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Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

EGFP — z61d fluoreszcens fehérje

mCherry — piros fluoreszcens fehérje

LTD — hosszua tavi hatékonysag-csokkenés

LTP — hosszu tava potencirozo hatas (vagy hatékonysag-ndvekedés)
PSD — posztszinaptikus denzitas

PSD95 — a posztszinaptikus denzitasban lokalizal6do 95 kDa-os fehérje
RINT1 — Ras-Rab interaktor 1 fehérje



Osszefoglalds

A kozponti idegrendszerben az egyes neuronok kozotti szinapszisok hasznalatfliggd
atrendezOdését szinaptikus plaszticitasnak nevezziik. A serkentd szinapszisok altalaban a
dendrittiiskéken végzddnek, amelyek morfologidja €s motilitdsa a szinaptikus kapcsolat
erOsségének fliggvényében valtozhat. A gyakran hasznalt, megerdsodott serkentd
szinapszisokban a dendrittiiskékre gomba alaku, kiszélesedett fej és kozel éallando alak
jellemzd.

A RINI (Ras ¢s Rab interactor 1) fehérje hianya transzgenikus egerekben az averziv
memoria javuldsdhoz vezett, amely a neuronalis plaszticitds fokozddasara utal. TDK munkam
soran arra keresem a valaszt, hogy a RINI fehérje milyen hatassal van a dendrittiiskék
motilitasara €s stabilitasara. Vizsgalataimat embrionalis hippokampalis idegsejttenyészeteken
végeztem, amelyekben a fluoreszcensen jelolt RIN1 fehérjét, illetve a kontroll, EGFP fehérjét
transzfekcio segitségével taltermeltettem. A fluoreszcensen jelzett, €16 idegsejtekrdl késziilt
20 perces képsorozatokon a dendrittiiskék morfologiai valtozdsanak és motilitdsanak
elemzésével megmutattam, hogy a RINI fehérje taltermeltetése a fonalas dendrittiiskéket
stabilizalta. Fixalt sejtekrél készilt konfokalis mikroszkopos képek vizsgalataval
bizonyitottam, hogy a RIN1 fehérje tultermeltetése a posztszinaptikus denzitdsra jellemzd
PSDO5 allvanyfehérje lokalizacidjat is megvaltoztatta. Mindez arra utal, hogy a RIN1 fehérje

a tiiskék érését €s stabilizdlodasat eldsegiti, de ezek hasznélatfliggd atalakulasat hatraltathatja.



Summary

In the central nervous system, synaptic connections between neurons can change due to
learning processes. This use-dependent remodelling is called synaptic plasticity. The
excitatory synapses are formed usually between axon terminals and dendritic spines, which
are small protrusions along the secondary and tertiary dendritic branches. The morphology
and motility of the dendritic spines influence the formation and strength of synaptic
connections. The most effective synaptic connections are established on the mushroom
spines, which have a large head and relatively stable shape.

The lack of the RIN1 (Ras and Rab interactor 1) protein leads to improved aversive
memory and thus, enhanced neuronal plasticity in transgenic animals. During my research
work I aimed to investigate RIN1-mediated effects on the motility and stability of dendritic
spines. | prepared and cultivated embryonal mouse hippocampal neuronal cultures and
transfected the cultivated neurons by EGFP-labelled RIN1 or the control EGFP plasmids. 20
minute-long live cell imaging recordings were made from the secondary and tertiary dendritic
branches of living, fluorescently labelled transfected neurons, revealing the motility of
dendritic spines in real time. I have analysed the changes in the overall area, the cumulative
movement of spine tips as well as the center of mass of the manually outlined spines. These
data uniformly proved that the overexpression of RIN1 protein cause decreased motility and
enhanced stability of the filopodia-like dendrite spikes.

With confocal microscopy analysis, I showed that the overexpression of RIN1 protein
modifies the localization of the PSD95 scaffold protein, which is specific to the postsynaptic
density. These results and other published observations suggest that RIN1 protein plays a role
in the maturation and stabilization of dendrite spines, but impedes their use-dependent

remodelling.



Bevezetés

Az emberi idegrendszerben nagyjabol 10" idegsejt talalhato (Azevedo és mtsai., 2009;
Hotulainen és Hoogenraad, 2010). Az ezek kozott kiépiild kapcsolatrendszer hozza Iétre azt a
kezdetben nagymértékben valtoz6, majd 1désebb korban stabilabb haldzatot, amit
idegrendszernek neveziink. Az agysejtek halozatanak kapcsolatai hasznalatfliggd modon
képesek atalakulni: a sejtek kozott ) kapcsolatok alakulhatnak ki, a meglévd kapcsolatok
stabilizalodhatnak vagy széteshetnek. Tanuldsi folyamatok soran az idegrendszeri kapcsolatok
atalakulnak; ez a szinaptikus plaszticitas jelensége, aminek mechanizmusa és szabalyozasa
még csak korlatozottan ismert.

Az idegsejt szomatodendritikus ¢és axonalis régidjanak membranfehérjéi jelentésen
kiilonboznek egymastol, ami az egyes teriiletek eltérd funkcidjaval magyarazhatd. A
dendritagakon és a sejttesten, illetve az axon-dombon legtobbszor gatld szinapszisok
talalhatok. A dendritdgakon — elsdsorban a szekunder é€s tercier agakon — az aktin
polimerizaci6 és lokalis membranfelhalmozodas eredményeképpen 1étrejott, in. dendrittiiskék
talalhatok, amelyeken foleg serkentd szinapszisok végzddnek. Az axon termindlisok, illetve
az axonalis varikozitdsok a preszinapszist alakitjdk ki, benniilk neurotranszmitterek
halmozodnak 61, amelyek ingeriilet hatasara tirtilnek.

Az Tritett transzmitterek a posztszinapszison gatlo vagy serkentd hatast, azaz
hiperpolarizaciot, illetve hipopolarizaciot hozhatnak 1étre. Ezek térben ¢és idOben
0sszegzOdnek €s az axondombon elddl, hogy az axonon elindul-e az ingeriilet. Ha igen, akkor
az axonvarikozitasokba, illetve az axontermindlisokba megérkez6 akcios potencidl hatasara a
neurotranszmitterek a szinaptikus résbe Triilnek, igy a kovetkezé idegsejten ugyanaz
jatszodhat le, mint az 6t megeldzén. Egy neuron tobb tizezer szomszédjaval tart kapcsolatot
¢és a szomszédaitol kapott bemenetek fiiggvényeben ddl el, hogy mikor és meddig fog tiizelni.

