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2. Bevezeto
Napjainkban ismert, hogy az autoném idegrendszer egyensulyanak zavara SzOros

Osszefliggésben all a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasaval, mely emelkedett halalozasi
kockazattal tarsul (van Bilsen et al., 2017). Az Gsszetett, tobbrétegli rendszer miikodésének
pontos, alaposabb megértése, illetve az egymastol fliggd neuralis halozatokon keresztiil zajlo
¢lettani folyamatok és azok szabalyozasanak felderitése klinikai relevanciaval jarnak (Ardell et

és enteralis

al., 2016).
paraszimpatikus

Az autondém idegrendszer, mely szimpatikus,
idegrendszerbdl all, egyik alapvet6é funkcidjanak a vér oxigén ellatottsaganak gyors és pontos

monitorozasa tekinthetd. Egy kis kétoldali szervre fokuszalva, a carotis testre (glomus
caroticum, GC), mely az artéria carotis communis bifurkacidjaban helyezkedik el és a sziv- és

légzdrendszer szabdlyozasaban alapvetd funkciot lat el, érthetjilk meg igazén az autondém

idegrendszer monitorozoé szerepét (1. abra).
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kozotti kolesonhatasok. A carotis test I-es tipusu glomus sejtekbdl, 1l-es tipusu tamasztosejtekbdl,
erekbdl, illetve afferens és efferens idegvégzddésekbdl épiil fel, melyek anatomiailag funkcionalis

egységekbe szervezddnek és kemoszenzoros szinapszisokat 1étesitenek, hogy informaciot tovabbitsanak

a Sinus-idegen keresztiil a nytltvel6i 1égz6kozpontokhoz (Iturriaga et al., 2021).



A carotis test anatomiajat tekintve kapillarisokat, afferens és efferens idegvégzodéseket,
valamint két specializalt sejttipust tartalmaz: az I-es tipusu sejteket, melyeket glomus sejteknek
neveziink, és a ll-es tipusu (tamaszto) sejteket. Az I-es tipusu sejtek olyan kemoreceptor
elemek, amelyek neurotranszmittereket €s peptid neuromodulatorokat termelnek; mig a II-es
tipusu sejtek az I-es tipusu sejtek klasztereit boritjak (Ortega-Saenz & Lopez-Barneo, 2020).
Az |-es tipust sejtekbdl kemoreflex aktivacid sordn felszabaduld neurotranszmitterek és
modulatorok elsé sorban ATP-b6l, adenozinbdl, acetilkolinb6l, dopaminbol, noradrenalinbdl,
szerotoninbol, GABA-bdI és hisztaminbol allnak (Ichikawa, 2002; Kato et al., 2013; Montoro
et al., 1996; Nurse & Piskuric, 2013; Varas et al., 2003). Ezen kiviil kimutattak, hogy az I-es
tipusu sejteken és a carotis test idegkdtegein dopamin D2 receptorok talalhatéak (Wakai et al.,
2015).

A GC folyamatosan észleli és felméri az artérias vér Osszetételének valtozasat, példaul
az artérias oxigén (PaO2), a szén-dioxid (PaCO>) parcialis nyomasat, tovabba a vér pH-jat,
valamint a gliikoz koncentraciojat is (Gao et al., 2014). A vér Oz tenzidjanak valtozasa, amely
a hipoxia egyik elsédleges jele, tovabbi valtozasokat idéz el6 a mitokondrialis
membranpotencial és a NADH szintjének esetében is, valamint sejtmembran depolarizaciot és
extracellularis kalcium sejtbe torténé bearamlasat okozza (Wyatt & Buckler, 2004). Ezekre a
valtozasokra valaszul a felszabaduld neurotranszmitterek akcids potencialt valtanak ki a Sinus-
ideg afferens rostjain keresztiil (Hering-ideg) (Shoja et al., 2019), mely a glossopharyngealis
ideg (n. IX) egyik aga és informaciot tovabbit a kozponti idegrendszer nyultveldi részén
elhelyezkedd 1égzdkozpontokhoz. Ez az alapvetd funkci6 jarul hozza, hogy a ventilaciot a
tiid6perfiziohoz igazitsa és kielégitse a szovetek oxigénigényét, illetve a kardiorespiratorikus
kompenzaciods folyamatok elinditasaért stresszes koriilmények kozott, mint hipoxia esetében.
Azonban a kemotranszdukcioban részt vevo receptorok természete és jelatviteli mechanizmusa

nagyrészt ismeretlen.

