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1. Bevezetés

ATP és extracellularis bomlasterméke, az adenofinfos szerepet jatszanak a
koézponti idegrendszer (KIR) fizioldgias és patoxnikodésében. Bkzor 40 évvel ezétt
irtak le, hogy az ATP szerepet jatszik a fajdalarégrkdzvetitésében. Kixi kutatasok azt
talaltak, hogy az ATP P2X receptorokon (P2XR) ketids moduldlja a serkefit
ingeriletatvitelt a gerincvélhatsd szarvaban. Tovabbi vizsgalatok ramutattek, &ogy a
leszall6 monoaminerg palyak egy része a geridcVveltso szarv enkefalinerg interneuronjain
végddnek, igy fokozzak azok itRodését. Ennek kovetkeztében az interneuronokbol
felszabadult opioid peptidek gatoljdgk a primer adfeseklbl felszabadult
neurotranszmittereket (glutamat, P-anyag), és ilydom modulédljak az ingerilet
tovaterjedését a felszallo palyakra. Laboratoriukibam és masok altal elvégzett kisérletek
ramutattak arra, hogy a noradrenalin (NA) felszaltégh serkenthéta P2X receptorokon
keresztil a szimpatikus idegrendszer wélgseildl. Elektrofizioldgiai vizsgalatok pedig arra
szolgéltattak bizonyitékot, hogy a P2XR-ok aktidgaiserkenti a gerincwébe a Il. és V.
laminaban bel&pprimer afferenesek glutamat felszabadulasat. lBpdulacio P2X3, P2X1/5
és P2X4/ereceptorokon keresztil valosul meg. Kimutattak iazthogy a P2Y receptorok
gatoljak a N-tipust kalcium csatornat a hatsé gygknglionban (DRG), mely hatas
csokkentheti a glutamat felszabadulasat a geriddv@lsé szarv vedgréseilsl, igy részben
ellensulyozhatja az ATP algogén hatasat.

Kutatasaink masodik szakaszaban a purinok és angitegyittes felszabadulasat
vizsgaltuk idegi depolarizacié hatasara patkanypdbliampusz szeletekbeRiziologias idegi
aktivitast modelle& elektromos ingerlés hatasara, valamint patolog@siimények soran
(oxigén és gluk6z megvonas) ATP és adenozin szalbelda kbzponti idegrendszerben. Az
igy felszabadult purinok az ionotrop (P2XR) és rhetedp (P2YR) receptorokon keresztil
modulaljdk a szinaptikus aktivitdst a kozponti ideglszer kulonbdizteriletein, beleértve a
hippokampuszt is. Az adenozin, ugyancsak metabosiignozin receptorokon (AAA,
A.B, As) keresztll, pre- és posztszinaptikusan csOkkeatikerkertt neurotranszmissziot
fiziologias és patoldgids korilmények kozott. Kabhvizsgalatok kimutattdk, hogy a P2X
receptorok aktivaciéja glutamat felszabadulastortki az agytérzsben, a hippokampuszban
és kortikalis szinaptoszomakban. Ezen hatasokédvaetked purin receptor altipusok a
felelosek: P2X1, P2X2, P2X3, P2X2/3 és P2X7. Emelletyfimgelték azt is, hogy a P2Y
receptorok serkentették a glutamat felszabadul&dRaben a P2Y és P2Y receptorokon
keresztll. Mas vizsgalatok viszont arra jutottakbgyh az ATP és metabolikusan stabil



analégjai gatoltdk a depolarizacié altal kivaltgiutamat felszabadulast agyszeletekben,
valamint a P2Y, P2Y, és P2Y, receptorok aktivaciodja is gatolta a glutamat febsdulasat a
hippokampalis piramis sejteély tovabba az ATP extracellularis bomlasabdl szadma
adenozin az Areceptoron keresztil ugyanilyen gatlo hatast &éimtt. Sok tanulmany leirta,
hogy a glia sejtek, de leginkabb az asztrocitakdeszerepet jatszanak a KIR és a kornyéki
idegrendszer kommunikaciéjaban. A gliabdl felszabagelatvive anyagok kozil etssorban

a purinok és a glutamat a glia-neuron és glia-glimmunikacio & mediatorai. Ez a
kommunikacié6 a sejten belilli &araktarak mobilizaciéjaval valésul meg, melyet az
asztrocitdbol felszabadult ATP és glutaméat valthat (gliotranszmitterek), melynek
kovetkeztében a szomszédos az asztrocitak és rmukomott CA™ hullam generalddik, mely
moduldlja a szinaptikus transzmissziét és a nelionéxcitabilitast. Igy pl. a
hippokampuszban kimutattak, hogy a Schaffer kaoifdisok elektromos ingerlésének
hatdsara az asztrocitakban aktivalédik az AMPAagh#t receptor, mely ATP felszabadulast
okoz, és az igy felszabadult ATP és bomlas terna@kadenozin P2Y és;Aeceptorokon

keresztil csokkentik a szinaptikus gatlast.



2. Célkitizés

1. A radioizotopos neurotranszmitter felszabadulastilmanyozé kisérletek segitségével a
kovetked kerdésekre szerettem volna valaszt kapni:

a. A P2-receptorok aktivacioja milyen iranyban étyem mértékben befolyasolja a
monoamin és aminosav transzmitterek felszabaduagétincveiben?

b. A kdzvetitett hatas milyen mértékben fligg aalatlazott agonistak fajtajatdl illetve
koncentracigjatol? (dézishatasgorbe felvétele, mg@mprofil meghatarozasa)

c. Milyen P2-receptor altipusok kdzvetitik a he®asizelektiv antagonistdk hasznélata,
receptor altipusok farmakoldgiai azonositasa)
2. RT-PCR analizis felhasznalasaval megvizsgahagy:

a. Mely P2Y receptor altipusok expresszaldédnak taapg gerincvel, agytérzs és
hatso-gyoki ganglionban?
3. Real-time bioszenzor technika segitségével rélkasestink az alabbi kérdésekre:

a. Mi a K'-depolarizacié altal kivaltott ATP, adenozin és tghnat felszabadulas
forrdsa, mechanizmusa, pontos dinamikaja patkgmyokampuszban?

b. A K" depolarizacio altal kivaltott purin és glutamasfmbadulasban milyen P2 és
egyéb receptorok (P1, ionotrép glutamat receptesguek részt és milyen receptor-altipusok
kozvetitik a hatast?

c. Az ATP és a glutamatdbben hogyan hatnak egymas felszabadulasara?