Mivel a neuronok tiizelési mintazata képezi gondolkodasunk alapjat, fontos megérteni,

hogy hogyan is miikddnek az egyes szinapszisok. Munkdm sordn alapvetéen a serkentd

crcr



1.1. A dendrittiiskék fobb tipusai és ezek plaszticitasa

A dendrittiiskék a dendritagakon szabalyozott
aktin-polimerizacié €¢s membran-fizi6 eredményeképpen
jonnek létre. Morfologiai bélyegek alapjan harom tipusat
kiilonitjiilk el, amelyek mindegyike képes szinapszis
kialakitdsara (1. abra). Ezek koziil az egyik a zémok
tiiske, ami a dendritdgon egy apré kidudorodas. A
fonalas tiiske (filopodium) egy hosszi, legtobbszor
mozgékony struktura, amely épp a mozgékonysaga miatt
a megfelels’ axonalis partner felkeresésében jelentSs
szerepet jatszik (Yoshihara és mtsai., 2009, Harris és
Weinberg, 2012), viszont ugyanezért stabil kapcsolat
kialakitdsara nem, vagy csak korlatozottan alkalmas.
Eppen ezért stabil axon - filopodium szinapszis a
kifejlett idegrendszerben viszonylag ritkan fordul eld, és
a szinaptikus felszin mérete is viszonylag kicsi (1d. 1.
abra). Legnagyobb szinaptikus felszinnel és szinaptikus
hatékonysaggal a gomba alaku tiiske rendelkezik (Récz
¢s Weinberg, 2012), amelyen —épp ezért —a szinapszis
hatédsfoka is a legnagyobb. Az ilyen dendrittiiskék
nyakanak atmérdje rendszerint kicsi, mig a tiiskeék feje
Részben a illetve az

kiszélesedett. morfologia,

2
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1. abra: Egy dendritszakasz
elektronmikroszkopos megfigyelések
alapjan késziilt haromdimenzios
rekonstrukcioja. Megfigyelhetdk a

kiilonb6z6é dendrittiiske tipusok: a zdmok
tiiske (zold nyil), a fonalas tiiske (piros
nyil) és a gomba alaku tiiske (kék nyil).
Mindhéarom tiisketipus képes szinaptikus
kapcsolatot 1étesiteni. A PSD kiterjedése
(fehér nyilhegy, illetve pirosas arnyalas) a
gomba alaku tiiske esetén a legnagyobb.
(Newpher és Ehlers, 2009. alapjan)

intracellularis struktirdk sajatsaga eredményezi azt, hogy az egyes tiiskéken elkiiloniilve

kialakul6 membranpotencial-valtozas csdkkent intenzitassal terjed at a dendritszalra (Racz és

Weinberg, 2012).

Uj fonalas dendrittiiske kialakulasahoz nagyjabol 20 perc sziikséges, és ha szinapszist

nem alakit ki, akkor nagyjabol egy ora alatt képes visszahuzodni (Heiman és Shaham, 2009).

Ha azonban az axonalis partnerét megtaldlja, akkor megkezdi a stabilizalodasat. Ennek soran

a posztszinapszisban aktinpolimerizacid révén szélesebbé valik a tiiske feje, illetve a

posztszinapszis apikalis membrandoménjében megnd a ligandum-, illetve fesziiltség-fliggd

ioncsatorndk, neurotranszmitter-receptorok €s adhézidos molekuldk szdma. Az ioncsatornékat,

" tt nem részletezett modon a fonalas tiiske kommunikal és ,,valogat” az axonélis partnerei kozott.



receptorokat és az adhézios molekuldkat az aktinvazhoz kiilonféle allvanyfehérjék kapcsoljak
(ilyen pl. a PSD95 fehérje is) (Kim és Sheng, 2011). Az
allvanyfehérjék egyfajta halozatszerti platformot alakitanak ki,
amely a szinaptikus membrantdl 10-20 nm-re talalhat6 (Harris €s
Weinberg, 2012). Ennek a platformnak, az ehhez asszocialodo
szignalizacios fehérjéknek és a receptoroknak az egyiittese
elektronmikroszkdopban erdsen elektrondenz matrix, emiatt
posztszinaptikus denzitasnak (PSD) nevezziik (2. &bra). Epp
ezért PSD ritkan fordul el6 éretlen, kapcsolattal nem rendelkezd

tiskében. A preszinapszis membranjaba is tobb adhézids

molekula lokalizalédik, illetve a preszinapszisban megnd a

neurotranszmittert tartalmazo vezikuldk szama. Mindezek e
2. abra Egy serkentd

eredményeképpen a szinapszis hatasfoka is nd. szinapszis elektronmikrosz-
kopos képe. A preszinapszisban

vezikulumok  (piros  nyil)

Az aktin F, illetve G formaja dinamikus egyensulyban  halmozddnak fel, a poszt-

) ) _ szinapszisban a posztszinap-

van egymassal, vagyis az aktinszalak hossza csak szabdlyozadsi tikus denzitast zold nyilak jelzik
(Harris és Weinberg, 2012

faktor hatasara valtozik. A membranfehérjek folyamatosan — ,japian).

reciklizdlodnak, ezek szdma a szinaptikus membranban allando tehat, amig valamilyen
szabalyoz6o molekula azt meg nem valtoztatja. Lathatd, hogy az dsszes fent leirt folyamat ily

moddon oda ¢€s vissza is lejatszédhat, ami a szinaptikus plaszticitas lehetdségét biztositja.

1.2. A RINI fehérje
A RINI1, azaz teljes nevén Ras Rab interactor 1 fehérje a sejtekben szertedgazd

jelatviteli funkcidval bird6 molekula. A RIN1 fehérje négy doménnel rendelkezik (Ziegler €s
mtsai., 2010). Az egyik az SH2, amely segitségével egy masik fehérje, az Abll és Abl2
foszforilalt tirozinjara képes specifikusan kapcsolodni (Hu és mtsai., 2005), igy az Abl
fehérjékkel valo interakcidja révén hatassal van a citoszkeletalis atrendez8désre (Ziegler €s
mtsai., 2010). Talalhaté6 benne egy prolinban gazdag régi6 (Prolin Rich Region, PRR) is,
amely nem alland6 térszerkezete miatt nagyfokt valtozatossagra képes (Williamson €s mtsai.,
1994). A RIN1 egy Ras-asszocialt domént (RA) is tartalmaz, amelyen keresztiil a Ras-RAF
interakciot képes gatolni (Dhaka és mtsai., 2003), és a foszforilalt Erk1/2 mennyiségét is
képes csokkenteni (Tall és mtsai, 2001), ezen mechanizmusokon keresztiil pedig képes
alternativ tutvonalakra terelni a RAS-RAF-MEK-ERK jelatviteli utvonalat, amely a
géntranszkripciot befolyasolhatja. GEF (guanin nucleotid exchange factor) doménje (Vps9)

