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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

[*H] — tricilt neurotranszmitter

2-MeSADP - 2-methylthioadenosine-5’-diphosphate

2-MeSAMP - 2-methylthioadenosine-5’-monophosphate

2-MeSATP - 2-methylthioadenosine-5-triphosphate

5-HT- szerotonin

AC - adenilat ciklaz

aCSF- artifical CerebroSpinal Fluid (mesterséges cerginalis folyadék)
ADO - adenozin bioszenzor

ADP - adenosine 5'-diphosphate

AMP- adenosine 5'-monophosphate

AR-C69931MX - cangrelor

ARL67156 -  6-N,N-Diethyl$-y-dibromomethylene-D-adenosinétfiphosphate
trisodium salt hydrate;

ATP - adenosine 5'-triphosphate

AZ10606120 - N-[2-[[2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyllamino]-5-qoolinyl]-2-
tricyclodec-1-ylacetamide dihydrochloride

BBG - Brilliant blue G

BSA - bovine serum albumine

BzATP - 3'-O-(4-benzoyl-benzoyl)adenosine 5’-triphosphat

CBX - carbenoxolone

CGRP- kalcitonin génnel rokon peptid

CNQX - 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione-disodium

CNT - Na' fiiggs koncentrativ transzporter

DAG - diacyl-glycerol

D-AP-5 - D(-)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid dipyridéan2,6-
bis(diethanolamino)-4,8-dipiperidinopyrimido pyridime

DNS - dezoxiribonukleinsav

DPCPX — 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine

DRG - Dorsal Root Ganglion (hats6-gyoki ganglion)

EDTA- etiléndiamin-tetraecetsav



EFS - electrical field stimulation (elektromos térentgs)

EGTA - ethylene glycol tetraacetic acid

ENT - Na' fiiggetlen ekvilibrativ transzporter

FAc - Fluoroacetic Acid sodium salt (fluorecetsav)

fEPSP- field excitatory postsynaptic potentials (fieerkent excitatoros potencial)
GABA - gamma-amino-vajsav

GLUT - glutamat

H,O, — hidrogén-peroxid

IMP - inozin monofoszfat

INO —inozin

IP3— inosine-(1,4,5)-triphosphate

KIR — kbzponti idegrendszer

MGLUR — metabotrép glutaméat receptor

MRS119% 3-ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phédy4-(x)-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate

MRS1754- N-(4-Cyanophenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-ddek,3-dipropyl-1H
purin-8-yl)phenoxy]-acetamide

MRS2179- 2’-deoxy-N6-methyladenosine 3',5’-bisphosphate

NA - noradrenaline

NF449- 4,4',4” 4"-(carbonylbis(imino-5,1,3,-benzenatibis(carbonylimino)))tetrakis-
benzene-1,3-disulfonic acid

NMDA - N-methyl-D-aspartate

NO- nitrogén-monoxid

NR2A — NMDA receptor 2A alegység

NULL — null bioszenzor

P2X — ionotrép P2 purin receptor

P2Y — metabotrép P2 purin receptor

PBS - phosphate buffer saline

PKC — protein kinaz C

PLC - foszfolipaz C

PPADS - pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulplecatid

RB2 - reactive blue 2



RT-PCR - reverse-transcription-coupled-polymerase-chaaction

Si1, S — els stimulus, masodik stimulus

SD - spreading depression

SNARE - soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor attaeimt protein receptor
SP- Substance P

TTX - tetrodotoxin

UDP - uridine 5’-diphosphate

UTP - uridine 5'- triphosphate

VGLUT - vezikularis glutamét transzporter

VNUT - vezikularis nukleotid transzporter

ZM241385- 4-(2-[7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-a][,3,5]triazin-5-ylamino]
ethyl)phenol



2. BEVEZETES

2.1. A gerincveb szerkezete és palyarendszerei

A gerincveb a gerinccsatornaban, a nyulivdblytatasaként helyezkedik el, és
az I-lIl. &gyeéki csigolyaig nyulik. A dorzélis geovelbnek kdzponti szerepe van a
szenzoros és fajdalmi informacié feldolgozasaban. kilonbd® ingerek (1o,
mechanikus, kémiai inger stb.) altal kivaltott &jhat vékony veéhivelyes A- és
velétlen C-rostok szallitjak a gerincvdle. A C-rostok kozel 90 szazaléka fajdalmi
(féleg termonociceptiv, visceralis fajdalmat, Schergs mtsai, 2009) impulzust
kozvetit, mig az B-rostok korulbelul 70 szazaléka szallit fajdalorommfidciot (Fang és
mtsai 2005). Ezek a primer afferensek pszeudoudigokejtek, melyek sejttesjei az
intervertebralis ganglionokban vannak (DRG). Ag-rstok és a C-tipusu nociceptiv
rostok a gerincvél hatulsé szarvdban az azonos oldali I., ll.a éswlamint az
ellenoldali V. és X. rétegben vé&ginek, mig a C-tipusi mechanoreceptor rostok
zommel a Il.b rétegbe jutnak (1. dbra). A hatsindza belép primer afferens rostok
mind a projekcidés neuronokon, mind az interneuromokégddnek. A végédések
lehetnek kdzvetlenek (direkt szinapszisok), vagyzdhetnek Uun. glomerulusokban is.
A kozvetlen kapcsolatéfeg az 1., IV., V. és X. rétegben talalhatd (1. abrA
glomerulusok csaknem kizarolag a Il. rétegbenhaldl specidlis struktarak, melyekben
a belép primer afferens védmését projekciés neuronok és interneuronok depdrit]
veszik korul és alkotnak vele szinaptikus kapceddat A hatsd szarvi interneuronok
lehetnek gatlék és serkékt A serkend interneuronok az ingeriletet projekcios
neuronokhoz tovabbitjdk, mig a kilonBozipusu gatldo interneuronok szerepe
elsssorban a fajdalom csokkentésében van. A gatld nateonok 8leg GABA-,
enkefalin- és dinorfin-tartalmuak.

A primer afferens rostok azonban nemcsak funkcisnélanem neurokémiai
szempontbdl is csoportosithatok aszerint, milydrefigket fejeznek ki illetve milyen
molekuldkat dritenek. A fajdalmi pélyak gyors sztilus ingeriletatvigi, az an.
klasszikus neurotranszmitterek (glutaméat, GABA, géio aminok) mellett, részben
velik kolokalizalva, nagy szdmban taladlunk neurdpleget, pl. substance P-t (SP),
kalcitonin génnel rokon peptidet (CGRP), szomatuga, valamint ATP-t, NO-t,



prosztaglandinokat és neurotrofinokat. Szerepukijdafom tovabbitasaban, illetve

A nociceptiv informaciok a gerincuel hats6 szarvaban atkapcsolodnak a
felszallo palyakra, majd kozvetlendl és kozvetvik @ a thalamust, majd onnan a
cortexbe keriilnek (spinothalamikus péalya), igy tadal a fajdalom.

A kozponti idegrendszer a fajdalom tudatosuldsstimaptikus atkapcsolodasok
kulonbdd szintjein tudja befolyasolniAz egyik ilyen leheaiség a leszallé analgetikus
palyak, melyek a periaguaeductalis szurkealloméoyabba a thalamus, valamint a
capsula interna teruletélrerednek. A leszalld monoaminerg (noradrenalier@onin)
rendszer rostjai gatlas alél (GABA-erg) felszabadul5-HT/SP/TRH-neuronokon
keresztil serkedt ingert tovabbitanak a hatsé szarv enkefalin-tamial gatld
interneuronjaihoz (Il. lamina). Tovabbi feltételee& szerint a leszall6 5HT/SP/TRH-
rostok képesek preszinaptikusan gatolni a C- &soatok altal a gerincvébe szallitott
fajdalomérzés attédesét a hatsé szarv projektald neuronjaira.

A leszallé rendszer masik komponense a substanigaagcentralis dinorfin-
tartalma sejtjeibl ered. Ezek a sejtek a nyultéetlilss részében (A5-katecholamin-
sejtcsoport, subcoeruleus area)slewradrenerg sejteken véginek (Palkovics 2000).
E két terllet noradrenerg sejtjeinek axonjai argeebbe szallnak le és kapcsolatba
kertlnek a hatulsé szarv gatld interneuronjaivabkat aktivaljak.

1. &bra: A gerincveb keresztmetszetének sematikus abrazolasa a s4trkédly Rexed-féle

rétegeinek feltintetésével: a hatsé szarv dorzdlis hatarrétegét képmrgindlis zénajl :



substantia gelatinosa RolandlizIV : a hatsé szarv 6nnalé magja (nucleus propriusnuoée
dorsalis); idegsejtjeisleg az agytdrzsbe vetitenék; VI: a hatsé szarv mély rétegei, a primer
afferensek, valamint agytorzsibleszallé rostok itt védidnek; VIl : szekunder afferens és
leszall6 rostokat tartalmazo intermedier zOviHl : eluls szarv heterogén sejtjdiX : motoros
sejtcsoportok;X: substantia grisea centralis, a canalis centilaisiyéke (Szentagothai és
Réthelyi 1994, Millan 1999, Morris és mtsai 200omgan).

2.2. Hippokampusz alapvet felépitése

A hippokampusz az endokrin, a visceralis és az @nalis torténéseket
befolyasolja a hypothalamusz, a szeptélis magok @yrus cinguli 6sszekoéttetésein
keresztll. A hippokampusz fontos szerepet jarszikldarativ tanulds, a memoria és az
asszociativ tanulas folyamataiban.

A hippokampuszt a sejtjei nagysaga és sdjtg alapjan négy részre osztjuk:
CAl-es me#, mely az kis piramissejteket tartalmazza;, CA2-eszxdnmely a nagy
piramissejteket keskeny csikban, de nafjyisegben tartalmazza; CA3-as riemely
nagy piramissejteket laza rétegben tartalmazza;-€Amesd, mely az Ammon-szarv
fellazul6 része, melyet a gyrus dentatus fog k{2rébra).

A hippokampusz legfontosabb bemenetelét a neocasezocidcids areditdl az
entorhinalis cortexen keresztlll a gyrus dentatushtZ palya alkotja az un. tractus
prefontalis. Az tractus prefrontalis nagyobb réazeéAmmon-szarvon keresztil [ép be a
hippokampuszba, mig a kisebb része az alveolusaddiaymazik. Ezek a rostok a
granudlis sejtek dendridjeivel kapcsolatot teremkera granularis sejtek axonjai mint
moharostok a CA3-as mé@zbz huzddnak és az ottani piramissejteken &eigek. A
moharostok csak CA3-as és CA4-es éhen fordulnak €. A piramissejtek axonjai a
fimbrian keresztul hagyjak el a hippokampuszt, eaek efferensek, de egy részik
visszakanyarodva kollateralisokat képez, amelyelCAil-es meé piramissejtjein
végddnek (2. abra). Ezt a visszakanyarodd pélyat neédezSchaffer-féle
kollateralisnak. A CAl-es méz piramissejtieinez futd palyak viszonylag magas
(EPSP) valtanak ki. A Schaffer-féle kollateralis ihgerl transzmittere a glutamat,
amely NMDA és non-NMDA receptorokon keresztul hat.

A hippokampusz rétegadése: a piramissejtek egy rétegben talalhatéatatust

pyramidale-ban, apikalis dendritieik a stratum a#ginban futnak és a stratum



lacunosum-moleculare-ban arborizalnak, bazalis wiggid a stratum oriens-ben
agaznak el, ahol a multipolaris kosarsejtek ishaték. A kosarsejtek gatlé neuronok,
amelyeket a piramissejtek axonkollateralisai seweek, tehat egy piramissejt kistiléese

gatolja a szomszédos piramissejteket.

2. &bra: A hippokampusz elhelyezkedése éghb régidi valamit a kdztuk Iéws legfontosabb
kapcsolatok patkanyban. Kinagyitva a hippokampusz formacié szepto-tempsréietszete
latszik. Az entorhinalis kéreg Il. rétegének neymoa perforans palyampp) keresztul vetitenek
a gyrus dentatuD@G) és a hippokampusz CA3 régidjadba. A gyrus dentseesncsesejteinek a
moharostjai iif) a hippokampusz CA3 régidjdban védmek. A hippokampusz CAS3
régiojanak piramissejtiei a CAl-be a Schaffer-kellalisokon §ch) keresztil vetitenek.

(Amaral és Lavenex 2007).

2.3. A purinok szerepe a kdzponti idegrendszerben

A neurotranszmitterek és neuromodulatorok a kozpaegrendszer (KIR)
kommunikaciéjaban fontos szerepet jatszanak. Afgréilis idegrendszerben élgnt
felfedezett ,klasszikus” transzmitterek, az a&elin és noradrenalin mellett a 60-as és
70-es években Ujabb tipusu jelatvimnyagokat tudtak azonositani. Ezek a kdzponti

idegrendszerben excitdtoros és gatld ingeruleddtwvitalositanak meg. llyen fontos
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neurotranszmitterek a glutam@taminovajsav, dopamin, szerotonin és a neuropéptide
A kozelmultban felismert jelatvilyanyagok kdzé tartoznak a purinok (ATP, adenozin)
is, melyek receptorai (P1, P2X, P2Y) az idegrendszémos tertletén expresszaldédnak.
Mivel a purinok minden metabolikusan aktiv sejtbgelen vannak, igy az
informaciodatviteli funkcid6 nem Kkorlatozodik a neonddis és nem-neurondlis idegi
elemekre, vagyis az ATP egy univerzalis jel&umolekula.
Az ATP (adenozin trifoszfat) a sejtekikbdésében harom funkciot tolt be:
1. az eb sejtek univerzalis energiaraktara,
2. a genetikai anyag (DNS) éfdteme,
3. jelatviv molekula a sejtek kozétti informacidatvitelben,bhék kozott az
idegrendszerben.

Munkam soran arra torekedtem, hogy a purinerg teurszmissziot és
neuromodulaciot megismerjem a patkany kdzpontirieledszer kiulonbdr teriletein,
igy a gerincvdiben és a hippokampuszban.

2.4. Az ATP és az adenozin szintézise és raktaroaas

Az ATP szintézisére minden metabolikusan aktit képes a mitokondriélis
oxidativ foszforilacio, glikolizis és a citromsavklas soran. A szintézis vezérl
molekuldja és az ATP kozvetlen 6ahyaga az ADP, melynek a sejten belli
koncentracidja alapjan szabalyozza a folyamatot. AR a sejten belll két kémiai
folyamat segitségével keletkezik. Az egyik szirdézoran a foszforibozil pirofoszfat
kiindul6 molekula bonyolult biokémiai reakciok kdleztében inozin monofoszfatta
(IMP) alakul @de novopurin szintézis 3. abra). Az IMP transzaminalasetikeztében
elébb adenozin monofoszfatta alakul (AMP), majd adgrkinaz enzim részvételével
ADP keletkezik bdile. Az igy keletkezett ADP a fentebb emlitett maoHrialis
oxidativ foszforilacio segitségével ATP-vé alakuEz a folyamat nagyon
energiaigényes, ezért a sejtek egy masik, ,purintfieadenozin kindz Osvényt is
hasznalnak ATP szintézisre, melyben az adenozirzfdokcioja réven AMP
keletkezik, mely ezutan a fenti folyamatok révénPAVé alakul. Az igy keletkezett
ATP koncentracioja sejten belll (citoplazma) elérael0 mmol/L-t, mig a sejten Kivuli
ATP koncentraciok a felszabadulasi és lebomlasyafolatok révén nanomolaris és

mikromolaris (nmol/L - umol/L) tartomanyban vannéikgteresch és mtsai 1999,
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Schwiebert 2000). Az idegsejtekbenseafienozin forrast az extracellularis tér iranyabol
tortérs adenozin felvétel biztositja, mely a N@iggs koncentrativ (CNT) illetve a Na
fuggetlen ekvilibrativ (ENT) transzportereken ketét valosul meg. Ezek a
transzporterek nagy mennyiségben expresszalodnkéregben és a hippokampusz
teriletén (Anderson és mtsai 1999) és specifikamstporter gatlok segitségével
gatolhaték (pl. dipyridamole). A felvett adenozin @denozin kinaz enzim segitségével
vég® soron ATP-vé alakul. igy a citoplazmatikus adenozkoncentracio
szubmikromoléaris nagysagreind(Latini és Pedata 2001). Az igy felhalmozott
citoplazmatikus ATP szolgalhat a jelatvignyagként funkcionalé ATP forrasként is.

Ribose | == Ribose-5-Phosphate

FPERFF
‘L (ol iple Teactions)

Hypoxanthine —s IMP

Ino;i ne J'
A !

Adenosine +—e AMP -—e ADP H

Ademine

3. &bra: A purinok szintézise.

2.5. Az ATP és az adenozin sejtekb torténé felszabadulasa és
inaktivacidja

Az ATP polaros molekula révén a kovetkéemechanizmusokkal szabadulhat fel
a sejtekBl: 1. exocitézissal a szinaptikus vezikulabol (pdegsejtek) vagy
granulumokbol (pl. nem idegsejtek) 2. karrier m#dianszmembran transzport
segitségével, mint pl. connexin (Cotrina és m28&i0), pannexin vagy anion csatornak
részvételével (Abdipranoto és mtsai 2003, Darbymésai 2003) 3. citolitikus ATP
felszabadulas karosodott sejtmembranon keresztuil.
Az ATP felszabadulasa kisérletes modellekben allégkdzbb ingerekkel valtohat6
Ki.
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A legfontosabbak:

- fiziolégias neurondlis aktivitast modelteelektromos vagy kémiai depolarizacio;
- pre- és poszt-szinaptikus receptorok kozvetldivagioja,;

- hipoxia, hipoglikémia;

- gyulladasos stimulusok;

- cellularis hipotonia;

- sejthalal.

Az ATP felszabadulas depolarizacié hatasara akalakodveti a klasszikus
neurotranszmitterek felszabadulaséat, azaZ']ca@s [Nd], fligg, de leirtak olyan
depolarizaciora kivaltott kiaramlast is, mely negvéti ezeket a kdvetelményeket. Az
ATP felszabadulassal kapcsolatban azt is figyelekadevennink, hogy az ingerlésre
felszabadult ATP milyen eredgtmivel az ATP nemcsak idegi elemékliel, hanem a
nem-neurondlis illetve egyéb sejtekiitis felszabadulhat. llyen a simaizomsejt,
mirigyhamsejt, endothelsejt (Vizi és mtsai 1992agpjtek vagy immunsejtek. A
felszabadult ATP-t az extracellularis ektonukleaticenzimek ADP-re majd AMP-re
bontjak. Az igy keletkezett AMPéb az ekto-5'nukleotidaz enzim adenozint allié,el
valamint az ingerlés hatasara nemcsak ATP, haneenoadh is felszabadulhat. A
kiaramlott adenozin az ATRitteljesen kilonbdz Gj, sokszor ellenétes hatast kozvetit.
A szovetkdzi adenozin inaktivacidja enzimatikus njtoilletve a sejtbe vald
Gjrafelvétellel torténik. Az adenozint az ekto—aolen deamindz enzim inozinna

alakitja, mely tovabbalakul hypoxantinna és xar&imajd a keringésbe jut.

2.6. Az ATP és adenozin receptorai és receptorialimatasai

Az ATP hatasait az extracellularis térben a P2perek kozvetitik, melyek ionotrép
P2X és metabotrop P2Y receptor (1.tablazat) csktaduwszthatdék (Burnstock 2006).
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1. tablazat: Purin recetorok felosztasa.

