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Roviditések jegyzéke

AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-izo-xazolo-4-propionsav
BrdU — bromodeoxi-uridin

DAPI — 2,4-diamidino-2-fenilindol

DG — gyrus

DNS — dezoxiribonukleinsav

GABA — y-aminovajsav

GFAP — Glidlis fibrillaris savas protein

GIuN — NMDA glutamat receptor alegység

Gotlll — glutamat-oxaloacetat-transzaminaz-1-like-1
LTD — hossza tavu depressziod

LTP — hosszu tavu potenciacio

MGIUR — metabotrop glutaminsav receptor

NMDA — N-metil-D-aszpartat

PBS — foszfat-pufferes so6oldat

PGDH - foszfoglicerat-dehidrogenaz

PSP —foszfoszerin-foszfataz

SR — szerin-racemaz

SHMT - szerin-hidroxi-metil-transzferaz



1. Bevezetés

Korabban gy gondoltak, hogy az €16 szervezetekben csak L-aminosavak fordulnak eld,
D-aminosavak pedig nincsenek, vagy legalabbis nincs fontos szerepik a belsé
folyamatokban. Késébb azonban kideriilt, hogy a D-aminosavak jelen vannak szamos
taxonban, igy a novényekben, puhatestiieckben, madarakban ¢és az emldsokben is. Ma mar
tudjuk, hogy a D-aminosavak nem csak megtalalhatoak az él6 szervezetben, kdzponti
szerepiik van sok fontos folyamatban, mint a hormonalis szabalyozéas, a gametogenezis,
a szinaptikus transzmisszid és a neurogenezis. Az emlds kozponti idegrendszerben
legnagyobb mennyiségben el6forduld két D-aminosavat, a D-aszpartatot és a D-szerint
egyarant leirtdk, mint neurotranszmittert vagy neuromodulatort, és napjainkban is zajlik
a pontos miikddésiiknek és szerepiliknek intenziv kutatdsa. A kutatdsunk el6zményeinek
tekinthet6 kisérletekbo6l tudjuk, hogy a D-aszpartat segiti az olyan kogitiv képességeket, mint
a tanulds és a memoria, mig a D-szerin latszolag fontos szerepet jatszik a felndttkori
neurogenezisben. A mi kutatasunk keretében mindkét D-aminosav hatasat vizsgaltuk
a gliagenezisre immunhisztokémiai festés, majd a gyrus dentatusban konfokalis
mikroszkdppal végzett sejtszamlalds segitségével, illetve a gliagenezis és a tanulas kozti
esetleges Osszefliggést vizsgaltuk a sejtszamlalas és viselkedéses tesztek adatait is

felhasznélva.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Aminosav transzmitterek

Tudjuk, hogy egyes aminosavak a fehérjeépitd és intermedier anyagcserében
betoltott szereplik mellet transzmitterként is funkciondlnak a kozponti idegrendszerben
(Watkins, 2000; Bowery & Smart, 2006). A két f6 aminosav transzmitterrendszer a serkentd
(L-glutaminsav és L-aszparaginsav) és a gatld (y-aminovajsav (GABA) és glicin)
transzmitterrendszer. E16bbi depolarizalja, utobbi hiperpolarizalja a sejtmembrant. Ma gy
tudjuk, hogy az agyi szinapszisok kozel 80%-anak jelatvivd molekulaja L-glutamat vagy
L-aszpartat (Vilagi & Tarnawa, 2013). Jelenlegi ismereteink szerint az L-glutamat
a legjelentdsebb serkentd transzmitter a kozponti idegrendszerben (Herring et al., 2015).
Harom ionotrop és nyolc metabotrop receptora ismert. L-glutamat bekotddése esetén
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az ionotrop receptorok (transzmitter-vezérelt ioncsatornak) megnyilnak, és rajtuk kationok
(Ca?*, Na* és K*) aramlanak 4t, mig a metabotrép receptorok (G-fehérje kapcsolt receptorok)
esetében a kapcsolt G-fehérje aktivalodik, mely tovabbi effektorfehérjéken és masodlagos
hirvivokon keresztiil viszi tovabb a jelet. Az ionotrop receptorok koz¢ tartoznak az AMPA,
az NMDA ¢és a kainat receptorok.

A tobbi receptorral ellentétben az NMDA receptorok aktivacidjahoz két ko-agonista
kell, a glutamat kapcsolodasa mellett glicin kotddése is sziikséges. Az NMDA receptorok
aktivalasa elnyujtottabb membran depolarizaciot eredményez (Jansson & Akerman, 2014).
melynek fontos szerepe van a plaszticitasban. A szinaptikus plaszticitds a szinapszisban
résztvevo neuronok kozotti informacidatvitel hatékonysaganak (a kapcsolat erdsségének)
valtozasa. Ennek egyik formaja a hossza tava potenciacio (long term potentiation - LTP),
mely egy hosszabb tadvon fennalldo hatékonysagfokozdodas a serkentd szinapszisban és
a memoria, a tanulds akapjanak tekintik, valamint hatdssal van a neuronalis Ossejtek és
2013; Taylor et al., 2014; Schlett, 2006).

Az L-glutaméat mellett a masik fontos serkentd aminosav az L-aszpartat.
Az L-aszpartat neurotranszmitter szerepével kapcsolatban vannak vitdk, ugyanis
az axonterminalisokban mindig csak L-glutamattal egylitt fordul eld, tisztan L-aszpartaterg
neuronokat nem talaltak (Gundersen & mtsai, 1998; Nadler, 2011). Az axonterminalisbol
vald iiriilésének modja szintén vitatott. Egyes kutatasok szerint az L-glutamathoz hasonléan
Ca?*-fiiggd exocitozissal (Fleck et al., 1993; Tsumoto, 1990; Bradford & Nadler, 2004;
Zachar et al., 2012), méasok szerint Ca?*-fiiggetlen exocitézissal iiriil (Wilkinson & Nicholls,
1989; McMahon & Nicholls, 1990), mig egyes eredmények szerint plazmamembran
transzporterek Utjan szabadul fel (Nicholls & Atwell, 1990). Az eltérd felszabadulasi
sajatsagok alapjan mindenesetre feltételezik, hogy az L-glutamat és az L-aszpartat kiilon
szinaptikus vezikuldban tarolodhat.

Az L-aszpartat az ionotrop glutamat NMDA receptorhoz kotddve fejti ki hatasat,
az AMPA, kainat, vagy metabotrop glutamat receptorokhoz nem, vagy minimalis mértékben
képes csak kotddni (Yamane et al., 2009; Nadler 2011). A szinaptikus NMDA receptorok
aktivalasat a neuronok talélésének serkentésével hozzak 6sszefliggésbe (Bradford & Nadler,
2004). Az L-glutamat és az L-aszpartat eltér6 tulajdonsagai alapjan feltételezik, hogy a két

aminosav kiilonbozd bioldgiai funkcidval rendelkezik, €és az L-aszpartatnak inkabb
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a neuropeptidekhez hasonld, szabalyoz6 neuromodulator szerepet tulajdonitanak (Bradford

& Nadler, 2004; Nadler, 2011).

2.2. L-szerin

Az L-szerin az emldsok sok szervében, szovetében nagy mennyiségben termelddd
aminosav, mely az 1-szenes egységek f6 forrasa a DNS-szintézishez, igy fontos eleme a sejt
proliferacionak, emellett szintézise soran jonnek létre a prekurzorai sok mas fontos molekula
szintézisének, mint a cisztein és taurin, lipid messenger molekuldk és neuromodulétorok,
mint a glicin és a D-szerin. Az L-szerin képzddése 3 uton torténhet: bioszintézissel
az intermedier anyagcseretermék 3-foszfogliceratbol, glicinbdl illetve protein és foszfolipid
degradacio altal. Hogy melyik 1t jatszik nagyobb szerepet, az fiigg az adott szovettipustol.
Példaul a fetalis majban féleg glicinbdl alakul at a szerin-hidroxi-metil-transzferaz (SHMT)
enzimnek koszonhetden (Narkewicz et al., 1996). Ezzel szemben a vesében ¢és a felndttkori
majban féleg 3-foszfogliceratbol képzodik (Waziri et al., 1983), igy ezt a bioszintetikus utat
tekintik az L-szerin f6 képz6dési Gtjanak (Snell, 1984). A szintézisben 3 enzim vesz részt,
a 3-foszfoglicerat-dehidrogenaz (3-PGDH), a foszfo-hidroxi-piruvat-aminotranszferaz és
a foszfoszerin-foszfataz (PSP)(Snell, 1984). A majon és a vesén kiviil ezek az enzimek még
sok mas szervben és szovetben vannak jelen nagy mennyiségben, ami az L-Szerin nagy
mennyiségll szintézisére utal. Ilyen szervek a here, a 1ép és az agy, mig elenyészd aktivitas

mutathato ki a sziv- és vazizmokban (Snell, 1984).

