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II. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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III. BEVEZETES

Ebben a fejezetben egy rovid altalanos bevezod utan ismertetem a hippokampusz,
mint kisérleteink modellteriiletének a szerkezetét és miikodését, majd részletezem az
értekezés témdjaban kulcsfontossagu retrograd jelatvitel altalanos ismérveit. Ezt
kovetden targyalom a dolgozat alapjaul szolgald nitrogén-monoxid jelatvitel elemeit,

valamint az NMDA receptorok jellemzdit.

ITI.1 Agyunkrol és a megismerésrol, filozofiai meggondolasok

Agyunk a természet taldn legcsodélatosabb és legbonyolultabb képzédménye.
Szinte felfoghatatlan, hogy idegsejtek kozotti kapcsolatok és ingeriiletek képesek olyan
komplex folyamatokat 1étrehozni, mint az emberi gondolkodas, logika, személyiség
vagy kreativitds. A nagy kérdés, hogy a ,,megismerés targya” kutathatd, felfoghato-e
ugyanazzal, amit megismerni kivdnunk. A gordg ,,gignoscd” (megismer) sz6 eredeti
jelentése: szagol, szimatol, de mas a tudassal (,,0ida”), gondolkodassal (,,noed”)
kapcsolatos szavak eredeti jelentése is a érzékszervi miikodéssel, foleg a latassal fliggott
Ossze. Az oOkori gordg filozofiaban tehat a megismerést és gondolkodast egyfajta
»ertelemmel megtoltott szemlélddésnek™ tekintették. FElmén a léleknek azt a részét
értették, melyben érzeteinket és észleleteinket taroljuk. A sz6 maga Platonnal jelenik
meg eldszor, €s mas alapokra helyezi a megismerés filozofigjat (Steiger K., 2008). A
platoni anamnézis (visszaemlékezés)-elmélet (Platon: Menon) 1ényege, hogy a Iélekben
benne lakozik minden tudds, csak megfeleld kérdésekkel eld kell vezetni, fel kell
eleveniteni az ,.elfelejtett” tudast- vissza kell emlékezni. Platon ezen elmélete alapjan a
megfeleld kérdések felvetésével lehetdségilink nyilhat akdr az agy megismerésére is.
Platon azonban a Barlanghasonlat cimii dialégussal (Platon: Allam VII, 514a-517a)
tovabb megy a megismerésrdl valdo gondolkodasban. A szinte teljes tudatlansagtol (a
barlang 4rnyai) az alapvetd megismerésen (a ,kinti vildg”) at a legmagasabb szintii
gondolkodésig (Platonnal az idedk vilaga, a hasonlatban a Nap szemlélése) terjedd
Iépéseken kersztiil vezet az Gt. De vajon melyik 1épcséfokon all a mai tudomanyos
megismerés? Valoban azt észleljiik kisérleteink sordn, ami meghatdrozza agyunk

miikodését, tényleg ugy mikodik, ahogy mi elképzeljik? Latjuk az arnyakat ado

11
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targyakat, vagy mar esetleg kijutottunk a barlangbol is? Vagy még mindig csak az
arnyakat latjuk a barlangban lekétozve? Es eljuthatunk-e egyaltalan a Nap
felfedezéséig? Az olvasora bizom, én nem merek allast foglalni a kérdésben, de egy

biztos, csak megfeleld aldzattal lehet a tudomanyhoz és agyunk megismeréséhez nytlni.

I11.2. Az kozponti idegrendszerrdl altalaban

Az emberi agyat nagysagrendileg 10'' (szaz-milliard) idegsejt alkotja, a
kozottik 1étrejovo szinapszisok szdma 10'*-ra (szézezer-milliardra) teheté (Drachman,
2005). Ezen kapcsolatok képezik minden idegi miikddés alapjat. Az idegsejtek precizen
huzalozott mikrohdlozataiban specifikus informaci6é taroldsara nyilik lehetdség.
Idegrendszeriink nem a sejtek szaporitdsaval (sejtosztodas) éri el az Gjonnan beérkezd
ingerek, informacido feldolgozasat ¢&s tarolasat, hanem a meglévéd idegsejtek
kapcsolatainak (szinapszisainak) erdsitésével, 11j szinapszisok létrehozasaval. Kivétel
természetesen ez aldl is akad, idegi Ossejtek talalhatok tobb helyen is az emlds kdzponti
idegrendszerben és néhol, példaul a szaglogumodban és a hippokampusz gyrus dentatus-
anak szemcssejtjei kozott képesek uj idegsejteket létrehozni, és azokat a haldzatba
épiteni. Ezen Uj sejteknek alapvetd szerepe van az egyedre jellemzd halozat
kialakitasaban (Bergmann and Frisén, 2013; Freund et al., 2013). Talan a legfontosabb
szabalyozasi mod, amivel az idegrendszer alkalmazkodik a bejovd ingerekhez, illetve
amivel a bejové ingereket integralja belsd vilagunk allapotaval, az a szinaptikus
plaszticitds. A szinapszisok nem allandésult képzddmények, folyamatosan valtoznak,
leéplilnek kapcsolatok, amik mar feleslegessé valtak, mig masok megerdsddnek,
nagyobbak lesznek. Minden emlék egy specidlis szinapszis mintézattal rendelkezik. Az,
hogy ki mennyire képes komplex, kreativ gondolkoddsra, ezen idegi mikro-héalozatok
kapcsoltsagatol, szinaptikus erdsségeitdl fligg, és nem az idegsejtek szamatol (normalis

agyi mikodeést feltételezve).

IT1.3 A hippokampusz felépitése és szerepe

I11.3.1. A hippokampusz nevezéktana, rétegzédése

12
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A dolgozat témajat képezd kisérletek ragcsalokban késziiltek és a legtobb
szakirodalmi adat is azokr6l all rendelkezésre, igy a dolgozatban a ragcsalod
része, fejlodéstanilag az agy Osibb részéhez tartozik. Hippokampusz jelentése: csikohal,
szerkezére jellemzd kettds ,,C” alakja miatt kapta a nevét. A hippokampusz formacid
két jol meghatarozott része: az Ammon-szarv (Cornu Ammonis) és a gyrus dentatus.

A ,,Cornu Ammonis” (,,kosszarv’) név szintén az alakjara vezethetd vissza. A
kétoldali hippokampuszt a fimbria-fornix (masnéven lyra davidis vagy psalterium;

jelentése: okori sokhuros harfaszerti hangszer, szintén alakjara utal) koti 6ssze.

Rl A L s 2

TN e
e
AR 4.3,’1:_,
b

1. Abra. A hippokampusz sematikus dbrdja Ramon y Cajal (1893) nyomdn

Az abran a hippokampusz-szubikularis komplex principalis sejtjeinek vazlatos kapcsolat
rendszere lathato. A hippokampusz specialis memoriafolyamatokban jatszott
miikodésében alapveto fontossagu szerepet jatszik a gyrus dentatus szemcsesejtjei és az
Ammon-szarv CA3, majd CAIl piramissejtiei kozt létrejovo un. ,, haromszinapszisos
hurok”. A hippokampusz legjelentosebb serkenté bemenetét a kiilso- és belso
vildgunkbol szarmazo informdciokat egyarant integralo entorhindlis kéregbdl jovo

rostok alkotjak (perforans palya).

13



DOI:10.14753/SE.2014.1911

A hippokampusz jol elkiiloniil az agykéregtdl (neopallium), az entorhinalis
kéreg 6 rétegli sejtallomanyabol szubikulumon, mint dtmeneti kéregteriileten keresztiil
jutunk az archikortikalis hippokampuszba (1.4bra). Santiago Ramon y Cajal (1893,
1911), majd késobb tanitvanya, Lorente de No (1934) Golgi impregnacios vizsgalatai
vezettek a hippokampusz kiilonbozd sejtjeinek (principalis és ,,nem-principalis”
sejteknek) meghatarozasahoz, valamint ezek alapjan a hippokampusz régidinak
nevezéktandnak bevezetéséhez (Lorente de N6, 1934), amit a mai napig hasznalunk. Az
Ammon-szarv régioi: (a ,,Cornu Ammonis” roviditése alapjan) CAl régio, ives,
kanyarodd részét, CA3ab régionak, a gyrus dentatus hilusdba nytld részét CA3c
régionak nevezziik. Megkiilonboztetnek CA2 régiot is, melyek CA3 piramissejt
tulajdonsdgokat mutatnak, de nem kapnak moharost bemenetet. Ragcsalokban e régio
mérete kicsi. Ezen kiviil megkiilonboztetjilk a gyrus dentatus-t, melynek szintén ,,C”
alakja révén jon létre a hippokampuszra jellemz6 kettds ,,C” forma. A gyrus dentatus
elsddleges principalis sejtjei, a szemcsesejtek, melyek a hilus koriil egy als6 (vagy
kiils6) és egy felsd (vagy belsd) élbe rendezddnek. Az Ammon-szarv és gyrus dentatus
kozotti hasadékot nevezziik fissura hippocampinak. A hippokampusz egyes régidit

tovabbi rétegekre lehet osztani (O’Keefe, Nadel, 1978; Amaral, Witter, 1995).

Az Ammon-szarv rétegzddése:

- alveus (csak a CAl régioban)

- Stratum oriens

- stratum pyramidale

- stratum lucidum (a CA3 specifikus, egyediilallo rétege)
- stratum radiatum

- stratum lacunosum-moleculare:

A gyrus dentatus-ban az alabbi rétegek talalhatok:
- stratum moleculare:

- stratum granulosum

- hilus

14
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I11.3.2. A hippokampusz principalis sejtjei, a ,,haromszinapszisos hurok”

A hippokampusz principalis sejtjei az Ammon-szarv piramissejtjei, valamint a
gyrus dentatusban 1év0 szemcsesejtek €s mohasejtek. A CAl piramissejtek lokalis
kollateralisai mas piramis sejteket kismértékben idegzik be, a maradék helyi
kollateralisaik foként helyi un. visszacsatold gatld interneuronokon végzédnek. A CA3
piramissejtek joval nagyobbak a CA1 piramissejteknél, apikalis dendritjiik a piramise;jt-
réteg alatti str. lucidumban régton elagazik és szamos tiiske is talalhato rajta. Specialis
képzédményiik az un. ,thorny excrescences”, szarv szerll kitliremkedések, melyen a
szemcsesejtek orias mohatermindisai végzddnek. A CA3 piramsejtek erdteljes rekurrens
illetve ellenoldali, associacios kapcsolatokkal rendelkeznek. A CA3c piramissejtejei
kissé kiilonboznek a CA3ab sejtjeitdl: apikalis és bazalis dendritjeik nem nagyon
kiilonbozetethetok meg, ¢és mindkettd gazdagon rendelkezik  szarv-szerd
kitiiremkedésekkel.

A gyrus dentatus szemcsesejtjeinek nincsenek bazalis dendritjeik, apikalis
dendritjiik a str. moleculare-ban fut egészen a fissura hippocampiig. Nincsenek helyi
rekurrens kapcsolataik, egymast nem idegzik be, helyi kollateralisokat adnak viszont a
hilusban elhelyezkedé mohasejtekre. A mohasejtek érdekes sejttipust képviselnek.
Serkentd sejtek, szamos tiiskével a dendritjeiken, de nem tomoriilnek kiilon rétegbe, a
hilusban  elszoértan  taldlhatok. Termindlisaik a  szemcsesejtek  proximalis
dendritszakaszaira (esetenként sejttestjére) vetitenek vissza. Egyes elméletek szerint
szarmazasukat tekintve lecstszott piramissejtek, ami annak tiikrében, hogy
morfologiailag nehezen kiilonboztethetok meg a CA3c piramissejtjeitdl és a CA3
bizonyitottan visszavetit a gyrus dentatus szemcssejtjeire, nem lehetetlen.

A hippokampusz serkentd kapcsolatrendszerének legfontosabb
informaciofeldolgozd mechanizmusa az Un. ,hdromszinapszisos hurok”. A
hippokampusz legjelentdsebb glutamaterg bemente az entorhinalis kéregbdl érkezik a
szubikulumon keresztiil. Az enthornindlis kéreg integralja a kiilonb6zd agykérgi,
érzékszervi teriiletekrdl szarmazo, mar eldzetesen feldolgozott kiilsé és belsd vilagunkat
reprezentald informaciot, és ezt kozvetiti a hippokampusz felé¢ a perfordns palyan
keresztiil. A perforans palya (PP) az Ammon-szarv és gyrus detatus hataran futva 1ép be

egyrészt a CA1-3 régid str. lacunosum-moleculare-ba, masrészt a gyrus dentatus str.
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moleculare-ba. A PP rostjai a str. moleculare kiilsé 2/3-aban a szemcsesejtek dendritjein
(illetve bizonyos interneuronok dendritjein, lasd II1.3.4. alfejezetet) végzddnek,
topografikusan. Ez a PP-szemcsesejt szinapszis a jelfeldolgozas elsé Iépcsdje. A
szemcsesejtek ingeriilete a mohaterminalisokon keresztiil tevodik a a CA3
piramissejtek proximalis dendritszakaszaira (illetve bizonyos interneuronokra, lasd
I11.3.3. alfejezetet), kialakitva a CA3 régid kiilon, specidlis rétegét a str. lucidumot. Ez
képezi a informacié feldolgozas masodik allomasat. A CA3 piramissejtek ingeriilete a
Schaffer Karoly (1864-1939) utan elnevezett Schaffer-kollateralisokon keresztil jut
végiil a CA1 piramisejtek apikalis és bazalis dendritjeire, mely a 3. szinapszist képezi a
,haromszinapszisos-hurokban”. A CA1l piramisejtek rostjai az alveusban 6sszeszedddve
a szubikulumon keresztiil visszatérnek az entorhindlis kéregbe (de masik rétegébe). A
hippokampusz éltal feldolgozott/atdolgozott informaci6 tehat attételesen az entorhinélis
kéregbdl jut vissza a tobbi agykérgi teriiletre (O’Keefe, Nadel, 1978; Amaral, Witter,
1995).

I11.3.3. A hippokampusz szerkezetének szerepe a deklarativ memoria

kialakitasaban

A hippokampusznak kétségbevonhatatlan szerepe van a tanulds- ¢és
memoriafolyamatokban. Az 10 informaciok feldolgozasa soran két folyamatra van
sziikség: els6 korben egy generalizalé folyamat megy végbe (a ,,targy” besoroldsa a
megfeleld, agyunkban mar 1étezd ,,skatulya” megkeresésével), majd egy specifikacio
jon létre (a ,,skatulyan” beliil az 0j ,,dolog” miben tér el a ,,skatulya” tobbi elemétdl).
Ennek pontos leképezéséhez két kiilon neuronhaldzatra van sziikség. A generalizalo
folyamat az agykérgi milkddéshez kothetd, a kdrnyezet reprezenticidja jelentOsen
atfedd sejtaktivitasok révén valdsul meg, igy specifikus informacié nem johet 1étre a
halézatban. A specifikacié a hippokampusz feladata, a kornyezet leképezése szinte 4t
nem fedé mikrohalézatok kialakulasaval jon létre (Kali S. és Acsady L., 2003). Vagyis
a hippokampusz a deklarativ memoridban jatszik szerepet, ez tartalmazza a ,.tiszta
fogalmakat” (clarus®= vildgos). De mi az a szerkezeti kiilonbség, ami az agykéreggel
szemben képes hasonld bementekhez kiilonb6zé haldzati aktivitast produkalni? A

memoria alapjaul szolgdlo Hebb-féle autoasszociativ halozat ugyanis mind az
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agykéregben, mind a hippokampuszban megtalalhat6. A vélasz a , hdromszinapszisos
hurok” egyes principalis sejtjeinek egyedi tulajdonsagaiban, és kapcsolataiban talalhato
(Acsady és Kali, 2007). A generalizalt informéciéo az entorhindlis kérgen keresztiil
érkezik agyunk egyik legkiilonlegesebb serkentd sejtjére, a szemcsesejtre, ami a
legfontosabb allomas a specifikus informacid kialakitasaban. A szemcsesejtek nagyon
erds sziirést végeznek a bejovo informacion azaltal, hogy rendkiviil hiperpolarizaltak, és
nagyon alacsony az alapaktivitdsuk. Mivel nincsenek bazalis dendritjeik, €s egymasssal
sincsenek Osszekodtve, nem jon létre autoasszociativ halozat, a bekeriild informécio
nagyon pontosan képezddik le a szemcsesejtekben. A gyrus dentatus legfontosabb
feladata tehat a jel szelekcigja és kategorizacidja. A kovetkezd 1épés, hogy a
szemcsesejtek a megsziirt informaciot rendkiviil pontosan adjdk at a CA3
piramissejteknek. Ehhez egyrészt annak a néhany célelemnek a nagyon pontos
kivalasztasa sziikséges, ami a CA3 régidban az informaciot kodold autoasszociativ
mikrohdlozatot 1étrehozza, masrészt a halozat tobbi tagjdnak elcsendesitése. A
szemcsesejt specialis, egyedi termindlisa, a mohatermindlis képes ellatni mindkét
feladatot egyszerre. A moharostok célelem specifikusan kétféle termindlissal
rendelkeznek: az 6rids termindlisok kizarolag piramissejt-tiiskéken, a kis terminalisok
csak helyi GABAerg interneuronokon végzddnek. Az egy szemcsesejt altal adott orids-
mohaterminalisok szama igen kevés (szdzas nagysagrendi), de nagy hatékonysagu,
emellett a kis mohaterminalisok szdma aranyait tekintve Otszorosére tehetd a
serkent6hoz képest (Acsady et al., 1998). Ezzel a kapcsolatrendszerrel egysejt szinten
nagy hatékonysagu, pontos ingeriilet-atadas, populacios szinten erds gatlas érhetd el a
halozatban. A két terminalis fizioldgiai tulajdonsagaiban fellelhetd kiillonbségek tovabbi
magyarazatot adnak az informaciokddolas szabalyozéasara. Mig az oridsterminalisok a
transzmisszio frekvencidjanak novekedésével facilitdlo szinaptikus valaszt (facilitalo
EPSP) adnak, addig a kis terminalisok frekvencia-fliggésére a depressziv (depresszald
EPSP) vagy enyhén facilitdlé valasz jellemz6 (Toth et al., 2000). Egy adott frekvencian
a két mechanizmus ereddje fogja meghatarozni a CA3 piramissejt ingeriiletét: alacsony
szemcsesejt aktivitds soran (ami héaldzati ,,zaj”-ként értékelhetd) az erds gatlas dominal,
mig néhany, de fokozott aktivitdsu szemcsesejt aktivitdsa (informacio-kodolés) soran a
serkentés erdsodése, és a gatlds gyengiilése révén a kivalasztott piramissejtek

ingeriiletbe jonnek (a haldzat tobbi piramissejtje pedig gatolt marad). A szemcsesejt-
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CA3 piramissejt kapcsolat tovabbi jellemzdje a nem-asszociativ preszinaptikus LTP
(Lauri et al., 2001). A CA3 piramissejtek kiterjedt rekurrens kollateralisai révén a CA3
régid autoasszociativ haldzati tulajdonsaggal rendelkezik. A megszerezett specifikus
informacio erds szinaptikus kapcsolatokkal 0sszekotott piramissejt-mikrohaldzatokban
tarolodik, ami kontextusfiiggd modon, a haldzat egyes elemeinek aktivitasa révén a
mikrohaldzat egészét aktivalhatja, igy komplex emléknyomok felidézése valik lehetové.
A CAIl piramisejtekben ezt kovetden integralodik a CA3 piramissejtek ingeriilete (str.
radiatum) az entorhindlis kéregbdl érkezo perforans-palya bemenettel (str. lacunosum-
moleculare). A CAl piramissejtek plaszticitasdhoz (LTP kialakuldsa) elengedhetetlen
még a helyi GABAerg interneuronok térben és idében precizen szabalyozott halozati
mikodésre kifejtett hatdsa (részletesen lasd II1.3.5. alfejezetben). Az igy keletkezd
emléknyomok lasst folyamat sordn tevddnek at a generalizalo agykérgi teriiletekre.
Osszegzésként elmondhatod, hogy a hippokampusz specifikus miikddésének
hatterében egyedi strukturalis felépitése all (gyrus dentatus-CA3 kapcsolat),
autoasszociativ halozata el6tt egy kategorizald haldzat (gyrus dentatus) talalhatd. Ezek a
tulajdonsagok teszik képessé arra, hogy nagy szdmu, komplex emléknyom gyors és

atfedésmentes tarolasat végezze.

I11.3.4. A hippokampusz interneuronjai

Interneuron alatt klasszikusan azokat a nem principalis (nem glutamaterg)
idegsejteket értjilk, melyek a helyi halézat miikodésében, szabalyozasaban vesznek
részt, és nem vetitetenek mas agyteriiletre. Jelen értekezésben hippokampalis
interneuron alatt kizarolag a GABAerg interneuronokat értem. E definicid nem
szerencsés manapsag, hiszen ma mar jol ismert, hogy nemcsak a principalis sejtek
vetitenek mdas agyteriiletekre, hanem GABAerg ,interneuronok” is, nem is
elhanyagolhatd szerepet toltve be. Jobb nevezéktan hidnydban azonban a vetitd
GABAerg idegsejteket is az interneuronok kézé soroljuk.

A GABAerg sejtek jelatvivé anyaga a gamma-amino-vajsav (GABA), mely
néhany kivételtdl (pl. az idegsejtek fejlddésének korai szakaszdban, az Un. ,,GABA-
switch” elott a GABA serkentd tulajdonsagu) eltekintve gatldé neurotranszmitter. FO

feladatuk tehat a principalis sejtek gatlasa, tiizelési mintazatuk idébeli preciz
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szabdlyozasa (részletesen lasd II1.3.5. alfejezetben). A hippokampadlis interneuronok —
szemben a kvézi egyforma piramissejtekkel — nem alkotnak egységes populaciot, a
kiilonboz6 alpopulaciok szama ma mar 20 {6lé tehetd (Klausberger és Somogyi, 2008;
2. abra). Az interneuronok sokfélesége azonban nem céltalan, kiillonb6z0 halozati
mikodések szabalyozasanak szolgalataban allnak (Klausberger et al., 2005).

Szamos anatomiai tulajdonsdg alkalmas lehet az interneuron alpopuldciok
elkiilonitésére, igy példaul a célelem specificitas, a dendritfa eldgazodésa a rétegekben,
illetve, hogy egyes tipusok jellemzéen mely peptid neuromodulatorokat vagy kalcium-
kotd fehérjéket fejezik ki.

A tovabbiakban néhany azonos/hasonld funkcid betdltésére specializalodott
interneuronok csoportjainak tulajdonséagait részletezem példakkal illusztralva.

Mivel a legtobb ismeret a CAl régid interneuronjairdl all rendelkezésiinkre,
ezért a CAl régid interneuronjait hasznalva modellként mutatom be a f6 csoportokat
(2.4bra).

A tovabbiakban a célelem specificitast alapul véve az alabbi csoportositast alkalmazom:

- dendritikus gatlosejtek

- periszomatikus gatldsejtek

- interneuron-specifikus interneuronok

- vetitd interneuronok

I11.3.4.1. A dendritikus gatlosejtek

A dendritikus gatlosejtek kozos tulajdonsaga, hogy axontermindlisaik a
piramissejt valamely dendritszakaszan végzddnek a beérkezd serkentd szinapszisok
szoros szomszédsagaban. Ebbdl kovetkeztethetd, hogy feladatuk elsésorban a
piramissejt bemenetének szabalyozasa, az egyes serkentd szinapszisok plaszticitasdnak
heteroszinaptikus befolyasoldsa, a fesziiltségfiiggd kalcium-csatornak és NMDA-tipusu
glutamat receptorok gatlasaval annak meghatarozasa, hogy melyik szinapszis erésodhet
meg, és mely ingeriilet juthat el a sejttestig.

Ennek a feladatnak az ellatdsara egy dendritikus gatlosejt atlagosan 3-18
szinapszist ad egy piramissejt dendritfajanak kiilonb6z0 szegmenseire, €s a gatlas

kisebb mértékii. Ebbe a csoportba tartoznak a 2. dbra 5-11 és 13 szammal jelolt
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interneuronjai. A dendritikus gatldsejtek sokfélesége azzal magyarazhatd, hogy a
piramissejt dendritfajanak kiilonbozé szegmenseit bemenet-specifikusan innervaljak,
illetve sajat bemenetiiket eltéré forrasbol kapjak. E két tulajdonsag alapjan
megkiilonboztetiink Un. ,,feed-forward” (elérehatd) és ,,feed-back™ (visszahatd) gatlast.
Az eldrehato gatléas esetében a gatldsejt azon rostok hatasat modositja a piramissejtben,
amelybdl sajat bemenetét is kapja, tehat az adott afferens sajat hatékonysagat sajat
aktivitdsanak fliggvényében szabalyozza. A visszahato gétlas esetében a gatldsejt altal

kapott bemenet mas forrasbol szarmazik, mint az altala mddositott bemenet (Freund és
Buzsaki, 1996).
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2. Abra. GABAerg interneuronok a hippokampusz CAI régicjiban

A sematikus dabran a hippokampalis CAl régio eddig ismert interneuronjai és
axonarborizaciojuk rétegeloszlasa lathato. Az dbra bal szélén olvashatok a
hippokampusz rétegei. A kék szin aranyalataival a CAl piramissejtek, narancssarga
szinnel a periszomatikus gatlosejtek, pirossal a dendritikus és vetité interneuronok,
rozsaszinnel az IN-specifikus gatlosejtek sejttestie és fo dendritjei lathatok. Lilaval

jeloltek az interneuron-axonok, melyek citromsarga terminalisokban végzodnek. Az
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abra bal felén talalhatok a kiilso és belso forrasbol szarmazo glutamaterg bemenetek.
Az interneuronok sokfélesége, teérbeli és idobeli preciz szabdlyozasa a piramissejt-
halozat normal mitkédésének szolgalataban all. (Modositva: Klausberger és Somogyi,

Science, 2008.)

A Schaffer-kollaterdlis bemenettel (piramissejt bazalis és proximalis apikalis
dendritszakaszai-strata oriens ¢és radiatum) asszocialodik — csak a legfontosabbakat
kiemelve- a ,bistratified” (,,két-réteget innervald”, bisztratifikalt sejt, 2. abra 5 szamu
sejt), a Schaffer-kollateralis asszocidlt (SKA; emellett CCK-tartalmt) dendritikus
gatlosejt (2. abra, 8 szdmu sejt), valamint az ,,Ivy” (,,borostyan”)-sejt (2. abra, 6 szami
sejt). Dendriteloszlasuk alapjan a bisztratifikalt- és az Ivy-sejt bemenetét is a Schaffer-
kollateralisok biztositjak, igy elérehatd gatlosejtek (Fuentealba et al., 2008; Klausberger
¢s Somogyi, 2008).

Az entorhinalis eredetll perforans-palya bemenettel (piramissejt distalis apikalis
dendritszakasza-str. lacunosum-moleculare) asszocidlodik az O-LM  (Oriens-
Lacunosum-Moleculare; (2. dbra, 7 szamu sejt), a perforans-palya asszocialt (2. abra, 10
szamu sejt) €s a neurogliaform (2. dbra, 11 szamu sejt) sejt. Mig az O-LM sejtek
els6sorban a lokalis piramissejtek rekurrens kollateralisaibol kapjdk a bemenetet
(tipikus visszahat6 gatlosejt), addig a masik ketté elsGsorban a perforans-palyatol
(elérehato-gatlas). A neurogliaform sejtek neviikbdl kovetkezden is nagyon eltérnek a
klasszikus neuronok felépitésétdl, elsdsorban a lassu, tonikus GABAerg
transzmisszioban vesznek részt (Armstrong et al., 2012; Tamaés et al., 2003), és tonikus

nitrogén-monoxid felszabaditasara képesek (lasd I11.3.5.5.).

I11.3.4.2. A periszomatikus gatlosejtek

Mivel a periszomatikus gatlas kiemelt fontossaggal bir a halézat miikodésében,
¢és az értekezésben szerepld kisérletek is foként ezen sejtek szinapszisaira irdnyulnak, a
periszomatikus gatlosejtek tulajdonsagait részletesebben targyalom. Periszomatikus
régid alatt a piramissejt sejttestét, (altalaban) a sejttestbdl kiinduldé axon inicialis
szegmentjét (AIS) illetve az Un. sejttest-ekvivalens dendrit szakaszokat (tiiskementes

proximalis dendritek a sejttesttd]l szamitott ~100 mikronon beliil) értjiik (Megias et al.,
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2001). A régio fo jellemzdje, hogy serkenté bemenet nem érkezik ra, kizarolag a
periszomatikus gatldsejtek innervaljak szimmetrikus szinapszisokat képezve (Megias et
al., 2001). Sokkal kevésbé heterogén populacidot képeznek, mint a dendritikus
gatlosejtek. Mivel a periszomatikus régié az akcids-potenciadl generaldsaban jatsza a {6
szerepet, ezért ezek az interneuronok a piramissejtek kimenetét, a natrium-fiiggd akcids
potencialok kialakuldsédnak valosziniiségét szabalyozzak. Bemenetiik nem asszocialodik
specifikusan kiilon egyik afferenssel sem (a kosarsejteknek kevésbé jelentds
mennyiségli dendritje taldlhatd a str. laconosum-moleculare-ban, ami arra utal, hogy
kevesebb entorhinalis bementet kapnak.), viszont jelentdés szamu serkentd bemenetet
kapnak a piramissejtektdl. A piramissejt-interneuron kapcsolatra nagy amplitaddja
serkentd potencidl jellemzd, ami altaldban egy szinapszison keresztil megy végbe

(Gulyas et al., 1993).

Glutamaditerg
barmanet

T

GABAerg

. e 2\ s 5.HT.

= receplar
M, muszkarinikus ‘ e

racaplar

Median
raphe

3. Abra. A hippokampadlis CAI piramissejtekre érkezé periszomatikus gdtlds
felépitésének vazlata

Az abran a piramissejt sejttestjére érkezo két kiilonbozo gatlosejt- a parvalbumin (PV)
tartalmu és a kolecisztokinin (CCK) tartalmu kosdrsejt- szinapszisa, a jelatvitelben

fontosabb szerepet jatszo receptorai, illetve fobb bemenetei lathatok. Mig a PV+
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kosdarsejt a piramissejt ritmikus gatlasaert teheto felelossé, ezaltal ,, oramit”
pontossaggal segitve a neuronhdlozati frekvencia kialakulasat, addig a CCK+ kosdrsejt
kéreg alatti bemeneteinek is koszonhetéen a gatlas ,,finom hangolasaban’ vesz részt,
belso vilagunknak, hangulati életiinknek megfeleloen. (Modositva: Freund, TF, 2003,
TINS)

Olyan nagy hatékonysagui ez a serkentd aram, hogy altaldban az interneuon
kisiiléséhez is vezet. Ebbe a csoportba tartozik az axo-axonikus — Szentagothai Janos
nyoman kandelaber — sejt (2. abra, 1 szadmu sejt) és a kosarsejtek.A kandelaber-sejtek az
egyetlen, specifikusan csak az axon inicidlis szegmenet beidegz6 interneuronok, rostjaik
vertikalis termindlis fiizéreket alkotnak egy-egy piramissejt axon inicidlis szegmentje
koriil, ahol tobbszordsen szinaptizalnak.

A kosarsejtek a sejttestet és a proximalis dendritszakaszokat is beidegzik, nagy
amplitddoju gatlo-potencidlokat hoznak I1étre, atlagosan 2-8 kozel elhelyezkedd
szinapszison keresztiil. A kosarsejtek ezaltal nagy hatékonysaggal képesek gatolni a
piramissejt akcios potencialjat. Egy kosarsejt egyetlen akcids potencidja mar 3
szinapszison keresztiil megakaddlyozza a piramissejt ismételt kisiilését. Jellemzd
abra, 2 szamu sejt) és a kolecisztokinin (CCK) tartalmuakat kiilonbdztetjilk meg, a
kandeldber-sejtek mind PV tartalmiak. A CCK tartalmt kosarsejtek tovabb oszthatdak
vezikularis glutamat-transzporter 3 (vGluT3, 2. abra, 4 szaml sejt) és vazoaktiv
intesztinalis polipeptid (VIP; 2. 4bra, 3 szamu sejt) tartalmuk alapjan. Funkcionalis
kiilonbség egyeldre nem volt kimutathat6 a két CCK tartalmu alpopulécio kozott, ezért
jellemzeéstik egyiitt torténik, mint CCK tartalmt kosarsejtek.

A két kosarsejt tipus teljesen mas feladatra specializalodott a neurondlis halozat
szabalyozasat illetden, ami receptoraik €s bemeneteik kiilonbségében is tetten érhetd, és
eltérd fiziologiai tulajdonsadgokat kdlcsonoz a két sejttipusnak (3.4bra) (Freund, 2003;
Freund és Katona, 2007; Klausberger et al., 2005).

A PV kosarsejtek transzmisszidja nagyon hatékony gatlast eredményez, de
egyben rigid is, kevés ponton szabalyozhatd, nem plasztikus. A PV kosarsejtek 6
serkentd bemenetét a piramissejtektdl kapja, méghozza nagyrészt ,,elérehatd” serkentés
formajaban (a CA3 piramissejtektol, vagyis Schaffer-kollateralisoktol), kisebb

mértékben a helyi piramissejtek ,visszahat6” serkentése folytan. Kéregalatti
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modulatoros (monoaminerg) és GABAerg bementiik joval kevesebb. A serkentd
szinapszisok fontos tulajdonsdga, nem plasztikusak, a kapott ingeriiletet pontosan
kozvetiti a halozatra. A PV kosarsejtek egymast is beidegzik, soét elektromos
szinapszisokkal (n. ,,gap junction”-0kon keresztiil) is Ossze vannak kapcsolva,
szinciciumot alkotva. Egy PV sejt nagyjabol 20-50 masik PV kosarsejttel all ilyen
szoros kapcsoltsagban. Ennek jellentdssége Oriasi a halozati szinkronizacid
szemponjabol (részletesen lasd II1.3.5. alfejezetben). A PV sejtek fiziologiai
tulajdonsagai részben ezeknek a tulajdonsagoknak is kdszonhetd, Un. ,,gyors tiizelési”
interneuronok, a tlizelési mintazatuk nem mutat alkalmazkodast, megbizhatéan ¢és
»oramil” pontossaggal tlizelnek, a halozati frekvenciat még 100 Hz felett is képesek
kovetni. Az iddbeli precizitdshoz még hozzajarul, hogy a PV termindlisban nagyon
szoros kapcsolat van a kalcium-szenzorok €s a kalcium csatorndk kozott: a kalcium
csatorndk a szinaptikus aktiv zdénaban helyezkednek el, azonnali vezikula-iiriilést
eredményezve. A PV terminalisbdl torténé GABA felszabadulas eddigi ismereteink
alapjan M, tipusi muszkarinos acetil-kolin receptoron (mAchR) és p-opioid receptoron
keresztiil szabédlyozhat6 (mindkettd csokkenti a GABA felszabadulasat). A PV
szinapszis posztszinaptikus oldaldn az o; alegység-Osszetételi GABA, receptorok
vannak talsulyban, melyeken a szorongasold6 benzodiazepinek hatasa kevéssé
érvényesiil. A PV kosarsejt-szincicium feladata tehat ,,6ramii” pontossaggal
szinkronizalni az altaluk beidegzett 1000-2000 piramissejtet a kiilonbozé halozati
oszcillaciok soran. Ez alapvetd fontossdgu a kognitiv folyamatok kialakitdsdban (lasd
még I11.3.5. alfejezetben).

