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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALARA: olyan alacsony do6zisu beavatkozast alkalmazzunk, amennyire lehetséges - (As
Low As Reasonably Achievable)

AO%: terileti atfedés %

BDNF: agyi eredetli novekedési faktor

CaM kinéaz: kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kinaz

cDNS: komplementer DNS

cing: cingulum

CREB: ciklikus AMP-re valaszol6 elemet (CRE) kot6 protein
Ct (method): detektalasi ciklus-kliszobérték

CT: komputertomogréafia

D: az ultrahang transzcuder atmérdje

3D, 4D: 3 dimenzids, 4 dimenzios

DAB: 3,3’-diaminobenzidin

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenil-indol

dB: decibel

DG: gyrus dentatus

dhc: commissura posterior (hippocampus)

DICOM: “Digital Imaging and Communications in Medicine”
DNS: dezoxiribonukleinsav

DR: dinamikatartomany

E0.5/14.5/18.5: 0,5./14,5./18,5. embrionalis nap

EGFP: felerdsitett zold fluoreszcens fehérje

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

EYFP: felerésitett sarga fluoreszcens fehérje

FOV: latomez6

fp: forceps posterior


https://dea.lib.unideb.hu/items/07ac7abf-0a98-4873-9d9d-09a5be899f5d

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GE: General Electric

GFP: z06ld fluoreszcens fehérje

HPRTL1: hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz

19G: immunglobulin G

ISATA: térbeli atlagos, id6beli atlagos intenzitas (“spatial average, temporal average
intensity”)

ISPTP: térbeli csucs, id6beli cstcs intenzitas (“spatial peak, temporal peak intensity’)
K2P: kétpdrusu domén kaliumcsatorna

kHz: kilohertz

L5: 5. réteg

MANOVA: “Multivariate Analysis of Variance”
MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MHz: megahertz

MI: mechanikus index

MPa: megapascal

MRNS: messenger RNS

MTOR: “mammalian target of rapamycin”

n: szam

NA: numerikus apertara

NaCl: natrium-klorid

ns: nem szignifikéans

P3/28/30: posztnatalis 3./28./30. nap

PAST: “PAleontological STatistics”

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat

PCR: polimeraz-lancreakcio

PFA: paraformaldehid

P13K: foszfatidilinozitol-3-kinaz



gPCR: kvantitativ polimeraz-lancreakcio

gRT-PCR: kvantitativ valés idejii polimeraz-lancreakcid
RNS: ribonukleinsav

T1: termikus index

TRPAL: tranziens receptor potencial ankyrin 1 csatorna
TRPC: kanonikus tranziens receptor potencial csatorna
TRPV4: tranziens receptor potencial vanilloid 4 csatorna

UH: ultrahang


https://aok.pte.hu/hu/dokumentum/22522
https://dea.lib.unideb.hu/items/d00c8e23-7c02-4887-bddd-60ef32db1c3e

|. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

Az ultrahang (UH) egy olyan mechanikai hullam, amelynek frekvenciaja meghaladja a
20 kHz-et, az emberi hallasérzékelés fels6 hatarat. Ezen frekvenciahatar feletti hanghullamok
bar a fiil szdmara nem érzékelhetdek, de az orvosi képalkotasban széles korben hasznalatosak.
Az orvosi diagnosztikaban az alkalmazott frekvenciatartomany rendszerint 1 és 15 MHz koz6tt
mozog, amely lehetdvé teszi a kiillonbozd szovetek részletes tér- és idobeli vizsgalatat,
mik6zben minimalizalja a szOvetekre gyakorolt karos hatasokat. Az ultrahang vizsgalat gyors,
repetitiv és biztonsdgos modszer az orvosi diagnosztika soran, de nagyban fugg a vizsgald
személy gyakorlatatol.

Az ultrahang alkalmazasa kulondsen fontos a szulészet-négyogyaszat teriiletén, ahol
nélkiilozhetetlen eszk6z a magzat fejlodésének ellendrzésében, valamint az esetleges anatdmiai
rendellenességek korai felismerésében. A terhesség soran az ultrahang vizsgalatok pontos
1d6zitése kiemelten fontos, hiszen a magzat fejléddése a varanddssag kiillonbozd szakaszaiban
eltérd vizsgalati igényeket tdmaszt. Az elsd trimeszterben példaul a f6 cél az embrid (vagy a 8.
hét utan magzat) életképességének megallapitasa, a pontos gesztaciés kor meghatarozasa,
valamint az esetleges korai rendellenességek kisziirése. A masodik trimeszterben mar részletes
anatémiai vizsgalat torténik, amelynek célja a fejlddési rendellenességek kisziirése, mig a
harmadik trimeszterben a magzat ndvekedésének, fejlédésének, a méhlepény allapotanak és a
magzatviz mennyiségének monitorozasa keriil elotérbe.

A szilészeti-nbgyogyaszati  vizsgalat soran rendszerint kétféle vizsgalofejet
hasznélnak: az els6 trimeszterben hiivelyi transzducert, mig a késébbi idészakokban konvex
transzducert alkalmaznak. Ezek a vizsgalofejek eltérd frekvenciatartomanyokban mitkdnek:
a konvex fejek altalaban 3-5 MHz-en, mig a transzvaginalis valtozataik 5-7,5 MHz
tartomanyban. A hivelyi transzducerek magasabb frekvenciaja nagyobb felbontast biztosit,
ami kiilondsen hasznos az elsd trimeszteri vizsgalatok soran, amikor a magzat és a belso
anatomiai struktarak mérete kisebb. Ezzel szemben a konvex transzducerek alacsonyabb
frekvenciaji hulldmai mélyebb szoveti penetraciot tesznek lehetévé, ami a késdbbi
trimeszterekben valik kulcsfontossdgiiva a ndvekvo magzat vizsgalata soran.

Az ultrahang vizsgéalatok alkalméaval elengedhetetlen fontossagu a termikus index (TI)
és a mechanikus index (MI) figyelembevétele, amelyek a legfontosabb bioldgiai hatasokat
jelzik, és valos id6ben lathatoak a vizsgalat sordan. Az MI a kaviticids jelenségekhez
kapcsolddo bioldgiai hatdsok kivaltasanak képességét méri, mig a TI a szdvetek belsod

homérséklet-emelkedését mutatja. (A TI értéke azt becsili meg, hogy az ultrahang energidja



hany Celsius-fokkal emelheti meg a szovetek hdmérsékletét az adott koriilmények kozott.
Példaul egy TI = 1 esetén a szovetek hdmérséklete varhatéan 1°C-kal emelkedhet) (1, 2, 3).
Ezen indexek kdvetése biztositja, hogy a vizsgalatok soran a biolégiai hatasok a megengedett
hatarértékeken belll maradjanak, minimalizalva ezaltal a szOvetek esetleges karosodasat.
Annak érdekében, hogy elkeriilhetéek legyenek a nemkivénatos hatasok, a nemzetkozi
ajanlasok szerint a vizsgalatok sordn mind a Tl, mind az MI értéke végig 1 alatt kell, hogy
maradjon. (1, 4, 5, 6).

Bar ezek a biztonsagi hatarértékek segitenek minimalizalni a kockézatot, fontos szem
el6tt tartani, hogy még ezen kritériumok teljesiilése esetén is, az ultrahang expozicid képes
lehet sejtszintii valtozasokat okozni. Példaul, az ultrahang képes modositani a neurondlis
morfologiat és befolyasolhatja a dendritfa fejlédését mind in vitro (7), mind in vivo
kortlmények kdzott (8, 9).

Egy in vitro kutatds eredményei szerint a pulzatilis ultrahang expozicié atmeneti
morfologiai valtozasokat idézhet el az idegrendszerben, példaul az idegsejtek nyulvanyainak
visszahuzddasat és a sejttest zsugorodasat, valamint a sejttest eltolédasat okozhatja. A kivaltott
hatas mértéke az ultrahang intenzitasatol fiigg, az akusztikus csticsnyomads pedig dontd tényezd
a folyamatban. Ugy tiinik, hogy a direkt mechanotranszdukci6 kulcsszerepet jatszik az észlelt
véltozasokban, mivel a feszilés-aktivalt ioncsatornak blokkolasa jelentésen csokkenti az
ultrahang altal kivaltott morfoldgiai valtozasokat. Kimutattak tovabba, hogy a Ca?* fontos
szerepet jatszik a transzdukciés folyamatban, mivel az extracellularis Ca?* megkotése
kelatképzd anyaggal hasonl6 modon gatolja a fent emlitett bioldgiai hatasokat (7). A
morfoldgiai valtozasok nem bizonyultak destruktivnak, mivel az expozicié utan neurit kindvés
és neuritogenezis volt megfigyelhetd a neuritokat hordozé és a neurit nélkili idegsejtekben
egyarant.

Egy in vivo kisérlet soran, amikor felnétt (a kisérlet kezdetekor 4 honapos) egerek agyat
repetitiv, 1 MHz-es ultrahang stimulusnak tették ki, 3 hénap elteltével azt tapasztaltak, hogy
mig az apikalis dendritek esetében a kontrollcsoportban a csomépontok szamanak, a dendritek
teljes hosszanak és a 3D dendrit térfogatnak a csokkenése kovetkezett be, ez a csokkenés az
ultrahanggal kezelt egerek CAl piramissejtjein nem volt megfigyelhetd. Ezen kisérlet
eredményei alapjan tehat az ultrahang hatasosnak bizonyult az apikalis dendritfa életkorhoz
kothet6 leépiilésének megel6zésében (9). Ezek a hatasok ismétlddé ultrahang-expozicid soran
fokozddnak, ami a neuritok atlagos hosszanak jelentdés novekedését €s a neuroblasztok

proliferacigjat idézheti el6 (10, 11).



Az ultrahang vizsgalatok id6tartama altalaban 10-15 perc, azonban egy 3D vagy 4D
"babamozi" tovabbi 30-40 perccel novelheti az eljaras hosszat (4, 5, 12). A 3D-s és 4D-s
ultrahang vizsgélatok lehetdséget adnak arra, hogy a sziilok mar joval a megsziiletés eldtt
megismerjék magzatukat, és az orvosok szamadra is lehetdve teszik a még precizebb diagndzis
felallitasat. Bar a diagnosztikai ultrahangot altalaban biztonsadgosnak tartjdk populacios
szinten, egyes publikaciok szerint el6fordulhatnak enyhe mellékhatasai, példaul a késleltetett
beszédfejlodés, a balkezesség gyakoribb eldforduldsa és a nagyobb sziiletési suly (13, 14, 15).

Fontos megjegyezni, hogy egy nagyszamu tanulmanyt attekintd ,,review” kézlemény
adatai szerint a terhesség alatt végzett ultrahang vizsgalatokkal 6sszefiiggésben nem mutattak
ki negativ anyai vagy perinatalis kimenetelt, azok nem okoztak karosodott fizikai vagy
neurologiai fejlédést, tovabbad nem ndvelték a gyermekkori rosszindulati daganatok, a
normalisnal alacsonyabb intellektualis teljesitmény vagy mentalis betegségek kockazatat (14).
Mindazonaltal, a kutatok tovabbra is folyamatosan vizsgaljak az ultrahangnak az emberi
fejlodésre gyakorolt hosszu tava hatasait, kiilonds tekintettel a finom és nehezen mérhetd
valtozasokra, amelyek esetleg csak évekkel késObb valnak nyilvanvalova.

A terhesség masodik és harmadik trimeszterében a sziilészeti ultrahang feltehetden
mechanikusan stimulalja a fejlédé agy neuronjait, kiilondsen a kéregben és a hippocampusban.
Ez az id6szak kiemelten fontos a neuronalis halozatok kialakulasa és az axo-dendritikus
novekedes szempontjabol, példaul a limbikus rendszerben, amely kulcsszerepet jatszik a
tanulés, a memoria, a motivacio és az érzelmek feldolgozasaban (16, 17).

A neurogenezis folyamata egy jol meghatarozott idébeli €s térbeli mintat kovet (18).
Tobb mint egy évszazada ismert, hogy az emlésok agykérge hat rétegbdl all. A neokortex
jellemzbje a projekcidos neuronok beliilr6l kifelé torténd elrendezddése, ahol a legrégebbi
neuronok a legmélyebb, a legfiatalabb neuronok pedig a legfeliiletesebb rétegekben
helyezkednek el, ennek megfelelden a 2. réteg a legfiatalabb idegsejteket tartalmazza, mig a 6.
réteg a legkorabban sziiletetteket. A beliilrdl kifelé rétegzddés azt jelenti, hogy minden frissen
sziiletett serkentd neuronnak ki kell vandorolnia a periventrikuléris térbdl, majd a fejlodd
fehérallomanyon keresztil migralddnia kell a kordbban sziletett neuronokon is. A
desztinaciojanak megfelelden letelepszik, majd terminalis differencialodason megy keresztl,
¢s létrehozza szinaptikus kapcsolatait. A migracio elinditasaért egy specialis ,,uttdr6d” neuron
populdcio, az ugynevezett Cajal-Retzius (CR) sejtek felelnek, amelyek a Reelint termelik, ami
nélkildzhetetlen a szabalyos migracio iranyitasahoz. A CR-neuronok folyamatosan kifelé
nyomodnak, mikozben a kéreg névekszik, igy kivételt képeznek a kéreglemez tdbbi részének

beliilrél kifelé torténd sziiletési sorrendje alol. Az elsé vandorld neuronok rétegét subplate-nek



(SP, 6b réteg) nevezik, mig a kovetkezd rétegek (6, 5, 4 stb.) folotte halmozddnak fel. Mig a
serkentd neuronok periventricularisan sziiletnek, €és ezt kovetden szekvencialisan beliilr6l
kifelé épitik fel a cortexet radial irany( migracioval, a kérgi gatlé neuronok progenitor sejtjei
a medialis ganglion eminencidban helyezkednek el, a posztmitotikus lednysejtek pedig a
szubventrikularis zondban vagy a pia mater alatti kortikalis lemez felé vandorolnak

tangenciondlisan (19).

crer

crer

kisérlet soran (11) a diagnosztikai ultrahang tartomanynal kissé magasabb (6,7 MHz)
frekvenciat alkalmazva azt tapasztaltdk, hogy a migréacié kezdetekor megjeldlt, majd egy
nappal késOébb ultrahang stimulusnak kitett neuronok lelassulnak, ¢és néhanyuk a
fehérallomanyban marad, vagy a mélyebb kérgi rétegekben akad el. Kiemelendd, hogy a
kisérlet soran tobb kiilonb6zd iddtartamti ultrahang stimulust alkalmaztak, azonban
szignifikéans eltérést csak 30 perces vagy annal hosszabb stimulacio esetén észleltek. Ezenkivil
az alacsony intenzitasu (<3 W/cm?) ultrahang kezelésrdl kimutattak, hogy mind in vitro (20),
mind in vivo (21) elésegiti a neuronalis Gssejtek (progenitorok) differencialodasat és talélését.

