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1. Altaldnos Bevezetés

1. ALTALANOS BEVEZETES

Az idonek egyetlen oka van: minden nem torténhet egyszerre.

Albert Einstein

1. Az idegsejt felépitése

Az idegrendszert felépitd két fo sejttipus a glia és az idegsejt. Az idegsejtek
(neuronok) morfologiailag €s funkcionalisan is erdsen polarizalt sejtek. Morfologiailag
harom 0 részre oszthatdk, a (1) sejttestre (szoma), ahol a sejtmag ¢és a citoplazmatikus
sejtalkotok jelentds része foglal helyet, a sejttestbdl eredd (2) dendritekre és az egyetlen
(legtobb esetben szomatikus de el6fordul dendritikus) eredési hellyel rendelkezd (3)
axonfara. A dendriteknek lehetnek dendrittiiskéi, mint az a piramissejtekre ¢€s
szemcsesejtekre jellemzd (altalaban glutamaterg sejtekre), vagy lehetnek simék, lasd az
interneuronok tobbségét. Az axonok atalaban tulnyalnak a dendritfan és nagyobb az
elagazodasaik szama. A dendrit- és axonfa alakja és elhelyezkedése az idegsejtek
csoportositasdnak egyik alapja. Az idegsejtek kozotti kommunikacid, leggyakrabban
szinapszisok segitségével, ingeriiletek felfogdsan - feldolgozasan (dendritfa és szoma),
valamint tovabbitasan (axon) keresztiil valosul meg, a sejtek passziv és aktiv elektromos

tulajdonsagainak alapjan.

2. Az idegsejt ionhaztartasa

Az idegsejtek passziv elektromos tulajdonsdgat a membran kapacitasa (C) és
konduktancidja (g) hatdrozza meg. Mig az elébbi az ionokra atjarhatatlan lipid
kettOsrétegbdl fakad, az utobbi a membrdnba dgyazott ioncsatorndk jelenlététol /
mennyis€gétdl, €és azok Aallapotatdl fiigg. A membran két oldala kozotti eltérd
toltésstirliséget €s az eltérd ioneloszlast az ionpumpak és transzporterek alakitjak ki: a
belsd oldal negativ, a kiils6 pozitiv toltésti, a koztiik mérhetd fesziiltségkiilonbség (AV) a
sejtre jellemzé nyugalmi membranpotencial: interneuronok esetében atlagosan -65mV,
piramissejtek esetében -72mV. A nyugalmi membranpotencidl értékét a Goldman egyenlet
adja meg, ami figyelembe veszi a plazmamembrannak a kiilonb6z0 ionokra vonatkozo

relativ permeabilitdsat. Mig intracellularisan a K~ jonok, extracellularisan a Na*, Ca®>" és
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ClI' ionok mennyisége a meghatdrozd. Mivel nyugalomban a K' ionok extra- és
intracellularis térrész kozotti szabad mozgésa (ioncsatornakon keresztiil) a legjelentdsebb,
a nyugalmi membranpotencial a K ion egyensulyi potencialjanak kdrnyékén helyezkedik
el, ebbdl kifolyolag, értékét a K™ ionok eloszlasa, extracellularis koncentracioja, nagyban
befolyasolja. Hogy ezt valamiképpen kompenzalja a szervezet, az extracellularis K szint
erdsen szabalyozott a gliasejtek aktiv K' felvétele, és a kapillarismembran K'-ra vald
impermeabilitasa altal. A membranpotencidl pozitivabb iranyba valé eltolodasat nevezziik
depolarizacidonak,  negativabb  ranyba  mozduldsat,  hiperpolarizdcionak. A
membranpotencidl valtozdsa a membranban helyet foglald ioncsatorndk nyitdodasabol
fakad, a létrejovo ionaramok nagysagat (I) Ohm torvénye irja le: I = gAV. Megegyezés
szerint a pozitiv toltésii ionok sejtbe dramlasat bemend aramnak, kifelé dramlasat kimend

aramnak hivjuk.

2.1. Fesziiltségfiiggo ioncsatornak és szerepiik

A membran aktiv tulajdonsagait a fesziiltségfiiggd ioncsatornak alakitjak ki.
Neviikbdl adédéan a membranpotencidl valtozasara aktivalodnak - deaktivalodnak. A
voltage-clamp technika felfedezésével (Kenneth Cole) lehetové valt a membranon atfolyo
aramok meghatarozasa, aminek segitségével Hodgkin és Huxley (1952) megmérte az
akciés potencial soran létrejovéd Na® és K' konduktancidk valtozasat, és elséként
kovetkeztethettek az  ebben  szerepet  jatszo  ioncsatorndk  nyitvatartdsanak
fesziiltségfliggésére. A patch clamp modszer megjelenése (Hamill et al., 1981) tovabbi
elorelépést jelentett, amivel egyetlen ioncsatorna aramai, €s ennek kovetkeztében, a
fesziiltségfliggd ioncsatornak széles skalaja is meghatarozhatova valt.

A membranok atkiv elektromos tulajdonsagait tehat az idegrendszerben elsdként az
axonon irtak le az akcids potencial létrejottének és terjedésének vizsgalata soran, mig a
dendriteket ezidOben csak passziv elektromos kabelként modellezték és a kovetkezd
paraméterekkel jellemezték: specifikus membran kapacitds (C,,), specifikus membran
rezisztencia (Rn) ¢és axidlis rezisztencia (R;) (Rall, 1959). A dendriteken kialakulo
fesziiltségkiilonbség ezek alapjan a terjedés soran egyre csokken, mivel a 1étrejott aram egy
része a membranon keresztlil elszivarog. Rall vizsgalataibol az kovetkezik, hogy a
disztalisabban elhelyezkedd szinapszisok hatasa a sejtek kimenetét tekintve egyre kisebb

(Rall, 1977; Spruston et al., 1994). Azonban mar koran felmeriilt az a gondolat is,
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miszerint a dendriteknek szerepe lehet a szinaptikus bemenetek felerdsitésében, és
regenerativ fesziiltségek kialakitdsadban (Chang, 1951a, 1951b; No and Condouris, 1959),
de technikailag csak sokkal késobb valt elérhetdve ezek detektdlasa (Llinas and Sugimori,
1980).

A fesziiltségfliggd ioncsatornak elhelyezkedésének és tulajdonsagainak kutatasa
aktiv teriiletté¢ valt, mivel jelentésen befolydsoljak az idegsejtek plasztikus és integrativ
funkcioit. Elektrofiziologiai és képalkotd moddszerek segitségével (fesziiltségérzékeny
festékek, Ca’" indikatorok) kezdetben az akcids potencial kialakuldsanak térbeli
meghatarozéasa fel¢ fordult a figyelem, ami a kiilonb6z6 tipust idegsejteknél bizonyos
mértékli valtozatossagot mutatott. A gyrus dentatus szemcsesejtjei esetében példaul a
proximalis axonon (Kole et al., 2008; Schmidt-Hieber et al., 2008), az agykérgi 5. rétegi
piramissejteknél, és a hippokampalis CA3 piramissejteknél a disztalis axon inicialis
szegmentumon (Palmer and Stuart, 2006; Kole et al., 2007; Meeks and Mennerick, 2007,
Shu et al., 2007), mig a Purkinje sejteknél az els6 Ranvier beftizddésnél (Clark et al., 2005)
jon létre a sejtek tiizelése, valamint a létrejott akcids potencialok formdja és a tiizelési
mintazat is sejttipusonként valtozik. Ebben a heterogenitasban vehet részt az eltérd
alegységekkel rendelkezé Na" és K' csatornak valtozatos eloszlasa (Lorincz és Nusser,
2008). Mig tradiciondlisan az akcios potencidlokra egyszerl bindris jelekként tekintettek,
amelyek a valtozd szomatodendritikus bemeneteket 'minden vagy semmi’ formaban
frekvenciajuk és idébeli mintazatuk alapjan tovabbitjadk, egyre tobb bizonyiték van arra
vonatkozolag, hogy ennél sokkal dsszetettebb funkcidkkal is birnak (Debanne, 2004).

A dendriteken leirtak fesziiltségfiiggd Na", K™ és Ca®" csatorndkat, amik lehet6vé
teszik az axo-szomatikus akcios potencialok aktiv dendritikus visszaterjedését (Stuart and
Sakmann, 1994; Magee and Johnston, 1995; Spruston et al., 1995; Waters et al., 2005).
Mara ugy tinik, hogy minden idegsejt tipusnak megvan a ra jellemzo fesziiltségfiiggd
ioncsatorna készlete, ami az egyedfejlodés soran valtozik (Mills et al., 1994; Maletic-
Savatic et al., 1995; Miyashita and Kubo, 1997; Zhu, 2000), és neurotranszmitterek altal is
szabalyozodik (Johnston et al, 1999), igy az akciés potencidl visszaterjedése is
sejttipusonként valtozik: aktivitas-fliggd mintdzatot mutathat, mint a CAl piramissejtek
esetében (Spruston et al., 1995), vagy mint néhany interneuronnal, tiizelési frekvenciatol
fiiggetleniil alig valtozik a visszaterjedés soran (Martina et al., 2000; Hu et al., 2010).

Az axo-szomatikus Na' akcids potencidlok dendritekbe torténd hatolasa lehetdvé

teszi a sejt szamara a bemeneti €és kimeneti jeleinek egyidejli észlelését, €és igy részt
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vesznek a tlizelés idejétdl fiiggd szinaptikus plaszticitasban (Lisman and Spruston, 2005;
Sjostrom et al., 2008). Mindemellett bizonyos idegsejtekben a visszaterjedd akcios
potencialnak szerepe lehet a dendritikus neurotranszmitter felszabaditasaban (Hausser et
al., 1995; Bischofberger and Jonas, 1997; Chen et al., 1997), valamint kozremiikodnek a
dendritikus akcios potencialok (lokalis regenerativ fesziiltségek) kialakitdsaban (Herreras,
1990; Kim and Connors, 1993; Schiller et al, 1997; Kamondi et al., 1998).
Piramissejteknél ebben Na'- és Ca’” konduktancidknak van szerepe, melyek jobbara a
proximalis és apikalis dendritekre jellemzdek (Golding and Spruston, 1998; Golding et al.,
1999).

A piramissejtek vékony dendritagaira: a ferde, a bazalis dendritekre és a
dendritbojtra specifikus regenerativ események az NMDA akcids potencidlok (,,N-metil-D-
aszpartat”, ionotrop glutamat receptor fliggd akcios potencialok, 1. abra). Ezek 10-50
szomszédos glutamaterg bemenet egyidejii aktivaldsaval jonnek Iétre, és az adott
dendritszakaszt tobb 100 ms-on keresztiil egy megemelkedett, 40-50 mV-os depolarizalt
allapotba hozzak, ami kedvezdbb koriilményt alakit ki az aktiv bemenetek interakcidjahoz,
rovid ideig és hosszan tartd szinaptikus valtozasok létrejottéhez. Ha az NMDA akcids
potencial a proximalis dendriten jon létre, akkor rendszerint az egész sejttest depolarizalt
allapotba keriil, mig a disztalis valasz tobbnyire helyi hatast eredményez (Antic et al.,
2010). A vékony dendriteken 1étrejovo tisztan NMDA regenerativ potencidlokrol akkor
beszéliink, mikor a két f§ fesziltségfiiggd konduktanciat (Na'- és Ca’™-) leblokkoljuk
(tetrodotoxin és Cd*" segitségével), és lokalisan a glutamat koncentracidja elér egy
bizonyos kiiszobot. Fiziologias koriilmények kozott a kiiszob feletti glutamaterg stimulus
az NMDA potencial mellett aktivalja a Na® és Ca’" csatorndkat, ami egy Osszetett
regenerativ  fesziiltséget  eredményez, ezt nevezzik ,platd  potencidlnak™.
Modellszimulaciok alapjan a platd potencial egy regenerativ fesziiltség lancolatként johet
létre: az AMPA (szintén glutamat-) receptorok aktivacidja egy gyors Na'-fesziiltségvalaszt
eredményez, ami a lassabb, Ca’ -medialt regenerativ potencialt alakitja ki, és aktivalodik a
teljes NMDA akcios potencial (Schiller et al., 2000). A kezdeti Na** vélasz azonban nem
elengedhetetlen feltétele a glutamat indukalt dendritikus akcids potencidloknak. A vékony
dendritagaknak csak toredéke (5. rétegi agykérgi piramissejtek bazalis dendriteinek 10-
25%-a) tartalmaz ehhez megfelelé mennyiségii fesziiltségfiiggd Na' csatornat (Milojkovic
et al., 2005b; Nevian et al., 2007; Acker and Antic, 2009). Meghatarozo6 tulajdonsaguk,

hogy a glutamaterg stimulus intenzitasdnak novekedésével a platd potencial amplitadojaval
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ellentétben annak iddtartama novekszik, ami linearis Osszefliggést eredményez a sejt
kimeneti akcidés potencidljainak szdmaval (Milojkovic et al, 2005a). Mivel a
piramissejtekre érkezd szinapszisok majd 85%-a a bazalis, a ferde dendriteken és a
dendritbojt teriiletén taldlhatdé meg (Larkman, 1991), valamint a serkentd bemenetek
elhelyezkedése dendrittiiskékhez kotott, ahol a hosszantartd szinaptikus valtozasok, mint
az LTP (,long term potentiation”, szinaptikus megerdsodés) és LTD (,long term
depression”, szinaptikus gyengiilés) is végbemennek (Emptage et al., 1999; Luscher et al.,
2000; Yuste and Bonhoeffer, 2001; Nimchinsky et al., 2002; Matsuzaki et al., 2004), a
piramissejtek esetében valdszinlileg ezeknek a dendritagaknak van legnagyobb szerepe a
tanulds és a memoriafolyamatok sejtszintli mechanizmusidban (Yang et al, 2009). A
glutamaterg bemenetek (serkentd posztszinaptikus potencidlok, EPSPk) dendritikus
Osszegzddésére vonatkozoan Rall volt az elsd, aki feltételezte, hogy az azonos dendritagra
érkezd jelek szublinedrisan, mig a kiilonbozdokre érkezdk linedrisan 6sszegzddnek (Rall,
1964). A CAl piramissejteken végzett mérések ezt alatdmasztottak (Cash and Yuste,
1999), a disztalis dendritektdl eltekintve az EPSPk kdzel linearis 0sszegzddést mutattak.
Modelltanulmanyok (Poirazi et al., 2003b, 2003a), melyeket kisérleti eredmények is
igazoltak (Polsky et al., 2004; Losonczy and Magee, 2000), egy ,,két 1épcsés halozati”
modellt javasolnak, amelyben a dendritdgakra beérkez6 EPSPk szublinearisan
integralodnak, majd a szomahoz kdézel megtorténik a befutd jelek linearis integracioja.
Noha az EPSPk 06sszegz0désérdl szamos adat all rendelkezésre, a glutamaterg €s gatlo,
GABAerg bemenetek egymasra hatdsar6l még keveset tudunk. A GABAerg bemenetek
kétfele gatlast valtanak ki: az egyik a hiperpolarizald valasz (gatld posztszinaptikus
potencial, IPSP) (Rall, 1964; Blomfield, 1974), amely a depolarizacioval linearisan
0sszegzOdik, a masik az EPSPk amplitidojanak nemlinedris csokkentése a glutamaterg
aramok sontolése altal (Fatt and Katz, 1953; Rall, 1964; Blomfield, 1974). Sontdlésen azt
érjiilk, mikor GABAerg hatdsra megvaltozik a membran konduktancidja anélkiil, hogy
onmagaban barmi fesziiltségvaltozas létrejonne. Ennek hatdsdra a szinaptikus serkentd
aramok a bemend ellenallas csokkenésének kovetkeztében kisebb fesziiltségvalasz
kialakitasara képesek. Teoretikus és modelltanulményokbdl az kovetkezik (Koch et al.,
1983; Koch, 1999), hogy a sontdlés akkor a legeredményesebb, mikor a gatld6 bemenetek a
sejttest €és a glutamaterg szinapszisok kozotti dendritszakaszon helyezkednek el, valamint
kvantitativ analizisre is lehetdséget kinalnak a kiilonboz6 tipusu bemenetek kozotti

