SZAKMAI ZAROJELENTES

A palyazat cime: "A neuroszteroidok szerepe a szinapszis atrendezOdésben: az iddskori
memoriadeficit 0 megkdzelitése”

Nyilvantartasi szdm: 75954

Az utdbbi évtizedek kutatdsai egyértelmlien igazoltdk, hogy az idegrendszeri
plaszticitast kivaltd tényezOk kozott fontos szerepe van a nemi hormonoknak és a
neuroszteroidoknak, melyek ma még nem minden részletében ismert mechanizmusokon
keresztiil képesek befolyasolni az agyban lejatszodo sejtszintli és molekularis folyamatokat.
Az egyedfejlédés soran a szteroidok jelenléte nélkiilozhetetlen a nemi hormonokra érzékeny
régiok kialakitdsaban, melynek eredményeképpen mind funkcionalisan, mind morfoldgiailag
szexudlisan dimorf terliletek jonnek létre az agyban. Munkacsoportunk hosszi id6 o6ta
foglalkozik a szteroid hormonoknak és neuroszteroidoknak a morfoldgiai szinaptikus
plaszticitasban jatszott szerepével és igazolta, hogy a hatas eredményeképpen szinaptikus
atrendezOdés jatszodik le szamos agyteriileten.

Ebbe a kutatasi folyamatba illeszkedett bele a most lezarult OTKA pélyazatunk,
melynek célja az volt, hogy az idéskori memoria-deficit egy allatmodelljén tanulményozzuk a
hippocampalis tiiske szinapszisok szerepét és korfiiggd valtozasait. Korabbi eredményeink
alapjan azt a kérdést is feltettik, hogy lehetséges-e az idéskori valtozasok befolydsolésa
osztrogénnel ill. az egyik legismertebb neuroszteroid, a dehidroepiandroszteron (DHEA)
alkalmazasaval

Mivel korfliggd valtozasok vizsgalatardl volt sz6, a kutatasi periodus elsd szakaszaban
a fiatal és feln6tt allatokat vizsgaltuk és ezzel parhuzamosan olyan kisérletek is folytak,
melyek a jelenség mélyebb dsszefiiggéseit kivantak feltarni.

- A hippocampdlis tuskeszinapszisok vizsgélata egy nagy gyakorisaggal eléforduld
neuropszichiatriai megbetegedes, a depresszio allatmodelljén.

- Az 0sztrogén receptorok (ERa és ERP) szerepe a hormon hatasara 1étrejové
szinapszis atrendezodésben.

- DHEA és a DHEA anal6gok térszerkezetének tanulmanyozésa.

- Osztrogén és DHEA hatéasa a microglia aktivaciora.

EREDMENYEK:

1.1. A tiiskeszinapszisok szamanak korfiiggé valtozasai a hippocampus CA1l régio
stratum radiatum rétegében

A  memoridval kapcsolatos hippocampalis jelenségek értelmezésében dontd
fontossdguak a funkcidhoz kothetd struktardk és valtozasok. A magyar idegtudomany
kiemelten fontos adatokat szolgéltatott és szolgaltat ezen agyteriulet idegi kapcsolatainak
azonositasdban és jellemzésében, ezekbdl teljesen nyilvanvald, hogy ez a jol definialhato
szerkezet nem rigid és a rendszer funkcionalis és morfoldgiai plaszticitisa rendkivil fontos a
valtoz6 kiilso és belsd kornyezethez valo alkalmazkodasban.



Altalanosan elfogadott, hogy a principalis neuronok dendritjein talalhato
tlskeszinapszisok - melyek a sejthez érkezé impulzusok nagy részét fogadjak — kiemelt
szerepet jatszanak ezekben a plasztikus folyamatokban. Ennek megfelelden nagyszamu
kozleményben vizsgaltak ezek szamat, térfogati stiriségét kiillonb6zo kisérleti koriilmények
kozott. Sok adatunk van a korabbi, Golgi impregnécidval vizualizalt struktirékon végzett
fénymikroszkdpos szamolasokbdl, de a modern sztereoldgiai megkdzelités elterjedése Ota
ezeket nem tartjdk korrektnek.

A palyazatban tervezett morfometriai méréseket a Sterio f. disector modszerrel
végeztik, Ez az un, "unbiased” megkdzelités reprodukélhatd eredményeket ad és rutinszeriien
hasznéljuk Laboratériumunkban. Ennek sorén a hippocampalis CA1 régié stratum radiatum
rétegében a hataroztuk meg tiiske szinapszisok térfogati stirliségét.

