Szakmai beszamolo az F037769 szamu
"Az NMDA receptor alegységek szerepe kisagyi szemcsesejtek fejlodésében: vizsgalatok egy
transzgenikus egértorzsben" c.
OTKA palyazat keretében 2001-2005. kozott elvégzett kisérletekrdl és azok eredményeirol

L In vivo vizsgalatok

I.1. Az NR2C-2B transzgenikus és vad tipusu egerek sziiletést koveto sulygyarapodasanak

meghatarozasa

Az NR2C-2B (6 alom), valamint a
07 kontroll, vad tipustt (WT; 5 alom) egerek
2] ' i)@; i posztnatalis sulygyarapodasat a sziiletést
20_ Zﬂii kovetd els6 honap sordn naponta, majd az

allatok 2 és 3 honapos kora kozott hetente

= meghataroztuk (1. 4bra). Az elsé

07 posztnatalis héten az allatok testsulyaban

54 semmilyen kiilonbséget nem taldltunk. A 2-

, ol ' ' ' ' ' ' 3. hét soran a transzgén allatok testtomege

0 10 0 iletés dininap 50 6 némileg, de nem szignifikdnsan kisebb volt,

1. Abra. Az NR2C-2B és a vad tipusa (WT) egerek mint a vad tipusi allatoké', de ez a
stlygyarapodésa a posztnatalis fejlddés soran. retardacio a feln6tt transzgén allatokban mar

nem volt kimutathatd6. A 3 hetes kort
kovetden - az irodalmi adatoknak megfelelden - a himek testsulya mind a transzgén, mind a vad
tipusu allatok esetében meghaladta a ndstényekét, de a transzgén, illetve nem transzgén, azonos
nemu allatok testsulydban nem volt szignifikans kiilonbség. A testsulygyarapodas vizsgalata
mellett hisztologiai és viselkedési vizsgalataink (1d. késobb) is alatdmasztottak, hogy az NR2C-
2B alegységcsere a mutans egerekben nem vezet silyosabb fejlodési rendellenességekhez.

1.2. Az NR2C-2B alegységcsere Kisagyfejlodésre gyakorolt hatasanak hisztologiai
vizsgalatai

I.2.a. A kisagykéreg fejlodésének vizsgalata NR2C-2B és NR2C-/- allatok Nissl-festett
metszeteiben

Kiilonbozo életkort (7, 10, 14, 21 napos, valamint 1, 4 és 12 hdnapos) vad tipusu és
transzgén allatok kisagyabol 30 pum-es, Nissl-festett metszeteket készitettiink, majd a Lucia
képelemezd program segitségével meghataroztuk az egyes kisagykérgi rétegek — kiilsé
szemcsesejt-réteg (EGL), molekularis réteg (MOL), valamint belsé szemcsesejt-réteg (IGL) —
atlagos vastagsagat (2. abra). Az eredmények statisztikai kiértékelése megmutatta, hogy a
transzgén allatokban az EGL vastagsaga kis mértékben, de nem szignifikdnsan megndtt, mig a
MOL vastagsdga a 10. posztnatalis naptdl kezdve jellegzetesen lecsokkent. Az IGL
vastagsagaban csak a felndtt allatokban talaltunk kiilonbséget: a transzgén allatokban a
rétegvastagsag szignifikdnsan kisebbnek bizonyult. A NeuroLucida program felhasznéalasaval a
kisagyi szemcsesejtek atlagos sejttest-méretének, valamint sejtstiriségének meghatarozasara is
mod nyilt: a szemcsesejtek mérete a vad tipusu és a transzgén allatokban életkortol fliggetleniil
hasonlénak adodott, de a transzgén allatokban az els6 1 honapos életkor alatt szignifikansan

' Az allatok sulygyarapodasat az elvalasztisig az alom mérete is befolyasolja. A napi vizsgalatokba bevont vad
tipusu és NR2C-2B egerek esetében a transzgén almok egyedszama nagyobb volt, ami az atmenetileg
megfigyelhetd, kisebb mértéki atlagos sulygyarapodast jol magyarazza.



csokkent sejtsiiriséget kaptunk (2. abra). Eredményeink bizonyitjak, hogy az alegységcsere
mar a posztnatalis fejlodés korai szakaszatol kezdve a kisagyi szemcsesejtek szamanak,
valamint a molekularis réteg vastagsaganak csokkenéséhez vezet.
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2. abra. Hisztologiai rétegvastagsagok a MOL (A) és az IGL (B) rétegben,
valamint az atlagos szemcsesejt-méret (C) és az IGL sejtstiriség (D) valtozasa
vad tipustt (WT) és NR2C-2B egerek posztnatalis fejlédése soran. *: p<0,05

Az alegységcsere miatt az NR2C-2B egerekben kettds fenotipus nyilvanul meg - egyrészt az
NR2C alegység-fehérje hianyzik, masrészt az NR2B alegység tultermelddik. Ezért annak
eldontésére, hogy a megfigyelt anatdmiai valtozasok az NR2C alegység hidnyanak vagy az
NR2B alegység sejt-specifikus tultermeltetésének koszonhetéek-e, az NR2C alegységre hianyos
(k.0o.; NR2C™") egértorzs korai posztnatalis kisagyi fejlédésének vizsgalatat is elvégeztiik. Erre
az adott lehetdséget, hogy heidelbergi laboratoriumokkal végzett egyiittmiikodés keretében
NR2C k.o. allatokat is kaptunk tenyésztésre.

Az NR2C™" egértorzsrél korabban publikalt irodalmi adatok csak arrol szamoltak be, hogy a
felnott egerek kisagykérgében nagymértékii anatomiai elvaltozdsok nem mutathatoak ki, de a
kisagykérgi rétegek kialakulasat a korai posztnatalis fejlédés soran nem vizsgaltak. Eppen ezért
a kisagykéreg hisztologiai rétegvastagsag-mérését 8 és 16 napos korban perfundalt NR2C™" és
vad tipusu egerekben is elvégeztik, ¢és a kapott adatokat az NR2C-2B egértérzsben
megfigyeltekkel Osszevetettik (1. tablazat). Az NR2C-hidanyos allatok kisagyi rétegeinek
fejlodése a vad tipusu egerekben megfigyeltekkel megegyezo volt. A rétegvastagsag mérések
mar bizonyitékul szolgaltak arra, hogy az NR2C-2B egerekben megfigyelt korai kisagyi
valtozasok elsésorban az NR2B alegység tultermelddésének és nem az NR2C alegység
hianyanak készonhetdek.

