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Szteroidok hatasa a kézponti idegrendszeri neuronok aktivitasara, plaszticitasara, a kéreg
reorganizaciojara
Dr. Farkas Tamas docens
SZTE Osszehasonlité Elettani Tanszék
OTKA-kéd: F37407

A palyazat els6 évében szamos probalkozasunk volt a fototrombotikus 1ézi6
standardizalasara, mely talan az egyik legelegansabb fokalis ischémias modszer, ugyanis nem jar a
koponyaiireg megnyitasaval. A moédszert szamos éve sikeresen alkalmazé német kutatécsoporttal
(professzor Otto Witte csoportja) tortént konzultacid megerdsitette a  sajat  kisérleti
eredményeinket és gyanunkat, miszerint nem lehet fototrombodzis utjan a 1ézionalt agyi térfogatok
szorasat a statisztikai hibahatar ala csokkenteni. A 1ézi6 nagysaga nagyban fiigg ugyanis a
megvilagitott agyfelszin vaszkularizaciéjatol. Igy tovabbi prébalkozasainkat a hideglézié felé
iranyitottuk. Kétféle modszert is kiprobaltuk: a folyékony hidrogénbe martott termdéddal torténd
¢és az aceton-szarazjéggel hiatott termoddal kialakitott 1ézidt, mely utébbi menetét Dr. Lacza
Zsombor utmutatasai alapjan reprodukaltuk. A fagyasztas hatdsat koponyacsonton és dura
materen keresztll is kiprébaltuk, és az utdbbi esetében erdfeszitéseinket siker koronazta. A
kisérleti allatok agykérgén jol definialhaté kiterjedésti és térfogatd (~10 mm?’) agyszovet-elhalast
okoz a termé6d 30 masodpercig tarté érintkezése az agyfelszinnel. Igy megnyilt az ut kilonbozé
neuroprotektiv hatasi neuroszteroidok tesztelésére laborunkban.

Els6 kisérletsorozatunkban (n=55) a dehidroepiandroszteron szulfat (DHEAS) és vele
ekvimolaris mennyiségli 17béta-6sztradiol (E2) hatasat vizsgaltuk a hideglézids modellben.
Viszonylag magas koncentraciot alkalmaztunk, és probaltuk az esetlegesen megnyilvanulé
protekcié mechanizmusat is felderiteni. 20-30 napos fiatal him allatokban az éltalunk alkalmazott
hidegléziés médszer 10 mm’-nyi 1ézionalt térfogatot okozott. Mindkét szteroidot megvizsgaltuk
el6- és utdkezelésként alkalmazva is a kovetkez6képpen: az elékezelés soran a kisérleti allatok
kétszer kaptak s.c. szteroid-kezelést 1 nappal és 1 oraval a hideglézié kialakitasa el6tt, mig az
utdkezelés soran a szteroidot kézvetlentl a 1ézi6 utan kaptak meg (a DHEAS-t 50 mg/kg, az E2-t
35 mg/kg koncentraciéban). Ezutin az allatok még 1 6rat éltek tdl, aztin az agyi sértlést 1 %-os
triphenyltetrazolium chloride (TTC) oldattal tettiik lathatova az agyakbdl készitett 0,4 mm-es
sorozatmetszeteken. Mindkét szteroid szignifikansan csokkentette a 1ézi6 nagysagat, azonban a
letrozole — aromataz blokkol6, mely megakadalyozza a DHEAS -> E2 konverziot — szisztémas
alkalmazasa megszintette a DHEAS neuroprotektiv hatasat. Utdbbi azt bizonyitja, hogy a
DHEAS az agyban alakul 4t aromatikus konverzié révén protektiv Osztradiolld. A legfontosabb
megallapitasa ezen kisérleteinknek az volt, hogy a DHEAS egyszeri alkalmazasa utokezelésként is
védohatasa volt a traumatikus agysériléseket modellez6 hidegléziés modellinkben. Minthogy az
aromatikus konverzié csak az agyban torténik, az E2 DHEAS-al torténé helyettesitésével
elkertilhet6k az B2 periférian megjelend karos (pl. rakkelt6) hatasai.