A CCK kosarsejtek altal 1étrehozott gatlds ezzel szemben sok ponton
modulalhato, plasztikus folyamat. Legszembetlindbb bemeneti kiilonbséget a kéreg
alatti modulatoros innervacio adja: a bels¢ vilagunkat és hangulati életiinket
reprezentald szerotonerg bemenet a periszomatikus gatlosejtek koziil szelektiven idegzi
be a CCK tartalmuakat. A szerotonerg rostok a median raphe magcsoportbol
szarmaznak, és 5-HTj; tipust, ionotrop szerotonin receptoron hatnak, mig a kolinerg
rostok a7 nikotinikus acetil-kolin receptoron keresztiil serkentik a CCK kosarsejteket.
Glutamaterg bemenetiik toredéke a PV kosarsejtekének, annal tobb gatlobementet
kapnak viszont a calretitin tartalmt interneuron-specifikus sejtektél. A CCK sejtek

glutamaterg bemenete nemcsak szamaban tér el a PV sejthez képest, de tobb forrasbol
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szarmazo6 informécio (CA3- Schaffer kollateralis, CA1 piramissejt-kollateralis, vagyis
sejt kisiilését eredményezi a Schaffer-kollateralisok ingeriilete, addig a CCK sejtek
szamara ez az ingeriilet nem elegend6. A CCK kosarsejtek csak akkor keriilnek
ingeriiletbe, ha elég er6s a Schaffer kollateralis bemenet ahhoz, hogy a helyi CAl
piramissejtek is aktivalodjanak, és ezek ,,visszahatd” lokalis kollateralisai is ingerlik a
CCK sejteket. A CCK sejtek nem alkotnak szinciciumot, nem jellemz6 rajuk az a szoros
kapcsoltsag, amit a PV sejteknél lattunk. Tiizelési mintazatukra a ,,szabalyos tiizelés”
jellemzd, maximalisan 40-50 Hz-ig képesek kovetni az aktivalasi frekvenciat, és
akkomodalodnak, vagyis ismételt ingerlés esetén egyre ritkdbban keletkeznek akcios
potencidlok. A CCK kosarsejtek terminalisaiban a kalcium csatornak nem a szinaptikus
aktiv zoéndban, hanem a terminalis tdvolabbi részein helyezkednek el, ezaltal 1azén
kapcsolodnak a kalcium szenzorokhoz. A CCK kosarsejtek szinapszisaira tobbszoros
»felszabadulasi hely” jellemzd egyetlen aktiv zonan beliil (sokszor invaginacio is
megfigyelhetd a szinaptikus feliilet novelésére), ez eredményezi, hogy a CCK sejtek
GABA iiritése aszinkron mddon és idében elnyujtva jelentkezik. A CCK terminalisok
GABA firitése szamos receptor aktivaciojaval moduldlhato. Ezek koziil kiemelendd a
CB1 kannabinoid receptor, melynek aktivacidja a terminalis kiilonbdz6é mértékii
elcsendesitéséhez vezet. A folyamat, melyet ,depolarizaci6 kivaltotta gatlas-
elnyomdsnak” (DSI) neveziink, retrograd uton, a piramissejt aktivaciojatol fliggden
endokannabinoidok szintézisével jon létre, mely a preszinaptikus CBI1 receptorok
aktivaciojaval gatolja a kalcium csatorndk miikodését, ezaltal a GABA felszabaduldsat
(lasd még I11.4.2.1. alfejezetben). A CCK szinapszis posztszinaptikus oldalan az o,
alegység-osszetételi. GABA, receptorok  vannak thlstlyban, melyeken a
benzodiazepinek szorongasoldo hatasa érvényesiil. Osszességében elmondhaté, hogy a
CCK kosarsejtek érzelmi, motivacios €s a szervezet altalanos allapotarol informaciokat
hordozva a piramissejtek ,,finom hangolésara” specializalodtak. A idegrendszer
egyetlen olyan sejtje, amin konvergalnak a szorongas molekularis kodasaban résztvevo
transzmitter-rendszerek és receptorok, igy a hangulati élet zavaraiban (szorongds és
depressziv allapotok) kétséget kizaro szereppel bir.

A periszomatikus kosarsejtek tehat a ,ritmust” (PV) és a ,kedélyt” (CCK)
kozvetitik a halozatba (Freund, 2003; Freund és Katona, 2007).
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I11.3.4.3. Az interneuron-specifikus interneuronok

Az interneuron-specifikus gatlosejtek (a tovabbiakban IS-sejtek) attol
kiilonlegesek, hogy célelemiik nem a piramissejt valamely szegmense, hanem mas (jol
meghatdrozott) interneuronok. Harom tipusat kiilonboztetjiik meg az IS-sejteknek (IS-1-
3, 2.4bra 19-21 szamu sejtjei). Az IS-1 sejtek kiterjedt szinciciumot alkotnak szdmos
dendrodendritikus kapcsolatuk révén, ami ennek a sejtpopulécionak a gyors szinkron-
kisiilését teszi lehetévé. A dendritikus gatlds szinkronizacidja révén elengedhetetlen
fontossaggal birnak a dendritikus aramok és plaszticitas hatékony szabalyozasdban. Az
IS-3 tipusu sejtek szelektiven az O-LM sejtet idegzik be, diszinhibiciot téve lehetdveé a
piramissejt disztalis dendritszakaszain (Freund és Buzsdki, 1996). Az interneuron-
szelektiv interneuronoknak tehat jelentds szerepe van a hippokampalis haldzat

oszcillaciojanak €s diszinhibicidjanak kontrolljaban (Freund és Gulyas, 1997).

I11.3.4.4. A vetit6 GABAerg interneuronok

Vetitd GABAerg gatldsejtek alatt a hippokampuszon beliil masik régidba vetitd,
illetve a hippokampuszon kiviilre, tdvolra vetit6 GABAerg sejteket érjiikk. Az eldbbire
példa a visszavetitd-sejt (,,back-projection” neuron, 2.4bra 16 szamu sejt; (Sik et al.,
1995; Sik et al., 1994), mely els6ésorban a CA3 régioba, kisebb mértékben a gyrus
dentatus hilusaba vetit vissza, és a ,,visszahato’-gatlasban jatszik szerepet. Szamos
boutonja talalhaté kapillarisok kozvetlen kornyezetében, de direkt kapcsolatba nem lép
az endothellel. Jellemz6 fehérjéje, mely immunohisztokémiai jelolésére is hasznalhato,
a neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS). Utdbbi két tulajdonsdgabol kovetkezden
a hippokampalis neuronhal6ézat homeosztatikus szabalyozasaban jatszik szerepet (lasd
még a [11.3.5.5. alfejezetben).

A tavolra vetitd sejtek f6 célpontja a szeptalis teriilet, a szubikulum és a
retrohippokampalis kéregteriilet. Ezek koziil kiemelendd a hippokamposzeptalis
gatlosejt (2.abra 18 szdmu sejt), melynek f0 bemenete a CAl piramissejt

kollateralisaibol szarmazik. Tavoli axonjai elsésorban a medidlis szeptum (PV tartalmu)
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GABAerg interneuronjait innervaljak (Toth et al., 1993), mig lokalis axonjai a CAl
valamennyi rétegében szétagaznak, ¢és szelektiven interneuronokon végzddnek.
Morfologiajukbol kovetkezden jelentOs szerepet jatszanak a piramissejt-halozat
aktivitdsanak filiggvényében a helyi és a szeptalis (ritmusgenerald, Un. pacemaker)
interneuronok egyiittes szinkronizacidjaban, ezaltal a hippokampalis oszcillaciok
szabdlyozasaban (lasd IIL1.3.5. alfejezetben). A retrohippokampalis (2. abra 15 és 17
szamu sejtjel) és szubikularis (2. abra 12 szamu sejt) teriiletre vetitd sejtek a CAl
piramissejtek rostjaival parhuzamosan haladnak a célteriiletre, és ritmikus kisiiléssel
kovetik a hippokampalis oszcillaciokat, melynek szerepe van a hippokampuszbdl az
érintett teriiletekre kozvetitett informacié ataddsaban (Klausberger és Somogyi, 2008)

(funkcidik az I11.3.5. alfejezetben olvashato).

I11.3.5. A hippokampalis interneuronok szerepe a neuronhalézat miikodésében

A hippokampadlis interneuronok teljes egészében lefedik a piramissejt felszinét
(lasd 1I1.3.4. alfejezet). Az interneuronok sokféleségének, térbeli és legfoképpen iddbeli
rendezettségének kulcsszerepe van a kérgi hélozatok kiilonbozd agyi allapotokhoz
rendelt oszcillacidinak létrehozdsédban, és olyan komplex folyamatokban, mint az
érzelmekkel szinezett emléknyomok taroldsa és felidézése, a vilag dolgainak
megismerése €s €rtékelése, valamint a kognitiv viselkedés (Klausberger és Somogyi,
2008). Mig az informacid6 hordozoi jelen feltételezések szerint elsOsorban a
piramissejtek, az interneuronok ,,0sszefliggést adnak a tartalomnak™ (,,context for the
content”, (Freund ¢és Buzsaki, 1996). Az interneuronok szerepet jatszanak az
oszcillaciok kialakitdsdban, az oszcillaciok tavoli agyteriiletekre kozvetitésében, és a
kapillarishalozattal ,,egyiittmiikodésben” a neuronhdlozat aktivitdsanak megfeleld
anyagcsere igény kielégitésében. Mivel az oszcillaciok kialakuldsa nem targya jelen
dolgozatnak, csak az interneuronok szerepének megértése céljabdl nagyon rdéviden

ismertetem ezeket.
A hippokampusz viselkedésfiiggd elektromos aktivitdsmintdzatai, oszcillacioi:

1. Théta-oszcillacio: 4-8 Hz frekvenciaju aktivitas, mely a hippokampusz ,,online”

allapotat tiikrozi, exploracid és paradox alvas alatt tapasztalhato.
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2. Gamma-oszcillacio: 30-80 Hz frekvencidju aktivités, két fajtajat kiilonboztetjiikk meg,
a ,,thétaba agyazott gammat” és az ,.éles hullamot koveté gammat”.
3. Eles-hullamii aktivitds: 100-200 Hz frekvenciaju aktivitds, mely nyugalomban,

étkezés soran, és lassu hullamu alvas soran figyelhetd meg.

II1.3.5.1. A théta oszcillacio

A théta oszcillacio szerepe egyfajta zajsziirés, a valos informdacio és a halozati
hattér-aktivitas szétvalasztdsa. Kialakitdsdban nélkiilozhetetlen a medialis szeptum
(tovébbiakban: szeptum) mind GABAerg, mind kolinerg sejtcsoportja, melynek rostjai a
hippokampuszba vetitenek. A GABAerg rostok szelektiven idegzik be a hippokampusz
néhany interneuronjat (Freund és Antal, 1988). Ezek k6z¢ tartoznak a calbindin tartalmu
,bisztratifikalt” és a szomatosztatin tartalmia O-LM dendritikus gatlosejtek, valamint a
periszomatikus gatlosejtek koziil a két PV tartalmu sejtcsoport, a kandelaber sejtek és
PV kosarsejtek. A szeptum feladata a hippokampdlis interneuronok ritmusos
kistilésének elérése (a szeptalis -PV tartalmi- GABAerg sejtek ritmusgenerator -Un.
»pacemaker”- sejtek), mely ezt kovetden szinkronizalja a piramissejtek kisiiléseit is
(Freund és Gulyas, 1997).

A szeptohippokampalis GABAerg sejtek preciz, az egyes interneuron
populacidkra kifejtett, idoben jol meghatarozott gatldo hatdsa (a dendritikus sejteket az
EC théta csucsan, a periszomatikus sejteket az EC théta volgyében) és a fazis-
eldretolodas jelensége (mely valdszintlileg az eCB altal a CCK kosarsejteken 1étrehozott
DSI eredménye, lasd 111.3.4.2. alfejezetben) révén a piramissejt halézatbol kiemelkedik
az a néhany, egymastol akar tavol levd piramissejt, ami informacidhordozéasa révén egy
mikrohaldzat része lesz. Ez a mikrohédlozat lesz alkalmas arra, hogy a memoria

konszolidéacigja (€les-hullamok) soran komplex emléknyomokat taroljon.
I11.3.5.2. A gamma oszcillacio
A gamma oszcillacié szerepe, hogy lehetévé tegye azt a 2-3 ms pontossagu

oszcillaciot, ami az LTP kialakuldsahoz sziikséges (lasd az I11.6.4.1. alfejezetben). A

kodolod piramissejtek a théta egy korabbi fazisdban (a fazis-eldretolodas révén) a CCK
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tartalml kosarsejtek gatlasa aldl felszabadulnak, és képesek tiizelni. Ezt a néhany
piramissejtet, ami az informacié kodoldsdban vesz részt tovabb kell szinkronizalni,
hogy megfeleld frekvencian tiizeljenek a potenciacidhoz. Erre alkalmas interneuron az
,»orami pontossagt” PV kosarsejt, aminek gatlasatol a piramissejtek nem tudnak
megszabadulni. Az oszcillacio a CA3 régiobol indul, a CA3 piramissejtek szinkron
kistilését kozvetlentil koveti a PV interneuronok kistilése (Csicsvari et al., 2003; Hajos
et al., 2004).

A gamma-oszcillacid tobb kéregteriileten szinkron moddon jelenik meg, igy

lehetdség nyilik a beérkezd informacio kiillonbdzd modalitasainak egyiittes tarolasara.

I11.3.5.3. Az éles-hullamok

Pihenés ¢és lassu hullamu alvés alatt a hippokampuszban megjelenik az éles-
hullam aktivitds, melynek feladata a memoria konszolidacidja. A CA3 piramissejtek
nagy frekvencids tiizéléssorozatanak (,,burst”) kovetkeztében jon létre, melynek
kialakuldsdban nagy szerepe van a PV kosarsejteknek. A populacios sorozatkisiilésben
eltérd szamu piramissejt vesz részt, a kialakuld mikrohélozat jelentds megerdsodését
hozva 1étre. Minél hosszabb ideig tartozkodik egy sejt az éles-hulldm aktivitdsban, annal
jobban megerdsiti a kapcsolatat a mikrohaldzat tobbi elemével (Buzsaki, 1986). Ez teszi
lehetévé komplex emléknyomok kiilonb6z6 rész-aspektusainak egyiittes tarolasat. A
memorianyom felidézése soran pedig az emlék egy kis részletéért ,,felelds” piramisse;jt
aktivitdsa hozza ingeriiletbe az egész mikrohalozatot. Minél erésebb a kapcsolat, annal
konnyebben torténik a felidézés is. A kétfazisi memoria-modell alapjan tehat egy
hosszabb expolécios fazis (théta oszcillacio-specifikus informécid begylijtése) utan a
teljes informacid akdr egyetlen éles-hulldmba tomoriilve keriil eltarolasra (Buzsaki,

1989).

I11.3.5.4. A tavolra vetit6 GABAerg neuronok szerepe az oszcilllaciokban

A tavoli kortikalis és szubkortikalis teriiletekre vetitd GABAerg interneuronok

(lasd az II1.3.4.4. alfejezetben) kovetve a haldzati mintazatot, ritmikusan tlizelnek az

egyes oszcillaciok alatt, ezzel hozzdjarulnak a tavoli teriiletek 1iddbeli
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szinkronizaciojdhoz. Habar az agyteriiletek kozotti informacio-atadas a glutamaterg
piramissejtek axonjain keresztiil torténik, a piramissejt-halézat a sziikséges iddbeli
precizitast nem képes kialakitani az agyteriiletek kozott. A vetit6 GABAerg sejtek a
célteriilet adott sejteinek aktivitasat gatolva, eldkészitik a halozatot a glutamaterg
rostokon keresztiil érkezd specifikus informacié fogadasara (Klausberger és Somogyi,

2008).

I11.3.5.5. Homeosztatikus szabalyozas

Az agyi véraramlas ¢és a neurdlis aktivitds szoros kapcsoltsdgban allnak
egymassal. A kommunikécié (mint a legtobb esetben) kétiranyu: a neurovaszkuléris
iranyban bizonyos hippokampalis interneuronok kozvetitik a megnovekedett halozati
aktivitast az erek felé, ami vazodilatilaciot, ezaltal jobb oxigén és gliikkdz ellatast
biztosit; a vaszkuloneuralis irdny esetében az endothel hormonok és mas molekulak
felszabaditasaval képes befolydsolni a neuronok ingeriiletét (Garthwaite, 2008). A
legfontosabb szabalyozé molekula mindkét irdnyban a nitrogén-monoxid (NO). Az
interneuronok koziil az Ivy (borostyan), a neurogliaform ¢€s a visszavetito sejt képes NO
felszabaditasra (1asd még I11.3.4.1. és 111.3.4.4. alfejezetben), a benniik 1év0 neurondlis
NO-szintaz (nNOS) enzimnek kdszonhetden. A haldzati aktivitas fiiggvényében- az Ivy
sejt Schaffer, a neurogliaform entorhinélis, a visszavetitd sejt pedig CAl piramisse;jt
neuronok pre- és posztszinaptikus serkenthetdségének lassi modulalasat teszi lehetové.
A vaszkularis oldalrol az NO forrasa az endotheliumban 1év6 endothelidlis NO-szintdz
(e-NOS). Az erekbdl felszabaduld tonikus, alacsony koncentracioji NO (az
interneurondlis NO tonussal egyiitt) hozzajarul a serkentd sejtek LTP-jének
kialakulasdhoz. Ezt az a meglep0 adat is alatdmasztja, hogy annak ellenére, hogy e-NOS
nincs neuronalis elemben, az e-NOS génkiiitott allatban gyengiilt a szinaptikus
plaszticitas (Garthwaite, 2008). A fent emlitett folyamatok sordn felszabadulé NO a
pikomolos tartomdnyba esik, ilyen koncentracioban az NO nem viselkedik
szabadgyokkeént, igy ezekkel a hatdsaival sem kell szdmolni (Hall and Garthwaite, 2009;
Wood et al., 2011).
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I11.4. A retrograd jelatvitel

crer

potencial vezérelte anterograd jelatvitelre gondolunk, vagyis a preszinaptikus sejt

terminalisabol felszabaduld jelatvivé molekula a szinaptikus résen keresztiil a

posztszinaptikus sejt receptoraihoz kotddve fejti ki a hatasat. Mostanra nyilvanvalova

valt azonban, hogy a szinaptikus informacio-aramlas kétirdnyu: az anterograd mellett a

posztszinaptikus sejt egész repertoarral rendelkezik retrograd jelatvivé molekulakbol,

amik a preszinaptikus sejtet befolyasoljak. A retrograd jelatvitel olyan folyamatokban

jatszik szerepet, mint a szinapszisok kialakuldsa és érése a fejlddés korai szakaszaban,

vagy a szinapszisok plaszticitasa a feln6tt allatban. Tekintettel arra, hogy jelen dolgozat

a felnodtt agyban végbemend folyamatokra koncentral, a tovabbiakban csak az utobbi,

feln6tt allatra vonatkozo altalanos ismérvek ismertetése kovetkezik.

{ srekrobal] pelatavd, pl neurobrofin
\ @ membran-permesabdks pedateivd, plmo
/J e membran-kapcsolt fehene
-~ . szinaptkus vezikua “ AMPA recaptor

Jl NMDA receptor mpy fesziitségfiggs
iy B9 joncsatoma

4. Abra. A retrogrid

Jjelatviteli utvonalak
tipusainak osszefoglalo
vazlata

Az dbran egy sematikus
szinaptikus appardtus
lathato. A retrograd
Jjelatvitel esetében a
neurotranszmitter a
posztszinaptikus oldalon
képzodik, hatasat pedig a
preszinaptikus oldalon fejti
ki. Hatdasmechanizmus
alapjan  hdarom  formdjat

kiilonithetjiink el (az dabradn

balrol jobbra haladva): 1. szekrécio: posztszinaptikus vezikuldbol torténo felszabadulas

(pl. neurotrofin); 2. a pre- és posztszinaptikus membran kozt létesiil6 memran-kapcsolt

fehérjék altali jelatvitel (pl. neuroligin-neurexin); 3. membranon szabadon atdiffundalo

(membran-permeabilis) jelatvivok (pl. nitrogén-monoxid, endokannabinoidok). A
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preszinaptikus terminalis folyamataiba torténé beavatkozdas sokrétii lehet (pl.

anterograd transzmisszio befolyasoldsa, receptor internalizacio, stb.) Az abran ,, X"

crer

2001, PNAS)

I11.4.1. Retrograd jelatvitel az aktivitasfiiggo szinaptikus plaszticitasban

A szinaptikus plaszticitas legjobban tanulmanyozott forméja taldn a glutamaterg
szinapszisok hosszutavii potencirozédasa (LTP) ¢és depresszidja (LTD). Egyes
szinapszisok erdsddhetnek (LTP), mig maésok gyengiilhetnek (LTD). Mindkét
folyamatban 4ltaldban mind preszinaptikus, mind posztszinaptikus valtozdsok
létrejonnek. Retrograd jelatvitel szempontjabol a preszinaptikus valtozdsok jatszak a
kozponti  szerepet. Ilyen valtozds a  neurotranszmitter felszabadulasanak
novelése/csokkentése a vezikula-felszabadulas mechanizmuséaba, jrahasznositasaba €s
ujratdltésébe vald beavatkozassal, de kialakulhat olyan jel is, ami a termindlisbol a
sejttest felé halad, és a szinaptikus potenciacid tavoli hatasait hozza létre.

A retrograd jelatvitel harom form4jat kiillonboztethetjiik meg (Tao és Poo, 2001) 4.
abra):

1. retrograd jelatvitel membran-permeabilis faktorokkal

2. retrograd jelatvitel membran-kotott sejtkapesolo fehérjékkel

3. retrograd jelatvitel szekretalt fehérjéken keresztiil

I11.4.1.1. Membran-permeabilis faktorok

Ezek kozé tartozik a vérlemezke-aktivalo faktor, az arachidonsav, az
endokannabinoidok, a nitrogén-monoxid €s a szén-monoxid. Jelentdsebb hatasa
(jelenlegi tudasunk szerint) az endokannabinoidoknak és a nitrogén-monoxidnak van. A
nitrogén-monoxid jelatviteli rendszerének vizsgalata képezi a jelen dolgozat kisérletes
eredményeinek nagy részét, ezért a nitrogén-monoxiddal kapcsolatos ismeretek
targyalasa kiilon fejezetben (I11.5.) torténik.

Az endokannabinoidok (eCB) lipid természetii jelatvivé anyagok, kozds

vazukat arachidonsav adja, melyre a legtobb esetben amid-, észter- vagy éterkotéssel
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kapcsolodik a molekulara specifikus csoport. Legtobb ismeretiink a 2-arachidonil-
glicerinrdl (2-AG) és az N-arachidonil-etanolamidrdl (anandamid) van. A kdzponti
idegrendszerben receptoruk a preszinaptikusan elhelyezkedd Gy, kapcsolt metabotrop
CBI1 kannabinoid receptor. A kannabinoidok a transzmitter felszabadulds gatlasat
hozzak létre, mely mind cAMP-fiiggd, mind c-AMP fliggetlen uton (A-tipust és ,,befelé
egyeniranyito” K -csatornak aktivalasaval és N- és P/Q-tipusu fesziiltségfiiggs Ca’'-
csatornak gatlasaval) megy végbe. Endokannabinoid jelatvitel rovid- €s hosszutavon is
képes gatolni a transzmissziot (ezen folyamatok részletes leirasa az I11.4.2. fejezetben
torténik). A hippokampuszban ezekben a retrograd szabalyozasokban a 2-AG szerepe
bizonyitott. A 2-AG teljes agonistaja a CBI1 receptornak, mig az anandamid csak
részleges agonista, ezen kiviil a hippokampuszban az anandamid retrograd Utvonala is
megkérddjelezhetd (Nyilas et al., 2008). A 2-AG szintézise foszfolipadz C (PLC)B—fiiggd
és fiiggetlen Uton megy végbe. A PLCP fiiggetlen utvonal indukcidja magas
posztszinaptikus kalcium felszabadulasaval, diacil-glicerin (DAG) lipaz aktivalasaval
torténik (Ca®-fiiggd eCB szintézis). A kalcium bedramlas az extracellularis térbél,
fesziilségfliggd kalcium-csatornakon és/vagy NMDA-receptorokon keresztiil torténik. A
PLCP fiiggé utvonal alapvetden metabotropikus receptorok aktivacidja révén indul.
Endokannabinoid szintézist indukalnak ©onmagukban az I. csoporti metabotrép
glutamat-receptorok (mGIluR I.: mGluR1 és mGIluRS5), M/M; tipusi muszkarinos
acetil-kolin receptorok (mAChR), glukokortikoid receptorok, oxitocin €és orexin-
mellett) jon létre. Minden felsorolt receptor Ggi1 —fehérje kapcsolt, és PLCP
stimulacidohoz vezet, igy ehhez az utvonalhoz nem sziikséges a sejten beliili kalcium-
koncentracié emelkedése (receptor-vezérelt eCB szintézis). A PLC-fiiggd eCB szintézis
egy specidlis esete, amikor a metabotrop-receptor aktivacidja nem elegendd (kevés
agonista) az eCB jelpalya beinditdsdhoz, de egy egyidében érkezé depolarizacio
(kismértékii Ca®-szint emelkedés is elegendd), ami 6nmagaban szintén nem indukalna
eCB-szintézist, egyiittesen képes aktivalni a szintézist (Ca’ -asszisztalt, receptor-
vezérelt eCB szintézis). Ebben a paradigmaban a PLCP koincidencia-detektornak
tekinthetd. A hatas szinergista, nagyobb, mint amit a két komponens ,,szamtani

0sszegébdl” varnank (Kano et al., 2009). Minden eCB medidlta rovid- és hosszutava
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potencidcié e harom mechanizmus egyikét hasznalja (részletesen az 111.4.2. fejezetben

olvashato).

I11.4.1.2. Membran-kotott sejtkapcsolé fehérjék

A sejtek atmeneti vagy tartds Osszekottetéseiért a sejtadhéziés molekuldk (az
angol roviditésbol: CAM) tehetdk felelossé. Kalciumfiiggd csaladjukat kadherineknek,
kalciumfiiggetlen csaladjukat pedig Immunglobulin tipusii CAM-nak nevezzik. Az
idegrendszerben el6bbire példa a -neurondlis- N-kadherin, utdbbira a —neuronalis-
NCAM (Réhlich P, 2006).

Koziiliik szamos fehérjérdl bizonyitottdk, hogy szerepe van a szinaptikus
plaszticitasban igy példaul az NCAM-rél, kadherinekrél vagy a neuroligin-neurexin
kapcsolatrol. Az NCAM génkiiitott allatban eltiint az LTP, mind a CA1l, mind a CA3
régioban. A kadherin esetében hasonloét tapasztaltak, antitesttel vagy gatlopeptiddel
gatolt kadherin szignifikansan csokkentette az LTP-t, anélkiil, hogy hatéssal lett volna
az alap jelatvitelre, vagy a rovidtavu plaszticitasra. A kadherin gatlasa azonban csak az
LTP indukcios fazisdban volt hatassal, ami arra utal, hogy a kadherin a kezdeti,
szignalizacios 1épésben jatszik szerepet. A kadherin-kadherin kapcsolat a preszinaptikus
aktiv zona és a posztszinaptikus denzitds direkt strukturdlis Ujrarendezését
eredményezheti. LTP indukal6 jelatviteli kaszkadok beinditasara is képes, habar ennek
sem preszinaptikus, sem posztszinaptikus mechanizmusa nem ismert (Tao és Poo,
2001).

A neuroligin-neurexin kapcsolat szamos szinaptikus folyamat befolyasolasara
képes: differenciacio, érés, valamint mind a serkentd, mind a gétlé szinapszisok
plaszticitasa. A neurexin a preszinaptikus, a neuroliginek a posztszinaptikus oldalon
helyezkednek el (Bang és Owczarek, 2013; Bottos et al., 2011). Neuroliginek PDZ
kotohelyiik segitségével kotddnek a szinaptikus horgonyzofehérjéhez (PSD-95 a
glutamaterg, gefirin a GABAerg szinapszisokban). Jelenlegi ismereteink szerint a
neuroligin-1 a glutamaterg, a neuroligin-2 a GABAerg, a neuroligin-3 mindkét tipusu,
mig a neuroligin-4 glicinerg szinapszisokban talalhat6. Szamos irodalmi adat van arra,
hogy a négy neuroligin fontos szerepet jatszik a plaszticitasban. A neuroligin-1 az

NMDA receptorok dokkoldsat szabdlyozza, hidnydban a térbeli memoria gyengiilése
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(LTP gyengiilés), és sztereotip viselkedés alakult ki autisztikus tiinet egyiittest idézve
(Blundell et al., 2010; Budreck et al., 2013). A neuroligin-2 hianyaban a gatld
szinapszisok funkcidjanak gyengiilése figyelheté meg, a gatldo szinapszisok szamanak
megtartasaval (Blundell et al., 2009). A neuroligin-3 mutaciéja mindkét szinapszison
hatva komplex valtozasokat hoz létre: a gatld szinapszisok fokozott miikodését okozta
az agykéregben ¢és a hippokampuszban, a serkentd szinapszisokban novelte az AMPA ¢és
NMDA receptorok szamat, ezzel jelentdsen erdsitve az LTP-t, a szinapszisok
strukturalis atépiiléséhez €és a dendritelagazodasok névekedéséhez vezetett (Etherton et
al., 2011; Tabuchi et al., 2007). A neurexinek (a és ) preszinaptikusan helyezkednek
el, és CASK fehérjekomplexen keresztiil kotddnek a kalcium-fiiggd vezikularis
apparatushoz, ezéltal képes befolyasolni a vezikulafelszabadulast. A neurexin-
neuroligin kapcsolat képes a szinaptikus aktivitds fiiggvényében befolyasolni a
neurotranszmissziot, a szinapszis méretét €s a plaszticitdsban szerepet jatszo receptorok

dokkolasat (Bang és Owczarek, 2013; Bottos et al., 2011).

I11.4.1.3. Szekretalt fehérjék

A szekretalt molekuldk koziil a neurotrofinok tolthetik be a retrograd jelatvivo
anyag szerepét. Legfontosabb képviseldjiik, az agyi neurotrofikus faktor (BDNF) a
posztszinaptikus membran depolarizacigjaval, kalciumfiiggd méodon szekretalodik. A
legtobb neurotrofin preszinaptikusan 1évé receptora Utjan a neurotranszmitter
felszabadulas novelésén keresztiil fejti ki hatdsat, pl. a mEPSP frekvencidjanak
novelésével. A BDNF hatasa valoszintileg kinazok révén a szinaptikus vezikulan 1évo
szinapszin foszforilacidjaval jar, ami azonnal serkenti a glutamat felszabadulasat. A
BDNF genetikai eltdvolitasdval az LTP indukcidja nem ment végbe a CAl régioban,
azonban visszadllithato volt a normalis miikodés BDNF tartalmu adenovirussal fert6zott

agyszeleteken, és kiviilrél adagolt BDNF segitségével is (Tao és Poo, 2001).

I11.4.1.4. A retrograd jelatvitel tavoli hatasai

A retrograd jelatvitel lokalis (monoszinaptikus) hatdsain kiviil, tavolabbi

hatasokkal is rendelkezhet. A diffuzibilis molekuldknal szdmitdsba kell venni, hogy
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milyen koncentraciéban, milyen tdvolsdgban tud hatni més szinapszisokon (,,lateralis
propagacié”; pl. heteroszinaptikus LTD/LTP az endokannabinoid rendszerben). Egy
masik érdekes jelenség a retrograd jel preszinaptikus sejtben torténd visszaterjedése
(,,tavoli propagacioja”, a 4. abran ,,X” jeloléssel). A jel egészen a preszinaptikus sejt
dendritjeinek szinapszisaig is terjedhet. Megfigyelték, hogy kozvetleniil a korrelalt
tiizeléssel kivaltott LTP utan a preszinaptikus sejt serkenthetdsége atmenetileg
jelentdsen megndét. A tavoli hatds pontos molekularis mechanizmusa nem ismert, de
mivel az idében gyorsan kialakul, feltételezhetd, hogy olyan masodlagos jelatvivok
jatszhatnak benne szerepet, mint a kalcium, inozitol-trifoszfat (IP;), vagy cAMP.
Receptor-ligand komplexek (pl. neurotrofinok koziil a NGF, BDNF) esetében retrograd

axonalis transzportot is leirtak (Tao és Poo, 2001).

I11.4.2. Retrograd jelatvitel a hippokampuszban

A hippokampdlis piramissejtek megfeleld miikodéséhez elengedhetetlen a
glutamaterg és GABAerg szinapszisainak révid- és hosszitavu plaszticitasa egyarant
(lasd példaul II1.3.5.1. alfejezetet). Ezek kialakitdsdhoz a piramissejt retrograd jelatviteli
utvonalakat vesz igénybe, melyek koziil a membran-permedbilis faktorok jatszak a
legfobb szerepet. A glutamdterg szinapszisok hosszutavu megerdsodéséhez (LTP) a
nitrogén-monoxid jelpalya, mig elcsendesitéséhez az NO (LTD) és az endokannabinoid
(eCB) (STDé¢s LTD) rendszer egyarant jarul hozzd. A GABAerg szinapszisok gatlasa —
eddigi adatok alapjan- az endokannabinodok altal szabalyozédik, de csak a CCK
tartalm(l interneuronok szinapszisaiban. Mas, a tobbi interneuronok szinapszisait
befolyasolo retrograd transzmitter-rendszer6l mindezidaig nem volt tudomasunk. Az
NO hatasainak targyalasa kiilon fejezetet érdemel, tekintettel a dolgozatban betdltott
kozponti szerepére (1asd I11.5.7.2. alfejezetben).

Az eCB aéltal Iétrehozott rovidtava (mdsodpercekig, legfeljebb percekig tartd)
gatlas (eCB-STD) koz¢ tartozik a ,,depolarizacio kivaltotta gatlas/serkentés-elnyomasa”
(DSI/DSE), az NMDA-vezérelt eCB-STD, és a metabotrop receptorok (mGluR-I,
mAChR, CCK-R) vezérelte eCB-STD. A hosszutava (legaldbb egy o6ran at tartd)
valtozasokhoz tartozik a serkentd és gatldo szinapszisok LTD-je (eCB-LTD és eCB-

LTDi) és a heteroszinaptikus modulacio.
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111.4.2.1. DSI/DSE

A ,depolarizacid6 kivaltotta gatlas/serkentés-elnyomasa” (DSI/DSE) a
piramissejtek massziv depolarizacidjanak eredménye. Az eCB szintézise PLC-fiiggetlen
modon, magas sejten beliili kalcium koncentracié kialakuldsédval indul meg (lasd
[I1.4.1.1. alfejezetben) a piramissejtben. A kannabinoidok a preszinaptikus CBI1
receptorokat aktivalva, a lehetséges masodlagos utvonalak koziil (lasd 1I1.4.1.1.)
elsésorban a cAMP-fiiggetlen (Gg,-vezérelte), kation csatorndkon torténd direkt hatés
révén hozzdk létre a gyorsan kialakuld, de atmeneti gatlasat a gatlo/serkentd
neurotranszmitternek. A DSI és a DSE nagysdga eltér6, ami valoszinileg a két
termindlis populécio eltéré CBI1 receptor mennyiségébdl fakad (a GABAerg rostokon
tobbszorose a CBIR silirlisége a glutamatergének, ezaltal nagyobb gatlas jon létre,)
(Katona et al., 2006; Nyiri et al., 2005). Ezen kiviil a DSE kialakulasahoz hosszabb,
elnytjtott depolarizaciora van sziikség. A GABAerg terminalisok esetében a CBI1
receptorok eloszlasa kettdsséget mutat, egy részikk a szinapszis korili gyliriiben
stirisodik, masik résziikk a szinapszistdl tavol, a preterminalis axon részen dusul.
Figyelembe véve a DSI soran kialakuld gyors hatast, és a kalium és kalcium csatornadk
elhelyezkedését, valdszintlisithetd, hogy a rovidtava szabdlyozdsban a szinapszis
kornyéki receptorok teheték feleléss¢ (Katona ¢és Freund, 2008). A DSI
mechanizmusanak Oriasi jelentdsége a piramissejtek fazis-eléretolddasaban rejlik (lasd a
11.3.4.2. ¢és II1.3.5.1. alfejezeteket), ami lehetdvé teszi az informaciokodold

piramissejttek szinapszisainak megerdsodéseét.

