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Bevezetés

Az idegtudomanyi kutatasok egyik legfontosabb ¢és eddig
megvalaszolatlan kérdése a neurodegeneraciohoz, azaz az idegsejtek
pusztulasahoz ~ vezetd  folyamatok  okainak és  pontos
mechanizmusdnak feltdrasa. A neurondlis sejtelhalds folyamatdba
vald beavatkozédsra az eddigieknél eredményesebb megkozelités
lehet olyan receptorok serkentése vagy éppen gatlasa, amelyek
¢élettani korlilmények kozt csak kismértékben jatszanak szerepet,
ugyanakkor patolégias koriilmények kozt tobb tdmadasponton is
befolyasolhatjak a neuronok tulélését. Ilyen 1j terapias lehetséget
rejthet magaban a purinerg jelatvitel mélyebb megismerése. Az ATP,
mint szinaptikus jelatvivé anyag, illetve, mint preszinaptikus
modulator fontos szerepet tolt be a kozponti idegrendszer
ingeriiletatvitelében, fiziologias és patologias koriilmények kozott
egyarant. Az ATP hatasait az extracellularis térben ionotrop P2X
(P2X1'7) és metabotr(')p P2Y (PZYL 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) recept0r0k
kozvetitik. Ismert, hogy az ATP mind a kdzponti- mind, pedig a
periférias idegrendszerben egyiitt szabadul fel katekolaminokkal.
Annak ellenére, hogy a monoaminerg sejtek szdma meglehetésen
alacsony az agyban, ezek a sejtek jelentds hatast fejtenck ki a
kozponti  idegrendszer  miikddésének  szabdlyozasaban. A
noradrenerg sejteknek szamottevé populacidja talalhatd a nyultveld
Al-A3-as magvaiban ¢és a hid teriiletén talalhato A4-A7-es
magokban. Ezek koziil a legjelentésebb a locus coeruleus (A6-0S
mag), melybdl kiindul6 rostok adjak a hippokampusz noradrenerg
innervacigjat is. Munkacsoportunk eddigi kutatdsi eredményei
alapjan a noradrenerg végzddések a periférian ¢és a kozponti
idegrendszerben is serkent6 hatdsu P2X1 és P2X3 receptorokat
fejeznek ki, ugyanakkor gatldo P2Y receptorokat eddig még nem irtak
le a hippokampalis noradrenerg afferenseken. A hipoxia és az
ischémids inzultus hatasaival szemben kiilondsen érzékeny
hippokampuszban patologids koriilmények kozott fokozodik a
noradrenalin kiaramlasa, amely hozzéjarulhat a neurotranszmitter
egyensuly ilyenkor megfigyelt felboruldsdhoz, illetve magéhoz a
neurondlis sejtelhalashoz is. A reperfizid sordn ugyanis a
monoaminkokbol autooxidacid révén toxikus szabadgyokok is
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keletkezhetnek, amelyek sulyosbithatjdk az ischémia 4ltal mar
elinditott, a sejtelhalashoz vezet6 kords eseménysort. A noradrenalin
felszabadulast befolyasold gatld purin receptorok azonositasa révén
tehat Ujfajta terapias célpontokat jelolhetiink ki az ischémias
neurodegeneracio kezelésére, illetve olyan terapias teriileteken,
amelyekben a noradrenerg rendszer jelenlegi ismereteink szerint
fontos szerepet jatszik (pl. depresszid, hipertenzid, alvas-ébrenlét
szabalyozasa).

A noradrenalin felszabadulas szabalyozasa azonban nem az
egyetlen lehetséges tamadaspont, amely altal a neurodegeneracio
vagy mas koros agyi torténések purinerg mechanizmusokon
keresztiil szabalyozhat6. Az ionotrop P2X receptorok koziil a lassan
deszenzitizal6do P2X7 receptor abban
kiilonbozik tarsaitol, hogy karboxi végzédése hosszabb, melynek
kozelében egy bakterialis lipopolyszacharid (LPS) kotShelyet is
felfedeztek, tovabba magasabb koncentracidju ATP (mM) aktivalja,
és hosszabb vagy ismételt ingerlésre egy reverzibilis
plazmamembran poérust formal, melynek ateresztdképessége 800Da
is lehet. A P2X7 receptorok a mikroglia, asztrocita sejteken és
idegvégzddéseken expresszalodnak és sulyosbitd szerepiik lehet az
idegrendszer neurodegenerativ és gyulladasos betegségeiben (pl.
ischémia, Alzheimer kor, szklerozis multiplex), mivel szamos
gyulladaskeltd citokin (pl. IL-1B, TNF-a, IFN-y), kemokin (pl. MIP-
makrofag gatlo protein) felszabadulasaban, a neurotranszmitter
felszabadulas szabalyozasaban (glutamat), valamint ezek jelatvivo
kaszkadjainak (pl. MAPK-ok, PLA2/PLD, kaszpazok, NF-kB, AP-1,
CREB) aktivalasaban is részt vesznek. A P2X7 receptorok a
megnovekedett  idegi  aktivitdas  molekularis  szenzoraként
kozremiikddhetnek emellett a memoéria (LTP, LTD) és tanulasi
folyamatok alapjat képez6 plaszticitasi jelenségekben. A gyulladdsos
citokinek, igy az interleukin-18 (IL-18) az ischémiat kovetéen
elsdsorban a nem idegi sejtekbdl, tehat a mikrogliabol és asztrocita
sejtekb6l szabadulnak fel. Idegi sejtelhalast stulyosbitd hatasai mar
régdta ismertek, ugyanakkor az IL-18 jelenlegi ismereteink szerint az
LTP gatlasan keresztiil a rovid-tdvi memoria ¢és a tanuldsi
folyamatok szabalyozasaban is fontos szerepet tolt be. Az érett IL-18
felszabadulasahoz két egymast kovetd aktivacios stimulus sziikséges:
mig bakterialis endotoxin (LPS) ingerléssel 6nmagaban csak pro-IL-
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1B szabadul fel, egy masodik stimulus sziikséges ahhoz, hogy az
éretlen IL-10 hasitadsa megtorténjen és az érett 1L-16 felszabaduljon.
A periférian a bakterialis endotoxin hatasara 1étrej6vo, bioldgiailag
aktiv IL-18 produkcidhoz sziikséges masodlagos externalis szignalt a
P2X7 receptor aktivacid biztositja. Szamos in vitro gyulladdsos
modellben mar sikeresen igazoltdk a P2X7 receptorok szerepét az
LPS kezelést kovetden detektdlhatd, érett IL-1B produkcid
kivaltasaban. Vizsgalataink masodik szakaszédban a P2X7 receptorok
funkcidjat a hippokampalis IL-18 termelddés szabalyozasaban tartuk
fel in vivo endotoxin stimulaciot kovetéen.

