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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A Kkiils6 és belsé kornyezetbdl érkezé valtozatos fizikai és kémiai jeleket - fényt,
hangot, hémérsékletet, izmok &sszehtizédasat és elemyedését, szagokat, izeket, hormonokat,
ingeriiletitvivé anyagokat - a gerincesek idegrendszerét alkotd t6bb milli6 neuron érzékeli,
feldolgozza és reagal ra. Ennek alapfeltétele az idegrendszer magasfoku szervezettsége, a
rugalmas alkalmazkodasra képes kapcsolat a kiilonb6z6 funkcidju strukturak kozott, melyet a
sejtek kozti szabalyozott kommunikacié biztosit.

Az embrionalis fejlédés soran kialakuld idegsejt halézat tehat nem merev szerkezet,
hanem az egész élet folyaman a kérnyezeti hatasoknak megfeleléen valtozé rendszer. Ez a
szerkezeti atrendezédésre valo képesség a neurondlis plaszticitdis. A finomszerkezeti
valtozasok az idegrendszert alkotd neuronok és gliasejtek morfolégiai atalakulasdban
nyilvanulnak meg: eltéré lehet pl. az idegsejtek nytlvanyainak kiterjedése, a dendrittiiskék
szama, a glia alakja, mindennek kovetkeztében a neuronok és gliasejtek kozti érintkezd feliilet
mérete és jellege. Mindez alapvetden befolyasolja a szinaptikus halézat szervez()'dését, mely a
miikédés szempontjabol a sejtek kozti kommunikaciot érinti, azaz az informacid terjedése is
madosulhat.

Az embrionalis fejlédés soran nem meglepd, hogy az idegsejtek kozti kapcsolatok
folyamatosan valtoznak, hiszen ebben az idészakban alakulnak ki az idegpalyak, a fébb
miikddési egységek, tehat a névekvé axonok terminéy’)ai ekkor talaljak meg célsejtjeiket.
Erdekes médon azonban az embrié idegrendszerére altalanosan jellemz6 folyamatok nem
tlinnek el teljesen az egyedfejlodés soran: a feln6tt idegrendszemek bizonyos ki@tetett
terilletein kimutattak olyan, kordbban kiz4drdlag az embridra specifikusnak tartott

jellegzetességeket, mint a sejtosztodast és vandorlast, a radidlis glia jelenlétét, a sejtek
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felszinén pedig egy kiilénleges glikoprotein, a hosszi poliszialsavat hordozé neuronalis
sejtadhézios molekula expresszidjat. A sejtfelszini molekuldk szerepe a neuronalis plaszticitas
mechanizmusa szempontjabol kiilénésen 1ényegesnek tiinik, mivel a szinaptikus atrendezédés
egyben membran-membran kapcsolatok atalakulasat is jelenti, tovabba figyelemre mélté a
korrelaci6 az idegrendszer kiilénb6z6 teriileteinek plaszticitasra valo képessége és a hosszu
poliszialsavval jellemezhetd neuronalis sejtadhézios molekula eléfordulasa kozott.

Kisérleteink a plasztikus valtozasok lezajlasanak modjara, ezen beliill a nagy
poliszidlsav tartalmii neuronalis sejtadhéziés molekula funkcidjanak megértésére iranyultak.
Ezt a célt szem elGtt tartva egy olyan modell rendszert kerestiink, mely megfelel a kévetkezo
kritériumoknak: egyrészt expresszalodik benne az emlitett neuronalis sejtadhéziés molekula,
masrészt fiziologias koriilmények kozott plasztikus atrendezddés jellemzi, és ez az atalakulas
kisérletes, kontrollalt koriilmények kozott megbizhatéan reprodukalhaté. Ennek alapjan a
hipotalamuszban talalhaté nucleus arcuatus-t valasztottuk modelliil, mert ezen a teriileten a
neuronalis sejtadhéziés molekulanak az embridra altalanosan jellemz6 formaja felnétt allatban
is jelen van, ugyanakkor érvényesiil a masik kritérium is: fiziologias koriilmények kozott az
dsztradiol koncentricié fliggvényében ciklikusan valtozik az axo-szomatikus szinapszisok
szama, mely kisérletesen is el6idézhetd, ha ovariektomizalt nGstény patkanyokat &sztradiollal
kezeliink. A disszertacioban Gsszefoglalt valamennyi kisérletiinket ezen a jol kézben tarthato
modell rendszeren végeztiik.

Annak érdekében, hogy a neurondlis plaszticitis egy lehetséges mechanizmusanak
finomszerkezeti és miikodésbeli vonatkozasait feltarjuk a rendelkezésiinkre allé morfolégiai
és elektrofiziologiai modszerek segitségével, a dolgozatban ismertetett kisérletek elé a

kévetkezo célokat tiiztiik ki:



megvizsgalni, hogy az &sztradiol hatdsara lejatsz6d6 szinaptikus atrendezédést milyen

membranszintii valtozasok kisérik

kideriteni, hogy a hosszi poliszialsav lancot hordoz6 neuronalis sejtadhézidos molekula
milyen szerepet t6lt be az axo-szomatikus szinapszis szam véltozasban:

a) milyen kévetkezményekkel jar a poliszidlsav enzimatikus uton valé eltavolitasa

b) mi torténik, ha a poliszidlsavhoz egy specifikus antitestet kapcsolva befolyasoljuk a

sejtek koézti adhéziot

megallapitani, hogy az 6sztradiol altal indukalt szinapszis szam valtozas csak az axo-
szomatikus szinapszisokat érinti-e, vagy az axo-dendritikus szinapszisok is részt vesznek-

¢ a folyamatban

kimutatni, hogy a szinapszisok szintjén végbemend atrendezédések hogyan befolyasoljak

az idegsejtek miikodését



IRODALMI ATTEKINTES

I. A sejtadhéziés molekulakrol dltaliban

A biolégianak olyan szerteagazd teriiletei kozott, mint az embrionalis fejlodés, a
sejtvandorlas, az idegrendszerben az axonalis névekedés iranyitasa, tanulas és emlékezés, az
immunvalasz, a sériilést koévetd regeneracid, vagy a daganatok kialakulasa, létezik egy
alapveté fontossagu talalkozasi pont: a sejtek kozti kommunikécié. Ebben a kélcsonhatasban
nélkiilézhetetlen szerepet jatszanak a sejtek felszinére kinyilé glikoproteinek, az tn.
sejtadhéziés molekulak. Hagyomanyosan két nagyobb csoportba sorolhatok attél fiiggden,

hogy hatasuk kifejtéséhez sziikség van-e Ca**-ra:

1.) A Ca™-fiiggd sejtadhéziés molekulakon beliil szerkezet és funkcié szempontjabél a

kadherinek ill. a szelektinek és integrinek kiilonithetok el.

1.1. A kadherinek felelosek elsésorban a sejtek kozti erds adhézidért, mely a szévetek
integritasat biztositja. Legrészletesebben a harom legkorabban felfedezett kadherin, az
N
epitZl sejteken talalhaté E kadherin, a neuronok altal expresszalt N kadherin és a
placentaban levé P kadherin ismert. Folyamatosan imak le ujabb és ujabb kadherineket,
jelenleg kézel egy tucatnyit emlit a szakirodalom. Mindegyiket kiilon gén kédolja, de
szerkezetiik hasonlé: mintegy 700-750 amindsavbol allo transzmembran glikoproteinek,
melyek extracelluliris része 6t doménre kiiléniil. EbbSl harom homoldg és Ca®* -kotd
helyet tartalmaz. Extracellularis Ca® hianyaban a kadherinek drasztikus

konformacidvaltozason mennek keresztiil, melynek kévetkeztében a proteolitikus enzimek

gyorsan lebontjadk Gket. A kadherineknek egyetlen transzmembran régi6juk van. Az

T
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intracellularis domén egy masik fehérje csalad, a kateninek segitségével kapcsolddik a
citoszkeleton aktinjahoz. A kadherinek a szomszédos sejt felszinén levé ugyanolyan
kadherinhez kotddnek, azaz homofil modon tapasztjak Gssze a sejteket. Ennek a kotésnek
az erGssége, illetve a kadherineknek a citoszkeletonhoz valdé kapcsolodasa teszi lehetévé,

hogy a sejtek Gsszefiiggd szovetet alkossanak (Shapiro, L. és munkatarsai, 1995).

1.2. A szelektinek és integrinek az el6bbi csoporttal ellentétben csak ideiglenes sejt-sejt
kapcsolatokat alakitanak ki. Legismertebb a gyulladasban bet6ltott szerepiik: ezeknek a
molekuldknak a kézremiikddésével jutnak el a neutrofil granulocitak a gyulladas helyére.
Gyulladas esetén ugyanis az endotél sejtek felszinén transzmembran glikoproteinek
jelennek meg, melyek koziil a P szelektin a legjobban jellemzett. Az intracellularis C-
terminalis domént, mely nem régziil a citoszkeletonhoz, egyetlen transzmembran alfa hélix
koti Ossze az extracellularis N-termin.élis régi;')val, melynek legfontosabb része egy
rendkiviil konzervativ C tipusu lektin domén. Ez ismeri fel a fehérvérsejt felszinén levé
glikolipid vagy glikoprotein oligoszacharid egységét és Ca** jelenlétében heterofil médon
egymashoz kapcsolja az endotél sejtet és a neutrofil granulocitat. Ez a kotés éppen csak
olyan erdsségli, hogy a vérarammal a fehérvérsejtek iranyitottan gordiilhessenek a
gyulladas helye felé, ahol mar a szelektinek helyett integrinek expresszalédnak, lehetévé
téve, hogy a granulocitak atjussanak az ér falan. Az integrinek a szelektinekhez hasonléan
Ca®-fiiggd heterofil kotést alakitanak ki, de nem oligoszacharidokat ismernek fel, hanem
az immunglobulin szupercsaladba tartozé sejtfelszini molekuldkat. Tovabbi kiilénbség,
hogy az integrinek C-terminalis része kapcsolédik a citoszkeleton intermedier

filamentumaihoz, vagyis a kadherinekhez hasonlé er§sebb kotést hoznak létre. Az



integrinek nemcsak sejt-sejt kapcsolatokban, hanem a sejteknek az extracellularis

matrixhoz valo kotésében is részt vesznek (Rosen, S.D. és munkatarsai, 1994).

20.) A Ca*-fiiggetlen kotést kialakité sejtadhéziés molekulak szerkezetiik alapjan az
immunglobulin szupercsaladba tartoznak, mivel legalabb egy immunglobulin domént
tartalmaznak. Szamos molekulaban megtalalhatéak a III tipusu fibronektin ismétl6dé
szekvencidk is. Homofil és heterofil kotés kialakitasara egyarant képesek. Legismertebb
képviseldjiikk a neuronalis sejtadhéziés molekula (neural cell adhesion molecule,
NCAM), melynek extracellularis N-terminalis régidja 6t immunglobulin és két III tipusa

fibronektin domént tartalmaz.

IL. A neuronalis sejtadhéziés molekula

1. A molekula szerkezete

Az NCAM molekulat Gerald Edelman €s munkatarsai fedezték fel az 1970-es
években. A fehérje részt egyetlen gén kddolja, mely emberben a 11. (Nguyen, C. és
munkatarsai, 1986), egérben pedig a 9. kromoszoman taldlhaté (D’Eustachio, P. és
munkatarsai, 1985).

Az NCAM fehérje expresszidjanak szabalyozasaban részt vesz a tiroxin, mivel az
NCAM nagyobb mennyiségben termelddik tiroxin (T3) hidny esetén (Iglesias, T. és
munkatarsai, 1996). Ezen kiviil a transzformalé névekedési faktor Bl és B2 szintén szerepet
jatszhat a fehérje transzkripcids szabalyozasaban (Satoh, M. és munkatarsai, 1995). A génrél
alternativ “splicing” révén harom fobb izoforma, egy 120 kD, egy 140 kD és egy 180 kD

molekulastilyi fehérje irodik at. Ezek a C-terminalis régiéban témek el, az extracellularis N-



terminalis régié mindharom formaban megegyezik (Cunningham, B.A. és munkatarsai, 1987;
Cunningham, B.A. 1995). Az NCAM 180 molekulanak igen nagy citoplazmatikus doménje
van. Feltehetden ez az izoforma stabilizalja a sejt-sejt kapcsolatokat és a nem oszt6do
idegsejteken expresszalodik (Pollerberg, E.G. és munkatarsai, 1987; Becker, C.G. és
munkatarsai, 1993; Paz, D.A. és munkatarsai, 1995). A 140 kD-os forma a membran sikjaban
elmozdulhat, intracellularis doménje a 180 kD-os formaénal kisebb (Pollerberg, E.G. és
munkatarsai, 1986). A 120 kD-os NCAM molekulanak nincs intracellularis doménje, egy
glikozil-foszfatidil csoporttal kapcsolodik a membranhoz (He, H.T. és munkatarsai, 1987).
Jelenleg a molekuldnak még egy, szintén alternativ “splicing” utjan kialakuld variacidja
ismert: bizonyos sejteken az NCAM negyedik immunglobulin doménjén beliil megjelenhet
egy 30 bazisparbol all6 VASE nevii exon, mely néveli a sejtek adhézidjat. Azok a sejtek,
amelyek az NCAM ezen formajat expresszaljak, hajlamosak agéegétumokat képezni, mig
azok a sejtek, melyek felszinén a VASE-t nem tartalmaz6 NCAM jelenik meg, inkabb
szegregalodnak (Chen, A. és munkatarsai, 1994).

