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1. Bevezetés

Agyunk azon képessége, hogy a folytonosan valtozo
kiils6 és belsd kornyezetbdl érkezé informaciokat feldolgozza,
tarolja és felidézze, illetve hogy hatékonyan végezzen el
nagyban kiillonb6z6é funkcidkat, az azt felépitd elemek
figyelemre méltd sokfélesége (idegsejtek) ¢és az azokat
Osszekoté  meglepden  komplex, dinamikus kapcsolatok
(szinapszisok) eredménye. Az egyes idegsejtek aktivitdsat mas
idegsejtektol érkezd serkentd és gatlo bemenetek formaljak. Az
egyes bementek hatdsat, a bejovo informaciok integralasat és
azok kimeneti jelekké vald alakitasat pedig szamos, a sejtek
plazmamembranjaban  kiilonb6z6 mintazatokban kifejezett
ligand- és fesziiltségfiiggd ioncsatornak Osszehangolt aktivitasa
iranyitja.

Az utobbi id6ében ezen ioncsatorndk kozil, a
fesziiltségfiiggd K* csatornak (Kv) kitiintetett figyelmet kaptak
molekularis és  funkcionalis  sokszinliségilk miatt. A
hippokampadlis piramissejtek sokféle Ky csatorna alegységet
fejeznek ki plazmamembranjukban, amelyek kiilonb6z6
szubcellularis ~ kompartmentekben  foglalhatnak  helyet.
Elektorfiziologiai kisérletek azonositottdk az Ik é&ramot
piramissejtek szomato-dendritikus kompartmentjeiben, amelyért
nagyrészt a Ky2.1 alegység a felelés. Ezek a csatorndk
szabalyozzdk a sejtek serkenthetdségét, és leginkabb repetitiv,
magas frekvenciaju tlizelés alatt felelések a  sejtek
repolarizaciojaért.  Tovabba  szerepiik lehet a  koros
hiperexcitabilitas csokkentésében. Ky csatornakat szintén leirtak
piramissejtek axonjaiban, ahol az akcios potencial kiiszobének a
beallitasaért feleldsek és befolyasoljak annak az alakjat, igy
szabdlyozva a neurotranszmitter felszabadulasat. Kiilondsen
fontosak a Ky1.1 alegységii csatornak, mivel ezek diszfunkcidja
vagy hidnya szdmos neuroldgiai betegséggel asszocialt
(epilepszia, epizodikus ataxia). Azonban, kiemelt fontossaguk és
kiterjedt elektrofiziologiai €s anatomiai vizsgalatok ellenére



ezeknek az ioncsatornaknak a pontos sejtfelszini elhelyezkedése
¢s stirlisége még ismeretlen.

Egy masik érdekes megfigyelés, hogy egy adott idegse;jt
ugyanazon szubcellularis kompartmentumaban elhelyezked6
serkentd, illetve gatld szinapszisainak az ioncsatorna dsszetétele,
szama, slriisége vagy azok térbeli elrendezddése kiilonbozhet.
Jelenleg  sok  kutatds  foglalkozik a  preszinaptikus
(axonvégzddésekben elhelyezkedd) fesziiltségfiiggd Ca®*
csatornakkal (Cav), mivel feltételezik, hogy ezeknek a
csatornaknak az eloszlasadban fellelhetd kiilonbségek lehetnek a
feleldsek a szinaptikus transzmisszid hatékonysagaban, idébeli
precizitasaban és szinaptikus plaszticitasaban  fellelhetd
soksziniiségért. Ezen csatornak nyitasa utdn a bearamlo Ca?*
eldiffundal a forrdstdl (ioncsatorna) a vezikuldris szenzorig
(synaptotagmin), majd azt aktivalva kivaltja a neurotranszmitter
felszabadulasat. Mivel egyetlen csatorna altal létrehozott Ca?*
jel meredeken csokken a tavolsag fliiggvényében, a Cay
csatornak ¢és a dokkolt vezikulak térbeli elrendez6dése fontos
meghataroz6 tényezdje a neurotranszmitter felszabadulési
valosziniiségnek.