Table 1
Thickness of cerebellar layers and TAG-1-positive zones in &- and 16-day-old (P8 and P16, respectively) NR2C-2B and MR 2C knock-out animals, measured in
midsagittal sections of the vermal region, in the same location of three cerebellar lobules (lobules 3, 4/5, and 9)

Mouse line PE P16
EGL TAG-1 positivity MOL IGL MOL IGL
NR2C-2B wt 463+ 42 284 = 29 96.8 + RB6 1134 + 84 194.7 = 20.7 119.6 £ 125
mutant 427+ 49 287 + 48 933 £ 6.5 1143 £ 6.5 158.7 £ 16.7%*# 113.9 + 86
NR2C k.o, wi 438+ 45 335 + 58 101.9 + 9.1 1372 =97 194.1 + 344 146.2 = 1603
k.o. 404+ 37 346 = 41 1064 £ 72 1337 £ 5.8 1756 £ 188 159.2 +£ 9.75

1. tablazat. Az EGL, MOL és IGL, valamint a TAG-1 pozitiv premigratoros zona vastagsaganak hisztologiai
megallapitisa az NR2C-2B, valamint az NR2C™"" egértorzs 8 (P8) és 16 (P16) napos egyedeiben.




1.2.b. Felnott NR2C-2B egerek kisagykérgének elektronmikroszkopos vizsgalata

A szemcsesejtek szamdnak csokkenése a kisagykéreg idegsejtjeinek kapcsolatrendszerét is
megvaltoztathatja. Ennek bizonyitdsara 3 vad tipusu és 3 NR2C-2B allat kisagyanak IX-X.
lebenyébdl  készitett ~mediansagittalis metszetekb6l a  pidlis  felszintél  kiindulva
elektronmikroszkopos sorozatfelvételeket készitettiink. A vad tipust és transzgén allatokbol
készitett elektronmikroszkdpos felvételek hasonld képet mutattak, szembetlind ultrastruktaralis
elvaltozasokat nem taldltunk (3. 4bra). A teriiletegységre vonatkoztatott szinapszis-szam®
eloszlasfliggvénye azonban megmutatta, hogy a transzgén allatokban a Purkinje dendrittiiskékre
adott serkentd szinapszisok szama szignifikdnsan redukalodott (4. abra). Mindez arra utal, hogy
az NR2C-2B allatok Purkinje sejtjein szignifikansan kevesebb a serkenté szinapszisok
szama — ezt valoszinlileg a szemcsesejtek pusztulasaval lecsokkend paralell rostok szdmanak
csokkenése magyarazza, és Osszhangban all azzal a hisztologiai megfigyelésiinkkel, hogy a
» B MOL vastagsaga a felnott allatokban is szignifikansan lecsokken.
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3. abra. Parallel T akent Seimapsaisok scéma
rost-Purkinje  sejt 4. abra. A serkentd szinapszisok latoterenkénti megoszlasa vad tipust (WT,
dendrittiiske szinap- fehér oszlop) és NR2C-2B (fekete oszlop) allatokban. Az alegységcsere az
szis. mérce: 0.2 um atlagos szinapszis-szam csokkenéséhez vezetett.

I.2.c. Felnétt NR2C-2B egerek Purkinje-sejt morfologiajanak vizsgalata Stensaas-féle
Golgi impregnacioval

In vivo a teljes Purkinje-arborizacid vizsgalata immunhisztokémiai mddszerekkel nehezen
kivitelezhetd. A  Stensaas-féle Golgi impregnaci6 azonban egy-egy sejt teljes
nyulvanyrendszerének kirajzolasara is alkalmas lehet. Azért, hogy az alegységcsere Purkinje
modszert is alkalmaztuk.

4 vad tipust és 5 NR2C-2B felndtt allat kisagyat impregnaltuk, majd a IX-X. lebeny
medinsagittalis metszeteibél készitett felvételeken az egyedileg jelolt Purkinje sejtek
dendritek vastagsagat meghatdrozva a primér dendritfak vastagsdgdban nem talaltunk
kiilonbséget. A vad tipusi Purkinje sejtek secunder &4gai az elvarasnak megfeleléen
szignifikansan vékonyabbak voltak, mint a primer dendritdgak. A transzgén Purkinje sejtek
secunder agvastagsagai azonban a primer dendritdgakéval megegyeztek és a vad tipushoz
viszonyitva szignifikdnsan vastagabbaknak bizonyultak (6. 4abra). Mindezen eredmények
igazoljak, hogy az NR2B alegység felnéttkori termelddése a kisagyi szemcsesejtekben a

e rer

2 A felvételek elemzésekor csak azokat a serkentd szinapszisokat vettiik figyelembe, amelyek a Purkinje sejtek
dendrittiiskéin végzddtek (1d. 3. abra).



A transzgén allatok  Purkinje  sejteinek
dendritikus arborizacidjanak fejletlenségét
kollaboracioban elvégzett in vitro vizsgalatok is
alatamasztottadk. F. Metzger és munkatérsai taléld
kisagy-szelet tenyészetekben elvégzett részletes
Purkinje-morfologiai  elemzések  elvégzésével
hasonlé kovetkeztetésekre jutottak (Metzger és
mtsai., 2005°).
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mérce: 25um 6. abra. A primer (bal oldal) és a secunder (jobb oldal)
5. abra. Golgi-impregnalt Purkinje sejtek. dendritfa vastagsaga NR2C-2B és vad tipusa (WT)

egerek kisagykérgében. *: p<0,01

I.2.d. Az alegységcsere hatasa transzgenikus Kisagyi szemcsesejtek in vivo migracios

képességének megvaltozasara - immunhisztokémiai vizsgalatok

Az OTKA palyazat eredeti célkitlizései kozott
nem szerepelt a szemcsesejt-vandorlds in vivo
elemzése. Németorszagi egylittmiik6do
partnereink azonban tuléld kisagyszeletekben
bizonyitani tudtak, hogy a migralé szemcsesejtek
egyik jellemzd markerét, a TAG-1 molekulat
kifejez6 sejtek szama a transzgén allatokban
jelentdsen feldusul, emellett az Gin. premigratoros méree Imn
zondban (pmz, ld. 7. ébra) a fiatal, posztmitotikus
szemcsesejtek szama is megnd (Metzger ¢és
mtsai., 2005%). Mindez arra utal, hogy az OTKA
palyazat kiindulasi hipotézisével 6sszhangban az
alegységcsere a  szemcsesejtek  migracios NR2C/2B =
tulajdonsagait in vivo is befolyasolhatja. Ezért . ~ p—
hisztokémiai, kett6s immunfestések sorozataval gty et ’
vizsgaltuk, hogy a talélé  kisagyszelet-
tenyészetekben in vitro megfigyelt valtozasok in
vivo is kimutathatoak-e.

