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1. BEVEZETES

Az agy egyedfejlodése egymast idében kovetd, egymast meghatarozo
események sorozata, melyek sordn egy egyszerd, néhany sejtbdl allo
szovetcsomobol kifejlodik a 1étez6 legmagasabb szintii és legdsszetettebb anyagi
struktara, az emberi észlelés, a tudat, a 1¢lek és a szellem anyagi szubsztratuma.

Ez a hihetetleniil 0sszetett folyamat egy fajokon ativel6 altalanos sémat
kovet, melynek sordn tobb egymast kovetd, de iddben sokszor atfedd részfeladatot
kell megoldania a fejlédé rendszernek. El6szor 1étre kell jonnie a megfeleld szama
sejtnek, azoknak a sejtvandorlas soran el kell jutniuk rendeltetési helyiikre, ott ki
kell alakitaniuk a feladatuk ellatasahoz sziikséges bonyolult térbeli formajukat, és a
szinaptogenezis folyamata soran létre kell hozniuk a rajuk jellemz6 szinaptikus
kapcsolatrendszert. Mindezen folyamatok folyamatok alapveté jellemzdje az
aktivitas-fligglség, mely sziikségessé teszi egy belsd, spontan neuronalis aktivitas
1étét.

A fejl6d6 idegsejthaldzatokban egy adott sejt el6szor GABAerg szinaptikus
bemeneteket fog kapni, majd ezt kdvetden jelennek meg rajta a glutamaterg
kapcsolatok, melyek eldszor csak NMDA tipusu glutamatreceptorokat tartalmaznak,
az AMPA tipusu glutamatreceptorok csak késébb jelennek meg benniik. Felmertil a
kérdés, hogy ha egy intenziven fejlodé halézatban el6szor gatld szinapszisok
alakulnak ki egy sejten, akkor az a sejt hogyan tudja a sajat fejlédéséhez, éréséhez
elengedhetetlen aktivitast biztositani? A valasz az, hogy a fejlédés ideje alatt a
GABA nem gatlo hatast fejt ki, hanem ezzel ellenkezdleg, depolarizalot, és csak
késébb, a haldzat éretté valasa soran valik hiperpolarizald, azaz gatld hatasuva. A
,»OABA-valtas”-nak nevezett jelenség hatterében az all, hogy a fejlodés soran a
sejtek belsé klorid koncentacidja elég magas ahhoz, hogy a feln6tthdz képest
megforditsa a klorid-ionok elektrokémiai gradiensét. Bar az ioncsatorna ugyanigy
miikddik — aktivacié hatasara klorid-ionokat enged at — a megfordult elektrokémiai
gradiens miatt a GABAj,-receptorok nyitasara a sejtekbdl kifelé fog a klorid
aramlani, ezaltal depolarizacidt okozva. A magas belsé Cl-koncentracio hatterében
az all, hogy a fejlédés soran a sejtek nagy szamban rendelkeznek sejtfelszini
natrium-kalium-klorid-kotranszporter 1-gyel (NKCC1, ami kloridot pumpal a
sejtbe), melynek szintje az érés soran fokozatosan csokken, mikozben megjelenik a
klorid-kalium-kotranszporter 2-es fehérje (KCC2, mely kloridot pumpal ki a
sejtbol).

Jol ismert, hogy a GABAerg depolarizacid jelenléte elengedhetelen a
posztnatalis fejlddés korai szakaszara jellemzd spontan szinkron aktivitds (SSA)
kialakulasdhoz. Ez az aktivitasmintdzat a GABA-valtassal parhuzamosan tlinik el,
helyét pedig atveszik a feln6tt agyra jellemz6 aktivitdsmintak. Bizonyitottdk, hogy
mind a depolarizald6 GABAerg szinaptikus transzmisszo, mind pedig a tdle fiiggd
SSA alapvetd szerepet toltenek be a halozatok fejlédésében.

Az NMDA-receptorok fesziiltség- és ligandfiiggd ionotrop glutamatrecep-
torok, aktivalasukhoz egyideji depolarizacio és ligand-kotédés — sziikséges.
Széleskorii vizsgalatok egyértelmiien bizonyitottak, hogy az NMDA-receptorok az
agy posztnatalis fejlodésében nagyon fontos szerepet jatszanak, hiszen gatlasuk,



vagy genetikai inaktivaldsuk markansan karositotta a fehérje-atirodast, a dendritikus
és axondlis morfologia kialakuldsat, a szinapszisok 1étrejottét, ¢és a
memoriafunkcidkat is. Ezen receptorok aktivacidja nagymértékben hozzdjarul az
SSA fenntartasahoz is. Felmeriil azonban a kérdés: a nagy szamu, AMPAR-t
tartalmazo glutamaterg szinapszis hianyaban mi biztositja a depolarizaciot, mely
elengedhetetlen az NMDAR-aktivacidhoz és annak minden, fejlédésre kifejtett
hatasahoz? A valasz az, hogy a fejlédo hippokampuszban a GABAerg depolarizacio
képes kilokni a Mg?*-blokkot az NMDA-receptorokbol, és aktivalasukon keresztiil
posztszinaptikus kalciumszint-emelkedést 1étrehozni. Ez a receptorok kozotti
szinergista egyiittmiikodés nagyon fontos szerepet jatszik a halozat megfeleld
kialakulasaban, szinaptogenezisben, mégis mindezidaig nem volt ismert a fejlédés
ezen kritikus szakaszaban az NMDA-receptorok pontos sejtfelszini eloszlésa.

A fejlédés korai posztnatalis szakaszadban a depolarizald GABAerg ¢és az
ugyancsak depolarizalé glutamaterg szinaptikus jelatvitel dominal. Sziikségszerii
tehat, hogy jelen legyen egy hatékony, aktivitast érzékeld, arra mintegy reagdlod
negativ visszacsatold rendszer. A retrograd nitrogén-monoxid jelatvitel elvben
alkalmas lehet ezen feladat ellatasara. Az altalaban posztszinaptikusan elhelyezkedd
neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) kalcium-kalmodulin komplexet kétve
aktivalodik, és arginin bontasaval NO-t termel. Ez az NO képes a sejtmembranon
atdiffundalva a preszinaptikus végkésziilékbe jutni, ahol receptordhoz, a nitrogén-
monoxid szenzitiv guanilat ciklazhoz (NOsGC) kotédve azt cGMP termelésére
készteti. A cGMP tobb, masodlagos jelatviteli utvonalon keresztiil befolyasolhatja a
terminalisbol térténd transzmitterfelszabadulast.

Az NO-jelatviteli  rendszer  fejlédésben  betoltdtt  szerepének
meghatdrozasara iranyuld kisérletek soran bebizonyosodott, hogy a posztnatalis
fejlodési idoszakban, akar a szintézis, akar a receptor szintjén torténd beavatkozasok
komoly morfoldgiai és szinaptikus eltéréseket okoznak kiilonféle agyteriileteken.
Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a retrogrdd nNOS-NO-NOsGC-cGMP
jelatviteli ttvonal fontos szerepet jatszik a neuronalis haldézatok posztnatalis
fejlédése soran, és zavartalan mitkodése feltétele a halozat megfeleld morfologiai és
szinaptikus szerkezetének kialakulasanak. Mindezek ellenére nem ismert ezen
jelatviteli utvonal molekularis elemeinek sem sejt-szintli, sem annal nagyobb
felbontast pontos elhelyezkedése.



