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1. A doktori értekezés el6zményei és célkiztiizései

Az ultrahang (UH) egy olyan mechanikai hullam, amelynek frekvenciaja meghaladja a
20 kHz-et, az emberi hallasérzékelés felsé hatarat. Az orvosi diagnosztikaban az alkalmazott
frekvenciatartomany rendszerint 1 és 15 MHz kézott mozog.

Az ultrahang alkalmazésa kulondsen fontos a szulészet-négyogyaszat teriiletén, ahol
nélkuldzhetetlen eszkdz a magzat fejlédésének ellenérzésében, valamint az esetleges anatomiai
rendellenességek korai felismerésében. A terhesség soran az ultrahang vizsgalatok pontos
1d6zitése kiemelten fontos, hiszen a magzat fejléddése a varanddssag kiilonbozd szakaszaiban
eltérd vizsgalati igényeket tamaszt.

A szilészeti-négyogyaszati  vizsgalat soran rendszerint Kkétféle vizsgalofejet
hasznalnak: az els6 trimeszterben hlvelyi transzducert, mig a kés6bbi iddszakokban konvex
transzducert alkalmaznak. Ezek a vizsgaldfejek eltéré frekvenciatartomanyokban miikodnek:
a konvex fejek Adltalaban 3-5 MHz-en, mig a transzvaginalis valtozataik 5-7,5 MHz
tartomanyban.

Az ultrahang vizsgalatok alkalmaval elengedhetetlen fontossagu a termikus index (TI)
és a mechanikus index (MI) figyelembevétele, amelyek a legfontosabb bioldgiai hatdsokat
jelzik, és valos idében lathatdéak a vizsgalat sordn. Az MI a kavitacids jelenségekhez
kapcsolodd bioldgiai hatasok kivaltasanak képességét méri, mig a Tl a szovetek belsd
homérséklet-emelkedését mutatja. Annak érdekében, hogy elkeriilhetoek legyenek a
nemkivanatos hatasok, a nemzetkdzi ajanlasok szerint a vizsgalatok sordn mind a Tl, mind az
M1 ertéke végig 1 alatt kell, hogy maradjon.

Bar ezek a biztonsagi hatarértékek segitenek minimalizalni a kockazatot, fontos szem
el6tt tartani, hogy még ezen kritériumok teljesiilése esetén is, az ultrahang expozicié képes
lehet sejtszintii valtozasokat okozni. Példaul, az ultrahang képes maddositani a neurondlis
morfologiat és befolyasolhatja a dendritfa fejlédését mind in vitro, mind in vivo koriilmények
kozott.

Egy in vitro kutatas eredmenyei szerint a pulzatilis ultrahang expozicio atmeneti
morfoldgiai valtozasokat idézhet el az idegrendszerben, példaul az idegsejtek nyulvanyainak
visszahUzddasat és a sejttest zsugorodasat okozhatja.

Egy in vivo kisérlet soran, amikor feln6tt egerek agyat repetitiv, 1 MHz-es ultrahang
stimulusnak tették ki, 3 hénap elteltével azt tapasztaltak, hogy mig az apikalis dendritek

esetében a kontrollcsoportban a csomoépontok szamanak, a dendritek teljes hosszanak és a 3D
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dendrit térfogatnak a csokkenése kdvetkezett be, ez a csdkkenés az ultrahanggal kezelt egerek
CA1 piramissejtjein nem volt megfigyelhetd. Ezen kisérlet eredményei alapjan tehat az
ultrahang hatasosnak bizonyult az apikalis dendritfa életkorhoz kothetd leépllésének
megel6zésében. Ezek a hatasok ismétlédé ultrahang-expozicid soran fokozodnak, ami a
neuritok atlagos hosszanak jelentds novekedését €s a neuroblasztok proliferaciojat idézheti eld.

Az ultrahang vizsgalatok idétartama &ltaldban 10-15 perc, azonban egy 3D vagy 4D
"babamozi" tovabbi 30-40 perccel ndvelheti az eljaras hosszat. Bar a diagnosztikai ultrahangot
altalaban biztonsagosnak tartjak populacios szinten, egyes publikaciok szerint el6fordulhatnak
enyhe mellékhatdsai, példaul a késleltetett beszédfejlodés, a balkezesség gyakoribb
eléfordulasa és a nagyobb szliletési suly.

Fontos megjegyezni, hogy egy nagyszdmu tanulmanyt attekintd ,,review” kozlemény
adatai szerint a terhesség alatt végzett ultrahang vizsgalatokkal 6sszefliggésben nem mutattak
Ki negativ anyai vagy perinatalis kimenetelt, azok nem okoztak karosodott fizikai vagy
neurologiai fejlodést, tovabba nem ndvelték a gyermekkori rosszindulati daganatok, a
normalisnal alacsonyabb intellektualis teljesitmény vagy mentalis betegségek kockéazatat.

A terhesség masodik és harmadik trimesztereben a szulészeti ultrahang feltehetéen
mechanikusan stimulalja a fejlédé agy neuronjait, kiilondsen a kéregben és a hippocampusban.
Ez az idészak kiemelten fontos a neurondlis halozatok kialakuldsa és az axo-dendritikus
novekedes szempontjabol, példaul a limbikus rendszerben, amely kulcsszerepet jatszik a
tanulas, a memdria, a motivacié és az érzelmek feldolgozasaban.

A neurogenezis folyamata egy jol meghatarozott idébeli és térbeli mintat kovet. Tobb
mint egy évszazada ismert, hogy az emldsok agykérge hat rétegbdl all. A neokortex jellemzdje
a projekcids neuronok beliilrdl kifelé torténd elrendezddése, ahol a legrégebbi neuronok a
legmélyebb, a legfiatalabb neuronok pedig a legfeliiletesebb rétegekben helyezkednek el,
ennek megfeleléen a 2. réteg a legfiatalabb idegsejteket tartalmazza, mig a 6. réteg a
legkorabban sziiletetteket. A beliilrdl kifelé rétegzodés azt jelenti, hogy minden frissen sziiletett
serkentd neuronnak ki kell véandorolnia a periventrikularis térbdl, majd a fejlédd
fehérallomanyon keresztil migralddnia kell a kordbban sziletett neuronokon is. A
desztinaciojanak megfelelden letelepszik, majd terminalis differencialodason megy keresztil,
és létrehozza szinaptikus kapcsolatait. Az els6é vandorld neuronok rétegét subplate-nek (SP, 6b
réteg) nevezik, mig a kdvetkezo rétegek (6, 5, 4 stb.) folotte halmozodnak fel. Mig a serkentd
neuronok periventricularisan szlletnek, és ezt koveten szekvencialisan beliilr6] kifelé épitik

fel a cortexet radial irAnyu migracioval, a kérgi gatlé neuronok progenitor sejtjei a medialis
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ganglion eminenciaban helyezkednek el, a posztmitotikus leanysejtek pedig a szubventrikularis

zbnaban vagy a pia mater alatti kortikalis lemez felé vandorolnak tangencionalisan.