8 ¢és 16 napos (P8 ¢és P16) allatokban a mézee 20
posztmitotikus szemcsesejteket NeuN, a vandorlé | 7. 4bra. TAG-1 (piros) és calbindin (z0ld)
szemcsesejteket TAGI, a molekularis réteg | immunhisztokémiai festésck P8 és P16 vad
vastagsagat jelzé Purkinje sejtek dendritfajat tipust (WT) & transzgén (NR2C-2B) kisagyban.
pedig calbindin immunoreaktivitaisuk alapjdn azonositottuk (7. 4bra). Mivel az
immunreaktivitas eréssége a kimutatandé fehérje mennyiségével nem aranyos, a szemcsesejtek
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kovetni — a premigratoros zonat kirajzolé, TAG-1 immunpozitiv kisagyi rétegvastagsagok
kvantitativ elemzése a transzgén és vad tipusu allatok kozott azonban nem mutatott

3 Metzger F., Pieri I, Eisel U. (2005) Lack of NMDA receptor subunit exchange alters Purkinje cell dendritic
morphology in cerebellar slice cultures. Dev. Brain Res. 155:165— 168.



szignifikans kiilonbséget (I1d. 1. tablazat). A 10 napnal idésebb transzgén allatok calbindin-
immunoreaktiv molekuléris rétegének vastagsaga ugyanakkor — egybehangzdéan a korabbi,
hisztoldgiai eredményekkel — vékonyabbnak bizonyult.. Mindez azt jelzi, hogy az alegységcsere
sejtvandorlasra gyakorolt in vivo hatasanak Kkimutatasahoz a TAG1 immunreaktiv sejtek
kimutatasa, az immunreaktiv rétegvastagsag meghatarozasa nem elég érzékeny modszer.

A szemcsesejtek in  vivo  vandorlasi

kapacitasanak nyomon kovetésére ezért masik
hisztologiai megkdzelitést is alkalmaztunk. 10
napos, heterozigbta paroztatdsokbol szarmazd,
testvér transzgén és vad tipust egereket’ a tarko :
bére ald beadott 50 pg/testsuly g dozistt brom- . :
dezoxi uridinnel (BrdU) kezeltiink, majd 36 ora 6L
tulélést kovetden pefundaltunk. A kisagyak 30 pm-
es sagittalis metszetein a-BrdU immunhisztokémiai
festést végeztiink, majd az azonos lebenyek azonos [
pontjarol készitett mikroszkdpos felvételeken a | 8. abra. 10 napos korban BrdU-val kezelt allat
jelolt szemcsesejtek altal atlagosan megtett utat | IV-V. kisagylebenyében 36 oraval a jelSlést
meghatéroztuk (8. abra). A vizsgalatokat mind az | kovetSen —azonosithats, —a-BrdU pozitiv
NR2C-2B, mind az NR2C™" egértorzsben elvégeztik | SZomeseseitek. A vonalak a réteghatérokat, a
N , . pottydk a premigratoros zonabol mar kilépett,
(9. abra), az atlagosan megtett utat mindig az egyes | jelsit szemcsesejteket jelzik.
almokon beliil hasonlitottuk 0dssze. Korabbi

eredményeinkkel Osszhangban migracios Kkiilonbségeket csak az NR2C-2B allatokban
tapasztaltunk: az azonos alomboél szarmazé NR2C-2B egerekben a Kkisagyi szemcsesejtek
szignifikansan nagyobb utat tettek meg, mint a vad tipusu testvérek szemcsesejtjei (112 +£9
% atlagos megtett Gt a kontroll allatok atlagainak szézalékaban). Az NR2C™” egerekben ezzel
szemben az atlagosan megtett uthosszok kozott nem volt kiilonbség (99,9 + 15 %).
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9. dbra. Az NR2C-2B (bal oldali abra) és az NR2C™ (jobb oldali 4bra) almok transzgén és vad tipust testvér-
allataiban BrdU-val 10 napos korban megjeldlt szemcsesejtek atlagos eltavolodasa a premigratoros zonatol a
IV-V. lebenyben (um).

40

NR2C2B WT_NR2C28 NR2CKO NR2CWT

* Ahhoz, hogy a transzgén és a vad tipusu egerek kisagykérgében zajlo szemcsesejt-vandorlas mértékét
megbizhatdan Ossze tudjuk vetni, azonos alombol szarmaz¢ allatokat kellett vizsgalnunk. Korabbi vizsgalataink
ugyanis megmutattak, hogy a szemcsesejtek in vivo vandorlasi iitemét és fejlodését az allatok sziiletése kozotti akar
fél napos eltérés, valamint az alom egyedszama is jelentdsen befolyasolja. Ezért mind az NR2C-2B, mind az
NR2C™" egerek esetében heterozigota sziiléparokat paroztattunk, majd az almokbol a sziiletést kovetd 3-4. napon
farok PCR-rel meghataroztuk a homozigota vad és transzgén testvéreket. Ezeket a testvéreket kezeltik azonos
idében BrdU-val, majd a perfiziot és a BrdU immunhisztokémiai feldolgozast kovetéen a IV-V., a VI. és a VIIL
lebeny azonos pontjair6l készitett mikroszkopos felvételeken meghataroztuk a BrdU-val jeldlt szemcsesejtek
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Hisztologiai vizsgalatainkat dsszegezve elmondhatjuk, hogy az NR2B alegység hosszu tava
tultermeltetése a kisagyi szemcsesejtekben rendellenes kisagy-fejlodéshez vezet: a kisagyi
szemcsesejtek szdma lecsokken, a Purkinje sejtek dendritikus arborizacioja kevésbé fejlett,
valamint vékonyabba valik a Purkinje sejtek dendritfaja alkotta molekularis réteg (MOL) is. A
palyazat eredeti célkitlizésein feliil, in vivo koriilmények kozott is igazoltuk, hogy az NR2B
alegység taltermeltetése a kisagyi szemcsesejtek altal 36 ora alatt megtett uthosszt megnoveli,
azaz valoszinlileg fokozza migracios aktivitdsukat. NR2C™ dallatok felhasznalasaval
tobbszorosen bizonyitottuk, hogy a megfigyelt valtozasok nem az NR2C alegység hianyanak,
hanem az NR2B alegység tultermeltetésének a kovetkezményei.

1. Kisagyi szemcsesejt-tenyészetek in vitro vizsgalata

II.1. Az in vitro sejtmozgas-elemzésekhez idealis szemcsesejt-tenyésztési feltételek
meghatarozasa

Annak érdekében, hogy az alegységcsere hatdsa az in vitro tenyésztési koriilmények mellett

i1s minél korabban kimutathat6 legyen, nem csak az altalanosan hasznalt posztnatalis 6-8 napos,

hanem 10 napos allatok kisagyabol is megprobalkoztunk a szemcsesejtek izolalasaval. Az in

vitro vizsgalatokhoz ugyanis csak olyan tenyésztési feltételek a megfeleldek, amelyek mellett a

vad tipusi szemcsesejtekben az NR2C mRNS termelédése megindul® — ekkor ugyanis a

transzgén szemcsesejtekben a bevitt ("ektopias") NR2B gén is at fog irédni. Ebben a minél

késdbbi izolalasi kor eldnyt jelenthet. Ahhoz pedig, hogy a tenyészetekben fejlodd idegsejtek

nyualvany- ¢€s sejttestmozgasait kovetni tudjuk, a killtetést koveté 1-3. nap kozotti

videomikroszkopos vizsgalatokra van sziikség, mert ezt kovetden az idegsejt-halozatok

"stabilizalodnak" és a sejtmozgdsok intenzitasa nagyon lecsokken.