2. CELKITUZESEK

1. A neuronalis halézatok kifejlédésében elengedhetetlen szerepet jatszo
spontan szinkron aktivitas kialakitasaban alapvetd fontossaggal birnak az NMDA-
receptorok, illetve az NMDA-GABA jelatviteli rendszerek egyiittmitkodése. Mégis,
mindezidaig nem volt ismert a fejlddés ezen kritikus szakaszdban az NMDA-
receptorok pontos sejtfelszini eloszlasa, igy az sem, hogy a depolarizicié {6
forrasaként szolgdlé GABAerg szinapszisokhoz viszonyitva hol talalhatok
NMDAR-k. Ebben az &sszefliggésben korabbi eredményeink, melyek szerint a
feln6tt egér hippokampuszanak GABAerg szinapszisai tartalmaznak NMDA-
receptorokat, még fontosabba tették ezt a kérdést.

Ezért els6 kisérletsorozatunkban szerettiik volna meghatarozni az NMDA -
receptorok pontos sejtfelszini eloszlasat a posztnatalis fejlédés azon szakaszaban,
amikor az els6, szinapszis-vezérelt, szinkron haldzati aktivitis a legerételjesebb.

Ehhez a kovetkezoket szerettiik volna megvizsgalni:

- Milyen szinapszisok ¢s mekkora aranyban tartalmaznak NMDA-
receptorokat a posztnatalis fejlodés soran?

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

- Receptorsiiriség kvantitativ dsszehasonlitasa a kiilonboz6 szinapszisok

illetve extraszinaptikus teriiletek kozott.

2. A fejlodés soran megjelend spontan szinkron aktivitast elsdsorban az —
ekkor még — depolarizald GABAerg, €s az ugyancsak depolarizalé glutamaterg
transzmisszi6 hozza létre. Bar a GABAerg rendszer képes sontdlésen keresztiil
valamekkora gatlast is kifejteni, feltehetd, hogy a haldézatnak rendelkeznie kell
valamiféle hatékony, az aktivitast érzékeld, mintegy arra reagdld, negativ
visszacsatolast kozvetitd szabalyozorendszerre, elkeriilendd a tulserkentettség

allapotat. A retrograd nitrogén-monoxid rendszer idealis lehetne ennek a feladatnak



az ellatasdra, de ezen rendszer elemeit sejt-szinten illetve annal nagyobb

felbontasban még nem irtdk le a fejlédés soran. Ezért a masodik kisérletsorozat

soran arra voltunk kivancsiak, vajon a szinaptikus retrograd nitrogén monoxid

jelatvitel szabalyozhatja-e a szinapszisok miikddését illetve a spontidn szinkron

aktivitast a posztnatalis fejlédés soran. Ehhez a kdvetkezé kérdésekre kerestiik a

valaszt:

Az nNOS jelen van-e a fejlodé agy GABAerg ¢és glutamaterg
szinapszisaiban?

Hol van NO-receptor a GABAerg ¢és glutamaterg szinapszisok
kdrnyezetében?

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

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

Képes-e az NO rendszer az spontan szinkron aktivitast (SSA-t)

szabalyozni?



3. KISERLETI MODSZEREK
3.1. Etikai allasfoglalas

Minden kisérletet a Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézet (MTA KOKI) Intézeti Etikai Kodexe és a kisérleti
allatok védelmérdl szo6ldé hatadlyos Magyar torvény alapjan végeztilk, melyek
egyetértésben vannak az Eurdpai Kozosség altal 1986. november 24-én elfogadott
iranyelvekkel (86/609/EEC). Az MTA KOKI Allatkisérleti Bizottsiga, és a
Févarosi Allategészségiigyi Bizottsag a kisérleteket a 2302/003/FOV/2006 szamon
engedélyezte.

3.2 Vizsgalati idészak kivalasztasa

A posztnatalis fejlodésnek azt a szakaszat szerettilk volna vizsgéalni, mely
soran a GABAerg depolarizacio képes az NMDAR-k aktivalasara, azaz
mindenképpen a GABA-valtas eldtti idoablakra volt sziikségilink. Ugyancsak fontos
kritérium volt, hogy a vizsgalt id6szak lehet6ség szerint essen egybe a spontan
szinkron aktivitds maximumaval. Az altalunk is vizsgalt hippokampalis
piramissejtek esetében egérben a GABA-valtas a posztnatalis 12-16. nap kozott
torténik meg. A spontan szinkron aktivitds a legerdteljesebben mind a
nagyagykéregben, mind pedig a hippokampuszban a posztnatalis 6-9. napok kozott
volt jelen. Mindezek figyelembevételével a sziiletés utani 6-9. nap kozotti szakaszt
talaltuk alkalmasnak vizsgélatainkhoz.

3.3. Allatok kezelése, szovetek el6készitése az anatomiai kisérletekhez

Az allatokat altalanos érzéstelenités utan sziven keresztiil perfundaltuk. A
fixalé oldat az elsé kisérletsorozatban az NMDA-receptorok megjeloléséhez
felhasznalt allatok esetében 4% frissen beoldott paraformaldehidet tartalmazott,
kivéve a szinapszisok méretének meghatarozasahoz hasznalt, bedgyazas el6tti
VGIuT1l-immunperoxidaz és GAD-immunperoxidaz egyes reakciok esetében, ahol
ezt 0.25% glutaraldehiddel egészitettiik ki. A masodik kisérletsorozatban az nNOS
megjeloléséhez a fixalo oldat 1% paraformaldehidet tartalmazott, az NOsGC
alegységek megjeldléséhez pedig 4% paraformaldehidet. Az eltavolitott agyakbol
koronalis metszeteket készitettiink, melyek vastagsiga 40-60 pm volt az
immunfluoreszcens  kisérletekhez, 70-80 pum volt a beagyazas elotti
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz, és 300 pm volt a fagyasztva-dehidralassal
egybekotott alacsony-hdmérsékletli bedgyazdshoz. Minden bedgyazas el6tti
kisérletben, melyben NMDA-receptorokat jeloltiink, a szdvetet pepszines
emésztésnek vetettiik ald az epitdp feltdrasanak céljabol.

