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1. Bevezetés

1.1. 17 B-0sztrogén

Az 0Osztrogének gonadalis szteroid hormonok melyek alapvetd szerepet jatszanak a
reproduktiv rendszerben azonban fontos a jelenlétilk a csontképzddés, sziv-érrendszer
miikodése, lipid anyagesere és az idegrendszer szamara is. (Abraham et al., 2009)

E2 elsésorban a petefészekben termelddik a menopauza el6tti idészakban ndkben. A
termelt E2 bekeriil a vérkeringésbe ahol nemi hormon kot fehérjékhez kapcsolodva
szallitodik. Az E2 termelést a hipothalamusz-hipofizis-gonad tengely szabalyozza. Az E2
nemcsak a petefészekben hanem az agyban is termel6dik. Az E2 termelés utols6 enzimének
az aromatdz enzim jelenlétét tobbek kozott kimutattdk a hippokampuszban, amygdalaban
¢s a kéregben is. Aromatdz aktivitas és a neuroszteroid E2 szerepet jatszik tobb élettani
folyamatban mint példaul az idegfejlédés, szinaptikus plaszticitds, tanulds és a kognitiv
funkciok. Aromatdz aktivitds csokkenése jelen van az Alzheimer betegégben és az

autizmusban is.
1.2. Osztrogén receptorok

Az els6 dsztrogén receptort (ER), az 6sztrogén receptor -t (ERa) 1958-ban irtak le el0szor és
a ligand aktivalt sejtmagi receptorok csaladjaba soroltak. ERa N-terminalis domainbdl, DNS
kotd domainbdl, 6sszekdtd domainbdl, ligand koté domainbdl és C-terminalis domainbol
épil fel. Harom tovabbi izoformajat irtak le, kettének hianyzik az N-terminalis domainja
ami csOkkenti a receptor autoaktivacios képességét.

A masodik ER-t mely az 0sztrogén receptor B (ERPB) nevet kapta, 1996-ban sikertilt
eldszor kimutatni. Ez a receptor is a ligand aktivalt sejtmagi receptorok csaladjaba tartozik
¢s ugyanazokbol a domainekbdl épiil fel mint az (ERa). Eddig 5 rovidebb izoformajat
azonostottak. Ezek az izoformak nem tudnak ligandot k&tni €s nincsen transzkripcionalis
hatdsuk viszont képesek dimert alkotni az ERa-val amivel csokkentik annak a
hatékonysagat. (Heldring et al., 2007)

1997-ben egy G-protein kapcsolt receptort fedeztek fel olyan sejtekben amik E2
érzékenyek voltak. (Carmeci et al., 1997, Thomas et al., 2005). GPER1 egy 7
transzmembran receptor és a sejtembranban illetve az endoplazmatikus retikulumban

talalhatd. E2 kisebb affinitassal kotédik a GPER1-hez mint az ERa-hoz ¢s a ERB-hoz
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azonban a ligand kotés €s elengedés sokkal gyakrabban tortnik meg. (Filardo és Thmas,
2012)

1.3. Klasszikus 6sztrogén utvonal

A szabad hormon hipotézis elmélet szerint az E2 mint lipofil molekula diffazioval a
sejtmembranon keresztiil jut be a sejtplazméba ahol kotédik a klasszikus genomialis
receptorokhoz. Azonban t6bb tudmanyos cikk is kimutatta, hogy az E2 felvételt specifikus
transzport fehérjék iranyitjdk. (Hammond és Bocchinfuso, 1995; Hammes et al., 2005) A
klasszikus vagy genomialis E2 hatas alatt az ERa vagy az ERp ligand aktivalt transzkripcios
faktorként viselkedik. (Marino et al., 2006) E2 kot6dés utan az ER-ok dimerizalodnak és a
sejtmagba szallitodnak. (Le Dily and Beato, 2018) A sejtmagban az ERa és az ER dimerek
a célgének promoter régidihoz (Estrogen Responsve Elements; ERE) kapcsolodnak. ERE
régidk a genom szamos teriiletén megtalalhatdoak olyan proteineket kodold génekhez
kapcsolodva amelyek szerepet jatszanak a szaporodéasban, érrendszer kialakuldséban illetve

az idegrendszer fejlédésében és mitkodésében. (Bourdeau et al., 2004)

1.4. Nem-klasszikus 6sztrogén titvonal

E2 szamos sejtélettani folyamatot befolydsol amit nem lehet a magyardzni a lassu
klasszikus utvonallal. Ez utal arra, hogy létezik egy masik E2 ttvonal amely direkt DNS
kotédés nélkiil képes modulalni kiilonbozo jelatviteli utvonalakat és génexpressziot.
(Vrtaénik et al., 2014)