111.4.2.2. NMDA-vezérelt eCB-STD

A fesziiltségfliggd kalcium-csatorndkon kiviil a fesziiltség- és ligand-fiiggd
NMDA-tipust glutamat receptorokon keresztiil is kialakul az a magas sejten beliili
kalcium koncentracié, ami eCB szintézishez vezet (PLC-fiiggetlen, Ca**-fliggd eCB
szintézis). A GABAerg szinapszisokra (IPSP-re) kifejtett hatdsdt azonban
hippokampalis sejtkultaran a fiziologids tartomanyon tali, extrém magas NMDA
koncentracioval (200uM, helyileg adagolva) tudtak csak megfigyelni. Elettani
mennyiségi. NMDA (20uM) adasa nem okozott eCB-STD-t a GABAerg
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szinapszisokban (Ohno-Shosaku et al., 2007) (Ennek jelentOssége a VIL.8. fejezetben

olvashato).
I11.4.2.3. metabotrop receptorok vezérelte eCB-STD

A metabotrop receptorok altal kivaltott eCB felszabaduléas a ,,receptor-vezérelt
eCB szintézis”, esetleg a ,,Ca’"-asszisztalt, receptor-vezérelt eCB szintézis” (lasd
I11.4.1.1.) mechanizmusaval jon létre. A hippokampusz piramissejtjein eddig az
mGIluRS, M;/Mj; és CCK receptorokrdl bizonyitottak, hogy képesek endokannabinoidok
szintézisét indukalni. mGluRS kivaltotta eCB-STD mind glutamaterg, mind GABAerg
szinapszisokban mértek. Az mGIluRS5 receptorok tilnyomé tobbsége a glutamaterg
szinapszisok periszinaptikus gytirijében helyezkedik el, a tliskéken kiviili
szomatodendritikus régioban jelent6sen csokkent a szamuk, és nincsenek GABAerg
szinapszisokban (Lujan et al., 1997). Igy valészintisithetd, hogy az mGluR5 hatésa a
tiiskékben homoszinaptikus, a dendritikus régidban pedig a tavolabb elhelyezkedd
extraszinaptikus mGIuRS5 receptorok fejthetik ki hatdsukat a CCK-tartalma dendritikus
interneuronok terminalisain. Muszkarinos receptorok (M;/M3) foként a piramissejtek
dendritjein extraszinaptikusan helyezkednek el (Levey, 1996; Levey et al.,, 1995;
Yamasaki et al., 2010), aktivaciojuk eCB-fiiggd GABAerg aramok gatlasat idézték elo.
Glutamaterg aramok gatlasa csak sejtkultirdban idézheté el6. CCK receptorokon
keresztiili eCB szintézis csak a CCK-tartalmi interneuronok szinapszisaiban megy
végbe, és hasonloan a tobbi folyamathoz, a GABAerg aramok eCB-STD hatéasat hozza

1étre.
I11.4.2.4. eCB-LTD/LTDi, heteroszinaptikus modulacio

A hosszatava gatlashoz a CBI1 receptorok perceken at tartdo aktivacidja
szlikséges. Mechanizmusat tekintve ,;receptor-vezérelt eCB szintézis”-sel jon létre.
Kisérletes adatok alapjan a hippokampuszban mGIluR5 aktivacidja inditja be,
posztszinaptikus kalcium nem sziikséges a kialakulasdhoz. Ennek ellenére
valosziniisithetd, hogy fizioldgias koriilmények kozott az mGIluRS aktivacidja mellett a

, . ., . . , . ., . + . ,
glutamét transzmisszi6 helyi kalcium emelkedéssel is jar, ami ,,Ca* -asszisztalt,
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receptor-vezérelt eCB szintézis”-hez vezet. Kimutattak azt is, hogy az LTDi esetében a
Schaffer-kollateralisok ingerlése kovetkezében aktivaloddo mGIuRS receptorok
heteroszinaptikusan gatoltdk a CB1 receptorral rendelkez6 GABAerg terminalisokat
(Chevaleyre és Castillo, 2003). Heteroszinaptikusan valdszinlileg nem a szinapszis
koriili, hanem a pretermindlis axon kozeli CBI1 receptorok aktivalodnak, konnyebb
hozzaférhetdségilik miatt (Nyiri et al., 2005). A heteroszinaptikus szabalyozas egy masik
formaja, amikor is a gatldo szinapszisban kialakult LTD kozvetett médon kozeli
glutamaterg szinapszisok megerdsodéséhez (LTP) vezet, mivel a gatlds megsziinésével
mar kiiszob-alatti ingerekkel is potenciacid érheté el. A CBI1 receptorok hosszu
aktivacioja beinditja a G,; utvonalat is, ami az ,,adenilat-ciklaz-cAMP-protein-kinaz A”
jelatvitel gatldsat eredményezi, ezen keresztiil pedig egy preszinaptikus aktiv zdna
fehérje (RIM-1a) hosszutavu gatlasat hozza magaval a GABAerg szinapszisokban, és a
P/Q tipusu fesziilség-fliggd kalcium-csatorndk permanens gatlasait a serkentd
szinapszisokban (Katona és Freund, 2008).

A heteroszinaptikus modulécié kapcsan lathatd, hogy az eCB jel térben terjed,
ritkan szoritkozik egyetlen szinapszis szabdlyozédsira (még a receptor-medidlt esetben
is). Kimérték, hogy két egymashoz kozeli piramissejt esetében akkor terjedt at a DSI a
nem depolarizalt sejtre, ha a sejttestek tavolsaga kevesebb, mint 20 mikron (Ohno-
Shosaku et al., 2000; Wilson és Nicoll, 2001).

Osszegzésként elmondhatd, hogy az endokannabinoid jelatvitel altaldnosan
elérhetd a glutamaterg szinapszisok szamara, mig a GABAerg szinapszisok esetében
kizarolag a CCK tartalmu interneuronokra korlatozodik. Az endokannabinoid jelatvitel
sok esetben nem igényeli a preszinaptikus sejt aktivitasat, a posztszinaptikus sejt
ingeriilete 6Gnmagaban is elegendd a folyamat beinditasahoz, mig mas esetekben (féként
a glutamatergeknél) a pre- és posztszinaptikus aktivitas koincidencidja sziikséges. Az
endokannabinoid jel 4ltalaban nem szinapszis-specifikus, hatotavolsaga ~20 mikronra
tehetd. Ezek alapjan felmertil tehat a kérdés, hogy 1étezik-e egy masik, altalanosan tobb
interneuron szadmara is elérhetd retrograd szabalyozas, 1étezik-e szinapszis-specifikus

.....

gatlassal szemben?
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I1L.5. Nitrogén-monoxid, mint neurotranszmitter

A nitrogén-monoxid (NO) megfelel a neurotranszmitterektél elvart

kritériumoknak, azaz:

1. rendelkezik szintetizald apparatussal

2. szintézise szabalyozhatd

3. felszabadulésat kovetden képes eljutni a szinapszist alkotdé masik sejthez (anterograd
esetben a posztszinaptikus-, retrograd esetben a preszinaptikus-sejthez)

4. rendelkezik receptorral

5. rendelkezik a jelatvitel idébeli leallitdsdhoz vezetd folyamattal

6. masodlagos jelatviteli ttvonal(ak)at indit be a fogadd sejtben, valamely hatdst

eredményezve.

Ezen pontok mentén haladva mutatom be a NO jelatvitelt a kozponti

idegrendszerben, majd részletezem eddig ismert fiziologiai hatésait.

I11.5.1. A nitrogén-monoxid szintézise, nitrogén-monoxid szintazok

A nitrogén-monoxid (NO) szintézisét kizarolag a nitrogén-monoxid-szintdzok (NOS)
végzik. Két konstitutiv izoformdja az enzimnek a neuronalis NOS (nNOS) és az
endothelidlis NOS (eNOS), mig indukalhaté forméja (iINOS) immunsejtekben
(makrofagok, mikroglia) talalhatd, €s csak patologias esetekben aktivalodik, igy ez
utobbit a tovabbiakban nem részletezem (Forstermann et al., 1991).

Az nNOS ¢és eNOS celluléris és subcelluldris eloszlasat illetéen a *90-es években
tamadt némi zavar a szakirodalomban. Tobb csoport eredményei azt mutattdk, hogy
eNOS neuronalis elemekben is, a hippokampuszt nézve a piramissejtekben talalhato,
mig az interneuronok egyes tipusai pedig nNOS-t fejeznének ki. Ezek a kisérletek még
kiilonbozd specificitast gatloszereken és nem megfelelden tesztelt antitestekkel végzett
immunreakcidkon alapultak, de a génkiiittt allatok megjelenésével (nNOS és eNOS
KO) a 2000-es évek elejére megoldodott a probléma. nNOS kizarolag neuronalis

sejtekben talalhato (mind piramissejtekben, mind interneuronokban), az eNOS pedig az
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erek endothél-sejtjeire korlatozodik (Blackshaw et al., 2003; Jinno és Kosaka, 2002,
2004). Az endothelidlis NO szerepét a neuronhaldzat miikodésében mar kordbban
ismertettem (lasd II1.3.5.5. alfejezet), a tovabbiakban kizardlag a neuronalis eredetii
NO-val ¢és NO-szintazzal kapcsolatos adatokat targyalom. Az nNOS harom atirodas
utani hasitasi (splice) valtozattal rendelkezik, az nNOSa a legszélesebb korben elterjedt

¢s legnagyobb mennyiségben megtaldlhaté izoforma, a P és y izoformdk esetében

hidnyzik a fehérje N-terminalis horgonyz6 doménje.

5. Abra. A nitrogén-monoxid
retrograd jelatviteli utvo-
naldban szerepet jatszo fobb
alkotoelemek sematikus
dbrdja

Az adbran egy szinapszis
sematikus vazlata lathato. A
posztszinaptikus aktiv

zonaban helyezkednek el az

NMDA receptorok, melyeket
PDZ doménnel rendelkezo
NO horgonyzé fehérjék (pl. PSD-

< e

(

arginin

95)  kapcsoljak dssze a
membran  alatt  talalhato
nNOS  molekuldkkal. Az
nNOS Ca’"-kalmodulinnal torténd aktivicicjaval jon létre a nitrogén-monoxid (NO)
termelés. Az NO membran-permeabilis tulajdonsaga folytan szabadon atdiffundal a
preszinaptikus terminalisba, ahol receptoran, az NO-szenzitiv guanildt-ciklazon

(NOsGC-én) hatva cGMP termeléshez vezet.

Az nNOSy-nak nincs enzimatikus aktivitasa, az nNOSP enzim rendelkezik némi
aktivitassal, de ennek csak az nNOSa hidnydban van jelentOsége, mert ekkor jelentdsen
megno az agykéregben a szintje (Garthwaite, 2008). Az nNOSa (tovabbiakban: nNOS)
dimer formaban van jelen, mivel azonban minden nNOS molekuldhoz egy Ca’'-

kalmodulin is kotddik aktiv allapotdban, tulajdonképpen tetramer szerkezet jon létre
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(Alderton et al., 2001; Stuehr et al., 2004). Az nNOS N-terminalis doménje az un.
horgonyz6 (PDZ-kotohelyekkel rendelkezd) domén, mely horgonyzd fehérjéken
keresztiil az nNOS kotodését teszi lehetdvé a serkentd szinapszisok posztszinaptikus
aktiv zonahoz (5. abra, Tochio et al.,, 2000). Ilyen horgonyz6 fehérje a PSD-95
(posztszinaptikus denzitds fehérje-95), GRIP1 (glutamat receptorral kdlcsonhato fehérje
1) vagy az SSCAM (szinaptikus allvinyozé molekula) (Brenman et al., 1996; Daff,
2010). Ezek a horgonyz6 fehérjék kotik a glutamat-receptorokat is az akiv zonaba, igy
egy nagy makromolekularis komplex (,,transzduciszéma”) alakul ki a gyors jelatvitel
szolgélatdban. Az nNOS kozépsé doménje az un. ,,oxigendz’domén, mely koti a
protoporfirin IX (hem) ¢és tetrahidrobiopterin (THB vagy BHj4) kofaktorokat és a
szubsztrat L-arginint. A C-terminalis domén az un. ,,reduktdz” domén, mely tartalmazza
az allosztérikus aktivator, Ca”’-kalmodulin kotohelyét, valamint az elektron-
transzportlanc elemeit: egy NADPH-t, egy FAD-ot és két FMN-ot. Az NO szintézise
két 1épésben zajlik: az elektron donor a NADPH+H', mely Ca*'-kalmodulin
jelenlétében atatadja az elekektronokat a FAD-FMN redox-lancnak a reduktdz doménen
beliil, majd az FMN-rdl atkeriil az elektron az oxigendz domén hem vas-ionjara
(ferro>ferri atalakulas), majd a végsé elektrontranszport soran egy oxigén molekula
segitségével az L-arginin pozitiv toltésii guanidil-csoportjanak egyik nitrogénje
hidroxilalodik, és N-hidroxi-L-arginin (NHA) &atmeneti termék és egy vizmolekula
keletkezik. A masodik 1épésben még egy oxigén molekula és elektron segitségével
kialakul a citrullin karboxi-csoportja, felszabadul a NO, ¢és még egy vizmolekula
keletkezik (Alderton et al., 2001; Daft, 2010; Stuehr et al., 2004). Egy egyenletben irva

(1 mol nitrogén-monoxidra szamolva):

CeH14sN40, +2 0, + 1,5 (NADPH+H") = C4H3N303 + NO + 2H,0 + 1,5 NADP"
(L-Arg) (citrullin)

IT1.5.2. A nitrogén-monoxid szintézisének szabalyozasa
Az NO szintézishez sziikséges oxigén miatt az nNOS O,-¢érzékenysége még a

fiziologias O, koncentracié mellett is jelentdsen kihat a keletkezd nitrogén-monoxid

mennyiségére (az agyi [02]~20 uM, az nNOS O,-fiiggése: K= 350uM). Ennek
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kisérletes koriilmények kozott hatalmas a jelentdssége, amikor fiziologias NO hatasokat
szeretnénk mérni, ugyanis a fizioldgias (in vitro) taléld szeletek karbogén gazzal torténd
O, ellatasa soran 210uM-1mM [O,] jon létre, rdadasul oxigén gradienssel kell szamolni
a szelet mélyebb rétegei fel¢ haladva. Ezekben a kisérletekben akar tizszeres
mennyiségli NO is keletkezhet a fiziologiashoz képest, amit altalaban nem vesznek
figyelembe az eredmények értékelésénél (Hall és Garthwaite, 2009). A szintézishez
szintén elengedhetetlen a Ca*"-kalmodulin jelenléte (Bredt and Snyder, 1990; Lee and
Stull, 1998). Az nNOS kalcium-figgése: K;,=~0,5 uM. Ehhez helyileg
(,,kompartmentben™) felszabaduld nagyobb kalcium is elegendd, nem sziikséges
sejtszintli depolarizacio, azonban kimutattak, hogy az nNOS aktivacidjahoz sziikséges
kalcium extracellularis forrasbol szarmazik (Alagarsamy et al., 1994). Igy a
kalciumforrasként csak a fesziiltség-fliggd kalcium-csatorndk és az NMDA-tipusu
glutamat receptorok jonnek szoba. A glutamaterg szinapszisok posztszinaptikus aktiv
zondjadban az NMDA receptorok, az nNOS ¢&s egyéb strukturalis fehérjék
makromolekularis komplexet alkotva, lehetévé teszik, hogy az NMDA receptorokon
keresztiil bedramld kalcium azonnal nNOS aktivaciot indukéljon (5. ébra). Minden
egyes NMDA-receptor egy nNOS molekulaval van 6sszekotve. Az nNOS szdmos
foszforilacios hellyel is rendelkezik, aminek koszonhetéen kinazok szabalyozhatjak
aktivitasat. A teljesség igénye nélkiil ilyen kinaz pl. a Ca**-kalmodulin-dependens kinaz
I (CAMKII), ami mint egy visszacsatold6 mechanizmus mintegy felére képes

csokkenteni az nNOS aktivitasat.
IT1.5.3. A nitrogén-monoxid kémiai tulajdonsagai, koncentracioja

Az NO géz halmazéllapoti molekula, specidlis tulajdonsaga a tobbi
neurotranszmitterhez képest, hogy szabadon diffundal vizes ¢€s lipid fazisban is, kivalo a
membranpermedbilitasa, tehat szintézisét kdvetden mind pre-, mind posztszinaptikus
hatésait figyelembe kell venni. Diffaziéja meglepden gyors, becslések szerint a szoveti
diffizios koefficiense 848um?/s, vagyis egy atlagos NO molekula ~0,8 pm-t tudna
megtenni 100 ps alatt (Hall és Garthwaite, 2009). Szerkezete alapjan nagyon

reakcioképes, mégis kémiai tulajdonsagai nagyban fiiggenek koncentracidjatol.
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6. Abra. A nitrogén-monoxid hatdsai a koncentrdcio fiiggvényében

A konstitutiv modon mitkédé NO szintazok — endotelidlis (eNOS) és neurondlis (nNOS)
— eseteben a felszabadulo nitrogén-monoxid (NO) a pikomolos tartomanyba esik, mely
tartomanyban az NO nem viselkedik szabad gyokként, csak pozitiv hatdsai figyelhetok
meg. A patologias koriilmények kozt aktivalodo indukalhato NO szintaz (iNOS) esetében
az NO koncetrdcioja a mikromdlos tartomanyig nyulik, igy reaktiv oxigén-gyokként
(ROS) viselkedve sejtkarosito hatasai keriilnek elotérbe.(Modositva: Eduardo és mtsai.,

2011)

Az NO viselkedésének koncentraciofiiggését a 6. abra mutatja be. Mig
patolégias koriilmények kozott az indukalhatdé NOS nitrogén-monoxid termelése eléri
mikomolos tartomanyt, és reaktiv oxigéngyokként (ROS) viselkedve a toxikus hatasai
keriilnek eldtérbe, addig az utdbbi évek legfontosabb felfedezése e téren, hogy a
fiziologias koriilmények kozott neurotranszmisszid révén felszabadulo NO pikomolos
(legfeljebb 1nM) tartomanyba esik (Hall és Garthwaite, 2009; Wood et al., 2011). A

nagy nehézségét az adja a szoveti NO-koncentracid mérésének, hogy a mérdelektrodak

44



DOI:10.14753/SE.2014.1911

nem voltak elég specifikusak, ezért joval nagyobb koncentraciok meriiltek fel a
szakirodalomban. Egy 1) fejlesztésnek kdszonhetden most mar pontosabban mérhetd az
NO mennyisége. Ezen kiviil egy szamitégépes modell is napvilagot latott, amiben egy
glutamaterg szinapszist modellezve hatdroztak meg a maximalisan felszabadulé NO
mennyiségét. Egy 50 NMDA-R/nNOS komplexet tartalmazé szinapszist vettek alapul
(ami szadm kicsit talbecsiilt, Kennedy, 2000), és azt az extrém helyzetet feltételezték,
hogy az 0sszes receptor €s enzim egyszerre, teljes hatékonysaggal aktivalodik. Ennek
eredményeképpen a szinaptikus NO koncetracioja 1 nM lett, ami a szoveti €s
enzimatikus elnyelddést figyelembe véve 1um tavolsdgban 250 pM al4 csokken. Ebben
a tartomanyban az NO reaktiv szabadgyok tulajdonsidga elhanyagolhatdé mértékd,
semleges molekulaként viselkedik (Hall és Garthwaite, 2009). A szakirodalomban
fellelhetd tobbszdz nanomolostdél mikromolosig terjedé NO koncentracio mellett (pl.
NO donorokkal) mért ,,fiziologiai” hatdsokat koriiltekintéssel kell kezelni. Egy masik
fontos kovetkeztetés a fent leirtakbodl, hogy a kdzponti idegrendszerben nem allja meg a
helyét a NO ,térfogati-transzmisszi6”’-janak az elmélete, mivel az NO hatotavolsaga
joval kisebb (max.1-2 pm), mint kordbban gondoltak és valdjaban szinapszis specifikus

szabalyozast tesz lehetdve.

I11.5.4. A nitrogén-monoxid receptorai, NO-szenzitiv guanilat-ciklazok

Az NO receptora a kordbban szolubilis guanilat-ciklaznak (sGC) nevezett enzim.
Az elnevezés azért nem volt szerencsés, mert az enzim nem minden formaja
»Szolubilis”, ezért az ) nevezéktan szerint NO-szenzitiv-guanilat-ciklaznak (NOsGC)
nevezziik, megkiilonboztetve a partikularis GC-t6l, ami az NO-inszezitiv GC nevet
kapta, tekintettel arra, hogy az NO nem, csak a pitvari natriuretikus peptid (ANP) ligand
aktivalja (Kobiatka and Gorczyca, 2000). Az NOsGC az NO {6 receptora (5. abra).
Heterodimer formaban alkot funkcionalis egységet , melyben egy a- €s egy - alegység
vesz részt (Koesling et al., 2004; Krumenacker et al., 2004; Russwurm és Koesling,
2002; Russwurm et al., 2001). Az a-alegység két fajtaja az o, €s az a,. Kinetikdjukban
semmilyen kiilonbség nem igazolhatd, egyetlen ismert fontos tulajdonsiga az o
alegységnek az a;-hez képest, hogy PDZ-k6td doménnel rendelkezik, ezaltal képes

szinaptikus horgonyzé fehérjékhez kotdédni (membran-asszocialt NOsGC), mig az o
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tartalmu receptorok ennek hianyaban, valdban ,,szolubilisek” maradnak. A B-alegység is
két formaban, B; és B, alegységként 1étezik. A P,-alegység azonban csak patholdgias
allapotokban jelenik meg (pl. bélrendszeri daganatokban a bélhamsejtekben), ezért az
NOsGC allando alegysége a [, alegység. A PB; alegység génjének Kkiiitése letalis
fenotipust eredményez (Friebe et al., 2007), mig csak az a; vagy o, alegységek kilitése
nem okoz letalitast (Mergia et al., 2006).

Kétféle heterodimer létezik tehat az agyban, az a;f; és az o,P; alegység
Osszetételli receptor. A receptor-dimernek harom doménjét kiilonbozetjiik meg: a
hemkoté domént, a dimerizacidos domént és a katalitikus domént. A hemkté domén egy
ugyanolyan hemcsoportot tartalmaz, ami a hemoglobin molekuldban az oxigénkotésért
felel6s, mégis ahogy a hem-csoport beépiil a receptorba rendkiviili specificitasa lesz a
nitrogén-monoxidra (10000-szer nagyobb az affinitasa). A katalitikus domén felelds a
GTP - cGMP atalakitasért. Inaktiv allapotban a hem-csoport egy hisztidinnel
kapcsolodik a fehérjéhez, a katalitikus egység pedig nyitott allapotban van. Az NO
kotddésének hatasara a hisztidin-csoport elmozdul, ami konformacios valtozasokat idéz
eld a fehérjeszerkezetben, ami végiil a katalitikus egység zarodasdhoz és a cGMP
szintézis beindulasahoz vezet. Az NO kotodését kovetden késés nélkiil, azonnal elindul
a guanilat-ciklaz aktivitas, az NO eltavolitasaval pedig 200 ms-on beliil lecseng a cGMP
termelés (Bellamy et al., 2000). Az NOsGC 50%-os aktivitasa ~InM NO koncetréaciod
mellett érhetd el. Eszerint fiziologids koriilmények kozt az NOsGC szubmaximalis
hatasfokon miikodik, mégis jelentds hatdsok mérhetdk. Ez arra vezethetd vissza, hogy
az NOsGC sokszorosara erdsiti a jelet. Mérések alapjan az enzimet atlagosan elérd 0,3
nM NO mintegy 0,4uM cGMP szintézishez vezet, vagyis 1000-szeresére erdsodik a
jelatvivé molekuldk szdma. Az NOsGC olyan érzékenységli, hogy mar par molekula
NO (kis pikomoélos mennyiségben) is képes kivaltani az aktivitasat, és az amplifikacio
miatt a masodlagos jelatviteli utvonalakat is be tudja inditani (Garthwaite, 2008). A
receptor alegységek sejtszintli elhelyezkedését a hippokampuszban mRNS és fehérje
szinten vizsgaltak, a B; alegységet mind interneuronokban, mind piramissejtekben, az o
alegységeket pedig az a; és a, kiillonvalasztasa nélkiil, hasonld sejtes eloszldsban
mutattadk ki (Burgunder és Cheung, 1994; Ding et al., 2004; Gibb and Garthwaite, 2001;
Pifarré et al.,, 2007). Szubcellularis szinten az NOsGC elsésorban a glutaméaterg

szinapszisok preszinaptikus aktiv zondjaban helyezkedik el (Burette et al., 2002). Az
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NOsGC szamos kinaz foszforilacios célpontjai, de fiziologias szabalyozasuk nagy része
még felderitésre var. Ismert a cAMP-fiiggd protien kindz (PKA) guanildt-ciklaz
aktivitasra kifejtett noveld hatdsa, és az M, muszkarinos AchR Src-kinazon keresztiili

gatl6 hatésa.

I1L.5.5. A nitrogén-monoxid terjedésének leallitasa, szoveti elnyelodése

Korabban sokan azzal érveltek, hogy az NO-nak nincs sziiksége lebonto
folyamatokra, hiszen reaktivitasabol kovetkezden ugyis rovid idén beliil véges a hatasa.
A nanomolos és kisebb tartomanyokban, amit most fiziol6gidsnak tekintenek, mint mar
emlitettem, az NO hatdrozottan nem reaktiv, igy ezzel a kérdéssel foglalkozni kell.
(kémiai NO-elnyelddés), de az is jotékony hatasu: a lipid-peroxyl gyokok megkotésével
megallitja a lipid-peroxidaciot. Az NO enzimatikus elnyel6désének egyik ismert eleme
az oxi-hemoglobin, mely NO hatasara nitrat képzOdése mellett methemoglobinna
alakul. A folyamat nagyon gyors, de az erek tavolsaga miatt az NO fél-¢letideje ~1 s
alakulna, mig a valosagban ennél sokkal hamarabb lecseng az NO-jel (agyszovetben 6-
60 ms alatt, (Garthwaite, 2008). Mostansag latott napvilagot, hogy a piramissejtek is
tartalmaznak hemoglobint, de ennek szerepe és jelentdsége az NO megkotésében még
nem tisztazott (Schelshorn et al., 2009). Ezen kiviil az agyszovet olyan fehérjéit hoztak
még 0sszefliggésbe az NO megkotésével, mint a lipooxigenaz (LOX), prosztaglandin-H
szintdz, vagy a citokrom-c oxidaz, illetve egyéb metalloproteinek. A pontos
mechanizmus, amelyen keresztiil ezekkel az enzimekkel az NO reagilna, nem

egyértelmil (Hall és Garthwaite, 2009).

I11.5.6. NO indukalta masodlagos jelatviteli utvonalak

Az NOsGC a hippokampalis neuronokban az egyetlen enzim, ami cGMP
termelésre képes, igy a keletkezd neuronalis cGMP az NO hatdsanak a kdvetkezménye
(5. ébra). A cGMP ezt kovetden tobb masodlagos jelatviteli utvonalat aktivalhat. A
cGMP direket hatast fejt ki a ciklikus nukleotid-fliggd ioncsatorndkra (CNG), vagy a
hiperpolarizacid-aktivalta ciklikus nukleotid-modulalta csatorndkra (HCN). A
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legszélesebb korli hatds a cGMP-fiiggd protein kindzon (PKG) keresztiil torténik. A
PKG enzimek koziil a PKGI és a PKG II talalhatdo meg a hippokampuszban (de Vente
et al.,, 2001; Feil et al., 2005; Kleppisch et al., 1999). A PKG szubsztratjai kozé
tartoznak preszinaptikusan a vezikula felszabadulasban szerepet jatsz6 fehérjék koziil a
VASP, RhoA ¢és septin3, posztszinaptikusan az LTP és a sejt ,,tulélését hordozé jel”
kialakitasaban részt vevé IPs;R, protein-foszfatdz 1, 2 (PP1,2), CREB, Akt stb.
(Hardingham ¢s Bading, 2003; Schlossmann és Hofmann, 2005). A ¢cGMP visszahat
sajat lebontdenzimjeire is, a foszfodiészteraz (PDE) 2 és 5 aktivitdsanak fokozasaval
sajat lebontasat gyorsitja, mig a PDE3 gatlasdval a cAMP hidrolizisét lassitja, ndvelve a
cAMP szintjét. A cAMP-cGMP ardnyok eltolasa ijabb szabalyozasi tvonalakat nyit
meg. A cGMP lebontasaban a PDE 1,2,3,5,6,9,10 és 11 vehet részt (Domek-topacinska
¢és Strosznajder, 2005; Van Staveren et al., 2003). A madsodlagos utvonalak hatdsa
minden esetben attdl fligg, hogy az adott terminalispopulacidoban a repertoar mely
elemei vannak jelen. Terminalistol fliggden ezen adatok jo része azonban még nem all

rendelkezésre a szakirodalomban.

ITL.5.7. A NO fiziolégiai hatasai

Mivel az NO rendkiviil gyorsan, szabadon diffundal kis tavolsagra, pre-és
posztszinaptikus hatdsait egyarant figyelembe kell venni, igy a jelatvitel {6
meghatdrozoja a felszabaduldas pontos helye, illetve a receptor szubcelluldris
elhelyezkedése. A NO kozponti idegrendszerben, azon beliil is elsdsorban a retrograd
jelatvitelben betoltott szerepérdl esik majd sz, de nem kevésbé fontos a NO kornyéki
(autondm) idegrendszerben betoltott anterograd jelatvitelének szerepe sem (Blottner,

1999).

IT1.5.7.1. nNOS tartalmi interneuronok a hippokampuszban és szerepiik a

neuronhalozat mikodésében

nNOS tartalmt interneuronok koz¢ tartozik a dendritikus gatlosejtek koziil az

Ivy és a neurogliaform sejt, valamint a vetitd gatlosejtek koziil a visszavetitd-sejt.
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Morfologiajuk a II1.3.4.1. és II.3.4.4. alfejezetben, a neuronhdlézat miikodésében

betdltott homeosztatikus szerepiik pedig a I11.3.5.5. alfejezetben kertilt targyalasra.

I11.5.7.2. Az NO jelatvitel szerepe a glutamaterg szinapszisok plaszticitasaban

A nitrogén-monoxid a szinaptikus plaszticitds szamos molekularis
mechanizmusaban részt vesz, beleértve a hosszatava megerdsddést (long-term
potentiation, LTP) és a hossztavu szinaptikus gyengiilést (long-term depression, LTD),
ezaltal képes lehet befolyasolni a tanulasi és memoriafolyamatokat (Bon és Garthwaite,
2003; Doyle et al., 1996; Edwards és Rickard, 2007; Hawkins et al., 1998; Prast ¢és
Philippu, 2001). Ezen folyamatok neuronalis céleleme a hippokampdlis piramissejtek
halézata. A kozponti idegrendszerben a nitrogén-monoxid hatdsa 4ltalanosan a
glutamaterg szinapszisok retrogdd jelatviteléhez kothetd, amikor is az NO a
posztszinaptikus oldalon képzddik, €s a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulast
szabalyozza. A szinaptikus plaszticitds kialakuldsa sordn a legtobb esetben pre- és
posztszinaptikus valtozasok is végbemennek, és az NO adott agyteriilettdl és sejttipustol
fiiggden mindkét folyamatban részt vehet. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy a
kozponti idegrendszerben az eltérd szinapszisokban rendelkezésre allo kiilonb6zo
effektor-rendszerek és szabalyozasok miatt ugyanaz az NO-jel ellentétes hatast valthat
ki. Példaul a kiagyban az NO cGMP-PKGla utvonalon az AMPA-receptorok
hosszatava foszforilacidjat idézi eld, ami endocitézisukhoz, ezaltal posztszinaptikus
LTD-hez vezet. Ezzel szemben a hippokampuszban az NO-cGMP-PKGII utvonalon
kersztiill az AMPA receptorok és horgonyzo fehérjék foszforilacidja a szinapszis
strukturalis atalakulasdhoz és az AMPA receptorok szinapszisba épitéséhez vezet, ami
nagyobb amplitiddju glutamaterg 4aramokhoz, kovetkezésképp posztszinaptikus
(NMDAR-fiiggé) LTP kialakulasdhoz vezet. A hippokampalis piramissejtekben a
posztszinaptikus LTP hosszatavi fenntartasdhoz génexpresszidés valtozasok is
sziikségesek, mely a CREB (“cAMP response element binding protein”) transzkripcids
faktor PKG-n keresztiili foszforilacié révén valdosul meg. Az NO preszinaptikus hatésait
szintén kettdsség uralja. A hippokampalis NMDAR-fiiggd LTP soran a preszinaptikus
NO-PKG utvonalon a preszinaptikus aktiv zéna struktaralis felépitésében részt vevo

fehérjék (VASP, RhoA) ¢és a kalcium-csatorndk modulécioja a glutamat felszabadulas
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novekedéséhez vezet. Ugyanezen szinapszisban az NO a glutamat-iirités csokkenését,
preszinaptikus LTD-t is ki tudott véaltani (Zhang et al., 2006). Az NMDA-NO indukalta
LTP kivaltasaban valészintleg mindkét NOsGC heterodimer részt vesz, mert barmelyik

receptor genetikai kititése az LTP eltlinését okozta (Garthwaite, 2008).

I11.6. N-metil-D-aszpartat (NMDA) tipustu glutamat receptorok

Az NMDA receptorok az ionotrop glutamat-receptorok csalddjaba tartoznak,
vagyis aktivaciojukat (agonista kotddését) kovetden ioncsatornaként viselkednek. A
receptornak tobb kiilonlegessége van. Az egyik, hogy nagy a kalcium-permeabilitasa,
igy natrium ¢és kalium mellett elsdsorban kalcium-ionokat enged 4t a porusan. A masik,
hogy porusat egy magnézium-ion zarja el, ami csak megfeleld depolarizacio hatasara
tavozik, és csak ezutan indulhat meg az iondramlés. A harmadik, hogy két kiilonb6zd
agonista kotddése sziikséges az aktivacidjdhoz, glicin (vagy D-szerin) és glutamat (vagy
aszpartat). E specidlis tulajdonsdgok révén az NMDA receptorok fesziiltség- ¢és
ligandfiiggd kalcium-csatornak, amik koincidencia-detektorként viselkednek, hiszen a

pre- és posztszinaptikus sejt egyiittes aktivitasa er0sen noveli kinyilasuk valoszintiségét.

