu antipszichotikumként alkalmazott vegyiiletek (mint a proklérperazin és a
trifluoperazin), hatasos, de faj-szelektiv modulatorai a huméan P2X7 receptornak®.
Kutatécsoportunk a P2X7R aktivacidjat kovetd molekularis mechanizmusok
tanulmanyozasa soran novekedett p38 MAPK enzim expressziot mutatott ki egér agy

hippokampuszaban®?.

A neuronalis MAPK kaszkddok fontos szerepet jatszanak a
szinaptikus plaszticitasban és a memoria kialakitasaban. A P2X7R stimulaciot koveto p38
MAPK foszforilacio kritikus szerepet jatszhat a receptor aktivacidt kovetd glutamat
felszabadulasban szamos fiziologiai €s patofiziologiai allapotban, mint példaul a
szinaptikus plaszticitds, neurodegeneracié és az idegi gyulladas®. Emellett a P2X7
receptor ATP altali aktivaciojat kovetd GABA és GLU felszabadulast mutattak ki egér
hippokampadlis agyszeleteibdl. Ezek a neurotranszmitter kidramlasok gatolhatdak voltak
P2X7R antagonistakkal, tovabba P2rx7 génkitiitott allatokban sem volt kimutathat6 egyik
neurotranszmitter  felszabaduldsa sem®. Marcoli és munkatarsai  patkdny
cerebrokortikalis idegvégzddéseiben bizonyitottdk a P2X7R jelenlétét. A glutamaterg
idegvégzddéseken lokalizalddnak, ahol szerepet jatszhatnak az ATP altal kivaltott GLU
felszabadulasban, amely magaba foglalja a Ca?'-fliiggd vezikularis felszabadulast.
Tovéabba maga a P2X7R is képes, egy jelentés Ca®*-fiiggetlen modot kialakitani a GLU
kiaramlasara®.

Kutatolaboratoriumunk egy korabbi publikaciojaban bemutatta, hogy a P2rx7 gén
delécidja egérben antidepresszans fenotipust eredményez’®. A P2X7 receptor
stimulacidja koncentracio-fliggdé moédon GLU felszabadulast valtott ki az egér agy
hippokampuszaban, ugyanakkor a P2rx7 deficiens allatokban ez nem volt megfigyelhetd.
Erdekes modon a P2rx7 génkiiitétt allatokban emelkedett ionotrop NMDA-tipusu
glutamat receptor, NR2B alegységének emelkedett expresszidjat mutattdk ki mRNS és

fehérje szinten egyarant az egér agy hippokampuszaban, nativ egerekhez viszonyitva. A

megemelkedett GLU kiaramlas hangulatvaltozashoz vezetd egyik lehetséges utvonala az
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a neurotrof faktorok szintjében bekovetkezd valtozas lehet. Ezek kozil BDNF, a
leginkabb elterjedt neurotrofin a KIR-ben, amely szerepet jatszik a szinaptikus
plaszticitasban ¢és a neurondlis talélésben. A BDNF fehérje expresszidja jelentdsen
csokken patofizioldgias koriilmények kozott kiilonféle neuroldgiai és pszichitériai
betegségekben. Kutatdcsoportunk ezen tanulmanyaban, a hippokampalis BzATP-altali
P2X7R aktivacio kovetkeztében csokkent BDNF fehérje szintet mutatott ki, amely nem
volt detektalhatd receptor génkiiitott allatokban, illetve P2X7R antagonistaval torténd
egylittes kezelés soran megemelkedett a BDNF expresszioja. Ez alapjan azt feltételezik,
hogy a BDNF szintek szabalyozasa a hippokampuszban, a P2X7R lokalis szabalyozo
hatésa alatt all. Ugyanakkor a BzZATP BDNF szintjét csokkentd hatasa megfordithato
NR2B receptor szelektiv antagonistaval, illetve mas glutamat receptor antagonistaval is,
amely a nem-NMDA-tipusi és NMDA receptorok szerepére hivja fel a figyelmet a
P2X7R medialt BDNF expresszios szintet szabalyozé folyamatokban. Erdekes médon,
az LPS-kezelés szignifikans emelkedést valtott ki a szerotonin expresszidjat tekintve
nativ egerek hippokampuszaban, ugyanakkor ez a hatas teljesen hianyzott P2rx7 deficiens
allatokban. Ennek kovetkeztében a kdzvetlen vagy kdzvetett szerotonerg transzmisszio
modulécidja egy lehetséges mechanizmus, amelynek a hatterében a P2X7R hatasa allhat,
a stressz indukélta valtozasok szabalyozasaban hangulat-kapcsolt viselkedésben’.
Ujabban kimutattak, hogy a gerincveldi szubsztancia gelatinosa asztrocita sejtjein P2X7
receptorok kifejezddnek, amelyek aktivacioja GLU felszabaduldshoz vezet. A
felszabadult GLU a szomszédos sejtekben kation aramot indukal az NMDA és AMPA
ezek a receptorok funkciondlisan feliilszabalyozddnak patofiziologids koriilmények
kozott™,

Koréabban képalkoto, neurokémiai és terdpias kutatdsok alapjan tgy vélték, hogy
két f6 neurotranszmitter rendszer jatszik szerepet szkizofréniaban, a dopaminerg és a
glutamaterg rendszerek. A GABAerg rendszert, mint a f& gatldé neurotranszmitter
rendszer a KIR-ben, régebben nem vizsgaltak még tiizetesen, mint egy lehetséges
kulcsszerepld a szkizofrénia patomechanizmusaban. A parvalbumin (PV)-pozitiv, gyors-
tiizelésti GABAerg interneuronok idészakosan gatoljak a kortikalis-limbikus piramis
neuronokat, amelyek érzékenyek az NMDA receptorok alulmiikodésére. A kortikalis

GABAerg rendszer az egyik leginkabb érintett az agy érése soran, példaul pszichoaktiv
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szerek expozicidja esetén, ugy vélik, mint egy kulcs medidtor jatszhat szerepet, amely
sziikséges a szkizofrénia kialakuldsahoz. Mindezek mellett az adenozin neuromodulécios
rendszer szkizofrénidban valo érintettségére hivjak fel a figyelmet, amely kapcsolatban
all a dopaminerg ¢és glutamaterg rendszerekkel egyarant. Tovabba egyes adenozin
receptorok glidlis sejteken is expresszalodnak, példaul az asztrocita GLU transzport
szabalyozasaban az AzaR vesz részt, illetve az adenozin szerepet jatszik az agy
fejlédésében egyarant®.

Figyelembe véve a P2X7 receptor kapcsolatit az eldbbiekben emlitett, a
szkizofréniaban érintett neurotranszmitter rendszerekkel, munkacsoportunk egy nemrég
kozzétett publikaciojaban, amely a doktori disszertaciom alapjaul szolgal, a P2X7
receptor szkizofrénia fenciklidin (PCP) altal indukalt allatmodelljében vizsgalta annak
szerepét, ¢és hivja fel a figyelmet arra, hogy mint lehetséges gyogyszercélpont szoba

keriilhet a szkizofrénia terapias kezelésében®?,

2.2.5. A P2Y12 purinerg receptor

2001-ben azonositottak és karakterizaltdk mind a humén, a patkany és az egér
P2Y 12 purinerg receptorokat. Az ADP-vel aktivalhato Ggi-kapcsolt receptorok jellegzetes
képviseldje a P2Y 12 receptorok. A tobbi G-protein kapcsolt receptorhoz hasonldéan hét
transzmembran régioval, harom-harom intra- és extracellularis hurokkal rendelkeznek (9.
abra). A receptor N-terminalisa intracellularis, mig a C-terminalisa extracellularis
elhelyezkedésli. Ggi-protein kapcsoltsaguk révén, a receptor aktivacidja adenilat ciklaz
enzim gatlasdhoz vezet, melynek az a kovetkezménye, hogy csokken a cAMP,
masodlagos jelatvive intracellularis koncentracidja. Funkcionalis P2Y1. receptorok
eléfordulasat leirtak a kozponti idegrendszer egyes sejtjein, mint a mikroglia sejteken,
Schwann sejteken és az oligodendrocita sejteken egyarant, tovabba kifejezddnek a
sz¢les korben hasznalt vérlemezke aggregacid gatlok, mint a clopidogrel €s a ticagrelor

molekularis tAmadaspontja a P2Y 12 receptor.
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9. abra. A P2Y12 receptor altipus sematikus szerkezete®. Az abran a roviditések
jelentése: G - glikozilacios helyek, P — foszforilacios helyek, EL1-3 — extracellularis

hurkok, IL1-3 — intracelullaris hurkok, TM1-7 — transzmembran régiok.

2.2.6. Idegrendszeri gyulladasos folyamatok pszichiatriai zavarok és neuropatias

fajdalom hatterében

Az idegrendszeri gyulladasos folyamatok szerepet jatszhatnak szamos kdzponti
idegrendszeri betegség kialakulasanak hatterében, mint példaul a depresszid, a szorongas,
a szkizofrénia és a fajdalom. Kiilonféle stresszhatdsok hatasara (pl.: fiatalkori csapasok,
pszichoszocidlis stressz és a fertézések) ugy tlinik, hogy a mikroglia sejtek
proinflammatorikus fenotipust sejtekké alakulnak. Az ezt kovetd gyulladasos folyamatok
tulzott idegrendszeri gyulladasos valaszhoz vezetnek, mint a gyulladaskelté mediatorok
feliilszabalyozodasa,

amelyek kapcsolatba hozhatéak a kozponti idegrendszer

diszfunkciojaval®®,
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Elézetesen emlitésre keriilt a 2.1.2. fejezetben, hogy a szkizofrénia
patomechanizmusanak hatterében szerepe lehet az NMDA receptorok altal medialt
glutamaterg neurotranszmisszié deficitjének. Fiziologias korilmények kozott a
glutamaterg szinapszisok plaszticitasaban szerepe van a nem-receptor protein tirozin-
kindz Src fehérjének, amely feliilszabalyozza az NMDA receptorok miikodését. Kronikus
gyulladésos és neuropatids fajdalom modellekben az NMDA receptorok nem-receptor
protein tirozin-kinaz Src altali feliilszabalyozodas tovabb fokozodik. Ezzel ellentétben, a
hippokampuszban ¢és a prefrontalis kéregben ez a feliilszabalyozodas gatlast szenved a
NRG1 — ErbB4 szignalizci6 altal, amely a szkizofrénia pozitiv tlineteinek genetikai
hatterében 4llhat®®. Mindemellett az elmult két évtizedben a metabotrop glutamat
receptorokat, mint lehetséges terapids célpontokat vizsgaltak kiilonb6zd kozponti
idegrendszert érintd betegségben, mint példdul a szorongds, depresszié vagy a
szkizofrénia. Ugyanakkor feltételezik, hogy a metabotrop glutamat receptorok a krénikus

Kisagyi szemcsesejtekben szintetizalodo reelin, amely egy extracellularis matrix
fehérje, jelentds szerepet jatszik a kisagy fejloddése soran a Purkinje sejtek megfeleld
elhelyezkedésében, illetve a felnottkori szinaptikus funkcidk szabalyozasaban. Jelentds
expresszios csokkenésérdl szamolnak be a reelin fehérjének szkizofréniaban és bipolaris
zavarban szenvedd betegek kisagyi post mortem szdvetmintaibanl®, amely felhivja a
figyelmet a kisagy érintettségére a szkizofrénia strukturalis kortanat tekintve. Tovabba a
a kisagyi szemcsejtekben®?,

Jelenlegi ismereteink szerint a P2Y receptorok koziil a neuropatias fajdalom
kialakulasaban elsdsorban a P2Y 12 receptor altipus jatszik szerepet. A P2Y 12 receptorok
szerepet jatszanak a fajdalom kiilonb6zé formainak a szabalyozasaban. Kimutattak
mRNS expresszios szinten P2Y1, receptorok feliilszabalyozodasat mikroglia sejteken
illetve, hogy a receptor genetikai delécidja vagy farmakologiai blokadja gatolja az
allodiniat neuropatias fajdalom és akut gyulladasos fajdalom ragcsalé modelljeiben®.
Kutatocsoportunk ragesaldé modellben tanulmanyozta a P2Yi12 receptor altipus
gyulladasos fajdalomban betoltott szerepét. A P2Y 12 receptor altipus antagonizmus anti-
hiperalgézias hatdsa centralis €s periférias gyulladasos citokinek termelddésének gatlasan

keresztiil mehet végbe. Ennek alapjan, a P2Y12 receptorok potencidlis terapias célpontok
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lehetnek a gyulladasos és neuropatias fajdalom kezelésében'®. Tovabbi vizsgalatainkban
a CFA (Complete Freund's adjuvans) altal kivaltott kronikus gyulladésos fajdalom egér
modellben, a P2Y 12 receptorok hiperalgézias allapotban és lokalis gyulladasos valaszban
betdltott szabalyozo szerepét vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a P2Y 12 receptorok gatlasa a
vérlemezkéken hozzdjarulhat a mechanikai hiperalgézia ¢és gyulladdsos valasz
enyhitéséhez, igy a P2Y 12 receptorok a kronikus gyulladasos fajdalomban is lehetséges

terapias megkozelitések lehetnek®,
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3. CELKITUZESEK

A szkizofrénia gyogyszeres kezelése kapcsan a kielégitetlen orvosi igény tovabbra
is fennall napjainkban. gy nagy jelentéséggel birnak az 0j gyodgyszercélpontok
felderitésére illetve a szkizofrénia molekularis hatterének feltdrasara irdnyuld
vizsgalatok. A purinerg neurotranszmisszié €s ezen beliil is kiemelten a P2X7 receptorok
szerepét szamos psSzichiatriai korkép patomechanizmusdnak feltarasara irdnyuld
kisérletekben vizsgaltdk, ugyanakkor a szkizofrénia molekularis hatterét feltard
tanulmanyok sordn még nem. Kisérleti munkank soran a purinerg jelatviteli rendszer, €s
ezen beliil is a P2X7 receptor szkizofrénia patomechanizmusaban betoltott szerepének
vizsgalatat tlztilk ki célul. Tovabba feltételezett, hogy az idegrendszeri gyulladasos
folyamatok szamos kdzponti idegrendszeri betegség kialakulasanak hatterében allhatnak.
Ennek okan célunk volt a P2Y 1 receptorok szerepének a vizsgalata kronikus gyulladasos

fajdalomban.