Kovetkez6 in vivo elektrofiziologiai kisérleteinkben a DHEAS-kezelés hatasat vizsgaltuk
felnétt allatokban (n=15) kialakitott fokalis agyi ischémidra, melynek soran tanulmanyoztuk a
1ézi6 altal kozvetlentl és kozvetetten érintett (szomszédos) tertletek funkcionalis mikodését. A
kisérletsorozatban 4 allatcsoportunk volt:

1, a negativ kontrollok, melyekrdl csak kéregfelszini kivaltott potencialokat regisztraltunk 6.5 6ran
at az elsédleges szomatoszenzoros (SI) és motoros (MI) kéreg kiilonb6z6 pontjairdl elektromos
ellenoldali vibrisszapad-ingerlésre;

2, a hidegléziot kapott allatok, melyekben ugyanilyen ingerlés soran egy féloras kontroll felvétele
utan léziot alakitottunk ki az MI punctum maximum aredjaban, és ezutan kovettik a kivaltott
valaszok valtozasat 6 6ran keresztul;

3, a DHEAS-kezelt allatok, melyek 12 6raval a kisétlet el6tt, és kezdete utan fél 6raval 50 mg/kg
koncentracidban szteroid injekciot kaptak, és kovettiik a kivaltott potencialok valtozasat; és végiil
4, a DHEAS-kezelt és lézionalt allatcsoport, mely mindkét kisérleti beavatkozast megkapta.
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Kovetkezé megfigyeléseink voltak: a hideglézié hatasara nagyfoku és kiterjedt kérgi diszinhibiciot
(kérgi gatlasi szint csokkenés) tapasztaltunk mindkét kérgi tertileten, mely a kivaltott potencialok
azonnali csokkenését és ezen belil az amplitdidok nagyfoku szérasat (az atlagok nagy standard
deviaciéjat) eredményezte. A DHEAS-kezelés 6nmagaban a kontroll allatokban mindkét vizsgalt
agykérgi areaban a kivaltott valaszok amplitadéjanak nagyfoku névekedését eredményezte mar 1
oraval a masodik szteroid injekcié utan. A DHEAS és a hideglézié kombinacidjakor a kérgi
diszinhibicié nagymértékben lecsokkent, parhuzamosan a valaszok amplitidéinak szérasanak
csokkenésével. A recovery gyorsabban tortént a DHEAS-kezelt allatokban hideglézié utan, amit
az is mutatott, hogy az elsé 100 percben az SI-n regisztralhaté amplitidok szignifikinsan
nagyobbak voltak a 1ézi6 utan a szteroid-kezelt 4llatokban a kontrollokhoz képest. Osszefoglalva:
jollehet a DHEAS-kezelés 6nmagaban a kivaltott valaszok amplitidoinak névekedését okozta a
kontroll allatokban, a hideglézié soran a kialakulé kérgi diszinhibicié csokkentése révén képes
volt védeni az agykérget a tdlzott excitabilitastol. A kombinalt kezelésen atesett allatokban
tapasztalhatd csokkenés az atlagok szorasaban szintén a kérgi excitacié-gatlas jobb egyensulyara
utal, melynek eredményeképp a kivaltott valaszok gyorsabban és nagyobb amplitidéval jelentek
meg Gjbol az SI-n. In vitro elektrofiziolégiai kisérletekben (n=>5) vizsgaltuk a DHEAS ACSF-ben
torténé alkalmazasa soran még detektalhatd hatassal jaré legkisebb koncentracidkat. Ez a
koncentracié 6*10° M volt, mely alkalmazva a mezSpotencialok amplitidéinak névekedését és a
paros pulzus kivaltott gatlds csokkenését okozta motoros kérgi agyszeletben a 2/3. rétegbeli
ingerlés és elvezetés soran az irodalmi adatoknak megfelel6en. Ellentétben azonban az in vivo
eredményeinkkel, agyszeletben a DHEAS indukalt diszinhibicié tovabb noévekedett a fokalis
ischémia hatasara, melynek pontos magyarazatat nem ismerjiik. Feltehetéen a bemeneteitdl
megfosztott kéregszelet az in vivo allapottdl eltérd fizioldgiai paraméterei tikr6zédnek az eltérd
eredményekben.

