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SZAKMAI ZAROJELENTES

A palyéazat cime: ”A nemi hormonok és neuroszteroidok neuroprotektiv szerepe: in vivo és in
vitro vizsgalatok.”

Nyilvantartasi szam: T 043436

Munkacsoportunk mar hosszabb id6 oOta foglalkozik az idegrendszeri plaszticitas egy
érdekes es eddig kevésé ismert formajaval, a nemi hormonok altal kivaltott reverzibilis
szinaptikus atrendezédéssel. Kisérletesen igazoltuk, hogy ezek a hormonok nem csupan az
egyedfejlédés korai szakaszaban jatszanak fontos organizalo szerepet, de hatassal vannak a
felnott idegi kapcsolatokra is. Az idegrendszer egyes teriiletein hormonalis hatasokra
létrejové  szexualisan dimorf struktdrak kodvetkezményeként alakulnak ki a nemileg
kilonbozo, jellegzetes viselkedésformak, de a nemi kilonbségeknek van egy kevésbé
kdzismert megnyilvanuldsa is. Statisztikus adatok vilagosan bizonyitjak, hogy egyes
neuroldgiai és pszichiatriai megbetegedések szignifikansan eltéré médon érintik a ferfiakat es
a noket. Nem csupén az esetszam mutat ilyen kilénbseégeket, de a szimptomak sulyossaga és
a betegség lefolyasa is kilonbdzhet. Ugyanakkor szamos megbetegedés jelentkezik ill.
sulyosbodik nagyobb hormonalis valtozasok idészakaban (pubertas, sziilés, menopauza)
Ezek az adatok nyilvanvaloan azt jelzik, hogy oksagi 0Osszefiigges van a hormonalis
kdrnyezet és ezen betegsegek kdzott. Mar korabban feltételezték, hogy a hormonélis hatasok
fontos szerepet jatszhatnak a neuroprotekcioban és egyre tobb adat tdmasztja ala ezt a
hipotézist, kimutattdk, hogy nemi hormonok jelenléte csokkenti egyes neurodegenerativ
betegségek kockazatat, késlelteti kialakulasat és sulyossagat, és elésegiti a gyogyulast
traumatikus idegrendszeri séruilések utan.

Ezen gondolati el6zmények alapjan T 043436 sz. OTKA palyazatban 2003 és 2006
kozott elvégzett vizsgalatok célja azon sejt és molekularis szinti mechanizmusok
tanulmanyozasa volt, melyek az 6regedésbal ill. agyi sérilésekbol adodd morfoldgiai és
funkciondlis karosodasok enyhitését lehetévé teszik. Ez, a neuroprotekcionak nevezett
jelenség, rendkivil komplex és annak hatterében lévé lehetseges sejt- és molekularis szinti
mechanizmusokrol mindmaig keveset tudunk, annak ellenére, hogy a kérdesnek fontos
klinikai vonatkozasai lehetnek..

Korébbi irodalmi adatokra tdmaszkodva, tébben felvetették, hogy a nemi hormonok
kozil az Osztrogén jatszhat kiemelt szerepet ebben a folyamatban és ezen hipotézis alapjan
kilonbozo allatmodellekben vizsgaltuk a hormon hatdsat az idegi karosodast koveto
folyamatokra.

A neuroporekcio kifejezes nem egy egyszeri jelenséget fejez ki, mert az 6sztrogén a
neuronok funkcidjat szamos kiilonb6zd szinten képes befolyasolni. igy pl. kézvetlenil
fontos az a tény is, hogy morfoldgiai szinaptikus plaszticitast indukal, ami rendkivil fontos
lehet a karosodott idegi kapcsolatok helyreallitasaban. Molekularis szinten befolyasolhatja a
transzmitterek, receptorok és masodlagos hirvivok szintjét és az atvivéanyagok
metabolizmusanak funkcionalis regulacidja ily modon, masodlagosan képes eldsegiteni a
neuronok tulélését és morfologiai differencialddasat.

Ennek megfeleléen a palyazat keretében két iranyban végeztiink vizsgalatokat és a
kisérletek egyik részében arra kerestlink valaszt, hogy képes-e az 0Osztrogén, ill. annak
prekurzora a dehidroepiandroszteron (DHEA), protektiv hatast kifejteni az idegi sérilés
kilonbdz6 modelljeiben. Ezzel parhuzamosan a szinaptikus reorganizacio jelenséget, az
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idegi kapcsolatoknak a hormonszint valtozasa altal kivaltott atrendezédeset tanulmanyoztuk.
A palyazatban tervezett vizsgalatok elvégzésekor az idegi sérulés tobb allatmodelljét
alkalmaztuk, ill. dolgoztuk Kki.

