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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kills és belsé komyezetbdl érkezé valtozatos fizikai és kémiai jeleket -
fényt, hangot, hdmérsékletet, izmok &sszehiizodasat és elemnyedését, szagokat, izeket,
hormonokat, ingeriiletitvivd anyagokat - a gerincesek idegrendszerét alkoté tbb
millié neuron érzékeli, feldolgozza és reagal ra. Ennek alapfeltétele az idegrendszer
magasfoki szervezettsége, a rugalmas atkalmazkodasra képes kapcsolat a killénb5zé
funkcioju struktirik kbzott, melyet a sejtek kozti szabalyozott kommunikécié biztosit.

Az embrionilis fejlddés soran kialakuld idegsejt halézat tehat nem merev
szerkezet, hanem az egész élet folyamén a kémyezeti hatasoknak megfelelden valtozé
rendszer. Ez a szerkezeti atrendezédésre valé képesség a ncuronalis plaszticitds. A
finomszerkezeti viltozisok az idegrendszert alkotd neuronok és gliasejtek morfolégiai
atalakulasaban nyilvanulnak meg: eltérd lehet pl. az idegsejtek nyulvanyainak
kiterjedése, a dendrittiiskék szama, a glia alakja, mindennek k&vetkeziében a
neuronok és gliasejtek kozti érintkezd feliilet mérete és jellege. Mindez alapvetden
befolyasolja a szinaptikus hildzat szervezodését, mely a miikédés szempontjibél a
sejtek kdzti kommunikéciot érinti, azaz az informicio terjedése is médosulhat.

Az embrionilis fejlodés sorin nem meglepd, hogy az idegsejtek kozti
kapcsolatok folyamatosan valtoznak, hiszen ebben az iddszakban alakulnak ki az
idegpalyak, a fGbb mikédési egységek, tehat a névekvé axonok termindljai ekkor
talaljaAk meg célsejtjeiket. Erdekes médon azonban az embrié idegrendszerére
altaldnosan jellemz6 folyamatok nem tlinnek el teljesen az egyedfejlédés sordn: a
felndtt idegrendszemek bizonyos kitiintetett terilletein kimutattak olyan, kordbban
kizardlag az embridra specifikusnak tartott jellegzetességeket, mint a sejtosztodast és
vandorlast, a radidlis glia jelenlétét, a sejtek felszinén pedig egy kiilénleges
glikoprotein, a hosszi poliszialsavat (PSA) hordozé neuronilis sejtadhéziés molekula
expressziéjat. A molekula legjellemz6bb része az él6vilagban igen ritkan eléfordulé
a2,8-as kétéssel kapcsolodé N-acetil-neuraminsav egységekbél felépiild poliszidlsav,
mely a PSA-NCAM molekula &ssztémegének 30 %-at teszi ki. Ugyanakkor a feln6tt
idegrendszerre altalanosan jellemzé neuronalis sejtadhézids molekula fehérje részén
joval rovidebb a PSA linc, a molekula tdmegének mindossze 10 %-at képezi. Ez a
PSA lancot érinté killonbség rendkivill lényeges médon befolyisolja a molekula

tulajdonsigait: a feln6tt NCAM a stabil kapcsolatok kialakulasit teszi lehetdve,



hatékonyan egymaéshoz tapasztja a sejteket. Ezzel szemben a korabban csak embridra
specifikusnak tartott PSA-NCAM molekulat a hosszi PSA-nak készonheten negativ
toltés és nagy térkitsltés jellemzi. Ebbél kévetkezden a sejt-sejt kapcsolatok erdssége
gyengiil, vagyis a plazmamembréinjukon PSA-NCAM molekulat expresszélo sejiek
kénnyedén elmozdulhatnak egyméson.