I. A P2X7 receptor szerepének feltarasa a szkizofrénia fenciklidin (PCP)
allatmodelljében.

o Egereken végzett magatartas vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy van-
egerek szkizofrénia-szerii viselkedési mintazataira?

o Génexpresszids vizsgalataink soran célunk volt, hogy megvizsgaljuk vajon az
egyedfejlodés soran valtozik-e a P2X7 receptorok mRNS expresszidja az egér agy
PFC és HPC régioiban?

e Tovabbi génexpresszios vizsgalatok soran célunk volt meghatarozni vajon van-e
a befolyasolo hatasa a PCP kezelésnek fiatal felnétt egerek PFC és HPC régiobeli
P2X7 receptor mRNS kifejez6dési szintjeire?

e Korabbi kisérleti eredmények alapjan bizonyitasra keriilt, hogy a P2X7 receptor
aktivacio hatdssal van a glutamat felszabaduldsra HPC agyszeletekben. Ezek
alapjan célul tiiztiik ki a PCP kezelés hatdsanak vizsgalatat a P2X7 receptor

e Célunk volt a P2X7 és NMDA-tipusu glutamat receptorok kapcsolatanak tovabbi

tanulmanyozasa, melynek érdekében vizsgaltuk a P2X7 receptor genetikai
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delécigjanak ¢és farmakologiai gatlasanak hatdsit az NMDA indukalta
e Tovéabbi célunk volt megvizsgalni vajon a P2rx7 gén kiiitésének és PCP
kezelésnek van-e hatdsa a szkizofréniaban érintett egyes neurotranszmitter
receptorok és szignalizacios fehérjék mRNS szintii expresszios valtozasaira az

egér agy PFC és HPC régioiban?

I1: AP2Y12 receptor szerepének vizsgalata a komplett Freund-adjuvans (CFA) altal
indukalt kronikus gyulladasos fajdalom allatmodelljében.

e (C¢lunk volt meghatarozni, hogy a P2Y1> receptorok genetikai deficiencidja

milyen hatassal van kiilonb6z6 gyulladdasos mediatorok fehérje szintjeire a CFA

altal kivaltott kronikus gyulladést kovetden.
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

A kisérleti allatok fenntartdsa és kisérleteinkhez vald alkalmazdsa az NIH
(National Institutes of Health) Guide for the Care and Use of Experimental Animals
iranyelvei szerint torténtek az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet (MTA
KOKI) Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval (Budapest, Ref. Szam:
PEI/001/778-6/2015). A kisérleti allatokat fény- (12 ora sotét és 12 ora vilagos) és
hémérséklet-kontrollalt szobakban helyeztiik el, etetésiik és itatasuk ad libitum tortént. A
vizsgalatok legnagyobb részében felhasznalt allatok fiatal feln6tt kort, kb. 2 hénapos,
him egyedek voltak. Egyes génexpresszios vizsgalatainkban ennél fiatalabb allatokat is
alkalmaztunk, ennek részletezése a késébbiekben olvashato.

Kisérleteink egy részében C57BI/6J hatterii egértorzs egyedeit, tovabba P2rx7
gént tekintve homozigota vad tipusa (P2rx7 +/+), illetve génkititétt transzgén (P2rx7 -/-)
egereket hasznaltunk. A transzgénikus egerek eredeti tenyészparja Christopher Gabel
(Pfizer Inc., Groton CT, USA) felajanlasaval keriilt az MTA KOKI Orvosi
Géntechnologiai Részleg (OGR) éllathazédba. A P2X7 receptort kodold gén kiiitéséért
felelds DNS konstruktum a kovetkezd volt: P2X7-F1 (5'-
CGGCGTGCGTTTTGACATCCT-3") és P2X7-R2 (5-AGGGCCCTGCGGTTCTC-3)).
A P2X7 -/- egérvonal alapjat képez6 génkonstrukcioban a receptort kodolo gén egy
szakaszat egy neomycin rezisztenciat kodold génszakasszal helyettesitették. Igy a
létrejové homozigdtdkban a P2X7 receptort kodold gén nem irdodik at, amelynek
kovetkezménye a P2X7 receptor fehérje hianya. A transzgén egerek genotipusanak
ellendrzése rendszeres farok genotipizalas mellett zajlik génspecifikus primerek
segitségével az OGR Genotipizalo laborjaban. A P2rx7 deficiens egerekben a neomycin
rezisztenciat kodold gén, mig a vad tipusi egerekben a P2X7 receptort kodoldo gén
szelektiv expresszidja detektalhato.

Tovabbi kisérleteink soran 60-70 napos kora C57BI/6J hatteri egértorzs P2Y 12
receptort tekintve vad tipust (P2ry12 +/+) és genetikailag deficiens (P2ry12 -/-) egyedeit
alkalmaztuk. A transzgénikus egerek (B6;129-P2ry12'mPen/H) a Deltagen véllalattol
szarmaznak (San Mateo, CA, USA). Ezekben az allatokban a P2Y1» receptort kodolo
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génbe LacZ-t és neomycint kodolo gének lettek inzertalva. Rederivaciot kovetéen a
transzgénikus allatok C57/Bl16/J allatokkal lettek keresztezve az MTA KOKI OGR
egységében. Heterozigdta tenyészparok Osszerakasaval lettek 1étrehozva a homozigota
genetikailag deficiens egerek és azok vad tipusu alomtarsai. A P2Y 12 receptor deficiens
transzgén egerek genotipusanak ellendrzése rendszeres farok genotipizalas mellett zajlik
génspecifikus primerek segitségével.

Osszességében elmondhatd, hogy egyik transzgénikus egértdrzs (P2rx7 -/- és
P2ryl2 -/-) egyedei sem kiilonboznek szamottevéen vad tipusi alomtarsaiktol
termékenység, méret, ¢Eletképesség, alapvetd viselkedés jegyek, hosszisag, suly
tekintetében. Ezeket az egérvonalakat az MTA KOKI OGR részlegében, specifikus,

patogénmentes koriilmények kozott tenyésztik.

4.2. Magatartas vizsgalatok

A kisérleti allatokon folytatott magatartds vizsgalatok az MTA KOKI,
Magatartasélettan és Stressz Kutatocsoportjaban kertiltek elvégzésre, Dr. Haller Jozsef
iranyitasaval. Az el6z6 pontban leirt, eltéré genotipust (P2rx7 +/+ és P2rx7 -/-) egerek
az els6 vizsgalatokban két kiillonbozé dozisban, akut kezelést kaptak fenciklidinnel (2
illetve 5 mg/kg PCP, Sigma-Aldrich Kft, Budapest), vagy steril fiziologias sdoldattal
(vehikulum, 0.9%-0s NaCl) intraperitonealisan (i.p.). A masodik kisérleti felallasban a
P2rx7 vad tipust egerek P2X7 receptorra szelektiv antagonistaval, JNJ-47965567 (30
mg/kg i.p., Janssen Research és Development, San Diego, USA), vagy annak
oldészerével (30% pB-cyclodextrin, Cydex Pharmaceuticals, Lawrence, USA) voltak
kezelve 30 perccel a PCP-vel (1.5 illetve 5 mg/kg) vagy annak vehikulumaval (0.9%-0s
NaCl) torténd i.p. injektalas elott. A 10 perces magatartas tesztek mérése (a lokomotoros
aktivitas, sztereotip viselkedés, az ataxia és a szocidlis interakcio) a kezelést kovetden 45
perccel kezdddott el Sams-Dodd kisérletei szerint!?1%, Az egereken végzett viselkedési
tesztek egy sotétsziirke, kerek, nyilt térben (open-field) zajlottak. Egy iddben, a
berendezés ellentétes oldalaihoz keriilt behelyezésre két egér, amelyek korabban nem
ismerték egymast. Ezek az allatok ugyanazt a farmakologiai kezelést kaptak. A
videdkamera a nyilt tér folott volt rogzitve, egy adott felvétel ideje 10 perc volt. A

szocidlis vizsgalat sordn az egymads irdnyaba torténd szaglaszas (amikor az orruk dsszeért
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vagy nagyon kozelt volt egymashoz) volt szocidlis interakcionak tekinthetd. A
vonalatlépések és a szocialis interakciok a teszt egésze ideje alatt egy szamitogépes
eseményfelvevd segitségével keriiltek rogzitésre®®. A kiilonbozé kisérleti csoportokat

véletlenszertien kivalasztott 10-12 egér alkotta csoportonként.

4.3. In vitro [*H]glutamat felszabadulas mérése

A [PH]glutamat ([3H]GLU) felszabadulas vizsgalatokat egér agy prefrontalis
kéreg (PFC) szeletekbdl szovetperfizios technika segitségével végeztiik el. Kisérleteink
fiatal feln6tt kort, P2X7 receptort tekintve vad tipusu és génkilitott egereken zajlottak, 1
oraval i.p. steril fiziologias sooldattal (0.9%-0s NaCl) vagy PCP (2 mg/kg)-vel torténd
kezelést kovetoen. A [PH]GLU felszabadulas mérések kutatocsoportunk éltal korabban
publikalt modszer szerint torténtek’®. Az allatokat enyhe CO, inhalacioval altattuk el,
majd ezt kovetéen dekapitaltuk. A PFC szoveteket az izolalasukat kovetden jéghideg,
karbogén gazzal (95% O2 and 5% CO.) perfundaltatott Krebs oldatba kertiltek. Mcllwain-
tipust szovetvagod segitségével 400 um vastag szeletek késziiltek, melyeket 45 percen
keresztiil 1 ml modositott Krebs oldatban (113 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CacCly,
1.2 mM KH2POg4, 1.2 mM MgSOs, 25.0 mM NaHCOs, and 11.5 mM gliikéz, pH 7.4)
inkubéltuk 5 uCi/ml [*H]GLU (ARC, Saint Louis, MO, USA\) jelenlétében. Ez id6 alatt a
kozeget karbogén gazzal (95% O2 and 5% COz) volt buborékoltatva 32 °C-on. Az
inkubacié utan a PFC szeletek karbogén gazzal telitett, modositott Krebs oldatban
perfundalodtak (aramlasi sebesség: 0.7 ml/perc). 90 perces mosasi periddust (a felesleges
radioaktiv anyag eltavolitasa céljabol) kovetden a szeleteken atfolyt, 3 percenként
gyljtott perfuzatumok tricium tartalma keriilt meghatdrozasra. Az egyik kisérleti
elrendezésben 6 perccel az elsd perfuzadtum gylijtését kovetden a szovetmintakat 3 perces
P2X7 receptor agonistaval (BzATP, 100 pM, Sigma) voltak perfundalva Mg?*-mentes
koriilmények kozott. A masik kisérleti elrendezésben a 6 perces periddust kovetden egy
3 perces elektromos téringerlés kovetkezett (EFS (electrical field stimulation), 10 Hz, 1
msec), majd ezutan a normal Krebs oldattal perfundalodtak a szeletek a perfuzatum
gyljtési periodus végéig. A PFC szeletek radioaktivitasanak mérése Packard 1900
Tricarb szcintillacios spektrométer (Canberra, Australia) segitségével tortént, Ultima

Gold szcintillacios koktél hasznalataval. A felszabadul6 tricium tartalmat, mint az egyes
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perfuzatum mintak radioaktivitas-tartalma keriil kifejezésre a mintavétel idépontjaban
kalkulalt szoveti tartalom szazalékdban (frakcionalt felszabadulds, FR%). A szovetekbe
felvett tricium az Osszes felszabadult és a szovetekben maradt tricium 0sszegeként kertilt
megallapitasra a kisérleteket kovetden, és Bq/g-ban kifejezve. A bazalis tricium kiaramlas
meghatarozasa két, egymast kovetd 3 perces perfuzatumbdl tortént gyogyszermentes
koriilmények figyelembevételével. A BzATP- vagy EFS-indukalt [*H]GLU kiaramlas,
mint a megfeleld stimulus hatasara bekovetkezett nettd felszabadulasként kertilt
kiszamitasara a stimulaci6 utan ¢&s elétt mért felszabadulas kiilonbségeként.
Kutatocsoportunk korabbi tanulményaban’ kimutatta HPLC analizissel, hogy a P2X7

receptor aktivalasaval kivaltott tricium felszabadulds tobbsége [*H]GLU-t reprezental.

4.4. Elektrofiziolégiai vizsgalatok

Az agyszeleteken folytatott elektrofizologiai kisérleteket a Semmelweis Egyetem,
Farmakoldgiai ¢és Farmakoterapias Intézetében keriiltek elvégzésre, Dr. Kdles Laszlo

iranyitasa alatt.

