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1. Nemszinaptikus receptorok ¢és szubmikronos Ca®" valaszok: A két-foton
lézermikroszkopia felhasznalasa a farmakologiai vizsgalatokra.

A kutatécsoportunkban Kozép Eurdpaban elsoként bevezetett két-foton mikroszkopia
hasznos 1j informacidkat szolgaltatott a nemszinaptikus kolcsonhatasok szubmikronos
anatomiai strukturdkban kialakitott hatasairdl. Feltérképeztiik a technika felhasznalasat a
kiilonbozd szovetpreparatumok esetében. A két-foton gerjesztés felhasznalhaté a drogok
fluorescens festéket tesziink, amelyet a szeletre irdnyitva modellezhetjiik a nemszinaptikus
modon terjedd molekuldk utjat is, és lehetséges a ,,drogfelhdk™ direkt optikai megfigyelése
is. A perfundélo folyadékba alkalmazott drogok esetében kimutattuk, hogy a szelet teljes
mélységében nem képesek diffundalni a gydgyszerek. A modszer alkalmazhato
nemszinaptikus receptor ingerlést kovetd Ca®" valaszok megfigyelésére is. Ennek egy
kitind példaja a nikotin receptor, amely, mint az a Iskola palyazatunkban is részletesen
kifejtettiik, nagyon ritkdn fordul eld szinapszisban, meghatirozdan extraszinaptikus
elhelyezkedésti. A kolinerg varikozitasok 7%-a létesit szinaptikus kontaktust a
hippokampuszban. Ugyanakkor jelentés Ca®* bearamlast indukal a nikotin receptor
ingerlés, amely fluorescens két-foton mikroszkopia alkalmazéaséaval, jol kdvethetd. Szamos
adat tdmasztja ald, hogy ezek a receptorok fontos szerepet jatszanak a memoria és a tanulés
létrejottében. A sulyos demencidval jard Alzheimer korban a nikotin tartalmu tapasz
addikciot és deszenzitizaciot el6idézé hatast kikiiszobolni. Két-foton vizsgalatok
segitségével kimutattuk, hogy a sejtek Ca®* valasza nikotin jelenlétében megnd, de nem
minden nyulvany tiiskében! Vagyis a nikotin a Ca*" valaszokat osszetett modon képes
befolyasolni. Ha ez egyik tliskében fokozott vélaszt tud eldidézni, mig a masikban nem,
konnyti elképzelni, hogy a miikddési egységekben, a tliskékben eltarolhatod bit informécio
mennyisége megnd. Ez a nikotin sejtszintli hatdsmechanizmusait mutatja, és kiegésziilve
tovabbi 1) adatokkal segithet azt megérteni, hogy a nikotin milyen modon képes az
emberekben a memoria serkentésére.

2. Nemszinaptikus droghatisok: Az antidepresszinsok Na® dramokra gyakorolt
hatasanak vizsgalata hippokampusz tenyészetben.

Az antidepresszansok Na® csatorndkra gyakorolt hatdsat tenyésztett hippokampalis
neuronok nativ csatorndin vizsgaltuk, egész sejtes elvezetést alkalmazva. A depolarizalo
pulzusokat 10 Hz-es sorozatokban alkalmaztuk. A depolarizacio-sorozatokat kiilonbozo
tartofesziiltségeken ismételtiik eldszor kontroll koriilmények kozott, majd antidepresszans
jelenlétében. A fluoxetin és a desipramin a Na® 4ramokat koncentracié-fiiggd médon
gatolta. Az antidepresszansok altal kifejtett gatlas hasznalatfiiggd komponensét az egyes
depolarizalo sorozatokon beliil a kivaltott aramok amplitiddjat dsszehasonlitva hataroztuk
meg. Felmeriilt a kérdés, hogy a markéns fesziiltségfiiggést a lassu inaktivalt allapothoz
valé nagy affinitds okozza-e. A lassu inaktivaciot eldsegité depolarizald prepulzus
alkalmazasa mellett a desipramin, illetve a fluoxetin kivaltotta gatlas jelentésen nagyobb
volt, mint a gyors inaktiviciés protokoll mellett. Igy bizonyithats, hogy az
antidepresszansok affinitasa a Na' csatorna lassu inaktivalt allapotdhoz joval magasabb,
mint a gyors inaktivalt allapothoz. Az antidepresszansok 4ltal kifejtett Na* csatorna gétlast
eddig els6sorban a mellékhatdsok, illetve az analgetikus hatassal kapcsolatban
tanulméanyoztak. Kisérleteink alapjan azonban ezek a gyogyszerek hatnak a neuronlis Na*