Ezek alapjan eltéré Cay csatorna eloszlast feltételeznek a
neurotranszmitter felszabadulasi valdsziniségében fellelhetd
célsejtfiiggd kiillonbségek hatterében. Ismeretes, hogy egyetlen
piramissejt kiilonb6zo gatld idegsejtekre adott bemenetei kozott
alapvetd kiilonbségek vannak: a szomatosztatint és mGluza-t
kifejez6 hippokampalis O-LM ¢és O-Bi sejtekben, illetve az
agykéreg “bitufted” sejtjeiben a kivaltott posztszinaptikus
potencialok (EPSP-K) plaszticitasa facilitaciét mutat, alacsony
kezdeti neurotranszmitter felszabadulasi valosziniiséggel. Ezzel
szemben, markans depresszié és magas kezdeti felszabadulasi
valosziniiség figyelhetd meg a piramissejtek parvalbumin (PV)
tartalmtl gyorstiizeld gatlosejtekre adott axonvégzddéseiben.
Annak ellenére, hogy napjainkig nem ismert ezekben a facilitalo
szinapszisokban a kezdeti alacsony felszabadulasi valosziniiség
hatterében allo mechanizmus, Rozov et al. (2001) egy elegans



kisérletsorozat alapjan el6terjesztett egy hipotézist, miszerint a
két szinapszisban megfigyelhetd eltéré glutamat felszabadulasi
valosziniiségért feltchetdleg a Cay csatorndknak a Ca?
szenzortol valo eltéré tavolsaga felelés. Hasonld Ca?* szenzorok
¢és dokkolt vezikula stiriiség esetén, ez azt jelentené, hogy az
alacsony felszabadulasi valoszinliséggel rendelkezd
axonvégzddésekben kisebb a Cay csatorndk stirlisége, mint a
magas felszabadulasi valdsziniiségli végzodésekben. A jovoben
ennek a feltételezésnek az igazoldsahoz, magas felbontdsu
immunolokalizacios kisérletekre lesz sziikség.

A szinaptikus  transzmisszioban ~ bemenetfiiggd
kiilonbségek is ismeretesek, és hasonld6 moédon a Cay csatornak
eloszlasdban levo kiilonbségeket feltételeznek a hattérben.
Példaul a kolecisztokinin (CCK), illetve a PV tartalmu
kosarsejtek hippokampalis piramissejtekre mend
axonvégzOdései kozott Iényeges funkcionalis kiilonbségek
vannak. Mig a PV" bemenetekbdl az akcios potencial hatdsara
gyorsan és mindig ugyanakkor, addig a CCK" terminalisokbodl
lassan, az akciés potencial érkezése utdn  valtozo
id6intervallummal szabadul fel a GABA. Hefft és Jonas (2005)
kisérletei arra utalnak, hogy ezen kiilonbségek alapja az lehet,
hogy mig PV* gatlosejtekben a  neurotranszmitter
felszabadulasaért az aktiv zonaban, szinaptikusan elhelyezkedd
Cav2.1 (P/Q-tipusu) csatorndk, addig CCK" gatlosejtekben
extraszinaptikusan lokalizalt Cav2.2 (N-tipust) csatornak
lehetnek a feleldsek. A jovében ennek a feltételezésnek az
igazolasahoz kozvetlen anatomiai bizonyitékra lesz sziikség.



2. Célkitizés

Munkam 4ltalanos célja a fesziiltségfiiggd K* és Ca?*
csatornak sejtfelszini eloszlasanak vizsgalata volt, illetve, hogy
az ioncsatorndk eloszlasdban bemenet és célsejtfiiggd
kiilonbségeket tarjak fel, amelyek kiilonb6z6 funkciokért
lehetnek feleldsek.

Kisérleteimmel a nagyfelbontasti natrium dodecil szulfat
(SDS)-maratott fagyasztva-tort replika jelolés (SDS-FRL)
modszerét felhasznalva, a kovetkezd kérdésekre kerestem a
valaszt:

(1)  Milyen szubcellularis eloszlast mutatnak a Kyl.1 és
Kv2.1 alegységek a CAl piramissejtek axo-szomato-dendritikus
kompartmentumaiban?

(2)  Kimutathatok-e célsejtfiiggd kiilonbségek a
fesziiltségfiiggd Ca?* csatornak eloszlasaban és siirliségében a
CA3 piramissejtek axonvégzddései kozott?

(3)  Kimutathatok-e = bemenetfiiggé  kiilonbségek  a
fesziiltségfiiggd ~ Ca®"  csatornak  eloszlasaban ~ CA3
piramissejtekre bemenetet ado kosarsejtek axonvégzddései
kozott?

