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MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet
1. Bevezetés

A nitrogén-monoxid (NO) a szinaptikus plaszticitds szamos formajaban
résztvesz, beleértve a szinapszisok hosszitavi potencirozodasat (LTP) és
depresszigjat (LTD), ezaltal a NO jelpalya képes lehet befolyasolni a tanulas- és
memoriafolyamatokat. Ezeket a hippokampalis folyamatokat alapvetden a
kiilonb6z6 interneuron populaciok altal szabalyozott piramissejt-halézat mikodése
hatarozza meg. A NO hatasa elsdsorban a glutamaterg szinapszisokban 1étrejovo
retrograd jelatvitelhez kothetd, mely soran a NO posztszinaptikus szabadul fel, és a
preszinaptikus oldal transzmitter felszabaduldsat szabalyozza.

A NO szintézisét a piramissejtekben a posztszinaptikus neurondlis NO-
szintdz (nNOS) végzi L-argininbdl. A felszabadulé NO fizioldgias koriilmények
kozott legfeljebb nanomolaris koncentracioj, hatotavolsaga 1-1,5 pm-re tehetd,
mégis a preszinaptikusan elhelyezkedé receptora, a NO-szenzitiv guanilat-ciklaz
(NOsGC) olyan nagy affinitasi, hogy par molekula NO is képes aktivalni. A
receptoraktivacid cGMP szintézishez, és szamos masodlagos jelatviteli utvonal
beinditasahoz vezet, ami képes a vezikula felszabadulas befolyasololasara. A
viselkedik reaktiv oxigén-gyokként, igy nem-specifikus hatasaival nem kell
szamolni. Gyors szoveti elnyelddése pedig szinapszis-specifikus szabalyozast tesz
lehetove.

Az nNOS Ca*'-kalmodulin fiiggd enzim és a glutamaterg szinapszisokban
posztszinaptikus denzitas fehérjék kozremiikodésével PDZ-doméneken keresztiil
kotodik a szinaptikus aktiv zondhoz, ezéltal az NMDA receptorok szoros
szomszédsagaba keriil. Az NMDA receptorokon keresztiili lokalis kalcium
bearamlas a NO szintézis€¢hez, és ennek eredményeképpen cGMP felszabadulashoz
vezet a hippokampuszban.

Az NMDA receptorok fesziilség- ¢és ligandfiiggé kation (elsésorban
kalcium) csatornak. Funkcionalisan heterotetramert képeznek, mely kételezéen két
GluN1(korabban NR1) alegységet és a GIluN2 (korabban NR2) alegységek
(GluN2A-D) koziil valamely kett6t tartalmazza. A felndtt hippokampusz
piramissejtjeiben azonban csak a GluN1, GIuN2A és GIuN2B alegység fejezodik ki.

2. Célkitiizések

A piramissejtekre érkez6 gatlas alapvetd fontossagl a haldzati szinkron-
miikodésekhez. Ezt a galé bemenetet a piramissejtek aktivitasa visszahato
(retrograd) modon befolyasolhatja. Ilyen, a GABAerg szinapszisokban is jol
feltérképezett retrograd rendszer az endokannabinoid rendszer, ami a periszomatikus
gatlosejtek koziil csak a kolecisztokinin (CCK) tartalmuak 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 valo eléfordulasat.
F6 kérdésiink tehat az volt, megtalalhato-e a nitrogén-monoxid rendszer az oly
fontos periperiszomatikus gatlosejtek szinapszisaiban, mutat-e sejtspecikus



eloszlast, mint az endokannabinoid rendszer, vagy éppen ellenkezdleg egy altalanos

retrograd jelatviteli utvonalat képvisel.

Az alabbi kérdéseket tettiik fel:

- Megtalalhat6-e a neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) a GABAerg
szinapszisokban?

- Mely periperiszomatikus szinapszispopulacio (CCK/PV) fejez ki nNOS-t?

- Megtalalhaté-e  a  nitrogén-monoxid  receptora a  GABAerg

terminalisokban?

- Mely GABAerg alpopulaciok fejezik ki a receptort?

- Milyen alegység-Osszetétellel rendelkezik az NO receptor ezekben a
sejtekben?

A nitrogén-monoxid jelpalya aktivalasa az intracellularis kalcium-koncentracid
figgvénye. A tovabbiakban arra kerestik a valaszt, milyen kalcium forrasok
vezethetnek NO szintézishez. A masodik kisérletsorozatban arra voltunk kivancsiak,
a GABAerg szinapszisokban is képes-e betdlteni az NMDA receptor ezt a szerepet.

Kérdéseink az alabbiak voltak:

- Az NMDA képes-e beinditani az NO-rendszert a GABAerg
szinapszisokban fiziologias tulél szeletben?

- Anatomiai modszerekkel kimutathat6-e az NMDA receptor a piramissejtek
periperiszomatikus GABAerg szinapszisaiban?

- Ha igen, milyen alegységek vesznek részt ezen receptorok alkotasaban?

- A periperiszomatikus szinapszisok mekkora hanyada rendelkezik NMDA
receptorokkal?

- Interneuron specifikus-e az NMDA receptorok GABAerg szinapszisokban
valé megjelenése, vagy altalanos mechanizmusrol van sz6?

Kérdéseink megvalaszolasahoz kvalitativ (beagyazas el6tti immunarany és
immunperoxidaz modszer) és kvantitativ ( beagyazds utani immunarany ¢és
fagyasztva tort replika immunarany modszer) anatomiai modszereket, molekularis
bioldgiai mddszert (in situ hibridizacid) és farmakologiai (in vitro fiziologias tuléld
szeletek drog-kezelése) kisérleteket végeztiink.

3. Kisérleti modszerek
3.1. Transzkardialis perfaziok

Az altalanos anesztéziat kovetden az allatokat transzkardialis perfuzid
soran fixaltuk. A beagyazas el6tti nNOS-immunarany reakcidhoz az egereket 1%
paraformaldehidet tartalmazé oldattal perfundaltuk 60 percig; a beagyazas elOtti
“tlikorkép” kisérletekhez, az immunfluoreszcens, a bedgyazas el6tti és utdni
NMDA-R immunarany reakcidkhoz ¢és az in szitu hibridizdcidhoz 4%
paraformaldehidet tartalmazé oldattal perfundaltunk 30 percig. A replika kisérletek
esetében 2% paraformaldehidet és 15% telitett pikrinsavat tartalmazé oldattal
fixaltuk az egereket 12 percen at. Ezt kovetéen az agy eltavolitasra keriilt a



koponyabol, és ezt utdlagos immerzios fixdlas nélkiil kovette a vibratdmos
metszetkészités.