Munkacsoportunk id6koézben elvégzett sajat kutatasai és irodalmi
adatok kimutattak, hogy a P2X7 receptor hianya vagy farmakologiai
gatlasa allatkisérletekben antidepresszans fenotipust okoz, a hatas
kozvetitO mechanizmusa azonban eddig még feltaratlan volt.
Vizsgalataink harmadik részében a P2X7 receptor aktivacid
génexpressziora gyakorolt hatdsait térképeztiik fel a limbikus
rendszer egyik fontos teriiletén, az amigdalaban.

Célkitiizések
Vizsgalataink a kdvetkezo fobb teriileteket érintették:

I. A hippokampalis noradrenalin felszabadulds gatld purinerg
szabalyozasanak receptor szintli feltérképezése fiziologias
koriilmények kozott. Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy a nukleotid érzékeny P2 receptorok aktivacidja gatolja-
e a noradrenalin (NA) felszabadulast az agyi katekolaminerg palyak
hippokampalis végzodéseibdl, és ha igen, milyen purinoceptor
altipusok kozvetitik ezt a hatast.

Il. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas purinerg
szabalyozasanak kimutatasa patologias, ischémia-szerli koriilmények
kozott. Celkitiizésiink ebben az esetben az endogén ATP altal
kozvetitett modulacié kimutatasa volt, P2Y és P2X receptorok
lehetséges részvételével.



I11. A P2X7 receptor szerepe az IL-16 termelddés szabalyozasaban
ragcsalo hippokampuszban in vivo gyulladasos modellben. A P2X7
receptorok részvételére a periférids endotoxin stimulust kovetd
centralis IL-18 termelédésre vonatkozdan kerestiink bizonyitékot, a
hatdsmechanizmus vizsgélatok egy tovabbi megoldatlan kérdése
pedig az volt, hogy alapvetden periférias vagy centralis eredetii-e az
IL-18 produkcioé P2X7 receptor altal szabalyozott hanyada.

IV. P2X7 receptor génkiiités hatasa a depresszidhoz kdthetd gének
kifejez6désére teljes egér genom microarray alapii génexpresszios
analizis segitségével. A legtjabb kutatasi iranyvonalnak megfeleléen
a P2X7 receptor génkiiitésnek a depresszioval kapcsolatba hozhatd
gének, illetve a P2X7 receptor altal regulalt eddig megismert
funkciokban szerepld inter és intracellularis komponensek
expresszids  mintazatara  gyakorolt hatdsat  vizsgaltuk. A
génexpresszios microarray analizissel a P2X7 receptor aktivitasaval
és a depresszid patomechanizmusaval Osszefiiggd uj biologiai
utvonalakat szerettiink volna azonositani és feltarni.

Alkalmazott modszerek

A kisérletekhez him Wistar patkdnyokat és 2-3 honapos him P2X7
receptor nullmutans (-/-) transzgén egereket és vad tipust (wild type;
WT) alomtarsaikat hasznaltuk fel. A homozigéta P2X7 receptor vad
tipust (P2X7R+/+) torzs genetikai hattere a C57B1/6J egértorzs.

In vitro [*H]noradrenalin felszabadulds mérése patkany
hippokampusz szeletekbél szovetperfuzios technika segitségével
A kisérleti allatok dekapitalasat kovetden az agyat a koponyaiiregbdl
kiemeltiik és jéghideg, karbogenizalt Kreb’s oldatban végeztiik el a
megfeleld  agyteriilet, a  hippokampusz  kimetszését. A
hippokampuszokat (megtisztitva a kornyezé szovett6l), 400 pm
vastag keresztiranyu szeletekre (3-5 mg) vagtuk Mcllwain tipusu
szovetszeletelovel, melyeket ezt kovetden 1 ml modositott Krebs
oldatban (Gsszetétele mM-ban: NaCl 115, KCI 4.7, KH,PO, 1.2,
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MgSO, 1.2, CaCl, 2.5, NaHCO; 25, gliikk6éz 10, aszkorbinsav 0.03,
Na,EDTA 0.1, pH 7.4) I ml 5uCi/ml tricialt noradrenalin ([*H]NA)
jelenlétében inkubaltuk 45 percig 37 °C-on.