3. Modszerek
3.1 RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chaizction) analizis

A biologiai szovetekdl a teljes RNS tartalmat Trizol izolacios reagehssgitségével
szeparaltuk. Az RNS-t (1 pug, 2 pL) Revert Aid Figgand cDNA Synthesis Kit-tel, random
hexamer primereket hasznélva atirtuk cDNS-re. A P&€kcidban kulonb@zP2Y receptor
altipusokra specifikus primereket alkalmaztunk aN&3ek amplifikacidjara, mig p-aktin
primereket a kontroll amplifikaciora. A kovetkezprimer szekvenciakat hasznaltuk a
reakcidban: P2Y, receptor azonositasahoz: CAGGTTCTCTTCCCATTGCT &oprimert
és CAGCAATGATGATGAAAACC reverz primert, P2¥ receptor azonositashoz:
GGCATCAACCGTGAAGAAAT forward primert és GGGCAAAGCASCAAAGAAG
reverz primert, mig $-aktin esetében: ATGGATGACGATATCGCTG forward prihés
ATGAGGTAGTCTGTCAGGT reverz primert terveztink.

Az amplifikacio feltételei a kdvetkék voltak: 5’ kezdeti denaturacié 95°C-on, 5 perdigt
start 80°C-on, majd 94°C-on 1'-ig, 59°C-on 1'-ig 88°C-on 1'-ig 40 ciklusig, majd végs

extenzio 72°C-on, 5’ -ig. A PCR termékeket agarélelgktroforézissel elemeztik.

3.2 Tricialt noradrenalin (FH]NA) és glutamat (JH]GLUT) felszabadulas mérése patkany
gerincvebbdl

A patkdnyokat dekapitéltuk, majd a gerindtekiemeltilk a gerinccsatornabdl és
jéghideg karbogenizalt (95%C+ 5% CQ) Krebs oldatba (6sszetétele mmol/L-ban: NacCl
113, KCI 4.7, KHPQO, 1.2, MgSQ 1.2, CaC] 2.5, NaHCQ 25, glukéz 11.5, pH 7.4)
helyeztiik, mely aszkorbinsavat (30 pmol/L) ésBN&TA-t (100 pmol/L) tartalmazott.

A gerincveb lumbalis szakaszat a kornyeszovetekil megtisztitottuk, majd Mcllwain
Tissue Chopper szbtvetszelétedegitségével 400 um-es szeleteket vagtunk. A gesih
szeleteket 30 percen keresztll inkubaltuk 1 mL Kreldatban: noradrenalin felszabadulas
vizsgélata esetén 37°C-ra melegitett oldathozétticioradrenalint adtunk (2.5 pCi/mL,
[*HINA, Amersham), glutamat felszabadulas vizsgalaitanz inkubacié 32°C-on glutamat
izotop (1 pCi/mL, H]JGLUT, Amersham) jelenlétében tortént. Ezt kdest a
preparatumokat folyamatosan 37C-os (noradrenalin), illetve 32°C-os (glutamat)
karbogenizalt Krebs oldattal aramoltattunk at OmBBE/min sebességgel, ezzel biztositva a
nem specifikusan kotott tricialt noradrenalin éstginat eltavolitasat a rendszérb Egy 60
perces ekvilibracidos periodust kogeh a szoveten atfolyd oldatbdl 3 perces mintakat

gyijtéttink és meghataroztuk neurotranszmitter (naaalin és glutamat) tartalmukat. A



mintagyijtési periodus alatt a 6. illetve 39. percben i, (S;) elektromos téringerlést
alkalmaztunk (Grass S88 stimulator). A drogokat & kngerlés kozott a 24. pebtt
adagoltunk a perfuziéban. Az elektromos ingerléaraméterek a kovetkék voltak:
unipolaris négyszogimpulzusok, noradrenalin felszaias vizsgalata esetén 40 V, 3 Hz, 1
msec, 2 perc; glutaméat felszabadulas vizsgalatesA0 V, 15 Hz, 3.5 msec, 1 perc. A
kisérletek végeztével a szoveteket 0.5 mL 10%drddetsavban homogenizaltuk, majd 30
perc elteltével a szoveti mintak 100 pL aliquotgkinradioaktivitasat hataroztuk meg. A
mintak radioaktivitasat Packard 1900 Tricarb stiéatios spektrométer (Canberra,

Australia) segitségével hataroztuk meg.

3.3 P2Y-receptor immunhisztokémia

Himnenii 140-160 grammos Wistar patkanyokat hasznaltunkis®rleti allatokat
dekapitaltuk, majd a seérilésmentesen eltavolitetingvebt a gerinccsatornabol fixalo
oldatba helyeztik (4% paraformaldehid 0.1 M fospi#ferben, PB), pH 7.4. A fixalas aznap
szobalbmeérsékleten valtott fixalo oldatokkal, éjszaka 4diCfolytatddott. A fixald oldatot
masnap foszfatpufferrel (PB) kimostuk és a gerihitw@ Leica vibratommal (Leica

Microsystems, Milton Keynes, UK) 35 pm-es kereszsneti szeleteket vagtunk.

3.3.1. Immunfluoreszcens festés

A szeleteket blokkolo oldatban (5% bovine serunualdim, BSA) foszfattal pufferelt
fiziologias sboldatban (PBS) tartottuk egy orarsatbaldmersekleten, hogy lekdssik a nem
specifikus kdbhelyeket, majd az alsantitestekkel, a vezikularis glutamat transzpdrter
(VGLUT1) nyul poliklonalis antitest 1:3000 higitash ill. a P2Y receptor elleni antitest
(nyul, poliklondlis) 1:200 higitasu oldataban t#rik egy éjszakan atiikbszekrényben, 4°C-
on. A VGLUT1 antitest affiniths kromatografiavakztitott fehérje volt, amit a patkany
VGLUT1 456-560 aminosavrészlete ellen allitottak, ehig a P2Y antitestet a patkany,
illetve human P2Y receptor 242-258 aminosavszekvenciaja ellen teették. Az elédleges
antitestek PBS-sel tortént gondos kimosasa utamebeteket Alexa Fluor488 vagy Alexa
Fluor594 kecskében termelt nydl IgG elleni méaagdk antitest 1:500 higitasu oldataban,
szobalbmeérseékleten, s6tétben inkubaltuk 2 oran at. Aztestek desztillalt vizes kimosasa
utdn a szeleteket targylemezre huztuk, VectaSisiegitségével lefedtik és SPOT RT szines
digitélis kameraval felszerelt Nikon Eclipse E60kraszkoppal vizsgaltuk.