A sejtfelszini molekuldk szerepe a neurondlis plaszticitis mechanizmusa
szempontjabol kiiléndsen lényegesnek tiinik, mivel a szinaptikus itrendezddés egyben
membran-membran kapcsolatok Atalakulasat is jelenti, tovabbé figyelemre mélté a
korrelacié az idegrendszer kiilénbbzd terilleteinek plaszticitasra valé képessége és a
hosszu poliszidlsavval jellemezhetdé neuronilis sejtadhézids molekula eléfordulisa
kozott.

Kisérleteink a plasztikus valtozdsok lezajlasanak médjara, ezen beliil a nagy
poliszialsav tartalmi neuronilis sejtadhéziés molekula funkcidjdnak megértésére
iranyultak. Ezt a célt szem elétt tartva egy olyan modell rendszert kerestiink, mely
megfelel a kSvetkezd kritériumoknak: egyrészt expresszilédik benne az emlitett
neurondlis sejtadhéziés molekula, mésrészt fiziolégids koriillmények kézott plasatikus
atrendezédés jellemzi, és ez az atalakulas kisérletes, kontrollalt kdriilmények kozdtt
megbizhatéan reprodukalhaté. Ennek alapjin a hipotalamuszban talalhaté nucleus
arcuatus-t valasztottuk modellill, mert ezen a teriileten a neurondlis sejtadhézids
molekulanak az embriéra 4ltaldnosan jellemzé forméja feinétt dllatban is jelen van,
ugyanakkor érvényesiil a misik kritérium is: fiziolégids korillmények kozott az
Gsztradiol koncentricié fliggvényében ciklikusan véltozik az axo-szomatikus
szinapszisok szama, mely kisérletesen is elGidézhetd, ha ovariektomizalt ndstény
patkanyokat Gdsztradiollal kezeliink. A disszertdciéban osszefoglalt valamennyi
kisérletiinket ezen a j61 kézben tarthaté modell rendszeren végeztiik.

Annak érdekében, hogy a neurondlis plaszticitis egy lehetséges
mechanizmusédnak finomszerkezeti és mikodésbeli vonatkozdsait feltarjuk a
rendelkezésilnkre allé6 morfolégiai és elektrofiziologiai mddszerek segitségével, a
dolgozatban ismertetett kisérletek elé a kévetkezd célokat tiztiik ki:

1. megvizsgdlni, hogy az 6sztradiol hatdsira lejdtszdd6 szinaptikus atrendezddést
milyen membranszintii valtozdsok kisérik

2. kideriteni, hogy a hosszi poliszidlsav lancot hordozé neuronélis sejtadhézids
molekula milyen szerepet t6lt be az axo-szomatikus szinapszis szam viéltozasban:

a) milyen kévetkezményekkel jir a poliszidlsav enzimatikus titon vald eltivolitasa
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b) mi térténik, ha a poliszidlsavhoz egy specifikus antitestet kapcsolva
befolyasoljuk a sejtek kézti adhéziot

3. megallapitani, hogy az &sztradiol altal indukalt szinapszis szam valtozas csak az
axo-szomatikus szinapszisokat érinti-e, vagy az axo-dendritikus szinapszisok is
részt vesznek-e a folyamatban

4. kimutatni, hogy a szinapszisok szintjén végbemend étrendezédések hogyan

befolyasoljak az idegsejtek mitkGdését

EREDMENYEK

L. Az exo-endocitétikus aktivitis viltozisa

A 17 4&sztradiol indukalt plaszticitas részletes elemzéséhez a finomszerkezet
vizsgalata jelentette a kiindulé pontot. Az elektronmikroszképhoz kapcsolt
képanalizalé rendszer segitségével meghataroztuk a GABAerg és nem GABAerg axo-
szomatikus szinapszisok szdmat a neurondlis sejttest membranjanak 1000 mére
vonatkoztatva. 24 oraval az &sztradiol kezelés utan a GABA immunpozitiv axo-
szomatikus szinapszisok el6forduldsi gyakorisiga csékkent, mig a nem GABAerg
szinapszisok szima nem valtozott szignifikinsan.

