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"Az emberiség figyelmének el kell fordulnia a gépektdl és az élettelen anyag vilagatol, s
az ember lelkére kell irdnyulnia, azokra a szerves és szellemi folyamatokra, amelyek

megteremtették a gépeket s Newton és Einstein vilagegyetemét." — Alexis Carrel

crer
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Mihaly
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I1l. ELOSZO

Az emberi agy az anyagi vilag legosszetettebb és legmagasabb szintii szerkezete,
az emberi észlelés, a tudat, a 1¢élek és a szellem anyagi szubsztratuma. Minden emberi
érzelemhez, ¢érzéshez, gondolathoz, ¢és dontéshez sziikséges az emberi agy. A
leghétkoznapibbnak tind feladataink elvégzését folyamatos informacidfeldolgozassal
biztositja, nem beszélve a kiemelked6 emberi teljesitmények létrejottében betdltott
szerepérol  (pl.: mivészeti alkotdsok, tudomanyos felfedezések, élsportolok
teljesitménye). Nincs a vildgon olyan természetes vagy mesterséges szerkezet, mely
felérhetne az agyhoz, akar annak hihetetlen hatékonysagat, akar az 0j helyzetekhez ¢és
feladatokhoz vald alkalmazkodasat tekintjiik. Nincsen mas olyan struktira, mely képes
lenne ilyen magas hatasfokkal {j informaciokat és képességeket szerezni, megérteni
mas ¢élolények cselekedeteit, nyelveken keresztiill kommunikalni, vagy megkisérelni
Onmaga megismerését. Ezen hihetetlen teljesitmény hatterében egy szinte
felfoghatatlanul bonyolult szerkezet all: az emberi agyat a mérések szerint kdzel 100
milliard (10*") idegsejt, és ugyanennyi gliasejt épiti fel (Azevedo és mtsai 2009), mig
csak az agykéregben tobb, mint 160 billié (1.6x10') a szinapszisok szama (Tang és
mtsai 2001). A neuron doktrina megalkotasa, Ramon y Cayal (1. abra, bal oldali és
kozEéps6 panel) kora 6ta az idegtudomany mind nagyobb és nagyobb erbfeszitéseket tesz
azért, hogy jobban belelathasson az emberi agy felépitésébe, miikodésébe. Pontosan
ugyanennyire érdekes és fontos kérdés azonban az is, vajon milyen folyamatok,
szabalyozo6 és vezérld rendszerek teszik lehetéveé, hogy az egyedfejlédés soran egyetlen
vékony sejtrétegbdl kialakulhasson egy annyira Osszetett és magas szintli funkcidkat
ellatd szerv, mint az agy. Ertekezésemben az agy posztnatalis fejlédésében alapvetd
szerepet jatszo jelatviteli mechanizmusok vizsgalata soran elért eredményeinket
foglalom 6ssze. Miel6tt azonban ratérnék a részletes bevezetésre, szlikségesnek érzem,
hogy legalabb egy mondattal fejet hajtsak Szentdgothai Janos (1912-1994) nagysaga
eldtt, aki megteremtett egy olyan neurobiolodgiai iskolat, mely mind a mai napig a vilag
¢lvonaldban tartja a magyar idegtudomanyt. (1. abra, jobb panel) "Az anatomia
szdmomra nem csupan minden orvosi gondolkodas és cselekvés elidegenithetetlen

crer

rendli megnyilvanuldsa" - Szentagothai 1971.
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1.dbra. Piramissejtek, Santiago Ramon y Cajal és Szentagothai Janos

Cajal rajza kortikdlis piramissejteket dbrdzol. (Cajal Muzeum, Cajal Intézet, Madrid,
Spanyolorszag). Santiago Ramon y Cajal (1852 — 1934) spanyol anatomus,
munkdssdagaval nagy mértékben hozzdjarult a neuron doktrina és a modern
neurobiologia kialakulasahoz. Szentdagothai Janos (1912 — 1994) kimagaslo anatomus,

a magyar idegtudomdnyt a vilag élvonalaba emeld iskoldt teremtett.
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I\V. BEVEZETES

IV.1. Az agy fejlodése — altalanos attekintés, a ,,GABA-valtas”,

halozati aktivitasmintak kialakulasa

IV.1.1. Az agy, azon beliil a hippokampusz fejlodésének rovid osszefoglalasa

Az emllOs agy egyedfejlédése egymast idoben kovetd, egymast meghatarozo
események sorozata, melyek soran egy egyszerli, néhany sejtbol allo szovetcsomobol
kifejlédik a létezd legmagasabb szintli és legOsszetettebb anyagi struktira. Ezen
események szabalyozasa, egyméshoz képest meghatarozott idobeli viszonya, egymasra
hatasa erdteljes hasonlosdgot mutat kiilonb6zd emlds fajok kozott, azaz a torzstejlodés
soran nagyon magas fokon megoérzodott. Ennek az egyik legerdteljesebb bizonyitéka,
hogy a kozponti idegrendszer egyedfejlodése soran lejatszodd események — bar fajrol
fajra eltérd idépontban kdvetkeznek be — egymashoz viszonyitott szigoru iddbeliségiik
miatt elhelyezhetdk olyan altalanos modellekben, melyekben az egyes iddszakok
pontosan megfeleltetheték egymasnak kiilonbozo fajok kozott (Clancy és mtsai 2007;
Workman és mtsai 2013). Az agy fejlédése tehat — eltekintve a nyilvanvald, egyes
fajokra jellemz6 egyedi eltérésektdl — egy fajokon ativeld altalanos sémat kovet,
melynek sordn tobb egymast kovetd, de iddben sokszor atfedd, aktivitasfliiggd
részfeladatot kell megoldania a fejlédd rendszernek. Elészor létre kell jonnie a
megfeleld szadmu sejtnek, azoknak a sejtvandorlas sordn el kell jutniuk rendeltetési
helytikre, ott ki kell alakitaniuk a feladatuk ellatasahoz sziikséges bonyolult térbeli
formajukat, és a szinaptogenezis folyamata sordn létre kell hozniuk a rajuk jellemzd
szinaptikus kapcsolatrendszert. Mindezen események szabalyozasa nagyon sokrétil, az
orokitdanyagban rogzitett program ¢és a kiilvilag feldl érkezd informécid hatdsa egymast
kiegészitve, tamogatva teszi lehetdvé zavartalan végbemeneteliiket. E16szor a kozponti
idegrendszer altalanos fejloddését fogom roviden Osszefoglalni, majd a hippokampusz
kialakulasat tekintem at. Mivel — amint feljebb emlitettem — a fejlodés altalanos sémaja
megorzott a fajok kozott, az agy fejlodésének leirasa soran az egyes események egérre
jellemzd idépontjait adom meg, a humanra jellemzd idépontokat csak a dolgozat

szempontjabol kiemelten fontos torténések esetében emlitem meg.

11
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A megtermékenyitést (0. nap) kovetd sejtosztdéddsok soran a 2-4. napon
megtorténik a zigdta barazdalédasa, majd a 4. napon a sejtcsoméd belsejében lireg
képzddik, kialakul a blasztociszta (Brison és Schultz, 1997; Yamanaka és mtsai 2006).
A blasztociszta belsejében egy sejtcsoport elkiiloniil, ez adja a belsé sejttomeget
(embrioblast), mig a holyag fala lesz az n. kiilsé sejttomeg (trophoblast). Az 6todik
napra a belsé sejttomegbdl kialakul a kétrétegli embridpajzs, mely epi- és hypoblasztok
rétegébdl all. Az epiblasztsejtek a hetedik napon — emberben a harmadik héten — egy
primitiv csiknak nevezett befiizddésen keresztiil az epiblaszt-réteg ald fordulnak, és
kialakul a hdaromrétegli embriopajzs (Sadler, 2005). A gasztrulacionak nevezett
folyamat soran tehat 1étrejon az embrid harom csirarétege: az ekto-, a mezo- és az
endoderma. Az idegrendszer szinte teljes egészében az ektoderma szarmazéka, mely
alol a mesodermalis eredetli mikroglia sejtek kivételek (Ginhoux és mtsai 2013).
Egérben a 7-8. napon, emberben a 18. napon indul meg a neurulacié az un. vel6lemez
megjelenésével (Downs és Davies, 1993; Jacobson és Tam, 1982; Sadler, 1999a). A
vel6lemez az ektoderma cipdkanal alaki megvastagodasa, mely két szélének erdteljes
kiemelkedésével létrehozza a veldreddket. A veléredok kialakuldsa Osszetett modon
szabalyozott folyamat, melynek molekularis hatterét kivaléan foglalja 6ssze Stuhlmiller
(Stuhlmiller, 2012). A veldreddk kozépvonalban egymas felé¢ fordulva Osszendnek,
kialakitva a velocsovet (2. abra, A). A veldcsé folyamatosan zarodik mind feji, mind
pedig farki irdnyban haladva. A feji végen a 8-9. napon, a farki végen pedig a 10-11.
napon zarodik véglegesen — ezek idOpontja emberben a 25. illetve a 27. napra esik
(Ybot-Gonzalez és mtsai 2007). A vel6éeso feji végén harom tagulat jelentkezik, ezek az
elsédleges agyhdlyagok: az eléagy, a kozépagy (mesencephalon), és az utdagy (2. abra,
B). Az el6agy késébb tovabb tagolodik telencephalon-ra és diencephalon-ra, az utdagy
pedig metencephalon-ra és myelencephalon-ra. A telencephalon szarmazékai a
nagyagykéreg és egyes kéreg alatti ducok, a diencephalon szarmazékai a thalamusz,
hipothalamusz, epithalamusz, és szubthalamusz. A mesencephalon alakitja ki a
kozépagy magvait, a metecephalon-bol alakul ki a hid és a kisagy, mig a
myelencephalon adja a nyultvel6t (Sadler, 1999b). A tovabbiakban anagyagykérgének
fejlodésének példajan tekintem &t a proliferacio €s sejtvandorlas folyamatait, majd

vizsgalati teriiletiink, ahippokampusz fejlodését ismertetem.

12
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B Eléagy Utbagy

Kbzépagy | gwv

2. dbra. Az agy korai fejlédésének morfologiai viszonyai

Az A-panelen a neuruldcio folymata figyelheté meg. Az elsodleges agyholyagok
egymdshoz valo viszonyat abrazolja a B-panel (g.v.-gerincveld).A hippokampusz f6
részei és rétegei figyelheték meg a C-panelen. CA1-3- cornu ammonis 1-3, GD-gyrus
dentatus, a-alveus, o-oriens, p-pyramidale, r-radiatum,Im-laconosum-moleculare, m-
moleculare, g-granulosum, h-hilus. A telencephalon-idlyag keresztmetszete lathato az
abra D-részén. MGD-medialis gangliondomb, LGD-laterdlis gangliondomb, HP-
hippokampalis primordium, \NZ-ventrikularis zona, KL-kérgi lemez, kék nyilak-radialis
migracio, zold nyilak-tangencialis migrdcio.

A nagyagykéreg 6 rétegbdl all (bar a kéreg bizonyos teriiletein egyes rétegek
nagyon vékonyak, esetleg hianyozhatnak is),a kiilonb6z6 rétegek kiviilrdl befelé
haladva kovetik egymast az els6t6l a hatodikig. A hippokampusz Osi kérgi teriilet,
leginkabb két, egymasba forduld C-alakkal irhaté le szerkezete.A nagyobbik C-forma az
ammon-szarv, mely CA1-CA3 teriiletekre oszthato, a kisebbik C-forma pedig a gyrus
dentatus. A hippokampusz alapvetd felépitését és rétegeit a 2. abra C-része illusztralja.
(részletesebben a Bevezetés 1V.4.1.-es fejezetében ismertetem; lasd még: 10. abra).
Mind a nagyagykéreg, mind pedig a hippokampusz a telencephalon-holyagbdl fejléddnek
ki. A telencephalon-holyag kozépso, felso és oldalso fala az tigynevezett pallium, mig
az als6 fala a szubpallium (2. abra, D). A kérgi fejlodés soran a glutamat

ingeriiletatvivé-anyagot felszabaditdo (glutamaterg) idegsejtek, a y-amino-vajsavat
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(GABA) 1irit6 (GABAerg) idegsejtek, és a gliasejtek kiilon progenitor-klonokbol
alakulnak ki (Luskin és mtsai 1993). A glutamaterg idegsejtek a palliumban, mig a
GABAerg idegsejtek a szubpalliumban jonnek létre, ami azt is elOrevetiti, hogy a
sejtvandorlds soran eltérd utvonalakat jarnak be. A kovetkezOkben részletezett
folyamatokat kivaldan foglalja 6ssze munkatarsaival Pasko Rakic (Bystron és mtsai
2008). A pallium fala a 9. napon az 1-2 sejtréteg vastagsagli kamrai vagy ventrikularis
zona, mely az idegsejtek €s gliasejtek eld-sejtjeibol, a progenitorsejtekbdl éptil fel. Ezek
a neuroepitélsejtek eleinte csak onfenntart6 modon, szimmetrikusan osztoédnak, majd a
10. napon (emberben a 33. napon) elkezdenek differencialodni, azaz aszimmetrikusan
osztodni. Ennek soran 1étrehozzdk a szubventrikularis zo6nat, melyben a tovabbiakban
megtorténnek a végsd szimmetrikus osztodasok, idegsejt-parokat illetve gliasejt-parokat
létrehozva. Ezt kovetden tovabbi rétegek alakulnak ki, bentrdl kifelé haladva:
ventrikuléris-, szubventrikularis-, atmeneti zona, kérgi lemez, és a hatarol6 zona.
Megjelennek a radialis glidk, melyek nyulvanyai atérik a fejlédd kéreg teljes
vastagsagat. A kérgi idegsejtek a szubventrikularis z6nabol radialis sejtvandorlas sordn
— mintegy a radidlis glidk nyulvanyain kaszva — haladnak a hatarolo zona irdnyaba, és
elfoglaljak helyiiket a kérgi lemezben (2. abra, D). Ezen a mdodon — forditott sorrendben
— beliilrdl kifelé haladva hozzék 1étre a kéreg rétegeit, azaz az eldszor kialakulo 6.
rétegen keresztiilhalado sejtek alakitjak ki az 5. réteget, majd a 6. €s 5. rétegen athalado
sejtek a 4. réteget, és igy tovabb. A radidlis sejtvandorlas Osszetetten szabalyozott
folyamat, neurokémiai gradiensek, sejtek kozotti adhézios molekulak és egyéb faktorok
1s részt vesznek irdnyitdsdban. A radidlis glidk és a vandorldé neuronok kozti
réskapcsolatok is fontos szerepet jatszanak a radialis migracioban - érdekes mddon
azonban csak mint adhéziés molekuldk, a csatornafunkcié nem sziikséges ezen
feladatuk ellatasahoz (Elias és mtsai 2007). Jelenlegi ismereteinket a sejtvandorlas
molekuléris szabalyozasarol Solecki kimeritéen 6sszegzi (Solecki, 2012).

Ezekkel a folyamatokkal parhuzamosan a szubpalliumban kialakul a
gangliondomb. Feji irdnyban laterdlis és medialis részre oszlik, melyek farki iranyba
haladva a kaudalis gangliondombban egyesiilnek. A gangliondombban helyet foglalo
interneurondlis progenitorsejtek tobbek kozott az Nkx2.1, DIx1 és Lhx6 homeobox
géneket fejezik ki (Welagen és Anderson, 2011), melyek szerepet jatszanak a GABAerg

idegsejt irdnyaba torténd elkotelezddésiikben. Végsd osztoddsuk utdn tangencidlis
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vandorlasba kezdenek, és a szubventrikularis-, az atmeneti- és a hatarolé zoénakban
haladnak rendeltetési helyiik felé a telencephalon-holyag oldalso, felsé és kozépséd
faldnak iranyaban (2. dbra, D; Tanaka és Nakijama, 2012). Utjuk legvégsé szakaszat,
melynek soran a megfeleld kérgi rétegbe jutnak, radidlis migracioval teszik meg. Az
interneuronok vandorldsa is Osszetetten szabalyozott folyamat, melyr6l Marin ad
részletes 0sszefoglalot (Marin, 2013).

A hippokampusz 6si kérgi teriilet, a pallium szarmazéka. Fejlédése alapvetden
ugyanazt az elvet koveti, mint a nagyagykéregé, azonban a dolgozat szempontjabol
kiemelt jelentdségére valo tekintettel roviden kiilon ismertetem. A fogantatds utani 14.
napon a telencephalon-holyag kozépsé fala elkezd a kamraba boltosulni, ez a
hippokampalis primordium (2. abra, D). A primordium neuroepitéliuma folytonos a
telencephalon ventrikularis zonajanak azonos sejtrétegével. A progenitorsejtek
osztodasa soran létrejovo ideg- és gliasejtek radidlis vandorlassal jutnak helytikre, a
fosejtek eloszor a CAl régiot kezdik el felépiteni. A novekvo fosejt-réteg a 20-21.
napon ¢éles kanyart vesz, és a CA3 régiot kialakitva a CAl ala fordul. Ekdzben a gyrus
dentatus felépiilése is megindul a neuroepitéliumbdl kivandorld sejtekbdl. Végiil a
bedomborodd hippokampusz a kamra jelentds részét elfoglalva a telencephalon-holyag
fels6 fala ala fekszik (Bayer, 1980, Altman és Bayer, 1990). A hippokampusz
interneuronjai a kérgi interneuronokhoz hasonléan szubpallidlis, azaz gangliondomb
eredetiiek. A telencephalon holyag egészén végigvandorolva a hippokampusz oriens és
radiatum rétegeiben haladnak rendeltetési helyiik felé, majd rovid radialis vandorlassal
jutnak a megfelel6 rétegbe (Danglot és mtsai 2006).

A sejtek embrionalis proliferacioja a 10. naptol koriilbeliil a 18. gesztacids napig
tart(emberben a 33. naptdl koriilbeliil a 175. gesztacios napig; Gotz és Huttner, 2005;
Pescosolido és mtsai 2012). Ezt kovetden altalaban az emlés agyban — két kivételtol
eltekintve — nem jonnek létre 0j idegsejtek. A szaglogumoban és a hippokampusz gyrus
dentatus nevil teriiletén azonban az ott jelenlevd progenitorsejtekbdl folyamatosan
szliletnek 1) idegsejtek, melyek be is épiilnek a mar meglévé halozatba, bar az
emberben egyediilalld médon a szaglogumoban nincs ilyen neurogenezis (Bergmann és
mtsai 2012; Bergmann ¢és Frisén, 2013). A folyamatr6l — melyet feln6tt
neurogenezisnek neveziink — tobb, részletes Osszefoglaldé munka is elérhetd (Ming és

Song, 2005, 2011; Bergmann ¢€s Frisén, 2013). A feln6tt neurogenezisre a késdbbiekben
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tobbszor fogok utalni, mivel ezeknek a felnéttben ijonnan sziiletd sejteknek a fejlédése,
haldzatba vald beépiilése szinte a legaprobb részleteiben is megegyezik az embrionalis
fejlédés soran lejatszodo folyamatokkal.

Miutén az egyes idegsejtek elérték rendeltetési helyiiket, hamarosan befejezddik
az Osszetett térszerkezetilkk kialakulasa, mellyel parhuzamosan lejatszodik a
szinaptogenezis is. Ezen folyamatokrol részletesebben a kovetkezd fejezetben irok.
Altalanossagban azonban mindenképpen ki kell emelnem, hogy a proliferaciotol kezdve
a sejtvandorlason, dendrit-és axonarborizacidé kialakitdsan keresztiil egészen a
szinaptogenezisig tartd folyamatok alapvetd jellemzdje az aktivitas-fiiggdség. Ez
sziikségessé teszi egy belsd, spontdn neuronalis aktivitds 1étét, melynek formait,

kialakulasat €s jelentdségét a késdbbiekben részletesen targyalom.

IV.1.2. A szinaptikus bementek kialakulasa, a ,,GABA-valtas”, a depolarizalo

GABAerg jelatvitel fontossaga a neuronalis fejlodésben

A proliferacié ¢és sejtvandorlas folyamataival parhuzamosan megkezdédik az
idegsejtek Osszetett térszerkezetének kifejléddése (dendritikus és axondlis arborizacio),
¢és a szinaptikus kapcsolatrendszeriik kialakuldsa is. A kilencvenes évek végén deriilt
fény arra a kimondottan érdekes jelenségre, miszerint egy adott sejt a kiilonféle tipust
szinaptikus bemenetei nem parhuzamosan, esetleg véletlenszerlien alakulnak ki, hanem
szigoru sorrendben kovetik egymast. A kérgi teriiletek két legfobb jelatvivo anyagat, a
glutamatot és a GABA-t felszabaditd végkésziilékek hozzak létre a két f6 szinapszis-
tipust. Bebizonyosodott, hogy a fejlodé idegsejthaldézatokban egy adott sejt eldszor
GABAerg szinaptikus bemeneteket fog kapni, majd ezt kdvetden jelennek meg rajta a
glutamaterg kapcsolatok (3. abra), melyek el6szor csak N-metil-D-aszpartat (NMDA)
tipusi glutamatreceptorokat tartalmaznak, az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-
propansav (AMPA) tipust glutamatreceptorok csak késébb jelennek meg benniik. Ez a
séma teljesen altalanos érvénylinek bizonyult, hiszen jelenlétét igazoltdk ragcsaloban
(Tyzio és mtsai 1999), féemlésben (Khazipov és mtsai 2001), s6t, még a felndtt
neurogenezis soran is a gyrus dentatusban (Esposito és mtsai 2005; Ge és mtsai 2006).A
receptorok megjelenésének ezt a sorrendjét késObb anatdmiai munkdkkal is
bizonyitottdk human mintdkon is (Herlenius és Lagercrantz, 2001), illetve az

ultrastruktaralis vizsgalatok is ezt a sorrendet tamasztjak ala (Fiala és mtsai 1998).
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3. abra. A piramissejtekre érkezé szinaptikus bementek megjelenésének sorrendje

a posztnatalis fejlodés soran

In vitro elvezetett és feltoltott piramissejtek kamera lucidda-val késziilt rekonstrukcioi
ujszolott ragesalo hippokampuszbol. A sejtek szinaptikus bemeneteik alapjan vannak
csoportositva. Az idegrendszer fejlédése alatt, az idegsejtek halozati integrdcioja sordn
eloszor a GABAerg szinaptikus bemenet jelenik meg, majd ezt kévetden kezdenek csak el
megjelenni a glutamaterg szinaptikus bemenetek. (Tyzio és mtsai J Neurosci, 1999, a

kiado engedélyével, modositva)

A felnétt agykéregben a GABA a 6 gatld, mig a glutamat az elsédleges serkentd
jelatvivé anyag. Felmertiil a kérdés, hogy ha egy intenziven fejlédé halozatban elészor
gatld szinapszisok alakulnak ki egy sejten, akkor az a sejt hogyan tudja a sajat
fejlodéséhez, éréséhez elengedhetetlen aktivitast biztositani? A valasz az, hogy a
fejlédés ideje alatt a GABA nem gatld hatast fejt ki, hanem ezzel ellenkezdleg,
depolarizalot, és csak késdbb, a haldzat éretté valasa soran valik hiperpolarizalo, azaz
gatlo hatasuva. A folyamatot — melyet ,,GABA-valtas”-nak neveziink — dolgozatomban
betoltott alapvetd fontossagara vald tekintettel az aldbbiakban részletesen ismertetem,
majd Osszefoglalom a GABAerg depolarizaci6é idegi halozatok fejlddésben betdltott

kiemelt szerepét.

A GABA a preszinaptikus végkésziilékben szintetizalodik glutaminsav-
dekarboxilaz (GAD) enzimek segitségével glutamatbol, majd vezikularis GABA-

transzporter (VGAT) szallitja a szinaptikus holyagocskdkba. Innen akcids potencial
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hatdséara tirtil a szinaptikus résbe, ahol receptoraihoz kapcsolodva fejti ki hatdsat. A
sejten kiviilli térb6l kiilonb6z6 GABA-transzporterek veszik vissza mind az
idegsejtekbe, mind pedig a gliasejtekbe. A GABA-receptorok két f6 csoportra
oszthatok, az ionotrop GABAa-, és a metabotrop GABAg-receptorokra. Korabban
hasznalatban volt a GABAc-receptor elnevezés egy kizardlag a retinaban jelenlevd
ionotrop GABA-receptorra, de szerencsésebb ezt a csatornat a GABA a-receptorokhoz
sorolni (Barnard és mtsai 1998). A hét transzmembran doménnel rendelkezé6 GABAg-
receptorok kalium-csatornak aktivaladsan keresztiil okoznak hiperpolarizaciét, azonban a
fejlodés korai szakaszaban csak a preszinaptikus GABAg-receptorok tudnak hatni
ezekre a csatorndkra, ezért a posztszinaptikus GABAg-fiiggd gatld hatas hidnyzik
(Gaiarsa és mtsai 2011). A GABAa-receptorok ot alegységbdl allo ioncsatornak,
melyek elsésorban klorid-ionokat (CI) engednek at, kisebb mértékben azonban
bikarbonat-ionokat is (Kumamoto és Murata, 1995). A felnétt idegrendszerben a sejten
beliili Cl-koncentracio (~7 mM) sokkal kisebb a sejten kiviilinél (~140 mM), ezért a
GABA-receptorok aktivalasa Cl-bearamlast, ezaltal hiperpolarizaciot okoz. 1978-ban
Obata ¢és munkatarsai figyelték meg eldszor, hogy a fejlddés sordn a GABA a
varakozasokkal ellentétben depolarizaciot okoz (Obata és mtsai 1978). Azota tobb szaz
tanulmany irta le ugyanezt a jelenséget a legkiilonb6zobb fajokban, az idegrendszer
szinte minden vizsgalt teriiletén a gerincvel6tdl kezdve a kisagyon, a thalamuszon, az
agykérgen at egészen a retindig (Osszefoglalva: Ben-Ari, 2007; Blankenship és Feller,
2010). Ma mar tudjuk, hogy mi all ezen jelenség hatterében. A fejlodé sejtek belsé Cl-
koncentracidja sokkal magasabb (~20-25 mM), mint az érett sejteké (~7 mM), de még
mindig kevesebb, mint a sejten kiviili Cl'-koncentracio (a fejlédés alatt is ~140 mM).
Szét kell azonban valasztanunk a koncentracio-gradiens és az elektrokémiai gradiens
fogalmat. Az el6bbit csak az adott ion koncentracidja hatarozza meg, mig utobbit az
Osszes jelenlévd ion koncentracio- és toltésviszonyai egyiittesen szabjak meg.igy
fordulhat el6, hogya Cl esetében ez a néhany millimol koncentracio-kiilonbség (~20-25
vs. 7 mM) mar elegendd az elektrokémiai gradiens megforditasdhoz (Staley és Smith,
2001). Bar az ioncsatorna ugyantigy mitkodik — aktivacié hatasara klorid-ionokat enged
at — a megfordult elektrokémiai gradiens miatt a GABAAa-receptorok nyitasara a
sejtekbdl kifelé fog a klorid aramlani, ezaltal depolarizaciot okozva. A magas bels6é CI'-

koncentraci6 hatterében az 4all, hogy a fejlédés soran a sejtek nagy szédmban
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rendelkeznek sejtfelszini natrium-kalium-klorid-kotranszporter 1-gyel (NKCC1, ami
kloridot pumpal a sejtbe), melynek szintje az érés soran fokozatosan csokken, mikézben
megjelenik a klorid-kalium-kotranszporter 2-es fehérje (KCC2, mely kloridot pumpal ki
a sejtb6l; 4. abra). A klorid-szallitofehérjék kifejez6désében bekovetkezd valtas
gyakorlatilag a ,,GABA-valtas”, mely egérben a sziiletés utani 12.-14. nap kérnyékén
jatszodik le. Ennek a folyamatnak a torzsfejlédés soran valé nagyon magasfoka
megorzottségét jol illusztralja, hogy az emberi agy fejlédése soran is lezajlik, (a 8.
terhességi honapban kezdddik, €s a sziiletés utani 4. honapban fejezddik be; Dzhala és

mtsai 2005; Vanhatalo és mtsai 2005), illetve a felndtt neurogenezis soran a gyrus

dentatusban sziileté sejtekben is pontosan a leirt modon jatszodik le (Karten és mtsai

2006; Ge és mtsai 2006).

K 4. dbra. A sejtek

Cr-

C"  Klorid-hdztartisa
KCC2  ¢5 a GABA-viltis
a posztnatalis

fejlodés alatt
Depolarizacié Hiperpolarizacié Az abra bal
........................................... Eq, ‘. oldalin ey
L Vi, " e fejlodo  idegsejt
T lathato, mely az
GABA GABA NKCC1 klorid

importert fejezi ki. Ennek kivetkez-ményeként a sejtben magas klorid-koncen-trdcio
épiil ki, és a klorid egyensulyi potencialja pozitiv a nyugalmi membranpotencialhoz
viszonyitva. A GABAp-receptorok aktivalasa igy itt depolarizaciot okoz. A jobb oldalon
egy érett idegsejt lathato, melyen az NKCCI klorid importer helyét atvette a KCC2
klorid exporter. Ennek kovetkezményeként a sejtben alacsony klorid-koncentracio
alakul ki, és a klorid egyensulyi potencialja negativ a nyugalmi membranpotencialhoz
viszonyitva. A GABAa-receptorok aktivilasa hiperpolarizaciot okoz. (Kahle és mtsai
Nature Clinical Practice, 2008., a kiado engedélyével, modositva; Vm-

membranpotencial, Ec\-klorid egyensulyi potencidal)
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A valtas a kiilonb6zo agyteriileteken nem egyszerre torténik meg, az egyszeriibb,
de 1étfontossagu életfunkciokat ellaté teriileteken — pl.: gerincveld, nyultveldi 1égzési- és
keringési kozpontok — sokkal hamarabb megy végbe, és a legmagasabb szinti
funkcidkat ellatdé kérgi teriileteken fejezédik be a legkésébb (Ben-Ari, 2007). Ezen
kiviil, egy halézatban a ,,GABA-valtds” nem teljesen egyszerre jatszodik le az Gsszes
sejtben, hanem kisebb-nagyobb atfedéssel kissé eltéré iddablakban megy végbe az
egyes sejtekben.Pontosan ez az oka, hogy fejlodé idegsejthalozatokat vizsgalata soran a
GABA-receptorokra hatd szerek mindig kevert hatast fognak okozni, hiszen egyes
sejteket jobban, masokat kevésbé depolarizdl a GABA, egyeseket pedig mar
hiperpolarizalhat is. Ezért nagyon fontos megjegyezni, hogy a GABAerg depolarizacio
hatasat vizsgald kisérletek akkor igazan hitelesek, ha GABAerg agonistdk vagy
antagonistak hasznélata mellett a sejtek klorid-haztartasat megvaltoztatva is vizsgaljak
az adott rendszert, példaul a klorid-transzporterek genetikai befolyasolésaval, vagy az
NKCC1 szelektiv gatloszerét, a bumetanidot alkalmazva.A kozelmultban egy
kutatocsoport megprobalta cafolni a ,,GABA-valtas” paradigmajat, azonban a mar akkor
is elérhet6 in vivo eredmények, illetve tobb mas csoport altal azota elvégzett ellendrzo
kisérletek minden kétséget kizardan igazoltdk, hogy a fejlédés soran a GABA
depolarizalo hatast fejt ki. A kialakult vitat, illetve a végleges bizonyitékokat nyujtd
tanulmanyokat a kérdés fontossagara valo tekintettel az aldbbiakban ismertetem.