IL-18 citokin termelés mérése enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) technikaval

6 orés intraperitonedlis LPS kezelést kovetéen gyljtott patkany és
egér hippokampusz mintak homogenizatum feliiliszoi, valamint egér
vérszérum mintak interleukin-18 (IL-18) tartalmat szilard fazisa
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technika
segitségével hataroztuk meg. Az R&D system patkany és egér
specifikus ELISA DouSet IL-18 kitjeit és a Quantikine Mouse IL-
1B/IL-1F2 kitet hasznaltuk, a kisérletek kivitelezésénél a gyartd
protokolljat kovettiik.

Microarray alapu génexpresszio mérés

A génexpresszid microarray vizsgalatokhoz Agilent Whole Mouse
Genome Oligo custom Microarray 4x44K (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA; egyedi azonosito: 16392) lemezeket hasznaltunk,
mely Osszesen 41,041 transzkriptum analizisére alkalmas egy
hibridizacié soran. Intraperitonealisan kezeltiik a C57BI/6] és a
P2X7 receptor null mutans (-/-) egereket sooldattal, illetve LPS-sel,
majd az injekcidzast kovetd 7. oraban dekapitaltuk az allatokat és
kiemeltiik az amigdala régiot. Az RNS izolalast kdvetden a mintak
reverz transzkipcidjat és az array hibridizacidjat a Semmelweis
Egyetem Genetikai-, Sejt- és Immunobiologiai Intézet Agilent
Microarray Core  Facility laboratériumaban  végezték el
http://www.dgci.sote.hu/microarray). A miveletek soran alkalmazott
Osszes lépés a gyartd utasitasainak megfeleléen tortént (Agilent
Technologies). A leolvasas soran nyert TIFF képeket a Feature
Extraction software version 9.5 programmal tdmdritették ki, majd a
kapott adatokat az egyszini oligonukleotid microarray formatumokra
javasolt paraméterek alkalmazédsaval normalizaltak. A tovabbi
bioinformatikai valamint a statisztikai értékeléseket az Agilent
GeneSpring GX 9.0. (Agilent Technologies) szoftver segitségével
analizaltuk és végeztiik el. A kiértékelés sordn a legalabb kétszeres
valtozast mutatd géneket (up- vagy down-regulalt) vetettiik
statisztikai analizis ala.
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Gene Ontology elemzés

A Gene OntologyTM (GO) konzorcium adatbazisa a géntermékek
jellemz6 elnevezéseinek (Ggynevezett GO terminusok, osztalyok)
ellenérzott rendszere, melyben tajékoztatast kaphatunk a génekrol
bioldgiai folyamatokban vald részvételérdl. Az egyes GO terminusok
az mutatjdk meg, hogy az adott gének a microarray adatfeldolgozas
soran kapott génlistan belill milyen gyakorisaggal fordulnak eld
ahhoz a gyakorisaghoz képest, amivel a teljes NCBI GenBank
adatbazis altal szolgaltatott adathalmazon beliil el6fordulnak.

TaqMan alapi real-time PCR médszer

A microarray analizis sordn kapott génexpresszios profilok
eredményét 79 kivalasztott génnél TagMan alapt real-time PCR
mddszerrel, TLDA kartydk (TagMan Low Density Array)
alkalmazasaval erGsitettik meg. A real-time PCR primerek
kivalasztasa a gyartd honlapjan elérhet6 TagMan inventoried primer
adatbazisbol tortént a felhasznalt Agilent Probe ID szamok alapjan.
A real-time PCR ciklus paraméterei a kdvetkez6k voltak: 2 perc 50
°C-on, 10 perc 95°C-on, 40 cikluson at, 30 mp 97°C-on és 1 perc
59.7 °C-on.

Eredmények

I. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas preszinaptikus
giatld purinerg szabalyozasanak vizsgialata és receptor szinti
feltérképezése

1. A disszertacid els6é részében az eddig még kevésbé ismert
preszinaptikus  gatlé  purinerg szabalyozast  vizsgaltuk a
hippokampalis noradrenalin  felszabadulasban. Elséként azt
teszteltiik, hogy kisérleti modelliink alkalmas-e a neuronalis [°H]NA
felszabadulas tanulmanyozasara. Mivel az egymast kovetd két,
alacsony frekvenciaju elektromos téringerlés altal kivaltott [*H]NA
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kiaramlas hasonl6 mértékiinek addédott (FRS2/FRS1=1.09+0.03%)
tovabba nagymértékben TTX-fliggd (1-3uM) volt, elmondhatd, hogy
a [PH]NA felszabadulas dont6 hanyada neurondlis eredetii, és akcids
potencial-fiiggd.

A noradrenerg végkésziilékben a noradrenalin foként vezikulakban
tarolodik. A Dale altal ajanlott neurotranszmitter kritériumok egyike,
hogy az idegvégzddésben raktdrozott anyag fiziologias
idegingerlésre felszabadul az extracellularis térbe. Ennek klasszikus
forméja az idegingerléssel beléps Ca?* ionok 4ltal kivaltott
vezikularis exocitozis. Kisérleteinkben 1 mM EGTA-val kiegészitett
Ca®* mentes oldat perfuzidja csaknem teljesen gatolta az elektromos
ingerlés altal kivaltott [*HINA felszabadulast
(FRS2/FRS1=0.047+0.01%). A [*H]NA kidramlas déntd hanyada
tehat a konvencionalis neurotranszmitterfelszabadulasra jellemzd
moddon torténik idegi aktivitas alatt.