I11.6.1. NMDA receptorok felépitése, alegységek szerkezete

Az NMDA receptoroknak harom alegység-csaladja van: a GluN1 (korabbi
nevezéktan alapjan NR1 vagy (1), GIuN2 (kordbban NR2 vagy a) és GIuN3 (kordbban
NR3). A funkcionalis NMDA receptorok heterotetramert alkotnak, mely kotelezéen 2
GlIuN1 és klasszikusan 2 GluN2 alegységbdl allnak (Laube et al., 1998; Monyer et al.,
1992). A GluN2 helyett GluN3 alegységet tartalmazd receptorok egészen mas receptort
hoznak 1étre (lasd alabb). A GluN1 alegységeket egyetlen gén kodolja, ami viszont 8
lehetséges atirddas utani hasitasi (splice) valtozattal rendelkezik (GluNl1-la-4a és
GluN1-1b-4b; (Dingledine et al., 1999). A négy GIuN2 alegységet (GIuN2A-D) négy
kiilon gén koédolja, és az alegységek térben €s idében eltéré modon expresszalodnak. A

két GluN3 alegységet szintén két kiilon gén kodolja.
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7. Abra. Az NMDA receptor szerkezeti modellibrdja

Az NMDA receptorok funkciondlis hetero-tetramert alkotnak. Miikédésiikhoz
nélkiilozhetetlen két GluN1 alegység, a masik ket helyen barmilyen GIluN2 (vagy GluN3)
alegység részt vehet a receptor alkotasaban. Az alegységek alapszerkezete (doménjei)
rendkiviil konzervativ (N-termindlis ,, kagylo’-struktiura, Agonista-kéto ,, kagylo”-
struktura, Porus-domén és C-termindlis domén) modon épiilnek fel. Az NMDA
receptorokat jellemzo funkcionalis heterogenitas az alegységek fehérjeszerkezetében
kiemelt helyeken tortéend valtozasokra vezethetd vissza, a receptorok affinitasanak és
kinetikajanak valtozasait eredményezve. A két , kagylo”-struktura zarodasanak-
nyitodasanak kovetkeztében létrejove molekularis fesziiltség, huzoerd hatdrozza meg a

porus dllapotat. (Modositva: Paoletti és Neyton, 2007.)
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A heterodimerek 0Osszeallitasaban kiilonb6zé GluN1 izoformak (de ,,a” és ,,b”

tipus egyszerre nem; (Blahos és Wenthold, 1996; Chazot és Stephenson, 1997) és
kiilonbozé GluN2 alegységek is részt vehetnek, melyek ezt kdvetden heterotetramert
alkotnak. A molekuléris komplex kapcsolodasa kétféle képpen is létrejohet: a ,,nem
alternal6” esetben a két GluN1 és GluN2 egymdas mellett helyezkedik el (GluN1/
GluN1/ GluN2/ GluN2), az ,alterndldo” modellben pedig felvaltva (GluN1/ GIluN2/
GIuN1/ GIuN2), azonban a funkcionalis receptorban az alegységek alternalva
helyezkednek el (Riou et al., 2012; Sobolevsky et al., 2009).
Az alegységek modularis felépitése megegyezik, négy domén vesz részt az
alkotasukban (7. ébra): az extracellularis N-terminalis domén (NTD), az agonista-k&td
domén (AKD), a pérus-domén és az intracellularis C-terminélis domén. Az NTD nagy
valtozatossagot mutat, ¢s az egyes alegységek tulajdonsagainak meghatirozdsaban
komoly szerepet jatszik. Az allosztérikus modulatorok kotdhelye talalhatdo a domén
,mélyén”, mely kotddés hatdsira kagyloszerti felépitése nyilt-zart allapotok kozt
valtozik. Az AKD hasonléan kagyloszerii szerkezettel rendelkezik, aminek a mélyén az
egyes agonista-kotd helyek talalhatok (A GluN1 esetében glicin/D-szerin, a GluN2
esetében glutamat/aszpartat, a GIuN3 esetében szintén glicin). A pérus domént harom
transzmembran szegmens (M1-M3-M4) és egy intracellularis hurok (M2) alkotja, ami a
csatorna kialakitdsaban vesz részt. Az intracellularis domén a legvaltozékonyabb
hosszat tekintve, és els6sorban a membranba széllitasban, a lehorgonyzésban és a
jelatvivé-komplexekhez vald csatlakozasban jatszik szerepet (Lau és Zukin, 2007; Ryan
et al., 2008).

A csatorna nyitasa a kovetkezOképpen megy végbe: mindkét agonista bekotddik
az AKD kotohelyekre, melynek hatasara a ,.kagylok” bezarodnak. Ez olyan molekularis
fesziiltséget okoz a receptorszerkezetben, hogy gyakorlatilag ,,széthizza” a porus
domént és megnyitja a csatornat. Amikor allosztérikus gatlészerek kapcsolodnak az
NTD-hez annak zardédasat okozva, akkor az NTD-AKD kozotti athidalo szekvencia
megfesziil, és nem engedi becsukodni az AKD struktirajat, megakadalyozva ezzel a

csatorna megnyilasat (Ryan et al., 2008).
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I11.6.2. NMDA receptorok funkcionalis heterogenitasa

Az NMDA receptorok funkciondlis heterogenitasat elsOsorban a GIluN2
alegységek valtozatossaga adja. Habar elméletileg 8-f¢le GluN1 alegység 1étezhet, az
izoformak eléfordulési gyakorisdga nem egyforma, az ,,a” dominal a ,,b”-forméval (ami
egy hozzaadott N1 kazettaval rendelkezik) szemben, a GluN1-1 a rosztralis (agykéreg,
hippokampusz), a GluN1-4 a kaudalis (agytorzs, kisagy) agyteriileteken van tulsulyban
(a GIuN1-2 ¢és 1-3 nagyon ritkdk). Mivel a GluN1 alegység elengedhetetlen az NMDA
receptor miikddéséhez (a teljes GluN1 génkiiitott allat életképtelen), mar embrionalis
kort6l megfigyelhetd kifejezddése. A GIuN2 alegység négy izoformaja (GluN2A-2D)
egyrészt eltérd térbeli ¢és iddbeli expresszidjadval, masrészt eltérd kinetikai
paramétereivel jarul hozza az NMDA receptorok valtozatossagdhoz. Az embriondlis
fejlédés soran a GluN2B és 2D vesz részt a receptoralkotdsban, majd a posztnatalis
els6-masodik héten (éppen mikor a serkentdé GABA-géatlo GABA atalakulas is zajlik) a
GluN2D nagymértékben, a GIuN2B kismértékben csokken, és ezzel parhuzamosan
megnd a GIuN2A szintje. A GluN2C szintén a posztnatélis fejlédés 2. hetében valik
jelentdssé, expresszidja a felnott allatban a kisagyra és a szaglogumora koncentralodik.
A GIluN2D felnéttben mar csak szubkortikalis teriileteken illetve interneuronokban
fejezodik ki (Paoletti, 2011; Watanabe et al., 1993). A GluN2 alegységek kinetikaja és
allosztérikus modulacioja is igen eltérd. A GIuN2A alegység gyors kinetikaval
rendelkezik, glutamat aktivacidjat kovetden nagy amplitidoji aram és gyors lecsengés
figyelhetd meg, ezt koveti a GluN2B, majd GluN2C, mig a GluN2D-t mar kis
amplitddoji aram ¢€s hosszi lecsengési 1d0 jellemzi. Eltérd a alegységek glutamat-
érzékenysége, konduktanciaja, és magnézium-szenzitivitasa is. Mig a GluN2A ¢és 2B
porusat jelentdsen gatolja a magnézium-ion, addig a masik két alegység esetében ez
elenyész6 (Dingledine et al., 1999; Paoletti, 2011). A GIuN2A természetes specifikus
allosztérikus modulétora a cink-ion, mely szinaptikusan, vezikulérisan iiriil a glutamat
mellett szamos esetben, és képes az NTD-hez kotddve annak zéarddasat eldidézni
(Paoletti, 2011). A GIuN2B cink-érzékenysége elenyészd, mesterséges gatloszere az
ifenprodil, mely hasonlé6 mechanizmussal hat az NTD-n. A két allosztérikus gatloszer
annyira specifikus erre a két alegységre, hogy fiziologiai kisérletekben egyértelmiien

meghatdrozhato az alegységek aranya. A GluN2C és 2D egyik modulatorral szemben
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sem mutat megfeleld affinitast, ¢és nem rendelkezik sajat, specikifkus
szabalyozémolekulaval sem (Paoletti, 2011).

A GIuN3 alegységek pedig valdsziniileg nem is glutamat receptort formalnak-
hiszen nincs glutamat kotohelyiik- inkébb glicin receptoroknak lennének tekinthetdk
(lasd még II1.6.1. alfejezetben), ezen kivil in vivo kifejezédése és miikddése még

kérdéses, igy a tovabbiakban ezen alegységek alkotta receptorokrdl nem esik sz6.

I11.6.3. NMDA receptorok szubcellularis elhelyezkedése

Az NMDA receptorok az endoplazmatikus retikulumban (ER) torténd szintézist
kovetden a sejtek plazmamembranjdba épililnek be. A membranba szallitdsért,
lehorgonyzasért a receptor C-termindlis doménje felelds (Pérez-Otafio és Ehlers, 2004;
Ryan et al., 2008). A megfelel6 membrantranszporthoz mind a GIuN1, mind a GluN2
alegységre sziikség van. GluN1 hidnyaban latszolag nem valtozik a GIuN2 alegységek
mennyisége, lokalizdciéja anndl inkébb: nem tudnak kilépni az ER-bdl, igy abban
elektron-denz granulumokat képeznek, a membranjel6lés megsziinik (Fukaya et al.,
2003). A GluN2 alegység hidnyaban a receptorok szinaptikus beépiilése sériilt, valamint
a GluN1 alegységek gyors proteolizise figyelheté meg (Abe et al., 2004). Tehat a
GluN1 C-terminalisa elsGsorban az ER->membran iranyu szallitasért, a GIluN2
alegységek C-terminalisa pedig — PDZ kotOhelyiik révén — a szinapszisba épiilésért és a
GluN1 alegység (és ezaltal a heterodimer, majd a heterotertramer) stabilitasaért felelds.
NMDA receptorok nemcsak szinaptikusan, de extraszinaptikusan is megfigyelhetdk,

ahol eltéro feladatokat latnak el.

I11.6.3.1. Szinaptikus NMDA receptorok

Az NMDA receptorok nagy része szinaptikusan, a glutamaterg szinapszisok
posztszinaptikus aktiv zondjaban helyezkenek el . Ahogy azt mar korabban is
emlitettem, a GluN1 és GIluN2 alegységek C-terminalis doménje ,,irdnyitja” az NMDA
receptorokat a posztszinaptikus denzitdsba, ahol a szinapszis strukturalis €s jelatviteli
fehérjéibol létrejové molekularis komplexhez kotddnek . A GluN2 alegység PDZ
kothelyén keresztiil kotddik az NMDA receptor a szinaptikus horgonyzo fehérjékhez
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(PSD-95, PSD-93, SAP-102, GRIP1, SSCAM). Ezek a fehérjék szamos PDZ doménnel
rendelkeznek, amivel tobb fehérjét szoros kapcsolatba hoznak. A PSD-95 olyan
citoszkeletalis fehérjéket kot a komplexbe (CRIP, GKAP, dinein kénnyii-lanc-DLC,
neuroliginek stb.), melyek a szinapszis strukturalis épiilését teszik lehetévé. A masik
fontos molekulacsoport, amit a komplexhez koétnek, az NMDA -receptorok jelatviteléért
felelés apparatus: az nNOS, kalmodulin, CaMKII stb. (Valtschanoff és Weinberg,
2001). A jelatvitel célelemeinek kompartmentalizaciojaval gyors és hatékony jelatvitel
¢s szabalyozas jon létre. A legelterjedtebb szinaptikus NMDA receptorok a
GluN1/GIuN2A és/vagy GIuN2B alegység Osszetételi receptorok. A  feln6tt
hippokampusz piramissejtjeiben is csak ezek az alegységek fordulnak el (Ito et al.,
1997, Watanabe et al., 1993). A kisagyban emellett még a GIluN1/GluN2C
alegységkompozicid is jelentds. A hippokampuszban a GIuN1/GluN2D kizardlag
interneuronokban, az azokra érkezd serkentd szinapszisokban talalhato (Standaert et al.,

1996).

I11.6.3.2. Extraszinaptikus NMDA receptorok

Extraszinaptikus NMDA receptoroknak nevezziik a glutamaterg szinapszisoktol
tavolabb, a dendrittiiskéken kiviil esé dendritikus és szomatikus NMDA receptorokat. A
denrittiiskéken periszinaptikusan elhelyezkedd NMDA receptorok (~5%) ugyanis a
glutamat ,tulcsordulds” révén még konnyen aktivalodhatnak szemben a valodi
extraszinaptikus receptorokkal (Koéhr, 2006). Hippokampalis piramissejtekben mérve az
extraszinaptikus NMDA receptorok aranya az 0sszes NMDA receptor mintegy 36%-a
(Harris and Pettit, 2007). Korabban azt gondoltak, hogy a szinaptikus-extraszinaptikus
receptorok alegységosszetételiikben kiilonboznek egymastol: a GluN2A tartalmtak a
szinapszisban, a GluN2B tartalmuak azon kiviil helyezkednének el. Még funkcionalis
kiilonbséggel is ellattdk ezt a szeparaciot: a szinaptikus GIuN2A felelne a plasztikus
folyamatokért, a GIuN2B pedig a sejt haldldhoz vezetd thlserkentésért
(“excitotoxicitas”). Mindkét paradigmat sokszorosan cafoltak azota. GIuN2B tartalmu
receptorok jelen vannak a szinapszisban, €s fontos szerepet jatszanak az LTP
kialakulasdban, és a GluN2A tartalml receptorok is jelentds mennyiségben vannak

extraszinaptikusan (Kohr, 2006). Ardnyaikat tekintve nagyjabol 50-50% az eloszlasa
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mindkét  alegységnek  mindkét  kompartmentben, sét még  heterotrimer
(GluN1/GluN2A/GIuN2B) receptrokat is kimutattak (Harris és Pettit, 2007). Ezenkiviil
a szinaptikus receptorok is képesek részt venni a koros tulserkentésben (Kohr, 2006).
Magyarazatként latott napvilagot az NMDA receptorok mobilis természete, miszerint
vandorolnak a két kompartment kozott (Tovar és Westbrook, 2002), amit szintén
cafoltak. Az NMDA receptorok viszonylag stabil részei a membrannak,
szinaptikus/extraszinaptikus elhelyezkedésiikért sokkal inkabb a C-terminalisukat
szabalyozd mechanizmusok, mintsem alegységosszetételiik felelés (Harris €s Pettit,
2007; Pérez-Otafio és Ehlers, 2004). A GIluN2 alegység kiilonbozd tirozinjainak
(Tyr1472/Tyr1336) foszforilacidjaval specifikusan tudtdk az NMDA receptorok
szinaptikus/extraszinaptikus szallitdsat eldidézni (Goebel-Goody et al., 2009). Az
extraszinaptikus NMDA receptorokat jelenleg a glialis eredetli glutaméat érzékelésében
tartjak fontosnak. Az asztroglia sejtek a szinapszisokat (serkentdt és gatlot egyarant)
korbefogva pontosan érzékelik a halozati aktivitasokat, €s szinciciumuk révén ezt
kozvetitik is a piramissejt hdlozatra. A piramissejtekben kialakul6d kismértékii kalcium-
aram extraszinaptikus eredetli ¢s NMDA receptor fiiggd mechanizmus, és részt vesz a
piramissejtek szinkronizacidjaban és segiti a plasztikus folyamatokat is (Auld és

Robitaille, 2003; Fellin et al., 2004).

I11.6.4. Az NMDA receptorok fizologiai hatasai

Az NMDA receptorok szadmos fiziologids €s patologias folyamatban részt
vesznek, igy hatasaik ismerete nélkiilozhetetlen terapids célpontként valo
alkalmazéasukban. Klinikai kutatdsok kozpontjaban 4ll a kognitiv folyamatok
helyreallitasat  célz6 NMDA  receptor-aktivacid  Alzheimer-demencidban  és
szkizofrénidban (a szkizofrénia kognitiv tiineteiért az NMDA receptor alulmiikodést
teszik feleldssé), illetve az NMDA-receptorok gatlasa az iszkémids/hipoxias karosodas

okozta koros tulserkentésben.
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I11.6.4.1. NMDA receptorok szerepe a hosszutavu plasztikus valtozasokban

Az NMDA receptorok aktivacidja fesziiltség- és ligandfiiggésiik miatt a glutamat
(és glicin) kotésétol onmagaban nem kovetkezik be. Eldszor az AMPA receptorok
aktivacidja megy végbe, ez biztositja a kell depolarizaciot az NMDA receptorok Mg>'-
blokkjanak kilokddéséhez. A depolarizacid mas tliskeszinapszis ingeriiletébdl és
visszaterjedd akcidés potencidlbol is szarmazhat (“csendes” szinapszisok esetében
AMPA receptorok szinaptikus hianyaban kizardlag ez a mechanizmus érvényesiil). Az
iddbeliség rendkiviil fontos annak meghatarozasaban, hogy hossziutdvi megerdsodés
(LTP) vagy gatlas (LTD) alakul ki: nagy frekvencias stimulacié megerdsodést, alacsony
frekvencids ingerlés gatlast valt ki. Tobb ezer molekulat azonositottak mar, aminek koze
lehet ezen folyamatok kialakitasahoz, éppen ezért nagyon nehéz meghatirozni, mi az
ami tényleg nélkiilozhetetlen, és mi tekinthetd “csak” szabalyoz6 folyamatnak (Nicoll
¢és Roche, 2013). Megprobalok kiemelni egy-két altalanosan elfogadott mechanizmust,
amit szorosan kapcsolnak az LTP/LTD-hez. Az NMDA receptorokon keresztiili lokalis
kalcium bearamlas NO termelodést valt ki, ami ezt kdovetden cGMP termelddéséhez
vezet a hippokampuszban (East és Garthwaite, 1991). Az NO hatésara bekovetkezd
hosszatavu valtozasokat mar a I11.5.7.2. alfejezetben is ismertettem. Az NO hatasain
kiviil, posztszinaptikusan a kalcium-kalmodulin kotédés kovetkeztében aktivalodik a
kalcium-kalmodulin kin4z II (CaMKII), mely autofoszforilacioval jar, és ezt kdvetden
kalcium-fiiggetlen, konstitutiv aktivitasra tesz szert. Szubsztratjainak foszforilacioja
(valosziniileg a RhoA jatsza a foszerepet) az AMPA receptorok exocitozisat okozza,
maig feltaratlan mechanizmus alapjan (Nicoll és Roche, 2013).

Ezen kivil megfigyelhetd a szinapszis 4tépililése is a szorosan Kkotott
citoszkeletalis fehérjéknek koszonhetden. Ennek eredményeképpen nemcsak a
posztszinaptikus receptorok dokkoldsa (AMPA, NMDA) kénnyebb, de a szinapszis
tényleges megnagyobbodasa, megerdsodése is 1étrejon pl. az SSCAM éltal a komplexbe
kotott neuroliginek révén, ami onmagéaban a szinapszis méretét képes szabalyozni, a
preszinaptikus neurexin-f-val pedig struktiralisan “tartja 6ssze” a szinapszist (Bang és
Owczarek, 2013). A neuroligin-neurexin kapcsolat sériilése az LTP gyengiiléséhez
vezet (lasd I11.4.1.2. alfejezetben). Az LTD kialakulasdban a magas intracellularis

kalcium aktin depolimerizaciora kifejtett hatdsat veszik alapul, ami a szinapszis
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strukturalis gyengiiléséhez és az NMDA receptorok eltavolitasahoz vezet. Ez a kalcium
altaldban nemcsak NMDA receptoroktdl szdrmazik, hanem belsé raktarakbol is,
metabotrop receptorok parhuzamos aktivacidja révén (mAchR, mGluRI-csoport; Hunt

¢s Castillo, 2012).

I11.6.4.2. NMDA receptorok szerepe a koros tulserkentésben (excitotoxicitas)

Az NMDA receptorok tulzott aktivacidja fiziologias koriilmények kozott nem
jon létre a glutamat visszavétel és a jelatvitelt posztszinaptikusan szabdlyozd negativ
visszacsatolassal miikod6 enzimrendszerek miatt. Pathologids koriilmények kozott —
oxigénhiany (hipoxia) vagy oxigén- és vérellatds hidnya (iszkémia) miatt- azonban a jol
szabalyozott rendszerek felborulnak. A glutamat felhalmozddasa részben a transzporter
mechnizmusok gatlasanak, részben ellentétes mukodésiiknek (kifelé pumpaljak a
glutamatot) kdszonhetd, mely az NMDA receptorok (szinaptikus €s extraszinaptikus
receptorok egyarant) permanens aktivacidjdhoz ¢és kovetkezményes kalcium
bearamlashoz vezet. Mig a fiziologias kalcium mindig Ca**-kalmodulin kapcsolodason
keresztiil fejti ki hatdsat, ilyenkor a thlzott mennyiségii kalcium direkt hatasai
dominalnak. Az nNOS-NO rendszer folyamatos aktivalasa tilzott NO termel6déshez
vezet. Az NMDA receptorok és nNOS negativ visszacsatold szabalyozdsa a magas
kalcium-szint miatt nem miikodnek. A magas intracellularis kalcium koncetraciod
kovetkeztében a mitokondrium kalcium felvétele fokozodik, csokken a
membranpotencial-kiilonbsége, ezzel ledll az ATP-szintézis, st meg is fordulhat a
folyamat, a mar meglévd ATP molekuldk bontasadval. Az elektrontranszport-lanc
kisiklasaval megnd a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelése, ami a mar jelentds
mennyiségli NO-dal kolesonhatva peroxi-nitritté alakul, tovabbi sejtkarosodast idézve
eld. Egyiittesen ezek a folyamatok irreverzibilis valtozast és az apoptdzis beinditasat
(kaszpaz-kaszkad) eredményezik a sejt haldlahoz vezetve (Hardingham és Bading,

2003; Papadia és Hardingham, 2007).
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IV. CELKITUZESEK

A piramissejtekre érkezd gatlas alapvetd fontossagli a halézati szinkron-
miikddésekhez (pl. théta-oszcillacid). Ha egy piramissejt valos informaciot kodol (pl.
tér-informacio), az erds periszomatikus gatlas ellenére is képes a tlizelésre, a populacios
szinkron kisiiléshez képest a théta korabbi fazisaban (fazis-eléretolddas), ezaltal a
kodolt informaci6 ,,beég a halozatba”, hosszatava szinaptikus valtozasok johetnek létre.
A fazis-eloretolodds molekularis hatterében olyan folyamatok valoszinlsithetok,
melyek a piramissejt aktivitdsatol fiiggéen retrograd jelatviteli ttvonalak beinditasaval
jar, mely felszabaditja a piramissejtet az erds periszomatikus gatlas aldl. Ilyen, a
GABAerg szinapszisokban is jol feltérképezett retrograd rendszer az endokannabinoid
rendszer, ami a periszomatikus gatlosejtek koziil csak a kolecisztokinin (CCK)
tartalmiak szinapszisaiban talalhato meg. Egy masik, a serkentd szinapszisok
plaszticitasaban jelentds szereppel bird retrograd jelatviteli utvonal a nitrogén-monoxid
jelpalya. Mig a serkentd (glutamaterg) szinapszisokban betoltott szerepérdl hatalmas
szakirodalom talalhato, mindezidaig nem vizsgaltak gatlo (GABAerg) szinapszisokban
vald eldfordulasat. FO kérdésiink tehat az volt, megtaldlhaté-e a nitrogén-monoxid
rendszer az oly fontos periszomatikus gatlosejtek szinapszisaiban, mutat-e sejtspecikus
eloszlast, mint az endokannabinoid rendszer, vagy éppen ellenkezbleg egy altalanos

retrograd utvonalat képvisel.

Az alabbi kérdéseket tettik fel:

- megtalalhato-e a neurondlis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) a GABAerg
szinapszisok posztszinaptikus oldalan,

- mely periszomatikus szinapszispoulacié (CCK/PV) fejez ki nNOS-t,

- megtaldlhato-e a nitrogén-monoxid receptora a GABAerg terminalisokban,

- mely GABAerg alpopulaciok fejezik ki a receptort és

- milyen alegység-0sszetétellel rendelkezik az NO receptor ezekben a sejtekben?

A nitrogén-monoxid jelpalya aktivilasa az intracellularis kalcium-koncentraciod

fliggvénye. A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, milyen kalcium forrasok
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vezethetnek NO szintézishez. A serkentd szinapszisokban az nNOS aktivalasa NMDA
receptorokon keresztiil, az extracellularis térbdl lokdlisan bedramlé kalcium
kalmodulinhoz val6 kotddésével torténik.

A masodik kisérletsorozatban arra voltunk kivancsiak, a GABAerg szinapszisokban

is képes-e betolteni az NMDA receptor ezt a szerepet.

Kérdéseink az alabbiak voltak:

fiziologias taléld szeletben NMDA adagolés képes-e beinditani az NO-rendszert

a GABAerg szinapszisokban,

- anatomiai modszerekkel kimutathatd-e az NMDA receptor a piramissejtek
periszomatikus GABAerg szinapszisaiban, posztszinaptikusan,

- milyen alegységek vesznek részt ezen receptorok alkotasaban,

- kvantitativ mdédon a periszomatikus szinapszisok mekkora hanyada rendelkezik
NMDA receptorokkal,

- interneuron specifikus-e az NMDA receptorok GABAerg szinapszisokban valo

megjelenése, vagy altalanos mechanizmusrol van sz6?

Kérdéseink megvalaszolasahoz kvalitativ (bedgyazds eldtti immunarany és
immunperoxiddz modszer) és kvantitativ ( bedgyazas utani immunarany és fagyasztva
tort replika immunarany modszer) anatomiai modszereket, molekularis bioldgiai
modszert (in situ hibridizacid) és farmakologiai (in vitro fiziologias tiléld szeletek drog-

kezelése) kisérleteket végeztiink.
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V. KISERLETI MODSZEREK

V.1. Kisérleti allatok

A kisérleti allatok felhasznaldsa minden esetben az Intézet Etikai Kodexének, a
magyarorszagi 1998. évi XXVIII. térvénynek (az “allatok védelmérdl és kiméletérdl”),
illetve annak 2002. évi modositdsanak (LXVIIL. atv.) és a 243/1998. (XIL.31.)
Kormanyrendeletnek megfelelden tortént, ami elveiben megegyezik az Eurdpai
Ko6zosségek Tanacsanak EEC 609. szamu Utasitasaval (86/609/EEC, “Utasitas a
kisérleti és mas tudomanyos célra hasznalt gerinces allatok oltalmara”, 1986. November
24.). A kisérletek soran fiatal felndtt him Wistar patkanyokat (Charles River, Budapest)
¢s 30-60 nap kozotti fiatal felnétt him CS57BL/6 egereket (MTA-KOKI Orvosi
Géntechnologiai Részleg) hasznaltunk. A neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS)
génkiiitott egerek a Jackson Laboratériumbol szarmaztak (Jax mice; The Jackson
Laboratory, Maine, USA). A sejttipus specifikus NMDA receptor 1 alegység (GluN1)
génkiiitott egeret, melynek kizarolag az agykérgi serkentd sejteibdl hianyzott a GluN1

alegység (cxGluN1KO), mar koradbban jellemezték (Iwasato et al., 2000).

V.2. Transzkardialis perfuziok

Az altalanos anesztéziat a replika kisérleteket kivéve altatd koktéllal értiik el,
mely 2,5% ketamint, 0,5%xilazin-hidrokloridot, 0,25% promethazinium-kloridot,
0,0025% benzetonium-kloridot és 0,002% hydrochinonumot tartalmazott. A koktélt
intraperitonealisan alkalmaztuk 0,2 ml/100 g testtomeg aranyban. A replika kisérletek
esetében az allatok altatasa natrium-pentobarbitdl (50 mg/kg) intraperitonealis
injektalasaval tortént. Az allatok transzkardidlis fixalasat fiziologias sooldattal torténd
gyors atmosas eldzte meg (1-2 percig), majd ezt kovette a fixalod oldattal valo perfuzio.
A fixalo oldat Osszetétele az aldbbiak szerint valtozott a kiilonb6z6 immunreakciok
esetében: a bedgyazas el6tti nNOS-immunarany reakcidhoz az egereket 1%
paraformaldehidet tartalmazé 0,1 M foszfat-puffer (PB) oldattal (pH 7.4) perfundaltuk
60 percig; a bedgyazas eldtti “tiikorkép” kisérletekhez, az immunfluoreszcens, a

bedgyazas eldtti és utdni NMDA-R immunarany reakcidkhoz ¢és az in situ
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hibridizacibhoz 4% paraformaldehidet tartalmazé 0,1 M PB oldattal (pH 7.4)
perfundaltunk 30 percig. Az in situ hibridizdcidhoz haszndlt Osszes oldat 0,1%
diethylpyrocarbonate (DEPC)-tal lett kezelve 1 oran at, majd autoklavozva lett. A
beagyazas eldtti NOsGCal alegység immunperoxidaz jelolés elektronmikroszkopos
vizsgalatahoz elészor 4% paraformaldehidet tartalmazé natrium-acetat pufferrel
(pH=6,0) perfundaltunk 2 percig, majd ezt kovette a 4% paraformaldehidet tartalmaz6
Borax-puffer (pH=8,5) 40 percig. A replika kisérletek esetében az érrendszer atmosasa
0,9% natrium-kloridot tartalmazé 25mM foszfat-pufferrel (PBS) tortént 1 percen
keresztiil, majd 2% paraformaldehidet és 15% telitett pikrinsavat tartalmazé6 0,1 M PB
oldattal fixaltuk az egereket 12 percen at. A replika kisérletek kivételével a fixalo oldat
utan 0,1 M PB oldattal perfundaltuk at az érrendszert 10 percig. Ezt kdvetden az agy
eltavolitasra keriilt a koponyabol, és ezt utdlagos immerzios fixdlds nélkiil kovette a

vibratomos metszetkészités.

V.3. Antitestek specificitasanak vizsgalata

A kiilonb6z6 interneuron tipusok megjeldlésére hasznalt elsddleges antitesteket
(kolecisztokinin, parvalbumin, szomatosztatin, P-anyag receptor, kannabinoid 1
receptor) a gyartd laboratoriumokban mar korabban tesztelték, azok specifikusnak
bizonyultak, és munkénk soran mi is a vart festddési mintdzatot kaptunk a
hippokampuszban. Az nNOS antitestet nNOS génkiiitott egereken teszteltiik, €s nem
kaptunk jelolést ezekben az allatokban (9. dbra). A nitrogén-monoxid szenzitiv guanilat-
ciklaz (NOsGC) ellen késziilt antitestek specificitasat szintén teszteltiik (Részletes leiras
a VL.3. fejezetben talalhat6). A cGMP ¢és a glutaminsav-dekarboxildz 65 (GAD65)
antitestek specificitdsat korabban mar alaposan megvizsgaltdk (Chang and Gottlieb,
1988; de Vente et al., 1987; Tanaka et al., 1997). A vezikularis glutamat transzporter 3
(vGluT3) antitest specificitasat vGluT3 génkiiitott allat felhasznaldsaval bizonyitottuk.
A GABA, receptor (GABAAR) B3 alegység ellen késziilt antitest szintén specifikusan
jelolte meg a piramissejtek sejttestére érkezd GABAerg szinapszisokat (Kasugai et al.,
2010)). Az NMDA receptor 1 (GluN1), 2A (GluN2A) és 2B (GluN2B) alegységének C-
terminalisa ellen termeltetett antitesteket korabban mar alaposan tesztelték immunoblot,
antigén-peptid, teljes és/vagy régio-specifikus génkiiitott egerek segitségével mind

beagyazas el6tti, mind bedgyazas utani (Lowicryl) immunarany kisérletekben (Abe et
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al., 2004; Akashi et al., 2009; Fukaya et al., 2003; Watanabe et al., 1998). A beagyazas
elétti NMDA receptor immunarany kisérletekben ugyanazt az emésztési protokolt
hasznaltuk, amit az antitestek tesztelésénél is hasznaltak (Watanabe et al., 1998).
Tovabbi kontroll kisérleteket végeztiink, hogy bizonyitsuk, hogy pontosan a mi kisérleti
kortilményeink kozt specifikus festédést adnak-e az NMDA receptor antitestek.
Fagyasztva-toréses replikdkat készitettink vad tipusit és cxGIuN1KO egerek
hippokampuszaibol, hogy a replika immunarany kisérletekben is bizonyitsuk a GluN1
antitest specificitasat. Nem talaltunk szinaptikus aranyszemcséket a piramissejteken, és
elhanyagolhatd mennyiségli hattér aranyszemcsét talaltunk a piramissejtek sejttestén
(15. abra). Ezen kiviil, a GluN1, GIuN2A ¢és GluN2B immunarany jelolés ugyanazt a
mintazatot €s eloszlast mutatta a szovetben mindhdrom anatémiai kisérletsorozatban.
Tovabba, a bedgyazas utani (Lowicryl) immunarany kisérletekben tgynevezett
,»tukorkép” kisérleteket is végeztiink: ugyanazon szinapszis egymast kveté metszetein
kiilon-kiilon készitettiink GluN1, GIluN2A ¢és GluN2B immunarany festést. Amennyiben
egy szinapszis pozitivnak bizonyult valamelyik alegységre, azt a szinapszist
megvizsgaltuk a masik alegység jelolésre a szomszédos metszeteken. Habéar
meglehetésen valoszintitlen, hogy ezzel a modszerrel ugyanazon receptor molekula két
kiilonboz6 alegységét megjeloljiik, arra mégis alkalmas, hogy a kiilonbozo alegységeket
egyazon szinapszisban kimutassuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a GluN2 jelolt
szinapszisok nagy részében megtaldlhaté volt a GIuN1 alegység is a szomszédos
metszetek egyikén (16. abra E, 23 szinapszisbol 12 pozitiv, 2 egér), vagyis a hdrom
antitest ugyanazt a sejtmembran domént jel6li, ami tovabb bizonyitja az antitestek
specificitasat.

Vizsgéltuk tovabbd a fluoreszcens ¢és arany-kotott masodlagos antitestek
lehetséges keresztreakcioit egymassal vagy a masik elsddleges antitesttel a kettds
jeloléses kisérletekben. Egyik esetben sem talaltunk keresztreakcioit. Az antitestekkel
kapott specifikus jelolés nem volt megfigyelheté az elsddleges antitestek hianyaban,
illetve a fluoreszcens kisérletek esetében még az autofluoreszcencia jelensége is

kizarhato volt.
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V4. Farmakologiai hatéanyagok

A talélo hippokampusz szeletek farmakologiai befolyasolasdhoz a kovetkezd
hatéanyagokat hasznaltuk: az IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine), BAY-736691, L-
arginine, L-NAME (L-N°-Nitroarginine methyl-ester-hydrochloride) és az MK801 a
Sigma-Aldrich terméke. Az NMDA, D-APS5 (D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentanoic
acid), ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one), nifedipin és az SNX482 a
Tocris Bioscience-t6l szarmazott. A tetrodotoxin (TTX) az Alomone Labs-tdl, a

nitroprusszid-natrium (SNP) a Flukatdl lett rendelve.

V.5. In situ hibridizacios kisérletek

V.5.1. NOsGC alegységek kimutatasahoz sziikséges riboprobak szintézise (tars-

munkacsoport munkaja)

Riboprobak készitéséhez patkany NOsGC al ¢és a2 alegységek alapvetéen nem
atfedd (kevesebb mint 50%-0s egyezés) kodold szekvencidit (GenBank hozzaférési
szdm gi:1655846 az al és gi:13027399 az o2 alegység esetében) sokszorositottdk
Wistar patkany teljes hippokampalis mRNS mintabol kinyert cDNS-bol, reverz-
transzkriptaz polimeraz-lancreakcid (PCR) segitségével. A primerek hossza ¢és
szekvenciaja a kdvetkezd volt (a nukleotidok szdmozésa a nyilt olvasasi keret kezdetétdl
indul) al alegység: 800 bazispar 481-t8l 1280-ig, eldre tartd primer: 5’-CTC AAG ATC
ACG GGG GAG T, reverz primer: 5’-ACT AGC GAG GAC TGG GGT TT; a2
alegység: 903 bazispar 444-t61 1346-ig, eldre tartdo primer: 5’-CTC AAG ATC ACG
GGG GAG T, reverz primer: 5’-TGG GAA GTA CCT TGT GGA ATG. A primereket
Primer3 szoftver (Rozen ¢és Skaletsky, 2000) segitségével készitettek el. A PCR
termékeket pBluescript II SK— (Fermentas, Vilnius, Litvania) Smal helyére klonoztak.
A klonok megorzottségét és iranyultsagat szekvenalds sordn igazoltdk. Az al alegység
elleni egyszalll sense probat Pstl, az antisense probat Xbal emésztéssel, mig az a2
alegység elleni sense probat Hindlll, az antisense probat Notl emésztéssel készitették el.