tavolsag ismeretében (Hao et al., 2009).
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1. abra: Az idegsejt minden része kozremiikodik valamilyen regenerativ fesziiltség (akcios
potencial) kialakitasaban. A, A piramissejtek vékony dendritjein (bazalis-, ferde- és
bojtdendritek) a gyenge glutamaterg bemenetek EPSP-szerii depolarizaciot valtanak ki (,,kiiszob
alatti EPSP”). Erdsebb (kiiszob feletti) bemenetek rendszerint dedritikus ,,platd potencialt”
induklnak. A platd potencidlokra jellemzé egy gyors felfutdsi szakasz, kezdeti Na' akcios
potencial, egy plato fazis, és egy hirtelen 0sszeomlas a platd fazis végén. A glutamat-indukalt plato
potencial kiilonbozé dendritikus konduktanciak eredménye. A legfébb résztvevéje az NMDA
receptor aram. Tiszta NMDA akcios potencialt a Na® és Ca”" csatorndk blokkolaséval kapunk
(Schiller et al., 2000). B, Harom regenerativ fesziiltség (akcios potencial) alakja egymas mellett,
méretaranyosan (B1-B3). Az idegsejt azon része, ahol a regenerativ jel indukalodik, a sematikus

abran feketén van jelolve (iniciacios hely). Az agykérgi piramissejt f6 részei: a sejttest, apikalis-,
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ferde-, bazalis dendritek és a dendritbojt. B1, Az NMDA akcids potencial 50-100 ms-ig tart, és az
apikalis dendritbojton, ferde dendriteken valamint a bazalis dendriteken indukalédik. B2, A Ca®"
akcios potencialok amplituddja és id6tartama valamivel nagyobb, mint az NMDA akcios
potencialoké. Gyakran eléfordulnak a Ca®" akciés potencial iniciacidos helyen, az apikalis
dendrittérzson. B3, A szomatikus akcios potencial (AP) az axon-inicialis szegmentumon jon 1étre,
ahonnan visszaterjed a dendritfaba (Stuart et al., 1997). A visszaterjed0 akcids potencial
dendritikus alakja az abran nincs feltiintetve (Antic, 2003; Nevian et al., 2007; Zhou et al., 2008;
Holthoff et al., 2010). Az akcios potencial iniciacios helyek Larkum és munkatarsai (2009) cikkén
alapulnak. Az abra Antic és munkatarsainak (2010) cikkabraja alapjan késziilt.

2.2. Lisandfiiggo ioncsatornak és szerepiik

A ligandfiiggd ioncsatornak az idegsejtek kozotti neurotranszmisszioban vesznek
részt, ligand kotdédésével nyitodnak vagy zarddnak, szinaptikus €s extraszinaptikus helyen
egyarant eléfordulnak. Kozéjiik tartoznak tobbek kozott a GABAa-, glicin-, nikotinos
acetilkolin receptorok, valamint a szerotonin- és glutamaterg receptorok egy része.
Alegységeik felépitése hasonld, nagy extracellularis amino termindlis tartalmazza a
ligandkoto helyet, rendelkeznek egy nagy intracellularis doménnel €s négy transzmembran
doménnel. A receptorok tobbsége heteropentamer (5 alegységli), a glutamaterg
ioncsatorndk tetramerek (4 alegységliek). Aktivaciojukon keresztiil a preszinaptikusan

felszabadult neurotranszmitter kémiai jelét alakitjak elektromos vélassza.

2.2.1. GABA, receptor csalad

A GABA, receptor alegységeknek 7 csaladja van, melyek tovabbi izoformokkal
rendelkeznek: o;_¢, P13, Y13, O, €, 0, és m. A leggyakoribb felépités a 2a2PBy alegységekbdl
tevodik Ossze, a y alegység gondoskodik a receptor szinaptikus elhelyezkedésérdl. A y-t
nem tartalmazd, jobbara extraszinaptikus receptorok nagyobb agonista affinitast mutatnak
(Moss és Smart, 2001).

A y-aminovajsav.  (GABA) a kozponti idegrendszer legfobb  gatlo
neurotranszmittere, amely az ionotrdp GABAa- ¢és a metabotrop GABAg receptorokon
keresztiil fejti ki hatdsat. A GABA4 receptorok CI és HCOs; ionokra permeabilis
csatorndk, melyek a szinaptikus résbe felszabadult neurotranszmitter kotésével gyors,

néhany ezredmasodperces, fazikus posztszinaptikus valaszt alakitanak ki a GABAerg
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reverzpotencialnak megfelelden. Az extracellularis GABA-koncentraci6 a szinaptikus
térbol kijutott GABA mennyiségétdl és a GABA transzporterek aktivitdsatol fiigg, ahol
eléri a tonusos gatlasban részt vevd GABA receptorokat. A haldzati aktivitas tehat
befolyédsolja a tonusos gatlast, ami az idegsejtek bemend konduktancidja és a membran
idéallandojanak megvaltoztatasa altal szabalyozza a sejt bemeneti €s kimeneti jele kozotti
kapcsolatot (Semyanov et al, 2004). A GABAp receptorok mind pre- ¢&s
posztszinaptikusan jelen vannak. Preszinaptikusan a neurotranszmitter-felszabadulast
blokkoljak a Ca®" csatorndk zardsaval, és hossza, néhany tizedmasodperces gatlast
valtanak ki a befelé rektifikalo K csatorndk aktivaldsival (Mann és Paulsen, 2007). Az
idegrendszerben egyediilallé modon a neurogliaform sejtek egyetlen akcids potencidljukkal
képesek kornyezetiik oly mértekli GABA eldrasztasara, hogy ott elérik az extraszinaptikus
GABA4 és GABAg receptorokat is (Tamas et al., 2003; Olah et al., 2009). A GABA ¢s
GABAg receptorok 4ltal kivaltott valaszoknak a mar fentebb emlitett kétfele
posztszinaptikus hatasa van: a mebrankonduktancia ndvekedésével 1étrejott sontdleés, és az
ionaramok 4ltal keletkezett membranpotencidl-valtozas. A tisztan sont6ld hatds mindig
gatlo, mivel az egyidejiileg aktivalodo serkentd bemenetek depolarizald valaszat csokkenti
(Staley és Mody, 1992), és sziikiti azt az idd- €s térbeli intervallumot, amelyben a beérkezd
jelek integracioja megtorténhet, csokkentve az esélyét az akcios potencial 1étrejottének. A
sontolés csupan addig tart, mig az ebben részt vevd ioncsatorndk nyitva vannak. A
GABAerg aramok viszont a membranpotencialhoz viszonyitott reverzpotencialjuktol
figgden lehetnek hiperpolarizaldak €s depolarizaldak is, mig a GABAg sejtvalaszok csak
hiperpolarizaloak. A GABA, reverzpotencial az interneuronok esetében altalaban kevésbé
negativ, mint piramissejteknél, és kozel all az akcids potencial kiiszobhoz, igy rajtuk a
gyors GABAerg valasz legfObb hatasa a ,,sontold gatlas”, ami a sejt nagyobb tiizelési
frekvenciajat, és a membranpotencidl akcids potencial kiiszObhoéz torténd virtualis
rogzitését idézi eld (Vida et al., 2006; Bartos et al., 2007). Mindez annak kdszdnhetd, hogy
legalabbis néhany interneurontipus esetében, ellentétben az agykérgi idegsejtek
tobbségével, az intracellularis kloridionhomeosztazis az egyedfejlddés soran nem valtozik

(Banke és McBain, 2006).
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2.2.2. Extraszinaptikus GABA receptorok: a o alegységgel rendelkez6 GABA4
receptor

A tonusos aramok jelentds szerepet jatszanak a halozati aktivitas szabalyozasaban
(Semyanov et al.,, 2003), ¢és az informaciofeldolgozasban (Mitchell és Silver, 2003;
Chadderton et al., 2004).

A tonusos GABAerg valasz kialakitasahoz elengedhetetlen a GABA, receptorok
nagy agonista affinitdsa, ami lehetdveé teszi az extracellularis térbeli néhany mikromolos
koncentraci6ja GABA megkotését (Nyitrai et al.,, 2006). Ez ¢les ellentétben all a
szinaptikus elhelyezkedésii receptorokkal, ahol a millimdlos koncentraci6 a kis affinitasuk
ellenére kifejti hatasat (Mozrzymas et al., 2003).

A o alegységgel rendelkez6 GABA, receptort (a tovabbiakban ,,GABAAd”-val
jelolom a gordiilékenység kedvéért) szamos tulajdonsaga teszi igen hatékonnya a tonusos
gatlasban valo kozremiikodéséhez. Egyrészt extraszinaptikus elhelyezkedésii (Nusser et al.,
1998), rendkiviil nagy affinitast mutat a GABA-hoz, és annak folyamatos jelenléte mellett
is alacsony deszenzitizdciot mutat (Haas és Macdonald, 1999; Wohlfarth et al., 2002;
Bianchi és Macdonald, 2003). Nagy affinitasa mellett azonban kicsi a GABA csatornanyitd
hatékonysaga, ez arra utal, hogy a szabalyozéasa a hatékonysaganak valtoztatasan keresztiil
valoésul meg, amiben kiilonbdzé neuro- €s kortikoszteroidok vesznek részt (Majewska et
al., 1986; Wohlfarth et al., 2002; Bianchi ¢s Macdonald, 2003; Belelli és Lambert, 2005).
Fiziologiai és farmakologiai mddszerekkel, nullmutansokat is felhasznalva kimutattak,
hogy az idegrendszer szamos sejttipusaban, koztiik a kisagyi szemcsesejtekben (Stell és
Mody, 2002), a gyrus dentatus szemcsesejtjeiben (Stell és Mody, 2002) és molekularis
rétegi interneuronjaiban (Glykys €¢s Mody, 2007b), a thalamikus neuronokban (Cope et al.,
2005; Bright et al., 2007), és a 2/3. rétegi piramissejtekben (Drasbek és Jensen, 2006) is a
GABAAO receptorok dominalnak a tonusos konduktancidk kialakitdsaban. A CAl, CA3
(Caraiscos et al., 2004; Cheng et al., 2006; Glykys ¢s Mody, 2006; Prenosil et al., 2006;
Glykys és Mody, 2007b) ¢€s 5. rétegi agykérgi piramissejtek (Yamada et al., 2007) esetében
a GABA0S5 receptor tolti be ezt a szerepet, ami mellett a hippokampalis piramissejteken
még megtalalhatbak az o ¢és P alegységet tartalmazd receptorok, melyek nagy
érzékenységet mutatnak a Zn®" ionra (Mortensen és Smart, 2006), ami a hippokampusz
teriiletén jelentds mennyiségben el6fordul (Frederickson et al, 2005). A CA3

piramissejteken tovabba eléfordulnak GABA g receptorok, melyek ligand jelenléte nélkiil
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1s kozremiikddnek a tonusos aramok Iétrejottében (McCartney et al., 2007) (2. abra). Ha
Osszehasonlitjuk a tonusosan €s fazikusan aktiv receptorok altal kozvetitett aramokat, ezek
aranya mintegy 3-5:1 a tonusos aramok javara (Mody and Pearce, 2004; Cavelier et al.,
2005), ami jelzi, hogy jelentds befolyassal birnak a sejt bemenete €s kimenete kozotti
kapcsolatra (Mitchell and Silver, 2003; Chadderton et al., 2004; Semyanov et al., 2004;
Cavelier et al, 2005). A ténusos aramokban bekdvetkezd valtozasok funkcionalis
kovetkezményeit még csak most kezdjiik megismerni. Az ovarialis ciklus sordn valtozik a
GABAAO receptor expresszioja (Maguire et al., 2005; Lovick, 2006), a stresszvalaszhoz
kotott neuroszteroidokra (Stell et al.,, 2003) és az etanolra is nagy érzékenységet mutat
(Mody et al., 2007), hatassal van a kognitiv funkcidkra (Caraiscos et al., 2004), és egyes
epilepszia modelleknek is részese (Peng et al., 2004; Zhang et al., 2007). Osszefoglaloként
lasd Glykys és Mody cikkét (2007a).

100-{ g 8 B

ténusos konduktancia %_‘

50

GD-GC CA1-PC GD-In

Etanol _
(30 mM)

+ -+

2. abra: A toénusos Kkonduktanciak Kkialakitasaban részt vevé GABA, receptorok
illusztracioja. A kiilonbozo alegység-Osszetételli receptorok mas-mas szinnel vannak jeldlve. A
sejtfelszini relativ eloszlasuknak, és az aktivaciojukhoz sziikséges specifikus koriilményeknek
megfeleléen barmely sejten a kiilonb6z6 receptorok kombinacidja felelds az Osszetett tonusos
konduktancia kialakitasahoz. A jobb oldali panel ezen receptorok hipotetikus oszlopdiagramja 3
idegsejt-tipus esetében: gyrus dentatus szemcsesejt (GD-GC), CAl piramissejt (CA1-PC) és gyrus

dentatus molekularis rétegi interneuron (GD-In). A kiilonb6z6 sejteken az eltéré alegységi
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receptorok eltéré mértékben vesznek részt a tonusos dramok l1étrehozasaban. Az etanol szelektiven
modulalja a 0 alegységet tartalmazod receptor hatasat (Mody et al., 2007). Az abra eredetije Glykys
¢s Mody (2007a) cikkében talalhato.

2.3. Kation-klorid kotranszporterek és szerepiik

A kloridionhomeosztazis kialakitdsaban kation-klorid kotranszporterek vesznek
részt (Payne et al., 2003), amelyeken keresztiil 1étrejove iontranszport nem jar nettod
toltésmozgassal, elektroneutralisak, ¢s masodlagosan aktivak, miikdodésiikhéz a Na'/K"
ATP-4z biztositja az energidt. A transzporterek harom nagy csoportja tartozik ebbe a
csaladba, a Na'-CI” kotranszporterek (NCC), amelyek az idegszovetben nem fordulnak eld,
a Na'-K'-2 Cl" kotranszporterek (NKCC) és a K'-Cl' kotranszporterek (KCC). Mig
normal fiziologias koriilmények kozott a Na'-Cl kotranszporterek és a Na'-K'-2 C1°
kotranszporterek a sejtbe befelé hajtjak a kloridionokat, a K'-CI™ kotranszporterek a sejtbdl
kifelé transzportdlja Oket. Egyéb transzporterek is részt vesznek a kloridion-haztartas
kialakitasaban, ugy, mint a Na'-fiiggé- és Na'-fiiggetlen anioncserélk, melyek a CI™ iont

HCO; 1onra cserélik (Romero et al., 2000; Grichtchenko et al., 2001) (3. abra).

CI™ felvétel Cl-leadas
Na* K*2CI~ CI- Na* HCO3~
Kivil
e @ Belul
Y "ll
HCO4~ K* CI- H* CI

3. abra: Masodlagosan aktiv CI' kotranszporterek és miikodésiik. Fiziologias koriilmények
kozott a  Cl felvétel Na'-K'-2 CI' kotranszporterek (NKCC) és a Na fiiggetlen
anioncserélék (AE) 4ltal szabalyozott, mig a K'-CI” kotranszporterek (KCC) a CI” iont a
sejtbdl kifelé transzportaljak. Mivel a HCO; ionok a Na' fiiggd- (NDAE) és Na' fiiggetlen
anioncseré¢lOk szubsztratja, igy résztvesznek az intracellularis pH beéllitdsaban is. Az abra

(Payne et al., 2003) cikkébdl szarmazik.
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2.3.1. Kalium-klorid kotransz r KCC2

A K'-Cl' kotranszporterck négy fajtaja koziil az idegsejtspecifikus K'-CI°
kotranszporter KCC2-nek van legnagyobb szerepe a kloridion fordulasi potencialjanak
meghatarozasaban. Az egyedfejlodés sordn a KCC2 molekula lényeges expresszids
valtozdson megy keresztlil, ami a posztszinaptikus sejten Iétrehozott GABAerg
sejtvalaszban nyilvanul meg. Az 0jsziilott patkany idegsejtjeiben két hét elteltével a KCC2
mennyisége jelentdsen megemelkedik, mig az NKCC1 szintje lecsokken, ami az addigi
GABA altal kivaltott depolarizald valaszt hiperpolarizalova alakitja, ezzel 1étrehozza a
felnodtt idegrendszerre jellemzd GABAerg gatlast (Ben-Ari et al., 1989; Plotkin et al., 1997,
Clayton et al., 1998; Rivera et al., 1999; Wang et al., 2002; Dzhala et al., 2005).