ERDEMENYEK:

1 Az o0sztrogén és DHEA protektiv hatdsa az idegi sérilés kiulonbdzé Kiserletes
allatmodelljein.

1.1. A neurodegeneracio folyamatat és az idegi sérilést koveté regeneraciot
befolyasolé mechanizmusokat patkany szaglogumojan tanulmanyoztuk. Ez az agyszakasz a
kdzponti idegrendszer egyik legplasztikusabbnak tekinthet6 teriilete és az altalunk hasznalt
kisérletes modellrendszer lehetéve teszi, hogy a fizioldgias kérilmenyek kozott folyamatosan
lejatsz0d6 szinapszis atrendezédést szinkronizéljuk és igy a valtozasokat kdnnyebben
kovethessuk.

Him patkanyok szaglohamjat ZnSQOg-el kezelve a primer érzéksejtek szinkronizalt
léziojat értik el, majd immunhisztokémiai és Western blot mddszerekkel vizsgaltuk a
glomerularis rétegében lejatsz6dd szinaptikus degeneracidt ill. a reinnervacié folyamatat. Az
idegrendszeri sériléseket koveté regeneracids folyamatokban az 6sztrogén szerepét mar
kordbban kimutattak (és intenziven kutatjak), ugyanakkor mellékhatasai miatt elétérbe kertlt
kil6nbdz6 neuroszteroidok lehetséges terdpias alkalmazasa.

Jelen kisérletiinkben a dehydroepiandroszteron (DHEA) szerepét tanulmanyoztuk. Ez
a neuroszteroid a koleszterin — dsztrogén bioszintézis egyik lepésében keletkezik és szamos
adat mutat arra, hogy befolyasolja a sérulést koveto plasztikus idegrendszeri folyamatokat.

Az allatokat 7 nappal a deafferentacidt utan oltik meg dekapitalassal vagy 4%-0s
paraformaldehid oldattal torténé perfuzios fixalassal. A GFAP mennyiségi valtozasait
Western blot mddszerrel, az asztrocita reakciokat GFAP és vimentin immunhisztokémiai
eljarassal kovettuk.

A deafferentacio eredményeként a szaglogumo glomeruléris rétegében reaktiv gliozis
mutathaté ki, ezt a folyamatot jelzi a vimenetin immunoreaktiv asztrocitdk megjelenése és a
GFAP festédés intenziv ndvekedése. Az immunhisztokémiai festodés jellegének valtozasat
Western blot vizsgalatokkal is igazoltuk. Kimutattuk, hogy mindkét dozisu (10 és 25 mg/kg)
krénikus, valamint a magas koncentracidban adott (50 mg/kg) akut DHEA kezelés géatolta a
deafferentacié utani GFAP expresszid névekedést. Az aromataz gatlo fadrozol jelenlétében a
DHEA kezelés hatastalan volt, a GFAP expresszidé nem csokkent.

Kovetkeztetes:

Eredményeink azt mutatjdk, hogy DHEA képes a deafferentaciot koveté reaktiv
glidzist csokkenteni és igy befolyasolni a szaglogumo glomerulusaiban lejatszodoé plasztikus
glialis valtozasokat. A hatas valdsziniien nem kdzvetlen, mert azt nem maga a neuroszteroid,
hanem az abbdl lokalisan szintetizalodo 17(3-6sztradiol medialja.

Publikacid:
Glia, 48(3): 207-216 (2004)

1.2. A neuroszteroidok lehetséges neuroprotektiv hatdsanak igazolasara veégzett
vizsgalataink soran sikertlt bedllitanunk egy olyan Kkisérletes modellt, amelynek
reprodukalhatésaga megfelelé. Ezt alkalmazva igazoltuk, hogy a dehydroepiandrosteron
(DHEA) képes kivédeni a hideg 1ézid hatasat.



A Kkiserletekhez 2-3 hetes him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Ketavet/Rompun
anesztéziaban a koponyan fart nyilason keresztll az elsédleges motoros kéregre 30 mp-re egy
2 mm atmérsjii —70C°-ra hiitétt rézhengert helyeztiink. A 1€zi6 utan egy 6raval az allatokat
dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk és Vibratommal 400 pm vastag metszeteket
készitettlink. A hideg 1ézi6 hatasat 2,3,5-triphenyltetrazolium kloriddal (TTC) vizualizaltuk,
a metszeteket digitalizaltuk és, majd Origin 7.0 és SPSS12 szoftver segitsegével
meghataroztuk a sérilt agyteriletet kiterjedéset.