A kozponti idegrendszerben az L-szerinbdl szarmaztatjak a glicin és a D-Szerin
képzddését is, melyek egyarant az NMDA receptorok koagonistdi és fontos
neuromodulatorok (Johnson et al., 1987; Matsui et al., 1995). Az L-szerin szintézisét
tekintve fontos kiilonbséget mutat mas aminosavakkal szemben abban, hogy a magzati
korban elenyész6 mennyiségben jut 4t az anyabol, igy a magzat a glicinnel egyiitt nagyrészt
maga termeli meg a sziikséges L-szerint (Moores, et al., 1993; Cetin et al., 1992). Ez
a szintézis foleg a majban torténik, glicinbdl, melyet a fetdlis placenta termel nagy
mennyiségben (Moores, et al., 1993; Cetin et al., 1992; Cetin et al., 1991). A magzati korban
az L-szerin mennyisége minden testnedvben jelentds, a vér-agy gat kialakuldsa utan azonban

kiilonbozik a vér és az agy-gerincveldi folyadék koncentracioja (Huether et al., 1991). Mivel
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a neutralis aminosavak transzportjaval az L-szerin nem jut at jelentds mennyiségben a vér-
agy gaton (Smith et al., 1987), ezért feltételezik, hogy az agynak sajat maganak kell
megtermelnie a sziikséges mennyiséget. Es valoban, nagy mennyiségli 3-PGDH
expresszalodast mutattak ki foleg a ventrikularis és szubventrikuléris zonakban, ahol fetalis
korban a legintenzivebb a sejt-proliferacid. Tobb kisérlet is kimutatta, hogy neuronokat
kultiréban tenyésztve L-szerin hozzaadasaval fokozni lehet a dendritek és axonok fejlodését
(Furuya et al., 2000; Sato et al., 1991). Az L-szerin feln6ttkori szintézisét, a D-szerinnel és
a glicinnel egyiitt, az asztrocitakhoz kotik (Furuya et al., 2000; Martinez-Hernandez et al.,
1997).

2.3. D-aminosav transzmitterek

Szerkezetét tekintve a legtobb (az €16 szervezetekben eléforduld) aminosav kiralis,
aminosavak egymas tiikorképi parjai, enantiomerjei. Az enantiomerek forgatassal nem
hozhatok egymassal fedésbe, de kémiai és fizikai tulajdonsdgaikban hasonldak. Mai
ismereteink szerint az é161ények fehérjéi kizarolag L-aminosavakbol épiilnek fel, ha ugyanis
D- ¢és L-aminosavak egyarant beépiilhetnének a fehérjelancba, az megakadalyozna a lanc
megfeleld feltekeredését és az aktiv fehérje kialakulasat (Banik & Nandi, 2013). D-
aminosavakat, mint fehérje felépitdket korabban csak inert fehérjékben (pl. szemlencse
fehérjéi), baktériumok sejtfalat felépité peptidekben és a baktériumok 4altal termelt
antibiotikumokban talaltak (Corrigan, 1969; Fujii, 2002; Fujii, 2005). Mara az analitikai
modszerek fejlodésével sikeriilt D-aminosavakat kimutatni a magasabb rendi ¢l61ényekben
is. Szabad formaban megtalaltaik Oket novényekben (Briickner & Westhauser, 2003),
puhatestiiekben (D’Aniello & Giuiditta, 1977), madarakban (Neidle & Dunlop, 1990;
Nagata et al., 1994), emlésokben (Dunlop et al., 1986; Neidle & Dunlop, 1990; Hashimoto
et al., 1992), koztiik az emberben (Fisher et al., 1991), és egyéb taxonokban is (D’ Aniello,
2007). A D-aminosavak koziil az emlds (¢és az emberi) idegrendszerben nagy mennyiségben
mutattdk ki a D-aszpartatot és a D-szerint, ezért fontos szerepet tulajdonitanak nekik
az idegrendszeri folyamatokban és a kdzelmultban sok kutatas iranyult neurotranszmitter

vagy neuromodulator szerepiik pontos megismerésére.



2.4. D-aszpartat

A D-aszpartat az L-aszpartat enantiomereként megtalalhaté a legtobb allati taxon
endokrin- és idegrendszerében is (D’ Aniello, 2007). Az aminosav szabad formaja jelen van
az endokrin mirigyekben, ezek koziil féleg a gerinctelenek (D’ Aniello et al., 1996; 2003), és
gerincesek, koztiik az emlésok (Di Fiore et al., 1998; Assisi et al., 2001; Hashimoto et al.,
1993; D’Aniello et al., 1996; 1998; 2000; Imai et al., 1995; Lee et al., 1997; Nagata et al.,
1999; Wang et al., 2002; Boni et al., 2006) reprodukcioval 6sszefiiggd szerveiben. Tobbek
kozott megtalaltak patkanyok (D’ Aniello et al., 1996), juhok (Boni et al., 2006), és emberek
(D’Aniello et al.,, 2007) ondojaban, spermajaban, valamint tiiszOvaladékaban is.
Az aminosav jelenlétét leirtdk még az idegrendszeren kiviil a hipofizisben,
a tobozmirigyben, a mellékvese veldallomanyaban és a herében, ahol a hormonalis
szabalyozasban  jatszik  szerepet, illetve kimutattdk, hogy enyhén ndveli
a tesztoszteronszintézist (Topo et al., 2009). Terméketlen férfiaknal a tesztoszteronszint
novekedését irtak le D-aszpartat hatasara (Nagata et al., 1999), valamint sportoloknal
ideiglenes teljesitményfokozoként miikodott. Az idegrendszerben fejlédési stadiumtol
figgden valtozd koncentraciot mutat. Nagy mennyiségben mutattdk ki embriondlis és
perinatalis patkany- és csirkeagybol, illetve retindbol, mig a sziilést vagy kikelést kvetden
a mennyisége drasztikusan lecsokkent (Neidle & Dunlop, 1990; Dunlop et al., 1986).
Hasonlo6 valtozast mutattak ki emberi agyban is (Hashimoto et al., 1993). A D-aszpartat
embridkori nagy mennyiségébdl arra kovetkeztettek, hogy szerepe lehet az idegrendszer

korai fejlodési folyamatainak szabalyozasaban (Neidle & Dunlop, 1990).

A kifejlett allatokban azonban tobb kutatas is kimutatta, hogy a D-aszpartatnak
szerepe van a neurotranszmisszioban, vagy  neurotranszmitterként,  vagy
neuromodulatorként. Példaul az aranyhal retindjaban a D-aszpartat képes akar 15-szorosére
novelni az L-glutamat hatasat, a fényre reagalva (Ishida & Gordon, 1981). Ehhez hasonléan
a Sepia officinalis retinajaban a D-aszpartat koncentracidja korrelal az allat fényre tett
reakciojanak meértékével (D’Aniello et al., 2005). Patkany agyi- és hippokampusz
metszeteinek K* ionos depolarizacidja D-aszpartat felszabaduldsdhoz vezetett egy
Ca* csatorna-fliggé mechanizmusnak koszonhetéen (Davies & Johnston, 1976; Holopainen
& Kontro, 1990; Malthe-Sorenssen et al., 1979). Tovabba leirtak egy D-aszpartat specifikus

