Két molekula sejtszinti kifejezodése patkany agyszovetben:
a KCC2, mely kozvetett modon, a posztszinaptikus GABA , receptor
medialt sejtvalaszban jatszik szerepet,
valamint a o alegységgel rendelkez6 GABA, receptor, mely a

tonusos aramok kialakitasaban vesz részt.
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BEVEZETES

Az idegrendszert felépité neuronok precizen szabalyozott ionhédztartasa az
alapja elektromos tulajdonsdgaiknak, és ezaltal a kozottik fellépd kapcsolatok
mindségének. A kozponti idegrendszer legfébb gatld neurotranszmittere, a vy-
aminovajsav (GABA) az 4ltala aktivalt ligandfiiggd Cl ioncsatorndhoz (GABAA
receptor) kotédve az egyedfejlodés kezdeti szakaszan a posztszinaptikus sejt
serkentését (depolarizaciojat) valtja ki, mig ez a valasz két hét elteltével mar
gatlova (hiperpolarizalova) alakul. Ezt nagyrészben a K'-C1™ kotranszporter KCC2
mennyiségi valtozdsa hozza Iétre, mely mikodésével eldsegiti az alacsony
intracellularis Cl ion koncentracid kialakitdsat. A KCC2 mennyiségi eloszlasanak
a posztszinaptikus GABAerg valaszra gyakorolt hatasat kutatdcsoportunk mar
axon inicidlis szegmentumon talalhaté eleny€szé mennyiségi KCC2 tartalom
hozzéjarul az axo-axonikus sejt altal kivaltott GABAerg depolarizal6 valaszhoz. A
piramissejtek dendritikus régojaban a potencidlisan kiilonbozé KCC2 tartalom
magyardzatot adhat a GABAerg valasz vizsgalataval kapott eltéré eredményekre,
ehhez azonban a KCC2 dendritikus eloszldsa meghatarozdsra var. Ennek
elvégzéséhez nagy felbontast elektronmikroszkopids modszert alkalmaztunk.

A szinaptikus GABA, receptorok aktivalédasa gyors  (fazikus)
posztszinaptikus valaszt eredményez, azonban az extraszinaptikus receptorokon
keresztiil 1étrejovd, idében tartésabb, tonusos aramok nagysdga mintegy 3-5-
szOrose a fazikus dramoknak, ebbdl kifolydlag meghatdrozoak a halozati aktivitds
szabalyozéasaban, ¢€s az informdciofeldolgozasban. A specifikusan extraszinaptikus
elhelyezkedésii 6 alegységet tartalmazé GABA, receptort szamos tulajdonsaga
teszi hatékonnya a tonusos gatlashoz vald kozremiikodésében A neurogliaform

sejtek extraszinaptikus GABAerg hatdsat vizsgalva, mindezek ismeretében,



szemiigyre vettiik az ott jelenlévd & alegységgel rendelkezd GABA,4 receptorok
kortikalis elhelyezkedését.

CELKITUZESEK

I. A sejtszinti KCC2 tartalom meghatdrozasa soran a kovetkezd kérdésekre
kerestiilk a valaszokat (a hippokampalis régidét valasztva objektumul, ahol a
principalis sejtek azonos strukturdi jol elkiilonithetd rétegekbe szervezddnek, I.

Cikk Baldi et al., 2010):

1. a CAl piramissejtek mentén hogyan alakul a KCC2 elhelyezkedése

1.1. citoplazmatikusan valamint

1.2. aplazmamembréanhoz kotve?

1.3.  Milyen kiilonbségek figyelhetéek meg a GABAerg bemenetekkel
rendelkezd dendritikus plazmamembran és a glutamaterg beidegzési

dendrittiiskék membranja kdzott?

2. A hippokampusz masik principalis sejttipusan, a GD szemcsesejtjeinek

mentén hogyan alakul a KCC2 elhelyezkedése?

II. A neurogliaform sejtek nagy mértékii GABA felszabaditasuk révén hatasukat
az extraszinaptikus GABA, receptorokon keresztiil is kifejthetik. Ezaltal meg
kivantuk vizsgdlni a specifikusan extraszinaptikusan eléforduld o alegységet
tartalmaz6 GABA, receptorok elhelyezkedését, melyek potencidlis célpontjai
lehetnek a neurogliaform sejt aktivitasa soran felszabadulo GABA-nak (II. Cikk
Olah et al., 2009).



