Kutatasi zarojelentés OTKA K 73219

Kutatoprogramunk harom alapvetd témakorre terjedt ki:

1. Az L-aszpartat lehetséges szerepe a striatum szabalyoz6 mechanizmusaiban,

2. A subpallium magcsoportjainak szerkezete és kapcsolatrendszere, kiilonds tekintettel a
madar nucleus accumbensre,

3. Viselkedési valaszok a striatum/nucl. accumbens excitatorikus aminosav szintjeivel
korrelaltan. Neuroaktiv 4gensek szerepe.

A beszamoloban sorjaban ezeket a témakat érintjiik, Osszegezve a megvalosult kutatési
eredményeket (az ide vago in extenso kozlemények feltiintetésével), valamint kitériink azokra
a pontokra, ahol a terv nem, vagy nem teljesen valosult meg. A beszamolot kiegészitjiik az

eredeti tervben nem szerepld, de idékdzben megvaldsult kutatdsokkal.

1. Az L-aszpartat lehetséges szerepe a striatum szabalyozé mechanizmusaiban
Korabbi, a palyazatban foglaltakat részben megalapozo munkankban (Adam és Csillag, 2006)
leirtuk az L-aszpartat (Asp) eléfordulasat a csirke arcopalliumban (amygdala-ekvivalens
régid), valamint elektronmikroszkopos immucitokémia segitségével kimutattuk az Asp
jelenlétét a striatum ill. nucl. accumbens excitatorikus (aszimmetrikus szinapszissal bird,
kerek, iires vezikuldkat tartalmazd) axonterminalisaiban. Hasonld terminalisok tartalmaztak
L-glutaméatot (Glu) is, részben kolokalizalva az Asp-tal. A Glu és a dopaminerg bemenet
egylitthatdsat a striatum projekcidos neuronjaira (kézepes tiiskés neuronok) madarban
Osszefoglaldan tanulméanyoztuk, megallapitva a Glu valamint a dopaminoceptiv neuronokra
jellemz6 messenger molekula, a DARPP-32 korrelalt el6fordulasat a csirke striatumban
(Csillag et al., 2008). Az Asp jelenléte, szelektiv és meglehetosen kiterjedt eléfordulasa a
csirke striatumban arra utalt, hogy jelentds és a Glu-tol részben eltérd szereppel rendelkezhet.
A tervezett programmal §sszhangban folytattuk az Asp szelektiv neurdlis palyédkban
€s szinapszisaiban torténd kimutatasat. Patkdnyban a basolateralis amygdaldaba juttatott
anterograd palyajel6ld anyagokkal (HRP, BDA) azonositottuk a nucl. accumbensben
megjelend projekcidkat €s szinapszisaikat, amelyekben az Asp immuno-elektronmikroszkopia
segitségével kimutathaté volt. Hasonldan, csirkéken is palyajelold anyagot juttattunk az
amygdala-ekvivalens teriiletre, és az accumbensbe (ill. med. striatumba) projiciald jelzett
axonterminalisok ugyancsak Asp-immunreaktivaknak bizonyultak. A madarban az Asp
szelektiv jelenléte még kifejezettebbnek tlinik mint az emldsben (ennek kvantitativ
elemzésére késdbb keriilhet sor), mig mindkét fajon egyértelmii az Asp ¢és a Glu

morfoldgiailag azonos elemekben valo eléforduldsa (részben kolokalizacioja).



Elsoként irtunk le tehat madarban (emlés homolégian alapuld egybevetéssel) olyan
palyarendszert, amely Asp-ot szelektiven tartalmaz. A munka egyes részeit kongresszusi
absztraktban kozoltiik, majd az els6 teljes kozleményt 2011 végén benyujtottuk, jelenleg
atdolgozott formaban ujra-elbiralas alatt all a Cell and Tissue Research c. folydiratnal.