7 e e

3.4. Fizidlogiai szeletek készitése



Tulélé szeletek készitéséhez Ot-nyolc napos dallatokat hasznaltunk. Az
allatokat az engedélyezett leghumanusabb protokollt hasznalva érzéstelenitettiik,
majd lefejezésiik utdn az agyakat jéghideg vagdoldat alatt eltdvolitottuk, és
koronalis vagy horizontalis szeleteket készitettiink. Az elektrofiziologiai ¢és
multineuron kalcium képalkotasi kisérletekhez a 450 pum vastag szeleteket
alameritett  tipust,  ketts-atfolyasit  kamrakba  helyeztik. A  cGMP-
immunhisztokémiai kisérletekhez a 300 um vastag szeleteket steril, 12 kamraval
ellatott sejtkultara-talakba helyeztiik. Minden kamra 1 mL ACSF-et tartalmazott,
melyhez foszfodieszteraz (PDE) gatlokat adtunk. A kamrakat egyenként, egyenld
mértékben buborékoltattuk karbogén gazzal. A megfeleld drogok hozzdadasa utan
tiz percig inkubaltuk a szeleteket, majd a kamrakban levé oldatokat gyorsan
jéghideg, 4%-0s paraformaldehid oldatra cseréltik. A  szeleteket az
immunhisztokémiai reakciok megkezdése eldtt ugyanebben az oldatban utofixaltuk
negyvennyolc 6ran keresztiil, 4 °C-on.

3.5. Elsddleges antitestek

Az elsé kisérletsorozatban a GABAerg végkésziilékek megjelolésére két
ellenanyagot hasznaltunk: Millipore, MAB5406, 1G10.2-es klonu antitestet, és az
1440-es szamt Oertel GAD65/67 ellenes antitestet. A glutamaterg végkésziilékek
szelektiv megjeloléséhez két, az 1-es tipusu vezikularis glutaminsav transzporter
(vGIuT1) elleni antitestet hasznaltunk: Millipore, AB5905, és Synaptic Systems,
kat. sz.: 135 303, aa 456-560. A szinapszisok megjeloléséhez egy egérben késziilt
monoklonalis anti-Bassoon ellenanyagot hasznaltunk: Abcam, SAP7F-es klon. Az
NMDA-receptorok jelolését a GIuN1, GIuN2A és GIuN2B alegységek C-terminusa
ellen nyulban termeltetett antitestekkel végeztiik. Ezen antitestek specificitasat
széleskorti vizsgalatokkal igazoltdk, immunoblottolas, antigén peptidek, teljes
génkiiitott illetve feltételes génkiiitott allatok felhasznalasaval mind beagyazas
el6tti, mind pedig beagyazas utani immunreakciok soran. Ezeken az ellenanyagokon
kiviil hasznaltunk egy, az NMDA-receptor sejten kiviil elhelyezkedd szakasza elleni
egér monoklonalis antitestet (Millipore, MAB363, 54.1-es klon). A GABAa-
receptorok megjelolésére egy, a receptor (3 alegysége ellen tengerimalacban
termeltetett antitestet hasznaltunk, melyet Japanban, Ryuichi Shigemoto
laboratoriumaban allitottak eld. A masik GABAa-receptor elleni antitestiink egy
nyulban késziilt poliklonalis ellenanyag volt, melyet a receptor y2 alegysége ellen
termeltettek (SynapticSystems, immunizald szekvencia: aa 39-67, kat. sz.: 224 003).

A masodik kisérletsorozatban az nNOS megjelolésé¢hez egy nytlban
késziilt poliklonalis antitestet hasznaltunk (Zymed Laboratories, kat. sz.: 61-7000),
mellyel nNOS génkiiit6tt allatbol szarmazd agyszoveten semmiféle jelolést nem
kaptunk. A GABAerg végkésziilékek megjelolésére egy egér monoklonalis
antitestet hasznaltunk: Millipore, kat. sz.. MAB351. Az NOsGC alegységeinek
megjeloléséhez nyulban termeltetett poliklonalis ellenanyagokat hasznaltunk,
NOsGC al-ellenes (Sigma-Aldrich, kat. sz.: G4280) és NOsGC B1-ellenes antitestet
(Cayman Chemical, kat. sz.: 160897). A ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)



kimutatasat juhban termelt cGMP-ellenes antitesttel végeztiik, melyet Jan de Vente
laboratériumaban allitottak eld.

3.6. Immunfluoreszcens jelolés és konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia

A metszeteket mosas és blokkolas utan elsddleges antitestek oldataiban
inkubaltuk egy éjszakan keresztiil, szobahdmérsékleten. Ezutan a metszeteket alapos
mosasnak vetettiik ald, majd masodlagos antitestek oldataival kezeltiik. Ezt
kovetéen a metszeteket Gjra mostuk, végil pedig targylemezekre szedtiik ki és
lefedtiik. Az immunfluoreszcens jel vizsgalatdhoz egy Nikon Eclipse Ti-E inverz
mikroszkopot és A1R konfokalis rendszert hasznaltunk.

A masodik kisérletsorozatban a droggal kezelt talél6 szeletekben tortént
CGMP-termelés vizsgalatdhoz hasznaltunk immunfluoreszcens jelolést és konfokalis
lézer pasztazé mikroszkopiat. A fixalt szeleteket mostuk, agarba dgyaztuk, majd 50
pm vastagsagura szeleteltiik. Tovabbi mosasok utan a metszeteket blokkoltuk, majd
elsédleges antitestek oldataval inkubaltuk. A metszeteket ezutan mostuk, majd
masodlagos reagensek oldataval kezeltiik. Ezutan Gjabb mosasok kovetkeztek, végiil
pedig a metszeteket targylemezekre szedtiik ki és lefedtiik. Az immunfluoreszcens
jelet ebben az esetben egy Olympus Optical FluoView300 konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.7. Beagyazas el6tti immun-elektronmikroszképia

A glutamaterg ¢s GABAerg szinapszisok méretének meghatarozasahoz
immunperoxiddz reakcidkat végeztiink el. A mintdk moséasa és blokkoldsa utan
elsddleges ellenanyagok oldataval inkubaltuk oket. Ezt mosas kovette, majd a
metszeteket maésodlagos antitestek oldataval kezeltiik. Ujabb mosasok és ABC-
oldattal val6 inkubalas utan a reakciot 3,3-diaminobenzidinnel (DAB) jelenitettiik
meg. Tovabbi mosasok utan a metszeteket ozmiummal kezeltiik, és dehidraltuk.

A kiilonboz6 NMDA-receptor alegységek vizsgalatat célzd, kombinalt
immunarany-immunperoxidaz jelolések soran 4% paraformaldehiddel fixalt
szovetet hasznaltunk, melyet el6tte pepszines kezelésnek vetettiink ald. A mintak
mosasa és blokkolasa utan elsddleges ellenanyagok oldataval inkubaltuk &ket. Ezt
mosas kovette, majd a metszeteket masodlagos antitestek oldataval kezeltiik. Ujabb
mosasok és ABC-oldattal vald inkubalasutan a reakciot 3,3-diaminobenzidinnel
(DAB) jelenitettik meg. Az immunarany jeldlést eziistoz6oldat (SE-EM)
segitségével erdsitettiik fel 40-60 percen keresztiil, szobahdmérsékleten. Tovabbi
mosasok utan a metszeteket ozmiummal kezeltik, és dehidraltuk végil pedig
epoxigyantaba (Durcupan) agyaztuk azokat. A polimerizacié utan 80-100 nm
vastagsagi metszeteket készitettiink, majd a metszeteket Veleta CCD kameraval
felszerelt Hitachi H-7100-as elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.