Kiilonboz6 idegrendszeri betegségek (pl. epilepszia, trauma) esetében azonban a
GABAerg hiperpolarizald valasz lecsokken, sOt depolarizalova is valhat (Payne et al.,
2003). A kloridion koncentracié pontos szabalyozasaban fontos szerepet tolthet be a KCC2
gyors, ~20 perces korforgasa 1is, ami lehetové teszi a folyamatosan valtozo
koriilményekhez vald gyors adaptaciot (Wardle and Poo, 2003; Rivera et al., 2004). A
KCC2 molekula érzékenységet mutat a halozati aktivitdsra. A posztszinaptikus sejt tartds
tiizelése egy Ca’" fliggd utvonalon keresztiil a KCC2 funkcidjara gyakorolt hatasaval
lecsokkenti a raérkez0 GABAerg gatlast (Fiumelli et al, 2005), mig preszinaptikus
GABAerg interneuronok nagyfrekvencids stimulaciéja a posztszinaptikus piramissejten
HCO; -medialt extracellularis K szint ndvekedése altal eldidézett depolarizalo GABAerg
sejtvalaszhoz, ¢és a Cl ionok intracelluldris felhalmozodasdhoz vezet (Kaila et al., 1997,
Smirnov et al., 1999; Ruusuvuori et al., 2004). Ennek oka a GABA, receptorokon szintén
atjuto HCO;3 ion CI ionokkal szembeni Iényegesen pozitivabb fordulasi potencidlja (~-10
mV vd. ~ -70 mV), valamint a pH-beallitasban betdltott funkcidja. Az extracellularis K
ionkoncentraci6 megemelkedése egy hosszan elnytld, nem szinaptikus depolarizaciot
eredményez, ami szintén képes LTP kialakitdsara.

A KCC2, a GABAerg sejtvalaszban betoltott szerepe mellett, mar puszta
jelenlétével is részt vesz a piramissejtek dendrittiiskéinek normalis fejlédésében (Li et al.,
2007; Fiumelli et al., 2012), amelyekre szinte kizardlag glutamaterg bemenetek érkeznek.

Ez a kettds funkcio kapcsolatot jelez a gatlo és serkentd jelatvitel kozott.
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A ligand- ¢és fesziiltség fliggd ioncsatorndk sejtfelszini elrendezddésérdl szamos
adattal rendelkeziink (Nusser and Somogyi, 1997; Nusser, 2009), az iontranszporterek és
kicseréld0 molekulak elhelyezkedése azonban kevéssé ismert. Nagy felbontast
immunolokalizdciot  hasznalva  kutatdocsoportunk  korabban  kimutatta agykérgi
piramissejteken az axon inicidlis szegmetum sejttesthez viszonyitott relativ KCC2 hianyat.
Az axon inicidlis szegmentum plazmamembranjan jelenlévd alacsony KCC2 szint
hozzajarul a periszomatikus GABA, receptor medialt posztszinaptikus sejtvalaszok eltérd
reverzpotencialjaihoz (Szabadics et al., 2006; Khirug et al., 2008; Glickfeld et al., 2009;
Woodruff et al., 2009). A piramissejtek dendritikus régdjdban a potencidlisan kiilonb6zo
KCC2 tartalom magyarazatot adhat a posztszinaptikus GABAerg valasz vizsgélataval
kapott eltérd eredményekre (Alger and Nicoll, 1979; Andersen et al., 1980; Perkins and
Wong, 1997; Gulledge and Stuart, 2003; Glickfeld et al., 2009), ehhez azonban a KCC2
dendritikus eloszlasa meghatarozasra var. A hippokampalis CA1 régid €s a gyrus dentatus
(GD) principalis sejtjeinek axo-szomato-dendritikus tengelye mentén
elektronmikroszképos immunarany jelolés segitségével analizaltuk a KCC2
elhelyezkedését, ami a piramissejtek dendritikus régidjaban igen komplex mintdzatot
mutatott, ellentétben szemcsesejtekkel, ami tovabbi alapot ad a két sejttipus eltérd
dendritikus tulajdonsagaira, integrativ funkcioira (Spruston et al., 1995; Hoffman et al.,

1997; Krueppel et al., 2011).
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2. CELKITUZESEK ES KOZREMUKODESEK

A képzeldero fontosabb, mint a tudas.

Albert Einstein

I. A korabbiakban kimutatott eredményeinken alapulva (Szabadics et al., 2006), melyek
KCC2 tartalomnak meghatarozd szerepe lehet a kiilonb6z6 interneuronok altal kivaltott
GABAerg sejtvalaszokban, a kdvetkezd kérdéseket céloztuk meg kisérleteinkkel (I. Cikk
Baldi et al., 2010):

(a hippokampalis régiot valasztva objektumul, ahol a principalis sejtek azonos strukturai

jol elkiilonithetd rétegekbe szervezddnek)

1. a CAl piramissejtek mentén hogyan alakul a KCC2 elhelyezkedése

1.1. citoplazmatikusan valamint

1.2. a plazmamembranhoz kotve?

1.3.Milyen kiilonbségek figyelhetéek meg a GABAerg bemenetekkel rendelkezd
dendritikus plazmamembran ¢és a glutamaterg beidegzésti dendrittiiskék

membranja kozott?

2. A hippokampusz masik principalis sejttipusan, a GD szemcsesejtjeinek mentén

hogyan alakul a KCC2 elhelyezkedése?

II. A kozponti idegrendszerben a neurogliaform sejt egyediilalldé mdédon képes
aktivaciojaval, a lassi GABAas és GABAgp receptor-medidlt posztszinaptikus valasz
kivaltasara kornyezetének nagymennyiségli GABA-val torténd elarasztdsaval, amiben
2008). Az extraszinaptikus térbe keriild6 GABA képes aktivalni az ott elhelyezkedd nagy
affinitast GABA receptorokat. A neurogliaform sejt hatasait vizsgalva figyelmiink ezen
receptorok felé iranyult, igy szemiigyre kivantuk venni a specifikusan extraszinaptikus
elhelyezkedési & alegységet tartalmazd GABAa receptorok elhelyezkedését (II. Cikk
Olah et al., 2009).
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Kozremiikodések:
Az 1. pontban foglaltakhoz tartozd kisérleteket magam hajtottam végre. A II. ponthoz
kapcsolddo anatomiai munkakban szerepe volt Varga Csabanak és Baka Judithnak is. Az

elektrofiziologiai kisérletek Olah Szabolcs, Fiile Miklos és Komlosi Gergely érdemei.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Szovetprepardtum készitése immunhisztokémiahoz.

Minden eljards a Szegedi Tudomanyegyetem jovahagyasaval ¢és a Helsinki
Nyilatkozat értelmében tortént. A feln6tt Wistar patkdnyokat (n = 12) tribromoethanol (10
ml/kg) hasiiregbe torténd injekcigjaval mélyen elaltattuk. A KCC2 fénymikroszkopos
azonositasdhoz (n = 3) a perfundalas soran az egy perces fiziologias s6oldatot kovetden 4%
paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet ¢és 0,2% pikrinsavat tartalmazé 0,1 M-os foszfat
puffer oldatot hasznaltunk 15-30 percig. A GABA\d receptorok megjelenitésére (n = 5) a
fentebb emlitett fixalot glutdraldehid nélkiil alkalmaztuk 10 percig. Az allatok agyait a
koponyabdl azonnal eltavolitottuk, és 0,1 M foszfat pufferben taroltuk. A GABAAS -/-
egereket (n = 2, Mody Istvantol, University of California, Los Angeles) hasonloképpen
fixaltak.

A KCC2 elektronmikroszkopids feltardsahoz (n = 4) a perfundalds sordn az 1
perces 0,9%-0s sdoldatot, harom allat esetében, 4% paraformaldehid €és 4% akrolein 0,1 M-
os foszfat pufferes oldata kovette, mig a fennmarado egy patkény esetében pH-eltolason
alapulo fixalast alkalmaztunk (Berod et al., 1981; Sloviter et al.,, 2001). 2 perces 2%
paraformaldehidet és 0,1% glutaraldehidet tartalmaz6 0,1 M-os acetate pufferes oldat
keringetése utdn 1 oras 2% paraformaldehid és 0,1% glutaraldehid 0,1 M-os natrium-
boratos (pH 8,5) oldatat hasznaltuk. Az akroleines fixalast kdvetden (n = 3) a patkanyok
agyat azonnal eltavolitottuk a koponyabdl, mig a sloviteres fixalas esetében ezt egy
¢jszakas 4 °C-os pihentetés utan tettilk meg. Horizontalis és koronalis metszeteket (60 pm)
készitettiink vibrotom (Leica VT 1000S) segitségével, amelyeket 0,1 M-os foszfat pufferbe
gyljtottiink. Az immunhisztokémiai eljardsok sordn a hippokampusz dorzalis részét

valamint a szomatoszenzoros kérget vizsgaltuk.

Immunfluoreszcens jelolés a GABA 4 receptor o alegységére

A 60 pm-es metszeteket 10 mM citromsav €és 0,05% Tween20 (Sigma) vizes
oldataval (pH 6,0) kezeltiik 10 percig 95-100 °C —on. Szobahdmérsékletre vald lehiilés
utan a szeleteket normal 16 szérum (NHS, 10%) Tris-pufferes sdoldataban (TBS, pH 7,4)
blokkoltuk 1 oran at, majd a GABAa receptor 0 alegységével szembeni elsédleges
poliklonalis nyudl antitesttel inkubaltuk (W. Siegharttol, Center for Brain Research, Bécs,
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Ausztria) 2% NHS, 0,1% TritonX-100 TBS oldataban 4°C—on 72 6raig. A 1épések kozotti
mosasok 0,05% Tween20 TBS oldataval torténtek a biotinildlt szamar-anti-nytl
masodlagos antitesttel (1:250; Jackson Immunoresearch, 2% NHS, TBS) valé inkubalasig,
majd csupan TBS-sel. A szeleteket TBS-ben oldott ABC komplexszel kezeltiik (1:100;
Vector Laboratories), és a GABAA0 immunreakciot Alexa 488-kotott tyramid
jelamplifikacios kittel hivtuk el (Molecular Probes).

A fentebb leirt jelolt metszeteken kettds valamint harmas kolokalizaciokat végeztiik
a kovetkezd elsddleges antitestek felhaszndldsaval: egér anti-a-actinin (1:40000; Sigma),
kecske anti-parvalbumin (1:5,000; PGV-214, Swant), egér anti-calbindin (1:100; C8666,
Sigma), tengerimalac anti-vazoaktiv intesztinalis peptid (1:200; T-5030, Peninsula
Laboratories), egér anti-calretinin (1:1000; 6B3, Swant), patkdny anti-szomatosztatin
(1:50; MAB354, Chemicon), és egér anti-reelin (1:50000; MABS5366, Chemicon). Az
antitesteket 2% NHS ¢és 0,1% TritonX-100 TBS oldataba higitottuk, €s a metszeteket
tovabbi 1 ¢éjszakdn 4t 4°C—on inkubaltuk, majd az elsddleges antitesteknek megfelelden a
kovetkezd masodlagos antitestek egyikével vizualizaltuk: Cy3-konjugalt szamar anti-egér
(1:500; Jackson Immunoresearch), Cy3-konjugalt szamar anti-nyal (1:500; Jackson
Immunoresearch), Cy3-konjugélt szamar anti-patkany (1:500; Jackson Immunoresearch),
Cy5-konjugalt szamar anti-tengerimalac (1:500; Jackson Immunoresearch) és Alexa 350-
konjugélt szamar anti-kecske (1:500; Molecular Probes). Végezetiill a szeleteket
Vectashield (Vector Laboratories) segitségével targylemezekre vittilk. Fotokat
fénymikroszkoppal készitettiink (Olympus BX60) 4x (numerikus apertara, 0,13)
objektivvel vagy konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal (IX81, Olympus) 20x
(numerikus apertura, 0,75) vagy 40x (numerikus apertara, 1,30) objektiv segitségével. A
,»Zz-stack” képek 3-9 fotobdl épiilnek fel a szelet 5-45 um mélységébdl.

Immunfluoreszcens jelolés a KCC2—re.

A metszeteket 30 percig 1% hidrogén-peroxid 0,1 M-os foszfat puffer (PB)
oldataval kezeltiik, majd 0,1 M PB-vel alaposan atmostuk. Minden metszetet 1 Oraig
inkubaltunk blokkold pufferben (5% normal 16 szérum, 0,3% TritonX-100, 0,05% azid 0,1
M PB oldata), majd ¢éjszakara a KCC2 —vel szembeni elsddleges antitest (Upstate, Lake
Placid, NY 12946, 1:500) blokkol6 pufferes oldataban tartottuk. 0,1 M PB mosast
kovetden az immunreakcidt Cy3-kapcsolt szamar-anti-nyul antitesttel (Jackson

ImmunoResearch, Suffolk, UK, 1:250) jelenitettiik meg, €s a metszeteket Vectashield
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(Vector Laboratories) segitségével vittilkk targylemezekre. Fotdkat fénymikroszkoppal
készitettiink (BX60, Olympus) 4x objektivvel (numerikus aperttra, 0,13) vagy konfokalis
lézer pasztazd mikroszkoép (FV1000, Olympus) 20x objektivjével (numerikus apertira,

0,85).

Beagvazas elottit elektronmikroszkopias immunhisztokémia.

Az elektronmikroszkdpidra készitett koronalis metszeteket 20 percig 1% natrium-
borohidrid 0,1 M PB oldatéaval kezeltiik, majd 0,1 M PB —vel mostuk. Annak érdekében,
kovetden (10 perc 10% szukrdz, majd ujabb 10 perc 20% szukrdz) folyékony nitrogénnel
kezeltiik. Intenziv Tris-puffer s6oldatos (TBS, pH 7,4) mosés utan, a kivalasztott szeleteket
1 oréra 10% normal kecske szérum TBS oldatdban inkubaltuk, és éjszakara szobahdn
tartottuk 2% normal kecske szérum TBS oldataban higitott nytl anti-KCC2 ellenanyaggal
(2 pg/ml, 1:500, Upstate). Szamos TBS-es mosast kdvetden a szeleteket a masodlagos
antitestettel (0,8 nm arany-kapcsolt kecske anti-nyul IgG, 1:50, BB International, Dundee,
DD2 1 NH, UK) 0.8% szarvasmarha szérum albumin (Sigma, Saint Louis, Missouri 63103
USA) 0.1% cold-water fish skin gelatine (Aurion Immunoresearch, Wageningen, The
Netherlands) TBS oldataban inkubaltuk egy éjszakan 4t, majd utdlagos fixalast
alkalmaztunk 1% glutaraldehid TBS oldataban. Az ultra-kicsi aranyrészecskéket R-Gent
SE-LM eziist kittel noveltiik meg, amint azt a gyartd (Aurion) leirta. A szeleteket 0,5%
0OsO4 0,1 M-os oldataval 20 percig 4 “C-on kezeltiik, és 25 percig 1%-o0s uranil-acetat
oldattal kontrasztoztuk. Novekvd alkoholsorban dehidrataltuk a metszeteket, és végiil
Durcupan gyantaba (Fluka, Bluchs, Switzerland) dgyaztuk oket. Az elsddleges antitestet
elhagyva a fent leirt protokolbol, nem kaptunk specifikus jelolést. A KCC2-vel szembeni
ellenanyag specificitasat a korabbiakban mar alaposan megvizsgaltak (Williams et al.,
1999), ¢és a kiilonboz6 agyteriileteken az immunreakciot sikeresen alkalmaztdk (Rivera et
al., 1999; Gulacsi et al., 2003). A hippokampusz CA1 régiojat és a gyrus dentatust (GD)
vizsgaltuk a tovabbiakban. Az ezen teriileteket tartalmaz6 blokkokbol ultramikrotém
segitségével 80 nm-es metszeteket készitettiink, a metszetsorozatokat gridekre gyjtottiik,
majd Tecnai-12 (FEI) elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. Fotokat CCD kameraval
(MegaView II1, Soft Imaging System) készitettiink.