Purin receptorok

ATP receptorok Adenozin receptorok
ionotrop metabotrop Metabotrép
P2X1 P2Y, Ay
P2X2 P2Y, Aoa
P2X3 P2Y, Azp
P2X4 P2Ys A3
P2X5 P2Y11
P2X6 P2Y12
P2X7 P2Y3
P2X1/P2X2 P2Y14
P2X1/P2X4
P2X2/P2X3
P2X2/P2X6
P2X4/P2X6
P2X1/P2X5

2.6.1. A P2X receptorok

A P2X receptorok ligand aktivalt, nem szelektivitkatcsatornakat hoznak létre
(4. abra). Kozulik a homomer P2X1-7 (North 2002) heterooligomer P2X1/2,
P2X1/5, P2X2/3, P2X1/4, P2X2/6, P2X4[Roberst és mtsai 2006) alegységek
kombinacioit jellemezték eddig farmakoldgiailag, adlett az endogén liganddal
szembeni érzékenysegik is altéh receptorok két transzmembran régioval, valamin
egy nagy extracellularis hurokkal rendelkeznek, ymburok tartalmazza az ATP
kotohelyet illetve az antagonistdk és modulatorolo@ési helyeit is. A sejten belll az
N- és C-terminalisuk talalhatd, mely régiok fonszerepet jatszanak a szabalyozasban
mind pl. a deszenzitizacio sebességének meghasétuand (Khakh és mtsai 1999). A
P2X receptorok egy- és kétértekationok szamara atjarhatd csatornak, ezen belll a
c&* permeabilitasuk viszonylag magas, mely gyors aettalaris ionkoncentraciét hoz
létre, amely sejtmembran depolarizaciét eredménfRadevic és Burnstock 1998).
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Tovabbi érdekesség, hogy tartds ATP ingerlés k&zében a P2X receptorok
permeabilitasa megvaltozik és nagy molekulasuhatiokok szamara is atjarhaté lesz
(Khakh és mtsai 1999). Az agonistak kozul az endog@P és ADP, valamint a
szintetikusan éhallitott ligandok kozul a 2-methyl-thioATP (2-MeSR]J, az a,p-
methyleneATP és a benzobenzoylATP (BzATP) szelektivzgatjak a P2X receptorok
bizonyos alegységosszetétédombinacioit (Burnstock 2006). Az antagonistak doa
PPADS és suramin gatolja valamennyi P2X recepthisteve a P2X4 és P2X6
receptorokat. Egyéb szelektiv antagonistakat isignk: az NF449-et, mely a P2X1
receptort gatolja és a Brilliant blue G-t, melylcsaP2X7 receptor altipuson hat.

A P2X receptorok alegységei széles korben expriEsbrik a szervezetben. A
P2X receptorok szamos idegi valasz kozvetitésélmmznek részt az agyban és a
periférian (lllés és mtsai 1996), beleértve a hkgpopusz CALl és CA3 régio (Mori és
mtsai 2001, Pankratov és mtsai 1998), a szomatosmen kéreg (Pankratov és mtsai
2002) és a gerincwel (Bardoni és mtsai 1997) excitatoros szinapszisaitP2X
receptorok a hatso gyoki ganglionban (Dunn és n28ai, Ruan és mtsai 2005), és a
primert afferens neuronok szinapszisaiban is kitejeek (Bradbury és mtsai 1998,
Petruska és mtsai 2000): a fenti expresszié viasgdodl sejthet, hogy a P2X
receptorok a fajdalom kdzvetitésének folyamatébatok szerepet jatszanak.
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4. abra: P2X receptor szerkezetgEric és mtsai 2009)
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2.6.2. A P2Y receptorok

A P2Y receptor csaldd a G proteinekhez kapcsolt, matabotrép receptor
nagycsaladba tartozik. Szerkezetikre jellémaz extracellularisan elhelyezked
aminoterminalis vég, a hét transzmembran régié nésadellularisan elhelyezkéd
karboxiterminalis vég és hurokrendszer (5. abraje@eptorok leggyakrabban, G5, és
G fehérjékhez kapcsolodnak, igy lassabb, masodpekitariami valaszokat
kozvetitenek a PLC és adenilciklaz transzdukciésndlon. A P2Y receptor csaladnak
szamos tagjat azonositottak: a P21, 1receptorok adenin nukleotidokra érzékenyek
(Webb és mtsai 1993, Communi és mtsai 1999,2004,Kidgelgen és Wetter 2000,
Hollopeter és mtsai 2001), a human RZ&¥hang és mtsai 1995) és R2Yeceptorok
pirimidin nukleotidokra aktivalédnak, viszont a P2¥ceptornak egyforman endogén
ligandjai a purin és pirimidin trifoszfatok (ATP,DP). A P2Yi4 receptor az UDP-
gluk6z és UDP-galaktozra aktivalddik (Burnstock @0Az endogén agonistakon kivdl
erdemes megemliteni a szintetikus agonista 2-MeSAEF2-MeSATP-t. Antagonistak
kdzll a suramin és a reactive blue 2 széles alSpasificitassal rendelkeznek, viszont
az MRS2179 csak a P2Yeceptor altipuson hat. Egy masik, szintetikusigallitott
receptor antagonista a 2-methyl-thioAMP (2-MeSAMMEly specifikusan a P2¥ és
P2Y13 receptorokon hat (Burnstock 2006).

P2Y receptorok a neuronokon, glia sejteken és egrahdszer egyéb sejtes
elemein (mikroglia) is expresszaldédnak, de az ¢&daskrol, illetve funkcidjukrol kevés
adat all rendelkezésre. Annyi bizonyos, hogy RA2Y,, P2Y, és P2¥ receptorokat
azonositottak a szenzoros neuronokon (Hussl ésrB@8I96) illetve, hogy gatoljak az
N-tipusu kalcium csatornakat a hatso-gyoki gangleon(Borvendeg és mtsai 2003). A
legmeggyzébb irodalmi adatatok a P2Y receptorokat a differ@ddasi
folyamatokkal, a neuro-glia kommunikacioval, a prees posztszinaptikus
neuromodulacioval és az idegrendszeri gyulladasagyarhatokkal hozzak

dsszefliggésbe (Burnstock 2006).
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5. bra: P2Y receptor szerkezete.

2.6.3. Adenozin receptorok

Az adenozin receptorok, ugyanugy mint a P2Y reageptoa G fehérjéhez
kapcsolt receptor nagycsaladdba tartoznak. Negyusitik ismeretes: aziAAza, Asg €S
A3z, melyek 36-56% szekvencia azonossaggal rendelkedo@nezo and Schwabe
2001). A G fehérjék kozil azLés A receptor Ghez, az A receptor G-hoz, A és
Ag receptor Geés G-hoz kapcsolodik, mely eredményekent adenilcikktoszfolipaz
C (PLC) enzimen keresztil serkentik vagy gatoljakka és C& ionaramokat
(Burnstock 2006). Az adenozin receptorok nem énzgdle a nukleotidokra, hanem
elssorban az adenozinra és szarmazékaira érzékersyakjagonizalhatok természetes
xanthin szarmazékokkal (pl. koffein, teofillin, teomin). A legismertebb antagonistédk
a DPCPX (A), ZM241385 (Ax), MRS1191 (A) és az MRS1754 (A).

A; és A receptorok nagyisiiségben expresszalédnak a kdzponti idegrendszer

tertletén (kéreg, hippokampusz, cerebellum, talamagyttrzs, gerincvé), valamint
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kisebb $iriiségben a periferids szovetekben (vas deferensszéasét, sziv, Iép,
mellékvese, gyomor, hugyhdlyag)..Areceptor legnagyobb mennyiségben a bazalis
ganglionban és a limbikus rendszerben mutathaté velamint a periferian a
vazodilataciéban és a trombocita aggregacioban jemiés szerepe. £ receptor

elsbsorban a gliasejtekben, emellett a perifirias si@kleen fejeédik ki.

2.7. A P2X és P2Y receptorok vizsgalata patkany gecvelé
szeleteken: irodalmi eézmények

El6szor 40 évvel ezétt irtak le, hogy az ATP szerepet jatszik a fajdalérzés
kozvetitésében (Collier és mtsai 1966). ##s kutatasok az talaltdk, hogy az ATP
P2X receptorokon keresztll részt vesz a sebékimgferiletatvitelben a gerincvehatso
szarvaban (Bardoni és mtsai 1997). Tovabbi vizsgiél@dmutattak arra, hogy a leszallé
monoaminerg palyak egy része a gerinévbhtso szarv enkefalinerg interneuronjain
végaddnek, igy fokozzak azok kodését. Ennek kovetkeztében az interneuronokbdl
felszabadult opioid peptidek gatoljdk a primer wadfesidl felszabadult
neurotranszmittereket (glutamat, P-anyag), és igdom modulaljak az ingerilet
tovaterjedését a felszallé palyakra (Millan 200Raboratériumunkban (Sperlagh és
mtsai 2000) és masok altal elvégzett kisérleteleflBo 1999, Queiroz és mtsai 2003)
ramutattak arra, hogy a NA felszabadulasa serkenth®2X receptorokon keresztil a
szimpatikus idegrendszer végléseilsl. Elektrofiziologiai vizsgalatok pedig arra
szolgéltattak bizonyitékot, hogy a P2XR-ok aktigg serkenti a gerincvéla Il. (Li és
Perl 1995, Gu és MacDermott 1997, Nakatsuka és@®d,2Nakatsuka és mtsai 2003)
és V. (Nakatsuka és mtsai 2003) lamindban léelppmer afferenesek glutamat
felszabaduldsat. Ez a modulacio P2X3, P2X1/5 ésdRXeceptorokon keresztil
valésul meg. Kimutattdk azt is, hogy a P2Y receapikogatoljak az N-tipusu kalcium
csatornat a DRG-ben, mely hatas csokkentheti amiat felszabadulasat a gerindvel
hats6 szarv véddéseilbl, igy részben ellensulyozhatja az ATP algogén d#ita
(Gerevich és llles 2004, Gerevich és mtsai 2004).

Ugyanakkor munkank megkezdéséteheurokémiai vizsgalatot nem végeztek

arra vonatkozéan, hogy a P2 receptorok hogyan yadoljak a gerincvél
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neurotranszmittereinek, kilondsképpen a noradmen@iA) és a glutaméat (GLUT)

felszabadulasat.

2.8. Valo6s ideji ATP, adenozin és glutamat felszabadulas vizsgalata
patkany hippokampusz szeleteken: irodalmi élzmények

ATP és extracellularis bomlas terméke az adendairtps szerepet jatszanak a
kozponti idegrendszer fiziologias és patoldgiadikimliésében. Fizioldgias idegi
aktivitast modelle& elektromos ingerlés hatasara (Wieraszko és m&&8,1Cunha és
mtsai 1996, Pankratov és mtsai 2006), valamintl@gitas kortilmények soran (oxigén
és glukdz megvonas) ATP és adenozin szabadulk&tponti idegrendszerben (Juranyi
és mtsai 1999, Frenguelli és mtsai 2007). Az iggzebadult purinok az ionotrop
(P2XR) és metabotrép (P2YR) receptorokon keresmidgldulaljak a szinaptikus
aktivitast a kézponti idegrendszer kulonbderiletein, beleértve a hippokampuszt is
(North és Verhratsky 2006, Pankratov és mtsai 20@&) adenozin, ugyancsak
metabotrop adenozin receptorokon 1,(AAza, Azs, Asz) keresztlil, pre- és
posztszinaptikusan csokkentik a serkeneurotranszmissziot fizioldégias és patologias
kordlmények kozott (Cunha 2001). Korabbi vizsgdtatamutattak, hogy a P2X
receptorok aktivacidja glutamét felszabadulastotki az agytdrzsben (Jin és mtsai
2004, Kato és mtsai 2001, Khakh és mtsai 1998, efdnigi és Kato 2004), a
hippokampuszban (Rodrigez és mtsai 2005, Sperlagmtéai 2002, Khakh és mtsai
2003, Fellin és mtasi 2006, Inoue és mtsai 199Xpéskalis szinaptoszomakban (Patti
és mtsai 2006). Ezen hatasokért a kovethmrin receptor altipusok a febsek: P2X1
(Rodrigues és mtsai 2005), P2X2 (Khakh és mtsaBR@@R2X3, P2X2/3 (Rodrigues és
mtsai 2005) és P2X7 (Sperlagh és mtsai 2002, Simgés Kato 2004, Fellin és mtsai
2006, Patti és mtsai 2006). Emellett megfigyeltek &, hogy a P2Y receptorok
serkentették a glutamat felszabadulast a KIR-bB&¥, (Price és mtsai 2003) és PRY
(Domercq és mtsai 2006, Jeftinija 1998) receptanokeresztil. Mas vizsgalatok
viszont arra jutottak, hogy az ATP és metabolikusaabil analdogjai gatoltdk a
depolarizacio altal kivaltott glutamat felszabadtlagyszeletekben (Bennett és mtsai
2000), valamint a P2y P2Y, és P2Y, receptorok aktivacidja is gatolta a glutamat

felszabadulasat a hippokampalis piramis sefieilRodrigues és mtsai 2005); tovabba
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az ATP extracellularis bomlasabdl szarmazé adenezinA, receptoron keresztil
ugyanilyen gatlé hatast kdzvetitett (Cunha és imMi8@8, Dunwiddie és mtsai 1997).

Sok tanulmany leirta, hogy a glia sejtek, de legbik az asztrocitak fontos
szerepet jatszanak a KIR és a kornyéki indegremdsmamunikaciojaban (Araque és
mtsai 2001, Haydon 2001, Fellin és Carmignoto 2084)liabdl felszabaduld jelatviv
anyagok kozul elssorban a purinok és a glutamat a glia-neuron éa-giia
kommunikacié & mediatorai (Nedergaard 1994, Parpura és mtsai,1BAds és
Burnstock 2006, Halassa és mtsai 2009). Ez a korikécid a sejten belil Ga
raktarak mobilizicidjaval valosul meg, melyet aztaxidbdl felszabadult ATP és
glutamat triggerelhet (gliotranszmitter), melyneék&tkeztében a szomszédos neuronok
és az asztrocitdk kozott €ahullam generalddik, mely moduldlja a szinaptikus
transzmissziot és a neuralis excitabilitast (Catés mtsai 1998, Fellin és mtsai 2009).

igy pl. a hippokampuszban kimutattak, hogy a Sehafkollateralisok
elektromos ingerlésének hatdsara az asztrocitalbdindlodik az AMPA glutamat
receptor, mely ATP felszabadulast okoz, és az étgzébadult ATP és bomlas terméke
az adenozin P2Y és;Aeceptorokon (Koizumi és mtsai 2003, Zhang és in#8a3,
Pascual és mtsai 2005, Serrano és mtsai 2006 zki@resokkentik a szinaptikus gatlast
(Bowser és Khakh 2004).

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az ATP és derenzin legkilénbdsbb
patolégias stimulusok hatasara szabadulhat felppokmpuszbdl. Juranyi és mtsai
1999-ben, hipoxia és hipoglikémia stimulus hat@sg@srinok felszabadulast mértek a
patkany hippokampuszban. Az éslhippokampusz vizsgalatokban ischemia hatasara
felszabadult ATP és adenozin kidramlast igazolikr{guelli €és mtsai 2007). Valamint
laboratoriumunk korabbi vizsgalata azt bizonyitoktagy interleukin-1 béta hatasasra a
patkany hippokampusz szeletéklATP és adenozin szabadul fel (Sperlagh és mtsai
2004).

Disszertaciomban az ATP és egyéb transzmitteredzdbbhdulaséat vizsgaltam
fiziologids neurondlis aktivitas soran, Kepolarizacié ingerlésre hataséara, egy Gjonnan
bevezetett, a korabban hasznalt médszerekhez Hépgsgesen jobb térddelbontasu

technikaval, a mikroleketréd bioszenzor mdédszerrel.
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3. CELKIT UZES

1. A radioizotépos neurotranszmitter felszabadutasiulmanyozé kisérletek
segitségével a kdvetkekérdésekre szerettlink volna valaszt kapni:

a. A P2-receptorok aktivaciéja milyen iranyban édlyem meértékben
befolyasolja a monoamin és aminosav transzmittimiskabadulasat a gerincében?

b. A kozvetitett hatas milyen mértékben fligg aalatiazott agonistak fajtajatol
illetve koncentracidjatol? (doézishatasgorbe fellgtagonista profil meghatarozasa)

c. Milyen P2-receptor altipusokon keresztil kozgdik a hatas? (szelektiv

antagonistak hasznalata, receptor altipusok farlbgko azonositasa)
2. RT-PCR analizis felhasznalasaval megvizsgatagy:

a. Mely P2Y receptor altipusok expresszalddnaktkapg gerincvel, agytorzs
és hatso-gyoki ganglionban?

3. Real-time bioszenzor technika segitségével whl&erestink az alabbi

kérdésekre:

a. Mi a depolarizacio altal kivaltott ATP, adenoZe glutamat felszabadulas
forrdsa, mechanizmusa, pontos dinamikaja?

b. A K' depolarizacié altal kivaltott purin és glutamésfmbadulasban milyen
P2 és egyéb receptorok (P1, ionotrop glutamat tecepesznek részt és milyen
receptor-altipusok kozvetitik a hatast?

c. Az ATP és a glutamatdbben hogyan hatnak egymas felszabadulasara?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkben neurofarmakolégiai-neurokémiai, thmaai és molekularis
biolégiai modszereket alkalmaztunk sajat laborataainkban.

Az 0sszes kisérletet a laboratoriumi allatok ta@n#@ses hasznalatara vonatkozo
NIH atmutatéban vazolt alapelveknek és eljarasoknekfeleben veégeztik, és azokat
a Kisérleti Orvostudomanyi Kutaté Intézeti (KOKI)ukkahelyi Allatetikai Bizottsaga
hagyta jova. Az allatokat standard laboratériumitikiények kozott tartottuk 12 6ra

fény és 12 6ra sotét ciklusban.

4.1 RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chameaction) analizis

Himnenii, 32-40 napos, 140-160 grammos Wistar patkanyokdd, C
belélegeztetéssel érzéstelenitettiik, és dekapitattajd az agyat gyorsan kiemeltiik és
jéghideg 95% @el és CQ@-dal oxigenizalt Krebsoldatba helyeztik. Az agys@tz
hatsé-gyoki gangliont, és a gerinadelyorsan eltavolitottuk, majd folyékony,¥e
gyijtottik. A biologiai szbévetekld a telles RNS tartalmat modositott guanilidine
isothiocyanate modszerrel végeztik, Trizol izolaag@agenssel segitségével (Invitrogen
Life Tehnologies, Rockville, MD, USA). Az RNS miki@ DEPC (diethyl
pyrocarbonate) tartamua desztillalt vizben oldotéska mennyiségét 260 nm-en meért
abszorbanciaval hataroztuk meg. Az RNS-t (1 pgl.2ReverteAid First Stand cDNA
Synthesis Kit-tel (Invitrigen, Carlsbad, CA, USAjandom hexamer primereket
hasznalva atirtuk cDNS-re. A PCR reakciéban kil@gbB2Y receptor altipusokra
specifikus primereket alkalmaztunk a cDNS-ek ani@iiojara, mig p-aktin
primereket a kontroll amplifikaciora. A kovetkieprimer szekvenciakat hasznaltuk a
reakcioban: P2Y, receptor azonositasahoz: CAGGTTCTCTTCCCATTGCT &uov
primert és CAGCAATGATGATGAAAACC reverz primert, P2Y receptor
azonositashoz: GGCATCAACCGTGAAGAAAT forward primert és
GGGCAAAGCAGACAAAGAAG reverz primert, mig a p-aktin esetében:
ATGGATGACGATATCGCTG forward primert és ATGAGGTAGT@TCAGGT
reverz primert terveztiink. A GenBank hozzaféréansak a kdvetkeaik voltak: P2Y;,,
NM022800; P2Y; NM001002853 ég$-aktin, X03765. Az amplifikacio feltételei a
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kovetkedk voltak: 5’ kezdeti denaturaciéo 95°C-on, 5 perdigt start 80°C-on, majd
94°C-on 1'-ig, 59°C-on 1’-ig és 72°C-on 1'-ig 4kisig, majd végs extenzié 72°C-

on, 5’-ig. A PCR termékeket agaroz gélelektrofoséel elemeztik.