3.3.2. Fény- és elektronmikroszkopia

A szobveti endogén peroxidaz aktivitast 3%00 (15 perc, szobdimérséklet) oldat
alkalmazasaval megszuntettik, a0x nyomait pedig 0.1 M PBS-sel tértént mosassal
tavolitottuk el. Ezt kovéen a Triton X100 kis koncentracioban valo alkalnsaz€D.1%, 15
perc) segitette az antitesteknek a metszetekbebgldasat és athatolasat. Gondos mosas
utdn 5% normal kecske szérummal blokkoltuk a nemecifigus kothelyeket
(szobalbmérséklet, 2 éra), majd az étdeges antitestekkel inkubdltuk a szeleteket: 10300
VGLUTL1 (Synaptic Systems) vagy 1:200 R2¥mételt PBS-mosas utan biotinilalt nyudl 1IgG
elleni altalanos masodlagos antitestet hasznal(emébaldmérseklet 2 6ra) majd a Vector
ABC-3,3 diaminobenzidine (DAB) készletet hasznaltulgyarté dlirasa szerint (Vector
Laboratories). A mikroszképos képek Olympus 70Dmé&eaval és DPC Controller
programmal (Olympus Ltd., Tokyo, Japan) felszergdtiss Axioplan 2 mikroszkoppal
késziltek.

Azokat a metszeteket, melyeket elektronmikroszkdpesgalatra szantunk 1% OsO
(Taab Equipment Ltd., Aldermaston, Berkshire, End)aoldatban szobémérsékleten, 30
percig utofixaltuk, majd felszallé6 alkoholsorban0(570, 90, 96, abszolut alkohol)
viztelenitettik. A teljes viztelenités utan a gerels szeleteket Taab 812 epoxigyantaba
(Taab Equipment Ltd., Aldermaston, Berkshire, End)aagyaztuk, 60°C-on, 12 éran ét
polimerizaltuk, majd Leica UCT ultramikrotdmmal (ce Microsystems, Milton Keynes,
UK) 50-70 nm-es metszeteket készitettiink, melyekeHitachi 2001 transzmisszios

elektronmikroszkoppal (Hitachi, Tokyo, Japan) velsgnk.

3.4 Extracelluléris és bioszenzoros elvezetés

A kisérletekben 4 hetes, 85-110 grammos him Wis#kdnyokat hasznaltunk fel. A
patkany dekapitacioja utan a koponyétet duraval egyitt eltavolitottuk, az agyat kieneselv
azonnal jéghideg modositott mesterséges cerebaispfolyadék (aCSF) oldatba helyeztiik,
amely 11 mmol/L M§"-t tartalmazott. A hippokampuszokat megtisztitvak@nyez
szovetdl 400 um vastagsagu szeleteket készitettlink vibrategitségével.

3.4.1 Extracellularis elvezetés patkany hippokampuszeletekd

Az elokészitett szeleteket athelyeztiik egy perfuzios khmr melyben 6 mL/perc
sebességgel aCSF oldatot &ramoltattunk. A hippokampCAl régidstratum radiatum

rétegében, a Schaffer kollatéralisok ingerlése #@aében Iétrejott méz serkend



posztszinaptikus potencialokat (fEPSP) aCSF-fébltékt iveg mikroelektréda (1B150F-4, <
2 MQ) segitségével vezettik el. Az ingerlés paramiésekévetkedk voltak: 3-7 V, 0.1 ms,
15 masodperc. Az extracellularis DC elvezetések&Faoldattal feltltott boroszilikat tiveg
pipetta (GC120F-10, 4-7 §, Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) segitségiév
végeztik. A fEPSP jeleket AC mddban egy ISO-80 anplifier készulékkel, mig az
extracellularis DC jeleket Multiclamp 700A tipustiszerrel felefsitve, pPCLAMP 9 szoftver

segitségével 10kHz-en rogzitettik.

3.4.2 ATP, adenozin, inozin és GLUT bioszenzoreebtés patkany hippokampusz
szeletekdl

A kontinensen etként altalunk hasznalt médszert Llaudet és mtsaikaéja alapjan
validaltuk és allitottuk be. A szenzorok (SarissanBedical) 50 um armépi és 0.5 mm
hosszl platina szélai enzimekkel vannak bevonvdyekeATP, adenozin, inozin, illetve
glutamat jelenlétében J@,-t termelnek, amit elektrokémiailag detektalni tnuAz ATP
szenzort két enzim: a glycerol-kinaz (EC 2.7.13adlycerol-3-foszfat oxidaz (EC 1.1.3.21);
az adenozin szenzort (ADO) harom enzim: az aderdeamindz (EC 3.5.4.4), a nukleozid-
foszforilaz (EC 2.4.2) és a xantin-oxidaz (EC 1223; mig a glutamét szenzort (GLUT) a
glutaméat-oxidaz (EC 1.4.3.11) enzim épiti fel.

A mérés soran keéis elvezetést hasznalunk: az ATP és GLUT szenzaelsse
parhuzamosan NULL szenzort is alkalmaztunk. A NWiZenzor szerkezetileg megegyezik
az ATP és GLUT szenzorral, csak az enzimek a figilblokkolva vannak, igy a szenzorok
nem érzékelik az ATP és a glutamat jelenlétét aammekdzvetlen kbérnyezetében, igy a
szenzor alkalmas a hattérzaj regisztralasara: ATBI8JT szenzor esetében a szenzor altal
regisztralt jelldl kivonjuk a NULL szenzor altal regisztralt hattéjiz igy a nettd ATP és netto
glutamat jelet (netATP, netGLUT) kapjuk. Az ADOeszor a detektacios felllete kdzelében
lévé adenozin és inozin jelenlétére is érzékeny, eaéméréseket ugy terveztik, hogy az
adenozin szenzor jelenlétében parhuzamosan INOzeteis hasznalunk, igy a netto
adenozin (netADO) jelet Ugy hatarozzuk meg, hogpBD szenzor jeléll kivonjuk az INO
szenzor jelét. Az INO szenzor érzékeny fellletéadenozin-deamindz enzim blokkolva van,
ezért a szenzor csak a kornyezetébeb il@ozinra lesz érzékeny. lly médon a ,netADO” csak

az adenozin jelenlétét reprezentalja.