révén a Rab fehérjeket, kiilonosen a Rab5 fehérjét képes aktivalni, amely a korai



endoszomakhoz kapcsolodva az endocitotikus folyamatokban jatszik jelentds szerepet (Tall €s

mtsai., 2001; Balaji és mtsai., 2012).
Elozetes eredmények

2.1. A RINI fehérje szerepe az amigdalaban megfigyelhetd szinaptikus plaszticitasban
A RINI fehérje megjelenése egybevag a szinaptogenezis f6 idészakaval, legnagyobb

mennyiségben a hippokampuszban, az amigdalaban, a striatumban és a nagyagykéregben
fordul eld (Dhaka és mtsai., 2003). RIN1 génhidnyos allatok vizsgélatakor megfigyelték,
hogy a RIN1 fehérje hianyaban a kivalthato LTP mértéke a hippokampuszban nem, de az
amigdaldban szignifikdnsan megnovekszik. Ezzel a viselkedési tesztek eredményei is
0sszhangban voltak: a hippokampuszhoz kothetd, térbeli tajékozodast vizsgalod tesztekben a
RINT génhidnyos 4llatok hasonldan viselkedtek, mint vad tipust tarsaik. Az amigdaldhoz
kothetd viselkedések (iz-averzid, félelem kondicionalas) tesztelése soran azonban a RIN1
génhidnyos allatok szignifikdnsan jobban tanultak, mint a kontroll egerek (Dhaka és mtsai.,

2003), vagyis a RIN1 fehérje hianya a neuronalis plaszticitast serkentette.

2.2. A RINI fehérje hatdasa a dendrittiiskék morfologidjara és a dendritfa kiterjedésére
Bencsik Norbert, a labor egyik munkatarsa transzfektalt idegsejttenyészetekben, tobb

sz4z dendrittiiske kvantitativ elemzésével megallapitotta, hogy a RIN1 fehérje tultermeltetése
a dendrittiiskéket vaskosabba teszi, €¢s a zomok tiiskék rovasara a gomba ¢€s fonalas tiiskék
aranyat megnoveli. Gulyas Marton, szintén a laborunk munkatarsa, pedig Sholl analizissel
kimutatta, hogy a RIN1 fehérje tultermeltetése a dendritfat komplexebbé teszi, vagyis a

dendritelagazasok szdmat megnoveli.



Sajat célkitiizéseim

A 2011 06szén elkezdett TUDOK, illetve a 2012 nyaratdol megkezdett TDK

kutatdbmunkdm soran arra kerestem a valaszt, hogy a RIN1 fehérje milyen hatassal lehet a

fejlodo, illetve érett dendrittiiskék motilitasara és stabilizalodasara.

1.

A RIN1 fehérje tultermeltetésének a dendrittiiskék motilitdsara gyakorolt hatasat
transzfektalt, €16 idegsejtek dendrittiiskéirdl fluoreszcens mikroszkoppal késziilt
felvételeken vizsgaltam. Eredményeimet a kontroll, csak a zdld fluoreszcens

fehérjét taltermeld idegsejtek dendrittiiskéibdl nyert adatokkal hasonlitottam 6ssze.

A PSD95, a posztszinaptikus denzitasra jellemzd allvanyfehérje lokalizacidjat is
elemeztem konfokalis mikroszkdppal. Az elemzéseim soran a szekunder €s tercier
dendritdgakban, illetve a dendrittiiskékben vizsgaltam, hogy a RINI

taltermeltetése a PSD9S5 lokalizacidjara milyen hatassal van.

A posztszinaptikus denzitds a stabil tiiskékre jellemzd, amelyek altalaban
alkalmasak szinaptikus kapcsolat kialakitasara. Az aktiv szinapszis meglétét csak
elektronmikroszkopos  felvételek  bizonyithatndk  egyértelmiien, de a
fénymikroszkoppal detektdlhatd pre-, illetve posztszinaptikus markerek
appozicidja is valdszinlisiti a szinaptikus kapcsolatot. Ezért a szinaptofizin,
preszinapszisban lokalizalod6 fehérjét immuncitokémiai eljarassal fluoreszcens
mikroszkopban lathatova tettem és igy vizsgaltam a PSD95, illetve a szinaptofizin

egylittes lokalizaciojat.

Anyag és modszer

4.1. Felhasznalt dallatok
In vitro kisérleteimet primer egér hippokampalis idegsejt-tenyészeteken végeztem. A

CD1 egereket az ELTE Biologiai Intézet allathazaban tartottuk alland6 22+1°C-os

homérsekleten, 12 Ords nappali/esti ciklus mellett. Az allatkisérletek elvégzéséhez a

laboratérium minden sziikséges engedéllyel rendelkezik.

4.2. A tenyészto edények elokészitése, a kiiiltetés menete és a sejtek tenyésztése

A tenyészeteket 0,1%-0s Poly-D-Lysinnel és lamininnal (Sigma L2020, 10 pg/ml)

kezelt, 13 mm-es iiveglemezeket tartalmazd 24 lyukt tenyészedényekben neveltem. A

kiiiltetés elott legkésObb néhany oraval a lyukakat feltoltottem tapfolyadékkal. A tapfolyadék



Osszetétele: Neurobasal médium (NB, Invitrogen), 5% FCS (Fetal Calf Serum, vagyis magzati
borju vérszéruma, Biochrom), B27 (meghatarozott Osszetevdjii kiegészitd, Invitrogen),
Glutamax (0,5 mM, Gibco), Gentamicin (antibiotikum, 40 pg/ml, Sanofi-Sintelabo),
Amphotericin B (gombadld, 2,5 pg/ml, Sigma).

