A kutatas eredményei:

1. Az szomatosztatin 2-es tipusu receptorat (sst2) expresszalé neuronok
jellemzése a patkany agykérgében

Korabbi vizsgélatainkban kimutattuk, hogy agonista hatasara a sejtfelszini sst2
receptorok in vivo internalizacidja kdvetkezik be neuronokban. Az agonista-indukalt
internalizacié tanulmanyozasa soran megfigyeltik, hogy az sst2 receptorok
sejtfelszinr6l a korai endoszomakba torténé koncentrdloddsa a receptor
immunreaktivitas eloszlasanak fénymikroszkdppal is megfigyelhetd megvaltozasahoz
vezet: mig kontroll allatokra a neuropil diffaz festédése a jellemz6, addig az
internalizacié sejtek és sejtnyulvanyok jeldlédését eredményezi, lehetévé téve a
sejttestek elhelyezkedésének pontos meghatarozasat.

Kisérleteinkben az sst2 receptor agonista oktreotid in vivo intacorticalis beadasat
sztereotaxias készulékkel végeztik és tanulmanyoztuk a receptor eloszlasat egyes
és kettés immunfluoreszcens jeldlések hagyomanyos fénymikroszkbépos és
konfokalis mikroszképos vizsgalataval. Kontroll allatokban a neuropil diffaz festédése
volt jellemzd a parietélis cortex V.-VI. rétegében, ami fénymikroszkopos szinten nem
tette lehetévé a receptorok elhelyezkedésének pontos (neuron, glia; perikaryon,
dendrit, axon) meghatarozasat, illetve a receptort expresszalé sejtek neurokémiai
jellemzését. Harminc perccel az oktreotid intracorticalis beadasat kovetéen a diffaz
immunjel6lés intenzitdsa csokkent és szamos sejt (perikaryonok és proximalis
dendritek) valt lathatéva a pontszer( intracellularis immunjel6lédés kovetkeztében a
kéreg V.-VI. rétegében. Az sst2 receptor eloszlasdnak oktreotid hatasara
bekbvetkez6 megvaltozasa igen gyors volt, mar 10 perccel az agonista beadasat
kovetden megjelentek az immunjelolt sejtek az agykéreg mély rétegeiben, igy
kizarhato, hogy az sst2 receptor immunreaktivitas a sejtekben az agonista hatasara

bekovetkezd fehérjeszintézis eredménye lenne.

Az sst2 receptor-pozitiv sejtek az V. rétegben nagy pyramissejtek morfologiai
jellegzetességeit mutattak, mig a VI. rétegben a jeldlt sejtek kisméretli, multipolaris
neuronok voltak. A VI. réteg sst2 receptor-pozitiv neuronjai a szomatosztatin-,
parvalboumin-  vagy calretinin-immunjelolt, GABAerg  sejtekhez  hasonlo
elhelyezkedéssel és morfologiai jellegzetességekkel birtak, azonban a kettds
immunfluoreszcens vizsgalatok nem mutattak ki az sst2 receptor kolokalizacidjat

egyik sejtpopulacioval sem. Eredményeink arra utalnak, hogy a szomatosztatin sst2



receptorat a parietalis agykéregben feltételezhetéen elsésorban glutamaterg
idegsejtek expresszaljak.

2. Az sst2 receptor dendrit torzseken és tluskéken valé megoszlasanak
vizsgalata, szinapszisokhoz és szomatosztatinerg végzédésekhez valé

viszonyanak feltérképezése a hippocampusban és hypothalamusban

A szomatosztatinerg idegvégz6dések és a szomatosztatin sst2 tipusu receptoranak
szubcellularis eloszlasat tanulmanyoztam a gyrus dentatusban, tovabba a

hypothalamusban a nucleus paraventricularis és nucleus arcuatus tertletén.

A gyrus dentatus molekularis rétegének kiilsé részében a szomatosztatinerg axon
terminalisok szemcsesejtek dendrit torzsein illetve tliskéin végzédnek, mig az sst2
receptorok szemcsesejtek dendrit tdrzsein és tluskéin a sejtmembranon

helyezkednek el (1. abra).

1. dbra: Az sst2 receptor szubcellularis elhelyezkedése a gyrus dentatus molekularis
rétegének kiilsé részében

A receptor dendrit tiskéken valo jelenléte felvetette annak a lehetéségét, hogy a
kordbban feltételezett, a neuropeptid receptorokra altalaban jellemzd
extraszinaptikus elhelyezkedéssel szemben az sst2 receptor periszinaptikus vagy/és
szinaptikus lokalizacioju is. Kettds preembedding immuncitokémia
elektronmikroszkopos vizsgalataval kimutattuk, hogy az sst2 receptorok
egyenletesen oszlanak el a dendrit torzsek és tliskék sejtmembranjan, tulnyomo
tobbségik extraszinaptikus elhelyezkedés, receptorok szinaptikus koncentralédasat
vizsgalataink soran nem figyeltik meg. Ennek megfeleléen szomatosztatinerg
idegvégzbdésekkel szemben, a posztszinaptikus membranon sst2 receptorok csak

elvétve voltak medfigyelhetéek.