3.4.3 Mikroelektréd bioszenzor kisérletek tervezése

Minden kisérlet €itt ismert koncentracioju ATP (10 umol/L), adenogipumol/L),
inozin (10 pmol/L) és glutamat (10 pmol/L) mérédéwvalencriztik a szenzorok
érzekenységeét, majd a szenzorok érzékeny vegaisarabelehelyeztik mikromanipulatorok
kozel legyenek egyméshoz, de ne érjenek 6sszger2Oekvilibracios periodus eltelte utan a
szenzorok elérték a ,steady-state” alapvonalattéezikezdtik el a mintavételezést. A
mérések soran altalaban a kovetkezérési lépéseket kdvettik: a mintavéteb glercében a
patkany hippokampusz szeleteket maga$ trtalmi aCSF oldattal ingereltik 270
méasodpercen keresztil. Azokban a kisérletekbenyekigén valamilyen gatlészer hatést
vizsgéltunk, az antagonistat tartalmazé aCSF dldafo perccel a K depolarizacio ekt
juttattuk a hippokampusz szeletre. Ez aldl kivétielbroacetat (FAc, 1 mmol/L) képezett,
amelyet a glia-szelektivitas elérése céljabol 1cpe a K depolarizacio @it juttattunk a

rendszerbe.

3.5 Statisztikai analizis

Az 0Osszes adaton szamu megfigyelések atlag+S.E.M-ként hataroztukg.me
Szignifikans kilénbségek kimutatasahoz egy-szentpeatianciaanalizist (ANOVA) kovét
Dunnett post hoc tesztet (tbbbszoros oOsszehass)nlitagy Studentt-tesztet (paros

0sszehasonlitas) végeztink.



4. Eredmények
4.1 P2X és P2Y receptorok szerepe patkany geridbesl

4.1.1 Tricialt glutamat felszabadulas vizsgalatakeny gerincvedben

Kisérleteinkben a P2 receptor altipusok szerepgsgaituk a patkany gerincyel
szeletekBl mért tricialt glutamat felszabadulasra. A nyugatricium kiaramlas ezekben a
kisérletekben 3.097 + 0.160 % volt (n=8). Elektreméringerlés (40 V, 15 Hz, 3.5 msec, 1
perc) jelents (EFS=6.330 = 0.342%, ERS6.016 + 0.040%) és ol reprodukalhato
(EFS/EFS= 1.01 + 0.07, n=8)°H]glutamat felszabadulast idézeté eAz 1 mmol/L EGTA-
val kiegészitett Ca4 mentes Krebs' oldat perflziéja esetén az elektsrmgerlés altal
kivaltott tricialt glutamat felszabadulas 90%-kadkkent. A kisérleteket a P2 receptor
agonistak vizsgalataval folytattuk. Az ATP, ADP @sMeSADP kezelés koncentracio
fiiggden csokkentette az elektromos téringerlés altadltatt ["H]glutamat felszabadulast a
kovetked hatas d¥sségi sorrendben: ADP > 2-MeSADP > ATP, mikozbdrazélis tricium
felszabadulast nem befolyasoltak.

A P2 receptor agonista ATP metabolikusan stabilégja a 2-MeSATP 100 pmol/L
koncentriciéban szignifikAnsa gétolta, mig magas&®B0 pmol/L - 300 pmol/L)
koncentraciéban fokozta a patkany gerinéveizeletekben az ingerlés altal kivaltott
[*H]GLUT kiaramlast.

A kovetkedkben az ATP (1 mmol/L) gatlo hatdsanak receptontézhatterére
voltunk kivancsiak. A tobb receptor altipuson is6hB2 receptor antagonista suramin (300
umol/L), illetve a P2Y, 13receptor szelektiv antagonista 2-MeSAMP (10 pmdtilggdte az
1 mmol/L ATP gatlé hatasat. Ezekkel az eredményekkentétben a PPADS (30 umol/L,
38.96 + 8.1%) és a P2¥zelektiv antagonista MRS2179 (10 pmol/L, 32.6836% ) csak
részlegesen ellensulyoztak az ATP gatlé hatasakisérletben agonistaként hasznalt ATP
hidrolizise sordn jeletis mennyiséfy adenozin képidik, melyek kulonbd& adenozin-
receptorokon hatva P2 receptoroktdl fuggetlentl nsodulalhatjak a transzmitter
felszabadulast. Ennek a leb®tgnek a vizsgalatara a kovetkddsérletet végeztik el. A
szeleteket P1 (A-adenozin receptor antagonista DPCPX (100 nmalltixttal kezelve nem
tapasztaltunk valtozast az ATP glutamat felszal@dal gyakorolt gatlé hatasaban, vagyis
ebben a hatasban adenozin receptorok nem veszsgrk ré

A tovabbiakban a 2-MeSATP (300 umol/L) serkemhtatasat vettiik gorgsala. A
szelektiv P2X1 receptor antagonista NF449 100 rnmkb@incentracidban szignifikansan
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kivédte a 2-MeSATP tricialt glutamatra Kkifejtettrisent® hatdsat patkany gerincdel
szeletben.

4.1.2 Tricialt noradrenalin felszabadulas vizsg&apatkany gerincvelben

A kutatasaink kovetkez szakaszaban aHJnoradrenalin felszabadulast vizsgaltuk
meg a patkany gerincvebzeletekben. A nyugalmiHtranszmitter kiaramlas 0.437 + 0.015
%-nak adodott (n=8). Elektromos stimulus (40V, 2 Hans, 2 perc) hatasara 1.363 £ 0.136
% tricium szabadult fel a kontroll kisérletben, aswdik elektromos ingerlés esetében pedig
1.136 = 0.083 % (EFS2/EFS1=0.93 + 0.03, n=8). Mnslus &ltal kivaltott felszabadulast
koveen a jeldlt noradrenalin kidramlasa gyorsan vigstatz alapvonalra. A fenti kisérleti
eredmények atlagat vettik kontrollnak, é€s mindernaltbi mérési eredményt ehhez
viszonyitottuk.

A P2 receptor agonistdk kozul mind az ATP, az A3Ra 2-MeSADP szignifikdnsan
csokkentették az elektromos ingerlésre kivaltoitidlt noradrenalin felszabadulast a
gerincveb szeletekBl. Az agonista hatasésségi sor a kovetkéavolt: ADP > 2-MeSADP >
ATP. A legnagyobb gatlas a ADP 30 pumol/L koncenéndél volt mérhei.

