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Mintavételezés, patkany hippocampalis dendrittiiskéiben talalhaté WAVE-1 fehérje

eloszlasanak vizsgalatahoz

cres

rétegében taldlhatd dendrittiiskék spinoplazmajaban, a citoszkeletaris vazelemekhez
kapcsolodo WAVE-1 fehérje eloszlasanak monitoring vizsgalata. Napjainkra elfogadott
ténnyé¢ valt, hogy a szinaptikus hatékonysaggal (LTP) szoros kapcsolatban all6 dendrit tiiske
morfoldgiaban bekdvetkezd valtozasokat a foként F-aktin polimerbdl allo citoszkeleton
hatarozza meg. Az aktin filamentumok, aktin koto fehérjek és jelatviteli molekulak altal
kozvetitett Gijraszervezddése teszi lehetdve, hogy végbe menjenek a tanuldsi folyamatok
molekularis alapjaul szolgalo tiiskealakbeli valtozasok. A preszinaptikus mintazattol fiiggd
atszervezOdés Osszetett biokémiai utvonalakat foglal magédba, melyek nélkiilozhetetlen
alkotoeleme a WAVE-1, Wiskott-Aldrich szindroma Verprolin homolog struktir fehérje. A
WAVE-1 jeleket kozvetit a kis molekula tomegli Rac GTP-azoktol az Arp 2/3 komplexhez,
mely az elagazé aktin polimerizacioban, ezéltal a tiiske ndvekedésében vesz részt.

A kisérlet soran vizsgalt minték fiatal: 7, 14 és 21 napos illetve felnétt (3-5 honapos)
szarmaznak. A kivalasztott €életkorok jol szemléltetik az allatok idegfejlodési sajatsagainak
egyes allomasait, melyek esetén szembetling kiilonbségek fedezhetdk fel a spinogenezis
folyamaténak kiilonb6z6 stddiumaiban 1évo képzédmények felépitésében, pl.: a PSD receptor
komplexének Osszetételében. A patkdnyok korai egyedfejlodése soran figyelemmel kisérhetd,
miként valnak alkalmassa érzékszerveik a kdrnyezeti ingerek egyre szélesebb tartomanyanak
felfogasara és ezzel parhuzamosan, hogyan alakulnak ki ideghalézatuk kapcsolatai. Az
ujsziilottek (PO- posztnatalis fejlédés 0. napja) teljesen vakok, siiketek, igy a kiilsé kornyezet
ingereit kis mértékben képesek érzékelni (bajusz szalak), csupan spontan mozgasokat
végeznek. A hippocampalis dendritek kezdetleges tiiskére utalo felszini képletekkel,
filopodiumokkal rendelkeznek. Az éretlen fazisban a dendritikus kindvések vékonyak és
hosszuak, nem kiilonithetd el rajtuk az érett tiiskékre jellemz6 feji, nyaki régid. A kialakulo
tiiskékre jellemzd, AMPA, metabrotdb glutamat receptor illetve szamos ,,scaffolding” fehérjét
tartalmazo elektrondenz membran vastagodas, a PSD-ben, egészen a 14. sziiletés utani napig
tobb alegységbdl (NR2A és NR2B) 4llo6 NMDA receptorok taldlhatok. Az NR2A egységeket
is tartalmazo receptorokat a fejlodés 21. napjara felvaltjak a csupan NR2B-t tartalmazok,
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gomba alaku dendrittiiskék a filopédiumok ellenében. A tiiske érési folyamat soran a tiiske
stiriségben bekovetkezd fokozdodas, hossz csokkenés és filopodium szam csokkenés
kovetkezik be. Ezek alapjan eltéro életkoru egyedek esetén feltételezhetjiik a fehérjék
tiiskebeli eloszlasanak kiilonbségét. A 14-15. napon kisérleti alanyaink szemiik kinyilik,
elkezdenek maszkalni, a hippocampalis formatio részét képezd gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek fejlodése is ekkorra fejezddik be, 21 napos allatok hippocampusa nem
mutat szerkezeti eltérést a felndtt allatokeéitol.

A hippocampus Ramon y Cajal nomenklaturéja szerint régid superiorra és régio
inferiorra oszthatd, mig a hagyomanyos nevezéktan CA1-CA4-vel jelolt teriileteket kiilonit el.
szinaptikus plaszticitas emldsokben eldforduld egyik formajat az LTP-t a Gyrus dentatus
szemcsesejteitdl a CA3 régiod orias piramis sejtjeihez irdnyuld moharost szinapszisoknal és
azoktol a CA1 régidhoz futd Schaffer kollateralis szinaptikus kiterjedésekben tanulméanyoztak
legalaposabban in vitro farmakologiai kutatasok soran, (a temporalis lebeny epilepszia
gatlastalanitast igénylo kisérletei soran a CA3 régioban gyakorta jelentkezo epileptiform
aktivitast kisérd agyvérzés vizsgalatok egész sorat tette tonkre.)