Az elsd bizonyitékot a nem-klasszikus utvonal meglétére Szegd és Davis szolgaltatta
1967-ben. Kisérletiikben patkany méhben a cAMP szintje kétszeresére n6tt kevesebb mint
egy perccel az E2 injekcié utan. Azdta szamos kutatdcsoport leirt nem-klasszikus E2
hatasokat. (Fujimoto és Kitamura, 2004; Glidewell-Kenney et al., 2007; McDevitt et al.,
2008; Rudolph et al., 2016) A nem-klasszikus hatasokat foleg a GPER1 és a membran
asszocialt ERa és ERp inditja el. E2 képes megvaltoztatni ion csatornak miikodését (Kelly
and Rennekleiv, 2009), befolyasolni a sejtmembran fizikai tulajdonsagait (Kumar et al.,
2011) vagy indukalni kiilonb6zd jelatviteli utvonalakat vagy mmasodlagos hirvivé
molekuldkat mint a foszfolipaz C (Marino et al., 1998), adenyl ciklaz, protein kinaz A
(PKA), (Gu and Moss, 1996) protein kinaz C (PKC) (Marino et al., 1998), a foszfatidil



inozitol 3 kinaz A kaszkad, az ERK tutvonal (Dos Santos et al., 2002), az intracellularis Ca?*
¢s CAMP szint. (Bjornstrom and Sjoberg, 2005) Ezek a mechanizmusok végiil génexpreszids

valtozasokhoz fognak vezetni.

1.5. Glutamaterg neurotranszmisszio

Glutamat egy neurotranszmitter amely alapvetd szerepet jatszik a serkentd
szinapszisokban. (Izquierdo, 1994) A glutamaterg neurotranszmisszid elengedhetetlen
mechanizmusa szinte az 0sszes €érzékeld és mozgatd funkcionak, idegrendszeri fejlédésnek,
emlékképzddésnek ¢és kognitiv képességeknek. (Niciu et al, 2012) A kozponti
idegrendszerben az extra és intracellularis glutamat szint nagy pontossadggal van szabalyozva
tobb mechanizmus altal. Ezek iranyitjak a glutamat expresszidjat és Kkiliritését a
szinapszishan illetve az elszallitasast és lebontasat.

A glutamét nem képes atlépni a vér-agy gatat ezért az agy sajat maga allitja eld gliikkozbol.
A termelt glutamatot vezikularis glutamat transzporterek szallitjdk a preszinaptikus oldalra
ahol kitirlilnek a szinaptikus résbe. Amikor az akcids potencial glutamat kitiriilést indukal a
glutamatot tartalmazé vezikulumok egyesiilnek a preszinaptikus membrannal. Majd a
glutamat molekuldk atdiffundéalnak a szinaptikus résen és a posztszinaptikus membranban

1év6 receptorokhoz kapcsolodnak. (Pang and Siidhof, 2010)

1.6. Glutamat receptorok

1.6.1. Metabotrop glutamat receptorok

Metabotrép glutamat receptorok (mGluR) a hét transzmembran domainnle rendelkezd
receptorok csalddjaba tartoznak. A legtobb mGIluR a szinapszisok aktiv teriiletén kiviil
helyezkednek el azonban megtalalhatdak glia sejteken is. Ezek a receptorok lassan reagaléd
receptorok és membran kotott G-fehérjéket aktivalnak amik intracellularis Ca?* emelkedést
vagy protein kinaz A ¢s C foszforilaciot valtanak ki. (Niciu et al., 2012) Ezek a folyamatok
precizen iranyitjak a serkentd €s gatld szinapszisokat illetve segitik a szinapszis fejlodését.

(Lesage ¢és Steckle, 2010)



1.6.2. lonotrop glutamat receptorok

Ionotrép glutamat receptorok ligandvezérelt ioncsatorndk melyek glutamat hatasara
aktivalodnak. Ezek a receptorok a gyorsan reagald alkotoelemei a legtobb serkentd
szinapszisnak. Az ionotrop glutamat receptorokat harom kategoéridba soroljuk a szelektiv
agonistajuk alapjan: N-methyl-D-aspartate (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole proprionic acid (AMPA) és kainat.

Az AMPA receptorok heterotetramer ioncsatorndk amelyek a poszt és periszinaptikus
terlileteken helyezkednek el és a preszinaptikus glutamat iiriilés utani gyors posztszinaptikus
valaszért felelosek. (Diering and Huganir, 2018) Négy AMPA alegység (GluA1-4) alkot egy
AMPA ioncsatornat. A leggyakoribb AMPA alegység neuronokban a GluA2 ami GluAl
vagy GluA3-al alkot dimert. (Wenthold et al., 1996) Az AMPA ioncsatorna f6 tulajdonsagait
az alegység Osszetétele de legfoképp a GluA2 alegység megléte hatirozza meg. GluA2
tartalmu receptor Ca2*-t nem eresztenek 4t és lasst zarodasi kinetikat mutat. Azok az AMPA
receptorok amik nem tartalmaznak GluA2 alegységet Ca®* ateresztéek és gyors zarodasi
kinetikat mutatnak.