Az nNOS kimutatdsdra irdnyuld immunarany illetve kombinalt
immunarany-immunperoxidaz reakcidkhoz 1%-os paraformaldehiddel fixalt
szovetet hasznaltunk. Ezekben a kisérletekben pepszines feltarast nem végeztiink. A
mintadk mosasa és blokkolasa utan elsédleges ellenanyagok oldataval inkubaltuk



Oket. Ezt mosas kovette, majd a metszeteket masodlagos antitestek oldataval
kezeltiik. Ezt kdvetden az immunarany illetve immunperoxiddz jelek el6hivasa, a
mintdk gyantdba agyazasa, és elektronmikroszkopos vizsgalata a fent leirt moédon
tortént.

3.8. Beagyazas utani immun-elektronmikroszképia

A szovetmintdk Lowicryl gyantdba vald beagyazdsa soran a 4%
paraformaldehiddel fixalt, 300 um vastag szeleteket mosas utan krioprotektiv
oldattal kezeltiik, ezutan folyékony nitrogénnel hiit6tt, arannyal bevont réztiikkrokhoz
csaptuk, majd alacsony hdémérsékleten viztelenitettiik és Lowicryl HM?20-as
gyantaba agyaztuk. A bedgyazas utani immunreakcidokat 70 nm vastag metszeteken
végeztik. A metszeteket blokkolas utdn az els6dleges antitesteket tartalmazo
cseppeken tartottuk. Ezt kovetden a metszeteket mostuk, majd a masodlagos
ellenanyagok cseppjein inkubaltuk. Alapos mosdsok utan a metszeteket desztillalt
vizben megmartottuk, majd uranil-acetat telitett vizes oldataval kontrasztoztuk. A
mintadkat egy Veleta CCD  kameraval szerelt Hitachi  H-7100-as
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.9. In vitro elektrofiziolégia (tars-munkacsoport munkaja)

A teljes-sejt elvezetéseket Zeiss Axioscope segitségével végezték 31-32
°C-on, vizudlis irdnyitds mellett. A karbogénnel kiegyenlitett ACSF folyasi
sebessége a kamraban 2-3 ml volt percenként. A 3-6 MQ ellendllasu patch-
elektrodakat intracellularis oldattal toltotték fel. Egyes kisérletekben a pipettaoldat
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 kinurénsavat vagy pikrotoxint adtak, hogy az ionotrop
glutamatreceptorokat, illetve a GABAa-receptorokat legatoljak. A rostok
elektromos ingerlését egy Supertech id6zitd és izolator segitségével végezték el egy
ACSF-el t6ltott théta-iivegpipettaval, 0.1 Hz-es frekvenciaval. A glutamat receptor-
medialta szinaptikus aramok (GluR-PSC) kivaltasahoz a hippokampusz CAl
terliletének radiatum rétegbe, mig a GABA, receptor-kozvetitette szinaptikus
aramok (GABAAR-PSCs) kivaltasahoz a piramissejtek rétegébe vezették az
ingerldelektrodot. Az ellenallast szorosan ellendrizték, mely az elvezetések alatt
allando volt (£20%).

3.10. Multineuron kalcium képalkotas (tars-munkacsoporttal egyiittmiikodve)

A méréseket percenkénti 8-10 ml-es atfolyasi sebesség mellett, 32-33 °C-
on végeztik. A CAl régié piramissejtrétegében kisebb teriileteket feltdltottiink a
sejtekbe hatolni képes kalcium indikatorral (Fura-2 AM). Az aranymértékes
képalkotast 340 ¢és 380 nm-es hullimhosszokon torténd valtakozo gerjesztéssel
végeztik, 100 ms-os expozicidés idvel. A Ca®* viszonyitott valtozasait a két



gerjesztési hulldmhossz (340 és 380 nm) hatasara kibocsajtott fluoreszcens fény
aranyabol szamoltuk ki. Minden aktiv sejtet kézzel jeloltiink ki mint vizsgdlandd
teriilet (ROI), majd a szoftver meghatarozta minden egyes sejthez tartozé Ca®'-
valtozast az id6 fiiggvényében. Az eseményeket akkor tekintettilk szinkronnak,
amennyiben a kalciumszint egyidejlileg valtozott az aktiv sejtek tobb mint 90%-
aban. A kontrol szakasz felvétele utan kiilonbdzé drogokat mostunk a szeletekre,
majd 10-12 perc elteltével elvégeztitk a masodik mérést, hogy a drogok szinkron
eseménykre kifejtett hatasat vizsgalhassuk. Minden szeletben a kontrol felvétel
soran mért szinkron események szamat Osszevetettiik 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 mdédon ACSF-el t6ltott patch pipetta
segitségével (3-6 MQ) végeztik. Minden adatot egy Multiclamp 700B erdsitd
segitségével rogzitettiink, 2 kHz-en szlrtiik, 10 kHz-en digitalizaltuk és
szoftveresen analizaltuk.

3.11. Drogok

Az L-NAME-t, SNP-t és a 8-Br-cGMP-t desztillalt vizben oldottuk fel, az
IBMX-et, BAY-73 6691-et és az ODQ-t pedig dimetil-szulfoxidban. A drogokbdl
torzsoldatokat készitettiink, és azokat hasznalat el6tt a megfeleld koncentraciora
higitottuk. A drogokat a Tocris-t6l vagy a Sigma-t6l szereztiik be.

3.12. Analizis

Amennyiben az adataink normaleloszlast mutattak a Shapiro-Wilks W
proba alapjan, parametrikus statisztikai mutatokat adtunk meg (atlag + SD),
ellenkez6 esetben pedig nem-parametrikus jellemzoOket tiintettiink fel (median,
interkvartilis tartomany). Két fiiggetlen 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 szignifikansnak tekintettiik.

Az els6 kisérletsorozatban mind a GABAerg, mind pedig a glutamaterg
végkésziilékeket szelektiven megjeldltiik. A masodik kisérletsorozatban a GABAerg
¢és a glutamaterg szinapszisok elkiilonitése a kdvetkezoképpen tortént. GABAergnek
tekintettik a GADG65-ellenes immunreaktivitdst mutaté végkésziilékeket, mig
ugyanezekben a mintdkban azokat a GAD65-elleni immunreaktivitadst nem mutato
végkésziilékeket, melyek egyuttal aszimmetrikus szinapszist hoztak 1étre,
glutamatergnek tekintettiik. Minden vizsgalt szinapszist a hippokampusz CAl-es
teriiletének radidtum rétegébdl gytjtottiik. A glutamaterg és GABAerg szinapszisok
méretét sorozatmetszetekbdl elvégzett teljes rekonstrukcid segitségével hataroztuk
meg. A beagyazas elbtti reakciokban az NMDA-receptor alegységek, illetve az
nNOS immunarany jeldlésének elemzéséhez megszamoltuk az aranyszemcséket az
azonositott GABAerg és glutamaterg szinapszisokban €és a szinapszisokon kiviili



membranok mentén. Az immunarany részecskéket membranhoz vagy szinapszishoz
tartozonak vettiik, amennyiben a membrantol vald tavolsaguk nem haladta meg a 40
nm-t. A beagyazas utani immunarany reakciok elemzése soran a sejthartya mindkét
oldalan 40 nm széles savokat hataroztunk meg, és az azokra esd jelet membranhoz
tartozonak tekintettiik. Méréseink soran az Imagel/Fiji nyilt forraskodu szoftvert
hasznaltuk.