3.2.Antitestek specificitisanak vizsgalata

A kiilonb6z6 interneuron tipusok megjeldlésére hasznalt elsédleges
antitesteket (kolecisztokinin, parvalbumin, szomatosztatin, P-anyag receptor,
kannabinoid 1 receptor) a gyartd laboratoriumokban mar korabban teszelték, és
munkank sordn mi is a vart festddési mintazatot kaptunk a hippokampuszban. Az
nNOS antitestet nNOS génkiiitott egereken teszteltiik, és nem kaptunk jeldlést
ezekben az allatokban. A nitrogén-monoxid szenzitiv guanilat-cikldz (NOsGC) ellen
késziilt antitestek specificitasat szintén teszteltik. A cGMP és a glutaminsav-
dekarboxilaz 65 (GAD6S5) antitestek specificitasat korabban mar alaposan
megvizsgaltak. A vezikularis glutamat transzporter 3 (vGluT3) antitest specificitasat
vGluT3 génkititott allat felhasznalasaval bizonyitottuk. A GABA, receptor
(GABALR) B3 alegység ellen késziilt antitest szintén specifikusan jeldlte meg a
piramissejtek sejttestjére érkez6 GABAerg szinapszisokat. Az NMDA receptor 1
(GluN1), 2A (GluN2A) és 2B (GIuN2B) alegységének C-terminalisa ellen
termeltetett antitesteket korabban mar alaposan tesztelték immunoblot, antigén-
peptid, teljes és/vagy régidspecifikus génkiiitott egerek segitségével mind beagyazas
el6tti, mind beagyazas utdni (Lowicryl) immunarany kisérletekben. A beagyazas
el6tti NMDA receptor immunarany kisérletekben ugyanazt az emésztési protokolt
hasznaltuk, amit az antitestek tesztelénél is hasznaltak. Tovabbi kontroll kisérleteket
végeztiink, hogy bizonyitsuk, hogy pontosan a mi kisérleti koriilményeink kozt
specifikus festddést adnak-e az NMDA receptor antitestek. Fagyasztva-toréses
replikakat  készitettink vad  tipusi  és  kortkdlis GIuNIKO  egerek
hippokampuszaib6l, hogy a replika immunarany kisérletekben is bizonyitsuk a
GIluN1 antitest specificitasat. Nem talaltunk szinaptikus aranyszemcséket a
piramissejteken, €s elhanyagolhatd mennyiségli hattér aranyszemcsét talaltunk a
piramissejtek szomajan. Ezenkiviil, a GluN1, GluN2A és GIuN2B immunarany
jelolés ugyanazt a mintazatot és eloszlast mutatta a szovetben mindharom anatomiai
kisérletsorozatban. Tovabba, a beagyazas wutani (Lowicryl) immunarany
kisérletekben tgynevezett ,tiikorkép” kisérleteket is végeztiink: ugyanazon
szinapszis egymast koveté metszetein kiilon-kiilon készitettiink GluN1, GIuN2A és
GluN2B immunarany festést. Amennyiben egy szinapszis pozitivnak bizonyult
valamelyik alegységre, azt a szinapszist megvizsgaltuk a masik alegység jelolésre a
szomszédos metszeteken. Eredményeink azt mutattdk, hogy a GIuN2 jeldlt
szinapszisok nagy részében megtalalhaté volt a GIuN1 alegység is a szomszédos
metszetek egyikén (23 szinapszisbol 12 pozitiv, 2 egér), vagyis a harom antitest
ugyanazt a sejtmembran domént jeloli, ami tovabb bizonyitja az antitestek
specificitasat.

Vizsgaltuk tovabba a fluoreszcens és arany-kotott masodlagos antitestek
lehetséges keresztreakcidit egymassal vagy a masik elsddleges antitesttel a kettds
jeloléses kisérletekben. Egyik esetben sem taldltunk keresztreakcioit. Az
antitestekkel kapott specifikus jelolés nem volt megfigyelhetd az elsédleges



antitestek hidnydban, illetve a fluoreszcens Kkisérletek esetében még az
autofluoreszcencia jelensége is kizarhato volt.

3.3. Farmakolégiai hatéanyagok

A tuléld hippokampusz szeletek farmakologiai befolyasolasdhoz a
kovetkez6 hatdanyagokat hasznaltuk: az IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine),
BAY-736691, L-arginine, L-NAME  (L-NG-Nitroarginine  methyl-ester-
hydrochloride) és az MK801 a Sigma-Aldrich terméke. Az NMDA, D-AP5 (D-(-)-
2-Amino-5-phosphonopentanoic acid), OoDQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-one), nifedipin és az SNX482 a Tocris Bioscience-t6] szarmazott. A
tetrodotoxint (TTX) az Alomone Labs-t6l, a nitroprusszid-natriumot (SNP) a
Flukatol rendeltiik.

3.4. In situ hibridizaciés kisérletek (tars-munkacsoport munkaja)

Riboprobak készitéséhez patkany NOsGC al és a2 alegységek alapvetéen
nem atfed6 kodoldo szekvencidit amplifikaltak polimeraz-lancreakcio (PCR)
segitségével. A PCR termékeket pBluescript II SK — Smal helyére kloénoztak. A
kloénok meg0rzottségét és iranyultsagat szekvenalas soran igazoltak. Az al alegység
elleni egyszala sense probat Pstl, az antisense probat Xbal emésztéssel, mig az alfa2
alegység elleni sense probat HindIll, az antisense probat Notl emésztéssel
készitették el. Az egyszalli minta DNS-eket gélkivonas utan -20 C®-on taroltdk. Az
in vitro atirast kdvetden a riboprobakat digoxigeninnel jelolték, DNazzal kezelték,
majd az RNeasy MinElute Cleanup kit segitségével tisztitottak. Ezutan gél-
elektroforézis hasznalataval hatdroztdk meg a riboprobak megdrzottségét és
mennyiségét.

Az 50 pum agyszeletek inkubaldsait RNAz-mentes, steril sejtkulttra-tal
kamraiban végezték. A metszeteket el6sz6r mostak, majd hibridizacids pufferben
inkubaltak. Az inkubacié utan a metszeteket els6, majd masodik mosdoldattal
mostak 60°C-on. Ezt kovetden alkalikus-foszfatazzal jelolt digoxigenin-ellenes Fab
IgG-fragmentumot tartalmaz6 oldatban inkubaltadk. Tovabbi mosdsok utan a
metszeteket kromogén oldatban el6hivtak, végiil iveg targylemezekre szedték ki, és
Vectashield-del fedték le.

3.5. Kettés immunfluoreszcens kisérletek

40 pum-es metszeteket készitettiink, majd mosas és blokkolds utan a
kovetkezé antitestek keverékének oldataiban inkubaltuk Oket: NOsGCal ¢és
kolecisztokinin, vagy NOsGCal és parvalbumin, vagy NOsGCal és nNOS, vagy
NOsGCal és szomatosztatin, vagy nNOS és 1-es tipust kannabinoid receptor, vagy
nNOS ¢és P-anyag receptor. Mosas utan a metszeteket fluoreszcens festékkel jelolt
masodlagos antitestek keverékében inkubdltuk. Az immunfestés sordn nem
hasznéltunk detergenseket. A metszeteket réz-szulfat oldattal kezeltiik, hogy
lecsokkentsilk a metszek autofluoreszcenciajat, majd kiszedtiik mikroszkopos
targylemezre, és Vectashield felhasznalasaval lefedtiik.



3.6. Beagyazas elotti immunperoxidaz kisérletek

60 pm-es metszeteket készitettiink, és blokkolas utan 2 napon at a NOsGC
al és Bl alegység ellen termeltetett elsddleges antitesttel inkubaltuk. Alapos mosast
kovetdéen a metszeteket biotin-kotott masodlagos antitestekkel, majd avidin-biotin
komplexhez kotott torma-peroxidaz oldattal kezeltiik. Az immunperoxidaz reakcio
megjelenitésé¢hez 3,3-diaminobenzidin kromogént hasznaltunk. A metszeteket ezt
kovetéen ozmium-tetroxiddal kezeltiik, majd mindet viztelenitettik felszallo
alkoholsorban és propilén-oxidban, végiil epoxi-alapu gyantaba agyaztuk.