Az egyszali minta DNS-eket gélkivonas utan 1pg/ul koncetracioban, DEPC-kezelt
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desztillalt vizben higitva taroltak -20 °C-on. Az in vitro atirast 2 oras, 37 °C-on torténd
inkubdlads soran végezték 20ul teljes térfogatban, mely 1 pg minta-DNS-t, 1 egység
atiro-puffert, 1 egység Digoxigenin RNS-jel6l6 keveréket, 40U Rnaz gatlot és 20U T3
vagy T7 RNS-polimerazt tartalmazott, DEPC-kezelt, kétszer desztillalt vizben. Minden
hozzévalét a Roche Molecular Diagnostics-tol (Mannheim, Németorszag) szereztek be.
A digoxigeninnel jel6lt riboprobakat Dnéazzal kezelték, majd az RNeasy MinElute
Cleanup kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével tisztitottak. Ezutan gél-
elektroforézis haszndlataval hatdroztdk meg a riboprobdk megorzottségét és

mennyiségét.

V.5.2. In situ hibridizacié (tars-munkacsoport munkaja)

A hibridizacié soran hasznalt 0sszes oldatot 0.1% DEPC-cel kezelték, majd
autoklavoztak. A vegyszereket a Sigmatol (Budapest, Magyarorszag) szerezték be. Az
50 pum vastag patkdny vagy egér agyszeletek inkubaldsdt Rnaz-mentes, steril
sejtkultara-tal kamraiban végezték. A metszeteket eldszOr 3x20 percig sos foszfat-
pufferben (PBST, mM-ban: 137 NaCl, 2.7 KCIl, 10 Na,HPOy4, 2 KH,PO4, és 0.1%
Tween 20, pH 7.4) mostak, majd egy ¢jszakdn at inkubaltak hibridizacids pufferben,
mely 1.2 pg/ml digoxigeninnel-jeldlt riboprébat, 50% formamidot, 5 egység SSC-t, 1%
SDS-t, 50ug/ml élesztd tRNS-t és 50pg/ml heparint tartalmazott DEPC-el kezelt
desztillalt vizben. A mosasok és az inkubaciok alatt a meszeteket tartalmazo sejtkultira-
talat egy nedvesitett kamraban, raz6gépen tartottak. Az inkubacidé utan a metszeteket 30
percig mostak els6 mosooldattal (50% formamid, 5 egység SSC, és 1% SDS DEPC-
kezelt desztillalt vizben) 60°C-on, majd 45 percig masodik mosooldattal (50%
formamid és 2 egység SSC DEPC-kezelt desztillalt vizben) ugyancsak 60°C-on. A
metszeteket ezt kovetden 5 percig mostak 7.6 pH-ju, s6s Tris-pufferben, melyhez 0.1%
Tween 20-at adtak (TBST). Ezutan 10% normal kecske szérumot tartalmazé TBST-ben
(TBSTN) blokkoltak a metszeteket egy oran at, szobahdmérsékleten, majd egy éjszakan
at 4 °C-on inkubdltdk Oket TBSTN-ben, mely 1:1000-re kihigitott, alkalikus-
foszfatdzzal jelolt juh-anti-digoxigenin F,, IgG-fragmentumot tartalmazott (Roche
Molecular Diagnostics, Németorszag). Ezutdin a metszeteket 3x20 percen keresztiil

mostak TBST-vel, majd el6hivtak a reakcidt 3.5ul 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat-ot
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¢s 3.5 pl nitro blue tetrazolium kloridot tartalmazo, friss kromogén oldatban (mM-ban:
100 NaCl, 100 Tris-Cl, pH 9.5; 20 MgCl,, 2 (-) tetramizol hidroklorid, és 0.1% Tween
20). A metszeteket az el6hivo oldat 1 ml-jében inkubaltak 6-8 6ran at, sdtétben, majd a
reakciot PBST-vel allitottak le. Végiil 3x10 percig mostak a metszeteket 0.1 M foszfat-
pufferben, majd {iveg targylemezekre kiszedték, ¢és Vectashield-del (Vector
Laboratories) fedték le.

V.6. Kettés immunfluoreszcens kisérletek

Miutan 40 pm-es metszeteket készitettiink a dorzalis hippokampuszokbol Leica
VTI1000S tipust vibratomon, €s alaposan kimostuk a maradék fixalot a szovetbdl, a
metszeteket 1% human szérum albumin (HSA) oldatban, majd az alabbi molekuldk
ellen késziilt elsddleges antitest keverékek oldatdban inkubaltuk 2 napig, TBS-ben
higitva: NOsGCal (nyul poliklonalis anti-NOsGCal, 1:1000; Sigma) és kolecisztokinin
(egér monoklonalis anti-CCK; 1:3000; CURE), vagy NOsGCal és parvalbumin (egér
monoklondlis anti-PV, 1:1000; Swant), vagy NOsGCal és nNOS (egér monoklonalis
anti-nNOS, N2280, 1:500; Sigma), vagy NOsGCal és szomatosztatin (patkany
monoklonalis anti-SOM MAB354, 1:70; Chemicon), vagy nNOS ¢és kannabinoid
receptor 1 (nyul poliklonalis anti-CB1, 1:500; H4jos et al., 2000), vagy nNOS és P-
anyag receptor (nyul poliklonalis anti-SPR, AB5060, 1:5000; Chemicon). Alapos TBS
mosas utdn a metszeteket fluoreszcens festékkel jelolt masodlagos antitestek
keverékében inkubaltuk 5 o6ran keresztiil. A CCK, PV és nNOS megjeldlésére voros
fluoreszcens Alexa594 egér ellen késziilt IgG-t (1:200; Invitrogen), a CBlés SPR
festéséhez zold fluoreszcens Alexa488 nyul ellen késziilt IgG-t (1:200; Invitrogen), a
SOM jeloléséhez pedig FITC patkdny ellen készilt IgG-t (1:50; Jackson
ImmunoResearch) hasznaltunk. Az NOsGCal jelolés esetében vagy zold fluoreszcens
Alexa488 nyul ellenes IgG-t vagy vords fluoreszcens Alexa594 nyul ellenes IgG-t
(mindkettd: 1:200; Invitrogen) hasznaltunk. Az immunfestés soran nem hasznaltunk
detergenseket. A metszeteket 0.025%-0s réz-szulfat oldattal kezeltiikk 30 percig, hogy
csokkentsiik a metszek autofluoreszcencidjat (Schnell et al., 1999), majd TBS mosast

kovetden mikroszkopos targylemezre szedtiik ki a metszeteket, és Vectashield (Vector
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Laboratories) felhasznalasaval fedtik le feddlemezzel. Az immunreakcidkat Zeiss

Axioplan2 fluoreszcens mikroszkdppal értékeltiik ki.

V.7. Beagyazas el6tti immunperoxidaz kisérletek

A dorzalis hippokampuszokbol Leica VT1000S tipusu vibratomon 60 pm-es
metszeteket készitettiink, és alapos PB mosast kovetéen a metszeteket 1% humén
szérum albumint (HSA) tartalmazé6 TBS oldatban blokkoltuk, majd 2 napon &t
inkubdltuk a NOsGC al és Bl alegység ellen termeltetett elsdédleges antitesttel (nyul
poliklonadlis anti-NOsGCal, Sigma, katalégusszdm: G4280, sorozatszam: 011K4888;
1:10000 a tiikorkép-kisérletek esetében ¢és 1:1000 az elektronmikroszkopos
vizsgélatoknal; nyal  poliklondlis  anti-NOsGC  B1, Cayman  Chemical,
katalogusszam:160897, sorozatszam: 134521,1:4000) TBS pufferben oldva. Alapos
TBS mosast kovetden a metszeteket TBS-ben higitott biotin-kotdtt masodlagos
antitestekkel (kecskében termelt poliklonalis nyul ellenes IgG , Vector Laboratories,
1:200), majd avidin-biotin komplexhez kotott torma-peroxiddz oldattal (Elite ABC,
1:300; Vector Laboratories) kezeltiik. Az immunperoxidaz reakcid6 megjelenitéséhez
3,3-diaminobenzidin (DAB, Sigma) kromogént hasznaltunk. A ,tiikorkép” kisérletek
esetében a DAB csapadékot nikkel-ammonium-szulfat hozzaadaséaval erdsitettiik (DAB-
Ni). A metszeteket ezt kovetden ozmium-tetroxiddal kezeltiik, kivéve a ,tiikorkép”
kisérletek esetén, majd mindet viztelenitettiik felszallo alkoholsorban és propilén-
oxidban, végiil epoxi-alaptl gyantaba agyaztuk (Durcupan; ACM; Fluka). A viztelenitési
eljaras soran a metszeteket 70%-os etil-alkoholban higitott 1% uranil-acetat oldattal

kezeltiik 30 percig.

V.8. Beagyazas el6tti immunarany és kombinalt immunarany-immunperoxidaz

Kisérletek

Az nNOS lokalizéaciojdhoz az egereket 1% paraformaldehidet tartalmazé 0.1 M
PB oldattal perfundaltuk, majd 60 pm-es metszeteket készitettlink a dorzalis
hippokampuszokbodl. Alapos PB és TBS mosast kovetden a metszeteket TBS-ben oldott
1% HSA oldatban, majd az elsddleges antitestek oldatdban inkubaltuk 2 napig: nNOS
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(nyul poliklonalis anti-nNOS, 1:500; Zymed Laboratories) illetve a kettds festések
esetében nNOS ¢s CCK (1:5000) vagy nNOS és PV (1:7000) TBS-ben higitva (GelBS).
Szamos TBS mosés utan a metszeteket 0.5% halbdr-zselatint (GE Healthcare) és 0.5%
HSA-t tartalmazé TBS oldatban blokkoltuk 1 o6ran at. Ezt kdvette az arany-kotott
masodlagos antitestek oldata: 1nm-es arany-kotott nyul ellen készilt (kecske
poliklonalis antitest, 1:80; GE Healthcare) vagy 0.8 nm arany-kotott nyal ellen késziilt
(kecske poliklonalis antitest, 1:80; Aurion) antitesteket higitottuk GelBS-ben ¢és
inkubdltuk 1 napig. Alapos TBS mosas utdn a metszeteket 2% glutiraldehidet
tartalmazd PB oldattal kezeltiik 15 percig, hogy az arany szemcséket hozzakossiik a
szovethez. PB mosasokat kovetden intenzifikalast elésegité pufferben (ECS; Aurion),
majd eziist-intenzifikal6é (SE-EM; Aurion) oldatban inkubaltuk a metszeteket 60 percig.
Ezt ECS, majd PB mosas kovette. A kizar6lag immunarany reakcioban résztvevd
metszetek ezutan ozmium-tetroxid kezelésben részestiltek, majd viztelenitettiik 6ket. Az
immunarany-immunperoxiddz kettds festések esetében a metszeteket a tovabbiakban
biotin-k6tott mésodlagos antitest-oldatban inkubaltuk (egér elleni 16 poliklonalis
antitest, 1:200; Vector Laboratories) 24 6rara, majd avidin-biotin komplexhez kotott
torma-peroxidazt (Elite ABC, 1:300; Vector Laboratories) tartalmazé TBS oldatban
inkubaltuk a metszeteket 3 oraig. Az immunperoxidaz reakciot 3,3-diamino-benzidin
(DAB, Sigma) segitségével tettiik lathatova. A metszeteket ozmium-tetroxiddal
kezeltiik, majd felszallo alkoholsorban és propilén-oxidban viztelenitettiik, és epoxi-
alapt (Durcupan) gyantdba agyaztuk. A viztelenitési eljards soran 70%-os etil-
alkoholban higitott 1% uranil-acetat oldattal 30 percig kontrasztoztuk a metszeteket. Az
elektronmikroszkopos vizsgéalatokhoz kis gyantdba agyazott szovetmintakat vagtunk ki
¢és ragasztottuk Durcupan blokkokra, majd 70 nm vastagsagli sorozatmetszeteket
készitettiink Leica EM UC6 tipusu ultramikrotomon. A metszeteket pioloformmal fedett
egynyilasu réz gridekre szedtiik fel. A kiértékelést Hitachi H-7100 tipusu elektron-
mikroszkopon végeztilk. Az nNOS immunarany kisérleteknél az aranyszemcséket az
anatomiailag meghatarozott GABAerg szinapszis és a nem-szinaptikus plazmamembran
mentén mértiik. A plazmamembran sikjatdl szamitott 40 nm-es tavolsagon beliil
elhelyezkedd aranyszemcséket tekintettiik membran-asszocialtnak.

Az NMDA receptorok szinaptikus detektalasahoz elengedhetetlen az

immunreakcid eldtti pepszines emésztés (Watanabe et al., 1998), ezért 1mg/ml pepszin
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(DAKO) tartalmu 0.2 M sosav-oldattal kezeltiik a metszeteket 10 percig 37 C®-on. Ezt
kovetden a paraformaldehid fixalas kovetkeztében a szovetben létrejovd szabad oxo-
csoportokat TBS-ben oldott 50 mM glicin (Sigma-Aldrich) segitségével kotottiik meg,
majd 1% HSA oldatban blokkoltunk. Ezt kdvetden vagy csak az NMDA-R alegységek
(nyul poliklondlis antitestek, GIuN1 1.8 pg/ml; GIluN2A 1.8 pg/ml; GIuN2B 1.3 pg/ml)
ellen termelt elsddleges antitesteket, vagy az NMDA-R alegységek /vGluT3
(tengerimalac poliklonalis anti-vGluT3, 1:3000; Chemicon, AB5421) ¢és NMDA-R
alegységek / PV (egér monoklonalis anti-PV, 1:7000; Swant) ellenes elsddleges
antitestek keverékét higitottuk 0.1% BSA-c ™ (Aurion, TBS-BSA-c) tartalmia TBS
oldatban, és 3 napig inkubaltuk benne a metszeteket. Szamos TBS-BSA-c mosas utan,
1,4 nm méretli aranyszemcsével kotott masodlagos nyul ellenes antitesttel inkubaltuk 1
napig a metszeteket (Nanogold Fab’ konjugalt antitest, NanoProbes; 1:100, TBS-BSA-
c oldatban higitva). Alapos TBS-BSA-c mosas utan a metszeteket 2% glutaraldehidet
tartalmazé PB oldattal kezeltiik 15 percig, hogy az arany szemcséket hozzakossiik a
szovethez. Ezt kovette az eziist-intenzifikdlds (SE-EM; Aurion, 40 perc)
szobahdémérsékleten. A kombinalt immunarany-immunperoxidaz kisérletek esetében, a
metszetek a tovabbiakban 1 napig inkubdlédtak biotin-kotott masodlagos antitestek
(tengerimalac elleni kecske IgG, 1:200, Vector Laboratories ; egér elleni szamar IgG,
1:1000; Jackson Laboratories) oldatdban. Ezt kdvette a TBS-ben higitott avidin-biotin
komplexhez kotott torma-peroxiddz oldat 3 o6rara, majd DAB kromogén segitségével
tettiik lathatova a jelolést. A metszeteket ozmium-tetroxiddal kezeltiik, majd felszallo
alkoholsorban és propilén-oxidban viztelenitettiik, és epoxi-alapti (Durcupan) gyantdba
agyaztuk. A viztelenitési eljaras soran 70%-os etil-alkoholban higitott 1% uranil-acetat
oldattal 20 percig kontrasztoztuk a metszeteket. Az elektronmikroszkdpos
vizsgalatokhoz a hippokampalis szovetmintakat kis Durcupan® tartalmt ontéformaba
agyztuk, majd 60 nm vastagsagl sorozatmetszeteket készitettiink Leica EM UC6 tipust
ultramikrotomon. A kiértékelést Hitachi H-7100 tipusu elektronmikroszkopon végeztiik.
A szemikvantitativ immunarany NMDA-R mérések esetében az aranyszemcsék
slirliségét az anatomiailag meghatarozott GABAerg szinapszis €s a nem-szinaptikus
plazmamembran mentén mértiikk. A membran sikjatdl szamitott 50 nm-es tavolsagon

beliil elhelyezkedd aranyszemcséket tekintettiik membran-asszocialtnak.
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V.9. Lowicryl beagyazas és beagyazas utani kvantitativ immunarany kisérletek

Fixalast kovetéen 300 um vastagsagu metszeket készitettlink Leica VT1200S
tipusu vibratbmmal, majd alapos PB mosast kovetden a metszeteket novekvo
inkubaltuk. A metszeteket Leica CPC segitségével folyékony nitrogén homérsékletiire
hitott arannyal bevont réz korongokra csaptuk, hogy gyors €s egyenletes fagyast érjiink
el, majd a fagyott metszeteket atszallitottuk Leica AFS-be, amiben az alacsony
hémérsékletii viztelenitést és a Lowicryl HM20 (Chemische Werke Lowi) gyantdba
torténd fagyasztva beagyazast végeztiik. A hippokampuszokbdl 50 és 70 nm vastagsagl
sorozatmetszeteket készitettiink. A sorozatmetszeteket vagy pioloformmal fedett
egynyildsu nikkel gridekre szedtiik fel, ami csak egyoldali immunreakciot tesz lehetdveé
(egyoldali kisérletek), vagy halés nikkel gridekre szedtiik fel, mely esetben a
metszeteknek mindkét oldala egyszerre részt vesz az immunreakcioban (kétoldali
kisérletek). Egyoldali kisérleteket végeztliink az un. “tiikorkép” kisérletekhez, melyek
soran tovabb bizonyitottuk antitestjeink specificitdsat azzal, hogy az NMDA-R
kiilonboz6 alegységeit egyazon szinapszisban azonositottuk. A kétoldali kisérletek
esetében az immunarany jel sokkal erdsebb, de a szinaptizalé terminalisok
rekonstrukcidja nem lehetséges. Ezen reakcidkban a halés grideket eldszor 2-3
masodpercig marattuk telitett natrium-etanolat oldatban, majd alaposan lemostuk 6ket
desztillalt vizben. Ezt kdvetden minden gridet blokkold oldat cseppjeiben inkubaltuk 1
oran at, majd éjszakara elsddleges antitesteket tartalmazo cseppekben inkubaltunk. A
blokkol6 oldat, amit az els6dleges €s masodlagos antitestek higitasdhoz is hasznaltunk,
TBS-ben oldott 2% human szérum albumint tartalmazott. Az NMDA-R alegységek
elleni els6dleges antitestek (nyul poliklonalis antitestek Prof. Watanabe M. laborjabol,
GIluN1 24 pg/ml, GIuN2A 20 pg/ml, GluN2B 18 pg/ml) 18 6ras inkubalasa utan TBS-
ben mostuk a grideket, majd 5 Oran at inkubaltuk S5Snm arany-kotott masodlagos
antitestek oldatabodl késziilt cseppekben (nyul elleni kecske IgG 1:100, British Biocell
International). A “tiikorkép” kisérletek esetében 0,8 nm nagysdgu arany-kotott
masodlagos antitesteket hasznaltunk (1:100, nytl elleni szamar IgG, Aurion), majd az
aranyszemcseék méretét eziist intenzifikaloval (SE-EM 40 percig, szobahdmérsekleten;

Aurion) ndveltiik meg. Szamos mosast kovetden végiil desztillalt vizben oOblitettiik le a
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metszeteket, és telitett uranil-acetat vizes oldataval, majd 6lom-citrattal kontrasztoztuk
meg Oket. A kiértékelést Hitachi H-7100 tipusu elektronmikroszkopon végeztik. A
kétoldali kvantitativ immunarany NMDA-R mérések esetén az aranyszemcsék stirtiségét
az anatomiailag meghatarozott GABAerg ¢s glutamaterg szinapszis €s a nem-
szinaptikus plazmamembran mentén mértilk. A membran sikjatol szamitott kétszer 45
nm-es tavolsdgon (a membran egyik ill. masik oldala felé) beliil elhelyezkedd

aranyszemcséket tekintettiik membran-asszocialtnak.

V.10. SDS-kezelt fagyasztva tort replika immunarany kisérletek

A perfuziot kovetéen 130pum vastag korondlis hippokampusz szeleteket
metszettiink Dosaka tipusti vibratdémon, majd egy ¢éjszakan at inkubaltuk a szeleteket
30%-o0s glicerolt tartalmazé PB oldatban 4 C°-on. A metszetekbdl kivagtuk a
hippokampuszt, majd ezt koévetéen jO hdvezetd réz-korongok kozé szoritva
nagynyomasu fagyasztogéppel (high-pressure freezing machine, HPM 100; BAL-TEC,
Balzers, Lichtenstein) folyékony nitrogén homérsékletiire hiitottilk, majd a fagyott
metszeteket kettds replika asztalba helyeztiik, és -140 C®-on kettétortiikk. A fagyasztva

tort felszineket 8 nm vastag szén, 2 nm vastag platina, végiil 15 nm vastag szén

crer

s

pufferben (pH=8,3) 80 C°-on, hogy eltavolitsuk a szovetet a replikdkrol. A replikakat
ezutan 0,05% szarvasmarha szérum albumint (BSA; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)
tartalmazo 25mM-os TBS-ben mostuk, majd 1 6ran 4t blokkol6 oldatba tettiik (5%BSA
25mM-os TBS-ben). A replikdkat eldszor csak az NMDA-R alegységeket felismerd
els6dleges antitestek (nyul poliklondlis antitestek Prof. Watanabe M. laborjabol, GluN1
6 pg/ml, GIuN2A 10 pg/ml, GluN2B 8 pg/ml blokkold oldatban higitva) oldatidban
inkubéltuk egy éjszakan at szobahdmérsékleten. TBS mosdsokat kdvetden a GABAAR
B3 alegység elleni (1:25, tengerimalac szérum, Prof. Shigemoto R. laborjabol; (Kasugai
et al., 2010) elsédleges és az NMDA-R alegységeket felismerd arany-kotott nytl ellenes
masodlagos (5nm kecske poliklonalis antitest, 1:25, BBI) antitestek keverékében
inkubaltuk a replikdkat egész éjszaka szobahdmérsékleten. Ezt kovette a GABAAR

megjelolésére szolgald arany-kotott tengerimalac ellenes masodlagos antitest (10nm
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kecske poliklonalis antitest, 1:25, BBI). TBS ¢s desztillalt vizes mosdas utan a replikakat
pioloformmal fedett parallel savos réz gridekre szedtiik fel. A kiértékelést Philips
Tecnai 10 és Hitachi H-7100 tipusu elektronmikroszkopon végeztiik. A replika mintak
esetében a membran kettétorésébol kifolydlag megkiilonboztetjiik a citoplazmatikus (P)
oldal felé tekintd €s az extracellularis tér (E) felé tekintd torési felszint. Ebbdl kifolydlag
C-terminalis antitesttel késziilt immunarany jel6lést a P-oldalon, N-terminalis antitesttel
késziilt reakciot az E-oldalon lehet detektalni. A membranba agyazott fehérjék (IMP)
jellegzetes képet adnak a replikénak (lasd 8.abra).

V.10.1. GABAerg szinapszisok meghatarozasa a replikalt piramissejtek felszinén

A replika jelolés egyik nagy eldnye, hogy a szinapszisokat nem kell szdmos
metszetbdl rekonstrualni, mert egybdl lathaté az egész szinapszis a replikalt piramissejt
felszinén (8. abra). A fagyasztott metszetek gyakran térnek a szomatikus membran
mentén, feltdirva ezzel a membranban elhelyezkedd fehérjéket. A GABAAR jel6lés
bedusulasa alapvetd jellegzetessége a GABAerg szinapszisoknak (8. abra).

A klasszikus immunhisztokémiai modszerek esetében a szovetminta gyantaba
van agyazva, €s a szinapszisok azonositdsa legtobbszor a szinaptikus résre merdleges
metszési sikbol torténik. A pre- és posztszinaptikus strukturak jol lathatoak, a szinapszis
széleinek megallapitdsa jol meghatarozott. A replikélt szinapszisok viszont masok. A
fagyasztva tort replikék felszinén a transzmembran fehérjék (intramembrane particles,
IMP-k) stirlisége valamivel nagyobb a feltételezhetden GABAerg szinapszisokban, mint
az extraszinaptikus membréanfelszineken. Mivel azonban nem minden IMP
csoportosulds jelent GABAerg szinapszist, mi kizarélag a GABAR jel6lés lokalis
stirliségét hasznaltuk a GABAerg szinapszisok hatdrainak meghuzasahoz (8. abra).
Roviden, a kettds immunarany reakcid utan hatalmas piramissejt felszineket (kortil-
beliil 60 pm® teriiletet minden neuronbél) rekonstrualtunk nagy nagyitason 100-200
elektronmikoszkopos képet készitve sejtfelszinenként. Abobe Photoshop CS4 Extended
program felhasznélasaval egy sugariranyu sziirkeségi gradienst fektettiink minden egyes
GABAR immunarany részecskére (ez a gradiens olyan, mint egy korong). A GABAsR
immunarany részecske pontosan a kézéppontjdban helyezkedett el ennek a gradiens-

korongnak.
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8. dbra A piramissejtek sejttestének felszinén léve GABAerg szinapszisok
meghatdrozdasa fagyasztva-tort replika mintdikon.

A, Az elektronmikroszkopos abran immunarany kisérletbol szarmazo piramissejtek
sejttest-membranjanak sejtplazma feloli oldala (P-oldal) lathato. A GABA 4 receptor 3
alegységének immunarany jelolésébol —szarmazo — aranyszemcse-csoportok (10
nanométeres fekete szemcsék, fekete nyillal jelolve) jol illeszkednek a membranba
dagyazott részecskék (IMP: intramembran partikulum) csoportosulasaival (nyilhegyek).
Az NMDA receptor jelélés (ez esetben GIuN2A, 5 nanométeres fekete szemcsék, fehér
nyillal jelolve) szintén asszocialodott a GABA 4 receptor jeloléssel.

B, Mivel IMP csoportosulasok GABA4R jelolés nélkiil is vannak a sejttestek felszinén,
ezért a szinaptikus teriilet meghatarozasanak alapjat a nagy striiségii GABA4R jelolés
képezte. A B abran piros jeloléssel lathato a GABA4R immunarannyal jelolt helyzete.
Fekete-fehér gradienssel tettiik lathatova a GABA4R helyi stirliség-eloszlasat. Egy adott
suriiség-érteket meghatarozva huztuk meg az altalunk szinapszisnak vett teriilet hatarat
(fehér vonallal jelolve az abran). Mivel replika mintakon nem hasznalhatok a szinapszis

meghatarozas klasszikus morfologiai kritériumai, ez az elfogultsag nélkiili siiriiség-
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kritérium keriilt alkalmazadsra a kisérletsorozatban. Mivel azonban ez feltehetéleg nem
egyezik meg a klasszikus szinaptikus teriilettel, ezért megkiilonboztetésképpen
szinapszis-asszocialt teriiletnek neveztiik. Ezzel a modszerrel az NMDA-receptor jeldlés
elhelyezkedése semmilyen modon nem tudta befolyasolni a szinaptikus teriilet
meghatarozasat.

C, A szinapszis-asszocialt teriilet meghatarozasa (fehér vonallal jelélve) utan az abran
sarga szinnel jeloltiik meg az NMDA receptort jel6l6 aranyszemcsék helyzetét.

D, Ezt kovetoen végeztiik el az NMDA-receptorok (sarga jel) mennyiségi vizsgalatat a

szinapszis-asszocialt teriileten beliil és kiviil. Lépték: 100 nm

A gradiens kiterjedése a 10 nm-es aranyszemcse sz€létdl szdmitva 200 nm
hosszlisagig terjedt. A sziirkeségi skala maximalis értéket vett fel az arany szemcse
felett és nulla értéket 200nm tavolsagra (a korong szélén). A sziirkeségi skala értékei
linearisan csokkentek a korong széle felé haladva. Tekintve, hogy ezek a sziirkeségi
gradiensek minden egyes arany szemcse folé lettek helyezve, nagy résziik atlapolddott
egymassal, foleg a szinapszisokban. Az atlapolodott sziirkeségi értékek a sejtfelszinrdl
késziilt fotd6 minden adott pixelének esetében Osszegezve lett, ami egy 0j sziirkeségi
térképet hozott 1étre a GABAAR jelolés stiriiségének fiiggvényében (8. abra, a konnyebb
bemutathatdsag kedvéért a folyamatos sziirkeségi skala értékei sziirkeségi 1épésekbe
lettek atvaltva). A Osszegzet sziirkeségi intenzitdsok kirajzoltak sejtfelszini teriileteket,
melyeknek magas a GABAAR jeldlés stirlisége. Miutdn meghataroztunk egy megfeleld
sziirkeségi eértékhatart, a feltételezett szinaptikus teriileteket koriil lehetett hatarolni
pusztan a sejtfelszini lokalis GABAAR jelolés stirlisége alapjan. Végiil a koriilhatarolt
szinaptikus teriileteket lemértiikk, és az immunarany-jelolt NMDA receptorokat
megszamoltuk a szinapszis hatarain beliil. A kortilhatarolasi eljaras f6 célja nem az volt,
hogy ujraalkossuk pontosan ugyanazt a szinapszis definiciot, amit klasszikusan a pre- €s
posztszinaptikus struktardk megfigyelésével konnyliszerrel meg lehet tenni, ha a
szinaptikus rés sikjara merdleges a metszésis sikunk. A célunk az volt, hogy talaljunk
olyan GABAR asszocialt teriileteket (ebben a munkdban egyszerien: GABAerg
szinapszisok), melyeket elfogatlanul tudunk korbehatarolni. Ha egyszer a hatarvonal
meg lett huzva, azt minden egyes kisérleti mintdn alkalmaztuk, fiiggetleniil attol, hogy

az NMDA-R immunarany szemcséknek milyen az elhelyezkedése. Osszegezve, ez a
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modszer lehetdvé tett egy olyan elfogulatlan megkozelitést, mellyel tesztelhetdé az

.....

V.11. Farmakologiai Kkisérletek tulélé szeleten, cGMP immunfluoreszcens

kisérletek

A tulélo szeletek elkészitéséhez az egerekeket (n=10 C57B1/6 és n=4 nNOS-/-)
mély izofluran anesztézidban dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk a koponyabol, majd
,vago-oldatban” (szaharoz: 204,5mM; glikéz: 10mM; KCl: 2,5mM; NaH,POs:
1,25mM; CaCl,'2H,0: 0,5 mM; MgCl,6H,0: 5SmM; NaHCO;: 26mM) 300um
vasagsagu koronalis hippokampusz szeleteket metszettiink Leica VT1000S tipusu
vibratomon. A kisérletek eldtt a szeleteket 1 6rdan at inkubdltuk karbogén gdzzal
(95%0,/5%CO0,) telitett mesterséges agy-geriveldi folyadékkal (artificial cerebrospinal
fluid, ACSF: NaCl: 126mM; glikéz: 10mM; KCl: 2,5mM; NaH,PO4: 1,25mM;
CaCl,"2H,;0: 2mM; MgCl,'6H,0: 2mM; NaHCO;: 26mM) t61tott un. felszini kamraban
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a szeleteket 12 kamras steril sejtkultiras talba (12-
well cell-culture plate, TPP, Switzerland) raktuk, ahol minden egyes kamrat egyénileg,
egyenlé mértékben buborékoltattunk karbogén gazzal. Minden kamrat 1 ml modositott
ACSF (mACSF) oldattal toltottiink meg, ami 1 mM IBMX és 100 pM BAY-736691
tipusu foszfodiészterdz-gatlot (PDE-gatlokat, hogy elkeriiljiik a cGMP hidrolizisét) és
0,2 mM L-arginint (az nNOS szubsztratjat) tartalmazott. Az L-argininnek ebben a
koncentracioban (0,2 mM) 6nmagaban semmilyen hatasa sincsen az nNOS aktivitasra
¢s a cGMP szintézisre (Garthwaite et al., 1989). 20 perces mACSF oldatban torténd
elékezelés utan a kontroll kamrdhoz nem adtunk semmit, mig 200 pM SNP-t (NO
donort) adtunk 10 percre az “SNP-kamrdkhoz” és SuM NMDA-t adtunk 3 percre az
“NMDA-kamrakhoz”. Pontosan ugyanolyan régio-specifikus cGMP jeldlést figyeltiink
meg, ha 5, 30, 150 vagy 300 uM NMDA-t adtunk a szeletekhez. Azokban a
kisérletekben, ahol az nNOS-t, NOsGC-t, a fesziiltségfiiggd kalcium csatornakat
(VDCC) vagy az NMDA-receptorokat gatoltuk, az eldinkubaldshoz hasznalt
mACSFoldatot kiegészitettiik az adott gatloszerrel, és ezzel az oldattal végeztik a

szeletek elokezelését 20 percig, majd hozzaadtuk az SuM NMDA-t adtunk 3 percre. Az
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inkubdaldsokat kdvetden az oldatokat gyorsan jéghideg 4%-os paraformaldehid fixalora
cseréltiik, majd a szeleteket 48 6ran at tovabb fixaltuk ugyanebben az oldatban 4C°-on.

A c¢cGMP immunfluoreszcens megjelenitéséhez a szeleteket 2%-os agarba dgyaztuk, és
Leica VT1200S tipust vibratomon a 300um vastag szeleteket ujrametszettiik 50um
vastagsagura. Miutan 0,9% NaCl-ot és 0,3% Triton X-100-at (Sigma) tartalmazo6 foszfat
pufferben (PBST) 1 6rdn at mostuk a metszeteket, PBST-ben oldott 5% normal szamar
szérummal (Vector Laboratories) 1 6ran keresztiil blokkoltuk a metszeteket. Ezt kovette
az elsddleges antitestek oldata: baranyban késziilt cGMP ellenes (Prof. J. de Vente
laboratoriumabdl, 1:4000) és kettds immunfluoreszcens jelolés esetén egérben késziilt
glutamat-dekarboxildz 65 (GADG65; Millipore, MAB351, 1:250) ellenes antitesteket
higitottuk PBS-ben. Szdmos PBS mosast kdvetden a kettds jelolés esetében szamarban
termeltetett biotin-kotott egér ellenes antitestet (1:200, Jackson Laboratories)
hasznaltunk PBS-ben. PBS mosasok utdn az Osszes metszetet fluorokrommal jelolt
masodlagos antitestek keverékében inkubaltuk a metszeteket: : Alexa Flour 488 (barany
elleni szamar IgG, 1:200, Invitrogen) és Alexa Fluor 594 (streptavidin, 1:200,
Invitrogen) PBS-ben oldva. Alapos PBS és PB mosas utan a metszeteket mikroszkdopos
targylemezre szedtiik ki és Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Europe) hozzaadaséaval
fedtik le fedélemezzel. Az egész kisérletsorozatot megismételtiik olyan mACSF
oldattal, melyhez hozzatettink 1 uM tetrodotoxint (TTX), de nem tartalmazott
magnézium-ionokat. A kisérleteket Olympus Optical FluoView300 pasztazo konfokalis
lézer mikroszkoppal vagy Zeiss Axioplan 2 epifluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik

ki.

