-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj: CORE

provided by Repository of the Academy's Library

ZAROJELENTES

A ,,Purinerg receptorok altal kozvetitett hatasok komplex vizsgalata — Uj
neuroprotektiv terapias lehetésegek elméleti alapjai” cimi OTKA témarol

1. P2X; receptor eloszlas vizsgalata a kézponti idegrendszer egyes régidiban RT-PCR technikaval

Specifikus P2X; receptor szekvenciat tartalmazé RT-PCR primerek segitségével a kozponti idegrendszer
koévetkez6 teriletein vizsgaltuk meg a P2X; receptort kddoldé mRNS eloszlasat: frontalis cortex, striatum,
hippocampus, bulbus olfactorius, agytorzs, gerincvel6. Valamennyi vizsgalt agyteriileten kbzel azonos
intenzitasy, intenziv mRNS expressziot talaltunk, eltéréen egyéb P2X és P2Y receptor alegységektol,
amelyek régié specifikus eloszlast mutattak. Adatainkat az aldbbiakban részletezett funkcionalis
vizsgalatokkal egészitettiik ki, és azokkal kozds kozleményekben publikaltuk (Sperlagh B. és mtsai, Br. J.
Pharmacol. 139: 623-633. 2003; Papp L. és mtsai, J. Pharmacol. Exp. Ther. 310: 973-980, 2004) illetve az
adatok egy részének publikalasa még folyamatban van.

2. A P2X; receptor szerepe a neurotranszmitter felszabadulas modulaciéjaban a hippokampuszban és
az idegrendszer egyéb teruletein

2.1. A P2X; receptor szerepe a GABA és glutamat felszabadulads moduléci¢jaban

Ebben a kisérletsorozatban morfolégiai és neurokémiai technikak segitségével a hippokampuszban jelenlevé
P2X; receptor cellularis és szubcellularis lokalizaciéjat, valamint a neurotranszmitterfelszabadulas
modulacidjaban jatszott szerepét tartuk fel kollaboracios partneriinkkel (Jim Deuchars és csoportja,
University of Leeds, UK). Az in situ hibridizaciés, és fény, valamint elektronmikroszképos
immunhisztokémiai vizsgalatok kimutattdk, hogy a receptort koédol6 mRNS a hippokampusz sejtes
rétegeiben talalthato, mig a P2X; receptor fehérjére specifikus immunreaktivitas szelektiven az excitatoros
végzoédéseket festi meg, ezek kozil is tobbek kozott azokat, amelyek gatld6 GABAerg interneuronokkal
szinaptizalnak.

A [PH]GABA felszabadulast tanulményozé farmakolégiai kisérletekben agonista dozishatas gorbéket vettiink
fel, és hataserésségi sorrendet allitottunk fel. Az agonistak kozil az ATP (1-30 mM, ECs, = 12.7 mM), a
BzATP (0.1-6 mM, ECs, = 1.5 mM), illetve az ADP (1-60 mM) koncentracié-fiiggden valtott ki [PH]GABA
felszabadulast, amelyekbdl a kovetkezd, elsésorban a P2X; receptorra jellemzé hataser6sségi sorrend
adodott: BZATP>ATP>ADP. Az ATP hatasat gatolta a nem szelektiv P2X receptor antagonista TNP-ATP és
a PPADS (ICs, = 6.8 uM), és a P2X;-szelektiv antagonistak kozll valamennyi, vagyis az oxiATP, a
calmidazolium, a Zn®* (ICs, = 0.29 uM) és a Brilliant blue G (BBG, ICs, = 1.6 nM) is. A magnézium-mentes
kdrnyezet szintén gatolta az ATP hatasanak kifejlédését, ami ugyancsak a P2X- receptorokra specifikus
jelenség. Az egyéb P2X receptorokra szelektiv antagonistak viszont (pl. reactive blue 2, NF 279, suramin)
nem gatoltdk az ATP hatasat. Az ATP hatasaban vizsgalataink szerint nem jatszottak szerepet az adenozin,
nikotinos és muszkarinos acetilkolin receptorok sem.

Az ATP fiiggd [*H]GABA felszabadulast nem tudtuk kivaltani a szervfiirdé 12 °C-ra hiitése esetén, valamint
a GABA uptake gatl6 nipekotinsav (1 mM) jelenlétében, igy a feltételezett kivalté mechanizmus a Na™ fliggé
GABA transzporterek megforduldasa. Az ATP altal kivéltott [PH]JGABA felszabadulast emellett
szignifikansan csokkentették az AMPA/kainat glutamat receptorok antagonistai, a CNQX és a gadolinium
ion, valamint az akcios potencial tovaterjedését gatlo tetrodotoxin (TTX, 1uM) is. Ez arra utalt, hogy az ATP
GABA felszabadulast kivaltd hatdsa nagyrészt kozvetett, melyet az excitatoros transzmisszid kozvetit a
glutamaterg rostok és a GABAerg target neuronok kozott. Ez a feltételezés egybevag az immuncitokémiai
vizsgalatokban kapott adatokkal, mely szerint a P2X; receptor immunreaktivitas tobbek kdzott a GABAerg
targettel szinaptikus kapcsolatot 1étesité excitatoros végzédéseken taldlhato. A feltételezés bizonyitasaként a
P2X, receptor aktivacio hatasat megvizsgéaltuk a [*H]glutamat felszabadulasra is a patkany hippokampusz
szeleteken.
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A [*H]glutaméttal eléinkubélt hippokampusz szeletbél mind az ATP (ECs, = 5 mM, maximalis hatas 10
mM-nal), mind a BzATP; (ECs; = 0.5 mM, maximalis hatds 3 mM-nal) kivaltotta a tricialt transzmitter
felszabadulasat, s kdzilik a BzZATP bizonyult potensebbek, 6sszhangban a P2X; receptorok részvételével.