MODSZEREK

Szovetpreparatum készitése immunhisztokemiahoz.

Minden eljards a Szegedi Tudomanyegyetem jovahagyasdval és a Helsinki
Nyilatkozat értelmében tortént. A felndtt Wistar patkdnyokat (n = 12)
tribromoethanol (10 ml/kg) hasiiregbe adott injekcidjaval mélyen elaltattuk, majd a
sziven 4t az ¢érrendszer fizioldgids sédoldattal tortént atmosasa utdn 4%
paraformaldehid, 0,2% pikrinsav, és 0,05% glutaraldehid oldataval végeztiik a
perfzidt a kalium-klorid-kotranszporter KCC2 fluoreszcens jeldléséhez (n = 3). A
GABA\ receptor 0 alegységének festésekor a glutaraldehidet elhagytuk az oldatbol
(n=5).

A KCC2 clektronmikroszkopias feltardsa esetében a perfuzido soran 4%
paraformaldehid és 4% akrolein 0,1 M-os foszfat pufferes oldatat (n=3) valamint
egy pH-eltolason alapuld, Sloviter (1991) féle fixalast alkalmaztunk (n=1).

Az allatok agyéanak eltdvolitdsa utdn horizontdlis és korondlis metszeteket (60
um) készitettiink vibrotom (Leica VT 1000S) segitségével, amelyeket 0,1 M-os
fosztat pufferbe gyljtottink. Az immunhisztokémiai eljdrdsok soran a

hippokampusz dorzalis részét valamint a szomatoszenzoros kérget vizsgaltuk.

Immunfluoreszcens jeloles

A GABA, receptor o alegységével szembeni elsddleges antitestet W.
Siegharttol (Center for Brain Research, Bécs, Ausztria) kaptuk. Az elsddleges
antitesttel tortént 3 éjszakds 4 °C-os inkubacidt kovetden biotiniladlt méasodlagos
antitesttel inkubaltuk a metszeteket, majd ABC komplex (Vector Laboratories) és

tyramid jelamplifikacios kit (Molecular Probes) segitségével hivtuk eld a reakciot.



A 0 jelolést kdvetden kettds valamint harmas kolokalizaciokat végeztiink a
metszeteken a kovetkezd fehérjék ellen termeltetett antitesteket hasznalva: o-
actinin, parvalbumin, calbindin, vazoaktiv intesztinalis peptid, calretinin,
szomatosztatin ¢és reelin. Az elsddleges antitesteket fluoreszcensen jelolt
masodlagos antitestekkel jelenitettiik meg.

A KCC2-t jelold elsddeleg antitest el6hivasara szintén fluoreszcensen jeldlt
masodlagos antitestet alkalmaztunk.

Fotok készitésénél fénymikroszkopot (Olympus BX60) valamint konfokalis
1ézer pasztdzod mikroszkdpot (IX81, Olympus) hasznaltunk.

Beagyazas elottit elektronmikroszkopias immunhisztokémia.

A KCC2 molekula -elektronmikroszkopids megjelenitéséhez koronalis
metszeteket hasznaltunk a dorzalis hippokampusz teriiletérél. A primer antitestet
0,8 nm arany kotott masodlagos antitesttel jeloltiikk, majd eziist kittel (Aurion)
tettiik lathatova a tovabbi vizsgalatok szdmara. A metszeteket novekvd
alkoholsorban dehidratéaltuk, gyantaba agyaztuk, majd a kivant teriiletekrdl (CA1 és
gyrus dentatus régid) tovabbi atdgyazast kovetden 80nm-es metszetsorokat
készitettlink ultramikrotom segitségével, amiket gridekre tortént felvétel utan
elektronmikroszkopban vizsgaltunk (Tecnai-12, FEI), és CCD kameraval fotoztunk
(MegaView III, Soft Imaging System).

Az immunarany jeldles kvantitativ analizise.