Az Asp hatdsmechanizmusanak elemzésében fontos 0j elem a csirke nucleus
accumbenst tartalmazo tal€ld agyszeleteken végzett elektrofizioldgia. Ehhez Intézetiinkben Dr
Gerber Géabor és munkatarsa, Baldzs David, nyujtottak segitséget. Kivalasztott neuronokon
(medium spiny) patch clamp elektrod segitségével vizsgaltuk a szuperfuzios kozegbe juttatott
Asp és Glu membranra gyakorolt hatdsat. Az eddigi eredmények (amelyekbdl kongresszusi
absztrakt is késziilt) azt mutatjak, hogy mindkét aminosav kb. azonos mértékii, koncentracio-
fliggd membranaram-valaszt (depolarizacid) generdl, és ezen valtozasok gatolhatok mind az
NMDA receptorokra hato AP4, mind pedig az AMPA/kainat receptorokra hato CNQX
segitségével. Ez arra utal, hogy — ellentétben egyes irodalmi adatokkal — az Asp mindkét
ionotrop Glu receptoron kifejtheti hatasat. Tovabbi fontos megfigyelés volt, hogy a két
excitatorikus aminosav egyiittesen adva nem additiv, hanem potencirozo hatdsu, ami arra
mutat, hogy vagy részben kiilonb6z6 receptor-kothelyeket vesznek igénybe, vagy pedig
egymas transzportjat befolyasolhatjdk ilyen médon. Legutdbbi eredményeink az utobbi
magyarazatot timasztjak ala, mivel TBOA (Glu-transzporter-gatlo) jelenlétében a potencirozéd
hatds elmarad. Az eredményeket - az utdbbi kiegészitéssel - in extenso kozlemény
form4jaban ismételten benyujtottuk a Brain Research c. folydirathoz. Miutan az el6z6 biralat
e kiegészitd kisérletek elvégzését tette az elfogadas feltételévé, varhato a kozlemény mielébbi
elfogadasa. A munka eredményeit rovidebb formdban a 2012. év oktdberében sorra keriild
amerikai SFN kongresszusra is benyujtottuk. Elsdként sikeriilt tehat madar striatumban,
tuléld agyszeleten az Asp direkt posztszinaptikus hatasait igazolni, és a glutamaterg

mechanizmusokkal egyiittesen elemezni.
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2. A subpallium magcsoportjainak szerkezete és kapcsolatrendszere, kulonos tekintettel
a madar nucleus accumbensre

A hazicsirke nucleus accumbens korabban igazolt szubdivizidinak (Balint és Csillag,
2007) szelektiv projekcioit tovabb vizsgaltuk anterograd palyajelolés segitségével. Nagy
szamu allat feldolgozasaval megallapitottuk az accumbens shell, core, valamint a rostralis
polus kapcsolatrendszerét. A munkat elobb kongresszusi absztrakt forméjaban ismertettiik,
majd egyes alsd agytdrzsi projekciok (nucleus tractus solitarii, nucleus parabrachialis)
retrograd palyajeloléssel torténd megerdsitése utdn in extenso kozlemény formdjaban
elfogadasra kertilt (Balint et al., 2011). A csirke nucleus accumbens szubdiviziok projekcioi
atfedést mutatnak a telencephalonban és a diencephalonban, mig az agytorzsben a projekcios
terliletek szétvalnak. Az ismertebb, és az emlds viszonyokhoz jorészt hasonld projekciok
mellett 0, sajatos projekciok voltak kimutathatok, foleg az alsé agytdrzsben. Jelenleg
azoknak a projekcios neuronoknak kémiai természetét vizsgaljuk, amelyek az accumbensbdl
az emlitett als6 agytdrzsi magokra vetitenek: ehhez a substance P, enkephalin, valamint
neurotensin kimutatasat végezziik, kettds fluoreszcens immunhisztokémia és retrograd
palyajelolés (Fast Blue) kombinacidjaval. Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy az als6
agytorzs felé irdnyuld projekciok jelentds részben neurotensint tartalmaznak. A folyamatban
levd kvantitativ feldolgozast kdvetden az eredményeket kdzleményhez készitjiik eld. A madar
accumbens pontosabb lokalizaciojara €s szubdivizidira vonatkozo eredeti megfigyeléseink a
szakirodalomban alapvetd jelentdségliek, amit az is alatamaszt, hogy helyt kaptak egy, a

subpalliummal foglalkozé ij nemzetkozi review cikkben is (Kuenzel et al. 2011).
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A hazicsirke septum kapcsolatai és stressz-reakciokban betéltott szerepe