crer

crer

soran a diagnosztikai ultrahang tartomanynal kissé magasabb (6,7 MHz) frekvenciat
alkalmazva azt tapasztaltdk, hogy a migracio kezdetekor megjel6lt, majd egy nappal késdbb
ultrahang stimulusnak Kitett neuronok lelassulnak, és néhanyuk a fehérallomanyban marad,
vagy a mélyebb kérgi rétegekben akad el. Kiemelendd, hogy a kisérlet soran tobb kiilonb6zo
idOtartamu ultrahang stimulust alkalmaztak, azonban szignifikans eltérést csak 30 perces vagy
annal hosszabb stimulacio esetén észleltek. Ezenkivil az alacsony intenzitasu (<3 W/cm?)
ultrahang kezelésrél kimutattak, hogy mind in vitro, mind in vivo eldsegiti a neuronalis éssejtek
(progenitorok) differencialodasat és tulélését.

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 bels6, mind kornyezeti tényezok hatassal vannak, jelentdsen befolyasolja a neuronok
szinaptikus bemeneti és membran jellemzoit. Szubcellularis szinten az ultrahang — a fent
emlitettek szerint - atmeneti és gyors valtozasokat idézhet el6 a neuritok ndvekedésében
neuronalis sejttenyészetekben, mechanoszenzitiv receptorokon és ioncsatornakon keresztul.

A tranziens receptor potencial csatornak (TRPC-k) széles korben jelen vannak a fejl6d6
egér agyban, kuléndsen a kortikalis lemezben. Korabbi tanulményok szerint a TRPC4
aktivalhaté ultrahanggal 2 MHz-nél magasabb frekvenciakon, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy részt vehet a fejlédé neuronok ultrahang altal kozvetitett jelatvitelében. Ezt a hipotézist
erdsiti az a megfigyelés is, hogy azok az dallatok, amelyeknél hidnyzik a TRPC4
mechanoszenzitiv ioncsatorna, szignifikansan csokkent érzékenységet mutatnak az ultrahang-
stimulacidra, ami azt jelzi, hogy a mechanoszenzitiv ioncsatornak fontos szerepet jatszanak az
ultrahang stimulaci6 mechanizmuséaban. Egy korabbi kisérlet soran alacsony nyomasu
ultrahanggal érzékenyitett idegsejteket aktivaltak a fonalféregben (C. elegans), a vad tipusu
allatok érzéketlennek bizonyultak az alacsony nyomasu ultrahangra, ezzel szemben
megallapitottdk, hogy a TRPC-4 mechanotranszdukcios csatorna porusképzé alegységének
normalisnal nagyobb mértékii expresszidja érzékenyiti az idegsejteket az ultrahangos

stimulusra, ami viselkedési valaszokat eredményezett.



Mint nem szelektiv kation csatorna, amely elsésorban az endoplazmatikus retikulum
membranjaban talalhatd, a TRPC4 funkcidja aktivalédaskor a citoplazma Ca?*-szintjének
emelése. A TRPC4 erdsen expresszalodik ingerelhet sejtekben és részt vesz az idegi
sérulésekre adott valaszban, a neuritkingvés, valamint az idegi exocitozis szabalyozasaban,
emellett egyitt expresszalodik a TRPC5-tel a hippocampus CAL piramissejtjeiben, amely
fontos szerepet jatszik az idegi Ca?* homeosztéazisban.

Erdemes megjegyezni, hogy a lokalis intracellularis Ca?* jelatvitel szerepet jatszik a
dendritek novekedésének ¢és elagazasanak befolyasolasdban, valdsziniileg a CREB és a CaM
kinazt érinté Gtvonalakon keresztiil. A CaM kinaz és CREB célgénjei, amelyek dendritikus
novekedést kozvetitenek, nem pontosan ismertek, de fontos potencialis célpont az agyi eredetli
neurotrof faktor (BDNF). Kimutattak, hogy a CaM kinaz CREB-fliggé mechanizmussal képes
BDNF expressziot indukélni, amely a kérgi neuronokban fokozott dendritndvekedéshez
vezethet. Igy a Ca?* és a CaM kinaz altal kivaltott dendrit ndvekedést a BDNF kozvetitheti.

A TRPC-k aktivalasa a BDNF mellett a c-Fos korai vélaszgén emelkedett szintjéhez
vezet, ami fokozott neuronalis aktivitdsra utal. A korai valaszgének transzszinaptikus
stimuldcidval torténd szabéalyozisinak molekuléris alapjai csak részben ismertek. A Ca®*
bedramlasa a fesziiltségfiiggd Ca?* csatornakon keresztiil és az aktiv Ca?*-kalmodulin komplex
kialakuldsa valdsziniileg a depolarizalo ingerek altal kivaltott folyamat elsd 1épése. Figyelemre
méltd, hogy a c-fos indukcidt a kiilsé Ca?* kelatképzés, a Ca?* csatornak 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 allé eredményeket
azonban érdemes Ovatosan értelmezni. A meglévé publikaciok nem feltétleniil értékelték a
prenatélis ultrahang altal okozott Osszes lehetséges bioldgiai hatast. A jovObeni vizsgélatok
olyan hatasokat tarhatnak fel, amelyeket ezidaig még nem ismertek fel. Ezért, amint azt az
ALARA (As Low As Reasonably Achievable) elv kimondja, a jelenleg rendelkezésre allo
bizonyitékok alapjan jelenleg is megfontolandd, hogy a pacienseket a diagnosztikai

informéacidk megszerzésehez sziikséges legkevesebb ultrahang hatasnak tegyik ki.



Célkitiizés

Ceélunk, hogy in vivo egerekben megvizsgaljuk a mechanoszenzitiv TRPC4 receptor
expressziojat fejlodé kérgi neuronokban, tovabba jellemezzik a szilészeti gyakorlatban
alkalmazott alacsony intenzitasu, 3 MHz frekvenciaju ultrahang hatasat a retrosplenialis cortex
piramis 5. rétegének neuronjaira. Kutatdsunk masodik szakaszaban a repetitiv magzati

=z 7

teljes agy térfogatara, sulyara és a hippocampus szerkezetére kifejtett hatasait tanulmanyozuk.