A migraciot és a rétegek kialakuldsat kovetden kulcsfontossagu, hogy a neuronok
dendritjei megfeleléen novekedjenek és dgazzanak el, mert enélkiil nem lenne lehetséges a
neuronalis halozatok megfeleld kialakulasa és miikodése. A dendritek arborizacioja, melyre
mind belsd, mind kornyezeti tényezok hatassal vannak, jelentdsen befolyédsolja a neuronok
szinaptikus bemeneti és membran jellemzoit. Szubcellularis szinten az ultrahang — a fent
emlitettek szerint - atmeneti és gyors valtozasokat idézhet eld a neuritok novekedésében
neuronalis sejttenyészetekben (7), mechanoszenzitiv receptorokon és ioncsatornakon
keresztul.

A tranziens receptor potencial csatornak (TRPC-k) széles korben jelen vannak a fejl6d6
egér agyban, kilondsen a kortikalis lemezben (22, 23). A tranziens receptor potencial (TRP)
szupercsalad nem-szelektiv kationcsatorndk csoportjabdl all. A klasszikus TRP-k (TRPC-k)
csaladja hét tagja kozul (TRPC1-7) valészinilleg a TRPC4 jatszik szerepet a neuronalis
jelatvitelben (23). Korabbi tanulméanyok szerint a TRPC4 aktivalhaté ultrahanggal 2 MHz-nél
magasabb frekvencidkon (24), ami arra enged kovetkeztetni, hogy részt vehet a fejlodo
neuronok ultrahang altal kozvetitett jelatvitelében. Ezt a hipotézist erdsiti az a megfigyelés is,
hogy azok az allatok, amelyeknél hianyzik a TRPC4 mechanoszenzitiv ioncsatorna,
szignifikansan csokkent érzékenységet mutatnak az ultrahang-stimuléciora, ami azt jelzi, hogy

a mechanoszenzitiv ioncsatorndk fontos szerepet jatszanak az ultrahang stimulacid
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mechanizmuséban. Egy korabbi kisérlet soran alacsony nyomasu ultrahanggal érzékenyitett
idegsejteket aktivaltak a fonalféregben (Caenorhabditis elegans), a vad tipust allatok
érzéketlennek bizonyultak az alacsony nyomasu ultrahangra, ezzel szemben megallapitottak,
hogy a TRPC-4 mechanotranszdukcioés csatorna porusképzé alegységének normalisnal
nagyobb mértékli expresszidja érzékenyiti az idegsejteket az ultrahangos stimulusra, ami
viselkedési valaszokat eredményezett (24).

A TRPC-k szabalyozzak a neuroszekréciot, a hosszu tavu potenciaciot (LTP) és a
szinaptikus plaszticitast egyarant. Emlitésre méltd tovabba, hogy kiilonb6zd neuropatologiai
allapotokban a TRPC csatornakon keresztiili Ca?* bearamlas zavarait észlelték. Mint nem
szelektiv kation csatorna, amely elsdsorban az endoplazmatikus retikulum membranjaban
talalhatd, a TRPC4 funkcidja aktivalédaskor a citoplazma Ca?*-szintjének emelése (25). A
TRPC4 erésen expresszalodik ingerelhetd sejtekben és részt vesz az idegi sériilésekre adott
valaszban, a neuritkinévés, valamint az idegi exocitozis szabalyozasaban, emellett egytt
expresszalodik a TRPC5-tel a hippocampus CAL piramissejtjeiben, amely fontos szerepet
jatszik az idegi Ca2* homeosztazisban (25). Erdemes megjegyezni, hogy a lokalis intracellularis
Ca®* jelatvitel szerepet jatszik a dendritek ndvekedésének és elagazasanak befolyasolasaban,
valoszintileg a CREB ¢és a CaM kinazt érint6 utvonalakon keresztiil (26). A CaM kinaz ¢és
CREB célgeénjei, amelyek dendritikus ndévekedést kozvetitenek, nem pontosan ismertek, de
fontos potencialis célpont az agyi eredetii neurotrof faktor (BDNF). Kimutattak, hogy a CaM
kindz CREB-fiiggd mechanizmussal képes BDNF expressziot indukalni, amely a kérgi
neuronokban fokozott dendritndvekedéshez vezethet. igy a Ca?* és a CaM kinaz altal kivaltott
dendrit ndvekedést a BDNF kdzvetitheti (26).

A TRPC-k aktivalasa a BDNF mellett a c-Fos korai valaszgén emelkedett szintjéhez
vezet, ami fokozott neurondlis aktivitasra utal (8, 24, 27). A Kkorai valaszgének
transzszinaptikus stimuldcioval torténd szabalyozdsanak molekularis alapjai csak részben
ismertek. A Ca?* bedramlésa a fesziiltségfiiggd Ca?* csatornakon keresztill és az aktiv Ca?*-
kalmodulin komplex kialakuldsa valoszintlileg a depolarizalo ingerek altal kivaltott folyamat
elsé 1épése. Figyelemre méltd, hogy a c-fos indukciot a kiilsé Ca?* kelatképzés, a Ca?*
csatornék specifikus inhibitorai és a kalmodulin antagonistak blokkoljak.

A rendelkezésre allé publikaciok alapjan a diagnosztikus prenatélis ultrahang vizsgalat
biztonsagos mind az anya, mind a magzat szamara. A jelenleg rendelkezésre all6 eredményeket
azonban érdemes Gvatosan értelmezni. A biztonsag azt jelenti, hogy nincsenek felismert karos
hatasok, de fontos szem el6tt tartani, hogy az ultrahang expozicidbdl szarmazd hatdsok

rendkivil diszkrétek lehetnek, és sok évvel az expozicio utan jelentkezhetnek. Az ultrahangnak
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az emberi fejlédésre gyakorolt hatasaval kapcsolatos kérdések megvalaszoldsdhoz a jovében
sziikséges lenne az expozicionak kitett és nem kitett csecsemdk fejloddésének hosszu tava
kovetése. Ezenkiviil a meglév publikaciok nem feltétleniil értékelték a prenatalis ultrahang
altal okozott Osszes lehetséges biologiai hatast. A jovobeni vizsgalatok olyan hatisokat
tarhatnak fel, amelyeket ezidaig még nem ismertek fel. Ezért, amint azt az ALARA (As Low
As Reasonably Achievable) elv kimondja, a jelenleg rendelkezésre all6 bizonyitékok alapjan
jelenleg is megfontolandd, hogy a pacienseket a diagnosztikai informaciok megszerzéséhez

sziikséges legkevesebb ultrahang hatasnak tegyUk ki (14).
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II. CELKITUZES

Korabbi tanulmanyok alapjan célul tiiztiik ki, hogy a magzati diagnosztikaban hasznalt
ultrahang hatésait vizsgaljuk in vivo egérmodellben, ennek soran a mechanoszenzitiv TRPC4
receptor expressziojat vizsgaltuk a fejlodo kérgi neuronokban, az ultrahang expozicio hatasat
a retrosplenialis cortex piramis 5. rétegének neuronjaira (8).

Kutatasunk masodik szakaszaban (28) a repetitiv magzati ultrahangnak a hippocampus
térfogatara és sulyéra kifejtett hatdsait tanulmanyoztuk, tovabba a hippocampus morfolégiai

jellemzoit elemeztiik.
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I11. ANYAGOK ES MODSZEREK

111.1. Allatok

A kisérletek soran az in utero elektroporaciéhoz vemhes CD1 (ICR, Charles River,
Németorszag) egereket hasznaltunk.

Az els6é vizsgalatban az egyszeri ultrahang stimulus hatasainak vizsgalatdhoz 10
vemhes egeret hasznaltunk, melyek kozll 5 egéer 24 elektroporalt embridt hordozott, kozulik
20 maradt életben, 10 lett Kivalasztva morfometridra és immunhisztokémiara az ultrahang
stimulacio utan. A fennmarad6 5 vemhes egeér 21 elektroporalt embriét hordozott, 18 maradt
életben, 7 embrio lett kivalasztva morfometriai és immunhisztokémiai vizsgalatra, amelyek
kontrollként szolgaltak. Az 6tszori, repetitiv ultrahang hatasainak felméréséhez 3-3 vemhes
egeret hasznaltunk mind az ultrahanggal stimulalt, mind a kontrollcsoportban, igy mindegyik
csoportban 9 kdlyok (3-3 minden vemhes egértél) sziiletett.

A maésodik vizsgalatban 3 vemhes egeret, 6sszesen 18 elektroporalt embridt (12 maradt
életben) vetettiink ala ultrahang stimulacionak. Ezt kovetden a boncolas utan 6sszegytijtottik
azokat az agyakat, amelyek erés GFP jel616dést mutattak (a GFP jel6lés részleteit 1asd alabb a
,,Plazmidok” c. részben). A GFP jel6l6dési minta alapjan 3 agyat valasztottunk ki morfometriai
elemzésre P28-on. A kontroll kisérletekhez 3 vemhes egeret hasznaltunk, amelyek 17
elektroporalt embriét hordoztak (13 maradt életben), és 3-at valasztottunk ki a morfometriahoz
a GFP jelolodési mintazat alapjan. Tovabba 8 kontroll és 8 ultrahanggal stimulalt egyéves allat
kdzponti idegrendszerét vizsgaltuk mikro-CT-vel. A vizsgalat sordn a kontrollcsoport olyan
allatokbol allt, amelyek ugyanazon eljarasokon estek at, mint az ultrahanggal kezeltek, azonban
nem voltak kitéve ultrahang stimulusnak. Mind a kezelt, mind a kontrollcsoportban csak
ndstény allatokat vizsgaltunk a him és ndstény egerek eltéré agymérete miatt, ami kizarta
mindkét nem alkalmazésat kisérleteinkben. A Kisérletek soran hasznalt allatok listajat az 1.
abra 0sszegzi.

Mindkét kisérletben az embriondlis kor meghatérozasa a parzasi dugdk megfigyelésen
alapult, ezt jeloltik meg a zigdtak 0,5. embrionalis napjanak (E0,5). Az allatok vizsgalatat es
elhelyezését a Debreceni Egyetem Allatgondozoi Bizottsaga (15/2020/DEMAB jovahagyasi
szam) eloirasai szerint, valamint az Europai Unié nemzeti térvényei és iranyelvei szerint

végeztik (2010/63/EU iranyelv).
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1. 4bra

[ 1.vizscALar | |  2vizscALar |
Ve ~ e ~ e ~
| UH | | Kontroll | | UH | | Kontroll | | UH | | Kontroll |
| | | | | |
| Svemhes | | Svemhes | | Jvemhes | | Jvemhes | | 3vemhes | | Jvemhes |
| | | | | |
24 embrid 21embrié | | Skélyok | | 9kolyok | 18 embrid 17 embrié
(20 élt tal) (18 &Lt tal) {12 élt tal) (13 élt tal)
| i | | |
10 kivdlasztva 7 kivilasztva 3 kivdlasztva 3 kivélasztva 3 kivalasztva 3 kivalasztva
morfometridra morfomnetridra immun mmun morfometridra morfometridra
és immun és immun hisztokémidra hisztokémidra &s 8 microCT-re s 8 microCT-re
hisztokémisdra hisztokémidra

1. dbra: A ket vizsgalat soran hasznalt allatok listaja.

111.2. Plazmidok
A kollaboréaciés laboratérium egy expresszids vektort (pCALN-loxp-GFP-loxp-CS3)

tervezett és szerkesztett, amely az EGFP szekvenciat kodolja, és egy cre-rekombinazzal GFP-
t expresszal CAG promoter alatt. A cre-rekombinazt tartalmaz6 pCAG-cre vektort Dr. J.
Miyazaki (Oszakai Egyetem Orvosi Karanak Ossejt-szabalyozési Kutatasi Osztalya, Osaka,
Japan) biztositotta.

Ezenkiviil az elsd vizsgalatban Cytbow vektort, egy multicisztronikus plazmidot is
alkalmaztunk, mely vektor harom fluoreszcens riporter (tdTomato, tirkiz és EYFP)
expressziojat teszi lehetové, mindegyiket kiilonb6zo lox szekvenciak szabalyozzak (29). Ezt a
vektort Karine Louiller (Vision Institute — INSERM, Paérizs, Franciaorszag) biztositotta
szamunkra. Vizsgalatunkban a Cytbow expressziot a pCAG-Cre vektor hasznalataval
aktivaltuk.

111.3. In utero elektroporacio

Els6 vizsgalatunkban az ultrahang expozicié neuronalis morfologiara gyakorolt hatasat
az egér retrosplenialis kérgében a GFP és Cytbow-jel6lt 5. rétegbeli piramis neuronokban
értékeltik. A masodik vizsgalatban a GFP-vel jelolt CALl piramis neuronok morfoldgiai

valtozasait vizsgaltuk ugyanezzel a modszertannal. A piramissejtek morfologiajaban rejlé
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variabilitas hatasanak minimalizalasa érdekében azokat a sejteket hasonlitottuk dssze, amelyek
ugyanazon iddintervallumon beliil sziilettek, ugyanabba a rétegbe vandoroltak, és hasonlo
differencialddasi allapotot mutattak. Ennek eléréséhez fluoreszcens riporter géneket tartalmazé
plazmidok méhen beliili elektroporaciojat alkalmaztuk, mivel az elektroporélt plazmid csak a
sejtciklusbol az elektroporacioval egyidejiileg kilépd posztmitotikus neuronokban okoz
génexpressziot. A retrosplenialis kéreg 5. rétegbeli piramis neuronok jelélésére méhen beltli
elektroporaciot végeztiink az E14,5-en a Navarro-Quiroga és munkatarsai altal leirt eljarast
kdvetve (30). Az embrionalis 14,5. napon a vemhes egereket natrium-pentobarbitallal (50
mg/kg) mélyaltattuk, majd hasi feltarasbol szabadda tettiilk a méhszarvaikat, és az embridk jobb
oldalkamrajaba plazmidot tartalmazo oldatot fecskendeztiink. Ezt kovetden egy Electro Square
Porator (BTX, ECM830) segitségével elvégeztiik az elektroporaciét. Az eljaras soran az
embridkat az an6dhoz képest enyhén ferde szdgben (15°-30°) helyeztik el a méhben, az
interauralis vonal szolgéalt referenciasikként (0°). Az elektromos impulzusok tovabbitasa
csipesz tipusu elektrodakkal (BEX, LF650P5) tortént a kovetkez6 modon: 5 impulzus 40 V-
on, egyenként 50 ms hosszan, masodpercenként alkalmazva. Az andd és a katod tavolsagat 6
mme-re allitottuk be, ami 67 V/cm elektromos térerdsséget eredményezett. Ezt kovetden a
hasiireget atoblitettiik és a méhet a visszahelyeztiik, végsd 1épésként a hasfalat kétrétegi

varrattal zartuk.