A nucleus arcuatus neuronjainak perikarionjdban szamos tiiskés vezikula volt
megfigyelhetd. Ezek kozill a kvantitativ analizishez csak azokat vettilk szamitdsba,
melyek a sejtet hatarolé membréanté! maximum 500 nm tivolsdgra helyezkedtek el.
Kilsn figyelmet forditottunk a membrannal éppen fiiziondlé tiiskés vezikulakra,
mivel ezek szdmabol a sejt exo-endocitétikus aktivitisira lehet kdvetkeztetni. Ezek a
lefiizédések ugyanolyan gyakorisiggal fordultak el az asztrocita nyilvinyokkal
szemkézti membran tertileteken, mint a posztszinaptikus denzitisoknél. Az §sztradiol
kezelés hatdsira az exo-endocitétikus aktivitisra utalé lefiiz6dések 1000 m
membrinra vonatkoztatott szima megkézelitéleg a hormon injekcid elbtti érték
kétszeresére nétt. A vezikuldk siirlisége az dsztradiol hatisara szintén névekedett, bar
a kiilonbség nem volt szignifikéns.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a morfolégiai valtozasok olyan
Osztradiol indukalt valtozdsokat jeleznek, melyek a neurondlis membran
alkotdrészeinek transzportjit és/vagy ujratermelddését érintik. Mivel a nucleus
arcuatus azon idegrendszeri teriiletek kézé tartozik, ahol a PSA-NCAM termel&dése

az egész élet sorin fennmarad, nem =zirhattuk ki azt a lehetGséget, hogy a
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megnbvekedett exo-endocitétikus aktivitisban részt vevé molekuldk kozott a
neurondlis sejtadhéziés molekula embrionilis formaja is megtalathaté. Figyelmiinket
ezért a PSA-NCAM felé forditottuk, hogy megvizsgaljuk, milyen szerepet jatszik a

molekula a nucleus arcuatus szinaptikus kapcsolatainak atszervezddésében.

II. A PSA-NCAM szerepe a neuronlis plaszticitisban

A PSA-NCAM, illetve a molekula legfontosabb részének, a poliszidlsavnak

(PSA) a funkci6jat kétféle kisérleti megkozelitéssel tanulményoztuk. Egyrészt egy, a
PSA lancot specifikusan hasité, de az NCAM fehérje vazat érintetlenill hagyo enzim,
az endoneuraminidaz (endo-N) nucleus arcuatus f6lé t6rténd egyszeri injektalasaval
eltavolitottuk a PSA-t. Masrészt egy miniozmotikus pumpa segitségével 6t napon
keresztill egy, az a2,8-as kitéseket specifikusan felismerd egér monoklonilis IgM
antitestet juttattunk az oldalkamriba. Mindkét eljarast 17p-sztradiol injektalas
kévette. A PSA linc megbolygatisinak hatékonysigit fénymikroszképos PSA-
NCAM immunhisztokémiai reakciéval ellendriztiik. A nucleus arcuatus f5lé térténd
egyszeri endo-N injekci6 sikeresen eltdvolitotta a hosszi poliszidlsav lancot, mivel az
injektalds oldalan nem volt festédés, a kontralaterdlis oldalon viszont a kontroll
allapotra jellemzé PSA-NCAM immunreakcié voit megfigyelhet6: a neuropil diffiiz,
pontszerii, er8s jelet mutatott, maguk a sejttestek pedig fehéren rajzolédtak ki, nem
jelolédtek.
A miniozmotikus pump4bél a nucleus arcuatus-ba diffundélt PSA-t felismerd antitest
jelenlétét olyan mddositott immunfestéssel mutattuk ki, ahol a primer antitestet
kihagytuk a reakciébél. A normil PSA-NCAM immunreakcidval &sszevethetd, bar
kevésbé specifikus és gyengébb festodést tapasztaltunk, mig a kontroll, csak
mesterséges agy-gerincveléi folyadékot kapott dllat esetében nem kaptunk
immunhisztokémiai jelet.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az 6sztradiolnak az axo-szomatikus
szinapszisok denzitisara kifejtett hatdsit, mindkét kisérleti megkozelités esetében
bedgyazist kovetdé GABA immunhisztokémiai reakciot végeztiink ultravékony
metszeteken, majd a szinapszisok siirliségét az un. diszektor modszerrel hataroztuk
meg. Kimutattuk, hogy az Osztradiol kezelést kbvetd jellegzetes, a GABAerg axo-
szomatikus szinapszisokat érinté szémbeli cstkkenés csak akkor kdvetkezett be, ha a
PSA-NCAM molekula érintetlen volt. Amennyiben a PSA-NCAM valamilyen