2. Anyagok és modszerek

1. Allatok, mintak gyiijtése

A kisérletek soran CD1 (ICR, Charles River, Németorszag) egereket hasznaltunk.

Az ultrahanggal kezelt (a részleteket lasd az ,,Ultrahang expozicid” c. részben) és a
kontrollcsoportb6l egyarant Osszegytjtottiik azokat a kozponti idegrendszeri mintékat,
amelyek erds GFP jelolédést mutattak. A citoplazmatikus GFP felhasznalasa megkonnyitette
a jelolést, lehetévé téve a neuronok értékelését (a GFP jelolés részleteit lasd alabb a
,Plazmidok™ c. részben). A vizsgalat soran a kontrollcsoport olyan allatokbol allt, amelyek
ugyanazon eljardsokon estek at, mint az ultrahanggal kezeltek, azonban nem voltak kitéve
ultrahang stimulusnak. Mind a kezelt, mind a kontrollcsoportban csak ndstény allatokat

vizsgéaltunk.

2. Plazmidok
A kollaboracios laboratérium egy expresszids vektort tervezett és szerkesztett, amely
az EGFP szekvenciat kddolja, és egy cre-rekombindzzal GFP-t expresszal CAG promoter alatt.
Ezenkiviil az elsé vizsgalatban Cytbow vektort, egy multicisztronikus plazmidot is
alkalmaztunk, mely vektor harom fluoreszcens riporter expresszidjat teszi lehetévé,

mindegyiket kiilonb6z6 lox szekvenciak szabalyozzak.

3. In utero elektroporacio

Els6 vizsgalatunkban az ultrahang expozicio neuronalis morfoldgiéra gyakorolt hatasat
az egér retrosplenialis kérgében a GFP és Cytbow-jeldlt 5. rétegbeli piramis neuronokban
értékeltiik. A masodik vizsgalatban a GFP-vel jelolt CA1 piramis neuronok morfoldgiai
véltozasait vizsgaltuk ugyanezzel a modszertannal. A piramissejtek morfologidjaban rejlé
variabilitas hatdsanak minimalizalasa érdekében azokat a sejteket hasonlitottuk dssze, amelyek
ugyanazon iddintervallumon beliil sziilettek, ugyanabba a rétegbe vandoroltak, és hasonlo
differencialodasi allapotot mutattak. Ennek eléréséhez fluoreszcens riporter géneket tartalmazo
plazmidok méhen bellli elektroporaciojat alkalmaztuk, mivel az elektroporéalt plazmid csak a
sejtciklusbol az elektroporacioval egyidejlileg kilépd posztmitotikus neuronokban okoz
génexpressziot. A retrosplenialis kéreg 5. rétegbeli piramis neuronok jelolésére méhen belili
elektroporaciot végeztink. Az embrionalis 14,5. napon a vemhes egereket natrium-
pentobarbitallal mélyaltattuk, majd hasi feltarasbol szabadda tettik a méhszarvaikat, és az
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embriok jobb oldalkamrajaba plazmidot tartalmazé oldatot fecskendeztiink. Ezt kdvetden egy
Electro Square Porator segitsegével elvégeztik az elektroporaciot. Az elektromos impulzusok
tovabbitdsa csipesz tipusu elektrédakkal tortént. Ezt kovetéen a hasiireget atoblitettik és a

meéhet a visszahelyeztiik, végso 1€pésként a hasfalat kétrétegi varrattal zartuk.

4. Ultrahang expozicio

Mindkét kisérlet soran négy nappal az in utero elektroporaciot kovetéen (E18,5. napon)
az egereket mélyaltatasba helyeztilk Na-pentobarbitallal, majd 10 percen keresztll ultrahang
stimulusnak tettlik ki. A human diagnosztikdban is hasznalt GE Logiq V2 ultrahang késziilék
mindvégig 3 MHz-es frekvencian miikodott, és mind a mechanikus, mind a termikus index 1,0
alatt volt. A méhen belili ultrahang expoziciéhoz a gélt finoman a vemhes allatok haséra, a
sziilés utani kezelésekhez pedig kozvetleniil az egerek koponydjara helyeztiik. Az elsd
prenatalis ingert az embrionalis 18,5. napon adtuk le, majd ezt négy tovabbi stimulécié kdvette
a sziiletés utani elsé négy hétben, hetente egyszer. Az E18,5-en a kezelés alatt a fokuszt a
vemhes allatok hasanak kdzépvonalan tartottuk, hogy minden embrid esetében egyenletes
expozicidt biztositsunk. A posztnatalis kezelesek soran az allatok kis koponyajara vald
tekintettel nem fdkuszalt ultrahang stimulust alkalmaztunk. A kontrollcsoportba tartozd
allatokat azonos eljardsoknak vetettilk ald, beleértve az érzéstelenitést és az in utero
elektroporaciot, kivéve a gRT-PCR-hez hasznalt mintakat. Az ultrahang transzducert a kontroll
allatok haséra, illetve a posztnatélis szakban a koponyéra helyeztik anélkul, 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
kontrollcsoport allatait 12 hdonapig hagytuk talélni, miel6tt talaltattuk 6ket. Ezt kdvet6en
transzkardialisan perfundaltuk 6ket 4% PFA-val, majd sdoldattal, végul az agyakat izolaltuk.

5. Immunhisztokemia
Els6 vizsgalat sorozatunk soran immunfluoreszcens jelolést alkalmaztunk a GFP jel

rogzitésére és a TRPC4, c-Fos és BDNF azonositasara ultrahang kezelésnek alavetett
egéragyakban. Az elsé vizsgalatban az E18,5 embridk, valamint a P3 és P30 egérkolykok, a
masodik kisérletben a P28 egerek teljes agyat dvatosan eltavolitottuk, majd foszfattal pufferolt
sooldatban 1évé 4%-0s paraformaldehidbe meritve fixaltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Ezt
kovetden az agymintakat PBS-sel mostuk, 4%-0s agardzba agyaztuk, és vibratom segitségével

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 PBS-
ben higitottuk. Az inkubalast kovetéen harom 15 perces PBS-mosast végeztink.

A metszeteket mindkét esetben sejtmag-specifikus DAPI-val inkubaltuk 2 éran at
szobahdmeérséekleten, hogy eldsegitsiik a rétegek hatirainak az azonositdsat. Ezt kdvetden a
metszeteket Hydromount-tal fedtik.

A masodik vizsgalat soran a fluoreszcens képek elkésziilését kovetden az
immunfluoreszcens jelet DAB-jelolt mintakka transzformaltuk. A fed6lemezeket PBS-ben
eltavolitottuk, majd a metszeteket egy éjszakan at IgG-vel, majd avidin-biotin komplexszel
inkubaltuk 2 oran keresztil. A vizualizaciét a DAB peroxidaz szubsztrat készlettel végeztik a

gyarté protokollja szerint.