111.4. Ultrahang expozicio

Mindkét kisérlet soran négy nappal az in utero elektroporaciot kovetéen (E18,5. napon)
az egereket mélyaltatasba helyeztiik Na-pentobarbitallal (50 mg/kg d6zisban), majd 10 percen
keresztill ultrahang stimulusnak tettik ki. A human diagnosztikaban is hasznalt GE Logiq V2
ultrahang készllék mindvégig 3 MHz-es frekvencidn miik6dott, és mind a mechanikus, mind
a termikus index 1,0 alatt volt (MI = 0,9; Tl = 0,8). A vizsgalofej tovabbi paraméterei az
aldbbiak voltak: D: 17 mm, DR: 69 dB, AO%: 100. 4C-RS konvex transzducert alkalmaztunk
(2,0-5,0 MHz frekvencia tartomany, 128 elem, 60 mm konvex sugar, 55° FOV, és 18,3 x 66,2
mm-es alapteriilet). A B modu képalkotasi frekvencia 2,0-5,0 MHz (2,0, 3,0, 4,0 és 5,0 MHz),
mig a harmonikus képalkotasi frekvencia 3,0-5,0 MHz (3,0, 4,0 és 5,0 Mhz) volt. A kalkulalt
negativ akusztikus nyomas cslcsértéke 1,557 MPa, az atlagos intenzitdas 56 mW/cm? volt az
expozicid alatt. A vizsgaldfejet AquaUltra Basic ultrahang géllel vontuk be (Ultragel,
Budapest, Magyarorszag). A méhen belili ultrahang expoziciéhoz a gélt finoman a vemhes

allatok haséra, a szllés utani kezelésekhez pedig kdzvetlenil az egerek koponyéjara helyeztik.
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Az els6 prenatalis ingert az embrionalis 18,5. napon adtuk le, majd ezt négy tovabbi stimulacio
kovette a sziiletés utani elsé négy hétben, hetente egyszer. Az E18,5-en a kezelés alatt a fokuszt
a vemhes allatok hasanak kozépvonalan tartottuk, hogy minden embri6 esetében egyenletes
expozicidt biztositsunk. A posztnatalis kezelesek soran az allatok kis koponyajara vald
tekintettel nem fdkuszalt ultrahang stimulust alkalmaztunk. A kontrollcsoportba tartozé
allatokat azonos eljardsoknak vetettilk ald, beleértve az érzéstelenitést és az in utero
elektroporaciot, kivéve a qRT-PCR-hez hasznalt mintakat. Az ultrahang transzducert a kontroll
allatok haséra, illetve a posztnatélis szakban a koponyéra helyeztik anélkil, hogy ténylegesen
ultrahang inger érte volna 6ket, tiikrozve az ultrahanggal stimulalt egyedek korulményeit.

Masodik kisérletink sordn a mikro-CT analizishez az ultrahanggal kezelt és a
kontrollcsoportbdl 8-8 allatot 12 hoénapig hagytunk tulélni, miel6tt talaltattuk oéket. Ezt
kovetden transzkardialisan perfundaltuk az allatokat 4% PFA-val, majd sooldattal, végul az
agyakat izolaltuk.
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I11.5. Immunhisztokémia

Elsd vizsgélat sorozatunk soran immunfluoreszcens jeldlést alkalmaztunk a GFP jel
rogzitésére és a TRPC4, c-Fos és BDNF azonositasara ultrahang kezelésnek alévetett
egéragyakban. Az els6 vizsgalatban az E18,5 embridk, valamint a P3 és P30 egérkolykok, a
masodik Kkisérletben a P28 egerek teljes agyat dvatosan eltavolitottuk, majd 0,1 M foszféttal
pufferolt sooldatban (PBS, pH 7,4) 1évé 4%-0s paraformaldehidbe meritve fixaltuk egy
éjszakan at 4 °C-on. Ezt kovetden az agymintakat PBS-sel mostuk, 4%-o0s agardzba agyaztuk,
¢s vibratom segitségével (Leica VT 1000 S, Biosystems, Wetzlar, Németorszag) 100 um vastag
koronalis metszeteket készitettiink. A metszeteket elsddleges antitesttel 2 napig 4 °C-on, majd
egy éjszakan at 4 °C-on masodlagos antitesttel inkubaltuk, az antitesteket 0,3 M NaCl-ot és
0,3% Triton X-100-at tartalmaz6 PBS-ben (pH 7,4) higitottuk. Az inkubalast kdvetdéen harom
15 perces PBS-mosast végeztink.

Az els6 vizsgalatban felhasznalt elsddleges antitesteket az 1. tdblazat részletezi. A
fajspecifikus masodlagos antitesteket szamarban vagy kecskében allitottak eld, majd azokat
Alexa Fluor 488, 555 és 647-tel jeléltiik (Invitrogen, Carlsbad, CA, Egyesiilt Allamok).

A masodik vizsgalatban a kovetkezd primer és masodlagos antitesteket alkalmaztuk:
1:2000, ab13970 (Abcam, Cambridge, Egyesult Kiralysag), és csirke elleni Alexa Fluor-488,
1:500 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

A metszeteket mindkét esetben sejtmag-specifikus DAPI-val (Sigma, D9542, 100
ng/ml) inkubaltuk 2 6ran &t szobahdmérsékleten, hogy eldsegitsiik a rétegek hatarainak az
azonositasat. Ezt kovetdéen a metszeteket Hydromount-tal fedtiik (National Diagnostics
Atlanta, GA, USA).

A masodik vizsgalat soran a fluoreszcens képek elkésziilését kovetden az
immunfluoreszcens jelet DAB-jelolt mintakka transzformaltuk (1. melléklet). A feddlemezeket
PBS-ben eltavolitottuk, majd a metszeteket egy éjszakan at szamar biotinilalt anti-csirke 1gG-
vel (1:200, Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA, USA), majd avidin-biotin
komplexszel (1:200, Vector Labs, CA, USA) inkubaltuk 2 éran keresztul. A vizualizaciot a
DAB peroxidaz szubsztrat készlettel (Vector Labs, CA, USA) végeztik a gyartd protokollja

szerint.
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1. tablazat

Antitest Specificitas Gazda faj Higitas Forréas

ab13970 Recombinant full-length protein corresponding to GFP Chicken 1:2,000 Abcam

SAB2108245 Synthetic peptide directed toward the middle region of human TRPC4 Rabbit 1:100 Sigma-Aldrich

MAB248 Recombinant human BDNF corresponding to the following epitope Mouse 1:25 R&D Systems
sequence: Arg128-Arg247

sc-52 N-terminus of c-Fos of human origin Rabbit 1:25 Santa Cruz Biotechnology

A-11039 Goat anti-chicken IgY (H + L) secondary antibody, Alexa Fluor 488 Goat 1:500 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)

A-31572 Donkey anti-Rabbit IgG (H + L) highly cross-adsorbed secondary Donkey 1:500 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)
antibody, Alexa Fluor 555

A-11001 Goat anti-mouse IgG (H + L) cross-adsorbed secondary antibody, Goat 1:500 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)
Alexa Fluor 488

A-31571 Donkey anti-mouse IgG (H + L) highly cross-adsorbed secondary Donkey 1:500 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)

antibody, Alexa Fluor 647

1. tablazat: Az elso vizsgalatban hasznalt antitestek listaja

111.6. Digitalizacid, neuron rekonstrukcié és morfometria

Els6 vizsgéalatunkban a retrosplenialis kéreg 5. rétegbeli piramissejtek 3D
rekonstrukciojat végeztiik Neurolucida szoftver (MBF Bioscience, Williston, VT, Egyesult
Allamok) segitségével a konfokalis képekbdl. A konfokalis szeletek 0,5 um vastagok voltak,
ezeket 40-szeres (Olympus, UplanFLN, NA: 1,30) olajimmerzids objektivvel rogzitettiik
FV3000 mikroszkop segitségével (Olympus, Tokio, Japan). A kontroll és ultrahanggal kezelt
allatok GFP-vel és Brainbow-val jel6lt neuronjain (20-20 GFP-vel jel6lt és 15-15 Brainbow-
jelolt piramissejt) manualis 3D rekonstrukciot vegeztiink. A sejttestek konturjait precizen
korberajzoltuk a képeken Z sikban. A neuronalis dendriteket pontosan rekonstruéltuk,
figyelembe véve a nyulvanyok atmérdjét az egyes rekonstrudlt pontokban. A retrosplenialis
kéregben az 5. réteg legmélyebb részen talalhato piramissejteket kifejezetten gy valasztottuk
ki, hogy csak az 5. rétegben 1év0 sejtek keriiljenek sszehasonlitasra. A GFP-vel és Brainbow-
val jelolt piramissejtek adatait 0sszességeben értékeltiik, mivel nem volt megfigyelhetd
kiilonbség a kiilonbozd plazmidokkal jeldlt piramis neuronok kozott. A rekonstrukciokbol
szarmaztatott morfometriai paraméterek koze tartozott a neuritok teljes szdma, teljes hossza,
elagazasi pontok (csomépontok) szdma és a dendritek szegmenseinek hossza. A kielemzett
sejtek kivalasztasakor az alabbi kritériumokat vettiink figyelembe: 1) a jel6lt régioban azonos
lokalizacio, 2) erés GFP jelolodés, 3) egymastdl tavoli elhelyezkedés, amelynek a
rekonstrukcios folyamat szempontjabol volt jelentésége, és 4) a dendritek nyomon
kovethetdsége a szomszédos szeletekben.

A masodik kisérlet soran szintén 0,5 um vastag konfokalis képeket készitettlink azonos
kameraval és mikroszkoppal bedllitassal. Az immunfluoreszcens mintakon Imaris szoftvert
(ver 9.5 Bitplane, Oxford Instruments, UK) hasznaltunk az apikalis és bazalis dendritek

masodlagos againak kovetésére. Minden rekonstrukciot egy a szakterlletben jartas kutato is

19



ellenérzott. A DAB-ozott mintdk (1. melléklet) esetében specifikusan csak CALl
piramissejteket (17 kontroll és 16 ultrahanggal kezelt) véalasztottunk ki a Neurolucida
szoftverrel val6 3D rekonstrukciohoz. Az alkalmazott mérésekkel kapcsolatos részletes
informaciok a Neurolucida kézikonyvben talalhatok (ver 11.07, MBF Bioscience, Williston,
VT, Egyesillt Allamok). A neuronok sejttestjeit aprolékosan korberajzoltuk Z sikban, és
kiemelt figyelmet forditottunk a dendritek rekonstrukcidjara, kulonds tekintettel azok
atmérdjére. A rekonstrukciokbdl szdrmazd morfometriai paraméterek kozé tartozott a
dendritek 0sszszdma, legmagasabb eldgazddasi szam, az elagazasok szama, atlagos
szegmenshossz, atlagos szegmens kanyargdssag, atlagos szegmens atmérd, dendrithossz,
atlagos termindlis tavolsdg és atlagos dendrithossz. Az Imaris szoftver segitségével
kielemeztiikk az ismétl6d6 ultrahang dendritek masodlagos agaira gyakorolt hatasat. Fontos

megjegyezni, hogy az elemzést végzd személy nem tudta, hogy milyen mintékat rekonstrualt.

11.7. RNS izolalas, cDNS transzkripcié és qRT-PCR

Osszesen 9 egész egéragy mintat hasznaltunk 3 alombdl, ezeket a mintakat 60 perccel
az embriondlis 18,5. napon (E18,5) végzett ultrahang vizsgalatot kovetden gyijtottik. A 3
alombol szarmazo, 9 mintat tartalmazo kontroll allatokat ugyanolyan kezelési eljarasoknak
vetettilk ala, mint az ultrahanggal stimulélt csoportot, azonban tényleges ultrahang stimulusnak
nem voltak kitéve. A teljes RNS extrakciot 30 mg egéragy szovetbdl TRIzol reagenssel
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, Egyesiilt Allamok) végeztik. A DNS-emésztési
Iépéssel kiegészitett standard izolalasi protokoll soran 30 mg agyszdvetet izolaltunk, majd
kvantifikéltunk és mindsitettiink NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok). Ezt kovetéen a teljes RNS-b3l 1000 ng reverz
transzkripcion ment keresztil cDNS-sé Tetro cDNS Synthesis Kit (Bioline, Alvinston,
Kanada) alkalmazésaval, a gyart6 utmutatasait kovetve. Az ezt koveté PCR-amplifikaciot a
SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Egyesiilt Allamok) és a CFX96
Real-Time System C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) segitségével végeztik, a
kdvetkezé PCR-korilmények kozott: 1 ciklus 2 percig 50 °C-on és 3 percig 95 °C-on, majd 39
ciklus 15 maésodpercig 95 °C-on és 1 percig 60 °C-on, és 81 ciklus 1 percig 55-98 °C-0s
homérséklet-tartomanyban. Specifikus primerparokat a BDNF-hez (elére iranyuld
GGCTGACACTTTTGAGCACGTC, forditott CTCCAAAGGCACTTGACTGCTG), a
HPRT1-hez (eldre iranyul6 CAGTCCCAGCGTCGTGATTA, forditott TGGCCTCCCATCT
CCTTCAT) és a GAPDH-hoz (elére iranyuld GTCATCCCAGAGCTGAACGG, forditott
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TACTTGGCAGGTTTCTCCAGG) (OriGene Tech, Rockville, MD, Egyesiilt Allamok)
hasznaltunk. A génexpresszio mennyisegi meghatarozasat 40-Ct modszerrel végeztik, a
BDNF expressziot a HPRT1 és a GAPDH housekeeping génekre normalizaltuk.

Megjegyzendd, hogy a potencidlis szennyezddések kimutatisara nem hasznaltunk templat

kontrollokat (NTC, RT-NTC, NRT) a reakcié minden szakaszaban.

II1.8. Egész egéragy mintaelokészités kontrasztos komputertomografiahoz és
morfologiai mérésekhez

8-8 allatot (5 alkalommal ultrahang kezelésnek kitett és kontrollcsoport) egyéves tulélés
utdn, Na-pentobarbitallal (50 mg/kg) mély érzéstelenitésben tulaltattunk. Az eutanaziat
kovetden az allatokon 4%-0s paraformaldehiddel (PFA) és séoldattal transzkardialis perfaziot
végeztink, majd agyukat 4%-os PFA-ban egy hétig fixaltuk 4°C-on. Ezt kovetéen az
agyminték két mosasi cikluson estek at foszfattal pufferolt sdoldatban (PBS) egyenként 10
percig, majd dehidratalast végeztiink abszolut etanolig. A kontrasztozashoz 1%-os tomény
etanolos jodoldatot hasznaltunk, szobahémérsékleten 24 6ras inkubacios periodussal. A mintak
rehidratalasahoz leszallo alkohol sort hasznaltunk 10-10 percig, majd desztillalt vizben
oblitettiik 6ket. Ezt kdvetden a jodozott mintakat a SkyScan 1272 kompakt asztali mikro-CT
rendszerrel szkenneltiik. A szkennelési paraméterek: 3,5 um-es szeletvastagsag, a 2688x4032
matrix méret (sorokxoszlopok), a 70 kV-os forrasfesziiltség, a 142 pA forrasaram, a 0,1 fokos
elforgatasi 1€pés és a Al sziird (0,25 mm). A szkennelés idétartama 120 perc volt. A szkennelést
kovetden a keresztmetszeti képeket a SkyScan NRecon szoftver (1.1.19-es verzio) segitségével
rekonstrualtuk a tomografias képekbdl. Az adatok utdfeldolgozasa igazitast, sugarkeményitést
¢és gyliriis mitermék korrekciot tartalmazott. A képek kapott kimeneti formatumai .bmp és
DICOM voltak. A tanulmanyban hasznalt 3D-s Volume rendering eszkézt a DataViewer
szoftver (verzid: 1.5.6.2.64 bites) biztositotta. Koronalis metszeteken megmértilk a harmadik
kamra leghosszabb latero-lateralis atméréjét a commissura posterior szintjében, valamint a
hippocampalis formacié rovid tengelyének atmérdjét annak legmagasabb pontjan. Fontos
megjegyezni, hogy az alkalmazott mikro-CT felbontasa nem volt elegend6 a hippocampus
rétegeinek kimutatasahoz. Az agy teljes térfogatat a DataViewer szoftver (DataViewer Pty Ltd,

Ausztralia) segitségével szamitottuk Kki.
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I11.9. Statisztikai értékelés

Az elsO kisérlet soran a kontroll és az ultrahanggal kezelt allatok morfometriai és qPCR
adatait az OriginPro (OriginLab Corporation, Northampton, MA, Egyesiilt Allamok) Mann—
Whitney U-tesztje segitségével elemeztiik 6sszehasonlitas céljabol.