Az elmult években megjelent Youri Zilberter munkacsoportjabol harom
tanulmany, melyekben azt allitottak, hogy a GABA-valtas kisérleti miitermék (Rheims
és mtsai 2009; Holmgren és mtsai 2010; Bregestovski és Bernard, 2012). A szerzok két
f6 iranybol tamadtak a paradigmat: el6szor azt allitottdk, hogy az in vitro
szeletkészitmény elégtelen energiaellatasa és a kisérletekben hasznalt mesterséges agy-
gerincvel6i folyadék (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) alacsony ketontest-szintje
okozza a GABA depolarizal6 hatasat, masodszorra pedig a szelet készitése soran torténd
szovetkarosodassal indokoltdk a jelenség meglétét. A kérdés fontossagara valo
tekintettel rovidesen tobb, egymastol fliggetlen munkacsoport is megprobalta
megismételni ezeket a vizsgalatokat, és a paradigma megcafoldsara iranyul6 kisérletek
eredményeit egyszer sem tudtdk reprodukalni. Kimutattdk azonban, hogy: 1. a Zilberter

crer

altaluk hasznalt drogok megvaltoztattdk az ACSF pH-jat, mely méar Onmagaban
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modositotta a GABA hatasat, és 3. kimutattdk, hogy a Zilberter csoport szennyezett
drogot hasznalt, melyet ha mas gyartotol szereztek be, a hatas nem jelentkezett (Barkis
és mtsai 2010; Kirmse és mtsai 2010; Ruusuvuori és mtsai 2010; Waddel és mtsai 2011;
Ben-Ari és mtsai 2011; Tyzio és mtsai 2011). A tobbségi elképzeléssel ellentétes
kovetkeztetést levond kutatok a fent leirt kisérlettervezési hibak mellett érvelésiikben
csak az in vitro szeletek kiilonboz6 tulajdonsagaira fokuszaltak és azt okoltak a GABA
szerintiik latszolagos depolarizald hatasaért. Ezzelazonban teljes mértékben figyelmen
kiviil hagytak azokat a munkakat, melyek vagy sejttenyészetben (Waddel és mtsai
2011), vagy pedig in vivo koriilmények kozott késziltek (Cancedda és mtsai 2007;
Wang és Kriegstein, 2008). Ugyancsak figyelmen kiviil hagytdk azt a munkat, mely
soran altatott allatnak intraperitonedlisan adott bumetanid (NKCC1-blokkold, mely a
GABA depolarizal6 hatasat hiperpolarizalora valtoztatja) hatasara az in vivo elvezettett
szinkron aktivitas leallt, majd a drog kiiiriilése utan visszatért (Sipild és mtsai 2006),
egyértelmiien igazolva a GABA depolarizalo hatasat in vivo. Ugyancsak nem fér dssze
érveikkel az sem, hogy a sziiletés alatt az oxitocin hatisara rovid ideig lecsokken a
sejtek belsd klorid-szintje, ezaltal ideiglenesen leallitva a GABAerg depolarizaciot
(Tyzio és mtsai 2006; Mazzuca és mtsai 2011), mely a sziiletd magzat védelmét
szolgald6 mechanizmus lehet. Az is allitasaik ellen szdl, hogy a felndtt neurogenezis
soran a gyrus dentatusban létrejové szemcsesejtekre érkez6 GABAerg bemenet
depolarizalo, mig a kozvetlen kozeliikben elhelyezkedd érett szemcsesejtekre érkezd
pedig hiperpolarizald hatast (Ge és mtsai 2006). Klinikai vizsgalatokbol ismert az is,
hogy az ujsziilottek gorcskészségét a GABAerg jelatvitelt erdsitd szerek (barbituratok,
benzodiazepinek) a felnéttel ellentétben nem csdkkentik, hanem éppen novelik (Nardou
¢s mtsai 2011; Sankar és Painter, 2005), melynek hatterében a depolarizalo GABAerg
jelatvitel felerdsitése allhat (Staley, 1992). Ezért is merilt fel az ujsziilott-kori
gorcsallapotok kezelésében az NKCC1-gatld bumetanid alkalmazéasanak lehetdsége
(Kahle és mtsai 2009), melyet azonban pont a GABAerg depolarizacod fejlédésben
betoltott alapvetd fontossaga miatt fokozott oOvatossadggal kell kezelni (Wang és
Kriegstein; 2011). A mérési technikék folyamatos fejlédésének koszonhetden a vizsgalt
rendszerbe a lehetd legkisebb mértékben beavatkozd (Un. non-invaziv) mérési
modszerekkel is sikeriilt igazolni az NKCC1-fiiggé GABAerg depolarizacié meglétét a

fejlodés soran (Minlebaev és mtsai 2013; a szerzok cell attached patch clamp eljarast
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alkalmaztdk pipettan beliili GABA laser-uncaging-gel kombinalva). Osszességében
elmondhato, hogy a GABA-valtast érintd vita — részben az azota megjelent ellenérzd
kisérleteknek, részben pedig a mar elézetesen is rendelkezésre allo in vitro, sejtkultura,
in vivo és human adatoknak koszonhetéen — gyakorlatilag lezartnak tekinthetd, melyrol
részletekbe mend Osszefoglalot Ben-Ari készitett (Ben-Ari és mtsai 2012).

Az elmult években az is bizonyitast nyert, hogy a GABA 4&ltal okozott
depolarizacio a fejlodés minden szakaszaban meghatdrozd fontossaggal bir. Mar a
progenitorsejtek is  rendelkeznek GABAAa-receptorokkal, melyek aktivalasa
depolarizéciot és sejten beliili kalcium-szint novekedést okozva készteti kiérésre ezeket
a sejteket. A jelenséget elGszor a nagyagykéregben figyelték meg (LoTurco és mtsai
1995; Young és mtsai 2012), majd leirtak a gerincvelében (Brustein és mtsai 2012) és a
feln6tt neurogenezis soran is a gyrus dentatusban (Tozuka és mtsai 2005; Jagasia és
mtsai 2009). Mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg idegsejtek vandorlasanak
szabalyozasaban kiemelt szerepet tolt be a GABAerg jelatvitel, illetve a GABA okozta
depolarizacio. A radialis migracidban Osszetett szabalyozoként mitkodik GABAA- és
GABAg-receptorokon hatva (Behar és mtsai 2000; Bony és mtsai 2013), és az
mtsai 2011). A sejtek megfeleld térszerkezetének kialakitasahoz is elengedhetetlen a
GABAerg depolarizacio az agykéregben és a kisagyban is (Cancedda és mtsai 2007;
Borodinsky és mtsai 2003). A hippokampusz és nagyagykéreg mind glutamaterg, mind
pedig GABAerg szinapszisainak kialakuldsdban ugyancsak alapvetd fontossagl a
GABA-receptorok aktivaciojat kovetd depolarizacio (Wang és Kriegstein, 2008, 2011;
Sauer és Bartos, 2010). Ezek utdn nem meglepd, hogy a gyrus dentatus felndtt
neurogenezis soran sziiletett sejtjeinek mind morfologiai fejlédéséhez, mind pedig
2006; Chancey és mtsai 2013). A depolarizal6 hatasi GABAerg jelatvitelnek a fejlodo
idegsejthalozatok szinkron aktivitdsdban betoltott kiemelt szerepét a kovetkezd

fejezetben irom le.
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IV.1.3. Az agyi aktivitismintazatok fejlédése, az elsé szinaptikus szinkron halézati

aktivitas és szerepe

Mind az érett, mind pedig a fejlodé idegsejthalozatok egyik legaltalanosabb
tulajdonsdga a ritmusos, szinkron aktivitads jelenléte (Buzsdki és Watson, 2012;
Blankenship ¢s Feller, 2010; Ben-Ari; 2001). Ez a szinkron mintdzat biztositja a
hajtoerét a fejlodé haldzatok aktivitastiiggd folyamataihoz, illetve Osszehangolja az
egyes sejtek kisiilését, megteremtve az alapjat az agy kognitiv muikodéseinek. A
fejlodés alatt jelenlévd halodzati aktivitasnak alapvetden mas feladokat kell ellatnia, mint
a felndtt agyra jellemzdé halozati mintazatoknak. A kovetkezOkben Osszefoglalom a
felndtt agy legjellemzdbb elektromos ritmusait, majd a fejlédés soran idében egymadst
kovetve megjelend szinkron aktivitastipusokat, illetve azoknak a fejlédésben betoltott

szerepét.

A felnétt hippokampuszban zajlo szinkron aktivitasok egy igen széles folytonos
frekvenciatartomanyban detektalhatok, azonban ezen frekvenciakon beliil 1étezik harom
olyan frekvenciatartomany, melyek 0sszefiiggést mutattak az allat fizioldgiai allapotaval
vagy viselkedésével. Ezek az un.théta-aktivitas (0; 4-10 Hz), a gamma-aktivitas (y; 30-
80 Hz) ¢és a nagyfrekvenciaju éles-hullamt aktivitas (SPW; 100-200 Hz)
frekvenciatartomanyai. Kozos tulajdonsaguk — egyes, a fejlédés sordn jelenlévo
aktivitassal szemben — hogy mindhdrmuk létrehozasaban a szinaptikus aktivitas jatssza
a f0 szerepet. Ezen mintdzatoknak a lehetséges feladatarol kialakult jelenlegi elképzelést
nagyon leegyszerlisitve elmondhatjuk, hogy a 0-mintdzat felelés az alapvetd
zajszlirésért, a haldzatban jelenlevd hattéraktivitas, és az adott pillanatban valos
informaciot hordozé aktivitas szétvalasztasaért. A y-aktivitas szerepe lehet a kiillonb6zo
kialakult ~memorianyomok hosszu-tavava  valasaért, az informdacidt tarolo
mikrohalozatok megerdsodéséért lehet felelos (Buzsaki és Watson, 2012; Lisman és

Buzsaki, 2008; Buzsaki, 1989; Buzsaki ¢s Wang, 2012).

A fejlédés soran megjelend aktivitdsmintazatok altaldnos séma szerint kovetik
egymast, €s a torzsfejlodés sordn is magas szinti megOrzottséget mutatnak, mely

alatdmasztja kiemelt fontossagukat (Ben-Ari, 2001). A fejlddésnek mar a legkorabbi
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szakaszaban is fontos szerepet jatszik a sejtek ritmusos, szinkron miikodése. A sejten
beliili kalciumszint ritmusos valtozasa hozzéjarul a progenitorsejtek éréséhez (Spitzer,
2002) ¢és az idegsejtek vandorlasanak szabalyozdsahoz (Komuro és Rakic, 1996). A
spontan szinkron aktivitas megléte ugyancsak feltétele a dendritek (Groc és mtsai 2002),
az axonok (Fredj és mtsai 2010; Kastanenka és Landmesser., 2010), tovabba mind a
GABAerg (Colin-Le Brun és mtsai 2004), mind pedig a glutamaterg szinapszisok
megfelel6 kialakulasanak (Huupponen és mtsai 2012).

Ragcsalokban embrionalisan szérvanyosan el6forduldintracellularis  kalcium
koncentracid emelkedések jelenitik meg a neurondlis aktivitast, melyek az egyes
sejtekben egymastol fliggetleniil kovetkeznek be. A sziiletés ideje kortil jelenik meg az
elsd, kezdetben csak kis mértékben szinkronizalt aktivitdsforma, az Un. spontan platod
aktivitas (Spontaneous Plateau Assembly, SPA). Az SPA néhany (3-7) sejt kozott
szinkronizalt, tobb (8-13) masodpercig tartd intracelluldris kalciumszint emelkedés,
mely fesziiltségfliggd kalciumcsatorndk, réskapcsolatok és hiperpolarizacid-aktivalta
kationcsatorndk részvételével jon létre, szinaptikus aktivitds nem sziikséges hozza
(Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008). Ezt kovetben jelenik meg az elso,
szinapszis-vezérelte halozati aktivitas, melyet in vitro 6rias depolarizald potencialnak
(Giant Depolarizing Potential, GDP) neveztek el (Ben-Ari, 1989). Kés6bb in vivo is
azonositottak ezt az aktivitast, és fejlodési €éles-hullamnak nevezték el (Leinekugel és
mtsai 2002). Ezt a halézati ritmust dolgozatomban kovetkezetesen spontan szinkron
aktivitasnak (SSA) nevezem. Az SSA a posztnatalis fejlédés korai szakaszaban jelenik
meg, és maximumat a 6-10. nap kornyékén éri el mind a hippokampuszban, mind pedig
a nagyagykéregben (5. abra, Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008). Az SSA mar
gyorsabb, 0,1 Hz koriili frekvencidval rendelkezd aktivitas, melyet a sejtek tobbségére
kiterjedd, szinkron sorozat-tiizelés (burst) jellemez, létrejottében elsdsorban a
depolarizdlo GABAerg, illetve glutamaterg szinaptikus aramok jatszanak szerepet. A
sziiletés utani masodik hét soran eltlinik az SSA, helyét atveszik a felnétt agyra jellemzo
aktivitasmintak, melyek a 10. nap el6tt nem figyelhetéek meg (Leblanc és Bland, 1979;
Lahtinen és mtsai 2002; Buhl és Buzsaki, 2005).
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Az SSA a fejlodo idegsejthalozatok talan legtobbet vizsgalt aktivitdsmintazata,
mely a torzsfejlodés soran nagyon magas szinten megérz6dott, jelenlétét rengeteg in
vitro és in vivo tanulmany tamasztja ala. Ezenkiviil féemlésokben is igazoltak jelenlétét
in vivo (Khazipov és mtsai 2001), tovabba minden jel arra mutat, hogy emberben a
korasziilottek elektro-enkefalografias (EEG) vizsgalata soran leirt lassG-hullamu
aktivitas is az SSA-nak felel meg (Vanhatalo és mtsai 2005; Khazipov és Luhmann,
2006).
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5. dbra. A spontdin hdlozati aktivitasmintdzatok megjelenése a fejlédés sordn

In vitro szeletek kalcium képalkotdssal torténd vizsgdlata alapjan a fejlédés sordan
egymast koveto hadlozati aktivitasok megjelenése figyelheto meg. A bal oldali grafikon a
kiilonbozé  aktivitasmintdazatokkal rendelkezo hippokampalis piramissejtek ardnydt
dbrazolja az osszes aktiv sejt szazalékaban, illetve a nagy depolarizalo potencialok
frekvenciajanak idobeli valtozasat a fejlodés soran.Ahogy a szévegben kifejtettem a
GDP olyan in vitro jelenség, ami az in vivo észlelt SSA-nak megfeleltetheté. A jobb
oldali grafikonon a kiilonbozé aktivitasmintazatokkal rendelkezé neokortikalis sejtek
aranydt mutatja az Osszes aktiv sejt szdazalékaban. (SPA — spontaneous plateau
assembly, GDP — giant depolarizing potential, cSPA — cortical SPA, cENO — cortical
early network oscillation, cGDP — cortical GDP; Crépel és mtsai Neuron, 2007. illetve

Alléne és mtsai J Neurosci, 2008., a kiado engedélyével, modositva)

Az SSA-t alapvetéen a GABAerg szinaptikus depolarizaci6 hatarozza meg,
mellette kiemelt szerepet jatszik létrejottében az NMDAR-k aktivalasa, és kisebb
mértékben az AMPAR-ok milkddése is. Ezek mellett hiperpolarizacio-aktivalta

kationcsatornak és a alacsony-kiiszobi kalciumcsatornak altal 1étrehozott rezonancia is
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hozzéjarulhat az SSA 1étrejottéhez (Sun és mtsai 2012). A GABAerg jelatvitel alapvetd
szerepét tdmasztja ald az is, hogy az SPA-SSA atmenet akkor torténik meg, amikor a
GABAerg idegsejtek elérnek egy kritikus érettségi szintet (Alléne és mtsai 2012),
illetve hogy egyes GABAerg idegsejtek mikodésébe torténd beavatkozas mélyen érinti
a szinkron halézati aktivitast (Bonifazi és mtsai 2009). A GABAerg depolarizacid
elengedethetetlen szerepét azonban legerdteljesebben Sipild és munkatérsai
tamasztottdk ala, amikor posztnatalis elsé héten NKCC1-gatldé bumetanidot adtak
patkanyoknak, és in vivo vizsgaltak az allatok hippokampalis aktivitasat. Az NKCC1-
gatlo szelektiven csak a GABA-valtas el6tt levd sejtek klorid-behoztalat akadalyozta
meg, igy megsziintetve a GABAerg depolarizaciot. Ennek hatasara az SSA leallt, mely
hatas a szer kiiiriilése utan elmult (Sipild és mtsai 2006). Az eddigi eredmények minden
esetben azt igazoltak, hogy az SSA akkor ér véget egy agyteriilet fejlédése soran,
amikor ott megtorténik a GABA-valtas, tovabbi bizonyitékot szolgaltatva a GABAerg
depolarizacido SSA-ban betdltott elengedhetetlen szerepe mellett (Ben-Ari, 2007).

Az SSA azonban nem csak 4ltalanos aktivitdsmintazat, hanem jelenléte nagyon
magas szinten biztositott is. Ha mesterségesen gatoljadk a haldzat belsd, spontin
aktivitasat, az idegsejtek valaszként még jobban megemelik a sejten beliili klorid-
szintjiilket, igy erdteljesebbé téve a rajuk érkezd6 GABAerg depolarizaciot, ezzel
visszaallitva a szinkron aktivitas eredeti szintjét (Gonzalez-Islas és mtsai 2010). Mi
lehet az oka, hogy ennyire ,,védi” a szervezet ezt az alapvetd aktivitdsmintat? Az SSA
jelenléte egybeesik a denrit- és axon-arbor kialakuldsavaal, illetve a szinaptogenezis
folyamatéaval. Korabbi feltételezések szerint az SSA biztosithatja a megfeleld hajtoerdt
ezekhez az aktivitas-fliggd folyamatokhoz. Ezt az elgondolast elegansan igazolta
munkatarsaival Laura Cancedda, amikor in utero elektroporacié soran arra birt ra
embrionalis idegsejteket, hogy azok joval a GABA-valtas elott kezdjenek el KCC2-t
kifejezni, ezaltal megsziintetve ezekben a sejtekben a GABA depolarizalé hatasat. Igy a
modositott DNS-t felvett sejtek nyilvan nem is tudtak részt venni az SSA-ban. A hatas
magaért beszél, az SSA-bol kimaradd, GABAerg depolarizaciét nélkiil6zd sejtek

morfologiai és szinaptikus érése sulyosan karosodott (6. abra, Cancedda és mtsai 2007).
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6. dbra. A GABAerg
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zold fluoreszcens fehérjét (EGFP) vagy zold fluoreszcens fehérjét és KCC2 klorid
exportert (KCC2/EGFP) fejeztettek ki patkany neokortikalis piramissejtekben. Hat
napos korban markans kiilonbség alakult ki a csak EGFP-t illetve az KCC2/EGFP-
konstrukciot kifejez6 sejtek kozott: a KCC2-t is kifejezo sejtek morfologiai érése
jelentosen karosodott, sokkal kevesebb és révidebb dendrittel rendelkeznek. A KCC2
tulsagosan korai megjelenése miatt ezeket a sejteket nem serkento, hanem gatlo

GABAerg hatds érte a posztnatdlis fejlédés sordan. (Cancedda és mtsai J Neurosci,

2007., a kiado engedélyével, modositva)

Ugyanerre az eredményre jutottak, amikor a felndtt neurogenezis soran a gyrus
dentatusban tjonnan sziilet6 idegsejtekkel végeztek el hasonlo kisérletket (Ge és mtsai
2006). Erdekes felfedezés volt, hogy amennyiben a fejlddés soran legatoltik a GABA -
receptorokat, de emellett optogenetikai stimulacioval fenntartottak az SSA-t, a fejlodés
normalis maradt, tovabb igazolva a spontdn szinkron aktivitds idegsejthalozatok
fejlodésében betoltott kritikus szerepét (Kastanenka és Landmesser, 2010). A
dendritikus és axonalis arborizadcidé megfeleld létrejottéhez sziikséges aktivitds
biztositasan feliil a jelenlegi elképzelések szerint az SSA altal biztositott szinkron
tiizelés-sorozatok nytjthatjak azt az ,,idéablakot”, melyen beliil megtorténhet az aktiv
szinapszisok megerdsddése, ezaltal a fejlodé haldozatokban a szinaptikus integracio
(Mohjerani és Cherubini, 2006). Ez nem annyira meglepd annak a fényében, hogy az
SSA-hoz leginkabb hasonlito felnétt aktivitasmintazat, az éles-hulldm szinkron tiizelés-
sorozatai alatt er0s0dhetnek meg a specifikus informécidt hordoz6é mikrohélézatok

(Buzséki, 1989).
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Osszefoglalva elmondhatd, hogy az idegsejthaldzatok fejlédése soran altalanos
tulajdonsdg a GABAerg jelatvitel depolarizald hatdsa, és ezzel szorosan Osszefliggd
spontan szinkron aktivitas jelenléte. Ezek a folyamatok kritikus fontossaggal birnak a
mind pedig az ezzel Osszefiiggésben alld szinaptikus kapcsolatrendszer kialakulasat,
érését tekintve. Bar rengeteg tanulmany foglalkozott az SSA vizsgalataval, részleteiben
még nem teljesen ismertek azok a szinaptikus molekularis jelatviteli folyamatok,
melyek részt vesznek ennek az aktivitasmintazatnak a kialakitasaban, illetve

szabalyozasaban.

IV.2. Az NMDA receptorok szerepe a neuronalis hal6zatok fejlédése

soran

1IV.2.1. Az NMDA receptorokrol altalaban

A glutamat a kozponti idegrendszer f6 serkentd jelatvivé anyaga. A glutamin-
glutamat ciklus jellemzi neurondlis anyagcseréjét, mely sordn a preszinaptikus
végkésziilekbdl felszabadult glutamat — miutdn hatasat kifejtette a glutamat-
receptorokon — aminosav-transzportereken keresztiil a gliasejtekbe keriil, ahol
glutaminna alakul, majd ebben a formaban jut vissza az idegsejtbe. Ott glutamindz
hatdsara Ujra glutamat keletkezik beldle, mely kiilonféle vezikularis glutamat-
transzporterek (vGluT) révén keriil a szinaptikus hélyagocskakba (McKenna, 2007). A
glutamat-receptorok két f6 csoportra oszthatok, a hét transzmembran doménnel
rendelkezd, G-fehérje kapcsolt metabotrop (mGIluR), és az ioncsatorna glutamat-
receptorokra (iGluR). Utobbi csoport tovabb oszthatd farmakoldgiai tulajdonsaguk
alapjan kainat, AMPA és NMDA tipusu glutamat-receptorokra. A mGIuR-ok
masodlagos jelatviteli folyamatokon keresztiil befolyasoljak az idegsejtek miikodését,
mig az 1GluR-ok aktivacio hatdsara kinyilnak, és kation-csatorna funkciot toltenek be
(Dingledine, 1999).

Az NMDAR-kat harom csaladba (GluN1-3) tartozo6 transzmebran fehérjék épitik
fel, a GIuN1, GIUN2A-D, és a GIuN3A-B alegységek (régi néven NR1, NR2A-D és
NR3A-B, Paoletti, 2011). A GIuN1, 2A és 2B alegységek a teljes kozponti
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idegrendszerben nagy mennyiségben fejezdédnek ki, a 2C alegység elsdsorban a
kisagyban, mig a 2D alegység foleg a kéreg alatti teriiletekenés kérgi interneuronokban
fordul el6 (Paoletti, 2011). A GIuN3A alegység foként a posztnatalis fejlodés soran, mig
a GluN3B alegység els6sorban a felndtt allatok agyaban van jelen. Bar feltehetéen van
szabalyozé funkciojuk in vivo, funkcionalis GIuN1/GIuN3 receptorok jelenléte még
nem igazolt (Low és Wee, 2010). 1992-ben irtak le el6szor, hogy mikod6 NMDAR-k
GIluN1 és GluN2 alegységek heteromerjeként johetnek csak létre (Monyer és mtsai
1992), méghozza két GluN1-bol és két GluN2-bdl allé heterotetramerként (Laube és
mtsai 1998). Sem a GIluN1-es, sem pedig a GluN2-es alegységek nem képesek az
idegsejtek plazmamebranjaba kijutni egyediil, kizardlag heteromer formaban (Fukaya és
mtsai 2003; Abe és mtsai 2004). Bar kezdetben feltételezték, hogy az NMDAR-k
eléfordulhatnak nem-valtakozo (1/1/2/2) és valtakoz6 (1/2/1/2) alegységdsszetétellel is,
bizonyossa valt, hogy mukddoképes receptorok a valtakozo (1/2/1/2) felépitésben

vannak jelen (Riou és mtsai 2012).

Az NMDAR-k alegységei négy f6 doménbdl allnak, a sejten beliili C-terminalis,
a transzmembran-, a sejten kiviili ligandkoté- és az ugyancsak sejten kiviili N-
terminalis-doménb6l (CT-, TM-, LK- és NT-domén). Az NMDAR-k GIluN2-es
alegységének LK-doménjén talalhato a glutamat vagy aszpartat kotdhely (7. éabra),
azonban a receptor aktivalasahoz ezen kiviil sziikkséges a ko-agonista glicin vagy D-
szerin kotddése a GluNl-es alegység LK-doménjéhez, illetve egyideji membran-
depolarizaci6. A depolarizdcié hatasara a csatorna TM-doménjének belsd
blokkolohelyét elfoglald Mg2+-ion mintegy ,.kilokddik” a csatornabol, lehetdveé téve a
kationok (Ca?*, Na* és K*) athaladasat (Dingledine, 1999), melyek koziil a legfontosabb
szerepe a kalcium posztszinaptikus sejtbe torténd bearamlésanak van (Monaghan és
mtsai 2012); az NMDAR-k 3-20-szor atjarhatobbak kalcium szdmara, mint natrium
vagy kélium szdmara (Dingledine, 1999).Ezek a receptorok mar a glutamat kis
koncentracioja esetén is konnyen aktivalodnak, glutamat-affinitasuk tobb mint két
nagysagrenddel nagyobb mads, ionotrop glutamét-receptorokénal (Dingledine, 1999). Az
elmult években meglehetdsen sok allosztérikus modulatorat fedezték fel ezeknek a
receptoroknak, melyek a glutamat-kotéhelyen, a glicin-kotéhelyen, a csatorna

belsejében vagy az NT-doménen hathatnak (Monaghan és mtsai 2012).
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7. abra. Az N-metil-D-aszpartdt receptorok (NMDAR) szerezete

A heterotetramer NMDAR-¢ sematikusan bemutaté dbrdn a receptor keresztmetszeti

képe lathato, az agonista-, koagonista- és antagonista-kotéhelyek feltiintetésével.

(Kristiansen és mtsai Curr. Op. in Pharm., 2007., a kiado engedélyével, médositva)

Talan a legismertebb ilyen modulatorok a ketamin, a fenciklidin (PCP), az APV,
a cink (Zn*"). Az NMDAR-k a posztszinaptikus fehérje-halozathoz (posztszinaptikus
denzitas, PSD) a GluN2-es alegységek PDZ-doménjén keresztiil kapcsoldédnak
(Valtschanoff ¢s Weinberg, 2001), mely egy altalanos molekularis kapcsol6-domén
(Fanning és Anderson, 1999).

Az NMDAR-k tehat otvozik a fesziiltség- és a ligand-fliggd csatornak
tulajdonsagait, azaz aktivalasukhoz a ligandok kotdédésén kiviil depolarizacid is
sziikkséges. Ez a tulajdonsaguk fontos szerepet jatszik sokrétii ¢élettani hatasukban,
melyek kozott elsé helyen tartjuk szamon a szinaptikus plaszticitas folyamatait (Nicoll
¢s Roche, 2013). Ugyancsak fontos szerepe lehet az NMDAR-k aktivaciojanak a glia-

idegsejt kommunikacioban (Fellin és mtsai 2004), vagy akar az idegsejtek tulélésének
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szabalyozasaban (Hardingham ¢és Bading, 2010; Karpova és mtsai 2013). Az NMDAR-
k feln6tt idegrendszerben betdltott szerepiikon kiviil alapvetd fontossaggal birnak az agy

fejlodésének kiilonféle folyamataiban is.