A vizsgalatok mindkét nembeli 3, 12 és 24 honapos Wistar patkanyokon torténtek.
Sajat korabbi eredményeink és irodalmi adatok is azt jelzik, hogy a tiiske szinapszisok szama
funkcionalis jelentdségli és ebbdl a szempontbdl fontos lehet az a tény, hogy a mas szerzok
altal kozolteknél kisebb kulonbséget talaltunk a fiatal felnbtt és a 24 honapos, idésebb allatok
kozott. Ez a kiilonbség csak a ndstények esetében volt szignifikans.

Fiatal feln6tt allatokban korabban nemi kildnbséget irtak le a hippokampélis CA1
régid stratum radiatum rétegeben az aszimmetrikus tliske szinapszisok szdmaban. Ezt a
megfigyelést mi is meg tudtuk erésiteni, ugyanis a ndstények esetében a fiatal és 12 honapos
csoport szinapszisainak siirtisége 10-15%-al magasabb, mint a himeké. 1dés allatok esetében
ezt a kulonbséget csokken, de annak eldontésére, hogy ez a szamvaltozas szignifikans-e a
jelenlegi esetszamunk nem volt elegendo.
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1. abra. A tiiskeszinapszisok szamanak korfiiggd valtozasa patkany hippocampus CA1 régio
stratum radiatum rétegében.

Az 0sztrogén, tesztoszteron és a dehidroepiandroszteron (DHEA) hatasat 3 és 24
hénapos ochidectomizalt him és ovariektomizalt néstény patkanyokon tanulméanyoztuk. A
sztereologiai elemzések adatait feltlinteté 2. abra mutatja, hogy a mitétet kovetd hormonszint
csokkenés hatasara a tliskeszinapszisok szama is szignifikdnsan csokken. Fiatal allatok
esetében ezt a csokkenést a hormonkezelés ellenstlyozza. 1dds allatok esetében is kimutathat6
ez a tendencia, de szignifikdns valtozast csak a tesztoszteron-kezelt himeknél talaltunk (2.
abra).
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2. dbra. Osztrogén, tesztoszteron és DHEA hatésa a tiiskeszinapszisok szamara

1.2. FElektrofiziologiai vizsgalatok (LTP) kiilonb6z6é koru patkanyokon.

Elektrofiziologiai méréseink (10 gorbe felvétele, és LTP indukcidja) 3 honapos és 2
évnél idésebb him és ndstény patkdnyokon (450 gr ill. 300 gr felett) torténtek. Az LTP
indukcioja eldtt, a kisérleti protokollnak megfelelden ellendriztiik a glutamaterg szinaptikus
transzmisszié mértékét. Valamennyi vizsgalt allat hippokampélis agyszeletében talaltunk
mezOpotencialokat, de a novekvd mértékben alkalmazott ingerld aram erésségének
figgvényében &brazolva a kivaltott fEPSP amplituddk az idésebb allatok estében 30-35%-kal
alacsonyabbak voltak, mint a fiatal feln6tt allatokban mérhetd potencialok. (3. &bra)
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abra. Az id6sebb patkanyok agyszeletébdl kivaltott mezdpotencidlok amplituddja

szignifikansan kisebb a fiatal &llatokban mértnél.

Meglep6 moédon azonban ilyen koriilmények kozott is tudtunk indukalni LTP-t,
melynek nagysdga és tartdssdga nem maradt el szignifikansan a fiatal felndtt allatokban

indukélhaté LTP-t61. (4. abra)
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4. abra. A 24 honapos patkanyok agyszeleteibdl kivaltott LTP.

A rendelkezésiinkre all6 kisszamu oOreg allat nem tette lehet6vé, hogy statisztikailag
értékelhetd szdmu mintadn tanulmanyozzuk a hormonok és DHEA hatasat az LTP-re. Az
el6zetes mérések idds allatokban nem mutattak valtozast.

1.4. Génexpresszids vizsgalatok patkany hippocampusban

Génexpresszids vizsgalatainkat 3 hdnapos allatokon végeztik. A patkanyokbol
dekapitalds utdn kipreparélt hippocampusokat Rnalater oldatban stabilizaltuk, majd a



mintakbodl szilikagéles, ioncseréld oszlopok felhasznalasaval nagy tisztasagl teljes RNS-t
preparaltunk. A kapott RNS mindségét ¢€s mennyiségét Nanodrop késziilékkel,
spektrofotometridsan ellendriztiik. A mintdk global génexpresszios vizsgalatat patkany
Affymetrix csipekkel végeztik el.