Végiil megvizsgéltuk, hogy az elektromos ingerlés altal kivaltott [PH]GABA felszabadulas szabalyozésaban
részt vesz-e a P2X; receptor. Mind a PPADS, mind a P2X; receptor antagonista BBG csokkentette az
elektromos ingerléssel kivaltott [?'H]GABA felszabadulast. Ezek az utobbi eredmények Gigy magyarazhatoak,
hogy - legalabbis a mi kisérleti korlilményeink koz6tt - az idegingerlés soran felszabadul6 endogén ATP
részt vesz a ["H]JGABA szdvetkdzti szintjének szabalyozésaban a hippokampuszban.

Osszefoglalva tehat eredményeink feltartak, hogy a patkany hippokampuszban a P2X; receptorok aktivacioja
mind a glutamat, mind a GABA felszabadulast stimulalja a hippokampuszban. Figyelembe véve a
frekvenciafiiggé ATP felszabadulast ezen az agyterileten, valamint, hogy az ATP-nek alacsony az affinitasa
a P2X; receptorhoz, az altalunk leirt mechanizmusnak magas frekvenciaju neuronalis kistlés esetében (pl.
plaszticitasi folyamatok, LTP), vagy olyan kérilmények kozott lehet jelentésége, amikor sejtsériilés, vagy
sejtelhalas (neurodegenerativ betegségek) kovetkeztében magas koncentracioju ATP kerll az extracellularis
térbe. Ez alatdmasztja elképzelésiinket, mely szerint a P2X; receptor igéretes terapias célpont lehet
neuroprotekcié céljara. Eredményeinket a hazai és nemzetkdzi kongresszusokon, valamint a J.
Neurochemistry-ben megjelent cikkben publikaltuk (Sperlagh B. és mtsai, J. Neurochem. 81:1196-1211,
2002).

2.2. A P2X; receptorok szerepének igazolasa az ATP &ltal kivaltott hippokampalis GABA és glutamét
felszabaduldsban P2X; receptor hianyos transzgenikus egérmodell segitségével

A fentiekben vazolt, alapvetéen farmakologiai analizissel kapott kdvetkeztetéseinket alatdmasztotta, hogy
tovabbi vizsgalatainkban P2X; receptor null mutans (P2X;R -/-) egértdrzs segitségével igazoltuk, hogy az
ATP glutamat és GABA felszabadulasra kifejtett serkentd hatasat egér hippokampusz szeleteken val6ban a
P2X; receptorok kozvetitik. A P2X; receptor hianyat a null mutans egerekben PCR analizissel verifikaltuk.
Kisérleteinkben a hippokampusz szeletek radioaktivitas felvétele, a nyugalmi és elektromos ingerlés (35V,
10 Hz, 1 msec) &ltal kivaltott [*H]glutamat és [PH]JGABA felszabadulas nem kiilonbdzott egymastol
szignifikansan a vad tipust (P2X;R +/+) és a genetikusan P2X; receptor hidnyos (P2X;R-/-) egerekben.
ATP (10 mM) alkalmazasaval a vad tipusi egerek hippokampusz szeleteiben jelentds mennyiségii
[*H]glutamét és [*H]JGABA felszabadulast lehetett kivaltani, melynek mennyisége az elektromos ingerlés
altal kivaltott kiaramlas mennyiségével dsszevethetd mértékii volt. Az ATP altal kivaltott [*H]glutamat és
[*H]GABA felszabadulast hasonlé mértékben, szignifikdnsan gatolta a széles altipus specificitassal
rendelkezé P2 receptor antagonista PPADS (30 uM), valamint a P2X; receptorra szelektiv BBG (1 uM). A
P2X; receptor hianyos (P2X;R -/-) egerekben ATP alkalmazasidval nem lehetett mérhetd mennyiségii
[*H]glutamét és [*H]GABA felszabadulast kivéltani. Az eredményekbél tudomanyos kdzlemény (Papp L. és
mtsai, Neuroreport 15: 2387-2391 2004) és konferenciaprezentaciok szllettek.