A molekulanak szinte valamennyi része hozzajarul a sejt-sejt kotés kialakitasahoz, de a
két, N-terminalison talalhato III tipusu fibronektin domén és az 6t6dik immunglobulin domén
kiilonosen fontos ebbdl a szempontbol. A III tipusu fibronektin doménekben az alternativ
“splicing™ kovetkeztében megjelenhet egy prolinban gazdag szekvencia, mely jelentdsen
befolyéasolja a molekula adhéziv tulajdonsagait (Kasper, C. és munkatarsai, 1996). A homofil
kotésért elsdsorban a harmadik immunglobulin doménen beliil egy tiz amindsavbél allo
szekvencia felelds (Sandig, M. és munkatarsai, 1994; Rao, Y. és munkatarsai, 1992). Az
6todik immunglobulin doménen térténik a poszttranszlaciés modifikalasok z6me (Crossin,
K.L. és munkatarsai, 1984). Ez lehet foszforilalas, szulfat- vagy mirisztil csoport hozzaadasa

(Regan, C.M., 1991), de a leginkabb jellemz6 poszttranszlicids reakcid egy, az €lévilagban



viszonylag ritkan el6fordulé linearis homopolimer, az «2,8-kotésii poliszialsav
hozzikapcsolasa az NCAM 6tédik immunglobulin doménjéhez (Finne, J. és munkatarsai,
1983). Az a2,8-as kotésii szidlsav ritka, mivel az esetek tobbségében egyetlen, a2,3 vagy
02,6 kotéssel galaktozil csoportokhoz kapcsolédé N-acetil-neuraminsav taldlhaté a
szénhidratok nem redukalé végén. Az a2,8 kotésli poliszidlsav a magasabbrendii €16
szervezetekben két fehérjén talalhaté meg: a Na-csatorna o alegységén és az NCAM
molekulan (Rougon, G. és munkatarsai, 1986; Zuber, C. és munkatarsai, 1992). Az NCAM
poliszialilalasat aktivalt citidin monofoszfat — szialsav egységekbdl kiindulva a poliszialil
transzferaz végzi (Miihlenhoff, M. és munkatarsai, 1996). Az enzimet egérben, hércsdgben,
emberben és legutébb patkanyban (Wood, G.K. ¢és munkatirsai, 1997) klonoztak meg.
Jelenleg két poliszialil transzferazt kiilonitenek el: ST8Sia II-6t és ST8Sia IV-et. Az ST8Sia Il
elsdsorban embridban termelddik, mennyisége jelentésen csokken a sziiletés utan. Ez a forma
val6szinilileg megegyezik a korabban szialiltranszferaz X (STX) néven ismert enzimmel. Az
ST8Sia IV, mas néven PST, szintén megtaldlhaté az embrioban, de az elébbivel ellentétben
ennek expresszidja a felnétt agyban is fennmarad (Hildebrandt, H. és munkatarsai, 1998; Ong,
E. és munkatirsai, 1998). A poliszidlsav megjelenése az NCAM fehérjén a
poliszialiltranszferaz transzkripcid szintjén szabalyozodik (Hildebrandt, H. és munkatarsai,
1998). Ennek megfeleléen felnétt agyban féleg azokon a teriileteken mutattak ki a
PST/ST8sia IV mRNS-t, ahol allandé szinaptikus atrendez6dés torténik, igy pl. a
hipokampuszban és a szaglérendszerben (Phillips, G.R. és munkatarsai, 1997). Azonban az in
feltehetéen még tovabbi poliszialil transzferazok is léteznek (Hildebrandt, H. és munkatérsai,
1998). A poliszialsav fehérjéhez kapcsolasa egérben a 11. embrionalis napon kezdédik, a

poliszialil transzferaz aktivitasa a 11. és 15. nap kozott a legnagyobb. Amennyiben mar
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korabban akti\&%élédik az enzim, patoldgias elvaltozasok kovetkeznek be (Neale, S.A. és
munkatarsai, 1994). A poliszialil transzferaz miik6désének eléfeltétele egy autofoszforilacios
1épés (Miihlenhoff, M. és munkatarsai, 1996).

Az NCAM fehérjén levé poliszidlsav kiilonb6z6 hosszisagu lehet: embridban a
molekula dssztomegének mintegy 30%-at teszi ki a poliszialsav (polysialic acid, PSA) rész,
ezért az embriondlis NCAM molekulat PSA-NCAM-nak is nevezik. A felndttre jellemzo
forma viszont csak 10% poliszialsavat tartalmaz. Az embrionalis forma a sziiletést koveto elsé
harom hétben elveszti poliszidlsav tartalmanak nagy részét, azaz kialakul a felndtt tipusu
NCAM molekula (Chuong, C.M. és Edelman, G.M. 1984).

A PSA jelentGségét az adja, hogy negativ toltése és nagy hidratburokja révén a sejtek
egymashoz tapadasat gyengiti. Ez kﬁlénésen alacsony ionerdsségli oldatban figyelheté meg,
ahol a t6ltés és a hidratalas noveli a polimer méretét (Yang, P. és munkatarsai, 1994). A PSA
kétféleképpen tudja csdkkenteni a membran-membran kélcsonhatis er6sségét: gatolhatja a
transz kdlcsonhatasokat a szomszédos sejtek kozott, illetve ugyanazon sejt felszinén a cisz
kolcsénhatasokat NCAM-NCAM vagy NCAM és egyéb sejtadhéziés molekula (pl. L1,
neurocan, agy-specifikus kondroitin szulfat proteoglikan) kozétt (Storms, S.D. és
munkatarsai, 1996; Rutishauser, U. és Landmesser, L. 1996). A PSA tehat a kozvetlen

érintkezésen alapuld sejt-sejt kapcsolatok altalanos szabalyozdja.

2. Az NCAM eldfordulasa
Az NCAM nemcsak az idegrendszerben fordul eld, hanem szamos periférias szvetben
is, igy a csontszdvet GOssejtjeiben (Fang, J. és Hall, BK 1995), kromaffin sejtekben

(Moftaquir, A. és munkatarsai, 1996), a fog Ossejtjeiben (Obara, N. és Takeda, M. 1993) a
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fejlodo vazizom (Moore, S.E. és Walsh, F.S. 1985), szivizom (Wharton, J. és munkatarsai,
1989) és simaizom sejtekben (Akeson, R. A. és munkatérsai, 1988).
Mindezek ellenére az NCAM expresszio leginkabb az idegrendszerre jellemzd. Az
idegsejtekben elsosorban az NCAM 180 és 140 kD-os forméja van jelen, mig az NCAM-120
a gliasejtekre jellemz6 (Regan, C.M. 1991). A gliasejtek koziil a reaktiv asztrocitak (Chazal,
G. és munkatarsai, 2000), a radialis glia (Bonfanti, L. és munkatarsai, 1993) és tenyészetben az
O2A latdideg oligodendroglia sejtek (Grinspan, J.B. és munkatarsai, 1995) mutatnak PSA-
NCAM immunreaktivitast.

Beagyazast koveté immunogold jel6léssel kimutattak, hogy maga az NCAM fehérje
egyenletesen oszlik el a sejtek felszinén, mig a PSA-NCAM hajlamos 200 nm méretii
csoportokba témériilni (Rusakov, D.A. és munkatarsai, 1995). A gliasejteken a PSA-NCAM

csak az idegsejt felé nézo felszinen jelenik meg (Kiss, J.Z. és munkatarsai, 1993).

3. A PSA-NCAM gyakorlati jelentdsége

A PSA-NCAM expressziot egyben diagnosztikai jelnek is tekintik a rakkutatasban
(Dubois, C. és munkatarsai, 1995; Figarella-Branger, D. és munkatarsai, 1996; Nadasdy, T. és
munkatarsai, 1993). A PSA-NCAM antiadhézids tulajdonsagait figyelembe véve érthetd,
hogy a molekula szerepet jatszik a daganat attétel kialakuldsiban (Michalides, R. és
munkatarsai, 1994). Ezen kiviil egyéb patolégias folyamatokban is részt vesz: depresszios és
skizofrén betegek agy-gerincveldi folyadékaban megné az NCAM-immunreaktiv fehérjék,
kiilonésen a 120 kD-os izoforma elleni antitestek koncentricidja (Poltorak, M. és
munkatarsai. 1996). Ezzel &sszhangban a skizofrén betegek agyiban a PSA-NCAM
immunreaktiv sejtek szdma 20-95 %-kal cstkken (Barbeau, D. és munkatirsai, 1995).

Tovabbi patologiai vonatkozasa a PSA-NCAM expresszionak, hogy nem lehet hatékony
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vakcinat eldallitani a B tipusi Meningococcus altal okozott agyhartyagyulladas ellen, mert a
baktérium kapszularis poliszacharidja is PSA-t tartalmaz, ez ellen viszont a szervezet sajat
PSA expresszidja miatt nem j6n létre immunvalasz. (Hayrinen, J. és munkatarsai, 1995).

Az embrionalis fejlédés soran a PSA-NCAM els6sorban az idegsejtek vandorlasaban,
az axonok célba érésében, az izmok beidegzésében, a sziv ingeriiletvezeté rendszerének
kialakulasiban és a csont- €s porcszovetek fejlodésében jatszik szerepet (Fredette, B. és
munkatarsai, 1993; Lee, Y.S. és Chuong, C.M. 1992; Paz, D.A. és munkatarsai, 1995; Shults,
C.W. és Kimber, T.A. 1992; Watanabe, M. és munkatarsai, 1992;). Ebben a vonatkozasban a
PSA-NCAM expressziot legrészletesebben az LHRH neuronoknak a szaglog6dorbdl az agyba
torténé vandorlasa kapcsan vizsgaltik. Ezek a sejtek a terminalis és a vomeronazalis ideg PSA-
NCAM pozitiv agai mentén érik el a bulbus olfactorius-t (Schwanzel-Fukuda, M. és
munkatarsai, 1992; Schwanzel-Fukuda, és munkatarsai, 1996; Schwanzel-Fukuda, M. és Pfaff,
D.W 1994; Yoshida, K. .és munkatarsai, 1995).

A kezdeti feltételezések szerint a PSA-NCAM kizarolag az embrionalis és korai
posztnatalis fejlédésben vesz részt. Azonban bebizonyosodott, hogy a PSA-NCAM expresszidja
fennmarad a felnétt agy azon teriiletein, melyek nagyfoku szinaptikus atrendez6désekre képesek,
mint pl. a szaglégumd, az oldalkamra lateralis fala, a kamra alatti teriilet, a hipotalamo-

2]
neurohipofizealis rendszer és a hip‘okampusz (Bonfanti, L. és munkatarsai, 1992; Bonfanti, L. és

Theodosis, D.T. 1994; Cremer, H. és munkatarsai, 1997; Miragall, F. és munkatarsai 1988,
Perera, A.D. és munkatarsai, 1993; Theodosis, D.T. és munkatarsai, 1991). A hi&kampusz
gyrus dentatus-dban a szemcsesejtek felnétt allatban is folyamatosan termelb’dﬁéic. Ezek a
fejl6d6 szemcsesejtek és a radiélis gliaszerli sejtek PSA-NCAM expressziét mutatnak €és
gyakran kézvetleniil érintkeznek egyméssal. Szamuk az éregedés soran csékken (Abrous, D.N.

és munkatarsai, 1997; Fox, G.B. és munkatarsai, 1995; Seki, T. és Arai, Y. 1999).
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Valdsziniileg ugyanazok az elvek érvényesiilnek az élet korai szakaszaban az axonok
novekedése, az idegpalyak kialakuldsa és a szinaptikus kapcsolatok stabilizalasa soran, mint
késébb a szinapszisok atrendezédésekor. Felnétt allatban ilyen atrendezédést kivalthatnak
kiilénb6z6 sériilések. Ezért 1éziokat kovetGen is vizsgaltdk a PSA-NCAM expresszidjat. A
szenzorimotoros kéreg elszivasos lézidja utin megnétt a PSA-NCAM immunreaktiv sejtek
szdma az oldalkamra alatti teriileten, ugyanakkor a bromdeoxi-uridinnel jelolt sejtek szama nem
véltozott. Tehat a szubventrikularis zéna sejtjei felnétt allatban is megdrzik plasztikus
képességiiket (Szele, F.G. és Chesselet, M.F. 1996). A gerincvel6 hats6 gyokerének atvagasa
szintén atmeneti PSA-NCAM expressziot indukal olyan neuronokban, amelyek normal
kériilmények kozott nem mutatnak PSA immunreaktivitast. A sériilés hatasara megjelent
reaktiv asztrocitdk szintén PSA-NCAM pozitivak, bar Dusart és munkatarsainak kisagyban
végzett 1ézids kisérleteinek tanlisaga szerint a reaktiv asztrocitiknak csak egy részében
termel6édik PSA-NCAM (Bonfanti, L. és munkatarsai, 1996; Dusart, I. és munkatarsai, 1999). A
regeneracids folyamatokat transzplantéacios kisérletekben is vizsgaltak. In situ hibridizaciéval és
immunhisztokémiai mddszerekkel egyarant kimutattak, hogy ha periférias ideget iiltettek a
talamuszba, a beiiltetett szovet k6zelében olyan axon elagazasok tiintek fel, melyek felszinén a
normal esetre jellemz6 L1 és NCAM fehérjék mellett a PSA-NCAM is megjelent (Zhang, Y. és
munkatarsai, 1995). A regeneracié idés patkdnyban mar kevésbé hatékony: denervalt izmok
ujbdli beidegzése csak részlegesen megy végbe, valosziniileg a csdkkent PSA-NCAM

expresszié miatt (Olsen, M. és munkatarsai, 1995).

4. A PSA-NCAM szerepe a neurondlis plaszticitasban
A PSA-NCAM plasztikus folyamatokban bet6ltstt szerepe a molekulaszerkezet alapjan

kétféle kisérleti megkozelitéssel tanulmanyozhaté: a fehérje oldalarél és a PSA fel6l.
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a) A molekula fehérje vizanak egyik lehetséges megvaltoztatasi médja homozigota
mutans egértérzsek létrehozasa. A mutacio, mely az NCAM-180-ra jellemz6 18. exont magaba
foglalé delécid, legszembetiinébb kévetkezménye a redukalt méretii bulbus olfactorius és az
oldalkamra alatti teriileten a bulbus olfactorius-ba vandorlé sejtek felhalmozddasa
(Tomasiewicz, H. és munkatarsai, 1993). A szaglogumon beliil a szemcsesejtek szama csokken,
valamint kevesebb és kisebb glomerulusok figyelheték meg (Treloar, H. és munkatarsai, 1997).
A mutans egerek éretlen interneuronjainak bulbus olfactorius-ba iranyulé vandorlasa lelassul.