transzportert is, mely a szinaptikus résekb6l a posztszinaptikus idegsejtekbe szallitja
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az aminosavat (Kanai & Hediger, 1992). A vezikularis transzportjaért felelés molekulat még
nem irtak le. A D-aszpartatra specifikus receptort sem ismeriink, azonban képes kapcsolodni
az NMDA receptorokhoz az L-glutamat agonistajaként, annal tizszer kisebb affinitassal
(Errico et al., 2011). Ezzel egyiitt azt is kimutattak, hogy az NMDA receptortdl fiiggetlen
uton is képes hatni az 5-0s tipusu metabotrop glutamat receptorhoz (mGluRS) kotddve
(Molinaro et al., 2010). Ezenkiviil bizonyitékot talaltak arra, hogy a D-aszpartat az AMPA
glutamat-receptorok modulalasaval (Brown et al., 2006) fokozza a hossza tava potenciacid
(LTP) mértékét egér hippokampuszban (Errico et al., 2008a) és gatolja a kortikostriatalis
hosszl tava depressziot (LTD) (Errico et al., 2008b). A D-aszpartat ezen tulajdonsagai azt
bizonyitjak, hogy szerepe van a kognitiv folyamatokban. Egy masik fontos felismerés, hogy
a kontrollcsoporthoz képest a D-aszpartdt koncentrdcidja szignifikdnsan kisebb volt
Alzheimer koéros betegek agyaban, és azon beliil a f6 kognitiv funkciokkal Osszefliiggd
teriileteken, mint a frontalis kortex (Fisher et al., 1991), a parietalis és occipitalis kortex,
a kisagy, valamint az amygdala és a hippokampusz (D’Aniello et al., 1998). Mindezeket
Osszevetve arra kovetkeztethetiink, hogy a D-aszpartat fontos szerepet jatszik, nem csak
a hormonalis mikddés endokrin szabalyozasaban ¢és a gametogenezisben, de
neurotranszmitterként vagy neuromodulatorként az idegrendszerben is, azon beliil a kognitiv
funkciokban és feltételezheten a tanulasban és a memoriaban is. Topo és munkatarsai 2010-
es kutatasuk soran bizonyitottak, hogy a kiilséleg beadott D-aszpartat patkanyokban javitotta
a teljesitményt a Morris water maze teszt soran, tehat a D-aszpartat nagyobb koncentracidja
a hippokampuszban bizonyitottan segiti a tanulast és javitja a memoriat (Topo et al., 2010).
A transzmisszioban megfigyelt szerepe mellett megfigyelték, hogy a megnovelt D-aszpartat
szint novelte a dendritsiiriiséget a prefrontalis kéreg piramissejtjeiben (Errico et al., 2014) és
az aszpartat racemaz enzim gatlasa csokkenést okozott a dendritek fejléddésében és az Uj
neuronok tulélésében egerekben (Kim et al., 2010). Az aszpartat racemaz enzimrdl (vagy
Gotlll) azt tartottak, hogy az L-aszpartat atalakitasaval végzi a D-aszpartat szintézisét. Egy
késdbbi kutatdsban azonban mar nem sikeriilt kimutatni az enzim raceméz aktivitasat,
valamint a patkanyban és emberben talalhatdo homolog enzimének mennyiségét sem sikeriilt
Osszefliggésbe hozni a D-aszpartat mennyiségével (Matsuda et al., 2015). Ezek alapjan
az eredmények alapjan tehat nem tudjuk biztosan, hogy a D-aszpartatnak van-e szabalyozé
hatdsa a neurogenezisre, illetve, hogy a tanuldsban tapasztalt fejlodés kozvetetten

a neurogenezis fokozasanak tudhato-e be.



2.5. D-szerin

A D-szerint a gerincesek, fleg az emldsok kdzponti idegrendszerébdl mutattak ki
nagy mennyiségben (Nagata et al., 1994; Hashimoto et al., 1995). Eml6sok el6agyaban
viszonylag nagy koncentracioban van jelen, és a magas koncentracidé felnéttkorban is
tartdsan fennmarad. A D-szerin az L-szerin enantiomere, szintézisét a piridoxal-foszfat
fliggd szerin racemaz enzim végzi, mely L-szerinbdl alakitja 4t az aminosavat (Wolosker et
al. 1999). A korai vizsgalatok azt talaltak, hogy a D-szerin legnagyobb mennyiségben a II.
tipust asztrocitdkban van jelen, ahonnan glutamat hatasara iiriil Ca?*-fiiggd exocitozissal
(Schell et al., 1995; Gundersen et al., 2015). Ezek a gliasejtek korbeburkoljak a szinapszist
¢s tripartite (haromosztatl) szinapszist hoznak 1étre. A II. tipust asztrocitdk eloszlasat egy
vizsgalatban hasonlonak talaltak az NMDA receptorok eloszlasaval (Schell et al., 1997b).
Mindezekbdl arra kovetkeztettek, hogy a D-szerin a glidkban termelddik és
gliatranszmitterként miikodik, Gjabban azonban kimutattak, hogy a D-szerin és elsdsorban
a szerin racemaz enzim nagy mennyiségben megtalalhaté a neuronokban (Balu et al., 2014;
Curcio et al., 2013; Benneyworth et al., 2012). Mivel az L-szerint a neuronok nem, csak az
asztrocitak képesek eldallitani (Yang et al., 2010), ezért ma mar azt feltételezziik, hogy
a D-szerin metabolizmusa ¢és taroldsa egy neuron-asztrocita ingdzas soran valosul meg
(Wolosker, 2011). Ez az ingazas az L-szerin szintézisével kezdddik az asztrocitakban, mely
attranszportalodik a neuronokba, ahol a szerin racemdz enzim D-szerinné alakitja azt.
A D-szerin ezutan kikeriil az extracellularis térbe, ahonnan transzporterek altal visszakertiil
az asztrocitakba, ahol mikrovezikuldkban tarolédik az L-glutamaterg stimulacio altali
felszabadulasaig (1. abra)(Gundersen et al., 2015). A szinapszis soran a D-szerin
az asztrocitabol felszabadulva az NMDA receptorok GluN1 alegységén talalhat6 glicin-kotd
helyhez kotédik az L-glutamat koagonistajaként (Mothet et al., 2000). A D-szerin
bekotddésével neuromodulatorként ndveli az NMDA receptor affinitdsat az L-glutamathoz
csokkenésével csokken az NMDA receptor fliggd szinaptikus transzmissziok mértéke is
(Mothet et al., 2000; Papouin et al.,, 2012; Rosenberg et al., 2013). Szerepét

a neurogenezisben szintén tobb kutatds soran vizsgaltak.
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1. abra: A szerin ingizasa a neuron és az asztrocita kozott (forras: Wolosker, 2011).
Az asztrocitak gliikozbol allitanak elé L-szerint, mely egy semleges aminosav transzporter
(ASCT) altal Kkijut az extracellularis térbe, ahonnan a neuron egy alanin-Szerin-cisztein
transzporterrel (Acs-1) veszi azt fel. A szerin-racemaz (SR) az L-szerint D-szerinné alakitja.
Mivel a folyamat a D-szerint is felhasznalja, ezért sziikség van a keletkezett D-szerin térbeli
szeparacioja. Ezért a D-szerin neuronalis és glidlis transzporterek altal visszajut

az asztrocitaba, ahol felhalmozédik, hogy késébb stimulaci6 hatasara felszabadulhasson.

crer

rrrrrr

(Huang et al., 2012). Azt is kimutattak, hogy D-szerin bevitele gatolta a fenciklidin hatasat
egerek gyrus dentatusaban (Maeda et al., 2007). A fenciklidin szintén az NDMA receptorok
antagonistaja, mely negativan befolyasolja a proliferaciot. A D-szerin neurogenezisben
bizonyitott szerepe mellett kimutattak, hogy mennyiségének csokkenése Osszefliggésben
lehet a prefrontdlis kéreg piramissejtjeinek dendritarborizaciojaban, dendrittiiske

stirliségében talalt csokkenéssel (DeVito et al., 2011). Emelkedett D-szerin szintet figyeltek
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meg Alzheimer koros betegeknél, mig a normalisndl alacsonyabb szintet skizofrénias
betegeknél, ami arra utal, hogy a D-szerin koncentracié szabalyzasanak zavara szerepet
jatszhat ezeknek a betegségeknek a kialakulasaban (Cappelletti et al., 2015). Mindezen
eredmények alapjan fontos szerepet tulajdonitanak a D-szerinnek az alapvet6 idegrendszeri

folyamatokban, koztiik a neurogenezisben és egyes kognitiv folyamatok szabalyzasaban.
2.6. Gyrus dentatus