2.3. P2X receptorok részvétele a noradrenalin felszabadulds szabdlyozdsdban patkany hippokampusz
szeleteken

Tovabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogy szabalyozzak-e a hippokampusz egyéb
transzmittereinek felszabadulasat P2X;, vagy ahhoz hasonld, a transzmitter felszabadulast kozvetlendl
kivalté preszinaptikus P2X receptorok. Ezért megvizsgaltuk, hogy a P2X receptor aktivacié hogyan hat a
noradrenalin felszabadulasra patkdny hippokampusz szeleteken. Az endogén agonista ATP, a P2X
receptorok tobb altipusat aktivalé o,pmethyleneATP, valamint ADP alkalmazasaval koncentracidofiiggé
[*H]noradrenalin felszabadulast tudtunk kivéltani a hippokampusz szeletekbdl a kovetkezd hatéserssségi
sorrenddel: a,BmethyleneATP>ATP>ADP. Az ATP hatasat gatolta a PPADS (30 uM), a P2X; és P2X;
receptorokra szelektiv antagonista NF023 (10 uM) és NF 449 (100 nM). A P2X; receptorokra szelektiv BBG
(100 nM), a P2Y; receptorokra szelektiv MRS 2179 (10 uM), valamint az adenozin A; és A,a receptorokat
gatlé DPCPX (250 nM) és DMPX (250 nM) ugyanakkor nem befolyasolta az ATP hatasat. A hippokampuszt
beidegz6 noradrenerg idegvégzédések sejttesteit tartalmazé agytorzsben elvégzett RT-PCR analizis
eredménye az ismert P2 receptorok kozul a P2X;, P2X, P2X; P2X, P2Xs P2X; valamint P2Y,
receptorokat kédold6 mRNS expresszidjat igazolta, mig a P2Xs, valamint a P2Y,, P2Y, és P2Y, receptor
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mRNS-e nem expresszalddott detektalhatd mértékben. Mindezek alapjan a P2 receptor ligandok
[*H]noradrenalin felszabadulast kivaltd hatasaért a legvaldsziniibben feleld P2 receptor altipus a P2X; és a
P2Xs, a tobbi receptort részben az expresszié hianya (P2Xs, P2Y,, P2Y,, P2Ys), részben a farmakologiai
analizis (P2X,, P2X,, P2Xs, P2X;, P2Y 1, P2Y 11, P2Y 1,5, P2Y 13, P2Y1,4) eredménye alapjan ki tudtuk zarni. A
P2X; receptorok részvételére tehat a noradrenalin felszabadulds esetében nem talaltunk tamogatd
bizonyitékot. Mig az extracellularis Na* megvonésa és a monoamin transzporter gatlé desipramine (10 pM)
teljesen felfiiggesztette az ATP [*H]noradrenalin felszabadulasra gyakorolt hataséat, a Ca** megvonasa nem
befolyasolta azt. A P2X receptorok aktivacioja tehat [Ca®],-filggetlen és transzporter-medialt médon, a Na*
fuigg6 noradrenalin transzporterek kozvetlen aktivalasa Utjan idéz elé tobblet noradrenalin felszabadulst.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a hippokampuszban a noradrenalin és az egyéb transzmitterek
(glutamat, GABA\) felszabadulasat eltér6 alegység 0sszetételii serkentd P2 receptorok szabalyozzak, és az itt
kimutatott, a centralis noradrenerg afferenseken jelenlevé receptor részben hasonlénak tiinik a korébban
szimpatikus idegrendszeri  noradrenerg idegvégzédéseken Kkimutatott serkenté purinoceptorokkal. Az
eredményeinket tudomanyos kdzleményben (Papp L. és mtsai, J. Pharmacol. Exp. Ther. 310:973-980,
2004), valamint hazai és nemzetkdzi konferencia-eléadasokon is prezentaltuk.

3. ATP altal kivaltott purin felszabadulas vizsgalata patkany hippokampusz szeletben

Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy befolyasoljak-e a purinok &nmaguk
felszabaduldsat, és ha igen, létezik-e a purin felszabaduldsnak Onerésité jellegti modja. E célbol ATP és
egyéb nukleotidok és nukleozidok hatését vizsgaltuk a [*H]purin felszabadulasra patkany hippokampusz
szeleteken, [*HJadenozin inkubéciot kovetéen. A hippokampusz szeleteken 3 perces ATP perflzio
koncentréci6fiiggsé (0.03-3 mM) [*H]purin felszabadulést eredményezett. A tricium jeleldlés HPLC analizise
soran megallapitottuk, hogy a [*HJATP mennyisége szignifikansan megemelkedett elektromos téringerlés
(25V, 10 Hz, 360 shock), illetve 3 perces ATP (300 uM) perfaziét kdvetéen, ami primer ATP
felszabadulasra utal. Ugyanakkor a jelzett purinok szazalékos 0sszetétele nem kiilonb6zott szignifikansan e
kétfajta stimulust kovetben, vagyis az ATP és az elektromos ingerlés azonos dsszetétel raktarakbdl driti ki a
purinokat. Amennyiben az ATP-t folyamatos perfuzioban adagoltuk, a [*H]purin felszabadulas tartésan és
nagymértékben megemelkedett. Az emelkedés plat6jan alkalmazott elektromos téringerlés azonban tovabb
fokozta a [*H]purin felszabadulast, a kétféle stimulus hatésa tehat tisztan additiv volt.

Az ATP mellett egyéb purinok, igy az ADP, az adenozin, az UTP, az a,methyleneATP, a BzZATP, valamint
az uridine is [*H]purin felszabadulast idéztek els, bar eltérs hatékonysaggal. Koziilik az ADP és az adenozin
mutatott az ATP-hez hasonlé hatékonysagot, a tobbi analdg viszonylag gyengébb effektust okozott.
Luciferin-luciferaz technikaval kimutattuk, hogy az adenozin hatasara endogén ATP felszabadulas is
kivalthatd, tehat az ATP analégok tricialt purin felszabadulasra gyakorolt hatdsa nem magyarazhato
dnmagaban a tricium jeldlés kicserélédésével.