Masrészt az NCAM fehérjét felismeré antitest in vivo adszorbealtatasa is képes
megzavarni a molekula funkcidjat: ha vad tipusi tiz napos egér embrié szaglogddrébe NCAM
antitestet injektilnak, az LHRH neuronok perifériardl a szaglégumodba torténd véandorlasa
gatlodik (Schwanzel-Fukuda, M. és munkatarsai, 1994).. Tovabba, ha in vivo folyamatosan az
agykamran keresztiil NCAM elleni antitest keriil a kisérleti patkany agyaba, a passziv elhdritasi
valasz nem rogziil a tanulasi kisérletekben (Doyle, E. és munkatarsai, 1992), valamint a térbeli
tanulés is karosodik (Arami, S. és munkatarsai 1996). Azonban az NCAM teljes fehérje vazat
felismerd antitest hatasa joval altalanosabb, mint az NCAM-180 deléciéé, mivel ez az antitest az
6sszes NCAM forma miikddését megzavarja. Az NCAM-180 mutécid sem elég specifikus, mert
a molekulit valamennyi neuron expresszalja. Tehat a fehérje iranyabdl kiindulé kutatasok
eredményeit nem lehet kizarélag a PSA-NCAM befolyasolasaval értelmezni. A specifikus hatas
helyének megtalalasahoz a molekulénak azt a részét célszerli modositani, ami a PSA-NCAM-ra

jellemz6: a hosszi poliszialsavat.

b) A PSA lanc eltivolithaté egy bakteriofaghdl izolalt, az 2,8 kotésli szialsav
egységeket specifikusan bonté enzim, az endoszialidaz (endo-N) segitségével (Finne, J. és

Makela, P.H. 1985). Ennek az enzimnek a hipgkampuszba injektalasa kivaltja ugyanazokat a
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hatasokat, mint az NCAM fehérjét felismer6 antitest alkalmazasa: karositja a térbeli memoriat
(Becker, C.G. és munkatarsai, 1996), illetve organotipikus hiﬁ?;kampusz szelet tenyészeteken
gatolja az LTP és az LTD kialakulasat (Muller, D. és munkatérsai, 1996). A szaglérendszerben
is reprodukalhatok az endo-N segitségével azok a valtozasok, melyek az NCAM-180 mutans
egerekben és anti-NCAM in vivo agyba juttatisaval idézhetGk el6. Ha ujsziilott egér
agykamrajiba endo-N-t injektalnak, nem megy végbe az éretlen idegsejteknek a
szubventrikularis z6nabdl a bulbus olfactorius-ba t6rténé vandorlasa. Ezért az NCAM-180
delécio hatasat elsésorban a PSA-NCAM expresszidban bekovetkezé csokkenéssel magyarazzak
(Ono, K. és munkatirsai, 1994). Cremer H. és munkatarsai szerint az NCAM-180 delécios
egerekben a kismértékii PSA-NCAM termel6dés nem gatolja meg teljesen, csupén jelentosen
megzavarja a neuronalis prekurzorok rosztrilis vandorlasat, mivel a vandorlasi lancok
kialakitdsaban részt vesznek a glidzis révén megjelené reaktiv asztrocitak, melyekrél ismert,
hogy PSA pozitivak (Chazal, G. és munkatarsai, 2000). A bulbus olfactorius-ba a szagléham
feldl is érkeznek idegsejtek, illetve axonok. Egész embrié tenyészetben, amennyiben a
szagloideg utvonaldb6l endo-N enzimmel eltavolitjak a PSA-t, az axonok z6mmel a
mesenchyma-ban maradnak, az axon névekedés, a célsejt megtaldlasa zavart szenved (Aoki, K.
és munkatarsai, 1999). Az axonalis ndvekedés gatlasa endo-N-nel mas rendszerben is
megfigyelhetd. Hat és kilenc napos csirke embridk lababa injektalva az enzimet, az iliotibialis
posterior izomba kevesebb idegi elagazas érkezik, vagyis kevesebb ideg-izom kapcsolat jon

létre. Ennek kévetkeztében tobb motoneuron pusztul el (Tang, J. és Landmesser, L. 1993).

_—0
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5. PSA-NCAM expresszio és az idegsejtek miikideése

Szoros kapcsolat figyelhetd meg a PSA-NCAM és a neuronalis aktivitas kézott, ugyanis
PSA-NCAM csak a funkcionald idegsejtekben termelddik. Ha az embrionalis fejlodés soran d-
tubokurarinnel gatoljak csirke miotubulusainak miik6dését, nem expresszalédik PSA-NCAM
(Fredette, B. és munkatarsai, 1993). Organotipikus hipokampusz szelet tenyészetben endo-N-nel
torténé PSA emésztés hatasara nem valthaté ki LTP illetve LTD. Az enzim eltavolitisa utin djra
megjelenik a PSA-NCAM immunreaktivitds, és visszatér az LTP és LTD indukalhatdsag is.
Azonban ha a neuronok miikédését tetrodotoxinnal és alacsony Ca** koncentraciéval bénitjak, a
PSA expresszié nem all helyre, melynek kévetkeztében a szinaptikus plaszticitas jelenségei sem
valthatok ki (Muller, D. és munkatarsai, 1996). A PSA-NCAM reexpresszidjat hasonlé médon
lehet gatolni kérgi neuron tenyészeten is. Ebben az esetben extracellulris Ca®* jelenlétében K-
indukalt depolarizicié hatasara még tetrodotoxin mellett is ujratermelédik a PSA-NCAM (Kiss,
J.Z. és munkatarsai, 1994).

A latéidegben azonositott oligodendroglia-2 tipusu asztrocita (O-2A) progenitor sejtek
szintén PSA-NCAM immunreaktivitist mutatnak, érdekes médon mar a rajuk jellemzé O-2A
gangliozid expresszid kezdete el6tt (Grinspan, J.B. és munkatarsai, 1995). Tenyészetben az
endo-N enzimes kezelés megakadalyozza ezeknek a glia prekurzoroknak a neurohipofizeilis
explantitumbdl torténé vandorlasat (Wang, C. és munkatarsai, 1994; Wang, C. és munkatarsai,
1996). A neurohipofizedlis O-2A sejtek miik6d6 NMDA receptorokat termelnek. Ezen
receptorok farmakoldgiai tton vald gatlasa a PSA-NCAM szintézis megsziinés¢hez vezet,
melynek kovetkeztében az endo-N kezeléshez hasonléan nem vandorolnak szét az
explantatumbdl az O-2A sejtek. Valoszintileg az idegi aktivitds glutamat felszabaditas 1tjan
szabalyozza a glialis prekurzorok PSA-NCAM termelését, mely vandorlasuk elofeltétele (Kiss,

J.Z. 1998).
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A PSA-NCAM tovabbi komplex szerepe modellezheté patkiny embrionilis
hipotalamuszbdl szarmazo6 kevert neuron-glia tenyészeten. Ebben a rendszerben 17f3-6sztradiol
az asztrocitak nyulvanyosodasat valtja ki, de csakis akkor, ha az idegsejtek felszinén jelen van a
PSA-NCAM. A PSA enzimatikus eltdvolitisa esetén a 17B-Osztradiol hatasa nem érvényesiil.
Tehat a PSA-NCAM részt vesz azon idegsejt-glia kolcsonhatasokban, melyek hormonalis
szabalyozas alatt dllnak és kézvetlen membran-membran kapcsolatot igényelnek (Garcia-
Segura, LM és munkatarsai, 1995). Ennek alapjan, valamint annak ismeretében, hogy a
hipotalamusz nucleus arcuatus-aban egyes GnRH-t termel6 sejtek felszinén is jelen van a PSA-
NCAM (Perera, A.D. és munkatarsai, 1993), feltehet6, hogy a molekula a nemi érésben is

szerepet jatszik.

II1. A nucleus arcuatus

1. A nucleus arcuatus dltalanos jellemzése

A 17B-bsztradiol és méas nemi hormonok hatisira a kézponti idegrendszer egyik
legérzékenyebb teriilete a hipotalamusz bazalis részén, a harmadik agykamraval kézvetleniil
hatéros periventrikuldris régiéban, az infundibulum felett elhelyezkedd nucleus arcuatus.
Afferentaciojat az an;;/gdala kortikomedialis részébdl eredd stria terminalis adja. Az arcuatus

li

azon neuronjai, melyek az agykamra ependyma sejtjeivel érintkeznek, axonjaikat a
tuberohipofizealis, vagy mas néven tuberoinfundibularis palyan keresztiil az eminencia
mediana kiilsé rétegébe kiildik, ahol kollateralisokat adnak le. A nucleus arcuatus egyéb
idegsejtjeinek axonjai, illetve axon kollateralisai a hipotalamusz mas teriileteibe, valamint a
talamuszba és az amigdaldba érkeznek. Az amigdalaba a nyilvinyok a stria terminalis-on

keresztiil jutnak el. A f6 efferens pélya, azaz a tractus tuberoinfundibularis ,releasing”
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hormonokat szallit, melyek az eminencia mediana kiilsé részében bekeriilnek a hipofizis
portalis keringésébe, majd a hipofizis eliilsé lebenyét elérve szabalyozzak az adenohipofizis
hormonjainak szintézisét és felszabadulasat. Tehat a tractus tuberoinfundibularis jelenti a
neurohumoralis kapcsolatot a hipotalamusz és a hipofizis eliilsé lebenye kozott

A nucleus arcuatus ingeriiletatvivé anyagai koziil els6ként a dopamint mutattak ki.
Dopaminerg neuronok innervaljak az eminencia mediana kiils6 részét. A dopamin a portalis
kapillarisokba iiriil és gatolja a hipofizis eliilsé lebenyébdl torténd prolactin felszabadulast.
Ugyanakkor a prolactin gatolja a dopamin felszabadulasat az eminencia mediana-bél. A
prolactin-ra fiziologias koériilmények kozott a f6 serkenté hatast az Gsztrogén és a szoptatas
fejti ki. A nucleus arcuatus élettani szerepe a luteinizalé hormon és a prolactin felszabadulas
ellen6rzése (Chronwall, B.M. 1985).

Az arcuatus egyes neuronjaiban ACTH-t, B-lipotrofint és B-endorfint is kimutattak.
Ezek a peptidek egy kozos, 31 000 Da molekulasilyd prekurzorbdl szairmaznak. Az ACTH és
a PB-lipotrofin valdsziniileg nem kolokalizdl dopaminnal. A B-lipotrofinnak nincs Gpioid
aktivitasa, de 6‘§ioid peptidek prohormonaként funkcionalhat. B-endorfin immunreaktiv
axonok elszértan megtalalhatok a harmadik agykamra fala mentén, a nucleus supraopticus,
periventricularis, paraventricularis és suprachiasmaticus teriiletén, valamint néhany rost eljut a
talamuszig. Silyos stressz koriilmények kézott mindharom peptid, az ACTH, a B-lipotrofin és

a B-endorfin is felszabadul a hipofizis eliils6 lebenyébdl (Carpenter, M. B. 1991).

2. A nucleus arcuatus plasztikus valtozasai
A nucleus arcuatus szamos Gsztradiol receptort expresszalé neuront is tartalmaz (Pfaff,

D.W. és Keiner, M. 1973), melyek nagy részére GABAerg axon terminalisok érkeznek
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(Vincent, S.R. és munkatarsai, 1982). Az agyteriiletet legrészletesebben morfoldgiai
szempontbdl vizsgaltdk, mivel nemi hormonok hatisira a mag szinaptikus szervezddése
jelentésen atalakul (Garcia-Segura, L.M. és munkatarsai, 1994). A néi nemi ciklus alatt az
dsztradiol koncentracié fiiggvényében az axo-szomatikus szinapszisok szama ciklikus
valtozast mutat: prodsztrusz napjan, tehat nagy Osztradiol koncentracié esetén az axo-
szomatikus szinapszisok szdma drasztikusan csékken (Pérez, J. és munkatarsai, 1990; Olmos,
G. és munkatarsai, 1989). A hormon hatasa specifikusan a GABAerg axo-szomatikus
szinapszisokat érinti, a nem GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szdma nem valtozik
Osztradiol kezelést kvetéen. A GABAerg szinapszisok szama prodsztrusz délutanjan és az
Osztrusz nap reggelén jelentGsen csokken, majd az Osztrusz napjatél kezdve ez a szam
novekszik és a ciklus végére eléri a kiindulasi allapotot. A nucleus arcuatus-ban az axo-
szomatikus szinapszisok szamanak fluktuicidja kisérletes koriilmények kozott is
megfigyelhet6: ovariektomizalt patkanyokat 17f-Gsztradiollal kezelve reprodukalhato a
fiziolégias osztrusz ciklus prodsztrusz délutanjan bekoévetkez6 GABAerg axo-szomatikus
szinapszis szam csokkenés (Parducz, A. és munkatarsai, 1993).

A szinaptikus atrendezddéssel parhuzamosan a nucleus arcuatus gliasejtjei is latvanyos
morfolégiai valtozdson mennek keresztiil: nagyobb kiterjedési GFAP immunreaktiv
nyulvanyok jelennek meg €s az idegsejtek szomajanak glia lamellaval boritott teriilete megnd
prodsztrusz délutanjan és az &sztrusz nap reggelén. Ovariektomizalt allatokban ugyanezek a
gyors és megfordithatd glialis valtozasok figyelheték meg 17B-6sztradiol injekcié utin
(Garcia-Segura, L.M. és munkatarsai, 1994).

Hasonlé ciklikus valtozas az eminencia mediana teriiletén is bekovetkezik: alacsony
6sztradiol koncentracié esetén nincs fizikai kapcsolat a GnRH pozitiv axon terminalisok és a

perikapillaris térben levé bazilmembran kozott. Ezzel szemben prodsztrusz napjan ilyen
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kapcsolatok létrejonnek, melynek kovetkeztében a neurohormon kénnyebben jut a hipofizis
portilis keringésébe (Prevot, V. és munkatarsai, 1999).

Mindezen kisérleti eredményekre timaszkodva megprobaltuk felderiteni, hogy milyen
szerepet tolt be a PSA-NCAM a nucleus arcuatus teriiletén 17B-6sztradiol hatasara
bekovetkez6 plasztikus atrendez6désben. Hagyomanyos morfoldgiai, morfometriai
modszereket, a mar szamos kutatocsoport altal hasznalt endo-N enzimmel torténé emésztést
és a szakirodalomban eddig még nem leirt megkdzelitési modot, a PSA-t specifikusan
felismer6 antitest' in vivo nucleus arcuatus-ba juttatasat alkalmaztuk.