A feln6ttkori neurogenezis minden gerinces taxonban jelen van, kiilonbozd
mértékben (Barker et al., 2011). A halakban, kétéltiekben és hiillékben szamos
neurogenezist végzd kozpont taldlhatd, melyek a teljes élettartam alatt megorzik
proliferacids kapacitasukat. Madarakban, bar a neurogenezis csak egy periventrikularis
terliletre korlatozodik, az itt keletkezett neuronok az agy teljes teriiletére eljuthatnak
Nottebohm, 2004; Lindsey & Tropepe, 2006; Kaslin et al., 2008). Ezzel szemben az emlds
agy legtobb teriilete a sziiletés utan elvesziti a neurogenetikus kapacitasat, azaz az agy nagy
részén felndtt korban mar nem termelddnek 0j neuronok. Ez aldl két teriilet képez kivételt
(Lledo et al., 2006). Az egyik a szubventrikularis zona, ahol interneuronok képzédnek, majd
vandorolnak a szaglohagymaba, a bulbus olfactoriusba. A masik teriilet a hippocampusz egy
teriilete, a gyrus dentatus (DG), pontosabban annak a szubgranularis zonaja. Ez a tulajdonsag
minden vizsgalt eml6s fajra jellemz6, az erszényeseket is beleértve (Harman et al., 2003;
Grabiec et al., 2009), ami arra utal, hogy a neurogenezisnek ez a limitalt teriileti eloszlasa
az emldsok fejlodeéstorténetének korai szakaszan alakulhatott ki. Bar a felndttkori
neurogenezis jelenléte a hippokampuszban mar bizonyitott (Gross, 2000), a felndttkorban
keletkezett neuronok (adult-born granule cell, abGC) fontossaga a korabbi egyedfejlodés
soran létrejott neuronokhoz (mature developmentally born granule cells, matGC) képest még
vitatott. Bar korabban ugy gondoltak, hogy az ember esetében a hippokampalis neurogenezis
viszonylag kis mértéka (példaul a ragesalokhoz képest), egy vizsgalat a kozelmultban arra
mutatott 4, hogy az embereknél is fennall a ragcsalokéhoz hasonlo sejtképzdédési rata, am
az 1j abGC sejtek nagyrésze a régiek helyére kertiil, a neuronok kozott egyfajta turnover
megy végbe (Spalding et al., 2013). Egyes elméletek szerint a matGC sejtek mar mind
,hyugdijas” sejtek, és a gyrus dentatus teljes kodolasat az abGC sejtek végzik (Alme et al.,
2010). Emellett kimutattak, hogy az abGC sejtek nem megfeleld képzddése vagy mitkddése

egy sor pszichiatriai és neurologiai problémahoz vezethet (Drew et al., 2013). A
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hippocampus ¢és a gyrus dentatus fontos agyi kozpontja a téri tanuldsnak. A gyrus
dentatusban végbemend felndttkori neurogenezis funkcidjanak, és pontos mitkodésének
megismerése napjainkban az egyik legfontosabb ¢és legintenzivebben kutatott teriiletek kozé

tartozik a neuroldgiaban.

3. Célkitiizések

Az altalunk vizsgélt két D-aminosav bizonyitottan részt vesz egyes idegrendszeri
folyamatokban, a D-aszpartat valdsziniisithetéleg a tanulasban, memoridban jatszik
szerepet, valamint feltehetdleg a neurogenezis szabalyzasahoz is kdze van, mig a D-szerin
fontos szerepet jatszik a neurogenezisben, illetve feltételezhetéen egyes kognitiv
folymatokkal is Osszefiiggésben van. A D-szerinr6l tudjuk, hogy képzddése
az asztrocitakhoz kotott, illetve korabban gliatranszmitterként irtak le.

Kutatdsunk két f6 elézménye Topo ¢és munkatarsai (2010) kutatdsa, mely
munkatarsai (2013) vizsgalata, mely a D-szerin szerepét deritette fel a felndttkori
neurogenezisben, egér gyrus dentatusaban. Ezenkiviil a Zachar Gergely és Wéber Katalin
vezetésével parhuzamosan indult kutatds részeredményeit is felhasznaltuk, mely
a D-aszpartat és D-szerin hatasat vizsgalta a tanulasra és neurogenezisre. Ezek
az elézmények azt az eredményt hoztak, hogy a D-aszpartat beadasaval a patkanyok ¢€s
egerek is szignifikansan jobb teljesitményt mutattak a Morris water maze teszt soran,
a D-szerin viszont egereknél nem okozott jobb teljesitményt, de a Sultan-féle kisérletben
szignifikansan fokozta a neurogenezist a gyrus dentatusban. Wéber Katalin kisérletének
neurogenezissel kapcsolatos eredményei a szakdolgozat irasa idejében még nem voltak
felhasznalhatoak.

A mi vizsgalatunk célkitlizései arra iranyultak, hogy felderitsiik ennek a két
D-aminosavnak korabban nem vizsgalt hatasat a gliagenezisre, illetve az esetlegesen
megnodvekedett gliasejt szam és a Morris water maze tesztben nyujtottteljesitmény kozti
Osszefiiggés lehetdségét. Emellett a D-aszpartdt tesztoszteron szintézisben jatszott
szerepének (Topo et al., 2009) ismeretében igyekeztiink kizarni annak a lehetdségét, hogy

a jobb teljesitmény az anabolikus szteroid hatdsara megndvekedett izomerdnek koszonhetd.
13



4. Anyag és modszer

4.1. Egerek, mint modellallatok

A kisérletben 80-140 napos koruk kozott vettek részt a felhasznlt C57BI/6 tipusu
egerek., Az allatokat mesterségesen megvilagitott allathazban helyeztiink el 12 oras
fény/sotétség ciklussal és kontrollalt hdmérséklettel, ad-libitum hozzaféréssel a taplalékhoz
¢és ivovizhez. Az egereket harom csoportra osztottuk, kontroll, D-aszpartat és D-szerin kezelt
csoportokra. A kontroll csoportba 11, a D-aszpartat és D-szerin csoportokba 10-10 allat
keriilt. A kontrollcsoport 11. egyedét kés6ébb az immunjeldlési probara hasznaltuk fel, igy
a vizsgalatomban 30 allat szerepelt. Az utdbbiak ivovizébe a csoportoknak megfeleléen
40mM/I D-aszpartat, valamint D-szerin keriilt oldott allapotban, mig a kontroll csoport
ivovizébe 40mM/I L-szerin keriilt. Az L-szerint azért valasztottuk kontrollnak, hogy kizarjuk
annak a lehetdségét, hogy az aminosavak fehérjefelépitdé tulajdonsiga kovetkeztében
talaljunk kiilonbségeket a kontroll és a kisérleti csoportok kozott. Az egerek 6 héten
keresztiil kaptak az aminosavakat tartalmazo ivovizet. A vizet naponta cseréltiik, mindennap
a megfeleld mennyiségii aminosavval. 3 hét utan a kisérleti allatok BrDu (5-bromo-2-deoxi-
uridin) kezelést kaptak injekcié forméajaban (0,2mg/ttg). A BrDU az Gjonnan keletkezett
sejtek DNS-ében a timidin helyére épiil be, igy az immunhisztokémiai festés soran azok
kimutathatoak lesznek. Ezutan a 6. héten keriilt sor a viselkedéses tesztekre, a Morris water

maze tesztre és a grip tesztre.

4.2. Viselkedéses kiséerletek
4.2.1. Morris water maze teszt

A hippocampus fontos szerepet jatszik a térbeli tdjékozodasban és a memoria
kialakulasaban. A Morris water maze teszt az egyik legelterjedtebb és széles korlien hasznalt
viselkedéses teszt a térbeli tanulds €s a memoria vizsgalatara (Morris, 1984). A teszt egy
feliill nyitott mianyag tartalyban zajlik (kisérletiinkben 110 cm atmér6jii 36 cm magas

falakkal), melyet jol felismerhetd, vizualis jelzést (visual cue) biztositd targyak vesznek
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kordl.

A tartalyt az egereknek megfeleld, 24-26 celsius fokos vizzel toltottiik fel, melyet egyszert
fehér temperaval atlatszatlanna tettiink. Figyeltiink arra, hogy a tempera ne tartalmazzon
mérgezd Osszetevoket, az egereket semmilyen mdodon ne befolyasolja. A vizben koriilbeliil
egy centiméter mélyen kor alaku platformot helyeztiink el, harom napig az északnyugati,
majd 3 napig az északkeleti negyedben. A tartaly folott kdzépen kamerat helyeztiink el.
Eldzetes gyakorlas utan minden egér napi kétszer (délelott és délutan) két alkalommal kertilt
a tartalyba . Az egereket a platformtol tavol, mindig azonos ponton a tartalyba engedtiik,
majd szabadon uszhattak, maximalis két percig, vagy amig megtalaltak a platformot. Ekkor
15 masodpercet tolthettek a platformon a pontos helyének memorizalasara. Az id6t, amit
a platform megtaldldsa igénybe vett, rogzitettiik. Az egerek ezutan visszakeriiltek a ketrecbe,
¢s tovabbra is kaptdk az aminosavakkal dusitott ivovizet. Az platform megtaldldsdhoz
igénybe vett id6t, majd a platform athelyezése utan az \jratanuldshoz igénybe vett id6t
masodpercekben rogzitettilk, majd Osszevetettilk a grip teszt soran mért teljesitménnyel,
késobb pedig az ujonnan keletkezett neuronok (Wéber Katalin vizsgalata) és az Gjonnan
keletkezett gliasejtek szamaval. A kisérletek teljes idOtartama alatt az egerek tomegét hetente

lemértiik, hogy ezt is 6sszevethessiik a tobbi eredménnyel.

