OTKA 83830 kutatas zarojelentés 2015:

Az elmult négy évben a kutatdéhelyen végzett munkak eredményeképpen
rendkivul izgalmas eredmények szullettek, ill. vannak szuletében jelenleg is. Kutatasaink
fékuszaban immar masfél évtizede az emlés eléagy serkenté miikddési glutamaterg
un. tiskeszinapszisai allnak. A dendrittiskékre mar régen felfigyelt az agykutato
tarsadalom: ismert, hogy méretlk és szinaptikus hatékonysaguk igen szoros
Osszefuggést mutat. A tiskék térfogata Gnmagaban meghatarozza a posztszinaptikus
receptiv felszin (a posztszinaptikus denzitas, PSD) méretét, a glutamat receptorok
szamat és a preszinaptikus ingeruletre adott valasz magnitudojat: nagyobb tuskék tobb
receptorral rendelkeznek és hatékonyabb szinaptikus ingerulet-atvitelre képesek. Az
olyan stimulusok, amelyek tartds szinaptikus hatasndvekedést képesek kivaltani —
amelyet a tanulas és memoria idegrendszeri alapfolyamatanak is tekintliink —
tuskeméret novekedéssel és tobb glutamat receptor szinapszisba helyez6désével, mig
a tartds szinaptikus hatascsokkenés tuske-zsugorodassal és receptor-szam
csOkkenéssel jarnak. A neuronalis jelatvitelben sarkaltos szerepet jatszo
tuskeszinapszisok alakjat a bennuk talalhaté dinamikus aktin citoszkeleton hatarozza
meg. Az aktin egy globularis monomerekbdl (G-aktin) enzimatikus szabalyozofehérjék
segitségével fonalakka polimerizalodo (F-aktin) mikrofilamentum tipus, amely
evoluciosan igen konzervalt modon egyarant jelen van az egysejtiekben és a
legfejlettebb emlbsdk sejtjeiben, igy az idegsejtekben is. Az idegsejtek felszinén
talalhato tuskeék aktivitas-fuggd morfoldgiai valtozasanak alapjaul is elsésorban az
aktin-halézat dinamikus atépulése all. Ez az un. aktivitas-fliggé aktin reorganizacio igen
komplex kapcsolatra utal az idegi impulzusokat kdzvetlenul felfogd glutamat receptorok
és az aktin-alapu ,tuskevaz” kozott.

A kutatasi id6szakban elvégzett munkank a tuskék strukturalis megjelenésében
bekovetkezd valtozasokra fokuszalt, génkiutott (KO), transzgenikus allatokban, in vitro
rendszerekben valamint metabolikus valtozasok soran. Vizsgaltunk tovabba a tuskék

alakjahoz és a szinaptikus sejtfelszini fehérjék diffuziéjahoz alapvetéen szikséges



egyéb citoszkeletalis elemeket is. Az kutatasi periodus alatt hazai és nemzetkozi
kollaboracios munka révén jottek létre azok az eredmények, amelyeknek koszonhetben
ma mar sokkal jobban ismerjik ezen szinaptikus kapcsolatok szerkezetét és

mikodeését.

. A szinaptikus-citoszkeleton: az aktin és szabalyozasaban résztvevé

fehérjék

a) A tuske-szerkezetrdl alkotott felfogasunk egyik jelent6s allomasa, hogy az
eléagyi serkentd szinapszisokrol publikalt, alapvetéen elektronmikroszkopos
(ultrastrukturalis) és funkcionalis adatok alapjan egy uj tuske-modellt dolgoztunk ki
(Racz &Weinberg 2013). Megallapitottuk, hogy a dendrittliskékben az egyes
aktin-reorganizacios feladatokat ellaté enzimek szegregaltan, szinte funkcionalis
kompartmentekben fordulnak el6. Az azota eltelt rovid idészakban is jelentds

mennyiseégu hivatkozas érkezett erre a munkankra.