Western blot fehérje-kimutatassal sikertilt

P7 P10 . , . .

V2 7 10 cr 27 10 cor l.alzo’nyltanunk,, horgy a '10 napos allatokbol

Nrac ™ »——-W—-“‘ m 1zolaltrvad tlpu'su 'tenyeszet.e’kl’)en az NBZP

- alegység a tenyésztés 1. napjatol mar fehérje

tubulin ﬁ—.—" \v—-s\ szinten is Kimutathaté, mig az &ltalanosan

10. Abra. Az NR2C alegység megjelenése 7 és 10 | hasznadlt 7  napos  ¢életkorban  izolalt

napos vad tipusu egerek kisagyi szemcsesejt- | tenyészetekben az NR2C alegység csak az elsd

ten}{e:szeteiben a ’tenyésztés (DIV)’ 2., 7. é.s 10: hét végére jelenik meg (10. 4bra). Bar az
napjan. Pozitiv kontrollként kisagyi | .. . . i i

homogenizatumot hasznaltunk (cer). f)regebb allﬂatokbol kesmtgtt tenyészetekben az

izolalast kovetdéen valamivel nagyobb volt a

sejtpusztulas, sikeriilt olyan tenyésztési feltételeket kialakitanunk, amelyek mellett mind a 4, a 7

¢s a 10 napos allatokbol készitett tenyészetekben a tulélo sejtek 90-95 %-a szemcsesejtnek

- bizonyult (2. tablazat). A tenyésztési

C‘:ﬁ‘i:) &IFI‘:'[’:J T“[;‘: g;‘;lb“ koriilmények valtoztatasa soran a

- S : legoptimalisabbnak a poli-L-lizinnel, majd 1

g‘;’ g;;‘;’f 122 ;gif :3; ',:’;;; pg/cm® lamininnal bevont tenyésztési felszin
PI0 9936 =080 060 =060 3644 bizonyult. A tenyészetek fejlodését mind a

i i fotalis borju szérumot (MEM-FCS), mind a
2. tiblizat. NeuN & GFAP pozitiy scjtck definialt : (isszetételﬁ( Neuro)Basal—B27

megoszlasa 4, 7 és 10 napos (P4, P7, PI10) : , > . L
allatokbol készitett szemcsesejt-tenyészetekben a tapfolyadekban is optimalizaltuk.

tenyésztés 4. napjan.

> Az NR2C-t is tartalmaz6 NMDA receptorok elektrofiziologiai modszerekkel in vivo elsésorban az IGL-be mar
bevandorolt, érett szemcsesejtekben mutathatéak ki, bar van adat arra is, hogy az NR2C mRNS termel6dése mar a
premigratoros zoénaban is beindul.



Neol+
sejtek (50)

GFAP+
sejtek (%)

GABA+
sejtele (34)

NR2C-2B

n

988+083
4966

1,11+0,72
6268

333+131
1154

vad tipus

n

993608
3475

0,6 £0,69
3644

657191
1454

A 10 napos kort vad tipusta és NR2C-
2B allatokbol  izolalt szemcsesejt-
tenyészetek Osszehasonlitisit a GABA,
neuron-specifikus tubulin, NeuN, illetve

vezikularis glutamat transzporter2
(vGluT2) pozitiv  sejtek  ardnyanak
meghatarozasaval vizsgaltuk.
Eredményeink bizonyitjdk, hogy az

alegységcsere a tenyészetek - a fenti
immuncitokémiai markerekkel
meghatarozott -  sejttipus-osszetételét

11. abra. A kisagyi szemcsesejtekben eléforduld fébb
sejttipusok. A: GFAP+ asztroglia (narancs) és I1IB-tubulin+
idegsejtek (zold); B: vGluT2+ glutamaterg szemcsesejtek
(z6ld); C: GABAerg interneuronok (z6ld); D: a vad tipusu
és NR2C-2B tenyészetek sejttipusainak %-os aranya. A
seitmagok DAPI-val iel6ltek (A-B. kék). mérce: 50 um

nem befolyasolja (11. abra).

I1.2. A vad tipusu és az NR2C-2B szemcsesejt-tenyészetek dsszehasonlitasa

I1.2.a. Az NR2B alegység kifejezodésének vizsgalata
Az NR2B alegység kifejez0dését mind Western blottal, mind a-NR2B immuncitokémiai

WT NR2C-2B OWT

3
5 BTG
2

as

zit

DIV 2 7 2 7 5

NR2B ..-—ﬁ‘ "31,5
o1

=

tubulin M 0,8

P1ODIV2

12. abra. NR2B Western blot 10 napos vad tipust
(WT) és NR2C-2B allatokbol készitett szemcsesejt-
tenyészetekben a tenyésztés 2. €s 7. napjan. A
grafikon a tubulin tartalomra vonatkoztatott relativ
NR2B denzitas-értéket a WT tenyészetekhez
viszonyitva mutatja a 2. napon.

festésekkel 1is vizsgaltuk. Eredményeink
szerint a vizsgalt in vitro életkorokban az
NR2B alegység a vad tipusu tenyészetekben
is Kifejez6dik®, de a Kiiiltetést kovetéen
relativ.  mennyisége alacsonyabb, ¢s
mennyisége a tenyésztés eldre haladtaval
jobban  csokken, mint a  transzgén
tenyészetekben (12. abra). Ezzel 6sszhangban
az NR2B alegység jelenlétét a tenyészeteken
elvégzett immuncitokémiai festésekkel is
tudtuk detektalni (nincs bemutatva). Az NR2B
alegység jelenléte a vad tipusu tenyészetekben
ugyanakkor sajnalatos modon megneheziti az

NR2C-2B ¢és a vad tipusu tenyészetek kozott kialakulo funkcionalis kiilonbségek kimutatasat.

I1.2.b. A vad tipusu és NR2C-2B NMDA receptorok funkcionalis vizsgalata Ca-image és

excitotoxicitasi tesztek segitségével

Az egyes alegység-fehérjék immuncitokémiai vagy kvantitativ kimutatasa a miik6dd
ioncsatornak funkciondlis tulajdonsdgait még nem jelzi kozvetleniil. Ezért a vad tipust és
transzgén allatokbdl készitett tenyészetekben az NMDA receptorok fiziologids aktivitasat
neurofiziologiai mddszerekkel bizonyitottuk. Vizsgaltuk azt is, hogy az alegységcsere hatdsara
az NMDA receptorok mitkddésében funkcionalis kiillonbségek megfigyelhetdek-e.

% Az NR2B kimutatisa a vad tipust tenyészetekben nem meglepd, hiszen az NR2B alegység csak az in vivo életkor

3. hetében tiinik el a kisagybol.