A kovetked Kkisérletekben a P1 és P2 receptorok részvetelgsgdituk az ATP
[*Hnoradrenalin  felszabadulasra gyakorolt gatld6 $@van. Az ATP 3 mmol/L
koncentraciéban szignifikansan csokkentette az trelelos ingerlésre kivaltott tricialt
noradrenalin felszabadulast. Ezt a gatl6 hatasR¥Rs-receptor antagonista 2-MeSAMP
(10 umol/L) és a nem szelektiv P2Y receptor antesg@mective blue 2 (RB2, 30 pmol/L)
teljesen, mig a P2Yreceptor antagonista MRS2179 (10 pmol/L) és ageéptor antagonista
DPCPX (100 nmol/L) részlegesen védte ki. A suraf8@0 pmol/L) és a PPADS (30
pnmol/L) ugyanakkor nem ellensulyozta az ATP hatasat

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy a 2-MeSATP milyemdulalé hatast valt ki az
elektromosan indukalt*H]noradrenalin felszabadulasra. A Krebs oldatbamasodik
ingerlés () elott 18 perccel perfundalt 2-MeSATP (100-300 pmojAlenttsen megndvelte
a kiaramlast a kontrollhoz képest. Ez a hataszalisa(0.987 + 0.036%, n=4, p< 0.001) és az
elektromos ingerlésre kivaltott tricium felszabadian is tapasztalhato volt.

A PPADS (30 pmol/L) és a NF449 (100 nmol/L) kivédie2-MeSATP serkebthataséat a
[*H]noradrenalin kidramlasra. A P2Yeceptor antagonista MRS2179 (10 pmol/L) erre nem
volt képes; jelenlétében a 2-MeSATP szignifikansarelkedést okozott a kontroll kisérlethez
képest (106.63 £ 2.7 %).
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4.1.3 P2Y receptorok mRNS expresszidjanak vizsgatatkany agytorzsben, hatso-gyoki
ganglionban és gerincvében

Az RT-PCR reakcio soran a patkany gerinébeh, agytorzsben és DRG-ben a PRY
receptor altipust kédol6 mRNS kifefabtt, mig a P2Y. receptor altipus mMRNS-e csak az
agytorzsben volt kimutathaté.

4.1.4. P2Y1 receptor immunohisztokémiai vizsgalata

A P2 receptorok kozll a P2Yelenlétét vizsgaltuk az ellentkséllitott specifikus
antitestek segitségével, dedted VGLUT1 jelléssel azonositottuk a gerindmn a
glutamaterg idegi végkészilékeket. Az elektronmekkdpos abra immun-DAB festéssel
mutata a VGLUTl-re utald6 immunreaktivitast glutderg idegvégédés
elektronmikroszkoposan “lUresnek” latszé holyagoosda membranjan. A P2Yreceptorra
végzett immunfestés a VGLUT1 jelolékteltérs képet mutatott a gerincvel nyaki
szakaszanak keresztmetszeti szeletén. A degjgrsebb fesidést az I-1l rétegekben kaptuk,
és a festés é&ssége a hats6 szarvi metszet kozepe felé haladvangal.
Elektronmikroszképos szinten P2Yeceptor jelenlétére utald fédést csak dendritekben
talaltunk, szinapszisokban nem. Korabbi vizsgatkteal megegyez modon figyeltiink meg
P2Y; immunpozitivitasra utald6 DAB csapadékot endotéddejumindlis oldalan (vérpalya

feloli oldal), ahol valészitileg az itt ebfordulé kaveolakban talalhato.

4.2 K depolarizaci6 altal kivaltott ATP, adenozin és tamat felszabadulas mérése
patkany hippokampusz CA1 régidjaban mikroelektrobézenzor segitségével

Kutatasaink masodik szakaszaban a purinok és angaitegyittes felszabadulasat
vizsgaltuk kdélium depolarizacié (25 mmol/L, 270 sdwatasara patkany hippokampusz
szeletekben. E célbdl az izolélt, 400 um vastags@gkany hippokampusz szeleteketiaz
vitro szuperfuzids rendszerbe helyeztik és valégiidejkroelektréd-bioszenzor technika

segitségével vizsgaltuk.

4.2.1. Nyugalmi és Kdepolarizaciora kivaltott ATP, adenozin és glutatiélszabadulas
patkany hippokampuszban

El6szor a hippokampusz szeletek nyugalmi ATP, adenogs glutamat
felszabadulaséara voltunk kivancsiak. Azédispésben a szenzorokat belehelyeztik a szovet-
szelet kamraba és megvartuk, hogy a szenzoroléklégj ekvilibrium allapotot (altalaban 20
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perc). Ezt koveéten a patkany hippokampusz szeletekbe oOvatosan zheigls a
bioszenzorokat. Az ily modon elért nyugalmi helykeallta utdn kapott jel, illetve a szelet
nélkial meért bioszenzor jel kilénbsége, - levonvhdta referencia szenzor jelét - mutatja a
bazalis ATP, adenozin és glutamat felszabadulastely néhany nmol/L nagysagreémek
bizonyult (ATP: 4.1 £ 0.8 pA, n=10; ADO: 5.4 + OpA, n=10; GLUT: 6.4 £ 0.8 pA, n=10).
Pontos koncentracié érékeket nem tudtuk meghatéarozmel ezek az értékek a detekcid
hataranak kozelébe és ezaltal a kalibracidés gdnsris tartomanyan (300 nmol/L és 50
pmol/L koncentracié tartomany) kivil estek. A kdkethkben a hippokampusz szeleteket 25
mmol/L-os kalium (270 sec) tartalmi aCSF oldattalfgndaltuk, mely hataséara gyors,
ugyanakkor reverzibilis ATP, adenozin és glutam#&grédl emelkedést regisztraltunk. A
kisérletek egy részében egyiblep regisztralt DC elvezetésben 4 depolarizacié hatasara
a ,spreading depression(SD) jelenség megjelenését észleltiik, ahogy azbko irodalmi
adatok is leirtdk. Az ATP két fazisban szabadellt &z el§ fazis végét az SD megjelenése
determinalta, mely a Kdepolarizaci6é adast koven a 3.81 + 0.2 percben jelent meg (n=5).
Az adenozin kiaramlas Kstimulus kezdete utan a 0.79 + 0.01 percben \asttkdalhat6 (0.48
+ 0.16 umol/L), mig a maximumat 10.28 + 1.41 umdidncentracional érte el (7.31 £ 0.01
perc, n=8). A glutamat felszabadulast a kontroltékietben a 2.68 * 0.04 percben
regisztraltuk és a legnagyobb koncentraciot a %.6206 percben (3.49 £+ 0.84 umol/L, n=8)
érte el a K depolarizaciot kovéen. Az ATP a 2.56 + 0.05 percben volbsdor detektalhato
a 25 mmol/L kalium stimulust kouétn. Az el$ fazisban az ATP szignal csucsa a SD
kialakulasa €itt mar regisztralhaté volt (0.48 + 0.16 umol/L), Ijnegybeesett a glutamat
felszabaduldsaval. A masodik fazisban 1.23 + O 0@2®l/L-os maximum ATP koncentraciot
meértink (8.08 £ 0.01 perc, n=8). A NULL szenzoméagpvonalon fluktualt.