csatorndkra is, méghozza a terapids koncentracidtartomanyhoz kozeli dozisokban, ami
felveti azt a kérdést, hogy ez a gatlas nem jatszik-e szerepet a terapias hatas kialakitasaban
is. Elképzelhetd, hogy az antidepresszansok a lassu inaktivalt allapot stabilizalasanak
keresztiil a Na" csatorna igy gatoljak, hogy a neuronalis informaciofeldolgozas atalakul, és
segiti a depresszids neuralis ,,korok™ oldodasat.

3. Nemszinaptikus hatasok a szinaptikus rendszerben: Nemszinaptikus GABA és
glutamat receptorok.

Egy 0Osszefoglaldé munkankban azt vizsgadltuk meg, hogy szinaptikus transzmisszio
transzmittereinek, a glutamat és a GABA képesek-e nemszinaptikus kdlcsonhatasokra. Az
irodalmi adatok tobbsége az utobbi évtizedben keletkezett, tehat relative Gjnak szamit a
monoaminerg rendszerek nemszinaptikus miikodéseinek kutatési teriiletéhez képest. Két
fontos kérdéskor mentén foglaltuk ssze a nemszinaptikus GABA ¢és glutamat rendszerrdl
kapott ismereteket: 1. Milyen affinitdsuak lehetnek a kiillonb6z6 GABA ill. glutamat
receptorok (figyelembe véve hogy a minél ,,nemszinaptikusabb” egy receptor annal
magasabb az affinitdsa), 2. Az orvosi terdpiaban jatszott szerepiik szerint (extraszinaptikus
receptorok a gyogyszerek preferalt célpontjai).

4. P2X;receptorok az agyban: nemszinaptikus vonatkozasok.

A P2X7 receptorok ligand vezérelt ion csatorndk, amelyek egy homo-oligomér struktrat
alkotnak. A kozponti és a periférids idegrendszer szamos sejtjében eléfordulnak, és
elsddleges szerepiiknek a védekezési reakciok kialakitasat tartottdk. Azonban az utdbbi
1dok kutatasai azt tdmasztjak ald, hogy a kozponti idegrendszerben jelatviteli funkcidokban
is részt vesznek. Ebben az évben attekintettiik a P2X7 receptorok farmakologiajarol, sejt
specifikus elhelyezkedésérdl szerzett ismereteinket. Szamos kozponti idegrendszeri
funkciérdl tudunk mar, amely szerepet jatszhat a nemszinaptikus miikodésekben. Nem
utolsd sorban olyan patologias allapotokban amelyben a nemszinaptikus hatdsok eldtérbe
kertilnek, ilyen az ischemia jelensége is, vagy az Alzheimer kor, kdzponti szerepet
jatszhatnak ezek a receptorok.
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1. A fluoxetin kozvetlen gatlo hatasa az NMDA receptorok miikodésére

A fluoxetin kdzvetleniil gatolta az egész sejtes NMDA-aramokat. A szamitott [C50-értékek
fluoxetinre 10,51 uM, mig DMI-ra 3,13 uM. Eredményeink értelmezése és jelentdsége
szempontjabol érdekes lehet, hogy az antidepresszans kezelés soran e vegyiiletek
koncentracidja a vérplazmaban 1-2 pM, az agyban akkumulalédva még ennél is magasabb
koncentracioban fordulhatnak el6. Mindez arra utal, hogy a terapia soran kialakulo
koncentracié viszonyokban a fluoxetin és a DMI az NMDA receptorok miikodését
hatékonyan gétolhatjak. A fluoxetin ¢s DMI hatasdban ugyanakkor jelentds kiilonbségeket
fedeztink fel. Az NMDA-aramokat a DMI fesziiltség-fliggé modon gatolta, a gatlas
mértéke a depolarizacioval csOkkent. Ezzel szemben a fluoxetin gatlasa nem fiiggott
jelentds mértékben a fesziiltségtol.