Korabbi, a septumra vonatkozé munkank folytatasaként leirtuk a csirke septum
afferens kapcsolatrendszerét, a septalis szubdiviziok szerint. Megallapitottuk, hogy - az
alapvetd hasonldsagok mellett - az emlds septumhoz képest jelentds eltérések tapasztalhatok
(Montagnese et al, 2008), amelyek bizonyos adaptiv és életmodbeli eltérésekkel fiigghetnek
Ossze. Radiofrekvencids septalis 1éziokat kovetden megallapitottuk, hogyan valtoznak a

madarak stressz-reakcidi (distress call, motoros valaszok) tars hidnyéaban ill. kiilsé fenyegetd



inger hatasara. A septum lézidja csokkenti az izolacids szorongassal Osszefliggd viselkedési
reakciokat, de a ragadozo hatdsara mutatott félelmi reakciokra nem hat. csokkenti a

szorongasi reakciokat. Az eredményeket kongresszusi absztraktban tettiik kozz¢.
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Postnatalis neurogenezis vizsgalata hazicsirkében

Uj, a munkatervben eredetileg nem szerepld kisérlet volt a neurogenezis vizsgalata,
Mezey Szilviaval egyiittmiikodve (aki sajat OTKA palydzataban f6 témaként foglalkozik a
posztnatalis neurogenezissel). A NeuN valamint a doublecortin (Fox3) kimutatasa alapjan, 2
napos, 8 napos ¢és 14 hetes csirkék vizsgélatadval megéllapitottuk, hogy jelentds szamban
képzddnek posztembriondlisan is ) neuronok a telencephalonban és a kisagyban, mig a
subtelencephalonban ez a folyamat hamarabb befejezédik. Az tjonnan képzddd sejtek
tobbségiikben elhagyjak a paraventrikularis zonat, azonban legalabb a 7. posztembrionalis
napig maradnak ott olyan sejtek, amelyek helyben érnek meg. A proliferdld sejtek mind
rostralis, mind lateralis migracioban részt vesznek. Az eredményeket kongresszusi
absztraktban tettiilk k6zz¢, majd a munkat in extenso kdzleményben elfogadtak (Mezey et al,
2012). A posztembrionalis neurogenezis befolyasolasara tett kisérletként, etanol per os
alkalmazassal, megfelel6 dozisban adva, gitolja a nucl. accumbens és a hippocampus Uj
sejtieinek képzodését. Az eredményeket kongresszusi absztraktban tettilk kozzé. Ezt a
kisérleti vonalat a késébbiekben is folytatni kivanjuk neuroaktiv ill. pszichoaktiv drogok

tesztelése érdekében (1. alabb a 3. pontban is).
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3. Viselkedési vélaszok a striatum/nucl. accumbens excitatorikus aminosav szintjeivel
korrelaltan. Neuroaktiv agensek szerepe.

2010 folyaman befejez0dott a szabadon mozg6d és viselkedd csirkéken végezhetd in
vivo mikrodializis rendszer kiépitése. A SE Gyogyszerhatastani Intézetével (Prof. Szokd Eva)
létesitett kollaboracid révén hozzéaférést kaptunk az ott miikodd kapillaris elektroforézis
laboratoriumhoz. Az in vivo mintavétel, valamint az L-glutamat (Glu) és L-aszpartat (Asp)

detektaladsdhoz sziikséges feltételek optimalizaldsa 2010 aprilisaban lezarult. A két aminosav



parhuzamos és szelektiv detektalasanak 0j modszerérél, és annak biologiai rendszerben
torténd alkalmazasarol metodikai kozlemény késziilt (Wagner et al. 2011). Ezutan a két
aminosav extracellularis felszabadulasat vizsgaltuk, részben magas K'-mal kivaltva, részben
stressz hatasara. Megallapitottuk, hogy az Glu és Asp hasonld nagysagrendben, bar a kezdeti
szinthez képest eltérd mértékben szabadul fel a nucleus accumbens teriiletén magas K
hatdsara, valamint (lassubb emelkedéssel és kisebb amplitudéval) enyhe stressz hatdsara,
majd a tet6zés utan hamar visszatér a kezdeti érték kozelébe. Bizonyitottuk a folyamat Ca®" —
fliggését (a Glu esetében) valamint TTX fiiggését (mindkét excitatdrikus aminosav esetében),
tehat a felszabadulds mechanizmusa - legalabbis jelentds részben - szinaptikus eredetii. A fent
leirt kétféle megkozelitésen tal (morfologiai és elektrofizioldgiai), amelyek a transzmitter
jelenlétét valamint posztszinaptikus hatasat igazoltdk, ujabb fiiggetlen modszer (in vivo
mikrodializis) segitségével mutattuk ki az Asp Glu-tol elkiilonithetd release mechanizmusat a
madar striatum/accumbens teriiletén. A munka e részérdl kongresszusi absztrakt késziilt,
majd in extenso kozlemény formajaban kozlésre elfogadva, megjelenés alatt all (Zachar et al.,
2012). A partner laboratoriummal egyiitt kidolgoztunk egy eljarast az emlitett aminosavak L
¢s D enantiomerjeinek analitikai elkiilonitésére, szelektiv hatdsok tanulmdnyozasa céljabol.
Agyszovet homogenizatumbdl kinyert mintdkban mar sikeriilt elkiilonitve mérni az egyes
enantiomereket. Jelenleg e munka metodikai részébdl, illetve az L- és D-Asp valamint L- és
D-Glu sejtproliferacidos zonakban végzett kvantitativ méréseibdl szarmazd eredmények
publikaciora torténd elokészitése zajlik. A tovabbiakban a moddszert ki kivanjuk terjeszteni