A kovetkez6 kisérletekben az ATP altal kivéltott [*H]purin felszabadulas mechanizmusét tisztéztuk. Elsé
lehetbségként purin receptorok kodzvetité szerepét érdemesnek tiint megvizsgalni, ezért RT-PCR analizissel
kimutattuk a hippokampuszban expresszal6dé P2 receptorokat kédol6 mRNS-eket. A vizsgalat alapjan a
P2X receptorok kozil a P2X;, P2X,, P2Xs, P2X,, P2Xs, P2Xs és a P2X;, a P2Y receptorok kozil a P2Y/,
P2Y,, P2Y, és P2Y receptorokat kodold mRNS erés jeldlédést mutatott. Ennek ellenére a vizsgalt adenozin
(DPCPX és DMPX) és P2 receptor (suramin, PPADS, reactive blue 2) antagonistak egyike sem befolyasolta
érdemben az ATP altal kivaltott [*H]purin felszabadulést. igy egyéb kdzvetité mechanizmusok feltarasa
iranyaban folytattuk kisérleteinket. Mig az elektromos ingerlés &ltal kivaltott [*H]purin felszabadulas TTX
érzékeny és [Ca®*],-, valamint [Na'],- filggének bizonyult, ugyanezen kezelések nem befolyasoltak az ATP
altal kivaltott [*H]purin felszabadulast. A nukleozid transzporter gatlé dipyridamol (10 pM) és
nitrobenziltioinozin (10 pM) ugyanakkor szignifikinsan gatolta az ATP altal kivaltott [*H]purin
felszabadulast, amely azt mutatja, hogy a purin felszabadulas kivaltasaban nukleozid transzporterek is részt
vesznek. Mivel tudomasunk szerint a nukleozid transzporterek nukleotidokat nem, csak nukleozidokat
transzportalnak, megvizsgaltuk az adenozint szubsztratként hasznalé adenozin deaminaz hatasat is az ATP
altal kivaltott [*H]purin felszabadulasra. Az adenozin deaminéz is gatolta az ATP hatasat, vagyis minden
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bizonnyal az ATP az extracellularis térben adenozinna alakul, miel6tt a karrieren felvevédve és azt
megforditva tovabbi purin felszabadulast idézne el6.

Osszességében véve tehat kisérleteink a transzmitter felszabadulas egy olyan Ujfajta mechanizmusat
azonositottak, amelyeket a purinokkal kapcsolatban még nem irtak le: ez a karrierek altal medialt homo-
illetve heteroexchange, melynek elsdsorban olyan patologias allapotokban lehet szerepe, amelyek nagyobb
mértékt extracelluldris purin akkumuldcioval jarnak (pl. trauma, energiadeplécio, ischemia). llyen
kérulmények kozott a karrieren felvevédé nukleozidok méar meghaladjdk az adenozinb6l nukleotidokat
szintetizald, illetve deaminalé adenozin kindz és deaminaz enzimek kapacitdsat és a sejten belll
felszaporodd adenozin a karrier megforduldsat idézheti els. Eredményeinket a Br. J. Pharmacology-ban
kozoltuk (Sperlagh B. és mtsai, Br. J. Pharmacol. 139:623-633, 2003), amelyhez a cikket méltatd
szerkeszt6i levél (Cunha RA, Br. J. Pharmacol. 139:473-4. 2003) is tarsul.

4. Energiadeprivacio, mitokondrialis inhibitorok és oxidativ stressz  neurotranszmitter
felszabadulasra gyakorolt hatasanak feltarasa

4.1. A noradrenalin_felszabadulas vizsgalata a hippokampuszban

Az energiadeprivacio és az oxidativ stressz fontos patofizioldgiai alapjelenségek, melyek neurodegenerativ
betegségekben parhuzamosan, vagy egymast kovetkezményeként alakulnak ki, és fontos szerepiik van az
neurondlis sejtelhalas eldidézésében. Kisérleteinkben az oxidativ stressz és az energiadeprivacio
kélcsdnhatésait vizsgaltuk a neurotranszmitterfelszabadulés és az iondramok vonatkozaséban. Elsé kisérleti
modellink a patkany hippokampusz szelet volt, melybsl [*H]noradrenalin felszabadulast mértiink. Az
oxidativ stressz modelljeként hidrogén peroxid (H,0O,) perfiziot alkalmaztunk, amely ismerten fokozza a
szabadgyokképzodést az ischemia reperflzids szakaszaban, és amely koncentraciéfiggs (0.1-1.5 mM)
[*H]noradrenalin felszabadulast idézett els. A H,0, 6nmaga is energiadeprivaciot okoz — ezt megerdsitettiik
a hippokampusz szeletek nukleotid tartalmanak HPLC elemzése soran. A mitokondridlis inhibitor rotenon
(10 uM) és oligomicin (10 uM) ugyancsak csokkentették az energiatoltottséget jelzé hanyadosok értéket,
onmagukban azonban nem idéztek el mérhetd emelkedést a [*H]noradrenalin felszabadulasban.
Ugyanakkor, ha a H,0,-t és a mitokondrialis inhibitorokat kombinacioban alkalmaztuk, szupraadditiiv hatast
tapasztaltunk, joval nagyobb mennyiségti noradrenalin szabadult fel, mint a hidrogén peroxid, illetve a
rotenon és oligomicin kombinacidja altal onmagaban okozott hatasok Osszege. Az oxidativ stressz
noradrenalin felszabadulasra gyakorolt hatasa tehat kifejezettebben érvényesiil, ha akar minimalis mértéki
energiadeplécid talajan torténik. A H,0,, illetve a rotenon és oligomicin kombinacié 6nmagaban is
emelkedést okozott az intracellularis [Na'] szintben, szupraadditiv hatast azonban ez esetben nem
tapasztaltunk a kombinacios kezelés hatasara.

A H,0, [*H]noradrenalin felszabadulasra gyakorolt hatasa hémérsékletfiiggd volt, és a NMDA és non-
NMDA tipust glutamat receptor antagonista CNQX és AP-5 teljesen gatolta azt; a H,O, hatasat tehat a
glutamaterg transzmisszié kozvetiti. Ismert ugyanakkor, hogy a glutamaterg és a noradrenerg varikozitasok
nincsenek szinaptikus kapcsolatban egymassal, igy tovabbi, diffuzibilis kdzvetité mediatorok szerepe merlt
fel. A nitrogén monoxid szintdz (NOS) gatl6 L-NAME, illetve a neuronalis NOS gatld nitroindazol
ugyancsak teljesen kivédték a H,O, hatasat. A H,0O, feltételezett hatdsmodja tehat nem-szinaptikus,
elsédlegesen glutamat felszabadulast okoz, mely posztszinaptikus receptorait aktivalva nitrogén monoxidot
szabadit fel a posztszinaptikus targetjébdl és az szabadon diffundalva éri el a noradrenerg varikozitasokat
noradrenalin kidramlast elGidézve.