Hozzajarulas:
Az immunaranyszemcsék eloszlasanak vizsgalatdhoz hasznalt
szoftvert Szoboszlay Miklos készitette.



3. Modszerek

3.1. Szovetek elokészitése

Wistar patkanyokat (n = 11, 30-66 napos felndtt him; n = 8, 15—
17 napos fiatal him), CCK-BAC/DsRedT3 (n = 5, 19-25 napos
him), CB1** (n = 2, 18 és 26 napos ndstény) és CB1™ (n = 2, 18
napos ndstény, Prof. Andreas Zimmer adomanya) egereket
elaltattam, majd aortdn  keresztiil  perfunddltam. A
fénymikroszkopos immunfluoreszcens reakciokhoz az allatokat
0,1 M foszfat pufferben (PB) oldott 4% paraformaldehid (PFA)
¢s 15v/v % pikrinsav (PA) keverékét tartalmazo oldattal vagy
0,1 M natrium acetatban oldott 2% PFA tartalmazé oldattal
perfundaltam 15 percig. Ezt kovetéen 70 pum vastagsagu
koronalis metszeteket készitettem. Egyes metszetek 0,2 mg/ml
pepszint tartalmazé 0,2 M HCl-ban oldatban inkubaltam 37°C-
on 18-20 percig. Az SDS-FRL-hez az allatokat 0,1 M PB-ben
oldott 2% PFA ¢és 15v/iv % PA keverékét tartalmazo oldattal
perfundaltam 15 percig. Ezt kovetéen 80 pm vastagsagu
korondlis vagy horizontalis metszeteket készitettem. A
fagyasztashoz kis szovet darabokat metszettem ki a dorzalis
CALl régiobol, illetve a dorzalis és ventralis CA3 régiobol. A
szovet darabokat krioprotekcid céljabol 30% glicerol oldattal
kezeltem. A Cay2.2** (n =1, 18 napos) és Ca,2.2”" egerekbdl (n
=1, 9 hénapos, Prof. Yasuo Mori adoménya) késziilt replikakat
Prof. Ryuichi Shigemoto adomanyozta.

3.2. Fluoreszcens immunhisztokémia

A szabadon Usz6 metszeteket tObbszor 0,1 m PB-ben, majd Tris-
pufferelt sooldatban (TBS) mostam. Ezt kdvetden a metszeteket
10% normal kecske szérummal (NGS) blokkoltam 1 o6ran at,
majd az elsédleges ellenanyagokat tartalmazo oldatban
inkubaltam egy éjszakéan at. Masnap ujabb mosast kdvetden, a
szeleteket 2 oran at a masodlagos ellenanyagokat tartalmazo
oldatban inkubéltam. A fénymikroszkopos képeket konfokalis
pasztazé lézer mikroszkoppal (FV1000; Olympus) készitettem.



3.3. SDS-FRL

A kis szovet darabokat magas-nyomasu fagyaszto
késziilékkel lefagyasztottam, majd fagyasztva-tord késziilékben
eltortem. Az elhasitott szovet felszint szén (5 nm), platina (2
nm) és szén (20 nm) réteggel gbzoltettem. Az igy nyert replikat
80°C-on 18 orat emésztettem 2,5% SDS és 20% szukrdz
keverékét tartalmazé TBS-ben. Mosast (TBS) kovetéen a
replikdkat 0,1%—5% marha szérum fehérjét (BSA) tartalmazé
TBS oldatban blokkoltam 1 6ran at, majd a blokkol6 oldatban
higitott elsddleges ellenanyagokkal inkubdltam egy vagy négy
¢jszakan at. Mdasnap a replikédkat 2 o6ran at 5, 10 vagy 15 nm
méretli aranyszemcséhez kotott méasodlagos ellenanyagot €s 5%
BSA-t tartalmaz6 TBS oldatban inkubaltam. Az elsédleges
ellenanyagok intracellularis epitopokat ismertek fel, ezért a
specifikus immunarany jelolés a protoplazmatikus felszinen
(PF) wvolt lathato. A nem specifikus hattér jelolést az
extracellularis felszinen (EF) mértem. Végil a replikakat
transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltam (JEM-1011,
JEOL Ltd).