2. Ca*" valaszok noradrenerg serkentése 5. rétegbeli piramissejtek bazalis dendritjein

A B-adrenerg receptorok elsOsorban serkentd jelatvitelt indukélnak a sejtszinten. A
kisagyban példaul a NA depolarizélja a kosarsejteket és ,-adrenerg receptorokon keresztiil
serkenti a GABA felszabaduldsat a szinapszisokban. Jelen eredményeink alapjan felteheto,
hogy pB-adrenerg receptorok aktivacidja valtotta ki a serkenthet0ség noévekedését a
prefrontalis kéreg piramissejtjeiben. Az erbteljes Ca®" valaszok kivaltdsa fontos a
szubcellularis kaszkad mechanizmusok beinditasa szempontjabol a NA sejtszintli hatasai
esetében. Figyelembe véve azt, hogy a prefrontalis kéreg fontos szerepet jatszik a kognitiv
folyamatokban és a NA fokozza a serkenthetoségét a prefrontdlis piramissejteknek,
valdszintisithetéen a NA a kognitiv funkciokra is serkentéen hat. Ezért a NA-kivaltotta
serkenthetdség-novekedés, amely fokozott valaszkészségli dendriteket jelen ebben az
dendritekben. Nagyon valosziniinek tlinik, hogy a kisérleteinkben tapasztalt serkentd hatast
a Bo-adrenerg receptorok aktivalasaval érte el a NA.

3. Nikotin-altal kivaltott tiizelés és dendrit tiiske Ca®* valaszok piramissejtekben

Ebben a kisérletsorozatban nyomadssal ejektaltuk nikotint a piramissejtekre nagy
koncentracioban (250-500 microM). A nyomas alkalmazisa miatt fellépd esetleges
miitermékek miatt line-scan helyett itt képsorozatokat készitettiink (XYt). A nikotin
nyomas adagolasa akcids potencidlok tiizelését és a tiiskékben Ca?* szint emelkedés
eredményezett, azonban a két folyamat nem korrelalt teljes mértékben egymassal. A tliskék
nyakdban és a fejében is eltérd valaszokat mértiink.

4. A Na*/Ca?* cserélé (NCX1) specifikus megoszlasa hozzajarul a tiiske-dendrit
kompartmentalizaciohoz

A dendritek kompartmentalizacios jellegzetességeit a intracelluléris Ca** szintjén a
diffuzios barrierek és a Ca®* eltavolité mechanizmusok aktivitasa szabja meg. A kiilonb6zd
Ca’* eltavolito egységek térbeli elhelyezkedése a dendrit tiiskék és a torzs vonatkozasaban
azonban még nem kellden tisztazott. A quantitativ elektron mikroszkdpos analizis
meglehetdsen egyenletes denzitdsu NCX1 hosszmenti megoszlast mutatott ki az apikalis és
bazalis dendritekben. A dendrit térzsben megkozelitdleg hétszeres mennyiségben volt jelen
az NCX1 0sszehasonlitva a dendrit tiiskékkel. Ezzel 6sszhangban a két-foton kisérletek
feltartak, hogy az NCX1 gatlasa els6sorban a dendrittorzsben befolyasolja a szinaptikus
Ca®" tranzienseket, és szabalyozza a tiiske-dendrit kapcsolatot.