mddositast szenvedett, legyen az az anti-PSA adszorpcidja vagy a PSA endo-N-nel
t6rténd hasitdsa, az Gsztradiol nem volt képes a jol ismert szinaptikus dtrendezddést

indukalni a nucleus arcuatus-ban.

IIL. A 17B-6sztradiol axo-dendritikus szinapszisokra gyakorolt hatisa

Az axo-szomatikus szinapszisok részletes elemzése utin az kezdett el
foglalkoztatni benniinket, hogy a mdsik tipusii neuronilis bemenet, azaz az axo-
dendritikus szinapszisok is reagélnak-e¢ az &sztradiol kezelésre. Az axo-szomatikus
szinapszisokhoz képest figyelemre mélté kiilsnbséget talaltunk: érdekes maodon itt a
nem GABAerg szinapszisok szdma viltozott, mégpedig eltéré képpen reagiltak a
dendrittérzsén és a dendrittiiskén taldlhaté végzddések. A dendrittiiske szinapszisokat
6ndlléan elemezve latvinyos ndvekedés volt megfigyelheté a nem GABAerg axo-
dendritikus szinapszisok siirliségében 17f-6sztradiol adasat kévetben. A GABAerg
tiiskeszinapszisok nem mutattak szignifikdns véltozast. Az &sszesitett nem GABAerg
axo-dendritikus szinapszisok szdma ugyan némiképp megnévekedett a hormonkezelés
hatisara, de ez a véltozés statisztikailag nem volt szignifikins. A GABAerg axo-
dendritikus szinapszisok egészét tekintve pedig még ez az enyhe novekedési
tendencia is alig figyelheté meg. Az axo-dendritikus szinapszisok 6sszességérdl tehat
elmondhatd, hogy a nem GABAerg tilskeszinapszisok szimanak valtozdsa beleolvadt
a joval nagyobb arinyban jelenlévé és az §sztradiolra nem reagilé dendrittérzstn
elhelyezked6 szinapszisok adataiba. Ez azonban nem jelenti azt, hogy a plaszticitas
szempontjdbodl leginkdbb fogékony tiiskeszinapszisok atrendezédése elhanyagolhaté
lenne.
IV. Az bsztradiol indukalt szinaptikus véltozisok funkcionilis kévetkezményei

Ezek a morfoldgiai eredmények felvetették azt a kérdést, hogy vajon a
dendrittiskén levé serkentd bemenetek szdmanak névekedése és az idegsejtek
szémajara irdnyuld gétlds csékkenése ugyanazon neuron populéciét érinti-e, mely az
elektromos aktivitds fokozddasahoz teremtene kedvezd feltételecket. A probléma
megvélaszolidsa érdekében elektrofizioldgiai vizsgalatokat végeztink a JATE
Osszehasonlité Elettani Tanszékével kollaboriciéban,

A nucleus arcuatus idegsejtjei kontroll, &sztradiol mentes &llapotban

viszonylag mérsékelt spontén aktivitdst mutattak: egyenletes, nagyobb ingadozésoktdl



mentes tiizelési mintizat volt megfigyelhetd mintegy 25-30 percen keresztill. Ez a
nyugodt miikédési méd drimaian megvaltozott 17p-6sztradiol hatasara. 25 perccel a
hormon i.p. injektalasa utin az idegsejtek tiizelési aktivitisa a kontroll értéknek
megkoézelitoleg négyszeresére novekedett. Ez alitimasztija a morfolégiai
médszerekkel kimutatott finomszerkezeti atrendezddést, mely szerint a nucleus
arcuatus neuronjainak egyrészt cs6kken a sejttestre iranyuld gatlé afferenticidja,
masrészt a tiiskeszinapszisokon keresztiil a serkenté bemenet fokozddik &sztradiol
kezelést kbvetden.