b) A tuskeékben talalhato biokémiai ,gépezet” tehat koncentraltan és igen szigoruan
kompartmentalizalva tartalmazza a hatékony szinaptikus jelatvitelhez elengedhetelen
jelatvivé és aktin-szabalyozo fehérjéket. Ezen fehérjék kozal tobbrél kimutattak, hogy
alapvet6 szerepet jatszhatnak nemcsak a normal, hanem a esetlegesen a kéros
idegrendszeri mikddésekben, mentalis zavarokat okozva. Az idegsejtek szinaptikus
receptorai (pl. AMPA ill. NMDA receptorok) altal fogadott informaciot az un. Rho/Rac
GTPaz szignal-transzdukciés molekulak kdzvetitik a citoplazmaban talalhaté
szabalyozé enzimeknek, tdbbek kozott a WAVE-1 fehérjének is, amely tovabbitja az
informaciot az aktin-halozat atépitéséért kozvetlenul felelés Arp2/3 komplexnek. Az
altalunk vizsgalt WAVE-1 fehérje szamos szignalizacios utvonal fel6l képes begydjteni
és integralni az informaciét, majd ezt tovabbitja az aktin citoszkeleton felé az Arp2/3
komplex szabalyozasan keresztul. A szinaptikus dendrittiskékben korabban mar

kimutattuk az Arp2/3 komplex jenlétét (Racz et al, 2008). Erdekes médon szamos, az



Arp2/3 és WAVE-1 fehérjék upstream szabalyozasaban bekovetkezd szignalizacios
hiba (melynek gyakran genetikai okai vannak) sulyos neuropszihiatriai korképek
kialakulasahoz vezetnek. Az elmult kutatasi periodusban szamos elektronmikroszképos
vizsgalatot végeztink, amely ennek a szignalizacids utnak a meghibasodasaval
foglalkozott. Erdekes médon, ha az Arp2/3 komplex egyik fehérje alegysége (ArpC3)
feln6tt korban, indukaltan kitutésre kerult (conditional knock-out, cKO), akkor az allatok
hippokampuszaban és agykérgében az altalunk szintén ebben a kutatasi periédusban
leirt, a WAVE-1 KO allatokban is megfigyelt (Hazai et al. 2013) aberrans szinaptikus
morfologia alakult ki: a tuskék ellaposodnak, ahelyett hogy klasszikus '‘gomba’
preszinaptikus axonterminalisokkal eddig még nem ismert morfolégiaju kapcsolatokat
hoznak létre, melyek funkcionalisan is kilénb6znek a vad-tipusu allatokban megfigyelt
szinapszisoktol (Hazai et al, 2013, Kim IH et al, 2013, Racz et al, 2014) .

A citoszkeleton ezen kulcsfontossagu szabalyozodinak vizsgalatat természetesen
tovabb folytattuk, mivel rendkivil izgalmas funkcionalis és esetenként klinikai
vonatkozasok feltarasara nyilik lehetéség. Megfigyeltik, hogy a hippokampuszon kivul
a frontalis kéreg (frontal cortex-FC) tiskeszinapszisainak hasonl¢ elvaltozasa alapvet6
szerepet jatszanak a skizofrénia-jellegli mentalis zavarok kialakitasaban. Az itt
talalhato, koros tuskeszinapszisokkal rendelkezé piramis sejtek hyperaktivva valnak;
mivel ezek a sejtek megfigyeléseink szerint kbzvetlen kapcsolatban allnak a substantia
nigra tyrozin-hydroxilaz (TH) sejtjeivel (amelyek a striatalis dopamin termelésért szinte
kizarolagosan felel6sek), feltételeztik, hogy ezek lehetnek felelések a megemelkedett
striatalis dopamin szintért, amely a skizofréni egyik jellemzdje. Kisérleteink soran
bebizonyitottuk, hogy valdban, a frontalis kéreg piramis sejtjeinek tiskedeformacidja
tehet6 felel6ssé ezen ideghaldzat koros mikodéseért, amellyel uj perspektivat
nyitottunk a skizofrénia megértéséhez (Kim IH.et al, 2015). Eredményeinket a

legrangosabb idegtudomanyi szaklapban publikaltuk (Nature Neuroscience).



