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Roviditések jegyzéke

AC: idds egerekbdl all6 kontrollcsoport (aged control)

AD: Alzheimer-kor (Alzheimer Disease)

AS: id0s, spermidinnel hozzataplalt egerekbdl allo vizsgalati csoport (aged + spermidine)
ATP: adenozin-trifoszfat

BBB: vér—agy gat (blood—brain barrier)

CA: cornu ammonis hippocampi

D. melanogaster: Drosophila melanogaster (ecetmuslica)

DBNL1.: drebrin

DG: gyrus dentatus hippocampi

KIR: kdzponti idegrendszer

MtDNA: mitokondrialis dezoxiribonukleinsav

PA: poliamin

PBMC: periférias mononuklearis vérsejt (peripheral blood mononuclear cell)
PINK1: PTEN-indukalt kinaz

PSD: posztszinaptikus denzités

ROS: reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species)

SPD: spermidin

YC: fiatal egerekbdl allé kontrollcsoport (young control)



Bevezetés

Az orvostudomany ¢és az egészségligyi eljarasok lendiiletes fejlédésének
koszonhetden vilagszerte tapasztalhato a sziiletéskor varhato élettartam jelentds
novekedése (Roser, 2013). Az élettartam kitolodasaval parhuzamosan egyre nagyobb
aranyban jelentkeznek az Oregedéssel Osszefiiggd betegségek, rendellenességek, amelyek

sejtszintli metabolikus és biokémia elvaltozasokra vezethetdek vissza.

Szamos tanulmany foglalkozik az 6regedés sejtszintii folyamataival (Lopez-Otin ¢és
mtsai, 2013; Hernandez-Segura és mtsai, 2018), melyek kozt elékeld helyet kapott a
mitokondriumok funkcidjanak zavara és a megvaltozott intracellularis kommunikacio is. A
mitokondriumok a sejtek alapvetd energiakozvetitd vegyiiletének, az ATP-nek
bioszintetikus szinhelyéiil szolgalnak, igy a szamukban vagy szerkezetiikben, és ebbdl
adoddan a miikddésiikben tapasztalhato elvaltozds stlyosan érinti a sejt metabolizmusat.
Ezek a sejtorganellumok tobbféle patoldgiai folyamat kovetkeztében karosodhatnak az
oregedés soran. Leggyakoribb okokként emlitik a telomer szekvencidk kopésat, a koéros
mitokondriumokat eltdvolitd autofagia csokkenését, a belsd membran tulzott karosodasat
az oxidativ folyamatok soran keletkezett ROS miatt, az mtDNS-ben felhalmoz6do
mutéciokat, a mitokondrialis fehérjék oxidacidjat, a 1égzési lanc komplexeinek szerkezeti
destabilizacidjat és a membran foszfolipidjeinek karosodasat (Lopez-Otin és mtsai, 2013;

Wang és mtsai, 2011).

A biologiai oregedés érinti a szervezet sejt-sejt kapcsolatait is. Az endogén eredetd,
am id6s korban gyakran hibas konformacidban szintetizaldédott, vagy rossz helyre
Kijuttatott fehérjék enyhe, kronikus, steril gyulladast indukalhatnak (Franceschi és mitsai,
2018). Ezek a gyulladasos reakcidk negativan befolydsoljak neuroendokrin rendszer
intracellulris kommunikacidjat (Lopez-Otin és mtsai, 2013). Masrészrdl a kor
elérehaladtaval a kozponti idegrendszerben (KIR) az idegsejtek kozti szinapszisok szama
is megvaltozik (Hatanpaa és mtsai, 1999; Dorszewska, 2013). Ennek oka az tigynevezett
szinaptikus plaszticitas, vagyis az, hogy a neuronok a tanulési és emlékezési folyamatok
soran képesek 1) kapcsolatok 1étrehozéasara, fokozva ezzel a jelatvitel hatékonysagat. 1dds
korban azonban csokken az Un. tartos szinaptikus hatasnovekedés (long-term potentiation)
hatékonyséaga, igy a fiatal korban még elégséges intenzitasi stimulusok késébb mar nem
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képesek fenntartani és megerdsiteni az idegsejtek kozti kapcsolatokat (Lister és mtsai,
2009). A valtozasok valosziniileg kozrejatszanak a tanuldsi és kognitiv funkciok
hanyatlasaban. Ez a folyamat a természetes Oregedés soran is kifejezett a szinapszisok és
szinaptikus fehérjékszambeli redukcidja miatt, viszont bizonyos koros esetekben, példaul a
DBNI posztszinaptikus protein hianyaban stilyosabb demencia alakul ki. Ez utobbi esetet

Hatanpaa ¢és mtsai (1999) osszefliggésbe hoztdk az Alzheimer-kor kialakuldsaval.

Az 1d6skori demenciat okoz6 neurodegeneracid az emlitett sejtszintli elvaltozasok
mellet lehet mikrovaszkularis ischaemia, gyulladds, oxidativ stressz és citotoxikozis

kovetkezménye is (Fotuhi és mtsai, 2012).