4. EREDMENYEK
4.1. NMDA-receptorok vizsgalata a posztantalis agyban

4.1.1. Konfokalis mikroszképia alapjan mind a glutamaterg, mind pedig a
GABAerg szinapszisok rendelkeznek NMDA-receptorokkal a fejlodés soran

Az NMDAR-k fejlédésben betdltott alapvetd fontossagu szerepe ellenére nem
volt ismert pontos sejtfelszini eloszlasuk a posztnatdlis fejlodés soran, ezért
vizsgélataink céljaként az NMDAR-k pontos elhelyezkedésének meghatarozasat
tlztik ki.

A fejlédés sordn a radiatum rétegben nagy szamban vannak jelen mind
glutamaterg, mind pedig GABAerg szinapszisok, ezért vizsgalataink soran ebbdl a
rétegbdl végeztik a mintavételezést. Ebben a régioban a dendritek tilnyomo
tobbsége a piramissejtektdl szarmazik, igy nagy valosziniséggel a vizsgalt
szinapszisok legnagyobb részének posztszinaptikus célelemei piramissejt-dendritek
voltak. A vGluT1 illetve a GAD65/67 jelolés egy nem atfedd, pontszerii mintat
adott, igy megjelenitve a glutamatergilletve a GABAerg végkésziilékek eloszlasat.
A négyes-jeldlések soran azt talaltuk, hogy a Bassoon pozitiv foltok vagy a vGIuT1,
vagy pedig a GADG65/67 pozitv terminalisokhoz kotédtek, jeldlve a kétféle
terminalis szinapszisait. Tobb esetben a GluN1-es alegység elleni jel a vGIuT1
pozitiv (glutamaterg) vagy a GADG65/67 pozitiv (GABAerg) végkésziilékek
Bassoon-nal jelolt szinapszisaihoz kapcsolodott a 6-7 napos allatokban, mutatva
azok NMDA-receptor tartalmat.

Ugyancsak konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopiaval vizsgaltuk a GABAAa-
és NMDA-receptorok kozvetlen kolokalizacidjat. Eldszor egy harmas-jelolést
végeztikk el Bassoon, GluN1-es alegység, és a GABAj-receptor B3-as alegysége
ellen. Tobb esetben megfigyeltiik, hogy a GluN1-es alegység illetve a GABAAR B3-
as alegység jele atfedett, és Bassoon pozitiv foltokhoz kapcsolodott. Masodszor egy
kettds-jelolést végeztiink el, mely soran a GluN1-es alegység sejten kiviili szakaszat,
illetve a GABA-receptor y2-es alegységét jeloltikk meg.

Ebben az esetben is azt tapasztaltuk, hogy a GluN1-es alegység gyakran egyiitt
helyezkedik el a GABAAR 1v2-es alegységével. Habar a moddszer magas
specificitassal rendelkezik, viszonylag alacsony érzékenysége miatt kvantifikalast
nem végeztiink el. Fluoreszcens kisérleteink soran kapott eredményeink, melyek
szerint a GIuN1 jelolés gyakran a GABAaR-pozitiv pontokhoz kapcsolodott,
felvetik az NMDA- és a GABAa-receptorok szinaptikus kolokalizaciojat a
posztnatalis fejlédés alatt. Habar az eredményeink szerint az NMDA-receptorok
kapcsoldédnak mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinapszisokhoz, ezek a
receptorok lehetnek akar pre- vagy posztszinaptikusak, és elhelyezkedhetnek akar a
szinapszisok koriil, vagy magukban a szinapszisokban. Ezért, hogy pontosabb
adatokat gytijthessiink, elektronmikroszkopos vizsgéalatokat végeztiink.



4.1.2. Beagyazas elotti immun-elektronmikroszképia igazolja az NMDA
receptorok harom alegységének posztszinaptikus jelenlétét mind a
glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinapszisokban a fejlodés soran.

Kombinalt immunarany-immunperoxidaz kisérleteket végeztiink el, melyek
soran az NMDA-receptor GIuN1, GIuN2B vagy GIuN2A alegységeit immunarany,
mig a glutamaterg vagy GABAerg végkésziilékeket vGIuT1 vagy GAD67 elleni
immunperoxidaz reakcioval jeldltiik meg. Vizsgalataink soran minden reakcioban a
hippokampusz CA1 teriiletének radiatum rétegébdl véletlenszertien gytjtottiink
szinapszisokat. Azt talaltuk, hogy az NMDA-receptor mindhiarom alegysége
posztszinaptikusan jelen volt mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg
szinapszisokban a 6.-7. napon. Két allatbol gyiijtott elektronmikroszkopos
sorozatmetszetekb6l teljesen rekonstrudltunk szinapszisokat, és a glutamaterg
szinapszisok legkevesebb 51+16%-a (n=41) és a GABAerg szinapszisok
legkevesebb 53+13%-a (n=40) mutatott immunpozitivitast a GluN1 alegység ellen.
Az immunjel6lés membran menti strisége 1.93+0.03 aranyszemcse/um Volt a
glutamaterg, 0.87+0.29 aranyszemcse/um a GABAerg szinapszisokban, és csak
0.09+0.01 aranyszemcse/um extraszinaptikusan, 100 nm vastag metszeteken.
Eredményeink szerint a glutamaterg szinapszisok legkevesebb 83+3%-a (n=40), a
GABAerg szinapszisok legkevesebb 63+13%-a (n=40) tartalmazta a GIuN2B
alegységet. A jelolés membran menti strlisége 3.16+1.01 aranyszemcse/um Vvolt a
glutamaterg, 1.38+0.34 aranyszemcse/um a GABAerg szinapszisokban, és csak
0.03+0.01 aranyszemcse/um extraszinaptikusan. A glutamaterg szinapszisok
legkevesebb 88+8%-a (n=40) a GABAerg szinapszisoknak pedig legkevesebb
49+1%-a (n=43) tartalmazta a GluN2A alegységet. A jelolés membran menti
strlisége  3.40+0.81 aranyszemcse/um volt a  glutamaterg, 0.59+0.28
aranyszemcse/um a  GABAerg szinapszisokban, és csak  0.02+0.003
aranyszemcse/um extraszinaptikusan.