c) Igen fontos szabalyozo funkcidval bir a cofilin nevd, els6sorban aktin
depolimerizacioért felelés fehérje is, melynek szerepét a szinaptikus plaszticitasban mar
régota ismerjuk. Az a szignalizacios utvonal, amely a cofilin aktivitasat befolyasolja
szinaptikus aktivitas soran, kevéssé ismert. Egyik lehetséges upstream szabalyozo
lehet a protein kindaz D (PKD), hiszen az mar ismert, hogy egyéb, nem neuronalis
sejtekben stabilizalja az F-aktin halézatot. Transzgenikus egerek hippokampuszan
végzett elektronmikroszkdpos vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a PKD hianya
megvaltoztatja a tliskék morfologigjat és a tuskefej/PSD arany jelentésen eltér a kontroll
allatokétdl. Eredmeényeink szerint a PKD a cofilin és/vagy cortactin szabalyozasan
keresztll fejti ki ezt a hatasat (Bencsik et al. 2015 - in press). Mindezen tul —
kollaboracioban Schlett Katalin (ELTE) és Klaus Pfizenmayer (Universitat Stuttgart)

kutatécsoportjaval - kognitiv zavarokat is talaltunk ezeknél az egereknél.

d) A coronin aktin kot6 fehérje tervezett vizsgalata technikai okokbol részben
meghiusult. Hegedis Tamas laboratériumaban teszteltik a piacon elérhetd 0sszes
antitestet, amelyekrél bebizonyosodott, hogy nem megbizhatdan és nem specifikusan
jeldli a fehérjét. Kértink Mark F. Bear (UNC, NC, USA) laboratériumabdl is antitestet,
hiszen a coronin funkciéit in vitro O irta le. Sajnos az sem bizonyult immunhisztokémia
vizsgalatokra alkalmasnak, igy a coronin dendrittiskékben valo detektalasat rajtunk

kivul allé okok miatt nem tudtuk elvégezni.

Il Metabolikus hatasokra bekovetkezd szinaptikus valtozasok

a) Az elmult 4 éves kutatasi peridédusban TDK-s hallgaték bevonasaval végeztink
el tébb, nagyszabasu kisérletsorozatot, amelyben a csdkkentett taplalékbevitel hatasait
vizsgaltuk. Babits Réka lll. éves allatorvostan hallgaté a kari TDK konferencian
kulondijas lett. Az kilénboz6 ideig csokkentett takarmanymennyiségen tartott ill. kontroll
allatok CT vizsgalatanak kivitelezése (testzsir—izom arany valtozas) is folyamatosan

zajlik a Kaposvari Egyetem Allattudomanyi Kar Diagnosztikai és Onkoradioldgiai



Intézetében 1évo, kisallatok vizsgalatara is alkalmas Siemens Cardio CT-készulékével.
Kidolgoztunk egy olyan protokollt, amely soran a vizsgalt allatokat elég a perfuzios
fixalast kdvetden, az agy eltavolitasa utan a CT vizsgalati helyszinre szallitani. igy élé
allatot nem teszunk ki a hosszadalmas szallitasnak, és a kapott eredmények is sokkal
megbizhatdbbak lesznek, nem jatszik pl. a stressz, mint médosité tényez6 kdzre.
Minden kisérletbe bevont, mar fixalt patkany cadaverrél 1mm-es rétegvastagsagu CT
sorozatfelvétel készult; ezen digitalis felvételek analizise jelenleg is folyamatbanill.
publikalas van. Eredményeink szerint nincsen szignifikans kulénbség az €16 de altatott
ill. a fixalt és 4°C-ra htott cadaverek CT vizsgalattal kinyerhetd paraméterei kozott.
Kvantitativ elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint négy hétig tarto, 40%-al
csokkent taplalékbevitel jelentésen és szignifikdansan megndvelte a komplex szinaptikus
felszinnel (un. perforalt szinapszissal) rendelkezé kapcsolatok aranyat a kontroll,
ad-libitum etetett allatokhoz képest. Ez az eredmény ravilagit a hippokampusz
esetleges érintettségére a metabolikus folyamatok szabalyozasaban, hiszen eddig nem
volt arrdl ismeretunk, hogy rovid ideig tartécsokkent taplalékbevitel atrendezédést
indukalna egy olyan agyteruleten, amely kdzvetlenll nem vesz részt a taplalékfelvétel
szabalyozasaban. A kézirat jelenleg biralat alatt van a Hippocampus (Wiley)
folyéiratban; megjegyzendd azonban, hogy a CT vizsgalatok eredménye és az driasi
mennyiségl elektronmikroszkdpos felvétel vizsgalata nem fejezédik be a jelentési
id6szak végeéig, az elkdvetkezendd hénapokban is szamos Uj eredmény fog napvilagot