A hideglézié soran az érintett agyi régidban séril a véragy-gat, tovabba az un. perilesion
rim-ben (penumbra) az idegsejtek sejtmembranja is (jellemezéen a piramissejtek apikalis
dendritje). Ezen az irodalombdl szarmazoé adatok adtak az 6tletet, hogy a megvizsgaljuk azt, hogy
a szérum albuminhoz nagy affinitassal k6t6d6 festék, az Evans kék vajon alkalmas lehet-e a sérilt
neuronok kimutatasara. S ha igen, akkor lehetséges-e segitségével kilénb6z6 neuroprotektiv
anyagokat kvantitativ moédon, sejtszinten tesztelni. A kisérletekhez felnétt allatokat hasznaltunk
(n=29), és a hideglézié kialakitisanak menete és a DHEAS el6kezelés azonos volt a mar
korabban leirtakkal. Az allatok 2%-os Evans kék oldatot kaptak i.v. a hideglézio kialakitasa soran,
majd 30 perces tulélés utain perfundaltuk &ket, és az agyakbol 50 mikrométeres szeleteket
készitettink. A penumbra régidban a sérilt sejtek varakozasunknak megfelel6en felvették az
Evans kék festéket, mely sejtek igy fluoreszcens mikroszképban 6l detektalhatok (excitacios
hullamhossz 530-550 nm, emisszi6s hullimhossz >590 nm), nagyobb nagyitassal pedig szé6majuk,
bazalis és apikalis dendritjik is konnyen tanulmanyozhaté. Az Evans kék pozitiv sejteket
Osszeszamolva a DHEAS-kezelt allatcsoportban (n=12) szignifikinsan kevesebb sériilt sejtet
taldltunk a kontroll allatcsoporthoz (n=17) képest. Osszefoglalva: a fokalis ischémia sordn a
neuroprotektiv anyagok elsédleges céltertilete a penumbra (perilesion rim), melyben a hideglézié
kialakitasa soran sérill a véragy-gat. A szisztémasan alkalmazott Evans kék festék bejut az agy
interstitiumaba, és bekeril a sértlt sejtek citoplazmajaba. A pozitiv sejteket egyszertien és gyorsan
ki lehet mutatni fluoreszcens mikroszkoppal. Ez az 4j, altalunk leirt modszer alkalmas
neuroprotektiv  anyagok  hatiasossiganak  tanulmanyozasiara, mely olcsobb  barmely
immuncitokémiai moédszernél.

Tovabbi, mas iranya eréfeszitéseket tettiink a globalis ischémia laborunkban torténd
meghonositasara. Az egyik ilyen altalanosan elfogadott moédszer a 2VO, melynek soran a két
artéria carotis communis-t szoritjak el reverzibilis médon, kiilénb6z6 ideig. A kialakul6 globalis
ischémia soran a bekovetkezd véraramlasi zavar legkifejezettebben a hippokampalis sejtek
pusztulasaban nyilvanul meg. Ezzel a moédszerrel a kilonb6zé neuroprotektiv  anyagok
hippokampalis sejtekre gyakorolt védéhatasat tervezzik tanulmanyozni 7z vive elektrofizioldgiai



kisérletekben (ellentétes oldali CA3 ingerlés, CA1l elvezetés) és morfologiai kisérletekben
immunhisztokémiaval (NeuN, Fluoro Jade B). Elektrofiziologiai elSkisérleteink nem vart
eredményt hoztak, ugyanis rendkiviil nagy killonbséget tapasztaltunk a Charles River és Harlan
(mindketten a Wistar tOrzshoz tartozo) allatok 2VO utani hippokampalis aktivitasaban. A Charles
River allatokban a populaciés spike-ok nagysaga 80 %-on stabilizalédott a lekotés utan a kisérlet
végéig (> 3 oOra), mig a Harlan allatoknal csak atlagosan 90 percig voltak hasonlé nagysagu
amplitddok detektalhatok, majd az amplitidok fokozatos eltinését kbvetdéen valamennyi Harlan
allat (16-16 allatunk volt csoportonként) elpusztult 3 6ran beliil. Erdekességképpen a 3 napon at
lekotott allatok CA1 aktivitasban nem volt kilénbség. Megfigyelésiinknek az agyi ischémia
kutatasban megnyilvanulé jelentéségéhez nem fér kétség, hiszen adataink a két allatcsoport
alapvetéen kiilénb6z6 ischémias toleranciajat bizonyitjak.

Egy 25 éllatot felolel6 kisérletsorozatban megvizsgaltuk a DHEAS protektiv hatasat 5
mg/kg (a korabbi koncentracié tizede), valamint a nagydézisi DHEAS-kezeléssel ekvimolaris
koncentriciéju progeszteron (40 mg/kg) és ugyancsak egytizednyi (4 mg/kg) progeszteron
hatasait a hideglézi6 okozta agyszovet-karosodasra. Legelsé DHEAS kisérletsorozatunk
publikalasakor kapott biralatok egyik legf6bb érve az volt, hogy a human klinikai gyakorlatban
alkalmazotthoz képest az altalunk hasznalt koncentracié 2-3 nagysagrenddel nagyobb volt. Meg
kell jegyezni azonban azt, hogy a human alkalmazasok soran is legalabb ekkora széras van a
felhasznalt koncentraciokban, és ez mar részben atfedi az altalunk alkalmazott koncentraciot. A
kisérleti kérulmények (az allatok neme, kora, torzse, szallitoja, és a kisérletez6k személye) teljesen
azonos volt a legelsé kisérletsorozat korulményivel. Eredményeink a kévetkezSk voltak: az 5
mg/kg DHEAS-kezelés hatasa 6sszemérhetd volt a 40 mg/kg progeszteron hatasaval, a 1ézionalt
térfogatok kisebbek voltak kontrollhoz képest, de szignifikansan nem kulénboztek téle. A 4
mg/kg progeszteron semmilyen védShatist nem mutatott.