Az immunarany jelolés kvantitativ analizise.
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Az akroleines ¢€s szloviteres fixalassal is hasonld eredményt kaptunk, igy az
adatokat egyiitt kezeltiik. A citoplazmatikus és a membrankapcsolt KCC2 immunarany
stiriséget a CAl piramissejtek szomdja, dendrittdrzse, dendrittiiskéi €s az axoninicialis
szegmentumok (AIS) mentén hataroztuk meg a kovetkezd régiokban: str. pyramidale (“0
um’), a str. radiatum proximalis és disztalis része (0-100 um €s 230-300 pm-re a sejttestek
rétegétdl) str. lacunosum moleculare (320-400 pm) és str. oriens (0-70 pum). A GD
szemcsesejtjeinek mentén a szomatikus, dendritikus és az AIS membrdnhoz kapcsolt
KCC2 stirtiségértékeket hataroztuk meg a str. granulosum (“O um”) valamint a str.
moleculare proximalis (0-40 um) ¢és disztalis teriiletén (140-180 pum, 1. Tablazat). A
piramissejteket és a szemcsesejteket a gdombolyded sejtmagjuk, a serkentd (aszimmetrikus)
szinapszist nélkiiloz6 dendrittorzsiik, és a dendrittiiskék jelenléte alapjan definialtuk.
Dendrittiiskének azokat a profilokat tekintettiik, melyek serkentd szinapszist kapnak, és
nem tartalmaznak mitokondriumot. Az elektronmikroszkopos felvételeket a metszetek
fels6 2 um-érél készitettiik, ligyelve arra, hogy az immunrészecske-slrtiséget azonos
mélységben vizsgaljuk. El6szor az aspecifikus jelolés stirliségét hataroztuk meg a sejtmag
teriiletén (arany/um”) valamint a sejtmaghartya mentén (arany/pm). Megmértik az
immunarany részecskék plazmamembrantol vald tavolsagat, ami Gauss eloszlast mutatott
18,8 nm—es cstucsértékkel €s 11,1 nm—es szorassal, igy azokat a részecskéket tekintettiik
membrankapcsoltnak, melyek a membrantél 41 nm-en beliil helyezkedtek el a sejt
belsejében (+2 szdrds + csucsérték), ami egy 41 nm-es effektiv membran szélességet
eredményezett. A KCC2 immunarany stirliséget immunrészecske per effektiv membran
teriilet valamint immunrészecske per membranhosszban hataroztuk meg, ami lehetdveé
tette, elsd esetben, a membrankapcsolt jelek 0Osszehasonlitasdt a citoplazmatikus
stiriséggel, masodik esetben, a membrankapcsolt striiségek egymas kozotti
Osszehasonlitdsat. A slrliség meghatarozdsahoz Reconstruct szoftvert hasznaltunk
(Synapse Web, Kristen M. Harris, PI, http://synapses.clm.utexas.edu/). Az értékek ‘atlag +
szoras’-ként vannak feltlintetve. Minden striiségértéket paros t-probaval vetettiink 6ssze az
aspecifikus hattérjellel (membran kapcsoltat a membran kapcsolttal, citoplazmatikusat a
citoplazmatikussal) majd a szignifikans értékeket a hattérjellel valo korrigalas utan tovabb
analizaltuk. (A hattérértekeket minden allatban meghataroztuk, és allatonként kiilon
kezeltiikk Oket.) Paros Osszehasonlitdsokat végeztink ANOVA analizissel. Annak
érdekében, hogy elkeriiljiik a variancia homogenitasanak hidnyabol szdrmazo statisztikai

problémakat, Brown-Forsythe és Welch modszerekkel megvizsgaltuk az F-értékeket,
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amelyek minden esetben szignifikdns értékeket mutattak (P<0,001), majd adatainkat
Games-Howel post hoc tesztnek vetettiik ala, ami nem alapul az egyenld variancidk
feltevésén.

A felszin-térfogat arany a hippokampalis fOsejtek mentén az eltérd
dendritatmérékbdl fakaddan jelentdsen valtozik. Azért, hogy Ossze tudjuk hasonlitani a
KCC2 silirtiségére vonatkozd adatainkat a koridbbiakban meghatarozott CAl
piramissejtekre érkez0 bemenetek stirtiségével (Megias et al, 2001), a szinapszis/um
alakban megadott értékeiket becsiiltiik szinapszis/um’-rel. A szomatikus felszin-térfogat
aranyt Megias ¢s munkatarsai (2001) adatai alapjan szamitottuk, ahol a térfogatértéket
korrigaltuk a sejtmagi térfogat kiilonbségével, ami a szdmitasaink szerint az dssztérfogat
77,5%-4t adta. A dendritikus és az AIS felszin-térfogat szamitdshoz hengerformahoz
tortént megkozelitést alkalmaztunk a kovetkezd dendritdtmérdkkel (amelyeket az
analizisben részt vevd profilok alapjan hataroztunk meg): 2,09 + 0,49 um a str. radiatum
proximalis részén, 1,31 + 0,44 um a disztalis részen, 0,72 + 0,29 um a lacunosum
moleculareban, 0,58 + 0,16 um az oriensben ¢€s 0,82 + 0,17 um az AIS-ok esetében. Ennek
alapjan a szo6man az arany 1,9; a bazalis dendriteken 6,88; az AIS-on 4,9; a proximalis
apikalis dendriten 1,92; disztalisan 3,06 €s a dendritbojton, a lacunosum moleculareban

5,53.

Elektrofiziologia.

Wistar patkényokat (P22-35) 2-bromo-2-chloro-1,1,1-trifluoroetan gézzal altattuk,
majd dekapitdlds utdn 350 um-es korondlis szeleteket metszettiink a szomatoszenzoros
agykérgi részrél. A metszeteket szobahdn (25 °C) tartottuk 1 6rdn at 130 mM NaCl, 3,5
mM KCI, 1 mM NaH,;PO4, 24 mM NaHCOs, 1 mM CaCl,, 3 mM MgSO4, 10 nM D(+)-
gliikéz 95% O, és 5% CO; telitett oldatdban. A méréskor hasznalt oldat annyiban
kiilonbozott, hogy az 3 mM CaCl, —ot és 1,5 mM MgSOs —ot tartalmazott. Az
elektrofiziologiai elvezetéseket 36 °C —on whole cell patch clamp technikédval végeztiik
egyidejlleg legfeljebb négy II/I11. rétegbeli idegsejtbdl. A sejteket infravords differencial
interferencia kontraszt (DIC) videomikroszkopia (Olympus BX60WI mikroszkop,
Hamamatsu CCD kamera, Luigis & Neumann Infrapatch manipulator) és 40x-es
vizimmerzids objektiv segitségével vizualizaltuk 60-130 pm-re a szelet felszinétdl. A
mikropipettakat (5-7 MOhm) alacsony kloridion tartalmu intracellularis oldattal toltottiik
meg (pH 7,25, 300 mosmol) hogy a GABAerg ¢s glutamaterg események konnyen
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elkiilonithetdek legyenek. Az intracellularis oldat dsszetétele: 126 mM K-gliikonat, 4 mM
KCl, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na,, 10 mM HEPES, 10 mM keratin-foszfat ¢és a
sejtek jeloléséhez 8 mM biocitin. Az elektrofizioldgiai elvezetéseket dramzar tizemmodban
végeztik (HEKA EPC 9/2, HEKA EPC 10 patch-clamp erdsitdk), a mért elektromos
jeleket 5 kHz-en szlrtiik, 10 kHz-en digitalizaltuk és PULSE szoftver (8.54-es verzio,
HEKA, Lambrech/Pfalz, Németorszag) segitségével mértiik és analizaltuk.

A sejtek passziv elektromos tulajdonsagait és tiizelési mintazatukat a bevett
gyakorlat szerint a sejtek nyugalmi membrénpotencidljan mértiik d&ramzar iizemmodban 2
masodpercenként 800 ms-os négyszogimpulzust injektalva a sejtbe. A négyszogimpulzsok
-100 pA-tél kezddédtek ¢és 20 pA-el novekedtek minden egyes ismétléskor. Akcios
potencial indukélasdhoz rovid, 2 ms-os, kiiszob feletti &ramimpulzusokat hasznaltunk tobb,
mint 120 s iddintervallummal, hogy elkeriiljik a transzmisszi6 kimeriilését. A
posztszinaptikus sejteket -51 £ 4 mV membréanpotencidlon tartottuk. Valamennyi adatot
30-200 lefutas értékének az atlagadval és szorasaval (s.d.) adtunk meg. A THDOC
adagolasaval tortént kisérletek NBQX (10 um) és APV (20 pm) jelenlétében torténtek. A
neurogliaform sejtek kozotti hatdsokat nem tudtuk pontosan egy exponencialis gorbére
illeszteni, ezért a félszélességeket vettiikk alapul. Wilcoxon és Mann-Whitney U-tesztet
hasznaltunk az adatsorok Osszehasonlitdsara, a kiilonbségeket P<0,05 esetén fogadtuk el

szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

Csak ketféleképpen élheted az életed. Vagy abban hiszel, a vilagon
semmi sem varazslat. Vagy abban, hogy a vilagon minden varadzslat.

Albert Einstein

I. A KCC2 feltérképezése a hippokampalis principalis sejtek axo-szomato-dendritikus

tengelye mentén

A KCC2 fénymikroszkopos eloszlasat és az elektronmikroszkopos lokalizaciojat a
korabbiakban részletesen leirtak (Gulyas et al., 2001; Rivera et al., 2004), azonban
kvantitativ kiértékelése mindezidaig csak az agykérgi piramissejtek jol behatarolt részén
tortént meg (Szabadics et al., 2006). Annak érdekében, hogy a hippokampalis CAl
piramissejtek €s a GD szemcsesejtjeinek régionkénti KCC2 tartalmat meghatarozzuk, nagy
felbontasu elektronmikroszkdpos immunlokalizaciot végeztiink.

A hippokampusz kiilonboz6 régidiban a KCC2 fénymikroszkopos jelolése eltérd
sejtmenti koncentraciora utal (I.1. abra). A legerdsebb jelet a CAl régido és a GD
periszomatikus részén, a szubikulumban valamint azon rétegekben talaltuk, melyek a
perforans palyardl kapjak a bemenetiiket (str. lacunosum moleculare és str. moleculare). A
CA1 teriiletén a jelolés a str. pyramidale két oldalan volt a legerdsebb, a dendritikus részen
a str. radiatum disztalis részére lecsdkkent az intenzitas, mig a lacunosum moleculareban
Gjra feler6sodott. Erdekes modon a GD festddése nem utal siiriiségbeli kiilonbségre a
dendritfa kiilonboz6 részein. Azonban fénymikroszkopos technikdval nem tudjuk kizarni
annak lehet0ségét, hogy a kiilonboz6 tipusu sejtek esetleges eltér6 KCC2

immunreaktivitasa befojasolja-e ezt a megtigyelést.
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I.1. abra: A KCC2 immunfluoreszcens jelolése a hippokampuszban. A, A fénymikroszkdpos
immunjelolés a KCC2 valtozo eloszlasat mutatja. A legerdsebb festddés a CAl régio és a
szubikulum (Sub) periszomatikus részén figyelhetd meg, amit a perforans palya bemeneteivel
rendelkez0 rétegek kdvetnek: a stratum lacunosum moleculare (slm) a CAl-ben valamint a stratum
moleculare (sm) a gyrus dentatus teriiletén. B, A CAl régidé konfokalis mikroszkdpias képe a
stratum pyramidale két oldali intenziv KCC2 immunreakcidjat mutatja. A jelolés a stratum

radiatum (sr) disztalis része felé haladva egyre csokken, és a lacunosum moleculareban ujra

crer

stratum oriens; sg, stratum granulosum; sm, stratum moleculare. Skalak: (A) 200um, (B) 100 um.

A KCC2-t jelolé immunarany részecskék a membran belsé oldalan helyezkedtek el,
ahogyan azt a molekula sejten beliili epitopjat felismerd ellenanyagtdl vartuk is (Williams
et al,, 1999) (L.2-3. abra). El6szor megmértiik a hattérjel nagysagat a piramissejtek
sejtmagjanak teriiletén (0,29 + 0,18 arany/pum’, n = 4 allat) és a sejtmaghartya mentén
(0,09 £ 0,05 arany/um, n = 4 allat), hogy a citoplazmatikus és a membrankapcsolt
jeloléseket Ossze tudjuk hasonlitani. A piramissejt axoninicidlis szegmentumanak (AIS)
citoplazmatikus KCC2 tartalmatol eltekintve minden vizsgalt sejtkompartment szignifikans
mennyiségli immunrészecskét tartalmazott (P<0,001 minden esetben, kivéve az AIS
plazmamembranja, ahol P<0,05, paros t-teszt, 1. tablazat). Az allatok adatainak sajat
hattérjelolésével tortént korrigaldsa utan a szomatikus értékekre normalizalt értékekkel

végeztiik a tovabbi analizist.
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2. adbra: A KCC2-t jelol6 immunarany  részecskék  elhelyezkedésének
elektronmikroszkéopias vizsgalata a hippokampalis CA1 régié piramissejtjeinek mentén. Az
aranyrészecskék tobbsége a szomatikus (so) és dendritikus (d) plazmamembranon helyezkedett el.
Kisebb stiriségben figyeltiik meg a dendrittiiskék (sp) membranjan valamint a citoplazmaban. A
legerdsebb immunreaktivitast a proximalis dendritek mentén talaltuk a stratum radiatumban ¢és az
oriensben. Az aranyrészecskék slriisége az apikalis dendritek disztalis részén leesett (stratum
radiatum) és a lacunosum moleculareban ujra megemelkedett. Az axoninicialis szegmentum (AIS)
nagyon kevés KCC2 molekulat tartalmazott. in, interneuron dendrit. Az attekinthetdség kedvéért

csak a vizsgalt profilokat jeloltiik. Skala: 500 nm.
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L.3. abra: A KCC2 elektronmikroszkopos elhelyezkedésének vizsgalata a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek mentén. Az aranyrészecskék legnagyobb részét a szomatikus (so) és
dendritikus (d) membranhoz kétve figyeltiik meg, kisebb siiriiséggel voltak jelen a citoplazmaban.
A legerGsebb jeldlés a dendritek mentén, a stratum moleculareban volt, proximalis avagy disztalis
elhelyezkedésiiktdl fiiggetleniil. Az axoninicidlis szegmentum (AIS) nagyon kis mennyiségben
tartalmazott aranyjeldlést. Az attekinthetdség kedvéért csak a vizsgalt profilokat jeldltik. sp,

dendrittiiske; in, interneuron dendrit. Skala: 500 nm.
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1. CA1 piramissejtek

1.1. A citoplazmatikus KCC2 tartalom kvantitativ meghatarozasa

A CAl régioban meghatarozott citoplazmatikus KCC2 stirliség csupan a 3,6 +
0,7%-at érte el a megfeleld teriiletek sejtmag- valamint dendritikus plazmamembréanjdhoz
kotott aranyrészecske strtiségnek, és 17,7 = 16%-at az AIS plazmamembranjaénak. Az
axo-szomato-dendritikus tengely mentén az AlS-okban ¢€s a str. radiatum disztalis részén
(0,37 + 0,49 arany/um? és 1,16 + 0,57 arany/pum’) szignifikansan kisebb értékeket kaptunk
a tobbi sejtalkotdhoz képest (P<0,0001, F(5,267)=17,015 ANOVA, P<0,007 Games-
Howel teszttel tortént paronkénti Osszehasonlitds). A kiilonboz6 sejtkompartmentek
citoplazmatikus KCC2 tartalmat tekintve, az AIS és a sejttest megkdzelitdleg a felét (53,1
+ 10% ¢és 55,3 + 37,4%) tartalmazta az ott jelenlévd 0ssz-KCC2 mennyiségnek
(citoplazmatikus és membrankapcsolt egyiittvéve), mig az apikalis csucs felé haladva ez az
arany egyre csokkent: 44,6 £ 14,7% a proximalis teriileteken, 29,2 + 8,8% a diszalis str.
radiatumban és 22,5 + 13,8% a lacunosum moleculareban valamint az oriensben szintén

jelentdsen esett ez az érték, 20,9 £+ 10,6%.