3.7. Beagyazas elotti immunarany és kombinalt immunarany-immunperoxidiz
kisérletek

Az nNOS lokalizaciojahoz 60 pum-es metszeteketkészitettiink, majd az
els6dleges antitestek oldatdban inkubaltuk 2 napig: nNOS, illetve a kettds festések
esetében nNOS és CCK, vagy nNOS és PV. Alapos moséds utan a metszeteket
blokkoltuk, majd arany-kotott masodlagos antitestek oldataban inkubaltuk. Ezt
kovetéen a metszeteket mostuk, majd az aranyszemcséket intenzifikaltuk. A
kizérélag immunarany reakcioban résztvevd metszetek ezutan ozmium-tetroxid
kezelésben részesiiltek, majd viztelenitettilk 6ket. Az immunarany-immunperoxidaz
kettds festések esetében a metszeteket az intenzifikdlds utan biotin-kotott
masodlagos antitest-oldatban inkubaltuk, majd avidin-biotin komplexhez kotott
torma-peroxidazzal kezeltik. Az immunperoxidadz reakciét 3,3-diamino-benzidin
segitségével tettiik lathatova. A metszeteket a 3.6. fejezetben leirtak alapjan
viztelenitettiik. Az elektron-mikroszképos vizsgalatokhoz kis gyantdba agyazott
szovetmintakat vagtunk ki és ragasztottuk Durcupan blokkokra, majd 70 nm
vastagsagu sorozatmetszeteket készitettiink Leica EM UC6 tipusu ultramikrotémon.

Az NMDA receptorok szinaptikus detektalasahoz elengedhetetlen az
immunreakci6é el6tti pepszines emésztés, ezért pepszin tartalmu sdsav-oldattal
kezeltik a metszeteket. Az ezt kovetd blokkolas utdn vagy csak az NMDA-R
alegységek ellen termelt els6dleges antitesteket, vagy az NMDA-R alegységek és
vGluT3, illetve NMDA-R alegységek és PV ellenes elsédleges antitestek
keverékében inkubaltuk a metszeteket. Alapos mosas utdn 1,4 nm méretd
aranyszemcsével kotott masodlagos antitesttel inkubaltuk a metszeteket, majd Gjabb
mosas utan eziist-intenzifikalas kovetkezett. A kombindlt immunarany-
immunperoxiddz kisérletek esetében a metszeteket biotin-kotdtt masodlagos
antitestek oldataval, Elite ABC-oldattal, majd DAB kromogén oldataval kezeltiik, és
viztelenités utan epoxi-alapu (Durcupan) gyantaba agyaztuk. Az elektron-
mikroszkopos vizsgalatokhoz a hippokampalis szdvetmintakat kis Durcupan
tartalmi  Ont6formaba 4gyztuk, majd 60nm vastagsagl sorozatmetszeteket
készitettiink Leica EM UC6 tipusu ultramikrotémon.

A kiértékeléseket Hitachi H-7100 tipusu elektron-mikroszkoépon végeztiik.
Az nNOS illetve a szemikvantitativ NMDA-R immunarany mérések esetében az
aranyszemcsék strliségét az anatdmiailag meghatarozott GABAerg szinapszis és a
nem-szinaptikus plazmamembran mentén mértiik. A membran sikjatol szamitott 40



illetve 50nm-es tavolsdgon beliil elhelyezkedd aranyszemcséket tekintettiik
membran-asszocidltnak.

3.8. Lowicryl beagyazas és beagyazas utani kvantitativ immunarany kisérletek
Fixalast kovetden 300 pm vastagsagli metszeket, majd alapos PB mosast
metszeteket Leica CPC segitségével folyékony nitrogén homérsékletlire hiitott
arannyal bevont réz korongokra csaptuk, majd a fagyott metszeteket atszallitottuk
Leica AFS-be, amiben az alacsony hémérsékletii viztelenitést és a Lowicryl HM20
gyantaba torténd fagyasztva bedgyazast végeztiik. A hippokampuszokbo6l 50 és 70
nm vastagsagl sorozatmetszeteket készitettiink. A sorozatmetszeteket nikkel
gridekre szedtiik fel, majd blokkolast kovetoen els6dleges antitest-oldat cseppjeiben
inkubaltuk azokat. Az NMDA-R alegységek elleni els6dleges antitestekkel valo
kezelést kdvetd mosas utan arany-kotott masodlagos antitestek oldatdbol késziilt
cseppekben inkubaltuk OJket. A kiértékelést Hitachi H-7100 tipusu elektron-
mikroszkopon végeztilk. A kétoldali kvantitativ immunarany NMDA-R mérések
esetén az aranyszemcsék silriségét az anatomiailag meghatarozott GABAerg és
glutamaterg szinapszis és a nem-szinaptikus plazmamembran mentén mértiik. A
membran sikjatol szamitott kétszer 45nm-es tavolsdgon (a membran egyik ill. masik
oldala fel¢) beliil elhelyezkedd aranyszemcséket tekintettiik membran-asszocialtnak.

3.9. SDS-kezelt fagyasztva tort replika immunarany kisérletek

A perfuziot kovetéen 130um vastag korondlis hippokampusz szeleteket
metszettiink Dosaka tipusu vibratdmon, majd egy ¢&jszakan at inkubaltuk a
szeleteket 30%-os glicerolt tartalmazd PB oldatban 4 C°-on. A metszetekbdl
kivagtuk a hippokampuszt, majd ezt kdvetden ,réz-pofak” kozé szoritva
nagynyomasu fagyasztogéppel folyékony nitrogén hémérsékletiire hiitottiik, majd a
fagyott metszeteket kettds replika asztalba helyeztiik, és -140 C°-on kettétortiik. A
fagyasztva tort felszineket 8 nm szén, 2 nm platina, végil 15 nm szén
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a replikakrol. A replikdkat ezutan 0,05% BSA tartalmazdé 25mM-os TBS-ben
mostuk, majd 1 6ran at blokkold oldatba tettiik (5%BSA 25mM-os TBS-ben). A
replikakat el6szor csak az NMDA-R alegységeket felismerd elsddleges antitestek
(nyul poliklonalis antitestek Prof. Watanabe M. laborjabol, GIluN1 6 pg/ml, GluN2A
10 pg/ml, GluN2B 8 pg/ml blokkolé oldatban higitva) oldataban inkubaltuk egy
¢jszakan at szobahdn. TBS mosasokat kovetden a GABAAR 3 alegység elleni
els6dleges (1:25, tengerimalac szérum, Prof. Shigemoto R. laborjabol) és az
NMDA-R alegységeket felismerd arany-kotott nytl ellenes masodlagos (Snm
kecske poliklondlis antitest, 1:25, BBI) antitestek keverékében inkubaltuk a
replikdkat egész ¢€jszaka szobahdmérsékleten. Ezt kovette a GABAAR
megjeldlésére szolgald arany-kotott tengerimalac ellenes masodlagos antitest (10nm
kecske poliklonalis antitest, 1:25, BBI). TBS ¢és desztillalt vizes mosas utan a



replikékat pioloformmal fedett sdvos réz gridekre szedtiik fel. A kiértékelést Philips
Tecnai 10 és Hitachi H-7100 tipusu elektronmikroszkdpon végeztiik.