6. Digitalizacid, neuron rekonstrukcié és morfometria

Els6 vizsgalatunkban a retrosplenialis kéreg 5. rétegbeli piramissejtek 3D
rekonstrukcidjat végeztilkk Neurolucida szoftver segitségével a konfokalis képekbdl. A
konfokalis szeletek 0,5 um vastagok voltak, ezeket 40-szeres olajimmerzids objektivvel
rogzitettiik F\VV3000 mikroszkop segitségével. A kontroll és ultrahanggal kezelt allatok GFP-
vel és Brainbow-val jel6lt neuronjain manualis 3D rekonstrukciot végeztiink. A sejttestek
konturjait precizen korberajzoltuk a képeken Z sikban. A neuronalis dendriteket pontosan
rekonstrualtuk, figyelembe véve a nyalvanyok atmérdjét az egyes rekonstrualt pontokban. A
retrosplenialis kéregben az 5. réteg legmélyebb részén talalhatd piramissejteket kifejezetten
ugy valasztottuk ki, hogy csak az 5. rétegben 1€v0 sejtek keriiljenek dsszehasonlitasra. A GFP-
vel és Brainbow-val jelolt piramissejtek adatait 6sszességeben értékeltik, mivel nem volt
megfigyelhetd kiilonbség a kiilonb6zé plazmidokkal jelolt piramis neuronok kozott. A
rekonstrukciokbol szarmaztatott morfometriai paraméterek kozé tartozott a neuritok teljes
szama, teljes hossza, elagazasi pontok (csomdpontok) szama és a dendritek szegmenseinek
hossza. A kielemzett sejtek kivalasztasakor az alabbi kritériumokat vettlink figyelembe: 1) a
jelolt régidban azonos lokalizacio, 2) erdés GFP jelolddés, 3) egymastol tavoli elhelyezkedés,
amelynek a rekonstrukcios folyamat szempontjabol volt jelentdsége, 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 bedllitdssal. Minden rekonstrukciot egy a szakteriletben jartas
kutato is ellenérzott. A DAB-ozott mintak esetében specifikusan csak CA1 piramissejteket
valasztottunk ki a Neurolucida szoftverrel valé 3D rekonstrukciéhoz. A neuronok sejttestjeit

aprolékosan korberajzoltuk Z sikban, és kiemelt figyelmet forditottunk a dendritek
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rekonstrukcigjara, kiilonds tekintettel azok atmérdjére. A rekonstrukciokbdl szarmazod
morfometriai paraméterek kozé tartozott a dendritek 0sszszdma, legmagasabb elagazddasi
szam, az elagazasok szama, atlagos szegmenshossz, atlagos szegmens kanyargdssag, atlagos
szegmens atmérd, dendrithossz, atlagos terminalis tavolsag és atlagos dendrithossz. Fontos

megjegyezni, hogy az elemzést végz6é személy nem tudta, hogy milyen mintakat rekonstrudlt.

7. RNS izolalas, cDNS transzkripcié és gqRT-PCR

Az egéragy mintakat 60 perccel az embrionalis 18,5. napon (E18,5) végzett ultrahang
vizsgalatot kdvetden gytjtottiik. A kontroll allatokat ugyanolyan kezelési eljarasoknak vetettiik
ala, mint az ultrahanggal stimulalt csoportot, azonban tényleges ultrahang stimulusnak nem
voltak kitéve. A teljes RNS extrakciot 30 mg egéragy szovetbol végeztik. A DNS-emésztési
Iépéssel kiegészitett standard izolalasi protokoll soran 30 mg agyszovetet izolaltunk, majd
kvantifikéaltunk és mindsitettlink spektrofotométerrel. Ezt kovet6en a teljes RNS-b6l 1000 ng
reverz transzkripcion ment keresztiil cDNS-sé, amelyet PCR-amplifikacio kovetett. A
génexpresszid mennyiségi meghatarozasat 40-Ct modszerrel végeztilk, a BDNF expressziot a
HPRT]1 és a GAPDH housekeeping génekre normalizaltuk. Megjegyzendd, hogy a potencialis
szennyezOddések kimutatasara nem hasznaltunk templat kontrollokat (NTC, RT-NTC, NRT) a

reakcié minden szakaszaban.

8. Egész egéragy mintaelokészités kontrasztos komputertomografiahoz és
morfologiai mérésekhez

8-8 allatot (5 alkalommal ultrahang kezelésnek Kitett és kontrollcsoport) egyéves tulélés
utdn, Na-pentobarbitallal mély érzéstelenitésben tulaltattunk. Az eutanaziat kovetben az
allatokon 4%-os paraformaldehiddel (PFA) és sooldattal transzkardialis perfiziot végeztiink,
majd agyukat 4%-0s PFA-ban egy hétig fixaltuk 4°C-on. Ezt koveten az agymintak két mosasi
cikluson estek at foszfattal pufferolt séoldatban (PBS), majd dehidratalast végeztiink abszolut
etanolig. A kontrasztozadshoz 1%-0s tomeny etanolos jodoldatot hasznaltunk. A mintak
rehidratalasahoz leszallo alkohol sort hasznaltunk, majd desztillalt vizben oblitettiik dket. Ezt
kovetden a jodozott mintakat mikro-CT rendszerrel szkenneltiik. A szkennelés idétartama 120
perc volt. A szkennelést kovetden a keresztmetszeti képeket a tomografias képekbdl
rekonstrudltuk. Az adatok utofeldolgozasa igazitast, sugarkeményitést és gytiriis miitermék
korrekciot tartalmazott. A képek kapott kimeneti formatumai .omp és DICOM voltak. A
tanulmanyban hasznélt 3D-s Volume rendering eszkdzt a DataViewer szoftver biztositotta.
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Koronélis metszeteken megmeértik a harmadik kamra leghosszabb latero-lateralis atmérgjét a
commissura posterior szintjében, valamint a hippocampalis formacio rovid tengelyének
atmérdjét annak legmagasabb pontjan. Fontos megjegyezni, hogy az alkalmazott mikro-CT
felbontasa nem volt elegendd a hippocampus rétegeinek kimutatdsahoz. Az agy teljes térfogatat

a DataViewer szoftver segitségével szamitottuk ki.

9. Statisztikai értékeles
Az elsO kisérlet soran a kontroll és az ultrahanggal kezelt allatok morfometriai és qPCR

adatait az OriginPro Mann—Whitney U-tesztje segitségével elemeztiik 6sszehasonlitas celjabal.