4.2 Tricialt noradrenalin  ([°*H]NA) és glutamat (PH]GLUT)
felszabadulads mérése patkany gerincwvibal

A [*Hlnoradrenalin és °H]glutamat felszabadulas kisérleteket korabbi
munkakban leirtak alapjan végeztik el (Sperlagmissi 2002, Papp és mtsai 2004). A
kisérletekben himneim 32-40 napos, 140-160 grammos Wistar patkanyadkditA(
Kisérleti Orvostudomanyi Kutato Intézet, OGR alé&athhasznaltunk fel.

A patkanyokat dekapitaltuk, majd a gerinétekiemeltiik a gerinccsatornabdl és
jéghideg karbogenizalt (95%0r 5% CQ) Krebs oldatba (6sszetétele mmol/L-ban:
NaCl 113, KCI 4.7, KHPOy 1.2, MgSQ 1.2, CaC] 2.5, NaHCQ 25, glukéz 11.5, pH
7.4) helyeztik, mely aszkorbinsavat (30 pmol/L) MeEDTA-t (100 pmol/L)
tartalmazott. A gerincvéllumbalis szakaszat a kdrnyeszovetekil megtisztitottuk,
majd Mcllwain Tissue Chopper szovetszelkgtskegitségével 400 um-os szeleteket
vagtunk. Az igy készitett szeletek kdzul a kozéptégzarmazo teljesen ép szeleteket
hasznaltuk fel a mérésekhez. A gerinéveteleteket 30 percen keresztil inkubaltuk 1
mL Krebs oldatban: noradrenalin felszabadulas letg esetén 37°C-ra melegitett
oldathoz tricialt noradrenalint adtunk (2.5 pCi/mPH]NA, Amersham), glutamat
felszabadulas vizsgalatanal az inkubéacié 32°C-ountagtat izotop (1 pCi/mL,
[*H]GLUT, Amersham) jelenlétében tortént. Az inkuliddkiovetien a szoveteket 3x6
mL Krebs’ oldattal atmostuk, majd mikroperfuziosiakba helyeztik. Ezt kovign a
preparatumokat folyamatosan 3T-os (noradrenalin), illetve 32C-os (glutamat)
karbogenizalt Krebs' oldattal aramoltattunk at 0.6%L/min sebességgel, ezzel
biztositva a nem specifikusan kotott tricialt noeshlin és glutamat eltavolitasat a
rendszerBl. Egy 60 perces ekvilibracidés periddust kidest a szbveten atfolyod
oldatbél 3 perces mintakat @ottink és meghataroztuk neurotranszmitter
(noradrenalin és glutamat) tartalmukat. A minigtgsi periddus alatt a 6. illetve 39.
percben (§ ) elektromos téringerlést alkalmaztunk, Grass S@®usator és a

perfuzios kamrdkba vezetett platinaelektrodok ségivel, illetve drogokat a két
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ingerlés kozott a 24. pefit adagoltunk perfaziéban. Az elektromos ingerlési
paraméterek a kovetkéz voltak: unipolaris négyszdégimpulzusok, noradramal
felszabadulas vizsgalata esetén 40 V, 3 Hz, 1 nis@erc; glutamat felszabadulas
vizsgalata esetén 40 V, 15 Hz, 3.5 msec, 1 perkislrletek végeztével a szoveteket
0.5 mL 10% triklérecetsavban homogenizaltuk, md)g8rc elteltével a szoveti mintak
100 L aliquotjainak radioaktivitasat hataroztuk megséfeteink soran felhasznalt
anyagok a kovetkék voltak: ADP (1 — 30 pmol/L), ATP (10 — 1000 pmol/L), RB2D(3
umol/L), 2-MeSAMP (10 pmol/L), 2-MeSATP (100 - 30dnol/L), 2-MeSADP (1 - 30
pmol/L), MRS2179 (10 pmol/L), PPADS (30 pumol/L), 480 (100 nmol/L), CNQX
(10 pmol/L), DPCPX (100 nmol/L), suramin (300 punpl/Minden reagenst frissen
készitettlink @. A radioaktivitds mérés és az adatok feldolgozas®Radioaktivitas

mérése” és ,Statisztikai analizis” fejezetben leiddon tortént.

4.2.1 Radioaktivitds mérése

A minték radioaktivitasat Packard 1900 Tricarb istzitacios spektrométer
(Canberra, Australia) segitségével hataroztuk nfegoerfizios mintakbol 0.5 mL
aliquotokat, a szoveti mintakbdl 0.1 mL aliquotokatmL szcintillacidés koktélhoz
(Packard Ultima Gold) adagoltunk, majd 2 percig tiiéra radioaktivitast. A
[*H]transzmitter felszabadulast Bg/g-ban, illetve zvetben aktuélisan jelenkév
radioaktiv tartalom szazalékaban (frakcionalisasée %) fejeztik ki. A széveti tricium
felvételt az 6ssz release és a sztvetben maraalotar6sszeadasaval hataroztuk meg.
A nyugalmi transzmitter felszabadulast az ingertésfgebz6 minta radioaktivitdsaval
fejeztik ki, az elektromos ingerlés altal induk&tinszmitter felszabadulast (EfS
EFS,) a gorbe alatti tertlet modszerrel, az ingertésgebzé minta aktivitasanak az
ingerlés alatt, illetve az azt kodetintakban mért radioaktivitdsaibol valo kivonadava
szamoltuk ki. A vizsgalt anyagok hatasat az ingedéal kivaltott fH]transzmitter
felszabadulasra az EFFEFS,, hanyadosokkal fejeztik Ki.
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4.3 P2Y;-receptor immunhisztokémia

Himnemi 140-160 grammos Wistar patkanyokat hasznaltunk.kigérleti
allatokat dekapitaltuk, a sérilésmentesen eltétblgerincvebt a gerinccsatornabdl,
majd fixald oldatba helyeztik (4% paraformaldetvte(ck, Darmstadt, Germany) 0.1
M foszfat pufferben (PB), pH 7.4). A fixalas aznsgobalkimérsékleten valtott fixald
oldatokkal, éjszaka 4 °C-on folytatodott. A fixatdatot masnap PB-rel kimostuk és a
gerincvebbdl Leica vibratommal (Leica Microsystems, Milton Kes, UK) 35um-es
keresztmetszeti szeleteket vagtunk. A festéselngadkésziléket alkalmaztunk, hogy

a szeletek ne tapadhassanak egymashoz és az @mlaip&badon érintkezhessenek.

4.3.1 Immunfluoreszcens festés

A szeleteket blokkolé oldatban (5% BSA (bovine seralbumin) PBS-ben
(phosphate-buffered saline)) tartottuk egy orarsZbbabimérsékleten, hogy lekdssik a
nem specifikus kdéhelyeket, majd az dls antitestekkel, a VGLUT1 (vesicular
glutamate transporterl- vezikularis glutamate trpogerl, Synaptic Systems,
Goettingen, Germany) nyul poliklonalis antitest@0@ higitasban, ill. a P2Yeceptor
elleni antitest (nyul, poliklonalis, Alomone Lab3derusalem, Israel) 1:200 higitasu
oldatdban tartottuk egy éjszakan ditdszekrényben, 4°C-on. A VGLUT1 antitest
affinitas kromatografiaval tisztitott fehérje volmit a patkany VGLUT1 456-560
aminosavrészlete ellen allitottakéelmig a P2Y antitestet a patkany illetve human
P2Y: receptor 242-258 aminosav-szekvencidja ellen teettdk. Az elédleges
antitestek PBS-sel tortént gondos kimosasa utametetsket Alexa Fluor488 vagy
Alexa Fluor594 (Molecular Probes, Invitrogen, Chaad, CA, USA) kecskében termelt
nydl IgG elleni masodlagos antitest 1:500 higitédiataban, szobémérsékleten,
s6tétben inkubdltuk 2 éran at. Az antitestek diglttvizes kimoséasa utan a szeleteket
targylemezre huztuk, VectaShield (Vector Laboramyri Burlingame, CA, USA)
segitségével lefedtik és SPOT RT szines digit@mdtaval (Diagnostic Instrument
Inc. Sterling Heights, MI, USA) felszerelt Nikon ligse E600 mikroszképpal (Nikon
Corporation, Tokyo, Japan) vizsgaltuk. A készité#peket az Adobe Photoshop 8.0
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program (Adobe Systems, Mounted View, CA, USA) s&Emjével szerkesztettik.
Kontroll kisérletekben az dlsantitest helyett friss blokkold oldatot alkalmaztu

4.3.2 Fény- és elektronmikroszkopia

A szobveti endogén peroxidaz aktivitast 390 (15 perc, szobdimeérseklet)
oldat alkalmazaséaval megszuntettik, gOH nyomait pedig 0.1 M PBS-sel tortént
mosassal tavolitottuk el. Ezt kégeh a Triton X100 kis koncentracioban vald
alkalmazasa (0.1%, 15 perc) segitette az antiteskell metszetekbe valé bejutasat és
athatolasat. Gondos mosas utan 5% normal kecskeinszal blokkoltuk a nem
specifikus kothelyeket (szobalmérséklet, 2 6ra), majd az éideges antitestekkel
inkubaltuk a szeleteket: 1:3000 VGLUT1 (Synapticst8yns) vagy 1:200 P3Y
(Alomone Labs). Ismételt PBS-mosas utan biotinilaigal 1gG elleni altalanos
masodlagos antitestet hasznaltunk (szébediséklet 2 6ra) majd a Vector ABC-3,3
diaminobenzidine (DAB) készletet hasznaltuk a dgyéetdirasa szerint (Vector
Laboratories). Az immunreaktivitast mutaté helyekanna csapadék kéjtt. Azokat
a metszeteket, melyeket fénymikroszkoppal akartinggalni, PBS-sel tortént mosas
majd targylemezre hazas és raszaritas/viztelemiédsCanada balzsammal fedtik le. A
mikroszkopos képek Olympus 70D kameraval és DPQitrGlber programmal
(Olympus Ltd., Tokyo, Japan) felszerelt Zeiss AXam® mikroszkoppal késziltek.
Azokat a metszeteket, melyeket elektronmikroszkdpmsgalatra szantunk 1% OsO4
(Taab Equipment Ltd., Aldermaston, Berkshire, End)aoldatban szobé@mérsékleten,
30 percig utéfixaltuk, majd felszallé alkoholsonbg0, 70, 90, 96, abszolut alkohol)
viztelenitettik. (A 70%-0s alkohol 2% uranilacetatartalmazott, ami a metszetek
elektronmikroszkdoppal tortént vizsgalatat segittedz hogy a fehérjékhez IKiitve a
szerkezetet lathatova teszi. Az ozmium - ugyanesdieézfém - a lipidekhez kiitve
teszi ezt.) A teljes viztelenités utan a gerinéveteleteket Taab 812 epoxigyantaba
(Taab Equipment Ltd., Aldermaston, Berkshire, End)aagyaztuk, 60°C-on, 12 éran at
polimerizaltuk, majd Leica UCT ultramikrotommal (ca Microsystems, Milton
Keynes, UK) 50-70 nm-es metszeteket készitettlinklyeket a Hitachi 2001
transzmisszids elektronmikroszkoppal (Hitachi, Tmkyapan) vizsgaltunk. A kontroll
vizsgélatokban az didleges antitestek helyett itt is friss blokkoléatiok hasznaltunk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat Kittel Agnes eétg.
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4.4 Extracellularis és bioszenzoros elvezetés

4.4.1. Patkany hippokampusz szeletek @észitése

A kisérletekben 4 hetes, 85-110 grammos him Wistkanyokat hasznaltunk
fel. A patkany dekapitacidéja utan a koponyéited duraval egyiitt eltavolitottuk, az
agyat kiemelve azonnal jéghideg médositott aCSatbédhelyeztiik, amely 11 mmol/L
Mg®*-t tartalmazott. A hippokampuszokat megtisztitviioanyes szévetbl 400 pm
vastagsagu szeleteket készitettiink vibratome gggitel (Microm HM 650 V, Microm
International GmbH, Walldorf, Germany). A szeletelkkészitését korabban leirt
modszerek (Dale és mtsai 2000, Frenguelli és n28@8) szerint készitettik. Az igy
elkészitett szeleteket 1 oran at inkubaltuk egwetzgzelet tarol6 kamraban, melyet
95% Q és 5% CQ tartalmu gazkeverékkel buborékoltattunk at. A stéxelet tartd
kamraban standard aCSF oldatot hasznaltunk, mehetitele a kdvetkéaolt: NaCl
(127 mmol/L), KCI (1.9 mmol/L), KiPO, (1.2 mmol/L), MgSQ (1.3 mmol/L), CaGl
(2.4 mmol/L), NaHCQ@ (26 mmol/L), D-glikéz (10 mmol/L), pH 7.4, az otda
mmol/L glycerolt is tartalmazott. A glycerol jelété az oldatban az ATP bioszenzor

optimalis mikddéséhez sziikséges.

4.4.2. Extracellularis elvezetés patkany hippokampar szeletekbl

Az elokészitett szeleteket athelyeztilk egy perfaziés khmr melyben 6
mL/perc sebességgel aCSF oldatot aramoltattunkppokampusz CA1 régidtratum
radiatum rétegében, a Schaffer kollatéralisok ingerlésarglel bipolar elektrodes,
FHC Inc, Bowdoin, ME, USA) kbvetkeztében létrejitezs serkend posztszinaptikus
potencialokat (fEPSP) aCSF-fel feltdltott Uveg roiddektréda (1B150F-4, < 2 &
Word Precision Instuments Inc, Sarosota, FL, USAgitségével vezettik el. Az
ingerlés paraméterei a kovetk&z voltak: 3-7 V, 0.1 ms, 15 masodperc. Az
extracellularis DC elvezetéseket aCSF oldattalolfgitt boroszilikat Uveg pipetta
(GC120F-10, 4-7 M@, Havard Apparatus, Holliston, MA, USA) segitsédéxégeztik.
A fEPSP jeleket AC moédban egy ISO-80 bio-amplifford Precision Instuments Inc,
Sarosota, FL, USA) készilékkel, mig az extracdiisl®C jeleket Multiclamp 700A
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tipusu (Molecular Deviced Inc. Sunnyvale, CA, USA)szerrel felefsitve, pPCLAMP
9 szoftver (Molecular Deviced Inc. Sunnyvale, CASA) segitségével 10kHz-en
rogzitettik. Az elvezetéseket a Femtonics Kft.|dépesztett szoftver (Curve Analysis)

segitségével elemeztik ki.

4.4.3. ATP, adenozin, inozin és GLUT bioszenzongzetés patkany hippokampusz
szeletekldl

4.4.3.1. A bioszenzorok felépitése

A kontinensen etiként altalunk hasznalt médszert Llaudet és mt§2003,
2005) alapjan validaltuk és allitottuk be. A munk&oran hasznalt bioszenzorokat a
Sarissa Biomedical cé&it(Coventry, UK) szereztik be. A szenzorok 50 pme;a
és 0,5 mm hosszu platina szélai enzimekkel vateaknva, melyek ATP, adenozin,
inozin, illetve glutamat jelenlétében,®,-t termelnek, amit elektrokémiailag detektalni
tudunk (6. abra). Az ATP szenzort két enzim: a efgtkinaz (EC 2.7.1.3) és a
glycerol-3- foszfat oxidaz (EC 1.1.3.21); az adenazenzort (ADO) hdrom enzim: az
adenozin-deaminaz (EC 3.5.4.4), a nukleozid-fodao(EC 2.4.2) és a xantin-oxidaz
(EC 1.1.3.22) (Llaudet és mtsai 2003 és 2005); aiglutamat szenzort (GLUT) a
glutaméat-oxidaz (EC 1.4.3.11) enzim épiti fel (Tesmtsai 2009).

A mérés soran keis elvezetést hasznalunk: az ATP és GLUT szenzoélese
parhuzamosan NULL szenzort is alkalmaztunk. A NUkkenzor szerkezetileg
megegyezik az ATP és GLUT szenzorral, csak az esizim fellletén blokkolva
vannak, igy a szenzorok nem érzékelik az ATP ésamiat jelenlétét a szenzor
kozvetlen koérnyezetében, igy a szenzor alkalmasiteéaaj regisztralasara: ATP és
GLUT szenzor esetében a szenzor altal regiszéi@iiljkivonjuk a NULL szenzor éltal
regisztralt hattérzajt, igy a nettd ATP és nettatayhat jelet (netATP, netGLUT)
kapjuk. Az ADO szenzor a detekcios felllete kozeteé |éw adenozin és inozin
jelenlétére is érzékeny, ezért a meéréseket Ugyezdilk, hogy az adenozin szenzor
jelenlétében parhuzamosan INO szenzort is hasznalgy a nettd adenozin (netADO)
jelet ugy hatarozzuk meg, hogy az ADO szenzor {#lklvonjuk az INO szenzor jelét.

Az INO szenzor érzeékeny fellletén az adenozin-deamenzim blokkolva van, ezért a
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szenzor csak a kérnyezetébensl@wzinra lesz érzékeny. lly modon a ,netADO” csak
az adenozin jelenlétét reprezentdlja.

Az amperometrias meréseket perfazios rendszerbgartidk 34-36 °C-on, 500-700mV
(vs. Ag/AgCI) referencia elektréd jelenlétében. Aikroelektrdéd-bioszenzorokat
behelyeztik a perflzids kamraba és recirkulaltskemzorokat -0.5 és +0.5 mV-on. Ezt
kovetben aCSF oldatban higitott 6t kilonléokoncentraciéju ATP (300 nmol/k 50
pnmol/L), adenozin (300 nmol/k 50 umol/L), inozin (300 nmol/k 50 umol/L) és
glutaméat (100 nmol/& 30 umol/L) oldatot mostunk be a kamraba, melysegenzorok
gyors aramleadéassal valaszoltak. Valdah folyamatosan 10 kHz-es mintavételezési
sebességgel regisztraltuk a szenzorok altal leadamokat (pCLAMP, Molecular
Deviced Inc. Sunnyvale, CA, USA). A standard kalithés egyenest a regisztralt

gorbék maximuma alapjan készitettuk el.

Az elektrod
érzékeny vége

-

/ /
Csatlakozé Uveg elektréda .
X Az elektrdd

 —————== _ - = érzékeny
: 1 rétegei

____— Belss permeabilis réteg

- o
~— —— Enzim réteg

=
T~ Kiilss permeabilis réteg

6. abra: A mikroelektréd bioszenzor sematikus abrdp (Forrds a gyartd honlapja:

http://www.sarissa-biomedical.com/products.aspx).