A mésodik kisérlet soran a kontroll és az ultrahanggal kezelt allatok morfometrikus
adatait statisztikai 0sszehasonlitdsnak vetettik ala Mann—-Whitney U-teszt vagy Two Sample
T-teszt segitségével az OriginPro (OriginLab Corporation, Northampton, MA, Egyesilt
Allamok) és a PAST szoftver (4.14-es verzid) segitségével (31). A kisszami mintakon
(csoportonként 3-3 allaton) végzett statisztikai 6sszehasonlitds soran Bonferroni-korrekciot
alkalmaztunk, a szignifikancia szintet p < 0,05-r61 p < 0,017-re igazitva. A szignifikans
szinteket a boxplot diagramokon * (p < 0,017) vagy **-val (p < 0,01) jeléltik. Ezenkivil a
morfometriai adatok 6sszehasonlitdsira MANOVA analizist végeztiink PAST szoftverrel, az
abrak jelmagyarazatai végén részletezett eredményekkel, p < 0,05 szignifikancia szintet jellve
meg.

A boxplot diagramokon a négyzetek az adatok kozépsé 50%-at jelentik a mediannal,
mig az oszlopok az adatok felsd és also 25%-at jel6lik. A kiugrd adatokat csillaggal jeloltik,

az atlagot kis kozéps6 négyzetek jelolik a nagy négyzeteken beliil.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. A neuronok jelolodése az E14,5. napon tortént in utero elektroporaciot

kovetden

Az agykéregben és a hippocampusban taldlhatd piramissejtek a periventricularis
zonaban talalhaté neuroprogenitor sejtekbdl szarmaznak. Vizsgalatunk kezdeti szakaszaban az
E14,5-en tortént méhen beliili elektroporaciot kovetden a jeldlt neuronok eloszlasi mintazatéra
¢s a jelolodés mindségére fokuszaltunk az ultrahang stimulacié (E18,5) €és a mintavétel idején

(P3) (2. 4bra).

2. 4bra

2. &bra: In utero elektroporaciot kovetéen GFP-vel jelolt neuronok jelenlétét és eloszlasi
mintazatat mutattuk Ki a frontalis kéreg és a hippocampus teruletén.

Az egéragy koronalis metszetein (A) E18,5 és (B) P3 korban abrazolédnak az E14,5-en végzett
jelolés eredményei. Az E18,5-en a GFP-vel jel6lt neuronok a kéreg és a hippocampus
megfeleld rétegeiben helyezkedtek el, amint azt a felsd panelek (bekeretezett teriiletek)
abrézoljak. Ezek a jel6lt neuronok polarizalt morfologiat mutattak, jol lathato apikalis
dendritekkel (nyilak), tovabba néhany esetben bazalis dendritnek megfelelé nytlvanyok is
megfigyelhetdek voltak (nyilhegyek) (A). A felsé panelek bekeretezett teriiletei a
be. A retrosplenialis kéregben a GFP-pozitiv piramis neuronok tobbsége az 5. rétegben
helyezkedett el, valamint a jel6lt hippocampalis CA1 piramissejtek is megfigyelhetok voltak.
Az illusztracion a szaggatott vonalak a retrosplenialis kéreg rétegeinek a hatérait jelolik. Az
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L1-L6b kérgi rétegekre utal; A cing a cingulumot jeldli; fp a corpus callosum forceps posteriort
jelenti; a dhc a hippocampus commissura posteriort jeléli; A DG a gyrus dentatus; és CAl a
hippocampalis CA1 régiot jeloli. A skala 20 pm az (A) képen, 500 um a bal fels6 panelen, 100
um a jobb felsé panelen és 700 um a (B) kép fels6 panelén.

Az elektroporaciot kovetden négy nappal késobb (E18,5) a jelolt piramissejtek a vart
helyikre vandoroltak a retrosplenialis cortex 5. rétegében és a hippocampus CAL régidjanak
piramis rétegében (2A abra, fels6 panelek). A GFP-pozitiv sejtek Hatanaka és mtsai. (32)
megfigyelései szerint polarizalt morfologiat mutattak, amelyre altaldban jellemz6 volt, hogy a
migracios vezetd nyalvany egy elagazd apikalis dendritté alakult at (2A abra). A GFP-vel
jelolt neuronok egy részenél bazalis dendritek voltak azonosithatdak, jelezve morfoldgiai
differencialédasuk stadiumat, mig masoknal nem, ami arra utal, hogy a legtébb jel6lt neuron
morfologiai differencialodasa még folyamatban volt. A 3. posztnatalis napon (P3) az injektalt
oldalon 1év6 frontalis és retrosplenialis kéreg, valamint az ellenoldali szomatoszenzoros teriilet
GFP-pozitivitast mutatott (2B abra). Az injektalt feltekén belil a GFP-vel jelolt kérgi
neuronok tobbsége az 5. rétegben elhelyezkedd piramissejt volt. Ennek megfeleléen az
ipszilateralis hippocampus a CA1 régio piramis rétegében elsGsorban jelolt piramissejteket
tartalmazott. Bizonyos esetekben az injektalt DNS az elektroporacié soran az ellenoldali
féltekébe és a harmadik kamraba disszeminalt, ami az ellenoldali félteke és a diencephalon
GFP-vel val6 jelol6dését eredményezte. Ezekben az esetekben az ellenoldali szomatoszenzoros
kéreg 4. rétegbeli interneuronjai és a hipotalamusz neuronjai tulnyomorészt a medialis és
lateralis ganglion eminenciak neurdlis progenitor sejtjeinek transzfekcidja miatt jelolédtek.
Fontos megjegyezni, hogy a GFP-vel jelolt neuronok az E14,5 utan, sziik id6kereten beliil
sziilettek, elérték végsd feltételezett rétegbeli rendeltetési helytiket és P3-ra egy azonosithato
kérgi réteget alakitottak ki. A kérgi rétegeken kivil megfigyelheté volt a piramissejtek
morfologidja, amelyet két dendrit tipus jellemzett, a hossz( és elagazé apikalis dendritek,
amelyek az 1. rétegben végzddtek, valamint a bazalis dendritek. Megemlitendd, hogy az 5.
rétegbeli piramissejtek alosztalyokba soroldsa a fejlédésnek ebben a korai szakaszaban nem

volt megvalosithato.
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IV.2. Az 5. rétegbeli piramissejtek bazalis dendritjeinek szama né ultrahanginger
hatasara

A piramissejtek hasonld jel616dési mintat mutattak, amikor GFP-t és amikor Brainbow
vektort alkalmaztunk a jeldléshez (3. dbra). A jeldlt 5. rétegbeli retrosplenialis piramissejtek
nagy stirisége kihivast jelentett az egyes sejtek és dendritjeik rekonstrukcidjaban, amelyeket a
Brainbow rendszerrel torténd tobbszinii fluoreszcens képalkotas alkalmazéasaval sikeriilt
kikiiszoboIni. Az 5. rétegbdl kivalasztott, rekonstrualt sejtek kétdimenzids abrazolasai
rendkiviil hasonlé morfoldgiai jellemzoket mutattak az apikalis és a bazalis dendritek elagazasi
mintazatat illetéen. Eredményeink szerint egyetlen ultrahang stimulus 0sszeségében nem
szamanak ndvekedesét (4A abra). Az dsszes rekonstrudlt piramis neuronban egyetlen apikalis
dendrit volt jelen. Kdvetkezésképpen az ultrahang stimulus alkalmazasa a bazalis dendritek
szaménak 1-2-vel val6 ndvekedését eredményezte. A dendritfa elemzése azt mutatta, hogy az
ultrahang kezelés nem gyakorolt szignifikans hatdst az eldgazasok szamara (4B, 4 abra).
Ezenkivul a dendritek alakja is hasonlé volt, mint a nem stimul&lt kontrollcsoportban (4D
abra). A Brainbow vektorral jel6lt, a P3-on az 5. rétegben jelen 1év6 piramissejtek kiilonb6z6
szineket mutattak, amelyek kiilonb6z6 sejtvonalakat képviseltek, igy Osszehasonlithatd
neuronpopulaciot biztositottak a statisztikai elemzéshez (3A abra). Az idegsejtek arborizacidja
jol fejlett volt, amint az a 3D-ben rekonstrualt neuronokon megfigyelheté (3B &bra). A
prenatalis ultrahang-expozicid neuronalis morfoldgiara gyakorolt hatdsanak felmérésére az 5.
rétegbeli jelolt piramissejteket manualisan rekonstrualtuk Neurolucida szoftver segitségével.
Az elemzés nem mutatott ki szignifikans eltérést a kezelt és a kontroll piramis neuronok
szegmentumainak atlagos kanyargOssagaban, atlagos szegmenshosszaban, elagazésainak
szamaban és dendrithosszaban, de szignifikans volt a kilénbség a dendritszamot illetéen,

amely az ultrahanggal stimulalt csoportban bizonyult nagyobbnak.
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3. dbra

3. &bra: Piramissejtek rekonstrukciodja a retrosplenialis kéregben.

Brainbow vektorral jel6lt neuronokat vizsgaltunk az E14,5-en tortént in utero elektroporaciot
kovetden. A reprezentativ mintékat a sziletés utani harmadik napon (P3) nyertiik egy nem
kezelt kontroll (A) és egy ultrahang kezelésnek alavetett allattol (C). Az 5. rétegbdl kivalasztott
piramis neuronokat a Neurolucida szoftver segitségével rekonstrualtuk. A kontroll (B) és az
ultrahanggal stimulalt mintakbol (D) rekonstrudlt piramissejteket (15-15 piramissejt) nyilakkal

jelolve mutatjuk be. A skala 200 um-t jeldl.
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4. abra: A dendritszam né ultrahang kezelés hatasara.

A P3 neuronok rekonstrukcidjat kovetd morfometriai analizis kimutatta, hogy egy egyszeri,
rovid tava intrauterin ultrahang inger 3 MHz frekvencian korilbelll 1-2-vel ndvelte a dendritek
szamat a nem stimulalt kontrollcsoporthoz képest (A). A dendritek morfoldgiaja egyebekben
nem mutatott szignifikans valtozast az ultrahanggal kezelt és a kontrollcsoport kdzott. Az
elagazédsok szamaban (B) és az internodalis dendrit szegmensek hosszaban (C) csak enyhe,
statisztikailag nem szignifikans novekedés volt megfigyelheté, kanyargdssagukat (D) az
ultrahanginger nem valtoztatta meg. A statisztikai szignifikancia meghatarozésa: **p <0,01, a

nem szignifikans eredményeket "ns"-ként jeloltiik (mindkett6t Mann—Whitney maddszerrel

értékeltlk).
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5. dbra: A dendritek morfoldgiaja és a szoma terfogata nem valtozik ultrahang
stimulaciot kovetden.

A 18,5. embrionalis napon alkalmazott ultrahang kezelés nem okozott eltérést a dendritek
hosszaban (A, B), vastagsagaban (C) és a szdbma méretében (D). Az ultrahanggal kezelt és a
nem kezelt kontrollcsoportok dsszehasonlitasa nem mutatott szignifikans kulonbséget a fent

emlitett paraméterek kdzott.

IV.3. A neuronok gyorsan aktivalédnak mar egyetlen ultrahang stimulust
kovetoen

A kozponti idegrendszerben a neuronalis aktivacio a korai valasz genek
expresszidjanak altalanos novekedésén keresztil is azonosithato, kiilonds tekintettel a c-Fos-ra
(33). Miller és mtsai. (34) kimutattak, hogy a c-Fos szintje frekvenciafiiggd modon 2-3-
szorosara nétt ultrahang stimulus hatasara. Ez a megallapitas ahhoz a hipotézishez vezetett,
hogy a c-Fos magasabb relativ expresszidja ndvelheti a downstream morfogenetikus

molekulak, példaul a BDNF expresszidjat (35). Feltételezik, hogy ez a novekedés eldsegitheti
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a dendritek novekedését a retrosplenialis kéreg érésben 1évé neuronjain, hasonldan a
latokéregben megfigyelt folyamathoz, amint azt McAllister és munkatarsai leirtak (36).

Ezen hipotézis vizsgalata céljabdl elvégeztiik a c-Fos expresszidjanak elemzését
egyetlen, E18,5-en tortént ultrahang stimulust kovetéen (6. dbra). A nem stimulalt kontroll
mintak nem mutattak immunfluoreszcens reakciot a c-Fos-ra (6A abra), mig az immunreaktiv
jel jelentésen megnétt az ultrahang stimulaciot kovetéen (6B abra). Az atmeneti c-Fos
emelkedés a stimulaciot koveté 30. napon visszaallt az alapszintre (7G, 8H &brak), mely
azonos szintii volt a kontroll egerekhez képest (7C és 8G abrak). Az 6t alkalommal ismételt
stimulacid a c-Fos expresszio aktivalasat eredményezte a kéreg szinte minden sejtjében (7A,
C,E, G, I, K, 7TA-C, G-I abrak), ami nem korlatozodott csak a GFP-vel jel6lt neuronokra
(8A-F, M-0O abrak).

Az E18,5-en a BDNF immunreaktivitas talnyomorészt az agyhartyara és az erekre
lokalizalédott (6A abra). Egyetlen ultrahang stimulacio - ellentétben a c-Fos-ra gyakorolt
hatassal - nem eredmeényezett valtozast a BDNF immunreaktivitasaban a kéregben (6A, B
abra), és 60 perccel a stimulacio utdn nem volt szignifikans kilénbség a BDNF mRNS
szintjében (6C &bra). Ezzel szemben a tobb alkalommal ismételt ultrahang stimulus
alkalmazéasa fokozott BDNF immunreaktivitast eredményezett a retrosplenialis kéregben (7D,
H, L, 8J-L abrak).