Az ATP szenzorral egy ében astratum radiaturrbdl elvezetett mdzserkend
posztszinaptikus potencialokat (fEPSP) regisztn&ltuA hippokampusz szeletek maga$ K
okozta SD alatt elveszitik az elektrofizioldgiaitimkasukat, amelyet ugyanakkor a kimosasi

fazisban teljes mértékben visszanyertek, igazotvépelet megtartott életképességeét.

4.2.2. Honnan szarmazik a*kdepolarizaciéra felszabadult adenozin?

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a hippokampbasz jelen vannak az
ektonukleotidaz enzimek. Mivel az ATP nagy menngimh szabadul fel a 'K
depolarizaciora, felmeril annak a leisgige, hogy az ATP felszabadulasat késetaz
exrtacellularis térben ektoATPaz enzim jelenlétébadenozinna bomlik. Ennek a kérdésnek a
tisztdzdsa céljabol a mésok altal is hasznalt kiielekto-ATPéaz inhibitor ARL67156-t (100
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pumol/L) haszndltuk, mely az alkalmazott koncentihan az extracellularis ATP lebomlasét
bar nem teljes mértékben, de jelm®n gatolja. Az ARL67156 hatasara szignifikansan
megemelkedett azKdepolarizacio altal éldézett ATP felszabadulas (8.62 + 0.76 pmol/L,
n=8, p<0.01), valamint az ATP szint emelkedése ha@narabb, a Kstimulus utani 1.69 +
0.012 percben detektalhaté volt. Ezzel ellentétlaeh tapasztaltuk, hogy az adenozin
felszabadulas jeletsen csdkkent (0.15 + 0.04 umol/L, n=6) a gatloszenlétében,
mikdzben a glutamat kiaramlas mennyiségét nem zialtia meg. A kovetkézkisérletben az
ARL67156 (100 umol/L) és adenozin transzporterdgdipiridamol (50 pumol/L) egytittes
hatasat vizsgéaltuk. Ebben az esetben az adenoaiankiidsa a hippokampusz szeletdkb
magasabb értéket mutatott, mint csak az ektoATmRaiitor jelenlétében (2.71 + 0.23
umol/L, n=5, p<0.01). Ezek az eredmények alapjaa &bvetkeztettliink, hogy az ADO
szenzor egyrészt az ATP extracellularis bomlasgdharmazo adenozint érzékeli, valamint

direkt adenozin felszabadulast is detektal.

4.2.3. Az ATP, adenozin és glutamat felszabaduldsgyan fiigg az extracellularis G4
szint¥l?

Mivel a vezikularis transzmitter felszabadulas {Qiiggs, és korabbi munkakban az
ATP felszabadulast is [G3, fllggonek talaltak, megvizsgaltuk, hogy a depolarizadtél &
kivaltott ATP felszabadulast a mi kisérleteinkbenaiz extracellularis Giion bearamlasa
véltja-e ki. Ennek ellafrzésére a kovetkézkisérletet végeztik el: a kisérletben hasznalt
aCSF oldatot C&-mentes és C&kelator EGTA (1 mmol/L)-t tartalmaz6 oldatra asléiik.
Az igy elvégzett mérésben az ATP (0.21 = 0.01 pimal£6, p<0.01) és az adenozin (0.22 +
0.02 umol/L, n=6, p<0.01,) 25 mmol/L Khataséara felszabadult mennyisége szignifikansan
csokkent, ugyanakkor a glutaméat kiaramlasa nenoz@it (3.64 + 0.15 pmol/L, n=6, p>0.05)
a patkany hippokampusz szeletekben.

4.2.4. Hogyan befolyasolja a tovatergdcheuronalis aktivitds az ATP, adenozin illetve a
glutamat felszabadulasést a patkany agyszeletekben?

A kovetkedkben azt vizsgaltuk, hogy az akcids potencial gatlailyen hatdssal van
az ATP, adenozin és glutamaf Kepolarizacié altal kivaltott kiaramlasara. A steket
fesziiltségfiigy Na'- csatorna blokkoldval, tetrodotoxinnal (TTX, 3 pihd kezelve
szignifikans gétlast kaptunk a kontroll kisérlethepest (ATP: 0.07 + 0.05 umol/L, ADO:
0.08 £ 0.04 pmol/L, n=6, p<0.01). Ugyanez volt mggtlhet a glutamat felszabadulas
esetében is (0.12 + 0.03 pmol/L, n=6, p<0.01). A'-Nesatorna blokkol6 emellett a
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varakozasnak megfet@n géatolta a fEPSP aktivitast is. Ezéklaz eredményekd arra
kovetkeztettiink, hogy a tovaterfecakcids potencidlnak szerepe van‘adépolarizacio altal
kivaltott purin és glutamat felszabadulasban.

A kovetked kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a glutsrg excitatoros
transmisszié hogyan befolyasolja a’ Klepolarizacié altal kivaltott felszabadulast. A
szeleteket ész0r a non-NMDA glutamat receptor gatldo CNQX (10 qiiy) jelenlétében
perfundaltuk, melynek hatasara a glutamat felsaahadzignifikansan csokkent (0.09 + 0.06
umol/L, n=5, p<0.01). Ezzel a hatassal ellentétbenATP és adenozin esetében nem
regisztraltunk valtozast a kontroll kisérlethez éstp(ATP:1.17 + 0.12 pumol/L, n=5, p>0.05;
ADO: 8.43 * 0.53 pumol/L, n=5, p>0.05). A tovabbiakb a K depolarizacié hatasat
megvizsgaltuk az NMDA receptor antagonista D-APED (uimol/L) és az NR2B szelektiv
NMDA receptor antagonista ifenprodil (10 pmol/L) lgeléteben. Mindkét anyag
szignifikansan csokkentette az ATP és adenozirakist: (D-AP-5, ATP: 0.11 + 0.03
pmol/L, n=5, p>0.01; ADO: 0.11 + 0.01 umol/L, n§50.01), (ifenprodil, ATP: 0.13 + 0.06
pumol/L, n=5, p<0.01; ADO: 0.11 + ...umol/L, n=5,(@81).