4.4.1. Agyszelet preparalas

Fiatal P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egereket (16-20 napos) dekapitaltuk, majd az agyuk
gyors kivételét kovetden jéghideg, karbogén gézzal telitett mesterséges cerebrospinalis
folyadékba (aCSF) keriiltek, amelynek az dsszetétele a kovetkezd volt: NaCl 126 mM,
KCI 2.5 mM, NaH2PO4 1.2 mM, CaClz 2.4 mM, MgCl, 1.3 mM, NaHCO3z 25 mM és
glikoz 11 mM; pH 7.4. A vékony koronalis szeletek (200 um vastagsagu) kivagasa a
medidlis PFC prelimbikus részét tartalmazo szovetekbdl tortént, egy vibraldo pengéjii
metszOgép segitségével. A metszéseket kovetden egy agybol 6-8 szelet késziilt, amelyek
egy tartdé kamraba keriiltek, ahol 1 6ran at oxigenizalt aCSF-ben, 36°C-on inkubalodtak,
majd ezt kdvetden szobahdmérsékleten. Az egyedi szeletek felhasznalasuk el6tt,
athelyezésre keriiltek egy felvevd kamraba (300-400 pl térfogat(l), ahol folyamatosan
oxigenizalt aCSF-el (Mg?*-mentes) voltak perfundalva (3 ml/perc), szobahdmérsékleten.
Az egyedi mérések elott legalabb 15 percig a szeletek pihentetve voltak. Szeletenként

csak 1 sejt kertilt teljes sejt (whole-cell) patch-clamp mérésre.
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4.4.2. Teljes sejt (whole-cell) patch-clamp felvételek agyszeletekben

A PFC V. rétegének piramis sejtjei egy, x40 vizimmerzios objektivvel felszerelt
,upright” (egyenes allasu) elrendezésii mikroszkdp segitségével lettek megjelenitve
(Axioscope FS; Carl Zeiss). A boroszilikat tivegbdl késziilt kapillarisok a kovetkezd
Osszetételll intracelluléris oldattal voltak toltve: kalium-gliikonat 140 mM, NaCl 10 mM,
MgCl> 1 mM, HEPES 10 mM, EGTA 11 mM, Mg-ATP 1.5 mM, Li-GTP 0.3 mM; KOH
oldattal beallitott pH 7.3. A pipetta ellenallasok 5-7 MQ kozotti tartoményban voltak. A
teljes sejt hozzaférés 1étrehozasa utan, 5-10 percig magara lett hagyva a rendszer, hogy
bealljon a diffizids egyensuly a patch pipetta és a sejt belseje kozott. Az aramok -70 mV-
on tartott potencial mellett keriilt rogzitésre, a patch-clamp erdsité voltage-clamp
tizemmodjaban (Axopatch 200B; Molecular Devices). Koncentracio-valasz gorbék
1étrehozasara NMDA (1-1000 uM), mint agonista keriilt felhasznalasra. Az NMDA
kiilonb6z6 koncentracioji  oldatai 1,5 percig voltak perfundaltatva, novekvo
koncentacioban, az eltéré koncentraciok kozott pedig 10 perces periddusban vegytilet-
mentes aCSF. A P2X7 receptor antagonista hatasanak vizsgalatakor, az jelen volt a
perfundalo kozeghen az egész kisérlet soran. A kapott adatokat 2 kHz-nél sziirték a patch-
clamp erdsitébe (Axopatch 200B; Molecular Devices) beépitett szlird segitségével, 5
kHz-nél keriiltek digitalizalasra, az adatok szamitogépen DigiData 1200 interfész és

pClamp 10.0 szoftverrel keriiltek feldolgozasra (Molecular Devices).

4.5. Génexpresszios kisérletek

Génexpressziés méréseink soran vizsgalatra keriiltek a P2X7 receptor mRNS
expresszios szintjei 4, 18, 35 és 56 napos, P2X7 receptor vad tipust egerek PFC és HPC
szovetmintaiban (8 4llat / korcsoport). A PCP kezelés P2rx7 génexpresszids szintjére
gyakorolt hatdsanak mérésére fiatal felnétt allatokat akut kezeltik két kiilonbozo
dozisban PCP-vel (2 illetve 5 mg/kg, Sigma-Aldrich Kft, Budapest), illetve a kontroll
csoport allatait steril fiziologias sooldattal (0.9%-0s NaCl) intraperitonealisan (i.p.).
Szkizofrénia  patomechanizmusara  jellemzd  gének  expressziovaltozasainak

tanulmanyozasara az el6bbiekben emlitett kezelést kaptak a fiatalkort (18 napos) és fiatal
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feln6tt (56-60 napos) P2X7 receptor vad tipust és génkititott allatok (3-6 egér / vizsgalati
csoport). A magatartas tesztekben alkalmazott kisérleti felallast kovetve a PCP vagy steril
fiziologias sooldat beoltasa utan koriilbeliil 1 éraval (ekkorra mar a PCP kifejti hatasat)
gytjtottik a PFC ¢és HPC szovetmintakat, amelyeket tovabbi felhasznalasig

-70°C-o0s tarolasra keriiltek.

4.5.1. Teljes RNS izolalas, koncentraciomérés és minoség-ellenorzés

A PFC ¢és HPC mintakbdl torténd RNS izolalast az RNeasyLipid Tissue Mini Kit
(Quiagen, Valencia Ca; kat. szam: 74804) felhasznalasaval végeztiik el a gyarto utasitasai
alapjan. A PFC és HPC szovetekbdl szarmazo total RNS mintakat tovabbi felhasznalasig
-70°C-o0s tarolasra kertiltek.

(integritasanak) ellendrzését a Lab-on-a-chip technoldgian alapulé Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) késziilék segitségével, RNA6000
Nano LabChip Kit-tel (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) végeztiik el.

A kapott koncentracioeredményeket, illetve a total RNS mindségét jellemzo
értékeket, az igynevezett RNS integritas szamot (RNA integrity number, RIN) az Agilent
Technologies 2100 Expert Software (Verzioszdm: B.02.02.S1238) program szolgaltatta.

4.5.2. Reverz transzkripcié

Az RNS mintak komplementer DNS-re (CDNS) torténé atirasat, mas néven a reverz
transzkripciot Tetro cDNA Sythesis Kit segitségével (Bioline USA Inc, Taunton, MA),
AB GeneAmp PCR system 2700 (Applied Biosystems, CA, USA) késziilékkel végeztiik
el. A gyartd ajanlasaval dsszhangban 1 pg-nyi RNS-t tartalmaz6 mintabol szintetizaltuk
a komplementer cDNS templatot. A reverz transzkripcid a kdvetkezdek szerint zajlott: az
RNS mintak random hexamer primer jelenlétében 70°C-on 5 percig inkubalodtak. Ezutan
tovabbi 25°C-on 5 percig inkubdlodtak ugynevezett reverz transzkripcids keverékkel
(reverz transzkripcios puffer, RN4z, ANTP molekuldk) egyiitt, majd a reverz transzkriptaz
enzim hozzaadasat kovetden, a kovetkezd inkubéciokat alkalmaztuk: 25°C 10 percen

keresztiil, 42°C 60 percen keresztiil (ekkor megy végbe a reverz transzkripcids reakcio),

55



DOI:10.14753/SE.2020.2336

majd a reakcio leallitasa 70°C-on 10 percig tartott. Az atirt, 1 pg cDNS templatot

tartalmaz6 mintakat tovabbi felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

4.5.3. Real-time PCR (Tagman® proéba detekcios alapu)

Az altalunk vizsgalni kivant gének relativ mRNS expresszios szintjeinek
meghatarozasat, az atirt egyszali cDNS templatokbol végeztiik el kvantitativ real-time
PCR modszerrel, ViiA™ 7 Real-Time PCR System tipust késziilék segitségével (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). A gyarté altal javasolt reakcidé mixet, a
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2X), No AmpErase® UNG-t és a
MicroAmp™ Fast Optical 96 lyuku reakcios plate-t (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA) hasznaltuk. A mérések kivitelezése a gyarto standard protokollja
alapjan tortént, a vizsgalt génekhez tartozéo TagMan® Gene Expression Assay-K (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) (6. tablazat) segitségével, melyek
tartalmazzak a szekvencia specifikus primer part és a szekvencia specifikus TagMan®
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) detekcios probat egyarant. A
génexpresszos mérések soran kapott eredmények analizisét az tigynevezett komparativ
Ct (attorési ciklusszam; threshold cycle) metodika szerint végeztiik el. A Ct érték azt a
ciklus szamot jelenti, ahol a minden egyes PCR ciklusban detektalt fluoreszcens jel
exponencialisan emelkedni kezd. Az egyes gének mRNS expresszds szintjeit a
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz  gén  (Gapdh), mint endogén kontroll
génexpresszios szintjéhez normalizaltuk. A P2X7 receptor kiilonb6z6 kort egerek PFC,
illetve HPC régidiban mért normalizalt, relative mRNS expresszios szintjeinek
Osszehasonlitasahoz, a 4 napos allatokban mért génexpresszios szinteket lettek 100%-nak
tekintve. A két eltéré dozisban alkalmazott PCP (2 vagy 5 mg/kg) P2X7 receptor
génexpresszidra gyakorolt hatasanak tanulmanyozéasakor a fizioldgias sooldattal kezelt
egerek, PFC mintakban mért, normalizalt P2rx7 mRNS expresszios szinteket 100%-nak
véve értékeltiik ki. Tovabbiakban a PCP kezelést kdvetden vizsgaltuk harom ionotrop
glutamat receptor alegység (Grinl (NR1), Grin2a (NR2A) és Grin2b (NR2B)) és egy
metabotrép glutamat receptor altipus (Grm3 (mGIluR3)) mRNS expresszids szintjeit
fiatalkor és fiatal felnétt P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egerek PFC (PCP dozis: 2 mg / kg) és
HPC (PCP dozis: 5 mg / kg) szoveti mintaiban. Ezekben a kisérletekben a fiatal,
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fiziologias sooldattal kezelt, P2rx7 +/+ allatokban mért normalizalt mRNS kifejez6dési
szinteket tekintettiik 100%-nak. Ezeken feliil tanulmanyoztuk a kisebb dozisa PCP
kezelés (2 mg/kg) hatdsara tovabbi néhany, a szkizofrénia patomechanizmusaval
kapcsolatoba hozhaté gén (Comt, Drdl, Drd2, Gabral és Gabra5, Grm2, Grm5, Nrgl)
MRNS expresszios szintjeiben bekdvetkezd valtozast fiatal felndtt, P2rx7 +/+ és
P2rx7 -/- egerek PFC mintaiban. Ezekben a vizsgalatokban a fiziologias so6oldattal kezelt,
P2rx7-re nézve vad tipust allatokban mért, normalizalt génexpresszids szinteket 100%-

nak véve hasonlitottuk Gssze az eltérd kezelésii és genotipust csoportokat.

6. tablazat. Génexpresszios méréseink soran vizsgalt gének neve és TaqMan®

génexpresszios azonositoik (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA):

Gén név (Mus musculus) TagMan® G:;:ﬂf:}:;essmn Assay
Comt MmO00514377_m1
Drdl MmO02620146_s1
Drd2 MmO00438545_m1
Gabral MmO00439046_m1
Gabra5 Mm00621092_m1
Gapdh Mm99999915 g1
Grinl MmO00433790_m1
Grin2a Mm00433802_m1
Grin2b Mm00433820_m1
Grm2 MmO01235831_m1
Grm3 MmO00725298 m1
Grm5 MmO00690332_m1
Nrgl Mm01212130_m1
P2rx7 Mm01199500_m1
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4.6. Gyulladasos citokinek multiplex bead array analizise

Az altatlunk vizsgalni kivant gyulladésos citokinek méréséhez P2Y 1, receptort
tekintve vad tipusu €s genetikailag deficiens allatok hatso talp mintéi lettek felhasznalva.
A kisérleti allatok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe, a kezeléseket megelézéen
frissen elkészitett komplett Freund-adjuvanst (CFA, Sigma-Aldrich), vagy annak
vehikulumat (0.9%-0s NaCl oldat) injektaltunk. A talp mintak gytijtését a kezeléseket
megeldzden illetve a kezelést kovetd 3. és 14. napokon végeztiik. A mintakat a tovabbi
feldolgozasig -80°-on taroltuk. A mintdk homogenizalasat a kovetkezd Osszetételil
pufferben végeztiikk el: 50 mmol/L Tris-HCI, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L CaCly,
0.02% NaNs, 1% Triton X, Protease Inhibitor Cocktail Set I (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), pH 7.4. A homogenizalt és centrifugalt (17000 g, 30 perc) mintak feliilaszoit
gyujtottiik. Az altalunk vizsgalni kivant gyulladasos mediatorok (IL-1a, IL-1, IL-6, IL-
10, TNF-a és CXCL1 (KC)) koncentracidinak meghatarozasarat BD Cytometric Bead
Array (CBA) Flex Sets (BD Biosciences, New Jersey, USA) segitségével végeztiik el BD
FACS Verse (BD Biosciences, New Jersey, USA) dramlasi citométer késziilek
felhasznalasaval. A mérés soran nyert adatokat FCAP Array v5 szoftver (Soft Flow,
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) segitségével hatdroztuk meg, az
abszorbanciat 560 nm hulldmhosszon mértiik egy Perkin Elmer Victor 3V 1420
Multilabel Counter (Perkin Elmer, Massachusetts, USA) késziilék felhasznalasaval. A

kapott citokin koncentraciokat a szovetmintak teljes fehérjetartalmara normalizaltuk.