Az akroleines és szloviteres fixalassal is hasonld eredményt kaptunk, igy az
adatokat egyiitt kezeltik. A KCC2 immunarany a CAl piramissejtek szomdja,
dendrittorzse, dendrittiiskéi €s az axoninicidlis szegmentumok (AIS) mentén, a
kovetkezd régidkban hatdroztuk meg: str. pyramidale (0 pm”), a str. radiatum

proximalis és disztalis része (0-100 um €s 230-300 pm-re a sejttestek rétegétdl) str.



lacunosum moleculare (320-400 um) ¢&s str. oriens (0-70 pum). A GD
szemcsesejtjeinek mentén a szomatikus, dendritikus €és az AIS membrénhoz
kapcsolt KCC2 siirliségértékeket hataroztuk meg a str. granulosum (“O pm”)
valamint a str. moleculare proximalis (0-40 um) és disztalis teriiletén (140-180
um). Az elektronmikroszkopos felvételeket a metszetek fels6 2 pm-érél
készitettiik, ligyelve arra, hogy az immunrészecske-slirtiséget azonos mélységben
vizsgaljuk. Eldszor az aspecifikus jelolés stirliségét hatdroztuk meg a sejtmag
teriiletén (arany/pm®) valamint a sejtmaghartya mentén (arany/um). Megmértiik az
immunarany részecskék plazmamembrantol vald tavolsdgat, ami Gauss eloszlast
mutatott 18,8 nm—es csucsértékkel és 11,1 nm-es szérdssal, igy azokat a
részecskéket tekintettik membrankapcsoltnak, melyek a membrantdél 41 nm—en
beliil helyezkedtek el a sejt belsejében (£2 szoras + csucsérték), ami egy 41 nm-es
effektiv membran szélességet eredményezett. A KCC2 immunarany striiséget
immunrészecske per effektiv membran teriilet valamint immunrészecske per
membranhosszban hatdroztuk meg, ami lehetdvé tette, elsdé esetben, a
membrankapcsolt jelek Osszehasonlitdsat a citoplazmatikus sliriséggel, masodik
esetben, a membrankapcsolt stirliségek egymas kozotti 6sszehasonlitasat. A stiriiség

meghatarozasahoz Reconstruct szoftvert hasznaltunk (Synapse Web, Kristen M.

Harris, PI, http://synapses.clm.utexas.edu/). Az értékek ‘atlag + szoras’-ként
vannak feltiintetve. Minden siirliségértéket paros #-probaval vetettiink Ossze az
aspecifikus  hattérjellel (membran kapcsoltat a membran kapcsolttal,
citoplazmatikusat a citoplazmatikussal) majd a szignifikans értékeket a hattérjellel
valé korrigdlas utdn tovabb analizaltuk. (A hattérértékeket minden allatban
meghataroztuk, ¢és allatonként kiilon kezeltiik Oket.) Paros Osszehasonlitasokat
végeztink ANOVA analizissel. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a variancia
homogenitasanak hidnyabol szarmaz6 statisztikai problémakat, Brown-Forsythe és

Welch modszerekkel megvizsgaltuk az F-értékeket, amelyek minden esetben



szignifikans értékeket mutattak (P<0,001), majd adatainkat Games-Howel post hoc

tesztnek vetettiik ala, ami nem alapul az egyenld variancidk feltevésén.

EREDMENYEK ES TARGYALAS

I. A KCC2 elhelyezkedése a hippokampusz két principalis sejttipusan.
meghatarozdsara nagy felbontasi bedgyazas el6tti immunolokalizacids modszert
alkalmaztunk. Agykérgi piramissejtekrél kapott kordbbi eredményeinket
alatdmasztotta a CA1 piramissejtjeinek valamint a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek
axon inicidlis szegmentumdn mért KCC2 tartalom, ami a megfelelé szomatikus
érték 6,4 £ 11,9% ¢és 6,6 £ 14,1%-at érte el. A bazalis dendritek KCC2
koncentracioja a str. oriensben hasonldé a szomatikus koncentracidhoz (109,2 +
48,8%). A piramissejtek apikalis dendritjének 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 CA1l piramissejtek
dendrittiiskéi, amelyekre a serkenté bemenetek érkeznek, 39,9 + 8,5%-ban
tartalmaznak KCC2-t a nekik megfeleld régiokban mért dendrittérzshoz
viszonyitva, ahovd a GABAerg bemenetek érkeznek. A gyrus dentatus sejtfelszini
KCC2 tartalma nagyobb értékeket mutatott a dendriteken (148,9 + 54%), mint a
szoman (100%), azonban a dendritek mentén nem észleltiink koncentracidgradienst
a proximalis és disztalis régiok kozott.