Utolsé in witro elektrofiziolégiai kisérletsorozatunkban a progeszteron (n=5) és a
tetrahidrodezoxikortikoszteron (THDOC, n=4) fird6folyadékban t6rténé alkalmazasanak
hatdsat tanulmanyoztuk motoros kérgi agyszeletekben a horizontilis kapcsolatok 2/3 rétegbeli
ingerlése és elvezetése soran. A mindkét szteroid facilitalé hatist volt, mig azonban a 10° M
koncentracioja THDOC altal okozott ndvekedés 200%-o0s, és nem kimoshaté volt, addig a
progeszteron oldékonysaganak maximalis tartomanyaban (107 M) szintén a mezépotencidlok
elébbivel 6sszemérhet6 novekedését eredményezte, mely azonban tranziens, kimoshat6 volt.
Tovabbi kisérleteket terveziink ezen kérdéskor alaposabb tanulmanyozasara.
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During the first year of this grand there were several unsuccessful attempts to standardize
the phototrombotic lesion, which is probably the most elegant model for focal cortical ischemia,
because during its use there is no need to open the skull. After personal communication with
Professor Otto Witte, whose group has been successfully using this model for decades, it became
for us clear, as we already suspected, it is not possible to reduce the individual variance in
phototrombosis. The lesion volume is highly dependent on the surfical vascularisation of the
cortex. Therefore, we rendered our attention to the method of cortical cold lesion. Two types of
thermods were examined: one cooled with liquid nitrogen and the second one cooled with a
mixture of acetone and dry ice. The last one was shown and of its use was instructed by Dr.
Zsombor Lacza. The effects of cooling were examined both through the skull and trough the
dura mater after opening the skull. The thermod placed onto the dura mater for 30 s proved to
be sufficient and adequate during lesioning the cortex. With its use we are able to carry out a
lesioned volume of ~10 mm’ with small individual variances. This new method opened the way
for us to test different putative neuroprotective compounds, e.g. neurosteroids in our laboratory.

In the first series of experiments (n=>55) we evaluated the effects of DHEAS and 17beta-
estradiol (E2) in our focal cortical cold lesion model, in which DHEAS (50 mg/kg, sc) and E2
(35 mg/kg, sc) were administered either as pretreatment (two subsequent injections 1 d and 1 h
before lesion induction) or posttreatment (immediately after lesion induction). The focal cortical
cold lesion was induced in the primary motor cortex by means of a cooled copper cylinder placed
directly onto the cortical surface. One hour later, the animals were killed, the brains cut into 0.4-
mm-thick slices, and the sections stained with 1% triphenyltetrazolium chloride. The volume of
the hemispheric lesion was calculated for each animal. The results demonstrated that the lesion
area was significantly attenuated in both the DHEAS- and E2- pre and posttreated groups and
that in the presence of letrozole, a nonsteroidal aromatase inhibitor, no neuroprotection was
observed, suggesting that the beneficial effect of DHEAS on the cold injury might depend on the
conversion of DHEAS to E2 within the brain. It is concluded that even a single posttraumatic
administration of DHEAS may be of substantial therapeutic benefit in the treatment of focal
brain injury.

In the present iz vivo electrophysiological experiments conducted on adult rats (n=15), we
studied the pure effects of peripherally administered DHEAS on the primary somatosensory (SI)
and motor cortical (MI) responses of (i) anaesthetized controls, (if) motor cortical focal cold
lesioned, (iii) DHEAS treated and (iv) lesioned+DHEAS treated rats. The effect of DHEAS on
field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) was studied zz »ifro on brain slices too. DHEAS
(50 mg/kg) was injected subcutaneously 12 h before and immediately after the cold lesion
induction. The anaesthetized rats were fixed in a stereotaxic frame, the primary somatosensory
and motor cortices were exposed, and control SI and M responses were evoked with contralateral
whisker pad stimulation. After registration of evoked responses for a 35 min period, a copper
cylinder described above was to produce a lesion in the primary motor cortex, then the
registration of evoked responses were continued for an additional 360 min period. Pure DHEAS
administration in controls resulted in a slight increase in amplitudes of both SI and MI responses.
After a focal cold lesion, the most serious reduction in amplitudes was observed in the focus of
the lesion in the primary motor cortex, but the amplitudes of SI responses were also decreased. 3-
5 h after the lesion, the amplitudes started to increase in the primary motor cortex, around the
injury, while the recovery of the SI responses started already 2 h after the motor cortical lesion.