A vemhes anyat cervikalis diszlokacidval megdltem, majd a 17-19 napos embriokat
steril koriilmények kozott kiemeltem. Az embriokat dekapitdltam, a hippokampuszokat
szteredmikroszkop segitségével kipreparaltam. A hippokampusz darabkdkat az eldémelegitett
foszfatpufter (PBS, 1700ul), Dnaz (0,05%, 100 ul, Sigma), Tripszin-EDTA (0,05%, 200pl,
Gibco) keverékkel elegyitettem, majd 15 percig, 37°C-on allni hagytam. A 15 perc lejarta utan
Iml FCS-t mértem az elegyre, amely ledllitja az emésztést. A keveréket centrifugéltam (10
perc, 25°C-on, 700-800 rmp), majd szuszpendalast kovetden steril szlirdmembranon
(porusatmérd: 42um) atszlirtem. A sejtstirliség szdmolashoz Biirker kamrat hasznaltam. A
szamolas alapjan a 24 lyukua tenyésztéedényekbe 5% FCS-NB tapfolyadékban lyukanként
1,5-1,7x10° sejtet tiltettem ki.

A kitiltetés utani els6 nap teljes tapcsere sziikséges. Az aljzatsejtek mennyiségétol
fliggben a masodik vagy harmadik napon 10 pM végkoncentraciéji cytosin-
arabinofuranosiddal (CAR) kezeltem a tenyészetet, hogy meggatoljam a gliasejtek tovabbi
osztodasat. A negyedik vagy 6tddik napon 1/3-os tapcserére keriilt sor, amit FCS-t nem
tartazo tapfolyadékkal végeztem. A sejteket a kiiiltetés utan 9 napig 37° C-on, 5%-0s CO,

szint mellett, termosztatban tenyésztettem.

4.3. A liposzomas transzfekcio
A plazmidok bejuttatdsat, azaz a transzfekciot 9 napos tenyészeteken végeztem. A

transzfekciohoz felhasznalt plazmidokat a Stuttgarti Egyetem Sejtbiologiai és Immunoldgiai
Intézetében dolgozd Angelika Hausser bocsatotta a laboratoriumunk rendelkezésére. A kivant
mennyiségli plazmidot (pEGFP: 0,3 pg/lyuk; pPSD95-mCherry: 0,8 pg/lyuk; pRIN1-EGFP:
0,5 pg/lyuk) lyukanként 50 pl NB-ban higitottam. A Lipofectamine 2000 elnevezési,
liposzomas transzfekcidhoz hasznalt reagenst (Invitrogen) 1 pg DNS:2 ul Lipofectamine
2000 aranyban, szintén 50 ul NB-ban higitottam. A két keveréket elegyitettem. A tenyészetek
tapjat lecseréltem antibiotikum- ¢és szérum-mentes tapfolyadékra, és hozzaadtam a
transzfekcios elegyet. 4-6 oOra elteltével a transzfekcios tapfolyadékot az eredeti tdpfolyadékra

visszacseréltem.
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4.4. A sejtek fixdlasa
A fixalast a transzfekcio idépontjat koveté 20-24 oran beliil 4%-os paraformaldehid-

PBS oldattal (pH 7,4, 20 perc szobahdn) végeztem el a 10 napos (days in vitro; DIV10)
tenyészeteken. Az igy lefixalt tenyészetek egy részét azonnal lefedtem, mas részén

immunfestést hajtottam végre.

4.5. Immuncitokémiai vizsgalatok
A fixalt tenyészeteket 5 percig 0,1% TritonX100-PBS oldattal kezeltem, majd PBS-sel

lemostam. A nem specifikus fehérje kotéhelyeket 2% BSA-PBS-NaNj; oldattal (BSA: marha
szérum albumin) masfél 6ran at, szobahdmérsékleten blokkoltam. A preszinaptikus partner
detektalasa érdekében a szinaptofizint, egy, a szinaptikus vezikula membranjaban lokalizalodo
molekuldt fluoreszcensen jeloltem. A primer ellenanyag egér anti-szinaptofizin (o-
synaptophysin, Sigma), amelyet 2% BSA-PBS-NaNj3 blokkoloban 1:1000 aranyban higitva,
100 pl/csepp térfogatban hasznaltam. A tenyészeteket egy éjszakan at, 4C-on inkubaltam,
majd masnap 3x PBS-mosast végeztem. A szekunder ellenanyag kecskében termeltetett
poliklonalis, Alexa633 fluorokrommal jelolt anti-egér immunglobulin (Invitrogen) volt, amit a
sejteken 1:300 higitasban, 2% BSA-PBS-NaN; blokkoloban oldottam ¢s 100 pl/csepp
térfogatban, 1-1,5 ordn keresztiil szobahOmérsékleten allni hagytam. Ezt kovetéen a
lemezeket 3x PBS-sel mostam. Az immunfestett tenyészeteket Mowiol-Dapi nevii,
magfestésre is alkalmas lefed0 anyaggal fedtem. A targylemezeket sotétben,

szobahdmérsékleten megszaritottam, majd szaradas utan 4°C-on taroltam.

4.6. Konfokalis mikroszkopos felvételek készitése
A vizsgalatokhoz Olympus FV500 konfokalis mikroszkdpot és 10x szaraz, illetve 60x

olajos immerzids objektivet (1,4 NA) hasznaltam. Az EGFP-vel jelolt fehérjét (RIN1-EGFP
vagy ures EGFP vektor kontroll) 488 nm-es multiargon, a PSD95-mCherry fehérjét 543 nm-
es hélium-neon zold (HeNeG), az a-synaptophysin-Alexa 633 fehérjekomplexet 633 nm-es
hélium-neon piros (HeNeR) lézerrel gerjesztettem. Az emisszids szlirOk kivalasztasanal
(EGFP: BA505-525; mCherry: BA595-615; Alexa633: BA660IF) iigyeltem arra, hogy az
egyes csatornak kozotti ,,athallast” a lehetéségek szerint kivédjem. Mivel az egyes
fluorokromok gerjesztési és emisszids spektruma, ha kis mértékben is, de 6hatatlanul atfed, az
egyes csatornakat rétegenként kiilon-kiilon detektaltam, vagyis szekvencidlis scannelést
végeztem. A mintdk fakuldsdnak megeldzésére a gerjesztd lézerek intenzitdsat a lehetd
legkisebbre allitottam (488 nm: 19%, 543 nm: 27%, 633 nm: 24%), a fotonsokszorozon

egyformén (PMT) 700 V bedllitast alkalmaztam. Az elektronikus erdsitést nem alkalmaztam,
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az offset-et vagy 0%-ra (EGFP ¢s Alexa 633 jel) vagy 3-4%-ra (mCherry jel) allitottam. A
jobb jel-zaj viszony érdekében 2x Kalman filtert is alkalmaztam. A z-sikokban 0,3 — 0,5
mikrométeres vastagsagu rétegeket készitettem, majd ezeket projektaltam. A teljes sejtalak
megjelenitésénél 12-15, a dendritekre fokuszalva pedig 3-5 z sikban készitettem

rétegfelvételeket.