4.7. Statisztikai analizis

A magatartas vizsgalatok, a génexpresszids kisérletek és az in vitro [PH]GLU
felszabadulas mérések eredményeinek statisztikai elemzését STATISTICA 64 szoftver
(StatSoft. Inc., Tulsa, OK, USA) segitségével torténtek. A viselkedés tesztek
eredményeinek dsszehasonlitasara Kruskal-Wallis varianciaanalizist (ANOVA), mig a
normalizalt génexpresszios adatok, illetve az aramlasi citometrids mérések statisztikai
analizisére kétutas ANOVA-t kovetéen a Fisher-féle LSD post hoc teszt kertilt

felhasznalasra. Az in vitro [?H]GLU felszabadulas mérés soran nyert adatok statisztikai
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vizsgalatat egyutas ANOVA-t kovetéen Tukey-féle teszttel végeztik el. Az
elektrofiziologias kisérleti adatok elemzésére pClamp 10.0 software-t (Molecular
Devices) keriilt felhasznalasra. Az NMDA koncentraciéo — valasz gorbék illesztésére a
SigmaPlot (Systat) logisztikai funkcidjat alkalmaztuk, a statisztikai analizist kétutas
ANOVA-val végeztiik el. Minden adatot atlag = S.E.M. formajaban fejeztiik ki (* p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001), a p<0.05 értékeket statisztikailag szignifikansnak tekintve.
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5. EREDMENYEK

5.1. A P2X7 receptor genetikai deléciojanak és farmakologiai gatlasanak hatasa a

PCP kivaltotta viselkedési valtozasokra

Els6 kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a P2rx7 gén delécidja milyen hatassal
van a PCP indukélta magatartasbeli valtozasokra (10. dbra). Négy eltérd viselkedéstipus
vizsgalata zajlott: bazalis lokomotoros aktivitas, sztereotip viselkedés, ataxia és szocialis
visszahuzodas. A kisebb dozisi PCP kezelés (2 mg/kg i.p.) mind a négy vizsgalt
viselkedési mintdzat esetében szignifikans valtozast eredményezett, fokozta a
lokomotoros aktivitast, sztereotip viselkedést és az ataxiat, illetve csokkentette a szocialis
interakcidt a P2rx7 génre nézve vad tipusu allatokban a vehikulummal kezelt egerekhez
viszonyitva. A nagyobb dozisi PCP adagolas (5 mg/kg i.p.), nagyobb mértékii
novekedést eredményezett a sztereotip viselkedést és az ataxiat tekintve, viszont
ellenkez6 hatasa volt a lokomotoros aktivitas tesztek soran. Ebbol kovetkezden, a PCP a
hiperlokomoci6 és a szocidlis visszahuzodas tekintetében az alacsonyabb ddzisban, mig
a sztereotip viselkedés és az ataxia vonatkozasaban mindkét dozisban szkizofrénia-szer(i
magatartast valtott ki a vad tipust kisérleti allatokban. A P2rx7 gén kiiitése nem volt
hatassal a bazalis szintekre a vehikulummal (fiziologias sooldat) kezelt kontrollokkkal
torténd Osszevetésben a lokomotoros aktivitas (10a. abra), sztereotip viselkedés (10b.
abra), ataxia tesztekben (10c. abra), viszont a szocialis interakcios id6 (10d. abra)
szignifikansan nagyobbnak bizonyult a P2rx7 -/- allatokban a vad tipusu tarsaikhoz
képest. A P2rx7 genetikai delécigja, a kisebb dozisit PCP-vel kezelt allatokban kisebb
lokomotoros aktivitast valtott ki, mint az ugyanilyen dézisu PCP-t kapott vad tipusu
egerekben. Emellett hasonld eredményt kaptunk a sztereotip viselkedés tesztben a
nagyobb do6zisi PCP-vel kezelt allatokban, a génkiiités csokkentd hatasu volt ebben a

viselkedési vizsgalatban.
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10. abra. A P2rx7 gén deficiencidjanak hatasa a PCP altal kivaltott viselkedési
valtozasokra. A 10 perces magatartds vizsgalatok naiv C57Bl/6J P2rx7 +/+ és
P2rx7 -/- egereken, PCP (2 vagy 5 mg/kg i.p.) vagy fiziologias sooldattal (0.9%-0s NaCl)
valo kezelésiiket kovetden 45 perccel késobb kezdddtek. A PCP indukalt viselkedési
eltéréseket kiillonb6z6 nézopont, mint (a) lokomotoros aktivitas, (b) sztereotip viselkedés,
(c) ataxia és (d) szocialis interakcio ideje szerint kvantifikaltuk a viselkedés teszteket
kovetéen (offline). A mérési eredmények atlag + S.E.M. formajaban lathatoak.
Csoportonként 10-14 allat keriilt felhasznalasra. A statisztikai elemzés Kruskal-Wallis
ANOVA-val tortént, a # p<0.05; **, ## p<0.01; ***, ### p<0.001 szignifikanciaszintet
jelol.

A P2X7 receptor farmakologiai géatlasanak tanulmanyozaséara az el6bb emlitett
viselkedési teszteket alkalmaztuk (11. abra). Ennek vizsgalatara, egy szelektiv P2X7R
antagonista, a JNJ-47965567 keriilt felhasznalasra, amely képes athatolni a vér-agy
gaton®. Az antagonista, illetve annak vehikulumaval valé kezelés 30 perccel megeldzte
a PCP-vel vagy steril fiziologias sooldattal torténd i.p. injektalast. Az antagonista
vehikulumanak nem volt hatdsa a PCP indukalta magatartasbeli valtozasokra. Hasonld
eredményeket kaptunk az el6z6 kisérleti felallasban (10. abra), a P2rx7-re nézve vad
tipusi PCP-vel kezelt allatokon mértekhez képest. A JNJ-47965567 anyaggal torténd
kezelésnek onmagaban nem volt hatdsa egyik viselkedési tesztben sem. Az antagonista
elokezelés a kisebb dozisti PCP kezelés hatasat gatolta a lokomotoros aktivitasi (11a.
abra), sztereotip (11b. abra), és szocialis interakcids (11d. abra) viselkedési tesztekben,
az ataxiara viszont nem volt hatassal (11lc. abra). Ezzel ellentétben a JNJ-47965567
elékezelés nem volt hatdssal a nagyobb dozisu PCP Aaltal kivaltott viselkedési
mintazatokra.

A P2X7 receptornak tehat mind a genetikai deficiencidja, mind pedig
farmakologiai gatlasa csokkentette — bar nem minden tesztben és PCP dozisban — a

szkizofrénia-szerli magatartasi valtozasokat.
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11. abra. A szelektiv P2X7 receptor antagonista JNJ-47965567 hatasa a PCP altal
kivaltott viselkedési valtozasokra. A naiv C57B1/6J P2rx7 +/+ egereket P2X7 receptor
antagonista JNJ-47965567 (30 mg/kg) vegyiilettel vagy annak oldészerével (VEH)
kezeltiik 1.p., majd ezt kdvetden 30 perccel késébb PCP (1.5 vagy 5 mg/kg i.p.) vagy
fiziologias sooldatos (0.9%-os NaCl) injekciot kaptak. A 10 perces magatartas
vizsgalatok a kezelésiiket kovetden 45 perccel késobb kezdédtek. A PCP indukalt
viselkedési eltéréseket kiilonboz6 néz6pont, mint (a) lokomotoros aktivitas, (b) sztereotip
viselkedés, (C) ataxia és (d) szocialis interakcid ideje szerint kvantifikaltuk a viselkedés
teszteket kovetden (offline). A mérési eredmények atlag + S.E.M. formajaban lathatoak.
Csoportonként 10-12 allat keriilt felhasznalasra. A statisztikai elemzést Kruskal-Wallis
ANOVA-val tortént, * p<0.05; ***, ### p<0.001 szignifikanciaszintet jelol.

5.2. Eltérések a P2rx7 mRNS expressziéjaban a fejlodés egyes szakaszaiban az egér

agy prefrontalis kéreg és hippokampusz régiéjaban

A P2X7 receptor relativ mRNS expresszios szintjeit 4 eltéré korcsoporta (4, 18,
35 és 56 napos) egerek PFC és HPC régioiban vizsgaltuk (12. abra). A PFC
szovetmintakban mért P2rx7 génexpresszids szintek nem tértek el szignifikdnsan
egymastol az egyes korcsoportu allatokban (12a. abra). Ezzel ellentétben a P2X7R relativ
mRNS kifejezddési szintek szignifikansan kisebbnek bizonyultak a 18 napos egerek HPC
mintaiban (0.72 £0.09) a 4 napos (1.00 = 0.09) és 56 napos (0.96 = 0.05) allatokban

mértekhez viszonyitva (12b. abra).
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12. abra. A P2rx7 mRNS expresszidéjanak életkorfiiggése az egér agy prefrontalis
kérgi és hippokampalis régidiban. A relativ P2rx7 mRNS expresszios szintek eltérése
kiilonb6z6 korcsoporta (4, 18, 35 és 56 napos) naiv C57BI/6J P2rx7 +/+ egerek
a Gapdh gén, mint endogén kontroll mRNS expresszios szintjeire lettek normalizalva. A
4 napos egerekben mért, normalizalt P2rx7 mRNS expresszios szinteket tekintettiik
100%-nak, ehhez voltak viszonyitva a tobbi korcsoportban mért, normalizalt P2rx7
génexpresszids szintek. A kapott eredmények atlag + S.E.M. formajaban lathatoak.
Csoportonként 6-8 allat kertilt felhasznalasra. A statisztikai analizisre kétutas ANOVA-t
kovetden a Fisher-féle LSD post hoc tesztet alkalmaztunk, * p<0.05 szignifikanciaszintet

jelsl.

5.3. Fenciklidin kezelés hatasa a P2rx7 mRNS expresszidjara az egér agy

prefrontalis kéreg és hippokampusz régidjaban

A kovetkezd RNS szintli génexpresszios kisérletekben a PCP P2X7 receptor
mRNS expresszios szintjeire kifejtett hatasat vizsgaltuk az egerek PFC és HPC szoveti
mintaiban (13. abra). A bazalis P2rx7 mRNS expresszios szint a HPC régioban
szignifikansan nagyobbnak bizonyult a PFC mintdkban mérthez képest. A relativ P2rx7
géneszpresszios szintekben az egyes agyi régiokban eltéré PCP dozisfliggd mintazat volt
megfigyelhet6. Mig a PFC régidban a kisebb dozisu PCP csekély, nem szignifikdns
mértékben novelte (1.29 + 0.05), P2rx7 mRNS expresszios szintet, addig a nagyobb
dozisu PCP kezelésnek nem volt hatasa erre (0.89 = 0.08). Ezzel ellentétben a HPC
régidoban mért P2rx7 génexpresszios szintekre a nagyobb doézisa PCP (2.19 + 0.1)
kezelésnek szignifikans hatasa volt, a vehikulummal kezelt allatokhoz képest (1.57 +
0.15).
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13. abra. A PCP hatasa a P2rx7 mRNS expressziojara az egér agy prefrontalis kérgi
és hippokampalis régioiban. A relativ P2rx7 mRNS expresszios szintek eltérése fiatal
feln6tt (56 napos) naiv C57BI/6J P2rx7 +/+ egerek prefrontalis kéreg és hippokampusz
mintaiban PCP (2 vagy 5 mg/kg i.p.) vagy fiziologias s6oldattal (0.9%-os NaCl) torténd
kezelésiiket kovetden. A P2rx7 gén expresszios szintjeit a Gapdh gén, mint endogén
kontroll mRNS expresszios szintjeire lettek normalizalva. A fiziologias sooldattal kezelt
allatok prefrontélis kéreg mintaiban mért normalizalt P2rx7 mRNS expresszios szinteket
tekintettiik 100%-nak, ehhez voltak viszonyitva a tobbi csoportban mért, normalizalt
P2rx7 génexpresszios szintek. A kapott eredmények atlag = S.E.M. formajaban lettek
abrazolva. Csoportonként 3-6 allat keriilt felhasznélasra. A statisztikai analizisre kétutas
ANOVA-t kovetben a Fisher-féle LSD post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0.05; ** p <
0.01; ***, ### p < 0.001 szignifikanciaszintet jelol.

5.4. Fenciklidin adas befolyasa a P2X7 receptor altal kozvetitett [*H]glutamat
felszabadulasra az egér agy prefrontalis kérgében

Ismert, hogy a P2X7 receptorok aktivacioja glutamat felszabadulast valt ki az
idegvégzodésekbdl®®, Kisérleteink sordan 2 mg/kg dézisa PCP-vel, vagy annak
vehikulumaval kezelt P2rx7 génkiiitott (P2rx7 -/-), illetve vad tipusa (P2rx7 +/+)

egerekbdl szarmazo, akut PFC szeleteken a P2X7R medialta GLU kiaramlas méréséhez
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P2X7R agonista BzATP-t tovabba elektromos téringerlést (EFS) hasznaltunk fel (14.
dbra). A prefrontokortikalis szeletek [*H]glutamattal valo toltésiiket és a 90 perc
eldperfuziot kovetden a radioaktiv anyag felvétel 513.9 £ 28.9 kBqg/g (n = 8) volt a
fiziologias sooldattal kezelt P2rx7+/+ egerekben, mig 857.9 + 10.06 kBqg/g (n =12, p <
0.05) volt P2rx7 -/- allatokban. A bazalis [’H]GLU kiaramlas a P2X7 receptorra nézve
vad tipusu egerekben 1.58 +0.06% (n = 8) volt, a P2rx7 -/- egerekben pedig 1.26 + 0.05%
(n =12, p > 0.05), ezek az értékek szignifikansan nem kiilonboztek egymastol. Egy 3
perces BzATP-vel (100 uM) torténd perfuzidt kovetéen a P2rx7 +/+ allatokban egy
dtmeneti, reverzibilis [PH]GLU felszabadulas emelkedés (2.38 + 0.49 %) volt
megfigyelheté. A [PH]GLU kiaramlas a P2X7R agonista mosasat kovetden visszaallt a
korabbi alapértékre. Ezzel ellentétben a P2rx7 génkiiitott allatokban a BzATP nem
okozott valtozast a [PH]JGLU felszabadulasban (14a. abra). Fokozottabb volt a bazalis
[PHIGLU kidramlas az elzetesen PCP-vel kezelt, vad tipusa (4.49 + 0.25 %) és
P2rx7 -/- (2.89 £ 0.62 %) egerek PFC szeleteiben egyarant a vehikulummal kezelt allatok
mintaiban mértekhez képest. Viszont a PCP-vel injektalt P2rx7 -/- allatokban mért alap
[PH]GLU felszabadulas, kisebb volt vad tipusii egerekben kapott eredményekhez
viszonyitva (14a. abra). A PCP kezelésnek nem volt jelentds hatasa a radioaktiv anyag
szovetekbe torténd felvételére. A P2rx7 +/+ allatokbol szarmazd PFC szeletekben, a
BzATP indukalta [*H]JGLU kidramlas emelkedés mértéke nagyobb volt a PCP-vel
elézetesen kezelt (A[*H]GLU = 2.8 %), mint a vehikulumot kapott (A[*H]GLU = 1.1 %)
egerekben (13a. abra). Az elektromos téringerlés (EFS) hatasara a vad tipusa és P2rx7
génkiiitott allatok PFC mintaiban egyarant reverzibilis [PH]JGLU felszabadulas volt
megfigyelheté. Az EFS altal indukalt [*H]GLU kiaramlas nem véltozott az eldzetesen
PCP-vel kezelt egerekben, egyik genotipusban sem (14b. abra).
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14. abra. A glutamaterg transzmisszio P2X7 receptorokon keresztiili befolyasolasa
az egér prefrontilis kérgében: [°H|glutamat felszabadulas mérése. A PCP kezelés
(2 mg/kg i.p.) hatasa (a) a P2X7 receptoron keresztiil kozvetitett és (b) az elektromos
téringerléssel (EFS) kivaltott [PH]GLU felszabadulasra ex vivo akut PFC szelet mintakon.
A naiv C57BIl/6] P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egerek PCP (2 mg/kg i.p.) vagy fiziologias
sooldattal (0.9% NaCl) torténd kezelést kvetden 60 perccel tortént az akut PFC szeletek

készitése, majd azok [*H]glutamattal inkubalédtak. A mintagytijtési periddus alatt a PFC
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szeleteken P2X7 receptor agonista BzATP-vel (100 uM) vagy elektromos téringerléssel
stimulalodtak, az dbrdkon ezeket vizszintes vonalak jelzik. A kapott eredmények atlag +

S.E.M. formajaban lathatoak. Csoportonként 8-12 allat keriilt felhasznalasra.