A glomus sejtek valgjaban multimodalis érzékelOknek tekintheték a benniik
expresszalodd G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR) miatt (Ortega-Saenz & Lopez-Barneo,
2020). A GPCR-¢k hét transzmembran doménnel rendelkeznek és extracellularis molekulak
kotddése esetén kiilonbozd intracellularis jelatviteli Utvonalakat aktivalnak. A jelenleg
klinikailag jovahagyott gyogyszerek 34%-a G-fehérjéhez kapcsolt receptorokat célozza meg
(Sriram & Insel, 2018), ugyanis egyes GPCR-ek ligandum specificitasa és szovetekben vald

egyedi expresszios mintazata alapjan idedlis jeloltek farmakologiai beavatkozasokhoz.



Fiatal, egészséges egér GC sejtek transzkriptom analizise soran szamos GPCR-t
azonositottak, tobbek kozott a purinerg receptorcsaladhoz tartozé P2Y 12 receptort (P2Y12R)
(Zhou et al., 2016).

A purinerg jelatvitel jelentés szerepet tOlt be a szervezet immunvalaszanak
modulédciojdban ¢és kiilonbozd effektor mechanizmusok kivaltdsaban. A jelatvitelt
extracellularis nukleotidok teszik lehetévé, ahol ATP aktivalja a purinerg receptorokat és
elinditja a purinerg jelatviteli kaszkadot (2. dbra). Az extracellularis ATP kétféle P2 receptor
miikodését aktivalja (Junger, 2011). Az egyik csoport, a P2X receptorok olyan plazmamembran
csatornak, amelyek kiilonb6z6 kationok transzmembran mozgasat kozvetitik (Burnstock,
2006). A P2Y receptorok a G-fehérje kapcsolt receptorok csaladjaba sorolhatoak (Eberhardt et
al., 2022), ahol nyolcféle altipust kiilonitiink el (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12,
P2Y 13 ¢és P2Y14). Ezek a receptorok széles korben expresszalodnak, illetve a kiilonbozo
altipusok ligand érzékenysége €s a G-fehérje alegységen torténd intracellularis jelatviteli modja
nagymértékii varianciat mutat, igy ezen receptorok rendkiviil eltéré biologiai folyamatokat
kozvetitenek (von Kiigelgen & Hoffmann, 2016). Tobbek kozott a P2Y12 receptorok
nélkiilézhetetlenek a vérlemezkemiikddésben, a vérzéscsillapitasban és a trombozisban is, mely
folyamatban a P2Y1 receptorok kozvetitésével bearamlo intracellularis kalcium koncentraciot
szabalyozzak (Kauffenstein et al., 2001). A P2Y12R-t gatlo gyogyszerek jol toleralhatd
antitrombotikus szerek, tobbek kozott ilyen a klinikai kdrnyezetben szélesebb korben hasznalt
klopidogrél is. Tovabba, a kdzponti idegrendszer rezidens immunkompetens sejtjei, a mikroglia

jelentds mértékben fejezi ki a P2Y12 receptorokat, melyek a sejtek aktivacidjahoz és

crer

Mivel a periférian a GC-ban feltételezhetd a P2Y12R jelenléte, valamint a receptor-
inhibitorok klinikai jelentdsége és feltételezhetd negativ hatdsa a 1égzésvalasz kialakulasaban,
ezért irdnyitotta a kutatocsoport figyelmét a purinerg jelatvitelben elengedhetetlen szerepet
Jatsz6 P2Y 12R szabalyozasanak vizsgalatara. Dolgozatomban ennek a receptornak jelenlétét és
lokalizaciojat mutattam ki, alapjaul szolgdlva annak, hogy jobban megérthessiik a periférias