Ezeket az eredményeket a Neuroscience-ben, (Milusheva E. és mtsai, Neuroscience 120:771-781, 2003)
illetve hazai és nemzetkdzi kongresszusokon publikaltuk.

4.2. A dopamin felszabadulds vizsgélata a striatumban

Ezt kovetéen tovabb vizsgaltuk az oxidativ stressz, a mitokondridlis inhibitorok és a neurotranszmitter
felszabadulds kolcsbnhatasait a striatumban, amely az egyik fontos neurodegenerativ betegségben, a
Parkinson kdrban Kkitlintetetten karosod6 agyteriilet. Valasztasunk azért éppen erre az agyteriiletre esett,
mivel a kézelmdltban publikalt adatok szerint a peszticidként elterjedten hasznalt mitokondrialis inhibitor, a

4



rotenon kronikus adagolasaval kisérleti allatokban a Parkinson korra jellemzé szovettani elvaltozasok és
klinikai tlinet egyiittes valthaté ki, amely minden korabbi modellnél hiiségesebben tikrozi le a human
betegségben tapasztalhatd elvaltozasokat. Mi is ezt a modellt hasznaltuk kisérleteinkben ozmotikus
minimumpdval adagolt, 2 illetve 4 hetes i.v. rotenon el6kezelést alkalmazva. A krénikus rotenon kezelés
hatdséra a striatumban a dopamin szintézisiéért felel6s enzim, a tirozin hidroxildz immunfestés jelentss
elhalvanyodasat és ezzel parhuzamosan az endogén dopamin tartalom progressziv csdkkenését figyeltiik
meg, amely megfelel a szer feltételezett dopaminerg neuronokat karosito hatasanak. A rotenon el6kezelést
kovetéen ugyanakkor a striatum szeletek csak kismértékben kevesebb [*H]dopamint vettek fel és
szabaditottak fel elektromos téringerlés hatdsara, ami a tulélé neuronok hiperreaktivitasara utal. Ezt
tamasztja ala, hogy a szdvetben jelenlevé dopamin metabolitok aranya (DOPAC/DA és HVA/DA arany)
szignifikansan megemelkedett. A legmarkansabb hatast a [*H]dopamin felvételére és az elektromos ingerlés
altal kivaltott dopamin felszabadulésra a szeletek in vitro rotenon el6kezelése okozta, amely nyilvanval6an
gyorsabb és kdzvetlenebb hatast eredményez, mint az ozmotikus minipumpan keresztiil adagolt szubtoxikus
rotenon expozicié. Ez utébbi protokoll ugyanakkor hivebben tiikrozi a human Parkinson kérban feltételezett
kdrnyezeti rotenon expoziciot. A hidrogén peroxid perfuzidval eléidézett oxidativ stressz koncentraciofliggé
dopamin felszabadulast idézett el6 a striatum szeletekb6l, amely krénikus rotenon eldkezelést kdvetden
jelentésen potencirozddott, és a legerételjesebb potencirozédast ebben az esetben is az in vitro rotenon
kezelés esetén tapasztaltuk. A krdnikusan rotenonnal kezelt allatokban ezen fellil a dopamin toxikus
metabolitja, a dopamin kinon is megjelent az extracellularis térben, ami dnerésits tényezéként maga is
forrdsa lehet a képz6dd karos szabadgydkoknek és az altaluk okozott oxidativ stressznek. A striatalis
kolinerg transzmisszi6t is vizsgélat ala vetettiik; a kronikus rotenon kezelést kovetéen a [*H]kolin felvétel és
az ingerlés &ltal kivaltott [*H]acetilkolin felszabadulas fokozédott, ami minden bizonnyal a dopaminerg
innervacié parhuzamos kiesése kapcsan kialakulé denervaciés hiperszenzitivitds kovetkezménye. Ezt
tdmasztja ala, hogy a rotenonnal kezelt &llatokban csokkent a D2 receptor antagonista sulpiride serkenté
hatasa az acetilkolin felszabadulasra. Megallapithatjuk tehat, hogy a szubtoxikus kronikus rotenon expozicié
a kisérleti allatokban szupraadditiv hatast gyakorolt a dopaminerg neuronokban az oxidativ stressz dopamin
Urit6 hatdsara és az igy keletkezé toxikus metabolitok képz6désére, ami hozzajarulhat a monoaminerg
neuronok szelektiv karosodasahoz Parkinson kérban. Eredményeinkbél két referalt publikacio (Milusheva E.
és mtsai, Free Radical Biology and Medicine 39: 133-142, 2005, Baranyi M. és mtsai, J. Chromatography
A, in press) és tobb kongresszusi prezentacid sziiletett.

4.3. Glutamat receptorok szerepe az energiadeprivacié altal kivaltott noradrenalin felszabadulasban

Harmadik kisérletsorozatunkban NMDA és non-NMDA tipust receptorok régidspecifikus részvételét
vizsgaltuk a [*H]noradrenalin felszabaduléas kivaltasaban. Az elért eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a CA1 régidban, illetve kisebb mértékben a CA3 régidban a glutamat receptorok szerepet jatszanak az
energiadeprivaciot kdveté massziv noradrenalin kiaramlas eléidézésében, mely hozzajarulhat ezen agyteriilet
ischemidval szembeni szelektiv vulnerabilitdsahoz. (Milusheva E. and Baranyi M. Neurochem. Int. 43:543-
50, 2003).