5.5. A P2X7 receptor génkiiitésének, illetve farmakologiai gatlasanak hatasa az

NMDA altal indukalt aramokra az egér agy prefrontalis kérgében

Az el6zoekben bemutatott kisérletek eredményeként tisztdzodott, hogy a PCP
kezelés csekély mértékben is, de feliilszabalyozza a P2X7R mRNS szintl kifejezddését,
¢és fokozza a receptor funkcionalis érzékenységét a PFC-ben, fokozottabb GLU
kidramlast eredményezve. A kovetkezdekben arra kerestiikk a valaszt, hogy vajon az
endogén P2X7R aktivacidja megvaltoztatja-e a prefrontokortikélis NMDA-tipust
glutamat receptorok érzékenységét. Ezekben a kisérletekben, un. teljes sejt patch-clamp
technikat  alkalmaztunk.  Kiilonb6z6  koncentracioban  alkalmazott NMDA
(1-1000 uM) sejtbe befelé iranyuld aramokat indukalt a PFC V. rétegének piramis
sejtjeiben, mindkét genotipusu allatcsoportban (P2rx7 +/+ és P2rx7 -/-). A piramis sejtek
tobbnyire nagy biologiai variabilitdst mutattak az NDMA érzékenységiik szempontjabol,
megnehezitve a statisztikai analizisiiket. Kis NMDA koncentracid tartomanyban
(1-10 uM) jelentds kiilonbség nem volt tapasztalhato az NMDA-ra adott sejtvalaszokban
az eltérd genotipust allatokbodl szarmazo6 mintak kozott. Ezzel ellentétben nagyobb dozisu
NMDA alkalmazéasakor (30 uM), jelentds eltérés volt az NMDA indukalta dramok
amplitadéjaban. A P2X7R génkiiitott egerek prefrontokortikalis piramis sejtjeiben kisebb
amplitadoéju ionaramokat mértiink (1343 + 238 pA), mint a P2X7 receptorral rendelkezd
allatokban (2658 + 504 pA). A koncentracio-valasz gorbék hasonld tendencidt mutatnak
még nagyobb NMDA koncentraciok esetében, nagyobb maximalis valaszt (Emax)
eredményezve a vad tipusu egerekben (4330 = 1171 pA) a P2rx7 -/- allatokhoz képest
(3224 + 693 pA). A koncentracio-valasz gorbek tovabbi {6 paramétereiben, mint az ECso
értékek (24.98 +£0.27 uM (P2rx7 +/+) és 41.78 £ 0.26 uM (P2rx7 -/-)) és a Hill koefficiens
értékek (0.91 £0.58 (P2rx7 +/+) €s 0.85 + 0.57 (P2rx7 -/-)) kdzott nem voltak szignifikans
kiilobségek az eltéré genotipust egerekben (15. abra). Mindemellett vizsgaltuk az NMDA
koncentracio-valasz 6sszefliggést P2X7 receptorra nézve vad tipust allatokbol szarmazo

PFC V. rétegének piramis sejtjeiben, P2X7R antagonista JNJ-47965567 (0.1 puM)
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jelenlétében is. A P2X7 receptorok farmakoldgiai gatlasa hasonld hatassal volt az NMDA
altal kivaltott koncentracid-valasz gorbékre, mint a receptor génkiiitése. A P2X7R
antagonista jelenlétében a kapott gérbe Emax értéke kisebb volt (2831 = 360 pA), mint a
JINJ-47965567 vegyiilet hidnyaban mért esetében, de a sejtek kdzotti nagy variabilitasok

miatt ez nem mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget (15. abra).
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15. abra. A glutamaterg transzmisszié P2X7 receptorokon keresztiili befolyasolasa
az egér agy prefrontalis kérgében: NMDA altal kivaltott ionaramok mérése. A naiv
C57BI/6J P2rx7 +/+ allatokban P2X7 receptor antagonista JNJ-47965567 (100 nM, JNJ)
jelenlétében és hianyaban, illetve P2rx7 -/- egerekben az NMDA koncentracio-valasz
gorbéi. Az NMDA-t emelked6 koncentracioban (1-1000 uM) alkalmazva, az NMDA
altal kivaltott ionaramok amplitidoi kertiltek rogzitésre a kortikalis szeletek V. rétegének
piramis neuronjaibol. Az NMDA koncentracio-valasz gorbéit a SigmaPlot (Systat)
logisztikus fliggvényét felhasznalva illesztette. A kapott eredmények atlag + S.E.M.
formédjaban lettek abrazolva, n=5-16 sejt / koliinb6z6 NMDA koncentracio (* p < 0.05;
P2rx7 -/- vs. P2rx7 +/+; kétutas ANOVA).
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5.6. A P2X7 receptor genetikai delécioja altal okozott régiospecifikus

génkifejezodési eltérések

A génexpresszios szintekben bekovetkez6 modosulasok  kozvetithetnek
hosszuatavu adaptiv viselkedésbeli valtozasokat. Tovabba korabbi tanulmanyokbol ismert,
hogy a P2X7R genetikai deficiencidjanak jelentds hatdsa van szamos gén mRNS szintli
kifejezodésére, amelyek szamos pszichiatriai korkép hatterében  allhatnak®’.
Génexpresszios kisérleteink soran elséként, a PCP (2 mg/kg) egyes ionotrop, NMDA-
tipusu glutamat receptor alegységeket kodold gének (Grinl, Grin2a, Grin2b), és egy
metabotrop glutamat receptor 3-as altipusat kodold gén (Grm3) mRNS kifejezddési
szintjeire kifejtett hatasat vizsgaltuk fiatal (18 napos) és fiatal feln6tt (56 napos), naiv és
P2X7R génkiiitott allatok PFC mintaiban (16. abra). Fiatal allatokban sem a P2rx7
génkilités, sem a PCP kezelés nem befolydsolta szignifikdnsan az emlitett gének
expresszids szintjeit. Ezzel szemben, fiatal felndtt egerekben eltéré moddon, de
szignifikans hatdssal volt, mind a P2rx7 gén deficiencidja, mind az el6zetes PCP adas. Az
NMDA receptor alegységek koziil az NR1 alegységet kodold, Grinl gén MRNS
expresszios szintje szignifikansan kisebb volt a P2X7 receptorral rendelkez6 egerekben
PCP kezelés hatasara (0.8 = 0.06), mint a vehikulummal kezeltekben (1.23 + 0.09) (16a.
abra). Hasonlo, szignifikdns csokkentd hatast eredményezett dnmagaban (vehikulumot
kapott egerekben) a P2rx7 génkiiités a Grinl gén expresszids szintjében (0.82 £ 0.15).
Ezzel szemben, a P2rx7 -/- allatokban a PCP nem csokkentette szignifikansan a Grinl
gén expresszios szintjét a vehikulummal torténd Osszevetésben (0.56 £ 0.04). A P2X7
receptorral rendelkezd allatokban a PCP kezelés az NR2A ¢s NR2B receptor alegységet
kodolo gének (Grin2a és Grin2b) mRNS expresszidjara gyakorolt hatasa ellenkezd iranyu
volt, mint a Grinl gén esetében (16b. és 16¢. abra). A Grin2a és Grin2b génexpresszios
szintje szignifikansan nagyobbnak bizonyult (Grin2a: 1.7 £ 0.17; Grin2b: 1.92 + 0.04) a
vad tipust, vehikulummal kezelt egerekhez viszonyitva (Grin2a: 1.23 £ 0.08; Grin2b:
1.39 £ 0.04). Erdekes médon vehikulummal kezelt allatokban a P2rx7 genetikai delécioja
emelkedett Grin2a (1.49 £ 0.17) és Grin2b (1.86 + 0.27) mRNS expresszios szintekhez
vezetett a vad tipusu egerekhez képest, de ez a novekedés a Grin2a gén esetében nem érte
el a szignifikancia kiiszobértékét. Hasonloan a Grinl-hez, a P2rx7 gén kiiitése esetében a

PCP kezelés hatastalannak bizonyult a vehikulumhoz képest a Grin2a esetében (Grin2a:
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1.13 £ 0.03), mig a Grin2b esetében ellentétes hatast, vagyis csokkenést eredményezett
(Grin2b: 1.43 £0.1). A Grm3 relativ mRNS expresszios szintjei a fiatal felnétt allatokban
a detekcios kiiszob alatt voltak a fiatal allatokban mért génkifejezddési szintekhez képest
(16. abra). Ennek kovetkeztében a fiatal felnétt egerekben kapott Grm3 génexpresszios
eredményeket onmagukban is kiértékeltik, ez esetben a fizioldgias sooldattal kezelt,
fiatal feln6tt, P2rx7 +/+ allatok PFC mintaiban mért expresszios szinteket tekintve 100%-
nak. Igy értékelve, a PCP kezelés mindkét genotipusti egérben csokkent relativ mRNS
expresszios szinteket eredményezett a vehikulummal kezelt allatokban mértekhez

hasonlitva.
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16. abra: A Kkisebb do6zisu PCP kezelés (2 mg/kg) hatasa ionotrop NMDA receptor
alegységek, (a) Grinl, (b) Grin2a, (¢) Grin2b és egy metabotrép glutamat receptor,
(d) Grm3 relativ mRNS expresszios szintjeire. A gének relativ mRNS expresszios
szinjeinek meghatarozasat fiatal (18 napos) és fiatal felndtt (56 napos), naiv C57Bl/6J
P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egerek prefrontalis kéreg mintaiban végeztiik el. Az egyes gének
expresszios Szintjei a Gapdh gén, mint endogén kontroll mRNS expresszids szintjeire
lettek normalizalva. A fizioldgias sdoldattal kezelt, fiatal, P2rx7 +/+ allatok, prefrontalis
kéreg mintaiban mért normalizalt mRNS expresszios szinteket tekintve 100%-nak, ehhez
lettek viszonyitva a tOobbi csoportban mért, normalizalt génexpresszids szintek.
(d, beszirt abra) A Grm3 relativ mRNS expresszios szintjei fiatal felnott, P2rx7 +/+ és
P2rx7 -/- egerek prefrontalis kéreg mintaiban, amely expresszids szinteket szintén a
Gapdh gén, mint endogén kontroll mRNS expresszios szintjeire lettek normalizalva. A
fiziologias sooldattal kezelt, P2rx7 +/+ egerekben mért normalizalt mRNS expresszios
szintek lettek 100%-nak tekintve. A kapott eredmények atlag + S.E.M. formajaban
lathatoak. Csoportonként 3-6 allat keriiltek felhasznalasra. A statisztikai analizisre kétutas
ANOVA-t kovetden a Fisher-féle LSD post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0.05; **, ## p