5. A glutamat felszabadulas purinerg modulacioja ischemia-szeri allapotokban a
hippokampuszban

Egy kisérletsorozatban azt a kérdést tettiik fel, hogy az ATP és az adenozin modositja-e a
glutamat felszabadulds-tobbletet amit az ischemia i1déz eld patkany hippokampuszaban.
Az oxigén-glukoz elvonas (OGD) egy jelentds Ca2+-ﬁiggetlen glutamat felszabadulést
valtott ki, amely tetrodotoxin- ¢és homérséklet fliggének bizonyult. A P2 receptor
antagonista PPADS és a szelektiv P2X(7) receptor antagonista Brilliant Blue G
csokkentette az OGD-kivaltotta glutamat kiaramlast, ami arra utal, hogy az endogén ATP



eldsegiti az ischemia soran kialakuld glutamat felszabaduldst. A szelektiv Al-receptor
antagonista DPCPX ¢s a szelektiv A2A receptor antagonista ZM241385 csokkentette az
OGD-kivaltotta glutamat kidramlast igazolva hogy az adenozin is részt vesz ebben a
folyamatban. Az ekto-ATPaz enzim gatlasa fokozta a P2 receptor antagonistak hatasat.
Osszességében, ezek az adatok azt mutatjak, hogy az A2A és a P2X receptorok altal
medialt ATP, ill. adenozin-kivaltotta glutamat felszabadulas fokozodas megmarad még
hosszabb id6tartamu OGD alatt is. Ezért a P2X/A(2A) receptorok gatlasa hatékony
megkozelités lehet a glutamaterg excitotoxicitas leklizdésében.

6. A katekolamin-citokin egyensuly

A monoaminok biofazis koncentracioja amelyet a felszabadulds ¢és a visszavétel
egyensulya hataroz meg, fontos szerepet jatszik a depresszido kezelésében mig a
gyulladdsos mediatoroknak ugyancsak lehet szerepiik ebben a folyamatban. Megvizsgaltuk
a NA szint véltozasanak szerepét az LPS altal kivaltott TNF-o és IL-10 vélaszban egér
plazmaban és a hippokampuszban. Kimutattuk, hogy az LPS-kivaltotta TNF-a valasz
kozvetlen korrelacioban van a NA biofazis szintjével mivel szignifikdnsan magasabb volt
amikor a vezikularis NA felszabadulast meggatoltuk egy depresszios allatmodellben
(rezerpin kezelés), és alacsonyabb volt magas NA koncentracié esetén (NET-KO vagy
dezipramin kezelés). Eredményeink szerint a depresszid kapcsolatban van a periférias és
hippokampalis gyulladasos citokinek termelésével és az mindenkori monoamin szintekkel.
Mivel szamos gyulladascsokkentd gyogyszernek van antidepresszios hatasa, feltételezzik,
hogy az antidepresszansok ugyancsak befolyasoljak az LPS-kivaltotta gyulladasos valaszt,
amely hozzajarulhat az antidepresszios hatas eléréséhez.
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1. A dendritek plasztikus miikodéseinek megfigyelése két-foton képalkotassal
1.1. Az ay-adrenerg receptorok plasztikus hatdsai a dendritekben prefrontilis kéregben

Eredményeik azt mutatjak, hogy az ar-adrenerg receptorok aktivacioja a dendritikus akcios
potencialok kivalthatosagat jelentés mértékben fokozza a prefrontalis kéreg
piramissejtjeiben. gy erételjes Ca®" valaszok alakulnak ki a noradrenalin felszabadulasa
idején mar alacsonyabb frekvenciaju akcios potencidl sorozatok tiizelése esetén is. Ezaltal
kisebb ingerek is képesek kivaltani a dendritikus tiiskét, aminek szerepe lehet a
munkamemoria kialakuldsakor megfigyelt Un. késleltetett tiizelés fenntartisdban. A
dendritikus Ca?* vélaszok szintjén tehat a noradrenalin pozitiv hatisu a munkamemoriara
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1.2. Nikotin receptorok hatdsai piramissejt és interneuron dendritek Ca** dinamikajdara a
hippokampuszban