1IV.2.2. Az NMDAR-k szerepe a fejlodésben

A kisérleti allatok genomjanak megismerése a kiilonféle transzgenikus technikak
széles tarhazat tarta fel a kutatok eldtt. Igy nyilt lehetéség egyes fehérjék atirodasanak
megakadalyozéasara, vagy akar teljes torlésére az allatok genomjabol. Ezzel a
modszerrel — az Gn. génkiiitéssel — létrehozott torzsek felbecsiilhetetlen segitséget
nyujtottak az élettudomanyi, azon beliil is a neurobiologiai kutatasok soran. gy sikeriilt
felfedezni azt is, hogy az NMDAR-k mind GIuN1 alegységének, mind pedig GluN2B
alegységének kiiitése a sziiletés utan nem sokkal halalt okoz (Forrest és mtsai 1994;
Kutsuwada és mtsai 1996). Ezek a felfedezések arra utaltak, hogy az NMDAR-k fontos
szerepet tolthetnek be mar a korai posztnatalis fejlddés soran, azonban ezekben az
allatokban a teljes idegrendszerbdl hianyoztak ezek az alegységek, igy a hatds pontos
helyének megisméréséhez nem biztositottak elegendd informdciot. Iwasatonak és
munkatarsainak azonban 2000-ben sikertilt eléallitaniuk egy olyan egértérzset, melyben
kizarolag az agykéreg principalis idegsejtjeibdl hianyzott a GluN1-es alegység, az agy
tobbi részében érintetlen maradt (cortex specific NR1 knock-out, CXNR1KO; lwasato
¢s mtsai 2000). Ezek az allatok mar megérték a felnbttkort, viszont az agykéregben
komoly morfologiai (stlyosan sériilt dendrit- és axon-arborizacid) és szinaptikus
karosodasokat szenvedtek el, melyek egyértelmiien bizonyitjadk az NMDAR-k fontos
szerepét a kérgi idegsejthalozatok fejlodésében (Iwasato és mtsai 2000; Datwani és
mtsai 2002).

Az NMDAR-k farmakologiai gatldsa a posztnatalis iddszakban ugyancsak
sulyos karosodasokat okoz a fejlodé haldzatokban (6sszefoglalva: Bois €s Huang,
2007). Az NMDAR-k gatlasa alacsony dozisi MK-801-el markansan karositotta a
fehérje-atirodast, a dendritikus és axonalis morfologia kialakuldsat, a szinapszisok
1étrejottét, és a memoriafunkciokat is (Elhardt és mtsai 2010). Az NMDAR-k mitkodése
a fejlédo idegsejthalozatok szinaptikus plaszticitasahoz is elengedhetelen, gatlasuk

amino-5-foszfovaleriansavval (APV) megakadalyozza a szinapszisok hosszutavi
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megerdsodését (long-term potentiation, LTP; Trommer és mtsai 1995). Ezzel
Osszefliggésben azt is kimutattak, hogy az NMDAR-aktivaci6 a sejtvaz aktin elemeinek
posztszinaptikus stabilizacidjat is elOsegiti, hozzajarulva ezzel az aktivitas-fliggd
szinaptikus plaszticitdishoz (Ackermann ¢és Matus, 2003). A neuronalis halézatok
fejlodésében alapveté fontossagii spontan szinkron aktivitas (részletesen: 1V.1.3.)
kialakuldsaért és fenntartasaért is nagymértékben felelds az NMDAR-k aktivacidja
(Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008; Dupont és mtsai 2006; Blankenship és
Feller, 2010).

Az NMDAR-k tehat alapvetd szerepet jatszanak az idegsejthaldzatok
fejlodésében, melyért jelenlegi ismereteink szerint a rajtuk keresztiil torténé kalcium-
bearamlas a felelés (George és mtsai 2012). A posztnatalis fejlédés soran azonban
elészér a GABAerg szinapszisok jelennek meg, majd az ezutan kialakuld glutamaterg
kapcsolatok kezdetben csak NMDA-receptorokat tartalmaznak, csak kés6bb jelennek
meg ezekben a szinapszisokban az AMPAR-k (lasd: IV.1.2.; Tyzio és mtsai 1999;
Khazipov és mtsai 2001). Ezeket a csak NMDA-receptorokat tartalmazé glutamaterg
szinapszisokat ,,csendes szinapszisoknak™ (silent synapses) nevezik, melyekben az
NMDAR-aktivacio és a kovetkezményes kalcium bearamlas inditja be az AMPAR-k
megjelenését, és a szinapszisok megérését (Kerchner és Nicoll, 2008; Malenka és
Nicoll, 1997; Petralia és mtsai 1999). Ez a folyamat — a csendes szinapszisok
»felhangosoddsa” — ugyancsak kritikus fontossagu a halézatok megfeleld kifejlddésében
(Ashby és Isaac, 2011). Felmeriil azonban a kérdés: a nagy szamu, AMPAR-t
tartalmazo glutamaterg szinapszis hianydban mi biztositja a depolarizacidt, mely
elengedhetetlen az NMDAR-aktivaciohoz és annak minden, fejléddésre kifejtett
hatasahoz? A valaszt 1997-ben irta le Xavier Leinekugel, aki munkatérsaival kimutatta,
hogy a fejlod6é hippokampuszban a GABAerg depolarizacié képes kilokni a Mg2+-
blokkot az NMDA-receptorokbol, ¢és aktivalasukon Kkeresztiil posztszinaptikus
kalciumszint-emelkedést 1étrehozni (Leinekugel és mtsai 1997). Mivel mind a GABAA,-
receptorok, mind pedig az NMDAR-k aktivalasa sziikséges a spontan szinkron aktivitas
kialakulasdhoz, feltehetben ez a GABAaAR-NMDAR-egyiittmiikddés nagyban
hozzajarulhat az SSA-hoz. Késobb leirtak, hogy ez a receptorok kozotti szinergista
egylittmiikodés nagyon fontos szerepet jatszik a halozat megfeleld kialakulasaban,

szinaptogenezisben, a csendes szinapszisok ,felhangosodasdban”, illetve a felndtt
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neurogenezis soran sziiletett sejtek halozatba valod beépiilésében (Wang és Kriegstein,
2008; Chancey és mtsai 2013). Ugy tiinik tehat, hogy a spontan szinkron aktivitas és a
GABAerg depolarizacio fejlédésben betoltott fontos szerepének hatterében igen sok
esetben az NMDAR-aktivacio all. Amikor a halozat elér egy megfeleld érettségi szintet,
megtorténik a GABA-valtas, és az NMDAR-aktivacidhoz sziikséges depolarizaciot
ezutdn az AMPAR-k biztositjdk (Ben-Ari, 1997). A jelenlegi elképzelés szerint a
GABAerg szinapszisokbol a csendes glutamaterg szinapszisokba terjed a depolarizacio,
ahol az NMDAR-aktivacio hatasara bearamlo kalcium beinditja a szinapszis éréséhez

vezet6 folyamatokat (8. abra).

Korai posztnatalis Felnott

mGABAAR mNMDAR ﬂBAMPAR

8. dbra. A GABA-NMDA egyiittmiikodés eredeti modellje

A korai posztnatalis idészakban a sejten beliili magas klorid-koncentracio miatt a
GABA-receptor aktivalas depolarizaciot okoz, mely az eredeti elképzelés szerint
atterjed a glutamaterg szinapszisokba, és a magnézium-blokkot kilokve lehetové teszi az
NMDA-receptorok aktivalasat, és a kalcium bearamlasat. A felnott adllatok
idegsejtjeiben az alacsony Klorid-koncentracio miatt a GABAa-receptor aktivilds
hiperpolarizaciot okoz, azonban a glutamdterg szinapszisok AMPA-receptorai
aktvalhatjak az NMDA-receptorokat, beinditva a szinaptikus plaszticitashoz vezeto
folyamatokat. (Wang és Kriegstein, J. Neurosci., 2008., a kiado engedélyével,

modositva)
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1V.2.3. Jelen ismereteink az NMDAR-k elhelyezkedésérdl a fejlodé agyban

Az egyes receptorok, enzimek, de altalanossagban a fehérjék elhelyezkedését,
eloszlasat célzd vizsgalatok soran eldszor azt sziikséges megismerni, hogy az adott
fehérje mely agyteriileteken, esetleg mely sejtekben irddik at. Ennek leggyakoribb
moddja az un. hirvivé ribonukleinsav (messenger ribonucleic-acid, mMRNS/mRNA) in
situ hibridizacio, melynek soran az adott fehérje mar atirddott mRNS-ét mutatjak ki a
radionukliddal, fluoreszcens festékkel vagy enzimmel jelolt komplementer nukleotid-
szal segitségével. A kovetkezd 1épés a fehérje valds elhelyezkedésének megismerése
elsdsorban immunhisztokémiai modszerek felhasznéaldsaval, majd a célmolekula
funkcigjanak igazoldsa farmakologiai-¢élettani kisérletekkel. Végiil a legpontosabb
adatokat a kiilonféle immunarany-technikak és transzmisszios elektronmikroszkopia
alkalmazaséaval lehet kinyerni.

A kiilonb6zé6 NMDAR-alegységek eloszlasanak alacsony felbontasu vizsgalatat
elvégezték ragesalokban mRNS in situ hibridizacio soran (Watanabe ¢s mtsai 1992;
Monyer és mtsai 1992), és fehérje szinten is (Wenzel és mtsai 1997). Ezekbdl a
munkakbol kideriilt, hogy a GluN1 alegység mar a fejlodés korai szakaszatol kezdédden
jelen van szinte a teljes agyban. A GIuN2B alegység ugyancsak minden agyteriileten
jelen van, viszont a posztnatalis masodik hét utan erdteljesen lecsokken a szintje, pont
ellenkezdleg, mint a GIuN2A alegység esetében, melybdl igen kevés fejezddik ki a
korai posztnatalis id6szakban, majd a fiatal felndttkort elérve tetdzik szintje. Emlitésre
méltd, hogy GluN2-es alegységek szintjében tapasztalhatod ,,valtas” parhuzamosan
torténik a GABA-valtassal. Ugyancsak érdekes eredmény, hogy amennyiben genetikai
modulacio segitségével elérték, hogy mar a fejlédés korai szakaszaban is a felnott
(GluN2A-tartalma) NMDAR-t fejezzenek ki a sejtek, sulyosan karosodott a halézatok
kialakulasa, tovabba sziiletés utani magas halalozast eredményezett (Wang és mtsai
2011). Ez feltehetdleg a két GluN2-es alegység altal meghatarozott eltérd
receptorkinetikdval magyarazhato. A fent leirttal megegyez6 kifejez6dési mintazatot — a
GluN2-es alegységek valtasat is — leirtdk human posztmortem agyszdvet vizsgalata
soran is (Law és mtsai 2003). A GIuN2C alegység a posztnatalis fejlodés késoi
szakaszaban jelenik meg, €és akkor is elsOsorban a kisagyban. Ezzel ellentétben a

GIluN2D alegység viszonylag nagy mennyiségben van jelen minden agyteriileten a
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fejlédés soran, azonban a masodik héttdl kezdve szinte csak kéreg alatti teriileteken
fejez6dik ki (Akazawa és mtsai 1994). Ellettani modszerekkel — patch clamp
technikdval — az embrionalis 16. naptdl mutattak ki miikodé NMDA-receptorokat a
kérgi lemezben (LoTurco és mtsai 1991). Mikodé NMDA-receptorok jelenléte a korai
posztnatalis id6szakban is igazolt (Tyzio és mtsai 1999; Leinekugel és mtsai 1997). Az
NMDAR-alegységek nagy felbontéasu, elektronmikroszkopos vizsgalataval tobb csoport
is foglalkozott. GIuN1 és GluN2B alegységek jelenlétét kimutattdk mar az embrionalis
19. napon izolalt posztszinaptikus denzitasokban (Swulius és mtsai 2010), illetve mind
GluN1, GIluN2A ¢és GIluN2B alegységeket taldltak mind szinaptikusan,
extraszinaptikusan, s6t, még névekvé axonokon is (Petralia és mtsai 2004, 2010; Wang
és mtsai 2011). Ezen felil AMPA- és NMDA-receptorok egyiittes vizsgalata soran
szinaptikus szinten is igazoltak a csak NMDAR-t tartalmazo, csendes szinapszisok
1étezését (Petralia és mtsai 1999). A nagyfelbontasu, elektronmikroszkdpos
vizsgalatoknak azonban j6 része sejtkultarakat viszgalt, és sajnos a legtobb esetben az
eredmények kvantitativ elemzése is elmaradt. Ugyancsak problémat okoz, hogy a
fejlodés korai szakaszdban — ellentétben a felndtt allatbol szarmazd agyszovettel —
kizarolag morfologiai kritériumok alapjdn nem lehet biztonsdggal elkiiloniteni a
kiilonboz6 szinapszis-populaciokat, és ezekben a munkakban egyetlen egyszer sem
végezték el a preszinaptikus végkésziilékek neurokémiai azonositasat.

Osszességében elmondhatd tehdt, hogy az idegsejt-halozatok fejlédésében
betoltott kiemelten fontos szerepiik ellenére nem ismert az NMDAR-k pontos
sejtfelszini helyzete a fejlodés ezen szakaszdban, mint ahogy az sem ismert, hogy

milyen tipusu szinapszisok rendelkeznek ezeket a receptorokkal.

IV.3. Az NO-jelatviteli utvonal szerepe a neuronalis halézatok

fejlodése soran
IV.3.1. Az NO-jelatviteli atvonalrol altalaban
Az 1970-es években figyelték meg eldszor, hogy a glutamat kalcium-fiiggd

modon ciklikus guanozin monofoszfait (cGMP) termelddést idéz eld tulélod

agyszeletekben (Ferrendelli és mtsai 1974). Mar ekkor felmeriilt egy, a kalcium-szint
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novekedés hatasara termelddo jelatvivé anyag lehetdsége, mely felelds lehet a cGMP-
szintézis beinditasaért. Tobb mint tiz évvel késobb sikeriilt kimutatni, hogy ez a
molekula a nitrogén-monoxid (NO), mely megegyezik az érrendszer fontos
szabalyozoanyagaval az EDRF-el (endothelium-derived relaxing factor; Garthwaite és
mtsai 1988). Azota kideriilt, hogy az NO-jelatvitel tobb idegi funkcioban fontos
szerepet tolt be. Igy a 16gz6-, emészté-, és urogenitalis rendszer idegfonataiban
hagyomanyos jelatvivoként mukodik: a végkésziilékbdl felszabadulva idéz eld
simaizom-relaxaciot.Ugyanakkora kozponti idegrendszerben elsGsorban retrograd
jelatvivoként szerepet jatszik a tanulds és memoriafolyamatok kialakulasaban és
szinaptikus plaszticitas kiilonféle formaiban is (Garthwaite, 2008). A kovetkezdkben
roviden attekintem a NO-jelatvitel altalanos tulajdonsagait, igy az NO szintézisét,
receptorait, lebontdsat €s a kdzponti idegrendszerben betdltott szerepét.

Harom nitrogén-monoxid szintazt (NOS) ismeriink, melyek koziil ketté — az
idegi (neurondlis NOS, nNOS) ¢és az endothelidlis (eNOS) konstitutivan fejezodik ki,
mig a harmadik indukalhaté (iNOS), és a kdzponti idegrendszerben mikroglidkban van
jelen, féleg korosallapotokban fejezédik ki. A nitrogén-monoxid szintdzok hasonlo
felépitéssel rendelkeznek, csak néhany doménben térnek el egymastol. Az indukalhato
NOS oxidéciot katalizalo része hem-csoport- és tetrahidrobiopterin-kotohelybdl all,
reduktaz doménje pedig kalmodulin-, flavin-mononukleotid-, flavin-adenin-dinukleotid-
¢s nikotinamid-dinukleotid-foszfat-kotohelyeket tartalmaz. Az eNOS és nNOS ezen
feliil a reduktaz doménjiikben tartalmaznak egy ongétlo-hurkot (autoinhibitory loop), és
C-terminalis kiegészitd szakaszt is. A harom kozil a legnagyobb enzim, az nNOS
ezeken feliil az oxigenaz doménjén egy PDZ motivumot is kifejez (Daff, 2010). Az
nNOS két alegység homodimerjeként, tetrahidrobiopterin kofaktort, hem-csoportot és
kalcium-kalmodulint kdtve veszi fel az aktiv konformaciot, majd L-argininb6l oxigén
felhasznalasaval egy koztes terméken keresztiil L-citrullint és nitrogén-monoxidot hoz
létre. Bar felmeriilt az eNOS esetleges jelenléte az idegsejtekben, eNOS ¢és nNOS
génkiiitott allatok segitségével elvégzett in vivo kisérletek soran bebizonyosodott, hogy
az idegsejtekben csak az nNOS van jelen (Blackshaw ¢s mtsai 2003).

Az NO szabadon halad at a sejtek membranjan, és fizioldgids (pikomolos-tol az
alacsony nanomolos tartoméanyba esd; Hall és Garthwaite, 2009) koncentracidban

gyakorlatilag csak specifikus receptoran, a nitrogén-monoxid szenzitiv guanilat ciklazon
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(NOsGC) keresztiil fejti ki hatdsat, (a patologias allapotokra jellemzd magasabb
koncentraciok hatasait a Megbesz¢lés VIIL3. fejezetében targyalom). A NOsGC egy a
¢és egy P alegységbdl allo heterodimer, mely — mivel a kozponti idegrendszerben csak
al, 02 és Bl alegységek fordulnak eld — két alegységosszetétellel lehet jelen: alBl és
a2B1 (Garthwaite, 2010). Mind az o, mind pedig a B alegységek egy szabalyozo6, egy
dimerizéciés ¢és egy katalitikus doménnel rendelkeznek (Domek-Lopacinska ¢és
Strosznajder, 2005). A heterodimer hem-csoportja 10000-szer nagyobb affinitassal kot
NO-t, mint oxigént, és ekkor a bekovetkezd térszerkezetvaltas hatdsara az enzim
katalitikus aktivitasa 200-szorosara novekszik (Koesling és mtsai 2004; Garthwaite,
2010). A keletkezett cGMP tobb, masodlagos jelatviteli utvonalat indithat be, melyek a
ciklikus-nukleotid-szabalyozott csatornak (CNG), protein kinaz G (PKG) csoportba
tartozo kinazok, és a cGMP lebontasaért is felelds foszfodieszterazok (PDE; Domek-
Lopacinska és Strosznajder, 2005). A hippokampusz idegsejtjeiben csak az NOsGC
képes cGMP-t 1étrehozni, szemben a gliasejtekkel, melyek mas, peptidekkel aktivalhato
guanilat-ciklazokat is kifejeznek (Kobialka és Gorezyca, 2000).

Az NO-jelatviteli utvonal elemeit azonositottdk az agyban mind sejtek szintjén,
mind pedig annal nagyobb felbontasban. A glutamaterg szinapszisokban
posztszinaptikusan helyezkedik el az nNOS, az NOsGC alegységek pedig mind pre-,
mind posztszinaptikusan kifejezédnek (Burette és mtsai 2002). Néhany éve sikeresen
kitudtuk mutatni, hogy az nNOS a GABAerg szinapszisok posztszinaptikus oldalan is
jelen van a felndtt radgcsaldo hippokampuszéban, receptora pedig preszinaptikusan
helyezkedik el ugyanezen szinapszisokban (Szabadits és Cserép és mtsai 2007). A
retrograd NO-jelatvitel altalanos molekularis felépitését a 9. abra illusztralja. A
retrograd NO jelatviteli palya szerepét tobb élettani folyamatban igazoltdk, mint példaul
a tanulds és memoria létrejottében, targyfelismerés, szorongéds vagy éppen a fiiggdség
kialakulasadban (Kleppisch és Feil, 2009). Az NO-jelatvitel szinaptikus plaszticitasban
betoltott alapvetd szerepe is bizonyitast nyert mara (Bon és Garthwaite, 2003;
Kleppisch és Feil, 2009). A nitrogén-monoxid jelatvitel fazisos és tonusos modjat

egyesitd jelenlegi elgondolast a Megbeszélés VIIL.3. fejezetében ismertetem.

37



DOI:10.14753/SE.2014.1907

9. dbra. A retrograd nitrogén-
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heterodimer NO-szenzitiv guanildt-ciklazhoz (NOsGC), mely GTP bontisa sordn
ciklikus guanozin-monofoszfatot (cGMP) szabadit fel. A cGMP masodlagos jelatviteli

utvonalakon keresztiil modosithatja a transzmitterfelszabadulast.

1V.3.2. Az NO-jelatviteli itvonal szerepe a fejlédésben

Az NO-jelatviteli rendszer fejlédésben betdltott szerepének meghatarozasara
iranyuld kisérletek soran bebizonyosodott, hogy a posztnatlis fejléddési iddszakban,
akar a szintézis, akar a receptor szintjén torténd beavatkozasok komoly morfoldgiai és
szinaptikus eltéréseket okoznak kiilonféle agyteriileteken. Az nNOS gatlasa a
posztantalis 4-6. nap kozott lecsokkentette a felndtt allat dendritjeinek hosszat és
dendrit-tiiskéinek szamat mind a prefrontalis kéregben, mind pedig a hippokampuszban
(Morales-Medina és mtsai 2007). Az nNOS-génkititott allatok gerincveldjében talalhatod
motoneuronok denritszerkezete sokkal fejletlenebb volt a vad tipusu allatokhoz
viszonyitva (Inglis és mtsai 1998). Az NOsGC gatlasa a retina mikrohaldzatanak
megfeleld kialakulasat is megakadalyozta (Leamey és mtsai 2001). Leirtak azt is, hogy
a cGMP fontos szabalyozoja az axonok ndvekedésének, iranykeresésének (Murray és
mtsai 2009; Schmidt és mtsai 2002). Az nNOS posztnatalis gatlasa a felnétt allat
szinapszisainak szdmat jelentdsen lecsokkentette mind a prefrontalis kéregben, mind
pedig a hippokampuszban (Sanches-Islas és Ledn-Olea, 2004). Nitrogén-monoxid

érzékeny fluoreszcens proba tuléld szeleteken torténd alkalmazasaval kimutattdk, hogy
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a nagyagykéregben a posztnatalis fejlodés soran az NO szintézise réteg-specifikusan
valtozik, mégpedig mindig atfed az intenziv szinaptogenezis helyszinével (Imura és
mtsai 2004). Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy az NO-jelatvitel fontos szerepet
jatszhat a szinaptogenezis folyamataban. Késobb kozvetlentil is bebizonyitottak, hogy a
retrograd NO jelatvitel, és a kovetkezményes cGMP-termelédés valdoban fontos a
szinapszisok kialakuldsdhoz. Bar a legtobb irodalmi adat a morfologiai és szinaptikus
fejlodéssel  kapcsolatos, viselkedési kisérleteket is végeztek, melyek soran
megallapitottak, hogy az nNOS gatlasat elegendd a posztnatalis 3-5. napok kozott
elvégezni és igy az a felndtt allatok szocialis interakcidinak a sériilését okozza (Black és
mtsai 2002).

Mindezen eredmények alatdmasztjak, hogy a retrogrdd nNOS-NO-NOsGC-
cGMP jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik a neurondlis halozatok posztnatalis
fejlodése soran, és zavartalan mikodése feltétele a haldozat megfeleldé morfoldgiai és

szinaptikus szerkezetének kialakulasanak.

1VV.3.3. Jelen ismereteink az NO-jelatviteli itvonal elemeinek elhelyezkedésérdl a

fejlodé agyban

Az nNOS mRNS jelenlétét alacsony felbontasu in situ hibridizacio segitségével
mar embrionalis kortdl kezdédéen kimutattak az agyban (Giuili és mtsai 1994). A
nitrogén-monoxid receptor NOsGC al, a2 ¢és f1 alegységének kifejezddését ugyancsak
mRNS szinten igazoltdk a sziiletés eldtti iddszaktol kezdddden, a P2-es alegység
azonban nem volt jelen az agyban (Smigrodzki és Levitt, 1996; Giuili és mtsai 1994;
Gibb és Garthwaite, 2001). Az NO-indukélta cGMP termelddést a hippokampuszban
sziiletés utani elsé napon kimutattak (Domek-Lopacinska és mtsai 2005), és a cGMP
lebontasaért felelds foszfodieszterazok is jelen vannak a fejlédd agyban mar az
embrionalis 15. naptdl kezd6déen (Van Staveren és mtsai 2003). Az nNOS fehérjét mar
a korai posztnatdlis idészakban is ki tudtdk mutatni a hippokampuszban (Chung és
mtsai 2004). A nitrogén-monoxid jelatviteli rendszer elemeinek elhelyezkedését
vizsgald, nagyobb felbontasu lokalizacios kisérleteket azonban nem végeztek el eddig.

Az idegsejt-halozatok fejlodésére dramai hatast gyakorol a retrograd NO

jelatviteli utvonalba vald beavatkozas, igazolva e rendszer fontos szerepét a posztnatalis
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fejlédés soran. Mindezek ellenére nem ismert ezen jeldtviteli ttvonal molekularis

elemeinek sem sejt-szintii, sem annal nagyobb felbontasu pontos elhelyezkedése.

IV.4. A posztnatalis hippokampusz
IV.4.1. A hippokampusz felépitése

A hippokampusz a gerincesek agykérgének fontos alkotorésze, a temporalis
lebenyben helyezkedik el az agy mindkét oldalan. Fontos szerepet jatszik tobbek kozott
a memorianyomok kialakitdsdban, azok érzelmi szinezésében, kiilonféle tanuldsi
folyamatokban, a memorianyomok el6hivasaban és a térbeli tajékozdodasban is. Fontos
¢lettani szerepein tal kiilonleges, jol rétegzett szerkezete miatt is fontos teriilete a
legkiilonfélébb neurobioldgiai vizsgalatoknak. A kifejlett ragesalé hippokampusz
szerkezetét a 10. abra illusztralja, melyet roviden ismertetek. (Dolgozatomban
hippokampusz alatt az ammon-szarvat és a gyrus dentatust egyiittesen értem.) A
hippokampusz szerkezete legegyszerlibben két, egymasba fordulo C-alakkal
jellemezhetd, melyek koziil a nagyobbik az ammon-szarv (cornu ammonis, CA; CA1-3

alrégiokkal), a kisebbik pedig a gyrus dentatus.

10. dbra. A hippokam-

pusz felépitése sematiku-

NN , ,
NN\ san abrazolva

/ g e ——— CA1 A hippokampusz /3 gluta-

\ac__moL

mdterg  bemenetei  és

KA kimenetei.  Roviditések:
\\; ‘ CA1-3: cornu ammonis 1-
A Derf,p.‘ 3; GD: gyrus dentatus;

E.C.-bgy

E.C.: entorhinalis keéreg,

L . perf.p.: perforans palya;

m.r.. moharostok; S.c.: Schaffer-kollateralisok; a.c.: az ellenoldali hippokampuszba

tarto, illetve onnan érkezo (vilagoskék)asszociacios komisszuralis rostok.

A gyrus dentatus principalis sejtjei a szemcsesejtek és a mohasejtek, mig a CA-

régiok fosejtjei a piramissejtek. Az ammon-szarv rétegei az alveus, oriens, piramissejtek
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rétege, radiatum, lacunosum-moleculare, a gyrus dentatusé pedig a molekularis réteg, a
szemcsesejt-réteg és a hilus (10. abra). Az alveus féleg myelinizaltpiramissejt-axonokat
tartalmaz, az oriensben a piramissejtek bazalis, mig a radiatumban apikalis dendritjeik
helyezkednek el. A sejttestdl legtavolabb elhelyezkedd, vékony dendritagaik benytlnak
a laconosum-moleculare rétegbe. A gyrus dentatusban a szemcsesejtek dendritjei a
molekularis rétegben agaznak el, axonjaik, illetve a mohasejtek tartozkodnak a hilusban.
A CA3 régidban a piramissejt-réteg és a radiatum kozott talalhatd egy vékony réteg, a
stratum lucidum. A glutamaterg sejtek kapcsolatrendszere hozza 1étre a hippokampusz
szinaptikus  alapszerkezetét, az ugynevezett harom-szinapszisos hurkot. A
hippokampusz f6 bemenete az entorhinalis kéreg masodik-harmadik rétegébdl indulod
perforans-palya, mely a szemcsesejtek dendritjein a gyrus dentatus molekularis
rétegének kiils6 kétharmadaban,tovabba a CA3 ¢és CAl piramissejtek disztalis
dendritjeinvégzddik. A szemcsesejtek axonjai képezik a moharostokat, melyek a CA3
piramissejtek proximalis dendritjein végzddnek a stratum lucidum-ot alkotva. A CA3
piraissejtek axonjai részben komisszuralis rostokként az ellenoldali hippokampuszba
tartanak, részben a Schaffer Kérolyr6l — magyar orvos, anatomus, 1864-1939 —
elnevezett Schaffer-kollateralisokat alkotva a CA1 piramissejtek dendritjeire érkeznek a
radiatumban, részben pedig mas CA3 piramissejteket idegeznek be rekurrens
kollateralisaikkal, melyek fontos szerepet jatszanak a populacidés szinkron
aktivitasmintazatok kialakitdsdban. Végiil a CA1 piramissejtek axonjai az entorhinalis
kéregben atkapcsolddva biztositjdk a feldolgozott informdacid visszajutdsat a kérgi
tertiletekre (Amaral és Witter, 1995; Freund és Buzsdki, 1996). A glutamaterg sejtek
miikodésének térben €s idOben torténd szabalyozasat a GABAerg interneuronok végzik
el, melyek alapvetden hozzdjarulnak a szinkron halozati aktivitasok kialakitasdhoz is.
Legalabb huszonegy kiilonféle interneuron-tipust lehet elkiiloniteni, melyek mind a
piramissejtek, mind az interneuronok teljes felszinét ellatjak GABAerg bementekkel.
Megkiilonboztetiink dendritikusan és periszomatikusan gatlo interneuronokat, mas
interneuront gatld interneuron-szelektiv interneuronokat, és a hippokampuszbol mas
agyteriiletekre vetitd neuronokat is. A hippokampusz interneuronjainak tulajdonsagait,
funkcioit leird részletes Osszefoglaldo munkak is rendelkezésre allnak (Freund és

Buzsaki, 1996; Klausberger és Somogyi; 2008; Bezaire €s Soltész, 2013).
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Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a hippokampusz teriiletét nem csak
fontos funkcidja helyezte munkank kozéppontjdba, de kiilonleges szerkezete, és az
eddigi kutatasok soran rola szerzett adatok széleskori mivolta miatt is idealis

modellteriilete a neurobioldgiai vizsgalatoknak.