A finomszerkezeti atalakulas funkcionalis koévetkezményeit elektrofizioldgiai

moédszerekkel vizsgaltuk a JATE Osszehasonlité Elettani Tanszékével kollaboraciban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

I. Kisérleti csoportok

1.

Ovariektomizalt és 17B-0sztradiollal illetve szezdm olajjal kezelt felnGtt néstény CFY
patkanyok, melyeken elektronmikroszkdpos képanalizis segitségével a 17f3-6sztradiol
indukalt plaszticitis membran szintii jelenségeit és a szinaptikus szervezGdésben

megnyilvanulé hatésait vizsgaltuk.

A 17B-6sztradiol indukédlt membran-membran kolcsénhatasok és a PSA-NCAM

feltételezett kapcsolatat a kovetkez6 allatcsoportokon elemeztiik:

a) Ovariektomizalt feln6tt néstény CFY patkanyok nucleus arcuatus-a kézelébe endo-N
enzimet, illetve kontrollként mesterséges agy-gerincvel6i folyadékot injektéltunk,
majd mindkét csoportot ketté osztottuk és 17B-Gsztradiollal, illetve szezam olajjal
kezeltiik.

b) Ovaricktomizalt feln6tt néstény CFY patkanyok egyik oldali lateralis agykamrajiba
egy miniozmotikus pumpa segitségével PSA-NCAM antitestet, valamint kontrollként

irrelevans IgM-et, illetve mesterséges agy-gerincveldi folyadékot juttattunk.

Az elektrofiziologiai vizsgélatok ovariektomizalt felnétt CFY patkanyokon térténtek,

melyek az elvezetés alatt kaptak 173-6sztradiol injekciot.
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II. Miitéti beavatkozasok

1.Ovariektomia és dsztradiol kezelés
Két hénapos ndstény CFY patkanyok mindkét oldali petefészkét nembutal érzéstelenités
alatt eltavolitottuk, majd egy hdnappal késobb 100 g testsulyra szamitva 100 ug szezam

olajban oldott 17B-6sztradiollal, illetve a kontroll csoportot csak szezam olajjal i.p. kezeltiik.

2. Endo-N injektalas

Nembutéllal altatott ovariektomizalt allatokat egy honappal a petefészek eltavolitisa
utan sztereotaxias késziilékbe helyeztiink és kozvetleniil az egyik oldali nucleus arcuatus folé
2 ul, mesterséges agy-gerincvelGi folyadékkal 1:100 aranyban higitott endo-N enzimet
injektaltunk. Ot napﬁal az enzim injekc;ié utan 17B-6sztradiollal kezeltiik az allatokat a fent

ismertetett modon.

3. PSA-NCAM antitest in vivo laterdlis agykamraba juttatdsa

Szintén egy hénappal az ovariektdomia utan nembutallal érzéstelenitettiik az allatokat,
majd sztereotaxias késziilék segitségével egy Kkaniilt iiltettink az egyik oldali lateralis
agykamraba. 200 pl térfogati ALZET miniozmotikus pumpat mesterséges agy-gerincvelGi
folyadékkal 1:50 aranyban higitott PSA-NCAM antitesttel t6lt6ttiink fel, majd a pumpat egy
katéter segitségével a kaniilh6z csatlakoztattuk, a pumpat pedig a patkany bére ala iiltettiik.
Az antitest 6t napig diffundalt az oldalkamraba, majd a kisérleti allatok &sztradiol kezelést
kaptak. A kontroll éllatokon ugyanilyen miitétet végeztiink, csak a miniozmotikus pumpa az
egyik kontroll csoportban mesterséges agy-gerincvel6i folyadékot, a masik kontroll

csoportban az el6bbi oldatban 1: 50 ardnyban higitott irrelevans IgM-et tartalmazott.
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III. Fénymikroszképos immunhisztokémia

PSA-NCAM immunfestés céljara 0.1 M foszfat pufferben (pH: 7.4) oldott 4%-os
paraformaldehid oldattal sziven keresztiil perfundaltuk az allatokat. Az agyakat egy €jszakan
at ugyanilyen fixaloban utéfixaltuk, majd vibratdmmal (Oxford Vibtratome) 50 pm vastag
metszeteket készitettiink. Az immunhisztokémiahoz TBS-ben mostuk a metszeteket, az
aspecifikus kotéseket 20% normal kecske szérummal (Normal Goat Serum, Sigma)
. blokkoltuk, majd 0.25% BSA-t tartalmazé TBS-ben 1:6000 aranyban higitott PSA-NCAM
antitesttel 48 oran at 4 °C-on inkubaltuk a metszeteket. Masodlagos antitestként peroxidazzal
konjugalt anti egér IgM 1:50 higitasat alkalmaztuk. A peroxidaz reakcié termékét 3,3’-

diaminobenzidinnel és NiCl,-dal tettiik lathatova.

IV. Elektronmikroszképos vizsgalatok

Az éllatokat a GABA immunhisztokémiai eljaras kévetelményei alapjan 0.1 M foszfat
pufferben (pH: 7.4) oldott 1% paraformaldehid és 1% glutiraldehid tartalmu fixaléval
rogzitettiik, majd ugyanilyen oldattal 4°C-on hdrom Oran &t tovabb fixédltuk az agyakat. Ezt
kovetéen 300 um vastag metszeteket készitettiink vibratdmmal (Oxford Vibratome). Ezekbol
a nucleus arcuatus ko6zéps6 részét kivagtuk, foszfat pufferes mosast kévetéen 1% OsO,-dal
utéfixaltuk, majd felszallo alkoholsorral viztelenitettiik és Araldite-ba agyaztuk. Reichert
Ultracut E tipusu ultramikrotdmmal ultravékony metszeteket készitettiink, melyeket GABA
immunhisztokémia céljara nikkel illetve arany rostélyokra vettiink fel.
A GABA immunfestést Somogyi és Hodgson mddszere (Somogyi, P. és Hodgson, A.J. 1985)
alapjan végeztiik. A metszetekb6l a miigyantat és az ozmiumot 5 percig tarté 1 % perjodsavas

illetve 1% Na-metaperjodsavas maratassal tavolitottuk el. Az aspecifikus kotések
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blokkolasara normal kecskesavot hasznaltunk (Normal Goat Serum, Sigma, 1:5, 30 perc). A
primer antitestet 1:1000 aranyban higitottuk 100 mM TRIS, 100 mM PBS 10% kecske
szérum €s 0.1% Triton X 100 §sszetételii oldatban. A metszeteket szobahén két 6ran at

@;él ukjaz anti-GABA oldattal, majd pufferes mosas utan 0jabb két 6ran at a masodlagos

=z

antitesttel (15 nm-es arany szemcsékkel jelolt kecskében termelt anti nyil IgG, 1:20, Janssen,
Aurion).VA metszeteket uranil acetattal és 6lom citrattal tettiikk kontrasztosabba, majd Zeiss

EM 902 elektronmikroszkdppal analizaltuk.

V. Exo-endocitotikus aktivitas vizsgalata

Az elektronmikroszkopos metszeteken IBAS képanalizalo rendszer segitségével
megmértiikk tizenot véletleniil kivalasztott neurondlis sejttest keriiletét, valamint
megszamoltuk a hozzad tartoz0 GABA-pozitiv és GABA-negativ axo-szomatikus
szinapszisokat, a tiiskés vezikulakat és az exo-endocitdzisra utald6 membran lefiiz6déseket. A
kvantitativ adatok statisztikai elemzéséhez minden esetben a Mann-Whitney probat

hasznaltuk.

VL A szinapszisok szamanak meghatarozasa

Az elektronmikroszképos metszeteken a szinapszisok stirliségét a diszektor médszerrel
(Sterio, D.C., 1984) allapitottuk meg. 90 nm vastag sorozatmetszeteket hasznalva
meghataroztuk a szinapszisok atlagos kivetitett magassagat mind az axo-szomatikus, mind az
axo-dendritikus szinapszisok esetében. Ennek az értéknek a 30%-at tekintettiik a diszektor

magassaganak. Mivel az axo-szomatikus szinapszisok az axo-dendritikusoknal lényegesen
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nagyobbak, itt a diszektor magassidga is meghaladta az axo-dendritikus szinapszisoknal
alkalmazott értéket: egymastdl kb. 270 nm tavolsagra levé parhuzamos metszeteken 12-15
perikariont hasonlitottunk §ssze az axo-szomatikus szinapszisok esetében, az axo-dendritikus
szinapszisok vizsgalatakor pedig kb. 180 nm tavolsagra 1évé parhuzamos metszeteken
analizaltunk metszetenként 50-60 szinapszist. Szinapszisnak azt a struktirat tekintettiik, mely
posztszinaptikus denzitast és legalabb harom szinaptikus vezikulat tartalmazott. A
szinapszisok szamat a
N=2Q Vg

képlet alapjan szamoltuk ki, ahol

IQ jelenti azon szinapszisok szamat, melyek az egyik metszeten megtalalhatoak,
ugyanakkor a vele parhuzamos metszeten mar nem. V,  a diszektor térfogata, mely az

analizalt perikarion teriilete és a két parhuzamos metszet kozti tavolsag szorzata.

VILI. Elektrofiziologiai vizsgalatok

Ketavet (10 mg /100 g) és Rompun (xilasine, 0.8 mg / 100 g) 2:5 aranyud keverékével
altatott ovariektomizalt patkanyokat sztereotaxias késziilékbe helyeztiink és 2.5 M NaCl
oldattal feltolt6tt iiveg elektrodaval elértiik a nucleus arcuatus tertiletét. A miitét utan egy oran
at pihent az allat, majd megkezdtﬁk. az idegsejt aktivitidsanak regisztralasit. Az elektromos
elvezetés extracellularisan t6rtént, allatonként egyetlen sejtr6l legalabb 25-30 percen
keresztiil. Az elektromos aktivitds rogzitése alatt i.p. 17B-osztradiolt (100 pg / 100 g)
injektaltunk a kisérleti allatba.

A nucleus arcuatus funkcionalis kapcsolatainak feltarasa céljabol kétféle érz6 bemenet

ingerlésének hatasat is megvizsgaltuk: egyrészt a bajuszparndt, masrészt a jarulékos
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szaglogumoét (bulbus olfactorius accesorius) ingereltiik és ezt kombindltuk az 6sztradiol
kezeléssel. A bajuszparnat bipolaris tii elektrodokkal (1 Hz, 0.3 ms, 150-200 nA), a jarulékos
szaglogumot pedig bipolaris wolfram elektrédokkal (2 Hz, 0.3 ms, 50-100 pA) ingereltiik. Az
elektrodokat Narishige hidraulikus mikromanipulator segitségével 3-5 pum-es lépésekben
mozgattuk. A jelek 1 Hz alsé és 10 kHz felsé kiiszobii differencialis erdsit6n keresztiil
Tektronix tarold oszcilloszkdpra illetve szamitogépre keriiltek. A kisérlet utan az allatokat 4
%-os paraformaldehid oldattal sziven keresztiili perfiiziéval fixaltuk, és az elektrodak helyét

krezil ibolyaval festett, vibratommal késziilt metszeteken ellendriztiik.
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EREDMENYEK

I. Az exo-endocitotikus aktivitis valtozasa

A 17/3 -osztradiol indukalt plaszticitis részletes elemzéséhez a finomszerkezet d——/
vizsgalata jelentette a kiindulé pontot. Az elektronmikroszképhoz kapcsolt képanalizalé
rendszer segitségével meghatiaroztuk a GABAerg és nem GABAerg axo-szomatikus
szinapszisok szamat a neuronalis sejttest membranjanak 1000 m-ére vonatkoztatva. 24 draval /ULW\'L
az Osztradiol kezelés utan a GABA immunpgzitiv axo-szomatikus szinapszisok eléfordulasi
gyakorisaga csdkkent, mig a nem GABAerg szinapszisok szama nem valtozott szignifikénsan.

A nucleus arcuatus neuronjainak perikarionjaban szamos tiiskés vezikula volt
megfigyelhet6. Ezek koziil a kvantitativ analizishez csak azokat vettiik szamitasba, melyek a
sejtet hatarolé membrantél maximum 500 nm tavolsagra helyezkedtek el. Kiilén figyelmet
forditottunk a membrannal éppen fiiziondld tiiskés vezikulakra (coated pit), mivel ezek
szamabol a sejt exo-endocitdtikus aktivitasara lehet kovetkeztetni. Ezek a lefiiz8dések
ugyanolyan gyakorisiggal fordultak elé az asztrocita nyilvanyokkal szemkézti membran
tertileteken, mint a posztszinaptikus denzitisoknil. Az osztradiol kezelés hatasara az exo-
endocitétikus aktivitasra utald lefiiz6dések 1000 m membranra vonatkoztatott szima ,1-
megkoézelitdleg a hormon injekcié elotti érték kétszeresére nétt. A vezikuldk siirtisége az

Osztradiol hatasara szintén névekedett, bar a kiilonbség nem volt szignifikans (1. abra).
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1. abra. A plazmamembranrdl lefiiz6dd tiiskés vezikulak szdma a plazmamembran 1000
um-ére vonatkoztatva és a membrannal nem fuzionald tiiskés vezikulak szama a
citoplazma 100 pm’-ében, valamint az exo-endocitotikus képletek dsszesitett stirtisége.

A fekete oszlopok a kontroll, a fehérek az sztradiollal kezelt allatokra jellemz6 értékek.