3.10. Farmakologiai kisérletek tulélé szeleten, cGMP immunfluoreszcens
kisérletek

A talélo szeletek elkészitéséhez az egerekeket mély izofluran anesztéziaban
dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk a koponyabdl, majd ,,vagéd-oldatban” 300pum
vasagsagu koronalis hippokampusz szeleteket metszettiink. A kisérletek el6tt a
szeleteket 1 oran at inkubaltuk karbogén gazzal telitett mesterséges agy-gerivel6i
folyadékkal toltott kamraban szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden a szeleteket 12
kamras steril sejtkulttras talba raktuk, ahol minden egyes kamrat egyénileg, egyenld
mértékben buborékoltattunk karbogén gazzal. Minden kamrat 1 ml moddositott
ACSF (mACSF) oldattal toltottiink meg, ami foszfodieszteraz-gatlokat tartalmazott.
20 perces mACSF oldatban torténd eldkezelés utan a kontroll kamrahoz nem adtunk
semmit, mig SNP-t (NO donort) adtunk 10 percre az “SNP-kamrakhoz” és S5uM
NMDA-t adtunk 3 percre az “NMDA-kamrakhoz”. Azokban a kisérletekben, ahol
az nNOS-t, NOsGC-t, a fesziiltségfiiggd kalcium csatornakat (VDCC) vagy az
NMDA-receptorokat gatoltuk, az eldinkubalashoz hasznalt mACSFoldatot
kiegészitettiik az adott gatloszerrel, és ezzel az oldattal végeztik a szeletek
elokezelését 20 percig, majd hozzaadtuk az 5uM NMDA-t adtunk 3 percre. Az
inkubalasokat kovetden az oldatokat gyorsan jéghideg paraformaldehid fixalora
cseréltiik, majd a szeleteket 48 6ran at tovabb fixaltuk ugyanebben az oldatban 4C°-
on.

A cGMP immunfluoreszcens megjelenitéséhez a szeleteket 2%-os agarba
agyaztuk, és Gjrametszettiik 50pum vastagsagura. Ezt kdvette az elsddleges antitestek
oldata: baranyban késziilt cGMP ellenes ¢€s kettds immunfluoreszcens jeldlés esetén
egérben késziilt glutamat-dekarboxildz 65 ellenes antitesteket higitottuk. Mosasok
utan az Gsszes metszetet fluorokrommal jelolt masodlagos antitestek keverékében
inkubaltuk, majd alapos mosas utan a metszeteket mikroszkopos targylemezre
szedtiik ki és lefedtiik. A kisérleteket Olympus Optical FluoView300 pasztazd
konfokalis lézer mikroszkoppal vagy Zeiss Axioplan 2 epifluoreszcens
mikroszkoppal értékeltiik ki.

3.11. Statisztikai analizisek

A NOsGCal fluoreszcens kolokalizacios kisérletek soran véletlenszer(i
mintat vettiink a dorzalis hippokampusz teljes rosztrocaudalis kiterjedésében. A
kolokalizacio csak abban az esetben keriilt vizsgalat ala, ha a sejt sejtmagja lathato
volt. A mérendd sejtek kivalasztasa egy, a képekre szisztematikus random modon
elhelyezett halo segitségével tortént. A sejtek méréséhez a “NIH ImageJ image
analyzer” szoftvert, az adatok elemzéséhez pedig a “StatSoft Statistica” (Tulsa, OK,
verzid7) szoftvert hasznaltuk. Nem volt célunk, hogy meghatarozzuk a kiilonb6zo
markerekkel vizsgalt sejtek abszolut szamat a hippokampuszban, de az aranyszamok
kvantitativ mérését végeztiink el Abercrombie korrekcié hasznalataval kiegészitve.
Abban az esetben, amikor az adatok Gauss-eloszlast mutattak a Shapiro-Wilks’s W-
teszt alapjan, parametrikus statisztikai jellemzdéket alkalmaztunk (atlag + sztenderd



deviacid). Az adatok nagy része azonban nem mutatott Gauss-eloszlast, igy nem-
parametrikus statisztikakat hasznaltunk. A kétcsoportos Osszehasonlitist a nem-
parametrikus Mann—Whitney U-teszttel, a sokcsoportos 0sszehasonlitast a szintén
nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel végeztik el. Azokban a mérésekben,
amikor az aranyszemcsék és 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 populacidk kozti kiilonbség illetve az adatok kozti
korrelacio szignifikdnsnak lett mindsitve.

4. Eredmények
4.1. A neuronalis nitrogén-monoxid szintiz (nNOS) asszocidlodik a GABAerg
szinapszisok posztszinaptikus denzitiasaval a CA1l piramissejteken

Korébban kimutattak, hogy a nitrogén-moxodiot el6allitd enzim, az nNOS
a piramissejtek serkentd szinapszisainak posztszinaptikus oldalan talalhaté meg.
Azonban gyengén fixalt agyszOveten, beagyazas el6tti immunarany technika
hasznalataval eldszor sikeriilt kimutatnunk, hogy az nNOS nemcsak a dendritikus
tiiskékben, de a piramissejteken 1évé szimmetrikus GABAerg szinapszisokban is
megtalalhaté. Egyazon kisérletbdl szarmazé nNOS immunarany jeldlés teljesen
hianyzott az nNOS génkiiitott egerekbdl, mig a vad tipusu egerekben erdsen jelolt
periszomatikus szinapszisok voltak lathatok. Az immunarany jellés raadasul nem
véletlenszertien asszocialodott a piramissejtek membranjahoz, hanem specifikusan
halmozodott a szimmetrikus szinapszisokban éppligy, mint az aszimmetrikus tiiske
szinapszisokban. Az immunarany jel relativ linearis striségmérésébdl kideriilt,
hogy mig a jelstiriiség a szimmetrikus szinapszisok aktiv zondjaban 1,35 +/- 0,31
aranyszemcse/um (atlag +/- S.D.) volt, addig  minddssze 0,03 +/- 0,02
aranyszemcse/um  slriség  volt a  szinapszis kozeli  extraszinaptikus
membranteriileteken. Az nNOS pozitiv interneuronok sejttestjében és dendritjeiben
erds jelolést tapasztaltunk. A piramissejtek szomajat kétféle interneuron idegzi be: a
parvalbumin (PV) immunreaktiv interneuronok, melyek a sejttestre érkezd
terminalisok koriilbeliil kétharmadat adjak, és a kolecisztokinin (CCK) pozitiv
kosarsejtek, melyek koriilbeliil egyharmadat képezik a  periszomatikus
terminalisoknak. Az egér hippokampuszban teljesen rekonstruadlt szimmetrikus
szinapszisokat vizsgaltunk, és azt talaltuk, hogy a teljesen rekonstrualt
periszomatikus szinapszisok legalabb 76%-a (az egyes allatokban mért szazalékok
medidnja, ami az alabbi aranyokbol adodott: 16/19, 15/20 és 16/21 a 3 egérben),
mig az axon inicialis szegmenten (AIS) rekonstrualt szinapszisoknak legalabb 32%-
a (medidn, az alabbi aranyokbol: 7/22, 10/26 és 6/20 a 3 egérben) bizonyult
alapjan. Mivel a periperiszomatikus GABAerg gatlast 0Osszesen haromféle
interneuron latja el (a CCK- és PV-pozitiv kosarsejtek és a PV-pozitiv axo-axonikus
sejtek), igy ezek az adatok jol interpretalhatok. Mdas a helyzet azonban a dendriteken
1év6 szinapszisokkal, amit szdmos interneuron innerval, ezért a dendritikus
szinapszisok elektronmikroszkopos mérését nem végeztiik el. Mindazonaltal szamos



dendritikus szimmetrikus szinapszist intenziven immunpozitivnak talaltunk
mindharom egérben. Tehat mind a periperiszomatikus, mind bizonyos dendritikus
szinapszisokban megtalalhatd az nNOS posztszinaptikusan. Az NO receptoranak
eloszlasa a hippokampuszban tovabb erdsitette ezt a megallapitast.
4.2. Az NO receptor o, és 0, alegységének sejttipus specifikus mRNS
megoszlasa a hippokampuszban

Az NO receptora, az NOsGC heterodimerként fordul elé az agyban, két
alegysége: a (a;.,) és B (Br.»). Az agyban azonban csak kétféle alegység Osszetételii
funkcionalis NO receptor létezik, ami az NO jelatvitel tovabbitasara képes: az al1p1
receptorok kotddése a szinaptikus horgonyzd fehérjékhez eltérd, és a jelatviteli
regulaciojuk is mas lehet az egyes neuronokban, megvizsgaltuk, hogy az NOsGC
egyes o alegységei mely neuronokban fejezddnek ki. Digoxigenin-jelolt
riboprobaval készitett in szitu hibridizacids kisérleteinkb6l (amit kromogén
pufferben oldott 5-bromo-4-kloro-3-indolyl-foszfat és nitro-kék tetrazolium-klorid
segitségével jelenitettik meg) kideriilt, hogy az al alegység mRNS csak
interneuronokban volt jelen, és ezeket az idegsejteket az egér hippokampusz CAl
viszont hidnyzott az interneuronokbdl és kizarolag piramissejtekben volt jelen a
CA1 hippokampalis régioban.