4.2.5. Mely neurdlis elem vesz részt az ATP, adeanés glutamat szabadulasaban?

A kovetked kisérletsorozatunkban arra a kérdésre kerestidasat, hogy a magas
K* hatasara felszabadult ATP, adenozin illetve glédaneuronbdl vagy gliabol szarmazik.
Ennek a kérdésnek az eldontésére a patkany hipgmlsanszeleteket fluoroacetat (FAc, 1
mmol/L) jelenlétében vizsgaltuk. A FAc 1 mmol/L-&encentraciéban szelektiven géatolja a
glia sejtekben az acetat transzportereket és ezaltglia oxidativ metabolizmusat. A
mitokondrialis gliatoxint 10 perccel az ingerléétebhdtuk a perfuzids rendszerbe, mivel ilyen
rovid ideig adva az anyag glia szelektiv hatasgal B FAc hatdsara az ATP felszabadulas
jelensen csokkent a masodik fazisban (ATP: 0.21 + Orhl{L, n=8), ezzel ellentétben az
elss fazisban nem volt hatasa (FAc nélkil: 0.48 + Qub6ol/L, n=8; FAc jelenlétében: 0.54 +
0.16 umol/L, n=8, p>0.05). A glutamat felszabadaias gatolta a fluoroacetat (GLUT: 0.11
+ 0.07 pumol/L, n=7; p<0.01). Az adenozin kidramkskelents, bar nem teljes csokkenést
(3.08 £ 0.89 pmol/L, n=8, p<0.01) okozott 6nmagabadrAc kezelés. A TTX (3 umol/L) és a
FAc (1 mmol/L) egylttes addsaval teljes gatlo statégisztraltunk (0.22 + 0.1 pmol/L, n=6,
P<0.01). Az elektromos ingerlés Aaltal kivaltott P a fluoroacetat jelenlétében is
detektalhaté volt, ami arra utal, hogy ilyen kisérffeltételek mellett a FAc kezelés nem

gatolta a neuronok tikbdéset.
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4.2.6. Milyen mechanizmussal szabadul fel az ATBeRozin és a glutamat?

A tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy az ATP és ghutamat milyen
mechanizmussal szabadul fel a patkany hippokamgzedetekbl.

A P2X7 purin receptor ion csatornakéntikiidik és expresszalédik a hippokampusz
terlletén, aktivacidja glutaméat és ATP felszabashda vezet az idegvégtésekben és az
asztrocita sejtkultirakban. Ezért aként a P2X7 receptor szerepét vizsgaltuk meg*a K
depolarizacio altal kivaltott purin és glutamatstelbadulasban. A hippokampusz szeleteket a
szelektiv P2X7 receptor antagonista BBG (0.1 pumokks AZ10606120 (0.1 pmol/L)
jelenlétében perfundéltuk. Mind a két antagonistastkkentette a felszabadult ATP
mennyiségét (BBG: 0.11 + 0.14 umol/L, n=5, p<0.8%10606120: 0.17 = 0.02 pmol/L,
n=6, p<0.01). Ezzel ellentétben az adenozin felsdaldsat a BBG részlegesen (4.60 + 0.74
pumol/L umol/L, n=5, p<0.01), ugyanakkor az AZ106R61teljesen gatolta (0.12 + 0.05
pumol/L, n=6, p<0.01). Ugyanez volt megfigyeliet 25 mmol/L K stimulacio altal kivaltott
glutamat kiaramlas vizsgalatanal (0.029 = 0.06 dimai=5, p<0.01) is. A kovetkékben a
carbenoxolon (CBX) hatasat vettik gdreda. A CBX egyrészt gatolja a P2X7 receptorokat,
masrészt széles spektrumu réskapcsolat (gap jahdttrsatorna inhibitorként is ismert; ez
utébbi struktirdk ugyancsak képesek ATP-t ateresmt@gukon. Magas koncentracidban a
CBX (100 pmol/L) gétolta a Kdepolarizaciora adott ATP, adenozin és glutam@szgnzor
valaszt a patkany hippokampusz szeletekben (ATAR: £0.02 pmol/L pmol/L, n=6, p<0.01;
ADO: 0.22 = 0.02 pmol/L, n=6, p<0.01; GLUT: 0.013 G:02 pmol//L, n=6, p<0.01).
Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CBX alacsaisty koncentracioban (20 umol/L) csak a
Panxl csatornan hat, valamint immunohisztokémiasgalatok azt is kimutattak, hogy a
P2X7 purin receptor €s a Panx 1 csatorna kapcsbibmezkednek el. Ezért megvizsgaltuk
K" stimulusra adott purin és glutamat felszabad@agimol/L-os CBX jelenlétében is. Ez a
kezelés gatolta az adenozin felszabadulast (1.02& pmol/L pmol/L, n=5, p<0.01), de
ezzel ellentétben az ATP felszabadulas szignifizarfekozodott (2.22 + 0.37 pmol/L, n=5,
p<0.01) az agyszeletekben. Egy masik pannexin msatblokkoléval (probenecid, 150
pumol/L) is hasonlé eredményeket kaptunk (ADO: 0.2.@1 pmol/L, n=7, p<0.01, 26. abra;
ATP: 2.70 £ 0.11 pmol/L, n=7, p<0.01).

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az ademagimésze a pannexin csatornakon
keresztil szabadul fel kalium (25 mmol/L) depolacid hatasara. Ezt a feltételezest
tamasztja ala az is, hogy a 25 mmol/l' Ktimulus hatasara az adenozirbddn etbb

szabadul fel mint az ATP. Az adenozin masik résdésziriileg a felszabadult extracellularis
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ATP bomlasabdl szarmazik. Az ATP ezzel ellentéthd?2X7 receptoron keresztil szabadul
fel, mielstt gyorsan adenozinna bomilik.