Hasonldé eredményekre jutottunk a hypothalamus tanulmanyozasa soran is, ahol
mind a nucleus paraventricularisban, mind a nucleus arcuatusban az sst2 receptorok

idegsejtek perikaryonjan és dendriteken helyezkedtek el, egyenletes eloszlasban a



sejtmembranon. A receptorok nem specifikusan szinaptikus vagy periszinaptikus
elhelyezkedésiek, ennek megfeleléen szomatosztatinerg idegvégzédésekkel

szemben, a posztszinaptikus membranon sst2 receptor nem volt megfigyelheté.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az sst2 receptor endogén ligandja az
extracellularis térben diffundalva és nem kozvetlenul szinaptikusan éri el a
receptorokat. Mivel az sst2 receptor specifikusan periszinaptikus vagy/és szinaptikus
elhelyezkedését vizsgalataink nem tamasztottdak ala, ezért az sst2 és AMPA
receptorok egymashoz viszonyitott térbeli elhelyezkedésének szubcellularis szinti

vizsgéalatara mar nem kerdlt sor.

3. Az sst2 receptor sejten bellli mozgéasainak vizsgalata a hippocampusban

Korabbi kisérleteinkben tanulmanyoztuk az sst2 receptor agonista oktreotid
szubkronikus hatasat (6rak — napok) patkany hippocampusban in vivo. Konfokalis és
elektronmikroszk6pos immunhisztokémiéval és szemikvantitativ PCR-ral vizsgéltuk a
receptor lokalizaciéjanak és expresszidjanak valtozasait az agonista hippocampalis
beadasat kdvetéen, 10 perctél 7 napig terjed6 id6 intervallumban. Kontroll allatokban
az sst2 receptor a pyramis- és szemcsesejtek felszinén, tovabba a CA1l stratum
radiatuméban és oriensében és a gyrus dentatus molekularis rétegében fésejtek
dendritiein volt talalhat6. Agonista hatdsara a szemcse- és pyramissejtek
sejttesteiben és dendritjeiben az sst2 receptorok internalizaciéja kdvetkezett be, majd
a receptorok a sejttestben halmozédtak fel. Két nappal az agonista beadasat
kovetden a receptorok Ujbol megjelentek a dendritek plazmamembranjan,
feltételezésink szerint a intracellularis  vezikulakbol torténé  recirkulacio

eredményeképpen, mivel a receptor szintézisében nem volt megfigyelhetd valtozas.

Az OTKA pdlyazat keretében egyes korabban elvégzett kisérletek kvantitativ
elemzésén és statisztikai analizisén dolgoztam, valamint tovabbi vizsgalatokat
végeztem a receptor sejten bellli mozgasainak pontosabb feltérképezése

érdekében.

Az sst2 receptor immunhisztokémia konfokalis mikroszkoppal tértené vizsgalata és
az ehhez kapcsol6d6 kvantifikacidé soran megallapitottuk, hogy a sst2 receptor
immunfluoreszcencia intenzitasanak szignifikans csokkenése kovetkezik be a gyrus
dentatus molekuléaris rétegében 30 perccel (-45%, P< 0.001), 60 perccel (-72%, P<
0.001), 3 oraval (-79%, P< 0.001), 6 éraval (-70%, P< 0.001) és 24 o6raval (-72%, P<



0.001) az agonista beadasat kovetben és ezzel parhuzamosan az
immunfluoreszcencia intenzitasanak szignifikhns megnovekedését figyeltik meg 3
oraval (+129%, P< 0.001), 6 o6raval (+287%, P< 0.001) és 24 oraval (+140%, P<

0.001) az agonista beadasat kévetden (2. abra).
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2. dbra: Az sst2 receptor immunreaktivitds denzitasanak kvantitativ analizise oktreotid
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adasat kovetd 10 perctdl 7 napig terjedd id6 intervallumban
Az sst2 receptor immuncitokémia elektronmikroszkopos kvantifikacioja soran
megallapitottuk, hogy 3 Oraval az agonista beadasat kovetéen az sst2 receptor-
pozitiv immunszemcsék szama a szemcsesejtek perikaryonjaban szignifikans
meértékben emelkedett (+140%, P< 0.001). Jelentds atrendezédést figyeltiink meg az
sst2 receptor szubcellularis eloszlasaban is; a receptor denzitdsa a
plazmamembranon szignifikhns mértékben csokkent (-78%, P< 0.0001), mig
szignifikans mértékben emelkedett a Golgi apparatusban (+785%, P< 0.001) és
endoszomakban (+134%, P< 0.01). Ezzel szemben az endoplazmas retikulumban a