IV.4.2. A hippokampusz felépitése a korai posztnatalis periédusban

A hippokampusz kifejlédését roviden Osszefoglaltam a IV.1.1. fejezetben,
szlikséges azonban, hogy a posztnatalis hippokampusz feln6tthoz viszonyitott, munkam
szempontjabol kiemelt fontossaggal bird eltéréseit kiilon ismertessem.

A posztnatalis hippokampusz szerkezetének megértéséhez a legfontosabb azt
leszOgezniink, hogy egy igen dinamikusan valtozd rendszerrdl van sz6, melyben
intenziven zajlanak a dendrit- és axonarborizaci6 és a szinaptogenezis folyamatai. Bar a
sziiletés utani elsé napon mar jelen van a kifejlett hippokampuszra jellemzo 0Osszes
réteg, ezek egymdshoz viszonyitott aranya sokat valtozik a korai posztnatilis
szakaszban. A sziiletéskor a hippokampusz teljes vastagsaganak mintegy egynegyedét a
piramissejtréteg teszi ki, mely arany a dendritikus régiok (féleg a radiatum) erdteljes
novekedésekovetkeztében a harmadik hét végére kortlbeliil 15%-ra csokken (Bayer,
1980). A fentiekbdl kovetkezik, hogy a principalis sejtek talnyoméd tobbsége mar a
helyén van a sziiletéskor, azonban morfoldgiai viszonyaik, illetvea haldzat szinaptikus
kapcsolatrendszere még jelentds eltéréseket mutat a feln6tthoz viszonyitva.

A kiilonb6zd interneuron-populacidkra jellemzd fehérjek késéi megjelenése
miatt kevés adattal rendelkeziink arra nézve, hogy a fejlédés ezen szakaszaban mely
interneuron-tipusok vannak jelen (Danglot és mtsai 2006). Tovabb bonyolitja a
helyzetet, hogy egy adott interneuron-populéciora jellemz6 kalciumkotd-fehérje vagy
neuropeptid késdi kifejez6dése nem zarja ki az adott interneuron-tipus kordbbi
jelenlétét. A kérdés pontos megvalaszolasahoz az elegans ,,genetikai sors-kovetés”
(gentic fate-mapping) modszer nyujthat segitséget a jovében (Picardo és mtsai 2011).
Az azonban mar igazolast nyert, hogy ebben az iddszakban jelen vannak olyan,
kozponti szerepet bet6lté, nagy teriiletet beidegz6 GABAerg idegsejtek, melyek
ritmusos aktivitasukkal alapvetden meghatarozzak a halézat egészének szinkron

mitkodését (Bonifazi és mtsai 2009). Kimutattak azt is, hogy a GABAerg interneuronok
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crer

egybeesik a nem-szinaptikus SPA aktivitasmintazatrél a szinaptikus SSA mintazatra
valo6 valtassal (Alléne és mtsai 2012).

Talan a szinaptikus kapcsolatrendszer mutatja a legjelentdsebb eltérést a felndtt
hippokampuszhoz viszonyitva. A Bevezetés 1V.1.2. fejezetében emlitésre keriilt a
szinapszisok egymast kovetd megjelenési sorrendje (GABAerg, glutamaterg/NMDA,
glutamaterg/NMDA+AMPA; Tyzio és mtsai 1999; Khazipov és mtsai 2001; Fiala és
mtsai 1998). Ezzel a sorrenddel teljesen Gsszhangban vannak a kiilonb6z6 szinaptikus
fehérjék fejlodés alatti valtozasait feltard6 immunhisztokémiai munkék eredményei. A
GABAerg végkésziilékek specifikus enzimei, a glutaminsav dekarboxilaz két izoenzime
(GAD65, GADG67) ellen elvégzett immunreakcid fény- és elektronmikroszkdpos
vizsgalata is azt mutatta, hogy mar a korai posztnatalis idészakban magas a GABAerg
szinapszisok szama. Elhelyezkedésiik azonban markans eltérést mutat a felndttben
tapasztalhato kifejezodési mintazathoz képest: mig a kifejlett hippokampuszban a GAD
elleni immunreakcidk a periszomatikus régidban mutattak a legsiiribb jeldlést, a
fejlodés soran csak elvétve lehetett talalni sejttestre érkez6 GABAerg kapcsolatot,
ellentétben a dendritikus régiokkal, ahova a GABAerg szinapszisok legnagyobb
hanyada érkezett (Dupuy és Houser, 1996). Ezt a felndtt6]l merdben eltérd eloszlast sajat
vizsgalataink is igazoltak.

A GABAerg végkésziilekek korai, nagy szamu jelenléte mellett azonban a
glutamaterg szinapszisokra jellemzd preszinaptikus 1-es tipusti vezikularis glutamat-
transzporter (vGluT1) kifejezodése kezdetben alacsony, majd erételjes novekedést
mutat a sziilétés utani 5-12. napok kozott (Bogen és mtsai 2009). A szinapszisok
elhelyezkedését érinté fontos eltérés az is, hogy az intenziv szinaptogenezis soran a
fejlodo glutamaterg szinapszisok elészor a dendrittorzsre érkeznek, majd késébbi érésiik
utan mar csak a klasszikus dendrittiiskéken talalhatok (Fiala és mtsai 1998). Pontosan a
dendrittorzsre érkezé glutamaterg szinapszisok miatt, illetve mivel a szinapszisok
posztszinaptikus denzitdsanak vastagsdga nagy valtozatossdgot mutat a posztanalis
fejlédés soran, a kétféle szinapszis-tipus nem kiilonithetd el morfoldgiai kritériumok
alapjan ebben az idészakban.

A szinapszisok miikddését érintd tovabbi jelentds eltérés, hogy a fejlédés korai

posztanalis szakaszaban a sejtkozotti tér aranyait tekintve nagyobb, mint felndttben,
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ezaltal komolyan befolyasolva a diffazioés viszonyokat (Thomas és mtsai 2011). Ez
feltehetdleg Osszefiiggésben all az asztrocitdk mennyiségének fokozatos ndvekedésével,
melyek csak a 30. nap kornyékére érik el a felnéttre jellemz6 szamot (Catalani és mtsai
2002). A GABAerg szinapszisok miikodését illetd legfontosabb eltérést, a GABA-
valtast, illetve a hatterében all6 molekularis folyamatokat a Bevezetés IV.1.2. fejeztében
részletesen ismertettem.

Mindezeket Osszefoglalva elmondhatd, hogy a hippokampusz az els6
posztnatalis hét vége felé egy dinamikusan valtozo, intenziv szinaptogenezist mutato
szerkezet, melyben a dendritikus régiokba (els6sorban a radiatumba) érkez6 GABAerg
bemenetek alapvetéen hozzajarulnak a depolarizdcid  biztositasadhoz, ezaltal
megteremtve az aktivitds-fliggd fejlodési folyamatokhoz nélkiilozhetetlen szinkron
aktivitas alapjat. Ebben az idészakban — bar a hippokampusz felnéttre jellemzé rétegei
mar jelen vannak — alapvetd morfoldgiai, ultrastrukturalis és molekularis valtozasok

torténnek az idegsejtek felépitésében.
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V. CELKITUZESEK

1. A neuronalis halozatok kifejlddésében elengedhetetlen szerepet jatszo spontan
szinkron aktivitas kialakitasaban alapveté fontossaggal birnak az NMDA-receptorok,
illetve az NMDA-GABA jelatviteli rendszerek egyiittmiikdése. Mégis, mindezidaig
nem volt ismert a fejlédés ezen kritikus szakaszaban az NMDA-receptorok pontos
sejtfelszini eloszlasa, igy az sem, hogy a depolarizicid6 f6 forrasaként szolgald
GABAerg szinapszisokhoz viszonyitva hol talalhatobk NMDAR-k. Ebben az
Osszefiiggésben korabbi eredményeink, melyek szerint a felndtt egér hippokampuszanak
GABAerg szinapszisai tartalmaznak NMDA-receptorokat, még fontosabba tették ezt a
kérdést.

Ezért elsd kisérletsorozatunkban szerettik volna meghatarozni az NMDA-
receptorok pontos sejtfelszini eloszlasat a posztnatdlis fejlédés azon szakaszdban,
amikor az elsd, szinapszis-vezérelt, szinkron haldzati aktivitas a legerdteljesebb. Ehhez

a kovetkezoket szerettiik volna megvizsgélni:

- Milyen szinapszisok és mekkora aranyban tartalmaznak NMDA-receptorokat a
posztnatalis fejléddés soran?

- Pre- vagy posztszinaptikus az NMDA-receptorok elhelyezkedése ezekben a
szinapszisokban, esetleg mindkett6?

- Receptorstiriség kvantitativ dsszehasonlitdsa a kiilonb6z6 szinapszisok illetve

extraszinaptikus teriiletek kozott.

2. A fejlédés soran megjelend spontan szinkron aktivitast elsdsorban az — ekkor
még — depolarizal6 GABAerg, €és az ugyancsak depolarizaldé glutaméaterg transzmisszid
hozza 1étre. Bar a GABAerg rendszer képes sontolésen keresztiil valamekkora gatlast is
kifejteni, feltehetd, hogy a haldzatnak rendelkeznie kell valamiféle hatékony, az
aktivitast érzékeld, mintegy arra reagdld, negativ visszacsatolast kozvetitd
szabalyozorendszerre, elkeriilendd a tlserkentettség allapotat. A retrograd nitrogén-
monoxid rendszer idealis lehetne ennek a feladatnak az ellatasara, de ezen rendszer
elemeit sejt-szinten illetve annal nagyobb felbontasban még nem irtak le a fejlodés

soran. Ezért a masodik kisérletsorozat soran arra voltunk kivancsiak, vajon a szinaptikus
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retrograd nitrogén monoxid jelatvitel szabalyozhatja-e a szinapszisok miikodését illetve
a spontan szinkron aktivitdst a posztnatalis fejlodés soran. Ehhez a kdvetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Az nNOS jelen van-e a fejldd6 agy GABAerg €s glutamaterg Szinapszisaiban?

- Hol van NO-receptor a GABAerg és glutamaterg Szinapszisok kdrnyezetében?

- Képes-e az NO-receptor NO hatasara ¢cGMP-t termelni a fejlédé agy a
GABAerg és glutamaterg Szinapszisai kornyezetében?

- Képes-e az NO rendszer befolyasolni a GABAerg szinapszisok illetve a
glutamaterg szinapszisok mitkodését a fejlodés soran?

- Képes-e az NO rendszer az spontan szinkron aktivitast (SSA-t) szabalyozni?
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VI. MODSZEREK
V1.1. Etikai allasfoglalas

Minden kisérletet aMagyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézet (MTA KOKI)Intézeti Etikai Kodexe és a kisérleti allatok védelmérél
sz0lo hatalyos Magyar torvény alapjan végeztiik, melyek egyetértésben vannak az
Eurodpai Kozosség altal 1986. november 24-én elfogadott iranyelvekkel (86/609/EEC).
AZMTA KOKI Allatkisérleti Bizottsaga, és a F6vérosi Allategészségiigyi Bizottsag a
kisérleteket a 2302/003/FOV/2006 szamon engedélyezte.

V1.2 Vizsgalati idészak kivalasztasa

A vizsgélati id6szak kivalasztdsa soran tobb szempontot is figyelembe kellett
venniink. A posztnatdlis fejléddésnek azt a szakaszat szerettilk volna vizsgalni, mely
soran a GABAerg depolarizacid képes az NMDAR-k aktivalasara, azaz mindenképpen
a GABA-viltas eldtti idoablakra volt sziikséglink. A masik fontos kritérium az volt,
hogy a vizsgalt idészak lehetdség szerint egybeessen a spontdn szinkron aktivitas
maximumaval. Az altalunk is vizsgalt hippokampalis piramissejtek esetében egérben a
GABA-valtas a posztnatalis 12-16. nap kozott torténik meg (Banke és McBain, 2006;
Stein és mtsai 2004). A spontan szinkron aktivitds a leger6teljesebben mind a
nagyagykéregben, mind pedig a hippokampuszban a posztnatalis 6-9. napok kozott volt
jelen (Alléne és mtsai 2008; Crépel és mtsai 2007). A posztnatalis 7-9. napok kozotti
idészak mindkét feltételnek valo megfelelését is bizonyitottdk, hiszen ebben az
idéablakban in vivo megfigyelhetdé volt a SSA, mely az NKCC1-gatlo bumetanid
hatasara reverzibilisen eltlint (Sipild és mtsai 2006). Mindezek figyelembevételével a

sziiletés utani 6-9. nap kozotti szakaszt talaltuk alkalmasnak vizsgéalatainkhoz.

V1.3. Allatok kezelése, szovetek el6készitése az anatéomiai kisérletekhez

Az els6 kisérletsorozat soran 14 hat-hét napos (P6-7) him C57BL/6 egeret, a
masodik kisérletsorozat soran pedig huszonkét, ugyanezen torzsbe tartozo, négy és
tizennégy napos kor kozotti (P4-14) him egeret, illetve két him és egy ndstény hat napos
(P6) nNOS-génkiiitott (nNOS -/-) egeret hasznaltunk fel. Az allatokat izofluran

belélegeztetésével majd a hasiiregbe adott altatdé keverék befecskendezésével (0.1-0.2
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ml) érzéstelenitettiik, mely 8.3mg/ml ketamint, 1.7 mg/ml xylazin-hidrokloridot és 0.8
mg/ml prometazinium-kloridot tartalmazott fiziologias s6oldatban.

Az allatokat sziven keresztiil perfundaltuk egy percig 0.9%-os natrium-klorid
oldattal, majd negyven-hatvan percig fixalo oldattal, ezt kovetéen pedig 0.1 molos
foszfat-pufferel (0.1 M PB) tiz percent keresztil. A fixaldo oldat az els
kisérletsorozatban az NMDA-receptorok megjeldléséhez felhasznalt allatok esetében
4% frissen beoldott paraformaldehidet tartalmazott, kivéve a szinapszisok méretének
meghatarozasahoz hasznalt, beagyazas el6tti vGIUT1l-immunperoxidaz és GAD-
immunperoxidaz egyes reakciok esetében, ahol ezt 0.25% glutaraldehiddel egészitettiik
ki. A masodik kisérletsorozatban az nNOS megjeloléséhez a fixaldo oldat 1%
paraformaldehidet tartalmazott, az NOsGC alegységek megjeloléséhez pedig 4%
paraformaldehidet. A fixalo oldatokat minden esetben 0.1 M foszfat-pufferben
készitettiik el, melynek pH-értékét 7.4-re allitottuk. A perfuziok utdn az agyakat
eltavolitottuk, majd a dorzalis hippokampuszokat tartalmazo szdvetdarabokat vagtunk
ki. Ezekbdl koronalis metszeteket készitettiink egy vibratom segitségével (VT1000S
vagy VTI1200S, Leica, Németorszag). A szeletek vastagsaga 40-60 um volt az
immunfluoreszcens kisérletekhez, 70-80 um a beagyazas eldtti elektronmikroszkdpos
vizsgalatokhoz, ¢és 300 um a fagyasztva-dehidralassal egybekotott alacsony-
homérsekletli beagyazashoz. Minden beagyazas eldtti kisérletben, melyben NMDA-
receptorokat jeloltiink, a szdovetet pepszines emésztésnek vetettiik ala az epitdp
feltarasanak céljabol. A tobbi reakcioban nem haszndltunk pepszint. A masodik
kisérletsorozatban a metszeteket 10 majd 30%-os cukoroldatban inkubaltuk, majd
folyékony nitrogen felett kétszer megfagyasztottuk. A  metszeteket az

immunhisztokémiai reakciok megkezdése eldtt 0.1 M PB-ben alaposan atmostuk.

y e o

V1.4. Fiziologiai szeletek készitése

Tualélé szeletek készitéséhez 6t-nyolc napos (P5-P8) allatokat hasznaltunk. Az
allatokat az engedélyezett leghumanusabb protokollt hasznalva(hipotermia)
érzéstelenitettilk, majd lefejezésiik utan az agyakat jéghideg vagooldat alatt
eltavolitottuk, és korondlis vagy horizontdlis szeleteket készitettiink egy vibratom
segitségével (VT1200S) ugyancsak jéghideg vagooldat alatt. Az oldat a kovetkezOket
tartalmazta (az értékek mM-ban értendok): 252 szaharoz, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 5
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MgCI2, 0.5 CaCl2, 26 NaHCO3 ¢és 10 glikoz. A vagodoldatot karbogén gazzal
(95%0,/5%C0,) buborékoltattuk. 300 pum vastag szeleteket kézitettink a cGMP-
immunhisztokémiai kisérletekhez, és 450 pm vastag szeleteket az in vitro
elektrofiziologiai illetve multineuron kalcium képalkotasi kisérletekhez. A szeleteket a
kisérletek elétt egy oran keresztiill karbogénnel buborékoltatott mesterséges agy-
gerincveldi folyadék(ACSF) felszinén, parakamraban inkubaltuk, szobahémérsékleten.
Az ACSF mM-ban a kovetkezoket tartalmazta: 126 NaCl, 3.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.3
MgClI2, 2 CaCl2, 26 NaHCO3 ¢s 10 gliikoz. Az elektrofiziologiai és multineuron
kalcium képalkotasi kisérletekhez a szeleteket alameritett tipust, kettds-atfolyasu
kamrakba helyeztiik (Hajos és mtsai 2009). A cGMP-immunhisztokémiai kisérletekhez
a szeleteket steril, 12 kamraval ellatott sejtkultira-talakba helyeztiik. Minden kamra 1
mL ACSF-et tartalmazott, melyhez 1 mM 3-izobutil-1-metilxantint (IBMX) és 100 uM
BAY-73 6691-t adtunk a foszfodieszteraz (PDE) aktivitas legatlasa céljabol. A
kamrakat egyenként, egyenld mértékben buborékoltattuk karbogén gazzal. A harom
allatbol szarmazd szeleteket szétosztottuk kontroll (CTRL-), natrium-nitroprusszid-
(SNP-) ¢és oxadiazolo-quinoxalin-one (ODQ) + SNP-kamrakra. Nem adtunk drogot a
kontroll kamrakhoz, 10 uM ODQ-t adtunk az ODQ + SNP-kamrakhoz, és harminc perc
mulva 0.2 mM SNP-t adtunk az SNP- és az ODQ + SNP-kamrakhoz. Az SNP
hozzaadéasa utan tovabbi tiz percig inkubaltuk a szeleteket, majd a kamrakban levo
oldatokat gyorsan jéghideg, 4%-os paraformaldehid oldatra cseréltiikk. A szeleteket az
immunhisztokémiai reakciok megkezdése elétt ugyanebben az oldatban utofixaltuk 48

oran keresztiil, 4 °C-on.
V1.5. Antitestek

Az elsé kisérletsorozatban hasznalt antitesteket az 1. Téablazatban foglaltam
Ossze. A GABAerg végkésziilekek megjeldlésére két ellenanyagot hasznaltunk. Az elsd
egy egérben termeltetett monoklonalis antitest volt, mely a glutaminsav-dekarboxilaz 67
kD molekulasulyt izoenzimének (GAD67) 4-101 aminosav-szekvencidja ellen késziilt
(Millipore, MAB5406, 1G10.2-es klon). Az antitest specificitasat korabban
bizonyitottak (Fong és mtsai 2005).A masik ellenanyag egy juhban termeltetett
poliklonalis antitest volt (1440-es szami GAD65/67 ellenes antitest; Oertel és mtsai
1981a, 1981b), mely a glutaminsav-dekarboxilaz 65 ¢és 67 kD molekulastlya
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izoenzimeitismeri fel specifikusan (Martin és mtsai 1991).A glutamaterg végkésziilékek
szelektiv megjeloléséhez két, az l-es tipusu vezikuldris glutaminsav transzporter
(vGIuT1) elleni antitestet hasznaltunk. Az elsé egy tengerimalacban termeltetett
poliklonalisantitest volt, melynél az immunizéalast egy a vGluT2-vel nem atfedo,
szintetikus vGIuT1 peptid-szakasszal végezték (Millipore, AB5905). Az antitest
specificitasat korabban bizonyitottak. Kimutattak, hogy egy jol ismert, nyulban késziilt
VGIuT1-¢ellenes antitesttel azonos jel6lést adott (Melone és mtsai 2005).A glutamaterg
végkésziilékek megjelolésére hasznalt masik ellenanyag egy nyulban késziilt vGluT1-
ellenes antitest volt (kat. sz.: 135 303, aa 456-560, Synaptic Systems), melyet korabban
ugyancsak karakterizaltak, ¢s az AB5905-0s antitesttel azonos jelolést kaptak (Todd és
mtsai 2003).A szinapszisok megjeloléséhez egy egérben késziilt monoklonalis anti-
Bassoon ellenanyagot hasznaltunk. A Bassoon egy preszinaptikus citoszkeletélis fehérje
(tom Dieck és mtsai 1998), mely mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg
szinapszisokban jelen van (Richter és mtsai 1999).Az antitest (Abcam, SAP7F-es klon)
specificitasat génkilitott (KO) egér felhasznalasaval igazoltak(Dick és mtsai 2003). Az
NMDA-receptorok jelolését a GIUNL, GIUN2A és GIuN2B alegységek C-terminusa
ellen nyalban termeltetett antitestekkel végeztilk. Ezen antitestek specificitasat
széleskorli  vizsgalatokkal igazoltdk, immunoblottolds, antigén peptidek, teljes
geénkiiitott illetve feltételes génkititott allatok felhaszndldsaval mind beagyazas eldtti,
mind pedig beagyazas utani immunreakciok soran (Fukaya és mtsai 2003; Abe és mtsali
2004; Akashi és mtsai  2009; Watanabe ¢és mtsai  1998). Az
immunfluoreszcenskisérleteink  illetve a  kettés immunarany-immunperoxidaz
reakcidink soran az antitestek specificitasanak tesztelésekor alkalmazottal teljesen
megegyez6 pepszines epitop-feltarasi eljarast hasznaltunk (Watanabe és mitsai
1998).Ezen kiviil a kiilonb6z6, GIuN1, GIuUN2A ¢és GIuN2B alegységek elleni
immunarany jelolés azonos eloszlast mutatott a szovetben.Ezeken az ellenanyagokon
kiviil hasznéltunk egy, az NMDA-receptor sejten kiviil elhelyezkedd szakasza elleni
egér monoklonalis antitestet (Millipore, MAB363, 54.1-es klon). Ennek az antitestnek a
specificitasat olyan génkiiitott allatokon igazoltdk, melyek kérgi piramissejtjeibdl
hianyzott csak a GIUN1 gén(Tarusawa és mtsai 2009). A GABAA-receptorok

megjeldlésére egy, a receptor B3 alegysége ellen tengerimalacban termeltetett antitestet
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hasznaltunk, melyet Japanban, Ryuichi Shigemoto laboratériumaban allitottak eld
(Kasugai és mtsai 2010).
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A masik GABAAa-receptor elleni antitestiink egy nytlban késziilt poliklonalis
ellenanyag volt, melyet a receptor y2 alegysége ellen termeltettek (SynapticSystems,
immunizalé szekvencia: aa 39-67, kat. sz.. 224 003). Ennek az antitestnek a
specificitasat a GABAAa-receptory2 alegységének transzgenikus torlésével igazoltak
(Acsady Laszlo személyes kozlése, Budapest, 2012).

A masodik kisérletsorozatban hasznalt antitesteket a 2. Téablazatban foglaltam
0ssze. Az nNOS megjeldléséhez egy nyulban késziilt poliklonalis antitestet hasznaltunk
(ZymedLaboratories, kat. sz.: 61-7000), melynek specificitasat korabban is igazoltuk
(Szabadits és Cserép és mtsai2007). Ezeket a kontroll vizsgalatokat megismételtiik 6
napos, nNOS génkiiitott allatbol szarmazd agyszoveten is, ahol semmiféle jelolést nem
kaptunk. A GABAerg végkésziilékek megjelolésére egy egér monoklonalis antitestet
hasznaltunk, mely a glutaminsav-dekarboxildz 65 kD molekulasulyt izoenzimét
(GADG65) ismeri fel (Millipore, kat. sz.. MAB351). Ezt az ellenanyagot korabban
karakterizaltak, és specificitasat igazoltak (Chang és Gottlieb 1988). Az NOsGC
alegységeinek megjeloléséhez nyllban termeltetett poliklondlis ellenanyagokat
hasznaltunk, NOsGC al-ellenes (Sigma-Aldrich, kat. sz.: G4280) és NOsGC pB1-ellenes
antitestet (Cayman Chemical, kat. sz.: 160897). Ezeknek az antitesteknek a
specificitasat kolokalizaciés ¢€s hirvivo-RNS (mRNS) in szitu hibridizacios
vizsgalatokkal igazoltuk (Szabadits és Cserép és mtsai2007). A ciklikus guanozin-
monofoszfat (¢cGMP) kimutatasat juhban termelt cGMP-ellenes antitesttel végeztiik,
melyet Jan de Vente laboratoriumaban A4llitottak elé. Ennek az antitestnek a
specificitasat korabban igazoltak (de Venteés mtsai 1987; Tanaka és mtsai 1997).

A tobbszoros jelolések soran hasznalt masodlagos antitestek kozotti esetleges
keresztreakciok kizarasanak érdekében széleskorti vizsgalatokat végeztiink el, de
kersztreakcidt egyetlen esetben sem tapasztaltunk. Az elsddleges antitestek elhagyasa
esetén sem kaptunk jelolést. A bedgyazas utani kontroll immunarany kisérletekben az
arannyal kapcsolt masodlagos antitestek els6dleges antitestek hianyaban egyaltalan nem
kotédtek be. A bedgyazas eldtti kontroll immunarany kisérletekben az 1.4 nm-es
arannyal kapcsolt, kecskében termeltetett nytl-ellenes Fab-antitesttéredék (NanoProbes)
kotddését vizsgaltuk elsédleges antitest elhagyasaval. Ez a masodlagos antitest 1:100-as
higitasban csak 0.006 aranyszemcse/um lineéris siiriséget adva kotdédott, mely két

nagysagrenddel kisebb, mint a legalacsonyabb észlelt szinaptikus immunarany stirliség.
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VI1.6. Immunfluoreszcens jelolés és Kkonfokalis lézer-pasztazo

mikroszkopia

Az NMDA-receptorok szinapszisokban valo detektdlashoz a szdvetet pepszines
kezelésnek kell alavetni (Watanabe ¢s mtsai 1998). Ezért az ezen receptorok eloszlasat
vizsgaldo immunfluoreszcens kisérletek soran a metszeteket alapos foszfat-pufferes
mosas utan 1 mg/ml pepszint (Dako) tartalmazd 0.2 M HCI oldattal kezeltik 37°C-on
2-5 percig. Ezt kovetéen PB-ben és tris-pufferelt fiziologias séoldatban (TBS) mostuk a
metszeteket, majd egy oran keresztiil TBS-ben oldott 1%-o0s human szérum albumin
(HSA, Sigma) oldattal blokkoltuk. Ezutan a metszeteket elsddleges antitestek oldataiban
inkubéltuk egy éjszakan keresztiil, szobahOmérsékleten. A négyes-jelolések soran a
kovetkezé antitestek keveréket alkalmaztuk: tengerimalac anti-vGIuT1 (1:8000), juh
anti-GADG65/67 (1:10000), egér anti-Bassoon (1:8000)és nyul anti-GIuN1 (1:400), TBS-
ben higitva. Az NMDA-receptorok és GABAa-receptorok kozvetlen kolokalizacidjahoz
harmas- ¢és kettds-jeloléseket végeztink el.A harmas-jelolés sordn a kovetkezd
elsédleges antitestek keverékét hasznaltuk:egér anti-Bassoon (1:5000), nyul anti-GIluN1
(1:500) és a GABAA-receptor B3 alegysége elleni tengerimalac antitestet (1:800). A
kettés-jelolés soran pedig az egér anti-GIuUN1 (1:500) és a GABAAa-receptor y2
alegysége elleni antitestet (1:4000). Az els6dleges ellenanyagokkal vald inkubalas utan
a metszeteket TBS-ben mostuk, majd a négyes-jelolésben résztvevé metszeteket 4 6ran
keresztiil kezeltiik biotinilalt szamarban termeltetett juh-ellenes antitesttel (1:1000,
Jackson Laboratories), melyet TBS-ben higitottunk ki. Tovabbi, TBS-ben torténd
mosasok utan a metszeteket 4 oran keresztiil a kovetkezo reagensek TBS-ben kihigitott
keverékével kezeltiik: DyLight 405-tel jelolt,szamarban késziilt tengerimalac-
ellenes(1:400, Invitrogen), Alexa488-caljelolt szamarban késziilt nyul-ellenes (1:400,
Invitrogen), Cy3-mal jel6lt szamarban késziilt egér-ellenes antitest (1:1000, Invitrogen)
és Alexab47-tel jelolt sztreptavidin (1:1000, Invitrogen). A harmas-jelolés soran a
kovetkez6 masodlagos antitesteket hasznaltuk: DyLight 405-tel jelolt tengerimalac-
ellenes szamar (1:400), Alexa488-cal jelolt nyul-ellenes szamar (1:400) ésCy3-mal
jelolt egér-ellenes szamar antitestet (1:1000); a kettds-jelolés soran pedigAlexa488-cal
jelolt nyul ellenes szamar (1:400) ésCy3-mal jelolt egér ellenes szamar antitestet

(1:1000). Ezt kovetéen a metszeteket TBS-ben, majd PB-ben mostuk, végiil pedig

55



DOI:10.14753/SE.2014.1907

targylemezekre szedtik ki és Aqua-Poly/Mount-talfedtiik le (Polysciences). Az
immunfluoreszcens jel vizsgalatdhoz egy Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszkopot
hasznaltunk (Nikon Instruments Europe B.V., Amsterdam, Hollandia), CFl Plan
Apochromat VC 60XH olaj immerzids objektivvel (numerikus apertara: 1.4) és ALR
konfokalis 1ézer-rendszerrel. 405, 488, 561 és 642 nm hullamhosszusagu 1ézereket
hasznaltunk (CVI Melles Griot), a pasztazast pedig soronkénti csatornavaltassal
végeztikk. A képsorozatokat a NIS-Elements AR szoftver segitségével gytjtottiik, és
Huygens Professional szoftverrel végeztiik el a dekonvolaciot (www.svi.nl).