4.7. A fixalt sejtekrol készitett mikroszkopos felvételek elemzése
A dendrittiiskékrdl késziilt mikroszkopos felvételek elemzéséhez az Image] nevi

szamitogépes képelemzd programot haszniltam. Az elemzések soran megmértem az adott
tercier dendritszakasz hosszat, €s megszamoltam a benne talalhat6 PSDO95 tartalmu
depozitokat, amelyek a kornyezettdl eltérd, vilagos foltként latszottak a felvételeken. Ezen
kiviil szubjektiven, az alabbi bélyegek alapjan besoroltam a dendrittiiskéket a fonalas, gomba,
illetve zomok tiiske kategoriak valamelyikébe: a zomok tliske rovid struktara, szélessége €s
hosszuisaga kozel egyezd; a fonalas tliske nyak €s fejszélessége nagyjabol megegyezik, €s a
hossza mindkettonél joval nagyobb; a gomba alaku tiiskék fejszélessége nagyobb, mint a
nyakszélessége, a hosszuk valtozo lehet, de mindenképpen nagyobb, mint a tiiske nyakéanak a
szélessége. Végiil pedig tiisketipusonként megallapitottam a PSDO95 tartalmu tiiskék aranyat
is.

4.8. Live cell imaging felvétele készitése (Tarnok K. munkdja)

A Stuttgarti Egyetem Sejtbiologiai ¢és Immunologiai Intézetével évek ota fennalld
tudomanyos egyiittmiikodés keretein beliil a laborunk egyik munkatarsa, Tarnok Krisztian,
¢lo ¢s fluoreszcens markerekkel transzfektalt idegsejtekrél készitett mikroszkdpos
felvételsorozatokat. A hippokampalis neuronokat {livegfenekii petricsészében a fent leirt
tenyésztési protokollnak megfelelden nevelte, majd a kiiiltetés utan kilenc nappal a kontroll
EGFP, vagy pedig a RINI-EGFP plazmidkonstrukciokkal transzfektalta. A transzfekcid utani
20-24. ora elteltével, fiithetd targyasztalon, 37°C-on a Zeiss Cell Observer inverz fluoreszcens
mikroszkopos rendszerben 60x-0s nagyitasi objektivvel két masodpercenként Un. time-lapse
felvételeket készitett. 20 percen keresztiil fotozta az egyes sejteket, igy mindegyik neuronrol

osszesen 600 kép késziilt.
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4.9. A dendrittiiskék mozgékonysaganak szamitogépes kiértékelése

A live cell imaging felvételek kiértékelésére a labor egyik
munkatarsa, Gulyds Marton készitett egy programot. A

program segitségével a dendrittiiskéket képkockanként
korberajzoltam ¢és a tiskék ,hegyét”, azaz a végpontjat
megjeloltem. Az adatok alapjan a program kiszdmitotta a
korberajzolt tiiske teriiletét négyzetpixelben, a keriiletét
pixelben, illetve a stlypont és a végpont pixelkoordinatait. A
dendrittiiskék alakvaltozasa rendszerint teriiletvaltozassal is jar,
példaul megnovekszik a tiiske fejének atmérdje (2. A abra).
Azonban vannak kismértéki teriiletvaltozassal jaré morfologiai
valtozasok, amelyek viszont nagy sulypontelmozdulassal
jarnak. Ilyen példaul egy rovid, vastag tiiske megnyulasa,
amely ekozben vékonyodik is (2. B abra). A dendrittiiske
végpontjanak azt a pontot nevezziik, aminek az eléréséhez a
tiiskén beliil haladva a leghosszabb Ut sziikséges. Ezzel az
elemzéssel az el6z0kon tul mérhettem azt a valtozast is, amely
soran egy hosszu, kozel allando teriiletli dendrittiiskének csak a
vége mozog, ami bar intenziv mozgds, de meégis csak kis

sulypontelmozdulashoz vezet. Ilyen gyakran eléfordul, amikor

=5
a1l

2. abra: A  dendrittiiskék
mozgasat legtobbszor
teriiletvaltozas koveti, ilyen a
fej méretének megnovekedése,
illetve csokkenése (A). Vannak
azonban teriiletvaltozassal nem
jar6 morfologiai  valtozasok,
amikrdl a sulypont elmozdulédsa
ad képet, ilyen a zomok tiiske
megnyulasa (B). Az integetd
mozgast az el6z6 kettével nem,
azonban a végpont
elmozdulasaval nyomon lehet
kovetni.

a filopodium keresi az axondlis partnerét. Tehdt az Un. integetd mozgasok detektalasa

érdekében a végpont elmozdulasat kdvettem nyomon (2. C abra).

Két, félidoben fixalt tenyészetrdl, valamint 4 kontroll, EGFP-vel ¢s 4 RIN1-EGFP-vel

transzfektalt tenyészetrdl készitett képsorozatot elemeztem, az egyes adatsorokat Excel

segitségével Osszesitettem és értékeltem ki.

4.10. Statisztikai elemzések

A szignifikancia megallapitasara a Student-féle T tesztet hasznaltam. A grafikonokon az

atlag €s a standard deviacio van feltiintetve.
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Eredmények

5.1. A RINI fehérje tultermelésének hatdsdra a
dendrittiiskék stabilabba vilnak

A dendrittiiskék alakjukat mind in vivo,
mind in  vitro koriilmények  kozott
valtoztathatjadk. Eldzetes elvarasunk az volt,
hogy a mar rogzilt, stabil szinaptikus
kapcsolattal rendelkezd tiiskék alakja allandobb
lesz, mint a még ,keresgéld”, vagy éppen ki-
vagy visszafejlodo tliskék alakja. Ennek
elemzésére csak olyan kisérletes rendszer lehet
alkalmas, amely a dinamikus valtozasok id6beli
nyomon kovetését biztositani tudja.