Kimutattuk, hogy a lézi6 mérete szignifikansabban kisebb azoknal az allatoknal,
melyeket a beavatkozas el6tt, vagy kodzvetlen azutdn dehydroepiandrosteron szulfattal
kezeltink. Lényeges volt tisztazni, hogy maga a neuroszteroid vagy annak 6sztrogénné
metabolizal6ddé formaja hatasos. Ezt vizsgalando, az allatok a konvertaloé enzim (aromataz)
gatloszerét, letrazolt kaptak a DHEAS-al egyiitt. Ezek a kisérletek azt igazoltak, hogy a
letrazol blokkolja a DHEAS protektiv hatasat, ami arra utal, hogy a lokalisan szintetizal6do
17B-6sztradiol jatszik szerepet a folyamatban.

Kovetkeztetes:

Azt a megfigyelésiinket, hogy a trauma utan alkalmazott neuroszteroid protektiv hatasa
hatékonyabbnak bizonyult, mint az el6kezelés, nagyon lényegesnek tartjuk, ennek tovabbi
vizsgalata feltétlentl indokolt.

Publikacid:
Endocrinology. 147(2):683-6, (2006)

1.3. Tanulmanyoztuk a szinapszis szam valtozassal kapcsolatos folyamatokban, a
szinaptikus kapcsolatok atrendezédésében, valamint az axon novekedésben és regeneracioban
szerepet jatszo egyik fehérje, a GAP-43 (B-50, F1, pp46, P-57, neuromodulin) expressziojat. A
GAP-43 nagy mennyiségben mutathatd ki a fejl6dé idegrendszerben, de néhany agyterilet
kivételével a legtobb neuronban a szinaptogenezis befejezédése utdn nem (vagy csak nagyon
Kis mennyiségben) szintetizalddik. Irodalmi adatok szerint a GAP-43 gén expresszioja nemi
kilonbségeket mutat. Ezek alapjan feltételeztik, hogy a GAP-43 jelenléte a nucleus
arcuatusban és a bulbus olfactoriusban egyarant kapcsolatos az ott megfigyelt plasztikus
valtozasokkal.

A szaglogumo (bulbus olfactorius) j0 modell a GAP-43 funcionalis szerepének
tanulmanyozasahoz, mivel ezen az agyterileten folyamatos szinaptikus atrendezédes zajlik. Az
altalunk kidolgozott bulbus olfactorius deafferentaciés modellben igazoltuk azt is, hogy a
sérilest koveto struktaralis reorganizaciot a GAP-43 szint névekedése kiséri.

Az altalunk kapott eredmények szerint a GAP-43 mennyisége mindkét nema allatban
korfliggé mddon csokken. Ezen altalanos tendencia mellett 30 napos korig a himekben, az
ivarérettség elerése utan a nostényekben talaltunk magasabb értékeket. Kimutattuk, hogy a
GAP-43 expresszioja ciklikus valtozadst mutat intakt néstény patkanyokban, mig
ovariektomizalt allatokban expresszioja megné 17(3-0sztradiol kezelés kovetéen.

Kovetkeztetes:

A szinaptikus kapcsolatok atrendezésében szerepet jatsz0 GAP-43 expressziojanak
17R-6sztradiol-al valdé befolyasolhatdésaga lehetéséget adhat az idegi sérilések utani
reorganizacio folyamataba valo terapias beavatkozasra.

Publikacid:
Clinical Neuroscience, 58: 58 (2005)



1.4. Az atlagéletkor ndvekedésével az idéskori idegrendszeri megbetegedések és azok
terapidja egyre fontosabb tarsadalmi probléma. A korral jaro, egyik legaltalanosabban
eléfordulo idegrendszert érinté megbetegedés a memaria funkcid zavara, ennek szerkezeti és
funkciondlis okair6l még nagyon hianyosak ismereteink. Ezzel a kerdéskorrel kapcsolatban
egy munkahipotézist ill. egy erre épulé allatmodellt tanulmanyoztunk. lIgazoltuk azt a
feltételezésiinket, hogy id6s patkanyok esetében a napi ritmusban kimutathatd valtozasok
jelezhetik a térbeli memdria karosodasat. Osszefiiggést tudtunk kimutatni az alvas/ébrenlét
ritmus zavarai (non-REM alvas fragmentacio) és a térbeli memdria teljesitmeény kozott.
Feny- és elektronmikroszkopos adataink szerint ezek a kor-fiiggé karosodasok az agytorzsi
kolinerg rendszerrel fliggenek 0ssze, degeneralédd neuronokat tudtunk kimutatni a
pedunculopontine tegmental nucleusban (PPT). Morfometriai méréseink azt mutattak, hogy a
strukturalis valtozasok nem a mag egész terlletén, csupan annak kaudalis részében (PPTp)
jelennek meg. A gyenge teljesitményt mutato allatok esetében a PPTp terlletén csokkent a
nagyobb méretii kolinerg neuronok szama és a sejtek karosodasara utalt a lipofuscin
granulumok mennyiségének novekedese is. A magatartasi és morfoldgiai vizsgalataink
mellett molekularis bioldgiai méréseket is végeztiink, melyek azt igazoljak, hogy a gyenge
memoria teljesitményt mutaté idés patkdnyok esetében a neurodegenerdcidban szerepet
jatszd TGFB-Smad kaszkad aktivalodik.