V.12. Statisztikai analizisek

Az nNOS ¢és az NOsGC sejttest szintli elhelyezkedésének meghatarozasara
iranyuld fluoreszcens kisérletek soran minden patkany dorzélis hippokampuszabol
szisztematikus véletlenszeri modon hat 40 pm vastag korondlis metszet kerilt
tesztelésre kolokalizacionként a hippokampusz teljes rosztro-kaudalis kiterjedésében. A
kolokalizacidt csak abban az esetben vizsgaltuk, ha a sejt sejtmagja detektalhato volt,

hogy biztos legyen, hogy a sejt nagy része vizsgalhatd. Minden vizsgalt sejt esetében
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mérésre keriilt a sejt keresztmetszeti teriilete. A mérendd sejtek kivalasztisa egy, a
képekre szisztematikus véletlenszerti modon elhelyezett halo segitségével tortént. Azok
a sejtek, melyek kivalasztasra keriiltek, a tovabbiakban egyénileg alapos vizsgalat
targyat képezték. A sejtek méréséhez a “NIH Image] image analyzer” szoftvert, az
adatok elemzéséhez pedig a “StatSoft Statistica” (Tulsa, OK, verzid7) szoftvert
hasznaltuk. Nem volt célunk, hogy meghatarozzuk a kiilonb6z6 markerekkel vizsgalt
sejtek abszolit szamat a hippokampuszban, az aranyszamok kvantitativ mérését
végeztiink el Abercrombie korrekcid (Abercrombie, 1946) hasznalataval kiegészitve.

Abban az esetben, amikor az adatok Gauss-eloszlast mutattak a Shapiro-Wilks’s W-
teszt alapjan, parametrikus statisztikai jellemzdket alkalmaztunk (atlag + standard
deviacio). Az adatok nagy része azonban nem mutatott Gauss-eloszlast, igy nem-
parametrikus statisztikdkat hasznaltunk, ez esetben pedig a nemparametrikus
jellemzoket adtuk meg (medidn, interkvartilis tdvolsag). A kétcsoportos 0sszehasonlitast
a nem-parametrikus Mann—Whitney U-teszttel, a sokcsoportos Osszehasonlitast a
szintén nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel végeztiik el. Azokban a mérésekben,
amikor az aranyszemcsék €s a szinapszis méretek kozti korrelaciot vizsgaltuk, az adatok
szintén nem normal eloszlast mutattak, ezért a nem-parametrikus Spearman R-
korrelaciot alkalmaztuk. A null-hipotézist akkor vetettiik el, ha p-érték nem érte el a
0,05 értékhatart, ekkor a populaciok kozti kiilonbség illetve az adatok kozti korrelacio

szignifikansnak lett mindsitve.
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VI. EREDMENYEK

Az Eredmények fejezetben eldszor a nitrogén-monoxid jelatvitel egyes elemeinek
vizsgalatat célzo kisérletsorozat eredményeinek bemutatasara keriil sor (VI.1.-VLS5.).
Ezt kovetéen a NO jelpalya GABAerg szinapszisokban bekovetkezd aktivalasanak
lehetséges mechanizmusai keriiltek kozéppontba, igy a masodik kisérletsorozat az
NMDA receptorok aktivalasanak hatasara jelentkez6 NO jelatvitelre (VI.6.) és az
NMDA receptorok GABAerg szinapszisokhoz vald elhelyezkedésére (VI.7.-VI.9.)
iranyult.

VI.1. A neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) asszocialodik a GABAerg
szinapszisok posztszinaptikus denzitisaval a CA1l piramissejtek sejttestén,

dendritjén és axon inicialis szegmentjén

Korabban mar kimutattadk, hogy a nitrogén-moxodiot el6allité enzim, az nNOS a
piramissejtek serkentd szinapszisainak posztszinaptikus oldalan talalhato meg
(Blackshaw et al., 2003; Burette et al., 2002; Wendland et al., 1994). Azonban gyengén
fixalt agyszoveten, beagyazas eldtti immunarany technika hasznélataval eldszor sikertilt
kimutatnunk, hogy az nNOS nemcsak a dendritikus tiiskékben, de a piramissejteken
1évo szimmetrikus GABAerg szinapszisokban is megtalalhatd egérben €s patkanyban is.
Egyazon kisérletben készitett nNOS immunarany jel6lés teljesen hianyzott az nNOS
génkiiitott egerek metszeteibdl (9. dbra, A), mig a vad tipust egerekben erdsen jelolt
szomatikus szinapszisok voltak lathatok (9. abra, B, C). Az immunarany jel6lés raadasul
nem véletlenszeri mddon asszocidlodott a piramissejtek membranjahoz, hanem
specifikusan halmozodott fel a szimmetrikus szinapszisokban (9. dbra B, C, 10. dbra A,
D-H) éppugy, mint az aszimmetrikus tliske szinapszisokban (10. dbra, B ,C, N ,0). Az
immunarany jel relativ linedris siiriségméréseébdl kideriilt, hogy mig a jelstirliség a
szimmetrikus szinapszisok aktiv zonajaban ~1,35 +/- 0,31 aranyszemcse/um membran
(atlag +/- S.D.) volt, addig mindossze 0,03 +/- 0,02 aranyszemcse/pum stlriiség volt a

szinapszis kozeli extraszinaptikus membranteriileteken.

78



DOI:10.14753/SE.2014.1911

9. Abra. Az elektronmikroszkopos felvételeken nNOS-ellenes immunarany jelolés
lathato szimmetrikus szinapszisok posztszinaptikus oldalan, illetve a jelilés teljes
hidanya az nNOS-génkiiitott (KO) dllatban.

(A) A beagyazas elotti immunhisztokémiai reakcio utan készitett felvételek az nNOS
immunarany-jelolés teljes hianyat mutatiagk nNOS KO egér szinapszisaiban (iires
nyilhegyek), melyeket axonterminalisok (t) létesitenek posztszinaptikus sejttesteken (s).
(B, C) Ugyanebben a kisérletben a vad-tipusu (WT) egerekbdl szarmazo mintdakban
eroteljes jeloles figyelheto meg a GABAerg szinapszisokban. Az eziisttel intenzifikalt
immunarany szemcsék (fekete nyilhegyekkel jelolve) a szimmetrikus GABAerg

szinapszisok posztszinaptikus denzitasaban vannak jelen. Lépték: 0,5 um.

Némi jel megfigyelhetd volt még a piramissejt citoplazajaban az endoplazmas retikulum
ciszternai felett, és erds jelolddést figyeltiink meg az nNOS pozitiv interneuronok
sejttestében és dendritjeiben (10. abra, I). A piramissejtek sejttestét kétféle interneuron
idegzi be: a parvalbumin (PV) immunreaktiv interneuronok, melyek a sejttestre érkezo
terminalisok kortlbelill kétharmadat adjak, és a kolecisztokinin (CCK) pozitiv
kosarsejtek, melyek kortilbeliil egyharmadat képezik a szomatikus terminalisoknak (lasd

I1.3.4.2. alfejezetben, (Nyiri et al., 200la). Az egér hippokampuszban teljesen
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rekonstrudlt szimmetrikus szinapszisokat vizsgaltunk, és azt talaltuk, hogy a teljesen
rekonstrudlt szomatikus szinapszisok legaldbb 76%-a (az egyes allatokban mért
szazalékok medianja, ami az aldbbi aranyokbol adodott: 16/19, 15/20 és 16/21 a 3
egérben) (9. dbra B, C, és 10. adbra A), mig az axon inicialis szegmenten (AIS)
rekonstrudlt szinapszisoknak legalabb 32%-a (median, az alabbi aranyokbol: 7/22, 10/26
¢s 6/20 a 3 egérben) (10. abra, E, F) bizonyult pozitivnak az aranyszemcsék
alulbecsli az nNOS-t tartalmazo szinapszisok valds szamat, mivel igen nagy
mennyiségben taldlhatok meg horgonyzo ¢és egyéb fehérjék a posztszinaptikus
Mivel a periszomatikus GABAerg gatlast Osszesen haromféle interneuron latja el (a
CCK- ¢és PV-pozitiv kosarsejtek és a PV-pozitiv axo-axonikus vagy mas néven
kandelaber-sejtek, lasd a I11.3.4.2. alfejezetben), igy ezek az adatok jol interpretalhatok.
Mas a helyzet azonban a dendriteken 1évé szinapszisokkal, amit szamos interneuron
innerval (lasd a III.3..4.1. alfejeztben), ezért a dendritikus szinapszisok
elektronmikroszképos mérését nem végeztiikk el. Mindazonaltal szdmos dendritikus
szimmetrikus szinapszist intenziven pozitivnak talaltunk mindhdrom egérben. Az egér
hippokampuszhoz hasonléan a patkdny hippokampusz szomatikus (10. abra, G, I-K),
dendritikus (10. &bra, H, L) és AIS (10. abra, M) szinapszisai is szamos esetben nNOS
immunarany jeloltek voltak. A patkdnyban végzett kisérletek soran immunarany-
immunperoxidaz kettds festést is végeztlink, hogy direkt kolokalizaljuk az nNOS
immmunarany jelolést a CCK és PV immunreaktiv termindlisok teljesen rekonstrualt
szinapszisaiban. Azt talaltuk (mindharom vizsgalt patkanyban), hogy az nNOS jelen
volt a posztszinaptikus aktiv zondban mind a CCK, mind a PV altal képzett szomatikus
szinapszisokban (10. abra, I-K), a PV-pozitiv termindlisok szinapszisaiban, melyek az
AlS-en végzddnek (10. abra, M) és a dendritre érkez6 CCK-pozitiv €s negativ
terminalisok szinapszisaiban is (10.abra, L). Tekintve, hogy a kiilonb6zd interneuronok
a piramissejtek kiilonbozo sejtfelszini doménjeit célozzak, ez azt jelenti, hogy legalabb
Ot kiilonboz6 interneuron tipus piramissejtre érkezd szinapszisaban megtalalhatd az
nNOS posztszinaptikusan. Az NO receptoranak eloszlasa a hippokampuszban tovabb

erdsitette ezt a megallapitast (1asd alabb).
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10. Abra. Az elektronmikroszkdpos felvételeken nNOS-ellenes immunarany jelolés
lathato egerek és patkanyok szimmetrikus és aszimmetrikus szinapszisok
posztszinaptikus oldalan.

Az nNOS-ellenes immunarany jelolés az eger (A-F) és a patkany (G-0)

crer

hanem a szimmetrikus szinapszisok posztszinaptikus denzitasaban is jelen van. A jelolés
megfigyelheto sejttestre (A, G, I-K), dendritekre (A, D, H, L), és axon-inicialis
szakaszokra (AIS, a jellegzetes membran-alatti sotét savot tires nyilhegyek jelolik, E, F,
M) érkezé szinapszisok sorozatmetszeteiben. Az nNOS posztszinaptikusan van jelen
mind a kolecisztokinint (CCK, I, L), mind pedig a parvalbumint (PV, J, K, M)
tartalmazo terminalisok szinapszisaiban. I, Az nNOS-pozitiv interneuronok dendritjei

(d) is erds jelolést mutatnak. t, termindlis; s, sejttest; d, dendrit; sp, tiiske. Lépték: 0,5

um.

VI1.2. Az NO receptor a; és o, alegységének sejttipus specifikus mRNS megoszlasa a

hippokampuszban (tars-munkacsoport munkaja)

Ahogyan a bevezetésben részleteztem (II1.5.4. alfejezet), kétféle alegység
Osszetételll funkciondlisan fontos NO receptor létezik, ami az NO jelatvitel
alegység Osszetételli receptorok kotddése a szinaptikus horgonyzo fehérjékhez eltérd, és
a jelatviteli regulaciojuk is mas lehet az egyes neuronokban, megvizsgaltuk, hogy az
NOsGC egyes a alegységei mely neuronokban fejezOdnek ki. Digoxigenin-jelolt
riboprobaval, tars-munkacsoport segitségével készitett in sifu hibridizéacios kisérletekbdl
(amit kromogén pufferben oldott 5-bromo-4-kloro-3-indolyl-foszfat és nitro-kék
tetrazolium-klorid segitségével jelenitettek meg) kideriilt, hogy az a; alegység mRNS
csak interneuronokban volt jelen (11.4bra, 4-D), és ezeket az idegsejteket a patkany
alegység mRNS viszont hianyzott az interneuronokbol, €s kizardlag piramissejtekben
volt jelen a CA1 hippokampadlis régidban (11.abra, E, F). A kisérleteket egerekben is

elvégeztiik, és azonos eredményre jutottunk.
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11. Abra. Az NOsGC al és a2 alegységek mRNS eloszdsa a hippokampusz CAl
teriiletén

A fénymikroszkopos felvételeken a két alegység elkiiloniil6 mRNS jelolése lathato
patkany hippokampuszban. A sense probak nem adtak jelet sem az NOsGC ol (A), sem
pedig az a2 (F) alegység esetében. Az al alegység kizarolag interneuronokban volt
kimutathato a stratum radiatum (B), stratum pyramidale (C) és stratum oriens/alveus
(D) rétegekben. Ezzel szemben az a2 alegység csak a piramissejtekben volt jelen (E). A
leirttal egyezo jelolés figyelheté meg egérben is (nincs bemutatva). r, str. radiatum, p,

str. pyramidale; o, str. oriens. Lépték: 50 um.

VI.3. Az NOsGC o; alegység megtalalhato az interneuronokban és azok

terminalisaiban, de hianyzik a piramissejtekbol

Tekintve, hogy mRNS szinten az NOsGC a,; alegység csak az interneuronokban

fordult eld, beagyazas el6tti immunperoxiddz festést végeztiink az o; alegység

crer
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12. Abra. Fény- és elektronmikroszkdpos felvételeken bedgyazds — eldtti
immunperoxidaz reakcio jeleniti meg az NOsGC eloszldsat egérben és patkdanyban.

A, Fénymikroszkopos felvételeken az NOsGC ol alegység altalanos eloszlasa figyelheto
meg a hippokampusz rétegeiben (0., str. oriens, p., str. pyramidale; r., str. radiatum, [-
m., str. lacunosum-moleculare). B, C, Tiikorkép kisérletekbol szarmazo felvételek
mutatjak, hogy a metszetek felszinén kettévagott interneuronok (nyilhegyek) mind az ol
(B), mind pedig a 1 (C) alegységét kifejezik az NO-receptornak. A fehér nyilhegyek p1
alegységet kifejezo, a metszet felszinéhez kiozel elhelyezkedo piramissejt-dendritekre
mutatnak. D, E, Nagyobb nagyitasu felvételen jol lathato, hogy az ol alegység jelen van
a piramissejtek (csillagokkal jelélve) kosarakat képzo terminalisokban (nyilhegyek)
mind egérben (D), mind pedig patkinyban (E). F-K, Az elektronmikroszkopos
felvételeken ol alegységet kifejezé termindlisok figyelhetok meg, melyek szinapszisokat
létesitenek a piramissejtek sejttestén (s; F, I ), dendritjein (d; G, J ), és axon-inicialis
szakaszain (a; H, K; a jellegzetes membran-alatti sotét savot fehér nyilhegyek jelolik)
egérben (F-H ) és patkanyban (I-K ). Lépték: A, 50 um; B, C, 25 um; D, E, 10 um; F-
K, 250 nm.

Azt is megvizsgaltuk, vajon a heterodimer masik alegysége, a P; alegység is
megtalalhaté ezekben a sejtekben. A festddési mintazat egérben és patkanyban azonos
volt. Eredményeink azt mutattdk, hogy az mRNS eloszlasahoz hasonléan, az o,
alegység fehérje a hippokampusz alveus - stratum lacunosum-moleculare tengelyen
szamos interneuronban erdsen jelen volt (12. dbra, A). Alkalmanként gyengébben
festddo interneuronokat is €észleltiink. Az interneuronok legerdsebben fest6do teriiletei a
sejttest, a proximalis dendrit és az axonok voltak. Fénymikroszkdposan a stratum
pyramidale-ban a piramissejtek koriil kosarsejt-terminalis festésre emlékeztetd jelolést
kaptunk mindkét fajban (12. &bra, D, E). Ezt megerdsitendd, elektronmikroszkoppal
vizsaltuk meg az immunperoxidaz festett metszeteket. Ennek soran véletlenszeriien
gylijtott terminalisokat rekontrualtunk az egér hippokampuszban, és azt talaltuk, hogy a
szomatikus termindlisoknak legalabb ~79%-a (median szazalék az alabbi ardnyokbol:
20/23, 18/24 ¢és 23/29 a 3 egérben) (12. dbra, F), az AIS termindlisoknak pedig legalabb
42%-a (median szédzalék az aldbbi aranyokbol: 10/21, 4/21 és 8/19 a 3 egérben) (12.

abra, H) volt pozitiv az NOsGC a, alegységre. Ezenkiviil mindharom egérben szdmos
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dendritikus szimmetrikus szinapszist 1étesité termindlist is taldltunk, ami erds
pozitivitdst mutatott az o«; alegységre (12. &bra, G). Hasonléan az egér
hippokampuszhoz, a rekonstrukcid soran patkdnyban is szamos o, alegység pozitiv
szomatikus (12. abra, /), dendritikus (J) és AIS (K) terminalist talaltunk. Ezentul
patkanyban a B; alegység eloszlasat is megvizsgaltuk elektronmikroszkdpos szinten, €s
ahogy varhato is volt szamos GABAerg termindlis pozitivitast mutatott [3; alegységre
(nincs bemutatva). Ezek az eredmények megerdsitették, hogy ezek a GABAerg
terminalisok kifejeznek a;f; alegységosszetételli NO receptort, és elhelyezkedésiikbol
kifolyolag alkalmasak a piramissejtekbdl érkezd retrograd NO jelatvitel detektalasara.
Az a,; alegység mindig heterodimert képez a 3, alegységgel. Megvizsgaltuk, 1éteznek-e
olyan interneuronok, melyek esetleg nagy mennyiségben kifejezik a B, alegységet o,
alegység nélkiil, ezért kolokalizacios kisérleteket végeztiink a patkany hippokampusz
interneuronjain az o és f; alegység kozott (12. abra, B, C).

Mivel mindkét antitest nyulban késziilt, igy a direkt kolokalizaci6 nem
megvalosithatd, éppen ezért az gy nevezett “tiikorkép-modszert” (Kosaka et al., 1985)
hasznaltuk, mely sordn az egyik metszet felszinén félbevagott sejtek vizsgalhatok a
szomszédos metszeten. Ennek megfelelden az egyik metszetet a; alegység ellenes, a
szomszédos metszetet pedig P; alegység ellenes antitesttel inkubaltuk. A vartnak
megfelelden a PB; alegység mind a piramissejteket (foként dendritek) (Burette et al.,
2002a; Ding et al., 2004), mind interneuronokat (féleg sejttestek, proximalis dendritek
¢és termindlisok), mig az o, alegység ellenes antitest csak interneuronokat jelolt. Azt
talaltuk, hogy gyakorlatilag az a; alegység pozitiv interneuronok mind B; alegység
pozitivak is voltak (négy patkanybol: 27/27, 41/42, 34/37 és 18/19), és forditva, a B,
alegység pozitiv interneuronok o, alegység pozitivak is voltak (négy patkanybol: 28/29,
41/43, 39/40 és 16/17; néhany al-negativ sejt eldfordulhat a metszetekben az o,
alegység ,,szolubilis” azaz nem lehorgonyzott természetébdl kifolyolag, vagy abbol
eredden, hogy a metszetkészités kozben a sejttestek egy kisebb-nagyobb darabja
elveszhet). Amellett, hogy az a, alegység ellenes antitest specificitasat ezzel igazoltuk,
ezek az eredmények azt is sugalljak, hogy mivel nincs B; alegység pozitiv interneuron
a; alegység nélkiil, ezért nincs olyan interneuron, ami csak a,B; alegységosszetételii
receptort tartalmazna, ami Gsszhangban van az in situ hibridizaciés eredményeinkkel

miszerint o, alegység mRNS hidnyzott az interneuronokbol.
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VI4. Mind a periszomatikus, mind a dendritikus GABAerg neuronok
tartalmaznak NOsGC a, alegységet

Ahogy korabbi kisérleteinkbdl mar lathat6 volt, az NOsGC a,; alegység mRNS-e
szdmos interneuronban kifejezddott, és fehérje szinten is szamos a; €és P; alegységet
tartalmazo interncuron festddott, de korantsem az Osszes. Ennek érdekében kvantitativ
immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztiink, hogy megallapitsuk, hogy nagyobb
interneuron csoportok, mint a CCK-, PV-, nNOS-, vagy SOM-pozitiv periszomatikus
vagy dendritikus interneuronok (lasd a IIL.3.4. alfejezetet) tartalmazzék-e ezt az NO
receptort. Habar nincs adat az 0sszes felsorolt sejtjelolé anyag direkt kolokalizacidjara a
a négy sejtmarker kiilonb6zd, at nem lapolodo interneuron populaciot alkot (Freund,
2003; Freund and Buzsaki, 1996; Jinno and Kosaka, 2000, 2002, 2004, 2006; Seress et
al., 2005). Az altalanos festddési mintazat ezekre a sejtjelold anyagokra hasonld volt a
korabban leirtakhoz. Az NOsGC a; alegység elleni immunfluoreszcens jel megfelelt a
kordbban immunperoxidaz (DAB) moddszerrel kapott festddésnek (lasd a fenti
fejezeteket). Sejtmag festést nem tapasztaltunk. Az o, alegység festésénél kiilonbozo
immunfluoreszcens intenzitasu jelet kaptunk, azonban azt nem vizsgaltuk, hogy az o,
jelintenzitas és a kiilonbozé interneuron markerek korreldlnak-e egymassal. Vékony
axonszerll nyulvanyokat szintén megfigyeltiink a neuropil koriil az immunfluoreszcens
festéssel is (13. 4abra). A patkdny dorzalis hippokampusz CAl-ben jelolt
interneuronjainak véletlenszerli mintavételezése €s vizsgalata utdn (részletes leirds a
V.12. alfejezetben taldlhato) a kovetkez6 median aranyokat kaptuk (zardjelben egy adott
kolokalizaciora tesztelt sejtek szama taldlhaté a harom patkanybol, illetve az egyes
allatokbol szarmazo6 szézalékos értékek kiilon-kiilon): az Gsszes vizsgalt NOsGC o,
pozitiv sejt koziil ~21% (n =1383; 23, 15 és 21%) volt CCK pozitiv (13/4), 40% (n=
1527; 38, 41 és 40%) volt PV pozitiv (13/B), 11% (n = 1322; 11, 10 és 20%) nNOS
(13/C) és 7% (n = 1599; 4, 7 és 7%) SOM pozitiv volt (13/F). Az interneuron jel6ld
anyagok oldalardl vizsgalva az NOsGC a; pozitiv sejteket, a kovetekzé ardnyokat
kaptuk: a CCK interneuronok ~68%-a (n=432; 68, 45 és 80%), a PV interneuronok
~T4%-a (n= 771; 74, 74 és 90%), az nNOS interneuronok ~20%-a (n=756; 18, 20 ¢és
34%) és a SOM interneuronok ~32%-a (n=264; 37, 32 és 31%) volt a,; pozitiv.
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13. Abra. Az NOsGC al alegységének immunfluoreszcens kolokalizdcidja kiilonbozé
interneuronmarkerekkel a patkany hippokampusz CAl régidjaban.

A fluoreszcens mikroszkopos felvételeken lathato, hogy az NOsGC ol alegysége részben
kifejezodik a CCK (A), PV (B), nNOS (C), vagy SOM (F ) pozitiv interneuronokban. D,
Az nNOS és a SPR jelolés ugyancsak részben dtfed, azonban a CBR és az nNOS soha
nem volt egyiitt kimutathato (E). A nyilhegyek markereket egyiittesen kifejezo sejteket
jelolnek, az iires nyilhegyek a nem kolokalizdlo sejteket mutatjak. Lépték: 50 um.

Habar direkt és indirekt adatok azt sugalltak, hogy ez a négy interneuron jel6ld
anyag csak elhanyagolhatdé mértékli kolokalizaciét mutat, kevés informaci6 allt
rendelkezésre az nNOS és a CCK pozitiv interneuronok kozott fennalld esetleges
kolokalizaciora. Tekintve, hogy gyakorlatilag minden CCK pozitiv interneuron CBI1
cannabinoid receptor pozitiv is (H4jos et al., 2000; Katona et al., 1999), ezért CBI
receptor-nNOS  kettds immunfluoreszcens festéssel teszteltik a lehetséges
kolokalizaciot (13. abra, E), de a véletlenszeri minta elemzése soran nem talaltunk
kettdsen jelolt sejteket (n = 206 CB1-positiv sejt 6sszesen harom patkdnybol). Vruwink
¢s mtsai. (Vruwink et al., 2001) eredményei alapjan feltételezhetd volt, hogy reciprok
kémiai Osszekottetés van két gatldo halozat kozt az agykéregben. Az egyik populacio P-
anyag receptor (SPR) és nNOS pozitiv volt, mig a masik P-anyag és NOsGC
pozitivitdst mutatott. Eredményeik alapjan a nagyagykéregben 94-95%-os atfedés
mutatkozott mindkét iranyban az nNOS és SPR pozitiv sejtek kozott. Eppen ezért azt is
megvizsgaltuk, ugyanilyen erds atfedés van-e a hippokampusz nNOS és SPR tartalmu
sejtjei kozt. Eredményeink azt mutattdk, hogy a hippokampuszban ez az atfedés messze
eltér az agykéreghez képest, szdm szerint a vizsgalt SPR pozitiv sejtek ~47%-a (n=709;
47, 41 és 50%) volt nNOS tartalmu, mig az nNOS pozitiv sejtek ~43%-a (n= 654; 43,
37 és 68%) bizonyult SPR tartalmunak (13. abra, D).

VLS. Az NOsGC o, alegység tartalom és bizonyos interneuron tipusok sejttest

mérete kozti korrelacio

Sok esetben egy idegsejt funkcidja vagy metabolikus allapota 6sszhangban van a

sejttestének méretével, ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd interneuronok mérete
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korrelal-e az NOsGC a; alegység tartalmaval. Megmértiik az adott szinben megjelolt
interneuronok keresztmetszeti teriiletét, és két csoportra osztottuk az adatokat az
alapjan, hogy tartalmazott-e o; alegységet. A CCK ¢és SOM sejtek esetében nem
talaltunk korrelaciot az a; tartalom és sejtestiik méretiik kozt. Erdekes azonban, hogy
azok a PV interneuronok, melyek NOsGC a; pozitivak is voltak, szignifikansan
nagyobb keresztmetszeti teriilettel rendelkeztek (4tlagosan 164,75um?), mint az NOsGC
o negativ PV interneuronok (4tlagosan 136,44 pm?®), vagyis a teriiletiik ~ 21%-kal volt
nagyobb (p < 0,001). (Ha azt vessziik, hogy hipotetikusan a sejtek gdmb alakuak, akkor
ez a teriiletkiilonbség 33% kiilonbséget okozna a sejtek térfogatdban.) Az nNOS pozitiv
interneuronok esetében az o, alegységet tartalmazok keresztmetszeti teriilete
szignifikansan kisebb volt (atlagosan 121,13pum?) az «;-negativ nNOS-pozitiv
interneuronokénal (4tlagosan 131,81 umz), ami 8%-kal kisebb tertiletet jelent ( p < 0.01).
(Ismét gomb alaku sejteket feltételezve ez 12% kiilonbséget jelent a sejtek

térfogataban.)

VI.6. NMDA indukalta cGMP termelés a tilélé hippokampusz CA1 régiéjanak
GABAerg terminalisaiban

Az eddig ismertetett eredményekbdl megtudtuk, hogy a hippokampalis
GABAerg terminalisok rendelkeznek NO receptorral, a piramissejtek pedig képesek
szinaptikusan a nitrogén-monoxid eldéllitdsara. Azonban, kivancsiak voltunk arra, hogy
a kalcium altal beindithaté szinaptikus NO szintézishez hogyan jut megfeleléen magas
kalctum koncentraci6 egy egyeébként gatld posztszinaptikus aktiv  zdénaba.
KézenfekvOnek tlint tesztelni, hogy ugyanaz az NMDA receptor, ami a serkentd
szinapszisokban elvégzi ezt a feladatot, rendelkezésre all-e itt is.

Ezért t0lélo szeleteket készitettlink egér dorzalis hippokampuszokbdl ¢és
modositott mesterséges agy-gerincveldi folyadékban (mACSF) inkubéltuk oket, ami
foszfodiészteraz gatlokat (hogy megelézziik a cGMP hidrolizisét) és L-arginint (az
nNOS szubsztratjat) tartalmazott a sziikséges ionokon és gliilkozon kiviil. Fixalast
kovetden a cGMP termelést immunfluoreszcens moddszerrel tettikk lathatova cGMP

ellenes antitest segitségével.
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14. Abra. NMDA-indukdlt ¢cGMP
termelés akut tulélé hippokampalis
szeletben.

A-I, Az elsé oszlop a teljes
hippokampuszban mutatja a jelélést,
a masodik oszlop a CAl, a harmadik
oszlop pedig a CA3ab régio
piramissejt-rétegét  jeleniti  meg
kinagyitva. A, A CA3ab régioban
jelolt néhany  kosar-terminalistol
eltekintve a kontroll metszetekben
nem volt észlelhetd cGMP termelés.
B, A nitrogén-monoxid-donor SNP
minden régioban megemelte a
cGMP-szintet, de a kosar-
terminalisok csak az  Ammon-
szarvban  jelolodtek, a  gyrus
dentatusban nem. Figyelemre mélto,
hogy a CA3ab régioban az SNP
erosebb cGMP-jelet indukalt, mint
az NMDA-kezelés. C, 5 uM NMDA
adasa régiofiiggoé hatast valtott ki:
erés c¢GMP termelést indukalt a
CAI1/CA3c régiokban, mig a gyrus
dentatusban ~ nem  volt  jelolt
terminalis. D, Az NMDAR-gatlo
MK-801 és D-APS teljesen kivédték
az NMDA  hatasat, de nem
valtoztattak meg a CA3ab régioban
a jelolest. E, A posztszinaptikus
fesziiltségfiiggé  kalciumcsatornak

(L- és R-tipusu) gatlasa érintetleniil
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hagyta az NMDA hatasat. F, G, Az NO-receptor gatlo ODQ és az nNOS gatlo L-NAME
is megakaddalyozta az NMDA-indukalt cGMP-termelést. H, I, nNOS génkiiitott allatbol
keszitett szeletben nem volt kimutathato cGMP-jelolés, és az NMDA addsa sem volt
hatassal a cGMP-termelésre. A szeletben lathato elszort fluoreszcens jelet minden
esetben ératmetszetek adtik. J, A gyrus dentatus szemcsesejt rétege kontroll
koriilmeények kozott, SNP illetve NMDA adagolas hatasara. Nem indukadlt ¢cGMP
termelést egyik koriilmény sem. K, GAD65 és cGMP kettos immunjelélés a CAI régio
piramissejt-rétegében. Lépték: 1, elso oszlop 1 mm (A-I elsé oszlopaira vonatkozoan); 1,
harmadik oszlop, 10 um (A-I masodik és harmadik oszlopaira és J-K sorokra
vonatkozoan).

A kontroll szeletekben (n=20, 10 egérbdl) idegi alapaktivitds altal indukalt
cGMP jel csak néhany interneuron szoémaban és dendritben volt megfigyelhets. A
kosérsejt-terminalis festés teljesen hianyzott a CAl hippokampalis régiobol, mig
gyenge ¢s ritkdn eléforduld kosarsejt-terminalis szerd jelet figyeltiink meg a CA3ab
pyramissejt rétegében (14. dbra, A). Kettés immunfluoreszcens modszer hasznélataval
megallapitottuk, hogy ezek a terminalisok valoban GABAergek (atlag+ SD: 96,5+2,7%
volt GADG65 pozitiv, n=118, 4 szelet, 2 egér). A masik oldalrol vizsgalva a
kolokalizaciot pedig 38,9+2,7% -a a GADG65 pozitiv kosarsejt-terminalisoknak volt
cGMP immunreaktiv CA3ab régidban (15. abra A, n=330, 4 szelet, 2 egér). Egyaltalan
nem kaptunk kosar-terminalis szerti jelet a gyrus dentatusban. Habar kisérleteink soran a
CAl régiora koncentraltunk, a CA3c régi6 minden kisérletben azonos festddési
mintdzatot mutatott. Néhany gliasejt jelolést minden hippokampdélis régioban meg
lehetett figyelni, minden bizonnyal annak eredményeként, hogy az asztrogliak mind NO
szenzitiv, mind NO inszenzitiv guanilat-ciklazt is kifejeznek (de Vente and Steinbusch,
1992; Teunissen et al., 2001).

Egy NO donor, nitroprusszid-natrium (SNP; 200 uM, 10 percre) hozzaadéasara
hatalmas cGMP szint novekedést tapasztaltunk a legtobb idegi elemben. A legerdsebb
jelintenzitast a CA1 és CA3 kosarsejt terminalisaiban kaptuk (14. abra, B), a gyrus
dentatus kosarsejt terminalisai (14. abra, J) azonban jeldletlenek maradtak (5 szelet, 2
eger,).

Ezt kovetden 5 uM NMDA-at adtunk 3 percre a kontroll szeletekhez (14. abra,

C), ami jelentds régio-specifikus ¢cGMP halmozodast eredményezett (27 szelet, 10
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egér). A stratum radiatumban és oriensben megfigyelt erés homogén neuropil festodés
mellett hatdrozott cGMP jel-er0sodést tapasztaltunk a CA1 kosarsejt termindlisaiban.
Amennyiben az 5 uM NMDA-at csak 30 masodpercig adagoltuk, a szelet felso
SOmikrométerében mar erdsen jelolt termindlisokat kaptunk. A cGMP jelolt
termindlisok valéban GABAerg terminalisok voltak a CAl piramissejt rétegében (14.
abra, K), mivel kettds immunfluoreszcens kisérleteink soran a cGMP jelolt terminalisok
96,340,6%-a bizonyult GAD65 pozitivnak (n=375, 9 szelet, 3 egér), ami 57,34+0,6%
GADG65 pozitiv terminalisnak felelt meg a CAl régidban (n= 513, 9 szelet, 3 egér).
Nem tapasztaltunk festddést a stratum lacunosum-moleculareban, a stratum
radiatumban, viszont jelentés cGMP halmozodast figyeltiink meg, mely kevésbé
intenziv jelet adott, mint a piramissejt-réteg termindlisai, és gyakran GAD65 enzimet is
kifejeztek. Voltak azonban olyan cGMP jelolt profilok a strata radiatum és oriensben,
amelyek nem festédtek GADG65-re, valdsziniileg ezek serkentd kapcsolatok és/vagy
glialis nyulvanyok. A CA3ab régioban a cGMP szintje valtozatlan maradt az NMDA
adagoldsa utan, és tovabbra is a GABAerg terminalisokra szoritkozott a jel (95,6+2,5%
volt GADG65 pozitiv n=201, 9 szelet, 3 egér). Ez az ardny 39,8+2,8%-nak felel meg az
0sszes GADGS pozitiv kosarsejt terminalist tekintve a CA3ab régidoban (n=290, 4 szelet,
2 egér, 15 abra, A). Roviden Osszefoglalva, nem talaltunk cGMP jelolt kosarsejt
terminalist a gyrus dentatusban sem NMDA adagolas eldtt, sem utana (14. abra, J); a
CA3ab régidban talaltunk néhany gyengén jelolt kosarsejt termindlist a kontroll
szeletekben, de az NMDA adagolasanak semmi hatdsa nem volt a jel intenzitasara vagy
stirtiségére (38,9%-161 39,8%-ra valtozott). A CA1l és CA3c régiokban azonban markans
valtozast tapasztaltaltunk NMDA hatisara a cGMP jelolt GABAerg axonok
tekintetében (az eredeti 0%-r6l 57,3%-ra nétt a jelolt terminalisok szama a CAl-ben). A
jelolt terminalisok intenzitdsa is joval erdsebbnek bizonyult a CA3ab terminalisaival
Osszehasonlitva.