mikrodializis mintakra is.
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Pszichoaktiv drogok hatdsa a memoria kialakulasara és elohivasara a passziv elkeriiléses
tanulasi modellben

Az irodalomban jelenleg altaldnosan elfogadottd valt madar modellek alkalmazasa a
tanulds ¢és memoria-rogziilés vizsgalatara, jelesiil a hdziszadrnyas passziv elharitd tanulési
tesztje, mint a korai adaptiv tanulds jol tanulmanyozhatd, egyszerti példaja (Gibbs et al.,
2008). Ezt a modellt laboratériumunk is rendszeresen alkalmazta a multban is, és ebbe a

vonalba illeszkedett az a vizsgélatunk is, amelynek soran fiatal csirkéken kimutattuk a CB1



cannabinoid antagonista hatdsti gydgyszer-molekula, a rimonabant memoridra gyakorolt
hatdsat. Az irodalmi adatok erdsen megoszlottak a cannabinoidok emlékezetre kifejtett
hatasait illetben. A témaban megjelent munkank (Adam et al. 2008) azt igazolta, hogy az
adott koriilmények kozott a rimonabant az emléknyom el6hivasanak fazisaban fejti ki gatld
hatdsat. Az egyszerd, jol interpretalhatd kisérleti koriilmények eldsegitették a kérdés
viszonylag egyértelmli megvalaszolasat, ill. a meglevd ellentmondasok egy részének
feloldasat. A kisérlet a memoridra hatd pszichoaktiv drogok tovabbi tanulmanyozasahoz

kinalhat (ijabb utakat és lehetdségeket.
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Tobb, az eredeti programban szerepelt kisérleti még nem valosult meg, ill. jelenleg
folyamatban van (utobbiakrol mar emlitést tettiink ezért itt nem részletezziik). Nem kertilt
még sor a striatum/accumbens egyéb (nem amygdalofugalis) bemend palyainak (pl. pallium,
NTS eredetti projekciok) részletes elemzésére az Asp-tartalom vonatkozasdban, valamint az
Asp-tartalmu neuronok egyéb transzmitterekkel torténd kolokalizacids vizsgalatara. Az ok
jorészt a korreldlt morfoldgiai analizisek rendkiviili id6- és munkaigényessége, kiilondsen
elektronmikroszkdpos szinten. Nem jutott id6 az Asp neuronok kivaltott (pl. dopaminerg
stimulansokkal) expressziojanak vizsgalatara, itt a kozben sikeresen kifejlesztett mikrodializis
technika gyorsabb eredményt kinal. Ugyanezen okbol, és mert a mikrodializis modszer
optimalizdsa a vartnal lassabban valdsult meg, késébbre maradt az Asp/Glu-release
dopaminerg agensekkel torténd befolyasolasanak vizsgalata is. Ugyanakkor néhéany, az eredeti
programban nem szerepld témaban (pl. neurogenezis vizsgalatok) sikerrel eloreléptiink.

Az elért eredmények jo alapot teremtettek a munkacsoport tovabblépésére szamos, a
program soran felvetett kérdésben. Jelentés mddszertani eldrelépések valdsultak meg (in vivo
mikrodializis technika meghonositasa intézetliinkben, agyszeleten végzett patch clamp
elektrofiziologia rutin alkalmazasa), melyek a klasszikus fény- és elektronmikroszkopos
morfologiai és  citokémiai moddszerekkel kombinalva a  basalis  ganglionok
mikrostruktirdjdnak, és az 4llati viselkedésben betoltott szerepiiknek korszerti, tobb

tdmadaspontu vizsgalatat teszik lehetove.