3.4. AK\1.1 és Ki2.1 alegységeket jelélo immunaranyszemcsék
kvantitativ elemzése patkany CAl régioban

A Kyl.1 és Ky2.lalegységet jelold aranyszemcséket a
CALl piramissejtek sejttestén, az axon kezdeti szakaszan, 11
kiilonb6z6 dendritikus kompartmentumban, az axon inicialis
szegmentumban ¢és axonvégzddésekben kvantifikaltam a CAl
hat rétegében (n = 3 patkany alegységenként): stratum oriens
(SO), stratum pyramidale (SP), proximalis (0—120 um), k6zéps6
(120240 um) és disztalis stratum radiatum (240-360 pm),
stratum lacunosum-moleculare (SLM; 360 um felett), amelyeket
a SP-t6l valo tavolsaguk alapjan azonositottam. Ezekben a
rétegekben vizsgédltam az apikélis, jarulékos dendriteket,
tiiskéket és axon végzddéseket. A jarulékos dendriteket Kis
atmérojiik és legalabb egy tliske jelenléte alapjan azonositottam.
Az axonvégzddéseket vagy a SNAP-25 immunarany jeldlés



alapjdn azonositottam vagy az aktiv zona jelenléte alapjan,
amellyel szemben megfigyelheté volt egy posztszinaptikus
denzitas, tiiske vagy dendrit EF-en. Az axon inicialis
szegmentumokat az SP-ban és SO-ben fotéztam. A K,2.1
alegység kvantifikalasdhoz az axon inicialis szegmentumot a
pan-Neurofascin jelolés alapjan azonositottam (n = 3 patkany).

3.5. A Ca2.1 és Ca2.2 alegységeket jelolo aranyszemcsék
kvantitativ elemzése patkany CA3 piramissejtek K,3.1b vagy
mMGlu1a pOzitiv sejtre mend axonvégzodéseiben

A Ca/2.1 és Cay2.2 alegységeket jelold aranyszemcsék
az SO-ben talalhatd Ky3.1b" és mGluis" sejtre mend aktiv
zonakban vald kvantifikalasahoz a ,.tikor replika” modszerét
alkalmaztam. Az egyik replikan a Ky3.1b és az mGluia
jelolésével azonositottam a gatldsejt dendriteket, mig a tiikor
replikan vagy a Cav2.1 vagy pedig a Ca,2.2 alegységet jeldltem.
Az aktiv zonakat a PF-en az intramembran partikulumok (IMP)
klaszterez6dése alapjan azonositottam. Az IMP klasztert nem
tartalmazé axonvégzddéseket kihagytam az analizisbdl, mivel ez
a gatlo terminalisokra jellemz6 tulajdonsag. Ahhoz, hogy
kikiiszoboljem a Cav csatorna jeldlési erdsségben potencidlisan
jelenlevé reakcidk kozotti  variabilitdst, a  szinaptikus,
extraszinaptikus és hattér Cay alegység stirliségeket az mGluia*
sejtre mend aktiv zéndkban mért atlagos Cay alegység stirliségre
normalizaltam.

3.6. A CBy1, Rim1/2, Cav2.1 és Cav2.2 alegységek kvantifikalasa
piramissejtek sejttetstiére mend axonvégzddésekben patkdny és
eger disztalis CA3 régiojaban

A CBi, Rim1/2, Caz2.1 ¢és Ca2.2 alegységek
kvantifikalasat piramissejtek sejttestének EF-éhez tapadt
axonvégzddések membranrészleteinek PF-ein végeztem. Ehhez
elektronmikroszkopos felvételeket készitettem egy patkany és
két egér disztalis CA3 régidjabol. Az analizist olyan ratapadt
membranrészekre korlatoztam, amelyek teriilete > 0,01 és <
0,21 pum? volt, amely értékek megfelelnek a Holderith N. 3D
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elektronmikroszkopos rekonstrukcios kisérleteibdl szarmazo
aktiv zondk méreteinek. Kiszamoltam az aranyszemcsék
stiriségét ezekben a ratapadt membranrészekben, anélkiil, hogy
feltételeztem volna, hogy ezek teljes teriilete az aktiv zonanak
felel meg. Kozvetetten bizonyitottam, hogy a Cay2.1 és Cav2.2
alegységek az aktiv zonakban helyezkednek el. E16szor Rim1/2
jelolés segitségével megmutattam, hogy a sejttestekre ratort
axonvégzddések 31,7%, illetve 23,6%-a tartalmaz aktiv zonat
patkanyban, illetve egérben. Ugyanakkor a Cav2.1 és Cay2.2
alegységek kettds jelolés esetén a jelolést tartalmazo
axonvégzddések aranya igencsak hasonld volt (43% és 19,8%).