A masodik kisérletsorozatban a droggal kezelt til€l6 szeletekben tortént cGMP-
termelés vizsgédlatdhoz hasznaltunk immunfluoreszcens jelolést és konfokalis 1ézer
pasztazoé mikroszkopiat. A fixalt szeleteket PB-ben mostuk, 2%-os agarba agyaztuk,
majd 50 pm vastagsagira Gjraszeleteltik egy Leica VT1000S vibratdom segitségével.
Tovabbi PB-ben és 0.3% Triton X-100-at tartalmazoTBS-ben (TBST; Sigma) torténd
mosasok utdn a metszeteket 45 percen keresztiil blokkoltuk 10% normal szamar
szérumot tartalmaz6 TBST-ben (Vector Laboratories). Ezt kovetéen a metszeteket 4 °C-
on 48 oran keresztiil elsddleges antitestek oldatdval inkubaltuk, melynek Osszetétele a
kovetkezd volt: cGMP-elleni juh (1:4000) és GADG65-¢lleni egér antitest (1:250) TBS-
ben kihigitva. A metszeteket ezutan TBS-ben mostuk, majd 24 6ran keresztiil biotinilalt
egér-elleni szamar antitest (1:200) TBS-ben higitott oldataval kezeltiik. Ujabb TBS-ben
torténd mosasok utdn a metszeteket 24 oOrdn keresztiill a kovetkez6 madsodlagos
reagensek oldataval kezeltiik: Alexa Fluor 488-cal jelolt juh-elleni szamar antitest
(1:200) ¢és Alexa Fluor 594-gyel jelolt sztreptavidin (1:200), TBS-ben higitva. Ezutan
ujabb TBS-ben, majd PB-ben torténd mosasok kovetkeztek, végiil pedig a metszeteket
targylemezekre szedtiik ki és Aqua-Poly/Mount-talfedtik le. Az immunfluoreszcens
jelet ebben az esetben egy OlympusOptical FluoView300 konfokalis 1ézer pasztazod

mikroszkoppal vizsgéltuk, csatorndnkénti sorozat-pasztazo tizemmaodban.

V1.7. Beagyazas el6tti immun-elektronmikroszkopia

A glutamaterg és GABAerg szinapszisok méretének meghatarozasahoz
immunperoxidaz reakcidkat veégeztink el. Kizardlag ezekben a kisérletekben

hasznaltunk erésen fixalt szovetet (4% paraformaldehiddelés 0.25% glutaraldehiddel

56



DOI:10.14753/SE.2014.1907

fixalva),majd PB-ben és TBS-ben mostuk a metszeteket.Pepszines feltarast nem
végeztiink. Ezt kovetden egy oran keresztiil TBS-ben oldott 1%-os human szérum
albumin oldattal blokkoltuka mintakat, és tengerimalac anti-vGIluT1 (1:10000) vagy
egér anti-GADG67 (1:3000) ellenanyagok TBS-ben kihigitott oldataval inkubaltuk 6ket
48 oran keresztiil. Ezt TBS-ben valé mosas kovette, majd egy 24 oras inkubalas vagy
biotinilalt tengerimalac-ellenes szamar (1:200, Vector Laboratories),vagy pedig
biotinilalt egér-ellenes szamar (1:200, Jackson Laboratories) ellenanyagok TBS-ben
higitott oldataban. A metszeteket TBS-ben mostuk, és TBS-ben higitott Elite ABC-vel
(1:300, Vector Laboratories) kezeltiik 3 6ran keresztiil. Ezutan a metszeteket TBS-ben és
7.6 pH-ji Tris-pufferben (TB) mostuk, majd az immunperoxiddz reakciot 3,3-
diaminobenzidinnel (DAB, Sigma-Aldrich) jelenitettik meg. Tovabbi mosasok utan a
metszeteket ozmiummal kezeltiik, és dehidraltuk.

A kiillonb6z6 NMDA-receptor alegységek vizsgalatait célzo, kombinalt
Immunarany-immunperoxidaz jelolések soran 4% paraformaldehiddel kezelt szovetet
hasznaltunk, melyet a fent leirt moédon pepszines kezelésnek vetettiink ala. PB-ben és
TBS-ben mostuk a metszeteket, majd egy oran keresztiil TBS-ben oldott 1%-0s HSA
oldattal blokkoltuk azokat.A metszeteket 48 oran keresztiil inkubaltuk a kovetkezd
elsédleges antitestek oldataval: tengerimalac anti-vGluT1-et (1:10000) vagy egér anti-
GADG67-et (1:3000) kevertiink 6ssze nyulban termeltetett anti-GluN1-el (1:400), vagy
anti-GluN2B-vel (1:400), vagy anti-GluN2A-val (1:400). TBS-ben torténd ismételt
mosasokat kovetéen a metszeteket egy oOran keresztiil blokkolod oldattal (Gel-BS)
kezeltiik, mely 0.5% hidegvizi hal borébol kivont zselatint (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) és 0.5% HSA-t TBS-ben oldva.Ezutan a metszeteket 24 6ran kersztiil
masodlagos antitestek oldataval kezeltiik, melyek Gel-BS-ben voltak kihigitva, a
kovetkezOképpen: 1.4 nm-es arannyal jelolt nyul-ellenes kecske Fab-toredék (1:200,
NanoProbes) vagy biotinilalt tengerimalac-ellenes szamar (1:200, Vector Laboratories)
vagy pedig biotinilalt egér-ellenes szamar(1:200, Jackson Laboratories)antitesttel
kombinalva. Alapos TBS-ben és PB-ben tortént mosasok utan a metszeteket 2% glutar-
aldehidet taratalmazo PB-vel kezeltiik 15 percen keresztiil, hogy az aranyszemcséket a
szovetbe rogzitsiik. A metszeteket PB-ben, majd TBS-ben mostuk, és TBS-ben higitott
Elite ABC-vel (1:300, Vector Laboratories) kezeltiik 3 6ran keresztiil. Ezutan a TBS-ben

¢és 7.6 pH-ju Tris-pufferben (TB) mostuk azokat, majd az immunperoxidaz reakciot 3,3-
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diaminobenzidinnel (DAB, Sigma-Aldrich) jelenitettiik meg.A metszeteket TBS-ben és
intenzifikalast elokészité oldattal kezeltiik (ECS, Aurion), majd az immunarany jelolést
eziistozéoldat (SE-EM, Aurion) segitségével erésitettiik fel 40-60 percen keresztiil,
szobahdmérsékleten. Tovabbi mosasok utdn a metszeteket 0.5%-0S ozmium-tetroxid
oldattal kezeltiik 20 percen at, majdfelszalld alkoholsorral illetve acetonitrillel
viztelenitettiik, végiil pedig epoxigyantaba (Durcupan, ACM, Fluka, Buchs,
Switzerland) agyaztuk azokat.A viztelenités soran a mintakat 1% uranil-acetatot
tartalmaz6 70%-0s etil-alkohol oldattal kontrasztoztuk 20 percen at. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a gyantaval atitatott hippokapusz-metszeteket
szilikonbol késziilt ontéformakba helyeztiik, gyantat rétegeztiink rajuk, majd a 56 °C-on
kistitottiik. A polimerizacié utdn 80-100 nm vastagsagli metszeteket készitettiink egy
Leica EM UC6 ultramikrotom segitségével (Nussloch, Germany), majd a metszeteket
formvar-ral bevont, egynyilast réz mintatartokra vettiik fel. A mintakat Hitachi H-7100-
as elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Tokyo, Japan), a felvételek elkészitéséhez pedig
egy Veleta CCD kamerat hasznaltunk. (Olympus Soft Imaging Solutions).

Az nNOS kimutatdsara irdnyuld immunarany illetve kombinalt immunarany-
immunperoxidéz reakcidkhoz 1%-os paraformaldehiddel fixalt szovetet hasznaltunk.
Ezekben a kisérletekben pepszines feltarast nem végeztiink. PB-ben és TBS-ben mostuk
a metszeteket, majd egy oran keresztiil TBS-ben oldott 1%-0s HSA oldattal blokkoltuk
azokat. A metszeteket 48 oran keresztiil inkubaltuk a kovetkezé elsddleges antitestek
oldataval: 1) nytl anti-nNOS (1:5000), 2) nyul anti-nNOS (1:400), 3) nyul anti-nNOS
(1:400) és egér anti-GADG5 (1:1000), 4) nyul anti-NOsGC ol (1:1000) 6nmagaban
vagy kombinalva egér anti-GADG65-tel (1:250), vagy 5) nyutl anti-NOsGC 1(1:2000)
Oonmagaban vagy kombinalva egér anti-GADG65-tel (1:250). TBS-ben torténd ismételt
mosasokat kovetden a metszeteket egy oran keresztiil Gel-BS-ben inkubaltuk.Ezutan a
metszeteket 24 oran kersztiil masodlagos antitestek oldataval kezeltiik, melyek Gel-BS-
ben voltak kihigitva, a kdvetkezéképpen: 1) biotinilaltnyul-ellenes szamar (1:1000), 2)
1.4 nm-es arannyal jelolt nytl-ellenes kecske Fab-toredék (1:150), 3) 1.4-nm-esarannyal
jelolt nyul-ellenes kecskeFab-téredék (1:150) biotinilalt egér-ellenes szamar (1:1000),
vagy 4) és 5) biotinilalt nyul-ellenes szamar(1:1000) 6nmagaban vagy 1nm-es arannyal

jelolt egér-ellenes kecske (1:160) kombinalva. Ezt kdvetéen az immunarany illetve
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immunperoxidaz jelek el6hivasa, a mintdk gyantaba dgyazasa, és elektronmikroszkopos

vizsgalata a fent leirt mddon tortént.

V1.8. Beagyazas utani immun-elektronmikroszkopia

A szdvetmintak Lowicryl gyantdba vald beagyazasat a korabban leirt médon
végeztik (Nyiri és mtsai 2005).A 4% paraformaldehiddel fixalt, 300 um vastag
szeleteket PB-ben valdé mosas utin PB-ben elkészitett cukoroldatba helyeztiikigy
nehezitve a jégkristalyok kialakuldsidt. A metszeteket folyékony nitrogénnel hiitott,
arannyal bevont réztiikrokhoz csaptuk, majd alacsony hémérsékleten viztelenitettiik és
Lowicryl HM20-as gyantaba agyaztuk (Chemische Werke Lowi). A beagyazas utani
immunreakcidkat 70 nm vastag metszeteken végeztiik. Ezeket a metszeteket formvarral
bevont, egynyilasi nikkel mintatartokra vettiink fel, igy a metszetek egy oldala
¢érintkezhetett az ellenanyagokkal. Ezekben a kisérletekben a GABAerg és a
glutamaterg szinapszisok NMDA-receptor tartalmat hasonlitottuk &ssze, olyan mddon,
hogy a GluN1 alegység elleni reakciot a tiikorkép-modszer segitségével a GADG5/67-
ellenes és a VGluTl-ellenes reakciokkal kolokalizaltuk. Hossza, folytonos
sorozatmetszeteket  vettiink fel a mintatartora olyan modon, hogy a félbevagott
szinapszisokat mas €s mas antitestekkel reagaltathattuk az egymast kdvetd metszeteken.
A metszeteket blokkolod oldat cseppjein inkubaltuk egy oran at, majd az elsddleges
antitesteket tartalmazo cseppeken 18 oran keresztiil 37 °C-on. A blokkolo oldat,
melyben az elsddleges és masodlagos ellenanyagokat is kihigitottuk, 2% HSA-tés
0.03% Triton X-100-at tartalmazott TBS-ben. Harom egymast kovetd mintatartot
hasznaltunk. Az els6t nytl anti-vGIuT1 antitesttel (1:500), a masodikat nyul anti-GluN1
antitesttel (1:30), a harmadikat pedig juh anti-GAD65/67 antitesttel (1:50) reagaltattuk.
fgy, az azonositott GABAerg és glutamaterg szinapszisok NMDA-receptor tartalmat
vizsgalhattuk ugyanazon metszeteken. Az elsOdleges antitestekkel vald inkubalést
kovetdéen a metszeteket TBS-sel mostuk, majd 5 o6ran at inkubaltuk a masodlagos
ellenanyagok cseppjein. Ezeket is blokkolé oldatban higitottuk ki, melyhez 0.5 mg/ml
polietilén-glikolt adtunk. 10 nm-es arannyal jelolt nyul elleni kecske (1:100; British
Biocell International), és 6 nm-es arannyal jelolt juh-elleni szamar (1:100; Aurion)

masodlagos antitesteket alkalmaztunk. A 6 nm-es aranyszemcséket eziistoz6oldat (SE-
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EM, Aurion) segitségével erdsitettiik 35percen keresztiil, szobahdmérsékleten.Alapos
mosasok utan a metszeteket desztillalt vizben megmartottuk, majd uranil acetat telitett
vizes oldataval kontrasztoztuk. A mintakat Hitachi H-7100-as elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk (Tokyo, Japan), a felvételek elkészitéséhez pedig egy Veleta CCD kamerat
hasznaltunk. (Olympus Soft Imaging Solutions).

V1.9. In vitro elektrofiziologia (tars-munkacsoport munkaja)

A teljes-sejt elvezetéseket Zeiss Axioscope segitségével végezték 31-32 °C-on,
vizudlis iranyitas mellett. A karbogénnel kiegyenlitett ACSF folyasi sebessége a
kamraban 2-3 ml volt percenként. A 3-6 MQ ellendllasti patch-elektrodakat
intracellularis oldattal toltotték fel, mely a kovetkezoket tartalmazta mM-ban: 80 CsCl,
60 Cs-glikonat, 1 MgCl,, 2 Mg-ATP, 3 NaCl, 10 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanszulfonsav, 5QX-314 (pH = 7.3, 290 mOsm). Egyes kisérletekben a
pipettaoldat 0.1-0.3% biocytint is tartalmazott, és az elvezetett sejtek post-hoc
immunfluoreszcens vizsgalata igazolta, hogy azok minden esetben piramissejtek voltak.
A posztszinaptikus aramokat (PSC) —70 mV-os tartofesziiltség mellett vezették el.A
szeletekre folyd ACSF-hez 2-3 mM kinurénsavat vagy 70-100 uM pikrotoxint adtak,
hogy az ionotrép glutamatreceptorokat, illetve a GABAa-receptorokat legatoljak. A
rostok elektromos ingerlését egy Supertech id6zité és izolator segitségével végezték el
(Supertech Ltd, www.super-tech.eu) egy ACSF-el toltott théta-tivegpipettaval (Sutter
Instrument Company), 0.1 Hz-es frekvenciaval. A glutamat receptor-medialta
szinaptikus aramok (GIUR-PSC) kivaltasahoz a hippokampusz CAl teriiletének
radiatum rétegbe, mig a GABAA, receptor-kozvetitette szinaptikus aramok (GABAAR-
PSCs) kivaltasahoz a piramissejtek rétegébe vezették az ingerlGelektrodot. Az
ellenallast (access resistances; 4 és 15 MQ kozott, 65-70%-ban kompenzalva) szorosan

ellendrizték, mely az elvezetések alatt alland6 volt (£20%).
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VI1.10. Multineuron kalcium Kképalkotas (tars-munkacsoporttal

egyiittmiikodve)

A méréseket percenkénti 8-10 ml-es atfolyasi sebesség mellett, 32-33 °C-on
végeztiik. A CAl régié piramissejtrétegében kisebb teriileteket feltoltottiink a sejtekbe
hatolni képes kalcium indikatorral (Fura-2 AM, 20 uM) melyet ACSF-ben higitottunk,
és kiegészitettiink 0.16 tomegszazaléknyi pluronsavval. A feltoltést egy patch-pipetta
(2-4 pum atmér6jii) és egy nyomas alapti mikrobefecskendezé rendszer segitségével
végeztiik el (Picospritzer, Narishige). Az aranymértékes képalkotast 340 és 380 nm-es
hullamhosszokon torténd valtakozd gerjesztéssel végeztik, 100 ms-os expozicios
idovel. A gerjesztést monokromatorral hoztuk 1étre (TILL Photonics), mig egy CCD-
kamera rdgzitette a kibocsajtott fényt (TILL Photonics). Otszaz kép késziilt a mérés 155
masodperce alatt, 4x4-es pixel binneléssel (1 aranymértékes képkocka/310 ms). A Ca?*
viszonyitott valtozasait a két gerjesztési hullamhossz (340 ¢s 380 nm) hatasara
kibocsajtott fluoreszcens fény aranyabol szamoltuk ki. Minden aktiv sejtet kézzel
jeloltiink ki mint vizsgaland¢ teriilet (ROI), majd a szoftver meghatdrozta minden egyes
sejthez tartozo Ca?*-valtozast az id6 fiiggvényében. Az eseményeket akkor tekintettiik
szinkronnak, amennyiben a kalciumszint egyidejlileg valtozott az aktiv sejtek tobb mint
90%-aban. Minden vizsgalt szeletben dsszevetettiik az aktiv és a szinkron sejtek szamat,
és azt talaltuk, hogy legalabb 87%-a az aktiv sejteknek részt vett a szinkron
eseményekben (SE). A latoterenként rogzitett sejtek szama 15 + 5 standard deviacio
(SD) volt. A kontroll szakasz felvételeutan kiilonb6z6 drogokat mostunk a szeletekre
(100 uM N-omega-nitro-L-arginin-metil-észter-hidroklorid (L-NAME), 10 uM ODQ,
200 uM SNP, és 50 uM Br-cGMP), majd 10-12 perc elteltével elvégeztiik a masodik
mérést, hogy a drogok szinkron eseménykre kifejtett hatdsat vizsgalhassuk. Minden
szeletben a kontroll felvétel sordn mért szinkron események szdmat dsszevetettiik a drog
alkalmazasa utani felvételen mért szinkron események szamaval. Néhany esetben a
kalcium-szint optikai mérésével parhuzamosan egyes sejtek aktivitasat is elvezettiik.
Ezekben a mérésekben az egy-sejt aktivitast loose-patch médon ACSF-el toltott patch
pipetta segitségével (3-6 MQ) végeztilk. Minden adatot egy Multiclamp 700B er6sito
(Axon Instruments) segitségével rogzitettink, 2 KHz-en szlrtiik,10 kHz-en
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digitalizaltuk és szoftveresen analizaltuk (EVAN program, Prof. 1. Mody, University of
California, Los Angeles és Origin 8.0 szoftver, OriginLab Corporation).

VI1.11. Drogok

Az L-NAME-t, SNP-t és a 8-Br-cGMP-t desztillalt vizben oldottuk fel, az
IBMX-et,BAY-73 6691-ct és az ODQ-t pedig dimetil-szulfoxidban. A drogokbol
torzsoldatokat készitettiink, és azokat hasznalat el6tt a megfeleld6 koncentraciora
higitottuk. A drogokat a Tocris-tol (www.tocris.com) vagy a Sigma-tol
(www.sigmaaldrich.com) szereztiikk be. Habar beszamoltak mar arrdl, hogy bizonyos
koriilmények kozott az SNP rendelkezhet mellékhatasokkal, kisérleteink soran minden
hatésat teljesen kivédte az ODQ, mely a cGMP termelésért felelds NO-receptor erds és
nagyon szelektiv gatloszere (Garthwaite és mtsai 1995; Groneberg és mtsai 2008). Ezen
feliil a cGMP-analdg hatasa megegyezett az NO-donor SNP hatasaval. A fent leirtakbol
kifolyolag még ha lett is volna valamiféle mellékhatasa az SNP-nek, a kisérleteink soran
létrehozott fiziologias koriilmények kozottez nem volt kimutathato, és a funkciondlis
vizsgalataink soran megfigyelt hatasok az NO-receptorok SNP-bdl felszabaduldo NO

altal torténd aktivalasanak koszonhet6k.

V1.12. Analizis

Amennyiben az adataink norméleloszlast mutattak a Shapiro-Wilks W proba
alapjan, parametrikus statisztikai mutatokat adtunk meg (atlag + SD), ellenkezd esetben
pedig nem-parametrikus jellemzoket tlintettiink fel (median, interkvartilis tartomany).
Két fliggetlen nem-parametrikus csoportot a Mann-Whitney U probaval hasonlitottuk
Ossze, két nem-fiiggetlen nem-parametrikus csoportot pedig a Wilcoxon matched pairs
probaval hasonlitottuk 6ssze. A null-hipotézist elutasitottuk, amennyiben P értéke
kisebb volt, mint 0.05. Ezekben az esetekben a kiilonbséget szignifikdnsnak tekintettiik.

Az elsé kisérletsorozatban mind a GABAerg, mind pedig a glutamaterg
végkésziilékeket szelektiven megjeloltiik. A masodik kisérletsorozatban a GABAerg és
a glutamaterg szinapszisok elkiilonitése a kovetkezoképpen tortént. GABAergnek

tekintettik a GADG5-ellenes immunreaktivitdst mutatd végkésziilékeket, mig
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ugyanezekben a mintdkban azokat a GADG5-elleni immunreaktivitdst nem mutatod
végkészilékeket, melyek egyuttal aszimmetrikus szinapszist hoztak 1étre,
glutamatergnek tekintettiik. Post hocelemzés kimutatta, hogy a fent leirt kritériumok
alapjan kivalasztott GABAerg szinapszisok szignifikansan nagyobb szinapszisokat
1étesitettek, mint a glutamatergek (Mann-Whitney U préba, P < 0.01).

Minden vizsgélt szinapszist a hippokampusz CAl-es teriiletének radiatum
rétegébol  gyujtottik. A glutamaterg ¢és GABAerg szinapszisok — méretét
sorozatmetszetekbdl elvégzett teljes rekonstrukcid segitségével hataroztuk meg. A
szinapszisok anatomiailag meghatarozott szélei kozotti tavolsagot lemértiik az egymast
kovetd metszeteken, majd az egy szinapszishoz tartozé hosszértékeket 6sszegeztiik, és
megszoroztuk a metszetek vastagsagaval. A beagyazas eldtti reakciokban az NMDA -
receptor alegységek, illetve az nNOS immunarany jelolésének elemzéséhez
megszamoltuk az aranyszemcséket az azonositott GABAerg ¢és glutamaterg
szinapszisokban és a szinapszisokon kiviili membranok mentén. Az immunarany
részecskéket membranhoz vagy szinapszishoz tartozonak vettikk, amennyiben a
membrantol vald tavolsdguk nem haladta meg a 40 nm-t. A beagyazas utani
immunarany reakciok elemzése soran a sejthartya mindkét oldalan 40 nm széles sdvokat
hataroztunk meg, és az azokra esd jelet membranhoz tartozonak tekintettiik. Azért
valasztottunk 40 nm széles savokat, mert az antitest altal felismert epitop (az NMDA-
receptor C-termindlisa) néhdny nanométerrel a sejthartyan beliil foglal helyet, az
els6dleges és masodlagas antitestek hossza egyenként koriilbeliil 15 nm, és az
aranyszemcse sugara 5 nm. Tapasztalatunk szerint az aranyszemcsék néhany
nanométert képesek elmozdulni a metszetek felszinén, és ez hozzajarulhat a jelolés
eloszlasdhoz. Mindezen megfontolasok mellett, amikor megvizsgaltuk az
aranyszemcsek eloszlasat a bedgyazas utani reakciok soran, azt tapasztaltuk, hogy a
szemcseék talnyomo tobbsége a posztszinaptikus membrantdl mért 20 nm-en beliil
helyezkedett el mind a GABAerg, mind pedig a glutamaterg szinapszisok esetében
(median: 3.63 nm, interkvartilis tartoméany: -8.12-13.78 nm; median: 7.26 nm,
interkvartilis tartomdny -7.87-13.49 nm). Méréseink soran az Imagel/Fiji nyilt

forraskodu szoftvert hasznaltuk.

63



DOI:10.14753/SE.2014.1907

VIl. EREDMENYEK
VI11.1. NMDA-receptorok vizsgalata a posztantalis agyban

VIIL.1.1.Konfokalis mikroszképia alapjan mind a glutamaterg, mind pedig a

GABAerg szinapszisok rendelkeznek NMDA-receptorokkal a fejlodés soran

Az NMDAR-k fejlédésben betoltott alapvetd fontossagu szerepe ellenére nem volt
ismert pontos sejtfelszini eloszlasuk a posztnatalis fejlodés soran, ezért vizsgalataink
céljaként az NMDAR-k pontos elhelyezkedésének meghatdrozasat tiiztiik ki.

Az NMDA-receptorok heterotetramer szerkezeti csatornak, két GluN1 és altalaban
két GIuN2 alegységbdl allnak (Monyer és mtsai 1992). Mivel a GluN1-es alegység
minden miikodéképes NMDA-receptorban jelen van (Fukaya és mtsai 2003), az
NMDA-receptorok helyének a meghatarozasait a GluNl-es alegység elleni
immunreakcid vizsgalataval végeztilk. A szinapszisokat egy preszinaptikus aktiv
zondban elhelyezkedd fehérje, a Bassoon elleni immunreakcioval jeloltik meg. A
glutamaterg végkésziilékeket 1-es tipusti vezikularis glutamat transzporter (vGluT1)
elleni, a GABAerg végkésziilékeket pedig a glutamat dekarboxilaz 65 és 67
kilodaltonos 1zoenzimei (GAD65/67) elleni immunreakcioval jeloltik meg. A
kiilonboz6 hippokampalis rétegekben lathatd altalanos jelolést mutatjuk meg a 11. abra
A paneljén. A fejlddés soran a radiatum rétegben nagy szamban vannak jelen mind
glutamaterg, mind pedig GABAerg szinapszisok, ezért vizsgalataink soran ebbdl a
rétegbdl végeztiik a mintavételezést. Ebben a régioban a dendritek tulnyomo tobbsége a
piramissejtektol szarmazik, igy nagy valoszinliséggel a vizsgalt szinapszisok
legnagyobb részének posztszinaptikus célelemei piramissejt-dendritek voltak. A
VGIUT1 illetve a GADG65/67 jelolés egy nem atfedd, pontszerii mintat adott, igy
megjelenitve a glutamatergilletve a GABAerg végkésziilékek eloszlasat. A négyes-
jelolések soran azt talaltuk, hogy a Bassoon pozitiv foltok vagy a vGluT1, vagy pedig a
GADG65/67 pozitv terminalisokhoz kotddtek, jelolve a kétféle termindlis szinapszisait.
Tobb esetben a GluN1-es alegység elleni jel a vGluT1 pozitiv (glutamaterg) vagy a
GADG65/67 pozitiv (GABAerg) végkésziilékek Bassoon-nal jelolt szinapszisaihoz
kapcsolodott a 6-7 napos allatokban (11. abra B; n=4 allat), mutatva azok NMDA-

receptor tartalmat.
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11. dbra. Mind a GABAerg, mind pedig a glutamdterg szinapszisok tartalmaznak

NMDA-receptorokat a posztnatdlis fejlodés sordn

A, Dekonvolvalt képsorozatok harom képsikjabol szarmazo maximum intenzitdsu vetiilet
képek mutatjak a festések altalanos jelolési mintdazatat a hippokampusz CAl teriiletének
oriens (ori.), piramissejt (pyr.) és radiatum (rad.) rétegében. B-D, A hippokampusz CAl
teriiletének radiatum rétegében gyijtott dekonvolvalt konfokalis lézer pasztdzo
mikroszkopos felvételek mutatjak az immunfluoreszcens kisérletekbol szarmazo négyes-
(B), harmas- (C) és kettds-jeloléseket (D). B, A négyes-jelolések soran a glutamaterg
végkesziilekeket kek szinben (vGluTl) a GABAerg végkesziilékeket fehér szinben
(GADG65/67), a preszinaptikus aktiv zondkat pedig piros szinben (Bassoon) jelenitettiik
meg. A GluN1-es alegység (zolddel jelolve) jelen van mindkét tipusu szinapszisban a 6-7
napos dllatokban. A GABAerg és a glutamdterg vegkésziilékeket egyazon képsikbol
ayijtottiik. C, A harmas-reakciobol szarmazo képeken lathato, hogy a GABAa-receptor
p3-as alegysége (kékkel jelolve) és a GluNI-es NMDA-receptor alegység (zolddel

jelolve) atlapolodnak a preszinaptikus aktiv zonak (Bassoon, pirossal jelolve) kézvetlen
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kozelében. D, A kettis-jelolés képein lathato, hogy a GABAa-receptor y2-es alegysége
(zolddel jelolve) és a GluNI-es alegység sejten kiviili szakasza elleni jelolés (piros)
ugyancsak atfed. A B, C és D paneleken lathato képek egyedi képsikokbol szarmaznak,
a képalkotas felbontdsa pedig 50nm x 50nm x 150nm /x-y-z voxelméret. A lépték 50 um

az A, 500 nma B és 350 nm a C és a D-panelen.

Ugyancsak konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkopiaval vizsgaltuk a GABAAa- ¢és
NMDA-receptorok kozvetlen kolokalizacidjat. El0szor egy harmas-jeloléstvégeztiik el
Bassoon, GIuN1-es alegység, és a GABAAa-receptor 33-as alegysége ellen (11. abra C,
n=2 allat). Tobb esetben megfigyeltiik, hogy a GluN1-es alegység illetve a GABAAR
B3-as alegység jele atfedett, és Bassoon pozitiv foltokhoz kapcsolddott. Méasodszor egy
kettds-jeloléstvégeztiink el, mely soran a GluN1-es alegység sejten kiviili szakaszat,
illetve a GABAA-receptor y2-es alegységét jeloltiik meg (11. abra D, n=2 allat).