Mivel a glutamat felszabadulas nem volt {Gafiiggs, ezért a neuronon és a glian is
megtalalhaté exciatoros aminosav transzporterreA{lEIA5) terebdott a figyelmink, mint
lehetséges mechanizmus a glutamat felszabadulasltdsaban. Az EAAT1-5 széles
spektrumu glutamét transzporter gatlé L-transPDEC jelenlétében a glutamat kiaramlas
szignifikansan csotkkent a patkany hippokampuszetadbien a kontroll kisérlethez képest
(1.24 + 0.6 pmol/L, n=7, p<0.05).
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5. Kovetkeztetések

A disszertaciom elsrészeben a P2 receptor altipusok szerepét vimkgalpatkany
gerincveb szeletekBl kiaramlo tricialt glutamat és tricialt noradreinalelszabadulasra. Az
ATP, ADP és 2-MeSADP kezelés koncentracio fisgg csokkentette az elektromos
téringerlés altal kivaltott®H]glutamat felszabadulést a kovetlezatas disségi sorrendben:
ADP > 2-MeSADP > ATP. A nem-szelektiv P2 receptotagonista suramin (300 pumol/L),
illetve a P2Y,, 13receptor szelektiv antagonista 2-MeSAMP (10 umdtiiggdte az 1 mmol/L
ATP gétlé hataséat. Ezekkel az eredményekkel ellieaéa PPADS (30 umol/L) és a R2Y
szelektiv antagonista MRS2179 (10 umol/L) csaklegesen ellensulyoztak az ATP gatlo
hatasat. A P2 receptor agonistak kozil mind az,AaEPADP és a 2-MeSADP szignifikansan
csokkentettek az elektromos ingerlésre kivaltoitidlt noradrenalin felszabadulast a
gerincveb szeletekBl. Az agonista hatasésségi sor a kdvetkéavolt: ADP > 2-MeSADP >
ATP. Ezt a géatlo hatst a P2Ys-receptor antagonista 2-MeSAMP (10 umol/L) teljesefy
a P2Y; receptor antagonista MRS2179 (10 umol/L) részlege®dte ki. Ezzel ellentétben a
P2 receptor agonista ATP metabolikusan stabil gjal@ 2-MeSATP 100-300 pmol/L
koncentraciéban fokozta a patkany gerinéveizeletekben az ingerlés altal kivaltott
[*H]glutamat és JH]noradrenalin kiaramlast. A 2-MeSATP serkemtatasat NF449 (100
nmol/L) kivédte. Az RT-PCR reakcié soran a patk@eyincvebben, agytdrzsben és DRG-
ben a P2Y; receptor altipust kddol6 mRNS kifefeltt, mig a P2Y, receptor altipus
MRNS-e csak az agytdrzsben volt kimutathatd. A P@&¢eptor altipus expresszié szintén
kimutathato volt a patkany gerincében. Osszességében, az eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az ATP gatlo hatasat a glutdeiézabadulasara a P2¥es/vagy a P2y
receptorok kozvetitik, ezzel szemben a noradrerfalszabadulast a P2Yés/vagy a P2y
valamint a P2Y, receptorok egylttesen szabalyozzak gatlé iranyldiamd a glutamat, mind
a noradrenalin felszabadulés serkentése a P2Xii-sexmptorokon keresztil valosulhat meg.

Kutatasaink masodik szakaszaban purinerg és gltéaghnaendszerek szerepét
vizsgaltuk kalium depolarizacié (25 mmol/L, 270 kdwatasara patkany hippokampusz
szeletekben. A kontinensen @hent mikroelektrod bioszenzor és extracellularis
elektrofizioldgiai technika segitségével valééhidn vizsgaltuk az ATP, adenozin és glutamét
felszabadulast patkany hippokampusz szeletekbdrppgokampusz szeleteket 25 mmol/L-0s
kalium tartalmu aCSF oldattal perfundaltuk, mebtésara gyors, ugyanakkor reverzibilis
ATP, adenozin és glutamat szignal emelkedést regismk. Az ARL67156 hatdséara
szignifikAnsan megemelkedett aZ Klepolarizacié altal éidézett ATP felszabadulas,
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valamint az ATP szint emelkedése mar hamarabb; atikulus utani detektalhat6 volt. A
szeleteket fesziltségfiiggNa’- csatorna blokkoldval, tetrodotoxinnal (TTX, 3 plfhd
kezelve szignifikans gatlast kaptunk a kontrollékisthez képest. A Gamentes aCSF
oldatra hatasara az ATP és az adenozin mennyigégafkansan csokkent. A non-NMDA
receptor gatld6 CNQX jelenlétében a glutamat feladabas szignifikansan csokkent, de az
ATP és adenozin felszabadulas nem gatlédott. Aaylia fluoroacetat és a P2X7 receptor
antagonista carbenoxolon hatasara az ATP, adersziglutamat felszabadulas jelésgn
csokkent. Ezzel ellentétbe az alacsony koncenita€lBX és probenecid emelte az adenozin
felszabadulaséat. Az eredményeink alapjan feltébeligizk, hogy a felszabadult glutamat a glia
sejt felszinén izgatja a NMDA/AMPA receptorokat, lynkatasara glutamat és ATP szabadul
fel az extracellularis térbe. A gliabdl felszabadTP és glutamat valésiileg a P2X7
receptorok részveételével jut az extracellularisbeér mely receptorokat a neuronokbol
felszabadult ATP aktivalja. Az extracelluléris adem felhalmozddas egy része flggetlen az
extracellularis ATP bomlastdl, és valosigy a pannexin csatornakon keresztil szabadul fel.

19



6. Sajat publikacidk jegyzéke
A disszertaciohoz kapcsolédoé publikaciok:

Heinrich A, Kittel A, Csdlle C, Sylvester Vizi E,p8rlagh B. (2008) Modulation of
neurotransmitter release by P2X and P2Y receptars the rat spinal cord.
Neuropharmacology, 54(2):375-86.

Heinrich A, Andé RD, Turi G, R6zsa B, Sperlagh B12) K" depolarization evokes ATP,
adenosine and glutamate release from glia in gbddampus: a microelectrode biosensor
study. Br J Pharmacol, 167(5):1003-20.

Sperlagh B, Heinrich A, Csolle C. (2007) P2 recepbediated modulation of
neurotransmitter release-an update. PurinergicaBi§¥):269-84.

A disszertaciotol fuggetlen kdzlemények

Csolle C, Heinrich A, Kittel A, Sperlagh B. (20082Y receptor mediated inhibitory
modulation of noradrenaline release in responseldctrical field stimulation and ischemic

conditions in superfused rat hippocampus slicéelrochem, 106(1):347-60.

Rubini P, Milosevic J, Engelhardt J, Al-Khrasani Mranke H, Heinrich A, Sperlagh B,
Schwarz SC, Schwarz J, Norenberg W, llles P. (2008)ease of intracellular Eaby
adenine and uracil nucleotides in human midbrandd neuronal progenitor cells. Cell
Calcium, 45(5):485-98.

20