A Stuttgarti Egyetem készitett live cell
imaging felvételek ennek a feltételnek
megfelelnek. Az én feladatom az volt, hogy a

Téarnok Krisztian altal régzitett, 20 perc valds

—— kontroll

B
8

—— formalinnal kezelt

5

3

a teriilet szdzalékos *

véltozdsa (%)

e 8
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elmozduldsa (pixel)
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g
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végpont dssze;

o

L jonmy
idd (perc) i

3. abra. A 10. percben formalinnal kezelt tiiskék
a kezelés elott igen, azt kdvetden viszont nem
mozogtak. Ezért a fixalds utan sem a relativ
teriilet (A), sem a sulypont és a végpont pozicidja
(B, C) nem valtozott. Két mérés atlaga és szorasa
lathato a grafikonokon.

idOtartamot lefedd képsorozatokat a 4.9. fejezetben leirtaknak megfelelden kiértékeljem.

El6szor azonban meg kellett gy6zddniink arrdl, hogy a kisérleti rendszer, illetve a kiértekelt

paraméterek a valds, idébeli valtozasokat valoban tiikrézik. Ezért az elemzéseket eldszor

olyan tenyészeten végeztem el, amit a felvételsorozat kezdetének 10. percében 4%

paraformaldehiddel kezeltek (3. abra). A paraformaldehid hatdsara 1 percen beliil az él6

sejtekben minden mozgéas megsziint (ennyi id0 kellett a vizsgalt tenyészetben az oldatok

lecserélésehez - ez 1d6 alatt képrogzités nem tortént, igy a mozgasok leallasanak kinetikéjat

nem tudtam elemezni). A fixalast kovetden Ujrainditott felvételeken sem a tiiskék teriilet- €s

keriilet valtozasaban, sem a sulypont vagy a végpont elmozduldsaban nem kaptam valtozast

(3. abra).
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A RINT fehérje taltermeltetésére bekovetkezd valtozasok elemzéséhez végignéztem az
Osszes rogzitett felvételt (15 EGFP és 18 RIN1-EGFP felvételsorozat), majd kivalasztottam
azokat, amelyek technikai hibat nem tartalmaztak (azaz pl. nem mozdult el a fokuszsik, a
fluoreszcencia alland6 szinten maradt), emellett egy szépen kiteriilt dendritfa szekunder

dendritagairdl  késziiltek. A felvételek

Atlagos teriiletvaltozas a Percenkénti
teriiletvaltozas

altalaban tobb z-sikban késziiltek, ezek

-

‘z
. 15
- " kgl u
AN o) w
: ™M
W .
— kontroll (£67?) o ¢
— Rn-gore b
2
1 ' . .

Percenkénti
sulypontelmozdulas

koziil azzal dolgoztam, amelyben a vizsgalt

teriilet szazalek (%) >

dendritszakasz képe a legélesebb volt.
Azt tapasztaltam, hogy a kiszélesedett

fejjel rendelkezd, gomba alaku tiiskék is

kumulativ at (pixel) w

mozognak valamennyire, de a fonalas tiiskék

Percenkénti
végpontelmozdulas

a 20 perces vizsgalati id6 alatt sokkal

mozgékonyabbak voltak. Eppen ezért az

*

kumulativ ut (pixel) O

elemzéshez minden esetben fonalas tiiskéket P
valasztottam ki. Az Axiovision program 0o pere)
segitségével cgy-egy dendrittliskét 4, sbra. A dendrittiiskék motilitasinak elemzésébol

készilt sajat eredmények. Négy kontroll és négy
RIN1  fehérjét taltermeld idegsejt egy-egy
teriileteket képsorozatként exportltam és a filopédiumanak vizsgalatabol szarmazé eredmények
atlaga és szorasa lathato a grafikonokon. A RIN1
4.9. fejezetben leirtaknak megfeleléen fehérjét tultermeld sejtek dendrittiiskéi az idében
kisebb teriiletvaltozast mutattak, mint a kontrol
elemeztem. Eredményeim alapjan a RIN1  sejtek dendrittiiskéinek teriiletei (A). A RINI
fehérjét taltermel6 sejtek dendrittiiskéi
sulypontjainak (B) és végpontjainak (C) Osszegzett
elmozdulasa az id6ben kisebb volt, mint a kontroll
sejtek dendrittiiskéié. Az oszlopdiagrammok a
véltozik, mint a kontroll sejtek percenkénti atlagos teriiletvaltozast (a), sulypont (b)
és végpont (c) elmozdulast abrazoljak. Lathato,
dendrittiiskéinek teriilete (4. A abra). A hogy a RIN1 fehérje taltermeltetése a dendrittiiskék
mozgasat a fenti szempontok alapjan szignifikansan
kontroll  dendrittiiskék  teriiletvaltozasai  lecsokkentette. *p<0,05

felnagyitottam, majd a  kinagyitott

fehérje tulexpresszaltatisanak hatasara a

dendrittiskék tertulete 1dOben kevésbé

emellett idOben nagyobb fluktuaciot is
mutattak. Megnéztem az egy perc alatt bekovetkez0 valtozasokat is. Ezeket atlaga a RIN1
fehérjét tultermeld, illetve a kontroll sejtek dendrittiiskéinek mozgékonysaga kozott
szignifikansan eltérést mutatott (4. a 4bra).

A teriiletvaltozasnal megfigyeltekkel Osszhangban a RINl-et taltermeld sejtek
dendrittiiskéinek suly- és végpontjai kisebb idében Gsszegzett elmozdulast® mutattak, mint a

kontroll sejtek tliske-sulypontjai (4. B, C abra). Az egy percre vonatkoztatott, atlagos stly-és

2 Osszegzett elmozdulasnak nevezziik, amikor az egyes eléz8 képkockdhoz viszonyitott, tehat relativ
valtozasokat 0sszegezzik.
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végpontelmozdulas pedig egyarant szignifikdnsan kisebb volt a RIN1 fehérjét tultermeld
sejtek denrittiiskéinek esetében, mit a kontroll neuronok dendrittiiskéinél (4. b, ¢ 4bra).
Erdemes megjegyezni, hogy amig a RIN1 génhidnyos és a kontroll allatok
hippokampuszhoz kothetd funkcidinak végrehajtasaban nem tapasztaltak kiilonbséget (Dhaka
¢s mtsai., 2003), eredményeim alapjan a RIN1 fehérje tultermeltetése esetén a transzfektalt
hippokampalis idegsejtekben, a dendrittiiskék szintjén van morfologiai €és motilitasbeli

valtozas.