4.4.3.2 Mikroelektréd bioszenzor kisérletek tervez=e

s

pumol/L), inozin (10 pumol/L) és glutaméat (10 pmol/lthérésével ellariztik a
szenzorok érzékenységéet. A kovetketépésben a vizsgélni kivant 400 pm

hippokampusz szeleteket belehelyeztik a szupemésfu(aramlasi sebesség: 6
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mL/perc) rendszer kamrdjdba. A szenzorok érzékedgetv Ovatosan belehelyeztik
mikromanipulatorok segitségével a hippokampuszesziel CA1 régidjaba, figyelve
arra, hogy a bioszenzorok kozel legyenek egymasteze érjenek 6ssze. 20 perc
ekvilibracios periddus eltelte utdn a szenzorokt&kéa ,steady-state” alapvonalat,
ezutan kezdtik el a mintavételezést. A méréseknsalt@laban a kovetkézméresi
lépéseket kovettik: a mintavétel &lpercében a patkany hippokampusz szeleteket
magas K tartalmd (26.9 mmol/L) aCSF oldattal ingereltiikRO2masodpercen keresztiil.
Mivel az ingerléshez hasznalt oldat magds tartalma jeleriisen megnoveli a pozitiv
toltédi ionok mennyiségét a moddositott aCSF oldatbant azéoldat N& ion tartalmat
ennek megfeléken csokkentettilk (102 mmol/L). Azokban a kiséKeémn, melyekben
valamilyen gatloszer hatast vizsgaltunk, az anteg@ntartalmaz6 aCSF oldatot 20
perccel a K depolarizacié it juttattuk a hippokampusz szeletre. Ez alol laltét
fluoroacetat (FAc, 1 mmol/L) képezett, amelyetlia-gzelektivitas elérése ceéljabol 10
perccel a K depolarizacié @kt juttattunk a rendszerbe. Kisérleteinkben a kiazt
anyagokat hasznaltuk: anandamide (10 pmol/L), ARB67 (100 pmol/L),
AZ10606120 (0.1 umol/L), CBX (20 és 100 umol/Lipyidamol (50 umol/L), BBG
(0.1 pmol/L), CNQX (10 pmol/L), D-AP-5 (10 pmol/L)fenprodil (10 pmol/L),
probenecid (150 pmol/L), TTX (3 umol/L). A €amentes aCSF oldathoz
hozzéadtunk 1 mmol/L EGTA-t, mely a maradék exitatigis C&£* megkotését

segitette. Minden anyagot friss aCSF oldatban tldktfel a kisérlet éLt.

4.6 Statisztikai analizis

Az 0Osszes adatoh szamu megfigyelések atlag+S.E.M-ként hataroztulg.me
Szignifikans kulonbségek kimutatdsahoz egy-szentpeoatianciaanalizist (ANOVA)
koveth Dunnett post hoc tesztet (t6bbszorés 6sszehadenhagy Student t-tesztet
(paros O6sszehasonlitas) végeztink. A statisztikahatarnak P <0.05 értéket fogadtuk
el. A droghatast jellendz kvantitativ farmakologiai paramétereket {fICértékeket a

Prism gorbeilles#ét program segitségével (Graph Pad, San Diego, GAnaltuk ki.
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5. EREDMENYEK

5.1 P2X és P2Y receptorok szerepe patkany gerincabken

5.1.1 Tricialt glutaméat felszabadulas vizsgéalata gkany gerincvelében

A purinok kilénféle P2 receptoron keresztiul hatrizdeértve az ionotrop P2X
eés G-protein kapcsolt metabotrop P2Y receptor dséidt. Kisérleteinkben a P2
receptor altipusok szerepét vizsgaltuk a patkamnoeeld szeletekbl mért tricialt
glutamat felszabadulasra. A nyugalmi tricium kidé@srezekben a kisérletekben 3.097
+ 0.160 % volt (n=8). Elektromos téringerlés (4005, Hz, 3.5 msec, 1 perc) jeléat
(EFS=6.330 £ 0.342%, EF$6.016 + 0.040%) és jol reprodukalhat6 (REFS= 1.01
+ 0.07, n=8) JH]glutamat felszabadulast idézets ¢P. tablazat, 7. abra).

2. tablazat: Tritcidlt neurotranszmitterek szoveti felvétele és kiaramlasa az eis(EFS)
illetve a masodik elektromos téringerlés (EFg alatt, valamint a bazlis kidramlas a

patkany gerincvels szeletekisl.

Szdveti felvétel Kiaramlas (%) Bazalis kiaramlas
(Ba/g) EFS EFS (%)

PHIGLUT  1.0%0.2%10°(n=8)  6.33@0.342(n=8)  6.0160.040(n=8)  3.09¥0.160(n=8)

[PHINA  2.550.56<10°(n=8)  1.3630.136(n=8)  1.1360.083(n=8)  0.43¥0.015(n=8)

Az elektromos ingerlést (3-ik és 14-ik mintavétetvetien a PHJGLUT kiaramlas
gyorsan visszatért a nyugalmi szintre (7. abrajert leirt kisérletek atlaga a kontroll

kisérlet (7. abra), melyhez a tovabbi eredményeikabnyitottuk.
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7. abra: Elektromos téringerlésre (40V, 15 Hz, 3.58) 1 perc) kivaltott tricialt glutamat
felszabadulas kontroll kisérletben60 perces éperflzio utan elektromosan ingereltik,(S)
a szeleteket. A tricialt glutamét felszabadulashiatagyijtés idején, a szovetben aktuélisan
jelenléw radioaktivitds szazalékaként fejeztik ki (frak@bs felszabadulas). A gorbék 8
egyedi kisérlet atlaga + S.E.M. értékeit mutaty@k.X tengely az idt percben, az Y tengely a

tricialt glutamat frakcionalis felszabadulas székat mutatja.

Az 1 mmol/L EGTA-val kiegészitett Gamentes Krebs’ oldat perfiziéja esetén
az elektromos ingerlés altal kivaltott tricialt glmat felszabadulas 90 szazalékkal
csokkent. A kisérleteket a P2 receptor agonistaggélataval folytattuk. Az ATP, ADP
és 2-MeSADP kezelés koncentracid ftigg csokkentette az elektromos téringerlés
altal kivaltott PH]glutamat felszabadulast a kovetkehatas efsségi sorrendben (8.
abra): ADP > 2-MeSADP > ATP, mikozben a bazaliciarh felszabadulast nem
befolyasoltak. A legnagyobb mértékgatlas ADP jelenlétében volt megfigyelhet
(63.15 £ 2.88%), a szamolt IC50 érték ez esetbeh thol/L-nak bizonyult.
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8. abra: A. Kulonb6zé P2-receptor agonistak hatasa a tricidlt glutamat dlszabadulasra
patkany gerincvels szeleteken. (A)Az agonistédk koncentracié hatas gorbéi. Az X ténge
agonistak koncentracidjat mutatja logaritmus skaladlban, az Y tengelyen pedig az
EFS/EFS hanyadosokat abrazoltuk (I. Anyagok és Médszergki4. A csillagok a kontrollra
vonatkoztatott szignifikancia szinteket jelzik, AN@®-t kdvet6 Dunnett’ tesztben (**p<0.01,
n=4-8).(B) Az ATP (1mmol/L) hatasa. Az X tengely azdtpercben, az Y tengely a tricialt
glutamét frakcionalis felszadadulas szazalékat tjautd gorbe az egyedi mérések éatlag +
S.E.M. értékeit mutatja.
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A P2 receptor agonista ATP metabolikusan stabilégja a 2-MeSATP 100
pmol/L koncentraciéban szignifikhnsan gatolta, miggasabb (200 pumol/L - 300
pumol/L) koncentracioban fokozta a patkany gerinéveteletekben az ingerlés altal
kivaltott [PHJGLUT kiaramlast (9. &bra).
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9. abra: 100 — 300 pmol/L 2-MeSATP hatésa a triciaglutamét felszabadulasra patkany
gerincveld szeleteken. (A)Az X tengely a 2-MeSATHRoncentraci6jat mutatja logaritmus
skdlan molban, az Y tengelyen pedig az elektromugeriések (§ &) altal indukalt
transzmitter felszabadulds hanyadosat abrazoltikMeSATP jelenlétébenA csillagok a
kontrollra vonatkoztatott szignifikancia szinteketzik, ANOVA-t kdvets Dunnett’ tesztben

(*p<0.05, **p<0.01, n=4-8)(B) Az X tengely az idt percben, az Y tengely a tricialt glutamat
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frakciondlis felszabadulas szazalékat mutatja. @@z egyedi mérések atlag + S.E.M. értékeit
mutatja.

A kovetkedkben az ATP (1 mmol/L) gatlé hatasanak receptantéatterére
voltunk kivancsiak. A nem-szelektiv P2 receptoragohista suramin (300 pmol/L),
illetve a P2Y,13receptor szelektiv antagonista 2-MeSAMP (10 umokikgdte az 1
mmol/L ATP gatlé hatasat (10 abra). Ezekkel az meauyekkel ellentétben a PPADS
(30 umol/L, 38.96 + 8.1%) és a PR¥zelektiv antagonista MRS2179 (10 pmol/L,
32.63 £ 1.36% ) csak részlegesen ellensulyoztakT@ gatlo hatasat. A kisérletben
agonistaként hasznalt ATP hidrolizise soran jéemhennyiség adenozin képiik,
melyek kilonboé adenozin-receptorokon hatva P2 receptoroktdl filggél is
moduldlhatjdk a transzmitter felszabadulast. Enaelehetségnek a vizsgalatara a
kovetked kisérletet végeztik el. A szeleteket PL){Adenozin receptor antagonista
DPCPX (100 nmol/L) oldattal kezelve nem tapasztddtwvaltozast az ATP glutamat
felszabadulasra gyakorolt gatlo hatadsaban (10),a&bagyis ebben a hatasban adenozin

receptorok nem vesznek részt.
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10. &bra: Az ATP hatdsa az elektromos ingerlés &ltakivaltott [ °H]glutaméat
felszabadulasra antagonisték jelenlétében és hiangan patkany gerincveb szeletekben

Az ATP-t a masodik elektromos ingerlés,)(8l6tt adtuk 18 perccel, mig az antagonistédk az
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egész kisérlet alatt folyamatosan jelen voltakekete oszlopok (KONTROLL) az antagonista
jelenlétében, a fehér oszlopok (ATP) az agonistar@agonista egylttes jelenlétében mért
EFS/EFS hanyadosokat mutatjak. A csillagok a kontrollraOfKTROLL) vonatkoztatott
szignifikancia szinteket jelzik, ANOVA-t kovét Dunnett’ tesztben (*p<0.05,
**p<0.01,***p<0.001, n=3-8).

A tovabbiakban a 2-MeSATP (300 umol/L) serkehatasat vettik gorésala.
A szelektiv P2X1 receptor antagonista NF449 100 IAmdoncentraciéban
szignifikansan kivédte a 2-MeSATP tricialt glutaradtifejtett serkerdt hataséat patkany

gerincveb szeletben (11. abra).
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11. abra: A 2-MeSATP (300 pumol/L) hatasa az elektromos ingerlés altal kivaltott
[*H]noradrenalin felszabadulasra NF449 jelenlétében < hianyaban patkany gerincved
szeletekbenA fekete oszlopok (KONTROLL) az antagonista jeégében, a fehér oszlopoR-(
MeSATP az agonista és antagonista egyittes jelenlétéian EFSYEFS hanyadosokat
mutatjak. A csillagok a kontrollra (KONTROLL) vorkaiztatott szignifikancia szinteket jelzik,
ANOVA-t kdveté Dunnett’ tesztben (ns>0.05, **P<0.01 n=3-8).

36



Amennyiben az antagonistakat 18 perccel a masddiéremos stimulus ($
elott tettlik a perfazids oldatba, a PPADS és a 2-Me8AMmagukban szignifikansan
csokkentettéek, mig a suramin, az MRS2179 és a NE#Bagukban nem okoztak
szignifikans valtozast a elektromosan stimulalcidétt glutamat felszabadulasban

patkany gerincvél szeletekben (3. tablazat).

3. tabladzat: Az P2 receptor antagonistak hatasa aelektromos téringerlésre kivaltott

tricialt noradrenalin és glutamat felszabadulasra(NA= nem vizsgaltuk)

[*H]Noradrenalin [ *H]Glutamat

Hatbéagyag EFS,/JEFS; n Szignifikancia EFS,/EFS; n  Szignifikancia

(umol/L)

Kontroll 0.92+0.03 8 1.01+0.07 8

Suramin (300) 1.17+0.02 8 p<0.01 1.19+0.04 4 p>0.05
PPADS (30) 0.74+0.01 4 p<0.05 0.78%0.03 4 p<0.05
MRS 2179 (10)  0.95+0.04 8 p>0.05 0.95+0.04 4 p>0.05
RB2 (30) 1.07+0.05 4 p>0.05 NA NA NA
2-MeSAMP (10)  0.93+0.02 4 p>0.05 0.60+0.01 4 p<0.01
NF 449 (0.1) 0.81+0.03 4 p>0.05 0.89+0.02 4 p>0.05

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a P2Y receptorttkl amedialt gatlo hatas a
glutaméat kiaramlasra a serkénvagy a gatld transzmissz6 kozvetitésén keresztil
valosul-e meg. Ennek kideritése végett tovabbérléteinkben megvizsgaltuk az
excitatoros transzmisszi6 részvételét az elektramoskivaltott PH]glutamat
felszabadulasaban. A szelektiv NMDA receptor bld&kdP-5 (10 pmol/L) és a nem-
NMDA receptor blokkolé6 CNQX (10 umol/L) szignifik&an csokkentették az ingerlés
altal kivatott PH]GLUT kiaramlast. A CNQX és AP-5 emellett kivédie 1 mmol/L -
os ATP gatlé hatasat az elektromos ingerlésre ittA[PHJGLUT kidramlasra (4.
tablazat). Ezzel ellentétben a GABA A-receptor gatasta bicuculline (100 pmol/L)
nem okozott valtozast az ATP-nek a tricialt gludarfelszabadulasra gyakorolt gatld
hatasaban (EREFS= 0.477+ 0.061, n=8).
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4. tabldzat: CNQX és AP-5 hatésa a patkany gerinclé szeletek elektromosan stimulalt
[*H]glutamat felszabadulasara. (a)A CNQX és AP-5-t a masodik stimulacic®l21 perccel
adtuk a perfazidés oldatb&) Az antagonistdk mindkét elektromos stimulacig, () alatt
jelen voltak a kisérletben. Az ATP-t mindig a magostimulacio ebtt 18 perccel adtuk a
perfuzids rendszerbe. A p érték a CNQX+AP-5-el kexekezeletlen kisérletek kdzott szamolt
szignifikanciat mutatja. A csillagok az ATP-vel iidalt és az ATP jelenléte nélkll végzett

kisérletek statisztikai eredményeit mutatja (** g3@L, n=elemszam).

Kontroll +CNQX + AP-5
[*HIGLUT n [*HIGLUT n  Szignifikancia
Nyugalmi kiarmlas 3.097+0.160 8  2.013+0.062* 4 p<0.0001
(%)
EFS; (%) 6.016x0.040 8  0.613+0.050° 4 p<0.0001
EFS,/EFS,

D

- 1.013+0.070 8  0.269+0.020°
0.613+0.050° 4
+ATP (1 mmol/L)  0.373x0.032** 8  1.377+0.038™* 4 p<0.0001

p<0.0001

5.1.2 Tricialt noradrenalin felszabadulas vizsgalat patkany gerincvebben

A kutatdsaink kovetkéz szakaszaban a°H]noradrenalin felszabadulast
vizsgéltuk meg a patkany gerincielszeletekben. A nyugalmi>H]transzmitter
kiaramlas 0.437 £ 0.015 %-nak adddott (n=8, 2.4&d). Elektromos stimulus (40V, 2
Hz, 1 ms, 2 perc) hataséara 1.363 + 0.136 % trigmabadult fel a kontroll kisérletben,
a masodik elektromos ingerlés esetében pedig 1186883 % (EFFEFS=0.93 *
0.03, n=8) (12. abra). A stimulus A&ltal kivaltogtldzabadulast kouetn a jeldlt
noradrenalin kiaramlasa gyorsan visszatért az afegdva. A fenti kisérleti eredmények
atlagat vettuk kontrollnak, és minden tovabbi miéeésdményt ehhez viszonyitottuk.

A P2 receptor agonistak kozul mind az ATP, az AB® a 2-MeSADP
szignifikansan csokkentették az elektromos ingexldgvaltott tricialt noradrenalin
felszabadulast a gerincveszeletekBl. Az agonista hatasésségi sor a kdvetkéaolt:
ADP > 2-MeSADP > ATP (13. abra). A legnagyobb géatlas BPA30 pmol/L

koncentracional volt mérh@e(13. abra).
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12. &bra: Elektromos téringerlés altal (40V, 2Hz, ans, 2 perc) kivaltott PH]noradrenalin
felszabadulas patkany gerincvél szeletekben.60 perces éperfluzié utan elektromosan
ingereltik (3, $) a szeleteket. A tricialt noradrenafielszabadulast a mintatjyes idején, a
szbvetben aktudisan jelentévradioaktivitds szézalékaként fejeztik ki (frakdibs
felszabadulas). A gorbe 8 egyedi kisérlet atlagEEM8. értékeit mutatja. Az X tengely azsid

percben, az Y tengely a triciélt glutamat frakcientelszabadulas szazalékat mutatja.
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13. &bra: Kulénbdzé P2-receptor agonistak koncentracioflig§ hatasa az elektromos
téringerlés &ltal (40V, 2Hz, 2 ms, 2 perc) kivaltat [*H]noradrenalin felszabadulasra
patkany gerincvels szeletekbenAz X tengely az agonistak koncentraciojat muthtgaritmus
skalan mélban, az Y tengelyen pedigllES/EFS hanyadosokat abrazoltuk (I. Anyagok és
Modszerek 4.2.1.). A csillagok a kontrollra (szaggatott vonal) vonatiaiott szignifikancia
szinteket jelzik, ANOVA-t kbvet Dunnett’ tesztben (**p<0.01, n=4-8).

A kovetked kisérletekben a P1 és P2 receptorok részvétesgdituk az ATP
[*H]noradrenalin felszabadulasra gyakorolt gatlé $gtban (14. abra). Az ATP 3
mmol/L koncentracidban szignifikansan cstkkenta#teelektromos ingerlésre kivaltott
tricialt noradrenalin felszabadulast. Ezt a gattakt a P2Y; 13-receptor antagonista 2-
MeSAMP (10 umol/L) és a nem szelektiv P2Y receptiagonista RB2 (30 pmol/L)
teliesen, mig a P2Yreceptor antagonista MRS2179 (10 umol/L) és a dtkptor
antagonista DPCPX (100 nmol/L) részlegesen védté lsuramin (300 umol/L) és a
PPADS (30 umol/L) ugyanakkor nem ellensulyozta aPAatasat (14. abra).
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nincs jelen  Suramin PPADS MRS2179 RB2 30uM 2MeSAMP DPCPX
antagonista  300uM 30uM 10puM 10puM 100nM

14. abra: Az ATP hatdsa az elektromos ingerlés A&ltakivaltott [>H]noradrenalin
felszabadulasra antagonistak jelenlétében és hiangan patkany gerincveb szeletekben.
Az ATP-t a masodik elektromos ingerlés,)(8l6tt adtuk 18 perccel, mig az antagonistédk az
egész kisérlet alatt folyamatosan jelen voltakekete oszlopok (KONTROLL) az antagonista

jelenlétében, a fehér oszlopok (ATP) az agonistar@agonista egylttes jelenlétében mért
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EFS/EFS hanyadosokat mutatjak. A csillagok a kontrollraOfKTROLL) vonatkoztatott
szignifikancia  szinteket  jelzik, = ANOVA-t  kovét Dunnett’ tesztben (ns
p>0.05,*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001, n=4-8).

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy a 2-MeSATP milyeadulalé hatast valt ki az
elektromosan indukalfifijnoradrenalin felszabadulasra. A Krebs’ oldathamasodik
ingerlés (o) elétt 18 perccel perfundalt 2-MeSATP (100-300 pmolje)ensen
megnovelte a kiaramlast a kontrollhoz képest. Hmtas a bazalis (0.987 + 0.036%,
n=4, p< 0.001, 15 abra A.) és az elektromos ingezlékivaltott tricium

felszabadulasban is tapasztalhato volt (15 abra).