1.2. A membrankapcsolt KCC2 siiriiség meghatarozasa

A KCC2 immunarany jelolés legnagyobb része szomatikus ¢€s dendritikus
plazmamembranhoz kotott (1.2-3. abra). A CAl piramissejtek felszinén a legnagyobb
KCC2 siirtiséget a proximalis apikalis (2,69 £+ 0,65 arany/um) és a bazalis dendriteken
(2,49 £ 1,26 arany/um) talaltuk, amit a sejttest-membran kovetett (2,21 + 0,67 arany/pum).
A piramissejtek apikalis dendritjének KCC2 siirlisége jellegzetes eloszlast mutatott. A
szomahoz viszonyitva (P<0,001, F(4,231)=8,518 ANOVA) a str. radiatum proximalis
részén az aranyrészecskék mennyisége novekedett (124,5 £ 15,7%, P<0,001, Games-
Howel teszttel tortént paronkénti dsszehasonlitas), tavolodva, a radiatum disztalis részére
lecsokkent (79 £+ 12,4%, 1,71 £ 0,5 arany/um, P=0,001), majd a lacunosum moleculareban
ujra megerdsodott a jelolés (98,2 + 33,5%, 2,14 + 0,86 arany/um) a proximalis apikalis
KCC2 tartalomnal alacsonyabb értékre (P<0,001, I.4A/a abra).
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Az AIS plazmamembranja sokkal kevesebb aranyrészecskét tartalmazott (0,15 +

0,29 arany/um) a szomatikus értéknek mindossze a 6,4 + 11,9%-4at (P<0,001 paros-¢ teszt),

hasonldan az agykéregben kapott korabbi eredményeinkhez (Szabadics et al., 2006).

1. tablazat: A KCC2 siiriisége a CAl piramissejtek és a GD szemcsesejtek Kkiilonbozé

kompartmentjeiben.
Strtiség Membranhossz Strtiség Tertilet Mintavétel/allat
(arany/pum) (um) (arany/pmz) (pmz) (szam)
Atlag s.d. Atlag s.d. Atlag s.d. Atlag s.d. Atlag s.d.
CAl membran  str. oriens 2,57 1,25 149,89 29,24 62,75 30,41 6,14 1,2 12,75 33
str. pyramidale 2,29 0,67 196,16 22,58 5595 16,23 8,04 0,93 6,75 0,96
AIS 0,2 0,31 127,46 13,39 4,87 7,63 5,23 0,55 11,5 1,73
str. radiatum-prox 2,78 0,64 228,12 1598 67,69 15,7 9,35 0,66 6,5 1,29
str. radiatum-dist 1,8 0,5 217,18 8,05 43,84 12,08 8,9 0,33 10 1,41
str. lac, moleculare 2,22 0,85 186,31 28,6 54,17 20,8 7,64 1,17 23 4,97
sejtmag 0,09 0,04 174,03 22,03 2,22 0,98 7,14 0,9 6,75 0,96
CAl
citoplazma str. oriens 2,47 1,84 44,25 12,51 12,75 3,3
str. pyramidale 2,49 0,91 192,23 31,42 6,75 0,96
AIS 0,57 0,57 42,63 4,13 11,5 1,73
str. radiatum-prox 2,18 0,64 202,44 61,97 6,5 1,29
str. radiatum-dist 1,45 0,62 121,13 21,02 10 1,41
str. lac. moleculare 2,39 1,41 57,05 10,46 23 4,97
sejtmag 0,29 0,18 192,23 31,42 6,75 0,96
CAl
dendrittiiske
membran str. oriens 1,2 0,79 111,77 30,3 104 36,34
str. radiatum-prox 0,87 0,4 141,33 63,27 132,5 59,47
str. radiatum-dist 0,71 0,38 154,14 30,65 132 28,86
str. lac. moleculare 1,11 0,71 118,16 37,84 78,5 31,37
GD membran str. granulosum 1,92 0,67 182,88 53,85 7,5 1,29
AIS 0,12 0,09 109,11 50 18,5 10,25
str. moleculare-
prox 2,75 1 258,37 57,98 30,75 12,15
str. moleculare-
dist 2,4 0,77 214,11 96,66 33 20,43

AIS: axon inicidlis szegmentum, GD: gyrus dentatus

1.3. Dendritikus és dendrittiiske KCC?2 stiriiség osszehasonlitasa

Korabbi eredmények (Gulyas et al., 2001) azt mutattdk, hogy a serkentd

szinapszisok kozelébe koncentralodik a KCC2 elhelyezkedése, ezért megvizsgaltuk annak

oo

stiriségét a dendrittiiskéken, amelyek a hippokampusz teriiletén az elsddleges célpontjai a

piramissejtekre érkezd glutamaterg bemeneteknek. A KCC2-t jelold aranyrészecskek
valéban megtalalhatdak voltak a dendrittiiske plazmamembranjan, azonban minddssze a
39,9 + 8,5%-at érte el az ugyanazon teriileten szamolt dendrittérzs plazmamembranhoz
kapcsolt KCC2 értéknek (P<0,001 minden esetben, paros-f probat alkalmazva). A
kiilonboz6 teriileteken mért dendrittiiske-membranon talalhato KCC2 tartalmakat

egymassal Osszehasonlitva azt az eredményt kaptuk, hogy a proximalis apikalis
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KCC2

dendrittiiskékhez képest (0,78 + 0,4 arany/um) disztalisan a str. radiatum és lacunosum

moleculare hatarara az immunrészecske-stirtiség lecsokkent (0,63 + 0,39 arany/pum,

P=0,046), és a lacunosum moleculareban valamint az oriensben mutatott nagyobb

értékeket (1,03 = 0,71 arany/um, P=0,043 ¢és 1,12 + 0,8 arany/um, P=0,031, ANOVA

P<0,001, F(3,269)=7,153, Games-Howell tesztet alkalmazva), vagyis eloszldsa hasonl6an
valtozott a dendritikus KCC2 elrendezddésével (1.4.A/a abra).

Ala 7 dendrittiske Alb Glutamaterg szinapszis
I dendrittérzs/széma @ GABAerg szinapszis

str. lac. moleculare

[ — —
I — —

AlS
16 14 12 1,008 06 04 0,2 0,0 00 02 04 06 08 10 12
Membrankotétt KCC2 normalizalt slir(isége SzinapszissUriiség (szinapszis/um?)

str. radiatym
-é’ist

str. radiatum
-prox
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B C

B dendrit/széma 1 KCC2/GABAerg szinapszis

AV korri%élt
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I.4. abra: A hippokampalis principalis sejtek mentén elhelyezkedé KCC2 és szinapszisok
eloszlasa valamint a KCC2/GABAerg szinapszisok relativ siiriisége a CAl piramissejtek
szomatikus ¢és dendritikus plazmamembranjan. A/a, A CAl piramissejtek felszinén
elhelyezkedé KCC2 immunarany jeldlés kvantitativ sszehasonlitasa a kiilonb6z6 rétegekben. Az
immunarany jel6lés megtalalhatd volt az apikalis és bazalis dendritek teljes hosszan, azonban az
closzlasa heterogén mintazatot mutatott. A dendrittiiskéken valamint az axoninicialis
szegmentumon megtalalhatdo aranyrészecskék slriisége szignifikansan alacsonyabb értéket
mutatott. A szignifikans eltéréseket a vonalak jelolik (P<0,001 fekete vonalak, P<0,05 sziirke

vonalak, paros Osszehasonlitas Games-Howel post hoc tesztet alkalmazva), tovabbi
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szignifikanciaszintek a dendrittiiske, dendrittdrzs, szomatikus valamint axoninicialis szegmentum
(AIS) plazmamembranja kozott nincsenek feltiintetve. A/b, A hippokampalis piramissejtekre
érkezé szimmetrikus és aszimmetrikus szinapszisok suriisége a CAl régidban. A sziirke oszlopok
abrazoljak a szimmetrikus szinapszisok stiriiségét, amibdl lathato, hogy a GABAerg szinapszisok
tulnyomd része a piramissejtek proximalis dendritjén valamint szémajan helyezkedik el.
Megjegyzendd, hogy a szimmetrikus szinapszisok eloszlasa hasonlé tendenciat mutat a KCC2
eloszlasaval. A csikozott oszlopok abrazoljak az aszimmetrikus, serkentd szinapszisokat, amiknek
nagy része a disztalis apikalis dendriteken helyezkedik el a stratum radiatumban és lacunosum
moleculareban valamint a bazalis dendriteken a stratum oriensben. B, A szemcsesejtek dendritjei
nagyobb KCC?2 siirliséget mutattak, mint a sejttest membran, de a proximalis és disztalis dendritek
kozott nem észleltiink eltérést. A vonalak a szignifikans eltérést jelolik (P<0,001, Games-Howell
post hoc teszttet alkalmazva). C, A CAl piramissejtek proximalis dendritjein a str. oriensben (0) és
radiatumban (r-prox) valamint a szomatikus membranon a KCC2/GABAerg szinapszisok aranya
megegyezik. Azonban a radiatum disztalis része felé haladva (r-dist) és a lacunosum moleculareban
(Im) ez az arany 5- és 2,5-szeresére novekszik. Figyelembe véve, hogy a szomatdl tavolodva a
dendritikus felszin/térfogat arany (A/V) valtozik a KCC2 és a GABAerg szinapszisok slrilisége
kozotti killonbség a proximalis apikalis dendritikus és szomatikus régioktol eltekintve tovabb
novekszik. A szinapszisok striiségére vonatkozd adatok (A/b, C) Megias és munkatarsai (2001)

kozleményébdl szarmaznak.

2. GD szemcsesejtek KCC2 eloszlasa

A CALl piramissejtjeivel ellentétben a GD szemcsesejtjeinek dendritikus felszine
nem nem mutatott eltérést a KCC2 stirliségében (2,67 + 1 arany/um a stratum moleculare
proximalis, ¢és 2,32 £+ 0,77 arany/um a disztalis részén), azonban a szomatikus
plazmamembran ugyanigy a KCC2 kisebb mértékii kifejezddésére utalt (1,84 + 0,68
arany/pm, P<0,001, F(2,240)=12,328 ANOVA; P<0,001 Games-Howel teszttel tortént
paronkénti 6sszehasonlitas, 1.4.B abra).

Az AIS plazmamembranja a hippokampalis és kortikdlis piramissejtekhez
hasonléan (Szabadics et al., 2006) rendkiviil kevés KCC2-t tartalmazott (0,1 + 0,22

arany/pum), a szomatikus érték minddssze 6,6 = 14,1%-at (P<0,001 paros-¢ teszt).
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I1. A GABA, receptor o alegységének feltérképezése

A neurogliaform sejtek alal felszabaditott GABA az extraszinaptikus térbe kertilve
az ott jelenlévd GABAgp ¢s GABA4 receptorokat is eléri. A tonusos gatldsban résztvevo
delta alegységgel rendelkezd extraszinaptikus GABA, receptorok tehat a neurogliaform
sejtek potencidlis célpontjai. Kortikdlis €és hippokampalis feltérképezésiikre elsddlegesen
immunfluoreszcens technikat valasztottunk. A metszetek megfeleld feltarasa utan az
idegsejtek egy csoportja igen erds szomato-dendritikus festédést mutatott, ami a dendritfa
alapjan és kiillonboz6 interneuronmarkerekkel torténd kolokalizacid soran neurogliaform
sejtek jelenlétére utalt (II.1-2. abra). A koradbbiakban mar igazolt a-actinin2, ugynevezett
neurogliaform markerrel (Uematsu et al., 2008), a GABA\J receptort tartalmazod sejtek 65
+ 12%-o0s atfedést mutattak (n = 3 patkany), ellenben mds markerek esetében
(parvalbumin, szomatosztatin, calretinin, vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), calbindin)
nem talaltunk egyezést Az erdsen jelolt GABAad pozitiv interneuronok mellett az
agykéreg felsd rétegei intenziv neuropil jelolodést mutattak, ami a hippokampalis gyrus
dentatus molekularis rétegére szintén jellemzd volt. A hippokampusz teriiletén a
szemcsesejtek rétegének alsd hatdran, a CAI1-3 régid stratum radiatum / lacunosum
moleculare talalkozasanal €s az oriensben talaltunk GABAaS pozitiv interneuronokat, amik
feltehetden megegyeznek az Ivy- illetve neurogliaform sejteknek, amelyek a nagymértékii
GABA felszabaditasuk révén hatasos térfogati neurotranszmissziora képesek (Olah et al.,
2009). A GABAO -/- éllatok metszetein végzett immunreakcidé negativ eredményt adott,

ami az elsOdleges antitest specificitasat tamasztja ala.
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I/ v Yi Wi 100 pm

100 pm

B0 um

II.1. abra: Az agykérgi interneuronok kozott a neurogliaform sejtek kiemelkedé
mennyiségben tartalmaznak GABA .0 receptort. Fent: Az agykéreg szupragranularis rétegének
relativ erés neuropil jelolése mellett az interneuronok egy csoportja igen erds reakcidt mutatott a
GABA, receptor delta alegységével szemben, ami a GABAAO -/- allatok esetében hianyzott
(kozépen). Lent: A GABAAO immunpozitiv interneuronok egy része tartalmazott o-actinin2-t, ami
az agykérgi neurogliaform sejtek egyik markere, azonban parvalbuminnal, szomatosztatinnal,
calretininnel, calbindinnel és vazoaktiv intesztinalis peptiddel (VIP) nem talaltunk atfedést. Az a-

actinin2, szomatosztatin, calretinin és parvalbumin kolokalizaciok esetében a skalak megegyeznek.

100 prm
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II.2. abra: A GABA, receptor delta alegységének hippokampalis elhelyezkedését célzé
immunreakcié. a-b, A CA1-3 régiokkal ellentétben a gyrus dentatus molekularis rétegében (m)
relative ers neuropil jel6lést talaltunk, ami a piramissejtek és a szemcsesejtek eltér6 GABAO
receptor tartalmat sejteti. Tovabba, a gyrus dentatus molekularis rétegében (m) és a stratum
radiatum (r) / lacunosum moleculare (Im) hataran (valdsziniilleg a hippokampalis neurogliaform
sejtek) valamint a stratum pyramidale (p) kozelében (feltehetéen Ivy sejtek) az interneuronok egy-

egy csoportja igen er6s GABA 0 receptor immunreaktivitast mutatott. o, stratum oriens.