Kompetitiv (D-AP5, 50uM) ¢és non-kompetitiv (MK-801, 50uM) NMDA
receptor antagonistaval torténd elokezelés kivédte a CA1 régioban az NMDA cGMP-re
gyakorolt hatdsat, mig semi hatassal sem volt a CA3ab kosarsejt termindlisaira, ami arra
utal, hogy csak a CA1 és nem a CA3ab kosarsejt terminalisai szabalyozhatok NMDA
indukalta NO termeléssel (n=4 szelet, 2 egér, 14. dbra, D).
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A a GAD-cGMP |elolés “%-05 kolokalizacidda a terminalisokban, kontroll szeletben és NMDA kezelés utan

CA1 CAZab
I LI | 1
komtrod MMDA kezelt kontral MNMDA kezel
100
80
60
40 - . =t
ool &
20 F #£3 £
=@ @
0 L_L =
GAD+ cGMP+  GAD+ cGMP+ GAD+ cGMP+ GAD+ cGMP+
term. term term. term. lerm, lerm, term.  ferm.
B A GluN 1l sirisdge bedgyazas- c NMOAR elosridsa GABARRG sZin.-ban
utdmi kisdrietekben [amopum)
a0 ) a7 x . % f |zin. Li o
] - “Té ¥
25 b 1 30 | Tés membran
20
15
129 x
10 f i
i 2.6
0.2
Serk. Gétld  Extraszin ool ow oo @ s e
EZIN szin memkbr .
D A GluM jelilés strlsége replikdn E A GIUNZA jeltlés sirisaae replikan F A GlUNZB jeldlés sbrisage replikdn
[aranyium?] [aranyium2] [aranyium2]
9% 45 _B28x 54K B48x 176x

v e '

50 - ' vt '
40
30
20
10

: 2 0 0 . -
E-aldal Gatid. Extraszin E-pidal Gatld. Extraszin E-oldal Galld,  Estraszin
SZin membr £7in mamibr. 2N membr

G MEDAR+ szomatikus szin. %08 aranya (replika) H PV pozitiv szin. NMDAR-paziti- I wGIuT3 pozitiv szin, NMDAR-poziti-
vitdga %-ban (bedgy. aléth mm.} vitdsa -han (basagy, ettt imm.)
Ko WT WwWT T

100 100 - 100 -

80 80 &0

60 G0 &0

40 40 - 40 -

20 - 20 20
0% 0 0
n=34 n=B2 n=48 n=44 n=47 n=33 n=36 n=41 n=28 n=29
GluN1  GluN1  GluN  GluN GluM1 GluN  GluN GiuN1 GluN  GluN

28, B 2, 2B 28 2B

15. Abra. NMDA-receptor alegységek eloszlisinak vizsgdlata és kolokalizdcidja a

kosarsejt termindlisok szinapszisaival.
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A, Kontroll és NMDA-indukalt cGMP-immunjelolt CAl és CA3ab kosdarterminalisok
GADGS tartalmanak vizsgalata. A CAl régioban kontroll kériilmények kézott a GAD6S
tartalmu terminalisok nem tartalmaztak cGMP-t, mig NMDA hatasara tobbségiik
erosen immunpozitiv lett (n=513 GAD pozitiv termindlis, n=375 c¢GMP pozitiv
terminalis, 3 allatbol merve). A CA3ab régioban kontroll koriilmények kozott néhdany
gyvengén jelolt cGMP-porzitiv termindalis megfigyelheto volt (n=330 GADporzitiv, n=118
cGMP pozitiv terminalis, 2 allatbol mérve), azonban NMDA adagolasara itt nem
valtozott a jelolés mértéke és erdssége sem (n=290 GAD pozitiv és n=201 cGMP pozitiv
terminalis, 3 allatbol mérve). B, A beagyazas utani immunarany kisérletekbol szarmazo
mérések azt mutatjak, hogy az NMDA receptorok (a GluNI alegyseg alapjan)
bestirtisodnek a GABAerg gatlo szinapszisokban (12,9-szer nagyobb receptor stiriiség)
a nem szinaptikus sejttest membrannal oOsszehasonlitva. A receptor jeldlés a serkentd
szinapszisokban volt a legstiriibb (9,7-szerese a GABAerg szinapszisokban mért
ertéknek). C, A beagyazas utani immunarany NMDA-receptor jelolés posztszinaptikus
membradnhoz viszonyitott eloszldsa azt mutatta, hogy a GABAerg szinapszisokban az
NMDA-receptorok a posztszinaptikus membrdanhoz asszocialodnak. Preszinaptikus
NMDA-receptorok jelenlétére nincs bizonyiték. D-F, A GluNI, GluN2A és GluN2B
receptor alegységek piramissejtek sejttest-membranjan mért immunarany strisége
fagyasztva-tort replika kisérletekbdl. Mindharom alegység esetében a hattér jelolés (az
E-oldalon nézve) elhanyagolhatonak bizonyult, mig a sejtplazma feloli P-oldal esetében
az immunarany jel bedusulasat figyeltiink meg a GABAerg szinapszisokban (Gatlo szin.)
a szomszédos nem szinaptikus membran (Extraszin. membran) feliiletekhez képest. G, A
fagyasztva-tort replika kisérletekben immunarannyal jelolt NMDA receptor alegységek
bedusulast mutatnak a sejttesten létesitett, teljesen rekonstrudalt GABAerg
szinapszisokban. Az agykergi piramissejtekre specifikus GIluNI génkiiitott egérben
hianyzott a szinaptikus GluN1 jelolés.

H, I, Az NMDA receptor alegységek szazalékos kolokalizacioja kombindalt
immunarany-immunperoxidaz  kisérletekbol —szarmazo — sorozatmetszetek  teljesen
rekonstrualt parvalbumin (PV) és vezikularis glutamat-transzporter 3 (vGLuT3)
tartalmu termindlisainak szinapszisaiban. Roévidités: Beagy. elotti imm.= Bedgyazas

elotti immunreakcio
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Azért, hogy kizarjuk annak a lehetOségét, hogy fesziiltségfiiggd kalcium
csatornak hozzajarulnak az NMDA indukalta hatdshoz, gatoltuk a posztszinaptikusan
elhelyezkedd L- és R-tipusu kalcium csatronakat (20uM nifedipin + 100nM SNX482).
Az 5uM NMDA adagolasara bekovetkezd hatas mit sem valtozott (a kettds
immunfluoreszcens mérésekbdl szdrmazo aranyok azonosak voltak), ami azt sugallja,
hogy az NMDA receptorok mitkddése sziikséges és elégséges feltétéle az NO-cGMP
jelpalya beinditdsdhoz (n=10 szelet, 2 egér, 14. abra, E). Az NMDA okozta hatas
szintén teljesen kivédhetd volt, ha nNOS gatloval (L-NAME; 100uM, n=5 szelet, 3
egér) vagy NO receptor gatloval (ODQ; 20uM, n=14 szelet, 5 egér, 14. abra, G, F)
eléinkubaltuk a szeleteket.

Megvizsgaltuk a tovabbiakban azt is, hogy a piramissejtek €s interneuronok
spontan akcids potencial generaldsa mennyiben jarult hozza az NMDA hatasahoz, ezért
a kisérletsorozatot megismételtiik olyan magnéziummentes ACSF-ben, amibe 1uM
tetrodotoxint (TTX) tettiink, de eredmények teljesen azonosak lettek. Hogy bizonyitsuk
az nNOS kizarolagos szerepét a Kkisérleteinkben nNOS génkiiitott egerekbdl is
készitettiink tuléld szeleteket (14. abra, H-I). Minden idegi cGMP festés eltlint a
kontroll (n=8 szelet, 4 egér) és az NMDA kezelt szeletekbdl is (n=9 szelet, 4 egér) a
nNOS génkiiitott allatban is az endotelidlisan taldlhatdé eNOS aktivitasnak
koszonhetden. Eredményeink azt sugalljak, hogy a legvaloszinlibb mechanizmus az
NMDA receptorokon keresztiili lokalis kalcium bedramlds, ami nNOS-fiiggd cGMP
termelést valt ki a hippokampalis CA1 és CA3c régio GABAerg terminalisaiban. Habar
ebben a munkdban a GABAerg szinapszisokra fokuszaltunk, érdemes megemliteni,
hogy az NMDA-indukalta cGMP termelés jelen volt a CAl stratum radiatum
neuropiljében, mig hianyzott a stratum lacunosum-molecularébél. Erdekes, hogy ebben
a két régioban az LTP és LTD létrejottehez sziikséges feltételek jellemzden kiilonbozok
(Takahashi and Magee, 2009; Xu et al., 2010), amit részben megmagyarazhat a fent
emlitett NO-jelatvitelbéli kiilonbség. Technikai oldalrol nézve, a korabbi, NMDA
receptor agonista vagy antagonista adasaval jard, elektrofiziologiai és farmakologiai
kisérletek értelmezésénél figyelembe kell venni egyrészt a GABAerg szinaptikus
aramokban létrejovO, masrészt a halozati aktivitdsban bekovetkezd indirekt hatdsat az

NMDA-NO-cGMP jelatviteli titvonalnak.
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VI.7. A CA1 piramissejtekre érkezd periszomatikus GABAerg szinapszisokban
kifejezodik az NMDA-receptor GluN1, GluN2A és GluN2B alegysége

A fenti kisérletek azt sugalltdk, hogy az NMDA receptoroknak kozel kell lenniiik a

GABAerg szinapszisokhoz. Eppen ezért, kvantitativ bedgyazas utani immunarany

jelolést végeztiink GIuN1, 2A ¢és 2B alegységre, olyan antitestekkel, amik bizonyitottan

specifikus jelolést adnak (részletes leiras az V.3. fejezetben talalhatd). A piramissejtek

tiiskéirdl jol ismert, hogy kifejez6dnek benniik ezek az alegységek (lasd a I11.6.3.1.
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alfejezetben), amit mi is

' megerdsitettink  (16.

abra, A-C, jobb oldali

oszlop).

16. dabra Az NMDA
receptor alegységek a
CAl piramissejtek
sejttestére érkezo szi-
napszisok posztszinap-
tikus aktiv zondjaban
helyezkednek el.

Az elektron-
mikroszkopos — abrdkon
beagyazas utani

immunarany modszerrel

jelolt NMDA receptor

alegységek lathatok
(fekete szemcsék). A—C,
A GluNI, GIuN2A4 és
GIluN2B alegységek
mind a  GABAerg
(baloldali abra), mind a
glutamaterg (jobboldali
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abra) szinapszisok posztszinaptikus aktiv zondjaban feldusulnak, azonban jelentos
mennyiségi  kiilonbség  tapasztalhato  kozottiik. D,  Ugyanazon — szinapszis
sorozatmetszeteibol szarmazo szomszédos metszetek GIuN2B és GluN2A immunjelélése
(eziist intenzifikalt arany szemcsék). Az abra also felén lathato szinapszisban mindkét
receptor alegység megtalalhato (nyilak), mig a masik szinapszisban csak a GIluN2A
alegység jelolodott (nyilhegyek). E, Ugyanazon szinapszis sorozatmetszeteibol szarmazo
szomszédos metszetek  GIuN2B-GluNI-GIluN2A  immunarany jelolése (nyilak).

Roviditések: t, terminalis; s, piramissejt-sejttest; sp, tiiske-fej. Léptek: 100 nm.

Ezen feliil a GIuN1, 2A ¢és a 2B alegység egyértelmlien megtalalhatdo volt a
piramissejtek sejtestére érkezd GABAerg szinapszisok posztszinaptikus aktiv zonajdban
(16. é&bra, A-C, bal oldali oszlop). Az immunarany jel atlagos tavolsiaga a
posztszinaptikus membrantdl, amit a szinapszis sikjara merélegesen mértiink, 3,63 nm-
nek adddott az intracellularis oldalon (median; 0-12,8 interkvartilis tdvolsag; lasd még
15.4bra, C; Az aranyszemcsék 72,8%-a posztszinaptikus és 27,2%-a volt a szinaptikus
résben, n=104 aranyszemcse), ami azt mutatja, hogy az NMDA receptorok a GABAerg
szinapszisokban is posztszinaptikusan helyezkednek el. Nem talaltunk preszinaptikus
jelet. Ezt kovetden, ezzel a teljesen kvantitativ mddszerrel megbecsiiltiik a serkentd és
periszomatikus gatld szinapszisok NMDA receptor siirliségét. A GluN1 alegység
immunarany stiriségét mértiikk, mivel az minden NMDA receptorban egyformén van
jelen. Véletlenszerli mintat vettiink a periszomatikus GABAerg (n=54 szinapszis 2
egérbdl) és a dendritikus tliske szinapszisokbol (a stratum radiatumbol, n=98 szinapszis,
2 egér). A GABAerg szinapszisokban az NMDA receptor siirlisége 9,73+1,34-szer
kisebb volt, mint a tiiske szinapszisokban (GABAerg: 2,55+0,13; tiiske: 24,84+4,71
aranyszemcse/um, 15. dbra, B). Mindazonaltal, a GABAerg szinapszisok 1,8-szor
nagyobbak, mint a tiiske szinapszisok (Nyiri et al., 2001; Racca et al., 2000), igy az
NMDA receptorok becsiilt szama csak 5,4+0,75-szor kevesebb a GABAerg
szinapszisokban. Néhany NMDA receptort extraszinaptikusan 1is talaltunk a
piramissejtek sejttestén (0,198+0,03 aranyszemcse/um, 15.4bra, B). Azért, hogy
kozvetleniil bizonyitsuk, hogy a kiilonb6z6 NMDA receptor alegységek egyazon
szinapszisban is megtalalhatok, az alegységeket ugyanazon szinapszis egymast kdvetd
metszetein lokalizaltuk (részletek az V.3. fejezetben talalhatok). Azt talaltuk, hogy a
GluN1-2A, GluN1-2B ¢és GluN2A-2B alegységek gyakran kolokalizaltak (16. abra, D-
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E). Ezentul a harom kiilonb6z6 alegységet ugyanazon szinapszisban is kimutattuk (16.
abra, E). Eredményeink azt mutattdk, hogy egyazon GABAerg szinapszis mind
GIuN2A, mind GIuN2B alegység Osszetételi NMDA receptort hasznosit

posztszinaptikusan.

VI.8. A CAl piramissejtekre érkezo periszomatikus GABAerg szinapszisok nagy

része mindharom NMDA receptor alegységgel rendelkezik- kvantitativ adatok

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy a GABAerg szinapszisok milyen aranyban
tartalmaznak NMDA receptorokat, nagyszamu rekonstrualt szinapszisra van sziikség,
ezért SDS-kezelt fagyasztva tort replika immunjelolést végeztiink. A piramissejtek
sejttestének felszinén teljes szinaptikus aktiv zondk tarulnak fel, ahogy a
plazmamembran lipid kettds rétege kettébe torik: az extracellularis (E)-oldalra és a
protoplazmatikus (P)-oldalra.

Egy, a GABA, receptor (GABAAR) B3 alegység C-termindlis vége ellen
készitett antitest a P-oldal intramembran fehérjéinek (IMP) siirli csoportjat jeldlte
(Kasugai et al., 2010). A GABAerg szinapszisokban nagy a helyi GABAAR alegység
immunarany siriség, ezért egy ezen alapuld nem elfogult koriilhatdrol6 modszerrel
hataroztuk meg a vélt GABAerg szinapszisok hatarat (részletes leiras a V.10.1.
alfejezetben talalhato, 8. dbra). Ezt kovetden GABAAR és NMDAR alegységek elleni
kettds immunarany jeldlés segitségével megbecsiiltik az NMDA receptor alegységet
tartalmaz6 GABAerg szinapszisok minimum aranyat. Mindegyik NMDA receptor
alegység ellenes antitest erds jelolést adott a piramissejt tiiskéken (17. ébra, A-C,
betétek), de asszocialodott a GABA4R tartalmt szomatikus szinapszisokkal is (17. abra,
A-D). Az antitest hattérjelolését a szomatikus E-oldalon mértiik és elhanyagolhato
mértékiinek bizonyult (0,31+0,08 aranyszemcse/um” a GIluNI estében, 0,79+0,16
aranyszemcse/um’ a GluN2A és 0,55+0,18 aranyszemcse/um® a GluN2B alegység
esetében). Az NMDAR jelstirliseg a GABA, receptor-dus teriileteken (GABAerg
szinapszisokban) azonban 29,80+6,85 aranyszemcse/um? (n=82 szinapszis, 3 egér) volt
a GIuN1, 47,77+6,77 aranyszemcse/um2 (n=48 szinapszis, 2 egér) a GIuN2A ¢és
45,83+11,58 aranyszemcse/um® (n=44 szinapszis, 2 egér) a GIluN2B immunarany

reakcio esetében.
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17. abra A fagyasztva-tort replika kisérletek alapjan az NMDA-receptor jelolés a

posztszinaptikus GABA 4R jeloléssel egyiitt fordul elo.

Az elektronmikroszkopos abrdkon replika immunarany reakciobol szarmazo CAI
piramissejtek sejttestén elhelyezkedd GABAerg szinapszisok posztszinaptikus oldala
lathato (az dbran sziirke vonallal hatarolva). A-C, Kettos immunarany jelolés a
GABA4R p3 alegység (10nm aranyszemcsék) és az NMDA receptor alegységek (5 nm
aranyszemcsék, az abran nyillal jelolve) ellen. Jol lathato a GluN1 (4), GIuN2A (B) és
betét abrakon feltételezett piramissejt tiiskéken levd NMDA receptor alegység jelolések
lathatok. Leépték: 100nm. D, Az elektronmikroszkopos abran az NMDA receptorok és
GABA4R szoros egyiittallasa figyelheto meg egy piramissejt sejttest-feliiletén lévo ot
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kiilonallo  szinapszis-asszocialt teriileten. Az IMP csoportosuldsok szorvanyosan
helyezkednek el a piramissejt egész plazma feloli, P-oldalan. Két kisebb extracellularis,
E-oldal torés lathato a replikan kékkel jelolve. A GABA4R immunarany jelélés (az
abran zold gyiiriikkel jelolve) feldusul az IMP csoportosuldasok mentén. A GABA 4R helyi
suriség-eloszlasa alapjan, elfogultsag nélkiil hataroztuk meg a szinaptikus teriileteket
(az abran halvanyzoéld teriiletként lathato, sziirke vonallal hatarolva). Ezt kovetéen
figyeltiik meg a GluN1 alegység elhelyezkedéset (piros gyuiriikkel hatarolva). Végezetiil
a GluNI alegység immunarany striség-eloszlasat mértiik meg szinaptikus és

szinapszison kiviili sejttest felszineken. Lépték: 200 nm

Masképpen fogalmazva, a szinaptikus NMDAR siirliség a mért hattér-jelolés
99,06-szorosa a GIluN1, 62,78-szorosa a GIuN2A ¢és 94,79-szorosa volt a GIuN2B
immunreakcid esetében (15. abra, D-F). Ennek megfeleldéen, azt talaltuk, hogy a
szomatikus GABAerg szinapszisok 66,2+6,8%-a (n=82) volt GIluN1 pozitiv,
65,5+11,1%-a (n=48) volt GIuN2A ¢és 70,5+9,6%-a (n=44) volt GluN2B pozitiv (15.
abra, G), és a szinaptikus receptorsiirliség minden egyes szinapszis estében meghaladta
a hattér mértékének 30-szorosat. Az egy szinapszisban 1évé atlagos NMDAR
aranyszemcse szam az ~ NMDAR  pozitiv  szinapszisokban  3,02+0,51
aranyszemcse/szinapszis volt a GIuNI, 5,21+095 a GIuN2A ¢és 4,41+0,54
aranyszemcse/szinapszis a GluN2B esetében (17. abra). A mérési eredményeink kissé
alulbecsiilhetik a tényleges szinaptikus NMDAR siirliséget a tobbi membrannal
Osszehasonlitva, mert a nagy slrtiségli GABAAR jeldlés akadalyozhatja az NMDAR-
asszocialt immunarany részecskék hozzaférését a szinapszishoz (Részletes leiras a V.10.
fejezetben taldlhatd). Az aranyszemcsék szama és a szinaptikus teriilet szignifikans
pozitiv korrelaciot mutatott minden alegység-jelolés esetében (Spearman-R korrelacio;
r=0,3652, p=0,00074 a GIuN1 esetében; r=0,5002, p=0,00029 a GIluN2A esetében;
r=0,4018, p=0,0069 a GluN2B esetében), vagyis minél nagyobb egy szinapszis, annal
tobb NMDAR alegységet tartalmazott. Az aranyszemcsék siirlisége viszont nem
valtozott a szinaptikus teriilettel (Spearman-R korrelacio; r=-0,0031, p=0,9781 a GluN1
esetében; r=0,1357, p=0,3576 a GluN2A esetében; = 0,2923, p=0,0542 a GluN2B
esetében). Nem talaltunk szinaptikus GluN1-re jelolt aranyszemcséket a piramissejtek

szomajan a piramissejt specifikus GluN1 génkiiitott egerekben (15. abra, G, n=34
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szinapszis, 2 egér). Az interneuronok dendrittdrzsére érkezd glutamaterg szinapszisok
viszont intenziven jelolodtek ezekben az egerekben (nincs dbra), azt mutatva, hogy a
szomatikus jel hianya nem technikai okokbdl eredt a génkilitott allatokban, ugyanis csak
a piramissejtekbdl hidnyzott a GluN1 fehérje, az interneuronokbol nem.

Tekintve, hogy elektrofiziologiai  kisérletek mar mutattak, hogy
extraszinaptikusan is vannak NMDA receptorok (részletes kifejtés a 111.6.3.2.
alfejezetben talalhato), megvizsgaltuk az extraszinaptikus sejttest membranokat is. Az
extraszinaptikus NMDAR  strtiség  6,76+1,72,  9,10+1,51 ¢és  2,65+0,66
aranyszemcse/um” volt a GluN1, 2A és 2B alegységek elleni immunreakcioban kiilon-
kiilon. Ez a stiriség 4,49-szor, 5,41-szor és 17,62-szor volt alacsonyabb a szinaptikus
stiriségeknél, de még mindig 22,05-szor, 12,02-szor és 5,49-szor nagyobb a hatter
festodésnél a GluN1, 2A és 2B alegységek elleni reakciokban egyenként (15. abra, D-
F). Ezek az NMDA receptorok talan (pl. aktivitasfiiggd modon) késobb a GABAerg
szinapszisokba kerlilnek, vagy asszocialdodnak lipid-tutaj fehérjékkel, amik az NMDA
receptorok internalizaciojat vezérlik (Swanwick et al., 2009).

Osszefoglalva, a CA1 piramissejtekre érkezd szomatikus GABAerg szinapszisok
legalabb  kétharmada tartalmaz NMDA  receptor alegységeket a  feln6tt
hippokampuszban.

VI.9. Mindkét kosarsejt-tipus altal képzett szinapszisban megtalalhatok a
posztszinaptikus NMDA receptorok

Azért, hogy meghatirozzuk az NMDAR pozitiv  GABAerg szinapszisok
eredetét, és hogy tovabb erdsitsiik, hogy kizardlag posztszinaptikusak az NMDA
receptorok, bedgyazas eldtti immunarany kisérleteket végeztiink GIuN1, 2A és 2B
alegység ellen a CAl hippokampalis régioban. Minden alegység festés
posztszinaptikusan helyezkedett el a szomatikus GABAerg szinapszisokban (18. abra).
GABAerg terminalisok nem festddtek. A szomatikus GABAerg szinapszisokban mért
aranyszemcsék linedris stirlisége a GluN1 reakcioban 0,520 aranyszemcse/um volt, mig
az extraszinaptikus jelolés joval alacsonyabb volt (0,058 aranyszemcse/um). Ez az
eredmény-most még egy modszer hasznalataval- tovabb megerdsiti, hogy az NMDA

receptorok specifikusan a GABAerg szinapszisokkal asszocialodnak.
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18. Abra. Az NMDA-receptorok és az nNOS egyiitt fejezédnek ki a kosdrsejtek

termindlisaiban.

A-C, A bedagyazas elotti, GluNI, GIluN2A, és GIuN2B alegységek elleni
immunreakciokbol szarmazo elektronmikroszkopos felvételeken a sejttestre érkezo
GABAerg szinapszisokban kizarolag posztszinaptikusan elhelyezkedo NMDA-receptor
jelolés lathato. Et, glutamaterg terminalis; It, GABAerg termindlis; Ps, piramissejt
sejtteste. Léptek: (C-ben) A—C, 200 nm. D-K, Beagyazas elotti kombindlt immunarany-
immunperoxidaz reakciokbol szarmazo felvételek. Sorozat- (D, F, H) és egyes-(I-K)
metszeteken lathato, hogy mind a PV-, mind pedig a vGluT3/CCK-pozitiv (sétét
csapadék) kosarsejt-terminalisok szinapszisai posztszinaptikusan kifejezik a GluN1I, 24,
és 2B alegységeket (aranyszemcsék, nyilakkal jelolve). E, Sorozatmetszeteken lathato,
hogy az nNOS posztszinaptikusan van jelen mind a PV- (E), mind pedig a vGluT3-
pozitiv termindalisok szinapszisaiban. Lépték: (K-ban) D—K, 250 nm.

Ezt kdvetden immunarany-immunperoxidaz kettds jelolést végeztiink NMDAR-
parvalbumin (PV) és NMDAR- vezikuléris glutamat transzporter 3 (vGluT3) ellen. Az
utobbirdl jol ismert, hogy az interneuronok koziil kizarolag a kolecisztokinin (CCK)-
tartalmtiakban taldlhaté meg a hippokampuszban (lasd I11.3.4.2. alfejezet, Somogyi et
al., 2004), és koriil-beliil 90%-at jeloli meg CCK-pozitiv kosarterminalisoknak a CAl
régioban (nem publikalt megfigyelés). A hippokampuszban nincs atfedés a PV- és
CCK-tartalmtl interneuron populaciok kozt. Azt talaltuk, hogy a PV pozitiv
terminalisok altal képzett szinapszisok 42,6%-a (n=47 szinapszis 2 egérbdl) volt jelolt
GluNlalegységre, 36,4 % (n=33, 2 egér) GIuN2A alegységre és 30,6% (n=36, 2 egér)
volt jelolt GIuN2B alegységre (18. abra, D, H, J, 15. dbra, H). A vGIluT3 pozitiv
terminalisok szinapszisai esetében 61,0% (n=41, 2 egér) volt pozitiv GluN1-re, 42,9%
(n=28, 2 egér) GluN2A-ra és 37,9% (n=29, 2 egér) GluN2B-re (18. é4bra, F, I, K, 15.
abra, 1). Habar a munkédnk sordn a szomatikus szinapszisokra fokuszaltunk, néhany
dendritikus gatld szinapszis szintén pozitiv volt NMDAR alegységekre (nem mutatjuk).

Mivel az nNOS és az NMDA receptor antitestek mind nyalban késziiltek, igy
nincs megbizhaté modszer arra, hogy direkt kolokalizaljuk ezeket az antitesteket. Ennek

ellenére, az a tény az nNOS ¢és az NMDA receptor jelen volt a kosarsejt-
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szinapszisokban (majdnem azonos aranyban; részletes kifejtés a VIL6. fejezetben
talalhato), szintén erdsen azt sugallja, hogy kolokalizalédnak a szomatikus GABAerg

szinapszisok posztszinaptikus kompartmentjében.
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VII. MEGBESZELES

Ertekezésem legfontosabb eredményei a kovetkezok:

(1) a hippokampalis piramissejtekben az nNOS asszocidlodik a kiillonb6z6 -mind PV,
mind CCK/vGIuT3 kosarsejtek altal képzett- GABAerg szinapszisok posztszinaptikus
aktiv zonajaval,

(2) a NO receptora az NOsGC megtalalhatdo az interneuronoknak mind a szomato-
dendritikus mind az axon terminalis kompartmentjében,

(3) NOsGC a;B; kizarélag az interneuronokban fejezddik ki, mig a,p; alegység
kompozicio piramissejtekben talalhato,

(4) NMDA adagolasa hatarozott cGMP ndvekedést okozott a GABAerg kosarsejt
termindlisokban NMDAR-, nNOS- ¢és NOsGC-fiiggd modon specifikusan a
halmoz6das NMDAR fiiggetlen mddon torténik,

(5) az NMDAR GluN1, GIuN2A ¢és GluN2B alegységei feldusulast mutattak a
GABAerg szinapszisokban, és kizardlag posztszinaptikusan helyezkedtek el,

(6) a szomatikus GABAerg szinapszisok legalabb kétharmada tartalmazott NMDA
receptort -mindhdrom vizsgalt alegységet- tized akkora stirliségben, mint a glutamaterg
szinapszisok,

(7) mind a PV, mind a CCK/vGIuT3 tartalmii kosarsejt terminalisok altal képzett
szinapszisok tartalmaztak NMDA receptorokat.

Eredményeink tiikrében a CAl piramissejtek periszomatikus GABAerg
szinapszisaiban kifejez0d0 NMDA receptorok helyi aktivacioja képes megfeleld
mennyiségli kalciumot biztositani az nNOS aktivalasahoz. Kovetkezésképpen az
NMDAR-nNOS-NO-NOsGC-cGMP jelpalya hatékony aktivitas-fiiggd szabalyozoja

lehet ezen szinapszisok neurotranszmissziojanak.

VII.1. Szinapszis specifikus NO termelés a GABAerg szinapszisokban
A hippokampdlis piramissejtekrdl jol ismert, hogy kifejeznek nNOS-t, és leirtak

a serkentd szinapszisok posztszinaptikus denzitdsdhoz  viszonyitott pontos

elhelyezkedését is (lasd IIL.5.1. alfejezetben). Feltehetden azért nem volt adat az nNOS
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GABAerg szinapszokban valo elhelyezkedésérdl, mert a serkent§ szinapszisok
hosszatava plaszticitdsdban betoltott szerepe tobb figyelmet nyert (lasd II1.5.7.2.
alfejezet), illetve azért is, mert az nNOS jel csak nagyon gyengén fixalt szoveten
mutathat6 ki beadgyazas elétti kisérletekben (lasd V.2. fejezet). A hippokampalis CA1
piramissejtek kiilonbozd tipust interneuronok altal szabalyozodnak (lasd a II1.3.4.
alfejezetben), melyek a piramissejtek kiillonb6z6 doménjeit célozzak. Kvantitativ
eredményeink ¢és a kolokalizacios kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a
kosarsejtek (mind a PV, mind CCK/vGIuT3 tipusu) altal képzett szinapszisok nagy
része nNOS tartalmi egérben és patkdnyban is. Hasonléan, az AIS szinapszisok,
melyeket a kandeldber-sejtek képeznek, és szamos dendritikus szinapszis is nNOS
pozitiv volt. A NO szdmara a membranok szabadon atjarhatok, mégis a NO jel csak par
mikrométerig detektalhatéd a termelddés helyétdl (Iino, 2006; Namiki et al., 2005). Ezek
a tulajdonsagok, azt sugalljak, hogy a NO jelatvitel nemcsak hatékony és gyors valaszra
képes, hanem szinapszis specifikus is (lasd a II1.5.3. alfejezetben). Eredményeink
szerint az nNOS nagy feldusulast mutatott a GABAerg szinapszisokban (a
posztszinaptikus membranban) a szomszédos nem-szinaptikus membran doménekkel
Osszehasonlitva, és az interneuron termindlisok, melyek ezeket a szinapszisokat
alkotjak, tartalmaztak NO receptor NOsGC-t.

Az nNOS akkor képes NO termelésre, ha L-arginin és oxigén jelenlétében a
megemelkedett intracellularis kalcium koncentracié hatasara a kalcium-kalmodulin azt
aktivalja (Bredt és Snyder, 1990; Lee és Stull, 1998). A serkent6 szinapszisokban ezt a
lokalis kalcium koncentraciot szinaptikus NMDA receptorok és egyéb fesziiltségtiiggd
kalcium csatornak tartjak fenn. Eddig nem igazoltdk olyan kalcium csatornak jelenlétét
a GABAerg szinapszisokban, amik kellden magas kalcium szintet biztositandnak a
GABAerg szinapszisok posztszinaptikus oldaldn egészen lokélisan. Mindez nem is
meglepd tekintve, hogy ezek bedusuldsa igen valosziniitlennek tiint egy gatld
szinapszisban. Az L- és T-tipustu fesziiltségfiiggd kalcium-csatorndk jelen vannak ezen
szinapszisok koriil a dendriteken és a periszomatikus membranokon (Kali és Freund,
2005; Magee et al., 1998). Ezek a csatorndk mind dendritikus, mind visszaterjedd
akcios potenciadl hatdsara aktivalodhatnak, megemelve a sejten beliili kalcium
koncetracigjat. Amikor azonban az NMDA-adagolas hatasat vizsgaltuk, a

fesziiltségfliggd kalcium-csatorndk gatlasa egyaltalan nem befolyésolta a cGMP-jelolést
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(14. abra E, VL6. fejezet), igy kicsi a valdszinlisége, hogy szerepet jatszandnak az
nNOS aktivaldsaban. Bizonyos irodalmi adatok alapjan az nNOS metabotrop
receptorokon keresztiil intracellularis kalcium forrasbol is aktivalhato: a mAchR
(kifejezetten M1/M3) aktivaciojat vizsgaltdk (Hu és el-Fakahany, 1993; Mathes és
Thompson, 1996), raadasul az MI/M3 receptorok a piramissejtek teljes
szomatodendritikus tengelyén megtalalhatok (Levey, 1996; Levey et al., 1995;
Yamasaki et al., 2010); valamint a mGIluRS aktivaciéja hozhatd6 még Osszefiiggésbe
nNOS aktivalassal, ami viszont lényegesen kisebb mennyiségben van jelen a (tiiskén
kiviili) szomatodendritikus régidban (Lujan et al., 1997). Mas kutatdcsoportok szerint
azonban az nNOS kizarolag extracellularis forrdsbol aktivalhato (Alagarsamy et al.,
1994; Muir et al., 2010). Sajat kisérleteink a metabotrép receptorok ingerlésére ez
utobbit tudtdk megerdsiteni a hippokampuszra nézve, ugyanis sem a mAchR agonista
karbachol, sem a mGIluRS5 agonista DHPG kiilonb6zd koncetraciokban és ideig
alkalmazva sem volt képes az NO jelpalya aktivalasara (nem publikalt adatok). A
lehetséges kalcium forrasokat megvizsgéalva tehat kizardlag az NMDA receptorok
aktivaldsa tudta elinditani az NO szintézisét (részletesen lasd VILS5. ¢és VIL6.

fejezetben).

rrrrr

sal

Az NOsGC alegységek mRNS eloszlasat 8 napos patkdny hippokampuszban kis
felbontassal mar leirtak, eszerint gyenge a,; €s erdsebb a, és PB; alegység mintazat volt
megfigyelheté (Gibb és Garthwaite, 2001). Felndtt patkanyokban ugyancsak Kkis
nagyitassal fennmaradt a nagy kiilonbség az o, €s o, alegység festddésében (Pifarré et
al.,, 2007). Eredményeink elséként tartdk fel nagy felbontdssal sejtes szinten az o
alegységek elhelyezkedését a hippokampuszban, valamint az a; és o, alegység
festddésének szétvalasat immunhisztokémiai modszerrel. Kimutattuk, hogy mig az a3,
alegység Osszetételli receptor csak interneuronokban fejezddik ki, addig az oy,
komplex csak piramissejtekre korlatozodik mind egérben, mind patkanyban.
Eredményiink, miszerint gyakorlatilag minden a; alegység pozitiv interneuron pozitiv

volt B; alegységre és forditva, nemcsak igazolja az antitestek specificitasat, de
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immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltat arra, hogy nincs olyan interneuron, ami csak
ay tartalmia NOsGC-t fejezne ki. A legtobb periszomatikus axon termindlis kifejezett
NOsGC a; alegységet, ami nagyban valdszinisiti, hogy mindkét tipusu szomatikus
gatlo szinapszis jelolodott ezekben az allatokban. Raadéasul sok axo-axonikus terminalis
is tartalmazott NOsGC-t. Ezek az adatok jol illeszkednek a periszomatikus szinapszisok
nNOS jelolésénél tapasztaltakhoz, ami azt sugallja, hogy az NO szintaz ¢s az NO
receptor kifejez0dése a szinapszis két oldalan egybeesik. A dendritikus és
periszomatikus GABAerg terminalisok NOsGC jelolodése egérben ¢és patkanyban
megerdsiti, hogy az NO jel detektalhatd ezekben a terminélisokban.