A mitokondriumok alapvetd fontossaguak a sejtek a sejtek metabolizmuséaban. Kiilsé
membranjuk feszes, az organellum alakjat biztositja, mig a belsé membran a matrixba
mélyen benyuld betiiremkedéseket, Un. cristakat képez (1. édbra). Ez utobbi molekularis
Osszetétele is kiilonbozik a megszokott egységmembrantdl: 80%-ban fehérjékbdl, és 20%-
ban lipid természetli anyagokbol all. Az eltérés oka, hogy benne foglalnak helyet az
elektron-transzportlanc fehérje komplexei és az ATP-szintaz transzmembran enzim. Az itt
lejatsz6dd oxidativ foszforilacido biztositja a sejt energiaellatdsdhoz sziikséges ATP

szintézisét.
A mitokondrium felépitése

ATP-szintaz

Intermembran tér

Belsé membrén
Kiilsé membran

Sajat genetikai anyag
(DNS)

1. abra: Mitokondrium felépitésének sematikus abréja
(forras: https://www.thoughtco.com/mitochondria-defined-373367)



A felsorolt, idegrendszeri funkcidcsdkkenéshez vezetdtényezok koziil a természetes,
fiziologiasnak tekinthetd folyamatok ellen a szervezet képes bizonyos mértékben
védekezni. Ilyen az Gn. mitofagia, mely soran a sejt a rendellenes mitokondriumokat sajat
maga, autofag modon lebontja (Wang ¢és mtsai, 2011). A mitokondriumok
homeosztazisanak fenntartdsaért sziikséges, hogy a sejt folyamatosan eliminalja a hibas
szerkezetli és mukodésti organellumait. A szelektiv mitofagianak, mely soran a sejt
felismeri és lebontja a rendellenes vagy feleslegessé valt mitokondriumait, emlés sejtekben
tobb ismert modja is van (Fivenson ¢és mtsai, 2018). A hibas mitokondrium kiilsé
membranjdhoz egy kindz aktivitdssal rendelkezd enzim, a PINKI kapcsolodik, és
foszfatcsoportokat kapcsol az ott 1év6 ubikvitin molekulakhoz. Ez a szignal a parkin nevi,
citoszolban 1év6 enzim aktivalodasahoz, amely katalizalja a mitokondrium fehérjéinek
ubikvitiniciojat. Ez a szerkezeti mddositas fontos 1€pése az intracellularisan lebontdsra
szant proteinek megjeldlésének (Grumati €s mtsai, 2017). Az ubikvitinalt fehérjékkel
rendelkezé mitokondrium koré dupla membrannal rendelkezé autofagdészoma szervezddik,
amely ezutan fuziondl egy lebontd enzimeket tartalmazo lizészémaval, és igy megtorténik
a hibas szerkezetli mitokondrium biodegradacidja (Fivenson és mtsai, 2018). Az életkor
elérehaladtaval azonban hanyatlds jelentkezik a sejtek autofag aktivitdsdban, és tartdosan
lebontatlanul maradé hibas szerkezetli fehérjék ¢és mitokondriumok felhalmozddasa
kapcsolatban 4ll a neurologiai, pszichikai és kognitiv funkcidkat érintd koros

elvaltozasokkal (Vellai és mtsai, 2009; Ott s mtsai, 2016).

H
HEN WNW NH2

2. abra: A spermidin szerkezeti képlete
(Madeo és mtsai, 2020)

A szervezetben természetesen is jelen 1évd poliaminok, példaul putrescin, spermin,
spermidin (SPD), jelentOs szerepet jatszhatnak az 6regedési folyamatok lassitasaban. Ezek
nitrogén tartalma, is molekulatomegli, nyilt lanct kationos vegyiiletek (2. &bra).
Alapvetden harom kiilonbozd eredetii poliamin fordulhat eld a fejlettebb szervezetében.
Bioszintézis Utjan keletkezett a szervezet sajat enzimrendszere éltal (endogén), takarmany
vagy taplalék altal bejuttatott (exogén), illetve a bélcsd kiilonb6zd szakaszaiban eld

szimbionta microbiota altal szintetizalt (Minois €s mtsai, 2011).



Ezek a poliaminok jelentés hatasa, hogy autofagiat indukalnak, segitve ezzel a
mitokondriumok homeosztazisanak fenntartasat, azonban idds korra jelentdsen lecsokken
bioszintézisiik (Gupta és mtsai, 2013). Eisenberg és mtsai (2009) élesztdsejt-tenyészeten
végeztek kisérletet a spermidin hatasanak vizsgalatara. Az ¢lesztOsejtekben a tenyésztés 5.
napjara a spermidin koncentracidja 15%-ara esett vissza az endogén szintéziscsokkend
intenzitasa miatt. A kiils6leg potolt spermidint a sejtek képesek voltak felvenni, és benniik
szignifikdnsan emelkedett az intracellularis SPD szint a kezeletlen kontroll csoporthoz
képest. A exogén SPD-nel mesterségesen magasan tartott poliamin koncentracid jelentds
kiilonbséget eredményezett az élesztOsejtek éElettartamaban, a kezelt sejtek varhatd

¢lettartama jelentésen emelkedett.

A SPD fejlettebb organizmusokon, vagy azok sejtjein is kifejtik élettartamot
megnoveld hatasukat. Az esetmuslicakban (D. melanogaster) napi taplalékkal adagolt
spermidin kiegészités kdzel harmadéval ndvelte az €lethosszt. (Eisenberg és mtsai, 2009).
A kisérletet ezutan human sejtekkel is elvégezték. Az emberi periférias mononuklearis
vérsejtek (PMBC) sejtek koziil 12 nap mulva a kontroll csoportban 15%-uk élt, mig a
masik, exogén spermidin potlast kapott csoportban a sejtek 50%-a volt taléls. Az
eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a spermidin autofagiat indukaldé hatasa

kiilsOleges potlassal fenntarthato, €s ez képes sejtszinten megnytjtani az élettartamot.