5.2. A PSDY5 posztszinaptikus és a szinaptofizin preszinaptikus marker appozicioja a
tenyészetekben szinapszisok kialakuldsat jelzi

A stabil serkentd szinapszisok egyik altalanos jele a PSD kialakulasa, amely kiilonb6z6
tipustt tiiskékben altaldban eltérd ardnyban taldlhaté. A posztszinaptikus denzitdsban
lokalizalodo egyik allvanyfehérje, a PSD95 megjelenése szinaptikus kapcsolatra utal, amire
egy erésen motilis struktura, mint amilyen a filopédium, kis eséllyel képes. Kisérletes
rendszerlinkben a preszinaptikus partner kozelségét egy preszinaptikus marker, a szinaptofizin
fehérje lokalizaci6ja mutatta: a posztszinaptikus denzitas melletti lokalizaci6ja nagy
val6szinliséggel a szinaptikus kapcsolat kialakulasat jelzi.

Mivel az endogén PSDO95 fehérjét specifikusan felismerd ellenanyag nem all
rendelkezésiinkre, a PSD95 fehérjének az mCherry fehérjéhez kotott valtozatat transzfekcio
segitségével tultermeltettem, majd a pirosan fluoreszkald jel lokalizacidjat konfokalis
mikroszkoppal készitett felvételeken vizsgaltam. A képeken a harom jellemz6 dendrittiiske-
struktira (zOmok, fonalas, illetve gomba alakt tliske) mind a RINI-et tultermeld, mind a
kontroll idegsejtek dendritdgain megtalalhato volt. A szinaptofizin lokalizacidjanak vizsgalata
soran azt tapasztaltam, hogy a preszinaptikus marker a fonalas tiiskék mellett ritkdn, a zo6mok
¢s gomba alaku tiiskék mellett viszont gyakran volt detektalhat6. Ez a kozeli lokalizacié a

PSD95-6t tartalmazd tiiskék esetében igen gyakori volt (5. abra).
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EGFP

PSD95-mCh

a-szinaptofizin

egyutt

5. abra. 2 dendritszakaszrol konfokalis mikroszkoppal, 3 csatornan készitett fluoreszcens felvételek. Az egymas
alatti képek ugyanazt a teriiletet abrazoljak. Az EGFP (fels6 képek), a PSD95-mCherry (2. sor) és az Alexa633-mal
jelzett anti-synaptophysin (3. sor) képeket a jobb lathatésagért invertdlva mutatom be. A legalsé sorban a 3 szin
egyiitt latszik (EGFP: zold, PSD95-mCherry: piros, Alexa633: kék). A mérce 2 um. A telt nyilak olyan strukturakat
kitoltés), mind pedig a zomok tiiskék esetében (piros kitoltés) lattuk. Volt azonban olyan gomba alak tiiske is, amely
ugyan PSD95-mCherryt tartalmazott, de a preszinaptikus markert a kdzelében nem tudtuk detektalni (bal oldali kép,
iires nyilak). A fonalas tiiskékben a PSD95-mCherry jel nem volt detektalhato.
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Megfigyeléseimet kvantitativen is elemeztem,
ennek eredményeit mutatja a grafikon (6. abra). Mind a
RIN1-et taltermeld, mind a kontroll idegsejtekre igaz
volt, hogy a PSD95-jel mindegyik tipusu tiiskékben
megjelent, de eltérd ardnyban. A gomba alaku tiiskek
80%-aban PSD95
felhalmozodasat, ami a fonalas tiiskék esetében alig volt

jellemzdé. A zomok tiiskék kozel felében a PSD95-

kozel megtigyeltem a

mCherry jel is detektalhatd volt, Eddigi méréseim azt
mutatjak, hogy a RIN1 fehérjét tultermeld sejtek z6mok
¢s gomba alaku tiiskéiben ennek aranya valamivel
magasabb  volt, mint a kontroll, EGFP-vel
kotranszfektalt idegsejtekben, de a kiilonbség eddigi
elemzéseim alapjan nem bizonyult szignifikansnak.

A RIN1 fehérje tultermeltetése a transzfekciotol
szamitott 24 o6ran beliil a dendrittiiskék morfologidjara
is hatassal volt. Eddigi adataim alapjan a kontroll sejtek
tercier dendritdgain leggyakrabban a fonalas tiiskék
voltak jelen, mig a RIN1-et tultermelé neuronok tercier
dendritdgain viszont a gomba alakil tiiske volt a
leggyakoribb, egyuttal megndtt a zomok tiiskék aranya
is (7. ébra). A nagy szorsdok miatt a kiilonbségel még

nem szignifikdnsak.

PSD95 tartalmu tiiskék aranya

1.40
1.20 ~
1.00
0.80 -
0.60 -
0.40 -
0.20 -
0.00 -

zOmok fonalas gomba

6. abra. A PSD95-mCherry depozitok
aranyanak  vizsgalata  kontroll  (fehér
oszlopok), illetve a RIN1 fehérjét tultermeld
(fekete  oszlopok)  dendritekben. Az
idegsejtek tercier dendritagain 1év6, PSD95-
mCherry szignalt tartalmazé dendrittiiskék
atlagos aranya a tiisketipusok szerint. A RIN1
fehérje taltermeltetése esetén a zOmok
tiskékben némileg megné a PSD tartalom.

(n=520)

tiiske-tipusok megoszlasanak
aranya
0.80
0.70

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00 + T T

z6mok

fonalas gomba

7. abra: A kontroll (fehér oszlop) és a RIN1-
et thltermeld (fekete oszlop) idegsejtek
tercier dendritdgain megtalalhato  tiiskék
tipusanak eloszlasa. A grafikonon az atlag és
a szoras van feltiintetve (n=520)
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Diszkusszio

A dendrittiiskék morfologiai  valtozasainak ¢és motilitasdnak kutatdsa €16
szervezetekben technikailag igen nehéz, ezért mi sejttenyészeteken végeztik a
vizsgalatainkat. A sejttenyészetekben az idegsejtek motilitdsanak vizsgélatara a live cell
imaging modszer alkalmas, amihez szintén komoly technikai hattér sziikséges. Sajnos, a
rogzitett képsorozatok elemzése sem gyorsan kivitelezhetd feladat: az altalam elemzett két
fixalt, illetve a 4 kontroll és a 4 RIN1 fehérjét tultermeld sejt egy-egy dendrittiiskéjérdl
rogzitett, 600 képkockabol allo sorozatok elemzése Osszesen 6000 képkocka kiértekelését

jelentette.

crer

is lehet vizsgalni. Ez esetben adott iddpillanatokban rogzitjiik a sejtek morfologiai allapotat,
ami a jellemzd dendrittiiske morfologia megéllapitasara lehetdséget biztosit. A kezelések vagy
pl. a RIN1 taltermeltetésének hatasat is elemezhetjiik, de ezekben a fixalt rendszerekben a
valtozasok dinamikdjara, azaz pl. arra, hogy a gomba alaka tiiskék milyen strukturakbol és

milyen gyorsan alakultak ki, nem kaphatunk valaszt.