A masodik Kkisérlet soran a kontroll és az ultrahanggal kezelt allatok morfometrikus
adatait statisztikai 6sszehasonlitdsnak vetettik ala Mann—Whitney U-teszt vagy Two Sample
T-teszt segitségével az OriginPro és a PAST szoftver segitségével. A kisszamd mintakon
veégzett statisztikai 6sszehasonlitas soran Bonferroni-korrekciét alkalmaztunk, a szignifikancia
szintet p < 0,05-r61 p <0,017-re igazitva. Ezenkivil a morfometriai adatok 6sszehasonlitasara

MANOVA analizist végeztiink PAST szoftverrel, p < 0,05 szignifikancia szintet jelolve meg.
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3. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

1. A neuronok jelolédése az E14,5. napon tortént in utero elektroporaciot kovetoen

Az agykeregben és a hippocampusban talalhatd piramissejtek a periventricularis
zonaban talalhatoé neuroprogenitor sejtekbdl szdrmaznak. Vizsgalatunk kezdeti szakaszéban az
E14,5-en tortént méhen beliili elektroporaciot kovetden a jeldlt neuronok eloszlasi mintazatara
¢s a jelolddés mindségére fokuszaltunk az ultrahang stimulacio (E18,5) és a mintavétel idején
(P3).

Az elektroporaciot kdvetden négy nappal késébb (E18,5) a jelolt piramissejtek a vart
helylikre vandoroltak a retrosplenialis cortex 5. rétegében és a hippocampus CA1 régidjanak
piramis rétegében. A GFP-pozitiv sejtek polarizalt morfologiat mutattak, amelyre altaldban
jellemzé volt, hogy a migracios vezetd nyulvany egy elagazé apikalis dendritté alakult at. A
GFP-vel jelolt neuronok egy részénél bazalis dendritek voltak azonosithatdak, jelezve
morfoldgiai differenciadlédasuk stadiumat, mig masoknal nem, ami arra utal, hogy a legtébb
jel6lt neuron morfoldgiai differencialédasa még folyamatban volt. A 3. posztnatalis napon (P3)
az injektalt oldalon 1évé frontalis és retrosplenialis kéreg, valamint az ellenoldali
szomatoszenzoros terlilet GFP-pozitivitast mutatott. Az injektalt féltekén beliil a GFP-vel jel6lt
kérgi neuronok tobbsége az 5. rétegben elhelyezkedd piramissejt volt. Ennek megfelelden az
ipszilateralis hippocampus a CA1 régid piramis rétegében elsdsorban jelolt piramissejteket
tartalmazott. Bizonyos esetekben az injektalt DNS az elektroporacié soran az ellenoldali
feltekébe és a harmadik kamréba disszeminalt, ami az ellenoldali félteke és a diencephalon
GFP-vel val6 jelolodését eredményezte. Fontos megjegyezni, hogy a GFP-vel jel6lt neuronok
az E14,5 utén, sziik id6kereten beliil sziilettek, elérték végso feltételezett rétegbeli rendeltetési
helyiket és P3-ra egy azonosithatd kérgi réteget alakitottak ki. A kérgi rétegeken kivil
megfigyelhetd volt a piramissejtek morfologiaja, amelyet két dendrit tipus jellemzett, a hosszu
¢s elagazo apikalis dendritek, amelyek az 1. rétegben végzddtek, valamint a bazalis dendritek.
Megemlitendd, hogy az 5. rétegbeli piramissejtek alosztalyokba sorolasa a fejlédésnek ebben

a korai szakaszaban nem volt megvalosithato.

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

A piramissejtek hasonl6 jel616dési mintat mutattak, amikor GFP-t és amikor Brainbow
vektort alkalmaztunk a jeldléshez. A jeldlt 5. rétegbeli retrosplenidlis piramissejtek nagy
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striisége kihivast jelentett az egyes sejtek €s dendritjeik rekonstrukcidjaban, amelyeket a
Brainbow rendszerrel torténd tobbszinli fluoreszcens képalkotas alkalmazéasaval sikertilt
kikiiszobolni. Az 5. rétegbdl kivalasztott, rekonstrualt sejtek kétdimenzids abrazolasai
rendkiviil hasonld morfologiai jellemzdket mutattak az apikalis és a bazalis dendritek elagazasi
mintazatat illetéen. Eredményeink szerint egyetlen ultrahang stimulus Osszeségében nem
novekedéset. Az dsszes rekonstrualt piramis neuronban egyetlen apikalis dendrit volt jelen.
Kdvetkezésképpen az ultrahang stimulus alkalmazéasa a bazalis dendritek szamanak 1-2-vel
val6 novekedését eredményezte. A dendritfa elemzése azt mutatta, hogy az ultrahang kezelés
nem gyakorolt szignifikans hatéast az eldgazasok szadmara. Ezenkivil a dendritek alakja is
hasonlo volt, mint a nem stimulalt kontrollcsoportban. A Brainbow vektorral jel6lt, a P3-on az
5. rétegben jelen 1évé piramissejtek kiilonbozé szineket mutattak, amelyek kiilonb6zo
sejtvonalakat képviseltek, igy 6sszehasonlithatd neuronpopulaciot biztositottak a statisztikai
elemzéshez. Az idegsejtek arborizacioja jol fejlett volt, amint az a 3D-ben rekonstrudlt
neuronokon megfigyelhetd. A prenatalis ultrahang-expozicid neuronalis morfologiara
gyakorolt hatdsanak felmérésére az 5. rétegbeli jeldlt 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, elagazasainak szamaban és dendrithosszaban, de szignifikans volt
a kiilonbség a dendritszdmot illetden, amely az ultrahanggal stimulalt csoportban bizonyult

nagyobbnak.

3. A neuronok gyorsan aktivalodnak mar egyetlen ultrahang stimulust kovetéen

A Kkozponti idegrendszerben a neurondlis aktivacio a korai véalasz gének
expressziojanak altalanos novekedésén keresztil is azonosithato, kilonods tekintettel a c-Fos-
ra. Egy korébbi kisérlet soran kimutattik, hogy a c-Fos szintje frekvenciafiiggé 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 expressziojat. Feltételezik, hogy ez a novekedés elésegitheti a
dendritek novekedését a retrosplenialis kéreg érésben 1évo neuronjain.