2. Ezt kovetden P2 receptor agonistak hatasat vizsgaltuk az
elektromos téringerlés altal kivaltott [PH|NA felszabadulasra. A
kovetkezo agonistak hatasat teszteltiik: a nem szelektiv P2 receptor
agonista ATP (3uM — 1 mM), ADP (0.1- 3uM), a szelektiv P2Y
receptor agonista 2MeSADP (3-30uM) és a szelektiv P2Y1 receptor
agonista MRS2365 (0.1-100nM), melyeket 18 perccel a masodik
téringerlés el6tt adtuk a perfuziés folyadékhoz. Mindegyik P2
receptor agonista koncentracio-fiiggd modon csokkentette az
elektromos téringerlés altal kivaltott [°"H]NA felszabadulast. Az ATP
esetében a maximalis gatlas ~43%-nak adddott, melyet 300 puM-0s
ICsp értéke 30 pM - nak bizonyult. A dozis hatas gorbék tovabbi
elemzése alapjan az agonistak hatds-er6sség sorrendje a kdvetkezd
volt: MRS2365>> ADP> 2MeSADP> ATP, mely elsdsorban a P2Y
receptorokra jellemz6 sorrend.

3. Kisérleteinket a P2Y receptor altipusok farmakologiai
azonositasanak iranyaban folytattuk: az ATP (300 pM) altal
kozvetitett gatlé hatast (FRS2/FRS1=0.652+0.025) a [*H]NA
kidramlasra megvizsgaltuk kiilonboz6 antagonistak jelenlétében.
Valamennyi vizsgalt antagonista, a nem szelektiv P2 receptor
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antagonista PPADS (30uM), a P2Y, és P2Y 3 receptor antagonista
2MeSAMP (10 uM) és a P2Y receptor antagonista MRS2179 (10
uM) kivédte az ATP gatldo hatdsat. Ezek koziil az MRS2179 az
alkalmazott koncentracidban P2Y; receptor szelektivnek tekinthetd,
tovabba ismert, hogy a P2Y; receptor aktivacié blokkolja a
neuronalis N-tipusti Ca®* csatornak miikodését, mely a vezikularis
NA felszabadulas gatlasdhoz vezet. Mig a 2MeSAMP hasonld
hatékonysaggal antagonizalja a P2Y, és P2Y 5 receptorokat, addig a
nem szelektiv P2 receptor antagonista PPADS P2Y; és P2Yy3
receptor preferenciaval bir. Az elektromos téringerléssel altal
kivaltott [°H] na felszabadulast gatlé iranyban modulalé receptorok
farmakologiai profilja tehat a P2Y; és P2Y;3 receptorok
farmakologiai fenotipusaval mutatott hasonléosagot. A P2Y12
receptorok részvétele az ATP gatld hatasanak kozvetitésében
kevésbé valdszinii, de teljesen nem zarhato ki.

Erdekes modon agonista nélkiil adva egyik P2Y receptor antagonista
sem volt onmagaban hatassal az elektromos téringerlés altal kivaltott
[*HINA felszabadulasra. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a mi
kisérleti koriilményeink kozott, endogén ATP hianyaban, mely csak
magas frekvencidju elektromos téringerlésre szabadul fel a
hippokampuszban, a P2Y receptorok feltételezhetéen nem
aktivalodnak. Ismert, hogy a hippokampuszban magas ektoATPaz
aktivitas is jellemzd, mely az ATP gyors extracellularis lebontasat
eredményezi. Mindezek alapjan erdsen kétséges, hogy az altalunk is
alkalmazott fizioldgias idegi aktivitast modellez6 alacsony
frekvenciajii elektromos téringerlés olyan mennyiségii ATP-t
szabaditana fel, amely a jelen 1év6 gyors lebonté enzimrendszert
talélve aktivalni tudna a noradrenalin felszabadulast gatldé P2Y
receptorokat. Ugyanakkor korabbi munkakbol ismert, hogy olyan
patologias allapotokban, mint az in vitro és in vivo ischémia-szer(i
koriilmények, az ATP mar nagyobb mennyiségben szabadul fel a
hippokampuszbol, amely akar elegendé lehet a noradrenalin
kiaramlas gatldé szabalyozdsdban résztvevd P2Y receptorok
aktivalasahoz is.



II. Kombinalt oxigén ¢és gliilkozmegvonias hatisa a
[*HInoradrenalin felszabadulisra patkiny hippokampusz
szeletekben

1. Az ischémiaval szemben megkiilonboztetett érzékenységet mutatd
patkdny hippokampusz szeletekben in vitro ischémia-szerli
koriilmények (30 perces kombinalt oxigén és glitkozmegvonas,
OGD) hatasara a [PH]NA felszabadulas késleltetetten, de igen
jelentds mértékben megemelkedett (8.324+1.97%) majd 30 perc
multan tért vissza az alapvonalra, vagyis hatasa reverzibilis volt. A
[PHINA felszabadulds mechanizmusat feltard kisérleteinkben az
eléperfuzio kezdetétél Ca®mentes ([Ca**],) moédositott Krebs
oldatot hasznaltunk, ez tovabbi robosztus emelkedést (20.03+0.09%)
valtott ki a transzmitter kiaramlasban. Ezzel szemben, a
fesziiltségfiiggd Na* csatornak reverzibilis gatloszere, a tetrodotoxin
(1uM) csaknem teljesen gatolta (2.11+2.45%) a kombinalt oxigén és
gliikozmegvonassal kivaltott [*H]noradrenalin felszabadulast. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a 30 perces OGD a patkany
hippokampuszban talnyomorészt a fesziiltségfiiggé Na® csatornak
aktivacidja, azaz az axonalis depolarizacio révén valtotta ki a
[PHINA kidramlast, amely azonban nem vezikularis, hanem
citoplazmatikus raktarakbol szabadult fel, externalis Ca®* ([Ca®'],) -
fiiggetlen modon. Megfigyeléseinket korabbi vizsgalatok eredményei
is alatdmasztjak, melyek in vitro ischémia szer(i kdriilmények kozott
a gerincveld és hippokampusz szeletekben mutattak ki a
citoplazmatikus raktarakbol, TTX-fiiggd noradrenalin felszabadulast.
A kombinalt oxigén és glikdézmegvonassal kivaltott robosztus
noradrenalin felszabaduldst, a Na'K" pumpa elégtelen ellatottsiga
miatt intracellularisan akkumuldlédé Na® véltja ki, a Na* fiiggd
transzporter megfordulasa révén.