Az intrauterin ultrahang stimuléacié hatassal lehet az éretlen kortikalis neuronok
migréacios tulajdonsagaira (11). Kisérletiink soran azonban azt talaltuk, hogy sem az egyszeri,
sem az ismétlodé ultrahang stimulacid6 nem vezetett észrevehetd valtozashoz az 5. réteg
Feltételezzik, hogy ennek a jelenségnek a hianyat az magyarazza, hogy az 5. rétegbeli

neuronok migracioja befejez6dott, mire az E18,5-en az els6 ultrahang stimulus megtortént.
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6. abra: A neuronok aktivalodnak, de a BDNF expressziéja nem né egyetlen ultrahang
inger hatasara.

A konfokalis szeletek a c-Fos (piros) és a BDNF (z6ld) immunfluoreszcens jel6lését mutatjak
be a retrosplenialis kéregben (A, B). A Kkezeletlen kontrollcsoport (A) alap c-Fos
immunreaktivitdst mutatott, mig egyetlen ultrahang inger (B) drdmaian megndvelte annak
expressziojat. A BDNF immunreaktivitas az erekre és az agyhartyara lokalizalodott (az (A)
abran nyilak jelzik), és a teljes agy qPCR elemzése alapjan a BDNF RNS expressioja sem
valtozott (C). A skala 20 um-t jelol. A Mann—Whitney tesztet alkalmazé statisztikai analizis

nem szignifikans (“ns”) eredményt mutatott.
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7. abra: A c-Fos és a BDNF expresszidja a kéregben megemelkedett ismételt ultrahang
inger hatésara.

Hérom csoportbol gytijtottiink P30 egerek retrosplenidlis kérgét abrazold konfokélis képeket:
nem kezelt kontroll (A-D), ultrahanggal E18,5. napon stimulalt (E-H) és ultrahanggal 6tszor
stimulalt (I-L) csoportokbdl. Mindegyik metszet tébbszoros immunfluorescens jelélésen ment
at, az immunhisztokémiai reakciokat kiilonb6z6 fluoreszcens szincsatorndk segitségével
szegregaltuk, és szlrkearnyalatban mutattuk be. A GFP jelolest az E14,5-en végeztik és a
mintdk a retrosplenialis cortex érett piramissejtjeit mutatjdk be a nem stimulalt
kontrollcsoportbdl (B), az E18,5-en ultrahanggal stimulélt (F), és az ismétlédé (hetente
egyszer) ultrahanggal stimulalt csoportbdl (J). A c-Fos (C, G) és BDNF (D, H)
immunreaktivitas nem mutatott erdemi kilonbséget a kontroll és az egyetlen ultrahanggal
stimulélt csoport kozott, azonban a c-Fos és a BDNF immunpozitivitds észrevehetd
ndvekedését figyelték meg az ultrahanggal 6tszor stimulalt csoportban (K, L) a nem stimulalt
kontroll mintahoz (C, D) képest. A metszeteket DAPI-val (A, E, I) hattérfestettik. A skala 100
um-t jeldl.
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8. abra: A c-Fos és a BDNF expresszidja a frontalis kéregben megemelkedik hetente
ismételt ultrahang stimulus hatasara.

A 0,5 um vastag konfokalis képeken a retrosplenialis kéreg részletes nézete lathatd, kiemelve
az 5. reteg GFP-vel jelolt piramis neuronjait (D-F), c-Fos-t (G-I) és BDNF-et (J-L)
immunhisztokémiaval és DAPI-festéssel (A-C) kiilonbozé fluoreszeens szincsatornakon,
valamint egyutt megjelenitve (M-O). A nem stimulalt kontroll és az egyszeri ultrahanggal
stimulalt mintdk alacsony BDNF és c-Fos immunpozitivitdst mutattak (J, K, G, H). Az
ultrahanggal O6tszor stimulalt csoportban azonban észreveheté c-Fos immunreaktivitas (I,
nyilak) a GFP-vel jel6lt neuronokban és mas sejtekben (O), valamint megndévekedett BDNF

immunreaktivitds (L). A skala 20 pm-t jel6l.

IV.4. A GFP-vel jel6lt piramis neuronok kifejezik a TRPC4 csatornat

A diagnosztikai ultrahang frekvenciatartomanya és Ml-je a sejtmembran kavitaciéjahoz
sziikséges kilisz6b alatt van, ami esetlegesen kozvetleniil megemelhetné a sejtekben a c-Fos
szintet (37). Hipotézisiink az volt, hogy az ultrahang stimulaciot kovetéen megnovekedett c-
Fos szintért receptor altal kozvetitett jelatvitel lehetett felelds. Annak érdekében, hogy jobban
megértsik az ultrahang-inger fiiggd c-Fos aktivacido mogdtt meghizodo lehetséges jelatviteli
mechanizmusokat, fokuszunk az E18,5-en mechanoszenzitiv receptorok vizsgalatara iranyult.
Eredményeink E18,5-en a TRPC4 pontszerii eloszlasat mutattak ki a retrosplenialis kéreg GFP-
vel jeldlt piramissejtjeiben (9. abra). Emellett TRPC4-immunpozitiv szignalokat figyeltiink
meg a GFP-vel jel6lt piramissejtek nyulvanyiban is, ahol az endoplazmatikus retikulum
jelenléte kétséges volt. Tekintettel a TRPC4 pozitivitdsara a GFP-vel jelolt neuronokban,
valoszinii, hogy az ultrahang stimulus a citoplazmatikus Ca?* koncentracié névekedéséhez

vezethetett ezekben az idegsejtekben.
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9. dbra

9. &bra: A GPF-vel jelolt piramissejtek TRPC4-et expresszalnak.

Az E18,5 a frontalis kérgr6l késziilt konfokalis képeken GFP-vel (z6ld) (E14,5) jelolt éretlen
neuronokat abrazolnak kulonallo és egyesitett fluoreszcens szincsatorndkon. DAPI-t (kék)
hasznaltunk a sejtek magjainak jelolésére. A TRPC4 (piros) immunfestése jellegzetes
pontszerli mintazatot mutatott ki a citoplazmaban és esetenként a GFP-vel jel6lt neuronok

nyulvanyaiban, amint azt a nyilak jelzik. A skala 20 pm-t jelol.
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IV.5. A CA1 neuronok morfologiai jellemz6i megvaltoznak ismételt ultrahang
expozicié hatasara

A morfometriai analizis alapjan azt tapasztaltuk, hogy a dendritek atlagos hossza
konzisztens maradt (10. &bra). A bazalis dendritek esetében a dendritek atlagos
szegmenshossza és a dendrithossz szignifikans ndvekedést (p < 0,01) mutatott az ultrahang
kezelés hatasara (11. dbra). Ezzel szemben az apikalis dendritfa tulajdonsagai nem mutattak
jelentds valtozast (12. abra). Osszegezve, a MANOVA teszttel szignifikans kiilonbségeket

allapitottunk meg a két csoport kdzott a vizsgalt dendritfak tulajdonséagaiban; p: 0,004.
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10. abra: A CAl serkent6 neuronok dendritjeinek atlagos hossza nem valtozik meg
ultrahang kezelés hataséara.

Az A és B panelek a kontroll és ultrahanggal kezelt CA1 serkent6 neuronok rekonstrukcioit
jelenitik meg. Az atlagos dendrithosszt a C panelen szamszersitettiik, p=0,9 a kontroll
(276,44+38,78) és az ultrahanggal kezelt (376,7+£112,53) neuronok esetében. Az atlagos hossz

tekintetében nem volt szignifikans kilonbség a két csoport kdzott. A skala 400 um-t jeldl.
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11. abra: A CA1l serkenté neuronok bazalis dendritfajanak tébb morfoldgiai
tulajdonsaga megvaltozik ultrahang kezelés hatasara.

A bazalis dendritfa jellemzdinek Gsszehasonlitasa soran a kontroll és az ultrahanggal kezelt
csoportok kozott a kovetkezé megfigyeléseket végeztiik: dendritek szama (A panel, p=0,0323,
kontroll 3,24+0,32, ultrahanggal kezelt 4,31+0,26), legmagasabb elagazddasi szam ( B panel,
p=0,6739, kontroll 5,47+0,37, ultrahanggal kezelt 5,25+0,36), eldgazasok szama (C panel,
p=0,4233, kontroll 10,88+1,08, ultrahanggal kezelt 12,31+1,39), atlagos szegmenshossz (D
panel, p=0,0011, kontroll 30,66+1,89, ultrahanggal kezelt 40,93+2,21), atlagos szegmens
kanyargdssag (E panel, p=0,051, kontroll 1,16+0,02, ultrahanggal kezelt 1,11+0,02), atlagos
szegmens atméré (F panel, p=0,2009, kontroll 0,78+0,05, ultrahanggal kezelt 0,80+0,12,
dendrithossz (G panel, p=0,008, kontroll 771,3+74,70, ultrahang 1188,82+124,07), atlagos
terminalis tavolsag (H panel, p=0,0491, kontroll 83,19+6,40, ultrahanggal kezelt 100,53+5,53).
A szignifikans kiilonbségeket a kovetkezOkkel jeloltik: ** (p < 0,01); * (p < 0,017). A
MANOVA teszt szignifikans kulénbséget mutatott ki 0,0009 p-értékkel.
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12. abra A CA1 serkenté neuronok apikalis dendritfaja nem valtozik meg ultrahang
kezelés hatésara.

Az alabbi adatok az apikalis dendritfa jellemzdinek szamszerisitését mutatjadk be,
6sszehasonlitva a kontrollcsoportot egy ultrahanggal kezelt csoporttal. Az alabbi paraméterek
kerlltek 0Osszehasonlitasra: dendritek szama (nem A&bréazoltuk boxploton, kontroll 1,
ultrahanggal kezelt 1), legmagasabb elagazddasi szam (A panel, p=0,03768, kontroll
10,88+1,53, ultrahanggal kezelt 15,69+1,60), eldgazasok szama (B panel, p=0,0701, kontroll
17,24+2,65, ultrahanggal kezelt 25,75+3,66), atlagos szegmenshossz (C panel, p=1, kontroll
53,72+8,84, ultrahanggal kezelt 47,97+4,27), atlagos szegmens kanyargossag (D panel,
p=0,2478, kontroll 1,09+0,01, ultrahanggal kezelt 1,11+£0,01), atlagos szegmens atmérd (E
panel, (p=0,7594, kontroll 1,14+0,09, ultrahanggal kezelt 1,18+0,12), dendrithossz (F panel,
p=0,05396, kontroll 1530,48+176,52, ultrahanggal kezelt 2240.96+283.30) atlagos terminalis
tavolsag (G panel, (p=0,9209, kontroll 245,62+15,55, ultrahanggal kezelt 243,53+13,87). A
szignifikans kilénbségek *-gal vannak jeldlve (p < 0,017). A MANOVA teszt nem mutatott
szignifikans kilonbséget (p:0,3523).

IV.6. A hippocampalis régié morfoldgiai elemzése mikro-CT-vel
Egyéves egerek agyat mikro-CT vizsgalatnak vetettiik ala, hogy megmérjik a teljes agy

térfogatat és a hippocampus atmérdjét. Koronalis agymetszeteken a commissura posterior
(mint tAmpontként szolgald azonosithatdé anatdmiai képlet) szintjében mértik a Ill. kamra

legnagyobb vizszintes atmér6jét és a hippocampalis formacié rovid tengelyének atmérojét,
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ezeket a méréseket harom szakértd vizsgalta egymastol fliggetleniil. Az agy teljes térfogatara
és tdmegére magas (p < 0,01-es) szignifikancia szintet alkalmaztunk az esetleges, a bazalis
felszinen a disszekcioval Osszefliggd sériilések miatt, mig az dsszes tobbi mérésnél p <0,017-
es szignifikancia szintet alkalmaztunk. A vizsgalat jelentds kiilonbséget mutatott ki a
hippocampalis formacio vastagsagaban a kontroll és az ultrahanggal kezelt csoportok kdzott,

amely nagyobb volt az ultrahanggal kezelt csoportban (13. és 14. abra).
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13. dbra: A teljes agytérfogat és az agy 6ssztdmege nem valtozik meg 6tszor ismételt
ultrahang expozicié hatasara.
Egyéves egér agyanak reprezentativ, 3D térfogat-renderelt rekonstrukcidja az A panelen

lathatd. A teljes agytérfogat mennyiségi meghatarozasat a B panel szemlélteti (p=0,06, kontroll
215+14,8997, ultrahanggal kezelt 253+7,5106), a teljes agytdmeg a C panelen abrazolédik
(p=0,04, kontroll: 517+10,0125, ultrahanggal kezelt 550+£11,8290). Megfigyelésiink alapjan
nem volt szignifikans kilénbség a teljes agytérfogatban és a teljes agytdmegben a kontroll és
az ultrahanggal kezelt csoportok kozott (p < 0,01). A MANOVA teszt nem szignifikans
eredményt mutatott, p-érték: 0,09.
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14. abra: Az ismételt ultrahang stimulacio védo hatassal bir a hippocampalis atrofiaval
szemben.

A kovetkezd méréseket végeztikk: a III. kamra legnagyobb vizszintes atmérdje (um-ben)
(mérés lokalizacioja: 1. piros vonal az A panelen, szdmadatokkal a B panelen, p=0,84, kontroll
449+24,8980, ultrahanggal kezelt 456+21,8350), és a hippocampalis formacid vastagsaga (um-
ben) (mérés lokalizacioja: 2. piros vonal az A panelen, szdmadatokkal a C panelen: p=0,01,
kontroll 861+27,5193, ultrahanggal kezelt 912+13,1125). A szignifikdnsan eltérd értékeket **-
gal jeloltik (p <0,01). A MANOVA teszt szignifikans kiilénbséget mutatott p=0,017 értékkel.
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V. MEGBESZELES

Eredményeink azt mutatjadk, hogy mar egyetlen rovid ideig tartdé diagnosztikai
retrosplenialis kéreg (amely a limbikus rendszer egyik kulcsterilete) 5. rétegének
piramissejtjein a bazélis dendritek szdménak novekedese jellemezte. A limbikus teriilet dont6
szerepet jatszik kiilonbozé funkcidokban, mint példaul a tanulasban €s a ragcsalok térbeli
navigacidjaban (38).

Fontos megjegyezni, hogy az ultrahang morfoldgiai valtozasokat indukalt nemcsak a
neocortex 5. rétegében, hanem a CAL régié piramissejtjein is. A CA1l régidban a bazalis
dendritek és szegmenseik hosszanak novekedését figyeltik meg. Ezenkivil azt tapasztaltuk,
hogy ismételt ultrahang expoziciot kovetden az egyéves egerek hippocampalis formacidja
nagyobb vastagsagot mutatott a kontrollcsoporthoz képest. Ez arra a kdvetkeztetésre vezetett,

Kiemelend6, hogy az ismétlédé ultrahang a c-Fos korai valaszgén és egy
morfogenetikus molekula, a BDNF fokozott expresszidjat valtotta ki, azaz nem csupan

morfoldgiai, hanem biokémiai valtozdsokhoz is vezetett az idegsejtekben.