A hippocampus szdvettani felépitését tekintve lamellaris szerkezetii, vagyis a jellegzetes
triszinaptikus kapcsoltsagi kor kb. a hippocampus hossztengelyére merdlegesen szervezddik,
4 rétege jol elkiilonithetd a hippocampalis keresztmetszeteken. Koziiliikk a CA1 régio stratum
radiatum rétegét helyezziik figyelmiink kdzéppontjaba. Mintavételezésiink soran
transzmisszios elektronmikroszkdppal pasztazzuk koriil az uranil-acetat-olomcitrat
kontrasztfokozasnak alavetett, Meses gridre felvett metszetet €s az erre szolgald AnalySIS
software segitségével készitiink felvételeket az aranyszemcsét tartalmazo dendrit tiiskékrol,
melyek Ggy metszddtek el, hogy a szinapszist kialakitd axontermindlis és tliske PSD-t
hordozd szinaptikus membran kozotti szinaptikus rés jol elkiilonithetd, ezaltal pontos
axodendritikus tdvolsag mérést tesz lehetdvé a késdbbiekben. Toreksziink a lehetd legtobb,
ezen kritériumnak eleget tevo tliske lefényképezésére. Az altalunk vizsgalt rétegben szdmos
transzmitter vezikulat tartalmazo, mitokondriumban gazdag axonterminalis, dendrittorzsek,
asztrocytak és beflizodésekkel taglalt interneuronok is hordozhatnak jel6lést a tiiskéken kiviil.
Elszortan veldshiivelyes axon atmetszetekkel és kapillarisokkal is taldlkozhatunk. ,,Megfeleld
egyed” észlelésekor tobbnyire 50-75.000-szeres nagyitassal készitlink felvételt a tiiskérdl a
kép ¢élességét uigy bedllitva, hogy az aranyszemcse kdrvonalai tisztan kirajzolodjanak. A
stratum pyramidale, piramis sejtek sejttestjeit tatalmazo rétege alatt elhelyezkedd, a sejtek

apikalis dendritjeinek teret ado stratum radiatum rétegében homogén tiiskepopulacio talalhato.
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A minta, egy 70-80 microméter vastagsagu, vibratdmmal készitett trapéz alaku metszeten
preembedding arany jeloléssel lathatova tett fehérjéket tartalmazo tiiskék halmaza. A fehérjék
ellen termeltetett antitestekkel vald inkubacio lehetévé teszi a metszet felszinéhez viszonyi-
tott, felsd 3-5 (8) micron vastagsagu réteg jelolését.

Az immunarany reakcié mennyiségi analizise soran Image J softwarrel 3 tavolsag keriil
lemérésre. Az axodendritikus tdvolsag, abban az esetben, ha az aranyszemcse a tiiske
membranon beliil talalhat6, a PSD két széle altal meghatarozott, szinaptikus membranra
allithat6 merdleges egyenesek kozti tartomanyban 1év6 aranyszemcse, szinaptikus
membrantol (PSD) val6 legrovidebb tavolsaga. A szinaptikus specializacidohoz viszonyitott
tartomanyon kiviil esé szemcséket kihagyjuk a mérésbol. (Az axodendritikus tavolsagot,
ugyanazzal a tiiskével szinaptizalé preszinaptikus axonterminalisban talalhat6 jelolt
vezikula(k)tol is lemérjiik az esetben ha teljesiil ra az el6bb emlitett feltétel. Radialis
tavolsagon az aranyszemcse nem szinaptikus membrantol valo legrévidebb tavolsagat értjiik,
melyet nem mériink le, ha az a PSD két széle és a tiiske geometriai kozéppontja 4ltal
meghatarozott haromsz6gon beliil helyezkedik el. Az aranyszemcsék geometriai tavolsagat a
tiiske geometriai kdozéppontja és a membran legkozelebbi pontja kozti szakasz adja meg. A
normalizalt radialis tavolsagot:

dN=d1/(d1+d2) egyenletbdl szamitjuk, ahol d1 a radialis és d2 a tiiske geometriai
kozéppontjatdl vald tavolsag. Igy 0, egy a plazmamembrannal 1év6 szemcsének, 1 a tiiske
centrumban lévének felel meg. Az aktin kotd fehérje és a tiiskeparaméterek (figyelembe véve
a PSD-t, endocitotikus zonat és a tiiske nyakat) kozti kapcsolat felfedése érdekében szintén
szintén elemezni fogjuk az aranyszemcsék PSD-tdl vett tangencidlis tdvolsagat a tiiskehéjban.
Adataink normalizaciojat kdvetéen a PSD szélével hataros aranyszemcsék 0, mig a PSD két
sz€1étd] egyenld tavolsagra fekvok 1 értéket vehetnek fel. A normalizalast kovetden az adatok
abrazolasa felfedi, hogy az adott ABP el6fordulasa elsddlegesen a tiiske mely résztertiletén

helyezkedik el.
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