2. Ezt kovetéen a P2 receptorok hataskozvetité szerepét vizsgaltuk
az ischémia szeri koriilmények altal kivaltott [*HINA
felszabadulasban. A szelektiv P2Y; receptor antagonista MRS2179
(10 uM) szignifikansan fokozta (18.19+1.05%, vs. ischémias
kontroll 8.32+1.97%) az ischémia 4ltal kivaltott [*H]NA
felszabadulast, mely a P2Y; receptor patologias aktivacidjara utal. A

10



nem szelektiv P2 receptor antagonista PPADS (30uM) nem volt
szignifikdns  hatdssal az  ischémias stimulussal kivaltott
[*H]noradrenalin felszabadulasra, melyet azzal magyaraztunk, hogy
egy masik PPADS-¢érzékeny receptor hatdsa allhat a hattérben, amely
ellenkezé iranyban modulélja az ischémia-altal kivaltott [*H]NA
kiaramlast. Mivel ismert, hogy a P2X1 és P2X3 receptor aktivacid
fokozza a hippokampalis noradrenalin felszabadulast, feltételezésiink
szerint az ischémia altal kivaltott endogén ATP P2X1 és P2X3
receptorokat aktivéalva jarul hozza az ischémia altal kivaltott [PH]NA
kiaramlashoz. A P2X1 és P2X3 receptorok kozvetitte serkentd és a
P2Y, receptor kozvetitte gatld hatas tehat ellentétes szabalyozas
forméjaban jelenik meg egyidejiileg az ischémia szer(i koriilmények
kozott, mely Osszeségében a PPADS antagonista hatdstalansagat
eredményezi. Elméletiinket alatamasztandd, megvizsgaltuk a
feltételezett P2X receptor-medialt serkentd szabalyozast is az
ischémia szer(i koriilmények kozott. A PPNDS (100 uM), a szelektiv
P2X1 receptor antagonista jelenlétében valdban szignifikans
csokkenést tapasztaltunk a [PH]NA felszabadulasban, mely igazolja a
serkentd hatas P2X1 receptor részvételét (PPNDS 0.74+0.711%,
n=8 vs. ischémias kontroll 8.32+1.97%, 90%-os gatl6 hatas). Ezzel
szemben, a 2MeSAMP (10 uM), a P2Y 1,15 receptor antagonista nem
valtoztatta meg a [*H]NA kidramlas mértékét (8.20+0.711%) azaz a

s

koriilmények kozott ezen P2Y receptor altipusok nem vesznek részt.

II1. A P2X7 receptor aktivaciéjanak vizsgalata az Interleukin-16
termelddés szabalyozasaban ragesalé hippokampuszban in vivo
gyulladdsos modellben

1. Patkany kisérleteinkben beallitottunk egy in vivo gyulladésos
modellt. A szisztémas LPS kezelés hatasara jelentés, dozis- (300-500
peg’kg) és idofiggd (2-6 oOra) emelkedést mutattunk ki a
hippokampalis IL-18 termelédésben (6 ora bazalis IL-18: 70.32.
+5.92 pg/ml; LPS: 300ug/kg: 227.6£14.4 pg/ml, 500ug/ke:
332.9435.2 pg/ml, n=4), mely megfelel az irodalmi adatoknak.
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2. Ismert, hogy a vér-agy gat védelmi rendszere szamos esetben
sériilhet, 1igy bakteridlis-fertézésekben is, ezaltal nd az
ateresztOképessége, amelyhez a periféridn felszabaduld citokinek is
nagy mértékben hozzédjarulnak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
periféridas LPS kezelésnek egyszerre lehet direkt (a kozponti
idegrendszerben kifejtett) és indirekt (a periférian indukalt) hatasa a
hippokampalis IL-18 termelddés szabalyozasara. Az azonban, hogy a
hippokampuszban ilyenkor megjelend IL-18 produkcié milyen
mértékben periférias és lokalis eredetii, korabban nem volt ismert.
Erre a kérdésre kerestiink valaszt azaltal, hogy megvizsgaltuk, hogy
az IL-18 produkcio6 a szérumban a P2X7 receptorok regulacidja alatt
all-e, illetve, hogy az agy vértelenitésével (transzkardialis perfuzid)
felfiiggeszthet6-e a hippokampalis IL-18 produkcié P2X7 receptor
medialt komponense. A  vérszérumban, hasonléan korabbi
megfigyelésekhez, intenziv IL-1B emelkedést mutattunk ki a 6 o6rés
LPS hatasara és az itt mért pg/ml-ben kifejezett koncentracio értékek
nagysagrendben hasonlonak adodtak, mint amit a hippokampusz
kisérleteinkben kaptunk (307.6+36.1 pg/ml vs. s6 kezelés: 19.2+9.6
pg/ml). A transzkardialis perfiziéval az agyat vértelenitettik a
dekapitalast megel6zéen, igy zartuk ki a vérkeringéssel a
hippokampuszba jut6 vérsejtek és humoralis faktorok jelenlétét.
Noha a 6 oras peritonedlis LPS injekcio ebben az esetben is
szignifikans emelkedést valtott ki a hippokampalis IL-18 szintben,
de joval alacsonyabb koncentracio értékeket mutattunk ki (LPS: 24.3
+0.3 pg/ml). Ez a jelentds mennyiségi kiilonbség a nyugalmi IL-18
produkcioban is megmutatkozott (11.9+0.9 pg/ml). Eredményeink
tikrében ugy tlnik, hogy mind nyugalomban, mind a szisztémas
LPS kezelést kovetéen a periférias eredeti IL-1B produkcid a
meghatarozo a hippokampalis citokin szint emelkedésében.