Az emldsokben a poliaminok az autofagia-serkentésen kiviill szdmos modon
sziikségesek a normalis sejtmetabolizmus fenntartasahoz (Pegg, 2016). DNS-hez kotodve
hatassal vannak annak stabilitdsara, proliferald szovetekben megnd a szintjiik, igy hatassal
vannak a sejtek osztddasara, részt vesznek az apoptosis irdnyitasdban, és ioncsatornakhoz
kotddhetnek, befolyasolva a sejtek alapvetd transzportfolyamatait (lacomino és mtsai,

2012; Igarashi és mtsai, 2010; Pegg és mtsai, 1970).

A spermidin csokkend szintje a fent emlitett sokrétli funkcidja miatt hatranyosan
érinti a szervezetet. Madeo €s mtsai (2019) a csokkend bioszintézis mellett megemlitik
még a microbiota megvaltozasat, a csokkent transzportképességet és fokozott lebontast,
mint az idéskori alacsony poliaminszint okait. Megoldasként javasoljak a spermidinben

gazdag ételek, vagy a szintetikusan eldallitott spermidin fogyasztasat.



A poliaminokkal kapcsolatos legfontosabb taplalkozas-tudomanyi és élettani
tudasunkat ma mar szamos tanulmanyra alapozhatjuk (ld. Madeo és mtsai, 2020). A
legmagasabb PA tartalmi human élelmiszerek a zoldség-riigyek, a brokkoli, a narancs, a
babfélék, és az érlelt sajtok. Altalanossagban elmondhato, hogy a novények és gombak PA
tartalma meghaladja az 4allati eredetii taplalékokét, melyek kozil legjelentdsebb
mennyiséget a zsigeri szervek tartalmaznak (Kala¢, 2009). A bélcsatorna proximalis
szakaszabol valo felszivodas emldsokben harom f6 mechanizmus tjan torténik: glipikan-
vagy caveolin-medialt endocitézis az enterocitak luminalis membranjan (Basu Roy és
mtsai, 2008), paracellularisan passziv diffazioval, vagy legnagyobb mértékben
transzmembran carrier fehérjecsatornak segitségével (Ramos-Molina, 2019). A PA-ok a
bélhamsejtekbdl a vérbe szivodnak fel, és ott fehérjékhez kotve szallitodnak. Egyik
legjelentdsebb hatashelyiik a KIR, ahova a vér—agy gat atlépésével tudnak bejutni (Shin és
mtsai, 1985). Itt kifejtik neuroprotektiv hatasukat, valamit az idegsejtek veziculumaikban
tarolni is képesek a poliaminokat. A PA-ok acetilacios reakcidok utdn a vesén keresztiil

valasztodnak ki a szervezeteb6l.

A poliaminok a vérdram utjan az egész szervezetbe eljutnak, és a legkiilonb6zdbb
hatasokat fejtik ki (Madeo és mtsai, 2018). A cardiomyocitdk apoptosisanak gatlasaval, a
mitofagia serkentése révén az endothelium oxidativ karosodas elleni védelmével jelentds a

cardioprotektiv hatasa (Zhang és mtsai, 2017).

A spermidin immunrendszerre gyakorolt hatdsai koziil a legjelentdsebbek a
gyulladasos citokininek szuppresszidja, igy gyulladdscsokkentd hatast fejt ki, valamint
stimuldlja a tumorellenes immunsejteket. (Madeo €s mtsai, 2018; Pietrocola €s mtsai,

2016).

A spermidin szerteagazo hatasanak pontos, molekularis mechanizmusa nem teljesen

tisztazott (Madeo és mtsai, 2018). Az élettartamot noveld hatdsat elsésorban a mitofagia

crer

crer

szinapszisokra gyakorolt hatasat. A moha rostok és a CA3 sejtek szinapszisait vizsgalva

azt talaltdk, hogy a 18 hoénapon at tartd spermidin potlds szignifikdnsan emelte a



preszinaptikus vezikulumok denzitasat, és a boutonokban helyet foglalé mitokondriumok

szamat, megvédve ezzel az idegsejtek kozti kapcsolatokat a neurodegeneraciotol.

A hippocampus a nagyagy archicortexének része, a temporalis lebenyben helyezddik
(3. 4abra). Ennek az agyteriiletnek kifejezett szerepe van a tanuldsban, a térbeli
tajékozodasban (navigacio) emlékek kialakitdsaban, taroldsédban és eldhivasaban (Yassa és
mtsai, 2011). Ez az Osszetett funkci6 tobbek kozt anatomiai szerkezetével magyarazhatd
(Knierim, 2015). A hippocampalis formacio két f6 anatomiai része a cornu ammonis (CA)
— amely tovabbi alrégiokra tagolodik — és a gyrus dentatus (DG). A CA sziirkeallomanyat
a neocortexéhez hasonld pyramissejtek alkotjak, mig DG neuronjai a szemcsesejtek. A
hippocampus memoériafunkciokban betoltdtt szerepe altalanosnak tekintheté az emlésok
korében, azonban alakja jelentésen eltér6 lehet a kiilonb6z6é fajokban. A human
hippocampus metszete csikohalra emlékeztetd alakli (innen kapta a nevét), mig egerekben
nyujtott ovalis formdji. A ma is elfogadottnak tekintett szerkezetrdl az elsd abrat Ramon y