4.3. Az NOsGC ol alegység megtalialhaté az interneuronokban és azok
terminalisaiban, de hidnyzik a piramissejtekbdl

Tekintve, hogy mRNS szinten az NOsGC al alegység csak az
interneuronokban fordult eld, bedgyazas eldtti immunperoxidaz festést végeztiink az
al alegység fehérjéjének kimutatdsara, hogy megtalahaté-e az interneuronok
terminalisaiban is.

Azt is megvizsgaltuk, vajon a heterodimer masik alegysége, a B1 alegység
is megtalalhato-e ezekben a sejtekben. Eredményeink azt mutattak, hogy az mRNS
eloszlasahoz hasonldan, az al alegység fehérje a hippokampusz alveus - stratum
lacunosum-moleculare tengelyen szamos interneuronban erésen jelen volt.
Fénymikroszkoposan a stratum pyramidale-ban a piramissejtek koriil kosarsejt-
terminalis festésre emlékeztetd jelolést kaptunk mindkét fajban. Ezt megerdsitendo,
elektronmikroszkoppal vizsaltuk meg az immunperoxidaz festett metszeteket.
Ennek sordn random modon gytjtdtt terminalisokat rekontrualtunk az egér
hippokampuszban, és azt talaltuk, hogy a periszomatikus terminalisoknak legalabb
~79%-a (median szazalék az alabbi aranyokbol: 20/23, 18/24 és 23/29 a 3 egérben),
az AIS terminalisoknak pedig legalabb 42%-a (medidn szazalék az alabbi
aranyokbol: 10/21, 4/21 és 8/19 a 3 egérben) volt pozitiv az NOsGC al alegységre.
Ezenkiviil mindharom egérben szamos dendritikus szimmetrikus szinapszist 1étesitd
terminalist is talaltunk, ami erds immunpozitivitdst mutatott az ol alegységre.
Hasonldan az egér hippokampuszhoz, a rekonstrukcié sordn patkanyban is szdmos
ol alegység pozitiv periszomatikus, dendritikus és AIS termindlist talaltunk. Ezentul
patkdnyban a B1 alegység eloszlasat is megvizsgaltuk elektronmikroszkopos
szinten, és ahogy varhato is volt szamos GABAerg terminalis pozitivitast mutatott



B1 alegységre. Ezek az eredmények megerdsitették, hogy ezek a GABAerg
terminalisok  kifejeznek  alPl  alegységdsszetételi NO  receptort, és
elhelyezkedéstikbdl kifolyolag alkalmasak a piramissejtekbdl érkezo retrograde NO
jelatvitel detektalasara. Az al alegység mindig heterodimert képez a B1 alegységgel.
Megvizsgaltuk, 1éteznek-e olyan interneuronok, melyek esetleg nagy mennyiségben
kifejezik a Pl alegységet al alegység nélkiil, ezért kolokalizacios kisérleteket
végeztiink a patkany hippokampusz interneuronjain az al és f1 alegység kozott.

Mivel mindkét antitest nytlban késziilt, igy a direkt kolokalizacid nem
megvalosithatd, ezért Gn. “tiikdrkép-modszert” hasznaltuk, mely soran az egyik
metszet felszinén félbevagott sejtek vizsgalhatok a szomszédos metszeten. Ennek
megfelelden az egyik metszetet ol alegység ellenes, a szomszédos metszetet pedig
B1 alegység ellenes antitesttel inkubaltuk. A vartnak megfelelden a B1 alegységet
mind a piramissejtekben, mind interneuronokban, mig az al alegység ellenes
antitest csak interneuronokat jelolt. Azt talaltuk, hogy gyakorlatilag az al alegység
pozitiv interneuronok mind B1 alegység pozitivak is voltak (négy patkanybol: 27/27,
41/42, 34/37 és 18/19), és forditva, a Bl alegység pozitiv interneuronok ol alegység
pozitivak is voltak (négy patkanybol: 28/29, 41/43, 39/40 és 16/17; néhany fals-
negativ sejt el6fordulhat a metszetekben az al alegység szolubilis természetébol
kifolyolag, vagy abbdl eredéen, hogy a metszetkészités kozben a sejttestek egy
kisebb-nagyobb darabja elveszhet). Amellett, hogy az al alegység ellenes antitest
specificitasat ezzel igazoltuk, ezek az eredmények azt is sugalljak, hogy mivel nincs
B1 alegység pozitiv interneuron al alegység nélkiil, ezért nincs olyan interneuron,
ami a2P1 alegységosszetételli receptort tartalmazna, ami &sszhangban van az in
szitu hibridizacids eredményeinkkel.

4.4. Mind a periperiszomatikus, mind a dendritikus GABAerg neuronok
tartalmaznak NOsGC al alegységet

Ahogy korabbi kisérleteinkb6l mar lathaté volt, az NOsGCal alegység
mRNS-e szamos interneuronban kifejez6dott, és fehérje szinten is szamos al és Bl
alegységet tartalmazo interneuron fest6dott, de korant sem az Osszes. Ennek
érdékben kvantitativ. immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztiink, hogy
megallapitsuk, hogy nagyobb interneuron csoportok, mint a CCK-, PV-, nNOS-,
vagy SOM-pozitiv periszomatikus vagy dendritikus interneuronok tartalmazzak-e
ezt az NO receptort. Habar nincs adat az 0Osszes felsorolt sejtmarker direkt
alapjan gyakorlatilag ez a négy sejtmarker kiilonboz6, at nem fedd interneuron
populaciot alkot. Az altalanos festddési mintazat ezekre a markerekre hasonl6 volt a
korabban leirtakhoz. Az NOsGCal alegység elleni immunfluoreszcens jel megfelelt
a korabban immunperoxidaz (DAB) moddszerrel kapott festddésnek. Az al alegység
festésénél kiillonb6zdé immunfluoreszcens intensitasu jelet kaptunk, azonban azt nem
vizsgaltuk, hogy az ol jelintenzitas és a kiilonb6z6 interneuron markerek
korrelalnak-e egymassal. Vékony axonszerii nyulvanyokat szintén megfigyeltiink a
neuropil koriil az immunfluoreszcens festéssel is. A dorzalis hippokampusz CAl-
ben jeldlt interneuronjainak random mintavételezése és vizsgalata utan a kdvetkezd
median aranyokat kaptuk: az dsszes vizsgalt NOsGC al pozitiv sejt kozil ~21%



(n=1383; 23, 15 és 21%) volt CCK pozitiv, 40% (n=1527; 38, 41 és 40%) volt PV
pozitiv, 11% (n=1322; 11, 10 és 20%) nNOS ¢és 7% (n=1599; 4, 7 és 7%) SOM
pozitiv volt. Az interneuron markerek oldalardél vizsgalva az NOsGC al pozitiv
sejteket, a kovetekz6 aranyokat kaptuk: a CCK interneuronok ~68%-a (n=432; 68,
45 és 80%), a PV interneuronok ~74%-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 al pozitiv.