Kovetkeztetes:

Az alvas-ébrenlét ciklussal 0Osszefliggé idoskori memoria zavar altalunk leirt
patofizioldgiai mechanizmusa Uj terapias megkdzelitéseket tehet lehetové.
Publikacid:

Neurobiol Aging. 27:1848-582, (2006)

2. Az idegi karosodast koveto szerkezeti reorganizacio lehetséges mechanizmusai

Az idegrendszeri sérillések utani funkciondlis regeneralodas fontos eleme az, hogy a
szOveti karosodast kovetéen milyen mértékben képesek az idegi haldzatok helyreallni. Ebbél
a szempontbdl fontos annak vizsgalata, hogy a nemi hormonok, valamint a neuroszteroidok
milyen mddon befolyasoljak a szinapszisok kialakuldsat és atrendezédését. Szamos irodalmi
adat, valamint sajat vizsgalataink igazoltadk, hogy az 6sztrogén szint valtozasa szinaptikus
atrendezodést indukal tébb hypothalamikus magban és a hippocampus CA1 régidjanak tiske
szinapszisaiban. Ez a morfoldgiai szinaptikus plaszticitds funkcionalis szempontbdl nagy
jelentésegii, ugyanakkor ellentmonddak azok a kozlések, melyek a valtozasokat kivalto
hormon koncentraciojara vonatkoznak. Felmerult az a lehetéség, hogy a helyben
szintetizalodo (igy lokalisan magas hormon szintet elérd) 6sztrogen szerepe az elsédleges,

ennek eldontésére végeztiink kisérleteket a nucleus arcuatusban.

2.1. Ovariektimizalt nostény patkanyokat 0sztrogén prekurzorral,
dehydroepiandrosteron-nal (DHEA) kezeltiink, majd morfometriai meréseket végeztink és
meghataroztuk a kulénb6z6 tipusd szinapszisok sirtiséget a nucleus arcuatus terileten.
Postembedding immuncitokémiai festéssel azonositottuk a GABAerg (gatld) szinapszisokat
és ezt kdvetéen a szamolas a Sterio f. disector modszerrel tortént. Megallapitottuk, hogy
DHEA kezelés utan a neuronokon talalhato GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szama
szignifikdnsan csokkent, a dendro-dendritikus kapcsolatok esetében nem taldltunk eltérést,
mig az un. tlske szinapszisok stiriisége ndvekedett. Ha a DHEA-val egyidében az allatokat



letrazollal, a 17B-0sztradiol-t szintetizal6 enzim (aromataz) gatldszerével kezeltiik, akkor
nem tudtunk kimutatni valtozast a szinapszisok szamaban.

Més kisérletekben - korabbi eredményeinket alatamasztva - igazoltuk, hogy ciklizalo
néstény patkanyokban az 6sztrogén szint fiziologias valtozédsa ciklikus szinapszis
atrendezgdést indukal.

Kovetkeztetes:

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a szinaptikus atrendezédes indukalasahoz
nem feltétlenul sziikséges magas koncentracioju 6sztrogént a keringésbe juttani, mert a
DHEA aromatizalddasa lokalisan biztositja a hatas eléréséhez szilkkseges hormon szintet. A
szinaptikus kapcsolatokban torténé valtozasok szamos neurodegenerativ és pszichiatriai
korkepben jatszanak szerepet, igy adataink lehetéséget adnak Uj stratégiak kidolgozasara,
melyek segithetik ezen betegsegek elleni, minimalis idegrendszeri mellékhatassal rendelkez6
hormonalapu gyogyszerek tervezését.
Publikacid:

Neuroscience. 138:977-85, (2006)

Neuroscience. 2006 Dec 7; [Epub ahead of print]

2.2. A regeneracio soran fontos szerepet jatszhatnak a sérilt teriiletre bevandorld
sejtek, jelen palyazatban ezen sejtek aktivitdsanak, valamint maganak a neurogenezisnek
hormonfliggését tanulmanyoztuk.