Cajal készitette (5. abra).
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3. abra: Egér agyanak coronalis metszete
(mouse.brain-map.org)



A hippocampus szinaptikus felépitése az un. triszinaptikus hurok: a medialis
temporalis lebenybdl érkezd afferentacidé a DG granulosasejtjein szinaptizal. Ezek a sejtek
a CA3 sejtekhez projektalnak a moharostokon keresztiil, majd atkapcsolas utan a Schaffer-
féle kollateralisok szallitjadk a CA1 sejtjeibe. A harmadik szinapszis utan a pyramissejt az
axonjat a kéregbe projektdlja, igy az ingeriilet a hippocampalis hurokbol visszajut a
temporalis lebenybe. Az ingeriilet halad4dsa, azonban nem egyirdnyu, ugyanis a CA3
tertiletr6l kollateralis térnek masik CA3 sejtekhez (4. abra). Ez a visszacsatolo
autoasszociativ stimulacié jelentdés szerepet kap a tanuldsban ¢€s az emlékképek

eltarolasaban.

4. abra: Egér hippocampusanak fobb régioi; fekete nyilak: triszinaptikus hurok, piros
nyilak: szétterjedés a CA3 sejtekre
(mouse.brain-map.org, atdolgozva Knierim nyoman)

Az idegi funkciok ellatasahoz nélkiilozhetetlen a mitokondriumok megfeleld
miikddése az energiaellatottsag biztositdsahoz: €s a szinapszisok fenntartdsdhoz és a
hatékony cellularis kommunikécidhoz mind az altaluk eldallitott energiara van sziikség
(Levy, 2003) (Picard és mtsal, 2014). Nincsen ez masképp a hippocapmus esetében sem.

Az iddskorban jelentkez6 memoriazavarokat okozd elvéltozasok is elsdsorban a
9



hippocampushoz kdothetdek, és egyértelmii kapcsolat mutatkozik a hibas mitokondrialis

miikddés és a szinaptikus funkciok zavara kozott (Olesen és mtsai, 2020).

5. dbra: Ramoén y Cajal 1911-ben készitett rajza a human hippocampusrol
(https:/Avww.researchgate.net/publication/329948704_Hippocampus_as_an_Echo_State_Network)
(Mutalik, 2018)

A KIR-ben 1év6 idegsejtek kozti szinapszisok folyamatosan atépiilnek. Ez a
plaszticitas teszi lehet6vé az 01j ismeretek tartds rogzitését. A szinaptikus hatasnovekedés
soran két neuron kozott kialakulhatnak, majd meger6sddnek a kapcsolatok. A nagyfoka
plaszticitds hatterében a precizen szabalyozott dendrittiiskék belsé fehérjevazanak

atéptilése all (Racz, 2014).

A hippocampus tanuldsi, ¢és memoriafolyamatokban betoltott szerepe mar
bizonyitott. Ez okozza, hogy az idegrendszert az Oregedés folyamata altal altaldnosan
érintd6 degeneracié, a mitokondrialis és szinaptikus miikodés csokkenése ezen az
agyteriileten a kognitiv funkciok hanyatldsaként manifesztalodik. Az exogén tton potolt
spermidin mitokondriumok védelme altal kifejtett jotékony hatasat mar felismerték. Nincs
azonban elégséges mennyiségli adat a spermidin hippocampalis mitokondriumokra kifejtett
morfoldgiai hatasarol. Az alaktani elvaltozasok tisztdzdsa segithetné a demencia klinikai
megeldzésére, ill. kezelésére valo torekvéseket, €s a megfeleld taplalkozasrol alkotott kép

kialakulasat.
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Célkituzések

Kutatasunk célja, hogy kvantitativ elektronmikroszkdépos modszerrel adatokat
gyljtsiink egér modellek post mortem vizsgélataval. Fiatal, idés és idds, de spermidin
potlassal takarmanyozott egerekbdl készitett metszetek dsszehasonlitasaval alapvetden két

kérdésre kerestiink valaszt:

alakja, mérete, valamint a belsd cristainak szerkezete az allatok dregedése soran,
¢s milyen hatéssal van erre a folyamatra a kiils6 eredetii spermidin?
2. Milyen hatast gyakorol a spermidin az emlitett teriilet szinapszisainak

felépitésére, méretére?

A hippocampus funkcidja és a poliaminok metabolizmusa is hasonlé a kiilonb6z6
emldsfajokban, igy az egérmodellen szerzett eredmények varhatdéan extrapolalhatok az

emberi agy miikodésének tulajdonsagaira.
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Anyag és modszer

Vizsgalatainkat az osztrak Karl-Franzens Egyetemen (Graz) elvégzett taplalasi
kisérletsorozat utan perfuziés modszerrel lefixalt egerek agyan végeztiik, amelyeket a
budapesti Allatorvostudomanyi Egyetemre szallitottak. A kisérletek soran az ATE
telephelyén €16 allat felhasznalas nem volt, kizardlag a fixalt szervek feldolgozasa tortént
meg az Egyetem Anatomia és Szovettani Tanszékén. Az elektronmikroszkdpos vizsgéalatok

Is itt kertiltek elvégzésre.