4.2.2. Kapaszkodas (grip strength) teszt

A grip strength teszt vagy hanging wire teszt elterjedt moddszer az egerek
izomerejének, motorikus funkcidinak a mérésére, illetve annak iddbeli valtozasainak
kovetésére (van Putten et al., 2011). A teszt soran az egereket egy egy 35 centiméter magasan
kifeszitett drotra fliggesztjiik fel ugy, hogy a két mellsé végtagjukkal kapaszkodjanak meg.
Ezutan rogzitjiik, hogy mennyi ideig képesek kapaszkodni a drétba. A drot alatti teriiletet
kiparnazzuk, ezzel megakadalyozva, hogy az allatok megsériiljenek. Az eddigi
megfigyelések szerint a 35 centiméteres magassag idealis, mert ilyen magassagbol az egerek
altalaban nem akarnak 6nszantukbol leugrani, viszont a sériilés esélye is minimalis. Abban
az esetben, ha az egér dnszantabdl leugrik, vagy sikeriil a dréton egyenstlyoznia (mely
lényegesen kevesebb energidt igényel, mint a kapaszkodas), akkor visszaallitjuk a kezdd

pozicidba. A tesztet minden egyeddel 3-szor megismételtiik. Kisérletiinkben azért
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dontottliink a grip teszt elvégzése mellett, hogy az izomerdre vonatkozd eredményeket és
a Morris water maze teszt eredményit Osszevetve kizarhassuk azt, hogy a D-aszpartat
tesztoszteron szintézisben jatszott szerepe révén (Topo et al., 2009) a jobb teljesitmény

kizarolag a megnovekedett izomerdnek kdszonheto.

4.3. Az agyak feldolgozasa
4.3.1. Az agyak eltavolitasa

Az agyak eltavolitasara a viselkedéses kisérletek befejezése utan kertilt sor. E16szor
is megtortént az allatok elaltatdsa, majd perfuzidja. A perfuzio soran az elaltatott allatokat
el6szor hanyattfekve rogzitettiik olyan feliileten, ahonnan a perfundalé folyadék és a vér
konnyen elfolyhatott. Ezt kovetden felvagtuk a hason a bort és feltartuk a melliireget.
A szivet érfogdval megfogtuk és a bal kamraba kaniilt szartunk. Az érfogoval rogzitettiik
a kaniilt, felvagtuk a jobb pitvar falat és megnyitottuk a perfundalé folyadék aramlasat.
Elészor 50ml fiziologias sodoldattal, majd a szovetek fixalasa érdekében 50ml 4%-0s
paraformaldehiddel mostuk 4t az allatot. Ezutan kiszedtiik a miiszereket és levagtuk az allat
fejét. A foramen magnumon 4t olldval atvagtuk a koponyat a fiilig, majd a két felét dvatosan
eltavolitottuk. Végiil csipesz segitségével dvatosan atvagtuk az agyidegeket ¢és kiemeltiik
az agyat. A kiemelt agyakat egy nap posztfixacioé utan 25%-0s szahardzoldatba helyeztiik,
melyhez 0,1%-o0s natrium-azid oldatot is adtunk, hogy megakadalyozzuk a penészgomba
esetleges megjelenését, majd igy taroltuk Oket a metszés megkezdéséig. A szahardzoldat
krioprotektiv tulajdonsagt, ezért lehetdvé tette, hogy az agyakat ezutdn sériilés nélkiil

lefagyasszuk a fagyasztva metszés soran.

4.3.2. Metszés

Az agyak metszését fagyasztdo mikrotdommal végeztiik.. A metszés soran 40 pm-es
vastagsagu metszeteket készitettlink a hippokampusz teljes hosszdban. Az elkésziilt
metszetek koziil 200 mikrononként egy metszetet hasznaltunk fel az immunhisztokémidhoz.
Azért dontottiink emellett a tavolsag mellett, hogy minél pontosabban kdvessiik a kutatasunk

egyik elozményének tekinthetd, Sultan és munkatarsai (2013) altal végzett kisérletet, ahol
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szintétn 200 mikrononként hasznaltak fel egy-egy metszetet. A masik ok, hogy
a parhuzamosan zajlé tobb vizsgalathoz tobbféle immunhisztokémiai festést szerettliink
volna alkalmazni, és ezek Osszehasonlithatdosaganak érdekében megfelelden elosztani

a metszeteket. A metszeteket a festésig foszfat pufferes sdoldatban (PBS), hiitében taroltuk.
4.3.3. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai festés megkezdése eldtt a metszeteket haromszor atmostuk
PBS-sel, majd fél orara 2N-es soésav oldatban hagytuk. A sésav denaturalja
az Orokitéanyagot, igy a BrdU-jelolt sejtek késobb lathatova valhattak, a szovetek viszont
ennyi id6 alatt nem kérosodtak. Ezutdn ismét haromszoros PBS mosas kovetkezett, majd
a metszetek 1%-os normal szamar szérumba keriiltek, melyhez 0,2%-0s Tween-20-at
adtunk. A normal szamar szérumban fél 6rdig alltak a metszetek, ennek célja a nem
specifikus immunkotéhelyek blokkolasa volt. A fél ora leteltével rakeriiltek a metszetekre
a primer ellenanyagok. Primer ellenanyagként baranyban termelt anti-BrdU (DyLight550,
1:200, Novus Biologicals) és nyulban termelt anti-GFAP (Novus rabbit, 1:1000, Novus
Biologicals) antitesteket hasznaltunk, melyeket 1%-0s normal szamdr szérummal és
0,2%-0s Tween-20-szal kevertiink 6ssze. Ezutan egy éjszakas inkubacidra kertilt sor, majd
ismét haromszoros PBS mosés kovetkezett. Ekkor keriiltek fel a fluoreszcens festékkel
konjugalt szekunder antitestek, a BrdU primerhez DY-550-nel konjugalt, szamarban termelt
anti-barany szekundert, a GFAP primerhez pedig Alexa-488-cal konjugalt, szamarban
termelt anti-nyal szekundert adtunk, 1:250-es PBS-higitasban. Az ezutan kovetkezd
1épéseket mar lehetdleg lefedve, a fénytdl védetten végeztiik, hogy a fény ne karositsa,
fakitsa a jelolt sejtek festédését. Ismét haromszor mostuk a metszeteket PBS-ben, majd egy
harmadik festést is alkalmaztunk DAPI-val (0,01% 2,4-diamidino-2-fenilindol PBS-ben
oldva). A DAPI a DNS kett6s hélixéhez kotddd fluoreszkalni képes molekula, mellyel
képesek voltunk minden sejt sejtmagjat megjelolni, a konnyebb azonositds érdekében.
A festés befejeztével egy utols6 harmas PBS moséds kovetkezett, majd megkezdtiik

a metszetek targylemezre hizasat.
4.3.4. Lefedes

Az immunhisztokémia soran megfestett metszeteket egy nagyobb atmérd;jti, PBS-sel

feltoltott Petri-csészében anatémiai sorrendbe allitottam, majd egy masik, desztillalt vizzel
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feltoltott Petri-csészEébdl targylemezre huztam. Azért hasznaltam desztillalt vizet, hogy
a pbs-ben levo sok a kiszaradaskor ne kristalyosodjanak ra a targylemezre. A targylemezeket
egy oOran keresztiil hagytam szaradni, majd par masodpercre Xilol-potloba aztattam és
Surgipath Micromount fed6éanyaggal lefedtem. A mikroszkopos kiértékelés megkezdése
elott a lefedett metszeteket egy-két napig fénytl védve, hiitdben taroltuk és hagytuk

megszaradni a fedéanyagot.
4.4. A metszetek kiértékelése
4.4.1. Konfokalis mikroszkopia