Habar direkt ¢s indierkt adatok azt sugalltdk, hogy ez a négy
interneuronmarker csak elhanyagolhatdé mértékii kolokalizaciét mutat, kevés
informacio allt rendelkezésre az nNOS ¢és a CCK pozitiv interneuronok kozott
fennallo esetleges kolokalizaciora. Tekintve, hogy gyakorlatilag minden CCK
pozitiv interneuron CB1 cannabinoid receptor pozitiv is, ezért CB1 receptor-nNOS
kettés immunfluoreszcens festéssel teszteltiik a lehetséges kolokalizaciot, de a
random minta elemzése soran nem talaltunk kettsen jelolt sejteket (n=206 CBI1-
positiv sejt dsszesen harom patkanybol).

4.5. NMDA indukalta cGMP termelés a tlél6 hippokampusz CA1 régidjanak
GABAerg terminalisaiban

A hippokampalis GABAerg terminalisok funkcionalis NO receptorral
rendelkeznek és képesek cGMP termelésre is. Tuléld szeleteket készitettiink egér
dorzalis hippokampuszokbol és mACSF inkubaltuk oket, ami foszfodiészteraz
gatlokat (a ¢cGMP hidrolizisét megelézendd) és L-arginint (az nNOS szubsztratjat)
tartalmazott a sziikséges ionokon és gliikozon kiviil. Fixalast kdvetéen a cGMP
termelést immunfluoreszcens modszerrel tettiik lathatova c¢cGMP ellenes antitest
segitségével. A kontroll szeletekben (n=20, 10 egérbdl) idegi eredetii cGMP jel csak
néhany interneuron sejttestben és dendritben volt megfigyelhetd.

Kosarsejt-terminalis  festés teljesen hianyzott a CAl hippokampalis
régiobol, mig gyenge és ritkan el6forduld kosarsejt-terminalis szerd jelet figyeltiink
meg a CA3ab pyramissejt rétegében. Kettds immunfluoreszcens modszer
hasznalataval megallapitottuk, hogy ezek a terminalisok GABAergek (atlag: SD:
96,542,7% volt GAD6S5 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 régidoban (n=330, 4 szelet, 2 egér). Egyaltalan nem
kaptunk kosar-terminalis szer jelet a gyrus dentatusban. Habar kisérleteink soran a
CAl régiora koncentraltunk, a CA3c régié minden kisérletben azonos festddési
mintdzatot mutatott. Néhany gliasejt jelolést minden hippokampalis régidban meg
lehetett figyelni, minden bizonnyal annak eredményeként, hogy az asztrogliak mind
NO szenzitiv, mind NO inszenzitiv guanilat-ciklazt is kifejeznek.

NO donor, nitroprusszid-natrium (SNP; 200 uM, 10 percre) hozzaadasara
hatalmas ¢cGMP szint novekedést tapasztaltunk a legtobb idegi elemben. A
legerdsebb jelintenzitast a CAl és CA3 kosarsejt termindlisaiban kaptuk, a gyrus
dentatus kosarsejt terminalisai azonban jeloletlenek maradtak (5 szelet, 2 egér).

Amikor 5 uM NMDA-4t adtunk 3 percre a kontroll szeletekhez, jelentds
régiospecifikus cGMP halmozodast tapasztaltunk (27 szelet, 10 egér). A stratum
radiatumban ¢és oriensben megfigyelt er6és homogén neuropil festédés mellett



hatarozott cGMP jel emelkedést tapasztaltunk a CA1l kosarsejt termindlisaiban. A
cGMP jelolt termindlisok GABAerg termindlisok voltak a CAl piramissejt
rétegében, mivel kettés immunfluoreszcens kisérleteink soran a cGMP jelolt
terminalisok 96,34+0,6%-a bizonyult GADG65 pozitivnak (n=375, 9 szelet, 3 egér),
ami 57,3+0,6% GADG5 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 terminalisai, és gyakran
GADG65 enzimet is kifejeztek. Voltak azonban olyan cGMP jeldlt profilok a stratum
radiatum ¢és oriensben, amelyek nem festddtek GADG65-re, valdszintileg ezek
serkentd kapcsolatok és/vagy glialis nyulvanyok. A CA3ab régioban a cGMP szintje
valtozatlan maradt az NMDA adagolasa utdn, ¢és tovabbra is a GABAerg
terminalisokra szoritkozott a jel (95,6+2,5% volt GAD65 pozitiv n=201, 9 szelet, 3
egér). Ez az arany 39,8+2,8%-nak felel meg az dsszes GADG65 pozitiv kosarsejt
terminalist tekintve a CA3ab régidban (n=290, 4 szelet, 2 egér). Roviden
Osszefoglalva, nem talaltunk cGMP jelolt kosarsejt terminalist a gyrus dentatusban
sem NMDA adagolas el6tt, sem utana; a CA3ab régidban talaltunk néhany gyengén
jelolt kosarsejt terminalist a kontroll szeletekben, de az NMDA adagolasanak semi
hatasa nem volt a jel intenzitasara vagy sliriségére (38,9%-r6l 39,8%-ra valtozott).
A CALl és CA3c régiokban azonban markans valtozast tapasztaltaltunk NMDA
hatasara a cGMP jelolt GABAerg axonok tekintetében (az eredeti 0%-r6l 57,3%-ra
nétt a jelolt terminalisok szdma a CAl-ben). A jelolt terminalisok intenzitasa is
joval erésebbnek bizonyult a CA3ab termindlisaival Osszehasonlitva. Kompetitiv
(D-AP5, 50uM) ¢és non-kompetitiv (MK-801, 50uM) NMDA receptor
antagonistaval torténd elokezelés kivédte a CAl régidoban az NMDA cGMP-re
gyakorolt hatasat, mig semi hatassal sem volt a CA3ab kosarsejt terminalisaira, ami
arra utal, hogy csak a CA1 kosarsejt terminalisai szabalyozhatok NMDA indukalta
NO termeléssel (n=4 szelet, 2 egér). Azért, hogy kizarjuk annak a lehet6ségét, hogy
fesziiltségfliggd kalcium csatornak hozzajarulnak az NMDA indukalta hatashoz,
gatoltuk a posztszinaptikusan elhelyezkedé L- és R-tipust kalcium csatronakat
(20uM nifedipin + 100nM SNX482). Az 5uM NMDA adagolédsara bekovetkezd
hatds mit sem valtozott (a kettds immunfluoreszcens mérésekbdl szarmazo aranyok
azonosak voltak), ami azt sugallja, hogy az NMDA receptorok miikddése sziikséges
és elégséges feltétéle az NO-cGMP jelpalya beinditasahoz (n=10 szelet, 2 egér). Az
NMDA okozta hatds szintén teljesen kivédhetd volt, ha nNOS gatléval (L-NAME;
100uM, n=5 szelet, 3 egér) vagy NO receptor gatloval (ODQ; 20uM, n=14 szelet, 5
egér) eldinkubaltuk a szeleteket.