Elektrofiziologiasan és anatomiailag is azonositott neurogliaform sejtek valéban
mutattdk a pozitiv GABAAS receptor immunreakciot (n = 9), és az egyidejlleg elvezetett
posztszinaptikus GABA\S -/- interneuronokon rajuk jellemzden kivaltottdk a lassti IPSP-t
(n = 3, IL.3.a abra). A GABA0 receptorok altal medidlt tonusos gatlasra feltehetden a
stressz-indukalt €s az ovaridlis ciklus szteroidjaibol szarmazo neuroszteroidok is hatassal
vannak (Stell et al., 2003; Farrant ¢s Nusser, 2005; Glykys ¢s Mody, 2007a; Vardya et al.,
2008), igy ezektol a vegylletektdl a neurogliaform sejtek serkenthetdségének
befolydsolasat vartuk. A neuroszteroid tetrahidrodeoxi-kortikoszteron (THDOC)
adagolasara a tartodram, ami a sejtek adott membranpotencidlon rogzitéséhez sziikséges, a
neurogliaform sejtek esetében (n = 7), elletétben a tobbi interneuronnal (n = 10, 11.4.a
abra, (Vardya et al., 2008)), 5 uM GABA ¢s 40 uM GABA receptor blokkolo CGP35348
jelenlétében THDOC (100 nM) adagolasara 24 + 5 pA-rel megemelkedett (P<0,03, IL.3.b
abra). A THDOC A4ltal kivaltott aramndvekedés GABA, receptor blokkold gabazine (10
uM) hatasdra megsziint, s6t a kezdetinél 8 + 3 pA-rel alacsonyabb értéket mutatott
(P<0,05). Tovabba, THDOC jelenlétében (20 nM), ellentétben mas interneuronokkal (n =
8; I1.4.b abra), a neurogliaform sejtek reobazikus tiizelés¢hez nagyobb araminjekcid volt
sziikséges (n = 6, 234 + 26 pA, I1.3.c abra), mint alapesetben (138 = 17 pA; P<0,01; 40
mM CGP35348, 5 mM GABA), ami gabazine (10 pM) hatasara megsziint. Mindez azt
mutatja, hogy a GABAAJ receptorok eredményesen tudjak befolyasolni a neurogliaform

sejtek bemeneti és kimeneti hatékonysagat.
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IL.3. 4bra: Az extraszinaptikus elhelyezkedésii GABA,O receptorok neurogliaform sejt
eredetii Kkifejezodése, melyeket a neurogliaform sejtek altal felszabaditott GABA képes
aktivalni. a, Bal oldal: GABAO receptor immunreakcid egy, a korabbiakban egyidejiileg
elvezetett, biocytin toltott neurogliaform sejt (NGF) és posztszinaptikus interneuron (INT) parosan.
GABAO receptor immunreaktivitast csak a neurogliaform sejt mutatott. Kozépen: az interneuron
¢s a neurogliaform sejt tlizelési mintazata. Jobb oldal: Neurogliaform sejt altal kivaltott lassu IPSP
a GABAAO receptor immunonegativ posztszinaptikus interneuronon. b-d, Neuroszteroidok
GABAO receptorokon keresztiil modulaljak a neurogliaform sejtek serkenthetéségét és egymas
kozti kapesolatait. b, Az az aram (szaggatott vonal), ami sziikséges a neurogliaform sejtek azonos
membranpotencialon rogzitéséhez, THDOC neuroszteroid (100 nM) adagolas hatdsara, 5 mM
GABA ¢s 40 mM GABAg receptor blokkolo CGP35348 jelenlétében, megvaltozott. Gabazin (10
mM) hozzaadasat kovetéen a THDOC altal kivaltott valasz megszlint: a tartdaram kisebb értéket
mutatott, mint a THDOC adagolast megel6zden. ¢, A neurogliaform sejtek reobazikus tiizeléséhez
THDOC jelenlétében (20 nM) nagyobb araminjektalasra volt sziikség (140 pA helyett 220 pA),
mint alapallapotban (40 mM CGP35348, SmM GABA), amit gabazin (10 mM) adagolasaval vissza
lehetett forditani. d, CGP35348 (40 mM) jelenlétében a THDOC (100 nM) megndvelte az egyetlen
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akcios potenciallal kivaltott gabazine (10 mM) —érzékeny IPSPk félszélességét az egymassal
reciprok kapcsolatban allé neurogliaform sejtek kozott.
a II.4. abra: A  neurogliaform  sejtektél  eltéré

CGP35348, GABA
THDOG — interneuronokon a neuroszteroid THDOC hatastalannak

bizonyult a tonusos GABA, aramok szabalyozasaban. a, A
kiilonb6z6 interneuronok esetében a membranpotencial
rogzitéséhez sziikséges tartéaram (n = 10, egy gyors tiizelésii
kosarsejt van feltiintetve) GABAgp receptor blokkolo
CGP35348 (40 uM) és GABA (5 uM) jelenlétében,
neuroszteroid THDOC (100 nM) vagy gabazine (10puM)

adagolas hatasara sem valtozott. b, A neurogliaform sejtektdl

{LLALA 300 pa kiilonb6z6 interneuronok a reobazikus tiizeléshez (n = 8, egy
HOpA 200 me gyors tilizelésli kosarsejt van feltiintetve) ugyanakkora pozitiv
araminjekciot igényeltek THDOC (20nM) vagy gabazine (10
uM) adagolast kovetéen is, mint alapesetben (40 uM
CGP35348 és 5 uM GABA jelenlétében). Az elvezetett sejtek
azonossagat  biocytinnel  tortént  feltoltést  kdvetden

fénymikroszkoppal is alatamasztottuk.

Tesztjeink soran, hasonloan korabbi kisérletekhez, ahol a neuroszteroidok tonusos
gatlasra kifejtett hatasat vizsgaltak (Stell et al., 2003; Farrant és Nusser, 2005; Glykys ¢€s
Mody, 2007a; Vardya et al, 2008), alacsony koncentracioja GABA adagolast
alkalmaztunk a fiziologias GABA szint megkozelitésére. Azonban a neurogliaform sejtek
kimenete kiils6 adagolas nélkiil, 6Gnmagaban, képes létrehozni azt a GABA koncentraciot,
ami a GABAAO receptorok aktivacidjat eredményezi. CGP35348 (40 uM) jelenlétében a
THDOC (100 nM) 48 + 6 ms-r6l 59 = 10 ms-ra megemelte a gabazine (10 uM) —érzékeny
IPSP-k félszélességét, amelyeket reciprok kapcsolatban all6 neurogliaform sejtekbdl
vezettiink el (n = 5, P<0,04; IL.3.d abra). A neurogliaform sejtek egymas kozotti és
onmagukra visszahatd gatlasanak neuroszteroidok altali szabalyozasa aldtdmasztja azt a
felvetést, miszerint 6k a tonusos gatlasban résztvevd extracellularis GABA-nak mind

forrasai, mind pedig célpontjaiként szerepelnek.
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5. DISZKUSSZIO

Soha nem fordult velem eld, hogy valami legyozhetetlen akadalyt
allitott volna elém. Nem arrol van szo, hogy tudtam a valaszt, de
megvolt az 6rom, ahogyan haladtam felé. Amikor érzed ezt az
oromot, a megfelelo kisérleteket végzed. Hagyod az anyagnak, hogy
elmondja, merre menj, és az minden egyes lépésnél megmutatja a
kovetkezé lépést amint részévée valsz egy mindent athato, uj
gondolatvilagnak.

Barbara McClintock

1. Mikrohalozatok és KCC2

Nagyfelbontasu immunolokalizacios technikat alkalmazva azt taldltuk, hogy a
hippokampalis principalis sejtek axo-szomato-dendritikus tengelyének mentén a KCC2
eloszlasa egyenldtlen. A legalacsonyabb stirtiséget az AIS teriiletén figyeltilk meg, ami a
sejttesteken keresztiil a dendritikus régid felé haladva mind a CAl piramissejtek, mind a
GD szemcsesejtek esetében novekedett. A dendritfa teriiletén azonban e két sejttipuson
eltéré elrendezddést tapasztaltunk: mig a piramissejtek differencialt, a szemcsesejtek a
KCC2 homogén eloszlasat mutattak.

A CAI piramissejtekre érkez0 GABAerg szinapszisok stirtisége a sejtek kiilonb6zo
részein valtozik (Megias et al., 2001). Erdekes modon a KCC2 eloszlasi mintazata a CAl
apikalis dendritek mentén hasonlosagot mutat az oda érkez6 GABAerg szinapszisok
eloszlasaval (1.4.A abra). A proximalis régiokban, a szomatikus €és az apikalis dendritek
plazmamembranjan, a KCC2 és a GABAerg szinapszisok normalizalt stirliségeinek ardnya
kozel megegyezik (1 és 1.1). Azonban a disztalis teriileteken, a str. radiatumban ¢és a str.
lacunosum moleculareban, a normalizalt stirtiségeket Osszehasonlitva, a KCC2 5-szor
valamint 2.5-szer nagyobb mennyiségben van jelen, ami, ha figyelembe vessziik az eltérd
felszin-térfogat aranyokat, funkciondlisan, még tovabbi ndvekedést jelez (1.4.C abra).
Mindez azt sugallja, hogy egy GABAerg szinapszisra jutdo Cl ion kipumpalo kapacitas a
disztalis dendritszakaszokon magasabb lehet, mint proximdlisan. A GD szemcsesejtjeire
érkez6 GABAerg bemenetek eloszlasarol nincsenek olyan pontos adataink. Azonban a

KCC2 relativ homogén eloszldsa a szemcsesejteken ¢és diverz eloszlasa a CAl
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piramissejteken arr6l arulkodik, hogy sejtspecifikus kiilonbségek mutatkozhatnak a
kiilonb6zd dendritszakaszokra érkez6 GABAerg bemenetek polaritdsaban.

E két sejttipuson a dendritek elektromos tulajdonsagai is meglehetdsen eltérnek
egymastol (2. tablazat). A gyrus dentatus szemcsesejtjein végzddd bemenetek, a CAl
piramissejtekkel ellentétben, gy tlinik, linearisan O6sszegzddnek, és nagy csillapitdson
esnek at, igy az oOndllo szinapszisoknak nincs nagy hatdsa a sejtek kimenetére, ami a
dendritikus membran passziv elektromos tulajdonsagaira vezethetd vissza (Krueppel et al.,
2011). A CA1-3 piramissejtek ellenben igen kifejezett aktiv membrantulajdonsagokkal
birnak, a fesziiltségfliggd ioncsatorndk valtozatos elrendezddése jellemzd rajuk, és
kiilonb6zd regenerativ fesziiltségek kialakitasara képesek (Magee, 2000; London és
Hausser, 2005; Silver, 2010) (1. abra). A gyrus dentatus, és a CA1-3 principalis sejtekre
érkezd periszomatikus gatlas is lényeges eltéréseket mutat. Mig, néhdny interneuronnal
ellentétben (Banke ¢és McBain, 2006), az egyedfejlodés sordn mindkét sejttipuson
végbemegy a kation-klorid kotranszporterek mennyiségi valtozasdhoz kothetd GABAerg
reverzpotencial valtozas (Hollrigel et al., 1998; Overstreet Wadiche et al., 2005; Banke és
McBain, 2006; Sauer et al.,, 2012), a nyugalmi membranpotencidl a piramissejteken
valamivel magasabb, a szemcsesejteken lényegesen negativabb értéket vesz fel, ami a
gyrus dentatusban depolarizald hatdst eredményez (Sauer et al., 2012). Interneuronok
kozotti gyors depolarizaldo gatlasr6l nemrégiben kozolték annak szinkronizald hatasat
(Vida et al., 2006), és hasonlo funkciot feltételezhetiink a szemcsesejtek eldrecsatold
gatlasat illetéen is (Sauer et al., 2012). A hippokampusz teriiletére a legfébb serkentd
bemenet az entorhindlis kéregbdl érkezik. A masodik réteg latja el a gyrus dentatust €s a
CA3 régiot, mig a harmadik réteg vetit a CAl tertletére (Witter és Amaral, 2004) (4.
abra). Az entorhindlis kéreg hippokampalis kapcsolatanak fontos szerepe van a térbeli
tajékozodasban ¢és kiilonb6z6 memoriafunkcidkban (Moser et al.,, 2008). A bels6
hippokampalis informaciddramlas a gyrus dentatus — CA3 — CAl utvonalon keresztiil
torténik, majd a CA1-bdl jut vissza az entorhinalis kéreg mélyebb rétegeibe. A CAl-ben
tehat integralodik mind a CA3 altal mar megszirt (kozvetett), mind az entorhinalis kérgi
kozvetlen bemenet, €s egyideju aktivaciojuk, a GABAerg neuronhdlozatot elcsendesitve, a
dendritikus platd potencialok kialakuldsdhoz, a piramissejtek borsztolo tiizeléséhez, és a
perforans palya bemeneteinek megerdsodése¢hez (LTP) vezet (Takahashi ¢s Magee, 2009).
Ekkor a CAl-ben egy korabbi informacio taldlkozik az éppen aktudlissal, ami szamos

kontextusfliggd esemény-visszahivassal foglalkozd modell kozponti alkotoeleme
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(Hasselmo ¢s Eichenbaum, 2005; Lisman ¢és Grace, 2005). Basu és munkatarsai (2012) a
bemenetek 1ddzitésfiiggd plaszticitdsanak egy masik formajat irtdk le, amikoris a CAl
piramissejtekre érkezd perforans palya bemeneteihez kiilonbozd iddintervallumokkal
tarsitottak a proximalisan érkez0 Schaffer kollateralisok bemeneteit. A 20 ms-os eltérés a
Schaffer kollateralisok szinapszisainak hosszitava erdteljes megerdsodéséhez (LTP)
vezetett, ami feltételezhetben egybeesik az entorhinalis kéregbdl érkezd ugyanazon
informaciot hordoz6 kozvetlen és kozvetett bemenetek integracidjaval. Ehhez azonban
sziikség van a gatld neuronhaldzat pontos miikddésére is, melyek (jobbara) a GABAa
receptorokon keresztlil a posztszinaptikus sejten az ott jelenlévd CI  ionok
koncentraci6janak megfelelden hozzdk I1étre a sejtvalaszt. A KCC2 a GABAerg
reverzpotencidlra gyakorolt hatasdn keresztiil a hippokampusz réteges elrendezddésével
mutatott valtozatos elhelyezkedésével hozzajarul a principélis sejtek bemenetspecifikus

szabalyozéashoz.

2. tablazat: A hippokampalis principalis sejtek dendritikus tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

Paraméter

CA3 piramissejt
(Kim et al., 2012)

CA1 piramissejt

GD szemcsesejt
(Krueppel et al., 2011)

Na' konduktancia stirliséga | Novekvé Konstans Alacsony
tavolsag fiiggvényében (Magee ¢€s Johnston, 1997,

Kim et al., 2012)
A konduktancia siirliség a Meérsékelten ndvekvo Erételjesen novekvo Alacsony
tavolsag fiiggvényében (Hoffman et al., 1997)
Késoi rektifikald Csokkend Konstans Ismeretlen

konduktancia siirtiség

(Hoffman et al., 1997)

Akcios potencial
visszaterjedés, dendritikus

akciods potencial amplitudo

Meérsékelten csokkend az

els6 100 pm-en

Exponencialisan csokkend

(Spruston et al., 1995)

Erdsen csillapitott

Akcios potencial

Kozel konstans az els6 100

Szélesedd

Kozel konstans

visszaterjedés, idébeli wm-en (Spruston et al., 1995)
lefutas
Akcios potencial Minimalis Van Minimalis
visszaterjedés, aktivitas (Jaffe et al., 1992; Spruston
fligges etal., 1995)
Dendritikus akcios 100 pm-en tali dendritikus Az idegsejtek ~30%-aban Nincs
potencidl iniciacio elvezetésnél a neuronok (Golding és Spruston, 1998)
96%-aban
Dendritikus akcios ~500 pA (~300 um) 3,9 nA Nincs

potencial iniciacio,

aramkiiszob

(Gasparini et al., 2004)

39




5. Diszkusszio

A tablazat Kim és munkatarsai (2012) cikkének tablazata alapjan késziilt.