4.1.3. A kvantitativ beagyazas utini immunarany mddszer eredményei alapjan
kicsi a kiilonbség a glutamaterg illetve a GABAerg szinapszisokban talilhato
NMDA receptorok szamaban

Technikai korlatok miatt a beagyazas elotti kisérletek eredményei nem
teljes mértékben kvantitativak, ezért, hogy teljesen pontosan meghatarozhassuk az
NMDA-receptorok mennyiségét, bedgyazas utani immunarany reakciokat végeztiink
el. A mddszer alkalmazasaval kvantitativ moédon 6sszehasonlithattuk a szinaptikus
és extraszinaptikus teriiletek receptortartalmat a 6-7 napos egérben. A
hippokampusz CAl teriiletének radidtum rétegébdl véletlenszeriien gytijtottiink
glutamaterg és GABAerg szinapszisokat. Kimutattuk, hogy NMDA-receptorok
mind a glutamaterg, mind pedig a GABAerg szinapszisokban jelen vannak .
Meéréseink szerint a jelolés siirlisége 2.46+0.71 aranyszemcse/pum volt a glutamaterg
(n=32), 0.81+0.16 aranyszemcse/um a GABAerg szinapszisokban (n=28), és csak
0.03+0.01 aranyszemcse/um extraszinaptikusan (103 um extraszinaptikus
membranszakasz mentén. Hogy meghatarozhassuk a kétféle szinapszisban



elhelyezked6 NMDA-receptorok tényleges szamanak ardnyat, lemértik a
szinapszisok méreteit, ¢s a megfeleld jelstirliség értékeivel megszoroztuk. A
szinapszisméretek megbizhatd meghatirozdsdhoz immunperoxiddz egyes-
jeloléseket végeztiink el (ersen fixalt szoveten) vagy vGluT1 vagy pedig GAD67
ellen, két allatban. A mintdkat Durcupan gyantaba agyaztuk, minden szinapszist a
radiatum rétegbdl gytjtottink. A teljesen rekonstrualt glutamateg szinapszisok
(n=29) mérete 0.097+0.013 umz volt, mig a GABAerg szinapszisoké (n=32)
0.186+0.026 pm? azaz az utobbi 1.91-szer nagyobb volt az elobbinél. Ezek az
eredmények az ahhoz a varatlan felimeréshez vezettek, miszerint a glutamaterg
szinapszisok csak 1.6-szor annyi NMDA-receptort tartalmaznak, mint a GABAerg
szinapszisok.

A beagyazas el6tti reakciok eredményei alapjan egyértelmiivé valt, hogy az
NMDA-receptorok ezekben a szinapszisokban kizardlag 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
tavolsdganak eloszlasa nagyon hasonld 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 jelentenck), megerGsitve a az immunarany jelolés
posztszinaptikus forrasat.

4.2. Az NO rendszer vizsgalata a posztnatalis agyban

4.2.1. Az nNOS a glutamaterg és a GABAerg szinapszisokban is jelen van
posztszinaptikusan a fejlodés soran

Mivel a spontan szinkron halozati aktivitas (SSA) — mely a fejlodo
idegsejthalozatok alapvetd jellemzdje — egérben a sziiletés utani 6.-9. nap kozott a
legerételjesebb, kisérleteinkben féleg ezt a fejlédési szakaszt vizsgaltuk. Vad tipusu
és nNOS génkiiitott (KO) allatok hippokampuszaibdl késziilt metszeteken
végeztiink el immunarany, immunperoxidaz illetve kombinalt immunarany-
immunperoxiddz reakciokat nNOS ¢és GAD65 ellen. Az nNOS elleni
immunperoxiddz reakcidban a piramissejtek gyengén jelolddtek, és néhany erésen
jelolt interneuront lehetett megfigyelni a CA1 és CA3 teriileteken. Az nNOS KO
allatban nem volt jelolés lathato. A vizsgalt CAl és CA3 teriileteken foként a
posztszinaptikus  denzitdsok  jelolodtek, kevesebb jel kapcsolodott az
extraszinaptikus membranokhoz, és néhany aranyszemcse volt megfigyelhetd sejten
beliili szervecskéken a szinapszisok kdzelében. A fejlodés soran a radiatum rétegben
nagy szamban vannak jelen mind glutamaterg, mind pedig GABAerg szinapszisok,
ezért vizsgalataink sordn ebbdl a rétegbdl végeztiik a mintavételezést. Ebben a
régidban a dendritek tilnyomo tobbsége a piramissejtektol szdrmazik, igy nagy
valosziniiséggel a vizsgalt szinapszisok legnagyobb részének posztszinaptikus
célelemei piramissejt-dendritek voltak. Az nNOS jel6lés membran menti siiriisége
1.36 aranyszemcse/pum 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),
mig az nNOS KO allatban nem volt jelolés. A véletlenszertien gylijtott és teljesen
rekonstrudlt szinapszisok figyelemremélto 46%-a jel6l6dott posztszinaptikusan
nNOS ellen a hatnapos allat CA1 radiatum rétegében (median, 41-50% min-max;
N=66 szinapszis 3 allatban). GAD65 elleni immunperoxidaz reakcié és morfologiai
kritériumok alapjan azonositottunk GABAerg és glutamaterg szinapszisokat, €s azt
talaltuk, hogy a posztszinaptikus nNOS jelolés mindkétféle szinapszisban jelen volt
a4,a6,a 10 ¢és a 14 napos allatok hippokampuszanak CA1 és CA3 teriiletein. Azt
talaltuk, hogy a GABAerg szinapszisok 40%-a (median, 27-47% min-max; n=45
szinapszis 3 6 napos allatban) és a glutamaterg szinapszisok 33%-a (medién, 29-
40% min-max; n=44 szinapszis 3 6 napos allatban) tartalmazta az nNOS-t
posztszinaptikusan.

4.2.2. A nitrogén-monoxid receptorinak mind al-es, mind pedig p1-es
alegysége kimutathat6 a GABAerg végkésziilékekben a fejlodés alatt