3.7. Fehérjéket jelolo aranyszemcsék eloszlasanak vizsgdlata

Ahhoz, hogy megvizsgaljam, hogy az adott fehérjék
eloszlasa véletlenszerli vagy sem az egyes szubcellularis
kompartmentumokban a Szoboszlay M. kollegam altal
létrehozott GoldExt nevli szoftvert hasznaltam. Eldszor
megmértem az 0sszes aranyszemcse legkdzelebbi szomszédjatol
valé 4tlagos tavolsdgat (“nearest neighbor distance”, NND).
Majd ezt az értéket hasonlitottam random kontrolokbdl szdmolt
NND értékhez, amelyeket ugyanarra a teriiletre az aranyak
szamaval megegyez0 szamu pont véletlenszerli elhelyezésével
hoztam Iétre (200 vagy 1000 ismétlés). A masodik mérés esetén
meghatdroztam a 2D autdkorrelacios fliggvényt (2D ACF)
Veatch et al. (2012) alapjan, amely megadja annak a
valdszinliségét, hogy egy adott ponttdl egy bizonyos (r)
tavolsagon beliil egy masik pont is talalhatoé. Ennek g(r) értéke 1
random mintazatok esetén, mig ha > 1 <értékek térbeli
inhomogenitasra utalnak. A kisérleteimben meghataroztam az
g(r) r < 80 nm tavolsdgokra, a kisérleti adat és a hozzatartozo
random kontrolok esetén. Mindkét mérésnél a kisérleti adat és
annak kontrolljainak NND, illetve g(r) értékeit a Wilcoxon-féle
eléjeles rang probaval (WP) hasonlitottam dssze.



4. Eredmények

4.1. A Kvl.1 alegység szubcellularis eloszlasa a hippokampalis
CAI régioban

Eldszor fénymikroszkopos immunfluoreszcens
reakcidkban vizsgaltam a Kyl.l alegység eloszlasat felndtt
kisérleti koriilményeim kozott a Kyl.1 immunjeldlés specifikus
ellenanyag-antigén  kotédés eredménye, két elsédleges
ellenanyaggal végeztem immunjelolést, amelyek a Kyl.1
alegység két eltérd, nem atfedd epitopja ellen lettek termeltetve.
A két ellenanyag altal adott azonos jeldlés bizonyitja a reakcid
specificitasat. Kordbbi eredményekkel megegyezden, kis
nagyitason, az SO-ben és SR-ban erds, homogén neuropil
jelolés volt megfigyelhetd, amely vagy axonvégzddésekbdl vagy
dendritikus tiiskékbol szarmazhat. Nagy nagyitason mielinizalt
axonok juxta-paranodalis régidinak és axon inicialis
szegmentumok jelolését figyeltem meg. Ezt megerdsitette, hogy
a Kvl.1 alegység jelolése kolokalizalt ismert axon inicidlis
szegmentum markerekkel (Ankyrin-G ¢és pan-Nay) kettds
immunfluoreszcens reakciokban. Ahhoz, hogy minden kétséget
kizaréban meghatarozzam a neuropil jel6lés eredetét az SO-ben
¢s SR-ban és, hogy meghatarozzam a Kyl.1 alegység siiriségét
CAl piramissejtek 18 axo-szomato-dendritikus
Kompartmentjében, elvégeztem a Kyl.l1 alegység SDS-FRL
jelolését.

A replika elektronmikroszképos tanulmanyozasa soran
az SP-ban és az SO-ben erdsen jelolt, hossztkas struktarakat
figyeltem meg, amelyeket majd, mint axon inicialis
szegmentumot azonositottam a pan-Neurofascinnel vald
immunjel6lés alapjan. Az axon inicialis szegmentumokban, a
Kvl.1 alegységet jelold aranyszemcsék elkeriilték az axo-
axonikus GABA-erg szinapszisok posztszinaptikus membranjat.
Az alveusban az aranyszemcsék bedusultak olyan strukturakon,
amelyeket keresztbetort mielinhiively vett korbe, ami arra utal,
hogy ezek a struktirak mielinizalt axonok juxta-paranodalis



régioinak felelnek meg. Ezek utdn vizsgaltam a neuropil jeldlés
eredetét. Posztszinaptikus denzitast tartalmazo tliske vagy
dendrit EF-el szemben levd kis PF membranok kdvetkezetesen
jelolve voltak. A Kyl.1 alegység ¢és az axonvégzddésekben
kizarolagosan jelen levd SNAP-25 elleni kettds immunjeldlés
megmutatta, hogy a kis PF membréanok axonvégzdodések.