A megfestett metszetek kiértékelését Zeiss Imager.Z2 LSM 780 tipust konfokalis
1ézer pasztazd mikroszkdppal végeztem, 20x-0s nagyitdsban. Agyanként 5 metszeten (két
rostralis, egy intermedidlis és két caudalis elhelyezkedésii) vizsgaltam a gyrus dentatus
tertiletét, elkiilonitve a granuldris, szubgranuléris €s extragranuldris zondkat. (2. abra)
A teriiletek ¢és a megfelelé zonak azonositasaban az Allen-féle on-line agyi
metszetgytjtemény(Allen Mouse Brain Atlas, 2007, http://mouse.brain-map.org) referencia
atlasza volt segitségemre. A metszetek megfeleld teriiletérdl a Zen 2.1 programmal (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Release version 11.0) a metszet teljes vastagsagat atfogd optikai
metszeteket (z-sorozat, z-stack) készitettem, majd ezeket a Zen altal hasznalt .czi
formatumban mentettem el, mely a teljes optikai metszetet adatvesztés nélkiil tarolja.
A sejtek szamlalasat szintén a Zen programban végeztem. Kihasznalva a Zenben adott
lehetdséget, hogy az elkészitett optikai metszeten a kiilonbozd festékek kiilon-kiilon és
egylitt is megjelenithetdk, eldszor a DAPI és BrdU altal egyiittesen jeldlt sejtmaggal
rendelkezd sejteket szamoltam Ossze €s rogzitettem, majd a GFAP jelolést is megjelenitve
megszamoltam és rogzitettem a BrdU pozitiv és DAPI pozitiv sejtmaggal és GFAP pozitiv
nyulvanyokkal rendelkezd, haromszorosan jeldlt sejteket (3. abra). Minden sejtrol

feljegyeztem, hogy a gyrus dentatuson beliil melyik zonaban talaltam.
4.4.2. Statisztika

Az adatok kiértékeléséhez és a statisztika készitéséhez az IBM SPSS Statistics
program 22-es verziojat hasznaltuk. A grip-teszt eredményeinek kiértékelése soran

a kezelési csoportok 0sszehasonlitdsara az izomerd szempontjabol nemparaméteres Kruskal-
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Granularis zona

Szubgranularis zénas

Extragranularis zona

2. abra: A gyrus dentatus konfokalis mikroszképpal késziilt képe és a vizsgalatban megfigyelt

zonai

Wallis tesztet hasznaltunk. Egyvaltozos ANOVA teszttel végeztiik a kezelési csoportok
osszehasonlitasat az 1j sejtek szamanak szempontjabol, valamint tobbvaltozés ANOV Aval
a csoportok Osszehasonlitdsat az 0j sejtek szdmanak szempontjabol, az egyes zondkat
megkiilonboztetve. Wéber Katalin elézetes adatai alapjan tobbvéltozos ANOVAval
vizsgaltuk a csoportok Osszehasonlitasat tanulashoz sziikséges €s az tUjratanuldshoz

sziikséges 0sszes 1d6 szempontjabol. Post hoc analizisként Tukey-féle post hoc tesztet
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3. abra: Az alkalmazott fluorescens immunhisztokémiai jelolések: A) GFAP (Alexa 488),
B) Altalanos sejtmagfestés (DAPI), C) BrdU (DyLight 548), D) kompozit kép mindharom

jeloléssel.

alkalmaztunk. Az 10 sejtek és a testtomeg, valamint az 0j sejtek szdma és a tanulasi
teljesitmény kozott korrelaciovizsgalatot végeztiink. Minden esetben p=0,05 szignifikancia

szinttel dolgoztunk.
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5. Eredmények

5.1. Kapaszkodas (grip strength) teszt

A grip strenght teszt adatai alapjan a Kruskal-Wallis teszt nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a kezelési csoportok kdzott sem az elso teszt alkalmaval mért fliggeszkedési
1d6, sem atlagos fliggeszkedési 1d6 alapjan. A testtomeg nem korrelalt a fliggeszkedési

iddvel.
5.2. Kezelések hatasa a gliagenezisre és a tanulasra

Az Gjonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek szamat tekintve a kezelés szignifikans
hatassal volt (F=4,796, df=2, p=0,017). A D-szerines és az L-szerines kezelési csoportok
kozott szignifikans kiilonbség volt kimutathaté (p=0,014), a D-szerines csoportban
szignifikdnsan nagyobb volt az 0] sejtek szama. A D-aszpartatos és az L-Szerines csoport
kozott, valamint a D-aszpartidtos és D-szerines csoport kézott nem volt szignifikdns
kiilonbség, de a D-aszpartitos és az L-szerines csoport kozott hasonlod trend latszott.
A 4. abran abrazolt eredmények azt mutatjak, hogy a kezelés a D-szerines csoportra volt
szignifikans hatassal, az L-szerines csoportra nem, mig a D-aszpartatos csoport a kettd
kozott van, de itt sem volt szignifikans hatds. Az Gjonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek
szamat tekintve zonanként, a kezelés szintén szignifikans hatassal volt (F=3,981, dfy.e=4;52,
p=0,007). Mivel a granularis zonéban eleny€sz0 szamu 11 sejtet talaltunk, ezért a tesztben
csak a szubgranuldris (SG) és az extragranularis zonat (ExG) vettiik figyelembe. Az ExG
zonaban a kezelés szignifikans hatassal volt az (j GFAP-jelolt sejtek szamara (F=6,246,
df=2, p=0,006), mig az SG zo6ndban a hatds nem volt szignifikans. Az ExG zoénaban D-
szerines csoportban szignifikansan nagyobb volt az 1) GFAP-jelolt sejtek szdma mind a D-
aszpartatos csoporthoz (p=0,011), mind az L-szerines csoporthoz (p=0,019) képest (5.abra).
A D-aszpartatos és L-szerines csoportok nem mutattak hasonld hatast. Az SG z6naban

hasonl6 trend latszott, de nem volt szignifikans hatas (F=2,3, dfn.e =2;26, p=0,12) (6. abra).
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4. abra: Az Gjonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek szima a kezelések fiiggvényében (atlag +
SEM). Az oszlopok felett talalhaté kiilonb6z6 betiik a szignifikans kiilonbséget jelolik (Tukey-
féle post hoc teszt, p<0,05) .

Weéber Katalin elézetes adatait vizsgalva azt talaltuk, hogy a kezelések szignifikdnsan
hatottak a tanulasra és Ujratanulasra (F=3,019, dfn.e=4;50, p=0,026), ezen beliil az dsszes
tanulashoz sziikséges (F=4,253, df=2;25 p=0,026) iddre. A vizsgalatb6l a tanulasi
teljesitményben mutatott kiugré értékek miatt két egyedet outlier-ként kizartunk. Az 6sszes

tanulashoz sziikséges 1d0 tekintetében a D-aszpartatos csoport szignifikdnsan kiilonbozott a
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5. abra: Az extragranularis zonaban ujonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek szima a kezelések
fiiggvényében (atlag £ SEM). Az oszlopok felett talalhato Kiilonb6z6 betik a szignifikans
kiilonbséget jelolik (Tukey-féle post hoc teszt, p<0,05).

D-szerines csoporttdl (p=0,024), valamint kiilonbséget mutatott az L-szerines csoporttol, de
a hatas itt nem volt szignifikdns (7.abra). Az ujratanulashoz sziikséges Osszes 1d6
szempontjabol a kezelési csoportok hasonld trendet mutattak, de nem volt szignifikans
kiilonbség (F=3,1, df=2;25 p=0,063) (8. abra). A korrelaciovizsgalat eredményei szerint a
tanulashoz sziikséges Osszes id6 nem korrelalt az uj GFAP jelolt sejtek szdmaval egyik
zonaban sem. Az Ujratanuldshoz sziikséges Osszes 1d6 szignifikansan korrelalt az Gsszes 10j
GFAP jelolt sejt szamaval (p=0,024) (9. abra), valamint a szubgranularis zonaban talalt 1j

GFAP jelolt sejtek szamaval (p=0,035) (10. abra). Ezenkiviil a 7. héten (utols6 alkalommal)
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6. abra: A szubgranularis zénaban ujonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek szama a kezelések

fiiggvényében. Az extragranularis zonahoz hasonlé trend latszik, de a csoportok kozti

kiilonbség nem szignifikans (p>0,1).

mért testtdomeg €s az Osszes 1) BrdU jeldlt sejt szdma kozott is szignifikans korrelaciot
talaltunk (p=0,01) (11. abra). Az extragranularis BrdU jelolt sejtek, illetve GFAP jelolt

sejtek szama nem korrelalt a testtomeggel (p>0,21).
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7. abra: A Kkezelések hatasa az osszes tanulashoz sziikséges idore. Az oszlopok felett talalhato

kiilonb6z6 betiik a szignifikans kiilonbséget jelolik (Tukey-féle post hoc teszt, p<0,05).
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8. abra: A Kkezelések hatasa az Osszes tujratanulashoz sziikséges idore. Szignifikans hatas

hianyaban post hoc tesztet nem végeztiink.
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9. abra: Korrelacio az osszes Gjratanulashoz sziikséges ido és az ujonnan keletkezett GFAP

jelolt sejtek szama kozott (r’=0,43, p=0,024).
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10. abra: Korreliciéo az osszes ujratanulashoz sziikséges id6 és a szubgranularis zénaban

ujonnan keletkezett GFAP jelolt sejtek szama kozott (r>=0,4, p=0,035).
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11. abra: Korrelaciéo a 7. héten (utols6 alkalommal) mért testtomeg

keletkezett BrdU jelolt sejt szama kozott (r’=-0,48, p=0,01).
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6. Diszkusszio

A D-aszpartat és a D-szerin aminosavakat egyarant leirtdk, mint fontos
neurotranszmitter vagy neuromodulator molekuldt az emlds kozponti idegrendszerben.
Mindkét aminosavat Osszefiiggésbe hoztak a tanulassal és memoriaval (Topo et al., 2010),
valamint a felnéttkori neurogenezissel (Errico et al., 2014; Kim et al., 2010; Sultan et al.,
2013; Huang et al., 2012), mely szerepiikre Wéber Katalin parhuzamosan zajl6 kutatasa is
Osszpontositott. Jelen kutatasunk fokuszaban a D-aszpartat és D-szerin gliagenezisre, azon
beliil az asztrocitdk képzddésére gyakorolt hatasa 4llt, valamint ennek Osszefiiggései

a tanulassal és memoriaval.