Az Osztradiol altal indukalt strukturalis atrendezddés tehat nemcsak a szinapszisok
szintjén, hanem a membranban lejatszod6 atalakuldsokban is tetten érhetd. A folyamat
molekularis mechanizmusaban ezért feltehetéen a sejt felszinén elhelyezkedd sejtadhézids
molekulék is részt vesznek. Figyelmiinket a PSA-NCAM felé forditottuk, mivel a molekula a
nucleus arcuatus-ban felnétt korban is expresszalddik, és szamos kutatdcsoport bizonyitotta,
hogy eldsegiti a membran részek egymashoz képest térténé elmozdulasat. A PSA-NCAM
szerepének vizsgalatahoz alapfeltétel a molekula megbizhato, reprodukalhaté médon térténd

immunhisztokémiai kimutatasa fénymikroszkopos szinten.
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I1. A PSA-NCAM immunhisztokémiai reakcio jellegzetességei

Kontroll koriilmények koézott a PSA lancot specifikusan felismerd antitesttel végzett
immunhisztokémiai reakcié soran reprodukdlni tudtuk az irodalomban részletesen
dokumentalt fest6dési mintazatot: intenziv, jellegzetesen pontszerii jelolddést mutattak a
hipokampuszban a gyrus dentatus szemcsesejtjel és az elsddleges szaglokéreg principalis
neuronjai, mig a kéreg egyéb teriiletein csak elszortan volt megfigyelhetd néhany
hasonloképpen foltosan fest6dé idegsejt. A hipotalamuszban 6nallé neuronok nem
kiilonithet6éek el, az idegsejtek teste fehéren rajzolddik ki az erés immunhisztokémiai jelet ad6
neuropilben. Ez karakterisztikus habszerii mintazatot eredményez a nucleus supraopticus-ban,
paraventricularis-ban €s a benniinket foglalkoztaté nucleus arcuatus-ban is (2. abra). A PSA-
NCAM immunreakcidé a neuronoktol eltéré formaban jelenik meg az oldalkamra falat alkotd
ependyma sejtekben €és a nucleus supraopticus-ba benyul6 radialis glidban, ugyanis itt a

reakcidtermék nem pontszeri jelet ad, hanem az egész sejtet egyenletesen kitdlti.

2. abra. PSA-NCAM immunreakci6 kontroll allat nucleus arcuatus-aban.

Lépték: 1 mm
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A PSA-NCAM molekulanak az 6sztradiol indukalt neuronalis plaszticitasban betdltott
szerepét a PSA lanc kétféle modon torténd befolyasolasaval vizsgaltuk meg. A
beavatkozasoknak magara a PSA-NCAM molekuldra gyakorolt hatasat minden esetben a
PSA-NCAM fénymikroszkopos immunreakcidja segitségével ellendriztik. A PSA lanc

modositasainak kovetkezményeit az alabbiakban foglalom Gssze.

III. Az endo-N injektalas hatasa

A PSA-NCAM fénymikroszképos immunhisztokémiai reakcidja alapjan az
ovariektomizalt patkanyok nucleus arcuatus-a f6l¢ torténé egyszeri endo-N injekcid sikeresen
eltavolitotta a hosszu poliszialsav lancot, mivel az injektalas oldalan nem volt fest6dés, a
kontralateralis oldalon viszont a kontroll allapotra jellemz6 PSA-NCAM immunreakcié volt
megfigyelhet6: a neuropil diffiiz, pontszerti, erés jelet mutatott, maguk a sejttestek pedig

fehéren rajzolddtak ki, nem jelolddtek (3. abra).

3. 4bra. Endo-N injekci6 hatésa a nucleus arcuatus-ban. A nyilhegyek a szircsatornat jelslik.

Léptek: 0,75mm
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A finomszerkezeti vizsgalatok tanlisiga szerint maga az endo-N injekcid, vagy az
enzimes emésztés nem okozott széveti karosodast, nekrotikus jelek nem voltak kimutathatdak.
A nucleus arcuatus-ban az axo-szomatikus szinapszisok tobbsége GABAerg (Parducz, A. és
munkatarsai, 1993). Mind a GABA immunreaktivitast mutaté, mind a nem GABAerg
szinapszisokban el6fordultak vilagos és un. s6tét magva (dense-core) vezikulak. A kolloidalis
arany szemcsék minden esetben a vilagos vezikulak f6l6tt voltak jelen, a sotét vezikulak soha
nem jelolédtek. A nem GABAerg szinapszisok a GABAergekhez hasonléan szimmetrikus
kapcsolatokat képeztek, bar kisebb szamban eléfordultak aszimmetrikus axo-szomatikus és
axo-dendritikus szinapszisok is.

A szinaptikus denzitisok meghatarozasa arra utalt, hogy a 17pB-6sztradiol kezelés
hatisa nem érvényesiilt az endo-N injekcioval azonos oldali nucleus arcuatus-ban: a
GABAerg szinapszisok denzitisa nem tért el szignifikdnsan a kontroll, csak szezam olajjal
kezelt allatra jellemz6 értékt6l. Ugyanakkor azon oldali nucleus arcuatus-ban, ahonnan
enzimatikus uton nem tavolitottuk el az NCAM molekulardl a poliszialsavat, 178-6sztradiollal
szignifikins GABAerg szinapszis szdm csokkenés volt indukalhaté. A nem GABAerg

szinapszisok szama egyik kisérleti csoportban sem valtozott jelentGsen (4. abra).
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4. abra. GABAerg axo-szomatikus szinapszisok stirliségének valtozasa Osztradiol injekcid
hatasara ovariektomizalt patkdny nucleus arcuatus-aban, kontroll és endo-N-nel kezelt allat
esetében. A fekete oszlopok az 6sztradiol kezelés el6tti, a fehérek az sztradiol kezelés utani

allapotot jelolik.

IV. A PSA-NCAM antitest oldalkamraba juttatasanak kdvetkezménye

Az antitest 6t nap alatt az oldalkamratdl tavoli teriiletekre diffundalt, elérte a nucleus
arcuatus-t is. A diffizi6 kiterjedését olyan modositott fénymikroszképos immunhisztokémiai
eljarassal ellendriztiik, melyben csak a masodlagos antitesttel inkubaltuk a metszeteket. A
nucleus arcuatus sikjaban készitett koronalis metszeteken a normal PSA-NCAM
immunreakcidval dsszevethetd, bar kevésbé specifikus és gyengébb festddés volt lathatd, mig
a kontroll, csak mesterséges agy-gerincveldi folyadékot kapott allat esetében nem kaptunk

immunhisztokémiai jelet. A masik kontroll csoport, ahol irrelevans IgM diffuziéja tortént, a
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peroxidazzal konjugalt anti-IgM ellenanyaggal valé reakcidt kdvetéen diffuz, aspecifikus

jelolodést mutatott, mely kiterjedt a nucleus arcuatus teriiletére is (5. abra).

5. abra. Koronalis metszetek olyan allat nucleus arcuatus-abdél, melynek oldalkamrajaba
miniozmotikus pumpa segitségével poliszialsavat felismerd antitest (A), illetve kontrollként
mesterséges agy-gerincveldi folyadék (B) diffundalt. A modositott PSA-immunfestéssel
kimutathaté, hogy az antitest eljutott a nucleus arcuatus-ba, mig a kontroll esetben nem

kaptunk immunreakciot. Lépték: 0,5 mm

Elektronmikroszkdéppal vizsgalva a metszeteket itt sem talaltunk a miitéti eljaras vagy
az Osztradiol injekcid altal esetlegesen kivaltott degeneraciora utalé nyomokat. A nucleus
arcuatus finomszerkezete ugyanazokat a jellegzetességeket mutatta, mint a korabbi
csoportokban. Az endo-N kezelést kapott allatokhoz hasonléan a diszektor modszer
segitségével meghataroztuk a GABAerg és nem GABAerg axo-szomatikus szinapszisok
stirliségét a PSA-NCAM antitesttel kezelt és mindkét kontroll csoportban, &sztradiol injekcidt
kovetéen (6. abra). A 17B-6sztradiol hatdsara szignifikansan csokkent a GABAerg axo-
szomatikus szinapszisok szama a kontroll allatok nucleus arcuatus-aban, vagyis sem a

mesterséges agy-gerincvel6i folyadék, sem az irrelevans IgM nem befolyasolta a mar
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korabban dokumentalt 6sztradiol indukalt szinaptikus atrendezédést. Ezzel szemben a PSA-
NCAM antitesttel kezelt patkdnyokban a GABAerg axo-szomatikus szinapszisok denzitasa
nem valtozott a 17B-6sztradiol injekcié utan, tehat a PSA-NCAM antitest in vivo nucleus
arcuatus-ba juttatasa meggatolta a kontroll csoportokban megfigyelheté Osztradiol hatés

kialakulasat (7. abra).

6. abra. Anti-PSA-val kezelt patkany nucleus arcuatus-abol késziilt sorozatmetszetek. A
vonatkoztatasi metszeten (A) egy GABA immunopozitiv (fekete nyil), és egy GABA
immunonegativ (iires nyil) szinaptikus végzddés lathat6, melyek a parhuzamos metszeten (B)

mar nem képeznek funkcionalis kapcsolatot. Lépték: 0,5um
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7. abra. Axo-szomatikus GABAerg szinapszisok stirtiségének valtozasa 6sztradiol injekcid
hatasara, mesterséges agy-gerincvel6i folyadékkal, aszcitesszel és anti-PSA-val kezelt

patkanyok nucleus arcuatus-aban.

A PSA lanc barmelyik moédon torténé modositasa, azaz a PSA enzimatikus
eltavolitasa, vagy az ellenkezd iranyu megkozelités, vagyis a PSA learnyékolasa a megfeleld
specifikus antitesttel egyarant azt eredményezi, hogy a 17B-6sztradiol nem képes szinaptikus
plaszticitast indukéalni a nucleus arcuatus-ban: a GABAerg axo-szomatikus szinapszisok
szama nem valtozik.

Az axo-szomatikus szinapszisok viselkedésének tanulményozéasat kovetGen
megvizsgaltuk a masik oldalt: az axo-dendritikus szinapszisok szdmanak alakulasat 17p-

osztradiol kezelés utan.
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V. 17B-6sztradiol hatasa az axo-dendritikus szinapszisok szamara

Az axo-szomatikus szinapszisokhoz hasonldan az axo-dendritikus szinapszisok
slirliségét is a diszektor mddszerrel hataroztuk meg beagyazas utani GABA immunreakciot
kovetden. Az axo-dendritikus szinapszisok kozott is talalunk GABAerg és nem GABAerg
szinapszisokat, melyek az axo-szomatikusokhoz hasonl6éan egyarant tartalmaznak vilagos és
,,dense core” vezikuldkat, bar ez utdbbiak kisebb gyakorisaggal fordulnak el6. A kolloidalis
aranyszemcsék kizardlag a vilagos vezikuldk folott helyezkedtek el. Az axo-szomatikus
szinapszisoktol eltéréen az axo-dendritikus szinapszisok ko6zott megkézelitéleg egyenld
aranyban voltak jelen GABAerg és nem GABAerg axon termixlz'iig](Az axo-dendritikus

szinapszis kategorian beliil kiilén osztalyba soroltuk a dendrittiiskén talalhaté szinapszisokat

(8. 4bra).

8. 4bra. Patkdny nucleus arcuatus-ban talalhaté dendrittiiskén szinaptizalé GABAerg
(nyilhegyek), és nem GABAerg végzddések (nyilak). Lépték: 0,5um
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Erdekes médon a 17B-osztradiol kezelés hatdsira ugyan némiképp megnétt az
Osszesitett nem GABAerg axo-dendritikus szinapszisok szama, de ez a valtozas statisztikailag
nem volt szignifikans. A GABAerg axo-dendritikus szinapszisok egészét tekintve pedig még
ez az enyhe novekedési tendencia is alig figyelhet6 meg. Tehat a dendrittiiskén levd és a
tiiskén kiviili szinaptikus stirliségeket egyiittesen vizsgalva a 17B-6sztradiolnak nem volt
jelentés hatdsa a szinapszisok szamara (9. abra). Annal meglepébb viszont, hogy a
dendrittiiske szinapszisokat ¢6nalléan elemezve latvanyos ndvekedés figyelhetdé meg a nem
GABAerg axo-dendritikus szinapszisok strliségében 17p-6sztradiol adéasat kdvetéen. A

GABAerg tiiskeszinapszisok nem mutattak szignifikans valtozast (10. 4bra).
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9. 4bra. Axo-dendritikus szinapszisok stirliségének valtozéasa &sztradiol kezelés (E,) hatasara
ovariektomizalt (OVX) patkany nucleus arcuatus-aban. A fehér oszlop a GABAerg, a fekete a

nem GABAerg szinapszisokat jeloli.



3

sOrliség

a0 -

40 -

30 4

20 4

10

oV OVX+E,

10. abra. Dendrittiiske szinapszisok stirliségének valtozasa ovariektomizalt (OVX) patkany
nucleus arcuatus-aban 6sztradiol (E,) kezelés hatasara. A fehér oszlop a GABAerg, a fekete a

nem GABAerg szinapszisokat jeloli.

Ha figyelembe vessziik, hogy mindez az axo-szomatikus szinapszisok atrendezddésével
parhuzamosan, a 17p-0sztradiol injekcid utdn 24 éran beliil kovetkezik be, a hormonkezelés
komplex hatasaval kell szamolnunk, mely egyrészt noveli az axo-dendritikus szinapszisokon
keresztiil az ingerl6 bemenetet, masrészt csokkenti a neuronalis sejttestre érkezd gatlast. Tehat
két oldalrdl is adottak a feltételek ahhoz, hogy a neuron aktivitasa fokozodjon, amennyiben az
axo-szomatikus és axo-dendritikus szinapszisok Osszehangolt atrendezddése ugyanazon

neuront érinti. Ezt a feltételezést vizsgaltuk meg elektrofizioldgiai mddszerekkel.
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VI. Az elektrofiziolégiai vizsgalatok eredményei

A nucleus arcuatus idegsejtjei kontroll, &sztradiol ~mentes allapotban viszonylag
mérsékelt spontan aktivitast mutattak: egyenletes, nagyobb ingadozasoktdl mentes tiizelési
mintazat volt megfigyelheté mintegy 25-30 percen keresztiil. Ez a nyugodt miikédési mod
dramaian megvaltozott 17B-0sztradiol hatasara. A hormon i.p. injektalasat kdvetdé 25 perc
utdn az idegsejtek tiizelési aktivitisa a kontroll értéknek megkdzelitbleg négyszeresére
n6vekedett (11. abra). Ez alatamasztja a morfoldgiai modszerekkel kimutatott finomszerkezeti
atrendezGdést, mely szerint a nucleus arcuatus neuronjainak egyrészt csokken a sejttestre
irinyul6 gatlé afferenticidja, masrészt a tiiskeszinapszisokon keresztiil a serkentd bemenet
fokozddik Gsztradiol kezelést kdvetden.