kemoreceptor miikodést.
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2.abra. A purinerg jelatvitel itvonalainak fobb Osszetevdi. Az extracellularis ATP szdrmazhat pusztulo
sejtekbdl, illetve a sejtek autokrin vagy parakrin modon, connexin és pannexin csatornakon keresztiil
torténd ATP felszabadulassal szabalyozhatjak sajat és kornyezetiilk miikodését. A metabolizmus sordn
az ATP hidrolizisének kétlépcsos folyamatat purinerg ektoenzimek hatarozzak meg (CD39 és CD73), a
végtermék az adenozin, melyet az ADA enzim hatastalanit. Az extracellularis térben az ATP és
bomlastermékei P2X- vagy P2Y-receptorokat, valamint az ADORA receptorokat aktivaljak. ADO:
adenozin; ADORA: adenozin receptor; ADA: adenozin deaminaz; CD39: ekto-apiraz; CD73: 5'-
ektonukleotidaz (Eberhardt et al., 2022).



3. Célkitiizés

Célkitlizéseink az alabbiak voltak:

1. A purinerg P2Y12-receptor jelenlétének igazolasa és lokalizacidjanak kimutatasa vad tipusa
(C57/BL6N) és genetikailag modositott knock-out egerekbdl izolalt glomus caroticum
szeleteken.

2. A TH ¢és P2Y12R fehérjék kolokalizacidjanak vizsgéalata a glomus caroticumban.

3. A hipoxia hatasanak in vitro tanulmanyozasa a glomus caroticumbdl izolalt I-es tipusu
sejteken.

4. A kombinalt hipoxia és hiperkapnia hatasanak in vitro tanulmanyozasa a glomus

caroticumbol izolalt I-es tipusu sejteken



4. Anyagok és modszerek

4.1.  Allatok

A vizsgalatainkhoz vad tipusa (C57/BL6N) és P2ryl2 génhianyos (P2ry127",
P2Y12R-KO) vegyes nemii, 8-14 hetes egereket hasznaltunk. Atlagos tomegiik 30 + 4.0
gramm.
A P2ry12~~knock-out egerek eredeti tenyész parjait, B6;129-P2ry12™Pen/H 3 Deltagen Inc.-
t6l (San Matteo, CA, USA) szerezte be a kutatdcsoport. A klénozasi és tenyésztési stratégiat,
valamint a genotipizalasi protokollt mar korabbi tanulmanyok ismertették (Horvath et al.,
2014).
A génmodositott egértdrzset iddszakosan visszakereszteztiink CS7BL/6N hattérre, és a knock-
out torzset tartalmazo kisérletekben vad-tipusti alomtarsakat hasznaltunk kontrollként. Az
allatokat 12 oOrds vildgos-sotét ciklus alatt tartottuk egy hdémérséklet (23 + 2°C) és
paratartalomszabalyozott helyiségben (60 £ 10%) és ad libitum jutottak élelemhez, illetve
vizhez. Az in vivo vizsgalatot a vilagos ciklusban végeztem el. Az allatgondozas, a kezelési
eljarasok és a kisérleti vizsgalatok az Intézményi Etikai Kodex és a Magyar Allatgondozasi és
Kisérleti Torvény iranyelvei szerint torténtek (40/2013, 11.14), amelyek 6sszhangban allnak az
Europai K6zosségek Tanacsanak 2010. szeptember 22-1 irdnyelvével (2010/63/EU). A Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézet Allatgondozéi és Kisérleti Bizottsaga, valamint a Budapesti
Allategészségiigyi ¢s Elelmiszer-ellendrzd Allomas is minden kisérletet jovahagyott
(PEI/001/776-6/2015). A kisérleti allatokkal humanusan bantunk és minden eréfeszitést
megtettiink az allatok szenvedésének minimalizalasa €s a kisérleti 4llatok szdmanak csdkkenése
érdekében. Az allatkisérleteket az ARRIVE iranyelveinek megfeleléen jelentettiik (McGrath
& Lilley, 2015).