6.2. Izomerd vizsgalata

A D-aszpartat az idegrendszerben altalunk vizsgalt szerepe mellett tudjuk, hogy részt
vesz a tesztoszteron szintézis szabalyzasaban is (Topo et al., 2009), illetve megndvekedett
bevitele megnovekedett tesztoszteronszinttel jarhat (Nagata et al., 1999). Ezért felmeriilt
a lehetdség, hogy a D-aszpartitos csoport Morris water maze tesztben nyujtott jobb
teljesitménye kozvetetten a tesztoszteron szintézis serkentésének eredménye, mely
megnodvekedett izomer6t és gyorsabb vagy kitartobb uszast jelenthet. Ennek kizarasa
érdekében vezettiik be a grip tesztet, mely az egerek izomerejének hatékony mérési
moddszere. Az kapott eredmények nem mutattak kiilonbséget a kezelési csoportok kozott,

a D-aszpartat nem okozott szignifikans valtozast az izomerd tekintetében.

6.1. D-aszpartat hatasanak vizsgdlata

A D-aszpartat egy korabbi kisérletben egyértelmiien javitotta patkanyok tanuldsat és
memoriajat Morris water maze teszt soran (Topo et al., 2010), de hogy ezt a hatasat
a neurogenezis fokozdsdn keresztil fejti-e ki, vitatott maradt, ellentmondasos
eredményekkel (Kim et al., 2010; Matsuda et al., 2015). Wéber Katalin elézetes adatai
alapjan a D-aszpartit egerek esetében is szignifikdnsan javitotta a tanulast és memoriat

a Morris water maze teszt soran: A D-aszpartat kezelés hatasara rovidebb 1d6 alatt tanultak
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meg a platform helyét. Kutatdsunk eredményei alapjan a D-aszpartatnak nincs szignifikans
hatdsa az 0j asztrocitdk képzddésére, és bar az L-szerinhez képest lathatd volt valamilyen

serkentd hatas, ez nem érte el a szignifikans szintet.

6.3. D-szerin hatasanak vizsgalata

A D-szerin szerepét a neurogenezisben tobb kisérlet is igazolta (Sultan et al., 2013;
Huang et al., 2012), emellett feltételezik, hogy szerepe lehet egyes kognitiv folyamatok
szabalyzasaban is (Cappelletti et al., 2015). Wéber Katalin elézetes adatai alapjan azonban
a D-szerinnek nem volt szignifikans hatdsa a Morris water maze teszt soran nyujtott tanuldsi
teljesitményre, vagy ha mégis, az inkabb negativ. A D-szerines csoport a kontroll csoportnal
is rosszabbul teljesitett, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikdns. Az 0j asztrocitdk szamanak
tekintetében azt talaltuk, hogy a D-szerines kezelési csoportban szignifikansan tobb volt az
Uj sejt a kontrollhoz képest, valamint a D-aszpartatos csoporthoz képest is, de itt nem volt
szignifikans a kiilonbség. Ez egybecseng a D-szerin masok altal leirt proliferativ hatasaval.
Kiilon az extragranularis zonat nézve azonban a D-Szerines csoportban mindkét masik
kezelési csoporthoz képest szignifikdnsan tobb volt az 0j asztrocita, mig a szubgranularis
zonaban csak hasonld trend latszott, nem volt szignifikdns hatds. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a D-szerin f6leg a szubgranularis zonabdl elvandorld, a halozatba
beépiild glidk tulélésére lehet pozitiv hatassal, mig magdban az Osszes képzd6dd glia

szdmaban kevésbé kiilonbdznek a csoportok.

A D-szerinnek e hatasa mellett azt talaltuk, hogy az Osszes Uj asztrocita szama, és
kiilonosen az szubgranularis zoénaban talalhato 0j asztrocitak szama és az \jratanulashoz
sziikséges Osszes 1d6 korrelalnak, tehat a tobb Gjonnan keletkezett és tulélt asztrocitaval
rendelkezd egerek rosszabb teljesitményt mutattak tanulds és memoria terén. Ez az
eredmény ellentétes a varakozasainkkal, hiszen arra szamitottunk, hogy a D-szerin a
neurogenezissel egyiitt serkenti a gliagenezist is, a tobb neuron és gliasejt pedig jobb

teljesitményhez vezet.

Az eredményeink egyik lehetséges magyarazata, hogy a glia proliferaci6 nem

feltétleniil pozitiv valtozast jelent, kordbban kimutattdk példaul, hogy a kozponti
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idegrendszer kozvetlen sériilése esetén un. gliaheg képzddik, mely foként Gjonnan képzddott
asztrocitakbol all (Silver & Miller, 2004). Ezenkiviil van példa nem kozvetlen lokalis sériilés
esetén torténd megnovekedett gliagenezisre is. Bruijnzeel és munkatarsai 2011-es kutatasa
soran patkanyokat tettek ki dohanyfiist hatasanak, és a neurogenezis csokkenését, valamint
a gliagenezis fokoz6dasat figyelték meg a gyrus dentatusban, ami a kognitiv képeségek és
a memoria romlasaval jarhat egyiitt. Egy masik lehetséges magyarazat, hogy a D-szerin
ugyan serkenti a gliagenezist, de az 01j gliasejteknek a tanuldshoz sziikséges funkcionalis
beépiilését mar nem segiti, igy a D-szerines kezelési csoport esetében csak nem funkcionalis
proliferaciot tapasztaltunk igy a Morris water maze teszt soran nyujtott teljesitmény nem

javult.

6.4. L-szerin, mint kontroll

A kutatasunk soran kontrollként alkalmazott L-szerint, mint a D-szerin és a glicin
képzddéséhez sziikséges prekurzort, szintén Osszefliggésbe hoztdk a neurogenezissel és
a kozponti idegrendszer egészséges mitkodésével in vitro és patologias modelleken (Furuya
et al., 2000; Sato et al., 1991). A D-szerin nem jut at a vér-agy gaton, és nem esszencialis
aminosav, igy a szervezet maga is eld tudja allitani, fogyasztasa elvileg nem befolyasolja az
agyi proliferativ folyamatokat. Eredményeink alapjan az L-szerines kezelés sem a tanulasra,
sem az Uj gliasejtek keletkezésére nem volt szignifikans hatéssal, igy megfeleld kontrollnak

bizonyult.

6.5. Tomeg és uj sejtek szamdnak 6sszefiiggése

A korrelaciovizsgalat soran Osszefliggést talaltunk az Osszes Uj gliasejt szama és
a 7. heti testtomeg kozott is. Ez egy negativ korrelacio, tehat minél kisebb tomegii volt egy
egyed a 7. héten az utolsé mérés alkalmaval, annal tobb GFAP-jel6lt sejtet talaltunk a gyrus
dentatusaban. Mivel a csoportok testtdmege nem kiilonbozott egymastol am az egyedek
kozotti variancia meglehet6sen nagy volt az ad-libitum taplalkozas ellenére is, az egyedek

kiilonbozd taplaltsagi allapota hatdssal lehetett az agyi sejtosztodasra. Ismert, hogy magas
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zsirtartalmu taplalkozas és az obezitas befolyasolja a hippocampalis sejtproliferaciot (Yon,

Mauger, & Pickavance, 2013;Fotuhi, Do, & Jack, 2012).