6. abra: Elektronmikroszkopos mintavételhez Durcupan miigyantaba agyazott 1%-0s OsO4-
oldattal kontrasztozott 60 um vastag agymetszetek 12x nagyitasban. A bal oldali képen az intakt, a
jobb oldalon lathato metszetb6l mind a CA1 (piros nyil), mind pedig a CA3 régdbol (kék nyil)
kivagasra keriilt egy-egy teriilet elektronmikroszkopos feldolgozasra.

Az agyakat el6szor fiziologias sooldattal (9g/1 NaCl-oldat) kimostak, majd 7,4-es
pH-ja  0,1M  foszfat-pufferben  (PB)  oldott  2%-os  glutaraldehid (GA,
ElectronMicroscopySciences, PA, USA) és 4%-0s paraformaldehid (PF, Sigma)
keverékével fixaltak. Az agyakat a koponyabdl torténé eltavolitas utan 4°C-on utdfixaltak

egy ¢éjszakan at 4%-0s 0,1M-0sPB-ben oldott 4%-o0s paraformaldehidben tartva Oket. Az
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agyakbol, a koponya Un. Bregma-pontjahoz, mint referenciahoz viszonyitott -4,00 mm-es
siktél kezdve vibratémmal (Leica, Wetzlar, Németorszdg) 60um vastag coronalis
metszeteket készitettiink. A szabadon-tszo vibratom-metszeteket 0,1 M PB-ben torténd
tobbszori mosas utdn 1%-0s OsOgs-oldattalés 1%-0s uranil-acetattal utofixaltuk, ill.
kontrasztoztuk, majd felszalld alkoholsorban viztelenitettiik a metszeteket (50,70,90,96%-
os, majd abszolut alkoholban), ezt kovetéen alkohol—propilén-oxid 1:1 aranyu elegyében,
majd propilén-oxidban. Végiil propilén és epoxy migyanta (2:1, majd 1:2 aranyu)
keverékben, ezutan pedig tisztan epoxy gyantaba agyaztuk (Durcupan, Sigma). Legalabb
12 oras szobahOmérsékletli tarolas utan Aclar (EMS, PA, USA) lapokra helyeztik a

metszeteket, majd 60°C-on (termosztatban) polimerizaltattuk a gyantat 24-48 dran at.

A gyanta polimerizacidja utan Leica S6D sztereomikroszkop alatt a dorsalis
trapezoidokat vagtunk ki (6. é&bra), miigyanta blokkra helyeztik, majd
Reichertultramikrotommal (Leica, Ultracut 2) 50-70 nm-es ultravékony metszeteket

készitettiink és 300 meshes réz racsokra (gridekre) felvittiik 6ket.

7. abra: Az Image J szoftverrel vizsgalt metszetek egyike
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A metszeteket JEOL-1011 transzmisszidos elektronmikroszkoppal — 80kV
gyorsitofesziiltséggel vizsgaltuk (JEOL, Tokio, Japan) az Allatorvostudomanyi Egyetem
Elektronmikroszkopos Laboratoriumaban. A hippocampus stratum radiatum ko6zépsé
részének teriileteirdl véletlenszerli mintavételezéssel készitettiink digitalis felvételeket,
MegaView 1024x1024 felbontasi CCD digitalis kameraval, 20.000x—70.000x-es nagyitasi
tartomanyban (7. abra).

A kalibralt digitalis elektronmikroszkopos felvételeken a mitokondriumokat ¢és a
szinapszisokat az NIH Image J program (ver. 1.52n) segitségével kvantifikaltuk. A
felvételeken azonositottuk a szinapszisokat és a mitokondriumokat, és az alabbi
paramétereket lemértiik: a mitokondriumok szama, az alakjukat leird paraméterek (teriilet,
keriilet, cirkularitas, a benniik 1év6 cristak tavolsaga) a serkentd Szinapszisok
kialakitasaban résztvevé dendrittiiskék szama, alakja és terlilete (8. abra). A kapott

adatokat Microsoft Excel tablazatokban 6sszesitettik.

8. dbra: A szinapszisok és mitokondriumok
morfologiaja a CA1 neuropiljében

A vizsgalatok sordn tanulmanyozott egerek harom csoportb6l szarmaztak: fiatal
allatok (életkoruk 5 honap, young control, YC), id6s allatok (életkoruk 24 hénap) (aged
control, AC), és id6s, de spermidin tartalmu kiegészitével taplalt allatok (életkoruk 24

honap, de 18 honapos koruktdl fogva kaptak spermidin kiegészitést [3 mMM-0s
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koncentracioban] ivovizbe keverve; aged+spermidine, AS). A mérések elvégzésekor a
metszeteket azonositd szdmsor nem tartalmazott utalast arra, hogy melyik csoportba
tartozo allatbol szarmazik. Ezzel biztositottuk, hogy a kinyert adatokat ne befolyasolja egy
esetleges, elokovetkeztetésekbol eredd, a vizsgalattol fiiggetlen hiba. A metszetek
azonositdsa a teljes kvantitativ mérés befejezése utdn tortént, majd ezutdn rendeztiik az
azonos vizsgalati csoportba tartozé allatok adatait kdzds tdblazatokba. Osszesen 8 AC, 5
AS és 5 YC csoportba tartozo allatot vizsgaltunk, egyedenként 8 darab, 32 980 856 nm?-es

felvételt a hippocampus stratum radiatum rétegébdl.