V.1. Neuronalis differencialodés ultrahang expozicié utan

Az egér embrionalis kéreg fejlddésének 14. napja megfelel az emberi agykérgi fejlodés
12. hetének, pontosabban az 5. rétegbeli neuronok sziiletésének. Kutatasok szerint az egereknél
az E18,5-en tortént ultrahangexpozicié hasonl6 hatassal van az idegrendszer neuronjaira, mint
az ultrahang expozicio emberi terhessegben a 30. héten (15. dbra; 39). Egy korabbi tanulmany
Kimutatta, hogy a pre- és perinatalis ultrahangnak vald Kitettség befolyasolja az agy
fejlodésének kiilonboz6 aspektusait, kiilonésen a neuronok migraciojaval kapcsolatban (11).
Egy 30 perces, 6,7 MHz-es ultrahang stimulacio hatasait vizsgalé kutatas soran azt figyelték
meg, hogy a neocortex neuronjainak migracidja jelentdsen lelassult, tovabba bizonyos
piramissejtek nem megfeleld rétegekbe érkeztek meg, egyesek akar a fehérallomanyban
megrekedtek (11). Tekintettel arra, hogy kutatdsunk sorén sordn az ultrahang stimulaciot az
E18,5 korban alkalmaztuk, amikor az 5. réteg neuronjai mar elérték céljukat, az ultrahang
vizsgalata kisérleti korilményeink keretein beltl nem volt megvalo6sithatd. Mindazonaltal nem

lehet kizérni a vizsgalatok soran alkalmazott 3 MHz frekvenciaju ultrahang expozicio
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neuronalis és gliasejtek migracidjara gyakorolt hatasat. A migrald piramis neuronok polaritast
mutatnak, a migracio soran jelenlévo vezetd nytlvany késobb apikalis dendritté alakul at, mig
az axon a hatulsé nyulvanybol alakul ki (33, 40, 41). Kutatasi eredményeink azt mutatjak, hogy
az ultrahang expozicié novelte a bazalis dendritek szamat a retrosplenialis kereg 5. rétegének
piramissejtjein. Megfigyeltiik, hogy ezek a dendritek Gjonnan képzddtek, nem pedig a mar
meglévé migracios nyulvanyok differencialodasabol szdrmaztak. Ez annak tulajdonithato,
hogy a dendritfa fejléddése rendkiviil 6sszehangolt mdédon torténik, magaba foglalva olyan
dinamikus folyamatokat, amelyek sziikségessé teszik a citoszkeleton atrendezddését. Ez az
gjonnan kialakult nyulvanyok folyamatos ndévekedését és visszahUzodasat eredményezi,

reagalva az elektromos, mikrokdrnyezeti vagy belso jelekre (42).
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Forrés: van den Ameele et al., 2014

V.2. A mechanoszenzitivitas hatasa a neuronalis nydlvanyok névekedésére

Azok a specifikus mechanizmusok, amelyek révén az ultrahang befolyasolja a
neuronalis nytlvanyok névekedését az idegsejtek polarizacioja és differencialddasa soran, még
részben tisztazatlanok. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a mechanikai stimulacio (tenzio)

elosegiti az idegi progenitor sejtek differencidlodasat és noveli a dendritfa komplexitasat (11,
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43). Kisérleteink alapjan valoszintisithetd, hogy a dendritek megndvekedett szama a novekvd
nyulvanyok ultrahang inger hatasara bekovetkezé destabilizacidjaval magyarazhatd, amely
citoszkeletalis atrendezOdéshez vezetett. In vitro tenyésztett patkdny agyszeletekben
ultrahanggal (0,5 MHz, 10 percig) végzett kezelés utan azt talaltak, hogy a citoszkeleton gyors
atrendezddése a hippocampalis CA1 neuronokon a neuritok hosszanak csokkenéséhez vezetett.
Ezzel szemben az ultrahang stabilizalta azon dendritek és axonok ndvekedéset, amelyek mar
kialakitottak szinaptikus érintkezést (7, 43, 44). A mechanikai feszulés sejtszinten molekuléris
jelatvitelt indithat el. Kulénféle mechanoszenzitiv csatornak, mint példaul a Piezol, TRPAL,
TRPC4, TRPV4, MEC-4, a kétporusi domén kaliumcsatornak (K2Ps), valamint a
fesziiltségfiiggd Na* és Ca?* csatornak korabbi tanulméanyok szerint reagéltak az ultrahangra
(45-51). A pontos mechanizmus, amellyel ezen ioncsatornak ultrahang altal kodzvetitett
aktivalasa befolyasolja a dendrit ndvekedést, nem teljesen ismert. Ismeretes azonban, hogy az
ultrahanggal valé stimuldcio eldsegiti a dendritfa novekedését a MAPK vagy ERKI1/2
utvonalak aktival&sa révén, ami mechanoszenzitiv ioncsatornék, peldaul a TRPV4 és a Piezol
altal kozvetitett megnovekedett intracellularis Ca?* szintnek tulajdonithaté (50). Az
embrionalis egéragyban ezen csatornak tobbsege - a TRPC4 kivételével - alacsony expresszios
szintet mutat. A TRPC4 expresszidja dontéen a subpallialis régiokban az E13,5-en kezdddik,
és az E18,5-re fokozatosan Kiterjed a kéregre, beleértve a limbikus terlletet is, és a kortikalis
neuronok altali expresszidja a feln6tt élet soran is folytatodik (9. dbra; 22, 52). Tekintettel arra,
hogy kisérletiinkben az ultrahang expozicié alkalmazésa a 18,5. embrionalis napon vagy
késObbi idépontban volt, nagy a valdszintisége annak, hogy ez az inger a TRPC4 csatornak
aktivalasahoz vezetett. Ezek a mechanoszenzitiv ioncsatornak kulcsfontossaguak az ultrahang
stimulaci6 mechanizmusaban és részt vesznek a neuritok ndvekedésének szabalyozéasaban,
valoszintileg azdltal, hogy fokozzak az endoplazmatikus retikulumbdl torténd Ca?* kidramlast
(25), valamint aktivaljak a CaM kinéaz és a CREB éltal kdzvetitett Gtvonalakat (26). A TRPC4
csatorndval nem rendelkezd allatokban az ultrahang stimuldciéval szembeni valaszreakcio
jelentds csokkenést mutatott, a karosodott TRPC4-funkcidju allatok pedig szintén csokkent

valaszt mutattak az ultrahang stimulécio soran (24, 25).

V.3. Az ultrahang stimulus aktivalja a korai valasz géneket és a neurotrofinok
felszabadulasat
A neuronalis mechanoszenzitiv receptorok és ioncsatorndk ultrahang expozicio altali

aktivalasa jelatviteli kaszkadot indithat el, amely a c-jun és a c-Fos fokozott expresszidjat
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eredményezi. Kisérletlink soran (6. abra) egyetlen 3 MHz-es, 10 perces ultrahang expozicio
megndvelte a c-Fos immunreaktivitdst az egér magzat agyaban egy o6raval a stimulust
kovetden. A c-Fos gyors és dtmeneti expresszidja a neuronalis halozat miikodésének szdmos
aspektusat szabalyozza, beleértve a tanulast és a memoriat (53, 54, 55).

Egy koradbbi tanulméany szerint a patkany retrosplenialis kéregben a BDNF
felszabadulas kovetkeztében 1étrejovo a c-Fos aktivalodas elengedhetetlen a félelem altal
motivalt hossza tdva memoria létrejottéhez. Fontos megjegyezni, hogy a BDNF tn. “upstream”
jelként funkcional a c-Fos szdmara, igy a BDNF megndvekedett expresszidja az agyban a c-
Fos expresziojanak ndvekedését vonja maga utan (56). Kutatdsunk soran mi ezzel ellentétben
nem tudtuk megerdsiteni a BDNF mRNS és fehérje mennyiségének novekedését egy oraval az
ultrahang stimulacio utan E18,5 korban (6. abra), azonban az ismétlddé ultrahang stimulacid
nagymértékben megnovelte mind a BDNF, mind a c-Fos expresszigjat (7. abra). A
bizonyitékok azt mutatjak, hogy a c-Fos szintjének az ultrahang ingerekre adott valaszként valo
novekedése valdszinlileg mechanoszenzitiv receptor altal medialt jelatviteli utvonalakon
keresztil torténik (57, 58, 59) és potenciadlisan a c-Fos aktivacidja vezethet a BDNF
expresszidjanak emelkedéséhez (60). Mindazonaltal fennéll annak a lehetésége is, hogy a
BDNF mas forrasokbol, példaul a kornyez6 erek falabol szabadul fel (61, 62). A BDNF-nek
kulcsszerepe van a dendritek arborizacidjaban, mivel eldsegiti a dendritfa kifejloddését,
ugyanakkor nincs ra szilkseg a proliferaciohoz, a tuléléshez vagy a migraciohoz (63, 64). A
BDNF aktivalja a PI3BK-mTOR és MAPK Utvonalakat, amelyek szabalyozzak a dendritfa
komplexitasat és elrendez6dését, emellett a PI3K-mTOR jelatvitel modositja a Reelin
expresszidjat, amely szintén kulcsszerepet jatszik a hippocampalis neuronok eladgazéasainak
kialakitasaban (65, 66, 67).

V.4. Az ultrahang stimulus megvaltoztatja az idegi haldzatok aktivitasat es
morfoldgiajat

Az ultrahang stimulus frekvencia fliggd modon megvaltoztatja az idegsejtek aktivitasat
(9, 35, 68, 69, 70). Ennek a modulacidénak hosszan tartd hatasai lehetnek, ami morfolégiai
valtozasokat eredményezhet dendritikus és szinaptikus szinten egyarant. A dendritek
elagazasainak megvaltozadsa mddosithatja a helyi neuralis kapcsolatokat, ami potencialisan a
viselkedés és a kognitiv funkciok megvaltozasahoz vezethet. Kordbbi tanulmanyok kimutattak,
hogy a Morris vizteszt alapjan az alacsony dozisu ultrahang expozici6 (4 perc, 3,5 MHz, Ml:

0,1, TI: 0,1) javithatja a kognitiv funkcidkat patkany kdélykdkben. Ezzel szemben a nagyobb
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doézisu ultrahang (20 perc, 3,5 MHz, MI: 1,4, TI: 1,0) hasznalata ellenkezd hatdst eredményez
(71). Erdemes megjegyezni, hogy az ultrahang stimulus mechanikai tulajdonsagainak
megvaltozdsa in vitro kiilonbozé hatasokat valthat ki az idegsejtekre (72). Hasonlo
eredményeket figyeltek meg egér kolykoknél, jelentds kiilonbséget figyelve meg a E14,5-en
végzett prenatalis ultrahang expozicio esetén, killondésen a memdaria és a kognitiv funkciok
terén. A sziilés utani novekedési és fizioldgiai jellemzOok azonban konzisztensek maradtak a
kezelt és a kontrollcsoportokban (73).

A korébbi vizsgalatok nem elsdsorban a kozponti idegrendszer részletes molekularis és
morfologiai valtozasaira 6sszpontositottak, azonban bebizonyosodott, hogy a prenatalis
ultrahang vizsgélatoknak nincs karos hatdsa az anyai vagy magzati perinatalis kimenetelre.
Ezen tilmenden ezek a vizsgalatok nem valtoztatjdk meg a normal fizikai vagy neurologiai
fejlodést, és nem novelik a rosszindulati daganatok, mentalis betegségek vagy a csokkent
értelmi képesség eléfordulasat sem (14). Kovetkezésképpen szamos orszagban tobbszor is
kotelezo ultrahang sztiréseket végeznek a sziiletés eldtt (12., 18. és 32. héten). A fent emlitett
idépontokon kiviil kérésre 28 és 38 hetesen tovabbi ultrahang vizsgalatokat, valamint a
terhesség barmely szakasz&ban (orvosi javaslat nélkil is) 3D-s vagy 4D-s ,.babamozit" lehet
kérni (74).

Masodik kisérletiink sordn a magzati ultrahang hatasainak reprodukalasa céljabdl a
hippocampus CA1 piramis neuronjainak jelolésevel végeztiink egy vizsgalatot egerekben
E14,5-en, ami emberben a terhesség 11-12. hetének felel meg (39). Ennek eredményeként a
vizsgalatban alkalmazott ultrahang expozicido valoszinlileg mindkét fajban hasonlod érési
allapotban 1évé idegsejteket érint. Egy korabbi kutatas szerint 6,7 MHz-es ultrahang stimulus
30 percig tart6 alkalmazésa potencialisan megzavarhatja a neuroprogenitorok proliferaciojat,
az Gjszilott neuronok migracidjat, és befolyasolhatja a neocortex és a hippocampus
laminaciojat. Erdemes megjegyezni, hogy az ultrahang expozicio eltérd reakciot valthat ki a
neocortex és a hippocampus neuronjaiban. A kisérleti eredmények azonban azt igazoljak, hogy
az ultrahang expozicié in vivo megvaltoztatja a dendritek morfoldgiai jellemz6it a fejlédd
piramissejteken mind a retrosplenialis kéreg 5. rétegében, mind a CA1 régidban (8, 9, 11, 75).
Els6 kisérletiink eredményei azt mutattak, hogy a P3 5. rétegbeli piramissejteken egyetlen
ultrahang stimulus a megadott paraméterekkel a dendritek szamanak novekedését
eredményezi, a dendritfa egyéb morfometriai paraméterei azonban konzisztens jellemzoket
mutattak (8). Ezek a sejtek a vizsgalt P28 CA1 piramissejtekhez hasonld dendritfa szerkezettel
rendelkeztek. A morfoldgiai tulajdonsdgokban megfigyelt kiilonbségek valosziniileg a sejtek