Osszefoglalva az eredményeket (igy tiinik, hogy ha az oxidativ stressz energiadeprivacio talajan alakul ki,
hatdsa a neurotranszmitter felszabadulasra joval kifejezettebb. Mivel a monoaminok autooxidacio vagy a
MAO enzim révén maguk is forrasai a képz6dd oxidativ szabadgydkoknek, az oxidativ stressz altal kivaltott
tobblet noradrenalin/dopamin felszabadulasnak kiemelten fontos szerepe lehet a neurodegeneracid
eléidézésében.

5. P2X; receptor patoldgias aktivacidjanak vizsgalata a patkany hippokampuszban és primer
kortikalis sejtvonalon

A P2X receptorok neurodegeneracioban jatszott szerepét eldszor primer kortikalis sejtvonalon
tanulmanyoztuk, a lipcsei egyetem Farmakologiai Tanszékével folytatott egyuttmiikddésben, normoxias és
in vitro ischemia szerii allapotban. Az in vitro ischemia szerti llapotot a normoxiés éallapotban 30 mM
glikozt tartalmazé és 95%0, és 5%CO,-vel szaturalt médium glik6z mentes, argonnal szaturalt
médiummal torténd helyettesitésével hoztuk létre. Ez a kezelés a sejtkultirak ATP tartalmat és a nukleotid



tartalom alapjan szdmolt energy charge értékét jelentdsen, tdbb, mint 50%-kal cstkkentette le. A P2X;
receptorok expresszidjat mRNS és protein szinten vizsgaltuk, real-time PCR technika és immuncitokémia
segitségével. A P2X; receptort kodol6 mRNS expresszidja a szérum deprivacio, - mely egy jol ismert
apoptotikus stimulus - hatasara fokozatosan megemelkedett a sejtkultraban, ugyanakkor nem
tapasztaltunk kilénbséget az mRNS expresszidban a normoxias és az ischemias korlilmények kozott,
aminek az lehet a magyarazata, hogy mar a szérum deprivacié esetében maximalisra novelte a P2X;
receptort kddold gén atirodasat, amely ezek utan tovabbi stimulusokra mar nem volt érzékeny. A nem
kezelt és normoxias sejtkultirakon a P2X; receptor immunreaktivitas, - melyet konfokalis 1ézer szkenning
mikroszképiaval vizsgaltunk - mind a neuronalis marker MAP2-, mind a glialis marker GFAP fehérjével
kolokalizaciot mutatott. Emellett a P2X; receptor immunopozitiv sejtek jelentés része a GABA
immunopozitivitast is mutatott. Az mRNS expresszids vizsgalatok eredményeivel ésszhangban a P2X,
receptor immunfluoreszcencia nem valtozott szignifikdnsan az in vitro ischemias kezelés hatasara a GABA
pozitiv és a MAP2 pozitiv sejtekben, a GFAP immunoreaktiv sejtekben viszont az immunreaktivitas a
normoxias kezelés hatasara fokozddott, amely aztan kismértékben tovabb emelkedett az ischemias kezelés
hatasara.

A normoxias kulturakon az ATP hatésara koncentraciofiiggs emelkedést tapasztaltunk a [PH]GABA
felszabaduldsban, a P2X; receptorok aktivaldsanak megfelel 0.03-6 mM-os koncentraciétartoméanyban. Ez
a hatds jelentésen potencirozodott a sejtkultirak ischemids kezelését kovetéen oly moédon, hogy a
hatasmaximum jelentésen fokozddott, a hatastartomany ugyanakkor a magasabb koncentraciétartomany
irdnyaba mozdult el (0.3-10 mM). Hasonlé hatasokat figyeltink meg a P2X- receptor agonista BzATP
hatasara és mind az ATP és a BzZATP hatasat gatolta a szelektiv P2X; receptor antagonista BBG és oxiATP,
valamint a P2 receptor antagonista PPADS. A P2X; receptorok funkcionalis valaszkészsége tehat
fokozodott az ischemids stimulus hatdsara. Ez a preszinaptikus hatdsmédi funkciondlis valaszkészség
fokozodés a [PH]GABA felszabadulas mellett a posztszinaptikus vélaszban, a neuronokbdl elvezetett
miniatir GABAerg gatloé posztszinaptikus dramok (mIPSC) frekvenciafokozdddsaban is megnyilvanult.
Mikozben a BzATP nem befolyasolta a mIPSC amplitidoéjat, szignifikansan fokozta azok frekvenciajat és
ez a hatés egyrészt fokozottan érvényesiilt ischemias el6kezelést kdvetéen, masrészt gatolhatd volt a P2X;
receptor antagonista BBG-vel, illetve a GABA, antagonista bicucculline-nal. Nem gyakorolt hatast
ugyanakkor a BzZATP a GABA, agonista muscimol altal kivaltott ionaramokra, hatasmaédja tehat valoban
preszinaptikus.

Végiil Ca*" mikrofluorometria segitségével elemeztiik az ATP és a BZATP hatasét a neuronok szomajabél és
dendritjeibsl, valamint az asztrocitakbol elvezetett Ca®* aramokra. Bar mind a dendritek, szomak és
asztrocitak vélaszoltak Ca®* szignallal az ATP illetve BzATP stimulaciéra mind normoxiés, mind ischemias
elékezelést kovetden, ennek a paraméternek a tekintetében nem tapasztaltunk funkcionalis valaszkészség
fokozodast az ischemia hatasara, és ezt a hatast feltételezhetéen nem P2X; receptorok kdzvetitik, mivel a
szelektiv P2X; receptor antagonista BBG ezdttal hatastalan volt. igy megéllapithatd, hogy csak a
preszinaptikus P2 receptorok valaszkészsége fokozédik az alkalmazott patolégias stimulus hatasara.