A kapott adatokat 6sszegyijtottiik, Excel tablazatban metszetenként kiszamitottuk a
mitokondriumok  4tlagos teriiletét, atlagos keriiletét, atlagos cirkularitasat, az
Osszteriiletiiket, valamint az 4ltaluk elfoglalt teriiletet a metszet teriileté¢hez viszonyitva.
Osszesen tobb, mint 3200 mitokondriomot mértiink meg. A szinapszisok tekintetében az

azokat kialakitod posztszinaptikus dendrittiiskéket szamoltuk.

Az eredményeket vizsgalati csoportonként rendeztiik, és statisztikailag elemeztiik.
Ehhez egy utas ANOVA (one-way ANOVA) és Tukey-féle post hoc teszteket
alkalmaztunk az astatsa.com online statisztikai kalkulator segitségével. Az abrak

elkészitéséhez a Prism 8 (GraphPad, San Diego, USA) nevii programot hasznaltuk.
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Eredmények

A kutatas soran a grazi egyetemrol érkezett egéragyakat készitettiik eld kvantitativ
elektronmikroszkopos vizsgalatra, és a metszetekrdl felvételeket készitettiink a szoftveres

méréshez (9. abra).

9. abra: Szamozassal megjelolt mitokondriumok a 678-as szamu egér 80-as jelzésii metszetén
(a mérések utan azonositva: a YC csoportba tartozo egyed)

A kutatds soran tobb aspektusat vizsgaltuk meg a hippocampus CAl stratum
radiatum neuropil teriiletének: a szinapszisok szamat, a mitokondriumok atlagos teriiletét,
illetve a mitokondriumok altal elfoglalt atlagos neuropil teriiletet, valamint a belso

membranjaik cristainak szerkezetét is.
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Mitokondriumok denzitasa

10. abra: Mitokondriumok szinesen jel6lve
a harom vizsgalati csoportbol késziilt metszeteken

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, eltér-e a vizsgalati csoportokban a
mitokondriumok denzitasa, statisztikailag Osszehasonlitottuk a mitokondriumok atlagos
tertiletét, és a mitokondriumok altal lefedett teriiletet (10. abra). Azt talaltuk, hogy a
mitokondriumok altal a neuropilben elfoglalt teriilet (AC: 6,182%; AS: 6,125%; YC:
5,570%) nem kiilonbozik egymastdl szignifikdnsan semelyik vizsgalati csoportban (AC—
AS: p=0,9811; AC-YC: p=0,1302; AS-YC: p=0,1065), igy nem kiilonbozik jelentésen a

mitokondriumok 0ssztérfogata a stratum radiatum idegszdvetében.

A mitokondriumok atlagos teriilete azonban szignifikans eltérést mutat az idos
kontroll és a fiatal allatok csoportja, valamint az idés kontroll csoport és az idds, spermidin

kiegészitdvel taplalt egerek kozott, mig nem kiilonbozik szignifikdnsan a fiatal, és az idds,
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exogén spermidinhez juttatott allatok kozott (AC-AS: p<0,001; AC-YC: p<0,001; AS-
YC: p=0,5328) (11. abra).

Mitokondriumok osszterilete Mitokondriumok atlagos teriilete
%k %k %k
0.10- 1500004 M1
kT * %k %
= g 0.08- < NE 1
S E £ @ 100000-
€35 0.06- 29
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®
0.00- 0-
AC AS YC AC AS YC

11. abra: A mitokondriumok dsszteriilete a metszet egészéhez viszonyitva, ill. az atlagteriiletiik

A neuropilben a mitokondriumok 4ltal lefedett teriilet nem kiilonbdzik
szignifikdnsan, az organellumok egyenkénti teriiletének atlaga viszont igen, igy

feltételezhetd, hogy az eltérést a mitokondriumok szama és azok méretcsokkenése okozza.

Mitokondrialis cristak

A mitokondriumok belsd membranja mélyen a matrixba nyomulnak létrehozva ezzel
a nagy feliiletii lemezes szerkezetet, a cristdkat (12. abra). Megmértiik a cristak egymas
mellett fekvé membranlemezei kozotti tdvolsagot, és azt taldltuk, hogy az AC csoport
egyedeibdl szdrmazd metszeteken szignifikansan eltér mind az AS, mind a YC allatokétol
(AC-AS: p<0,1; AC-YC: p<0,1). Ez a kiilonbség megfigyelheté mind az axonokban,
amelyek a preszinaptikus, mind pedig a dendritekben, amelyek pedig a posztszinaptikus

részét képzik a neuronok kozotti kapcsolatoknak (13. abra). A dendrittiiskékben jellemzéen
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nem fordul elé mitokondrium. A cristak kitdguldsa az elektronmikroszkopos képeken jol

megfigyelheté az AC csoport egyedeiben.

Dendritek

Axonok

200 nm
12. abra: Mitokondriumok nagy nagyitasban,
megfigyelhetdk a belsé membran alkotta cristak
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mitokondriumaiban a cristadk maximalis szélességének atlaga
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Szinapszisok szama

A szinapszisok szamanak vizsgalatdhoz megszdmoztuk a metszeten lathatd
dendrittiiskéket, amelyek egyértelmiien beazonosithatd modon részt vettek szinaptikus
kapcsolat kialakitasaban és rendelkeztek posztszinaptikus denzitassal (14. dbra). A kapott
adatokat ugy elemeztiik, hogy a metszetenként kapott szamokat (dendrittiiske/32,981 pm?)
felszoroztuk és a statisztikai 6sszehasonlitishoz a tiiskék atlagos 100 pm2-enkénti szamat

hasznaltuk fel.