1. Tablazat. A K,1.1 és K,2.1 alegységeket jelol6 immunaranyszemcsék siiriisége kiillonbozé
szubcellularis Kkompartmentumban patkany CAl régioban. A sirliség értékek
aranyszemcse/um? atlag + SD-ban (allatok kozdtt) vannak megadva. A zardjelben levé szamok a
kvantifikalt aranyszemcsék szamat jelzik. A hattérnél szignifikansan nagyobb értékeket félkovér
szémok jelzik. * jelzi, hogy az axon inicidlis szegmentumban az aranyszemcsék stirliségét kiilon
kettds immunreakcidban mértem meg, ahol ezen struktirakat a K,1.1 alegység elleni immunjeldlés
alapjan azonositottam. Ebben a reakcioban a hattér jellés 0,6 + 0,1 aranyszemcse/um? volt.

Kvantifikalt alegység K.1.1 Ky2.1
SO axonvégzddés 4,0+ 1,2 (195) 1,1+0,5 (47)
Axon inicialis szegmentum 26,2 +4,9 (2758) 11,5+ 1,8 (900)*
SP sejttest 0,7 +0,2 (704) 10,3+ 1,1 (10501)
SR proximalis apikalis
dendrit 0,7 0,2 (98) 9,4+0,5(3868)
SR kozéps6 apikalis dendrit 0,5+ 0,2 (80) 1,6 £0,1 (377)
SR disztalis apikalis dendrit 0,6 +0,4 (107) 1,1+0,1(415)
deﬁ]d{ri;:rommahsjarulekos 0,5+ 0.3 (30) 14 +0,2 (126)
SR ko6z€pso6 jarulékos
dendrit 0,9 +0,1 (50) 1,0 +0,1 (95)
deﬁgﬁ‘ilsmhs jérulékos 0,8+0,4 (39) 12+0,1(97)
SR proximalis tiiske 0,5+0,6 (2) 1,2+1,0 (10)
SR kozépsé tiiske 0,8 +0,7 (4) 0,5+0,9(2)
SR disztalis tiiske 0,2+0,3(2) 1,1+£0,2 (8)
SR proximalis axonvégzddés 4,0+0,5(128) 1,4+0,4 (42)
SR kozéps6 axonvégzidés 3,6 £0,7 (158) 1,3+0,2 (45)
SR disztalis axonvégz6dés 3,2+0,6 (137) 1,6 £0,6 (42)
SLM dendritbojt 1,1£0,6 (74) 1,4+0,2 (221)
SLM dendritbojt tiiske 0,7 +£0,7 (10) 1,3+0,2(22)
SLM axonvégzddés 3,2+ 0,6 (104) 1,1 £0,2 (42)
Hattér 0,3+0,1(97) 0,7+0,1 (333)

Ezen kvalitativ elemzés utdn, meghatdroztam a K,1.1
alegységet jelold aranyszemcsék stirtiségét 18 szubcellularis
kompartmentumban (1. tdbldzat). Az aranyszemcsék siirlisége
nem volt szignifikansan magasabb a hattérnél piramissejtek
sejttestén, apikdlis és jarulékos dendritjein, a dendritbojton,
illetve a tiiskéken sem (P < 0,001 One-way ANOVA (OWA), P
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= 0,999 Dunnett proba; n = 3 patkany). Ezzel szemben, az SO-
ben ¢és a proximalis és kozépsd SR-ban levé axonvégzodésekben
az aranyszemcsék slriisége szignifikdnsan magasabb volt a
hattérnél (P < 0,001 OWA, P < 0,05 Dunnett proba; n = 3
patkany). A disztdlis SR-ban ¢és az SLM-ben levd
axonvégzodésekben nagyon hasonld volt az aranyszemcsék
szama, de a hattértdl valo kiilonbség nem érte el a szignifikancia
szintet (P < 0,001 OWA, P = 0,07 Dunnett préba; n = 3
patkany). Az axonvégzddésekben megfigyelt aranyszemcse
stiriség 7-8-szor volt kisebb, mint az axon inicialis
szegmentumban (aranyok szamolasa hattér kivondsa utdn; P <
0,001 OWA, P < 0,001 Dunnett proba; n = 3 patkany).