Az eredeti terveken feliil lehetdségiink nyilt arra, hogy a tenyészetekben detektalhato
NMDA receptorok funkcionalis vizsgalatat Ca-image technika segitségével végezziik el’.

3750 uM NMDA
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N —
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A
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o’ — 100 uM
B2 A NMDA= 20
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1 7,,.1-«-»1-'\-"\,-/“‘_ g
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300 [sec]
B C

W
101 @NR2C28 p<0,001

13. abra. A szemcsesejtekben NMDA-val
Ca valaszok valthatéak ki, amelyek
MKS801-el teljesen (A), az NR2B specifikus
CP101,606 antagonistaval részlegesen (B)
blokkolhatéak. A CP101,606 blokkold
hatasa (C) a transzgén tenyészetekben
kifeiezettebbnek bizonvyult.

Méréseink megmutattadk, hogy az NMDA
receptorokon a glutamat, illetve NMDA kezelés
intracellularis Ca valaszokat valt ki, amelyek az
MKS801 non-kompetitiv antagonistaval teljesen,
mig az NR2B alegység-szelektiv CP101,606-al
(CP®) részlegesen kivédhetdek (13. dbra). Mindezek
az NMDA receptorok funkcionalis mukodését
bizonyitjak a tenyészetekben. A CP hatasa az
NR2C-2B sejteken kifejezettebbnek bizonyult.

Az NR2C-2B ¢s vad tipusu (WT) tenyészetek
NMDA receptorai kozotti funkcionalis kiilonbséget a
sejtek glutamat-kezelés iranti érzékenysége, azaz a
glutamat-kezelés hatdsara bekovetkezd sejtpusztulés
mértéke is jelezheti. Ezt a feltételezést a kisagyi
szemcsesejt-tenyészetek tapkozegébe  juttatott
glutamat-kezelés hatasara bekovetkezd sejtpusztulas
mérésével vizsgaltuk.

tulélo sejtek (%)

10 15 20

s

MTT modszerrel.

A

30 62,5 125

Glu (uM)

500

Eredményeink  alapjan az  NR2C-2B
tenyészetek a fiziologias mértéki, Kis
koncentraciéju (10-20 puM Glu) glutamat-
kezelésre nézve kis mértékben ugyan, de
szignifikansan érzékenyebbnek bizonyultak (14.
abra). A 30 uM feletti Glu mar azonos mértéki,
dozis-fiiggd sejtpusztuldst valtott ki a kiilonbozd
tenyészetekben. Mindezek alapjan feltételezheto,

14. abra. A vad tipust (fehér oszlop) és NR2C- hogy az NR2B/2C é-llatOk kisagyél?an in vivo
2B (fekete oszlop) tenyészetekben, kiilonbozé | megfigyelt szemcsesejt-pusztulas egyik oka pl. az

koncentracidju  glutamat kezelést kovetben | ]ehet, hogy az alegységcsere hatasara
tulélé sejtek életképességének Osszehasonlitasa

megvaltozott konduktanciajd NMDA receptorok
“érzékenyebbé” tehetik a szemcsesejteket a sejtek

folyadékkornyezetében talalhatd glutamat irant, ami excitotoxikus sejtpusztulasukhoz vezethet.

I1.3. A vad tipusu és NR2C-2B szemcsesejtek in vitro migracios tulajdonsagainak
osszehasonlitasa videomikroszkopia segitségével

I1.3.a. A vad tipusu és NR2C-2B szemcsesejt nyulvianyok és a sejttest-elmozdulasok
osszehasonlitasa
Hisztologiai munkank soran arra kovetkeztettiink, hogy az NR2C-2B allatokban lezajlo

crer

kornyezet jelentésen megneheziti a szemcsesejtek vandorldsdra hatd faktorok in vivo
vizsgalatat, migracidés vizsgélatainkhoz kis sejtstirliségli kisagyi szemcsesejtek in vitro
tenyészeteirdl készitett videomikroszkopos felvételek elemzését valasztottuk.

7 Az els6 Ca image méréseket az MTA-KOKI-ban végeztiik raciometrikus Fura2 feltoltéssel. A késébbiekben a
méréseket az ELTE Immunologia Tanszék konfokalis mikroszkop rendszerén, Fluo3 jelolésekkel folytattuk. Mivel
ez utobbi eljaras nem raciometrikus, a mérések kalibralasa még folyamatban van.

¥ A CP101,606 a Pfizer cég még fejlesztés alatt 4110, ifenprodil-szarmazék NR2B-alegységre specifikus gatloszere.
Kisérleteinkben torténd felhasznalast a cég kiilon engedélyezte.



Az ELTE Biolégiai Fizika Tanszék munkatéarsai a videomikroszkoépos felvételek készitését,
valamint a sejtmozgasok kiértékelését vezérld szamitdgépes programokat optimalizaltak, illetve
tovabbfejlesztették, igy a videomikroszképos felvételek rogzitése akar napokon keresztiil,

gyakorlatilag automatikusan tortént’.

5 Az  alacsony  sejtstirliségli  szemcsesejt-
tenyészetekben az idegsejt-nyulvanyok az aljzaton
torténé novekedését, valamint a mar kialakult
nyulvanyhalozatok mentén a sejttestek
elmozdulasat 10 perces felbontdssal, 48-72 O6ra
hosszi felvételsorozatokon kovettik, majd a
sejtmozgasok  nagy  esetszamu,  statisztikai
o oo elemzését is elvégeztiikk. Eredményeink alapjan a
15. 4bra. Egy szemcsesejt-tenyészetrél készitett | disszocialtatott kisagyi szemcsesejtek —intenziv
fazis-kontraszt felvételek, illetve az aljzaton | sejtvandorlasi periddusa a kitiltetést kovetd 60.
vandorlo  idegsejt-nyulvanyok, valamint a | 6rara lezajlik'’, ezért a videomikroszképos

tenyészetekben elmozdulo sejttestek kovetesével | folygteleket a kiiiltetést kovetd 6. és 50. dra kozodtt
elkészitett vandorlasi Gitvonalak (trajektoriak).

rogzitettiik.