Megvizsgaltuk a tovabbiakban azt is, hogy a piramissejtek és interneuronok
spontan akcids potencial generalasa mennyiben jarult hozza az NMDA hatasahoz,
ezért a kisérletsorozatot megismételtiikk olyan magnéziummentes ACSF-ben, amibe
1uM tetrodotoxint (TTX) tettiink, és az eredmények teljesen azonosak lettek. Hogy
bizonyitsuk az nNOS kizardlagos szerepét a kisérleteinkben nNOS génkilitott
egerekbdl is készitettiink t0léld szeleteket. Minden idegi cGMP festés eltlint a
kontroll (n=8 szelet, 4 egér) és az NMDA kezelt szeletekbdl is (n=9 szelet, 4 egér) a
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nNOS génkiiitott allatban is az endotelidlisan taldlhatd eNOS aktivitasnak
koszonhetden. Eredményeink azt sugalljak, hogy a legval6sziniibb mechanizmus az
NMDA receptorokon keresztiili lokalis kalcium bearamlas, ami nNOS-fiiggé 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 létrejottéhez sziikséges feltétélek
jellemzden kiilonbozok, amit részben megmagyarazhat a fent emlitett NO-
jelatvitelbéli kiilonbség. Technikai oldalrol nézve, a korabbi, NMDA receptor
agonista vagy antagonista adasaval jaro, elektrofizioldgiai és farmakoldgiai
kisérletek értelmezésénél figyelbe kell venni egyrészt a GABAerg szinaptikus
aramokban létrejovo, masrészt a haldzati aktivitasban bekdvetkezd indirekt hatasat
az NMDA-NO-cGMP jelatviteli utvonalnak.

4.6. A CAl piramissejtekre érkezé periperiszomatikus GABAerg szinap-
szisokban kifejez6dik az NMDA-receptor GluN1, GluN2A és GluN2B alegysége
A fenti kisérletek azt sugalltak, hogy az NMDA receptoroknak kozel kell
lennie a GABAerg szinapszisokhoz. Eppen ezért, kvantitativ bedgyazas uténi
immunarany jelolést végeztiink GluN1, 2A és 2B alegységre, olyan antitestekkel,
amik bizonyitottan specifikus jeldlést adnak. A piramissejtek tliskéiben
kifejez6dnek ezek az alegységek, amit mi is csak megerdsiteni tudtunk.

Ezen feliil a GIuN1, 2A és a 2B alegység egyértelmiien megtalalhaté volt a
piramissejtek szomajara érkez6 GABAerg szinapszisok posztszinaptikus aktiv
zonajaban. Az immunarany jel atlagos tavolsaga a posztszinaptikus membrantol,
amit a szinapszis sikjara mer6legesen mértiink, 3,63 nm-nek addodott az
intracellularis oldalon (median; 0-12,8 interkvartilis tavolsag; 72,8%-a az
aranyaknak posztszinaptikus volt és 27,2%-a volt a szinaptikus résben, n=104
aranyszemecse), ami azt mutatja, hogy az NMDA receptorok a GABAerg
szinapszisokban is posztszinaptikusan helyezkednek el. Nem talaltunk
preszinaptikus jelet. Ezt kovetden, ezzel a teljesen kvantitiv moddszerrel
megbecsiiltiik a serkentd és periperiszomatikus gatld szinapszisok NMDA receptor
stirliségét. A GIluNl1 alegység immunarany siiriségét mértiik, mivel az minden
NMDA receptorban egyforman van jelen. Random mintat vettink a
periperiszomatikus GABAerg (n=54 szinapszis 2 egérbdl) és a dendritikus tiiske
szinapszisokbol (a stratum radiatumbdl, n=98 szinapszis, 2 egér). A GABAerg
szinapszisokban az NMDA receptor stirlisége 9,73+1,34-szer kisebb volt, mint a
tiiske szinapszisokban (GABAerg: 2,55+0,13; tiiske: 24,84+4,71 aranyszemcse/pum).
Mindazonaltal, a GABAerg szinapszisok 1,8-szor nagyobbak, mint a tiiske
szinapszisok, igy az NMDA receptorok becsiilt szdma csak 5,4+0,75-szor kevesebb
a GABAerg szinapszisokban. Néhany NMDA receptort extraszinaptikusan is
talaltunk a piramissejtek sejttestjén (0,198+0,03 aranyszemcse/pum). Azért, hogy
kozvetleniil bizonyitsuk, hogy a kiilonb6z6 NMDA receptor alegységek egyazon
szinapszisban is megtalalhatok, az alegységeket ugyanazon szinapszis egymast
koveté metszein lokalizaltuk. Azt talaltuk, hogy a GIuN1-2A, GIuN1-2B és



GIluN2A-2B alegységek gyakran kolokalizaltak. Ezental a harom kiilonb6z6
alegységet ugyanazon szinapszisban is kimutattuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy egyazon GABAerg szinapszis mind GIuN2A, mind GIuN2B alegység
Osszetételit NMDA receptort hasznosit posztszinaptikusan.

4.7. A CA1 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, nagyszdmu rekonstrualt szinapszisra
van sziikség, ezért SDS-kezelt fagyasztva tort replika immunjeldlést végeztiink. A
piramissejtek sejttestjének felszinén teljes szinaptikus aktiv zonak tarulnak fel,
ahogy a plazmamembran lipid kettds rétege kettébe torik: az extracelluléris (E)-
oldalra és a protoplazmatikus (P)-oldalra.

Egy, a GABA, receptor (GABAAR) B3 alegység ellen készitett antitest a P-
oldal intramembran fehérjéinek (IMP) siirii csoportjat jeldlte meg. A GABAerg
szinapszisokban nagy a helyi GABAAR alegység immunarany sirliség, ezért egy
ezen alapuld nem elfogult koriilhataroldé modszerrel hatdroztuk meg a vélt
GABAerg szinapszisok hatarat. Ezt kovetden GABAA R és NMDAR alegységek
elleni kettés immunarany jel6lés segitségével megbecsiiltik az NMDA receptor
alegységet tartalmazo GABAerg szinapszisok minimum aranyat. Mindegyik NMDA
receptor alegység ellenes antitest erds jelolést adott a piramissejt-tiiskéken, de
asszocialodott a GABAAR tartalmt periszomatikus szinapszisokkal is. Az antitest
hattérjelolését a periszomatikus E-oldalon mértiik és elhanyagolhaté mértékiinek
bizonyult (0,31£0,08 aranyszemcse/um2 a GIluNl estében, 0,79+0,16
aranyszemecse/pm2 a GluN2A és 0,55+0,18 aranyszemcse/um2 a GluN2B alegység
esetében). Az NMDAR jelstirtiség a GABAerg szinapszisokban azonban 29,80+6.85
aranyszemcse/um2 (n=82 szinapszis, 3 egér) volt a GIluNl1, 47,77+6,77
aranyszemcse/um2 (n=48 szinapszis, 2 egér) a GIuN2A ¢és 45,83+11,58
aranyszemcse/um2 (n=44 szinapszis, 2 egér) a GluN2B immunarany reakcio
esetében. Masképpen fogalmazva, a szinaptikus NMDAR siiriség a mért hattér-
jelolés 99,06-szorosa a GluN1, 62,78-szorosa a GIuN2A és 94,79-szorosa volt a
GluN2B immunreakcié esetében. Ennek megfelelden, azt talaltuk, hogy a
periszomatikus GABAerg szinapszisok 66,2+6,8%-a (n=82) volt GIuNI1 pozitiv,
65,5+11,1%-a (n=48) volt GIuN2A és 70,5+£9,6%-a (n=44) volt GIuN2B pozitiv, és
a szinaptikus receptorstiriség minden egyes szinapszis estében meghaladta a hattér
mértékének 30-szorosat. Az egy szinapszisban 1évé atlagos NMDAR
aranyszemcseszam az ~ NMDAR  pozitiv  szinapszisokban  3,02+0,51
aranyszemcse/szinapszis volt a GIuN1, 5,21+0.95 a GIuN2A ¢és 4,41+0,54
aranyszemcse/szinapszis a GluN2B esetében. A mérési eredményeink kissé
alulbecsiilhetik a tényleges szinaptikus NMDAR surtiséget a tobbi membrannal
Osszehasonlitva, mert a nagy striségi GABAsR jelolés akaddlyozhatja az
NMDAR-asszocidlt immunarany részecskék hozzaférését a szinapszishoz. Az
aranyszemcsék szama és a szinaptikus teriilet szignifikdns pozitiv korrelaciot
mutatott minden alegység-jelolés esetében (Spearman-R korrelacio; r=0,3652,