3. Az altalunk elvégzett kisérletek elsddleges célja volt, hogy a P2X7
receptorok kozvetité szerepét tarjuk fel a hippokampalis IL-18
termelédésben in vivo modellekben. Mivel faji kiilonbségek is
lehetnek a P2X7 receptor medialt szabalyozasban célszeriinek tiint
patkany és egér csoportokon is elvégezni ezeket a vizsgalatokat. A
farmakologiai profilt tobbféle, szelektiv és nem P2X7 receptor
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szelektiv antagonista bevonasaval hataroztuk meg: teszteltiik a nem
altipus-specifikus P2 receptor antagonista, a PPADS (25mg/kg)
hatdsat majd a kandidans P2X7 receptorra szelektivitdst mutatd
antagonistak kovetkeztek, a BBG (100 mg/kg) és az oATP (0.9
mg/kg). Patkany hippokampuszban mindhdarom antagonista, a
PPADS, a BBG és az oATP jelenléte is erdteljesen csokkentette aaz
LPS altal indukalt IL-18 termel6dést (PPADS+LPS: 169.61+5.92%);
OATP+LPS: 124.9+93.37%; BBG+LPS: 58.84+12.85% vs. LPS:
327.34+10.91%, a s6 kezelés szazalékaban kifejezve). Hasonlo gatlo
hatast tapasztaltunk vad tipusu egér hippokampuszdban is a
gyulladasos stimulust kovetden (oATP+LPS: 75.144+10.91%);
BBG+LPS: 28.14+11.11% vs. LPS: 395.52+13.10%).

4. Patkany kisérleteinkben a receptor azonositashoz sziikséges
agonista hatasokat P2X7 receptorra érzékeny
koncentracidtartomanyban vizsgaltuk, az endogén ligand ATP (9
mg/kg), és a kb. tizszer potensebb BzATP (6.4 mg/kg) bevonasaval.
Az ATP jelenlétében tapasztalt hatds a kezelési id6 fiiggvényében
valtozott. Amikor az endotoxin kezelést kdvetden 4 oraval adtuk az
ATP-t, intenziv emelkedést tapasztaltunk az IL-1B produkcioban,
ahogy azt masok is megfigyelttk mikroglia sejteken és
makrofagokon (ATP+LPS: 185.71+14.70% vs. LPS Kkezelés
151.1141.61% a so kezelés szazalékaban kifejezve). Ezzel szemben,
amikor hosszabb kezelési id6t alkalmaztunk, azaz az agonista i.p.
injekcidozasa megel6zte az LPS kezelést, az ATP és a BzATP
egyarant jelentésen csokkentette a gyulladdsos IL-1B termel6dés
mértékét. Feltételezéslink szerint a P2 receptor agonistaknal
tapasztalt gatlo hatdst az ATP metabolikus terméke, az adenozin
kozvetitte, mivel az ATP és szarmazékai életideje rovid az
extracellularis térben, és az idegvégzddésben jelenlevd ektoenzimek
az ATP-t a P2 receptorokon inaktiv AMP-vé és adenozinna
hidrolizaljak. Ismert korabbi tanulmanyokbdl, hogy az Al adenozin
receptorok gatld hatast kozvetitenek a periférias idegrendszerben, de
munkankat megeldzéen az Al adenozin receptorok szerepét a
centralis citokin termelés szabalyozasaban még nem vizsgaltak.
Patkany kisérleteinkben a szelektiv Al adenozin receptor
antagonista, DPCPX (10mg/kg) kivédte az ATP gatlo hatasat, mely
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igazolja felvetésiinket ezen receptorok hataskdzvetitd szerepét
illetéen (ATP+DPCPX+LPS: 140.59+11.11% vs. ATP+LPS:
76.33+7.29% a s6 kezelés szazalékaban kifejezve).