receptorok szama nem valtozott (3. abra).
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3. dbra: Az sst2 receptor szubcellularis eloszlasanak kvantitativ analizise 3 éraval

oktreotid beadasat kovetéen



Kettés immunfluoreszcens jeldlések konfokalis mikroszkopos vizsgalataval az sst2
vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy az agonista beadasat kovetbéen az sst2
receptor kolokalizaci6t mutat a syntaxin 6 és TGN38 transz-Golgi haldzat
markerekkel, ezzel szemben a cisz-Golgi marker GM130-vel és az endoplazmas

retikulum marker PDI-vel nem kolokalizal (4. abra).
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4. abra: Az sst2 receptor és szubcellularis markerek eloszlasanak konfokalis

mikroszkdpos analizise oktreotid beadasat kévetéen
Kvalitativ és kvantitativ vizsgalatokkal megallapitottuk tovabba, hogy az sst2 receptor
agonista hatasara bekovetkezd sejten bellli felhalmozédasara a fehérjeszintézis
inhibitor cikloheximid nincs hatassal (5A. @&bra), mig a mikrotubulusok

Ve
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5. abra: Az sst2 receptor immunreaktivitas denzitasanak kvantitativ analizise
cikloheximid (A) és kolchicin (B) kezelést kdvetéen
Eredményeinkbél azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy agonista hatasara a
hippocampus pyramis- és szemcsesejtjeinek dendritjein elhelyezkedd receptorok
retrograd uton, mikrotubulus-dependens transzporttal a sejttestbe jutnak, ott a transz-
Golgi halbézatban és a kozelében elhelyezked6 vezikulakban tarolodnak, majd

visszakerilnek a dendritek sejtmembranjara.

4. Kronikus szomatosztatin felszabadulas hatasa az sst2 receptor

expresszidjara a human hippocampusban

Kordbban megkezdett vizsgalatainkban tanulmanyoztuk a szomatosztatin és a
szomatosztatin  receptorok  eloszlasat human  hippocampusban, és a
szomatosztatinerg neurotranszmisszid plasztikus valtozdsait temporalis lebeny
epilepszidban (TLE). Vizsgélatainkat autopsias kontroll hippocampuson, tovabba
hippocampalis sclerosissal jaré (HS) és hippocampalis sclerosissal nem jaré (NHS)

temporalis lebeny epilepszias betegekbdl szarmazd hippocampuson vegeztik.

Az OTKA pélyazat keretében a szomatosztatin-immunreaktiv idegrostok és az sst2
receptor autoradiografias ligand-kotéhelyeinek kvantitativ elemzését végeztem el a
gyrus dentatus molekuléris rétegének belsd illetve kilsé részében. Kimutattuk, hogy
a szomatosztatin immunreaktivitds denzitdsa a stratum moleculare bels és kulsé
részében nem kulonboézik szignifikhns mértékben az NHS-TLE betegekben a
kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a HS-TLE betegek gyrus dentatusaban a
szomatosztatin immunreaktivitas denzitdsa szignifikAnsan nodvekedett a stratum

moleculare kulsé részében a kontrollokéhoz képest (+148%, P< 0.01), mig nem



valtozott a molekularis réteg belsé részében. Az autoradiografias sst2 receptor tipusu
kotéhelyek denzitasa a gyrus dentatus molekularis rétegében nem valtozott
szignifikans mértékben az NHS-TLE betegekben a kontrollokhoz képest. Ezzel
szemben a HS-TLE betegekben az autoradiografias sst2 receptor tipusu kétéhelyek
denzitasa szignifikans mértékben csdkkent a gyrus dentatus molekularis rétegének
kils6 részében a kontrollokhoz képest (-54%; P< 0.001), de nem valtozott a
molekularis réteg belsé részében. A szomatosztatin immunreaktivitas és az
autoradiografias sst2 receptor tipusu ligand-kotéhelyek denzitasainak korrelacios
analizise autopsias kontroll, NHS-TLE és HS-TLE mintakban szignifikans negativ
korrelaciot mutatott ki a gyrus dentatus molekularis rétegének kilsé részében
(Pearson r= -0.80; P< 0.01), de nem a belsd részében (Pearson r= -0.32; P= 0.30)
(6. abra).
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6. dbra: Szomatosztatin immunreaktivitas és sst2 receptor kétéhelyek denzitasanak
korrelacids analizise a gyrus dentatus molekuléris rétegének belsé (A) és kilsé (B)
részében temporalis lebeny epilepszidban
Ezen kvantitativ vizsgalatok alatamasztottak korabbi kvalitativ megfigyeléseinket, és
arra utalnak, hogy a HS-TLE betegek gyrus dentatusaban a szomatosztatinerg
idegrostok hipertréfidjanak megfeleléen, feltételezésink szerint a krénikusan
megnovekedett szomatosztatin felszabadulas hatasara a szomatosztatin sst2 tipusu

receptoranak helyi down-regulacioja kdvetkezik be.