A 1.6 -

1.4 4

[PH] NA%

N
i

s1 S2

o
N

2-MeSATP 100 pM

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57

o
o

min
B 150-

1.25 1 . *
91004 J{f_. -
E kontroll
$0.75 -
m

0.50 1

0.25 1

0.00 =T 71T rrrrm —r T e

-5.0 -4.5 -4.0 -3.5
log agonista koncentraci6 [M]

41



15. abra: 100 — 300 pmol/L 2-MeSATP hatésa a trididnoradrenalin felszabadulasra.(A)

Az X tengely az iét percben, az Y tengely a tricialt noradrenalirkdranalis felszabadulas
szizalékat mutatja. A gorbe az egyedi mérések AI&E.M. értékeit mutatja(B) Az X
tengely a 2-MeSATP koncentraci¢jat mutatja logangnskalan molban, az Y tengelyen pedig
az EFS/EFS hanyadosokat abrazoltuk (I. Anyagok és Modszerék14. A csillagok a
kontrollra vonatkoztatott szignifikancia szinteketzik, ANOVA-t kdvett Dunnett’ tesztben
(**p<0.01, n=4-8).

A PPADS (30 pmol/L) és a NF449 (100 nmol/L) kivédt@-MeSATP serket
hatasat aH]noradrenalin kiaramlasra. A P2Yeceptor antagonista MRS2179 (10
umol/L) erre nem volt képes; jelenlétében a 2-MeBAJzignifikdnsan emelkedést
okozott a kontroll kisérlethez képest (106.63 + %Y (16. abra). Az antagonistak
onmagukban nem okoztak szignifikdns valtozastHinpradrenalin felszabadulasban,

kivételt ez alél csak a PPADS és a suramin képé2ethblazat).
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16. &bra: Antagonistak hatasa az elektromosan kivétt [ *H]noradrenalin felszabadulasra

a patkany gerincveb szeletekbenAz antagonistak az egész kisérlet alatt folyamatgsien
voltak. A fekete oszlopok (KONTROLL) az antagonistatasat, a fehér oszlopok (ATP) az
agonista és antagonista jelenlétében felszabaduiéltr glutaméat kidramlast abrazolja. Az
eredményeket EREFS aranyokban fejeztik ki. A csillagok a kontrollr&@GNTROLL)
vonatkoztatott szignifikancia szinteket jelzik, AN@-t kovets6 Dunnett’ tesztben (ns

p>0.05,**p<0.01,***p<0.001, n=4-8). Az X tengely azagonistakat dbrazolja, az Y tengely
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pedig az elektromos ingerlések1(SS) altal indukalt fH]NA transzmitter felszabadulas

hanyadoséat mutatja.

5.1.3 P2Y receptorok mRNS expresszidjanak vizsgatapatkany agytorzsben,

hats6-gyoki ganglionban és gerincvében

A farmakoldgiai vizsgélataink alapjan arra a koeetletésre jutottunk, hogy a P2
receptorok modulalé hatast fejtenek ki &@H]plutamat és 3H]noradrenalin
felszabadulasra a patkany gerinébeln és a gatldé hatas kozvetitésében felbehea
P2Y1, és P2Y3 receptor altipusok vesznek részt. A célbol, hoggebsitsik ezt a
feltételezést, tanulmanyoztuk a fenti P2Y recemtmgységeket kdédold6 mRNS-ek
expressziojat az agytorzsben, gerinélbeh és a hatsé-gyoki ganglionban (DRG). A
harom kilénb6& biologiai mintabdl szarmazo teljes RNS tartalmagverz
transzkriptcidéval atirtuk, majd a P2Y receptor mldokra specifikus primereket
hasznalva PCR reakci6ban fdgitettik. Az RT-PCR reakci6 sordn a patkany
gerincvebben, agytérzsben és DRG-ben a PRYeceptor altipust kdédol6 mRNS
kifejezodott, mig a P2Y, receptor altipus mMRNS-e csak az agytbrzsben volt
kimutathato (17 abra).

P2v12 P2¥13 B-actin Ladder P2¥12 P2Y13 R-actin Ladder P2¥12 P2Y13 R-actin Ladder
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17. abra Purinoceptor altipusok PT-PCR elemzése aafkany agyttrzsben (A), hatso-gyoki
ganglionban (B) és gerincvében (C). A P2Y receptorokat kodol6 mRNS méretét 100 bp-os
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létra (Ladder) segitségével azonositotB#lss kontrolinak a béta-aktinf¢actin) hasznaltuk. A

gél (1.5% agar6z) legalabb harom fuggetlen kisérieiményét reprezentélja.

5.1.4. P2Y receptor immunohisztokémiai vizsgélata

Immunhisztokémiai vizsgalatainkat azért vegeztik helgy megbizonyosodhassunk
arrél, vajon azok a P2 receptor fehérjék, melyekriacidlt glutamat felszabadulas
moédosulaséért, megvaltozasaért fidek, jelen vannak-e a primer afferens idegi
véegzidéseken vagy interneuronokon. A P2 receptorok k@ziR2Y; illetve P2Yi3
jelenlétét vizsgaltuk az ellentkaédllitott specifikus antitestek segitségével, détel
VGLUT1 jeldléssel azonositottuk a gerinasatn a glutamaterg idegi végkészuilékeket.
Eredményeink igazoltak Persson és munkatarsaiigyeigset, miszerint a VGLUT1
jelolés egyerdtlen diriségben, de gyakorlatilag a teljes gerinévéktso szarvban, az
[-VI rétegben jelen van (Person és mtsai 2006)ekktronmikroszkopos abra immun-
DAB festéssel mutatia a VGLUT1l-re utald6 immunrealdst glutamaterg
idegveégddés elektronmikroszkdposan “lUresnek” latszé holgagdinak membranjan.
A P2Y; receptorra végzett immunfestés a VGLUTL jel@ésttérs képet mutatott a
gerincveb nyaki szakaszanak keresztmetszeti szeletén (18).aA legeételjesebb
festbdést az I-1l rétegekben kaptuk, és a festéssege a hatsd szarvi metszet kozepe
felé haladva gyengult. Elektronmikroszkopos szinBi#Y; receptor jelenlétére utald
festbdést csak dendritekben talaltunk, szinapszisoklsam. rKorabbi vizsgalatainkkal
megegyed& modon figyeltink meg P2Yimmunpozitivitdsra utald6 DAB csapadékot
endotélsejtek lumindlis oldalan (vérpélya 6fel oldal), ahol valoszitleg az itt
eléforduld kaveoldkban talalhaté (18. abra).

Igen ritkan talaltunk idegsejtet, annal tobb gtiadlemet a gerincuelfehér- és
szurkeallomanyaban, amely PRYimmunpoztivitast mutatott. A legéeljesebb
festbdés a héti (dorzalis) spinocerebellaris traktuskalh megfigyelhed, azonban a
jelolédés egészére vonatkozdéan az mondhatd el, hoghats@ szarvban &eljesebb
volt, mint a fehérallomanyban. Kontroll festéseknélikor a P2Y3; antitest helyett
normal szérumot alkalmaztunk, nem talaltunk kil@ges a fehér- és szurkeallomany

szine kdzott, az egész metszet fehér/atiateradt (ezt nem mutatjuk be).

44



18. abra: VGLUT1, P2Y; és P2Y; receptorok kimutatasa patkdny gerincveében. (A)

VGLUT1 immunfluoreszcens festés a gerinévalaki szakaszanak keresztmetszeti szeletén.

Az Alexab94 (piros) festékkel jelolt glutamatergegvégddések az I-VI rétegben egyarant
megfigyelhebk. A sejtmagokat DAPI-val jeloltik (kék).(B) VGLUT1 kimutatadsa
elektronmikroszkopos szinten, ABC-DAB festésseloll holyagocskak (vezikulak) egy hatso
szarvi glutamaterg idegvégesben. (C) Immunfestés P2Y receptor kimutatasara a
gerincvebben. Immuncsapadékaikiépp az I-Il rétegben talaltunk. A P2Yeceptor jelenlétére
a nyul 1gG ellen termelt Alexa 488 (zold) festéalusejtmagok (Dapi kékXD) ABC-DAB
festés azonositja a P2¥t kifejed dendriteket a gerincu@inyaki szakaszanak keresztmetszeti
szeletén.(E) P2Y; jelenlétére utald feétiés (DAB csapadék) egy endotélsejt luminalis
membranjan(F) P2Y;szellen termelt antitest altal jelolt gliasejtek aigevelbben mind a fehér-
mind a szurkedllomanyban (kivagas). A felsts ebteljesebb a hatsé szarvban mint a

fehérallomanyban, de a legezljesebb fegidés a hati spinocerebellaris traktusban talaltfato.
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hats6 szarv néhany azonositatlan idegsejtiénekplaimaja szintén fesdott. wm:

fehérallomany, dh: gerincuehéatsoé szarv, bar: om.
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5.2 K' depolarizacié altal kivaltott ATP, adenozin és gltamat
felszabadulds mérése patkany hippokampusz CAl régaban
mikroelektrod bioszenzor segitségével

Kutatdsaink masodik szakaszaban purinerg és gltgagnéendszerek szerepét
vizsgaltuk kalium depolarizacié (25 mmol/L, 270 sbatasara patkany hippokampusz
szeletekben. E célbdl az izolalt, 400 um vastagpatkany hippokampusz szeleteket az
in vitro szuperfuzidés rendszerbe helyeztik és valdsi ideikroelektrod-bioszenzor

technika segitségével vizsgaltuk.

5.2.1. Nyugalmi és K depolarizaciora kivaltott ATP, adenozin és glutamé
felszabadulas patkany hippokampuszban

El6szor a hippokampusz szeletek nyugalmi ATP, adenazmn glutamat
felszabadulaséra voltunk kivancsiak. Azéelépésben a szenzorokat belehelyeztik a
szovet-szelet kamréba és megvartuk, hogy a szenabégéek az ekvilibrum allapotot
(altalaban 20 perc). Majd ezt kédeh a patkany hippokampusz szeletekbe Gvatosan
beleszurtuk a bioszenzorokat. Az ily médon elgugalmi helyzet beallta utan kapott
jel, illetve a szelet nélkul mért bioszenzor jéldnbsége, - levonva abbdl a referencia
szenzor jelét - mutatja a bazalis ATP, adenozinglésamat felszabadulast, amely
néhany nmol/L nagysagreimkek bizonyult (ATP: 4.1 £ 0.8 pA, n=10; ADO: 5.40+7
pA, n=10; GLUT: 6.4 £ 0.8 pA, n=10). Pontos koncanid érékeket nem tudtuk
meghatarozni, mivel ezek az értékek a detekeci@réwadk kozelébe és ezaltal a
kalibraciés gorbe linearis tartomanyan (300 nmo#k 50 pmol/L koncentracio
tartomany) kivil estek. A kbvetkézben a hippokampusz szeleteket 25 mmol/L-0s
kalium (270 sec) tartalmu aCSF oldattal perfund@linely hatasara gyors, ugyanakkor
reverzibilis ATP, adenozin és glutamét szignél dweést regisztraltunk (19. abra). A
kisérletek egy részében egyitlepg regisztralt DC elvezetésben d Kepolarizacio
hatasara a spreading depression(SD) jelenség megjelenését észleltik, ahogy azt
korabbi irodalmi adatok is leirtak (Schock és m&¥i7) (n=5, 19F. abra). Az ATP két
fazisban szabadult fel, az &l§zis végét az SD megjelenése determinalta, méy a
depolarizaci6 adast kovetn a 3.81 + 0.2 percben jelent meg (n=5, 19F. al&a)

adenozin kiaramlas Kstimulus kezdete utan a 0.79 + 0.01 perchen \atiékdalhatd
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(0.48 £ 0.16 pmol/L), mig a maximumat 10.28 + 1hol/L koncentracional érte el
(7.31 £ 0.01 perc, n=8, 19C. abra). A glutamatzatmdulast a kontroll kisérletben a
2.68 £ 0.04 percben regisztraltuk és a legnagyabicdntraciot a 5.62 + 0.06 percben
(3.49 + 0.84 umol/L, n=8, 19B. &abra) érte el hdepolarizaciét kovéen. Az ATP a
2.56 + 0.05 percben voltdadzor detektalhaté a 25 mmol/L kalium stimulust kéee.
Az el fazisban az ATP szignal csucsa a SD kialakul&$h mlar regisztralhato volt
(0.48 = 0.16 pmol/L), mely egybeesett a glutamdsz&badulasaval. A masodik
fazisban 1.23 £ 0.023 pumol/L-os maximum ATP koncaridt mértink (8.08 + 0.01
perc, n=8, 19A. abra). A NULL szenzor az alapvondloktualt.

Az ATP szenzorral egy tben astratum radiaturrbdl elvezetett mezserkend
posztszinaptikus potencialokat (fEPSP) regisztn&lt\ hippokampusz szeletek magas
K™ okozta SD alatt elveszitik az elektrofiziologi&tigitasukat, amelyet ugyanakkor a
kimosasi fazisban teljes mértékben visszanyerte¥e (labra), igazolvan a szelet

megtartott életképességeét.
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19. &bra: Valds ideji ATP, adenozin és glutamat felszabadulas vizsgalaka® depolarizacio
hatdsara a patkany hippokampusz szeletekben. (AMagas K hatdsara az ATP
felszabadulasban két fazis volt megfigyeth@tiggsleges vonal vélasztja el a két fazigg) A

K* depolarizacié hatasara gyors glutamat kiaramidsaté. (C) Az ADO bioszenzor hosszu
lefutasu adenozin felszabadulést regisztralt, nmadpen ebbb jelent meg, mint a glutamat és
ATP szigndl.(D) Az ADO szenzor az érzékeny felulete kozeléberd lddenozin és inozin
jelenlétére is érzékeny, ezért a méréseket Ugezdik, hogy az adenozin szenzor mellett INO
szenzort is hasznalunk, igy a netté6 adenozin (n€Aj@let Ugy hataroztuk meg, hogy ADO
szenzor jelédl kivonjuk az INO szenzor jelét. Az abra az inoitenlétét regisztralja(E)
Mezs-serkend posztszinaptikus potencial elvezet@sa K stimulus ebtt (i), alatt ési{i) a
kimosasi fazisban(F) Az ATP szenzorral egyidéjeg regisztralt extracellularis DC potencial
elvezetések atlaga. Az X tengely dtighercben, az Y tengely (A-D abra) a koncentraainvt
és F abran a fesziltséget abrazolja. A gorbékditlégketével, a szérasait szirkével jeldltik
(n=6-8).

A szimultdn méréseket két flggetlen méréscsoport@arP-DC potencial-
ADO, ATP-GLUT) tudtuk elvégezni (20. abra), ezértkalonbtd csoportokbdl
szarmazd ATP regisztratumokat egymasra helyeztinkidd fliggvényében és
kiszamoltuk az iflbeni eltéréseiket. Ez azddblak 0.145 + 0.131 perc volt, mely nem

tért el szignifikansan (p>0.05, n=4, t-teszt) atéldsl (egyidejiséq).

A 1. csoport ATP

= DC potencial
m— ADO

T+ T T 1 1 1T 1 1T 1T 1T 7 1T © 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

time (min)
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B 2. csoport ATP
— GLUT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
time (min)

20. abra: Egyidejiiség vizsgalata(A) 1. csoport az ATP, adenozin és SD szimultan méggs.

2. csoport az ATP és glutamat szimultan mérésenygdly az idt mutatja percben.

Megvizsgaltuk a K depolarizacié hatasara regisztralt SBbieli megjelenését is a nem

szimultéan kisérletekben. Az eltérés éréke 3.812+p@rc volt.

1,
A —+—  Max S.E.M. (n=5)
—+—  Min S.E.M. (n=5)
—6— tlag(n=5)

3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4
time (min)
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2 F
—F— Max S.E.M. (n=5)
—+—  Min S.E.M. (n=5)
—6— Atlag (n=5
ool g (n=5)
-24 -
mV
-2.6
-28 r
_3 = 1 L L L L L
3.78 3.79 3.8 3.81 3.82 3.83 3.84

time (min)

21. dbra: A SD megjelenésének #beli vizsgalata K depolarizacid hatasasra. (A)A
regisztralt SD atlaga, minimum és maximum értéK&) A piros négyzettel jel6lt rész
kinagyitasa. Az eredmények 6t fuggetlen mérés etaglen(n=5). Az X tengely azdtl mutatja

percben, az Y tengely a SD mV-os valtozasat mutatja

5.2.2. Honnan szarmazik a K depolarizaciora felszabadult adenozin?

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a hippokampase jelen vannak az
ectonukleotidaz (ektoATP&z) enzimek (Goding és m2§®3, Zimmermann 2000).
Mivel az ATP nagy mennyiségben szabadul fel*adEpolarizaciora, felmeril annak a
lehettisége, hogy az ATP felszabadulasat kéeetaz exrtacellularis térben ektoATPaz
enzim jelenlétében adenozinna bomlik. Ennek a lefrelé a tisztdzasa céljabdl a masok
altal is hasznalt (Frenguelli és mtsai 2007, Spérlég&s mtsai 2007) ekto-ATPaz
inhibitor ARL67156-t (100 pmol/L) haszndltunk, mely alkalmazott koncentracidban
az extracellularis ATP lebomlaséat bar nem teljestéhéen, de jeleisen gatolja. Az
ARL67156 hatasara szignifikansan megemelkedett aédpolarizacio altal éidézett
ATP felszabadulds (8.62 £ 0.76 umol/L, n=8, p<@.Bltdblazat), valamint az ATP
szint emelkedése mar hamarabb, 'asEmulus utani 1.69 + 0.012 percben detektalhatd
volt. Ezzel ellentétben azt tapasztaltuk, hogy denazin felszabadulas jelésen
csokkent (0.15 £ 0.04 umol/L, n=6) a gatlészeren@dteben, mikdézben a glutamat

kidramlas mennyiségét nem valtoztatta meg (22.)aldrakdvetkesd kisérletben az
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ARL67156 (100 pmol/L) és adenozin transzporter &yatipiridamol (50 pmol/L)
egylttes hatasat vizsgaltuk. Ebben az adenoziarkiasa a hippokampusz szelet@kb
magasabb értéket mutatott, mint csak az ektoATRbitor jelenlétében (2.71 £ 0.23
umol/L, n=5, p<0.01; 5. tablazat). Ezek az eredmkrglapjan arra kdvetkeztettiink,
hogy az ADO szenzor egyrészt az ATP extracellubBoislasabol szarmazd adenozint
érzékeli, valamint direkt adenozin felszabadulastatektal.

A
14
— 9 1
3 ATP
=
4
ADO
-1 T T T 1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
25 mmoliL K* time {min) ARLET156
B
10 -
8 -
6 p
2 p
0 ] ! - { 1
20 2 4 6 8 10 12 14 16 18

time (min) ARLE7156
25 mmoliL K*

22. bra: Az extracellularis ATP metabolizmust gatb ARL67156 hatdsa az ATP, adenozin
és glutamat felszabadulasara patkany hippokampuszzsletekben. (A)Az ARL67156
kezelés hatasara a szeletekben szignifikhnsan nedkgiett az ATP kidramlas. Ezzel
ellentétben adenozin felszabadulds nem volt ddtektA (B) Az ARL67156 nem okozott
szignifikans valtozast a glutamat kidramlasabaszdéleteket 2Bnmol/L K* oldattal ingereltiik
270 sec-ig (vizszintes vonal). Az X tengelyen dit ercben, az Y tengelyen az ATP, adenozin
és glutamat koncentracidjat abrazoltuk. gorbék atlagait feketével, a szoOrasait szirkével
jeldltik (n=6).
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5.2.3. Az ATP, adenozin és glutamat felszabadulakagyan figg az extracellularis
Ca*" szintt6l?