Az NOsGC al-es és Pl-es alegységek sejteken beliili eloszlasanak
vizsgélata érdekében egyes- illetve ketts-jeloléseket végeztiink el ezen alegységek
és GADOS ellen. A posztnatalis 4. és 14. nap kozott az al-es alegység elleni jelolés
hasonlé volt a GAD enzim fejlodés alatti eloszlasahoz, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az al-es alegység els6sorban a GABAerg végkésziilékekben
van jelen. A piramissejtekkel ellentétben az interneuronok sejttestjei illetve foleg a
radiatum rétegben elhelyezkedd, strli rosthaldzat erés al alegység elleni jelolést
mutatott a posztnatalis 4. és 10. nap kozott. A 14. napon a jelolés kicsit gyengébb
volt, és a felnbtt allatban leirthoz hasonlitott, azaz az interneuronok sejttestjei,
illetve az els6sorban a piramissejtek rétegében elhelyezkedd végkésziilékeik
mutattak al-es alegység elleni jelolést. A feln6tt allatok hippokampuszan elvégzett
mRNS in szitu hibridizacios, mind pedig immunhisztokémiai kisérleteink igazoltak,
hogy az al-B1 alegységosszetételli NO-receptor csak az interneuronokban van jelen,
és a fejlodo 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 tliske-szerii
képzédményekre a fejlédés soran. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni,
hogy a legtobb, ha nem az 0Osszes ol-es alegységet tartalmazd végkésziilék
GABAerg mar a fejlodés soran is. Ezt megerdsitve a kettds-reakciokban gyakran
talaltunk szinapszist add végkésziilékeket, melyek mind al-es alegységre, mind
pedig GADG65-re pozitivak voltak a vizsgalt CAl és a CA3 teriileteken 4-napos, 6-
napos, 10- és 14-napos korban. A CAl teriiletrél véletlenszeriien gyiijtott 0sszes
szinapszist ado GABAerg végkésziilék legalabb 54%-a (medidn, 53-57% min-max;
n = 88 szinapszis 3 6-napos egérben) tartalmazta az ol-es alegységet. A P1-€s
alegység elleni jel6lés hasonld volt a feln6ttben leirthoz. A piramissejtek gyenge
sejtplazma-jelolést, a szovet pedig diffuz, pontszerli jelolést mutatott. Az
interneuronok sejttestjei és végkésziilékei mar a postnatalis 4.-6.-naptdl kezdve
jelolodtek a PBl-es alegység ellen. A kettésen jeldlt mintdkban azt figyeltiik meg,
hogy GADG65 Pl-es alegység elleni immunpozitivitdst mutatdé végkésziilékek



szinapszisokat létesitettek a CA1 és CA3 teriiletek radiatum rétegében 4-, 6-, 10- és
14-napos egérben. Ezek az eredmények mutatjak, hogy az NOsGC valdszintileg al-
B1 alegységosszetétellel van jelen a GABAerg végkésziilékekben mar a posztnatalis
fejlodés soran, és idealis helyzetet foglal el az nNOS altal posztszinaptikusan
képzett retrograd NO-jel fogadasara.

4.2.3. Az NO-receptor aktivalasa c¢GMP termeléshez vezet a GABAerg
végkésziilékekben a fejlédés soran

Annak a vizsgalatara, hogy vajon az NO-receptor miikdd6képes-e a korai
posztnatalis fejlédés soran, akut talélé hippokampalis szeleteket készitettiink
hatnapos egérbdl, melyeket oxigenalt mesterséges agy-gerincvel6i folyadékban
(ACSF) inkubaltunk, foszfodieszteraz (PDE) gatlok jelenlétében. A szeleteket vagy
tovabbi drog hozzaadasa nélkiil, vagy az NO-donor SNP jelenlétében (200 uM),
vagy pedig az NO-receptor szelektiv gatloszere (ODQ, 10 uM) majd hozzaadott
SNP jelenlétében inkubaltuk. Ezt kdvetden a szeleteket fixaltuk, és cGMP illetve
GADG6S5 elleni kettds immunfluoreszcens reakciot végeztink el. A kontrol
szeletekben (NO-donor hozzaadasa nélkill) nem talaltunk c¢GMP ellen jeldlt
végkésziilékeket a véletlenszeriien gylijtott mintakban. Azokban a szeletekben,
melyekhez NO-donort (SNP) adtunk, er6s cGMP jelet figyeltiink meg rostokban, és
végkésziilékekben, tovabba néhany idegsejt sejttestjében illetve gliasejtekben. Az
ODQ-val torténd elokezelés utan az SNP nem tudott észlelhetd mennyiségii cGMP
termelést el6idézni (16. abra A, ODQ+SNP). Az SNP-kezelt szeletekben az talaltuk,
hogy a radiatum rétegben véletlenszerlien gytijtott GAD65-pozitiv végkésziilékek
28%-a (median, 23-34% min-max; n = 508 végkésziilék 3 allatban) mutatott cGMP-
jelolést, és a cGMP-pozitiv végkésziilékek legalabb 41%-a (median, 39-41% min-
max; n = 335 végkésziilék 3 hat-napos allatban) tartalmazott GAD65-6t. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy az NOsGC mar a sziiletés utan néhany nappal képes
CGMP-t termelni a GABAerg a végkésziilékekben.

4.2.4. A nitrogén-monoxid NOsGC-fiiggé médon csokkenti a GABAerg
posztszinaptikus aramokat a fejlodés alatt

Teljes-sejt patch-clamp modszer hasznalataval kivaltott posztszinaptikus
aramokat (PSC) vezettek el CAl piramissejtekb6l, 5-8-napos egerekbdl szarmazo
szeletkészitményekben. Eldszor az NO-donor (SNP, 200 puM) farmakologiailag
elkiilonitett GABAa-receptor medialt posztszinaptikus aramokra (GABAR-PSC)
kifejtett hatasat vizsgaltak. A PSC-k Kivaltasa a piramissejtréteg elektromos
ingerlésével tortént. Az SNP alkalmazasa szignifikdnsan, a kontrol érték 67%-ara
csokkentette a GABAAR-PSC-k csucs-amplitudoéjat (kontrol median amplitido:
186.5 pA és interkvartilis tartomany: 149.2-240.8 pA; medidn amplitadd 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. A GABAR-PSC-k SNP-
vel szemben mutatott érzékenysége nem volt egyforma. Az esetek tobbségében az
SNP az események csucs-amplitiddjat szignifikdnsan,a kontrol 52%-ara



csokkentette (kontrol median amplitid6: 231.7 pA és interkvartilis tartomany:
161.6-443.9 pA; median amplittdd SNP mellett: 120.3 pA ¢és interkvartilis
tartomany: 56.1-329.6 pA, n=7 szelet , P=0.015, WMP-préba). Mas esetekben az
SNP nem okozott szignifikans valtozast a cstcs-amplitidoban (kontrol median
amplitddo: 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-proba). Ezek utan megvizsgaltak, hogy az SNP az NOsGC-n
keresztiil fejti-e ki hatdsat. A szeleteket az NO-receptor gatloszerével, ODQ-val
elokezelték, majd egyiittesen alkalmaztak ODQ-t és SNP-t. A kontrol idészak utan
10 uM ODQ-t adtak a szeletekhez, mely a GABAAR-PSC-k cstics-amplitidojanak
enyhe csokkenését idézte eld (kontrol median amplitidd: 130.8 pA és interkvartilis
tartomany: 92.8-226.2 pA; median amplitidé ODQ mellett: 99.5 pA és interkvartilis
tartomany: 50.2-171.8 pA, n=9 szelet, P=0.004, WMP-proba). Ezt kévetéen ODQ
jelenlétében adtak SNP-t a szeletekhez. Egyetlen eset kivételével az SNP nem tudta
csokkenteni az amplitadot (median amplittd6 ODQ mellett: 132.3 pA ¢és
interkvartilis tartomany: 63.3-194.2 pA; median amplitadé SNP és ODQ mellett:
131.8 pA és interkvartilis tartomany: 56.7-181.4 pA, n=8 szelet, P=0.25, WMP-
proba). A két kisérletben mért GABAAR-PSC-k drogok adasa el6tti kontrol cstics-
amplitidoinak 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 kovetkeztetni, hogy a hasonlo GABAerg
rostkotegeket ingereltek a két kisérletben. Ezen eredmények alatdmasztottak, hogy
az NO az NO-receptor aktivalasan keresztiil képes a GABAerg szinaptikus jelatvitel
hatékonysagat befolyasolni mar a korai posztnatalis fejlddés soran.