Ebben az esetben is azt tapasztaltuk, hogy a GIuN1-es alegység gyakran egyiitt
helyezkedik el a GABAAR y2-es alegységével. Habar a modszer magas specificitassal
rendelkezik, viszonylag alacsony érzékenysége miatt kvantifikéldst nem végeztiink el.
Fluoreszcens kisérleteink soran kapott eredményeink, melyek szerint a GIUN1 jelolés
gyakran a GABAaR-pozitiv pontokhoz kapcsolodott, felvetik az NMDA- és a GABA,-
receptorok szinaptikus kolokalizaciojat a posztnatalis fejlédés alatt. Habar az
eredményeink szerint az NMDA-receptorok kapcsolddnak mind a glutamaterg, mind
pedig a GABAerg szinapszisokhoz, ezek a receptorok lehetnek akar pre- vagy
posztszinaptikusak, és elhelyezkedhetnek akér a szinapszisok koriil, vagy magukban a
szinapszisokban. Ezért, hogy pontosabb adatokat gytlijthessiink, elektronmikroszkdpos

vizsgélatokat végeztiink.

VI1.1.2. Beagyazas el6tti immun-elektronmikroszképia igazolja az NMDA
receptorok harom alegységének posztszinaptikus jelenlétét mind a glutamaterg,

mind pedig a GABAerg szinapszisokban a fejlédés soran.

Mivel a GABAa-és NMDA-receptor fliggé szinkron halozati aktivitds a
posztnatalis 6.-7. nap kornyékén a legerételjesebb az egérben (Alléne és mtsai 2008;
Crépel és mtsai 2007), tovabbi kisérleteinket is a fejlddésnek erre a szakaszara

iranyitottuk. Kombinalt immunarany-immunperoxiddz kisérleteket végeztiink el,
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melyek soran az NMDA-receptor GIuN1, GIuN2B vagy GIuN2A alegységeit
immunarany, mig a glutamaterg vagy GABAerg végkésziilékeket vGIuT1 vagy GADG7
elleni immunperoxidaz reakcidval jeldltiik meg. Vizsgalataink soran minden reakcioban
a hippokampusz CAIl teriiletének radiatum rétegébdl véletlenszeriien gyijtottiink
szinapszisokat. Azt taldltuk, hogy az NMDA-receptor mindhdrom alegysége
posztszinaptikusan jelen volt mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg
szinapszisokban a 6.-7. napon. (12. abra). Két allatbol gytjtott elektronmikroszkdpos
sorozatmetszetekbdl teljesen rekonstrualtunk szinapszisokat, ¢és a glutamaterg
szinapszisok legkevesebb 51+16%-a (n=41) és a GABAerg szinapszisok legkevesebb
53+13%-a (n=40) mutatott immunpozitivitast a GIUN1 alegység ellen (12. abraA, B és
14, abra A). Az immunjelolés membran menti slrisége 1.93+0.03
aranyszemcse/umvolt a glutamdaterg, 0.87+0.29 aranyszemcse/uma GABAerg
szinapszisokban, és csak 0.09+0.01 aranyszemcse/umextraszinaptikusan, 100nm vastag
metszeteken (14. abra B, az immunarany jeldlés stiriségmérésének részletes leirasa a
Modszerek fejezetben megtekinthetd.) Eredményeink szerint a glutaméterg szinapszisok
legkevesebb 83+3%-a (n=40), a GABAergszinapszisok legkevesebb 63+13%-a (n=40)
tartalmazta a GIUN2B alegységet (12. abra C, D1-D,és14. abraA). A jel6lés vonal menti
stirisége 3.16+=1.01 aranyszemcse/umvolt a glutamaterg, 1.38+0.34 aranyszemcse/uma
GABAEerg szinapszisokban, és csak 0.03+0.01 aranyszemcse/umextraszinaptikusan (14.
abra B). A glutamaterg szinapszisok legkevesebb 88+8%-a (n=40) a GABAerg
szinapszisoknak pedig legkevesebb 49+1%-a (n=43) tartalmazta a GIUN2A alegységet
(12. abraE;- E,, Fi-F3 és 14. abra A). A jelolés vonal menti striisége 3.40+0.81
aranyszemcse/umvolt a glutamaterg, 0.59+0.28 aranyszemcse/uma GABAerg

szinapszisokban, és csak 0.02+0.003 aranyszemcse/pumextraszinaptikusan (14. abra B).
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12. dbra. Az NMDA-receptor alegységei mind a GABAerg, mind pedig a glutamdterg

szinapszisokban posztszinaptikusan vannak jelen a posztnatdlis fejlodés 6.-7. napjan

Az elektronmikroszkopos felvételeken a kombindlt immunarany-immunperoxidaz
reakciot mutatjak a hippokampusz CAI teriiletének radidatum rétegében. A vGluTl
porzitiv végkesziilékek (sotet reakciotermék az A, C, El és E2 paneleken) szinapszisai
posztszinaptikusan GIluNI (fekete szemcsék az A panelen, nyilak), GIuN2B (fekete
szemcsék az C panelen, nyilak) és GIuN2A alegységeket tartalmaznak (fekete szemcsék
az El és E2 paneleken, nyilak). A GADG67 pozitiv végkésziilékek (sotét reakciotermék a
B, DI, D2, Fl, F2 és F3 paneleken) szinapszisai posztszinaptikusan GIluNI (fekete
szemcsek a B panelen, nyilak), GIuN2B (fekete szemcsék a D1 és D2 paneleken, nyilak)
és GIuN2A alegységeket tartalmaznak (fekete szemcsék az Fl, F2 és F3 paneleken,
nyilak). Egyazon szinapszis sorozatmetszeteirol késziilt felvételek lathatoak a D1 és D2;

az El és E2; az F1, F2 és I3 paneleken. A lépték minden panelen 300 nm.
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VI1.1.3. A kvantitativ beagyazais utani immunarany moédszer eredményei alapjan
kicsi a kiillonbség a glutamaterg illetve a GABAerg szinapszisokban talalhato

NMDA receptorok szamaban

Technikai korlatok miatt a beagyazas eldtti kisérletek eredményei nem teljes
mértékben kvantitativak, ezért, hogy teljesen pontosan meghatarozhassuk az NMDA -
receptorok mennyiségét, beagyazas utani immunarany reakciokat végeztiink el.
Mindensejtfelszini NMDA-receptor tartalmaz GIuN1 alegységet (Fukaya és mtsai
2003),ésminden NMDA-receptor egyforma szamu GIluN1 alegységet tartalmaz, igy
megjelolésével az NMDA-receptorok szama Osszehasonlithatd. Ebbdl kifolyolag a
GluN1 alegységek megjelolésével meghatarozhatjuk az  NMDA-receptorok
elhelyezkedését és mennyiségét. A GIluN1 alegység elleni immunarany reakcio
vizsgalatat az ugynevezett tiikkorkép-technikéval végeztiik el. Ez a modszer lehetvé
tette, hogy az immunarany szemcséket egyetlen metszeten mérhessiikk le, mig a
gluatmaterg és GABAerg szinapszisokat a tiikorkép-metszeteken azonositsuk (a
modszer részletes leirasa a Modszerek 1.V.8. fejezetében megtekinthet). A modszer
alkalmazasaval kvantitativ modon &sszehasonlithattuk a szinaptikus és extraszinaptikus
teriiletek receptortartalmat a 6-7 napos egérben. A hippokampusz CAl teriiletének
radiatum  rétegébdl  véletlenszerlien  gyljtottiink  glutamaterg ¢és  GABAerg
szinapszisokat. Kimutattuk, hogy NMDA-receptorok mind a glutamaterg (13. abra A-
B), mind pedig a GABAerg szinapszisokban jelen vannak (13. abra C-D). Méréseink
szerint a jelolés slirlisége 2.46+0.71 aranyszemcse/umvolt a glutamaterg
(n=32),0.81+0.16  aranyszemcse/uma GABAerg szinapszisokban (n=28), ¢és
csak0.03+0.01 aranyszemcse/um extraszinaptikusan (103 um extraszinaptikus
membranszakasz mentén,14. abra D). Hogy meghatarozhassuk a kétféle szinapszisban
elhelyezkedd NMDA-receptorok tényleges szdmanak aranyat, lemértiik a szinapszisok
méreteit, ¢s a megfeleld jelstirliség értékeivel megszoroztuk. A szinapszisméretek
megbizhatdé meghatarozasahoz immunperoxidaz egyes-jeldléseket végeztiink el (erdsen

fixalt szoveten) vagy VGIUT1 vagy pedig GADG67 ellen, két allatban.
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13. dbra. A bedgyazds utini
immunarany kisérletek
kvantitativ eredményei alapjin
alig eltéré mennyiségii NMDA-
receptor taldalhato a GABAerg és
a glutamaterg szinapszisokban a

posztnatdlis fejlodés 6.-7. napjdan

A tiikorkép-technika alkalmaza-

. saval  ugyanazon  Szinapszisok

szomszédos ultravékony metszetein
végeztiink el immunoreakciokat

kiilonbozé epitopok ellen. 10 nm-

- es immunarany részecskékkel je-

. [oltik meg a glutamaterg (vGluTI-

et tartalmazo) végkésziilékeket (A1
és Bl), eziisttel felerdsitett
immunarany részecskékkel jeloltiik
a GABAerg (GADG65/67 porzitiv)
veégkesziiléekeket (C1 és DI1) és 10
nMm-es  immunarany részecskék
(nyilak)  jelolik a  GluNI-€s
alegységeket (42-3, B2, C2 és D2).
Tekintettel arra, hogy a bedagyazds

utani immunreakcio a metszetek

felszinén torténik, az aranyszemcsék a posztszinaptikus membran mindkét oldaldan

elhelyezkedhetnek, még ha a megjelolt epitop kizardlag posztszinaptikus is. Egyazon

szinapszisok szomszédos metszeteirdl szarmazo felvételek lathatoak az A1-3, a B1-2, a

C1-2 és a DI-2 paneleken. A lépték 200 nm az osszes képen.
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14. abra. Az NMDA-receptor alegységek GABAerg és glutamdterg szinapszisokban

valo eloszlasanak elemzése a posztnatdlis fejlodés 6.-7. napjan

A, Az osszes azonositott glutamdaterg (fehér oszlopok) és GABAerg (fekete oszlopok)
szinapszisok koziil az NMDA-receptor alegységet tartalmazok szazalakos ardnya. B, A
kiilonb6z6 NMDA-receptor alegységek elleni jelolés membran menti siiriisége
(aranyszemcse/um) a glutamaterg és GABAerg szinapszisokban, illetve az
extraszinaptikus membrdn mentén (sziirke oszlopok), 100nm vastagsagu metszeteken
mérve. A jeldlés siiriisége az extraszinaptikus membranok mentén 0.09, 0.03 és 0.02
immunarany-szemcse/um volt a GluNI, GIuN2B és GIuN2A alegységek ellen,
sorrendben. C, A glutamatergés GABAerg szinapszisok mérete (,umz). Az A, B ¢és C
panel eredményei bedgyazas eldtti kisérletekbol szarmaznak. D, A GluN1-es NMDA-
receptor alegység elleni jelolés membran menti striisége (aranyszemcse/um) a
glutamatergés GABAerg  szinapszisokban, illetve az  extraszinaptikus  (0.03

aranyszemcse/um) membran mentén, a kvantitativ bedagyazas utani kisérletekbél mérve.
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A mintdkat Durcupan gyantdba agyaztuk, minden szinapszist a radiatum
rétegbdl gyljtottiink. A teljesen rekonstrualt glutamateg szinapszisok (N=29) mérete
0.097+0.013 pm? volt, mig a GABAerg szinapszisoké (n=32) 0.186+0.026 pum?® (14.
abra C), azaz az utobbi 1.91-szer nagyobb volt az elobbinél. Ezekbdl az értékekbdl
kiszamoltuk, hogy teljesen rekonstrualt glutamaterg szinapszisokban 3.25 immunarany
szemcsét, mig a GABAerg szinapszisokban 2.13 immunarany szemcsét talalnank az
NMDA-receptor elleni reakcidban, mely ahhoz a varatlan felimeréshez vezetett,
miszerint a glutamaterg szinapszisok csak 1.6-szor annyi NMDA-receptort
tartalmaznak, mint a GABAerg szinapszisok.Ez a kiilonbség markansan megvaltozik a
felnbttkorra, amikor a glutamaterg szinapszisok 5-szor tobb NMDAR-t fejeznek ki, mint
a GABAergek.

A bedgyazas elotti reakciok eredményei alapjan egyértelmiivé valt, hogy az
NMDA-receptorok ezekben a szinapszisokban kizarolag posztszinaptikusan
helyezkedtek el. Ezt az eredményt megerdsitette az NMDA-receptor jelolésének
posztszinaptikus membranhoz viszonyitott merdleges eloszlasanak vizsgalata a
beagyazas utani reakciokban. Az aranyszemcsék posztszinaptikus membrantol valo
tavolsaganak eloszldsa nagyon hasonlé volt a GABAerg (median: 3.63 nm,
interkvartilis tartomany: -8.12-13.78 nm, n=28) és a glutamaterg szinapszisokban
(median 7.26 nm, interkvartilis tartomany -7.87-13.49 nm, n=32, a pozitiv értékek
sejten beliili elhelyezkedést jelentenek), megerdsitve a az immunarany jelolés

posztszinaptikus forrasat.
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VI11.2. A NO rendszer vizsgalata a posztnatalis agyban

VIL.2.1. Az nNOS a glutamaterg és a GABAerg szinapszisokban is jelen van

posztszinaptikusan a fejlodés soran

Habér a retrograd nitrogén-monoxid jelatviteli rendszer kiemelt szerepet jatszik
a posztnatalis fejlodés soran, molekuléris elemeinek pontos elhelyezkedése, szinaptikus
jelatvitelre és spontan szinkron aktivitasra kifejtett hatisa mégsem volt ismert.
Vizsgalataink céljaul ezen kérdések megvalaszolasat tliztiik ki.

Mivel a spontdn szinkron halézati aktivitds (SSA) — mely a fejlodo
idegsejthalozatok alapvetd jellemzdje — egérben a sziiletés utani 6.-9. nap kozott a
legerételjesebb, (Crepel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008), kisérleteinkben foleg ezt
a fejlédési szakaszt vizsgaltuk. Vad tipust és nNOS génkiiitott (KO) allatok
hippokampuszaibol késziilt metszeteken végeztiink el immunarany, immunperoxidaz
illetve kombinalt immunarany-immunperoxidaz reakciokat nNOS és GADG5 ellen. Az
NNOS elleni immunperoxidaz reakciobanjel6lédtek a piramissejtek, és néhany erésen
jelolt interneuront lehetett megfigyelni a CA1 és CA3 teriileteken. Az nNOS KO
allatban nem volt lathatdo jelolés. Az nNOS elhelyezkedésének pontosabb
meghatarozasdhoz immunarany reakciot végeztiink el. A vizsgalt CAl ¢és CA3
teriileteken fOként a posztszinaptikus denzitasok jelolédtek, kevesebb jel kapcsolodott
az extraszinaptikus membranokhoz is, és néhany aranyszemcse Mmegfigyelhetd volt
sejten beliili szervecskéken a szinapszisok kozelében. Az nNOS jel6lés membran-menti
stirisége 1.36 aranyszemcse/um volt a szinapszisokban (median, 0.7-1.37 min-max,3
allat) és 0.06 aranyszemcse/um extraszinaptikusan (median, 0.06-0.07 min-max, 3 allat,
17. abraE), mig az nNOS KO allatban nem volt jelolés. A véletlenszeriien gyiijtott és
teljesen rekonstrudlt szinapszisok figyelemreméltdé hanyada,46%-a jel6lodott
(median, 41-50%min-max; n = 66 szinapszis 3 allatban, 17. abraA).GADG5 elleni
immunperoxidaz reakcié és morfologiai kritériumok alapjan (részletek a Modszerek
fejezetben) azonositottunk GABAerg ¢s glutamaterg szinapszisokat, €s azt talaltuk,
hogy a posztszinaptikus nNOS jelolés mindkétféle szinapszisban jelen volt a 4 (15.
abrak,F), a 6 (15. abraB, C), al0 és a 14 napos allatok hippokampuszanak CA1 és CA3

teriiletein.
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E  nNOS-GADBS  GADGS - alfal

15. dbra. Az NO-jelatviteli titvonal molekuldris elemei jelen vannak mind a GABAerg,

mind pedig a glutamdterg szinapszisokban a posztnatdlis fejlodés 4.-6. napjan

A, Elektronmikroszkopos felvetelek mutatjak az nNOS elleni immunarany jelolést
dendritikus szinapszisok posztszinaptikus aktiv zéndajaban. B, Két, sorozatfelvételbdl
szarmazo képpdaron GADG65-pozitiv (sétét DAB csapadék) végkésziilékek dltal létesitett
szinapszisok nNOS jeldlése lathato posztszinaptikusan. C, Elektronmikroszkopos
felvételeken lathato, hogy az nNOS posztszinaptikusan van jelen a hippokampusz CA1
és CA3 teriiletein a denritekre érkezé6 GABAerg, és dendrittiiskékre érkezé glutamaterg
szinapszisokban. D, A4 képek az NOsGC al-es vagy pl-es alegysége elleni
immunperoxidaz jelolest (sotet DAB csapadék), és a GADGS elleni immunarany jelolést
(fekete szemcsék) abrazoljak. Az NO-receptor mindkét alegysége jelen van a
szinapszisokat létesité GABAerg végkesziilekekben a CAl és CA3 teriileteken. E, F, A
fent leirtakkal azonos jeldlést kaptunk a 4 napos allatokban is. G, A felvételek az nNOS
elleni jelolés teljes hianyat mutatjiak a genkiiitétt allatokban, GAD65-nNOS kettos-
jelolés kisérletekben. A lépték 200 nm az A, 300 nm a B-F paneleken. A fekete
nyilhegyek az eziisttel felerdsitett aranyszemcséket, a fehér nyilhegyek pedig a
szinapszisokat mutatjak. Dendrittiiskék (sp), dendrittérzsek (d).
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A stratum radiatum-ban a dendritek tGlnyomé tobbsége a piramissejtektol
szarmazik, igy nagy valdszinliséggel a vizsgalt szinapszisok legnagyobb részének
posztszinaptikus célelemei piramissejt-dendritek voltak. A GABAerg szinapszisok
40%-a (median, 27-47% min-max; n = 45 szinapszis 3 6 napos allatban)és a
glutamaterg szinapszisok 33%-a (median, 29-40% min-max; n = 44 szinapszis 3 6

napos allatban) tartalmazta az nNOS-t posztszinaptikusan (17. abra B,C).

VI11.2.2. A nitrogén-monoxid receptoranak mind al-es, mind pedig pl-es alegysége
kimutathato a GABAerg végkésziilékekben a fejlodés alatt

Az NOsGC al-es és Pl-es alegységek sejteken beliili eloszlasdnak vizsgalata
érdekében egyes- illetve kettds-jeloléseket végeztiink el ezen alegységek és GADG6S
ellen. A posztnatalis 4. és 14. nap kozott az al-es alegység elleni jelolés hasonld volt a
GAD enzim fejlodés alatti eloszlasahoz (Dupuy ésHouser 1996), ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az al-es alegység elsdsorban a GABAerg végkésziilékekben van
jelen. A piramissejtekkel ellentétben az interneuronok sejttestjei illetve foleg a radidtum
rétegben elhelyezkedd, stirli rosthaldzat erds al alegység elleni jelolést mutatott a
posztnatalis 4. és 10. nap kozott. A 14. napon a jel6lés kicsit gyengébb volt, és a felnott
allatban leirthoz hasonlitott (Szabadits és Cserép és mtsai 2007), azaz az interneuronok
sejttestjei, illetve az elsGsorban a piramissejtek rétegében elhelyezkedd végkésziilékeik
mutattak al-es alegység elleni jelolést. A felndtt allatok hippokampuszan elvégzett
mRNS in szitu hibridizaciés, mind pedig immunhisztokémiai kisérleteink igazoltk,
hogy az al-Bl alegységosszetételli NO-receptor csak az interneuronokban van jelen
(Szabadits és Cserép és mtsai 2007), és a fejlédd allatban ugyancsak az interneuronok
tartalmaztak al-es alegységet, mig a piramissejtek nem. Azt is megfigyeltiik, hogy az
al-es alegységet tartalmazo végkésziilékek soha nem adtak szinapszist dendrittiiskékre,
vagy tiiske-szerli képzédményekre a fejlédés sordn. Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a legtobb, ha nem az 0Osszes al-es alegységet tartalmazo
végkésziileck GABAerg mar a fejlodés soran is. Ezt megerdsitve a kettds-reakcidkban
gyakran talaltunk szinapszist ad6 végkésziilekeket, melyek mind al-es alegységre, mind
pedig GADG65-re pozitivak voltak a vizsgalt CA1 és a CA3 teriileteken 4-napos (15.
abrak,F), 6-napos (15. abraD), 10- ¢és 14-napos korban. A CA1l teriiletrdl
véletlenszertien gyiijtott Osszes szinapszist ado GABAerg végkésziilék legalabb54%-
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a(median, 53-57% min-max; n = 88szinapszis 3 6-napos egérben) tartalmazta az al-es
alegységet (17. abraD). A Pl-es alegység elleni jelolés hasonld volt a felndttben
leirthoz. A piramissejtek gyenge sejtplazma-jeldlést, a szovet pedig diffuz, pontszera
jelolést mutatott. Az interneuronok sejttestjei és végkésziilékei mar a posztnatalis 4.-6.-
naptol kezdve jelolodtek a Pl-es alegység ellen. A kettdésen jelolt mintakban azt
figyeltik meg, hogy GADG65 pl-es alegység elleni immunpozitivitast
mutatovégkésziilékek szinapszisokat létesitettek a CAl és CA3 teriiletek radiatum
rétegébend-, 6-(15. abraD), 10- és 14-napos egérben. Ezek az eredmények mutatjak,
hogy az NOsGC valészintileg al-fl1 alegységosszetétellel van jelen a GABAerg
végkésziilékekben mar a posztnatalis fejlédés soran, és idealis helyzetet foglal el az

nNOS altal posztszinaptikusan képzett retrograd NO-jel fogadasara.

VI1.2.3. Az NO-receptor aktivilaisa cGMP termeléshez vezet a GABAerg

végkésziilékekben a fejlodés soran

Annak a vizsgalatara, hogy vajon az NO-receptor miikddoképes-e a Korai
posztnatélis fejlédés soran, akut t0léld hippokampdlis szeleteket készitettiink hatnapos
egérbOl, melyeket oxigenalt mesterséges agy-gerincveldi folyadékban (ACSF)
inkubaltunk, foszfodieszteraz (PDE) gatlok jelenlétében. A szeleteket vagy tovabbi drog
hozzaadésa nélkiil, vagy az NO-donor SNP jelenlétében (200 uM), vagy pedig az NO-
receptor szelektiv gétloszere (ODQ, 10 uM) majd hozzdadott SNP jelenlétében
inkubaltuk (16. abra A). Ezt kdveten a szeleteket fixaltuk, és cGMP illetve GAD65
elleni kettés immunfluoreszcens reakciot végeztiink el. A kontrol szeletekben (NO-
donor hozzaadasa nélkiil) nem talaltunk c¢cGMP ellen jelolt végkésziilékeket a
véletlenszeriien gyijtétt mintakban (16. abraA, CTRL). Azokban a szeletekben,
melyekhez NO-donort (SNP) adtunk, er6s cGMP jelet figyeltiink meg rostokban, és
végkésziilékekben (16. abraA, SNP),tovabba néhany idegsejt sejttestjében illetve
gliasejtekben. Az ODQ-val torténd elokezelés utan az SNP nem tudott észlelhetd
mennyiségli ¢cGMP termelést eléidézni (16. abraA, ODQ+SNP). Az SNP-kezelt
szeletekben az talaltuk, hogy a radiatum rétegben véletlenszerlien gyiijtott GAD65-
pozitiv végkésziilékek 28%-a (median, 23-34% min-max; n = 508 végkésziilék 3
allatban, 17. abra F) mutatott cGMP-jel6lést, és a cGMP-pozitiv végkésziilékek
legalabb 41%-a (median, 39-41% min-max; n = 335 végkésziilék 3 hat-napos allatban)
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tartalmazott GADG5-6t (17. abra G). Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az NOsGC mar a
sziiletés utan néhany nappal képes cGMP-t termelni a GABAerg a végkésziilékekben.

A CTRL (cGMP) SNP (cGMP) ODQ+SNP (cGMP)

CA1

CA3

.

CA1

CA3

16. dbra. Az NO-donor (SNP) NO-receptor fiiggé modon idézi elé a cGMP
termelodését a GABAerg végkésziilékekben a fejlodés sordan

A, Konfokalis lézer pdasztazo mikroszkopos — felvételeken cGMP-elleni
immunfluoreszcens jelolés lathato 6 napos eger hippokampuszanak radiatum rétegében.
A tuléld szeletek PDE-gatlok jelenlétében drog nélkiil (CTRL), az NO-donor SNP-vel
(SNP) vagy az NO-receptor gatlo ODQ-val és azt kovetéen SNP-vel (ODQ+SNP) voltak
kezelve. cGMP jelolés nem volt jelen kontroll kisérletekbol gyiijtott mintakban (CTRL,
elsé oszlop). Az SNP cGMP termelést idézett elo a CAl és CA3 teriileteken (SNP,
mdasodik oszlop), melyet az ODQ teljes mértékben legatolt (ODQ+SNP, harmadik
oszlop). B, 4 GADG65 és a cGMP elleni immunreakcio kolokalizaciéja az NO-donorral
kezelt szeleteken (hatnapos dllat hippokampuszanak radiatum rétegébol). A fehér
nyilhegyek néhany cGMP-t és GADG65-0t is tartalmazo végkésziiléket mutatnak. A lépték

az osszes képen 5 um.
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17. dabra. Az NO-jelatviteli utvonal molekuldris elemeinek eloszlisa a posztnatilis

fejlédés alatt (harom dllatban: m1, m2, és m3).

A, Az nNOS-porzitiv szinapszisok aranya az dsszes azonositott szinapszis szazalékaban
kifejezve (n=66) az egyes-jeldlés kisérletekbdl. B, C, A kettis-jelolés kisérletek soran a
glutamaterg és GABAerg szinapszisokat kiilon-kiilon vizsgaltuk. A grafikonok az nNOS-
pozitiv szinapszisok ardanyat mutatjak az osszes glutamaterg (B, n=44) és az oOsszes
GABAerg szinapszis szazalékaban (C, n=45). D, Az NOsGC al-es alegységét
tartalmazo végkésziilékek aranya az 6sszes GABAerg termindlis szazalékaban (n=88).
E, Az nNOS elleni immunarany jelolés membran menti stiriisége 1.36 aranyszemcse/um
volt a szinapszisokban (median, 0.7-1.37 min-max) és 0.06 aranyszemcse/um
extraszinaptikusan (median, 0.06-0.07 min-max) elektronmikroszkdpos felvételeken
mérve (32 um szinaptikus és 604 um extaraszinaptikus membranszakaszon). F, A
CGMP-pozitiv végkésziilékek szazalékos aranya a GADG6S5-pozitiv terminalisok koziil
(n=508). G, A GADG65-pozitiv végkésziilékek szdazalékos ardnya a cGMP-pozitiv
terminalisok koéziil (n=335).
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VI1.2.4. A nitrogén-monoxid NOsGC-fiiggé modon csokkenti a GABAerg

posztszinaptikus aramokat a fejlodés alatt

Teljes-sejt patch-clamp modszer hasznalataval kivaltott posztszinaptikus
aramokat (PSC) vezettek el CAl piramissejtekbol, 5-8-napos egerekbdl szarmazo
szeletkészitményekben. ElGszor az NO-donor (SNP, 200 uM) farmakologiailag
elkiilonitett GABAAa-receptor medialt posztszinaptikus aramokra (GABAaR-PSC)
kifejtett hatasat vizsgaltak. A PSC-k kivaltasa a piramissejtréteg elektromos
ingerlésével tortént. Az SNP alkalmazéasa szignifikansan, a kontrol érték 67%-ara
csokkentette a GABAAR-PSC-k cstics-amplitadojat (kontrol median amplitadé: 186.5
PA és interkvartilis tartomany: 149.2-240.8 pA; median amplitado SNP mellett: 125.6
PA és interkvartilis tartomany: 92.8-184.8 pA, n=12 szelet, P=0.00097, Wilcoxon-
matched pairs test — WMP-proba, 18. abraA-C). A GABAAR-PSC-k SNP-vel szemben
mutatott érzékenysége nem volt egyforma. Az esetek tobbségében az SNP az
események cstcs-amplitidojat szignifikansan,a kontrol 52%-ara csokkentette (kontrol
median amplitado: 231.7 pA ¢és interkvartilis tartomany: 161.6-443.9 pA; median
amplitadé SNP mellett: 120.3 pA és interkvartilis tartomany: 56.1-329.6 pA, n=7 szelet,
P=0.015, WMP-proba). Mas esetekben az SNP nem okozott szignifikdns valtozast a
cstucs-amplitidoban (kontrol median amplitido: 151.3 pA és interkvartilis tartomany:
142.7-180.9 pA; median amplitido SNP mellett: 137.6 pA és interkvartilis tartomany:
126.8-77.2 pA, n=5 szelet, P=0.12,WMP-préba). Ezek utan megvizsgaltak, hogy az
SNP az NOsGC-n keresztiil fejti-e ki hatasat. A kontrol idészak utan 10 uM ODQ-t
adtak a szeletekhez, mely a GABAAR-PSC-k csucs-amplitidojanak enyhe csokkenését
idézte el6é (kontrol median amplitado: 130.8 pA és interkvartilis tartomany: 92.8-226.2
pA; median amplitadé ODQ mellett: 99.5 pA és interkvartilis tartomany: 50.2-171.8
pA, n=9 szelet, P=0.004, WMP-proba). Ezt kovetéen ODQ jelenlétében adtak SNP-t a
szeletekhez. Egyetlen eset kivételével az SNP nem tudta csdkkenteni az amplitadot
(median amplitad6 ODQ mellett: 132.3 pA és interkvartilis tartomany: 63.3-194.2 pA;
median amplitidé SNP ¢és ODQ mellett: 131.8 pA és interkvartilis tartomany: 56.7-
181.4 pA, n=8szelet, P=0.25, WMP-prdba, 18. abraD-F).