14, abra: A posztszinaptikus neuronok dendrittiiskéi szinesen jelolve
a harom vizsgalati csoportbol szarmazé metszeteken

A szinapszisok szama szignifikans eltérést mutat az AC és a YC csoport egyedei
kozott (p<0,01). Nem mutathatd ki azonban szignifikans eltérés a spermidinnel kezelt és a

kontroll 1d6s allatok kozott (AC—AS: p=0,08), azonban a trend figyelemre mélto (15. abra).
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15. abra: Szinapszisok alkotaséban résztvevo
dendrittiiskék stirtisége a CA1 neuropiljében
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Kovetkeztetések

Ultrastrukturalis vizsgalataink alapjan igazolni tudtuk a spermidin néhdny hatdsat a
hippocampus elektronmikroszkopos szerkezetére. A mitokondriumok altal elfoglalt
neutropil teriilet nem kiilonbozik a vizsgalati csoportokban. Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a PA-ok elsédleges hatasa nem a mitokondriumok Ossztérfogatanak szabalyozasa,
hiszen ezt a paramétert nem befolyasolta szignifikansan sem a taplalék eredetii SPD, sem

pedig a korral elérehaladtaval jelentkezé endogén PA szintézis csokkenése.

A mitokondriumok atlagos teriilete szignifikdns eltérést mutatott az AC-AS és az
AC-YC csoportok kozott, valamint nem kiilonbozott az AS—YC egyedek kozott. A fiatal,
¢s a spermidinnel hozzataplalt egerekben az azonos mitokondrium dssztérfogatot atlagosan
kisebb mitokondriumok hoztdk létre, mint az idds, kontroll egyedekben, igy az el6zd
csoportokban magasabb volt a mitokondriumok szdma. Azokban az 4llatokban,
amelyekben magas koncentracioban volt jelen a SPD (AS: exogén SPD és YC: endogén
SPD), ott tobb, kisebb teriileti mitokondrium foglalt helyet az idegsejtekben, mint
alacsony SPD koncentracio esetén. A PA-ok endogén szintézisének csokkenése tehat a
mitokondriumok atlagos teriiletének novekedését okozza, a taplalékkal bejuttatott SPD
azonban képes a szervezet altal termelt poliaminok elmaradt hatasat kompenzalni, és az AS
csoportban igy szintén szignifikansan, a fiatal allatokra is jellemz6 modon kisebb méretdek
a CAl mitokondriumai Az idegszovet ultrastruktiraja a mitokondriumok denzitasat
tekintve 1dds, de spermidin kiegészitdvel taplalt egerekben hasonlé marad a fiatalkori
szerkezethez. A poliaminok hatdsa a mitokondriumok osztddasara, ¢és a hibas
mitokondriumok  autofdgiajara tehdt morfologiailag a fiatalkori ultrastruktira

fennmaradésat okozza (Madeo és mtsai, 2018).

A mitokondriumok bels6 membranjanak betlirddéseibdl 1étrejové  cristdk
miikddésbeli hatékonysaga Osszefligg a szélességiikkel: minél keskenyebb egy crista, annal
hatékonyabb, illetve anndl tobb cristanak jut hely a mitokondriumban (Cogliati és mtsai,
2016). A kor elérehaladtaval a mitokondrialis cristak megszélesbednek, méretiik
szignifikdnsan eltér AC-YC kozott. A spermidin kiegészitvel etetett idds egerek
cristainak szerkezete azonban szintén szignifikansan eltér az id6s kontroll csoportétol, és
hasonlé fiatal egyedekéhez. A poliamin hozzataplalds tehat a cristdk fiatalkori
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szerkezetének  fenntartdsdval is  hozzdjarul  idegszovet  energiaellatottsaganak

biztositasahoz.

A szinapszisok szama az Oregedéssel parhuzamosan megfogyatkozott a vizsgalt
allatokban (AC-YC). Ennek oka a szinaptikus plaszticitas idés korban megmutatkozé
csokkenése. Ennek egyik tényezdje feltételezhetden szintén az endogén PA szintézis
elégtelensége (Bhukel és mtsai, 2017). Nem sikeriilt azonban jelentds szignifikans eltérést
kimutatni az AC és az AS csoportok kozott (p=0,08), bar a P-érték egyértelmii trendre utal.
Ez nem jelenti, hogy az exogén spermidin nem lenne hatdssal a szinaptikus plaszticitas
megorzésében, megfigyelhet ugyanis a trend, mely szerint a spermidin hozzataplalassal
elérhetd, hogy az egységnyi teriileten 1€évo szinaptikus dendrittiiskék szaméanak minimuma
meghaladja a kontroll csoportban ennek a paraméternek a medianjat. Feltételezhetd, hogy a

tartds SPD kiegészités a szinaptikus szerkezetre is jotékony hatassal bir.

A mitokondriumok, mint az sejtszintii energiatermelés kozpontjai, biztositjadk az
neuronok megfeleld6 mikodését, a szinapszisok, pedig az idegsejtek kozotti
kommunikéciot. Az Oregedés kovetkeztében ezen struktirdk szambeli és morfoldgiai
anomalidi az idegszovet miikddésbeli visszaesését és kovetkezményesen a kognitiv
funkciok hanyatlasat okozzak (Lopez-Otin és mtsai, 2013). A spermidin jotékony hatast
gyakorol a hippocampus ultrastruktirajara a mitokondriumok és a szinapszisok

tekintetében is.