Glutamat kotddésre az AMPA receptorok gyorsan nyitnak majd Na*, K* és Ca?* aramlik
at rajtuk egy rovid ideig (Collingridge et al., 2004; Traynelis et al., 2010). Ennek hatasara a
membran depolarizalodik €s ha a toltéskiilonbség eléri a kiiszobértéket akcids potencidl
alakul ki. Ezutan az AMPA receptor deaktivalodik és deszenzitizalodik.

A glutamat receptorok szdma, tipusa és lokalizacidja a szinapszis aktiv teriiletén nem
allando. Glutamat receptorok gyors atrendezddése hozzajarul a szinapszis kialakulasahoz,
fejlodéséhez, normalis miikodéséhez illetve a szinaptikus plaszticitds alapjaul szolgal.

(Diering és Huganir, 2018)

1.7. Szinaptikus plaszticitas

A felnétt agy egyik legkomplexebb tulajdonsaga a szinaptikus plaszticitas, a képesség,
hogy kiils6 és belsd hatdsokhoz alkalmazkodjon. El6sz6r Eric Kandel irta le ezt a jelenséget
aki tengeri csigan figyelte meg, hogy a tanulas hatasdra megerdsdodnek a mar meglévo
szinapszisokat. (Castellucci et al., 1970) Szinaptikus plaszticitast sejt és molekularis szintii

valtozasok és interakcidk Osszességeként irhatjuk le. A legnagyobb mértékii valtozas a mar



meglévo szinapszisok megerésodése vagy gyengiilése. Ez a folyamat lehet atmeneti (néhany
ezred masodperces) vagy tartds (orak vagy napok) és alakitja, iranyitja a viselkedést, tanulast
és a kognitiv funkciokat. Emellett a szinaptikus plaszticitas fontos a kdzponti idegrendszer
fejlodésében, ha a miikodése zavart szenved komoly neurologiai betegségek alakulhatnak

Ki.

1.7.1. Hosszu tava szinaptikus plaszticitas

Hosszu tavu szinaptikus plaszticitas egy tartosan fennalld valasz egy kiilsd vagy bels6
stimulusra. Ez a hatds a neurondlis halézat szintjén alakul ki és a tanulds ¢és
memoriaképzOdés alapjaul szolgal. (Bliss and Gardner-Medwin, 1973; Fusi et al., 2005) A
két leggyakoribb glutamat receptor az AMPA és NMDA az elengedhetetlen elemei a hossza
tava szinaptikus plaszticitasnak.

Hosszu tavu szinaptikus depresszio (LTD) akkor alakul ki, ha percekig tartd alacsony
frekvenciajii stimulacio éri a szinapszist. Ekkor posztszinaptikusan Ca?* szint ndvekedés
jelentkezik (Mulkey és Malenka, 1992) amit kiilonb6z6 kalcium vagy calmodulin fiiggd
foszfatazok aktivacidja kovet (Lisman, 1989) Ezen jelatviteli itvonalak aktivacidja vezet az
AMPA receptorok szinapszisbol vald kivonasahoz. (Bredt és Nicoll, 2003; Malenka és Bear,
2004) Az AMPA receptorok a periszinaptikus teriiletekre diffundalnak ahol chlatrin és
dynamin medialta endocitdzissal a sejtbe jutnak. (Ashby et al., 2004; Groc et al., 2004)

Az LTP az egyik leggyakrabban vizsgalt idegélettani jelenség, amely barmelyik
szinapszisban kialakulhat, hogy hatasaval elensulyozza az LTD-t. Hasonloan az LTD-hez az
LTP létrejottéhez is feleloés az NMDA és AMPA receptorok. LTP kialakulhat magas
frekvenciaju tetanias stimulalas kovetkeztében, ami aztan depolarizalja a posztszinaptikus
membrant és aktivalja az NMDA receptorokat. (Malenka, 1991) Eztuan a posztszinaptikus
membran aktiv teriiletén megnovekszik az AMPA receptorok szdma. Az j AMPA
receptorok a periszinaptikus teriiletekrdl illetve endoszoémakbol szarmaznak. Ezt a
folyamatot a membran alatti aktinhalozat iranyitja, ennek a dinamikus és folytonos
atrendez6dése alapveté szereppel bir. (Hanley, 2014; Baglietto-Vargas et al., 2018) A
megndvekedett AMPA receptor mennyiség miatt megnd a posztszinaptikus membran
depolarizaciojanak valoszinlisége. Ezt a megnovekedett szinaptikus erdsséget a

proteinexpresszids valtozasok fenntartjak orakig vagy napokig is. (Citri €s Malenka, 2008)