5. Természetesen, a P2X7 receptorok hataskdzvetitd szerepérél a
legmeggy6z6bb bizonyitékot a P2X7 receptor null mutans egerek
vizsgalata jelentette: a szisztémas bakterialis endotoxin indukalta IL-
1B termelédés szignifikans mértékben alacsonyabb volt ezeknek az
egercknek a hippokampuszaban, mint vad tipusu tarsaik esetében
(LPS 320.4+51.3 pg/ml a vad tipusu egér esetében vs. 215.5+16.1
pa/ml a P2rx7-/- egér esetében). A P2X7 receptor antagonistak gatld
hatdsa kimutathaté volt, de kisebb mértékben, egyuttal azt is
bizonyitva, hogy jelenlétiikben tapasztalt gatldé hatast a P2X7
receptorok specifikus gatlasa eredményezte. Eredményeinket
alatamasztjadk olyan korabbi adatok, amelyek az ip. LPS altal
kivaltott hippotalamikus IL-18 mRNS expresszioban mutattak ki,
szignifikansan kisebb mértékli emelkedést a P2X7 génkiiitott egerek
esetében vad tipust tarsaikhoz képest. P2X7 receptor null mutins
egér vérszérum analizistiink hasonl6 csokkent IL-18 valaszt mutatott
ki a szisztémas LPS kezelésnél (307.6+36.1 pg/ml vs. s6 kezelés
19.249.6 pg/ml vad egér, 136.99+39.54 pg/ml vs. s6 kezelés
27.47+3.86 pg/ml P2rx7-/- egér esetében), mig a transzkardialis
perfuziot kdvetden nem volt 1ényegi kiilonbség a P2X7 receptor
génkiiitdtt  egér  hippokampusz ¢és vad  tipusi  tarsaik
hippokampuszaban mért citokin termelddés kdzott. Az LPS kezelést
kisérd, megemelkedett periférias IL-18 produkcioban a P2X7
receptor aktivacid szerepét mar korabban leirtak, és a fenti, sajat
eredményeink tiikrében is a periférias eredetli szabalyozas tlinik a
legvaldszinibbnek: az LPS injekciét kiséré centralis citokin
produkcidban a periférias makrofag, leukocita és egyébb vérsejteken
kifejez6dé P2X7 receptorok részvétele a meghatdrozd. Ezt szdmos
korabbi megfigyelés is alatdmasztja, melyek a periférias
immunsejtek P2X7 receptor fiiggd IL-18 termelésérdl szamolnak be.

14



IV. A P2X7 receptor génkiiités hatiasa a depressziohoz kothetd
gének Kkifejezédésére teljes egér genom microarray alapu
génexpresszios analizis segitségével

Funkcionalis genomikai vizsgélataink soran egér modellrendszerben
vizsgdltuk a P2X7 receptor génkilitést kiséré génexpresszios
valtozasokat a limbikus rendszer egyik fontos teriiletén, az
amigdalaban. E célb6ol amigdala mintdk teljes egér genom
génexpressziés mintazatat elemeztik 6 oOraval periférias LPS
kezelést (250 ug/kg i.p.) kdvetden.

1. A P2X7 receptor génkiiités rendkiviil nagyszamu gén esetében
eredményezett a klasszikus microarray adatelemzé modszerekkel
értékelve statisztikailag szignifikansan eltéré expressziot a
kontrollnak tekinett vad tipusu csoporthoz képest. Minegy 8165
transzkriptum esetében mutattunk ki, a P2X7 receptor deficienciaval
Osszefliggd minimunm kétszeres expresszios valtozast. Ez az
eredmény mar dnmagaban is rendkiviil érdekesnek tiint, de a P2X7
receptor génkiiitést kiséré génexpresszids valtozasok mélyebb,
atfogobb megértésének céljabol GO elemzést is végeztink el a
kapott microarray adathalmazon.

2. A GO analizis vilagosan kimutatta a szinaptikus transzmissziohoz,
iontranszporthoz, az intracellularis jelatviteli halozathoz, a G-fehérje
kapcsolt receptor jelatviteli Gtvonalhoz, az ATP szintézis kapcsolt
proton transzporthoz, illetve a transzkripcié szabalyozashoz
kapcsolodo géncsaladok elemeinek erételjes feldusulasat. Ezen
eredmények alapjan allitottuk Ossze azt a depressziora biologiai
plauzibilitast tiikroz6 génlistat, amelyet a tovabbi TaqgMan alapu
real-time PCR analizisnél is vizsgaltunk.

3. Tébb mint, 60, a P2X7 receptor génkiiités hatdsara szignifikansan
megvaltozd expressziot mutatd gén vonatkozasdban végeztiik el a
minta és a kezelés validalast. Real-time PCR eredményeink tobbé-
kevésbé jol korreldltak a microarray adatokkal, 29 olyan gént
validaltunk, melyek a szinaptikus jelatvitel, a neuroplaszticitas és a
depresszid patomechanizmuséval hozhatéak Osszefiiggésebe. A
P2X7 receptor deficiens egércsoportban alulexpresszalt gének koziil
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kimutattunk ionotrop glutamat receptorok alegységeket (AMPA2,
AMPA4), egy metabotrop glutamat receptort (Grm?7), valamint a
glidlis neurotrofikus faktort (GDNF) kodold géneket, melyek jol
korreldlnak a napjainkban a depresszié6 patomechanizmusat a
megnovekedett glutamaterg neurotrnaszmisszioval ¢€s szinaptikus
plaszticitassal magyarazé elméletekkel. Ezzel ellentétes iranyultsagi,
tulexpresszios valtozast azonositottunk az NMDA tipusti ionotrop
glutamat receptor NR2B alegységét kodolo gén (Grin2b) esetében. A
GABAerg neurotranszmissziora szintén hatassal volt a génkiiités: a
GABA, receptor alegysegeket kodoldo gének kozott egyarant
talaltunk alul-, és felillexpresszalt géneket is (Gabrb2, Gabrb3,
Gabrg2, Gabrg3 gének expresszidja csokkent, akarcsak a GABA
szintetizal6 enzim, a GAD expresszidja, mig a GABAC egyik
alegységét kodolod gén, a Gabrrl emelkedett expressziot mutatott).
Ezek az eredmények a P2X7 receptor szabalyozo szerepére utalnak a
glutamat és GABA receptorok expresszidjanak vonatkozasaban.