Tobb szaz idegsejt mozgasi aktivitdsanak elemzésével %lzzi B
bizonyitani tudtuk, hogy az NR2B-2C alegységcsere a gjﬂi
nyulvanyok novekedési kupjanak in vitro mozgasat nem | £
befolyasolta (16. abra). Mindez nem meglepd, hiszen az %
NMDA receptorok elsGsorban a sejttesten, illetve a | £
dendriteken lokalizalédnak, és a novekedési kap " " " N
iranyitasaban kozvetlen szerepet nem jatszanak. ) time afterisolaion ) =
. A tenyé'szet’ekb?n megﬁgy’ell}eté sejttest-mozgasok 11\16@2[_);;. (\;ag glijrli:; gzyTészﬁib:s
idotartamat és atlagsebességet ezzel szemben az | et novekedési kapok atlagos
alegységcesere szignifikansan megnoévelte (17. dbra). A | vandorlasi sebessége.

kitiltetést kovetd elsd nap soran a

0 gy OSejiTestek dtlagsebessége
vad tipusi és a transzgén g e
szemcsesejtek  elmozduldsaban E
még nem tapasztaltunk &
kiilonbséget. A masodik nap z
folyaman a vad tipust E
tenyészetekben a szemcsesejtek " L'// Ca w a (ig
vandorlasa lelassult, ezzel sebesség (uuvh) el cheltile sebesség (uih)
szemben az NR2C-2B sejtek SO ) 6) ) O N UIEDEDN S 0 ) ) QB O ) D

"ig;

* WT 2025h
= TG 20-25h

atlagsebessége  kozel azonos
maradt. Mindezt a sebesség-
eloszlas fiiggvények''
"szétvalasa" is jol szemlélteti -

¥ +WT 35.40h
(3 2 q M = TG 35.40h
¢ H *a

bpitea.
}{}§}f};-.-".

gyakorisag

gyakorisag

35-40h

! sebesség-eloszlas fliggvények

azaz az NR2C-2B tenyészetekben | 17, spra. Vad tipusa (WT, kék) & NR2C-2B (TG, piros)
nagyobb maradt a gyors Sejtek tenyészetekben kovetett  sejttest-elmozduldsok — atlagsebessége,
arénya. illetve a kiiltetést kovetd 20-25. és a 35-40. oOra kozotti
idészakaszokra kiszamolt sebesség-eloszlas fiiggvények.

’ A megvalositasban eredetileg részt vallald Kovacs Janos doktorandusz PhD munkajat abbahagyta, igy feladatat
Czirok Andras, illetve Tarnok Krisztian vették at.

"9 A kiilonbozé életkorti allatokbol izolalt szemcsesejt-tenyészetek mozgasi aktivitisanak osszehasonlitasat kiilon
kozleményben kozoltiik.

' A sebesség-eloszlas fiiggvény azoknak a sejteknek a gyakorisagat adja meg, amelyek egy adott - az x tengelyen
feltiintetett - sebesség-értéknél nagyobb sebességgel vandorolnak. Azaz: minél gyorsabb sejtek taldlhatoak a
tenyészetben, annal "laposabb" képet ad log skalan az eloszlasfiiggvény.



I1.3.b. Az NR2B alegység szerepe a vad tipusu és NR2C-2B szemcsesejtek kozott
megfigyelheté migracios kiilonbség kialakitasaban

Annak bizonyitdsdra, hogy az NR2C-2B szemcsesejtekre mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott jellemzd nagyobb migracios aktivitas valoban az NR2B alegység
tultermelddésének a kovetkezménye, a videomikroszkopos vizsgéalatokat kiillonb6z6 NMDA
receptor blokkolok jelenlétében is el kellett végezniink. Ezeknek a méréseknek a végrehajtasa
nem vart technikai akadalyokba iitk6zott - a videomikroszkopos mérések kezdetén hasznalt
inkubatoros kamraban ugyanis egyszerre csak egy tenyészet vizsgalatara nyilt lehetdség, ami
tobb gatldszer parhuzamos alkalmazéasat nem tette lehetévé. Ezen nehézségek lekiizdésében az
ELTE Biologiai Fizika Tanszék munkatarsai altal kifejlesztett, 4 kamras videomikroszkopos
rendszer hasznalata nagy segitséget nyujtott. A kiiiltetések soran igy 4 parhuzamos tenyészetet
készitethettiink. A kezeletlen tenyészetekrdl a kiiiltetést kovetd 8-25. ora kozott felvételeket
készitettlink, majd a 25. érdban a testvér-tenyészeteket vagy tapfolyadékkal (kontroll), 20 uM
MKS801-el, 1 uM CP-101,606-tal (CP) vagy 1 uM Ro-256981-¢l (Ro) kezeltiik és a sejtek
mozgasat min. 10 tovabbi oran keresztiil kovettiik. Irodalmi adatok alapjan a CP csak az NR2B
alegységet tartalmazé NR1/NR2B diheteromer receptorokhoz koét, az Ro viszont mind az
NR1/NR2B di- és az NR1/NR2A/NR2B triheteromer receptorokat is képes blokkolni'?.

A gatloszerek  jelenlétében

0‘0210 20 SREELTN) 0 0 2 azebesjig ("mslg’ o 70 8 megﬁgyelhet6 vandorlasi
I e I sebességeket a gatloszerek addsa
002 s e > o .
MR g o z Yo elétti sebességekhez
g o : i T | T { viszonyitottuk gy, hogy a
-0,08 o WT 0,08 oWT , , .. 3
o1 S .G Y ¢p-101,606 .o sebesség-eloszlas figgvények

-0,12 -0,12

adott sebesség-tartomanyba esd
® | gyakorisag-értékeit kivontuk
egymasbol (18. abra). A korabbi
eredményekkel Osszhangban a

s : { . kezeletlen (kontroll) tenyésze-
e mk8o1 -1 R0-256981 w10 teknél a vad tipusi mozgd sejtek
18. 4abra. Kiilonb6z6 NMDA receptor antagonistak hatdsa vad | aranya csokkent, azaz ezekben a
tipusat (WT) ¢és NR2C-2B (TG) szemcsesejtek vandorlasi tenyészetekben a  sejtmozgis
sebességeére. Az abran a 15 um/h sebességnel gyorsabban mozgo | |elassult mig az NR2C-2B
sejtek adataibdl szamolt, a kezelést koveto, illetve megel6z6 5 oras L , .
> . . e S tenyészetekben a mozgo6 sejtek
idOtartamra meghatarozott sebesség-eloszlas fiiggvények egyes , i . , )
sebesség-kategoridiban  megfigyelt  kiilonbség-értékei  vannak sebesseg-eloszlasa kozel allando
feltiintetve. Minél negativabb a kiilonbség, az adott sebesség- | maradt. A nem-kompetitiv
kategériaji sejtek aranya annal jobban csokken (=lassulas). A | NMDA receptor blokkold
pozitiv ¢értékek az adott sebesség-kategoridju sejtek gyakorisag- | NMK801 a  kétféle tenyészet-
ndvekedését (azaz a gyorsulast) jelentik.

sebesség (um/h) sebesség (um/h)
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50
0,02 0,02 -‘

0 0

=IRRTRITIEE

-0,08

0,02

o %Mé%
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Pt

Kiilonbség
kiilonbség

tipusban kozel azonos modon
csOkkentette a vandorld sejtek aranyat. A vad tipusu és az NR2C-2B tenyészetekben a CP ¢és az
Ro azonban nem egyforman hatott: a CP a transzgén szemcsesejtek vandorlasi sebességét igen
jelentésen csokkentette, mig a vad tipusu tenyészetekben kisebb mértékben hatott. Az Ro ezzel

crer

hogy az NR2C-2B szemcsesejtekben az NR2B alegység tultermeltetése elsésorban az
NR1/NR2B diheteromer receptorok feldusulisat eredményezi, és a migracidés sebesség
megnovekedéséért az NR1/NR2B diheteromer receptor-komplex lehet felelds.