A nucleus arcuatus funkcionalis kapcsolatainak felderitésére iranyulé kisérletek
elgondolkodtaté eredményre vezettek. Kideriilt, hogy a kétféle szenzoros afferenticio
ingerlése ellentétesen moédositotta az arcuatus neuronjainak elektromos aktivitisat: a
trigeminalis bemenet, azaz a bajuszparna stimulaldsa fokozta az idegsejtek tiizelési
frekvencidjat, mig a jarulékos szaglogumé ingerlésére ugyanezek a neuronok alacsonyabb
tiizelési aktivitassal valaszoltak.

Mivel az el6zetes adatok ismeretében a 178-Gsztradiol jelentGs szinaptikus atrendezédéseket
eredményez a nucleus arcuatus-ban, melynek funkcionalis kovetkezménye a spontan
elektromos aktivitdis gyors novekedése, felmeriilt a kérdés, hogy ez a hatds mennyire
specifikus, azaz érint-e olyan rendszereket is, melyek a hormonalis szabalyozisban nem
vesznek részt. Ezért a kétféle afferentacid ingerlését kombinaltuk az &sztradiol kezeléssel.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy ugyan az alapaktivitis fokozddas bekovetkezett 178-

6sztradiol hatasara, de sem a trigeminalis stimuléacid altal kivaltott aktivitas novekedés, sem a
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szaglorendszerbdl érkezd ingeriilet okozta csokkent tiizelési frekvencia nem tért el 1ényegesen

dsztradiol jelenlétében a hormon injektalas elott regisztralt valtozastdl (12. abra).
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11. abra. Nucleus arcuatus neuronjainak spontan aktivitasa dsztradiol injekcid el6tt (O perc) €s

utan (25 perc). **p<0,01
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12. 4bra. A bajuszparna (fekete oszlopok) és a jarulékos szaglégumoé (sziirke oszlopok)
ingerlésének hatdsa a nucleus arcuatus neuronjainak spontan aktivitdsara (fehér oszlopok)

dsztradiol kezelés el6tt (0 perc) és utan (25 perc). *p<0,05, **p<0,01
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Kisérleteink eredményei egyrészt Osszhangban vannak a nucleus arcuatus-ban
Osztradiol hatdsara végbemend, mar korabban dokumentalt valtozasokkal, masrészt 1jabb

adatokat szolgaltatnak az &sztradiol hatasmechanizmusaval kapcsolatban.

I. Membran szintii valtozasok

Az Osztradiol membrant érint§ hatasa sokrétii: befolyasolja a membran transzportot
(Pietras, R.J. és Szego, C.M. 1975) és bizonyos neurotranszmitter receptorokat (Biegon, A. és
munkatarsai, 1982), megvaltoztatjia az idegsejtek ingerelhet6ségét (Teyler, T.J. és
munkatarsai, 1980), valamint a plazmamembranban igen gyorsan bekévetkez6
finomszerkezeti valtozasokat hoz l1étre (Rambo, C.O. és Szego, C.M. 1983).

A membran szerkezetét érintd, 6sztradiol kivaltotta atalakulisokat részletesen L.M.
Garcia-Segura és munkatarsai tanulmanyoztak. Fagyasztva toréses modszerrel kimutattak,
hogy az intramembran partikulumok szdma a patkany nucleus arcuatus-ban az §sztrusz ciklus
soran valtozik: prodsztrusz €s dsztrusz alatt a 10 nm-nél kisebb partikulumok szama csokkent,
a 10 nm-nél nagyobbaké pedig novekedett a didsztrusz napjan megfigyelhet6 allapothoz
képest. Ugyanakkor a didsztruszhoz viszonyitva prodsztrusz napjan a perikarion
plazmamembranjiban jelentGsen nagyobb szdmban voltak jelen exo-endocitétikus aktivitasra
utalé képletek (Garcia-Segura, L.M. és munkatarsai, 1988). Ovariektomizalt patkanyokat
osztradiollal kezelve és a nucleus arcuatus-t fagyasztva téréses modszerrel vizsgéalva idGben
nyomon kovetheté volt a 17B-6sztradiol hatasa. Szignifikansan megnovekedett a membranba
beolvadd vezikuldk szdma 25 perccel az §sztradiol injekcié utan, mely maximumat 30 perc

alatt érte el és ez a szint 24 6ra elteltével is fennmaradt (Parducz, A. és munkatarsai, 1996).
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In vitro kisérletek tovabbi bizonyitékot szolgaltattak az Gsztradiol endocitétikus
aktivitist fokozé hatdsara: nucleus arcuatus-t tartalmazé agyszeletet torma peroxidazzal
inkubaltak és kimutattak, hogy az enzimet az agyszelet nagyobb mértékben vette fel 6sztradiol
jelenlétében (Garcia-Segura, L.M. és munkatarsai, 1987).

Ezen  fokozott  membrin  mikodést  munkacsoportunk  transzmisszios
elektronmikroszkdpiai moddszerekkel igazolta. Kimutattuk, hogy 24 Oraval az Osztradiol
kezelést kovetéen a vezikula lefiiz6dések szama szignifikansan megnovekszik és a tiiskés
vezikuldk szama hasonlé tendenciat mutat. Nem publikalt megfigyeléseink szerint a Golgi
komplex is kiterjedtebb, aktivabb miikodést sejteté formaban van jelen osztradiol injektalas
utan.

A kisérleti adatok tehit arra utalnak, hogy az &sztradiol hatasinak kifejtésében
kozremiikédik egy- vagy tobbféle, a sejtek felszinén talalhaté molekula. Ennek kémiai
természete valdsziniileg glikoprotein, mivel a kisméretli intramembran partikulumokrol
bebizonyosodott, hogy concanavalin A-t képesek adszorbedlni (Garcia-Segura, L.M. és
munkatarsai, 1989). Ezt figyelembe véve az &sztradiollal kapcsolatba hozhaté membranalkotd
molekuldk els6 szamu jeloltjének a nucleus arcuatus-ban feln6tt korban is expresszalédo

kiilénleges glikoproteint, a PSA-NCAM-et tekintettiik.

II. A PSA-NCAM és az dsztradiol hatas kozti Osszefiiggés

Az embriéban &ltalanosan el6fordulé PSA-NCAM felndtt korban is nagy
mennyiségben van jelen a kiilénboz6 fiziologias ingerekre reverzibilis morfoldgiai
dtrendezédéssel valaszold agyteriileteken. Az egyik legjobban jellemzett ilyen area a
hipotalamuszban taldlhaté nucleus supraopticus és paraventricularis (Theodosis, D.T. és

Poulain, D.A. 1993). Elektronmikroszkdpos vizsgalatok tantisiga szerint ezen nagysejtes
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magokban a PSA-NCAM expresszalédik mind a neuronok, mind az asztrocitdk nyulvanyain.
Oxitocin illetve vazopresszin hatasira az idegsejteket és az asztroglidkat egyarant érinté
reverzibilis finomszerkezeti atalakuldas megy végbe: laktacio illetve krdnikus ozmotikus
stressz alatt a neuronok glia boritasa csdkken és nagyobb szamban jelennek meg kozos
(shared) szinapszisok, azaz ugyanaz az axon terminél%gyszerre két idegsejt szomajaval alkot
szinapszist. Az inger megsziinését kovetden a szinapszisok a kontrollnak megfelel6 allapotra
rendezédnek vissza (Theodosis, D.T. és Poulain, D.A. 1984; Theodosis, D.T. és munkatarsai,
1998). Azonban ha in vivo endo-N enzim injektdlasaval az egyik oldali nucleus supraopticus-
ban eltavolitjak a PSA-t, a laktacid és a dehidracié altal kivaltott szinaptikus valtozidsok nem
jatszédnak le. Ugyanakkor az ellenoldali nucleus..supraopticus, ahol tovabbra is jelen van a
nyulvanyok felszinén a PSA-NCAM, a korabban dokumentalt médon reagal az emlitett
fiziolégias ingerekre (Theodosis, D.T. és munkatarsai, 1999).

A hipotalamusz egy masik magja, a munkacsoportunk altal régéta tanulmanyozott
nucleus arcuatus sok tekintetben rokon a nucleus supraopticus-szal. Az arcuatus-ban is
reverzibilis szinapszis szam valtozas torténik hormonalis indukcié hatisara. Ez a teriilet
azonban nem oxitocinra és vazopresszinre, hanem Osztradiolra érzékeny. Az &sztradiol szint
emelkedése a nucleus supraopticus szinaptikus valtozasaival ellentétes iranyu atrendezdédést
valt ki: az idegsejtek asztrocita boritasa kiterjedtebbé valik, ezzel parhuzamosan a GABAerg
axo-szomatikus szinapszisok szdma csokken (Parducz, A. és munkatarsai, 1993). A nucleus
arcuatus-ban is fennmarad a PSA-NCAM termelodése felndtt korban, de itt még nem
tisztazott, hogy az idegsejtek mellett az asztrocitak felszinén is jelen van-e a molekula.
Kisérleteink - melyekben egyrészt endo-N in vivo injektalasaval eltavolitottuk az egyik oldali
nucleus arcuatus-b6l a PSA lincot, masrészt szintén in vivo a hosszu poliszialsavat

specifikusan felismerd antitestet k6téttiink a PSA-NCAM-hez - a nucleus supraopticus-ban

TEE

-
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végzett vizsgalatokkal teljesen 6sszhangban arra engednek kévetkeztetni, hogy a plasztikus
valtozasok lejatszodasahoz nélkiilézhetelen a PSA-NCAM jelenléte az érintett sejtek
felszinén. A PSA-NCAM molekulan beliil a legfontosabb rész a hosszi poliszialsav lanc.
Amennyiben ezt enzimatikusan eltavolitjuk a fehérjér6l, mikozben maga a fehérje vaz
érintetlen marad, illetve specifikus antitesttel learnyékoljuk, a PSA-NCAM sejtadhéziét
csokkenté hatdsa nem érvényesiil. Ebb6l kdvetkez6en az egymassal érintkez6 membran
felszinek nem tudnak elmozdulni, a meglévé sejt-sejt kapcsolatok elvesztik atrendezédésre
valo képességiiket. Fontos kiemelni, hogy a szinaptikus valtozasok a PSA-NCAM normal
sejtfelszini jelenléte esetén csakis akkor jatszodnak le, ha valamilyen inger kivaltja azokat. A
nucleus arcuatus esetében ez az indukald tényezo az dsztradiol. Az dsztradiol hatasat azonban
csak a PSA-NCAM segitségével képes kifejteni, mivel a hosszii PSA lanc teszi lehetévé a
membranok kozti fizikai kapcsolatok atalakuldsat. A nucleus arcuatus ciklikus szinapszis
szam valtozasahoz tehat legalabb két faktor egyiittes jelenléte sziikséges: az 6sztradiolé, mely
eldidézi a szinapszis szam cs6kkenést, valamint a PSA-NCAM molekulaé, mely permissziv
szerepet t6lt be a folyamatban. A PSA-NCAM elektronmikroszképos lokalizicidja
koézvetleniil bizonyithatja, hogy a burkolt lefiiz6dések altal jelzett membranszerkezeti
atalakulas érinti ezt a sejtfelszini molekulat, de elképzelhet6 egyéb, szintén a sejtek felszinén

megtalalhato molekulak részvétele is.
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III. A PSA-NCAM permissziv szerepe a neuronalis plaszticitasban

A PSA-NCAM szerkezeti atrendezédéseket megengedd funkcidja arra utal, hogy a
molekula nemcsak a hipotalamusz, hanem az egész idegrendszer plasztikus valtozasainak
egyik alapfeltétele lehet. Gyakorlati szempontbodl kiilonésen lényeges a sériilés utani
regeneracidban belt6ltdtt szerepe. Ebben a tekintetben igéretesnek tiinik a bulbus olfactorius
PSA-NCAM immunreaktiv struktirainak reverzibilis kémiai deafferenticiot kovetd

tanulmanyozasa. Ilyen iranyu kisérletek a kézelmultban kezdédtek meg munkacsoportunkban.

IV. Osztradiol altal kivaltott finomszerkezeti dtrendezédések

Az 6sztradiolnak mar az embrionalis illetve korai posztnatalis élet soran kulcsszerepe
van az idegrendszer nemi kiilonbségeinek kialakitasaban. Ezen eltérések az idegsejtek, sot az
asztrocitdk morfologiai atalakuldsaiban nyilvanulnak meg, melyeknek természetesen
miik6désbeli kdvetkezményei vannak. A nucleus arcuatus teriiletén észlelheté szexualis
kiilénbségek a neuronok szamaban, a mag térfogatiban, valamint az axo-szomatikus és az
axo-dendritikus szinapszisok szaméban nyilvanulnak meg. Him felndtt patkanyban a nucleus
arcuatus idegsejtjeinek szdma, valamint ezzel dsszhangban a mag térfogata szignifikansan
nagyobb, mint a ndstényekben (Leal S. és munkatarsai,1998). A szinaptikus kapcsolatokat
tekintve érdekes kiilonbség figyelhet6 meg a két nem kozott: az axo-szomatikus szinapszisok
szama kétszer annyi himekben, mint néstényekben, ugyanakkor az axo-dendritikus tiiske
szinapszisok szdma a himekben csak fele a néstényekben kapott értéknek. Ez a kiilonbség a
nucleus arcuatus-ra specifikusan jellemz6, a kézvetleniil szomszédos ventromedialis magban
mar nem figyelhetd meg (Mong J.A. és munkatarsai, 1999a). Az idegsejtek kozti funkcionalis
kapcsolatokban jelentkez6 eltérések az asztrocitdk morfolégiai valtozasaival pontos

korrelaci6t mutatnak. Ha a sziiletést kdveté masodik napon tesztoszteronnal kezelik a kisérleti
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allatokat, a him nemi hormon az aromataz enzim segitségével Osztradiolla alakul at és a
nucleus arcuatus-ban az asztrocitdk nyulvanyosodasat, azaz a jellegzetes csillag forma
kialakulasat idézi eld. Az asztrocitdk morfologiai atalakuldsival parhuzamosan a
dendrittiiskék stirlisége 37 %-kal cs6kken (Mong J.A. és munkatarsai, 1999b).

A tiiskeszinapszisok sokkal fogékonyabbak a plasztikus atrendezGdésekre, mint a
dendritek torzsén elhelyezkeddk, ugyanis Matsumoto és munkatarsai altal végzett hasonld
tesztoszteron kezelés nem befolyasolta a nem tiiskén talalhaté axo-dendritikus kapcsolatokat.
Ezzel szemben a dendrittiiske szinapszisok szama ennek a munkacsoportnak az adatai szerint
is szignifikansan csokkent (Matsumoto A és Arai Y, 1981).