4.2. A Ky2.1 alegység szubcellularis eloszlisa a hippokampalis
CAI régioban

A K\2.1 alegységet a CAl régidban két eltérd, nem
atfedd epitop ellen termeltetett elsddleges ellenanyaggal
jeloltem, igy biztositva, hogy az immunjel6lés specifikus
antigén-antitest interakcidé eredménye. Kis nagyitdson erds
immunjeldlés volt megfigyelhetd az SP-ben €s a proximalis SR-
ban korabbi eredményekkel megegyezden. Nagy nagyitason a
piramissejtek  sejttestén, proximalis apikalis ¢és bazalis
dendritjein ~ volt  plazmamembran-szer(i immunjelolés
megfigyelhetd. A K.2.1 és Nayl.6 alegységek elleni kettds
immunjeldlés klaszterezett Ky2.1 jelolést mutatott axon inicialis
szegmentumokban, megerésitve a Sarmiere et al. (2008)
eredményeit. Erdekes médon az  axon  inicialis
szegmentumokban a K,2.1" klaszterek nem fedtek at az Nay1.6
jelolést tartalmazo részekkel.

SDS-FRL segitségével erds Ky2.1 alegység elleni
immunjelolést detektaltam piramissejtek sejttestén és proximalis
apikalis dendritjein, ami szignifikansan nagyobb volt, mint a
hattér (1 tablazat; P < 0,001 OWA, P < 0,001 Dunnett proba; n
= 3 patkany). A jelolés elszort ¢és  klaszterezett
aranyszemcsékbél allt. Mind a NND és a g(r) mérések azt
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mutattak, hogy a Ky2.1 alegység eloszldsa szignifikansan eltér
véletlenszert elrendezédésektol (WP P < 0,001, n =21 szoma 1
patkanybdl), ami irregularis eloszlasra utal. Tovabba a Ky2.1*
klaszterek laza IMP klasztercket jeloltek, amelyek akar GABA-
erg periszomatikus szinapszisoknak is megfelelhetnek. Ezért a
kovetkezOkben  molekuldrisan  azonositottam a = gatlo
szinapszisokat. Ehhez kettés reakcioban jeloltem Ky2.1
alegységet és a neuroligin-2-t (NL-2), ami egy gatlo szinapszis
marker. Azt talaltam, hogy a K.2.1 és NL-2 klaszterek nem
fedtek at, de néha kozel (< 1um) helyezkedtek el egymashoz.
Az irreguldris Ky2.1 alegység eloszlas jellemzd volt axon
inicialis szegmentumokra is (amelyeket az Nay1.6 vagy Kyl.1
alegység elleni immunreaktivitas alapjan azonositottam), de a
Kv2.1 klaszterek nem fedtek 4at axo-axonikus GABA-erg
szinapszisokkal és elkeriilték az Nayl.6 és Kyl.1 jelolésben
gazdag teriileteket. Az aranyszemcsék silirlisége axon inicialis
szegmentumokban 11,5 + 1,8 aranyszemcse/um? volt, ami nem
tért el szignifikdnsan a sejttesteken megfigyelt értéktél (P =
0,97, paratlan t-proba), de magasabb volt a hattérnél (P < 0,01
OWA, P < 0,01 Dunnett préba; n = 3 patkany).

A K\2.1 alegység stirtisége a kozéps6 és disztalis SR-ban
talalhat6 apikalis dendriteken, az SLM dendritbojtjain, jarulékos
dendriteken, dendritikus tiiskéken és axonveégzddésekben nem
volt szignifikansan magasabb a nem specifikus hattér jeldlésnél
(P <0,001 OWA, P > 0,26 Dunnett proba; n = 3 patkany).