4.2. Felhasznalt anyagok

Adenozin-5’-difoszfat (Cat. No. A2754), fizioldgias sdoldat (NaCl, 0,9%), szarvasmarha
szérum albumin (Cat. No. A2153), kalcium-ionofér A-23187 (Cat. No. C7522), Clostridium
histolyticum kollagenaz (Cat. No. C0130), tripszin (Cat. No. T9935), sertés hasnyalmirigybdl
szarmazo elasztaz (Cat. No. 45125), inzulin oldat szarvasmarha hasnyalmirigyb6l (Cat, No.
10516), penicillin-streptomycin (Cat. No. P4333), DMEM/F-12 HEPES-el L-glutamin-nal (Cat.
No. DF-041), kalcium-klorid-dihidrat (Cat. No. C3306), Oregon Green 488 BAPTA-1- AM
(OGB-1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Cat. No. O6807) az Invitrogen-t6l

9



szarmaznak (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Az egér trombocitak elleni
antitestek a BD Biosciences-t6l (Franklin Lakes, NJ, USA (Purified Rat Anti-Mouse CDA41,
Cat. No. 553847)), a tirozin-hidroxilaz elleni a Sigma-Aldrich cégt6l szarmazik (Cat. No.
AB152; Lot. No. 3256647), a P2Y12 receptor elleni az AnaSpec-tél (Fermont, CA, USA (Cat.
No. AS 55043A; Lot. No. UB1701)) szereztiik be. Masodlagos antitestek: AlexaFluor-488 és
AlexaFluor-564 (Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA; 1:200),
valamint Hoechst-33342 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA; 1:10000) a Thermo

Fischer Scientific-t6l szarmaznak.

4.3. A glomus caroticum izolalasa

A Kkisérleti allatokat izofluran felhasznalasaval tulaltattuk, majd a glomus caroticum
sooldatot (PBS) hasznaltunk. Az izolalt sejteket 20 percig szobahémérsékleten 4%-0s PFA-val
fixaltuk. Fixalas utan az izolalt mintakat en bloc fagyvédelemmel lattuk el izopentan-szarazjég
szuszpenzid alkalmazédsaval (Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura Finetek USA Inc.,
Torrance, CA, USA). A mintdkat -20 °C-on, fedett bemérdcsénakban egy éjszakan at allni
hagytuk.

4.4. A glomus sejtek izolalasa

A kisérleti egerekbdl izolalt glomus sejtek izolalasat Ortega-Saenz €s munkatarsai altal
kidolgozott protokoll alapjan végeztiik el (Ortega-Saenz et al., 2010). Roviden, az allatokat
tulaltattuk, majd a nyaki bifurkaciot mindkét oldalon begytjtottiik (enzimatikus reakcionként
kettét). Az izolalt szoveteket 1 ml PBS-be helyeztiik, majd 0,6 mg kollagenaz II-t, 0,3 mg
tripszint, 10 1U/ml sertés elasztazt és 50 uM CaCl-ot adtunk az oldathoz, melyet 37 °C-on 20
percig allni hagytunk. Ezt kovetden a szovetmintakat mechanikusan disszocialtuk és tovabbi 5
percig inkubaltuk. A disszocialt sejteket poli-L-lizinnel bevont Petri-csészébe helyeztiik és
(DMEM/F-12 [Dulbecco-féle modositott Eagle-taptalaj] 10 % magzati szarvasmarha szérum,
1 % penicillin/sztreptomicin, 1 % L-glutamin és 84 pU/ml inzulin) tapoldatot adtunk hozza. A
sejteket 24 oran keresztiil hagytuk az edény aljan megtapadni, és hét napig hagytuk novekedni

tapoldatukat naponta cserélve.

10



4.5. Kontrollalt in vitro hipoxia és hiperkapnia

Az O2/ CO» gazszabalyozokkal felszerelt Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) késziiléket hasznaltuk enyhe (12% Oz / 5% CO> /
83% N2), mérsékelt (6% O2 / 10% CO2 / 84% N>) és stlyos (1% Oz / 15% CO2 / 84% N»)
hipoxia vagy hiperkapnia eléidézésére 37 ° C-on. A glomus sejteket egy 24 lyuki lemezen
tenyésztettik, majd 60 percre a miiszer olvasékamrijaba helyeztiik lefedve, hogy
minimalizaljuk a tapkozeg parolgasat. Minden hipoxia/hiperkapnia kivaltasakor feliiluszo
mintat vettiink a sejtekbdl, majd a kivett mintat ugyanannyi mennyiségii, 37° C-on elomelegitett
friss tapfolyadékkal helyettesitettiik. Végiil az A-23187 (1 uM, 1 perc) kalcium-ionofort adtuk
a tapoldathoz, hogy értékeljiik a glomus sejtekben 1évé vezikuldkban tarolt fennmarado
monoamin transzmitterek felszabadulasat igazolva a sejtek életképességét a kisérleti protokoll
végén. A kisérlet végén a sejteket jéghideg 0,01 M perklérsavas oldatban lizaltuk,

fehérjeméréshez 0sszegytijtottiik (Csaszar et al., 2022).