Habdr a két a alegység elsddleges szerkezete jelentdsen csak a regulatoros
doménben tér el egymadstol, eddig a két izoforma- o,f; és of;- kozt semmilyen
funkciondlisan relevans kiilonbséget sem mutattak ki a regulécios tulajdonsagaik,
szubsztrat affinitasuk, katalitikus aktivitdsuk vagy NO szenzitivitasuk tekintetében (
lasd a I11.5.4. alfejezetben, Russwurm et al., 1998). Egy fontos kiilonbség azonban a két
o alegység kozt, hogy szelektiv a szubcellularis célelemiik. Uj eredmények azt mutatjak,
hogy mig az a,f; izoforma citoplazmatikus, addig az o, izoforma lehorgonyzodik a
PDZ-domént hodozé PSD-95 fehérjéhez (Russwurm et al.,, 2001), ami a serkentd
posztszinaptikus denzitds egyik alkotoja. Tovabbi adatokbol az is kideriil, hogy
valgjaban a PSD-95 az NO/cGMP kaszkad szinte minden elemével képes kdlcsonhatni,
beleértve az nNOS-t is (Brenman et al., 1996; Koesling et al., 2004; Russwurm és
Koesling, 2002). Eppen ezért, azt gondoljuk, hogy a hippokampalis piramissejtek
serkentd szinapszisaiban a PSD-95 koti az NOsGC a,f;-t az nNOS-sal és az NMDA
receptorral egyiitt a posztszinaptikus oldalon, mig preszinaptikusan az a,; egyéb PDZ-
domén tartalmi horgonyz6 fehérjéhez kotddhet, mint példaul a szinapszis-asszocialt
protein-97 (Miiller et al., 1995). Habar a piramissejtekre érkez6 GABAerg
szinapszisokban még nem figyeltek meg PSD-95 fehérjét, tobb PDZ-domén tartalmt
horgonyz6 fehérjét, mint a glutamat-receptor-kélcsonhatd proteint (GRIP1) vagy a
szinaptikus allvanyz6 molekula (SSCAM) sikeriilt kimutatni (Charych et al., 2004;
Hirao et al., 1998; Kittler et al., 2004; Sumita et al., 2007). Ezek tehat horgonyzéik
lehetnek az nNOS molekulaknak a GABAerg szinapszisokban, ahova akar még az
NOsGC o, izoforma is bekotddhet. Ahogy a munkankbdl is kideriilt, az a;3; izoforma

pedig a szinapszisok preszinaptikus oldalan, vagyis csak a GABAerg terminalisokban

109



DOI:10.14753/SE.2014.1911

volt jelen. Spekulacioként azt is feltételezhetjiik, hogy mivel az interneuronokon
végzOdo serkentd szinapszisokban szintén talalhaté PSD-95 (El-Husseini et al., 2000),
az oy alegység azonban hidnyzik az interneuronokbol, igy az interneuronok serkentd

szinapszisaibol hidnyozhat a szinaptikus plaszticitds ezen formaja.

VIL.3. Az nNOS és NOsGC kozvetitette jelatvitel a periszomatikus és a dendritikus

GABAerg sejtek szinapszisai szamara is elérheté, de nem egyforma mértékben

Az in situ hibridizacios és immunhisztokémiai adatok azt mutattdk, hogy nem
minden interneuron volt egyforman pozitiv NOsGC a; alegységre. Megvizsgalva négy
ritkan atlapolddd interneuron populacidt, a fluoreszcens méréseink azt mutattak, hogy
mig a periszomatikus CCK és PV pozitiv interneuronok nagy része kifejez NOsGC-t,
addig a dendriteket célz6 SOM és nNOS pozitiv interneuronok kevesebb mint
egyharmada tartalmazott NOsGC-t. Azt is kimutattuk, hogy a CCK pozitiv kosarsejtek,
amiket CB1 receptor ellenes immunreakcié segitségével azonositottunk, sosem fednek
kimutatdsa ezen interneuronok egy bizonyos részében nem feltétleniil jelenti azt, hogy
az NOsGC tartalom tovabbi alpopuldciokra osztanid ezeket az interneuron tipusokat.
Sokkal inkabb egy dinamikusan valtozo, allapotfiiggd tulajdonsaga lehet az NOsGC
tartalom ezeknek a sejteknek. Mindazonaltal érdekes, hogy szignifikans korrelacio
mutatkozott a PV vagy nNOS pozitiv sejttestek mérete és NOsGCa,; tartalma kozott,
ami arra utal, hogy az NOsGC jelenléte alapveté metabolikus kiilonbségekkel van
kapcsolatban, még egy adott interneuron populacion beliil is (az ok-okozati 6sszefiiggés
egyeldre bizonyitasra var). Osszegezve, eredményeink megmutattik, hogy az NO
jelatvitel molekularis alkotdelemei jelen vannak a hippokampalis GABAerg
szinapszisok nagy részében, és kiilonbozik a glutamaterg szinapszisokban taldltakhoz

képest. Ez a molekularis kiilonbség lehetdveé teszi a gatld és serkentd szinaptikus

crer

cres

egyensulyanak felboruldsaval jarnak az agykéregben.
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VIL.4. Az NO lehetséges hatasai a neurotranszmitter felszabadulasra

Az NOsGC-én keresztiil 1étrejové cGMP szintézis a meghatarozd 1€pés a NO
jelatvitel szempontjabol az agyban (Boulton et al., 1994; Makhinson et al., 2006;
Monfort et al., 2002). Szubkortikalis teriileteken a NO-NOsGC-cGMP ttvonal szerepét
a GABAerg neurotranszmisszi6 serkentésében (Klyachko et al., 2001; Kraus és Prast,
2002; Li et al., 2004) és gatlasaban (Ozaki et al., 2000) is kimutattak. A hippokampusz
GABAerg szinapszisairol egyetlen adat all rendelkezésiinkre, amikor is a CCK (¢és
CBIR) tartalmu kosarsejtek DSI jelenségét vizsgalva az NO az eCB-okkal
egylittmiikodott, a GABAerg jelatvitel gatlasat eredményezve (Makara et al., 2007). A
hippokampusz tobbi interneuronjanak NO szabalyozasardl egyelére nincs adat. A
cGMP legfontosabb célelemei (részletesen lasd a II.5.6. alfejezetben) (1) a CNG
csatornak, melyek koziil néhdnyat mar kimutattak hippokampélis interneuronokban
(Kingston et al., 1996; Lorincz et al., 2002; Maccaferri és McBain, 1996), (2) a cGMP-
fliggd foszfodiészterazok (PDE) szintén kimutathatok interneuronokban, és (3) a PKG
enzimek, ami valosziniileg szintén megtaldlhatd interneuronokban (de Vente et al.,
2001; Feil et al., 2005; Kleppisch et al., 1999). A PKGII a paraventrikularis magban
NO-cGMP-fiiggd médon a GABAerg transzmisszid novekedését okozta (Li et al.,
2004). A PDE-k hatasai sokrétiiek lehetnek: visszahathatnak a cGMP bontasara, cGMP
fliggé modon kihathatnak a cAMP lebontasara és a cAMP-fiiggé PDE-k is fokozhatjak
a cGMP lebontasat. A cGMP-cAMP egyensuly eltolasa is kihat a neurotranszmissziora.
Habar a célelemek megléte tobbnyire igazolt a hippokampuszban, interneuron tipus/
termindlis populacids szintli eloszlasuk nem ismert.

Az agyban altalanosan a NO hatasa kissé ellentmondasos: mind a GABAerg
jelatvitel gatlasa, mind serkentése ismert. Erre tobb magyarazat is lehetséges: vagy a
kisérleteket nem végezték megfelel6 NO koncentracié mellett, ami nem meglepd
ismerve a mostansag napvilagot latott valds fiziologias NO koncentraciokat (lasd a
I11.5.3. alfejezetben), vagy pedig lehet egyéb bioldgiai magyarazata is. Utdbbira példa
lehet, hogy a korabban emlitett célelemek kiilonb6z6 kombinédcidi a termindlis
populdciokban akér ellentétes hatast is kifejthetnek a GABAerg transzmissziora. A
hippokampuszban — ahol az NO-eCB kodlcsonhatasat mar leirtdk — egy nemrégiben

publikalt cikkbdl kideriilt, hogy ha a kainat receptorok dnmagukban helyezkedtek el a
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preszinaptikus termindlison, akkor aktivaciojuk a transzmisszié serkentését, amikor
CBI1 receptorokkal egyiitt fejezdtek ki, akkor annak gatlasat okozzak (Lourengo et al.,
2010). Parhuzamot vonva a periszomatikus kosarsejtekkel, elképzelhetének tartom,
hogy a PV kosarsejtek termindlisaiban a NO novelné a GABA felszabaduléasat, a CCK-
CB1 kosar terminalisokban pedig a NO, az eCB rendszerrel egylittmiikodve
csokkentené azt. Ez funkciondlis szempontbdl is megallnd a helyét, hiszen a CCK
kosarsejtek gatlasatol adott esetben (fazis-eloretolddas) mindenképpen meg kell
szabadulni (a két palya erdsiti egymast), mig az “orami” PV kosarsejtek gatlasatol
semmiképpen sem, erdsitésiik pedig véleményem szerint segitené az oszcillaciokban
betdltott szerepiiket. Egy ilyen “Janus” szabélyozasra szintén elképzelheté egy PDE-
hipotézis, a kiilonboz6 PDE-k a jelatvitel serkentését és gatlasat is okozhatjdk. Ha egy
ilyen szétvalas tényleg 1étezne, annak klinikai kdovetkezményei is lehetnének, hiszen a
legtobb PDE-nak specifikus gatloszere is van, rdadasul ezek mas indikécioval mar

forgalomban 1év6 gyodgyszerek (szivelégtelenség, erektilis zavarok).

VILS. NMDA indukalta NO jelatvitel a hippokampusz GABAerg szinapszisaiban

Az NMDA receptorok ¢s a kalciumfiiggé nNOS egyiitt van lehorgonyozva a
glutamaterg szinapszisokban, ami biztositja, hogy az nNOS miikddése aktivitasfiiggd
modon kovetkezzen be. Eredményeink alapjan a nNOS a piramissejtek sejttestére
érkez6 GABAerg szinapszisokban is kifejezddik. Bizonyos periszomatikus
szinapszisokban a NO a szinaptikus transzmissziot is képes befolyasolni (lasd eldbb,
(Makara et al., 2007). Azt is kimutattuk, hogy az NMDA receptorok feleldsek lehetnek
az nNOS beinditasadért a GABAerg szinapszisokban, és ennek kovetkezményeként
keletkezik is cGMP a GABAerg terminalisokban. Radioimmunoassay segitségével mas
kutatocsoportok kimutattdk, hogy mig NMDA (300 uM) adagoldsa hatalmas cGMP
figyelhetd meg cGMP szint novekedés az NOsGC al-/- egér ugyanezen agyteriiletén
(Taqatqeh et al., 2009). Tekintve, hogy kisérleteinkben az NOsGC al alegység tartalmt
NO receptor kizarélag GABAerg interneuronokban volt kimutathato ezen az
agyteriileten, a fenti eredmények azt sugalljak, hogy az NMDA kivaltotta cGMP

felhalmozddas elsésorban a GABAerg interneuronokban tortént. Valdban, azt talaltuk,
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hogy a hippokampalis talél6 szeletekhez adagolt minddssze SpM NMDA massziv
cGMP halmozo6dast indukalt a kosarsejtek axonterminalisaiban. Valdsziniitlen azonban,
hogy ez a hatas direkt modon az interneuronok dendritjein 1évé NMDA receptorokon
keresztiil jott volna 1étre, mert a hatds valtozatlan maradt, mikor tetrodotoxin (TTX)
segitségével gatoltuk az akcids potencidlok terjedését, ami természetesen érintette az
interneuronokat is. Tovabba kimutattdk, hogy valoszintitlen, hogy 10uM-nal kevesebb
NMDA NO termelést valtson ki az nNOS pozitiv interneuronokb6l. Amikor 100uM
NMDA-val létre is hoztak az NO termelést ezen interneuronokban, a TTX akkor is
képes volt kivédeni ezt a hatast (Lovick et al., 1999). Ez megerésiti, hogy
valdszintitlen, hogy kisérleteink soran az SuM NMDA adagolasanak barmilyen hatasa
lett volna az interneuronok NO termelésére TTX jelenlétében. A fesziiltségfiiggd
kalcium csatorndk gatldsa sem befolyasolta az NMDA altal létrehozott hatdst, ami azt
sugallja, hogy az NMDA receptorokon keresztiili kalcium bearamlas hatékony volt.
Raadasul élettani kisérletek alapjan a NO koncentracidja 1 nM (vagy az alatti) értéket
vesz fel a termelddés helyén, és gyorsan csokken a szinapszis koriil a szovet magas NO
elnyeldképessége miatt (Hall és Garthwaite, 2009). Igy tehat valésziniitlen, hogy a NO a
termelddés helyétdl szamitott 1-1,5 mikrométeren tul képes lenne befolyasolni a helyi
jelatvitelt az axon terminélisokban. Az NMDA indukalta cGMP felhalmozo6das teljesen
kivédhetd volt NMDAR, nNOS vagy NOsGC gatlok eldinkubalasaval, és teljesen
hianyzott az nNOS -/- egerekbdl. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az NMDA
receptorok, melyeket kozvetleniil a szomatikus GABAerg szinapszisokban talaltunk,
felelosek az nNOS-NO-NOsGC-cGMP kaszkad beinditasaért. Habar munkankban a
CA1 hippokampalis régiora fokuszaltunk, eredményeink azt mutattdk, hogy a
szinapszisok NO-fiiggd szabalyozésa kiillonbozéképpen miikddik a hippokampusz egyes
régidiban. A NO donor minden Ammon-szarvi teriileten képes volt a cGMP jel
emelésére, a gyrus dentatusban azonban nem, ami valdsziniileg a szemcsesejtek
specialis fiziologiai tulajdonsagainak és ebbdl kovetkezd szerepiiknek koszonhetd (lasd
a II1.3.2. és II.3.3. alfejezetekben). Mindamellett, feltiind kiilonbségek voltak az
Ammon szarv kiilonboz6 régioi kozott is. A CAl és CA3c kosarsejt terminalisaiban
nem volt nNOS-cGMP alapaktivitas, de masszivan aktivalhato volt NMDA
adagolasaval, mig a CA3ab régi6 kosarsejt terminalisai rendelkeztek némi cGMP

aktivitassal, de NMDA adasaval mar nem lehetett tovabbi ndvekedést elérni. Annak,
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hogy a CA3ab ¢és CA3c piramissejtek morfologiai kiillonbségeinek (lasd a II1.3.2. és
111.3.3. alfejezetekben) van-e jelentésége a jelenségben, nem tisztazott. Onmagaban nem
magyarazhatja a régiok kozti kiilonbséget az NMDA receptorok kiilonb6z6 NMDA
kotési affinitdsa, mivel a CA3c ebben nem kiilonbozik a tobbi CA3 régiotol, és az
NMDA kotés a gyrus dentatusban is erdés (Monaghan és Cotman, 1985). Ezek a
regionalis kiilonbségek megfigyelheték voltak a TTX tartalm(, magnézium-mentes
oldat alkalmazasanal is, ami azt mutatja, hogy valdsziniileg nem az NMDA receptorok
fesziiltség-érzékenységében volt kiilonbség az egyes régidkban. Egy korabbi
tanulmanyban nagy térbeli felbontdst NMDA mikroinjektalast végeztek a
kozvetlen kozelében mérték mikroszenzor segitségével (Ledo et al., 2004). Ezekben a
kisérletekben a hippokampusz kiilonb6z6 régidiban mért NO koncentracid jol korrelalt
az altalunk NMDA-val kivaltott régidspecifikus cGMP termelddéssel. Eredményeink
azt sugalljak, hogy azok a mért kiilonbségek jorészt a periszomatikus GABAerg
szinapszisokban 1étrejové massziv nNOS-cGMP kaszkad aktivacidjabdl szdrmaznak,
mivel a mikroszenzor a periszomatikus régioban volt és a glutamaterg terminalisok

nagy része tobb tiz mikrométerre talalhat6 innen, a stratum radiatumban.

VIIL.6. Az NMDAR és az nNOS kolokalizal a GABAerg szinapszisokban

Ahogy az eredményeknél olvashato, a szomatikus GABAerg szinapszisok 75%-
a tartalmazott nNOS enzimet posztszinaptikusan, mig 79%-a a terminalisaiknak NO
receptor tartalmi (NOsGC a,p;) volt. Tovabba ezen GABAerg terminalisok 57%-a
cGMP termelést mutat NMDA adagolasara, és legalabb 66%-a ezeknek a
szinapszisoknak kifejezi az NMDA receptor GIluN1, 2A ¢és 2B alegységét
posztszinaptikusan. Ezen alegységek eloszldsa nem kiilonbozott a kiilonb6zo
kosarsejtek szinapszisaiban, ami arra utal, hogy az NMDAR-nNOS-NO-NOsGC-cGMP
utvonal a legtobb, ha nem az 6sszes GABAerg szinapszisban megtalalhato (19. abra). A
kalciumfiiggd nNOS 0,5-1 pM kalcium hatdsara kezd NO termelésbe (Lee és Stull,
1998). A glutamaterg szinapszisokban ekkora mértékli kalciumszint novekedés a

funkciondlisan kotott NMDA receptorokon keresztiil jon 1étre (Brenman ¢és Bredt,

.....
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hogy a NO termelddése a szinapszisokban térben korlatozottan és aktivitas fiiggd
modon johessen létre, ami nagyban ndveli az informaci6é feldolgozé kapacitast és a
térbeli szelektivitast. Ez kiilondsen fontos lehet a GABAerg interneuronok altal képzett
szinapszisokban, mert ezen neuronok alapvetd szerepet jatszanak a populécios kisiilési
mintazatok szabalyozdsdban a hippokampuszban (Freund, 2003). Habar becsléseink
alapjan kortilbeliil 6tszor kevesebb NMDA receptor van a GABAerg szinapszisokban a
glutamaterg szinapszisokhoz képest, kinetikai mérések alapjan ez tobb, mint elégséges
ahhoz, hogy preszinaptikusan cGMP felhalmozo6dést okozzon kdszonhetden a NO-jel
(Garthwaite, 2008). Mind az nNOS, mind az NMDA receptorok PDZ-tartalmt
fehérjékhez vannak lehorgonyozva a glutaméterg szinapszisok posztszinaptikus
denzitdsdhoz. Mindemellett a “Synaptic Scaffolding Molecule” (SSCAM) PDZ-domén
tartalmt horgonyz¢ fehérjét azonkiviil, hogy megtaldltdk hippokampalis GABAerg
szinapszisokban is (lasd VIL.2. fejezetben, (Sumita et al., 2007), kimutattadk az NMDA
a fehérjék feleldsek lehetnek az NMDA receptorok és nNOS egyiittes lehorgonyzéasaért
a GABAerg szinapszisokban.

A GABAerg szinapszisokban elhelyezkedd6 NMDA receptorok az NO rendszer
aktivalasan kiviil fontos szerepet jatszhatnak a GABA, receptorok szinaptikus
szintjének aktivitasfiiggd szabalyozasaban is (Muir et al., 2010).

NMDA receptor kozvetitette aramokat mar régota leirtak a piramissejtek
szOmajabol torténd elvezetés sordn, €s elektrofiziologiai mérések alapjan az NMDA
receptorok tobb, mint egyharmada a serkentd szinapszisokon kiviil helyezkedik el (lasd
a II1.6.3.2. alfejezetben). Eredményeinkkel egyetértésben a legijabb eredmények
alapjan, a sejttesten a GluN1 alegység mellett GIuN2A és GluN2B Gsszetételi NMDA
receptorok is vannak (Harris és Pettit, 2007). Bebizonyitottuk, hogy a GABAerg
szinapszisok mindharom NMDAR alegységet kifejezik, mindamellett azt is kimutattuk,
hogy egy résziik “valoban” extraszinaptikus. A piramissejtek sejttestére nem érkeznek
glutamaterg szinapszisok (Megias et al., 2001), ami tovabb erdsiti, hogy ezek a

receptorok extraszinaptikusak.
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19. Abra. Az NMDAR-nNOS jelpdlya feltételezett titvonalinak sematikus dbrdja a
piramissejtekre érkezo GABAerg szinapszisokban.

Az abran egy szinapszis sematikus vdzlata ldathato. A posztszinaptikus aktiv zondban
helyezkednek el az NMDA receptorok, melyeket feltételezhetéen a GABAerg
szinapszisokban is megtalalhato glutamat-receptor horgonyzo fehérjék (pl. GRIPI,
SSCAM) kapcsoljak ossze a membran alatt taldlhato nNOS molekuldkkal. Az nNOS
Ca’*-kalmodulinnal t6rténd aktivicidjaval jon létre a nitrogén-monoxid termelés, mely
a preszinaptikus receptoran, az o,;f; alegység osszetételi NOsGC-én hatva cGMP
termeléshez vezet. A cGMP dltal iranyitott masodlagos jelatviteli utvonalak minden
bizonnyal befolydsoljak a termindlisban létrejové neurotranszmissziot. A kezdeti lépés,
vagyis az NMDA receptorok aktivacioja szamos forrasbol szarmazhat: |, tulcsordulo”
vagy asztrocita eredetii  glutamatbol és/vagy a GABAerg  termindlisok

aszpartat/glutamat iiritésébol.
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VIL.7. Lehetséges mechanizmusok a GABAerg szinapszisokban léve NMDA

receptorok aktivalasara

A leghatdsosabb endogén NMDA receptor ligand a glutaméat és az aszpartat. A
hippokampalis CCK-tartalmt kosarsejtek kifejeznek vGIluT3 tipusu vezikularis
glutamat transzportert (Somogyi et al., 2004). Megfigyelték, hogy a hallorendszerben a
halézat mikodésének szempontjabol alapveté a vGIluT3 tartalmi GABAerg
terminalisok egylittes glutamat {tritése (Noh et al., 2010). Meglepd moddon
hippokampélis GABAerg terminalisokrél kimutattdk, hogy képesek vezikularisan
aszpartatot iiriteni (Gundersen et al., 2004). Az eddigi egyetlen ismert vezikularis
aszpartat transzportert is sikeriilt mar kimutatni hippokampalis szinaptikus vezikulakon
(Miyaji et al., 2008). Igy az aszpartdit és/vagy glutamat, ami a GABAerg
terminalisokbol {trilt, képes lehet aktivalni a GABAerg szinapszisban 1évé NMDA
receptorokat. Habar a gyrus dentatus-ban mutattak mar ki NMDA receptorokat
szomatikus szimmetrikus ¢€s aszimmetrikus szinapszisokban, ¢és immuncitokémiai
bizonyitékot is talaltak GABAerg terminalisokbdl torténd aszpartat iiritésre (Gundersen
et al., 2004), az NO kozvetitette szabalyozas minden bizonnyal eltérd itt, mivel nem
tapasztaltunk cGMP jelet a gyrus dentatus kosarsejt terminalisaiban.

Egy masik lehetséges mechanizmus az NMDA receptorok aktivaldsara, az
asztrocitakbol torténd glutamat irités. A periszomatikus GABAerg interneuronok
1smétlédo ingerlésével kalcium hullamokat lehet kivéltani a szomszédos asztrocitdkban
GABAg receptorok aktivaciojan keresztil. Ennek eredményeként az asztrocitdk
glutamatot iiritenek, mely képes valtoztatni a gatld posztszinaptikus dramokat. Ezt a
hatdst ionotrép glutamat receptor antagonistaval gatolni lehetett (Kang et al., 1998).
Annak érdekében, hogy hatékonyan lehessen beinditani az NMDAR-nNOS-cGMP
utvonalat a GABAerg szinapszisokban, a glutamat vagy aszpartat jelnek egybe kell
esnie a piramissejt membran depolarizacidjaval, amit legnagyobb valosziniiséggel egy
akcios potencial idéz eld. Dendritikus vagy visszaterjedd akcids potencidlok mind
hatassal lehetnek a tavolabbi GABAerg szinapszisokra is. Ez a mechanizmus- az
asztrocita halozat aktivacios allapota altal befolyasolva-lehetdvé teszi a GABAerg
transzmisszid befolydsolasat mind a piramissejt, mind az afferens interneuron

aktivitdsanak fiiggvényében.
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VII.8. A NO rendszer funkcionalis o0sszehasonlitasa az endokannabinoid

rendszerrel a GABAerg szinapszisokban

Felmeriil a kérdés, hogy miért 1étezik két retrograd rendszer a GABAerg
szinapszisokban egymassal parhuzamosan? Miben mas a nitrogén-monoxid jelatvitel a
mar jol ismert endokannabinoid jelatvitelhez képest? Ezekre a kérdésekre probalok
valaszt adni, némely ponton azonban csak hipotézisemre hagyatkozhatok.

Elsére is szembeotlo kiillonbség a két retrograd jel szinapszis populaciok kozotti
megoszlasa. Mig az eCB jelatvitel kizarolag a CCK tartalmu interneurok szamara érhetd
el, addig a NO jelatvitel az interneuronok szinapszisaiban joval altalanosabb
mechanizmusnak tlinik.

Kovetkezd kiilonbség a jelpalya aktivalasdban, hogy mig az NO szintézise
NMDA -receptorokhoz kotott (fesziilségfiiggd kalcium csatorndk blokkolasa nem
valtoztatta a cGMP felhalmozddasat, és a metabotrop receptrok aktivalasa sem valtott ki
NO szintézist, lasd a VII. 1. alfejezetben), addig az eCB szintézise szamos inger hatasara
(IC ¢és EC kalcium-szint novekedésen keresztiil egyardnt, illetve metabotrop
receptorokon kalcium-fiiggetlen utvonalon is; lasd a II1.4.2. alfejezetben) végbemehet.
Ha a kalciumfiiggd eCB szintézist vessziik az dsszehasonlitas alapjaul, akkor irodalmi
adatok alapjan az eCB szintézis 4 uM koriili intracellularis kalcium koncentracié mellett
indul meg (Wang és Zucker, 2001), mig az NO szintézis kalciumigénye ~0,5-1 uM
(Bredt és Snyder, 1990), vagyis sokkal kisebb ingeriilet mellett is kialakul az NO
hatdsa. A szintetizdld enzimek elhelyezkedése is fontos kiilonbséget mutat, a DGLa
sosem talalhatd a szinapszisban, az mindig periszinaptikus, mig az nNOS szorosan,
makromolekularis komplexbe van kotve a teljes jelatviteli apparatussal a szinapszisban,
igy az nNOS szdmara a kisebb NMDA receptor aktivacido is lokalisan elegendd
kalciumot biztosit a szintézishez. NMDA receptor aktivacioval sejtkulturaban sikeriilt
eCB szintézist és DSI-t (helyesebben: NMDA-eCB-STD-t, lasd a 111.4.2.2. alfejezetben)
kivaltani a gatldo szinapszisokban, de csak olyan magas NMDA koncetracioval, ami
maximum egy glutamaterg szinapszisban fordulhat eld, alacsonyabb koncetracioval
pedig nem sikeriilt DSI-t (NMDA-eCB-STD-t) kivaltani (Ohno-Shosaku et al., 2007). A
két retrograd jel hatotavolsaga is meghatdroz6. Az eCB-ok 20 um beliil is képesek még

szabalyozni a kornyezetiikben 1év6 szinapszisokat (hetroszinapsztikus modulécio, lasd a
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II1..4.2.4. alfejezetben), mig a NO hatdsa szinapszis-specifikusnak tekinthet6 a
maximalis 1-2 um terjedéssel.

Ezek alapjan feltételezheté, hogy a két jelpadlya mas funkcio ellatasara
specializalodott a GABAerg szinapszisokban. A eCB-CBI1R jelatvitel a preszinaptikus
GABAerg aktivitastol fiiggetlenlil, a posztszinaptikus piramissejt aktivitdsanak
megfeleléen, a depolarizaci6, magas kalcium-szint és az eCB heteroszinaptikus
terjedése miatt tobb szinapszisban egyiittesen beindul (ami a fazis-eléretolddas
kialakulasat eredményezheti). Ezzel szemben, az NMDA receptorok koincidencia
detektor tulajdonsaga miatt, a NO rendszer aktivalasa csak a pre- és posztszinaptikus
sejt vagy a halozati aktivitdsra reagadld gliasejt €s posztszinaptikus sejt egyiittes
aktivacioja soran, lokalis kalciumszint ndvekedéssel és szinapszis-specifikusan alakul
ki, sokkal pontosabb szabdlyozast téve lehetévé a pre- €s posztszinaptikus sejt

kommunikacidjaban.
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VIII. KOVETKEZTETESEK

Ertekezésem kovetkeztetései az alabbiak:

(1) a hippokampalis piramissejtekben az nNOS asszocialoédik a kiilonbozé -mind PV,
mind CCK/vGIuT3 kosarsejtek altal képzett- GABAerg szinapszisok posztszinaptikus
aktiv zonajaval,

(2) a NO receptora az NOsGC megtalalhatd az interneuronoknak mind a szomato-
dendritikus mind az axon terminalis kompartmentjében,

(3) NOsGC a;B; kizarélag az interneuronokban fejezddik ki, mig a,p; alegység
kompozicio piramissejtekben talalhato,

(4) NMDA adagolasa hatarozott cGMP ndvekedést okozott a GABAerg kosarsejt
termindlisokban NMDAR-, nNOS- ¢és NOsGC-fiiggd modon specifikusan a
halmoz6das NMDAR fiiggetlen mddon torténik,

(5) az NMDAR GlIuN1, GIuN2A ¢és GIluN2B alegységei feldusulast mutattak a
GABAerg szinapszisokban, és kizardlag posztszinaptikusan helyezkedtek el,

(6) a szomatikus GABAerg szinapszisok legalabb kétharmada tartalmazott NMDA
receptort -mindhdrom vizsgalt alegységet- tized akkora stirliségben, mint a glutamaterg
szinapszisok,

(7) mind a PV, mind a CCK/vGIuT3 tartalmi kosarsejt termindlisok altal képzett
szinapszisok tartalmaztak NMDA receptorokat.

Eredményeink tiikrében a CAl piramissejtek periszomatikus GABAerg
szinapszisaiban kifejez60d06 NMDA receptorok helyi aktivacidja képes megfeleld
mennyiségli kalciumot biztositani az nNOS aktivalasahoz. Kovetkezésképpen az
NMDAR-nNOS-NO-NOsGC-cGMP jelpalya hatékony aktivitas-fiiggd szabalyozoja

lehet ezen szinapszisok neurotranszmissziojanak.
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IX. OSSZEFOGLALAS

A nitrogén monoxid (NO) fontos szerepet jatszik a neuronok szinaptikus
plaszticitasaban és a retrograd jelatvitelben. Szintetizadld enzime az idegsejtekben a
neuronalis NO szintaz (nNOS). Receptora, a NO szenzitiv guanilat ciklaz (NOsGC) az
agyban két funkcionalis alegységdsszetétellel van jelen, a;; és ap; heterodimerként.
Els6 kisérletsorozatunkban vizsgaltuk, hogy a retrograd NO jelatviteli utvonal elemei
jelen lehetnek-e a glutamaterg szinapszisokon kiviil a GABAergekben is. Munkankban
els6ként mutattuk ki, hogy a nNOS megtalalhat6 a piramissejteken végz6dé GABAerg
terminalisok szinapszisaiban is. Leirtuk, hogy az NOsGC a;-alegységét csak
interneuronok fejezik ki, piramissejtek nem, igy feltehetden az elébbiek o,f;-, mig
utobbiak a,f;-alegység-Osszetételli NO-receptort hasznalnak. Kombinalt immunarany-
immunperoxiddaz modszerrel azt talaltuk, hogy a PV ¢és CCK pozitiv sejtek
termindlisaiban is jelen van az a; alegység. Az eredményeink igazoljdk, hogy a
piramissejtekre érkez6 GABAerg szinapszisok rendelkeznek a retrogdd NO jelatviteli
utvonal molekuléris elemeivel.

Az NO termelddéséhez posztszinaptikus kalcium-jelre van sziikség, mely a
glutamaterg  szinapszisokban NMDAR-aktivacié utjdn jon 1étre. Masodik
kisérletsorozatunkban arra kerestiikk a valaszt, vajon a GABAerg szinapszisokban
beindithatja-e az NMDAR aktivacioja az nNOS miikodését, és megtalalhatoak-e ezen
receptorok a GABAerg szinapszisokban is. Hippokampalis tuléld szeletben NMDA
adagolasra jelentés cGMP termelést figyeltiink meg a GABAerg terminélisokban, ami
eltlint a NO rendszer blokkoloival és hidnyzott az nNOS génkiiitott egérbdl. Fagyasztva
toréses replika immunarany technikdval és bedgyazéas-utani immunhisztokémiaval
kimutattuk, hogy a szomatikus GABAerg szinapszisok 2/3-a tartalmaz NMDAR-okat a
posztszinaptikus aktiv zonaban, és ezekben a szinapszisokban kozel 10-szer kisebb
NMDA-R stirliséget talaltunk a serkentd szinapszisokhoz képest.

Kovetkezésképpen, a hippokampalis kosarsejt termindlisok szinapszisaiban jelen
vannak az NMDAR-ok, ¢és aktivacidjuk NO kozvetitette cGMP termeléshez vezet a
ezekben termindlisokban. Az altalunk leirt jelatviteli utvonal szerepet jatszhat a

piramissejtek GABAerg bemenetének aktivitas-fliggd szabalyozasaban.
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SUMMARY

Nitric oxide (NO) plays an important role in synaptic plasticity and retrograde
signaling. In neurons, the synthetizing enzyme of NO is the neuronal nitric oxide
synthase (nNOS). Its receptor, the NO-sensitive guanylate cyclase (NOsGC), is present
in the brain with two functional subunit composition, as a;f3; and a,; heterodimers.

In the first series of experiments we examined, whether the molecular elements
of the retrograde NO signaling pathway are present not only in glutamatergic, but also
in GABAergic synapses. We showed for the first time that nNOS is also present in
GABAerg synapses on pyramidal cells. We described that the a;-subunit of NOsGC is
present only in interneurons, but not in pyramidal cells, suggesting that the former
express o3y NO receptors, while pyramidal cells express a,p; subunits. Using the
combined immunogold-immunoperoxidase technique we found that both PV and CCK
positive boutons express NO receptors. Our results prove that GABAergic synapses on
pyramidal cells possess the molecular machinery for retrograde nitric-oxide signaling.

The release of NO requires postsynaptic calcium elevation, that is achieved via
NMDA receptors in glutamatergic synapses. In the second series of experiments we
investigated whether activation of NMDA receptors could lead to the production of NO
in GABAergic synapses as well, and whether NMDA receptors are also present in these
synapses. We observed a significant cGMP production in GABAergic terminals after
NMDA application in in vitro hippocampal slice preparations, that was absent when co-
applied with NO-system blockers or in slices from nNOS knockout animals. Using
freeze-fracture replica labeling and postembedding immunogold labeling we found that
2/3 of somatic GABAergic synapses express NMDA receptors in the postsynaptic
active zone, and the density of these receptors in these synapses was one order of
magnitude smaller than in the glutamatergic synapses.

In conclusion, the synapses of hippocampal basket terminals express NMDA
receptors postsynaptically, the activation of which leads to presynaptic cGMP
production via the synthesis of NO. This retrograde signaling pathway could play an
important role in the activity-dependent regulation of GABAergic input of pyramidal

cells.
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