éretlenségének (P3 vs P28 kor), valamint a neuronok eltéré fejlddési stadiumainak ¢€s
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tipusainak (L5 vs CA1 neuronok) tulajdonithatok. Az ultrahang &ltal elinditott jelatvitel
magaban foglalja tébb dtvonal aktivalasat, amelyben szerepe van nem szelektiv
kationcsatornaknak (példaul TRPAL és TRPC1), valamint kozvetlen fizikai hatasoknak. Egy
tanulmany szerint a TRPC1 receptor fontos szerepet jatszik a fentiekben és fokozott
expresszioja erdsebb stimulaciot eredményez, mindazonaltal az is megemlitendd, hogy ennek
a fehérjének az expresszids mintazata igen eltéré az egyes neuronok kozott. Az ultrahang
stimulus valtozast idéz elé a sejtmembran és az ioncsatorndk tulajdonsdgaiban, ami az
intracellularis Na* és Ca®* szint novekedéséhez vezet (7, 27, 76, 77). Az intracellularis
kationszintek ezen emelkedése serkentheti a szinaptikus jelatvitelt és a neuronalis elektromos
aktivitast, kovetkezésképpen befolyéasolhatja a neurotrof faktorok, példaul a BDNF aktivitasat,
és ezéltal befolyasolhatja az idegi plaszticitast (78). Elsé vizsgalatunk soran, ugyanazt a
modszertant és egértorzset alkalmazva kvantitativ polimeraz lancreakcioval (QPCR) (azonos
korcsoportbdl szarmazo teljes agy minték vizsgalata soran) az igazolddott, hogy a BDNF RNS
expresszios szintje egyetlen ultrahang stimulaciét kovetden valtozatlan maradt, ami arra utal,
hogy a a BDNF gént nem befolyasolta az ultrahang alkalmazésa (8). Kutatasunk eredményei
ugyanakkor azt mutattak, hogy az ismétl6dé diagnosztikai ultrahang expozici6 a BDNF és a c-
Fos fehérje szintek emelkedesét eredmenyezi a neuronokban (8). Hatch és munkatarsai
tanulmanyukban megjegyezték, hogy az ultrahang stimulus megakadalyozza a CA1 sejtekben
az ¢letkorral 6sszefliggd dendrit vesztést, amely az ultrahang expozicio altal okozott BDNF
szint novekedésnek tulajdonithatd (9, 68). Nagyobb ddzisu ultrahang alkalmazéasa a korabban
részletezett paraméterekkel a kognitiv funkciok csokkenését eredményezte, ezzel szemben az
alacsonyabb dozisu ultrahang expozicié javitotta a patkanyok kognitiv funkcioit. Ezt a hatast
az ultrahang 6., 12. és 18. embriondlis napokon tortént alkalmazésa soran figyelték meg (71).
Hasonl6 hatést figyeltek meg egereknél (iddtartam: 10, 20 vagy 30 perc, 3,5 MHz, 65 mW,
ISPTP=1 W/cm?, ISATA =240 W/cm?), ahol nagy doézisi ultrahanggal tortént prenatalis
expozicid (az embriondlis 14,5. napon alkalmazva) a felndtt egérben az agymiikodés
karosodasahoz vezetett (73). Kimutattak, hogy az ultrahang stimulacié ismétl6dé alkalmazasa
csokkenti az Alzheimer-korban szenvedd emberek agykérgének sorvadasat (79), ami

dsszhangban van az egereken végzett megfigyeléseinkkel.
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VI. A KUTATAS KORLATAI

Mivel a dendritek fejlodése az egész életen at tartd folyamat, a jelen tanulmanyban
bemutatott adatok Kizarolag a fiatal és éretlen idegrendszerre vonatkoznak. Azt is fontos
megjegyezni, hogy a sebészeti eljards, az elektroporacio és még a GFP expresszidja is
befolyasolhatja a neuronok ultrahangra valé érzékenységét, ezaltal potencialisan
megzavarhatta a morfometriai adatok mérését. Fontos tudomasul venni, hogy bar a rekonstrualt
neuronok és dendritek kivalasztasat a teriilet szakért6i végezték, ez a folyamat bizonyos fokd
szubjektivitassal jarhat. Szintén kiemelendd, hogy vizsgalataink soran egér modellt

hasznaltunk, mely nagymértékben eltér a human kézponti idegrendszertdl.

49



VII. OSSZEFOGLALAS

A szlirés céljabol végzett magzati ultrahang globalisan alkalmazott fizikai paraméterei
mellett mar egyetlen ultrahang stimulus in vivo kdzvetlenil befolydsolja a TRPC4 pozitiv kérgi
piramissejtek bazalis dendritjeinek szamat.

Az ismétl6dé ultrahang expozicid néveli a BDNF és a c-Fos fehérjék szintjét, jelezve a
fent leirt morfoldgiai valtozasok lehetséges molekularis alapjat.

Az ismételt ultrahang expozicid megvaltoztatja a retrosplenialis cortex L5 és a
hippocampus CA1 neuronok dendritjeinek szerkezeti jellemzait.

Ismételt ultrahang expoziciot kdvetden az egyéves egerek hippocampalis formécidja
nagyobb vastagsagot mutat a kontrollcsoporthoz képest.

Kutatdsunk azon eredménye, amely szerint a hippocampus atrophiaja kisebb mértéki
az ultrahanggal stimulalt egyedekben, arra enged kdvetkeztetni, hogy az ismételt ultrahang
hosszl tava védo hatast fejt ki az agyra. Emellett az ultrahang a dendritek morfoldgiara kifejtett
hatdsa miatt is érdekes perspektivat jelenthet a regenerativ gydgyészatban, kilonosen a
csOkkent dendritszdmmal jellemezhetd idegrendszeri rendellenességekkel kiizdd egyének

szamara.
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VIIl. SUMMARY

Neuronal development is governed by various dynamic factors that are essential for
establishing functional networks. The precise coordination of intrinsic and extrinsic
mechanical and chemical factors is needed. External physical stimuli have the potential to
impact the early developmental stages of neurons. However, the medium and long-term
consequences of these influences remain subject to comprehensive examination. Although it is
recognized that ultrasound exposure can have immediate effects on neuronal activity and
migration, the potential risks of repeated or prolonged exposure remain unclear. There is
currently no conclusive evidence to suggest that ultrasound commonly used in gynecological
practice (3-5 MHz) is harmful to the developing brain. However, it is acknowledged that it may
induce moderate changes that could result in functional alterations.

In the first part of our study, a transgenic mouse model was utilized to investigate the
neurobiological impacts of 3 MHz ultrasound on the developing brain. On the 14.5th
embryonic day (E14.5), embryos were exposed to a brief (10 minutes long), single-dose, high-
frequency ultrasound using parameters akin to those used in human fetal ultrasound imaging.
At the time of their emergence (E14.5), layer 5 neurons in the retrosplenial cortex of mouse
embryos were labeled with green and red fluorescent proteins by in utero electroporation. At
the time when they were expected to reach layer 5 (E18.5), ultrasound stimulation was
conducted using parameters consistent with those employed in prenatal examinations for
humans. At postnatal day 3 (P3), the labeled neurons underwent morphometric analysis using
Neurolucida software. The findings revealed that the cells treated with low-intensity, 3 MHz
ultrasound exhibited a significant increase in dendritic branching and elevated c-fos
immunoreactivity compared to non-stimulated cells. Furthermore, at E18.5, the examined
ultrasound-treated neurons displayed immunopositivity for TRPC4, a mechanosensitive
receptor, implying that this receptor and its associated signaling pathways may contribute to
the effects of ultrasound stimulation.

During the second part of our study, we also employed an animal model to investigate
the morphological changes in the hippocampus resulting from repetitive ultrasound
examination of the fetus. CA1 neurons of the hippocampus were selectively labeled using in
utero electroporation to analyze their morphological characteristics. Ultrasound exposure

induced significant alterations in several morphological properties of the basal dendritic tree.
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Our findings suggest that ultrasound-induced changes in the dendritic trees of the CAl

pyramidal cells could result in increased dendritic input.

52



IX. IRODALOMJIEGYZEK

1. Maeda, K. (2014). Diagnostic ultrasound safety ultrasound safety indices. J. Health Med.
Informat. 5:106.

2. Jago, J. R. (1995). Exposure criteria for medical diagnostic ultrasound: 1. Criteria based on
thermal mechanisms: NCRP Report No. 113, Bethesda, MD. 1992, 278 pp. Ultrasound Med.
Biol. 21, 421-426. doi: 10.1016/0301-5629(95)90008-X

3. Lee, W. (1998). How to interpret the ultrasound output display standard for higher acoustic
output diagnostic ultrasound devices. J. Ultrasound Med. 17, 535-538. doi:
10.1002/jum.15159

4. Callen, P. W. Norton, M. E., Scoutt, L. M., and Feldstein, V. A. (eds). (2017). Callen’s
Ultrasonography in Obstetrics and Gynecology, Philadelphia, PA: Elsevier.

5. Sheiner, E., Shoham-Vardi, 1., Hussey, M. J., Pombar, X., Strassner, H. T., Freeman, J., et
al. (2007). First-trimester sonography: is the fetus exposed to high levels of acoustic energy?
J. Clin. Ultrasound 35, 245-249. doi: 10.1002/jcu.20321

6. Kurjak, A., and Chervenak, F. A. (2004). Donald School Textbook of Ultrasound in
Obstetrics and Gynecology.London: CRC Press.

7. Hu, Y., Zhong, W., Wan, J. M. F.,, and Yu, A. C. H. (2013). Ultrasound can modulate
neuronal development: impact on neurite growth and cell body morphology. Ultrasound Med.
Biol. 39, 915-925. doi: 10.1016/j.ultrasmedbio.2012.12.003

8. Papp, T. et al. Ultrasound used for diagnostic imaging facilitates dendritic branching of
developing neurons in the mouse cortex. Front. Neurosci. 16, 803356 (2022).

9. Hatch, R. J., Leinenga, G., and Go6tz, J. (2016). Scanning ultrasound (SUS) causes no
changes to neuronal excitability and prevents age-related reductions in hippocampal CA1
dendritic structure in wild-type mice. PLoS One 11:e0164278.

10. Truong, T. T. et al. Ca(2+) signaling-mediated low-intensity pulsed ultrasound-induced
proliferation and activation of motor neuron cells. Ultrasonics 124, 106739 (2022).

11. Ang, E. S. B. C., Gluncic, V., Duque, A., Schafer, M. E., and Rakic, P. (2006). Prenatal
exposure to ultrasound waves impacts neuronal migration in mice. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A
103, 12903-12910. doi: 10.1073/pnas.0605294103

12. Sasaki, M., Yanagihara, T., Naitoh, N., and Hata, T. (2010). Four-dimensional sonographic
assessment of inter-twin contact late in the first trimester. Int. J. Gynaecol. Obstet. 108, 104—
107. doi: 10.1016/j.ijgo.2009.09.025

53



13. Kieler, H., Cnattingius, S., Palmgren, J., Haglund, B., and Axelsson, O. (2002). First
trimester ultrasound scans and left-handedness. Epidemiology (Cambridge, Mass) 13:370. doi:
10.1097/00001648-200205000-00022

14. Torloni, M. R., Vedmedovska, N., Merialdi, M., Betran, A. P., Allen, T., Gonzalez, R., et
al. (2009). Safety of ultrasonography in pregnancy: WHO systematic review of the literature
and meta-analysis. ultrasound in obstetrics & gynecology. Ultrasound Obstet. Gynecol. 33,
599-608. doi: 10.1002/uog.6328

15. Smarr, M. M., Louis, G. M. B., Albert, P. S., Kim, S., Fuchs, K. M., Grewal, J., et al.
(2018). Characterization of thermal and mechanical indices from serial ultrasound exams and
associations with neonatal anthropometry: the nichd fetal growth studies. Am. J. Perinatol. 35,
632-642. doi: 10.1055/5-0037-1608926

16. Rakic, P., and Yakovlev, P. I. (1968). Development of the corpus callosum and cavum septi
in man. J. Comp. Neurol. 132, 45-72. doi: 10.1002/cne.901320103

17. Clancy, B., Darlington, R. B., and Finlay, B. L. (2001). Translating developmental time
across mammalian species. Neuroscience 105, 7-17. doi: 10.1016/s0306-4522(01)00171-3
18. Cooper, J. A. (2008). A mechanism for inside-out lamination in the neocortex. Trends
Neurosci. 31, 113-119. doi: 10.1016/j.tins.2007.12.003

19. Stiles, J., and Jernigan, T. L. (2010). The basics of brain development. Neuropsychol. Rev.
20, 327-348. doi: 10.1007/s11065-010-9148-4

20. Lee, I. C,, Lo, T.-L., Young, T.-H., Li, Y.-C., Chen, N. G., Chen, C.-H., et al. (2014).
Differentiation of neural stem/progenitor cells using low-intensity ultrasound. Ultrasound
Med. Biol. 40, 2195-2206. doi: 10.1016/j.ultrasmedbio.2014.05.001

21. Tufail, Y., Yoshihiro, A., Pati, S., Li, M. M., and Tyler, W. J. (2011). Ultrasonic
neuromodulation by brain stimulation with transcranial ultrasound. Nat. Protoc. 6, 1453-1470.
doi: 10.1038/nprot.2011.371

22. Fowler, M. A,, Sidiropoulou, K., Ozkan, E. D., Phillips, C. W., and Cooper, D. C. (2007).
Corticolimbic expression of TRPC4 and TRPC5 channels in the rodent brain. PLoS One
2:e573. doi: 10.1371/journal.pone.0000573

23. Zechel, S., Werner, S., and von Bohlen Und Halbach, O. (2007). Distribution of TRPC4 in
developing and adult murine brain. Cell Tissue Res. 328, 651-656. doi: 10.1007/s00441-007-
0388-4

24. lbsen, S., Tong, A., Schutt, C., Esener, S., and Chalasani, S. H. (2015). Sonogenetics is a
non-invasive approach to activating neurons in Caenorhabditis elegans. Nat. comm. 6:8264.
doi: 10.1038/ncomms9264

54



25. Sun, Y., Sukumaran, P., Bandyopadhyay, B. C., and Singh, B. B. (2014). Physiological
function and characterization of TRPCs in neurons. Cells 3, 455-475. doi:
10.3390/cells3020455

26. Redmond, L., Kashani, A. H., and Ghosh, A. (2002). Calcium regulation of dendritic
growth via CaM kinase IV and CREB-mediated transcription. Neuron 34, 999-1010. doi:
10.1016/s0896-6273(02)00737-7

27. Duque, M. et al. Sonogenetic control of mammalian cells using exogenous Transient
Receptor Potential Al channels. Nat. Commun. 13(1), 600 (2022).

28. Winkler-Ferenczi, Z., Pelyvas, B., Nagy, M. et al. Repeated diagnostic ultrasound exposure
modifies the structural properties of CA1 dendrites and alters the hippocampal transcriptome.
Sci Rep 14, 11713 (2024). https://doi.org/10.1038/s41598-024-62621-y

29. Loulier, K., Barry, R., Mahou, P., Le Franc, Y., Supatto, W., Matho Katherine, S., et al.
(2014). Multiplex cell and lineage tracking with combinatorial labels. Neuron 81, 505-520.
doi: 10.1016/j.neuron.2013.12.016

30. Navarro-Quiroga, I., Chittajallu, R., Gallo, V., and Haydar, T. F. (2007). Long-term,
selective gene expression in developing and adult hippocampal pyramidal neurons using focal
in utero electroporation. J. Neurosci. 27, 5007-5011. doi: 10.1523/JNEUROSCI.0867-07.2007
31. Hammer, @., Harper, D. A. T. & Ryan, P. D. PAST: Paleontological statistics software
package for education and data analysis. Palaeontol. Electron. 4(1), 9 (2001).