A nikotin receptorokrdl ismert hogy erdteljes serkentd hatassal birnak kiilonb6z6 kérgi
funkciora nézve igy eldsegitik a memoéria és a tanulds folyamatait kiilonboz6
agyteriileteken. A intracellularis Ca* szintjén azonban kevés adat all rendelkezésre arra
vonatkozolag, hogy a nikotin milyen mechanizmussal képes ezeket a funkciokat serkenteni
a dendritekben. Egyik kisérletsorozatunkban a nikotin alacsony koncentracioban (1 puM)
képes volt az akcids potencial sorozatokkal eléidézett Ca®* valaszok serkentésére a
hippokampusz piramissejtek dendrittiiskéiben. Magasabb koncentraciéban adagolva, a



nikotin Oonmagaban is képes volt akcids potencidl sorozatokat kivaltani, igy ehhez
csatlakozé Ca®" valaszokat elSidézni a dendrittiiskékben. Egy masik kisérletsorozat
bebizonyitotta, hogy a hippokampusz interneuronjaiban is kivalthatoak ezek a jelenségek,
¢s itt igazoltak azt is, hogy lokalis plasztikus valtozasokhoz csatlakoznak a nikotin receptor
ingerléssel kivaltott Ca** dendritikus valaszok. Ezeket a kisérletek egy egyedi fejlesztésti,
nagy felbontast két-foton mikroszkop hasznalataval végeztiik el.

2. Oxigén szabadgyokok felszabadulasanak fluorescens megfigyelése a
hippokampuszban ischemias koriilmények kozott

Az ischemia soran fellépd oxigén szabadgyodk felszabadulas direkt megfigyelése az agyban
egy régi célkitlizést jelent az idegtudomanyok szamdara. Ebben a kisérletsorozatban
specifikus fluorescens indikatorokat hasznaltunk, amelyek az oxigén szabadgyokok szintjét
idében pontosan mutatjak meg hippokampusz agyszeletekben in vitro. Az oxigén-glukoz
elvonds (OGD) egy jelentds oxigén szabadgyok képzést valtott ki, amelyet befolyasolni
lehetett a szabadgyOk rendszer metabolizmusaban részt vevd enzimek farmakologiai
amugy legérzékenyebb CA1l régidban fokozta a legnagyobb mértékben, és nem volt hatasa
az ellenalld régioként ismert gyrus dentatusban. A hatdsmechanizmus vizsgélata kimutatta
az NMDA receptor aktivacio és a nitrogén monoxid felszabadulas szerepét a szabadgyok
képzés folyamatiban. Ez a vizsgalatsor volt az elsé direkt vizualizdlasa az oxigén
szabadgyokok képzésének és eltiintetésének akut hippokampusz szeletekben, amelyek
nagymértékben megerdsitették azt az elképzelést hogy a szabadgyokok képzése lehet a
CA1 régi6 irodalombol jol ismert ischemids sériilékenységének.

3. A dopaminerg neurotranszmisszio modulacidja a striatumban diclofenac kezelés
soran

A diclofenac (DCF) egy széles korben hasznalt nem szteroid gyulladascsokkentd, amely
mint mitokondridlis toxin is ismert. Kordbbi irodalmi munkakbdl ismert, hogy a szelektiv
mitokondrialis komplex I gatlas oxidativ stressz mellett a dopaminerg miikodés romlasat
okozza a striatumban. Ebben a vizsgdlatban arra kerestiink valaszt, hogy a DCF
befolyasolja-e a striatalis dopaminerg funkciot. A patkdny agyabol szarmazo striatum
szeleteket radioaktivan jelolt dopaminnal toltéttiikk fel és in vivo, illetve in vitro DCF
kezelést alkalmaztunk. Az in vitro DCF kezelés csokkentette a dopamin-felvételt és az
agyszeletek dopamin tartalmat. A H,O; altal kivaltott dopamin felszabadulést is fokozta ez
a kezelés, mig az oxigén szabadgyokok képzése nem valtozott. Az in vivo DCF kezelés
nem okozott valtozast a striatum dopamin tartalmdban a dopamin felvétele a szeletekbe
viszont fokozodott. A H,O,-kivaltotta dopamin felszabadulas csékkent az in vivo kezelés
utan. Osszességében az in vivo illetve az in vitro DCF kezelés igen eltérd hatist okoz a
striatum dopaminerg funkcidjara nézve; az in vitro kezelés soran az anyag mitokondrialis
toxin tulajdonsdgai dominalnak (hasonléan a rotenon hatasahoz) mig in vivo kezelést
kovetden inkabb eldsegiti a dopaminerg hatasok érvényesiilését.