Ezen hipotézis vizsgalata celjabdl elvégeztik a c-Fos expressziojanak elemzeéset
egyetlen, E18,5-en tortént ultrahang stimulust kovetéen. A nem stimulalt kontroll mintak nem

mutattak immunfluoreszcens reakciét a c-Fos-ra, mig az immunreaktiv jel jelentésen megnétt
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az ultrahang stimulaciot kovetden. Az atmeneti c-Fos emelkedés a stimuléaciot kovetd 30. napon
visszaallt az alapszintre, mely azonos szintii volt a kontroll egerekhez képest. Az 6t alkalommal
ismételt stimulacid a c-Fos expresszid aktivalasat eredményezte a kéreg szinte minden
sejtjében, ami nem korlatozodott csak a GFP-vel jeldlt neuronokra.

Az E18,5-en a BDNF immunreaktivitas tulnyomorészt az agyhartyara és az erekre
lokalizalodott. Egyetlen ultrahang stimulaci6 - ellentétben a c-Fos-ra gyakorolt hatassal - nem
eredményezett valtozast a BDNF immunreaktivitasaban a kéregben, és 60 perccel a stimulacio
utan nem volt szignifikans kilonbség a BDNF mRNS szintjében. Ezzel szemben a tébb
alkalommal ismételt ultrahang stimulus alkalmazédsa fokozott BDNF immunreaktivitast
eredményezett a retrosplenialis kéregben.

Az intrauterin ultrahang stimuléacidé hatassal lehet az éretlen kortikalis neuronok
migracios tulajdonsagaira. Kisérletlink soran azonban azt talaltuk, hogy sem az egyszeri, sem
az ismétlddé ultrahang stimuldcid nem vezetett észrevehetd valtozashoz az 5. réteg
piramissejtjeinek rétegbeli eloszlasaban és alapvetd morfoldgiajaban. Feltételezziik, hogy
ennek a jelenségnek a hidnyat az magyardzza, hogy az 5. rétegbeli neuronok migracioja

befejezddott, mire az E18,5-en az els6 ultrahang stimulus megtortént.

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

A diagnosztikai ultrahang frekvenciatartomanya és MI-je a sejtmembran kavitaciojahoz
szlikséges kiiszob alatt van, ami esetlegesen kozvetlenll megemelhetné a sejtekben a c-Fos
szintet. Hipotézisiink az volt, hogy az ultrahang stimulaciot kovetéen megndvekedett c-Fos
szintért receptor altal kozvetitett jelatvitel lehetett felelés. Annak érdekében, hogy jobban
megértsiik az ultrahang-inger fiiggd c-Fos aktivacio mogott meghuzodo 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 jelolt piramissejtjeiben. Emellett TRPC4-immunpozitiv szignlokat figyeltink meg a GFP-
vel jel6lt piramissejtek nyulvanyiban is, ahol az endoplazmatikus retikulum jelenléte kétséges
volt. Tekintettel a TRPC4 pozitivitdsara a GFP-vel jelolt neuronokban, valdszinii, hogy az
ultrahang stimulus a citoplazmatikus Ca?* koncentracié névekedéséhez vezethetett ezekben az

idegsejtekben.
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5. A CA1l neuronok morfologiai jellemzoi megvaltoznak ismételt ultrahang
expozicié hatasara

A morfometriai analizis alapjan azt tapasztaltuk, hogy a dendritek atlagos hossza
konzisztens maradt. A bazalis dendritek esetében a dendritek atlagos szegmenshossza és a
dendrithossz szignifikans ndvekedést (p < 0,01) mutatott az ultrahang kezelés hatéséra. Ezzel
szemben az apikalis dendritfa tulajdonsagai nem mutattak jelentds valtozast. Osszegezve, a
MANOVA teszttel szignifikans killénbségeket allapitottunk meg a két csoport kdzott a vizsgalt
dendritfak tulajdonségaiban; p: 0,004.

6. A hippocampalis régio morfoldgiai elemzése mikro-CT-vel

Egyéves egerek agyat mikro-CT vizsgalatnak vetettiik ala, hogy megmérjik a teljes agy
térfogatat és a hippocampus atméréjét. Koronalis agymetszeteken a commissura posterior
(mint tampontként szolgald azonosithatd anatdmiai képlet) szintjében mertik a I1l. kamra
legnagyobb vizszintes atmér6jét és a hippocampalis formacié rovid tengelyének atmérdjét,
ezeket a méréseket harom szakértd vizsgalta egymastdl fiiggetleniil. Az agy teljes térfogatara
és tomegére magas (p < 0,01-es) szignifikancia szintet alkalmaztunk az esetleges, a bazalis
felszinen a disszekcioval 0sszefiiggd sériilések miatt, mig az 6sszes tobbi mérésnél p < 0,017-
es szignifikancia szintet alkalmaztunk. A vizsgalat jelentds kiilonbséget mutatott ki a
hippocampalis forméacié vastagsagdban a kontroll és az ultrahanggal kezelt csoportok kozott,

amely nagyobb volt az ultrahanggal kezelt csoportban.
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4. Megbeszélés

Eredményeink azt mutatjak, hogy mar egyetlen rovid ideig tartdé diagnosztikai
retrosplenialis kéreg (amely a limbikus rendszer egyik kulcsteriilete) 5. rétegének
piramissejtjein a bazalis dendritek szdménak novekedese jellemezte. A limbikus teriilet dont6
szerepet jatszik kiilonbozd funkcidokban, mint példaul a tanulasban €s a ragcsalok térbeli
navigacigjaban.

Fontos megjegyezni, hogy az ultrahang morfoldgiai valtozasokat indukalt nemcsak az
5. réteg, hanem a CAL régi6 piramissejtjein is. A CAL régidban a bazalis dendritek és
szegmenseik hosszanak ndvekedését figyeltiik meg. Ezenkiviil azt tapasztaltuk, hogy ismételt
ultrahang expoziciot kovetden az egyéves egerek hippocampélis formacidja nagyobb
vastagsagot mutatott a kontrollcsoporthoz képest. Ez arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy az
ismételt ultrahang hosszu tavon befolyasolja a kdzponti idegrendszer morfoldgiajat.

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 valtozasokhoz is vezetett az idegsejtekben.