Kisérletes rendszeriinkben a RIN1 fehérje tultermeltetése miatti morfologiai és
motilitasbeli valtozasokat vizsgéaltam. A sejtekben a PSD95 fehérje tultermeltetése szintén
érthetd, hogy tulexpresszaltatasa a tiiskék stabilitasat noveli (Zhang és mtsai., 2012). Epp
ezért a RIN1 és PSD95 fehérjékkel kotranszfektalt neuronok kontrollja a PSD95 fehérjével

transzfektalt neuron volt.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a RINI1 fehérje tultermeltetésének hatdsira a
neuronok dendrittiiskéinek morfologidja megvaltozik. Eddigi méréseim azt mutattak, hogy a
zOmok tiiskék rovasara némileg megnd a filopodidlis €és gomba alaku tiiskék aranya, ami
Bencsik Norbert joval nagyobb adatszamon alapulo, igy statisztikailag szignifikdns
eredményeivel Osszhangban 4ll. A gomba ¢és a zOmok tiiskékkel szemben gyakran
szinaptofizin jelet is lattam, ami arra utal, hogy ezekben a strukturdkban mar valodi
szinapszisok is kialakulhattak — a preszinaptikus partner legalabbis ehhez kelld kozelségbe
keriilhetett. Ahhoz mindenképpen tovabbi elemzésekre van sziikségem, hogy a RINI1
taltermeltetés és a szinaptikus kapcsolatok kialakitasa kozotti dsszefliggeést vizsgalhassam. A
live cell imaging felvételsorozatok alapjan azt a kovetkeztetést mindenesetre levonhattam,

hogy a RIN1 megndvekedett mennyisége a fonalas tiiskék mozgékonysagat csokkentette, ami
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a szinapszis kialakulasanak és/vagy stabilizaloddsanak lehetdségét is megnovelte.

crers

stabilizalasat, és a dendritfa elagazasai szdmanak névekedését feltételezhetden — legalabbis
részben — az aktin-polimerizacidéra gyakorolt hatdsa révén fejthette ki (Hotulainen és
Hoogenraad, 2010). Bar nem zarhatjuk ki a lehetdségét, hogy a RIN1 fehérje a vezikularis
transzportfolyamatok megvaltoztatasan keresztiil is hat (Deininger és mtsai., 2008; Balaji és
mtsai., 2012), feltételezhetjiik, hogy a dendrittiiskék megvastagodasat ¢s mozgékonysaganak
csOkkenését elsdsorban az aktin vaz szerkezetében bekovetkezd valtozasok, igy az aktin vaz
flexibilitasdnak csokkenése okozza. Ennek bizonyitasara un. FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching) kisérleteket terveziink végezni. Ennek soran a neuronokban az aktin
monomereket transzfekcid segitségével fluoreszcensen jeldljiilk, majd az idegsejt egy
dendrittiiskéjét addig gerjesztjik a konfokdlis mikroszkop lézerével, mig az Osszes
fluoreszcens fehérje ,ki nem ég”. Méréseink soran a fluoreszcens jel visszaallasanak
dinamikdjat vizsgadljuk majd, ami az aktin monomerek transzportjanak ¢és az
aktinpolimerizacidonak a sebességén mulik. Tehat, ha az aktinpolimerizacidt befolyasolja a

RIN1 fehérje taltermeltetése, akkor az igy bekdvetkezd valtozast is ki tudjuk mutatni.

A RIN1 fehérjének a PSD9S5 fehérje lokalizaciojara gyakorolt hatasarol egyelore még
csak eldzetes eredményem van. Megfigyeléseim alapjan a RINI1 taltermeltetése a PSD95
fehérje tartalmu zomok €s gomba alaku tliskék aranyat némileg megnovelte, ami utalhat arra,
hogy az eleve is stabilabb tiiskékben a RIN1 tultermeltetése a PSD kialakuldsat és igy a
PSD95 fehérje felhalmozodasat serkentheti.

Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a RIN1 fehérje tultermeltetése feltehetden
eldsegiti a szinaptikus kapcsolatok kialakulasat és stabilizalja a mar kialakult kapcsolatokat.
Ez az ,elony” viszont a kiils6 hatasokhoz, stimulusokhoz valo alkalmazkodas képességét,
vagyis a szinaptikus plaszticitast csokkenti. Ez az eredmény Osszhangban van azzal a mar
korabban emlitett megfigyeléssel (2.1. fejezet), hogy a RIN1 fehérje hidnya a szinaptikus
plaszticitast novelte. Egyuttal ki is egésziti, hiszen megmutatja, hogy a posztszinaptikus
komponens morfologiai és motilitdsbeli valtozasa okozza a szinaptikus plaszticitdsban

bekovetkezo valtozasokat.
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Szerzoi hozzdjarulas
o Szamitogépes kiértékeld program segitségével nagyjabol 6000 képkocka elemezésével

vizsgaltam a fonalas dendrittiiskék motilitasat, az adatokat kiértékeltem.

e FElsajatitottam a hippokampalis idegsejttenyészet készitésének ¢€s fenntartdsanak

technikait.

e Liposzomalis transzfekcio segitségével az EGFP, illetve a RIN1 fehérje EGFP-vel és a

PSD95 mCherry-vel jelzett valtozatat tiltermeltettem neuronokban.

e Immuncitokémiai eljardssal detektaltam a preszinaptikus szinaptofizin marker
jelenlétét. A fluoreszcensen jelzett egyes fehérjék lokalizaciojat konfokalis

mikroszkop segitségével detektaltam, az adatokat kiértékeltem.

Koszonetnyilvanitas

Kszonettel tartozom az ELTE Elettani és Neurobioldgiai Tanszék laboratoriuméaban
dolgoz6 munkatéarsaimnak, Tarnok Krisztidnnak, aki a live cell imaging felvételeket készitette
¢s minden kérdésemre kimeritden valaszolt, Gulyds Martonnak, aki a kiértékeld szdmitdgépes
programot irta, €s Bencsik Norbertnek, aki megosztotta velem az eredményeit. Legfoképpen
pedig Schlett Katalinnak szeretném megkdszonni a munkajat, aki amellett, hogy els6sorban

segitette €s feliigyelte a kisérletes munkdmat, a dolgozatomat is lektoralta.
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