12 Chazot P.L., Lawrence S., Thompson C.L. (2002) Studies on the selectivity of CP-101,606: evidence for two
classes of NR2B-selective NMDA receptor antagonists. Neuropharmacology 42:319-324.
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A kisagyi szemcsesejt-tenyészetekben végzett in vitro vizsgalatok eredményét 0sszegezve
megallapithatjuk, hogy sikeriilt olyan tenyésztési és izolalasi feltételeket teremteniink, amelyek
esetén a vad tipusu és NR2C-2B szemcsesejtekben kifejez6d0 NMDA receptorok dsszetétele €s
funkcionalis sajatsagai  kiilonboznek. A  videomikroszképos mozgaskovetés alapjan
megmutattuk, hogy az NR2C-2B alegységcsere a tenyésztd feliilleten ndvekvd nyulvanyok,
novekedési kupok mozgasara nincs hatassal, ezzel szemben a szemcsesejt sejttestek
transzlokacidjat, vandorldsi atlagsebességét megnoveli. Az NR2B alegység-specifikus
gatloszerekkel végzett mozgaselemzések adatai arra utalnak, hogy a vad tipusu ¢s NR2C-2B
szemcsesejtek NMDA receptorainak Osszetétele eltér: a transzgén sejtekben nagyobb az
NR1/NR2B diheteromer receptorok aranya. Adataink alapjan a diheteromer NMDA receptorok
aranyanak és/vagy milkodésének novekedése 4llhat a transzgén sejtekre jellemzd,
megnovekedett migracios sebesség mogott, azaz az NMDA receptor alegység-Osszetételének
megvaltozasa kdzvetlen hatassal bir a sejtek migracids képességeinek valtozasara is.

I1.4. Kiilonbo6zo életkorban izolalt kisagyi szemcsesejtek in vitro fejlodésének, morfologiai
és molekularis jellemzéinek, valamint migracios tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

A szemcsesejt-tenyészetek tenyésztési feltételeinek optimalizalasa soran kiilonb6zd életkoru
allatokbol készitett szemcsesejt-tenyészeteket is megvizsgaltunk. A videomikroszkopos
felvételsorozatok elemzésekor egy nem vart eredményiink is sziiletett: megfigyeltiik, hogy a

kiilonb6zo életkoru allatokbol
szarmazé  szemcsesejtek  mozgasi
L aktivitdsa azonos tenyésztési feltételek
mellett is jelentdsen kiilonbozik. Habar a
tenyészetek  morfoldgidja, valamint
TP SRR R AN szdmos molekularis  jellemzdje az
d izolalasi életkortol fliggetlentil rendkiviil

werage velocity {um/b)

o

P

e hasonlo, tobb szdz sejt mozgasi

)

1l velocity value:

adatainak  statisztikai  kiértékelése
megmutatta, hogy a fiatalabb allatokbol

, o [ [ - szarmazo idegsejtek mozgasa gyorsabb,
T el oS T ey mint az Oregebb allatokbol szarmazo

19. abra. 4, 7 és 10 napos allatokbdl készitett szemcsesejt- idegsejteké (19. abra), és eltéré mozgasi
tenyészetek mozgasi paramétereinek Osszehasonlitdsa. a: a mintizattal  jellemezhetd Megfigye-

tenyészetekre jellemzd atlagsebesség; b: az allo sejtek o i L, )
aranya a tenyészeetkben; c: a 15 um/h sebességnél Iéseink soran konkrét kisérleti adatokkal

gyorsabban mozg6 sejtekre jellemzd atlagos vandorlasi alatamasztva igazoltuk, hogy az izolalasi
sebesség a kiiiltetéstdl eltelt id6 fiiggvényében. d: az egyes | életkor  jelentésen  befolyasolja  a

sebesség-kategoriadk megoszlasa a tenyészetekben. tenyésztett sejtek migracios aktivitasat,

average migratory speed (i
f

még akkor is, ha szdmos mas paraméter
tekintetében a tenyészetek azonosnak tlinhetnek. A sejtmigraciot vizsgalo kiilonbozd kisérletes
rendszerekbdl levont kovetkeztetések értelmezésekor és Osszevetésekor a sejtekre az
izolalaskor jellemzd fejlettséget is figyelembe kell venni. Ezen eredményeinkbdl 6nalld
publikaciot készitettiink'>.

A laboratériumban foly6 kutatdsokba tobb bioldgus hallgatéd is bekapcsolodott. A palyazati
id6szak alatt az ismertetett témdkban irdnyitdsom alatt 3 egyetemi szakdolgozat, valamint 3
tudomanyos didkkori (TDK) dolgozat is késziilt. A TDK dolgozatok az ELTE Kari Biologus
TDK versenyén 1-3., a 2005. évi orszagos forduloban 3. helyezést értek el.

B Tarnok K., Czirdk A., Czondér K., Schlett K. (2005) Cerebellar granule cells show age-dependent migratory
differences in vitro. J. Neurobiol, 65(2):135-45.
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A palyazatban eredetileg tervezett, valamint a palyazat futamideje alatt elvégzett tovabbi
kisérletek rovid eredményeinek és az ezekbol készitett beszamolok osszefoglalasa

eredeti vallalas

teljesités

rovid eredmény

publikaciok,
konferenciak (/d.
hivatkozasok) és egyéb
kozlések

NR2C-2B transzgenikus ¢s vad
tipusu egerek sziiletést kovetd

sulygyarapodasanak
meghatérozésa

v

az allatok stlygyarapodasaban
nincs szamottevo kiilonbség

Kirilly D. (2001) Szakdolgozat

vad tipust és NR2C-2B egerek
kisagykérgében az EGL, MOL

¢és IGL réteg-fejlodés
0sszehasonlitasa

a transzgén allatokban a MOL
vastagsaga, valamint a
szemcsesejtek szama az IGL-
ben szignifikdnsan lecsokkent

Kirilly D. (2001) Szakdolgozat

Schlett és mtsai (/-8)

Schlett és mtsai (2004) Mol. Cell.
Neurosci. 27:215-226.

kifejlett vad tipust és NR2C-

2B egerek kisagykeérgi

fejlodésének ultrastrukturalis

vizsgalata

a transzgén allatokban a
Purkinje dendrittiiskékre adott
serkentd szinapszisok szima
szignifikansan kisebb

Schlett és mtsai (/-8)

Barabas B. (2003) TDK dolgozat

Schlett és mtsai (2004) Mol. Cell.
Neurosci. 27:215-226.