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 expozicié emberi terhességben a 30. hét utan. Egy korabbi tanulméany kimutatta,
hogy a pre- és perinatalis ultrahangnak valo kitettség befolyasolja az agy fejlodésének
MHz-es ultrahang stimulacié hatasait vizsgald kutatds soran azt figyelték meg, hogy a
neocortex neuronjainak migracidja jelentdsen lelassult, tovabba bizonyos piramissejtek nem
megfeleld rétegekbe érkeztek meg, egyesek akar a fehérallomanyban megrekedtek. Tekintettel
arra, hogy kutatdsunk sordn sorén az ultrahang stimuléciét az E18,5 korban alkalmaztuk,
amikor az 5. réteg neuronjai mar elérték céljukat, az ultrahang fejlodé limbikus teriiletek
neuronjainak migracidjara gyakorolt potencialis hatasanak vizsgalata kisérleti korilményeink
keretein belil nem volt megvaldsithatd. Mindazonaltal nem lehet kizarni a vizsgalatok soran

alkalmazott 3 MHz frekvencidju ultrahang expozicid neurondlis és gliasejtek migraciojara

17



gyakorolt hatasat. Kutatasi eredményeink azt mutatjak, hogy az ultrahang expozicio ndvelte a
bazalis dendritek szamat a retrosplenialis kéreg 5. rétegenek piramissejtjein. Megfigyeltik,
hogy ezek a dendritek Gjonnan képzddtek, nem pedig a mar meglévd migracios nyulvanyok
differencialodasabdl szarmaztak. Ez annak tulajdonithatd, hogy a dendritfa fejlédése rendkiviil
0sszehangolt mddon torténik, magaba foglalva olyan dinamikus folyamatokat, amelyek
szlikségessé teszik a citoszkeleton atrendez6dését. Ez az Ujonnan kialakult nyulvanyok
folyamatos novekedését és visszahlzddasat eredményezi, reagalva az elektromos,

mikrokodrnyezeti vagy belso jelekre.

2. A mechanoszenzitivitas hatasa a neuronalis nyulvanyok novekedésére

Azok a specifikus mechanizmusok, amelyek révén az ultrahang befolyéasolja a
neuronalis nyulvanyok novekedését az idegsejtek polarizacioja és differencialodasa soran, még
részben tisztazatlanok. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a mechanikai stimulacio (tenzid)
eldsegiti az idegi progenitor sejtek differencidlodasat és noveli a dendritfa komplexitasat.
Kisérleteink alapjan valdsziniisithetd, hogy a dendritek megnodvekedett szama a novekvd
nyulvanyok ultrahang inger hatasara bekovetkezé destabilizaciojaval magyarazhato, 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 csdkkenéséhez vezetett.
Ezzel szemben az ultrahang stabilizalta azon dendritek és axonok ndvekedését, amelyek mar
kialakitottak szinaptikus érintkezést. A mechanikai feszilés sejtszinten molekularis jelatvitelt
indithat el. Kilénféle mechanoszenzitiv csatorndk, mint példaul a Piezol, TRPAL, TRPC4,
TRPV4, MEC-4, a kétporusu domén kaliumcsatornak (K2Ps), valamint a fesziiltségfliiggé Na*
és Ca’* csatornak kordbbi tanulmanyok szerint reagaltak az ultrahangra. A pontos
mechanizmus, amellyel ezen ioncsatornék ultrahang altal kozvetitett aktivalasa befolyasolja a
dendrit novekedést, nem teljesen ismert. Ismeretes azonban, hogy az ultrahanggal valo
stimulacio elésegiti a dendritfa novekedését a MAPK vagy ERK 1/2 atvonalak aktivalasa révén,
ami mechanoszenzitiv ioncsatornak, példdul a TRPV4 és a Piezol altal kozvetitett
megnovekedett intracellularis Ca?* szintnek tulajdonithat6. Az embrionalis egéragyban ezen
csatornak tdbbsége - a TRPC4 kivételével - alacsony expresszids szintet mutat. A TRPC4
expresszidja dontéen a subpallialis régiokban az E13,5-en kezdddik, és az EI18,5-re
fokozatosan Kiterjed a kéregre, beleértve a limbikus terlletet is, és a kortikalis neuronok altali

expresszidja a feln6tt élet soran is folytatodik. Tekintettel arra, hogy Kisérletinkben az
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ultrahang expozicio alkalmazésa a 18,5. embrionalis napon vagy késébbi iddpontban volt, nagy
a valdsziniisége annak, hogy ez az inger a TRPC4 csatornak aktivalasdhoz vezetett. Ezek a
mechanoszenzitiv ioncsatorndk kulcsfontossaguak az ultrahang stimulacié mechanizmusaban
és reszt vesznek a neuritok novekedésének szabalyozasaban, valdsziniileg azaltal, hogy
fokozzak az endoplazmatikus retikulumbol torténd Ca?* kidramlast, valamint aktivaljak a CaM
kindz és a CREB altal kozvetitett Gtvonalakat. A TRPC4 csatorndval nem rendelkez6
allatokban az ultrahang stimulacidval szembeni vélaszreakcid jelentds csokkenést mutatott, a
karosodott TRPC4-funkcidju allatok pedig szintén csokkent valaszt mutattak az ultrahang

stimulacio soran.

3. Az ultrahang stimulus aktivalja a korai valasz géneket és a neurotrofinok

felszabadulasat

A neuronélis mechanoszenzitiv receptorok és ioncsatornak ultrahang expozicio altali
aktivalasa jelatviteli kaszkadot indithat el, amely a c-jun és a c-Fos fokozott expresszidjat
eredményezi. Kisérletlink soran egyetlen 3 MHz-es, 10 perces ultrahang expozicié megnovelte
a c-Fos immunreaktivitast az egér magzat agyaban egy o6rdval a stimulust kovetéen. A c-Fos
gyors ¢€s atmeneti expresszidja a neurondlis halézat miikodésének szadmos aspektusat
szabalyozza, beleértve a tanulast és a memoriat.

Egy kordbbi tanulmany szerint a patkany retrosplenialis kéregben a BDNF
felszabadulas kovetkeztében 1étrejové a c-Fos aktivalddas elengedhetetlen a félelem altal
motivalt hosszl tdvi memoria létrejottéhez. Fontos megjegyezni, hogy a BDNF un. “upstream”
jelként funkcional a c-Fos szamara, igy a BDNF megndvekedett expresszioja az agyban a c-
Fos expresziojanak ndvekedését vonja maga utan. Kutatasunk soran mi ezzel ellentétben nem
tudtuk megerdsiteni a BDNF mRNS és fehérje mennyiségének novekedését egy oraval az
ultrahang stimulacié utan E18,5 korban, azonban az ismétlédd ultrahang stimulacid
nagymertékben megndvelte mind a BDNF, mind a c-Fos expresszidjat. A bizonyitékok azt
mutatjak, hogy a c-Fos szintjének az ultrahang ingerekre adott valaszként valé novekedése
valoszinlileg mechanoszenzitiv receptor altal medialt jelatviteli utvonalakon keresztiil torténik
és potencialisan a c-Fos aktivacidja vezethet a BDNF expresszidjanak emelkedéséhez.
Mindazonaltal fennall annak a lehet6sége is, hogy a BDNF mas forrasokbol, példaul a
kornyezé erek falabol szabadul fel. A BDNF-nek kulcsszerepe van a dendritek
arborizaciojaban, mivel elésegiti a dendritfa kifejlodését, ugyanakkor nincs ra sziikség a

proliferaciohoz, a taléléshez vagy a migraciohoz.
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4. Az ultrahang stimulus megvéltoztatja az idegi hal6zatok aktivitasat és
morfologiajat