Mivel a vezikularis transzmitter felszabadulas {Qa fiiggd, és korabbi
munkékban az ATP felszabadulast is {Qaflgginek talaltaKSperlagh és Vizi 2000,
Pankratov €s mtsai 2006), megvizsgaltuk, hogy eoldepacio altal kivaltott ATP
felszabadulast a mi kisérleteinkben is az extraléls C&"-ion bearamlasa valtja-e ki.
Ennek elledrzésére a kovetkézkisérletet végeztik el: a kisérletben hasznaltFaCS
oldatot C&"-mentes és C&kelator EGTA (1 mmol/L)-t tartalmaz6 oldatra cdgik.
Az igy elvégzett mérésben az ATP (0.21 £ 0.01 pmai£6, p<0.01, 13. abra) és az
adenozin (0.22 * 0.02 pumol/L, n=6, p<0.01, 12 &b2d) mmol/L K hatasara
felszabadult mennyisége szignifikAnsan csokkenyaogkkor a glutamat kiaramlasa
nem valtozott (3.64 + 0.15 umol/L, n=6, p>0.05, 2Bra) a patkany hippokampusz

szeletekben.

5.2.4. Hogyan befolyasolja a tovaterjeélneuronalis aktivitds az ATP, adenozin
illetve a glutamat felszabadulasat a patkany agystetekben?

A kovetkedkben azt vizsgaltuk, hogy az akciés potencial gatlanilyen
hatassal van az ATP, adenozin és glutamat dépolarizacié altal kivaltott
kiaramlasara. A szeleteket fesziiltségfliddp’- csatorna blokkoléval, tetrodotoxinnal
(TTX, 3 umol/L) kezelve szignifikans gatlast kaptua kontroll kisérlethez képest
(ATP: 0.07 = 0.05 pmol/L, ADO: 0.08 + 0.04 umol/b=6, p<0.01, 13. abra, 5.
tablazat). Ugyanez volt megfigyellbed glutamat felszabadulas esetében is (0.12 + 0.03
umol/L, n=6, p<0.01, 23. abra, 5. tablazat). A*Nasatorna blokkolé emellett a
varakozasnak megfetin gatolta a fEPSP aktivitast is. Ezékbz eredményeki arra
kovetkeztettiink, hogy a tovaterfedakcios potencialnak szerepe van'adiépolarizacio

altal kivaltott purin és glutamat felszabadulasban.
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23. abra: Farmakoldgiai kezelések hatdsa a Kdepolarizacié altal kivaltott ATP (A),
adenozin (B) és glutamat (C) felszabadulasr& fesziltségfigy Na” csatorna blokkold TTX
gatolta az ATP(A), adenozin(B) és glutamat(C) felszabadulastA transzmitterek nettd
felszabaduldsa esetében & depolarizaciot kovét bioszenzor jel emelkedésének maximalis
ertékét vettuk figyelemebe, és az értékgkel/L-ben fejeztik ki.A csillagok a kontrollra
vonatkoztatott szignifikancia szinteket jelzik, AN@-t kdveté Dunnett’ tesztben (ns p>0.05,
**p<0.01, n=5-6).

A kovetkez kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a gluiterg excitatoros
transmisszid, hogyan befolyasolja & Hepolarizacio altal kivaltott felszabadulast. A
szeleteket €ékz6r a non-NMDA receptor gatld CNQX (10 upmol/L) gelétében
perfundaltuk, melynek hatasara a glutamat felsadbadszignifikAnsan cstkkent (0.09
+ 0.06 umol/L, n=5, p<0.01, 5. tablazat). Ezzel atdbsal ellentétben az ATP és

adenozin esetében nem regisztraltunk valtozashadl kisérlethez képest (ATP:1.17



+ 0.12 pmol/L, n=5, p>0.05; ADO: 8.43 = 0.53 umolh=5, p>0.05, 5. tablazat). A
tovabbiakban a Kdepolarizacioé hatasat megvizsgaltuk az NMDA remephtagonista
D-AP-5 ( 10 umol/L) és a NR2B szelektiv NMDA reaapaintagonista ifenprodil (10
pumol/L) jelenlétében. Mindkét anyag szignifikAnsambkkentette az ATP és adenozin
kiaramlast: (D-AP-5, ATP: 0.11 + 0.03 pumol/L, n=5>0.01; ADO: 0.11 + 0.01
umol/L, n=5, p<0.01, 24. abra), (ifenprodil, ATP18 + 0.06 pmol/L, n=5, p<0.01;
ADO: 0.11 = pumol/L, n=5, p>0.01, 5. tdblazat).
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24. dbra Az NMDA receptor antagonista D-AP-5 hatasaa K* depolarizacié indukalt
adenozin és az ATP felszabadulasraz X tengely az iéit percben, az Y tengely az ATP és
adenozin szenzor normailzalt jelét abrdzolja (pAAz abran egy egyedi regisztrdtumot

mutatunk be az 6t flggetlen méréksb

5.2.5. Mely neurdlis elem vesz részt az ATP, adezio és glutamat
szabadulasaban?

A kovetked kisérletsorozatunkban arra a kérdésre kerestlflaszt, hogy a
magas K hatasara felszabadult ATP, adenozin illetve glédtaneuronbdl vagy gliabdl
szarmazik. Ennek a kérdésnek az eldontésére anyathkppokampusz szeleteket
fluoroacetat (FAc, 1 mmol/L) jelenlétében vizsgklt A FAc 1 mmol/L-os
koncentraciéban szelektiven gatolja a glia sejteldeacetat transzportereket és ezaltal
a glia oxidativ metabolizmusat. A mitokondridlisagbxint (Clark 1991, Canals és

mtsai 2008) 10 perccel az ingerléétehdtuk a perfuzids rendszerbe, mivel ilyen rovid
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ideig adva az anyag glia szelektiv hatassal bijo@iBlorbert, személyes kozlés). A
FAc hatdsara az ATP felszabadulas jélsenh csokkent a masodik fazisban (ATP: 0.21
+ 0.14 umol/L, n=8, 25. abra), ezzel ellentétberelaz fazisban nem volt hatasa (FAc
nélkal: 0.48 + 0.16 umol/L, n=8; FAc jelenlétébé&n54 + 0.16 pumol/L, n=8, p>0.05,
25. 4bra). A glutamat felszabadulasat is gatoltduaroacetat (GLUT: 0.11 + 0.07
umol/L, n=7; p<0.01, 25. abra). Az adenozin kia@sbhn jelerdis, bar nem teljes
csokkenést (3.08 £ 0.89 umol/L, n=8, p<0.01, 25aplmkozott 6nmagaban a FAc
kezelés. A TTX (3 umol/L) és a FAc (1 mmol/L) eggst adasaval teljes gatlo hatast
regisztraltunk (0.22 £ 0.1 umol/L, n=6, P<0.01, aBra). Az elektromos ingerlés altal
kivaltott fEPSP a fluoroacetét jelenlétében is Kigtibatd volt, ami arra utal, hogy ilyen

kisérleti feltételek mellett a FAc kezelés nem fata neuronok riikbdését (15. abra).
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25. 4bra: A mitokondrialis gliatoxin (FAc) hatasa & (A) ATP, (C) adenozin és (B)

glutamat felszabaduldsara patkdny hippokampusz szelekben. D. Mezs-serkend

posztszinaptikus potenciél elvezetdsk(* stimulus ebtti (ii) alatti és ifi) a kimosasi fazisban.
Az X tengelyen az iét percben, az Y tengelyen az ATP, adenozin és mlt&oncentraciojat

abrazoltuk A gorbék atlagait feketével, a szorasait szurkgiéltik (n=7-8).
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5.2.6. Milyen mechanizmussal szabadul fel az ATPdanozin és a glutamat?

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

A P2X7 purin receptor ion csatornakéntikiidik (Pellegatti és mtsai 2005,
Anselmi és mtasi 2008) és expresszalodik a hipppkamteriletén (Sperlagh és mtasi
2002), aktivacidja glutamat és ATP felszabadulaskiezet az idegvégrésekben
(Alloisio és mtsai 2008, Marcoli és mtsai 2008) &s asztrocita sejtkultirakban
(Ballerini és mtsai 1996, Duan és mtsai 2003). Egidfként a P2X7 receptor szerepét
vizsgéltuk meg a Kdepolarizacié altal kivaltott purin és glutamasfmbadulasban. A
hippokampusz szeleteket a szelektiv P2X7 recepttaganista BBG (0.1 umol/L) és
AZ10606120 (0.1 umol/L) jelenlétében perfundaltuklind a két antagonista
csokkentette a felszabadult ATP mennyiségét (BBEL & 0.14 pmol/L, n=5, p<0.01;
AZ10606120: 0.17 + 0.02 pmol/L, n=6, p<0.01, 26radb Ezzel ellentétben az
adenozin felszabaduldsat a BBG részlegesen (4.60y4 umol/L, n=5, p<0.01, 26.
abra), ugyanakkor az AZ10606120 teljesen gatolta2(& 0.05 pumol/L, n=6, p<0.01,
26. abra). Ugyanez volt megfigyeldet 25 mmol/L K stimulacié altal kivaltott
glutamat kiaramlas vizsgalatanal (0.029 + 0.06 dimal=5, p<0.01, 5. tdblazat) is. A
kovetkedkben a carbenoxolon (CBX) hatasat vettik goreta. A CBX egyrészt
gatolja a P2X7 receptorokat (Suadicani és mtsabRO@asrészt széles spektrumud gap
junction félcsatorna inhibitorként is ismert (Brore és mtsai 2005); ez utdbbi
struktarak ugyancsak képesek ATP-t atereszteni kmeguMagas koncentracioban a
CBX (100 pmol/L) gatolta a K depolarizaciéra adott ATP, adenozin és glutamat
bioszenzor valaszt a patkany hippokampusz szeletekATP: 0.21 + 0.02 umol/L ,
n=6, p<0.01; ADO: 0.22 £+ 0.02 umol/L , n=6, p<0.@LUT: 0.013 £ 0.02 umol/L ,
n=6, p<0.01, 23. abra). Irodalmi adatok alapjanjukidhogy a CBX alacsonyabb
koncentraciéban (20 umol/L) csak a Panx1 csatohaériPelegrin és Suprenant 2006),
valamint immunohisztokémiai vizsgalatok azt is ktaitak, hogy a P2X7 purin
receptor és a Panx 1 csatorna kapcsoltan helyegkedn(Pelegrin és Suprenant 2006).
Ezért megvizsgaltuk Kstimulusra adott purin és glutamat felszabadw@@sgt mol/L-os
CBX jelenlétében is. Ez a kezelés gatolta az adenfetszabadulast (1.02 + 0.26
umol/L, n=5, p<0.01, 26. abra), de ezzel ellentétbez ATP felszabadulas
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szignifikansan fokozédott (2.22 + 0.37 umol/L, n=$<0.01, 27. abra) az
agyszeletekben. Egy masik pannexin csatorna blékkblprobenecid, 150 pmol/L) is
hasonlo eredményeket kaptunk (ADO: 0.2 + 0.01 pimai£7, p<0.01, 26. abra; ATP:
2.70 £ 0.11 pmol/L, n=7, p<0.01, 27. &bra).

A 300 4

200 4

BBG

lipA

100 4
CBX low

25 mmolil K*
-100 4
B 14.0

12.0
- I
=
S 100
£
= 30
o]
E 6.0 4 **
®
S 40

20 4 *k

*k *k
0n =
L
"5‘ o&+ && "06 ‘1?70
‘5}0) % (o o (=)
=7/ 't b@ 6‘7
Qﬁ. e’é" <o

26. abra: Adenozin felszabadulas vizsgalata P2X7 eeptor antagonistak és gap junction
félcsatorna gatlok jelenlétében. (A)Egyedi mérési eredmények a kulonbdgatld szerek
jelenlétében. X tengely azdt az Y tengely a regisztralt aramot mutatj) X tengely az
antagonistakat az Y tengely a felszabadult aderlamicentraciojat mutatja. Az adenozin nettod
felszabaduldsa esetében & depolarizaciot kovét bioszenzor jel emelkedésének maximalis

értékét vettik figyelemebe, és az értékegkaol/L-ben fejeztik ki.
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27. abra: ATP kiaramlas mechanizmusanak vizsgalat®2X7 receptor antagonistak és gap
junction félcsatorna gatlok jelenlétében. (A)Egyedi mérési eredmények a kulonbdyatlo
szerek jelenlétében. X tengely aétidz Y tengely a regisztralt aramot mutaf). X tengely az
antagonistakat az Y tengely a felszabadult ATP &otrécidjat mutatia. Az ATP netto
felszabaduldsa esetében & depolarizaciot kovét bioszenzor jel emelkedésének maximalis

értékét vettik figyelemebe, és az értékegkaol/L-ben fejeztik ki.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az aderegginmrésze a pannexin csatornakon
keresztil szabadul fel kalium (25 mmol/L) depolacid hatasara. Ezt a feltételezést
tAmasztja ala az is, hogy a 25 mmol/L #imulus hatadsara az adenozitikidn ebbb
szabadul fel mint az ATP (19. abra). Az adenozinsiknaésze valosziteg a

felszabadult extracellularis ATP bomlasabol szarkng2. abra).
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Az ATP ezzel ellentétben a P2X7 receptoron kerészzébadul fel, miéit
gyorsan adenozinna bomlik.

Mivel a glutamat felszabadulas nem volt {Ga fiiggs, ezért a neuronon és a
glian is megtalalhatd exciatoros aminosav transepar (EAAT1-5) terdldott a
figyelmlnk, mint lehetséges mechanizmus a glutaiel&zabadulds kivaltasaban. Az
EAAT1-5 széles spektrumu glutaméat transzporteibdatrans-2,4-PDC (300 pmol/L)
jelenlétében a glutamat kiaramlas szignifikAnsadkkent a patkany hippokampusz
szeletekben a kontroll kisérlethez képest (1.246410nol/L, n=7, p<0.05, 5. tablazat).
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5. tablazat: K* (25 mmol/L) depolarizacié altal kivaltott ATP, adenozin és glutamat

felszabadulas vizsgalata patkany hippokampusz szédében.

Kezelés Net ATP n Net Adenozin n  Net Glutamat
(umol/L) pmol/L pmol/L pmol/L
Kontroll 1.23+£0.23 8 10.28+£1.41 8 3.49+0.84
Ccd" free and EGTA 0.21 +0.01 6 0.22 +0.02 6 3.64+0.15
p<0.01 p<0.01 p>0.05
TTX (3) 0.07 £0.05 6 0.08 +0.04 6 0.12 £0.03
p<0.01 p<0.01 p<0.01
FAc (1000) 0.21+0.14 8 3.08 +£0.89 8 0.11 £ 0.07
p<0.01 p<0.01 p<0.01
Carbenoxolone (100) 0.21+0.02 6 0.22£0.02 6 0.013 +0.02
p<0.01 p<0.01 p<0.01
Carbenoxolone (20) 2.22+0.37 5 1.02 +£0.26 5 -
p<0.05 p<0.01
BBG (0.1) 0.11+0.14 5 4.60+0.74 5 0.029 =+ 0.06
p<0.01 p<0.01 p<0.01
Probenecid (150) 2.70+0.11 7 0.22 +0.01 7 -
p<0.05 p<0.01
ARL67156 (100) 8.62+0.76 6 0.15+0.04 6 2.43+0.63
p<0.01 p<0.01 p>0.05
D-AP-5 (10) 0.21 +0.03 5 0.15+0.01 5 -
p<0.01 p<0.01
Ifenprodil (10) 0.13 +0.06 5 0.11 £0.02 5 -
P<0.01 P<0.01
CNQX (10) 1.17+£0.12 5 8.43 £0.53 5 0.09 £ 0.06
p>0.05 p>0.05 p<0.01
AZ10606120 (0.1) 0.17 £0.02 6 0.12 +0.05 6 -
p<0.01 p<0.01
Dipyridamole (50) + - - 2.71+0.23 5 -
ARL67156(100) p<0.01
FAC (1000) + TTX (3) - - 0.22+0.1 6 -
p<0.01
L-trans-2,4-PDC (300) - - 1.24 £ 0.66

p <0.05




6. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

6.1. P2X és P2Y purin receptorok szerepének vizsgéh a patkany
gerincvelében

6.1.1. Gatlé P2Y receptorok szerepe a neurotransitterek felszabadulasanak
szabalyozasaban

A korabbi publikalt eredmények azt mutattak, hogyigpokampuszbdl tortén
glutaméat felszabadulas modulacidjaért a P2&ceptorok a felések (Rodrigues és
mtsai 2005), valamint a P2Y¥ és/vagy P2Y; receptorok (Queiroz és mtsai 2003,
Lechner és mtsai 2004) szabalyozzak a szimpatdegekisl felszabadult noradrenalin
mennyiségét. Ez a szabalyozas ugy valoésul meg, BoBRY receptorok aktivacidja
gatolja a fesziltségfiigg Ca*-bedramlast a sejtbe, igy korlatozza a®'@aggs
vezikularis exocitozist, mely koévetkeztében cstkkemoradrenalin felszabadulas az
extracellularis térbe (Powell és mtsai 2000, Leché® mtsai 2004). Hasonlo, P2Y
receptor altal kozvetitett neurotranszmitter febemulast gatlé moduléciérol szamoltak
be az agykérget és a hippokampuszt ellatdo kozpaiékolaminerg palyakon is (von
Kigelgen és mtsai 1994, Koch és mtsai 1997), bdsatvew receptor altipust ezen
vizsgélatok soran még nem azonositottak.