< 0.01; ***, ### p < 0.001 szignifikanciaszintet jelol.
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A korabbiakban mért kisérleti eredmények alapjan a hippokampalis régioban mért
génexpresszios vizsgalataink soran a PCP nagyobb dozisa (5 mg/kg) kertilt
felhasznalasra, mert ennek a dozisu PCP kezelésnek volt szignifikdns hatasa a P2X7
receptor mRNS expresszidjara ebben az agyi régioban (17. abra). Osszeségében
elmondhato, hogy a HPC mintakban mért génexpresszids szintekben kisebb mértékii
eltéréseket tapasztaltunk, mint a PFC régioban is mért, az ¢l6z6 bekezdésben targyalt
gének esetében. A Grinl gén mRNS expressziojaban nem mutattunk Ki szignifikans
eltérést az eltérd genotipust, és kiillonbozo kezelést kapott allatok egyik korcsoportjaban
sem (17a. abra). Fiatal kora egerekben mért Grin2a génkifejez6dési szintekre
allatokban, a vad tipust egerek csoportjahoz képest (P2rx7 +/+: 1.00 = 0.03; P2rx7 -/-:
1.2 + 0.04). A PCP kezelésnek ezekben az egerekben azonban nem volt hatasa a vad
tipusu allatokban, mig a P2rx7 génkiiitott allatokban szignifikansan kisebb
génexpresszids szinteket mutattunk ki a PCP kezelés hatasara (1.05 = 0.06), a
vehikulumot kapott egerekhez viszonyitva. Fiatal feln6tt, a P2X7 receptorral rendelkezd
allatokban a PCP kezelés szignifikdns novekedést (1.23 + 0.02) okozott a Grin2a mRNS
expresszidjaban a vehikulummal kezelt egerekhez képest (1.09 = 0.04), ez a hatas a P2rx7
génkilitott egerekben nem volt tapasztalhatd ebben a korcsoportban (17b. abra). Az eltérd
korcsoportt, génkiiitott allatokban hasonlo, csokkend tendencia volt megfigyelhetd a
Grin2b génexpresszids szintekben a PCP kezelést kdvetden (fiatal egerek: 0.94 + 0.03;
fiatal feln6tt egerek: 0.88 + 0.05) a vehikulumot kapott allatokhoz viszonyitva (fiatal
egerek: 1.08 + 0.02; fiatal felndtt egerek: 1.02 + 0.02), mig vad tipusu egerekben ilyen
hatast nem volt tapasztalhato. A P2X7 receptor genetikai delécidja dnmagaban nem
okozott szignifikans valtozadst a Grin2b mRNS expresszids szintjeiben, egyik
korcsoportban sem (17c. abra). A fiatal feln6tt, vad tipusi egerekben a Grm3
génexpresszidjanak mértéke szignifikansan kisebb volt a PCP kezelt allatokban (0.96 +
0.02) a vehikulummal kezeltekhez (1.1 £ 0.02) képest, ugyannakor ez a hatas nem volt

megfigyelheté a P2rx7 génkiiitott allatokban (17d. abra).
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17. abra: A nagyobb dézisi PCP kezelés (5 mg/kg) hatasa ionotrop NMDA receptor
alegységek, (a) Grinl, (b) Grin2a, (c) Grin2b és a metabotrép glutamat receptor 3-

as altipus, (d) Grm3 relativ mRNS expresszios szintjeire. A gének relativ mRNS
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expresszios szinjeinek meghatarozasat fiatal (18 napos) és fiatal feln6tt (56 napos), naiv
C57BI/6J P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egerek hippokampusz mintaiban végeztiik el. Az egyes
gének expresszids szintjeit a Gapdh gén, mint endogén kontroll mRNS expresszios
szintjeire lettek normalizalva. A fiziologias sooldattal kezelt, fiatal, P2rx7 +/+ allatok,
prefrontalis kéreg mintaiban mért normalizalt mRNS expresszios szinteket tekintettiik
100%-nak, ehhez lettek viszonyitva a tobbi csoportban mért, normalizalt génexpresszios
szintek. A kapott eredményeket atlag + S.E.M. formajaban lettek abrazolva.
Csoportonként 3-4 allat keriilt felhasznalasra. A statisztikai analizisre kétutas ANOVA-t
kovetden a Fisher-féle LSD post hoc tesztet alkalmaztuk, *p<0.05, ** p < 0.01, # p<0.05

szignifikanciaszintet jelol.

Tovabbi génkifejezddési kisérleteink soran, az eldbbiekben bemutatott géneken
kiviil, egyes szkizofrénia patomechanizmusaval feltételezhetéen kapcsolatban allé gének
MRNS expresszids szintli valtozasait is vizsgaltuk. Ezek a gének a kovetkezo6 fehérjéket
koédoljak: D1 és D2 dopamin receptorok (Drd1 és Drd2), katekolamin-O-metiltranszferaz
(Comt), neuregulin 1 (Nrgl), metabotrép glutamat receptor 2 és 5 altipusok (Grm2,
Grm5), GABAA receptor al és a5 alegységek (Gabral, GabraS) (18. abra). Korabbi
kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a PCP kezelésnek és a P2X7 receptor genetikai
a leginkabb kifejezett. Ennek kovetkeztében ebbdl az allatcsoportbol izolalt PFC régioban
analizaltuk a P2rx7 génkiiités és a PCP adas (2 mg/kg) hatasait. Szignifikdns novekedést
volt kimutathaté az Nrgl gén mRNS expresszidjaban a vad tipusu allatokban, a PCP
kezelés hatasara (4.34 + 0.44) annak vehikulumaval kezelt (1.00 + 0.49) éllatokhoz
képest, de ez a jelentds kiilonbség nem volt megfigyelheté P2rx7 deficiens allatokban
(vehikulum: 3.25 + 0.66, PCP: 2.9 £ 0.99) (17a. abra). A Drd2 génexpresszios szintjei
szignifikansan kisebbnek bizonyultak a PCP kezelés kovetkeztében mind a P2X7 +/+
(vehikulum: 1.00 £+ 0.1, PCP: 0.52 + 0.04), mind a P2X7 -/- (vehikulum: 0.89 + 0.22,
PCP: 0.49 + 0.08) egerekben, de a genetikai deficiencia nem befolyasolta e gén
expresszios szintjét a vad tipusu allatokhoz képest (18b. abra). A Grm2 gén kifejez6dési
szintjeiben hasonlo, jelentds csokkenést mutattunk ki a PCP kezelés hatasara mindkét
genotipusu allatokban (P2rx7 +/+, vehikulum: 1.00 + 0.21, PCP: 0.24 £+ 0.03; P2rx7 -/-,
vehikulum: 0.58 + 0.07, PCP: 0.19 + 0.05). Emellett szignifikdnsan kisebb volt a Grm2
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mRNS expresszios szintje a vehikulumot kapott, P2X7 receptor génkilitott egerekben a
vad tipusu alomtarsaikhoz képest (18c. abra). A masik vizsgalt metabotrop glutamat
receptor (GrmS5) gén expresszos szintjében az elébb emlitett Grm2 génhez hasonldan
szignifikans alulszabalyozodas tapasztalhato a P2X7 receptorral rendelkez6 allatokban
PCP kezelés hatasara (0.33 = 0.09) a vehikulummal kezelt (1.00 + 0.28) egerekhez képest,
azonban a P2rx7 -/- egerekben nem volt eltérés a Grm5 mRNS expresszios szintjében a
PCP-t (0.2 £ 0.05) és annak vehikulumat kapott (0.42 + 0.21) allatok kozott. A Grm2
expresszos szintjeihez hasonléan, dnmagaban a P2X7R génkilités szignfikans hatassal
volt a Grm5 gén kifejezddési szintjére a vehikulummal kezelt allatokban (18d. abra). A
GABAA receptor al (Gabral) gén mRNS expresszids szintje a P2X7 receptor vad tipust
allatokban szignifikansan kisebb volt a PCP kezelés hatasara (vehikulum: 1.00 + 0.08;
PCP: 0.55 £ 0.02), de ez a befolyas eltiint a P2rx7 genetikai deficiencia hatasara (18e.
abra). Erdekes modon az eldbbiekben emlitett két metabotrop glutamat receptorhoz
hasonléan a vehikulummal kezelt P2rx7 -/- allatokban a Gabral mRNS expresszios
szintje is szignifikansan alulszabalyozodott (0.74 + 0.06) a P2X7 receptorral rendelkez6
egerekhez képest. Tovabbi harom gén mRNS expresszios szintjét vizsgalva (Drd1, Comt,
Gabra5) nem volt kimutathato szignifikans valtozas sem a PCP kezelés, sem a P2X7
receptor genetikai deficiencia hatdsara, ezek az eredmények nem keriilnek bemutatasra a

disszertacidban.
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18. abra: A kisebb dozisti PCP kezelés (2 mg/kg) hatasa valogatott, a szKizofréniahoz
kotheto gének relativ mRNS expresszios szintjeire, (2) Nrgl, (b) Drd2, (c) Grm2, (d)
Grmb5, (e) Gabral. A gének relativ mRNS expresszios szinjeinek meghatarozasat fiatal
feln6tt (56 napos), naiv C57Bl/6] P2rx7 +/+ és P2rx7 -/- egerek prefrontalis kéreg
mintaiban végeztiik el. Az egyes gének expresszids szintjeit a Gapdh gén, mint endogén
kontroll mRNS expresszios szintjeire lettek normalizalva. A fiziologias sooldattal kezelt,
P2rx7 +/+ allatokban mért normalizalt mRNS expresszios szinteket tekintettiik 100%-
nak, ehhez lettek viszonyitva a tobbi csoportban mért, normalizalt génexpresszios szintek.
A kapott eredmények atlag + S.E.M. formajaban lathatoak. Csoportonként 3-6 allat kertilt
felhasznalasra. A statisztikai analizisre kétutas ANOVA-t kovetden a Fisher-féle LSD
post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, # p<0.05, ## p < 0.01

szignifikanciaszintet jelol.

5.7. A P2Y12 receptor genetikai deficienciajanak hatasa gyulladasos mediatorok

fehérje szintjeire

A P2Y1, receptorral rendelkezd allatokban az  altalunk  vizsgalt

proinflammatorikus citokinek és egy kemokin (IL-1B, IL-6, TNF-a, KC) szintjében
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jelentés novekedést mutattunk ki a komplett Freund-adjuvéanssal (CFA) torténd kezelést
kovetd 3. és 14. napon az egerek izolalt talpmintdiban a vehikulummal torténd kezelés
adott napokon mért értékeivel torténd Osszevetésben (19b, c, e, f. abrak). A P2Y1
receptor genetikai delécidja ellensulyozta egyes citokinek esetében a CFA kezelés altal
indukalt novekedést mind a két vizsgalt idopontban vett mintdk esetében. A 3. napon a
vad tipusu allatokban a CFA altal kivaltott szignifikans novekedést a TNF-a (vehikulum:
1.61 pg/mg protein, CFA: 13.54 pg/mg protein) és KC (vehikulum: 1.77 pg/mg protein,
CFA: 12.78 pg/mg protein) szintjeiben a receptor genetikai delécidja szignifikdnsan
csokkentette (P2ryl2 -/-, CFA-kezelt: TNF-a (7.26 pg/mg protein); KC (8.14 pg/mg
protein)) (19e, f. abrak). Hasonlo iranyt tendenciat mutattunk ki az IL-6 esetében is, de
ez nem ¢érte el a szignifikancia kiiszobértékét. Ugyanezen a napon vett mintdkban a P2Y12
receptorral rendelkezd egerekben a CFA kezelést kovetden az IL-la szintje
szignifikdnsan csokkent (195.4 pg/mg protein) a vehikulummal kezelt allatokhoz képest
(431.7 pg/mg protein), azonban a CFA kezelésnek kitett P2ryl2 -/- allatokban a
detektalasi hatar alatt volt az IL-1a szintje (19a. abra). A 14. napon izolalt vad tipusu
allatok talpmintaiban az elzetesen CFA-val valo kezelés szignifikans ndvekedést valtott
ki az IL-1B, IL-6, TNF-a, KC szintjeiben, ugyanakkor a P2Y1, receptorral nem
rendelkez6 allatokban ezek a szintek szignifikansan kisebbnek bizonyultak (19b, c, e, f.
abrak). Az IL-1a szintjére szignifikans csokkentd hatasa volt a CFA kezelésnek a vad
tipust allatokban a 14. napon (vehikulum: 744.6 pg/mg protein, CFA: 240.8 pg/mg
protein), de ezt a hatast a P2Y 12 receptor genetikai deficiencidja nem ellenstlyozta (190.7
pg/mg protein) (19a. abra). Mindemellett a gyulladasgatlo IL-10 szintjeit szignifikansan
alulszabalyozta a CFA kezelés a vad tipusu allatokban a 3. és 14. napon egyarant, azonban
vehikulummal kezelt allatokban szignifikansan kisebb IL-10 szintet mutattunk ki a P2Y 12
receptor génkiliitott egerekben (P2ryl2 +/+: 4.6 pg/mg protein, P2ry12 -/-: 0.7 pg/mg
protein) (19d. abra).
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19. abra: A P2Yi12 receptor genetikai delécidjanak hatasa a pro- és anti-

inflammatorikus citokin szintekre, (A) IL-1a, (B) IL-1g, (C) IL-6, (D) IL-10, (E)

TNF-a, (F) KC (CXCL1). Az egyes citokin szintek P2ryl2 +/+ és P2ryl2 -/- naiv,

komplett Freund-adjuvanssal (CFA), illetve annak vehikulumaval kezelt allatok hatso

talp mintaib6l szarmaznak. A mért citokin koncentraciok a mintak teljes fehérje

tartalmara lettek normalizalva. A kapott eredmények atlag + S.E.M. formajaban

lathatoak. Csoportonként 6 allat kertilt felhasznalasra. A statisztikai analizisre kétutas

ANOVA-t kovetden a Fisher-féle LSD post hoc tesztet alkalmaztunk, *p<0.05, ** p <

0.01, *** p < 0.001, szignifikanciaszintet jeldl.
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6. MEGBESZELES

A szkizofrénia komplex neuropszichiatriai zavar, amelynek kialakulasdban
szamos neurotranszmitter és jelatviteli t jatszhat szerepet, ezaltal sokféle tiinetegyiittes
(pozitiv, negativ, kognitiv) manifesztalodhat. Mig korabban a betegség
patomechanizmusanak hatterének kutatdsa foként a dopaminerg, glutamaterg és
GABAerg neurotranszmitter rendszerek vizsgalatara iranyultak, Gjabban felmeriilt a
purinerg jelatviteli rendszer érintettsége iS. Szamos tanulmany foglalkozik a purinerg
ideértve a szkizofrénidt, bipolaris zavart, depressziot is. A P2 purinoreceptorok
expresszios ¢és aktivacids mintdzata a neurogenezis egyes szakaszaiban kiilonbozd lehet,
igy a sejtproliferacio, migracido és meghatdrozott neuronalis fenotipusu differenciaciod
soran. Eszerint a P2X7 receptorok példaul nagyobb mértékben fejezédnek ki nem
differencidlodott embriondlis sejtekben, mint neuronalis irdnyba differencialddott
sejtekben. Tovabba mar korabban megallapitottak, hogy a hippokampalis BDNF
kifejezodési szintje a P2X7 receptorok szabalyozd hatasa alatt all, illetve egyes
antidepresszansok képesek emelkedett BDNF szintek kivaltasara a hippokampuszban, a
ventralis tegmentalis aredban és nukleusz akkumbenszben. Ebbdl kifolyodlag feltélezhetd,
hogy a major depressziv zavarral kiizdd betegekben megfigyelt anatomiai valtozasok a
fejlodés soran megkezdddnek, amelyekben a P2X7R aktivitasnak fontos szerepe lehet.
Ilyen anatomiai valtozas példaul a sziirkedlloméany térfogatanak csokkenése az
emocionalis szabalyozasért felelds agyrégiokban. Szkizofréniaban szenvedd betegekben
csokkent sziirkedllomany térfogatot és agykamra novekedést figyeltek meg, amely
patofiziologiai kovetkezményekhez a P2X7 receptorok hiperaktivitasa, és csokkent A2A
adenozin receptor aktivitas jarulhat hozza. Tovabba az is lehetséges, hogy a szkizofrénia
a cerebralis kéreg fejlodése alatt karosodott sejtmigracio eredménye az agyi sejtszerkezeti
és a neurondlis migracidban szerepet jatszo fehérjék kifejezddési szintjeinek
megvaltozasanak kovetkeztében. Mindazonaltal ugy tlinik, hogy szdmos pszichiatriai
zavar idegfejlodésbeli eredettel bir, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek a P2 receptorok
funkcioinak feltardsara ezekben a betegségekben’™.