Az csokkend endogén szintézis mellett taplalékkal potolt PA-ok a hippocampusban
képesek eldsegiteni a fiatalkori idegszdvet- és neuropil-szerkezetre hasonld ultrastruktira
kialakulasat idés egerekben, azonban adataink alapjan nem okoznak a fiatalkorival
megegyez0, vagy annal jobb teljesitményre képes szerkezet kialakulasat (a

mitokondriumok 0ssztérfogata nem lesz tobb spermidin hozzataplalas esetén sem).

A spermidin hatdsat szamos tanulmdny, ¢és sajat méréseink is igazoljak
ragcsalofajokon. Az eredmények azonban extrapolalhatok a tobbi emldsre, ill. emberekre
is, amit klinikai vizsgalatok is igazoltak, és ezek tovabbra is folytatddnak (Schwarz és
mtsai, 2018) (Wirth és mtsai, 2018) (Wirth és mtsai, 2019). Ezek a kutatasok bizonyitottak,

hogy az iddskori kognitiv hanyatlas és memoriazavar mérsékelhetd a poliaminok
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potlasdval. A mi vizsgalatunk az ennek a folyamatnak a hatterében allo sejtszinti

morfoldgiai magyarazatot kereste.

A kutatas soran nyert adatokra, és a rendelkezésre allo szakirodalomra tdmaszkodva
javasolhatd a magas spermidintartalmu taplalék fogyasztasa, és sziikséges lenne ennek a
megkozelitésnek az integralasa az emberi, ill. allati egészséges taplalkozasrol alkotott

véleményébe.

A spermidin kiegészitovel taplalt modellallatokat a jovében érdemes lenne vizsgalni
abbol a szempontbol, hogy a poliamin kiegészités mas szerveinek, példaul a ma4j
mitokondriumainak fenntartasaval kifejthet-e kedvezd hatdst az altalanos anyagcserére.
Emellett a kognitiv funkcidk tekintetében Alzheimer-kor modellként szolgald allatok
spermidinnel torténd hozzataplaldas koveté post mortem szdvettani vizsgalatokkal
megfigyelhetnénk, hogy a poliaminok milyen hatdssal vannak a mar kialakult, stilyosabb

neurologiai korképek kezelésében, ¢és alkalmasak-e terapids szerként valo hasznalatra.
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Osszefoglalo

A modern orvostudomany tevékenységének hala a civilizalt vilagban szignifikdnsan
n6 az atlagéletkor, azonban a tanulds- ¢és memoriafunkcidok zavara negativ tényezdként
jelentkezik az iddskori tiinetek kozott. Az €letkor elérehaladtaval szinte minden €l61ényben
csokkennek a kognitiv funkcidok, melynek egyik feltételezhetd oka az idegrendszerben is
jelenlévé endogén poliaminok szintjének csokkenése. A spermidin — a Szervezetben
természetesen jelenlévo poliamin — taplalék altali potlasa igéretes eredményeket mutat az
id6éskori demencia enyhitésében. A bélcsatornabol felszivodva a spermidin atjut a vér—agy
gaton, és a kdzponti idegrendszerben fejti ki neuroprotektiv hatasait. Kutatasunkban fiatal,
idés ¢és idds, de spermidin kiegészitéssel taplalt egerek hippocampus CAl régid
neuropiljének ultrastruktirajat vizsgaltuk kvantitativ transzmisszios
elektronmikroszkdpidval. Ez az agyteriilet kiemelkedéen fontos a kognitiv, tanulasi és
memoriafunkcidk kialakitdsdban. Vizsgalataink sordn a harom vizsgéalt csoportban a
neuropilben taldlhaté mitokondriumok stiriségére, alakjara, méretére is fokuszaltunk.
Megallapitottuk, hogy a spermidin kiegészités jotékonyan befolyasolta a szinapszisok
jellemzdin tal a hippocampusbeli mitokondriumok denzitasat, mely az Sregedés soran a
kontroll allatokban jelentdsen lecsokken. Adataink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a

spermidin terapia alkalmazhato az életkorfiiggd kognitiv hanyatlés lassitasara.
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Abstract

Due to the recent advance in modern medicine, the average age of the human
population has increased significantly, however, learning and cognitive disabilities are
common negative factors among symptoms in the aged population. One pivotal factor in
the obvious decline in cognitive function during aging is presumed to be the reduced
synthesis of endogenous polyamines in the nervous system. The production of spermidine
— an aliphatic polyamine — is also being reduced during aging, but its exogenous
administration by food seems to be effective in relieving multiple signs of dementia. After
absorption, spermidine can pass the blood-brain barrier and exert its neuroprotective
effects. In this study we used quantitative transmission electron-microscopy of the
hippocampal region of mice divided into three groups: young, old-aged and old spermidine
supplemented.The hippocampus plays an essential role in many aspects of cognitive
functions, including learning and memory. Besides analyzing the synaptic neuropil, we
also focused on the density, shape and size of mitochondria in the neuropil, and compared
the three groups. We found that spermidine helped to restore synaptic features in aged
animals, and also the number of mitochondria, which was significantly decreased in old
animals, compared to young ones. Taken together our result strongly suggest, that

supplementation can be effectively used to slow cognitive decline caused by aging.
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