4.25. A nitrogén-monoxid NOSGC-fiiggé modon csokkenti a glutamaterg
posztszinaptikus aramokat a fejlodés alatt

Ezek utan megvizsgaltdk az NO glutamaterg jelatvitelre kifejtett hatasat.
Elészor az SNP farmakoldgiailag elkiilonitett ionotrop glutamatreceptor medialt
posztszinaptikus aramok (GluR-PSC) cstcs-amplitiddjara kifejtett hatasat mérték
meg. A PSC-k kivaltasa a radidtum réteg elektromos ingerlésével tortént. Az SNP
alkalmazasa a kontrol érték felére csokkentette a GluR-PSC-k amplitadojat (kontrol
median amplitado: 63.2 pA és interkvartilis tartomany: 26.1-104.9 pA; median
amplitadé SNP-ben: 30.58 pA és interkvartilis tartomany: 9.1-60.5 pA, n=7 szelet,
P=0.015, WMP-proba). Ezutin a szeleteket elokezelték ODQ-val, amely nem
valtoztatta meg a csucs-amplitidot (kontrol median amplitddé: 42.8 pA ¢és
interkvartilis tartomany: 24.3-120.6 pA; median amplitiddé6 ODQ-ban: 37.9 pA és
interkvartilis tartomany: 30.5-69.6 pA, n=7 szelet, P=0.57, WMP-préoba) de megint
kivédte az SNP hatasat (medidn amplitido SNP+ODQ: 31.1 pA és interkvartilis
tartomany: 25.2-70.1 pA, n=7 szelet, P=0.22, WMP-proba). A GIuR-PSC-k
amplitudéi hasonldak voltak a kontrol kisérletekben (P=0.79, Mann-Whitney U-
préba). Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a glutamaterg szinaptikus jelatvitelt
is befolyasolja az NO-NOsGC-rendszer a posztnatalis idészakban.



4.2.6. A nitrogén-monoxid jelatviteli rendszer befolyasolasa hatassal van a
fejlodé hippokampusz szinkron halézati aktivitasara

A szinapszis-vezérelt spontan szinkron halozati aktivitds (SSA)
vizsgalatdhoz multineuron kalcium-képalkotas kisérleteket végeztink el akut
hippokampais szeleteken. A CAl régioban a piramissejtek rétegében kivalasztott
teriileteket megtoltottiink a kalcium-indikator Fura-2 AM-mel (20 uM). Kontrol
koriilmények kozott elvezettik egyes sejtek aktivitasat loose-patch modon,
mikdzben egyidejlileg folyamatosan rogzitettiik ugyanazon sejt kalcium-képalkotas
adatait. A kétféle mérés adatainak Osszevetése igazolta, hogy egy sejt
kalciumszintjének megemelkedése ugyanazon sejt sorozattiizelésének felelt meg. A
mérések (155 sec) alatti szinkron események (SE) szdma 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 pM)
szignifikansan novelte a szinkron események el6forduldsat a kontrol érték 157%-ara
vad tipust allatban (median, 145-700% min-max; P=0.0117, WMP-proba; n=8
szelet, 4 allat), mig az nNOS génkiiit6tt allatban nem (n=3, 3 allat). Hasonloképpen,
az NO-receptor gatlészer ODQ (10 uM) ugyancsak ndvelte a szinkron események
szamat a kontrol 356.6%-ara (median, 178-583% min-max; P=0.0277, WMP-proba;
n=6, 3 allat). Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a halézatban miikodott egy
alapszintli NO-jelatvitel, amely visszafogta a szinkron események eléfordulasat. Az
NO-jelatvitel serkentésének a hatasat is vizsgaltuk. Mind az NO-donor SNP (200
pM), mind pedig a membranon athatolni képes cGMP-analég 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-préba; n=6, 4 allat) illetve 41%-
ara (Br-cGMP, median, 17-60% min-max; P=0.0277, WMP-proba; n=6, 3 allat). A
Br-cGMP hatasa teljes mértékben megsziintethet6 volt a drog kimosasaval a 6-bol 4
szeletben (2 szeletet nem teszteltiink). Eredményeink szerint az NO-jelatvitel
erdteljes hatassal van spontan szinkron aktivitisra a korai posztnatalis fejlodés
soran.



5. KOVETKEZTETESEK

A GABA - a felndtt agy 6 gatlo jelatvivdanyaga — az idegrendszer

fejlodése soran depolarizalé hatast fejt ki. Ez a GABAerg depolarizacio az
NMDAR-okkal egyiittmiikddve hozza létre a spontan szinkron aktivitast (SSA).
Mindezek a folyamatok elengedhetetleniil fontosak az idegsejthalozatok megfeleld
kifejlodéséhez.
Els6 kisérletsorozatunkban azt szerettilk volna megallapitani, hogy a fejlodésnek
ebben a szakaszdban pontosan hol helyezkednek el az NMDAR-ok.
Elektronmikroszképos kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a GluN1, GIuN2A és
GluN2B NMDAR alegységek jelen vannak mind a glutamaterg, mind pedig a
GABAerg szinapszisokban, kizardlag posztszinaptikusan. A kvantitativ bedgyazas-
utani immunarany modszerrel kimutattuk, hogy az NMDAR-ok stirisége 3x
nagyobb a glutamaterg szinapszisokban mint a GABAergekben, viszont mivel
utdbbi szinapszisok kozel 2x nagyobbak, a kétféle szinapszis hasonld szamu
NMDAR-t tartalmaz. Immunfluoreszcens modszerrel kdzvetlen kolokalizaciot is
kimutattunk szinaptikus GABAAR-ok ¢és NMDAR-ok kozott. Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy a fejlodés soran fontos szerepet betdlté GABA-NMDA-
egylittmikodés elsddleges helyszine a GABAerg szinapszis.

Mivel a fejlédés ezen szakaszaban a GABAerg jelatvitel serkentd hatasu,
sziikségszerli egy altaldnos negativ visszacsatld rendszer jelenléte. Masodik
kisérletsorozatunkban arra kerstiik a valaszt, hogy vajon a retrograd NO-jelatviteli
rendszer betdltheti-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 titvonal molekularis elemeinek
pontos elhelyezkedését mindkét tipusi szinapszisban. Multineuron-kalcium-
képalkotast alaklmazva akut szeletekben kimutattuk, hogy a NO-jelatvitel részt vesz
a szinkron haldzati aktivitas szabalyozasaban is. Feltételezziik, hogy a retrograd
NO-rendszer alkalmas lehet egy altalanos preszinaptikus szabalyozo szerep
betoltésére, és hatékonyan befolyasolhatja a haldzati aktivitast, amikor a GABAerg
jelatvitel még depolarizald hatasu.
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