Az osztradiol nemcsak az élet korai szakaszaban vesz részt az idegsejtek és a velik
atalakulasokat indukal felnétt nGstény patkanyokban is fizioldgids koriilmények kézott, mely
jol modellezhetd a munkacsoportunk altal is alkalmazott ovariektomizalt allatok 17p-
Osztradiollal térténd kezelésével. Ezen szerkezeti atrendez0dések egyrészt az axo-szomatikus
szinapszisokat, masrészt az axo-dendritikus szinapszisokon beliil a tiiskeszinapszisokat
érintik. Erdekes médon a neuronok sejttestjére érkezé kiilonféle transzmittereket tartalmazo
axon terminélokiS oziil kizarolag a gatlo, azaz a GABAerg szinapszisok szama valtozik
szignifikansan, mégpedig csokken. Ezt a mar 1993 6ta ismert eredményt egészitettiik ki jelen
vizsgalatainkkal, melyek a 17(3-0sztradiolnak az axo-dendritikus szinapszisokra kifejtett
hatasat allitottak a figyelem kozéppontjaba. Az axo-szomatikus szinapszisokkal ellentétben a
az axo-dendritikus tiiske szinapszisok esetében éppen a nem GABAerg, azaz a serkentd
szinaptikus bemenetek szdma valtozik, és a folyamat irdnya is ellentétes az axo-szomatikus
szinapszisoknal megfigyelthez képest, mivel itt noévekedés regisztralhatd. Az

elektrofizioldgiai vizsgalatok eredményei egyértelmiien arra utalnak, hogy ez az 6sszehangolt

dl's
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szinaptikus atrendez6dés ugyanazon neuron szOmajat és dendritfajat érinti. Az ingerl6
bemenet fokozddasa és a gatlo afferentacié csokkenése kdvetkeztében a nucleus arcuatus
idegsejteinek aktivitisa magas Osztradiol koncentracio esetében az alapszintii miikddéshez
képest szignifikansan megnd, melynek valdsziniileg a luteinizald hormon felszabadulasidban
lehet szerepe. Figyelemre méltd, hogy a serkentd afferenticé novekedéséhez csak a
tiiskeszinapszisok jarulnak hozza, melyek szama a dendrittérzsdn talalhatdé szinapszisokhoz
viszonyitva elenyész0, ugyanis az Osszesitett axo-dendritikus szinapszis siirtiségben nem
talaltunk szignifikans eltérést. Tehat a tiiskeszinapszisok szamanak valtozasa beleolvadt a
joval nagyobb aranyban jelenlévo és az dsztradiolra nem reagalé dendrittérzsén elhelyezkedd
szinapszisok adataiba. A dendrittérzs szinapszisainak altalunk kimutatott viszonylagos
merevsége €s a tiiskeszinapszisok nagyfoku plaszticitasra valé hajlama 6sszhangban van a
korébbi irodalmi adatokkal.

A szinaptikus atrendez6dés mechanizmusat tekintve az axo-szomatikus szinapszisok
esetében igazoltuk, hogy a folyamatban nélkiilozhetetlen szerepet t6lt be a PSA-NCAM.
Feltehetd, hogy az axo-dendritikus szinapszisok is ennek analdgiajara rendez6dnek at, de

ennek kisérletes bizonyitasa a jovo feladata.

V. Az bsztradiol lehetséges hatdsmechanizmusa

Az 6sztradiol éltal kivaltott, az idegsejteket €s az asztroglidkat egyarant érinté gyors és
Osszehangolt szerkezeti atalakulas hatasmechanizmusa még szdmos tekintetben tisztazasra
szorul. Jelen kisérleteink a membranszintii folyamatok lezajlasinak modjat vilagitottak meg
részletesebben, elsésorban az egyik legjobban ismert sejtadhéziés molekula, a PSA-NCAM

részvételének igazolasaval.
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Azonban az a régéta vitatott kérdés, mely szerint az dsztradiol els6dleges célpontjanak
a neuront vagy a gliat kell-e tekinteni, maig sem megoldott. Az idegsejtek dendritfajanak
morfoldgiai véltozasai, de foleg az dsztradiolnak a GABA szintézisét végz6 enzimre, a GAD-
ra gyakorolt hatasa (Krizbai, I. és munkatarsai 2000), valamint az a tény, hogy az axonalis
noévekedésben szerepet jatsz6 GAP-43 expresszidjat az Osztradiol fokozza (Lustig R.H. és
munkatarsai, 1991; Shughrue P.J. és Dorsa D.M. 1993), a neuronilis célpontot latszik
alatamasztani. Ugyanakkor a gliasejtek els6dleges szerepe mellett szélnak azok a kisérleti
adatok, melyek szerint a 17p-6sztradiol ndveli a GFAP expressziot, tenyészetben és in vivo is
indukalja az asztrogliak nyulvanyosodasat, az asztrocitdk pedig olyan neuroaktiv anyagokat
bocsatanak ki, mint pl. az L. tipusu inzulin-szerii n6vekedési faktor, melyrél bizonyitott, hogy
részt vesz az Osztradiol indukalt szinaptikus plaszticitisban (Garcia-Segura L.M. és
munkatarsai, 1999).

Az 6sztradiol hatdsmechanizmusanak molekularis szinten megoldandé problémaja az a
kérdés, hogy a szteroid hormonok hatasukat genomikus tton vagy kézvetleniil a membranra
gyakorolt hatassal fejtik-e ki. A nem genomikus ut hipotézist in vitro agyszeleten végzett
elektrofiziologiai vizsgalatok eredményei tamogatjak (Li, C.S. és munkatarsai, 1989,
Yeoman, R.R. és Jenkins, A.J. 1989). Ezek a preparatumok krdnikus &sztradiol kezelést
kapott patkanyokbdl késziiltek, ezért nem szolgaltatnak informacidt az osztradiol hatasanak
id6beli lefolyasara. Az altalunk végzett elektrofizioldgiai kisérletek a fagyasztva toréses
morfologiai vizsgélatokkal Gsszecsengden arra utalnak, hogy az &sztradiol hatdsa in vivo 25
perc alatt jelentkezik. Mosher és munkatarsai (Mosher, K. és munkatarsai, 1971) szerint a
szteroidok igen gyorsan, 10-20 perc alatt képesek genomikus hatasukat kifejteni. Ennek
alapjan a nucleus arcuatus-on munkacsoportunk altal végzett morfoldgiai és elektrofiziolégiai

kisérletek eredményei tiikrézhetnek a genom szintjén bekovetkezd valtozésokat. Ezek
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kézvetve vagy kozvetleniil érinthetik a PSA-NCAM szintézisét, sejtfelszinre torténd
transzportjat illetve internalizalédasat, sGt, egyes neurotranszmitterek, mint pl. a GABA

termel6dését is.

KISERLETEINK EREDMENYEINEK ROVID OSSZEGZESE

1. A 17B-6sztradiol hatasa a patkany nucleus arcuatus-ban 25 perccel a kezelést kdvetSen

mar detektilhato.

N
2. Egyszeri 17B-0sztradiol i.p. injekciot kdvetéen a nucleus arcuatus idegsejteinek M
) t
membranjaban szignifikansan nagyobb szamban jelennek meg vezikula lefiiz6dések és a

tiiskés vezikulak szama is hasonlé médon valtozik.

3. A 17B-6sztradiol csak PSA-NCAM jelenlétében képes indukalni a GABAerg axo-

szomatikus szinapszisok visszahuzddasat.

4. Az axo-szomatikus szinaptikus valtozassal parhuzamosan a nem GABAerg axo-

dendritikus tiiskeszinapszisok szdma 173-6sztradiol hatasara megn6.

5. A PSA-NCAM normal expresszidja esetén a 17P-Osztradiol altal kivaltott szinaptikus
atrendez6dések funkcionalisan a neuronok fokozott tiizelési aktivitisaban nyilvanulnak

meg.

6. A trigeminalis illetve szaglérendszerb6l a nucleus arcuatus-ba érkezé afferentacié az

dsztradioltdl fiiggetleniil befolyasolja a neuronok tiizelési mintazatat.
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A DISSZERTACIO OSSZEFOGLALASA

Az élet kihivasaival az él6lények csak ugy tudnak megbirkdzni, ha a megfelelé
informacidkat érzékelik és feldolgozzak. A kiils6 és bels6 kémyezet valtozo hatasaira a
gerinces szervezetek a kdzponti idegrendszeriiket alkot6 t6bb millié idegsejtnek kdszonhetéen
rendkiviil jol szervezett médon reagalnak, ugyanakkor a neuronok maguk is alkalmazkodnak
az 1j koriilményekhez. Ez azt jelenti, hogy az ingeriiletek nemcsak eljutnak a megfelel6
idegsejtekhez, hanem meg is valtoztatjdk a kozottik létez6 kommunikaciés halézatot.
Moddosulhat a neuronok dendritfaja, leginkdbb a dendrittiiskék szdma, vagy gyakran a
gliasejtek alakja. Ezek az osszehangolt valtozasok befolyasoljak a sejt-sejt kapcsolatokat,
ezaltal a szinaptikus szervezddés is atalakul, melynek kdvetkeztében lényeges miikodésbeli
eltérések jonnek létre. Ezt a kdryezeti tényezOk széles skilajahoz torténé alkalmazkodasi
képességet foglalhatjuk 6ssze toméren a neuronalis plaszticitas kifejezéssel.

Nem meglepd, hogy az embrié fejlédé idegrendszerében plasztikus valtozasok
térténnek, mivel az axonok kétegekbe rendezGdése, a célsejtek megtalalasa és a sejtek
vandorlasa leginkabb az élet korai szakaszira jellemz6. Azonban vannak az idegrendszerben
olyan teriiletek, mint pl. a hipotalamo-hipofizealis vagy a szaglorendszer, ahol ezek az
embrionadlis sajatsagok még felndtt korban is megmaradnak. Létezik tovabba még egy
jellegzetesség, mely megfigyelhetd mind az embrionalis idegrendszer egészében, mind a
feln6tt idegrendszer azon részeiben, melyek leginkabb hajlamosak plasztikus valtozasokra. Ez
a kozos jellemz6 a neuronalis sejtadhézids molekula embrionalis forméajanak, azaz angol
roviditéssel a PSA-NCAM molekulanak az expresszioja. A molekula egy kiilonleges
glikoprotein, melyet egy fehérje vaz és egy o2,8-kstéssel egymashoz kapcsolodo szidlsav

monomerekbdl felépiild hosszi lanc, a poliszidlsav (PSA) alkot. A PSA rész teszi ki a
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molekula tomegének 30 %-at, mig a feln6tt idegrendszer legnagyobb részében a molekula
szialsav tartalma minddssze 10%. A PSA kiilénosen fontos része a molekulanak, mivel nagy
térfogata és negativ toltése révén csokkenteni képes a sejtek kozti adhézidt. Tovabba
figyelemre mélté osszefliggés allapithatdé meg a PSA-NCAM molekula eloszlasa és a
neuroplasztikus valtozasra valé hajlam kozott.

Az egyik ilyen, a felndtt idegrendszerben a PSA-NCAM expressziot megirzd régid
egyben reverzibilis szinapszis szam valtozasairdl is jol ismert. Ez a teriilet a hipotalamusz,
ahol a nucleus supraopticus-ban és paraventricularis-ban oxitocin, mig a nucleus arcuatus-ban
Osztradiol indukcié hatdsara finomszerkezeti atrendezédések mennek végbe. Mivel az
Osztradiol koncentracié a felndtt néstény allatokban az Osztrusz ciklus soran valtozik, a
nucleus arcuatus szinaptikus atalakulasai kovetik a keringé 6sztrogén szintjét: a prodsztrusztol
Osztruszig terjed6 id6szakban az axo-szomatikus szinapszisok szama szignifikansan csékken.
A folyamat Osztrusz-metdsztrusz idején megfordul, azaz az axo-szomatikus szinapszisok
szama emelkedik, mig helyredll a kiindulasi, prodsztruszra jellemzé allapot. Az axo-
szomatikus szinapszisok szaménak valtozasit a glia nyllvanyok ugyancsak reverzibilis
atrendez6dése kiséri. Erdekes médon a ciklikus szinaptikus atalakulsok csak a GABAerg
szinapszisokat érintik, a nem GABAerg szinapszisok szima nem valtozik.

A disszertacioban Gsszefoglalt kisérletekkel arra igyekeztiink valaszt talalni, hogy ez a
neuronalis plaszticitast jol tiikr6z0 jelenség milyen mechanizmussal jatszodik le. Kiilonds
figyelmet forditottunk a sejtek felszinét érintd valtozasokra, mivel a sejtek kozti kapcsolatok
atrendez6dése altaldban membran-membran kolcsonhatasokat is jelent. A kisérleteket
ovariektomizalt néstény patkdnyokon végeztiik, melyeket 17B-6sztradiollal kezeltiink, mivel
ilyen koriilmények k6zott jol kézben tarthaté médon reprodukalhaté a fizioldgidsan lejatszodo

6sztradiol indukalt szinaptikus valtozas. A morfoldgiai vizsgalatok hagyomanyos
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transzmissziés elektronmikroszképiaval torténtek, melyet IBAS képanalizalé rendszerrel
kombindlva alkalmaztunk, az &sztradiol kezelés funkcionalis kévetkezményeit pedig
elektrofiziolégiai modszerekkel tanulmanyoztuk.