Kimutattuk, hogy egyes hypothalamikus magvakban a c-fos aktivitas szexualisan
dimorf és néstény allatokban ciklikus valtozasokat mutat.

Megvizsgaltuk, hogy a kronikus 0Osztrogen kezelés befolyasolja-e az ujonnan
integrdlédod  interneuronok  talélését  felnétt  nosteny  patkanyok — szaglogumojaban.
Ovariektomizalt patkanyokat (250-300 gr) hat napon keresztlil szezdm olajban oldott 17-p
Osztradiollal kezeltiink (i.p., 100 pg/ 100 g testsuly), majd ezt kovetéen az allatok 8 6ra alatt 5
alkalommal kaptak 5-bromo-2-deoxyuridine injekciét (BrdU, i.p., 50 mg/ kg ts.). Huszonegy
napos talélés utdn a patkanyokat perfundaltuk és immunfestést kovetéen meghataroztuk a
BrdU-pozitiv sejtek szamat a jarulékos, valamint a f6 szaglégumaoban. A jarlékos szaglégumo
szemcsesejt- és gromerlaris rétegeben a BrdU-immunoreaktiv sejtek szdma szignifikansan
alacsonyabb volt a 17-B dsztradiollal kezelt allatokban, a f6 szaglogumoban ilyen kilénbseget
nem talaltuk.

Kovetkeztetes:

Eredményeink azt mutatjak, hogy a periglomerularis és szemcsesejtek azonos maédon
reagalnak a hormonkezelésre, de a hatas régio-specifikus. A jarulékos szaglogumo eseteben —
amely a feromonok érzékelésében és ilyen modon a szexudlis vislekedés szabalyozéasaban
jatszik szerepet — a 17-f 0sztradiol hatasara csokken a neurogenezis, mig a szaglorendszer elsé
atkapcsolo allomasanak tekinthet6 6 szaglogumadban ilyan jellegi hormonhatas nem mutathatd
Ki.

Publikacid:
Neuroscience, 124(3): 695-707, (2004)
Neuroscience. 141:1919-24, (2006)

2.3. Kifejlesztettiink és jellemeztink egy, a kronikus higanymeérgezés kozponti
idegrendszeri hatdsanak tanulmanyozasara alkalmas allatmodellt.
Publikacid:

Environmental Toxicology and Pharmacology, 19: 785-796, (2005)



A palyazat futamideje alatt az eredeti kisérleti tervet — a Kkisérleti eredményekhez
folyamatosan illeszkedéen — nehany izben maédositottuk, igy, egyebek mellett, egyszeribb,
jobban definialhatd, és hatékonyabban alkalmazhato allatmodellekre tértink at.

Szamos molekula expresszidjanak hormonhatasra torténé valtozasait is vizsgaltuk,
ezek kozil a GAP-43, egyes sejtadhézios molekulak és a kalciumkotd fehérjek eseteben
kapott eredmeények egy részet mar publikaltuk.

A palyazat legkdltségesebb részét érint6 kisérleteket (a szOvettenyeészeteken végzett
vizsgalatokat) a koltségvetési megszoritdsok miatt atlitemeztik és 2006-t6l, egy masik
palyazat részbeni tamogatasaval folytatjuk.

3. Gyakorlati hasznositas lehetdosége:

A Klinikai statisztikus adatok mellett szamos kiserleti eredmény igazolja a nemi
hormonok és neuroszteroidok neuroprotektiv tulajdonsagat, ennek jelentoségét az is jelzi,
hogy néhany molekula esetében a vizsgalatok mar eljutottak a Kklinikai fazisig. Ezt
figyelembevéve, nyilvanvald, hogy a hormonoknak a neurodegeneracié €s neuroprotekcio
molekularis mechanizmusaira gyakorolt hatasanak tanulmanyozédsa soran szerzett
alapkutatatasi eredmeények innovacios lehetéségei rendkivil fontosak lehetnek. Ilyen
szempontbol legigéretesebb az a megfigyelésiink, hogy a hideg 1ézidt kdveté karosodast a
sérulést kovetéen adott DHEAS is protektiv hatdsu. Ez a klinikai szempontbol doénto
fontossagu, un. “terdpias ablak” kiszélesitését tenné lehet6vé, ezért tartjuk indokoltnak a
jelenség tovabbi vizsgalatat.

A kutatas id6tartama alatt tartott eléadasok (poszterek) szama: 19
Megjelent publikacidk szama: 8
A publikaciok 6sszesitett impakt faktora

X1F 2005): 29,45