4.6. Kalcium mérés

A glomus sejtek aktivitasanak funkcionalis vizsgalatahoz a primer sejteket 30 percig inkubaltuk
1 uM Pluronsavval (F-127 P3000MP, Sigma-Aldrich, Cat. No. P2443, elémelegitve 37°C-ra),
1:1 aranyban higitva 5 uM Oregon Green 488 BAPTA-1-gyel (OGB-1, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, Cat. No. 06807) 2 ml tapoldatban (DMEM/F-12 (Dulbecco-
féle  modositott  Eagle-tapoldat), 10%  magzati  szarvasmarha  szérum, 1%
penicillin/sztreptomicin, 1% L-glutamin és 84 pU/ml inzulin). Az inkubalast kovetéen friss
tapfolyadékot cseréltiink, ezt tovabbi 20 percig tartd inkubalds kovette. A sejtek spontan
aktivitasat 5 percen keresztiil rogzitettiik az N-STORM Super-Resolution System segitségével,
a lézererdsség 38%-o0s, 30 ms/Hz, 12 bit (binning nélkiil) beallitdsokkal, a képkockak kozotti
késleltetés nélkiil, 20x-os nagyitassal. Az alaptevékenység regisztraladsat kovetden a sejteket
adenozin-5’-difoszfat (ADP, 10uM) kezeltiik, és a fluoreszcencia-valtozast (AF/F) minden

egyes sejtre kiszamitottuk.

4. 7. Immunhisztokémiai analizis

Kriosztat mikrotommal (Thermo Shandon Cryotome, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) 16 um vastag metszeteket vagtunk, majd ezeket zselatinnal bevont

targylemezre helyeztiikk. A mintakat egy éjszakan at -20 °C-on taroltuk. A felhasznalas napjan
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a mintakat haromszor mostuk PBS-sel, és 2% FCS-t, 1% BSA-t és 0,2% Triton X-100-at
tartalmazd PBS-ben inkubaltuk 2 6ran keresztiil. A mintakat genotipus szerint csoportokra
osztottuk, és egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk ugyanabban a pufferben, amely anti-tirozin-
hidroxilaz antitestet (1:400), valamint anti-P2Y12R antitestet (1:1000) tartalmazott. Az anti-
P2Y12-receptor antitest specificitasat korabban vad tipust kontroll €s P2Y12R-KO egerekbdl
szarmaz6 mintakban validaltuk (Iring et al., 2022). Egy éjszakan at tartd inkubalas utan a
mintakat PBS-ben mostuk, és a megfeleld AlexaFluor-564 konjugalt antitesttel és AlexaFluor-
488 konjugalt masodlagos antitesttel (Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA; 1:200), valamint Hoechst 33342-vel szobahémérsékleten inkubaltuk (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA; 1:10000) 1 6ran at, fénytél védve. A mintakat
ProLong™ Gold Antifade Mountant-ba (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
helyeztiikk és szobah6én, egy éjszakan at inkubaltuk. Az immunofluoreszcens jelfeldolgozas
Nikon Eclipse Ti-E mikroszképpal (Nikon Instruments Europe B.V; Amszterdam, Hollandia)
¢s C2 lézeres konfokalis rendszerrel tortént. Az immunfluoreszcens jel intenzitasanak
elemzését Shihan és munkatarsai altal kidolgozott protokoll alapjan értékeltiik (Shihan et al.,
2021). A képfelvétel soran a ,,gain”, az ,offset” és a lézererGsség paramétercihez azonos
lézerbeallitasokat hasznaltunk. A képeket az Image] Fiji programban dolgoztuk fel, ahol az
Osszes csatorna hatterét kivontuk (gorbiileti sugar: 50 pixel), majd ezt a 1épést kovette az egyes
csatornak atlagos fluoreszcens intezitdsanak automatizalt mérése. Az immunfestés kvantitativ
analizisét legalabb harom, véletlenszeriien kivalasztott mezén végeztiik el minden minta

esetében a kivant régioban. Minden allatbol harom filiggetlen mintat elemeztiink.