1.8. Transzmembran fehérjék felszini mozgasa

Mivel az NMDA ¢és AMPA receptorok membranfelszini mozgasa alapveté az LTP
folyamtaban sok tanulmany célozza meg a fehérjék membranbeli mozgasat. Az egyedi
molekula detekcids technikak fejlodésével a kutatok képesek vizsgalni az egyedi receptorok
mozgasat €16 sejtekben. (Kusumi et al., 1993) A kutatdsok kimutattak, hogy a receptorok
szabadon mozognak aprdé ¢€s koriilhatarolt kompartmentekben ¢€s gyakran masik
kompartmentbe ugranak. (Sako és Kusumi, 1994) Egy valdszinii magyarazat a nem teljesen
szabad mozgasra, az, hogy a fehérjék intracellularis részei interakcioba Iépnek a membran
alatt elhelyezkedd aktinhhélozattal ami befolyésolja, kotottebbé teszi a mozgéasukat. Ezt az
elméletet kerités modellnek nevezték el, és arra utal, hogy az aktinszalak keritésként
viselkednek ezaltal kompartmenteket hoznak 1étre. A receptor egyik ilyen kompartmentbdl
a masikba val6 atjutasat hop diffuzionak hivjak. (Kusumi et al., 1993) Az aktin altal

koriilhatarolt teriiletek 40 nm-t6l akar 300 nm-es atmérdjiiek is lehetnek.

1.8.1. A glutamat receptorok mozgasa a szinapszisokban

Az elmult évtizedben egyedi molekula detekcios modszerekkel jellemezték a glutamat
receptorok mozgasat a szinapszisokban. LTP soran az AMPA receptorok szinaptikus és
periszinaptikus teriiletek kozotti atrendezddése sokkal gyorsabb mint az NMDA receptorok
lateralis diffuzidja. A szinapszis aktiv zonajaban az AMPA receptorok vagy mozdulatlanok
vagy Brownian diffuziot mutatnak (Lee et al., 2017), mikozben az extraszinaptikus AMPA
receptorok szinte kizarolag Brownian diffuziét mutatnak és csak ritkdn mozdulatlanok.
(Borgdorff és Choquet, 2002) Ezek a mozgékony AMPA receptorok szolgalnak tartalékként,
hogy LTP soran belépjenek a szinapszisba ahol horgonyzofehérjék megkotik ket. (Triller
¢és Choquet, 2005) Ez a tartalék aztan endoszomakban raktarozott AMPA receptorokkal

frissiil meg.

1.9 Az E2 hatasa a szinaptikus plaszticitasra

Az elmult évtizedekben tobb kutatds is leirta, hogy az E2 erdsiti a glutamaterg

neurotranszmissziot a hippokampuszban. (Teyler et al., 1980; Maggi et al., 1989; Gould et



al., 1990; Wong és Moss, 1992) Ennek az ¢lettani hatasa ismeretlen volt mindaddig amig fel
nem fedezték, hogy az agy is termel 6sztrogént mindkét nemben. (Roselli et al., 1985)

Az E2 szinaptikus plaszticitasra kifejtett hatasa komplex ¢és neuron specifikus
feltételezhetden a neuronok kiilonbozd ER profilja miatt. (Kramar et al., 2009; Kumar et al.,
2015) Az E2 hatas magaban foglal pre és posztszinaptikus valtozasokat is. E2 megnoveli a
glutamat kibocsatas valoszinliségét és magasabb EPSC-t indukal. (Smejkalova és Wooley,
2010) A posztszinaptikus oldalon az E2 befolyasolja a dendritképzddést, szinapszis méretét
¢s a benne elhelyezkedd receptorok mindségét €s mennyiségét. A szinapszis ingeriiletatvivo
képessége megerdsodik azaltal, hogy a periszinaptikus teriiletekr6l AMPA receptorok
keriilnek 4t az aktiv teriiletre. Osszességében az E2 erdsiti, stabilizalja az aktiv
szinapszisokat és gyengiti vagy lebontja az inaktivak szinapszisokat. (Xie et al., 2007;
Srivastava et al., 2008)

A glutamat receptorok folyamatos atrendezodése a szinapszisokban alapveto része az E2
szinaptikus plaszticitasra kifejtett hatasaban, azonban ¢éI6 sejtekben ennek a folyamatnak a
pontos molekularis mechanizmusat még nem ismerjiik. Leirtdk mar, hogy az E2 befolyasolja
vannak hatassal (Groc et al., 2008; Potier et al., 2016), azonban az E2 hatasa az AMPA

receptorok membranbeli mozgésara mindeddig ismeretlen.