A kisérletek elsé fazisaban arra voltunk kivancsiak, hogy az 6sztradiol kezelést kiséri-
e valamilyen valtozids az idegsejt membranjaban. 24 oraval az §sztradiol injekcié utan
perfundaltuk az allatokat, majd véletlenszerlien kivalasztott ultravékony metszeteken
meghataroztuk a tiiskés vezikulaknak és lefliizddéseknek a perikarion membran 1000 pm-ére
es6 szamat. Megallapitottuk, hogy az exo-endocitétikus lefiiz6dések szama szignifikansan
emelkedett egy nappal az osztradiol kezelés utan. Tiiskés vezikulak jelen voltak az egész
citoplazmaban, de statisztikai 6sszehasonlitas céljara csak azokat vettiik figyelembe, melyek
az idegsejt memranjatol kevesebb, mint 500 nm tdvolsagra helyezkedtek el. Ugyan
tapasztaltunk némi névedést ezek szamaban, de ez nem volt statisztikailag szignifikans. Arra a
kévetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a morfologiai valtozdsok olyan &sztradiol indukalt
viltozasokat jeleznek, melyek a neuronélis membran alkotdrészeinek transzportjat és/vagy
ijratermel6dését érintik. Mivel a nucleus arcuatus azon idegrendszeri teriiletek kézé tartozik,
ahol a PSA-NCAM termelddése az egész élet 'sorén fennmarad, nem zarhattuk ki azt a
lehetSséget, hogy a megnoévekedett exo-endocitétikus aktivitisban részt vevé molekulak
kozott a neurondlis sejtadhéziés molekula embrionalis formaja is megtalalhato.

Figyelmiinket ezért a PSA-NCAM felé forditottuk, hogy megvizsgaljuk, milyen
szerepet jatszik a molekula a nucleus arcuatus szinaptikus kapcsolatainak atszervezédésében.
A PSA funkciéjat kétféle kisérleti megkozelitéssel tanulmanyoztuk. Egyrészt egy, a PSA
lancot specifikusan hasits, de az NCAM fehérje vazéit érintetleniil hagy6é enzim, az
endoneuraminiddz (endo-N) nucleus arcuatus folé t6rténé egyszeri injektalasaval

eltavolitottuk a poliszidlsavat. Masrészt egy miniozmotikus pumpa segitségével &t napon
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keresztiil az a2,8-as kotéseket specifikusan felismeré egér monoklonalis IgM antitestet
juttattunk az oldalkamraba. Mindkét eljarast 17B-0sztradiol injektalas kévette. A PSA lianc
megbolygatasanak hatékonysagat fénymikroszkopos PSA-NCAM immunhisztokémiai
reakcidval ellendriztiikk: a PSA eltavolitasat az endo-N injekcié oldalan az immunfestés
elmaradasa jelezte, mig a kontralateralis, kontrollként szolgald oldal a megszokott PSA-
NCAM festédést mutatta. A miniozmotikus pumpabdl a nucleus arcuatus-ba diffundalt PSA-t
felismer6é antitest jelenlétét olyan mddositott immunfestéssel mutattuk ki, ahol a primer
antitestet kihagytuk a reakciobol. Annak érdekében, hogy megallapitsuk az &sztradiolnak az
axo-szoinatikus szinapszisok szamara kifejtett hatasat, mindkét kisérleti megkdozelités
esetében beagyazast koévetd GABA immunhisztokémiai reakciot végeztiink ultravékony
" metszeteken, majd a szinapszisok siiriségét a diszektor modszerrel hatdroztuk meg.
Kimutattuk, hogy az osztradiol kezelést kovetd jellegzetes, a GABAerg axo-szomatikus
szinapszisokat érint6 szambeli csokkenés csak akkor kovetkezett 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 torténd hasitasa, az &sztradiol
nem volt képes a jol ismert szinaptikus atrendezddést indukalni a nucleus arcuatus-ban.

Az axo-szomatikus szinapszisok részletes elemzése utan az kezdett el foglalkoztatni
benniinket, hogy a masik tipusii neuronalis bemenet, azaz az axo-dendritikus szinapszisok is
reagilnak-e az osztradiol kezelésre. Az axo-szomatikus szinapszisokhoz képest figyelemre
mélt6é kiilonbséget talaltunk: a szinapszisok szama novekedett, de csak a dendrittiiskén
szinaptizalé serkent6 kapcsolatok esetében A nem GABAerg szinapszisok akir a
dendrittérzsén vagy a dendrittiiskén helyezkedtek is el, nem mutattak szignifikans valtozast.

Ezek a morfoldgiai eredmények felvetették azt a kérdést, hogy vajon a dendrittiiskén

lev6 serkentd bemenetek szdmanak novekedése és az idegsejtek szomajara iranyuld gatlas
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csbkkenése ugyanazon neuron populdciét érinti-e, mely az elektromos aktivitas
fokozodasahoz teremtene kedvezd feltételeket. Ezért rogzitettilkk legalabb 25-30 percen
keresztiil a nucleus arcuatus neuronjainak spontan aktivitisit, és az elvezetés alatt 17pB-
dsztradiolt injektaltunk a kisérleti allatba. Azt tapasztaltuk, hogy az Gsztradiol adasat kdveté
25 perc utan a tiizelési frekvencia jelentdsen fokozodott.

Mivel az Osztradiolnak meghatarozd szerepe van a nemi kiilonbségeket mutatd
magatartasi és neuroendol@{ reakcidkban, megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a
nucleus arcuatus neuronjainak aktivitasat két eltéré érzo6 ingeriilet 6sztradiol injekcio el6tt és
utan. Az egyik érz6 bemenet a jarulékos szaglogumobdl szarmazott. Ennek ingerlése az
arcuatus idegsejteinek elektromos aktivitasat csokkentette, mig a masik moddosité tényezd, a
bajuszparna ingerlése fokozta ugyanezen neuronok tiizelési aktivitasat. Meglepé modon sem a
szaglo, sem a trigeminalis rendszer ingerlésének hatdsat nem befolyasolta a 17f3-6sztradiol
jelenléte.

Kisérleteink alatamasztjak azt a feltételezést, mely szerint az Osztradiol indukalt
szinaptikus plaszticitaisban részt vesznek a membrant alkoté molekuldk. A szinaptikus
atrendezédéseket az exo-endocitétikus aktivitas nagyfoku névekedése kiséri. A folyamatban
valosziniileg érintett sejtfelszini molekulak kozé sorolhatjuk a PSA-NCAM-et, mely
permissziv faktorként vesz részt a neuroplasztikus valtozasokban: jelenléte elofeltétel ahhoz,
hogy az induktiv faktorok, mint amilyen pl. az &sztradiol, hatisa megnyilvanulhasson, de a
PSA-NCAM 6nmagéiban nem valt ki szerkezti atrendezGdéseket. Az &sztradiol kezelést
koévetben mind az axo-szomatikus, mind az axo-dendritikus szinapszisok atalakulnak. A
szinaptikus kapcsolatok ¢sszehangolt valtozasa a nucleus arcuatus idegsejteinek spontin
aktivitasat noveli, mely azonban nem valtoztatja meg ugyanezen sejtek szomatoszenzoros

vagy szaglérendszer fel6l érkezd ingerlésének hatasat.
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SUMMARY

Living organisms can only cope with the challenges of life if the relevant information
is perceived and processed. In vertebrates this highly controlled reaction to the changing
external and internal environment is organized by millions of neurons that make up the central
nervous system, which in turn adapts to the new conditions. In other words, stimuli not only
reach the appropriate neurons, but they can also induce alterations in the network of neuronal
communication.@ells are capable of changing their dendritic arborization, especially
the number of dendritic spines, but modifications in glial morphology are also frequent. These
coordinated responses result in changes in cell-cell connections and consequently, in
variations of synaptic circuits which have important functional implications. This capability of
adaptation to a wide range of environmental factors is called neuronal plasticity.

It is not surprising that plastic changes occur in the developing nervous system of the
embryo, since axonal targeting, fasciculation and cell migration take place most frequently in
early stages of life. However, in some areas of the nervous system, such as in the
hypothalamo-hypophyseal or in the olfactory system, these embryonic features persist even in
the adult. There is another remarkable peculiarity, which characterizes the whole embryonic
brain and those parts of the adult nervous system that are highly capable of neuronal
plasticity: the expression of the embryonic form of the neuronal cell adhesion molecule, the so
called PSA-NCAM. This is an unusual glycoprotein, which consists of a protein backbone
and a long chain of a2,8-linked sialic acid monomers, the polysialic acid (PSA). The PSA
moiety makes up the 30% of the molecule, whereas in most parts of the adult nervous system
this polysialic acid content is reduced to 10%. The PSA is of extreme importance, since it can

reduce cell-cell adhesivity because of its large volume and negative charge. Moreover, there is
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an intriguing correlation between the distribution pattern of PSA-NCAM and the
susceptibility to neuroplastic changes.

One of the areas that maintain the expression of PSA-NCAM in the adult is also well
known for its reversible changes in synapse number. This area is the hypothalamus, where
structural rearrangements are going on in the supraoptic and paraventricular nuclei in response
to oxytocin induction, and in the arcuate nucleus due to estradiol. The synaptic alterations in
the arcuate nucleus are following the cycling changes in the level of circulatory estrogen: after
its peak the number of axosomatic synapses is significantly decreased between proestrus and
estrus. This process is reversed between estrus and metestrus, when the estradiol level is
decreased, i.e. axosomatic synaptic numbers increase till the original structure, characteristic
of proestrus is restored. The changes in the number of axosomatic synapses are accompanied
by a reversible reorganization of close appositions of glial processes. Interestingly, the cyclic
synaptic rearrangements involve only GABAergic synapses, the number of non GABAergic
synapses remains unchanged.

In the present work we tried to shed light on the possible mechanisms of this appealing
example of neuronal plasticity with special attention to phenomena related to cellular surfaces,
since alterations in cell-cell connections usually involve membrane-membrane interactions.
The experiments were carried out on ovariectomized female rats treated with 17B-estradiol,
because under these circumstances the physiologically occurring estradiol-induced phasic
synaptic remodelling can be reproduced in a well defined, controllable manner. We used
conventional transmission electron microscopy accompanied with an IBAS online image
analyzing system for morphologic studies, and electrophysiological recordings for

investigating the functional implications of estradiol administration.
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In the first series of experiments we examined if estradiol treatment induces any
structural alterations in neuronal membranes. 24 hours after estradiol injection animals were
sacrificed, then thin sections from the arcuate nucleus were randomly selected and the number
of coated vesicles and coated pits/1000 pm of perikaryal membrane was determined. We
found that there was a significant increase in the number of coated pits/1000 pm of perikaryal
membrane one day after estradiol treatment. Coated vesicles were observed in the entire
cytoplasm, but for statistical comparison we counted only those that were in less than 500 nm
from the neuronal membrane. Although there was a slight increase in their number, it was not
statistically significant. We concluded that these morphological alterations are signalling
estrogen-induced transport and/or turnover of neuronal membrane constituents. Since the
arcuate nucleus belongs to those areas of the nervous system where PSA-NCAM expression is
maintained throughout life, we could not exclude the possibility that at least one of the
molecules involved in the increased exo-endocytotic activity is the embryonic form of the
neuronal cell adhesion molecule.

Thus, we tumed our attention to elucidate the possible role of PSA-NCAM in the
estradiol-induced synaptic reorganization of the arcuate nucleus. Two different in vivo
approaches were used to examine the importance of PSA on cell surfaces. On one hand, the
PSA moiety was removed by a single injection of an enzyme, the endoneuraminidase (endo-
N), which cleaves the PSA chain, but leaves the NCAM protein backbone intact, just over the
arcuate nucleus. On the other hand, a mouse monoclonal IgM antibody that specifically
recognizes the a2,8-linked PSA was administered to the lateral ventricule during five days
using a miniosmotic pump. Both treatments were followed by an injection of 17B-estradiol.
The efficacy of the PSA perturbation was checked by PSA-NCAM immunoreaction at light

microscopic level: we could detect the complete removal of the PSA on the endo-N treated
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side of the arcuate nucleus, whereas the contralateral side showed normal PSA labelling. The
presence of the anti-PSA antibody that had diffused from the miniosmotic pump was proved
by a modified PSA immunocytochemical reaction, where the primary antibody was omitted.
In order to examine the effect of estradiol on axosomatic synapse density in both groups of
PSA perturbation experiments, postembedding GABA immunostaining was carried out on
ultrathin sections and the synapse density was determined using the disector method. We
found that the characteristic decrease in the number of GABAergic axosomatic synapses after
estradiol treatment occurred only in those circumstances, where the PSA-NCAM molecule
was not perturbed. If the PSA-NCAM suffered any alteration either by adsorbtion of anti-PSA
or by cleaving the PSA with endo-N, the estradiol was not able to induce the well-known
synaptic reorganization in the arcuate nucleus.

After the detailed analysis of the axosomatic synapses we became interested in the
possible reaction to estradiol treatment in the case of the other type of neuronal input, i.e. the
axodendritic synapses, as well. We found a remarkable difference in comparison to the
axosomatic synapses: an increase in synaptic density was observed but only among synapses
making excitatory contacts on dendritic spines. The GABAergic synapses either on dendritic
spines or shafts showed no significant alterations following estradiol administration.

This morphological finding raised the question whether the increase in the excitatory
input on dendritic spines and the decrease in the inhibitory input on neuronal somata affects
the same neuronal population, creating favorable conditions for an increased electrical
activity. Therefore we recorded the spontaneous activity of an arcuate neuron for at least 25-
30 minutes, and injected 17B-estradiol during the course of the experiments. It was found that

the frequency of spikes increased significantly 25 minutes after the 17B-estradiol application.
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Since estradiol plays a decisive role in sexually differentiated behavioral and
neuroendocrine functions, we investigated the effect of two different sensory stimulation on
the activity of arcuate neurons before and after 17B-estradiol injection. One of the sensory
stimulation originated from the accessory olfactory bulb. It resulted in a decreased electrical
activity of arcuate neurons, while the other modulatory effect, the stimulation of the whisker
pad induced an increased firing of the same neurons. Surprisingly, neither the effect of the
olfactory stimuli, nor that of the trigeminal activation was influenced by 17f-estradiol.

Our e;(perirhents provide evidence for the involvement of membrane constituents in
estradiol-induced synaptic plasticity. The synaptic rearrangements are accompanied by a
marked increase in the exo-endocytotic activity. One of the cell surface molecules that might
be affected by this process is the PSA-NCAM, which is a permissive factor in neuroplastic
alterations: its presence is a prerequisite for the manifestation of the effects of inductive
factors, such as estradiol, but PSA-NCAM alone does not induce structural reorganization. A
morphological rearrangement at both axosomatic and axodendritic synapses was observed
following estradiol treatment. These coordinated alterations in synaptic circuits result in an
increased spontaneous activity of arcuate neurons which does not influence the modulatory

effect of either somatosensory or olfactory stimulation recorded on the same cells.