latni.

b) Ezen eredmények mentén az elmult két évben nagyszamu him ill. néstény
patkanyon elvégzett kisérlet-sorozatot is elvégeztiink, melynek soran az allatok
taplalékban kulonbo6z6 fajtaju szénhidratforrasok voltak (keményit6, glukoz, fruktoz, ill.
ezek kulonb6zd aranyu keverékei). Ez utdbbi kisérletsorozat kiértékelése jelenleg is tart
laboratériumomban, az eredmények feldolgozasa és publikalasa az elkbvetkezendd

évben varhato.



M. Septin-komplex szerepe a dendrittiiskék fehérje-szallitasaban

Mivel a coronin vizsgalata elektronmikroszképos szinten nem volt lehetséges, ezért egy
masik citoszkeletalis fehérje, a Septin csaladba tartozé Sept7 felé iranyult a figyelmunk.
Ismert, hogy a szinapszisokban talalhatd receptorok szama nemcsak a tliskék
méretével korrelal, de a szinaptikus hatékonysagot is alapvet6en befolyasolja. A
serkent6 dendrittuskék szinapszisaiban talalhatd receptorok mennyisége - tobbek kozott
- lateralis membran-diffuzidéval szabalyozott. Szamos eredmény mutatott ra arra, hogy a
tuskék nyaka limitalja a fehérjék és egyéb membrankomponensek hozzaférését a tiske
fejéhez. Azt azonban nem ismerjuk pontosan, hogy a tliske nyak geometriaja
onmagaban elegendé-e ehhez a folyamathoz, vagy egy aktiv és szelektiv diffuzids
barrier kontrollja alatt all a tiskébe/-bél iranyulé transzport. Vizsgalatainkat egy, a
GTPaz csaladba tartozo6 citoszkeletalis komplex, a Septin-7 (Sept7) vizgalatara
fékuszaltuk, amely komplex a fejl6dés soran stabilan a tuskék nyakanal a membran
belsé oldalan lokalizalodik. Elektronmikroszkopos vizsgalataink egyértelmien
kimutattak, hogy a Septin komplex a tiske-nyak szubmembran gorbileténél
lokalizalédik, ami szerepet jatszik a lateralis membran-diffuziéban. Eredményeinket a
PLOS ONE lapban publikaltuk (Ewers H et al 2014.)

Végezetul engedjék meg, hogy halasan megkdszonjem kutatécsoportom nevében is a
palyazatunk finanszirozasat, amely véleményem szerint igen értékes és fontos
eredményekkel gazdagitotta a tudomanyos eredmények palettajat, az emlés
szinaptikus dendrittliskérdl alkotott altalanos felfogast. Kilén kiemelném, hogy rendkivil
jelentds és rangos lapokban jelentek meg eredményeink, amelyeket mind aktiv
egyetemi oktatok oktatasi feladataik mellett végzett elkotelezett kutatomunkaja adta

meg a lehetdséget.

Budapest, 2015. julius 20. Racz Bence sk.
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