Schaffer
kollaterélisok
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=~ LPP palya N
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4. abra: a, A hippokampalis sejthalozat illusztracidja. b, A hippokampalis sejtkapcsolatok
sematikus abraja. Folytonos nyilak jeldlik a tradicionalis triszinaptikus hurkot (entorhinalis kéreg
(EC) — gyrus dentatus — CA3 — CA1 — EC). Az entorhinalis kéreg II. rétegi idegsejtjei a perforans
palyan (PP) keresztiil adjak bemeneteiket a gyrus dentatusba, magukba foglaljak a lateralis (LPP)
¢s medialis perforans palyat (MPP) is. A gyrus dentatus a moharostokon keresztiil projekciokat
kiilld a CA3 piramissejtekhez. A CA3 piramissejtek a Schaffer kollateralisokon keresztiil
szinaptizalnak a CAl piramissejtekkel, ahonnan az informacidé az entorhinalis kéreg mélyebb
rétegeibe tovabbitddik. Az entorhinalis kéreg direkt bemenetét a CA3 régio a II. rétegbdl, a CAl a
III. rétegbdl kapja. A gyrus dentatus tovabbi szinapszisokat ad a Hylus mohasejtjeire és
interneuronjaira, amelyek serkentd illetve gatlo projekciokat kiildenek vissza a szemcsesejtekre. Az

abra Deng és munkatarsainak 0sszefoglalé cikkébol szarmazik (2010).
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A GABAerg gatlasnak hippokampalis piramissejteken szerepe van mind a
dendritikus Ca*"-fiiggé (Miles et al., 1996), mind az NMDA receptor aktivalt regenerativ
potencialok szabalyozasaban (Collingridge et al., 1988). Azonban, hogy a dendritikus
gatldss pontosan milyen formaban vesz részt a sejtek bemeneti-kimeneti
transzformacidjaban, még nagyjara ismeretlen. A sejttipusok, mikrohaldzatok hatasainak
specifikus kisérleti megkdzelitése manapsag valik egyre elérhetdbbé. Lovett-Barron ¢és
munkatarsainak (2012) optogenetikai €s farmakogenetikai modszerek segitségével sikertiilt
elkiilonitenie két, a hippokampdlis CAl piramissejtekre érkezd, interneuronkort, és
vizsgalni azok szerepét a Schaffer kollateralisok egyidejii ingerlésével. Kisérleteikkel a
disztalis dendritikus régiot gatldé szomatosztatin tartalmu, €s a periszomatikusan beidegzé
parvalbumin pozitiv interneuronok hatdsainak megfigyelését céloztdk meg.
Eredményiikben meglepd, hogy megegyezd glutamaterg serkentésre a szomatosztatin
tartalmt idegsejtek altal kivaltott dendritikus gatlas hatékonynak bizonyult a piramissejtek
kimenetének csillapitdsaban, azonban ezen gatlas hidnyaban a periszomatikus GABAerg
bemenetek ellenére a sejtek intenziv tiizelését detektaltadk mindamellett, hogy proximalisan
a glutamaterg szinapszisok szdma igen csekély (Megias et al., 2001). Mindebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a dendritikusan l1étrejové GABAerg sejtvalasz sokkal
erOteljesebb, mint a szomatikus, képes a helybeli serkent6 bemenetek hatasat teljesen
lecsillapitani, és ezen keresztil a sejtek tiizelési frekvencidjat befolyasolni. A
szomatoszenzoros kéregben a szomatosztatin tartalmi neuronok piramissejtek alali
hatékony visszacsatolo gatlasarol irtak (Kapfer et al., 2007), mig a parvalbumin pozitiv
interneuronok az elérecsatold gatlasukkal a halozati oszcillacio kialakitdsdban és a tiizelés
1d6zitésében vesznek részt (Cobb et al., 1995; Pouille és Scanziani, 2001; Losonczy et al.,
2010). Az eredmények azt mutatjak, hogy a dendritikus gatlas csokkenése sziikséges a
dendritikus elektrogenezis létrejottéhez, aminek a tiizelési frekvencia meghatarozasaban
elsddleges szerepe van, és a CAl piramissejtek esetében ez térbeli helyzettdl fliggd
mintazatot mutat, ami plasztikusan valtozik a kornyezettel (helysejtek) (Leutgeb et al.,
2004; Leutgeb et al., 2005). A lokalis interneuronhalézatoknak megvan a lehetdsegiik
kiilonbozd frekvenciaju oszcillaciok generdlasara, amivel a piramissejtek tiizelésének
1dozitésére gyakorlnak hatast, ¢és tovabbi célsejteket aktivalnak. Az interneuronok
elektrotonusosan kompaktabbak, mint a piramissejtek, igy gyors iddallandojukbol
fakadoan ugyanarra a serkentd bemenetre idében sokkal precizebb valaszadasra képesek

(Mann és Paulsen, 2007).
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A KCC2 siirliségének axo-szomato-denritikus novekedése mindkét principalis sejt
esetében azt sugallja, hogy a disztalis dendritszakaszokon a GABAa receptorokon
keresztiil 1étrejovo sejtvalaszok hiperpolarizaloak (Glickfeld et al.,, 2009), raadasul
valoszinlileg negativabb reverzpotenciallal, mint a proximalis szomatodendritikus
szinapszisok. A KCC2 koncentracidjanak novekedése és/vagy a KCC2 GABAerg
szinapszisokkal szembeni nagyobb aranya kozremiikddhet a  reverzpotencidl
kiilonbségekhez, amiket a szomatikus €s dendritikus valaszok esetében mértek (Gulledge
¢s Stuart, 2003; Szabadics et al., 2006; Khirug et al., 2008; Woodruft et al., 2009) azonban
lasd (Glickfeld et al.,, 2009). A disztalis teriiletek szimmetrikus szinapszisokra nézve
magasabb Cl kipumpalod kapacitdsa segitséggel lehet az intracellularis CI homeosztéazis
fenntartasaban és a GABA4 receptor medialt sejtvalasz polaritasanak fenntartdsaban egy
tartos GABAerg hatast kdvetden is, ami eléfordulhat normal agykérgi funkciok esetén, de
patologias korilmények kozott is, mint a trauma, ischémia, oxidativ stressz, epilepszia,
amikrdl tudjuk, hogy a KCC2 expresszidjat leszabalyozzak (Nabekura et al., 2002; Payne
et al., 2003; Pond et al., 2006; Wake et al., 2007; Papp et al., 2008)

2. KCC2 és glutamaterg bemenetek — serkenté és gatlé neurotranszmisszo

Kisérleti eredmények alapjan a KCC2 jelenléte, transzporter aktivitasa nélkil is,
fontos szerepet jatszik a dendrittiiskék normalis kialakuldsa soran (Li et al., 2007; Fiumelli
et al., 2012). Serkentd szinapszisok korny€kén valo felhalmozdodasat megfigyelték mar a
hippokampuszban ¢€s a thalamikus relé magvakban is (Gulyas et al., 2001; Bartho et al.,
2004). A mi eredményeink alatdmasztjak a KCC2 jelenlétét a serkentd bemenetekkel
ellatott dendrittiiskéken, noha annak stirisége a CAl piramissejtek esetében majd a felét
teszi ki a nekik megfeleld dendrittdrzs felszinén mért KCC2 slirliségének, ami a
hippokampusz teriiletén — 4altalinosan — nem rendelkezik serkentd bemenettel. A
korabbiakban és a most alkalmazott modszerek eltéré felbontasa mellett a kiilonbséget a
piramissejtekre ¢érkezd kiilonbdzé beidegzési mintdzat valamint a piramissejtek ¢€s
interneuronok valtozatos molekularis strukturaja is eredményezheti. A dendrittiiskéken
kapott majd fele akkora KCC2 siiriséget kompenzéalhatja a dendrittiiskék joval nagyobb
felszin — térfogat ardnya, igy a kevesebb KCC2 molekula képes lehet fenntartani a
dendrittorzsh6z hasonld intracellularis CI koncentraciét. Azokon a dendrittiiskéken,

amelyekre GABAerg bemenet is érkezett, nem fedeztiink fel kiilonbséget a KCC2
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mennyiségében, valamint a dendrittdrzset ellatd szimmetrikus szinapszisok kornyékén sem
¢észleltiink specifikus felhalmozddast.

A dendrittiiskék hatasosan vesznek részt a kiilonbozo fesziiltség- és ligandfiiggd
ioncsatorndk, receptorok aktivitasfiiggd kompartmentalizaciojdban (Bloodgood és Sabatini,
2007), azonban a szinaptikus kapcsolatokban betoltott elektromos funkcidojuk még
pontosan ismeretlen. Makara Judit és munkatarsainak adatai szerint (2012) a
dendrittiiskéken a kialakult fesziiltségvalasz 2-45-sz0rds csillapitason esik 4t, ami a
dendritag kabel tulajdonsagaira vezethetd vissza és nem a membrankonduktanciakra:
kisebb atmérdji disztalis dendritagon kisebb csillapitds észlelhetd. Eredményeik arra
utalnak, hogy a dendrittiiskéknek szerepe van a lokdlis szinaptikus depolarizaciok
felerdsitésében, ezaltal eldsegitik a fesziltségfliggd konduktancidk aktivacidjat, a
bemenetek kozotti elektromos kolcsonhatdsok 1étrejottét, €s ennek kovetkeztében a
nemlinearis informaciofeldolgozast, amit a disztalis dendritszakaszokra érkezo
bemenetekrdl mar leirtak (Antic et al., 2010).

A normalis dendrittiiskék kialakuldsahoz sziikséges KCC2 jelenléte 6sszekotd
funkciot sejtet a gatlo és serkentd jelatvitel kozott. A hippokampusz teriiletén szdmoltak be
hasonl6 jelenségrél a Zn®" nagymértékii eléfordulasaval kapcsolatban (Cohen-Kfir et al.,
2005; Frederickson et al., 2005). A glutamaterg terminalisokbol Ca*'- és impulzusfiigg8en
felszabaduld Zn*" egyiitt jar a GABAerg gatlas megnovekedésével (Assaf és Chung, 1984;
Howell et al., 1984; Beaulieu et al., 1992). Az extracellularis Zn’" koncentracio 10 nM-rél
300 uM-ra valé megemelkedése (Assaf és Chung, 1984; Howell et al., 1984) hatasosan
gatolja a GABA transzporter 4-et (GAT4) (Cohen-Kfir et al., 2005), ezaltal megnovekedik
mind a szinaptikus mind az extraszinaptikus GABA koncentracid, ami a gatlo
neurotranszmisszid erdsddéséhez vezet. A megemelkedett glutamaterg aktivitas soran
felszabadulé Zn®" tehat a GABAerg transzmisszio elSsegitésével és a posztszinaptikus
NMDA receptorok gatlasan keresztiil (Frederickson és Moncrieff, 1994) csokkenti a

posztszinaptikus sejt tulzott mértékli aktivitasat, azaz neuroprotektiv hatassal bir (5. abra).
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Alapaktivitas Hiperaktiv glutamaterg serkentés

Glutamaterg O\ .-
Neuron

Glutamaterg :
Neuron

2r 12 AMPAR 2 sumne 12

EAAT
Posztszinaptikus Neuron bemenetei : Posztszinaptikus Neuron bemenetei

alapaktivitasa
bemenetek

Serkentd bemenetek
alapaktivitasa

1
Zn-medialt gatlé
bemenet névekedés

1
Gatlé bemenetek
Hiperaktiv serkento

o

ol ‘ 0 0
Serkento  Gatlo Serkento Gatlé

5. abra: Modell a cink fiziologiai szerepérol. (Fentebb) Az abra a mohaterminalis — CA3
piramissejt szinapszisdt abrazolja normal (Balra) ¢és hiperaktiv (Jobbra) allapotban. A
posztszinaptikus sejt egy CA3 hippokampalis idegsejt. A glutamaterg terminalis a gyrus dentatus
szemcsesejtek moharostjaihoz tartozik, a GABAerg termindlis lehet mind a GABAerg
moharostoké, mind GABAerg interneuronoké. A Zn®* preszinaptikus vezikulakba keriilése egy
ismeretlen Zn®* transzporterrel valosul meg. A hiperaktiv glutamaterg utvonal a glutamaterg
neuronok intenziv serkentésével jon létre. (Lentebb) A serkentd és gatlo bemenetek megbecsiilt
relativ mennyisége normal (Balra) és hiperaktiv (Jobbra) allapotokban. ZT, Zn*" transzporter;
EAAT, serkenté aminosav (glutamat) transzporter, AMPAR, AMPA receptor; NMDAR, NMDA
receptor; GABAAR, GABA, receptor. Az abra Cohen-Kfir (2005) cikkének abraja alapjan késziilt.

3. Tonusos gatlas és a o alegységgel rendelkez6 GABA , receptor

A GABA-medialt tonusos gatlas csokkenti az idegsejtek ingerelhetdségét a
konduktancidjuk tartds megemelése altal, igy hatassal van a sejtek tiizelési
kiiszobpotencidljara és mintazatara is. A kozponti idegrendszerben szamos alegységgel
(al, o4, a5, a6, y2, o, €) rendelkez6 GABA, receptorrol leirtdk, hogy részt vesznek a
tonusos dramok szabdlyozasdban (Lindquist és Birnir, 2006; Farrant és Kaila, 2007;
Glykys ¢s Mody, 2007a; Belelli et al., 2009; Martin et al., 2009), amik tovabbi endogén
anyagok kontrollja alatt allnak. A GABAaaS receptorok tonusus aramai, melyek a

hippokampalis piramissejtekre jellemzdek (Caraiscos et al., 2004; Scimemi et al., 2005),
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inzulin jelenlétében aktivalodnak (Jin et al, 2011), és jelentds hatast gyakorolnak a
kognitiv funkcidkra (Crestani et al., 2002; Caraiscos et al., 2004; Pavlov et al., 2009;
Martin et al., 2010; Prut et al., 2010). A GABA\0 receptor medidlt tonikus dramok pedig
kiilonb6zd neuro- ¢és kortikoszteroidokra mutatnak érzékenységet (Belelli és Lambert,
2005). Noha a tonusos aramokat vizsgaltdk mar kortikalis €s hippokampalis principélis
sejteken (Brickley et al, 2001; Nusser ¢és Mody, 2002; Drasbek és Jensen, 2006),
viszonylag kevés az ismeretiink az interneuronok tonusos gatlasarol. Elso rétegi agykérgi
(Keros és Hablitz, 2005) ¢és hippokampalis interneuronok ténusos &ramai mellett
(Semyanov et al.,, 2003; Glykys ¢és Mody, 2007a) leirtak olyan 2-3. rétegi kérgi
szomatosztatin tartalmu interneuronokat, melyeken nem tudtak ezeket detektalni, valamint
a piramissejtekhez viszonyitott fazisos gatldsuk is meglehetésen kicsinek bizonyult
(Dumitriu et al., 2007; Vardya et al., 2008). Ezek alapjan egy olyan GABAerg haldzatot
feltételeznek, ami viszonylag ritka gatlo bemenet mellett megbizhatdan, tonusos gatlas
okozta csendesités nélkiil, képes az agykérgi piramissejtek visszacsatold gatlasara (Kapfer
et al., 2007; Vardya et al., 2008). (Hippokampalis szomatosztatin tartalmt interneuronokon
is leirtak a szinaptikus GABAerg gatlas kismértékli hatdsdt az oriens-lacunosum
moleculare sejtek esetében (Maccaferri et al., 2000), mig a kétrétegli sejteknél a fazikus
valasz kifejezett (Cobb et al., 1997)). Az altalunk végzett GABAAS receptor immunfestés
ramutatott annak szomatodendritikus kifejezddésére, ami az interneuronok kozott nagy
szelektivitast mutatott a neurogliaform sejtekre nézve. A neurogliaform sejtek a GABAA €s
GABAg receptorokon kivaltott posztszinaptikus gatlasukon kiviil (Tamas et al., 2003)
szerepet jatszanak a halozati kommunikacid csokkentésében a preszinaptikus
terminalisokon elhelyezkedd GABA receptorok €s a tonikus gatlasban részt vevd GABA
csatornak nyitasaval (Olah et al, 2009). Nagymértékii GABAO receptor tartalmuk
alkalmassa teszi Oket a neuroszteroidok altali szabalyozasra, amikor elcsendesitésiik
megvaltoztatja a haldzati gatlas eloszlasat, lehetdséget teremtve nagyobb lokélis
aktivitasra, az idegsejtek kozotti ¢élénkebb kommunikaciora.