Barabés B. (2006) Szakdolgozat

vad tipust €és NR2C-2B egerek

kisagykérgének

immunhisztokémiai festésekkel

torténd 6sszehasonlitasa

SN X

a transzgén allatokban a TAGI,
NeuN immunoreaktiv rétegek
vastagsaga nem, a calbindin
immunreaktiv Purkinje dendritek
kiterjedése azonban csokkent

Schlett és mtsai (5-8)

Barabas B. (2003) TDK dolgozat

Schlett és mtsai (2004) Mol. Cell.
Neurosci. 27:215-226.

Barabas B. (2006) Szakdolgozat

az optimalis szemcsesejt-
tenyésztési koriilmények

meghatarozasa Western blottal

(\

a 10 napos allatokbol izolalt vad
tipust tenyészetekben az NR2C
alegység a tenyésztés 1. napjan
mar kimutathatd; az NR2B
alegység mennyisége a transzgén
tenyészetekben magasabb

Schlett és mtsai (/3,16,17)

Czondor K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czo6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Cz6ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

az optimalis szemcsesejt-
tenyésztési koriilmények
meghatarozésa
immuncitokémiai
vizsgalatokkal

GABA, neuron-specifikus tubulin,
NeuN, illetve vezikularis glutamat
transzporter2 festés alapjan a
tenyésztett sejtek min. 95%-ban
szemcsesejtek

Schlett és mtsai (/3,16,17)

Czondor K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czo6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

vad tipust €¢s NR2C-2B kisagyi

szemcsesejt tenyészetek

glutamat-, illetve NMDA iranti

érzékenységének

meghatarozasa excitotoxikus

tesztek segitségével

a transzgén tenyészetek a kis
glutamat-kezelésre nézve
érzékenyebbek;

az NR2B-specifikus gatloszer a
Glu-okozta sejtpusztulast az
NR2C-2B tenyészetekben a vad
tipusu tenyészetekhez képest
jobban kivédi

Schlett és mtsai (/3,16,17)

Czénddr K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czo6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Czondor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benytjtva

videomikroszkdpos felvételek

készitése és elemzése vad
tipusu és NR2C-2B kisagyi
szemcsesejt tenyészetekben

az idegsejt-nyulvanyok és a
sejttestek elmozdulasat 10
percenként készitett, 48-72 6ra
hosszu felvételsorozatokon
kovettiik, majd a sejtmozgasok
sebességének és iranyanak
statisztikai elemzését is
elvégeztiik

Schlett és mtsai (/0-13,15-18)

Tarnok és mtsai (2005) J.
Neurobiol, 65(2):135-45.

Czondor K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czondor K. (2005) Szakdolgozat

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benytjtva

a nyulvanynovekedés és a

sejttest-mozgasok kvantitativ
elemzése és Osszehasonlitasa

az NR2C-2B alegységcsere a
nyulvanyok névekedési kiipjanak
in vitro mozgasat nem
befolyasolja, de a sejttest-
mozgasok idétartamat és
atlagsebességét megnoveli

Schlett és mtsai (/3,15-18)

Czo6ndor K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czondor K. (2005) Szakdolgozat

Czo6ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benytjtva
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NR2B-specifikus gatloszerek
vagy agonistak hatasanak
vizsgalata vad tipusu és NR2C-
2B kisagyi szemcsesejt
tenyészetekben

az NR1/NR2B o&sszetételti
receptorokat blokkold antagonista
(CP-101,6006) a transzgén
tenyészetek sebességét jobban
csokkenti

Schlett és mtsai (17-18)

Czo6ndor K. (2005) TDK dolgozat

Czo6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

a motilitasi adatok a
tenyészetekben megfigyelhetd
fehérje-szintii valtozasokkal
torténd Gsszevetése

az NR2C-2B szemcsesejtek
megndvekedett in vitro
vandorlasi sebességét az NR2B
alegység tultermeltetése okozza

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

az automatikus sejtfelismerd
program fejlesztése

részben

a sejtkovetés a komplex képi
informaciok miatt egyeldre nem
automatizalhato; az adathalmazok
statisztikai kiértékelése a mar
elkészitett programok
segitségével, automatikusan
torténik

Schlett és mtsai (/0-13,15-18)

Czondor K. (2003, 2005) TDK
dolgozat

Czo6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Tarnok és mtsai (2005) J.
Neurobiol. 65(2):135-45.

Czo6ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benytjtva

legalabb 2, nemzetk6zi lapban
megjelend publikacid

v

Schlett és mtsai (2004) Mol. Cell.
Neurosci. 27:215-226.

Tarnok és mtsai (2005) J.
Neurobiol. 65(2):135-45.

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

az eredeti munkatervben nem szerepl6 kisérletek

NR2C™" allatok kisagykeérgi
fejlodésének hisztologiai és
immunhisztokémiai vizsgalata

1

az NR2C-hianyos allatok kisagyi
rétegeinek fejlddése a vad tipusu
egerekével megegyezd

Schlett és mtsai (2004) Mol. Cell.
Neurosci. 27:215-226.

Stensaas-féle Golgi
impregnaci6 a Purkinje sejtek
dendrit-morfologidjanak in
vivo vizsgalatara

1

a transzgén Purkinje sejtek
secunder agvastagsaga
szignifikansan vastagabb a vad
tipusu egerekre jellemz6
értékeknél

Barabas B. (2003) TDK dolgozat
Barabas B. (2006) Szakdolgozat

NR2C-2B és vad tipusu
szemcsesejtek in vivo
vandorlasi képességének
nyomon kovetése BrdU
jeloléssel és hisztokémiai
detektalassal

a szemcsesejtek szignifikansan
nagyobb utat tesznek meg az
NR2C-2B egerekben, mint a
vad tipusu testvérek kisagyaban

Cz06ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benytjtva

NR2C™" allatok BrdU jel6lése

az NR2C alegység hidnya az in
vivo migraciés képességet nem
befolyasolta

Czondor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyujtva

a vad tipusu és NR2C-2B
szemcsesejt-tenyészetek
NMDA valaszainak elemzése
Ca-image segitségével

a tenyészetekben az NMDA
receptorok aktivalasa intracell. Ca
szint emelkedést okoz, amit az
MKS801 teljesen, az NR2B-
specifikus gatloszerek pedig
részlegesen kivédenek

Schlett és mtsai (/7-18)

Czondor K. (2005) TDK dolgozat

Cz6ndor K. (2005) Szakdolgozat

Czo6ndor és mtsai (2006) J.
Neurochem. kozlésre
benyutjtva

kiilonbo6z6 életkorbol készitett
szemcsesejt-tenyészetek
Osszehasonlitasa
videomikroszkopos és
biokémiai modszerekkel

a tenyészetek morfologiija,
valamint szamos molekularis
jellemzdéje az izolalasi életkortol
fiiggetleniil rendkiviil hasonld,
ugyanakkor a fiatalabb
allatokbol szarmaz6 idegsejtek
mozgasa gyorsabb, mint az
oregebb allatokbol szarmazo
idegsejteké

Schlett és mtsai (/0-13,15-18)
Tarnok és mtsai (2005) J.
Neurobiol, 65(2):135-45.
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