Foéként az adenozin receptorok érintettségével foglalkoz6 kutatdsokat végeztek,

ezzel megalapozva a szkizofrénia tjabban leirt, adenozin hipotézisét'®®, A kozelmultban
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mar viszont a P2 receptorok érintettségét is vizsgaljak pszichiatriai korképekben. Az
altalunk is vizsgalt P2X7 receptorok szerepének tanulmanyozasat a szkizofrénia
patomechanizmusaval kapcsolatban a mi kutatocsoportunk publikaciojan kiviil egy
tanulmany jelent meg, amelyben a P2X7 receptorok® és pannexin-1 csatornak'%
részvételére hivjak fel a figyelmet a betegség molekularis szintli hétterében®110,
Ugyanakkor valoszintisitheté a P2X7 receptorok memoria kontrollban betdltott szerepe,
amely tovabb erdsitheti a P2X7 receptorok feltételezett részvételét a szkizofrénia
tiineteinek modulalasiban’?,

Mindemellett kiemelked6 fontossagu, hogy szamos gyogyszercég foglalkozik
P2X7 receptor antagonistak fejlesztésével kiillonbozo pszichidtriai betegségek kezelésére
iranyul¢ teriileten. Igy példaul a Janssen gyogyszeripari vallalat altal fejlesztett egyes
P2X7 receptor antagonistdk mar klinikai, fazis L. vizsgalatban neuroinflammacio és
anhedonia®'!, illetve fazis II. vizsgilatban vannak a depresszio kezelésére, amely
perspektivat jelenthet mas kozponti idegrendszeri betegségek indikacidjaban egyarant’>.

A disszertacioban bemutatott PCP-indukalta szkizofrénia allatmodellben in vivo

és in vitro kisérletek eredményei igazoljak, hogy a purinerg rendszernek, és ezen beliil is

crer

6.1. In vivo magatartas vizsgalatok: a P2X7 receptor genetikai deficienciajanak és

farmakologiai blokadjanak hatasa a PCP kivaltotta viselkedési valtozasokra

A PCP, mint NMDA-tipusu glutamat receptor antagonista szkizofrénia-szer(i
tiineteket produkal az emberekben®®, hasznalata, mint szkizofrénia-ragcsalé modell
széleskoriien elfogadott és alkalmazott''?, A PCP altal indukalt szkizofrénia modell a
betegség pozitiv és negativ tlineteit egyarant reprezentalja. E paradigma alapjan
alkalmazott magatartasi vizsgalataink eredményei részben reprodukalodtak egy korabbi
tanulmanyhoz viszonyitva. Az eltérések oka lehet, hogy a két tanulmanyban eltérd
egértorzsek keriiltek felhasznalasral®®, Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy egyes
vizsgalt magatartasi paraméterben mind a P2rx7 genetikai delécidja, mind a receptor
farmakologiai blokadja (JNJ-47965567) képes volt befolyasolni a PCP altal kivaltott
viselkedési mintazatokat. Igy példaul a P2X7 receptorral rendelkez6 egerek lokomotoros

aktivitasa kisebb dozisi PCP kezelés hatasara novekedett a vehikulummal kezelt
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allatokhoz képest, de ez a kiilonbség megsziint a receptor génkiiitésének, illetve az
elozetes JNJ-47965567 adas hatdsara. Hasonlo hatas volt megfigyelhetd a sztereotip
magatartasban. A szocialis viselkedési tesztben, a P2X7R farmakoldgiai gatlasa szintén
befolyasolta a PCP szocialis visszahuzodast okozo hatasat, de hasonld 0sszefiiggést nem
tapasztaltunk a P2rx7 -/- allatokban. Ez feltételezhetéen annak kdszonhetd, hogy a
vehikulummal kezelt P2X7 receptor génkiiitdtt allatok szocialisan aktivabbak voltak vad
tipusu alomtarsaikhoz képest. Az ataxia vizsgalati eredményei azt mutattak, hogy sem a
P2X7R genetikai delécioja, sem annak farmakologiai blokadja nem valtoztatta meg a PCP
kezelések altal kivaltott ataxiat. Viselkedési tesztjeink soran kapott eredményeinket
Osszehasonlitva egy korabbi tanulménnyal, a szocialis interakcio6 és szocialis preferencia
magatartasi paramétereket tekintve eltéré eredményekrdl szamoltak be egy masik P2X7
receptor antagonista (JNJ-42253432) hasznalatat kovetéen patkanyon végzett
kisérletekben!*. Ennek a diszkrepancidnak lehetséges okai az eltéré kisérleti elrendezés,
illetve hogy mas fajon végezték a vizsgalatokat. Tovabbi feltételezheté oka lehet az
eltéréseknek, hogy a kétféle P2X7 receptor antagonistanak kiilonbozd az affinitdsa a
P2rx7 hasitasi variansainak fehérje termékeihez, amely részben felelds lehet az

eltérésekért!>116,

6.2. Fenciklidin kezelés hatisa a P2X7 receptor altal kozvetitett [*H]glutamat
felszabadulasra, illetve P2X7R genetikai deficienciajanak, illetve farmakologiai
gatlasanak hatasa az NMDA altal indukalt aramokra az egér agy prefrontalis

kérgében

Kutatocsoportunk korabbi tanulményaiban kimutatta, hogy a P2X7 receptoroknak
szabalyoz6 szerepe lehet a glutamat, mint neurotranszmitter felszabadulasaban, egérbdl
és patkanybol izolalt hippokampalis agyszeletekben’>17118  Viszont egér prefrontalis
kérgi mintdkon nem torténtek ilyen iranyu kisérletek. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a P2X7 receptor aktivacié hatdsara fokozodott a GLU felszabadulds mind a PCP-
vel, illetve annak vehikuluméaval kezelt allatok PFC mintaiban. A PCP-t kapott allatokbol
szarmazd szovetmintakban nagyobb bazalis GLU kiaramlast tapasztaltunk, amely
bizonyos mértékben csokkent a P2rx7 génkilités kovetkeztében. Mindazonaltal, hogy

sértetlen neuron-glia héaldzattal rendelkezd, akut agyszeletek keriiltek felhasznalasra
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ezaltal nem ismert, hogy a P2X7R medialt GLU felszabadulas neuronalis eredetii, vagy
szomszédos asztrocita sejtekbdl szarmazik. Hasonldan P2X7 receptorok altal kozvetitett
megnovekedett GLU felszabadulasrdl szamoltak be patkany agy cerebrokortikalis
mintaibol neuropatias allatmodellben'?®,

Teljes sejt patch-clamp kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a P2X7 receptor
genetikai delécidja, tovabba a receptor farmakologiai gatlasa hasonldéan képes
befolydsolni az NMDA altal kivaltott, glutamat receptorokon keresztiili aram
amplitidokat a PFC V. rétegének piramis sejtjeiben. Az NMDA altal indukalt &ramok
elsddlegesen a posztszinaptikus glutamat receptorok kozvetlen aktivalasanak
kovetkezménye. Eredményeink szerint az feltételezhetd, hogy a prefrontokortikalis
NMDA-tipust glutamét receptorok a P2X7 receptorok szabdlyozdsa alatt allhatnak.
Ezekben a vizsgalatokban a piramis neuronok nem voltak szinaptikusan izolalva, igy
annak a megallapitasara nem kaptunk valaszt, hogy pre- vagy posztszinaptikus
befolyasolas eredményeként csokken, még ha csekély mértékben is, az NMDA -indukalta,

crer

farmakologiai gatlasanak kovetkezményeként.

6.3. Génexpresszios vizsgalatok: A P2X7 receptor genetikai deléciéjanak hatasa a
PCP kivaltotta génkifejez6dési valtozasokra

Génexpresszids kisérleteinkben vizsgalt, szkizofrénia patofiziologidjaval
kapcsolatba hozhaté gének koziil, szignifikansan nagyobb Grin2b (NR2B) mRNS
kezelés hatasara a vehikulummal kezelt allatokhoz képest. Ez az dsszefliggés kizardlag
ebben a korcsoporti allatokban, és agyrégioban volt megfigyelhetd kisérleti
eredményeink alapjan. Hasonld tendenciaji valtozast mar leirtak az irodalomban, akut

120

PCP kezelést kovetden patkany agy frontélis kérgében ", Egy kordbbi tanulmany human

szkizofrén betegek post mortem temporalis kérgi szovetmintdiban NR2B-tartalmu

121 Emellett 4llatmagatartas

NMDA receptorok feliilszabalyozddasarol szamol be
tesztekben arrdl szamoltak be, hogy az NR2B receptor alegység specifikus antagonistai
szkizofrénia-szerti tiineteket valtanak ki'??, Ezek alapjan lehetséges, hogy ez az NMDA

receptor alegység meghatarozo szerepet tolt be a szkizofrénia-szeri tiinetek
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kialakulasaban. Ugyanakkor érdekes modon a P2X7 receptor deficiens egerek PFC
mintdiban, a PCP-kezelést kovetden szignifikdnsan kisebb mRNS expresszids szintet
detektaltunk a vehikulumot kapott allatokhoz viszonyitva. Emelett alacsonyabb Grin2b
génexpresszios szintet mértiink a P2rx7 génkiiités hatasara a PCP-kezelt allatokban, a vad
tipusu egerekhez képest. Hasonld génkifejezddési kiilonbségeket tapasztaltunk a Grin2a
szerint feltételezhetd, hogy a PCP-indukalta valtozasok az emlitett két NMDA receptor
alegység génexpresszios szintjében befolyasolhatoak P2X7 receptorokon keresztiil. Az
altalunk vizsgalt metabotrép glutamat receptorok koziil az Grm5 (mGIuRS) mRNS
expresszios szintjére volt hatasa a P2rx7 génkilitésnek, miszerint a PCP altal kifejtett
csokkentd tendenciaji befolyast, amit a vad tipusu allatok PFC régidiban mértiink, nem
tapasztaltunk a P2X7 receptorral nem rendelkezo allatokban.

Nagymértékii génkifejez0dési szint novekedést mutattunk ki az Nrgl,
szkizofrénia kandidans gén mRNS expresszids szintjében, PCP kezelést kovetden fiatal
felndtt egerek PFC mintaiban. Eredményeink korreldlnak post mortem szkizofrén betegek
prefrontalis kéreg mintakbol kapott protein expresszids adatokkal, neuregulin 1 és annak
receptoranak, az ErbB4 receptornak emelkedett fehérje kifejezddésérdl szamoltak be'®,
Ezzel ellentétben, a P2X7 receptor génkiiitott allatokban nem volt kimutathat6 mRNS
expressziods szintbeli kiilonbség a PCP és annak vehikulumaval kezelt egerek kozott,
amely felhivja a figyelmet, a P2X7 receptor szerepére a neuregulin 1 szignalizacidban,
amely kapcsolatban allhat a glutamaterg transzmissziéval egyarant'?®, Mindemellett az
NMDA receptorok NR2 alegységeinek €s az ErbB4 receptor posztszinaptikus denzitas
fehérjéin keresztiili kapcsolatarol szamoltak be. Az NMDA receptor és NRG1 kozott
reciprok kapcsolatot feltételeznek, ezért az NMDA receptoron keresztiili jelatvitelben
bekovetkezd diszfunkcid hatdssal lehet az NRG1 kozvetitette szignalizacioral?,

Az altalunk vizsgalt GABAA receptor alegységek koziil a GABAA receptor al
mRNS expresszidjaban PCP kezelést kovetden szignifikansan alacsonyabb szintet
detektaltunk a vehikulummal kezelt allatokhoz képest a P2X7 receptorral rendelkezd
egerekben. Eredményeinkkel Gsszhangban patkany egyes kortikalis régioiban, illetve
hippokampuszaban hasonl6 tendencidju valtozast mutattak ki a GABAAa receptor al

125

alegység génexpresszios szintjében akut PCP kezelés hatasara'?®. Erdekes modon ezzel a

megfigyeléssel szemben ez az expresszids szintbeli kiilonbség eltiint a P2X7 receptor
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génkilitott allatokban. Mindemellett jol korreldl vizsgalati eredményeinkkel, hogy humén
piramis neuronok GABAA, receptor al alegység mRNS expressziods szintjében'?®.
Végezetiil elmondhat6, hogy a glutamaterg szignalizacioval elletétben a PCP

crer

P2XT receptorok szabalyozod hatasa alatt.