Mivel az §sztradiolnak meghatarozé szerepe van a nemi kiilénbségeket mutatd
magatartasi és neuroendokrin reakcidkban, megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja
a nucleus arcuatus neuronjainak aktivitasat két eltérd érzé ingeriilet 8sztradiol injekcid
elétt és utan. Az egyik érz0 bemenet a jarulékos szaglégumébél szarmazott. Ennek
ingerlése az arcuatus idegsejteinek elektromos aktivitasat cskkentette, mig a masik
modositd tényez6, a bajuszpidma ingerlése fokozta ugyanezen neuronok tiizelési
aktivitisat. Meglep6 médon sem a szagld, sem a trigeminalis rendszer ingerlésének

hatasat nem befolyasolta a 17B-6sztradiol jelenléte.



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES KOVETKEZTETESEK

1. A 17pB-6sztradiol hatasa a patkiany nucleus arcuatus-ban 25 perccel a kezelést
kovetéen mar detektalhato.

2. Egyszeri 17B-6sztradiol i.p. injekciot kdvetSen a nucleus arcuatus idegsejtjeinek
membranjaban szignifikinsan nagyobb szidmban jelennek meg vezikula
lefiiz8dések és a tiiskés vezikuldk szama is hasonlé mddon viltozik.

3. A 17B-bsztradiol csak PSA-NCAM jelenlétében képes indukalni a GABAerg axo-
szomatikus szinapszisok visszahuzddasat.

4. Az axo-szomatikus szinaptikus viltozéssal pirhuzamosan a nem GABAerg axo-
dendritikus tiiskeszinapszisok széma 17B-6sztradiol hatasira megné.

S. A PSA-NCAM normal expresszi6ja esetén a 17B-Osztradiol altal kivaltott
szinaptikus 4trendezddések funkciondlisan a neuronok fokozott tiizelési
aktivitisdban nyilvanulnak meg.

6. A trigemindlis illetve szaglérendszerb6l a nucleus arcuatus-ba érkezé afferenticié

az dsztradioltél fitggetlenill befolyasolja a neuronok tiizelési mintazatat.

Kisérleteink alatimasztjak azt a feitételezést, mely szerint az 6sztradiol
indukalt szinaptikus plaszticitisban részt vesznek a membrént alkoté molekulak. A
szinaptikus atrendezGdéseket az exo-endocitétikus aktivitds nagyfoku névekedése
kiséri. A folyamatban valdsziniileg érintett sejtfelszini molekuldk kézé sorolhatjuk a
PSA-NCAM-et, mely permissziv faktorként vesz részt a neuroplasztikus
véltozisokban: jelenléte eldfeltétel ahhoz, hogy az induktiv tényezdk, mint amilyen
pl. az 6sztradiol, hatdsa megnyilvanulhasson, de a PSA-NCAM énmagaban nem valt
ki szerkezeti atrendezbdéseket. Az Osztradiol kezelést kovetSen mind az axo-
szomatikus, mind az axo-dendritikus szinapszisok 4talakulnak. A szinaptikus
kapcsolatok &sszehangolt viltozdsa a nucleus arcuatus idegsejteinek spontin
aktivitisit noveli, mely azonban nem viltoztatia meg ugyanezen sejtek
szomatoszenzoros vagy szagldrendszer fel6l érkezé ingerlésének hatisit. Mindennek
alapjéan az §sztradiol hatésa specifikusan csak a hormonalis szabalyozasban részt vevd

idegi kapcsolatokat érinti.
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