In the course of the post-lesion recovery period, the motor cortical responses, peripherally to the
centre of the lesion, frequently produced responses with extremely high and low amplitudes. The
paired pulse paradigm revealed a changing but basically high level of disinhibition and facilitation
in extended cortical areas after the focal cortical cold lesion. The deviations (e.g. the extremely
augmented responses) in cortical functioning of anaesthetized rats however, was unambiguously
diminished by DHEAS administration, and the recovery period of cortical responses was
significantly shorter after the steroid treatment. In 7z vitro studies (n=5), DHEAS administration
however, resulted in enhanced level of disinhibition in extended cortical ateas of both
hemispheres, which was further elevated after focal cortical ischemia. This observation draws
attention to the possible differences between the results obtainable in different models (iz vitro vs
in siti).

It is known from the literature that focal cold lesion-induced injury, a frequently-used
model of vasogenic edema, causes enhanced permeability of the blood-brain barrier and also of
the plasma membrane of cells in the perilesion rim of the injury, as can be demonstrated with
apoptotic markers, for example. The affected cells might be visualized not only by
immunocytochemistry, but also by means of fluorescent microscopy subsequent to iv. Evans
blue administration. In this series of experiments (n=29) we tired to demonstrate that the injured
neurons in the perilesion rim can be visualized with intracellularly accumulated Evans blue,
determined by fluorescent microscopy; and to investigate whether fluorescent microscopy
(following the i.v. administration of Evans blue) is a suitable method for the rapid and cheap
testing and screening of presumed neuroprotective substances. To validate the method, we used
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) pretreatment, as described before. The Evans blue-
positive cells were detected in the perilesion rim, fluoresced bright-red and could be easily
counted. Statistical analysis revealed that DHEAS administration significantly reduced the
number of degenerating neurons as compared with that for the animals in the vehicle-treated
control group. It is proved that this model is suitable for estimation of the effectiveness of
presumed neuroprotective molecules or treatments in certain kinds of traumatic brain lesion
models.

A frequently used model of global cerebral ischemia in rats is the two-vessel occlusion
(2VO), which results in a dysfunction predominantly within the CA1 field of the hippocampus.
In the present work, the acute effects of 2-carotid occlusion-induced global ischemia on the CA3
stimulation-evoked population spike activity in region CA1 of Wistar rats from different suppliers
(Charles-River and Harlan, n=16, 106, respectively) were compared. In the acute
electrophysiological experiments, the hippocampal CA1 responses revealed that the Chatles-River
rats immediately compensated the 2VO much better than did the Harlan rats. However, 3 days
later, no difference could be observed between the CAl activities of these rats. The presented
data show that the Wistar rats from different vendors represent an important source of variability
in the results of acute experiments on the hippocampal ischemia. These observations draw
attention to the importance of the careful choice of the laboratory rats (both strains and breeds)
used in such experiments.

In an experiment series using 25 rats, the protective effects of low doses DEAS treatment
(5 mg/kg, i.e. one tenth of the former concentration), high doses of progesterone (40 mg/kg, i.e.
equimolar to the former high doses DHEAS concentration) and low doses of progesterone (4
mg/kg) were studied. Duting the teview process of our Endocrinology papet one of the
strongest objection was the high doses of applied DHEAS, which could be up to 100-1000 times
higher than what is used in human clinical practice. The circumstances of this study (the gender,
age, strain, vendor of animals and the participating personals) were identical to the previous series
of experiment. Our results are as follows: the low doses DHEAS treatment had a similar effect
on lesioned cortical volumes as compared it to that of high doses progesterone treatment.
Although the lesioned areas were smaller, they did not reach any level of significance compared
these to controls. The 4 mg/kg progesterone treatment did not show any protective effects.



In the last series of i vitro electrophysiological experiments we tested the effects
of bath applied progesterone (n=5) and tetrahydrodesoxycorticosterone (THDOC, n=4) on the
amplitudes of fEPSPs elicited in 1.2/3 of the motor cortical slice. Both steroids had a facilitatory
effect on fEPSPs: the THDOC in a concentration of 10° M caused an amplitude elevation of
200%, which was persistent, while progesterone already in a concentration of 107 M elicited an
augmentation of similar manner, although it was completely washable. Further experiments are
planned to elucidate this phenomenon.