Tovabba, az agykérgi felsobb rétegek intenziv neuropil jelolése, ami jobbara a
piramissejtek dendritjeinek kdszonhetd (Vardya et al., 2008), és a hippokampusz
immunfluoreszcens mintdzata O6sszhangban all a korabbi elektrofiziologiai adatokkal,
melyek a gyrus dentatus szemcsesejtjein és a molekularis réteg interneuronjain relative
nagy tonusos gatlast mutatnak, a hippokampalis piramissejtek kisebb aramaival szemben

(Glykys és Mody, 2007a).
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6. OSSZEFOGLALO

Az idegrendszert felépité neuronok precizen szabdlyozott ionhaztartdsa az alapja
elektromos tulajdonsagaiknak, és ezaltal a kozottik fellépd kapcesolatok mindségének. A
kozponti idegrendszer legfobb gatldo neurotranszmittere, a y-aminovajsav (GABA) az altala
aktivalt ligandfiiggd Cl ioncsatornahoz (GABA, receptor) kotddve az egyedfejlodés
kezdeti szakaszan a posztszinaptikus sejt serkentését (depolarizaciojat) valtja ki, mig ez a
valasz két hét elteltével mar gatlova (hiperpolarizaléva) valik (Ben-Ari et al., 1989; Plotkin
et al., 1997; Clayton et al., 1998; Rivera et al., 1999; Wang et al., 2002; Dzhala et al.,
2005). Ezt nagyrészben a K'-CI” kotranszporter KCC2 mennyiségi valtozasa hozza létre,
mely mitkddésével eldsegiti az alacsony intracellularis C1 ion koncentracio kialakitasat
(Payne et al.,, 2003). A szinaptikus GABAa receptorok aktivalodasa vezet gyors
posztszinaptikus valaszhoz, mig az extraszinaptikus receptorokon keresztiil jonnek 1étre az
idoében tartdsabb, ténusos dramok, melyek meghatarozéak a halozati aktivitas
szabalyozasaban (Semyanov et al., 2003), és az informacidfeldolgozasban (Mitchell és
Silver, 2003; Chadderton et al., 2004). A GABAA\d receptort szamos tulajdonsaga teszi
hatékonnya a tonusos gatlashoz valé kozremiikodésében.

A KCC2 mennyiségi eloszlasanak a posztszinaptikus GABAerg valaszra gyakorolt
hatasat kutatocsoportunk mar kordbbiakban az agykérgi piramissejtek periszomatikus
régiojan leirta, miszerint az axon inicialis szegmentumon talalhatd elenyész6 mennyiségii
KCC2 tartalom hozzédjarul az axo-axonikus sejt altal kivaltott GABAerg depolarizalo
valaszhoz. A piramissejtek dendritikus régdjaban a potencidlisan kiilonb6z6 KCC2
tartalom magyarazatot adhat a GABAerg valasz vizsgalataval kapott eltérd eredményekre
(Alger és Nicoll, 1979; Andersen et al., 1980; Perkins and Wong, 1997; Gulledge and
Stuart, 2003; Glickfeld et al., 2009), ehhez azonban a KCC2 dendritikus eloszlasa
meghatarozdsdra nagy felbontasi bedgyazas elotti immunolokalizacidos modszert
alkalmaztunk. Agykérgi piramissejtekrdl kapott korabbi eredményeinket aldtamasztotta a
CA1l piramissejtjeinek valamint a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek axon inicialis
szegmentuman mért KCC2 tartalom, ami a megfeleld szomatikus érték 6,4 £ 11,9% ¢€s 6,6
+ 14,1%-at érte el. A bazalis dendritek KCC2 koncentracioja a str. oriensben hasonld a

szomatikus koncentracidhoz (109,2 + 48,8%). A piramissejtek apikalis dendritjének
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mentén a KCC2 komplex eloszlast mutatott. A szomatikus értékekhez viszonyitva (100%)
a kovetkezd eredményeket kaptuk: 124,5 + 15,7% és 79 £+ 12,4% a str. radiatum proximalis
¢és disztalis részén valamint 98,2 + 33,5% a stratum lacunosum moleculareban. A CAl
piramissejtek dendrittiiskéi, amelyekre a serkentd bemenetek érkeznek, 39,9 + 8,5%-ban
tartalmaznak KCC2-t a nekik megteleld régidkban mért dendrittdrzshdz viszonyitva, ahova
a GABAerg bemenetek érkeznek. A gyrus dentatus sejtfelszini KCC2 tartalma nagyobb
értékeket mutatott a dendriteken (148,9 + 54%), mint a szo6man (100%), azonban a
dendritek mentén nem észleltiink koncentracidgradienst a proximalis és disztalis régiok
kozott.  Osszefoglalasképpen tehat megallapithatjuk, hogy a KCC2 siirliség a
hippokampalis principalis sejtek axo-szomato-dendritikus tengelyének mentén ndovekszik,
¢s sejttipus specifikus eloszlast mutat.

A KCC2 siirliségének axo-szomato-denritikus novekedése mindkét principalis sejt
esetében azt sugallja, hogy a disztalis dendritszakaszokon a GABAA receptorokon
keresztiil 1étrejovo sejtvalaszok hiperpolarizaldak (Glickfeld et al.,, 2009), raadasul
valoszinlileg negativabb reverzpotenciallal, mint a proximalis szomatodendritikus
szinapszisok esetében. A KCC2 koncentracidjanak ndvekedése és/vagy a KCC2 GABAerg
szinapszisokkal szembeni nagyobb aranya kozremiikodhet a reverzpotencial
kiilonbségekhez, amiket a szomatikus €s dendritikus valaszok esetében mértek (Gulledge
and Stuart, 2003; Szabadics et al., 2006; Khirug et al., 2008; Woodruff et al., 2009)
azonban lasd (Glickfeld et al., 2009). A disztalis teriiletek szimmetrikus szinapszisokra
nézve magasabb Cl kipumpald kapacitdsa hozzajarulhat az intracellularis Cl ion
homeosztazis és a GABA4 receptor medialt sejtvalasz polaritasanak fenntartdsaban egy
tartos GABAerg neurotranszmissziot kovetden is, ami el6fordulhat normal agykérgi
tevékenységek, de patologias koriilmények kozott is, mint a trauma, ischémia, oxidativ
stressz, vagy az epilepszia, amikrdl tudjuk, hogy a KCC2 expresszidjat leszabalyozzak
(Nabekura et al., 2002; Payne et al., 2003; Pond et al., 2006; Wake et al., 2007; Papp et al.,
2008).

A GABAerg gatlas neurogliaform sejtek altal kivaltott extraszinaptikus hatasat
vizsgalva szemiigyre vettiik az ott jelenlévd, tonusos gatlasban résztvevod, delta alegységet
tartalmaz6 GABA, receptorok elhelyezkedését. Feltérképezésére immunfluoreszcens
technikat valasztottunk. A szupragranularis rétegek intenziv neuropil festodése mellett,
amely nagyrészt a piramissejtek dendritjeinek koszonhetd (Vardya et al, 2008), az

interneuronok egy része igen erds jelolodést mutatott, ami a GABAaS -/- allatok esetében
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hianyzott. A GABAA0 immunopozitiv interneuronok azonositasara tobbjeloléses
immunreakciokat végeztiink A GABA\O receptort tartalmazéd sejtek 65 + 12%-a adott a-
actinin2-vel kolokalizdciot (n = 3 patkany), ami az elektrofiziolégidsan azonositott
neurogliaform sejtekben megtalalhatd. Tovabbi interneuron markerekkel, mint a
parvalbumin, szomatosztatin, calbindin, calretinin és vazoaktiv intesztinalis peptid, nem
talaltunk atfedést. A hippokampusz CAIl-3 teriiletén, a stratum radiatum / lacunosum
moleculare hatardn és a stratum pyramidalehez kozel elhelyezkedd interneuronokon
¢szleltiink intenziv festddést a GABAA receptor delta alegységével szemben. Ezek az
interneuronok feltehetéen megfelelnek a hippokampdalis neurogliaform valamint Ivy
sejteknek. A hippokampusz immunfluoreszcens mintdzata aldtdmasztja a korabbi
elektrofiziologiai adatokat, miszerint a gyrus dentatus szemcsesejtjein és a molekularis
réteg interneuronjain, ellentétben a hippokampalis piramissejtek kisebb aramaival, relative
nagy tonusos gatlas érvényesiil.

Az altalunk végzett GABAad receptor immunfestés rdmutatott annak
szomatodendritikus kifejezddésére, ami az interneuronok kozott nagy szelektivitast
mutatott a neurogliaform sejtekre nézve. A neurogliaform sejtek a GABA, és GABAg
receptorokon kivaltott posztszinaptikus gatlasukon kiviil (Tamas et al., 2003) szerepet
jatszanak a halozati kommunikacid csokkentésében a preszinaptikus terminalisokon
elhelyezked6 GABA receptorok ¢€s a tonusos gatlasban résztvevd GABA csatornak
nyitasaval (Olah et al., 2009). Nagymeértekit GABAAS receptor tartalmuk alkalmassé teszi
Oket a neuroszteroidok altali szabéalyozasra, amikor elcsendesitésiik megvaltoztatja a
halézati gatlas eloszlasat, lehetdséget teremtve nagyobb lokalis aktivitdsra, az idegsejtek
kozotti €lénkebb kommunikéciora.

A ténusosan és fazikusan aktiv receptorokon atfolyd aramok ardnya mintegy 3-5:1
(Mody and Pearce, 2004; Cavelier et al., 2005), ami jelzi, hogy jelentds befolyéassal birnak
a sejt bemeneti-kimeneti kapcsolatara (Mitchell and Silver, 2003; Chadderton et al., 2004;
Semyanov et al, 2004; Cavelier et al, 2005). A tonusos aramokban bekovetkezd
valtozasok funkcionalis kovetkezményeirdl egyre tobb adattal rendelkeziink. Az ovarialis
ciklus soran valtozik a GABAAd receptorok expresszidja (Maguire et al., 2005; Lovick,
2006), részt vesz a stresszvalaszban (Stell et al., 2003), ittas allapotban (Mody et al., 2007),
hatassal van a kognitiv funkciokra (Caraiscos et al, 2004), és egyes epilepszia

modelleknek is szerepldje (Peng et al., 2004; Zhang et al., 2007).
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The precisely regulated ionic homeostasis of the nerve cells is the basis of their electrical
properties, and so, of the quality of their connections. Communication between neurons
come off partially by synapses. The main inhibitory nerutransmitter in nervous system, the
y-aminobutiric acid (GABA) exerts its effect through the ionotropic GABAA receptors
according to the intracellular Cl ion concentration, and through the metabotropic GABAgp
receptors. Kation-chloride cotransporters regulates neuronal Cl concentration and between
them, K'-Cl™ cotransporter KCC2 have been reported to be largely responsible for the
hyperpolarizing GABAergic responses in mature nerve cells (Payne et al., 2003). Synaptic
GABA, receptors mediate fast postsynaptic effect while extrasynaptic receptors act in
tonic inhibition regulating cortical excitability (Semyanov et al., 2003) and information
processing (Mitchell and Silver, 2003; Chadderton et al., 2004). &-subunit containing
GABA, receptors (GABAaJ) has several properties that promotes its effective
participation in tonic inhibition.

Our previous experiments applying high resolution immunolocalization showed the
relative lack of KCC2 in the axon initial segment compared to the soma of neocortical
pyramidal cells (Szabadics et al., 2006). Low KCC2 levels in the plasma membrane of the
axon initial segment of pyramidal cells can contribute to variable reversal potentials for
perisomatic GABA, receptor mediated postsynaptic potentials (Szabadics et al., 2006;
Khirug et al., 2008; Glickfeld et al., 2009; Woodruff et al., 2009). Potentially variable
KCC2 concentrations in the dendritic region of pyramidal cells might explain some of the
diverse results functionally testing the polarity of dendritic GABAergic responses (Alger
and Nicoll, 1979; Andersen et al., 1980; Perkins and Wong, 1997; Gulledge and Stuart,
2003; Glickfeld et al., 2009) but the distribution of KCC2 on dendrites of pyramidal cells
remains to be established. We applied high-resolution pre-embedding immunolocalization
to quantify KCC2 concentrations along dendritic, somatic and axonal regions of rat
hippocampal principal cells. Confirming our results on neocortical pyramidal cells,
membranes of AIS of CA1 pyramidal cells and dentate granule cells contained 6.4 + 11.9%
and 6.6 = 14.1% of somatic KCC2 concentrations, respectively. Concentrations of KCC2
in basal dendritic shafts of stratum (str.) oriens were similar to somatic levels (109.2 +

48.8%). Along apical dendritic shafts of CA1 pyramidal cells, the concentration of KCC2
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showed a complex profile: normalized to somatic levels, the density of KCC2 was 124.5 +
15.7%, 79 £ 12.4% and 98.2 + 33.5% in the proximal and distal part of str. radiatum and in
str. lacunosum moleculare, respectively. Dendritic spines of CAl receiving excitatory
inputs contained 39.9 + 8.5% of KCC2 concentration measured in shafts of the same
dendritic segments targeted by GABAergic inputs. Dendrites of dentate granule cells, the
other glutamatergic cell type in hippocampus, showed higher KCC2 concentration
compared with the soma (148.9 + 54%), but no concentration gradient was detected
between proximal and distal dendrites. In conclusion, the density of KCC2 in hippocampal
principal cells increases along the axo-somato-dendritic axis with cell type-specific
distribution profiles within the dendritic tree.

The axo-somato-dendritic increase in KCC2 density in both principal cell types of
the hippocampus suggest that relatively distal dendritic responses through GABA4
receptors are likely to be hyperpolarizing (Glickfeld et al., 2009), possibly with a more
negative reversal potential than proximal somatodendritic synapses. Indeed, increasing
KCC2 concentrations and/or KCC2 versus GABAergic input ratios in the apical dendrite
described here could contribute to the apparent reversal potential difference measured for
somatic and dendritic GABAergic signals (Gulledge and Stuart, 2003; Szabadics et al.,
2006; Khirug et al., 2008; Woodruff et al., 2009), but see (Glickfeld et al., 2009).
Furthermore, the higher CI” extrusion capacity relative to symmetrical synapses in distal
apical or thin basal dendrites might help in keeping intracellular CI" homeostasis and the
polarity of GABA,A receptor mediated response polarity during sustained GABAergic
bombardment which can be related to normal cortical function or to pathological
conditions such as trauma, epilepsy, oxidative stress, or ischemia known to downregulate
the expression of KCC2 (Nabekura et al., 2002; Payne et al., 2003; Pond et al., 2006; Wake
et al., 2007; Papp et al., 2008).

Examining the extrasynaptic effects of neurogliaform cells we focused on delta
subunit containing GABA, receptors that act through tonic inhibition. For the localization
we used immunofluorescent method on the neocortex. In addition to a robust neuropil
labeling in supragranular layers presumably due to dendrites of pyramidal cells, a subset of
interneurons was strongly positive for the GABAAS. The identity of strongly GABAO
immunopositive interneurons was initially tested by multiple immunoreactions showing
that a-actinin2, known to be expressed by electrophysiologically identified neocortical

neurogliaform cells, were present in 65 £ 12% of GABAaJ receptor containing cells.
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However, no overlap was found with interneuron markers such as parvalbumin,
somatostatin, calbindin, calretinin and vasoactive intestinal polypeptide. In addition,
immunocytochemical labeling patterns in the hippocampus were in line with earlier
electrophysiological data showing relatively large tonic inhibition in hippocampal granule
cells and molecular layer interneurons in the dentate gyrus and weaker currents in
pyramidal cells of the hippocampus. In the CA1 and CA3 regions, a subset of interneurons
at the border of stratum radiatum and lacunosum moleculare and another population of
interneurons close to stratum pyramidale show strong immunolabeling for GABAS
receptors. These interneurons presumably correspond to hippocampal neurogliafrom cells
and Ivy cells, respectively. Neurosteroids might shift the balance among the sources of
ambient GABA by lowering the contribution of neurogliaform cells with a selective
increase in tonic inhibition through GABAAS receptors. Varying neurosteroid
concentrations during the ovarian cycle and pregnancy and as a result of stress (Stell et al.,
2003; Glykys and Mody, 2007a) are expected to modulate the action of neurogliaform cells
on network hyperpolarization and in suppressing communication in the local circuit acting
on axons of resident neurons or terminals of long-range projections at their arrival (Olah et

al., 2009).
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