79



DOI:10.14753/SE.2014.1907

Kivaltott GABA ,-receptor medialt PSC

A szenzitiv D
T 2
inszenzitiv ]/- IL//-”J‘
T 7]
-
— — 10 pM
B < 02mmsne E % % opa 0.2 mM SNP
o 2000 . g |
= [ | 1 =
2 LSl f8n 2 011
= ogleeumo [0 0, S 00 94 b
E 1004 .u ! E cé ol g | ] 7}@) &
=] &
w Youn .‘,‘"‘l ® | R
= 1 £ 2 I 1 2
I 0+ - - - . . o [1g - - - . .
(& 0 5 10 15 20 25 O 0 5 10 15 20 25
ldd (perc) Idé (perc)
C - _
E 600 | "’:& 300
% | % . —
= = | -
[=% | [=%
£ 200 E 100-}5:———3{
g | 8 | 8= e
a o = ol
& O

oDQ ODQ+SNP

18. Abra Az NO-rendszer csokkenti a GABAerg szinaptikus jeldtvitel hatékonysdgdt a
fejlodd hippokampuszban

A-C, Az NO-donor SNP szignifikansan csokkentette a kivaltott GABAa-receptor medialt
posztszinaptikus aramok (PSC) csucs amplituddjat a kontrollhoz képest. A, B, 6-8
egymast koveto mérés atlagat vettiik a jelolt idépontokban. Az SNP vagy szignifikansan
csokkentette az események amplitudojat (szenzitiv, teli korok) vagy nem valtoztatta meg
azt (inszenzitiv, iires korok). D-F, A szeleteket az NOsGC gatlészerével, ODQ-val
kezeltiik, majd az ODQ-t és az SNP-t egyiittesen alakalmaztuk. Az ODQ kivédte az NO-
donor hatasat. D, E, 6-8 egymast koveté méreés atlagat vettiik a jelolt idopontokban. Az
ingerlési miitermékeket a konnyebb atlathatosag miatt eltavolitottuk az atlagolt
gorbékbol. C, F, Az egyes szeletekben mért csucs amplitudo valtozasai lathatoak. A
fliggoleges vonalak a paros osszehasonlitasok mellett a hozzajuk tartozo adatok
medianjait és interkvartilis tartomanyait jelolik. A csillag a szignifikans kiilonbséget
jelzi (at P11 0.05). A léptéek 20 ms és 40 pA az A és D paneleken, B és E: a megadott
értékek az dtlag + az atlag standard hibdja (SEM).
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A két kisérletben mért GABAAR-PSC-kdrogok adésa el6tti kontrol csucs-
amplitddoinak Osszehasonlitasa (SNP-kisérletek[kontrol:186.5 pA] vagy ODQ+SNP-
kisérletek [kontrol: 130.8 pA]) nem mutatott kiilonbséget (P=0.18, Mann-Whitney U-
proba), mely arra enged koOvetkeztetni, hogy a hasonld6 GABAerg rostkotegeket
ingereltek a két kisérletben. Ezen eredmények alatamasztottak, hogy az NO az NO-
receptor aktivalasan keresztiil képes a GABAerg szinaptikus jelatvitel hatékonysagat

befolyasolni mar a korai posztnatélis fejlodés soran.

VI1.2.5. A nitrogén-monoxid NOsGC-fiiggé6 moédon csokkenti a glutamaterg

posztszinaptikus Aramokat a fejlodés alatt

Ezek utan megvizsgaltak az NO glutamaterg jelatvitelre kifejtett hatasat. E16szor
az  SNP farmakoldgiailag elkiilonitett ionotrép  glutamatreceptor medialt
posztszinaptikus aramok (GluR-PSC) cstics-amplitudojara kifejtett hatasat mérték meg.
A PSC-k kivaltdsa a radidtum réteg elektromos ingerlésével tortént. Az SNP
alkalmazasa a kontrol érték felére csokkentette a GIUR-PSC-k amplitudoéjat (kontrol
median amplitadé: 63.2 pA és interkvartilis tartomany: 26.1-104.9 pA; medidn
amplitadd6 SNP-ben: 30.58 pA és interkvartilis tartomany: 9.1-60.5 pA, n=7 szelet,
P=0.015, WMP-proba, 19. abra, A-C). Ezutan a szeleteket el6kezelték ODQ-val, amely
nem valtoztatta meg a cstcs-amplitadét (kontrol median amplitado: 42.8 pA és
interkvartilis tartomany: 24.3-120.6 pA; median amplittdé6 ODQ-ban:37.9 pA és
interkvartilis tartomany: 30.5-69.6 pA, n=7 szelet, P=0.57, WMP-proba) de megint
kivédte az SNP hatasat (medianamplitadd SNP+ODQ: 31.1 pA és interkvartilis
tartomany:25.2-70.1 pA, n=7 szelet, P=0.22, WMP-proba, 19. abraD-F). A GIuR-PSC-k
amplitadoi hasonloak voltak a kontrol kisérletekben (P=0.79, Mann-Whitney U-proba).
Ezek az eredmények bizonyitjdk, hogy a glutamaterg szinaptikus jelatvitelt is

befolyasolja az NO-NOsGC-rendszer a posztnatalis iddszakban.

81



DOI:10.14753/SE.2014.1907

Kivaltott glutamat-receptor medialt PSC

AT\ TV BT T

10 M

B < 0.2mMSNP  E < 15 opa 0.2mMSNP
o Lo e o |
S MW 2 | Rk oL .,
= : e k= o T 0% Rio op Lo
E 60 % i B E 50 4T Tyt Eﬁ...‘?' n_é..qéf.f_;.
] "‘.‘M ﬂ “
- 1 2 = 1 2
@ 0 — : w0 — B
O 0 5 10 15 20 25 &) 0 5 10 15 20 25
Idé (perc) Id6 (perc)
C = 300 F < 200,
2 a ° 0
«) ne) |
3 200 3 200
e g
100 . 100+
m * m
- }g{::% P "
- | -
72} 0 o 0’
O O
ctr SNP oDQ ODQ+SNP

19. dbra. Az NO-rendszer csékkenti a glutamaterg szinaptikus jelatvitel hatékonysdgat
a fejlodo hippokampuszban

A-C, Az NO-donor SNP szignifikansan csokkentette a kivaltott ionotrop glutamat-
receptor medidlt posztszinaptikus dramok (PSC) csucs amplitudojat a kontrollhoz
képest. A, B, 6-8 egymdst kéveto meérés atlagat vettiik a jelolt idopontokban. D-F, A
szeleteket az NOsGC gatloszerével, ODQ-val kezeltiik, majd az ODQ-t és az SNP-t
egyiittesen alakalmaztuk. Az ODQ kivédte az NO-donor hatasat. D, E, 6-8 egymast
kéveté meérés atlagat vettiik a jelolt idopontokban. Az ingerlési miitermékeket a
konnyebb atlathatosag miatt eltavolitottuk az atlagolt gorbékbol. C, F, Az egyes
szeletekben mért csucs amplitudo valtozasai lathatoak. A fiiggdleges vonalak a paros
osszehasonlitasok mellett az adatok medianjait és interkvartilis tartomanyait jelolik. A
csillag a szignifikans kiilonbséget jelzi (at P11 0.05). A lépték 10 ms és 20 pA az A és D
paneleken, B és E: a megadott értékek az atlag + az atlag standard hibdja (SEM).
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VI1.2.6.A nitrogén-monoxid jelatviteli rendszer befolyasolasa hatassal van a

fejlodé hippokampusz szinkron halézati aktivitasara

A szinapszis-vezérelt spontan szinkron haldzati aktivitas (SSA) vizsgalatahoz
multineuron kalcium-képalkotas kisérleteket végeztiink el akut hippokampais
szeleteken. A CAl régioban a piramissejtek rétegében kivalasztott teriileteket
megtoltottink a kalcium-indikator Fura-2 AM-mel (20 uM, 20. abraA). Kontrol
koriilmények kozott elvezettiik egyes sejtek aktivitasat loose-patch médon, mikdzben
egyidejileg folyamatosan rogzitettiik ugyanazon sejt kalcium-képalkotds adatait. A
kétféle mérés adatainak Osszevetése igazolta, hogy egy sejt kalciumszintjének
megemelkedése ugyanazon sejt sorozattiizelésének felelt meg (20. abraB,C). A mérések
(155 sec) alatti szinkron események (SE) szama 8.6+4.7 SD volt (n=26 szelet). Ezutan
megvizsgaltuk az NO-rendszer farmakologiai gatlasanak a szinkron események
el6fordulasara kifejtett hatasat. A NOS-gatlo L-NAME (100 uM) szignifikansan novelte
a szinkron események eléfordulasat a kontrol érték 157%-ara vad tipust allatban
(median, 145-700% min-max;P=0.0117, WMP-proba; n= 8 szelet, 4 allat, 20. abraD,E)
mig az NNOS génkiiit6tt allatban nem (20. abrakE, n=3, 3 allat, iires korok szaggatott
vonallal). Hasonloképpen, az NO-receptor gatloszer ODQ (10 uM) ugyancsak novelte a
szinkron események szamat a kontrol 356.6%-ara (median, 178-583% min-max;
P=0.0277, WMP-proba; n=6, 3 allat, 20. abra F,G). Ezek az eredmények azt mutattak,
hogy a halézatban miikodott egy alapszintli NO-jelatvitel, amely visszafogta a szinkron
események eldfordulasat. Az NO-jelatvitel serkentésének a hatasat is vizsgaltuk. Mind
az NO-donor SNP (200 uM), mind pedig a membranon athatolni képes CGMP-analog
Br-cGMP (50 uM) szignifikansan csokkentette a szinkron események szamat, a kontrol
érték 15.5%-ara (SNP, median, 0-31% min-max; P=0.0277, WMP-prdba; n=6,4 allat,
20. abraH, 1) illetve 41%-ara (Br-cGMP, median, 17-60% min-max; P=0.0277, WMP-
proba; n=6, 3 allat, 20. abraJ, K). A Br-cCGMP hatasa teljes mértékben megsziintethetd
volt a drog kimosasaval a 6-bdl 4 szeletben (2 szeletet nem teszteltiink). Eredményeink
szerint az NO-jelatvitel erdteljes hatassal van a spontan szinkron aktivitasra a korai

posztnatalis fejlodés soran.
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20. dbra. Az NO-rendszer képes befolydsolni a szinkron hdlozati események

elofordulasat a fejlodés soran

A, A multineuron kalcium képalkotasi kisérletekbol szarmazo video egy képkockdja,
melyen Fura-2 AM-mel téltott piramissejtek lathatoak a CAl teriileten. B, C, Egyazon
sejtbol  szarmazo, egyidejiileg elvezetett akcios potencidalok (also felvétel) és
ardnymértékes Ca?* jel (felsé felvétel). A sejt aktivitasdt extracelluldrisan, ,, loose-
patch” modban vezettiik el. A floureszcens jelben lathato csucsok ugyanazon idegsejtek
sorozattiizelésének feleltek meg. A vizszintes léepték 5 s a B, 0.5 s a C, a fiiggoleges
lepték 0.1 mA és 110 F340/F380 mindkét panelen. D, F, H, J, Szinkron események
tulélo hippokampadlis szeletekben. A baloldali panelek az alapaktivitast, a jobboldaliak
pedig ugyanazon szelet drogkezelés utani aktivitasat mutatjak. A felsé felvételek
egyetlen sejt ardnymértékes Ca* Jjelét mutatjak, mig az alatta levo szaggatott vonalak a
szinkron eseményekben résztvevo sejtek Ca**-csiicsait jelenitik meg. Minden sor egy
sejtet képvisel drogkezelés elott és utan. A H panelen lathato lépték tartozik a D, F, és J
panelekhez is, a vizszintes vonal 20 s, a fiiggdleges vonal pedig 100 a D, 140 az F, 140
a H és 250 F340/F380 a J panelen. E, G, |, K, 4 155 s alatt eléfordulo szinkron
események szama kontroll koriilmények és drog alkalmazasa utan. A fiiggdleges vonalak
a paros dsszehasonlitasok mellett a hozzdjuk tartozo adatok medidnjait és interkvartilis
tartomanyait mutatjak. A csillag a szignifikans kiilonbséget jelzi (at Pl 0.05). A
szinkron események szama minden azonos droggal kezelt szeletben azonos iranyban
valtozott. D, E, Az NOS-gadtlo L-NAME megemelte a szinkron események szamat a vad
tipusu (teli kérok), de nem az nNOS-génkiiitott egérben (iires korok szaggatott vonallal).
F, G, 4z ODQ megemelte a szinkron események szamat. H-K, Az SNP vagy a Br-cGMP

csOkkentette a szinkron események szamat.
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VIII. MEGBESZELES

VIIIL.1. ,A fejlodo agy nem egy Kkicsi felnott agy”

Magatol értetddd, hogy az agy posztnatalis fejlédése soran lejatszodo
folyamatok — gondoljunk akar a szinapszisok megjelenésére, akar a GABA-valtasra
vagy a szinkron aktivitdsmintazatok kialakuldsadra — alapvetden eltérnek a felnétt agy
miikodése soran zajlo folyamatoktol. ,,A fejlodé agy nem egy kicsi felnétt agy” — ahogy
Ben-Ari és mtsai (2012) fogalmaztak. Ha részleteiben megvizsgaljuk ezeket az
eltéréseket, akkor felfedezhetjilk a benniik rejlo célszerliséget, mely a haldézatok
megfeleld kifejlodését szolgalja. A kiilonbozo idegsejt-haldozatok fejlédése soran
lejatszodo folyamatok meglepd hasonlosdgot mutatnak a kiilonbozd fajok, illetve a
kiilonboz6é agyteriiletek kozott. Ez a meglrzottség — az egyes szinapszistipusok
megjelenésének sorrendje (Khazipov és mtsai 2001; Tyzio és mtsai 1999; Fiala és mtsai
1998), a GABA-valtas lefutasa (Ben-Ari, 2007), a szinkron aktivitasmintazatok egymast
koveté megjelenése (Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008; Blankenship és Feller,
2010) — arra utal, hogy ezek a folyamatok, illetve ezen folyamatok egymashoz
viszonyitott sorrendje fontos szerepet jatszik a halézatok kialakul4saban.

A fejlédd idegi rendszerek egyik legjellemzObb folyamata a GABA-valtas,
melynek mechanizmuséat részletesen targyaltam a Bevezetés IV.1.2. fejezetében. A
GABAerg depolarizacionak az agy fejlddésében betoltott kiemelten fontos szerepéhez
nem férhet kétség (Wang ¢és Kriegstein 2008, 2011; Cancedda és mtsai 2007; Ge ¢és
mtsai 2006; Sipild és mtsai 2006; Pfeffer ¢s mtsai 2009; Cherubini és mtsai 2010;
Osszefoglalva: Ben-Ari, 2007). Nagyon érdekes kérdés azonban, hogy miért pont ez a
transzmitter-rendszer ,,vezényli” a halozatok fejlodését? A valaszt a GABAerg jelatvitel
és a GABAerg idegsejtek kiilonleges tulajdonsdgaiban kell keresniink. Osszefoglald
munkajukban nagyon oOtletesen Akerman és Cline irja, hogy csak a GABAerg rendszer
rendelkezik azzal a kiilonleges ,szerszdmosladaval” mely sziikséges az
idegsejthalozatok ,,0sszeszerelés¢hez” (Akerman ¢és Cline, 2007). Az els6¢ fontos
tulajdonsag, hogy a GABAa-receptorok féleg a meglehetdsen inert klorid-ionok
szdmara jarhatdak at, melyek — ellentétben példaul a kalciummal — nem inditanak be
kozvetleniil masodlagos jelatviteli folyamatokat. A masodik fontos tulajdonsag is ezzel

all Osszefliggésben: a GABA é4ramok irdnyat a sejten beliili klorid-koncentréacio
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hatarozza meg, melyet a klorid-szallito fehérjék fejlodés alatti pontos kifejezodési
mintdzata iranyit. A GABAergen kiviil mas jelatviteli rendszer nem rendelkezik ezzel a
tulajdonsaggal. Pontosan ez a rugalmasan szabalyozhaté tulajdonsag teszi lehetove,
hogy a GABA-valtas csak akkor torténjen meg, amikor mar a megfeleld szamu
glutamaterg szinapszis kialakult, melyek képesek atvenni a depolarizacié biztositasanak
feladatat. Ezt a feltevést igazolja, hogy a glutamaterg szinapszisok érésének
megakadalyozasa a GABA-valtas elmaradasat vonta maga utan (Kanold €és Shatz, 2006;
Akerman ¢és Cline; 2007).

A harmadik kiilonleges tulajdonsaga a GABAerg rendszernek az interneuronok
kapcsolatrendszerében rejlik. 2009-ben fedezték fel, hogy a posztnatalis fejlédés soran a
hippokampuszban vannak olyan Un. csomdponti vagy ,hub” GABAerg idegsejtek,
melyek kapcsolatrendszere sokkal kiterjedtebb, mint a tobbi sejt szinaptikus héalozata
(Bonifazi és mtsai 2009). A kisérleti eredmények alapjan ezek a sejtek tudjak beinditani
a szinkron halozati eseményeket, és biztosithatjak tobb szaz sejtb6l allé csoportok
idében Osszehangolt miikodését (Bonifazi és mtsai 2009; Case és Soltész, 2009). Egy
folyamatosan és dinamikusan ¢épiild ¢és atépiilé halozatban pontosan ezekkel a
tulajdonsagokkal kell rendelkezniiik az idegsejteknek ahhoz, hogy robosztus hatést

kifejtve megbizhatoan szinkronizaljak a fejlddd halozatok elemeit.

VIIL.2. Szinaptikus transzmisszié, szinkron aktivitais é a GABA-NMDA

egyiittmiikodés szerepe a neuronalis halozatok kialakulasaban

A fejlédo idegrendszerben a kiilonbozd haldzati akivitdsmintdzatok egymast
szigoru sorrendben kovetve jelennek meg, kezdve a legegyszeriibb ¢€s lassabb kalcium-
platokkal, melyet a megfeleld szamt GABAerg kapcsolat megjelenésével felvalt az elsd
szinapszis-vezérelt szinkron aktivitas, az SSA (Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai
2008, 2012; Ben-Ari 2001; Blankenship és Feller, 2010). Az SSA idegsejt-hal6zatok
fejlodésében betoltott kiemelt szerepét igazolja széleskori megdrzottsége mind az
egyed- mind pedig a torzsfejlédés soran (Ben-Ari, 2001, 2007; Khazipov és mtsai 2001;
Khazipov és Luhmann, 2006). Ugyancsak els6dleges fontossagat bizonyitja, hogy mind
az idegsejtek morfoldgiai, mind pedig szinaptikus kapcsolatrendszerének kialakuldsahoz
sziikkséges ez az aktivitasmintazat (Groc és mtsai 2002; Kastanenka és Landmesser,

2010; Colin-Le Brun és mtsai 2004; Huupponen és mtsai 2012). Feltehetoleg a
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pajzsmirigy-hormonok is — legalabb részben — az SSA elbsegitésén keresztiil fejtik ki az
agy fejlodésében betoltott alapvetd hatasukat (Westerholz és mtsai 2010). A spontan
szinkron szinaptikus aktivitds eddigi ismereteink szerint két modon latja el a feladatat:
egyrészt biztositja a dendritikus €és axondlis arborizacié kialakuldsahoz sziikséges
aktivitast, masrészt pedig az idegsejtek aktivitdsdnak iddbeli Osszehangolasa soran
teremti meg a szinaptogenezis, szinaptikus plaszticitds ¢és szinaptikus integracid
lehet6ségét (Katz és Shatz, 1996; Mohajerani és Cherubini, 2006; Caiati és mtsai 2013).
Az SSA a felnétt agy szinkron aktivitdismintazataival 6sszevetve sokkal lassabb, a sejtek
szinkron kistilésére biztositott iddablak is szélesebb. Ezen kiviil a fejlédésnek ebben a
szakaszaban a receptor-aramok is idOben elnyujtottabb kinetikdt mutatnak, és
nagysdguk is sokszorosa az felndtt agyban tapasztalhatd éaramokhoz viszonyitva
(Dingledine és mtsai 1999; Akerman és Cline, 2007). Ezen tulajdonsagok jo
Osszhangban vannak az SSA dinamikdjaval, ezaltal még jobban -elésegitve a
szinaptogenezist és szinaptikus integraciot.

Az SSA kialakulasahoz sziikséges a GABAerg depolarizacio (Cherubini és mtsai
2011, Ben-Ari, 2007, Pfeffer és mtsai 2009; Sipila és mtsai 2006), és az NMDA-
receptorok aktivacioja is (Crépel és mtsai 2007; Alléne és mtsai 2008; Dupont és mtsai
2006). Ezen feliil jol ismert az is, hogy a posztnatalis fejléddés soran GABAerg
depolarizacio képes kilokni az NMDA-receptorok magnézium-blokkjat, igy elésegitve
azok aktivalasat. Ez a kolcsonhatas jelentds mértékben hozzdjarul az SSA
kialakulasdhoz, de a fejlddés soran lezajldo szinaptikus plaszticitdsban is részt vesz
(Leinekugel és mtsai 1997; Pavlov és mtsai 2004). Az eredeti elképzelés szerint a
GABAA- és NMDA -receptorok egyiittmiikodése egy heteroszinaptikus kdlcsonhatason
alapul, azaz a depolarizaci6 a GABAerg szinapszisokbol elektrotonusosan atterjed a
glutamaterg szinapszisokba, ahol eldsegiti az NMDAR-aktivaciot (Leinekugel és mtsai
1997; Wang és Kriegstein 2008). Munkéankban kimutattuk, hogy a posztnatalis fejlodés
soran az NMDA-receptorok GluN1, GIuN2A ¢és GluN2B alegységei jelen vannak a
glutamaterg szinapszisokon kiviill a GABAerg szinapszisokban is. Az NMDAR-k
mindkét szinapszis-tipusban kizarolag posztszinaptikusan helyezkedtek el, és a
glutamaterg szinapszisok csak 1,6-szer tartalmaztak tobb NMDA-receptort, mint a
GABAerg szinapszisok. Ez a kiilonbség dramaian megvaltozik a felnétt allatban, ahol a

glutamaterg szinapszisok 5x tobb NMDAR-t tartalmaznak, mint a GABAergek.
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Kozvetleniil kimutattatuk azt is, hogy az NMDA- és GABAAa-receptorok egyiitt
fejezddnek ki a GABAerg szinapszisokban. Ezen eredményeink alapjan felvazoljuk a

GABA-NMDA egyiittmiikodés egy 1j, mddositott elméletét, melynek elvét a 21. abra

mutatja.
21. dbra. A vazlat a GABAp-
Glutamaterg receptorok és NMDA-recep-
torok  posztnatdlis  fejlodés
GABAerg ‘H H\ sordn  torténd  egyiittmiiko-
.NI\/.IDA. désének feltételezett miikodeési
—4 L'“‘ﬂ'i-’—ilﬁli elvét dbrizolja
GABA, NMDA L .
'@ Eredményeink, melyek szerint a
l ® GABAx- és NMDA-receptorok

egylitt vannak jelen a GABAerg szinapszisokban, anatomiai alapjat képezhetik a
posztnatalis fejlodés soran kiemelt szerepet jatszo spontan szinkron aktivitas (SSA) vj
modelljének. A GABAa-receptorok aramai dltal létrehozott posztszinaptikus
depolarizdacio vezet a GABAerg szinapszisokban elhelyezkedd NMDA-receptorok
aktivdlasahoz. Ez a GABAerg szinapszisokban lejatszodo homoszinaptikus receptor
aktivacio erds lokalis depolarizdaciot okoz, mely a csendes (AMPA-receptort nem
tartalmazo)  glutamdterg  szinapszisok  NMDA-receptorainak  heteroszinaptikus

aktivalasat vonja maga utan.

Elgondolasunk szerint a GABA-NMDA egyiittmlikodés elsdsorban
homoszinaptikus kolcsonhatason alapszik, és csak ezt kovetden torténik meg a
heteroszinaptikus hatas, azaz a GABAa-receptorok aktivacidja soran kialakuld helyi
depolarizacid az ugyanezen szinapszisban elhelyezkedd NMDAR-k aktivalasat segiti
eld, és az igy létrejovo erdteljes depolarizacid nagyobb hatasfokkal képes elérni a
tavolabbi glutamaterg szinapszisokat is. A GABA-NMDA egyiittmiikddés kritikus
fontossaggal bir az idegsejthaldzatok fejlddése sordn, hiszen elengedhetetlen a szinkron
haldzati aktivitas kialakuldsahoz, a szinapszisok létrejottéhez és a csendes szinapszisok
megéréséhez is (Wang és Kriegstein, 2008; Voigt és mtsai 2005; Chancey és mtsai
2013; Kerchner és Nicoll, 2008; Anastasiades és Butt, 2012).
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Ugyanakkor az NMDA-receptorok miikddése soran posztszinaptikusan
kialakulo aktivitas-fiiggd kalciumjel mas folyamatokban is fontos szerepet jatszhat. Az
NMDAR-aktivacido képes a posztszinaptikusan elhelyezkedd sejtvaz szerkezetének
felépiilését, aktivitas-fliggd atalakulasat beinditani (Ackermann és Matus, 2003), mely
kialakitasaban is. Az NMDA-receptorok aktivacidja fontos szabalyozoja a GABAa-
receptorok oldaliranyti mozgasanak, szinaptikus felhalmozoddasanak (Muir és mtsai
2010), s6t, exocitdzis soran torténé membranba kihelyezédésének is (Marsden és mtsai
2007). A fenti eredmények azt sejtetik, hogy a GABAerg szinapszisokban elhelyezkedd
NMDA-receptorok minden bizonnyal fontos szerepet jatszanak ezen szinapszisok

aktivitas-fiiggd plaszticitasanak szabalyozasaban is.
VIIL3. Retrograd jelatvitel a fejlédé agy szinapszisaiban

A kifejlett agy megfeleld mitkodésének alapvetd feltétele a serkentés és gatlas
egyensulya (Eichler és Meier, 2008). Ugyanez kiilonosen igaz a fejlodé agyra, ahol
egyrészt a dinamikusan valtozo, atépiilé halozat eleve jobban ki van téve a koros
tulserkentettség karos hatdsainak, masrészt pedig a GABAerg jelatvitel késObbi
altalanos gatlé miikddésével szembeni depolarizald hatdsaval éppen fokozza a rendszer
aktivitasat (Turrigiano, 2011; Chapman és mtsai 2012). Ezek alapjan az sem véletlen,
hogy a koros serkentettségi allapotok az jsziilottek leggyakoribb neuroldgiai eltérései
kozé tartoznak (Kirmse és mtsai 2011). Sziikségszerii tehat, hogy a posztnatalis fejlédés
soran — érett és robosztusan mikodé gatlo-haldzat hianyaban — jelen legyenek olyan
mechanizmusok ¢és szabalyozorendszerek, melyek lehetévé teszik a koros
tulserkentettség allapotanak elkeriilését. Bar a GABAerg jelatvitel képes sontdlésen
keresztiil valamekkora gatlasra (a GABAa-receptorok egyensulyi potencialja az akcids-
potencidl kiiszobének kozelében van, ezért egy erdsen depolarizalt allapotban levd sejtet
még a fejlédés alatt is hiperpolarizacid irdnyaba fog hajtani a rd érkez6 GABAerg
bemenet; Banke és McBain, 2006), ez 6nmagéaban nem elegendd.

A retrograd szinaptikus jelatviteli rendszerek altalanos tulajdonsaga, hogy a
posztszinaptikus oldal allapotdnak fliggvényében befolyasoljadk a preszinaptikus
végkésziilék miikodését, azaz kimondottan alkalmasak egy szinaptikus negativ-

visszacsatolas megvalositasara (Zilberter és mtsai 2005). Mivel a fejlédé agy spontan
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szinkron aktivitasat elsdsorban a szinaptikus jelatvitel hozza létre, felmeriil ezen
szinapszisok szamos kiilonb6z6 modon torténd szabalyozasanak lehetésége. Eddig tobb
jelatviteli rendszer keriilt mar leirasra, melyek a posztnatalis fejlodés sordn a
preszinaptikus jelatvitelt befolyasolva szabalyozzdk a spontan aktivitast. Bar nem
retrograd jelatvitel, meg kell emliteni a GABAerg preszinaptikus végkésziilékeken
elhelyezkedd GABAg-receptorok aktivaciojat, mely képes befolyasolni a szinkron
aktivitas el6fordulasat (McLean és mtsai 1996). Jol ismert retrograd utvonal az
endokannabinoid rendszer, melyrél kimutattdk, hogy aktivacidja csokkentette a
szinkron események eléfordulasat in vivo a fejlodé agyban (Bernard és mtsai 2005),
tovabba azt is igazoltak, hogy a GABAerg depolarizacié képes beinditani ezt a retrograd
jelatviteli utvonalat (Urbanski és mtsai 2009). Csoportunknak sikeriilt igazolni a
retrograd nitrogén-monoxid jelatviteli utvonal jelenlétét a posztnatélis fejlddés soran,
mely eredményeinket a 22. dbra foglalja dssze.

Kimutattuk, hogy a retrograd NO-jelatviteli ttvonal molekuléris elemei jelen
vannak a fejlédé hippokampusz GABAerg ¢és glutamaterg szinapszisaiban is.
Bizonyitottuk, hogy ez a molekularis ttvonal miikod6képes, mivel NO-donor hatdsara
preszinaptikus cGMP termelddés volt megfigyelhetd. Igazoltuk, hogy a retrograd NO-
rendszer csOkkenti mind a GABAerg, mind pedig a glutamaterg szinaptikus
transzmissziot, illetve ezen jelatviteli rendszer stimulalasa erdteljesen csokkenti, gatlasa
pedig nagy mértékben megndveli a spontdn szinkron aktivitds eseményeinek szamat.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a szinaptikus retrograd nitrogén-monoxid jelatvitel
mar a posztnatalis fejlédés soran mikodo, altalanos szinaptikus visszacsatolo-rendszer,
mely képes erdteljesen befolyasolni a szinaptikus jelatvitelt, ezen keresztiil pedig a
spontan szinkron aktivitas alapvetd szabalyozoja.