2. Célkituzések

A jelen tanulmany f6 célja, hogy jellemezze az E2 hatdsat a az AMPA és mGluR1
receptorok membranbeli mozgésara, hogy jobban megértsiik az E2 szerepét a szinaptikus

plaszticitasban.

Célok:

1. meghatirozni az E2 hatdsit az AMPA és mGluR1 receptorok diffuzios

koefficiensére differencialt PC12 sejteken
2. leirni mely ER a felelések az E2 hatéas kozvetitéséért
jellemezni a membran alatti aktinhaldzat szerepét az E2 hatasban

megmeérni az E2 hatdsat az AMPA receptorok D értékére és a szinapszisban eltoltott

iddre primer hippokampalis neuronokban



3. Eredmények
3.1. E2 gyorsan csokkenti az AMPA receptorok mozgasat

A glutamat receptorok  mozgéasat differencialt PCI12  (dPC12)  sejtek
plazmamembranjaban mértiik meg. Mindkét receptor diffiizids koefficiense (D, pm?/s)
magasabb a sejtnyulvanyon mint a sejttesten.

100 pM, 1 nM és 100 nM E2 kezelés dozisfiiggden csokkentette a Dampar értéket a
sejtnytlvanyon a kezeléstdl szamitott els6 20 percen beliil. A sejttesten a 100 pM E2
csokkenti a Dampar-t mig 1 nM ¢és 100 nM hatastalan. Ennek ellenére E2 egyik
koncentracioban sem valtoztatta meg az mGluR1 mozgasat.

Az E2 hatds idobeli lefolyasanak vizsgalatdhoz megmértik a Dampar-t kiilonb6zo
idépontokban E2 kezelés utan. 100 pM E2 5 percen beliil csokkentette a Dampar-t a
sejttesten, ez a hatas fennmaradt 10, 15 és 20 percnél is. Azonban a sejtnytlvanyokon a 100
nM E2 hatasa 10, 15 és 20 percnél volt mérhetd. Ennek ellenére az 100 pM vagy 100 nM E2

egyik idopontban sem valtoztatta meg a Dmaiur1 értéket.

3.2. Az E2 hatast a GPERI1 és ERP kozvetiti

PCR eredményeink alapjan a dPCI12 sejtek GPER1 és ERB-t expresszalnak, azonban
ERa-t nem. Egyediil alkalmazva a GPER1 (G1; 100 nM) és ERpB (DPN; 10 pM) agonista
nem voltak hatassal az AMPA receptorok mozgasara a sejttesten, azonban a kettd agonista
egyiittes alkalmazéasa csokkentette a Dampar-t hasonld mértékben mint a 100 pM E2. G1
hasonlé hatast fejtett ki a Dampar-on mint 100 nM E2 DPN nélkiil és a jelenlétében is.
Azonban a DPN egyediil nem volt hatassal a Dampar-t értékre a sejtnytilvanyokon. GPER1
antagonist (G15, 1 uM) elékezelés megsziintette az E2 hatasat mind a sejttesten és a
nyulvanyon is. A G15 6nall6 alkalmazasa nem befolyasolta a receptorok D értékeét.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a GPERI1 irdnyitja az E2 AMPA receptorra kifejtett
hat4sat mind a sejttesten és a nyulvanyon is. A GPER1 és AMPA receptorok kozott 1évo
kolcsonhatas részletesebb vizsgalatdhoz STORM  szuperrezoliciés mikroszkdpiat
alkalmaztunk. A GPER1 mennyiségét normalizaltuk az AMPA receptorok szamara
(GPER1/AMPA). A szuperrezolucios felvételek alapjan a GPER1/AMPA ardny magasabb

a sejttesten mint a sejtnytlvanyokon.



E2 alkalmazéasara a GPER1 rovid idoén beliil internalizalédik. (Filardo és Thomas, 2012)
Ez az internalizéci6 lehet magyardzata az E2 kiillonb6z0 hatdsdnak a sejttesten és a
sejtnytlvanyon. Annak érdekébe, hogy megfigyeljik a GPERI internalizaciojat E2
alkalmazasa utan STED szuperrezolicios képalkotast alkalmaztunk. A felvételek alapjan a
GPER1 immunfestés intenzitasa kétszer magasabb a sejtmembranban mint a sejtplazmaban
a vivoanyaggal kezelt dPC12 sejtekben. 100 nM E2 kezelés utan 10 perccel a GPER1
immunfestés intenzitasa lecsokkent a sejtmembranban. Ellenben a GPER1 molekulak nagy
része a citoplazmaban volt detektalhato a 100 nM E2 kezelés utan ami gyors internalizaciora

utal. A sejtnytilvanyokban nem tapasztaltunk GPER1 internalizaciét E2 kezelés utan.