p=0,00074 a GluN1 esetében; r=0,5002, p=0,00029 a GIuN2A esetében; r=0,4018,
p=0,0069 a GluN2B esetében), vagyis minél nagyobb egy szinapszis, annal tobb
NMDAR alegységet tartalmazott. Az aranyszemcsék stirtisége viszont nem valtozott
a szinaptikus teriilettel (Spearman-R korrelacié; r=-0,0031, p=0,9781 a GluNI
esetében; r=0,1357, p=0,3576 a GluN2A esetében; r=- 0,2923, p=0,0542 a GluN2B
esetében). Nem talaltunk szinaptikus GluNl-re jelolt aranyszemcséket a
piramissejtek szomajan a piramissejt specifikus GluN1 génkiiitott egerekben (n=34
szinapszis, 2 egér). Az interneuronok dendrittdrzsére érkez0 glutamaterg
szinapszisok viszont intenziven jelol6dtek ezekben a génkiiitott allatokban.

Tekintve, hogy elektrofiziologiai kisérletek mar mutattdk, hogy
extraszinaptikusan is vannak NMDA receptorok, megvizsgaltuk az extraszinaptikus
sejttest membranokat is. Az extraszinaptikus NMDAR stirtiség 6,76+1,72,
9,10+1,51 és 2,65+0,66 aranyszemcse/um?2 volt kiilon-kiilon a GluN1, 2A és 2B
alegységek elleni immunreakcioban. Ez a stirtiség 4,49-szor, 5,41-szor és 17,62-szor
volt alacsonyabb a szinaptikus stirtiségeknél, de még mindig 22,05-szor, 12,02-szor
és 5,49-szor nagyobb a hatter festddésnél a GluN1, 2A és 2B alegységek elleni
reakciokban egyenként.

Osszefoglalva, a CAl piramissejtekre érkezd periszomatikus GABAerg
szinapszisok legalabb kétharmada tartalmaz NMDA receptor alegységeket a felndtt
hippokampuszban.

4.8. Mindkét Kkosarsejt-tipus altal képzett szinapszisban megtalalhaték a
posztszinaptikus NMDA receptorok

Azért, hogy meghatarozzuk az NMDAR pozitiv GABAerg szinapszisok
forrasat, és hogy tovabb erésitsiik, hogy kizardlag posztszinaptikusak az NMDA
receptorok, beagyazas el6tti immunarany kisérleteket végeztiink GluN1, 2A és 2B
alegység ellen a CAl hippokampalis régioban. Minden alegység festés
posztszinaptikusan helyezkedett el a periszomatikus GABAerg szinapszisokban.
GABAerg terminalisok nem festédtek. A periszomatikus GABAerg szinapszisokban
mért aranyszemcsék linearis strlisége a GluN1 reakcioban 0,520 aranyszemcse/pm
volt, mig az extraszinaptikus jelolés joval alacsonyabb volt (0,058
aranyszemcse/pum). Ez az eredmény tovabb megerdsiti, hogy az NMDA receptorok
specifikusan a GABAerg szinapszisokhoz asszocialodnak.

Ezt kovetéen immunarany-immunperoxidaz kettds jeldlést végeztiink
NMDAR-parvalbumin (PV) és NMDAR- vezikularis glutamate transzporter 3
(vGIuT3) ellen. Az utobbirdl jol ismert, hogy kizardlag a kolecisztokinin (CCK)-
tartalmu interneuronokban talalhaté meg a hippokampuszban, és koriil-beliil 90%-at
jeloli meg CCK-pozitiv kosarterminalisoknak a CA1 régioban. Azt talaltuk, hogy a
PV pozitiv termindlisok altal képzett szinapszisok 42,6%-a (n=47 szinapszis 2
egérbol) volt jelolt GluNlalegységre, 36,4 % (n=33, 2 egér) GIuN2A alegységre és
30,6% (n=36, 2 egér) volt jelolt GluN2B alegységre. A vGluT3 pozitiv termindlisok
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. Habar a munkank sordn a
periperiszomatikus szinapszisokra fokuszaltunk, néhany dendritikus gatlo szinapszis
szintén pozitiv volt NMDAR alegységekre.



Mivel az nNOS és az NMDA receptor antitestek mind nyulban késziiltek,
igy nincs megbizhatdé modszer arra, hogy direkt kolokalizaljuk ezeket az
antitesteket. Ennek ellenére, az a tény az nNOS és az NMDA receptor jelen volt a
kosarsejt-szinapszisokban, szintén erésen azt sugallja, hogy kolokalizalédnak a
periperiszomatikus GABAerg szinapszisok posztszinaptikus kompartmentjében.

5. Kovetkeztetések
Jelen értekezés legfontosabb kdvetkeztetései:

(1) a hippokampalis piramissejtekben az nNOS asszocidlodik a kiilonbdz6 -mind
PV, mind CCK/VGIuT3 kosarsejtek altal képzett- GABAerg szinapszisok
posztszinaptikus aktiv zonajaval,

(2) az NOsGC megtalalhat6 az interneuronoknak mind a szomato-dendritikus mind
az axon terminalis kompartmentjében,

(3) NOsGC alpl1 kizardlag az interneuronokban fejezddik ki, mig o2p1 alegység
kompozici6 piramissejtekben talalhato,

(4) NMDA adagolasa hatarozott c¢cGMP novekedést okozott a GABAerg
kosarterminalisokban NMDAR-, nNOS- és NOsGC-fiiggé6 médon specifikusan a
halmozodas NMDAR fiiggetlen modon jott 1étre,

(5) az NMDAR GIluN1, GIuN2A ¢és GluN2B alegységei feldusulast mutattak a
GABAerg szinapszisokban, és kizarolag posztszinaptikusan helyezkedtek el,

(6) a periszomatikus GABAerg szinapszisok legalabb kétharmada tartalmazott
NMDA receptort -mindharom vizsgalt alegységet- tizedakkora stirliségben, mint a
glutamaterg szinapszok,

(7) mind a PV, mind a CCK/vGluT3 tartalmi kosarsejt terminalisok altal képzett
szinapszisok tartalmaztak NMDA receptorokat.

Eredményeink tiikkrében a CA1 piramissejtek periperiszomatikus GABAerg
szinapszisaiban kifejez6d6 NMDA receptorok helyi aktivacidja képes megfeleld
mennyiségii kalciumot biztositani az nNOS aktivalasahoz. Kdvetkezésképpen az
NMDAR-nNOS-NO-NOsGC-cGMP jelpalya hatékony aktivitas-fiiggd szabalyozdja
lehet ezen szinapszisok neurotranszmisszidjanak.

Az NMDA receptorok koincidencia detektor tulajdonsidga miatt, a NO
rendszer aktivalasa csak a pre- és posztszinaptikus sejt, vagy a haldzati aktivitasra
reagald gliasejt és a posztszinaptikus sejt egyiittes aktivacidja soran, lokalis
kalciumszint ndvekedéssel és szinapszis-specifikusan alakul ki, preciz szabalyozast
téve lehetdvé a pre- és posztszinaptikus sejt kommunikacidjaban.
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