6.4. Gyulladasos mediatorok fehérje szintjeinek vizsgilata a P2Yi12 receptor

genetikai deléciojat, illetve CFA-kezelést kovetden

Koréabbi kutatasok kimutattdk, hogy a mikroglia sejteken expresszalodd P2Y 12
receptoroknak jelentds szerepiik lehet az idegrendszeri gyulladasos folyamatokban?’.
Kutatocsoportunk két publikacidoban is beszamolt a P2Y1> receptorok gyulladasos és
neuropatias fijdalomban betdltott szerepérél 94128, Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a
komplett Freund-adjuvans (CFA), gyulladaskeltd vegyiilet mar a kezelést kovetd 3. napon
szignifikans ndvekedést valtott ki az altalunk vizsgélt proinflammatorikus citokinek (1L-
1B, IL-6, TNF-a) és kemokin C (KC) szintjeiben az egerek talpmintaiban. A CFA-altal
kivaltott emelkedés mértéke tovabb fokozddott a 14. napon. Ugyanakkor mind a 3. és 14.
napon, az IL-1a, illetve a gyulladdsgatlé citokin, IL-10 szintje szignifikansan kisebbnek
bizonyult a CFA-kezelt allatokban a vehikulummal kezelt allatokban mértekhez képest.
Ezek a gyulladaskeltd citokinek a kozponti idegrendszerben gyulladasos folyamatokat
képesek medialni, amelyek hozzajarulhatnak nemcsak pszichiatriai rendellenességek

kialakuldsahoz, mint példdul a szkizofrénial?®

, hanem a gyulladdsos fajdalom
kialakuldsdban is fontos szerepiik van. A P2Y12 receptorok genetikai delécioja
szignifikansan csokkentette a 3. és 14. napon mért TNF-a és KC szinteket, illetve a 14.
napon mért IL-1P, IL-6 szinteket. Ezzel ellentétben az IL-1a és IL-10 szintjét nem
befolyasolta a P2Y1> receptor hidnya a CFA-val kezelt allatokban. Az igy kapott
eredmények P2Y12 magyarazatot szolgaltatnak a P2Y 12 receptor gatlas antihiperalgézias
hatasara a CFA altal indukalt gyulladasos fajdalom kronikus modelljében, illetve

alatimasztjdk a P2Y1, receptorok szerepét, mint lehetséges 1j fajdalomesillapitod-

gyulladasgatlo terapias célpont.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az alkalmazott egér magatartas vizsgalatokban, melynek soran P2X7 receptorral
rendelkezd és P2X7 receptor génkiiitdtt allatokon, tovabba P2X7 receptor szelektiv
antagonista JNJ-47965567-vel valo kezelést kovetden teszteltiik a fenciklidin altal
kifejtett hatast. A kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy az altalanosan elfogadott
szkizofrénias ragcsalé modellben fenotipust befolyasold hatasa volt a P2X7 receptor két
formajaban torténd gatlasanak egyarant, amely ramutat arra, hogy ennek a receptornak
valamilyen kozvetité szerepe lehet az NMDA receptor gatlds sordan miikodo
szignalizéacios folyamatokban.

Tovabba kisérleteink soran a P2X7 receptor hatdsat vizsgéaltuk a
farmakologiai gatlasanak hatdsat tanulmanyoztuk az NMDA indukalta ionaramokra. Az
igy kapott vizsgalati eredményeink tovabb erdsithetik azt a feltételezést, miszerint a P2X7
receptor altal kozvetitett jelatviteli mechanizmusok szoros kapcsolatban allhatnak az
NMDA receptorokon keresztiil miikodo glutamaterg szignalizacidval.

Génexpresszids vizsgalataink soran arra a kérdésfeltevésre kerestilk a valaszt,
hogy milyen, a feltételezetten szkizofrénia patomechanizmuséaval kapcsolatban allo,
jellemzden neurotranszmisszids folyamatokban szerepet jatszd gének kifejezddési
szintjére van hatassal a P2X7 receptor genetikai delécidja az eldzetesen eltérd kezelést
(PCP illetve annak vehikuluma) kapott egerek prefrontalis kérgi és hippokampalis
régidiban. Eredményeink tlikrében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a P2X7
receptoroknak kulcsszerepiik lehet a PCP altal kozvetleniil befolyéasolt, egyes NMDA
receptor alegységek mRNS szintli expresszidjaban, igy az NMDA receptorok altal
medialt glutamat neurotranszmisszoban. Tovabba a metabotrép glutamat receptor,
mGIluRS mRNS expresszidjaban tapasztalt, P2X7 receptor megléte illetve hidnya altal
befolyasolt génkifejez0dési szintek arra mutathatnak ra, hogy ezen a receptoron keresztiili
glutamat szignalizacidra is hatasa van a P2X7 receptornak. Kordbban kimutattdk, hogy
az mGluRS receptor nagymértékben expresszalodik a kortex piramis sejtjeinek és
interneuronok posztszinaptikus oldalan, ugyanakkor beszdmoltak mar lehetséges
preszinaptikus megjelenésérél is. Tovabba azt feltételezik, hogy kiilonbozo

posztszinaptkus allvanyfehérjéken keresztiil kapcsolatban allnak a posztszinaptikusan
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elhelyezkedé NMDA-tipust glutamét receptorokkal®®®. Hasonlé iranyultsagd mRNS
expressziobeli eltéréseket mutattunk a GABAA receptor al alegység génkifejezodési
szintjében. Eszerint a P2X7 receptor kozvetett moédon hatassal lehet a GABAerg
neurotranszmissziora egyarant. Mindemellett a neuregulin 1 fehérjét kodolo gén, amelyet
a szkizofrénia egyik kandidans génjének tekintenek, az Nrgl mRNS expresszios szintjére
is hatassal volt a P2X7 receptor genetikai delécidja. A neuregulin 1-r6l ismert, hogy
szamos agyi régioban tolt be neurotranszmisszidt és szinaptikus plaszticitast szabalyozo
szerepet. Tovabba a neuregulin 1 receptoranak, az ErbB4-nek kimutattak a lokalizaciojat
glutamaterg szinapszisok posztszinaptikus denzitasanal, illetve GABA-erg neuronok
preszinaptikus terminalisaiban, amelyen keresztiil a neurgulin 1 fokozza a depolarizacio-
fliggé GABA felszabadulast'®.

Eredményeink tiikrében arra a hipotézisre jutottunk miszerint a P2X7 receptorok
aktivacioja fokozhatja a prefrontélis kéregben a glutamat felszabadulast, amely idegi
termindlis vagy asztrocita eredetli is lehet. A glutamat felszabadulésa, illetve az NMDA
receptor-medialt &ram csokkent a P2X7 receptor hidnyaban vagy farmakoldgiai gatlasa
soran. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a posztszinaptikusan elhelyezked6 NMDA
receptorokra kozvetett vagy kozvetlen hatasa van P2X7 receptoroknak (20a. abra).
Tovabbi hipotézisiink, hogy az NMDA receptor antagonista fenciklidin (PCP), a PV-
tartalmu, prefrontokortikalis piramis neuronokhoz projicialé GABAerg neuronokon
keresztiil fejtik ki hatasukat, fokozott glutamat felszabadulast eredményezve (20b. abra).
A viselkedésbeli valtozasokkal parhuzamosan, az eldbbiekben emlitett mRNS
expresszios szintli valtozasok a P2X7 receptorok alulszabalyozo6 hatasa alatt allhatnak.
Ezzel ellentétben a BzATP-indukélta glutamat kidramlas novekedés (14a. abra)
eredménye alapjan, a PCP kezelés feliilszabalyozza és fokozza a P2X7 receptorok
funkcionalis valaszkészségét (20. abra)®,

Vizsgalataink soran bemutattuk, hogy a P2Y 12 receptorok hianya befolyassal van
bizonyos proinflammatorikus citokinek szintjeire, amelyek kiemelkedd fontossaguiak
lehetnek idegrendszeri gyulladdsos folyamatok hatterében. A P2Y 12 receptorok szerepét
szamos kutatdcsoport vizsgalta neuropatids és gyulladdsos fajdalom modellekben,
tovabba figyelemre mélto lehet a P2Y12 receptor, mint terapias célpont akut, neuropatias
illetve gyulladasos fajdalombanl®132133134 =~ A" P2Y, receptorok neuropszichiatriai

betegségekkel vald kapcsolatait nem vizsgaltadk napjainkig a szakirodalomban,
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ugyanakkor, mint lehetséges mikroglia biomarker emlitésre keriilt'*>, Mindemellett a
neuroinflammacios folyamatok és a szkizofrénia kapcsolatanak tanulmanyozasa soran

érdekes lehet a P2Y 12 receptorok esetleges szerepének vizsgalata.
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receptorok szabalyozasaval®,
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8. OSSZEFOGLALAS

A szkizofrénia egy sulyos, kronikus pszichiatriai betegség, melynek gyogyszeres
terapidja napjainkban sem kell6képpen megoldott. Az extrapiramidalis mellékhatasok
kikiiszobolésére nagy jelentéséggel birnak az 1j targetek azonositasat célzo kutatasok?s.
A purinerg neurotranszmisszid és ezen beliil is kiemelten a P2X7 receptorok szerepét
szamos neurodegenerativ  korkép patomechanizmusanak feltdrasara irdnyulo
kisérletekben vizsgaltak''?, ugyanakkor kevés tanulmany foglalkozik a P2X7 receptor
lehetséges szerepével a szkizofrénia molekularis hatterének vizsgalatai soran. Fenciklidin
(PCP), mint N-metil D-aszpartat (NMDA)-tipust glutamat receptor antagonista altal
indukalt szkizofrénia allatmodellben vizsgéltuk a P2X7 receptorok szerepét. A PCP altal
kivaltott egyes magatartasbeli valtozasokat a P2X7 receptor genetikai delécioja
visszaforditotta, melyet részben reprodukalta a P2X7 receptor szelektiv antagonistaval
(JNJ-47965567) torténd farmakologiai gatlasa. Fiatal feln6tt egerek prefrontalis kéreg
(PFC) akut szovetmintdiban a PCP kezelés fokozta a P2X7 receptor aktivalasat kdvetd
glutamat felszabadulast. A PFC V. rétegének piramis neuronjaiban mind a P2rx7 gén
kititése, mind pedig a P2X7 receptor farmakologia blokadja ugyan csekély mértékben is,
de csokkentette az NMDA altal kivaltott aramok amplitadojat. A P2X7 receptor genetikai

crer

crcr

figyelemre mélto lehet a szkizofrénia terapias kezelésére hasznalt gyogyszerek fejlesztése
céljabol. Szamos neuropszichiatriai rendellenésség hatterében idegrendszeri gyulladasos
folyamatok is allhatnak. A purinerg receptorok koziil a P2Y 12 receptorok feltételezett
szerepét egyes tanulmanyok kiemelik kronikus gyulladasos és neuropatias fajdalomban
egyarant, mint potencialis gyoégyszercélpont azok kezelésében'®1?, Eredményeink
alapjan a P2Y12 receptoroknak szerepe lehet a gyulladaskeltd mediatorok
felszabadulasanak szabalyozasaban. Ezidaig nem foglalkoztak a P2Y1> receptorok
lehetséges szerepével neuropszichiatriai betegségek hatterét kutaté tanulmanyok. Ennek
ellenére a jovében érdemes lehet a neuroinflammaciés és a szkizofrénia molekularis
hatterében 4llo folyamatok kapcsolatdnak tanulmanyozasa sordn vizsgalni a P2Y1

receptorok esetleges érintettségét egyarant.
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9. SUMMARY

The schizophrenia is a severe, chronic psychiatric disorder whose medical therapy has
not been solved perfectly. Most of the antipsychotic drugs have extrapyramidal adverse
effects. Studies have great importance to find new targets for the treatment of
schizophrenia, with much less extrapyramidal side effects?. The act of the purinergic
neurotransmitter system, especially P2X7 receptors (P2X7R) was researched in numerous
studies of neurodegenerative disorders*?, but only a few studies investigated the potential
role of P2X7R in the exploration of the molecular background of schizophrenia. In our
laboratory the role of P2X7R was investigated in the animal model of schizophrenia
induced by phencyclidine (PCP), as an ionotropic N-Methyl-D-aspartate (NMDA)-type
glutamate receptor antagonist. Each PCP mediated behavioral alteration was reversed by
genetic deletion of the P2XR, which was reproduced partially by the selective antagonism
(JNJ-47965567) of the receptor. Interestingly, the PCP treatment increased the glutamate
release followed by P2X7R activation from acute prefrontocortical (PFC) slices of the
mouse brain. From the PFC layer V pyramidal neurons the rate of NMDA-mediated
currents were reduced a bit by genetic deficiency of P2X7R and by the pharmacological
inhibition as well. The genetic deletion of P2X7R effected on the PCP treatment caused
alterations in each mRNA expression level of genes are associated with the
pathophysiology of schizophrenia in the PFC region of mice. Based on our results the
P2X7 receptor, as a new, potential therapeutic target can be remarkable to drug
development for the medication of schizophrenia. In addition, inflammatory processes
may also underlie several neuropsychiatric diseases. Among purinergic receptors, the role
of P2Y1> receptors was highlighted as a possible target in the treatment of chronic
inflammatory and neuropathic pain®'2, According to our results, P2Y12 receptors may
have importance in the regulation of the release of proinflammatory mediators. So far,
the potential role of P2Y1> receptors has not been studied in the background of
neuropsychiatric disorders. Nonetheless, it would be worthwhile to investigate the
potential involvement of P2Y1, receptors in neuroinflammatory processes underlying

pathophysiology of schizophrenia.
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