3.3. A kortikalis aktinhalézat szerepe az E2 AMPA receptorok
mozgasara Kifejtett hatasaban dPC12 sejtekben

Kortikalis aktinhalozat egy aktin fonalakbol allé haldzat ami vékony rétegben rendezddik
¢s kozvetleniil a sejtmembran alatt taldlhaté. Ez a rendszer elengedhetetlen része az
idegsejtek struktirdjanak kialakitdsanak és fontos szerepe van a membranreceptorok
mozgasaban is. (Schevzov., 2021) Ebbdl kovetkeztettiink arra, hogy az aktin halézatnak
lehet szerepe az E2 receptormozgasra kifejtett hatasaban is. A szakirodalomban mar leirtak,
hogy az E2 a GPER1-en keresztiil serkenti az aktin szerkezet felépiilését a ROCK-cofilin és
a JNK-cofilin utvonalak befolydsolasaval. (Wang et al., 2019; Kim et al., 2019). Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk a kortikalis aktin szerepét a dPC12 sejtekben blokkoltuk az
aktin polimerizaciojat latrunculinA reagenssel (latA; 1 uM). A ROCK-cofilin és JNK-
cofilin utvonalak szerepének vizsgalatdhoz ROCK inhibitort (GSK429285; 1 uM) és INK
inhibitort (SP600125) alkalmaztunk.

Elészor ellendriztiik, hogy a latA, ROCK ¢és a JNK inhibitorok befolyéasoljak-e a
kortikalis aktin struktirajat. Phalloidin immunfestéssel lathatd, hogy a kortikalis aktin
halozat stirisége csokkent a latA és az inhibitorokkal torténd kezelés utan is dPCI12
sejtekben. Az egyedi molekula detekcios kisérletekben 10 perc latA kezelés vagy az
inhibitorokkal torténd 60 perces eldkezelés megnovelte a Dampar értéket, a sejttesten,
azonban a sejtnyulvanyokon nem tapasztaltunk véltozast. Az E2 Dampar-ra kifejtett hatasat
a latA illetve az inhibitorokkal valé eldkezelés is csokkentette mind a sejttesten €s a

sejtnytlvanyon is.
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3.4. E2 gyorsan csokkenti az AMPA receptorok diffaziojat és noveli a

szinapszisban eltoltott idejét hippokampalis neuronokban

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik az E2 hatasat az AMPA receptorok mozgésara egy
masik in vitro rendszerben is, primer hippokampalis neuronokon végeztiink egyedi molekula
detekcios vizsgalatokat.

Egyedi molekula detekcioval kimutattuk az AMPA receptorokat szinaptikus és
extraszinaptikus teriileteken. Az AMPA receptorok D értéke alacsonyabb volt a
szinapszisban mint az extraszinaptikus teriileten.

Mind a 100 pM és 100 nM E2 csokkentette a szinaptikus és extraszinaptikus AMPA
receptorok D értékét. Hasonléan az E2 hatashoz, a szinapszisok kémiai megerdsitése (kémiai
LTP) is csokkentette a szinapszisban 1év6 AMPA receptorok D értékét. 100 nM E2
megnovelte az AMPA receptorok szinapszisban eltdltott idejét hasonldéam mint a kémiai
LTP. Azonban 100 nM E2 nem befolyasolta a kémiai LTP hatasat. E2 nem volt hatassal a

szinapszisokban 1évo AMPA receptorok mennyiségére.

4. Diszkusszio

Kisérleteink alapjan kimutattuk, hogy az E2 rovid idén beliil csokkenti az AMPA
receptorok D értékét €16 dPC12 sejtekben. Ezt a htadst a GPER1 kozvetiti a sejnytlvanyokon
de sziikség van a GPER1 ¢és az ERP egyiittes jelenlétére, hogy a hatés 1étrejdjjon a sejttesten.
Tovabba az E2 kiilonb6z6 koncentracioban volt hatasos a sejttesten €s a sejtnytlvanyon. A
sejttesten 100 pM E2, mig a nyulvanyokon az 1 nM és 100 nM csokkentette az AMPA
receptorok D értékét. Ez a kiilonbség feltételezhetGen a sejttesten 1évé GPER1 receptorok
100 nM hatasara bekovetkezett internalizacioja miatt alakult ki. Kimutattuk, hogy a Dampar-
t befolyasolja a kortikalis aktinhdlozat dPC12 sejtekben. Az E2 Dampar-ra kifejtett hatasat a
ROCK-cofilin ¢és JNK-cofilin utvonalak medialjak az aktinhdlozat strukturdjanak
iranyitasaval. Ezenkiviil megerdsitettiik az eredményeinket €16 primer hippokampalis
neuronokon ahol az E2 csokkentette a Dampar-t. Hasonléan a kémiai LTP-hez az E2 novelte

az AMPA receptorok szinapszisban eltoltott idejét.
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4.1. E2 kompartment specifikus hatasa