A KCC2 silriiségének axo-szomato-denritikus ndvekedése mindkét
principalis sejt esetében azt sugallja, hogy a disztalis dendritszakaszokon a GABA4

receptorokon keresztiil 1étrejové sejtvalaszok hiperpolarizaloak, feltehetéen



negativabb reverzpotencidllal, mint a proximalis szomatodendritikus szinapszisok
esetében. A KCC2 koncentracidjanak novekedése és/vagy a KCC2 GABAerg
szinapszisokkal szembeni nagyobb aranya kozremiikodhet a reverzpotencidl
kiilonbségekhez, amiket a szomatikus és dendritikus védlaszok esetében mértek. A
disztalis teriiletek szimmetrikus szinapszisokra nézve magasabb ClI kipumpald
kapacitasa hozzdjarulhat az intracellularis CI ion homeosztazis és a GABA4
receptor medialt sejtvalasz polaritdsdnak fenntartisaban 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 expressziojat leszabalyozzak.

II. A GABA, receptor d alegységének kortikalis feltérképezése.

A O alegységgel szembeni immunfluoreszcens jelolés a szupragranularis
rétegek intenziv neuropil festddése mellett, amely nagyrészt a piramissejtek
dendritjeinek kd&szonhetd, az interneuronok egy részének igen erds jelolodését
mutatotta. Ez a GABAAJ -/- allatok esetében hidnyzott. A GABA, receptorok o
alegységére (GABAAJ) immunopozitiv interneuronok azonositdsara tobbjeldléses
immunreakcidkat végeztink A GABAAOJ receptort tartalmazo sejtek 65 + 12%-a
adott a-actinin2-vel kolokalizaciot (n = 3 patkany), ami az elektrofizioldgidsan
azonositott neurogliaform sejtekben megtalalhaté. Tovabbi interneuron
markerekkel, mint a parvalbumin, szomatosztatin, calbindin, calretinin és vazoaktiv
intesztinalis peptid, nem talaltunk atfedést. A hippokampusz CA1-3 teriiletén, a
stratum radiatum / lacunosum moleculare hataran és a stratum pyramidalehez kozel
elhelyezkedd interneuronokon észleltiink intenziv festédést a GABA, receptor
delta alegységével szemben. Ezek az interneuronok feltehetéen megfelelnek a
hippokampalis neurogliaform valamint Ivy sejteknek. A hippokampusz

immunfluoreszcens mintdzata alatdmasztja a korabbi elektrofiziologiai adatokat,



miszerint a gyrus dentatus szemcsesejtjein és a molekularis réteg interneuronjain,
ellentétben a hippokampdlis piramissejtek kisebb dramaival, relative nagy tonusos

gatlas érvényesiil.

OSSZEFOGLALAS

A KCC2 strtiségének  elektronmikroszkopos  feltérképezésével
megallapitottuk, hogy elhelyezkedése a hippokampalis principalis sejtek axo-
szomato-dendritikus tengelyének mentén ndvekszik, ¢€s sejttipus specifikus
eloszlast mutat. Mindez hatassal lehet a posztszinaptikus sejten kivaltott GABAerg
sejtvalaszra, ezéltal az idegsejtre érkezd jelek integralodéasara.

A specifikusan extraszinaptikus elhelyezkedésli o alegységgel rendelkezd
GABA, receptor immunfestése ramutatott annak szomatodendritikus
kifejezddésére, ami az interneuronok kozott nagy szelektivitdst mutatott a
neurogliaform sejtekre nézve. A neurogliaform sejtek a GABAA ¢és GABAg
receptorokon kivaltott posztszinaptikus gatlasukon kiviil szerepet jatszanak a
halézati kommunikici6 csokkentésében a preszinaptikus terminalisokon
elhelyezkedd0 GABA receptorok ¢és a tonusos gatldsban résztvevd GABAj
csatorndk nyitdsaval. Nagymértékli o alegységet tartalmazo GABA, receptor
tartalmuk alkalmassa teszi ket a neuroszteroidok altali szabdlyozéisra, amikor
elcsendesitésiik megvaltoztatja a haldzati gatlds eloszlasat, lehetdséget teremtve

nagyobb lokalis aktivitdsra, az idegsejtek kozotti élénkebb kommunikéciora.
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