Az ultrahang stimulus frekvencia fiiggd médon megvaltoztatja az idegsejtek aktivitasat.
Ennek a moduldciénak hosszan tartd6 hatasai lehetnek, ami morfologiai valtozasokat
eredményezhet dendritikus és szinaptikus szinten egyarant. A dendritek elagazésainak
megvaltozasa modosithatja a helyi neuralis kapcsolatokat, ami potencialisan a viselkedés és a
kognitiv funkciok megvaltozasahoz vezethet. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a Morris
vizteszt alapjan az alacsony dozisu ultrahang expozicié (4 perc, 3,5 MHz, Ml: 0,1, Tl: 0,1)
javithatja a kognitiv funkcidkat patkany kolykdkben. Ezzel szemben a nagyobb dézisu
ultrahang (20 perc, 3,5 MHz, MI: 1,4, TI: 1,0) hasznalata ellenkezd hatast eredményez.
Erdemes megjegyezni, hogy az ultrahang stimulus mechanikai tulajdonsagainak megvaltozasa
in vitro kiilonb6z6 hatasokat valthat ki az idegsejtekre. Hasonld eredményeket figyeltek meg
egér kolykoknél, jelentds kiilonbséget figyelve meg a E14,5-en végzett prenatélis ultrahang
expozicid esetén, killondsen a memaria és a kognitiv funkcidk terén. A sziilés utani novekedési
¢s fiziologiai jellemzok azonban konzisztensek maradtak a kezelt és a kontrollcsoportokban.

A korabbi vizsgéalatok nem elsdsorban a kdzponti idegrendszer részletes molekularis és
morfolégiai valtozasaira 0sszpontositottak, azonban bebizonyosodott, hogy a prenatélis
ultrahang vizsgalatoknak nincs karos hatasa 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 eldfordulasat sem. Kovetkezésképpen szamos orszagban tobbszor is kotelezd
ultrahang sziiréseket 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 szakaszaban (orvosi javaslat nélkil is) 3D-s vagy 4D-s ,,babamozit” lehet
kérni.

Maésodik kisérletiink sordn a magzati ultrahang hatasainak reprodukalasa celjabél a
hippocampus CA1 piramis neuronjainak jelolésével végeztink egy vizsgalatot egerekben
E14,5-en, ami emberben a terhesség 11-12. hetének felel meg. Ennek eredményeként a
vizsgalatban alkalmazott ultrahang expozicid valdsziniileg mindkét fajban hasonld érési

allapotban 1év6 idegsejteket érint. Egy korabbi kutatas szerint 6,7 MHz-es ultrahang stimulus

SV

laminaciojat. Erdemes megjegyezni, hogy az ultrahang expozicio eltérd reakciot valthat ki a
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neocortex és a hippocampus neuronjaiban. A kisérleti eredmények azonban azt igazoljak, hogy
az ultrahang expozicid in vivo megvaltoztatja a dendritek morfologiai jellemzo6it a fejlédd
piramissejteken mind a retrosplenialis kéreg 5. rétegében, mind a CAl régidban. Elsé
kisérletiink eredmenyei azt mutattak, hogy a P3 5. rétegbeli piramissejteken egyetlen ultrahang
stimulus a megadott paraméterekkel a dendritek szamanak ndvekedését eredményezi, a
dendritfa egyéb morfometriai paraméterei azonban konzisztens jellemz6ket mutattak. Ezek a
sejtek a vizsgalt P28 CAL piramissejtekhez hasonld dendritfa szerkezettel rendelkeztek. A
morfologiai tulajdonsdgokban megfigyelt kiillonbségek valosziniileg a sejtek éretlenségének
(P3 vs P28 kor), valamint a neuronok eltér6 fejlodési stadiumainak és tipusainak (L5 vs CAl
neuronok) tulajdonithatdk. Az ultrahang altal elinditott jelatvitel magaban foglalja tébb utvonal
aktivalasat, amelyben szerepe van nem szelektiv kationcsatorndknak (példaul TRPAL és
TRPC1), valamint kdzvetlen fizikai hatasoknak. Az ultrahang stimulus valtozast idéz el6 a
sejtmembran és az ioncsatorndk tulajdonsagaiban, ami az intracellularis Na* és Ca?* szint
novekedéséhez vezet. Az intracellularis kationszintek ezen emelkedése serkentheti a
szinaptikus jelatvitelt és a neurondlis elektromos aktivitast, kovetkezésképpen befolyasolhatja
a neurotrof faktorok, példaul a BDNF aktivitisat, és ezaltal befolyasolhatja az idegi
plaszticitast. Els6 vizsgalatunk sordn, ugyanazt a modszertant és egértérzset alkalmazva
kvantitativ polimeraz lancreakcidéval (QPCR) (azonos korcsoportbdl szarmazé teljes agy
mintak vizsgalata soran) az igazolodott, hogy a BDNF RNS expresszids szintje egyetlen
ultrahang stimulaciét kdvetden valtozatlan maradt, ami arra utal, hogy a a BDNF gént nem
befolyasolta az ultrahang alkalmazasa. Kutatasunk eredményei ugyanakkor azt mutattak, hogy
az ismétl6do diagnosztikai ultrahang expozicié a BDNF és a c-Fos fehérje szintek emelkedését
eredményezi a neuronokban. Egy korabbi tanulmény szerint az ultrahang stimulus
megakadalyozza a CA1 sejtekben az életkorral 6sszefiiggd dendrit vesztést, amely az ultrahang
expozicio altal okozott BDNF szint ndvekedésnek tulajdonithaté. Kimutattdk, hogy az
ultrahang stimulacio ismétldd6 alkalmazasa csokkenti az Alzheimer-korban szenved6 emberek

agykeérgének sorvadasat, ami 6sszhangban van az egereken végzett megfigyeléseinkkel.
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5. 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.
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6. Osszefoglalés

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
hosszh tava védo hatast fejt ki az agyra. Emellett az ultrahang a dendritek morfologiara kifejtett
hatasa miatt is érdekes perspektivat jelenthet a regenerativ gydgyaszatban, kiléndsen a
csOkkent dendritszdmmal jellemezhetd idegrendszeri rendellenességekkel kiizdd egyének

szamara.
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