4.8. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a GraphPad Software Inc. (La Jolla, CA, USA) GraphPad Prism
v.6.07 szoftverével végeztiikk. Az értékeket atlag + SEM formatumban abrazoltuk, n pedig a
fliggetlen kisérletek szamat jelenti. Valamennyi folytonos valoszinliségi valtozo valdszintiségi
eloszlasat elvégeztiik. A két csoport kozotti statisztikai elemzést parositatlan Student-féle
kétmintas t-probaval végeztiik, tobb kisérleti csoport vagy valtozo esetében kétutas ANOVA-t
hasznaltunk, Bonferroni post-hoc teszttel. A 0,05-nél kisebb p értéket a vizsgalat soran

statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik.
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5. Eredmények

A nyaki artéria bifurkacidjanal elhelyezkedd glomus sejtek felelosek az emldsok
véroxigénjének monitorozasaért. Fiatal, egészséges egér egyetlen glomus caroticum sejtbol
végzett MRNS transzkriptom analizisének eredménye felvetette bizonyos G-fehérje kapcsolt
receptor jelenlétét, amelyek koziil a kutatdécsoport figyelme a P2Y12 purinerg receptor felé
iranyult (Zhou et al., 2016).

Kisérletiinkben a fiatal, egészséges kontroll egerekbdl izolalt glomus caroticum
metszetrél késziilt immunhisztokémiai felvételeken jol lathatd, hogy a P2Y12R fehérje a
glomus caroticum sejtes elemein jelen van, mig a P2Y12R-KO allatokbol szarmazo metszeten
hianyzik, igazolva, hogy az altalunk hasznalt antitest specifikus a P2Y 12R epitopra (3. abra és
4. abra, jobb panel).

TH (AF488) P2Y,,R (AF564) HOECHST 33342 MERGE
: . . |
= .
o
O \
o
A4
nl% . .
ST
(]
a

3.dbra. Reprezentativ immunhisztokémia képek vad-tipust (Control) és P2Y12R géndeficiens (P2Y12R-
KO) egerekb6l izolalt glomus caroticum metszetekrél, melyeket anti-tirozin-hidroxilaz (TH,
AlexaFluor-488, z6ld) és anti-P2Y1,R (AlexaFluor-564, piros) antitestekkel inkubaltunk; tovabba
sejtmagfestést alkalmaztunk (Hoechst 33342, kék). Az utolso kép a kiilonbozé 1ézercsatornak rétegelt,

szummacids képe (merge). Lépték: 50 um.

A glomus caroticum kemotranszdukcidért felelds, I-es tipusu sejt sajatos funkcidja a
dopamin neurotranszmitter molekula szintézise és felszabaduldsa. Ez a folyamat a tirozin-
hidroxilaz (TH) enzim jelenlétét igényli (Zhang et al., 2018). Az oszlopdiagramokon lathato,

hogy a TH immunfluoreszcens jel6lés intenzitdsa mind a vad tipust, mind a receptor hidnyos
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(KO) egerekbdl izolalt metszeteken azonos mértékben van jelen (4. abra, bal panel). A glomus
caroticum metszeteken talalhato TH és P2Y12R térbeli elhelyezkedése immunfluoreszcens
jelolés soran felvetette a két molekula azonos sejtben torténd expresszidjanak lehetéségét (3.

abra).
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4.abra. A P2Y12R (jobbra) és tirozin-hidroxilaz (balra) kvantifikalt fluoreszcencia intenzitas értékeinek
abrazolasa vad-tipusu és P2Y12R knock-out glomus caroticum metszetekr6l. Az oszlopdiagram a
kozépérték + standard hiba szorasat abrazolja, n=9-11 statisztika Student-féle parositatlan kétmintas t-

préba, a p <0,001.