A D-szerin fogyasztasa tehat megnoveli a gliogenezist, de nem gyakorol pozitiv
hatast a kognitiv képességekre, A D-aszpartdit ezzel -ellentétben patkanyokban
tapasztaltakhoz hasonloan javitja a tanuldsi teljesitményt, &m ezt nem a gliasejtek

intenzivebb genezisén keresztiil éri el.
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7. Osszefoglalas

Az eml0s idegrendszerben leggyakrabban eléforduldo D-aminosavak a D-aszpartat €s
a D-szerin. Ezt a két aminosavat egyarant leirtak, mint fontos neurotranszmittert vagy
neuromodulatort. Ismereteink szerint a D-szerin képzddése az asztrocitakhoz kotott, illetve
korabban gliatranszmitterként irtdk le. Leirtdk tovabba, hogy az NMDA receptor
koagonistajaként az NMDA receptor medialt plaszticitasi folyamatok szabalyzasaban jatszik
szerepet (Sultan et al., 2013). A D-aszpartat jellegzetes id6beli valtozast mutat: nagy
mennyiségben fordul el patkany és hazityuk embrid agyaban és retindjaban, majd a sziiletés
vagy kikelés utan drasztikusan lecsokken a mennyisége. Ez alapjan feltételezik, hogy
szerepe lehet a korai fejlodési folyamatokban. Emellett kimutattdk, hogy felnott allatokban
javitja a tanulasi teljesitményt (Topo et al., 2010). Vizsgalatunk célja, hogy felderitsiik ennek
a két D-aminosavnak kordbban nem vizsgalt hatdsat a gliagenezisre, illetve az esetlegesen
megnovekedett gliasejt szdm és a Morris water maze tesztben nyujtott teljesitmény kozti
Osszefliggés lehetOségét. Egereket harom csoportra osztottunk, kontroll, D-aszpartat és D-
szerin kezelt csoportra. Az egerek ivoviziikbe keverve fogyasztottak az aminosavakat hat
héten keresztiil és ip. BrDU injekciot kaptak, hogy az 0jonnan keletkezett sejteket
megjeldljiik. Minden csoport Morris water maze tesztben vett részt a tanulas vizsgalatanak
céljabol, majd immunhisztokémiai festést alkalmaztunk ¢€s sejtszamlalast végeztiink a gyrus
dentatus teriiletén az ujonnan kialakult asztrocitak vizsgalatdra. Az aminosavak koziil a D-
aszpartat szignifikansan javitotta a tanulast és memoriat, de nem volt hatdssal az qj
asztrocitak képzodésére. A D-szerin kezelt csoport a kontroll csoportnal is rosszabbul
teljesitett a tanulasos teszt soran, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikdns. A D-szerines
kezelési csoportban szignifikdnsan tobb volt az 0j astrocyta a kontrollhoz képest. A
extragranularis zonaban a D-szerines csoportban mindkét mésik kezelési csoporthoz képest
szignifikansan tobb volt az 0 asztrocita. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a D-
szerin foleg a szubgranularis zonabdl elvandorlo, a halozatba beépiild gliak talélésére lehet
pozitiv hatdssal. Emellett azt talaltuk, hogy az 10j asztrocitdk szama és az Ujratanuldshoz
szlikséges Osszes 1dO korrelalnak, tehat a tobb Gjonnan keletkezett és tulélt asztrocitaval
rendelkezd egerek rosszabb teljesitményt mutattak tanulds és memoria terén, ami arra a
kordbban mar leirt jelenségre utalhat, hogy a gliagenezis nem jar egyiitt egy adott egyteriilet

hatékonyabb miikodésével.
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8. Abstract

The most frequently occurring D-amino acids in the mammalian nervous system are
D-aspartate and D-serine. These two amino acids have both been described as important
neurotransmitters or neuromodulators. To our knowledge, the formation of D-serine is bound
to astrocytes and it has previously been described as a gliotransmitter. It has also been
reported that as an NMDA receptor co-agonist, D-serine plays a role in NMDA receptor-
mediated synaptic plasticity. D-aspartate shows a characteristic temporal alteration: it has a
high concentration in the brain and retina of rat and chicken embryo, which dramatically
decreases after birth or hatching. Thus, it supports the notion that D-aspartate has a role in
the early development process. In addition, it has been shown to enhance learning
performance in adult animals. The objective of our study was to investigate the never
previously studied effect of these two D-amino acids on gliogenesis and the potential
relationship between the increased number of glial cells and improved performance in the
Morris water maze test. Mice were divided into three groups, a control, a D-aspartate and a
D-serine group. Animals received the amino acids in their drinking water for six weeks and
new cells were labelled by ip. injecting BrDU. Each group patrticipated in the Morris water
maze test, with the purpose investigating the changes in spatial learning and memory
(Morris, 1984). Later, by means of immunohistochemical methods and cell counting in the
hippocampal dentate gyrus, we investigated the number of newly formed astrocytes. Of the
two amino acids, D-aspartate significantly improved learning and memory, but it did not
affect the formation of new astrocytes. The D-serine-treated group performed poorly in the
learning test. In the D-serine treatment group the number of new cells was significantly
higher compared to the control. In the extragranular zone the number of new astrocytes was
significantly higher than that of both other treatment groups. These results imply, that D-
serine might have a positive impact primarily on the survival of astrocytes migrating from
the subgranular zone and their integration into the glial network. In addition, we found that
the number of new astrocytes and the total time required to learning correlated, suggesting,
that the mice possessing more newly formed astrocytes shown inferior performance in
learning and memory. This might refer to a phenomenon previously described, according to
which an increase in gliogenesis does not accompanies the better functionality of a given

brain region.
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10. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban szeretném megkOszonni témavezetomnek, Zachar Gergelynek, hogy
bevezetett az agykutatas €s a laborban végzett munka vilagaba, és egyébként is sziikos
1dejébdl rengeteget aldozott arra, hogy az én munkamat segitse. Olyan tapasztalatokat
szereztem, melyek végigkisérnek majd bioldgus palyafutasom soran, és ezért halas vagyok.

Nagyon koszondm Nyamandy Pirosnak, hogy mindent megtanitott a laborban hasznalt
eszk0zokrol, segitett a munkamban, és barmilyen kérdésem volt, nyugodtan fordulhattam
hozza.

Szeretném megkoszonni Udvardy Szabinanak és Wéber Katalinnak, hogy nem csak
besegitettek a munkamba, de gondoskodtak a jo tarsasagrol és a vidam 1égkorrdl a laborban.

Ko6szondm Csonka Didnanak a szakdolgozat irdsaban nyujtott segitséget ¢és a
jotanacsokat.

Es végiil koszonom sziileimnek és csaladomnak, hogy tanulményaim soran mindig
tamogattak, nem csak anyagilag, de batorit6 szavakkal is, koszonom baratndmnek, Andinak,
hogy tiirelmes volt és velem volt a gondterheltebb iddszakban is, és kdszondm barataimnak,

akik mindig ott voltak nekem, amikor sziikségem volt az 6sztonzésre és a tamogatasra.
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A feltoltendé mii cime: A D-aszpartat és a D-szerin hatasa a gliagenezisre
A mii megjelenési adatai: Budapest, 2016

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem
kizarolagos jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szamara, hogy archivélja (a tartalom
megvaltoztatasa nélkiil, a megérzés és a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és
masolasvédett PDF formara konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve
annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynel t6bb (csak a HuVetA és a SZIA
adminisztratorai szamara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott
dokumentumbol kizarélag biztonsagi, visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozodan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti ¢és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzoi jogat. Amennyiben a
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A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6é négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetové
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a Szent Istvan Egyetem belsé héalézatara (IP cimeire) korldtozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudomanyi Konyvtarban talalhaté, dedikalt elérést biztosito

szamitogépre korlatozza a feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez
jéarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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tudomanyos publikacios tevékenységgel kapcsolatos adatbazis kialakitasarol és
alkalmazasarol cimii rektori utasitashoz kapcsolodik, illetve annak alapjan késziilt.
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasédsat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
miire vonatkozoan.

A HuVetA/SZIA iizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek €s szervezetek
iranydban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsara, ha valamely
felhasznalo a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon
visszaélne.

Budapest, 2016. év 04. ho 28. nap

alairas
szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a
Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal mitkodtetett
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dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban Osszegyiijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshetévé és hozzdférhetove tegye, szolgaltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozasok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhaszndlasaval biztositia a konnyii,
(internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes széveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar allatorvosok publikacioira torténd hivatkozdasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvos-tudoményi Kar és az egyiittmitkoddé partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tudomany
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- a nyilt hozzaférés tamogatdsa.

A SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomadnyos
dolgozatok tara.
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