Az elemzés sordn azokat a géneket azonositottuk, amelyek a 17f3-0sztradiollal kezelt
patkanyokban az ovariektomizalt allatok hipokampusz génaktivitasahoz képest szignifikdnsan
eltéro kifejez6dést mutattak. A szignifikancia hatart 1.5-szeres valtozasban hatéroztuk meg. A
véltozast mutatd gének kozil 37 alacsonyabb, 25 pedig magasabb kifejez6dést mutatott a
kontrollhoz képest. A repressziot mutatd gének koziil kiemelenddk azok, amelyek az altalanos
stressz vélasszal, oxidativ és endoplazmatikus stresszel kapcsolatosak (early growth response
1 - Egrl, activity regulated cytoskeletal-associated protein - Arc, FBJ osteosarcoma oncogene
- Fos, ninjurin 2 - Ninj-2). Emellett szamos agyi kifejez6dést mutatdé gén aktivitasi szintje
csokkent az Osztradiol hatdsara: (neurotensin, Bex4, OIfm3, Npas4). A megemelkedett
génaktivitast mutatd gének kozil a 3. Ryanodine receptor és az echinoderm microtubule
associated protein like 5 fehérjét kddold gén, valamint az Adam4 metalloproteindz génje
emelendo ki.

A génexpresszios vizsgalataink kovetkezd fazisaban kiilonb6zé 17f 0Osztradiol
koncentraciok hatését tanulmanyoztuk patkany hippocampusban. Az Affymetrix csipekkel
kapott eredményeink tébb olyan gén expresszids mintazatdban mutattak ki kilonbséget
hormonkezelést kovetden, melyekrdl feltételezik, hogy befolyasolhatjdk a szinapszis
képzodést/atrendezddést. A jelen palyazat célkitiizései szempontjabol az egyik érdekes
molekula a neuronal pentraxin Il (NPTX2), a pentraxin csalad idegsejtekben expresszalodo
tagja. Ennek a fehérjének szerepet tulajdonitanak a szinaptikus plaszticitdsban, ugyanis az
irodalmi adatok azt is mutatjdk, hogy az ingeriiletattevodésben lényeges makromolekuldk
felvételében vesz részt. Hasonld funkciot lathat el a Rab8 molekula is, amelyrdl igazoltak,
hogy a Golgi apparatus és a szinaptikus membran kozotti anyagtranszportban ill. az
exocitotikus vezikuldk membranhoz valé kapcsolodédsaban jatszik szerepet. Més kisérletek
alapjan azt feltételezik, hogy az AMPA receptornak a dendrittiiskékhez torténd szallitasaért
felelés. A c-RET gén ltal kodolt tirozin kindz receptor fontos lehet egyes neurotrofikus
faktorok (GDNF) hatdsanak kdzvetitésében.
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magas koncentrécio (2.5 nM) esetén 3.79x indukciot mutattunk ki.

neuronal pentraxin 1l (NPTX2): csak magasabb dozisi kezelés utdn mutatott
emelkedett mRNS szintet (1.82x).

Rab8b fehérjét kddold gén: 2.52x ndvekedés 2.5 nM 17 dsztradiol kezelés utan.

A c-fos génexpresszio csokkent a 17 dsztradiol hataséara (0.54x).

A DNS-chip kisérletek alapjan azonositott gének kozil a felsoroltak és a c-fos
esetében mar elvégeztiik a valos idejii kvantitativ PCR igazold méréseket is.