Az izolalt primer GC metszeteken a TH ¢és P2YI12R fehérjék kolokalizacios
valdszinliségét vizsgalva megéllapithatd, hogy a TH és a P2Y 12R kozotti kolokalizacios érték
magas volt a vad tipust egerekbdl izolalt metszeteken (0,75 + 0,12); mig a KO allatoknal ennek
értéke alacsonyabb (0,4 £0,05) (5. és 6. abra).
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TH TH

P2Y,,R

5.dbra. A kolokalizacios valoszinliség abrazolasa citofluorimetriaval. Kétdimenzids szérasdiagram
szemlélteti a kolokalizacios értékek kozotti kiilonbséget a vad tipusu (Control balra), és a knock-out

(P2Y12R-KO, jobbra) egerekbdl izolalt glomus caroticum metszetekrol.
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6.dbra. Pearson-szerinti kolokalizacios valoszinliség a TH és P2Y12R 1ézerjelek kozott vad-tipusu
(Control) és knock-out (P2Y12R-KO) egerekb6l izolalt glomus caroticum metszeteken. Az
oszlopdiagram a kozépérték + standard hiba szorasat abrazolja, n=9; statisztika Student-féle parositatlan
kétmintas t-proba, a p <0,0001.
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Kisérleteinkben a felndtt glomus caroticum fehérjeexpresszidos mintazatanak
tanulmanyozasaval a P2Y12R jelenlétét a kemoreceptorként miikodd glomus sejtekben
kimutattuk, mely a tovabbi vizsgalatok alapjaul szolgalt. Ezt kdvetéen kutatocsoportunk a
purinerg rendszer szerepére Osszpontositott az akut oxigénérzékelés ¢és kemoreflex aktivalas
szabalyozasaban.

A glomus caroticum I-es tipusu sejtjeit izolaltuk vad tipusu kontroll egerekbdl, a sejteket
tenyésztettiik, majd 1épcsGzetes hipoxianak as hiperkapnianak kitéve (H/H) in vitro
koriilmények kozott tanulmanyoztuk. Kezdeti eredményeink azt igazoltak, hogy a tenyésztett
glomus sejtek aktivalodtak a lépcsdzetes H/H alatt és neurotranszmitterek szabadultak fel.
Dopamin felszabaduldsdhoz mar mérsékelt H/H szint elegendd volt, a felszabadulas a
specifikus P2Y12R-gatlo, a PSB 0739 jelenlétében pedig teljesen megsziint (7. abra). A
P2Y12R gatlasa normoxids koriilmények kozott nem befolyasolta az extracellularis dopamin
koncentraci6 valtozasait, igy megallapithato, hogy a receptorok konstitutivan nem aktivalédnak
(7. abra). Az A-23187 kalcium-ionofor beadasa a maradék dopamint tartalmazo vezikulumok
glomus sejtekbdl torténd kibocsatasat indukalta, bizonyitva, hogy a sejtek a 1épcsdzetes H/H
protokoll végén még életképesek voltak ¢és dopamint tudtak felszabaditani ingerekre,

megerdsitve a P2Y 12R szerepét a H/H indukalt dopamin felszabaduldsban (7. dbra).

* *
* *
0.8 *
‘0 ® D Normoxia
ﬁ 2 0.6- * [] enyhe HH
§ % _I_ D mérsékelt H/H
c W .
9 g 0.4 ° . [ stlyos HH
EE e (3| b4 fE ] A-23187 ionofor
g § 021 ﬁ ﬂ
o
: alalals
0.0 n
CONTROL PSB 0739

7.dbra. Az oszlopdiagramok a dopamin (n=5) felszabadulasat mutatjak vad tipusu (Control) és P2Y12R-
gatolt (PSB 0739, 500 nM, 30 perc) primer glomus sejt sejtkultiraban. Az A-23187 kalcium-ionofort (1
UM, 1 perc) hasznaltuk a rezidualis neurotranszmitter exocitozisanak értékelésére. Az oszlopdiagram a
kozépérték + standard hiba szdrasat abrazolja, *, p <0,05; **; p<0,01; *** p <0,001, statisztika kétutas
ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel.
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A tovabbiakban normoxias koriilmények kozott endogén ligandummal (ADP, 10 uM, 5
perc) aktivaltuk a P2Y 12R-t ARL 67156 ektonukleotidaz inhibitor jelenlétében, mely dopamin
felszabadulashoz vezetett (8. dbra). Az ADP hatésa a funkcionalis P2Y 12R jelenlététdl fiiggott,
mivel a receptor gatlasa teljesen megsziintette az ADP altal kivaltott dopamin felszabadulast,
mely kalcium-ionofér adasa esetén dopamin felszabadulasdhoz vezetett receptorhidnyos
sejtekben (8. abra).