A P2Y receptorokat a purinokkal és/vagy pirimidikek szembeni
érzékenységuk szerint osztalyozzuk illetve azojbsitn P2Y; 1, és P2Y3 receptorok
az adenin nukleotidokat részesitikérgtben; a P2¥ot az uridin nukleotidok
preferéljak; a P2¥, és P2Y; pedig vegyes preferenciaju receptorok; mig a 22Y
receptort kizarélag az UDP-glikdz és az UDP-galalitivalja (Abbracchio és mtsai
2006). Kisérleteinkben az ATP, ADP és az ADP stikis analdgja a 2-MeSADP
hatékonyan gatoltak az elektromos ingerlés altedltatt PH]GLUT felszabadulést a
patkany gerincvél szeletekbl, mely soran az agonista hatdssegi sorrend a
kovetkedképpen alakult: ADP> 2-MeSADP >ATP. Ezzel ellentétben a 2-MeSATP
szignifikdnsan serkentette az elektromos ingettélavaltott [PH]GLUT kiaramlast. A
farmakoldgiai vizsgalataink és a hatdéségi sorrend alapjan (P2Y2-MeSADP = 2-
MeSATP > ADP > ATP, P2¥: 2-MeSADP > ADP > ATP és P3¥ ADP > 2-
MeSADP >> ATP; von Klgelgen és mtsai 2006) az ebekbs stimulusra kivaltott
jelolt glutamat felszabadulas modulacidojaban vdhideg a P2Y3; receptorok
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jatszanak szerepet. Ezt a feltételezést tAmastija hmgy az ATP géatlo hatasat
antagonizalta a 2-MeSAMP kezelés, mivel a 2-MeSA&Bsorban a P2¥ és P2Y3
receptorok szelektiv antagonistaja (von Kigelge®620 A tovabbiakban azt is
megfigyeltik, hogy a szelektiv P2Yreceptor antagonista MRS2179 — mely az
alkalmazott koncentracioban szelektiv a PB&teptor altipusra (von Kiigelgen, 2006) -
részben antagonizalta az ATP altal kdzvetitettoghtitast. Az eredményeink alapjan
valoszirii, hogy a P2Y receptorok szintén részt vesznek a glutamat kidsamgatlo
jelenlétében az ATP gétlé hatasa a glutamat fetghahsra teljesen felfliggesdbtt,
ami ugyancsak a P3Yés P2Y; receptorok aktiv részvételére utal. Mivel az
irodalombdl tudjuk, hogy felszabadult ATP az exéladaris térben gyorsan adenozinna
bomlik, feltételeztik, hogy esetleg az adenozivasz részt a hatas kdzvetitésében.
Ezért az ATP gatld hatasat H[GLUT kidramlasra a szelektiv,fadenozin receptor
antagonista DPCPX jelenlétében vizsgaltuk meg ésapasztaltuk, hogy a drog nem
okozott szignifikans valtozast az ATP hatasabanal@pjan megallapithatjuk, hogy az
ATP bomlasasbol keletkezett adenozin, illetve rem@p(A) nem vesz rész a glutamat
felszabadulas ATP altali gatlé szabalyozasabaetvél kevéssé valéstim P2Y/A;
heteromer receptorok részvétele is (Yoshioka éairg02).

részt vev P2 receptor farmakoldgiai azonositasaval foglalkokz A P2 receptor
agonistak koéziul az ATP, ADP és 2-MeSADP mindegyikékkentette az elektromos
ingerlésre kivaltott tricialt NA kiaramlast, de agonistdk hatasésségi sorrendje
valamelyest masképpen alakult, mint a glutamatzédladulas vizsgalatanal: ADP2>
MeSADP > ATP. A hatasésségi sorrend kiértékelés alapjanédlsgesen a P2¥
receptor altipust tettik felidsé a gatlo hatas kozvetitéséért, de ezen kivil BRY
P2Y1, receptor altipusok szerepét sem zarhatjuk ki.aHettevésiinket tamasztja ala az
is, hogy a P2Y és P2Y3 receptor antagonista PPADS jelenlétében nem \gittozeg
szignifikansan a tricialt NA felszabadulas a kolhtidsérlethez képest, valamint a
P2Y1, receptorokat is gatlo MRS2179 is részlegesen kivéd ATP gatld hatasat.
Erdekes modon ezekben a kisérletekben a suramiT&zgatlé hatasat nem tudta
visszaforditani. Irodalmi adatok alapjan tudjukgh@ suramin a P2Y receporok kdzul

elsssorban a P2X, P2Y, és P2Y;receptorokon hat (Burnstock 2006), ezért részviétell
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kevéssé valbdszinaz elektromos ingerlésre kivaltott noradrenalitsZabadulas gatlé
szabéalyozasaban. A fent emlitett receptor altipugidil a P2Y; receptor részvétele
emllett azért is teljességgel kizarhatd, mivel ez@eptor altipus a ragcsalokban nem
expresszalodik. Az ATP gatlé hatasa a tricialt doraalin felszabadulasra részben
érzékeny volt a DPCPX-re, mely valésgitheti az A receptor vagy a #P2Y;
heteromer receptor részvételét is a szabalyozasbgganakkor mivel ismert, hogy az
A1/P2Y; heteromer és Aadenozin receptorok nem érzékenyek azokra a dragok
melyek teljesen vagy részben antagonizaltdk az AaBO hatasat (MRS2179, 2-
MeSAMP), kizarolagos részvételik a szabalyoz6 mei@musban nemiihik
valbszirinek (Yoshioka és mtsai 2001). Végll, a P2¥s P2Y3 receptor antagonista
2-MeSAMP teljes meértékben kivédte az ATP hatasatlynmazt bizonyitja, hogy
valamelyik receptor altipus vagy mindketteszt vesz/vehet az elektromos ingerlésre
lehethséget sem, hogy a P2Y receptorok egy ismeretlépualinak vagy kilénbéz
P2Y receptorok csoportjanak heteromer asszociadeglos a jelolt noradrenalin
kiaramlas gatlasaért.

A farmakolégiai adatokbdl levont kovetkeztetésetri@sitette meg az RT-PCR
analizis is. Az elemezés soran a patkany agytonzsthe| a gerincvébe vetit leszallo
noradrenerg palya sejttestjei vannak, mind aR2¥Mnd a P2Y3 receptorokat kédold
MRNS-t kimutattuk. Ez az eredmény 6sszhangban atméen és munkatarsai (2001)
munkajaval, ahol funkcionélis P2)receptort azonositottak az agytdrzs katekolaminerg
magjaiban. Ezzel ellentékben a DRG-ben, ahol aaglaterg neuronok sejttestjei
taldlhatoak, illeve a gerincuidden csak P2Y¥; receptort (de P2)¥ receptort nem)
kodolo mRNS-t tudtuk azonositani. A korabbi vizegé@kban P2Y receptor mMRNS-t és
fehérjét mutattak ki az agytérzsben (Moran-JimeégaMatute 2000, Moore és mtsai
2001, Papp és mtsai 2004) a gerinébeh (Kobayashi és mtsai 2006), valamint a
hatso-gyoki ganglionban (Xiao és mtsai 2002, RuaBdrnstock 2003, Kobayashi és
mtsai 2006) is. Mas tanulmanyok ravilagitottak astahogy a P2Y receptor fehérjéje
jelen van az izolalt (Ruan és Burnstock, 2003) d@sikdban novesztett (Gerevich és
mtsai 2004) hatsé-gyoki neuronokban. Mindezen adati@nére immunohisztokémiai
kisérleteinkban képtelenek voltunk PR2Yeceptor fehérjét kimutatni a gerinctel

axonvegadeseiben, figgetlendl attol, hogy  fénymikroszkoppal vagy
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elektromikroszképpal vizsgélodtunk. Ezzel ellenggtisikerilt a P2Y receptor altipust
azonositani a patkany gerinctehatsé szarvaban elhelyezkedendriteken, melyek
VGLUT1 immunoreaktivitast mutatd axonvégiesekkel szinaptizalnak, ami a
glutamaterg idegvégdések sajatja. Mindezeébkiderul, hogy a P2Y receptorok,
amelyek felabsek lehetnek a glutamat kiaramlas szabalyozas@érgerincved
interneuronjaihoz kédnek. Alatamasztotta ezt a feltevést, hogy amiklutagnat
receptor antagonista jelenlétében blokkoltuk aztéiaros neurotrszmissziot, megjst
az ATP gatlé hatasa a glutamat kiaramlasara. Ksaatk eredményei 6sszecsengenek
azzal a megfigyeléssel, hogy az ABFS a P2Y 1,13receptor agonistaja blokkolja a
poliszinaptikus EPSP-t a gerincében, valamint antinociceptiv hatast fejt ki a “tail
flick” teszt soran (Gerevich és mtsai 2004), barugzbbi tanulmanyban az ADRS
hatasat nem fliggesztette fel sem a PPADS sem ediy;,13 antagonista AR-
C69931MX (cangrelor).

6.1.2. A serkené P2X receptorok szerepe a neurotranszmitterek szahfgzasasban

Erdekes médon a 2-MeSATP magas mikromoléris tamgyivén fokozta a
glutaméat és noradrenalin felszabadulasat a patlgenncveb szeletekben. Ez a
megfigyelés nem tamasztja ala azt az elképzelésgennt a P2Y receptor lenne az
elssdleges gatld receptor a glutamat és a noradrefeBaabadulas szabalyozasaban,
mivel a 2-MeSATP hatékony agonistdja a P2¥ceptornak, viszont csak részleges
agonistaja a P2)Y receptornak (Marteau €s mtsai 2003, von KigelggdoR A 2-
MeSATP serkerdt hatasa mind a bazalis, mind az ingerlés altal liitta
neurotranszmitter felszabadulasra ionotrop (P2X)epeor részvételére utalt. Az a
megfigyelés, hogy a 2-MeSATP hatasat fokozta az RIRS, valamint, hogy az ATP a
2-MeSAMP jelenlétében serkénhatast mutatott, arra engednek kévetkeztetni, hogy
ezek az agonistak ko-aktivaljak a P2Y és setkemteptorokat (P2X), illetve, hogy az
ATP P2Y receptorokra kifejtett hatasa dominans rkes# receptorok aktivalasaval
szemben. A 2-MeSATP a glutamét és noradrenalizdblsdulaséra gyakorolt stimulalé
hatasat gatolta a P2X1 receptorok szelektiv antsifgm az NF449, igy ezeket a
hatasokat feltehéén a P2X1 receptor kozvetiti. Az elektromos ingedéaltal kivaltott

noradrenalin kiaramlast emellett gatolta a PPADSard MRS2179 viszont nem, ami a
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serkeny P2X1 receptorok endogén aktivacidjara utal. Ossmgden véve, a fenti
eredmeények O6sszeegyeztetiedt a P2X1 receptor részvételével, vagy akar eggroly
heteromer receptoréval, ami tartalmaz P2X1 alegts@oeldaul a P2X1/5) (Gu és
MacDermott 1997, Nakatsuka és Gu 2001, Nakatsukatgai 2003). Mivel az NF449
mikromolaris koncentraciéban gatolja a P2X3 recepi® (Braun és mtsai 2001), a
P2X3 receptorok szerepe sem zarhat6 ki teljes égéaz a 2-MeSATP altal kivaltott
glutamat felszabadulas kdzvetitésében.

Osszefoglalva eredményeinket arra a kovetkeztetggmtunk, hogy a P2
receptorok agonistak kég és egymassal ellentétes szabalyozast fejtenekzki
elektromos ingerlés altal kivaltott glutamat ésauvenalin felszabadulasra a patkany
gerincvebben. Az ATP gatl6 hatasat a glutamat felszabadiddaaP2Y3; és/vagy a
P2Y: receptorok kozvetitik, ezzel szemben a noradrengdiszabadulast a P2y
és/vagy a P2Yvalamint a P2Y, receptorok egylttesen szabdalyozzak gatld irdnyba.
Mind a glutaméat, mind a noradrenalin felszabadut&skentése a P2X1-sier
receptorokon keresztul valésulhat meg. Osszessggéberedményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a P2X és P2Y receptorok forsmerepet jatszanak az informacio
feldolgozas szabdlyozasaban, mind a glutamaterg mimoradrenerg végdéseken,
mely Uj tavlatokat nyithat meg a fajdalomcsillapiégylletek fejlesztése terlletén
(Burnstock 2006).

6.2. K depolarizacié altal kivaltott ATP, adenozin és gltamat
felszabadulas vizsgalata

Kisérleteink soran a kontinensesdor alkalmazott valds idejamperometrias
bioszenzoros modszer segitségével valaszt kerestiik depolarizacié hatasara
kivaltott extracellularis purin- és glutamat felbadulas mechanizmusara patkany
hippokampusz szeletekben.

Fiziol6gias (nem stimulalt) koriimények kdzott adany bazalis ATP, adenozi-
és glutamét szint volt mértéet mely megegyezik a korabbi munkdkban publikalt
adatokkal a hippokampuszban (Frenguelli és mtsarpes a kisagyban (Wall és mtsai
2007, Wall és Dale 2007).
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A 25 mmol/L-os K depolarizaciét korabbi munkakban széles korben
alkalmaztak depolarizalé ingerként a purin, ademogs glutamat felszabadulés
mechanizmusanak tanulmanyozasara (Latini és Pe@&H). Bar a magas [k szint
fiziologiai jelentisége ma is vita targya, patologias korilmények #oza@igymint a
hypoxiaban és az iszkémiaban (Olsen és Sontheii®B)2— megfigyelhét az
extracellularis K tartés novekedése. Kisérleteinkben 25 mmol/L-daiké (270 sec)
tartaimd aCSF oldat hatasara gyors és ismételdeiP, adenozin és glutamat
emelkedés volt tapasztalhatdo (19. abra). A mikidedd bioszenzoros méréssel
egyidejileg a patkany hippokampusz szeletdEPSP-t is elvezettlink, mely érzékeny
volt a fesziltségfludinatrium-csatorna gatlasara. Mivel az asztrocitla @lia sejtek
altalanossagban nem érzékenyek a TTX hatasaragHatjak azt a kévetkeztetést, hogy
az elédleges jel - mely az ATP, adenozin és glutamataeettularis felgylilemléséhez
vezet - legnagyobb valés#iseg szerint az axonalis neurondlis aktivitas
kovetkezménye.

Az irodalmi adatok alapjan jol ismert az is, hayynagas extracellularis kalium
szint tovaterjed depolarizaciot (gpreading depressiénvagy ,SD’) valt ki, mely
jelenség fontos szerepet jatszik a migrén, a daikitus és a traumatikus agysérilés
patogenezisében is (Lauritzen és mtsai 2011). MazlSD 6nmagaban is ATP
felszabadulast idézhetéehz agyban (Frenguelli és mtsai 2007, Schock éaira@d7),
igy a vizsgalatunk soran mért ATP kiaramlas egghelséges kivaltdja az SD is lehet.
A fenti kisérletekben magas *Kdepolarizaciot kovéen kezdeti ATP emelkedést
tudtunk regisztralni, majd az ATP felszabaduldsvetoen az extracellularis DC
elvezetésen az SD kialakulasa volt megfigy€lt{@®F. abra). igy megallapithatjuk azt,
hogy az ATP két fazisban szabadul fel, a® éézis végét a spreading depression”
(SD) kialakuldsa determinélja, mely & ldepolarizacio adast kowen a 3.81 + 0.2
percben jelent meg (19F. abra). Ezen eredméryekln kdvetkeztetlink, hogy az ATP
emelkedés ets korai fazisa szinte teljes mértékben fliggetlesBzeletkezését, mig
a masodik fazisa, mely nagyobb métiecRTP emelkedést okoz, aspreading
depressioftel allhat kapcsolatban. Szintén ezt a megfigyelésasztja ala az is, hogy
azok a kezelések (pl. TTX, NMDA receptor antaga@kist melyek gatoltdk az ATP
kidramlas masodik faziséat, az SD kialakulasat adakyoztak vagy késleltették (Somjen
2001).
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Korabbi tanulmanyok leirtdk, hogy az ATP kulonbomechanizmusokon
keresztll juthat az extracellularis térbe, ilyenchrnizmusok a szinaptikus vezikulak
(Gualix és mtsai 1999, Sperlagh és Vizi, 2000, Patok és mtsai 2006), és asztrocita
lizoszomak exocitézisa (Zhang és mtsai 2007), ahaw ATP specialis vezikularis
nukleotid transzporterek (VNUT) segitségével daik fel (Sawada és mtsai 2008).
Mivel a kisérleteink soran a €amentes aCSF perflziés oldat mind az ATP, mind a
adenozin felszabadulasast gatolta a patkany hippplszban, az ATP vagy vezikularis
exocitdzissal szabadul fel vagy egy vezikularisaidazissal felszabadult anyag hatasara
kerll az extracellularis térbe. Mar korabban megfigek, hogy a depolarizacié a
hippokampuszban G&fiiggs ATP kiaramléast okoz (Cunha és mtsai 1996), valaweun
extracellularis ATP szint emelkedésében a P2 reoelptis fontos szerepet jatszanak
(Pankratov és mtsai 1998 és 2006, Mori és mtsail 2@perlagh és mtsai 2002,
Rodrigues és mtsai 2005).

A korébbi vizsgalatok megéllapitottak, hogy az #l@kos stimulacié soran az
adenozin felszabadulas fiigghet az extracellulZafs jglenlétésl (Latini és mtsai 1997,
Wall és mtsai 2007, Wall és Dale 2007), mig maserelg — ugymint a kombinalt
oxigén-gliikéz megvonas (Frenguelli és mtsai 2007T3& -fliggetlen felszabadulast
eredményeznek. Az is kozismert, hogy a glutamatlyme KIR f6 serkend
transzmittere, Ca-fliggé médon, vezikularis exocitézissal szabadulhat f8légis, a
neurokémiai vizsgalatokban a*Klepolarizacié hatasara felszabadult glutamé&t’-Ca
fuggetlennek bizonyult a vizsgalatok jelémtrészében (Bernath 1992).

Erdekes modon, a kisérleteinkben azonos stimulgsadaméterek mellett a
depolarizacio &ltal kivaltott ATP, adenozin és gluét felszabadulas nem volt
egyforma lefutasu (19. abra). Mivel mind a haromngor egyforman gyorsan reagalt a
kalibracié soran alkalmazott vegyuletekre (ismemdentracioju ATP-re, adenozinra és
glutamétra, lasd. Modszerek fejezet), a lefutaskélonbségek magyarazata nem a
szenzorok eltér reakcioidejében keresehdEhelyett a magyarazatot inkabb a purinok
és a glutamat egymasra hatasaban kell keresnia igigérleteink soran felszabadult
adenozin lehet az ATP kiaramlas eredménye. EztdZijaaala az is, hogy az ATP
felszabadulas ithen korabban volt detektalhato az ATP bioszenzovatamint az
ekto-ATPaz gétlo ARL67156 jelenlétében az extrat@lis ATP szint jelerdsen

megndvekedett a patkany hippokampusz szeleteklzeaz Eredmény 6sszhangban van

68



egyéb publikaciok feltételezéseivel, miszerint azxtrazellularis ATP a
hippokampuszban gyorsan adenozinnd bomlik (Dunwiddi mtsai 1997, Cunha és
mtsai 1998, Frenguelli és mtsai 2007). UgyanakkohRL67156 lathatdan gatolta a K
depolarizaciot kovét az adenozin akkumulaciéjat is, mely azt bizonyjthehogy az
adenozin bioszenzor kdrnyezetében észlelt adenfefimlmozddas tobbségében az
extracellularis ATP bomlasdbdl keletkezik. Ezzel neegfigyeléssel ellentétben,
Frenguelli és munkatarsai (2007) arrol szamoltak lhegy iszkémidahoz hasonlo
allapotban az ARL67156 nem befolyasolja adenoaszébdadulast a hippokampuszban.
Azonban a K depolarizacio és a kombinalt oxigén-gliikéz megegoraloszilileg
kilonbd® neuronalis készletekb szabadit fel purinokat, valamint ezek az ingerkés
az ektonukleotidazok tevékenyseégét is befolyaspalkatEzért agy tnik, hogy a
felszabaditott ATP extracellularis metabolizmusaageak hozzajarulasa az adenozin
kidramlashoz az alkalmazott stimulacio fliggvényébé@itozik (Cunha és mtsai 1996,
Latini és Pedata 2001). Eredményeink azonban tdvdtilzvetlen adenozin
felszabadulasra is ramutattak, mely figgetlen aP &Xtracellularis metabolizmusatol.
Ezt az adenozin felszabadulast akkor észleltikpralz ATP lebomlasat az ARL67156
alkalmazasaval megakadalyoztuk, mikozben az adengrafelvételét dipiridamollal
gatoltuk. Azt is feltételeznink kell azonban, hagy ekto-ATPazok ARL67156 altal
részleges gatlasanak koszoweet a felszabadult ATPéb ereds kismértéki adenozin
keletkezés szintén hozzajarul ehhez a tobbleteadéihez. Masrésiviszont kevéshe
valoszirisithet, hogy az ATP kiaramlas a bioszenzor altal kimutaglutamat
kiaramlas kovetkezménye, mivel az utébbit a CNQX nem NMDA receptorok
blokkoldja - teljes mértékben gatolta de az ATRZabadulast nem befolyasolta. Ezt a
feltételezést tamasztja ala az is, hogy a magasltil kivaltott GLUT felszabadulast
megebzéen, korai adenozin emelkedése volt regisztralhato.

Eredményeinkdl feltételezhet, hogy az ATP és az adenozin felszabadulas
szoros Osszefliggésben all egymassal, mivel az NMpUsU glutaméat receptor
blokkold D-AP-5, illetve az ifenprodil gatolta mikét vegyiilet felszabadulasat. Az
ifenprodil gatlé hatasa arra is utalhat, hogy azPAfElszabadulasashoz az NMDA
receptor NR2B alegységek aktivacioja sziikséges.aEmtigger” glutamat kiaramlast
ugyanakkor nem tudtuk a modszer jelenlegi felbantésllett részleteiben elemezni. A

NMDA receptor aktivaciojarol leirtdk, hogy purindkszabadit fel, beleértve az ATP-t
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agyszeletek#l (Pedata és mtsai 1991, Craig és White 1993) &soafta kultirakbadl
(Queiroz és mtsai 1997). Lee és munkatarsai (2820)s kimutattdk, hogy az NMDA
receptorokat alkotdé NR2B alegységek jelen vannaksamrocitdkon és a neuronokon is.
Ezeért a 25 mmol/L kalium stimulusra felszabaduloPAfbrrasaként mind a neuronokat,
mind az asztrocitakat figyelembe kell vennink.