Kisérleteink alapjan az E2 koncentracio specifikusan csokkenti az AMPA receptorok D
értékét kiilonbozoé mértékben a sejttesten €s a sejtnytlvanyokon. Azonban az E2 csak az
Dawmpar-t csokkentette a Dmgiur1-€t Nnem, ami arra utal, hogy az E2 gyors hatasa a glutamaterg
receptorok mozgasara receptor specifikus. Az E2 5 percen beliil fejtette ki hatasat ami a nem-
klasszikus utvonal aktivaciojat feltételezi.

Kisérleteinkben az ER agonistak és antagonistak kompartment specifkus hatassal
rendelkeztek, kiilonbozdleg hatottak az AMPA receptorokra a sejttesten ¢és s
sejtnytlvanyokon. Az ERB és a GPERI is sziikséges az E2 hatashoz a sejttesten de a
sejtnytlvanyokon az E2 AMPA receptormozgast befolyasold hatasa egyediil a GPER1-en
kereszztiil valésul meg. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy a kortikalis aktinhalézatot az ERf
is befolyasolja. Ahogy késobb részletezve lesz, a dPC12 sejtekben a kortikalis aktinhalozat
kiilonbozbden befolydsolja az AMPA receptorok mozgasat a sejttesten €s a sejtnytilvanyokon.
Feltételezziik, hogy a sejttesten az ERP és a GPER1 befolyasolja a receptormozgast az
aktinhal6zaton keresztiil, mig a sejtnyilvanyokon a GPERI1 egyediil hat a mozgasra egy
aktinhalozattol fliggetlen mechanizmus utjan.

Az E2 hatas koncentraciofiiggése kiilonbozik a sejttesten és a sejtnytlvanyokon dPC12
sejtekben. Mig 100 pM E2 csokkenti a Dampar-t a sejttesten, mig magasabb koncentraciok
(1 nM és 100 nM) voltak sziikségesek, hogy csokkenjen a Dampar a sejtnytlvanyokon. Egy
lehetséges magyarazat a kompartment specifikus E2 hatasra a GPER1 receptorok kiilonb6z6
eloszlasa a sejttesten €s a sejtnyulvanyokon. A STORM eredményeink megmutattak, hogy
a GPER1/GIuR2-AMPAR arany magasabb volt a sejttesten mint a nyulvanyokon, utalva

arra, hogy a nyulvanyokon kevesebb a GPER1 mennyiség mint a sejttesten.

ey

crer

E2 kikapcsolja a GPER1 ttvonalat a sejttesten. E16z0 kisérletek bebizonyitottak, hogy az E2
hatdsara a GPER1 a sejtmembranbol a sejtplazmaba helyezddik at, ami a funkcionalitdsat
csokkenti. A STED képalkotassal végzett kisérletiink megerdsitette ezt az eredményt,
miszerint 10 perc 100 nM E2 kezelés utan a GPER1 nagyrészt a citoplazmaban volt talalhato.

crer
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nem befolyasolja az AMPA receptorok mozgasat a sejttesten. Feltételezhetd, hogy egy még

magasabb E2 koncentracio lenen alkalmas a glutaméat receptorok mozgasanak valtoztatasara.

4.2. A kortikalis aktinhal6zat szerepe az E2 hatasban

Bizonyitott, hogy a membran alatt elhelyezkeddé aktinstruktira kdlcsonhatasba 1ép a
membranreceptorok intracellularis részeivel, ezaltal befolyasolva azok mozgasat. Jelen
eredményeink aldtdmasztjdk ezeket a megfigyeléseket, mivel a kortikalis aktinhélozat
megbontasa latA reagenssel megndvelte az AMPA receptorok D értékét a sejttesten.
Azonban a latA kezelés hatasara a sejtnytlvanyokon nem volt valtozas a Dampar-ban.
Szuperrezolucids vizsgalatok kimutattdk, hogy a nyulvanyokban maés szerkezetli az
aktinstruktra mint a sejttestben. A sejttesben az aktin egy térhaldt alakit ki mig a
nyulvanyokban ismétl6doé rendszerben gytiriiket formal. Azt feltételezziik, hogy a glutamat
receptorok eltérd D értékei a sejttesten €s a sejtnyulvanyon a kiillonboz6 aktin struktira miatt
vannak. Ez a kiilonbség lehet a magyarazata a latA kompartment specifikus hatasanak is.