4. A periférias bakterialis endotoxin kezelést kdvetd génexpresszios
valtozasok nagysagrendben messze elmaradtak a P2X7 receptor
génkititést kisérd valtozasoktdl. Ez részben annak tudhaté be, hogy
hat 6raval a viszonylag alacsony ddzisban alkalamazott LPS kezelés
csak a gyulladasos és immunvalaszhoz, valamint a citokin és
kemokin funkciokhoz kapcsolodd gének expressszidjat volt képes
nagymértékben indukalni. Amigdala mintdinkban az LPS kezelést
kovetden a megvaltozottt expressziot mutatd transzkriptumok koziil
mintegy 287 esetében azonositottunk kizarolag az endotoxin
kezeléssel Osszefiiggh legalabb kétszeres, szignifikdns expresszid
novekedést. Eredményeink jol korrelalnak olyan korabbi adatokkal,
amelyek hasonl6 szisztémas endoxin kezelést kdvetden azonositottak
a gyulladasos immunvalasz jellegzetes kemokin é€s citokin profiljait,
a megndvekedett humoralis immunvalaszhoz és fagocitozishoz
kothetd szignalmolekulak fokozott expresszidjat.
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Kovetkeztetések

/1 A hippokampalis noradrenalin felszabadulds preszinaptikus
purinerg szabalyozasaban gatld hatast kozvetité P2Y receptorok
részvételét mutattuk ki.

1./2. Az elektromos téringerléssel kivaltott noradrenalin
felszabadulas konvencionalis, vezikularis transzmitterfelszabadulasra
jellemz8, Ca®* fiiggé moédon ment végbe. Idegi aktivitas alatt, az
ingerléssel kivaltott noradrenalin kiaramlas a P2Y receptor agonistak
jelenlétében csokkent. A hatdskdzvetitd receptorok agonista
érzékenysége / antagonista profilja a P2Y; és P2Y,3 receptorok
farmakologiai fenotipusanak felelnek meg. A preszinaptikus P2X ¢és
P2Y receptorok fizioldgias korillmények kozott tehat kettds,
ellentétes hatas kozvetitésével vesznek részt a neurotranszmitter
szabalyozasaban.

Il. Az ischémia in vitro modelljében, a kombinalt oxigén és
glikézmegvonas alkalmazasa jelentds novekedést idézett el6 a
hippokampalis noradrenalin felszabadulasban. A 30 perces ischémia
szerli stimulussal kivaltott noradrenalin externdlis Ca®'-fiiggetlen
moddon szabadult fel. A citoplazmatikus raktarakbol kidramlo nagy
mennyiségli, tobblet noradrenalin két irdnyban volt modulalhato
purin ligandokkal. A farmakolégiai profil alapjan a gatld hatas a
P2Y; receptorokon kozvetitddik, mig a serkentd hatasért a P2X1
receptorok felelések. A hippokampalis noradrenalin felszabadulas
tehat fizioldgias (alacsony frekvenciaju elektromos téringerlés) és
patologias koriilmények (kombinalt oxigén és glikézmegvonas)
kozott egyarant P2 purin receptor medialt kettds szabalyozas alatt all.

I1./1. A P2X7 receptor patologias aktivacioja nem csak a periférias,
hanem a centralis IL-18 termel6dés szabalyozasaban is részt vesz. A
szisztémas endotoxin stimulacidt kovetden P2X7 receptor fiiggd
modon emelkedett a hippokampalis IL-18 produkcio. Az A;
adenozin receptorok gatld hatas kozvetitésével neuroprotektiv
szerepet tolthetnek be.

111./2. Transzkardialis perfiziot kdvetden, a szisztémas LPS kezelés
emelte ugyan a hippokampalis IL-18 szinteket, de az emelkedés
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mértéke abszolut értékben lényegesen kevesebb volt, akarcsak a
nyugalmi citokin szintek esetében. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a hippokampuszban a nyugalmi és gyulladasos IL-18 produkcié is
nagyobb részben periférias eredeti. Transzkardidlis perfuziot
kovetden sem a bazalis, sem az LPS kivaltott IL-18 produkcié nem
mutatott fliggést a P2X7 receptorok jelenlététol.

A P2X7 receptorok hatdskozvetitd szerepe tehat igazolddott a
hippokampalis nyugalmi ¢és gyulladdsos IL-18 produkcid
szabalyozasaban, de ezen receptorok nagyrészt nem a kozponti
idegrendszerben, hanem a periférian fejtik ki hatasukat, feltehetden a
vér sejtes elemein vagy az immunkompetens sejteken talalhatoak.

IV./1. Mintegy 8165 transzkriptum esetében mutattunk ki, a P2X7
receptor deficienciaval Osszefliggd minimum kétszeres mRNS
expresszios valtozast egér amigdalaban.

IV./2. A P2X7 receptor defficiens egércsoportban alulexpresszalt
gének koziil validaltuk az ionotrép glutamat receptorok alegységeket
(AMPA2, AMPA4), illetve metabotrop glutamat receptort (Grm?7)
kédolo géneket, melyek jol korreldlnak a napjainkban a depresszid
patomechanizmusat a megnovekedett glutamaterg
neurotranszmissziéval &és szinaptikus plaszticitassal magyarazod
elméletekkel. Ezeket az eredményeket alatimasztjak olyan korabbi
vizsgalatok, amelyek az idegvégzddésekbdl és asztrocita sejtekbol
fokozott glutamat és azt kovetd6 GABA felszabadulasrél szamolnak
be P2X7 receptor aktivaciot kovetden. Mindezeket €s egyéb itt nem
bemutatott eredményeinket is figyelembe véve, feltételezésiink
szerint a P2X7 receptor aktivacio talmikodése részt vehet a
depressziv  korképek  hatterében  allo  patomechanizmusok
kialakulasaban, P2X7 receptor hianyaban ugyanakkor olyan
kompenzatoérikus mechanizmusok 1épnek életbe, melyek mar mRNS
szintén érintik a kiilonbozé glutamat és GABA receptor altipusok
expresszidjat.
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