Mivel az NO szabadon jut at az idegsejtek membranjan, ezért az eredeti
elgondolasok szerint szabalyozd hatdsat akar tobb szdz mikrométerre eldiffundalva,
tigynevezett térfogati-jelatvitel soran fejti ki. Ujabban azonban igazolast nyert, hogy in
vivo az NO-koncentracio élettani tartomanya4-5 nagysagrenddel kisebb a korabbi
elképzelésekben szereplonél (Hall és Garthwaite, 2009; Wood és mtsai 2011).

Az élettani tartomany — mely a pikomolostél alacsony nanomolos
koncentraciokig terjed — feletti nitrogén-monoxid doézisok egyértelmiien a koros

allapotokkal  hozhatok  Osszefiiggésbe.Ezen folyamatok sordn  képzdédhetnek
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peroxinitritek, egyéb szabadgyokok, és megjelenik az S-nitrozilacid, tirozin-nitracio,
melyek  kiilonb6z6  tdmadasi  pontokon  keresztiil  neurotoxicitashoz ~ és

neurodegeneracidohoz vezetnek (Benarroch, 2011).

22. dbra. Az NO-rendszer
molekularis elemeinek
elhelyez-kedése, a
szinaptikus jelatvitelre és a
szinkron halozati

aktivitasra kifejtett hatisa

A, A posztnatdlis fejlodés
soran a GABAerg

szinapszisokban  sikeriilt
B Kimutatnunk  posztszinap-

Az NO-rendszer tikusan az nNOS, pre-

GABAerg aktivalasa L :
posztszinaptikus szinaptikusan pedig az NO-

aramok 4/\__ receptor jelenlétét. Igazol-
tuk, hogy NO-val aktivilva

glutamaterg ::ﬁsg;sea"dszer ez a receptor képes ezekben

posztszinaptikus a végkésziilékekben cGMP-

aramok /\

t termelni. Tovabba a

glutamaterg szinapszi-

Cc sokban is kimutattuk az
Az NO-rendszer aktivalasa NOS tszinaptik

n osztszinaptikus

l l I l | | | I ' ' jelenletet. B, Az NO-
rendszer képes mind a
9_

Az NO-rendszer gatlasa GABAerg, mind pedig a

glutamaterg  posztszinap-
tikus aramokat csokkenteni. C, Az NO-rendszer képes szabdlyozni a posztnatalis
fejlddés soran kiemelt szerepet jatszo spontan szinkron aktivitdast (SSA). Az NO-rendszer
aktivalasa csokkenti, gatlasa pedig noveli az idoegység alatti szinkron események

szamadt.
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Fény deriilt arra is, hogy az NO-jel csak 1-2 mikrométeres tavolsagban
érzékelheté az egyébként kimondottan érzékeny NOsGC altal (Namiki és mtsai 2005;
Iino és mtsai 2006, Hall és Garthwaite, 2009), tovabba, hogy a receptor deaktivacidja is
varatlanul gyors (Bellamy és mtsai 2000; Bellamy és Garthwaite, 2001). Ezek a
tulajdonsdgok nemcsak egy gyors és hatékony, hanem szinapszis-specifikus informacio-
tovabbitasra képes jelatviteli rendszert festenek le. Felmeriil a kérdés, hogy mi lehet a
szerepe az nNOS-t kifejez0 interneuronokban difflizan, nagy mennyiségben jelen levo
NO-szintaznak, illetve az endothélbdl felszabadulo, idegsejteket eléré NO-nak?
Nyilvanval6, hogy ezekbdl a forrasokbol felszabadulé NO alkalmatlan a szinapszis-
specifikus szabalyozas megvalositasara. A két elgondolas — szinapszis-specifikus vs.
térfogati-jelatvitel — egységes elméletbe foglalasat John Gartwaite irja le (Garthwaite,
2008). Az elgondolas szerint — melyet kisérletes adatok is alatamasztanak — az
tonusos nitrogén-monoxid-szintre mintegy raépiil a rovid ideig tartd pulzusokban
felszabaduld6 NO, mely kis teriileten — a végkésziilékek mérettartomdnydban —
magasabb koncentraciot elérve képes kifejteni szinapszis-specifikus hatasat. Ezen feliil
az interneuronokbodl felszabaduld, tonusos NO a neuro-vaszkularis jelatvitelben is
szerepet jatszva kozvetitheti az agyteriilet aktualis aktivitdsi szintjét, ezaltal ahhoz
igazitva a helyi vératiramlas mértékét (Garthwaite, 2008). A pontszerli forrasbol
felszabaduldé NO hatastalanitasa elsGsorban szétdiffundalasa, szovetben valo kihigulasa
soran torténik meg, mig a tonusos nitrogén-monoxid lebontasat egyéb mechanizmusok
végzik, melyek kozott szerepelhet a vordsvérsejtekben és a piramissejtekben is
jelenlévé hemoglobin is (Garthwaite, 2008; Schelshorn és mtsai 2009).

Kisérleteink soran igazoltuk tehat, hogy a szinapszisokban jelen levd nitrogén-
monoxid jelpalya fontos szabalyozdja mind a szinaptikus miitkodésnek, mind pedig a
fejlodd hippokampusz spontdn szinkron aktivitasanak is. A retrograd NO-jelatvitel
azonban mads, a fejlédés szempontjabol kiemelt fontossagii folyamatban is szerepet
jatszhat. Az NO-cGMP-jelpalya fontos szerepet jatszik az axonok ndvekedésének
szabalyozéasaban, illetve az axonalis névekedési kapok iranyitdsaban is (Schmidt és
mtsai 2002; Welshhans és Rehder, 2005; Murray és mtsai 2009). Az 0j szinapszisok

kialakulasédban ugyancsak alapvetd fontossaggal bir ez a jelatviteli utvonal (Nikonenko
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€s mtsai 2008; Yoshihara és mtsai 2009). Vizsgalataink soran a piramissejtek sejttestein
¢s dendritjein is talaltunk a szinapszisokon kiviili sejtmembranhoz tarsult nNOS-
jelolést. Konnyen elképzelhetd, hogy ezek a membranteriiletek leendd szinapszisok
lennének, melyek nitrogén-monoxid felszabaditdsaval iranyitandk maguk felé a
novekvd axonokat, majd hozzdjarulnanak — a pre- és posztszinaptikus oldal kozotti
jelatvitellel — a szinapszisok kialakulasahoz. Ezutan ezek az uUjonnan Iétrejott
szinapszisok egybdl rendelkeznének is a sajat aktivitdsuk retrograd modon torténd
szabalyozasahoz szilikséges molekularis jelatviteli Gitvonal elemeivel, mely NO rendszer
felnéttkorban is megmarad — ahogyan azt a dolgozatban nem részletezett mas

munkainkban korabban leirtuk (Szabadits és Cserép és mtsai 2007).

VIIL4. A posztszinaptikus fehérjeszerkezethez valo lehetséges kapcsolodasi pontok

A posztszinaptikus denzitas (PSD) felfedezése 6ta — mely soran a preszinaptikus
végkésziilékkel ~ szemben  elhelyezkedd  posztszinaptikus ~ membranszakasz
~megnovekedett denzitdsu megvastagodasa’-ként irtak le (Palay, 1956) — kidertilt, hogy
a PSD a szinapszisok mikodésének kozéppontjaban allo, azt alapvetéen meghatarozo
szerkezet, melynek megismerése a modern neurobioldgia egyik f6 feladata még
napjainkban is (Gold, 2012; Iasevoli és mtsai 2013). A PSD az agy talan egyik
legosszetettebb szerkezete, felépitésében tobb ezer molekula, koztiik strukturalis
fehérjék, a sejtvaz kiilonbozo elemei, receptorfehérjék, szabalyozomolekulak, enzimek
vesznek részt (Kennedy, 2000). A GABAerg és a glutamaterg szinapszisok PSD-je
nagymértékben eltérnek egymastol, mégis alapvetden ugyanazokat a feladatokat kell
ellatniuk (Fritschy és mtsai 2012). A PSD biztositja a szinapszisok szerkezeti hatterét,
azaz a sejtvaz kiilonboz6 elemei, a szinapszisban elhelyezkedd receptorok, a tovabbi
jelatvitelben résztvevé molekulak, a kiillonboz6 allosztérikus modulatorok és a sejt-sejt
kozotti (jelen esetben transz-szinaptikus) kapcsolatokért felelds membranfehérjék kozott
teremt  kapcsolatot. Legalabb  ennyire fontos azonban, hogy  Osszetett
kapcsolatrendszerén keresztiil lehetdséget teremt az emlitett molekularis elemek
mennyiségének, elhelyezkedésének ¢és miikodésének aktivitds-fliggd, dinamikus
szabalyozéasara, ezaltal alapvetd szerepet toltve be a szinaptikus plaszticitas

folyamataiban (lasevoli és mtsai 2013). Az egyik eleme ennek a rendszernek az
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ugynevezett ,,allvanyozo-fehérjék™ csoportja, melyek sajat enzimatikus aktivitdssal nem
rendelkeznek, viszont tartalmaznak olyan altaldnos szerkezeti modulokat, melyek
lehetové teszik a PSD tobbi elemének az 6sszekapcsolasat (Verpelli és mtsai 2012). A
egyik legelterjedtebb ilyen modul a PDZ-domén (Fanning és Anderson, 1996; Feng és
Zhang, 2009), mely nevét azoknak a fehérjéknek a kezddbetiii teszik ki, amelyekben
el6szor felfedezték (PSD95/postsynaptic density protein 95, Dlgl/Drosophila disc large
tumor suppressor és ZO-1/zonula occludens 1; Ranganathan és Ross, 1997). Sok
posztszinaptikus fehérje mellett az NMDA-receptorok és az nNOS is rendelkeznek
PDZ-doménekkel, és azt is kimutattdk, hogy a felndtt agyban ezeken a doméneken
keresztiil kapcsolodnak a glutamaterg szinapszisok PSD-jéhez is (Kornau és mtsai
1995; Niethammer és mtsai 1996; Brenman és mtsai 1996). Eredményeink, melyek
szerint a posztnatalis fejlddés soran mind az NMDAR-k, mind pedig az nNOS jelen van
a glutamatergen kiviil a GABAerg szinapszisokban is, felvetik a kérdés, hogy vajon a
GABAerg szinapszisokban is jelen vannak-e PDZ-doménnel rendelkezd allvanyozo-
fehérjék?

1997-ben fedezték fel a glutamaterg szinpszisokban a GRIP1 (glutamate-
receptor interacting protein 1) nevii, PDZ-doméneket tartalmazo fehérjét (Dong és mtsai
1997). Késobb kimutattak, hogy a GRIP1 nem csak a glutamaterg, hanem a GABAerg
szinapszisokban is jelen van, ahol az egyik legfontosabb GABAerg allvanyozo-
fehérjével, a gephyrinnel is képes kapcsolodni (Charych és mtsai 2004; Li és mtsai
2005; Yu és mtsai 2008). A GRIP1 mar embrionalis korban is kifejezodik az agyban,
rdadasul kilitése embrionalis halalozast okoz, igazolva a fejlédésben betoltott fontos
szerepét (Yu és mtsai 2001; Bladt és mtsai 2002). A GRIP1 felfedezése utan egy évvel,
1998-ban irtak le egy 0j, PDZ-doménekkel rendelkezd szinaptikus allvanyozo-fehérjét,
az SSCAM-et (synaptic scaffolding molecule), mely képes volt kotddni az NMDA-
receptorokhoz is (Hirao és mtsai 1998, 2000). Kés6ébb igazoltak, hogy az SSCAM jelen
van a GABAerg szinapszisokban is, illetve, hogy genetikai kiiitése a sziiletés utani elsé
napon haldlhoz vezet, mely a fejlédésben betoltott fontos szerepére utal (Sumita és
mtsai 2007; lida és mtsai 2007).Feltételezésiink szerint ez lehet két olyan molekula,
mely PDZ-doménjei segitségével rogzitheti az NMDA-receptorokat és az nNOS-t a
GABAerg szinapszisok posztszinaptikus denzitdsdban (23. abra), ezaltal megtermetve a

két jelatviteli rendszer miikodésének szerkezeti alapjat.
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23. dbra. A fejlodd idegsejthadlozatok vizsgdlata sordn felderitett molekuldris jelatviteli
utvonalak rendszere

A GABAerg szinapszisokban a GABAa-receptorok aktivalodasa kovetkeztében létrejovi
depolarizacio lehetoévé teszi az ugyanezen szinapszisban elhelyezked6 NMDA-
receptorok aktivalodasat, melyek egyiittes hatasaként a , csendes” glutamaterg
szinapszisokban helyet foglalo NMDA-receptorok aktivalodasa is megtorténhet (piros
nyilak). Ezen folyamatok egyiittesen segitik elé a spontan szinkron aktivitas (SSA)
kialakulasat. A GABAerg szinapszisokban helyet foglalo NMDA-receptorok ligandjai
(glutamat vagy aszpartdat) érkezhetnek magukbol a GABAerg végkésziilékbdl,
asztrocitakbol, novekedési kupokbdl, vagy akar a tavolabb elhelyezkedo glutamaterg
végkésziilékekbdl is (zold nyilak). Az NMDA-receptorok a GABAerg szinapszisokban
rogziilhetnek a GRIPI, vagy akar az SSCAM fehérjékhez is, mig a glutamaterg
szinapszisokban ugyanezt a feladatot a SAP102 és PSDY5 fehérjék latjak el. Ugyanezen
feheérjék rogzithetik az nNOS-t is a posztszinaptikus denzitishoz ezekben a
szinapszisokban. Az nNOS aktivdldsahoz sziikséges kalciumionok az NMDA-
receptorokon keresztiil, vagy mas, sejten beliili illetve kiviili forrasbol is szarmazhatnak
(kék nyilak). A posztszinaptikus kalciumszint emelkedésének kovetkezményeként

megtermelddott nitrogén-monoxid (NO) a preszinaptikus végkésziilékbe diffundal (lila
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nyilak), ahol receptorat (az NOsGC-t) aktivdlja, igy inditva be a végkésziilekben a
cGMP termelodését (tiirkiz nyilak), mely masodlagos jelatviteli folyamatokat beinditva

csokkentheti a tovabbi jelatvivé-anyag felszabadulast.

A feln6tt agyban a PSD95 rogziti az NMDA-receptorokat és az nNOS-t a
glutamaterg PSD-ben, azonban a posztnatalis fejlodés kezdetén alacsony a PSD95
kifejezddése, és szintje csak meglehetdsen lassan emelkedik (Lu és mtsai 2000; Swulius
és mtsai 2010). A fejlédésnek ebben a korai szakaszaban jelen van azonban a
glutamaterg szinapszisokban a SAP102 (synapse associated protein 102), egy PDZ-
doménekkel rendelkezé allvanyozo-fehérje, mely ugyancsak képes az NMDA-
receptorokkal kapcsolddni (Petralia és mtsai 2005; Miiller és mtsai 1996; Sans és mtsali
2000). Feltételezéseink szerint a glutamaterg szinapszisokban a fejlodés soran a
SAP102, majd a fokozatosan ndvekvdé mennyiségi PSD95 rogziti az NMDA-

receptorokat és az nNOS-t a posztszinaptikus denzitasban (23. abra).
VIILS. A molekularis jelatviteli utvonalak ligandjainak lehetséges forrasai

Az NMDA-receptorok aktivalasdhoz harom feltétel egyidejii teljesiilése
sziikséges: 1. a Mg?*-blokkot kiloké depolarizacio, 2. a ko-agonista (glicin/D-szerin)
kotédése €s 3. az agonista (glutamat/aszpartat)-kotohely telitése. A fejlodés altalunk
vizsgalt szakaszdban a depolarizaciot elsdsorban a GABAerg jelatvitel biztositja,
melyhez a fokozatosan megjelend glutamaterg szinapszisok miikddése egyre novekvd
mértékben jarul hozza (Ben-Ari és mtsai 1997; Leinekugel és mtsai 1999). Az NMDA-
receptorok ko-agonistai koziil a glicin els6sorban a kéreg alatti teriileteken termelédik,
mig az agykéregben a D-szerin van jelen nagyobb mennyiségben (Schell és mtsai
1997), tovabba a D-szerin sokkal erdteljesebben (nanomolos tartomanyba es6 EDso-€S
értekkel) kotédik az NMDA-receptorok ko-agonista kotéhelyéhez, mint a glicin
(Nishikawa, 2011). Bar a sejten kiviili térben taldlhatd D-szerin szintje a posztnatalis
fejlodés soran meredeken emelkedik, mar a sziiletés utani elsd napon eléri az alacsony
mikromolos szintet az agykéregben (Wang ¢s Zhu, 2003). A D-szerin a vizsgalatok
soran asztrocitakbol szabadul fel, és ebben a koncentracidban bdségesen elegendd az

NMDA-receptorok aktivalasahoz (Auld és Robitaille, 2003; Yang és mtsai 2003). A
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kérdés tehat az, hogy honnan szarmazik az NMDA-receptorok aktivaldsdhoz sziikséges
glutamat vagy aszpartat?

A klasszikus szinaptikus transzmisszié soran a preszinaptikus végkésziilékbol
felszabaduld jelatvivé anyag a posztszinaptikus receptorhoz koétédve fejti ki hatasat.
Tobb kisérleti eredmény is arra utal, hogy a GABAerg szinapszisok a GABA mellett
mas jelatvivé-anyagokat is tritenek. Kimutattak, hogy az NMDA-receptorok ligandjai,
az aszpartat ¢€s a glutamat is aktivitas-fliggd modon szabadul fel a GABAerg
szinapszisokbol (Gundersen és mtsai 2004; Nadler, 2011; Noh és mtsai 2010).Ezeknek
a ligandoknak a preszinaptikus vezikuldkba torténé felvételérealkalmas, 3-as tipusu
vezikularis glutamat transzporter (vGluT3) jelenléte mar a fejlodés korai szakaszadban
kimutathaté (Gras és mtsai 2005). Igy a GABAerg szinapszisokbdl felszabadulo
ligandok hozzéjarulhatnak az ugyanitt elhelyezked6 NMDA-receptorok aktivaldsdhoz
(23. abra). Az NMDA-receptorok ligandjainak ugyancsak forrasai lehetnek az
asztrocitak. Leirtak, hogy az asztrocitak aktivitas-fliggd vezikularis modon képesek
jelatvivéanyagok tritésére (Montana és mtsai 2006), igy képesek glutamatot és D-
szerint is felszabaditani (Bezzi és mtsai 2004; Bergersen és Gundersen, 2009; Bergersen
és mtsai 2011). Azt is igazoltak, hogy az ily mddon felszabaduld glutamat képes az
idegsejteken talalhato NMDAR-k aktivalasara is (Jourdain és mtsai 2007; Bardoni és
mtsai 2010). A posztnatalis fejlodés soran raadasul az asztrocitak az idegsejtek altal
létrehozott SSA-val dsszehangolt spontan szinkron aktivitassal is rendelkeznek, mely
soran aktivitas-fiiggd modon firithetik a glutamatot (Aguado és mtsai 2002). Jo esély
van tehat arra, hogy az asztrocitdkbol szdrmazo6 ligandok hozzdjarulnak a GABAerg
szinapszisokban jelen levd NMDAR-k aktivalasahoz a posztnatalis id6szak soran (23.
abra).

Az axonalis novekedési kupokrol ismert, hogy kiilonféle jelatvivé-anyagokat —
példaul acetil-kolint, GABA-t, vagy éppen glutamatot — képesek iiriteni (Yao és mtsai
2000; Gao és van den Pol, 2000; Soeda és mtsai 1997), fesziiltség-fiiggd
kalciumcsatornak aktivalasa utdan (Soeda és mtsai 2002). gy ezekbdl a novekedési
kapokbol felszabaduld glutamat is hozzajarulhat a GABAerg szinapszisokban talalhato
NMDAR-k aktivalasahoz (23. abra).

A feln6tt agyban a szlik sejtkozti tér, illetve a hatékony glidlis glutamat-felvétel

miatt korlatozott a glutamaterg szinapszisokbdl ,.kicsorgd” glutamat hatdsa (Kullmann
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és Asztély, 1998). A fejlédé agyban azonban a tagasabb sejtkozotti tér, illetve a glidlis
glutamat-felvevd rendszerek alacsonyabb kifejez0dése miatt a glutamaterg
szinapszisokbol felszabadulé glutamat is konnyebben eljuthat a kozelben levo
GABAerg szinapszisokhoz, és részt vehet az azokban elhelyezked6 NMDA-receptorok
aktivalasaban (Thomas és mtsai 2011; 23. abra).

Az nNOS a megndvekedett sejten beliili kalciumszint hatasara kalcium-
kalmodulin komplexet kotve aktivalédik (Prast és Philippu, 2001). A posztnatalis
fejlodés soran a GABAa-receptorok kinyildsa soran kialakul6 depolarizacio képes mind
fesziiltségfiiggd kalciumesatornak, mind pedig NMDA-receptorok aktivalasan keresztiil
posztszinaptikus kalcium-bearamlast okozni (Eilers és mtsai 2001; Kullmann és
Kandler, 2008; Leinekugel és mtsai 1997). Ez a kalciumszint-emelkedés aktivitas-fiiggd
modon beindithatja a retrograd nitrogén-monoxid jelatvitelt (23. dbra). A felndtt agyban
a PSDO5 képes egy fehérjekomplexben rogziteni az NMDA -receptorokat és az nNOS-t,
mely lehet6vé teszi, hogy az NMDA-receptorokon keresztiil bearamlo kalcium nagyon
hatékonyan aktivalhassa az NO-jelatvitelt (Christopherson és mtsai 1999). A fejlédés
soran a glutamaterg szinapszisokban a SAP102, mig a GABAerg szinapszisokban a
GRIP1 ¢és az SSCAM is képes lehet erre PDZ-doménjeiken keresztiil, ezaltal lehetdvé
téve az nNOS hatékony aktivalasat. Jelenlegi ismeretink szerint Ggy tiinik, hogy a
felndtt agyban az nNOS nem aktivalhato sejten beliili kalciumraktarakbol (Alagarsamy
¢s mtsai 1994), ez azonban nem zarja ki, hogy a posztnatalis fejlodés soran ilyen médon

aktivalddjon a retrograd nitrogén-monoxid jelatvitel.
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IX. KOVETKEZTETESEK

A GABA a felnétt agy 16 gatlo jelatvivoanyaga, mely az idegrendszer fejlédése
soran depolarizal6 hatést fejt ki. Ez a GABAerg depolarizacio kiemelten fontos szerepet
jatszik a az idegsejthalozatok megfeleld kifejlodésében. Tobbek kozott ez a hatas tudja
kilokni az NMDA-receptorok I\/Igz+-blokkjé1t, hozzajarulva ezen receptorok
aktivalasdhoz. A GABAAa- és az NMDA-receptorok ilyetén egylittmiikodése ugyancsak
alapvetd szerepet tolt be az idegrendszer fejlédésében, illetve a spontan szinkron
aktivitas (SSA) kialakitasaban is.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a fejlodés korai posztnatalis
szakaszaban pontosan hol helyezkednek el az NMDAR-ok. Elektronmikroszkdpos
kisérleteink soran kimutattuk, hogy az NMDA-receptorok GluN1, GluN2A és GIuN2B
alegységel jelen vannak mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinapszisokban,
kizardlag posztszinaptikusan. A kvantitativ beagyazas-utani immunarany modszerrel azt
talaltuk, hogy az NMDAR-ok 3x nagyobb stiriséggel vannak jelena glutamaterg
szinapszisokban mint a GABAergekben, viszont mivel utobbi szinapszisok kozel 2x
nagyobbak, a kétféle szinapszis hasonld szami NMDAR-t tartalmaz. Ez éles ellentétben
all a feln6tt agyban mért eredményeinkkel, ahol a glutamaterg szinapszisok 5x tobb
NMDA-receptort fejeznek ki, mint a GABAergek. Ez arra utal, hogy a fejlédés soran a
GABAerg szinapszisokban elhelyezked6 NMDAR-ok kiemelten fontos szerepet
toltenek be. Eredményeink alapjan feltételezziik tovabba, hogy a fejlédés soran fontos
szerepet betoltd GABA-NMDA-egyiittmiikodés elsodleges helyszine a GABAerg
szinapszis, ahol az NMDAR-aktivacid hozzajarulhat az SSA kialakulasahoz, a
halézatok megfeleld kialakulasdhoz elengedhetetlen posztszinaptikus kalciumjelekhez,
illetve a GABAerg szinapszisok aktivitasfiiggd plaszticitasi folyamataihoz is.

Mivel a fejlédés ezen szakaszdban a GABAerg jelatvitel serkentd hatasu,
sziikségszerll egy altalanos negativ visszacsatolo rendszer jelenléte. Vizsgalataink soran
arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a retrograd NO-jelatviteli rendszer betéltheti-e ezt a
szerepet. Teljes-sejt elvezetéssel kimutattuk, hogy a NO-jelatvitel mind a glutamaterg,
mind pedig a GABAerg szinaptikus jelatvitelt befolyasolja a korai posztnatalis
idészakban, mégpedig csokkenti a szinaptikus jelatvitel hatékonysagat. Fény- és

elektronmikroszkopos modszerekkel felderitettiik a retrogdd NO-jelatviteli Gtvonal
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molekularis elemeinek pontos elhelyezkedését mindkét tipusu szinapszisban.
Multineuron-kalcium-képalkotast alaklmazva akut szeletekben kimutattuk, hogy az NO-
jelatvitel részt vesz a szinkron halozati aktivitas szabalyozasaban is, mivel az NO-
jelatviteli utvonal serkentése csokkentette, gatlasa pedig megemelte az SSA soran
iddegység alatt lejatszodod szinkron események szdmat. Feltételezziik, hogy a retrograd
NO-rendszer alkalmas lehet egy altalanos Szinaptikus szabalyozo szerep betoltésére, és
hatékonyan befolydsolhatja a haldzati aktivitast, amikor a GABAerg jelatvitel még

depolarizal6 hatasu.
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X.  OSSZEFOGLALAS

A GABA - a felnétt agy 6 gatld jelatvivbanyaga — az idegrendszer fejlédése
soran depolarizald hatast fejt ki. Ez a GABAerg depolarizacio az NMDAR-okkal
egylittmiikddve hozza 1étre a spontan szinkron aktivitast (SSA). Mindezek a folyamatok
elengedhetetlentil fontosak az idegsejthalozatok megfeleld kifejlodéséhez.

Elsé kisérletsorozatunkban megallapitottuk, hogy a fejlédés korai posztnatalis
szakaszdban pontosan hol helyezkednek el az NMDAR-ok. Elektronmikroszkdpos
kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a GluN1, GluN2A ¢s GIluN2B NMDAR alegységek
jelen vannak mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinapszisokban, kizardlag
posztszinaptikusan. A kvantitativ beagyazas-utdni immunarany moddszerrel kimutattuk,
hogy az NMDAR-ok stirisége 3x nagyobb a glutamaterg szinapszisokban mint a
GABAergekben, viszont mivel utobbi szinapszisok kozel 2x nagyobbak, a kétféle
szinapszis hasonld szdmi NMDAR-t tartalmaz. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy a fejlédés soran fontos szerepet betoltd GABA-NMDA-egyiittmiikodés elsddleges
helyszine a GABAerg szinapszis.

Mivel a fejlodés ezen szakaszaban a GABAerg jelatvitel serkentd hatésu,
sziikségszerli egy altalanos negativ visszacsatold rendszer jelenléte. Mdasodik
kisérletsorozatunkban arra kerestiilk a valaszt, hogy vajon a retrograd NO-jelatviteli
rendszer betOltheti-e ezt a szerepet. Teljes-sejt elvezetéssel kimutattuk, hogy a NO-
jelatvitel mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinaptikus jelatvitelt
befolyasolja a korai posztnatalis iddszakban. Fény- és elektronmikroszkopos
modszerekkel felderitettiik a retrogdd NO-jelatviteli ttvonal molekularis elemeinek
pontos elhelyezkedését mindkét tipusu szinapszisban. Multineuron-kalcium-képalkotast
alaklmazva akut szeletekben kimutattuk, hogy az NO-jelatvitel részt vesz a szinkron
halozati aktivitas szabalyozasaban is. Feltételezziik, hogy a retrograd NO-rendszer
alkalmas lehet egy altalanos Szinaptikus szabalyozo szerep betoltésére, és hatékonyan
befolyasolhatja a halozati aktivitast, amikor a GABAerg jelatvitel még depolarizalo

hatasu.
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SUMMARY

GABA - the main inhibitory transmitter in the adult brain — exerts depolarizing
effects during development. This GABAergic depolarization cooperates with NMDAR-
s to produce spontaneous synchronous activity. All these processes are indispensable for
the proper formation of neuronal networks.

In the first series of experiments we determined the exact subcellular distribution
of NMDAR-s during the early postnatal period of development. Using electron-
microscopy, we found that GIuN1, GIuN2A and GluN2B NMDAR subunits are present
both in glutamatergic and GABAergic synapses, exclusively postsynaptically.
Quantitative post-embedding immunogold reactions confirmed that the density of
NMDARs is 3x higher in glutamatergic than in GABAergic synapses. Since
GABAergic synapses are about 2x larger, the two types of synapses contained similar
amounts of NMDARs. Based on our results we suggest that the developmentally
important GABA-NMDA cooperation takes place primarily in GABAergic synapses.

Since GABAergic transmission is mainly depolarizing during early postnatal
development, the existence of a powerful negative feedback mechanism is necessary. In
our second series of experiments we tested whether the retrograde NO-system could
fulfill this role. Using whole-cell recording we showed that NO signaling modulates not
only glutamatergic but also GABAergicsynaptic transmission during the earlypostnatal
period. We identified the precise subcellular localizationof key elements of the
underlying molecular cascade using immunohistochemistry at the light- and electron
microscopiclevels. As predicted by these morpho-functional data, multineuroncalcium
imaging in acute slices revealed that this NO-signalingmachinery is involved also in the
control of synchronous networkactivity patterns. We suggest that the retrograde NO-
signalingsystem is ideally suited to fulfill a general synaptic regulatoryrole and may
effectively fine-tune network activity during earlypostnatal development, while

GABAergic transmission is stilldepolarizing.
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