32. Hatanaka, Y., Yamauchi, K., and Murakami, F. (2012). Formation of Axon-dendrite
polarity in situ: initiation of axons from polarized and non-polarized cells. Dev. Growth Differ.
54, 398-407. doi: 10.1111/j.1440-169X.2012.01344.x

33. Sheng, M., and Greenberg, M. E. (1990). The regulation and function of c-fos and other
immediate early genes in the nervous system. Neuron 4, 477-485. doi: 10.1016/0896-
6273(90)90106-p

34. Miller, A. D., Chama, A., Louw, T. M., Subramanian, A., and Viljoen, H. J. (2017).
Frequency sensitive mechanism in low—intensity ultrasound enhanced bioeffects. PLoS One
12:e0181717. doi: 10.1371/journal.pone.0181717

35. Dong, M., Wu, Y., Fan, Y., Xu, M., and Zhang, J. (2006). c—fos modulates brain—derived
neurotrophic factor MRNA expression in mouse hippocampal CA3 and dentate gyrus neurons.
Neurosci. lett. 400, 177-180. doi: 10.1016/j.neulet.2006.02.063

36. McAllister, A. K., Lo, D. C., and Katz, L. C. (1995). Neurotrophins regulate dendritic
growth in developing visual cortex. Neuron 15, 791-803. doi: 10.1016/0896-6273(95)90171-

X

55


https://doi.org/10.1038/s41598-024-62621-y

37. Grembowicz, K. P., Sprague, D., and McNeil, P. L. (1999). Temporary disruption of the
plasma membrane is required for c-fos expression in response to mechanical stress. Mol. Biol.
Cell 10, 1247-1257. doi: 10.1091/mbc.10.4.1247

38. Vann, S. D., Aggleton, J. P., and Maguire, E. A. (2009). What does the retrosplenial cortex
do? Nat. Rev. Neurosci. 10, 792—-802. (innentdl discussion)

39. van den Ameele, J., Tiberi, L., Vanderhaeghen, P., and Espuny-Camacho, I. (2014).
Thinking out of the dish: what to learn about cortical development using pluripotent stem cells.
Trends Neurosci. 37, 334-342. doi: 10.1016/j.tins.2014.03.005

40. Miller, M. W. (1988). Maturation of rat visual cortex: IV. the generation, migration,
morphogenesis, and connectivity of atypically oriented pyramidal neurons. J. Comp. Neurol.
274, 387-405. doi: 10.1002/cne.902740308

41. Hatanaka, Y., and Murakami, F. (2002). In vitro analysis of the origin, migratory behavior,
and maturation of cortical pyramidal cells. J. Comp. Neurol. 454, 1-14. doi: 10.1002/cne.10421
42. Wong, W. T., and Wong, R. O. (2000). Rapid dendritic movements during synapse
formation and rearrangement. Curr. Opin. Neurobiol. 10, 118-124. doi: 10.1016/S0959-
4388(99)00059-8

43. Franze, K. (2013). The mechanical control of nervous system development. Development
(Cambridge, England) 140, 3069-3077. doi: 10.1242/dev.079145

44. Huang, X., Lin, Z., Meng, L., Wang, K., Liu, X., Zhou, W., et al. (2019). Non-invasive
low-intensity pulsed ultrasound modulates primary cilia of rat hippocampal neurons.
Ultrasound Med. Biol. 45, 1274-1283. doi: 10.1016/j.ultrasmedbio.2018.12.012

45. Kubanek, J., Shi, J., Marsh, J., Chen, D., Deng, C., and Cui, J. (2016). Ultrasound modulates
ion channel currents. Sci. Rep. 6:24170. doi: 10.1038/srep24170

46. Kubanek, J., Shukla, P., Das, A., Baccus, S. A., and Goodman, M. B. (2018). Ultrasound
elicits behavioral responses through mechanical effects on neurons and ion channels in asimple
nervous system. J. Neurosci.38, 3081-3091. doi: 10.1523/JNEUROSCI.1458-17.2018

47. Prieto, M. L., Firouzi, K., Khuri-Yakub, B. T., and Maduke, M. (2018). Activation of
piezol but Not NaV1.2 channels by ultrasound at 43 MHz. Ultrasound Med. Biol. 44, 1217
1232. doi: 10.1016/j.ultrasmedbio.2017.12.020

48. Ye, J., Tang, S., Meng, L., Li, X., Wen, X., Chen, S., et al. (2018). Ultrasonic control of
neural activity through activation of the mechanosensitive channel MscL. Nano. Lett. 18,
4148-4155. doi: 10.1021/acs.nanolett.8b00935

56



49. Oh, S. J., Lee, J. M., Kim, H. B., Lee, J,, Han, S., Bae, J. Y., et al. (2019). Ultrasonic
neuromodulation via astrocytic TRPA1l. Curr. Biol. 29, 3386-3401. doi:
10.1016/j.cub.2019.08.021

50. Shen, Y., Pan, Y., Guo, S., Sun, L., Zhang, C., and Wang, L. (2020). The roles of
mechanosensitive ion channels and associated downstream MAPK signaling pathways in
PDLC mechanotransduction. Mol. Med. Rep. 21, 2113-2122. doi: 10.3892/mmr.2020.11006
51. Sorum, B., Rietmeijer, R. A., Gopakumar, K., Adesnik, H., and Brohawn, S. G. (2021).
Ultrasound activates mechanosensitive TRAAK K(+) channels through the lipid membrane.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A118:€2006980118. doi: 10.1073/pnas.2006980118

52. Sunkin, S. M., Ng, L., Lau, C., Dolbeare, T., Gilbert, T. L., Thompson, C. L., et al. (2013).
Allen brain atlas: an integrated spatio-temporal portal for exploring the central nervous system.
Nucleic Acids Res. 41, D996-D1008. doi: 10.1093/nar/gks1042

53. Tischmeyer, W., and Grimm, R. (1999). Activation of immediate early genes and memory
formation. Cell. Mol. Life Sci. 55, 564-574. doi: 10.1007/s000180050315

54. Guzowski, J. F. (2002). Insights into immediate-early gene function in hippocampal
memory consolidation using antisense oligonucleotide and fluorescent imaging approaches.
Hippocampus 12, 86-104. doi: 10.1002/hip0.10010

55. Kubik, S., Miyashita, T., and Guzowski, J. F. (2007). Using immediate-early genes to map
hippocampal subregional functions. Learn Mem. 14, 758-770. doi: 10.1101/Im.698107

56. Katche, C., and Medina, J. H. (2017). Requirement of an early activation of BDNF/c-Fos
cascade in the retrosplenial cortex for the persistence of a long-lasting aversive memory. Cereb.
Cortex 27, 1060-1067. doi: 10.1093/cercor/bhv284

57. Cui, Z., Li, D., Feng, Y., Xu, T., Wu, S., Li, Y., et al. (2019). Enhanced neuronal activity
in mouse motor cortex with microbubbles’ oscillations by transcranial focused ultrasound
stimulation. Ultrason. sonochem. 59:104745. doi: 10.1016/j.ultsonch.2019.104745

58. Qiu, Z., Guo, J., Kala, S., Zhu, J., Xian, Q., Qiu, W., et al. (2019). The Mechanosensitive
ion channel piezol significantly mediates in vitro ultrasonic stimulation of neurons. iScience
21, 448-457. doi: 10.1016/j.isci.2019.10.037

59. Qiu, Z., Kala, S., Guo, J., Xian, Q., Zhu, J., Zhu, T., et al. (2020). Targeted neurostimulation
in mouse brains with non-invasive ultrasound. cell reports. Cell. Rep. 32:108033.

60. Lee, S., Williamson, J., Lothman, E. W., Szele, F. G., Chesselet, M. F., Von Hagen, S., et
al. (1997). Early induction of mRNA for calbindin-D28k and BDNF but not NT-3 in rat
hippocampus after kainic acid treatment. Brain Res. Mol. Brain Res. 47, 183-194. doi:
10.1016/50169-328x(97)00043-0

57



61. Nakahashi, T., Fujimura, H., Altar, C. A., Li, J., Kambayashi, J., Tandon, N. N., et al.
(2000). Vascular endothelial cells synthesize and secrete brain-derived neurotrophic factor.
FEBS Lett. 470, 113-117. doi: 10.1016/s0014-5793(00)01302-8

62. Fujimura, H., Altar, C. A., Chen, R., Nakamura, T., Nakahashi, T., Kambayashi, J., et al.
(2002). Brain-derived neurotrophic factor is stored in human platelets and released by agonist
stimulation. Thromb. Haemost. 87, 728-734.

63. Gorski, J. A., Zeiler, S. R., Tamowski, S., and Jones, K. R. (2003). Brain-derived
neurotrophic factor is required for the maintenance of cortical dendrites. J. Neurosci. 23, 6856—
6865. doi: 10.1523/JNEUROSCI.23-17-06856.2003

64. Jan, Y.-N., and Jan, L. Y. (2010). Branching out: mechanisms of dendritic arborization.
Nat. Rev. Neurosci. 11, 316-328. doi: 10.1038/nrn2836

65. Dijkhuizen, P. A., and Ghosh, A. (2005). BDNF regulates primary dendrite formation in
cortical neurons via the P13-kinase and MAP kinase signaling pathways. J. Neurobiol. 62, 278—
288. doi: 10.1002/neu.20100

66. Kumar, V., Zhang, M. X., Swank, M. W., Kunz, J., and Wu, G. Y. (2005). Regulation of
dendritic morphogenesis by Ras-PI3K-Akt-mTOR and Ras-MAPK signaling pathways. J.
Neurosci. 25, 11288-11299. doi: 10.1523/JNEUROSCI.2284-05.2005

67.Jossin, Y., and Goffinet, A. M. (2007). Reelin signals through phosphatidylinositol 3-kinase
and Akt to control cortical development and through mTor to regulate dendritic growth. Mol.
Cell. Biol. 27, 7113-7124. doi: 10.1128/MCB.00928-07

68. Tufail, Y., Matyushov, A., Baldwin, N., Tauchmann, M. L., Georges, J., Yoshihiro, A., et
al. (2010). Transcranial pulsed ultrasound stimulates intact brain circuits. Neuron 66, 681-694.
doi: 10.1016/j.neuron.2010.05.008

69. Yang, F.-Y., Lu, W.-W.,, Lin, W.-T., Chang, C.-W., and Huang, S.-L. (2015). Enhancement
of neurotrophic factors in astrocyte for neuroprotective effects in brain disorders using low-
intensity  pulsed ultrasound  stimulation. Brain  Stimul. 8, 465-473. doi:
10.1016/j.brs.2014.11.017

70. Liu, S.-H., Lai, Y.-L., Chen, B.-L., and Yang, F.-Y. (2017). Ultrasound enhances the
expression of brain-derived neurotrophic factor in astrocyte through activation of TrkB-Akt
and calcium-CaMK signaling pathways. Cereb. Cortex (New York, NY : 1991) 27, 3152-3160.
doi: 10.1093/cercor/bhw169

71. Li, P., Wang, P.-J., and Zhang, W. (2015). Prenatal exposure to ultrasound affects learning
and memory in young rats. Ultrasound. Med. Biol. 41, 644-653. doi:
10.1016/j.ultrasmedbio.2014.09.015

58



72. Tsui, P.-H., Wang, S.-H., and Huang, C.-C. (2005). In vitro effects of ultrasound with
different energies on the conduction properties of neural tissue. Ultrasonics 43, 560-565. doi:
10.1016/j.ultras.2004.12.003

73. Devi, P. U,, Suresh, R., and Hande, M. P. (1995). Effect of fetal exposure to ultrasound on
the behavior of the adult mouse. Radiat. Res. 141, 314-317.

74. Leung, K.-Y. Applications of advanced ultrasound technology in obstetrics. Diagnostics
11(7), 1217 (2021).

75. Tseng, H. A. et al. Region-specific effects of ultrasound on individual neurons in the awake
mammalian brain. iScience 24(9), 102955 (2021).

76. Xu, K. et al. TRPV1-mediated sonogenetic neuromodulation of motor cortex in freely
moving mice. J. Neural Eng. 20(1), 016055 (2023).

77. Yoo, S., Mittelstein, D. R., Hurt, R. C., Lacroix, J. & Shapiro, M. G. Focused ultrasound
excites cortical neurons via mechanosensitive calcium accumulation and ion channel
amplification. Nat. Commun. 13(1), 493 (2022).

78. Tyler, W. J., Lani, S. W. & Hwang, G. M. Ultrasonic modulation of neural circuit activity.
Curr. Opin. Neurobiol. 50, 222-231 (2018).

79. Popescu, T., Pernet, C. & Beisteiner, R. Transcranial ultrasound pulse stimulation reduces
cortical atrophy in Alzheimer’s patients: A follow-up study. Alzheimer’s Dementia (New York,
NY) 7(1), e12121 (2021).

59



X. KIEGESZITO INFORMACIO

1. melléklet

60



XI. TARGYSZAVAK

ultrasound, dendrite, mouse, embryo, hippocampus, pyramidal cell

ultrahang, dendrit, egér, embrio, hippocampus, piramissejt

61



XI1. KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban koszonetet szeretnék mondani témavezetOmnek, Papp Tamésnak. Tamogatasa,
utmutatésa és széleskorli ismereti ezen a teriileten inspirdld élménnyé tették szamomra ezt a

kutatast.

Szeretnék tovabba kdszdnetet mondani mindazoknak a kollégéknak, akik részt vettek a
tanulmanyban, és akik nélkil nem tudtam volna befejezni ezt a kutatast.

Szeretném megkdszonni a kovetkezd személyeknek: Pelyvas Bence, Mészar Zoltan, Szilagyi
Bernadette, Petr6 Matyas, Varga Angelika, Kokai Eva, Sziics Péter, Berényi Ervin, Olah
Gébor, Halmos Géabor, Nagy Marianna, Marosi Maria, Béresova Monika, Varga Rita, Bencze

Janos, Englohner Angelika.

Végezetul koszonettel tartozom csaladomnak a tamogatasukért.

62



XI11. PUBLIKACIOS LISTA

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: DEENK550//2024.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Winkler-Ferenczi Zsuzsanna
Doktori Iskola: Idegtudomanyi Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Winkler-Ferenczi, Z., Pelyvas, B., Nagy, M., Marosi, M., Béres, M., Varga, R., Bencze, J., Szlcs,
P., Berényi, E., Englohner, A., Meszar, Z., Papp, T.: Repeated diagnostic ultrasound
exposure modifies the structural properties of CA1 dendrites and alters the hippocampal
transcriptome.

Sci. Rep. 14 (1), 1-12, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41598-024-62621-y
IF: 3.8 (2023)

2. Papp, T.*, Winkler-Ferenczi, Z.*, Szilagyi, B., Petro, M., Varga, A., Kokai, E., Berényi, E., Olah,
G., Halmos, G., Szlcs, P., Mészar, Z. M.: Ultrasound Used for Diagnostic Imaging Facilitates
Dendritic Branching of Developing Neurons in the Mouse Cortex.

Front. Neurosci. 16, 1-13, 2022.

DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2022.803356
* Megosztott els6 szerzés kozlemény.

IF: 4.3




DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Tovabbi kozlemények

3. Papp, T., Winkler-Ferenczi, Z., Petr6, M., Mészar, Z. M., Kepes, Z., Berényi, E.: Disorders of
neural crest derivates in oncoradiological practice.
Transl. Cancer Res. 8 (8), 2916-2923, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.21037/tcr.2019.10.38
IF: 0.986

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 9,086

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgaldé kézleményekre):
8,1

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltdltdtt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvegezte.

Debrecen, 2024.11.05.




	A prenatális ultrahang hatása a fejlődő idegsejtek morfológiájára
	A prenatális ultrahang hatása a fejlődő idegsejtek morfológiájára