A pontosabb intracellularis mechanizmus felderitése érdekében megvizsgaltuk az ADP
stimulacié hatasat az intracellularis kalcium koncentraciora, ahol az ADP kezelés kezdeti
kalciumcsucsot eredményezett, melyet egy tartos platofazis kovetett (9. abra). A receptorblokad
az intracellularis kalciumszint jelentds csokkenését eredményezte a platofazis alatt (9. abra),

ami hozzéjarulhat a receptorstimulacio6 soran bekdvetkezo elégtelen dopaminfelszabadulashoz.
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8.abra. Dopamin-felszabadulas mérése a sejtek feliiliszojabol ADP (10 uM, 5 perc) és A-23187 (1 uM,
1 perc) beadasat kovetden vad tipusu (Control) és a P2Y12R-gatolt (PSB 0739, 500 nM, 30 perc)
sejtkulturakban (n=5). Az oszlopdiagram a kozépérték + standard hiba szorasat abrazolja, *, p < 0,05;

*%: 5 < 0,01; *** p< 0,001, statisztika kétutas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel.
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9.dbra. Reprezentativ grafikonok az intracellularis kalciumkoncentracié valtozasarol ADP beadésa utdn
(10 uM, 5 perc) vad tipust (Control) és P2Y12R-gatolt sejtekben (PSB 0739, 500 nM, 30 perc). A

szaggatott vonalak a stimulaci6 eldtti nyugalmi intracellularis kalciumszintet szemléltetik.
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6. Diszkusszio

A test homeosztazisanak fenntartasahoz elengedhetetlen folyamat a carotis test altal a
kering6 vér paramétereinek feliigyelete annak érdekében, hogy elegendd oxigént biztositsanak
a szoveteknek. Kisérletes eredményeink igazoltak a vad-tipusu allatok carotis test sejtjein a
P2Y12R jelenlétét, mely a receptor-deficiens allatokban nem volt jelen, alatamasztva ezzel
antitest alapt vizsgalati mddszeriink érzékenységét €s pontossagat. Tovabba, az I-es tipusu, a
kemotranszdukcidban részt vevo sejtre jellemz6 enzim, a tirozin-hidroxildz, illetve a P2Y12R
egyideju festése nagymértéki atfedést mutatott vad-tipust allatok glomus caroticum szeletein,
mely felveti a receptor szerepét a hipoxia altal kivaltott kemoreflex aktivalasaban. Ahhoz, hogy
a P2Y12R szerepét az akut oxigénérzékelés szabalyozasdban megértsiik, monoamin ¢és
nukleotid neurotranszmitterek felszabadulasat elemeztiik stlyosbod6 hipoxia és hiperkapnia
soran. Izolalt primer sejtkultiran végzett vizsgalataink igazoltdk a P2Y12R sziikségességét
hipoxia és kombinalt hipoxia és hiperkapnia soran tortén6 monoamin transzmitter
felszabaduldsaban. Normoxias kornyezetben torténd receptor aktivacié az intracellularis
kalciumszint tartos ndovekedéséhez vezetett, mely elengedhetetlen eldfeltétele a sejtben tarolt
neurotranszmitterek vezikularis exocitézisdhoz, ¢s az idegi aktivitas szabalyozasahoz.

A Kklinikai gyakorlatban széleskorien hasznalt thrombocyta-aggregacio gatlo,
klopidogrél (Plavix®) a periférian fellelheté P2Y12R-t blokkolja. Eredményeinket figyelembe
véve, miszerint a P2Y12R jelen van a glomus sejteken, és mérsékelt hipoxia soran is alapvetd
szerepet jatszik a kemoreflex aktivalasban, felveti a lehetéséget, hogy a gyogyszeres kezelés
akaratlanul is befolyasolhatja a periférids kemoreflex érzékenységet, kovetkezésképpen a

klinikai kezelés haszna csokkenhet kronikus 1éguti megbetegedések esetén.
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