Osszefoglalva az eredményeket, megallapithatd, hogy a preszinaptikus P2X; receptorok funkcionalis
vélaszkészsége fokozddik a kortikalis sejteken energiadeprivacid hatésara, ami megerésiti az ATP és a P2X;
receptorok, funkcionalis jelentdségét a neurodegeneracidban. Eredményeinket a J. Neurochemistry-ben
publikaltuk (Wirkner K. és mtsai, J. Neurochem. 95:1421-37, 2005).

Vizsgalatainkat tovabb folytattuk in vitro hippokampusz szeleteken is, megvizsgalva a fenti hipotézist egy,
az in vivo kortlményekhez kozelebb allé kisérleti rendszeren. A hippokampusz szeleteken — tekintve, hogy
ebben a kisérleti rendszerben az ATP primeren a glutamat felszabadulasra gyakorol hatést- a [*H]glutamat
felszabadulast tanulmanyoztuk, és mivel korabbi vizsgalatainkban a funkcionalis P2X; receptorok jelenlétét
mar igazoltuk, az endogén ATP részvételét vizsgaltuk az energiadeprivacié (95%0,+5%CO,+aglikémia)
altal kivaltott glutamét felszabadulasra. A kombinlt oxigén-gliikdzdeprivécid, a varakozasnak megfeleléen
jelentés emelkedést okozott a kidramld [*H]glutaméat mennyiségében és ebben a rendszerben is
lecsokkentette az energy charge értékét. Az energiadeprivéacio altal kivaltott [*H]glutamét felszabadulés
emellett hémérséklet és TTX-fiiggs, de [Ca®*], - fiiggetlen volt, megfelelve az uralkodd nézetnek, mely
szerint az excitotoxikus glutamat felszabadulas nagy része a Na* filggé transzporterek megfordulésa utjan
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kerll az extracellularis térbe. Az endogén ATP hatasat a purin receptorokon P2 és adenozin receptor
antagonistakkal fuggesztettiik fel és tettiik ezaltal lathatova. A P2 receptor antagonistak kozil a PPADS, a
szelektiv P2X; receptor antagonista BBG, valamint a P2X; receptorra szelektiv NF449 egyarant
szignifikénsan gatolta az ischemia altal kivaltott [*H]glutamat felszabadulést és hasonlé eredményt értiink el
szelektiv A; receptor antagonista DPCPX és a szelektiv A, antagonista ZM241385 alkalmazasaval is.
Amennyiben az endogén ATP metabolizmusat szelektiv ektoATPaz inhibitor ARL67156 segitségével
meggatoltuk, a P2 receptor antagonistak hatdsa potencirozodott, mig az adenozin antagonistak hatasa
felfuggeszt6dott. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az endogén ATP a hippokampuszban P2X;
receptorok aktivalasaval hozzajarul az energiadeprivacid soran korosan fokozott glutamat felszabadulashoz,
emellett a glutamat felszabadulas facilitaciojaban P2Xs, A; és A,a receptorok egyarant részt vesznek. Ezeket
az eredményeket eddig csak nemzetkdzi kongresszusokon prezentaltuk, de a kdzlemény irasa folyamatban
van.

6. Az IL-1B szerepe az adenozin neuroprotektiv hatasaban

Tovébbi vizsgélatainkban az IL-1p [°H]purin felszabadulasra gyakorolt hatasat tanulméanyoztuk patkéany
hippokampusz szeleteken. Kimutattuk, hogy mar igen alacsony, a ,fiziologias” tartomanyba esé IL-1B
adagok (3-x10"8-3x10™ M) koncentraciofiiggs [H]purin felszabadulést véltanak ki, mely gatolhat6 az IL-
1RI receptor antagonista IL-1ra (10™ M) — val. A tricium jel6lés HPLC analizise alapjan megallapitottuk,
hogy az IL-1p hatasara tébbek kozétt a [PH]ATP és a [*H]adenozin szévetkdzti szintje is megemelkedik. Az
IL-1B [*H]purin felszabadulasra gyakorolt hatasat teljesen gatolta a Na* csatorna gatlé TTX (1 uM), az
NMDA és non-NMDA receptor antagonista AP-5 (50 uM) és CNQX (10 uM), valamint a p38MAP kinaz
gatld SB203580 (1 uM). Az IL-p altal kivaltott [*H]purin felszabadulas emellett hdmérsékletfiiggének
bizonyult és a nukleozid transzporter gatlé nitrobenziltioinozin (1-10 uM) is felfiggesztette. Eredményeink
alapjan tehat az IL-1p az excitatoros glutaméterg transzmisszid kozvetitésével, az IL-1RI receptorok és a p38
MAP kinaz enzim részvételével, a nukleozid transzporterek megforditasa Utjan idéz el purin felszabadulést
a hippokampuszban. A jelenség magyarazatot szolgéltathat az IL-1p hasonléan alacsony koncentraciéban
kifejtett, szinaptikus transzmissziot gatlo hatasara, amelyet adenozin receptor antagonistak gatolnak, tehat
minden bizonnyal az altalunk leirt, IL-1p altal eldidézett purin felszabadulas a kdzvetitéje. Eredményeinket a
J. Neuroimmunology-ban megjelent kézleményben (Sperlagh B. és mtsai, J. Neuroimmunol. 151:33-39,
2004), valamint hazai és nemzetkdzi kongresszusokon) publikaltuk.