A kortikalis aktinhalézat fontos szerepet jatszik a szignalutvonalak kozotti
kolcsonhatasokban is. Cofilin egyike az aktin stroktarat iranyitd fehérjéknek, az F-aktin
monomer tulajdonsagait befolyasolja kotddésével és részt vesz a ROCK-cofilin és JNK-
cofilin utvonalakban. Foszforildcié inaktivalja a cofilint és eldsegiti az aktin szalak
Osszeszerel6dését. E2 megnoveli a cofilin aktivitasat és stabilizalja az aktin vazat a GPER1-
en keresztiil. Tehat a cofilin befolyasolja az aktin atrendezOdésének dinamikajat ezzel az
AMPA receptorok atrendezddését a szinaptikus plaszticitds folyaman. Ezek alapjan
megvizsgaltuk az aktinhaldzat szerepét az E2 AMPA receptorokra gyakorolt hatdsaban.
Eredményeink mutatjak, hogy a latA kezelés megsziinteti az E2 hatast, ami arra utal, hogy
az aktin alapvetd szerepet jatszik az E2 hatas kozvetitésében. Az E2 szintén nincs hatassal a
Dampar értékre ha inhibitorral blokkoljuk a ROCK-cofilin vagy a JNK-cofilin Gitvonalakat.
Feltételezziik, hogy az E2 GPERI1-hez val6 kotddése aktivalja a ROCK-cofilin és JNK-
cofilin utvonalakat, amik a kortikdlis aktinhalozat dinakimajanak befolyasoldsaval

megvaltoztatjak az AMPA receptorok mozgésast.
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4.3. Az E2 hatasa az AMPA receptorokra hippokampalis neuronokban

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik az E2 Dawvpar-ra kifejtett hatasat egy masik in vitro
neuronalis modellen illetve az E2 hatasat a szinaptikus AMPA receptorokra egyedi molekula
detekcids kisérleteket végeztiink primer hippokampalis neuronokon. Eredményeink
alatamasztjak, hogy az E2 kezelés (100 pM ¢és 100 nM) gyorsan csokkenti a szinaptikus €s
extraszinaptikus AMPA receptorok D értékét hasonldan mit a dPC12 sejtekben. A serkentd
szinapszisokban lejatsz6d6 LTP az egyik legjobban jellemzett formaja a szinaptikus
plszticitasnak és a tanulds és emlékezés alapjaul szolgal. Szamos tanulmany bebizonyitotta,
hogy az E2 alapvetd szerepet jatszik az LTP kialakulasaban és a memoria keletkezésében
azonban a pontos molekularis mechanizmus mindmaig ismeretlen. Az AMPA receptorok a
szinapszisok egyik legfontosabb elemei amik elengedhetetlenek az LTP kialakulasahoz,
tanuladshoz és a memoridhoz. Egyedi molekula detekcidos modszerekkel és AMPA receptor
immobilizacids technikdval kimutattdk, hogy az AMPA receptorok membranfelszini
mozgasa elengedhetetlen az LTP kialakulasdhoz. Molekuldris szinten LTP wutan
megfigyelhetd, hogy a lassan mozgdé AMPA receptorok szama megnd a posztszinaptikus
membranban. Ezt megerdsitik a kisérleteink, melyekben a kémiai LTP hatiséra a
hippokampalis neuronokban lecsékken a szinaptikus AMPA receptorok D értéke és nd a
szinapszisban eltoltott idejiik. Hasonléan a kémiai LTP-hez, 100 nM E2 is csokkentette a
Dampar-t €s novelte a szinapszisban eltoltott idét. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az E2
gyorsan erdsiti a szinaptikus hatékonysagot azéltal, hogy csokkenti a Dawmpar-t. Erdekes
moddon az E2 nem befolyasolta a kémiai LTP altal a D értéken, szinapszisban eltoltott idon
¢és a receptorok szaman kivaltott hatast. Azonban az E2 valdsziniileg noveli a kémiai LTP
okozta fiziologias valtozasokat azaltal, hogy a szinapszisban tartja az AMPA receptorokat.

Osszegezve eredményeink azt mutatjak, hogy az E2 gyorsan és ddzis fiiggéen csokkent
az AMPA receptorok membranfelszini mozgésat kompartment specifikus és ER irdnyitotta
folyamatokon keresztiil ¢16 neuronokban. Ez a folyamat kisérleteink alapjan feltételezhetden
GPER1 medialt és a ROCK-cofilin és JNK-cofilin utvonalakon keresztiil az aktin halozat
befolyasolasaval valosul meg. Ez a tanulmany szolgaltatja az els6 bizonyitékot, hogy az E2
csokkenti az AMPA receptorok membranbeli mozgast és noveli a szinapszisban eltdltott
idejét. Ezek az 0j eredmények hozzajarulnak, hogy molekularis szinten is megértsiik az E2

hatasat a szinaptikus plaszticitasra €¢s memoria kialakulasara.
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