A K" depolarizaci6é altal kivaltott ATP, adenozin éstatnat felszabadulas
forrAsanak tovabbi azonositasa érdekében a szétberkhasznalt glia szelektiv FAc
toxint hasznaltuk (Szerb és Issekutz 1987, Bergidam és mtsai 1993). A glia
szelektivitas biztositasa érdekében viszonylagdriparfizios idt alkalmaztunk, mely
gatolta az ATP és glutamat kiaramlast, mig az fER&Wkenységet nagyrészt
fenntartotta. A bioszenzorok altal észlelt ATP édwamat felhalmozodas legnagyobb
része igy tehat a glia sejtéklszarmazhat, bar nem zarhatjuk ki azt sem, hoggaa
nak minimalis hatasa lehet a neuronokra is. Baelkemegfeleden a bioszenzor altal
érzékelt ATP és glutamat felszabadulds nem egyanleet az fEPSP tevékenységert
felelés szinaptikus neurotranszmitter felszabadulassa, hbzzajarulhat annak
Amint azt mar a fentiekben részleteztiik, az adenkarai felszabadulasa valéstlieg
az ATP extracellularis bomlasabol ered, melyetAg Eeljesen meggatolt. Masréékr
az adenozin jel kés emelkedése a gliotoxin jelenlétében is kimutaihadlt, mely
elssdleges neuronalis adenozin kiaramlasra utalhataEeltételezést 8siti az is, hogy
a FAc jelenlétében az adenozin kiaramlasa teljestékigen érzékeny volt a
tetradotoxinra (TTX).

Az ATP felszabadulas lehetséges mechanizmusai ath&ik lehetnek: (1)
exocitotikus felszabadulas, mely neuronokbdl (Smrlés Vizi 2000, Pankratov és
mtsai 2006) és asztrocitakbol (Coco és mtsai 26@Bgrsic és mtsai 2007, Zhang és
mtsai 2007) egyarant végbemehet; (2) P2X7 recekporéieresztil (Ballerini és mtsai
1996, Suadicani és mtsai 2006); (3) connexin (Gatés mtsai 1998, Stout és mtsai
2002), illetve (4) pannexin altal kozvetitett felbadulas (Bao és mtsai 2004, Huang és
mtsai 2007), melyeket délsorban nem neuronalis sejtek esetében jegyeztek fel
beleértve az asztrocitdkat is; és (5) anion-csatorkeresztil tortén felszabadulas
(Darby és mtsai 2003, Okada és mtsai 2004), msekietén nem neuronalis sejtekben

azonositottak; valamint vegul, de nem utolsé sorba(®) citolitikus felszabadulas.
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Mivel a K" depolarizacié alatt felszabadult ATP, és aden&iAramlas C&-fliggs és
TTX érzékeny volt, ezért az ATP és adenozin kiaésnditolitikus eredete nenfirtik
valészirinek. Valosziiitlenek finik tovabba az anion-csatornék szerepe is 'a K
depolarizacio altal kivaltott ATP felszabadulasbamyel ezek a csatornak étorban
hipoozmotikus feltételek (pl. sejthalalt megg sejtduzzadas) mellett aktivadlodnak és
ez a feltétel a mi vizsgalatainkban nem valdsulgntehelyett a P2X7 receptorokra
terebdott a gyanunk, mivel ezek a receptorok jelen vinaahippokampuszban
(Sperlagh és mtsai 2002), valamint szerepet jatsakaaz ATP (Ballerini és mtsai
1996) és a glutamét (Sperlagh és mtsai 2002, Masohtsai 2008) felszabaduldsaban.
Vizsgalainkban a szelektiv P2X7 receptor antaganBBG (Jiang €s mtsai 2000) és
AZ10606120jelenléte - az alkalmazott koncentraciéban - majreljes mértékben
gatolta az depolarizacio altal kivaltott ATP és tglnat kiaramlast a patkany
hippokampusz szeletedb Ezzel ellentétben a BBG az adenozin felszal#esdtlcsak
részlegesen gatolta. Ezek a mérési eredményektathatnak, hogy a P2X7 receptorok
depolarizacio hatasara szintén aktivalodtak ést resgznek/vehetnek az ATP és a
glutamat felszabadulas kivaltasaban.

Mésrészél a gap-junction félcsatorndkat és egyuttal P2)Xcepeorokat is gatlo
carbenoxolon (Suadicani és mtsai 2006) magas kindoédban jeleritsen csokkentette
az ATP, adenozin és glutamat felszabadulast aaaettularis térbe, amely alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a gap-junction félcsatorisakeszt vehetnek a felszabadulas
mechanizmusaban. Mégis, mindezek figyelemvételaseimi azt a magyarazatot
részesitjuk éinyben, mely szerint a carbenoxolon a P2X7 recegtargyakorolt gatlé
hatdsa révén gatolta a neurotranszmitter kidramBa&t a connexinek félcsatorna
formaban funkcionalisak lehetnek (Stout és mts@420és leirtak mar a connexineken
tortérd ATP és glutamat kiaramlast az asztrocitakbdl (Sésumtsai 2002, Ye és mtsai
2003, Iglesias és mtsai 2009), aktivalasukhoz nagtacsony [CH], szint sziikséges
(Pfahnl és Dahl 1999, Valiunas és Weingart 200®|ynfeltétel a jelen vizsgalati
kordlmények mellett nem valosult meg.

Tovabbi kisérleti eredményeink, melyek pannexinlektey hatdanyagok
felhasznalasaval késziiltek (alacsony koncentradZiX (Davidson és Baumgarten,
1988, Bruzzone és mtsai 2005) és probenecid (Rilwer és mtsai 2008)), arra

mutatnak, hogy az ATP kiaramlassal ellentétberndanazin felszabadulasa a pannexin-
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szelektiv gatlokra is érzékeny. Masképp kifejezzeeatracellularis adenozin eredete
heterogén, és felszabadulasa részben a pannexamnekzkil torténik. A pannexinek
fiziologias kalcium koncentracié mellett is aktidhak (Bruzzone és mtsai 2003),
illetve olyan feltételek mellett, melyalrtudjuk, hogy adenozin felszabadulast valtanak
ki, ugymint az epileptiform tevékenység (Thompsannétasai 2008), a metabolikus
stressz és az iszkémia (Latini és Pedata 2001, pbames MacVicar 2008). Bar az
adenozin koncentraciéja az axonterminalisokbanoviglag akacsony, mikromolaris
szinten van, é&s depolarizalé ingert alkalmazva megndvekedhet &2 felhasznalas,
mely eredményeként az intraterminalis adenozin tsi@n megemelkedhet. Ez a
megemelkedett adenozin szint pedig hafib@lenthet a pannexin csatornan keresztl
tortérd felszabadulashoz. Mivel a pannexinek mind a neakban, mind a KIR-ben
talalhatdé glidban jelen vannak (Thompson és MaaVi2z@08), ezen felszabadulas
forrdsa neurondlis vagy glidlis egyarant lehet.dEazfelvetéssel dsszhangban van azon
eredményunk is, ahol a FAc részlegesen gatoltaleaoain kiaramlast (25. abra).

Egy tovabbi lehdiség, hogy a pannexinl-csatornak kapujat P2X7 recapt
képezik (Pelegrin és Surprenant 2006), igy mindi&iéérje részt vesz a felszabadulas
mechanizmuséban. Meg kell jegyezniink azt is, hoggrmexin-csatornak gatléi sajnos
nem eléggé szelektivek, ezért mas magyarazatokazéehatunk ki teljesen. Erdekes
modon, egy nemrégiben végzett kutatdsban a panngétidk jelenlétében
(Kawamura és mtsai 2010). Azonban Kawamura és ntardaa vizsgalataban egy
masfajta ingert, enyhe hipoglikémiat hasznaltak amnexin &ltal kozvetitett ATP
felszabadulds aktivaciojahoz. A kisérleteinkben negaim géatlok jelenlétében
megnoveked ATP kiaramlas egy lehetséges magyaradzata az adekogramlas
csokkenése és a feltételezett adenozinerg gattdmewalulacio gyengilése.

Ami a kisérleteink soran észlelt glutamét kiaramlsti, az teljes mértékben
ca*-fiiggetlen volt, ugyankkor érzékenynek bizonyultlazans-2,4-PDC EAAT gatl6
jelenlétére, mely az excitatorikus aminosav tranggpek forditott nikodéseére utal a
felszabadulas mechanizmusaban.

Osszefoglalva eredményeinket arra a kovetkeztetgst@tunk, hogy 25
mmol/L-os kalium depolarizacié hatasara gyors, ngkior reverzibilis ATP, adenozin

és glutamat kiaramlast regisztraltunk patkany hikapopus szeletekben. A stimulus
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aktivalja a nétrium-csatornakat az axonterminalispkmely hatdsara felteléein
glutamat vagy ATP szabadul fel €afliggs médon. A felszabadult glutamat a glia sejt
felszinén izgatja a NMDA/AMPA receptorokat, melytdsaira a glia sejttekbglutamat

eés ATP szabadul fel az extracellularis térbe. Almli felszabadulo ATP és glutamat
valGszirileg a P2X7 receptorok részvételével jut az exthaléeis térbe. A P2X7
receptorokat a neuronokbdl felszabadult ATP alavaiindkét forrasbdl felszabadult
ATP gyorsan adenozinna metabolizalédik az ektoraikléz enzimeken keresztiil. igy
az extracellularis térben I|&vadenozin egy része az ektonukleotidaz enzimek
aktivaciéja, mig a masik része valostéy a pannexin csatorndkon keresztil
halmozodik fel (28. abra).

neuron

28. abra: A glidlis eredeti ATP, adenozin és glutamat felszabadulast kimutat&isérleti
eredményeink Osszefoglalé sematikus abrajaA K* depolarizacié aktivalja a natrium-
csatorndkat az axonterminalisokon, mely hatas&yeaetfjdleges szignal, feltehtgn glutamat
vagy ATP szabadul fel Gafiiggs modon(1). A felszabadult glutaméat a glia sejt felszinén
izgatia a NMDA/AMPA receptorokaf2), mely hatasara glutamat és ATP szabadul fel az
extracellularis térbe(4). A glidbdl felszabaduld ATP és glutamat valofidg a P2X7
receptorok részvételével jut az extracellularisbéér mely receptorokat a neuronokbol
felszabadult ATP aktivalja(3). Mindkét forrasbdl felszabadult ATP gyorsan adémaa
metabolizalédik az ektonukleotidazokon kereszt(B). Az extracellularis adenozin
felhalmozddas egy része flggetlen az extracelluk&fiP bomlastol, és valdstieg a pannexin

csatornakon keresztil szabadul(fl
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7. OSSZEFOGLALAS

A disszertaciom els részében a P2 receptor altipusok szerepét vimggalt
patkany gerincvél szeletekBl kiaramlo tricidlt glutamét és tricialt noradrenal
felszabadulasra. Az ATP, ADP és 2-MeSADP kezelésickotracio flggen
csokkentette az elektromos téringerlés altal kitélf*H]glutamét felszabadulast a
kovetke®d hatas disségi sorrendben: ADP > 2-MeSADP > ATP. A nem-staleP2
receptor antagonista suramin (300 pumol/L), illeweP2Y, 13 receptor szelektiv
antagonista 2-MeSAMP (10 umol/L) kivédte az 1 mm@&\TP gatlé hatasat. Ezekkel
az eredményekkel ellentétben a PPADS (30 umol/t)a €2Y szelektiv antagonista
MRS2179 (10 umol/L) csak részlegesen ellensulyozadkATP gatlé hatasat. A P2
receptor agonistak kozul mind az ATP, az ADP é2-MeSADP szignifikdnsan
csokkentettek az elektromos ingerlésre kivaltdttidgt noradrenalin felszabadulast a
gerincveb szeletekbl. Az agonista hatas&ésségi sor a kovetkézvolt: ADP > 2-
MeSADP > ATP. Ezt a gatld hatast a R2¥;-receptor antagonista 2-MeSAMP (10
pumol/L) teljesen, mig a P2Yreceptor antagonista MRS2179 (10 umol/L) részleges
védte ki. Ezzel ellentétben a P2 receptor agodiid metabolikusan stabil analégja a
2-MeSATP 100-300 umol/L koncentraciéban fokoztaatk@ny gerincvél szeletekben
az ingerlés altal kivaltott®H]glutamat és JH]noradrenalin kiaramlast. A 2-MeSATP
serkend hatasat (NF449) 100 nmol/L kivédte. Az RT-PCR oidksoran a patkany
gerincvebben, agytérzsben és DRG-ben a PRYeceptor altipust kdédol6 mRNS
kifejezodott, mig a P2Y, receptor altipus mRNS-e csak az agytérzsben volt
kimutathatd. A P2Y receptor altipus expresszid szintén kimutathatd agpatkany
gerincvebben. Osszességében az eredményeink arra engedretkeaietni, hogy az
ATP gatlo hatadsat a glutaméat felszabadulasara a3P@¥vagy a P2Y receptorok
kozvetitik, ezzel szemben a noradrenalin felszaldatiua P2Y; és/vagy a P2Y
valamint a P2Y, receptorok egyuttesen szabalyozzak gatld irdnytiad a glutaméat,
mind a noradrenalin felszabadulads serkentése a 82fl receptorokon keresztil
valésulhat meg.

Kutatasaink masodik szakaszaban purinerg és glteéagnéendszerek szerepét
vizsgaltuk kalium depolarizacio (25 mmol/L, 270 sbatasara patkany hippokampusz

szeletekben. A kontinensen @ént mikroelektr6d bioszenzor és extracellularis
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elektrofizioldgiai technika segitségével valdé$hdn vizsgaltuk az ATP, adenozin és
glutaméat felszabadulasast patkany hippokampuszetskblen. A hippokampusz
szeleteket 25 mmol/L-os kalium tartalmu aCSF o#@lgperfundaltuk, mely hatasara
gyors, ugyanakkor reverzibilis ATP, adenozin éstaghat szignal emelkedést
regisztraltunk. Az ARL67156 hatasara szignifikAnsamegemelkedett az ‘K
depolarizacio altal éldézett ATP felszabadulas, valamint az ATP szintl&edése mar
hamarabb, a Kstimulus utani detektalhaté volt. A szeleteketzidtségfiigg Na'-
csatorna blokkoléval, tetrodotoxinnal (TTX, 3 unigl/kezelve szignifikans gatlast
kaptunk a kontroll kisérlethez képest. A“Gmentes aCSF oldatra hataséara az ATP és
az adenozin mennyisége szignifikAnsan csokkentMIMDA receptor gatldé CNQX
jelenlétében a glutamat felszabadulas szignifikdresdkkent, de az ATP és adenozin
felszabadulas nem gatolta. A gliatoxin fluoroaceddt P2X7 receptor antagonista
carbenoxolon hataséra az ATP, adenozin és glutieisaabadulas jelefsen csokkent.
Ezzel ellentétbe az alacsony koncentraciéju CBXpkbenecid emelte az adenozin
felszabadulasat. Az eredményeink alapjan feltételigizk, hogy a felszabadult glutamat
a glia sejt felszinén izgatja a NMDA/AMPA receptkah mely hatasara glutamat és
ATP szabadul fel az extracellularis térben. A ghiakelszabaduld ATP és glutamat
valoszirileg a P2X7 receptorok részveételével jut az exthaldgls térbe, mely
receptorokat a neuronokbdl felszabadult ATP ak@vahz extracellularis adenozin
felhalmozodas egy része fliggetlen az extracell&fiP bomlastol, és valésiieg a

pannexin csatornakon keresztul szabadul fel.
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8. SUMMARY

In the first study, the P2 receptor-mediated maibiaof [*H]glutamate and
[*H]noradrenaline release were examined in rat spawatl slices. Adenosine 5'-
triphosphate (ATP), Adenosine 5'-diphosphate (AD&)d 2-methylthioadenosine 5'-
diphosphate (2-MeSADP) decreased the electricatusition-evoked 3H]glutamate
efflux with the following order of potency: ADR-MeSADP-ATP. The effect of ATP
was antagonized by suramin (300 upmol/L), the BRY receptor antagonist 2-
methylthioadenosine 5’-monophosphate (2-MeSAMPu&l/L), and partly by 4-[[4-
Formyl-5-hydroxy-6-methyl-3-[(phosphonooxy)meth@Zpyridinyl]azo]-1,3-
benzenedisulfonic acid (PPADS, 30 pumol/L) and tt&Preceptor antagonist’-2
deoxy-N6-methyladenosin€,3-diphosphate (MRS2179, 10 umol/L). ATP, ADP, and
2-MeSADP also decreased evoketH]poradrenaline outflow; the order of agonist
potency was ADP2-MeSADP-ATP. The effect of ATP was reversed by 2-MeSAMP
(10 pmol/L), and partly by MRS2179 (10 umol/L). Bgntrast, 2-methylthioadenosine-
5'-triphosphate (2-MeSATP, 100-300 umol/L) increhsesting and electrically evoked
[*H]glutamate andH]noradrenaline efflux, and this effect was preeerby the P2X1
receptor selective antagonist 'M4,4"'-[carbonylbis[imino-5,1,3-benzenetriyl bis
(carbonyl-imino)]] tetrakis (benzene-1,3-disulforcid) octasodium salt (NF449, 100
nmol/L). Reverse transcriptase polymerase chaiaticea (RT-PCR) analysis revealed
that mMRNAs encoding P2¥ and P2Y3; receptors are expressed in the brainstem,
whereas P2¥; but not P2Y, receptor mRNA is present in the dorsal root gamgind
spinal cord. P2Y receptor expression in the spinal cord is also alestnated at the
protein level. In conclusion, inhibitory P2Y andcilgatory P2X1-like receptors,
involved in the regulation of glutamate (P@¥and/or P2Y) and noradrenaline (P2Yy
and/or P2Y, P2Y;,) release have been identified, which provide ndoaejet sites for
analgesics acting at the spinal cord level.

The second study was undertaken to characteriz& theepolarization-evoked
ATP, adenosine and glutamate outflow in the inovitat hippocampal slice. We utilised
the microelectrode biosensor technique and extrdaeklectrophysiological recording
for the real-time monitoring of the efflux of ATRdenosine and glutamate. ATP,

adenosine and glutamate sensors exhibited tranar@htreversible current during 25
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mmol/L K" depolarization, with distinct kinetics. The ectd@ase inhibitor diethyp-
y-dibromomethylene-D-adenosinétfiphosphate trisodium salt hydrate (ARL67156)
enhanced the extracellular level of ATP and inkibithe prolonged adenosine efflux
suggesting that generation of adenosine may amse the extracellular breakdown of
ATP. Stimulation-evoked ATP, adenosine and glutamefflux was inhibited by
tetrodotoxin, while CH-free medium abolished ATP and adenosine efflux.
Extracellular elevation of ATP and adenosine wezeréased in the presence of NMDA
receptor antagonists D(-)-2-amino-5-phosphonopentaacid (D-AP-5) and ifenprodil,
whereas non-NMDA receptor blockade by CNQX inhidbiggutamate but not ATP and
adenosine efflux. The gliotoxin fluoroacetate arBXP receptor antagonists inhibited
the K-evoked ATP, adenosine and glutamate efflux, wicéebenoxolone in low
concentration and probenecid decreased only thenoade efflux. Our results
demonstrate activity-dependent gliotransmitterasdein the hippocampus in response
to ongoing neuronal activity. ATP and glutamate redeased by P2X7 receptor
activation into extracellular space. Although tH8ua of adenosine did arise from

released ATP, it might also be released directypannexin hemichannels.
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