4. A dopamin felszabaduldas modulacioja a belséfiilben

A belséfiilben felszabaduld dopaminrdl az utdbbi idok kutatasai egyértelmiien igazoltak,
hogy protektiv hatasu, a hallaskarosodasok kivédésében fontos szerepet jatszik.
Eredményeink szerint a dopamin felszabadulas szerotonin 5-HTg7 antagonistakkal



hatékony modon serkenthetd lokalisan. A dopamin szint emeld hatds a gitlo GABA
bemenetek gatlasaval valosul meg, azaz a gatlas gatlasa okozza a megfigyelt serkentést. A
Dopamin D4 receptorok is segitd szerepet jatszanak ebben a hatdsban. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy az 5-HTg/; antagonistak alkalmazasa egy potencialis 0j gyogyszercélpontot
Orr-Gége klinikajaval egyiittmiitkodésben felfedezték, hogy az NMDA receptorok izgatasa
specifikus agonistakkal szintén jelentds dopamin szint emelkedést okoz a belséfiilben.
Ebben a hatasban a helyi nitrogén monoxid termelés is szerepet jatszik. Az NMDA
receptoron keresztiil megvaldsuld dopamin felszabadulds minden bizonnyal egy endogén
védelmi mechanizmusnak tekinthetd, amellyel az ischemiés koriilmények kozott tulzottan
nagy mennyiségben felszabaduld glutamat sajat toxikus hatasait képes gatolni a védo
hatasu dopamin mobilizalasan keresztiil.

5. Adenozin A2A receptorok neuroimmun hatasai

Az adenozin egy bioldgiailag aktiv molekula, amely metabolikus stressz soran keletkezik a
szervezetben kiilonbozo traumak vagy gyulladdsos folyamatok eredményeképpen. Az A2A
receptorok hatasait a citokin termelésre, igy az IL-10, IL-6 és MIP elvalasztisra mar
korabban leirtuk. A makrofagok fontos szerepet jatszanak a patogének eltavolitdsdban és a
citokintermelésben szepszis soran. Egy kisérletsorozatban az osztaly kutatoi azt vizsgaltak,
hogy a makrofag rendszer szerepet jatszik-e a bakterialis-terhelés csokkentésében és a
citokin produkcidban olyan egerekben amelyekben az A2A receptor inaktivalva van. A
szepszisben szenvedd, adenozin A2A receptor génkiiitott allatokbol szarmazo
makrofagokban az IL-10 termelés csokkent. Ezzel szemben az IL-6 és a MIP-2 képzése a
szeptikus A2A génhidnyos allatokban fokozott volt a vad tipusi egérrel vald
Osszehasonlitdsban szepszis soran. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy nem a
peritonealis makrofagok feleldsek a csokkent bakterialis terhelésért és a csokkent MIP-2 és
IL-6 termelésért amely a szeptikus A2A génkiliitott allatokban figyelheté meg. Ezek a
makrofagok okozzak viszont az A2A receptorok hatasat az IL-10 termelésre szepszis alatt.
Az adenozin A2A receptorok a T-sejt aktivaciot is képesek gatolni. Egy kisérletsorozatban
megvizsgaltuk az A2A receptorok szerepét a T-helper Thl és Th2 sejt fejlddés és funkcid
Szabalyozasaban. A receptorok aktivalasa csokkentette a T-sejtek atalakuldsat Thl és Th2
sejtekké T-sejt receptor-altal stimulalt moédon. Az A2A receptor génhianyos allatokon
végzett kisérletek ramutattak arra, hogy az A2A receptor aktivacid gatolja a Thl és a Th2
sejt fejlédést az proliferacio és az IL-2 termelés gatlasaval naiv  T-sejtekben.
Osszességében ezek az adatok ravilagitanak arra, hogy az A2A receptorok hatrozott gatlo
hatéassal rendelkeznek a korai sejtfejlodés soran és a Thl és Th2 sejtek késdi funkcionalis
hatasaiban is fontos szerepet jatszanak.