2. Hippocampdlis tiskeszinapszisok lehetséges szerepe a depresszidban.

Szakirodalmi adatok valoszintisitik, hogy a hippocampalis tiiskeszinapszisok
szamanak valtozasa (plaszticitasa) fontos szerepet jatszik a kognitiv ill. a viselkedést érintd
folyamatokban. Ezt a munkahipotézist a korfliggd valtozasok mellett egy masik kisérleti
rendszeren is ellendriztilk. Ezek soran a hippokampalis tiiskeszinapszisok szamanak
véltozasat tanulmanyoztuk az un. ”learned helplessness” modell segitségével és ezen feltevés
ellenérzésére parhuzamosan végeztiink magatartasi és finomszerkezeti vizsgalatokat him,



valamint ovariektomizalt ndstény patkanyokon. A depresszid modellezésére hasznalt
elkertlhetetlen elektromos I&b-sokk kezelés utdn mér 24 6réval a szinapszisok szdméanak
szignifikans csokkenését taldltuk a hippocampus CAl és CA3 stratum radiatum, valamint a
gyrus dentatus stratum moleculare rétegeiben. Ez a kulénbség még 7 nap mdlva is
kimutathat6 volt és ebben az idészakban az allatok aktiv avoidance tesztje jelentés menekiilés
késlekedést mutatott. Kortikoszteron kezelés hasonld morfoldgiai és viselkedésbeli
véltozasokat indukalt, ami azt sugallja, hogy a jelenség létrejottében a hormonnak szerepe
lehet. Az antidepresszans desipramin-nal torténé kezelés kivédte az elektromos sokkolast
kovet6 szinapszis szam csokkenést és a viselkedési valtozasokat.

Alapkutatési, de klinikai szempontbdl is nagyon fontos az a kdzismert tény, hogy a
depressziv viselkedés elofordulasa szexualisan dimorf, statisztikai adatok egyértelmiiek abban
a tekintetben, hogy a ndknél kb. kétszer olyan gyakorisaggal fordul eld. A ndstény patkanyok
hippocampalis tliske szinapszisain végzett vizsgalataink azért jelent6sek mert az altalunk
alkalmazott allatmodell alkalmas arra, hogy tanulméanyozzuk az §sztrogén hatéasat, a korabban
mar megfigyelt plasztikus szinaptikus valtozasokra.

A kisérletesen kivaltott depresszidés viselkedést a himekhez hasonléan az
ovariektomizalt ndstényekben is a tiiske szinapszisok szamanak szignifikdns csokkenése
kisérte. Eredményeink azt igazoltak, hogy az ismert antidepresszans gyogyszer desipraminhoz
hasonldan az dsztradiol is hatadsosnak bizonyult a viselkedésbeli eltérések helyrellitdsaban és
ezzel parhuzamosan a tlske szinapszisok szama is ndvekedett. Az elvégzett korrelacio
analizis szignifikans negativ korrelaciét mutatott a depresszios viselkedés sulyossiga és a
hippokampalis tiiske szinapszisok szdma kozott.

Adataink azt mutatjdk, hogy a hippocampélis szinapszisok szerepet jatszanak a
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antidepresszans gyogyszerek hatasanak vizsgélatéra is.

3. Az 0sztrogén receptorok (ERa és ERP) szerepe a hormon hatisira létrejovo
szinapszis atrendezdédésben.

Koréabbi vizsgélatainkban igazoltuk, hogy nem csupéan a nemi hormonok hanem egyes
neuroszteroidok (DHEA) is képesek szinapszis atrendezést indukalni egyes agyterileteken, de
nagyon kevés adattal rendelkezlink arra vonatkozdan, hogy a hatds kozvetitésében milyen
receptorok jatszanak szerepet. A kérdés tanulményozasara hypothalamus egy magjat az
anteroventralis periventriculdris nucleust (AvPv) valasztottuk, ahol mér igazoltdk az
Osztrogén receptort expresszald neuronok jelenlétét. Vizsgalataink soran ezen tulmenden
megéallapitottuk, hogy a magban mindkét tipusu 0sztrogén receptor az ERa és ERp is jelen
van. Az alfa és béta tipusu oOsztrogén receptorok eloszldsa nem homogén: mig az ERa
immunpozitiv sejtek a mag minden részén, addig az ERB-pozitiv sejtek csaknem kizérdlag az
agykamra kozelében talalhatok. Ennek megfeleldéen elektronmikroszkdpos tanulméanyainkhoz
az AvPv rosztralis részérél szarmazd metszeteket hasznéltunk, ahol a béta-tipust 6sztrogén
receptort expresszald sejtek jol kortlhatarolhatdé modon helyezkednek el a kamréat hatarol6
ependimalis rétegt6l 50 um-es savban, mig ett6l lateralisan csak ERa immunoreaktiv sejtek
fordulnak elé.