***x

Ezeken kivil még tovabbi, az alabbiakban felsorolt eredményeket értlink el a palyazati f6 céltiizéseivel
6sszhangban &ll6, de a tételes munkatervben nem szereplé téméakban:

7. P2Y receptorok szerepe a prefrontalis és parietalis kéregben expresszalo6 NMDA receptor
ioncsatorndk miikddéseének szabalyozasaban

Vizsgalatainkban, melyet kollaboracidban végeztiink Prof. Illés Péter és munkacsoportjaval (Lipcsei
Egyetem Farmakologiai Tanszék) a P2Y receptorok és az NMDA receptorok koélcsonhatasat vizsgaltuk a
patkany prefontalis kérgének V. rétegében. A kapott eredmények azt mutattak ki, hogy az ATP nem csak a
serkent6 P2X, hanem gatlé P2Y receptoron keresztill is képes az agykéregben hatni a glutaméaterg
transzmissziora — ellentétes el6jellel. A P2Y; receptor szelektiv agonistai tehat kiindulasul szolgalhatnak
hatékony gydgyszerek szintéziséhez a glutamat excitotoxicitas okozta agykarosodas kezelésére, mivel a
glutamét-excitotoxicitast kozvetit6 NMDA receptorokat a P2Y1 receptorokon keresztill szelektiven lehet
érzéketleniteni a glutamatra, amely elérelépést jelentene a jelentés mellékhatasokkal bird, NMDA receptor
ioncsatorna blokkolokhoz képest (A munkabdl készilt publikacio: Luthard, J. és mtsai, Neurochem. Int.
1238:1-12, 2002).



8. Adenozin hatasa a CREB transzkripci6s aktivitasra makrofag sejteken: a p38 MAP kinaz enzim
szerepe

Az adenozin immunmodulator szerepe jol ismert, az adenozin receptor hatasokat kdzvetité intracellularis
jelatvivé lancok identitasa azonban csak részlegesen feltart. A kisérletsorozatunk célkitiizése az adenozin
transzkripcids szintli hatasainak megismerése volt RAW 264.7 egér makrofag sejtvonalon. Az elért
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az adenozin immunmodulans hatasainak kdzvetitésében részt
vehet a p38MAP kinaz altal indukalt CREB transzkripcié, bar a génexpresszié adenozin altal indukalt
megvaltozasat nem tudtuk demonstralni ezekben a kisérletekben, ami feltehet6en a génétirddasi valasz gyors
lecsengésének kdszonheté (A munkabol készilt publikacié: Nemeth Z.H. és mtsai, Biochem. Biophys. Res.
Commun.312:883-8., 2004).

9. P2X; receptorok szerepének vizsgalata a retina degeneracidjaban

Kisérletsorozatunkat a retinitis pigmentosa herediter neurodegenerativ betegség allatmodelljén, a BALBCrds
egereken, valamint a P2X; receptor génkiltott egereken (P2X;R -/-) és kontroll parjaikon végeztik.
Megallapitottuk, hogy a P2X; receptort kdédol6 mRNS expresszidja magasabb volt a BALBCrds egerek
retinajaban, mint a kontroll allatokban. Az immuncitokémiai vizsgalatok kimutattak, hogy a P2X7 receptor
immunfluoreszcencia a retinaban a ganglion sejt rétegben talalhaté és kolokalizalédik a MAP-2 neuronalis
markerrel, glialis festédést azonban nem tapasztaltunk. A P2X; receptor immunreaktivitds nem volt
kimutathaté a P2X;R -/- allatok retinajaban. Az eredmények alapjan felmeriil, hogy a BALBCrds egerekben
a retina degenerécidjat a P2X; receptorok korai felreguldldddsa okozza. Az eredményekbdl egy, a
Neurochem. Int-ben megjelent kdzlemény sziiletett (Franke H. és mtsai, Neurochem. Int. 47: 235-42, 2005).

10. Az NTPD4azl enzim expresszidjanak vizsgalata human kardiovaszkularis betegekbdl szarmazo
mintakon

A Kkisérletsorozathan az extracellularis ATP szovetkozti inaktivacidjaért felelés NTPD4&z1/CD39 enzim
expresszidjat, valamint az extracellularis ATP metabolizmusét vizsgaltuk mutéti anyaghol szarmazé human
szivszovet mintakon, melyek ischemids szivbetegekb6l szarmaztak. Kontrollként transzplantacios
donorokbol szarmazd mintakat hasznaltunk. Kimutattuk, hogy az ATP metabolizmusa megvaltozik a
patolégias mintakban: az ATP degradacidja gyorsabb, és tébb inozin keletkezik, mint a kontroll mintakban.
Az NTPDA&z1 enzim expresszids mintazata és eloszlasa ugyancsak megvaltozik a patologias mintakban. Az
extracellularis ATP megvaltozott szOvetkdzti metabolizmusa minden bizonnyal befolyasolja a P2
receptorokon, endogén ligandok vagy gyogyszerjeldlt vegyiletek altal okozott hatasokat is. Az
eredményeket a Histochem Cell. Biol —ban k6zoltiik (Kittel A. és mtsai, Histochem. Cell Biol. 124:53-61,
2005).

Végil, a palyazat témakorébdl 2 dsszefoglald kdzleményt (B. Sperlagh, E. S. Vizi, K. Wirkner and P. llles,
P2X; receptors in the nervous system. Progress in Neurobiology, és B. Sperlagh and P. llles, Purinergic
modulation of microglial cell activation, Purinergic Signalling) és 1 kényvfejezetet (B. Sperlagh, Chapter
14. ATP mediated signaling in the nervous system. In: Handbook of Neurochemistry and Molecular Biology,
3rd Edition, Vol 2. Neurotransmitter systems, Eds. E. S.- Vizi and M. Hamon, Kluwer Academic/Plenum
Publishing) is irtunk, amelyeket kozlésre elfogadtak, és 2006 folyaman fognak megjelenni.
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