Kett6és immunfestés utdni morfometriai mérésekkel igazoltuk, hogy az anteroventralis
periventricularis nucleus-ban az &sztrogén receptort expresszalé neuronok szinaptikus
mintazata (serkentd és gatld axo-szomatikus szinapszisainak aranya) eltér a mag tdbbi
neuronjatl. Az ER-immunoreaktiv sejteken végz6d6 GABAerg axo-szomatikus, géatlo
szinapszisok szdma magasabb, mint a nem jeldlt sejtek esetében, mig a nem-jeldlt sejtek
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véltozasat az AvPv-ben is szinapszis atrendez6dés kiséri, de a nucleus arcuatus-ban tapasztalt
csokkenéssel ellentétben ebben a magban megnd a GABAerg szinapszisok szdma. A hatés
specifikus: szinapszis atrendezddés csak a béta tipusi Osztrogén receptort tartalmazo
neuronokban mutathato6 Ki.

4. DHEA és a DHEA anal6gok térszerkezetének vizsgélata.

A DHEA altal induklt valtozasok értelmezésehez nagyon fontos azt eldonteni, hogy
maga a neuroszteroid vagy az abbdl az aromatdz enzim segitségével szintetizal6dé 17(3-
Osztradiol a hatékony vegylilet. Ezt tisztdzando, igen lényegesek az aromataz gatlo letrozol-lal
végzett kisérletek, melyek ellentmondd ¢és nehezen értelmezhetd eredményt mutattak.
Felmeriilt az a lehet6ség, hogy DHEA, letrazol, aromatdz molekulak kolcsonhatasanak
hatterében térszerkezeti okok allnak, ennek tisztdzésara a reaktiv glidzis allatmodelljét
hasznalva egy DHEA anal6ggal végeztiink kisérleteket. lgazoltuk, hogy a 16a-iodomethyl-
13a-DHEA O6nmagaban adva nem befolydsolja az idegi sériilést kovetd asztrocita
aktivalodast, de letrazollal kombindlva hatdsos. A sz&mitott molekuléris szerkezete alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 16a-iodomethyl-13a-DHEA az aromataz szteroid
koté helyéhez kapcsolodva valik inaktivva. A hasonld molekularis szerkezetii letrazol
ugyanerre a helyre kot be, ezért jelenlétében az analdg molekula képes kifejteni hatasat.

5. Osztrogén és DHEA hatéasa a microglia aktivaciora

A 17B-0sztradiol és DHEA morfoldgiai szinten megnyilvanulé hatésait vizsgalva,
tobbek kozott megfigyeltink glidlis valtozasokat is. A szinaptikus atrendez6déssel
kapcsolatban hasonl6 jelenséget kordbban méas agyterileteken is leirtunk mér, de a glia-vélasz
nem csupan az idegi plaszticitas, de a neuroprotekcié szempontjabol is lényeges lehet.
Altalanosan elfogadott, hogy az idegi karosodasok, valamint az azt koveté morfologiai és
funkciondlis regenerdcid6 nem korlatozddik a neuronokra, ezekben a folyamatokban a
neuroglia is fontos szerepet jatszik. Ezt a kérdést tanulméanyozva az idegi sérilést altal
kivaltott mikroglia reakciot, valamint a 17B-0sztradiol és DHEA neuroprotektiv szerepét
vizsgéltuk egy jol reprodukalhatd allatmodellben. Kisérleteink sordn a mikroglia-specifikus
marker CD11b immunoreaktiv struktirak morfometriai modszerekkel torténd elemezésével
kovettik a nucleus oculomotoriusban az axotomia &ltal kivaltott mikroglia aktival6das
mértékét, valamint idébeli lefolyasat. Adataink szerint a mikroglia reakcio elsé jelei mar 24
oréval a sériilés utdn megjelennek és a negyedik napon érik el a maximumot. Ovariektomizalt
néstényekben a 17B-6sztradiol (5 pg/100g b.w./nap) szignifikansan csékkenti a mikroglia
aktivaciot. Hasonld hatast tudtunk kimutatni DHEA (neuroszteroid), raloxifen (szelektiv
Osztrogén receptor modulator), genistein (fitodsztrogén) esetében is. A hormonhatas
mechanizmusanak tisztdzasahoz fontos, de tovabbi vizsgalatokat igénylé adat, hogy a
mikroglia sejtekben nem tudtuk kimutatni az &sztrogén receptorok jelenlétét, mig a
motoneuronok az ERa-t és ERp-t is expresszaljak.