4.3. Fesziiltségfiiged Ca’* csatorndk célsejtfiiggd lokalizdldsa
CAZ3 piramissejtek axonvégzddéseiben

A kovetkezokben teszteltem azt a hipotézist, miszerint az
aktiv zondn beliili eltérd Cay csatorna slriiség 4all a
szinapszisokban megfigyelhetd kiiléonboz6 glutamat
felszabadulasi valoszinliség hatterében. Kisérleteimben a CA3
régi6 piramissejtjeinek SO-ben elhelyezkedd axonvégzodéseit
vizsgaltam, amelyek gyorstiizel6 PV™* gatldsejtekre magas
kezdeti felszabaduldsi valdszinliségli, rovidtavon depresszidt
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mutatd szinapszisokat adnak. Ezzel szemben, ugyanazon axon
egy masik végzddése, alacsony kezdeti felszabadulasi
valosziniiséget ¢€s rovidtavon faciliticiot mutat, ha a
posztszinaptikus sejt mGluia-t és szomatosztatint fejez Ki.
Ezeknek a kapcsolatoknak a funkciondlis jellemzését a
laborunkban Eltes T. és Holderith N. végezte el. Ahhoz, hogy
kvalitativan Osszehasonlitsam a Cay csatorna alegységek
stiriségét a két gatlosejt tipusra mend aktiv zonakban, a ,,tiikor
replika” modszerét alkalmaztam. Ez azt jelenti, hogy a kettétort
membran mindkét egymast kiegészité felszinén végeztem
immunjelolést. Az egyik replikin a K3.1b és az mGluia
jelolésével azonositottam az gatlosejt dendritek tipusat, mivel
ezek morfologia alapjan nem beazonosithatoak. A tiikor replikan
pedig Cay csatorna alegységeket jeloltem, és minden struktarat
mindkét replikdn beazonositottam. Az mGluia receptor
transzmembran fehérje, amely hippokampdlis gatlosejtek
szomato-dendritikus kompartmentjeiben van jelen és ellene
specifikus ellenanyagok elérhetéek. A PV egy citoplazmatikus
fehérje, amelyet az SDS-FRL-el nem lehet detektalni. igy a
gyorstiizeld6  PV*  gatlosejteket a  szomato-dendritikus
kompartmentiikben  kifejez6d6 Ky3.1b alegység alapjan
azonositottam. Ezekre a jelolt dendritekre szdmos axonvégzddés
EF membran részletei vannak tapadva. Azonban a Cay csatorna
alegységeket felismerd ellenanyagok citoplazmatikus epitopot
ismernek fel, igy a tiikor replikan lehet ezeket a fehérjéket
jelolni.  Mivel ezekben axonvégzddésekben a glutamat
felszabadulas Cav2.1 vagy Ca2.2 alegységet tartalmazd
csatornak kontrolja alatt 4ll, mindkét alegységet kvantifikaltam.
A nyulban termeltetett anti-Cayv2.1 ellenanyag azonos jeldlést
adott, mint a tengerimalacban termeltetett anti-Cay2.1, amelynek
specificitasat Cav2.17" egérbél szarmazé szoveten korabban
tesztelték. A Ca,2.2 immunjeldlés specificitasat Ca,2.2*'*,
illetve Cay2.2” egérbél szarmazé replikdkon bizonyitottam.
Patkanyban az azonositott dendritekre tapadt PF-ek
gyakran tartalmaztak Ca,2.1 alegység elleni jel6lést, amely
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IMP-k klaszterez0dése altal jelzett aktiv zonakban volt jelen. Az
aktiv zonékban az aranyszemcsék normalizalt siirisége nagyobb
volt, mint a hattér (P < 0,0001 Kruskal-Wallis proba (KW), P <
0,0001 post hoc Mann-Whitney U proba (MW) Bonferroni
korrekcioval), mig az axonvégzddések extraszinaptikus
membranteriiletein mért strtiség hasonlod volt a hattérhez (P <
0,0001 KW, P > 0,05 post hoc MW Bonferroni korrekciéval).
Ezeket a méréseket ot allatban végeztem el, és Osszesen 112
Kv3.1b", illetve 172 mGluia* sejtre mend aktiv zonat analizaltam
a CA3 régi6 SO-ben. A Kkét szinapszis populacio
Osszehasonlitdsa megmutatta, hogy a K.3.1b" sejtekre mend
aktiv zondkban 1,15-sz6r nagyobb a Cav2.1 alegység stirlisége,
mint az mGluia* dendritekre mend aktiv zénakban. (P < 0,0001
KW, P < 0,001 post hoc MW Bonferroni korrekcioval; lasd 2.
tablazat a nem normalizdlt aranyszemcse striségekért). A
Kv3.1b" (n = 52) és mGluia" (n = 114) gatlosejtekre tapadt PF-
ek ugyancsak tartalmaztak Cay2.2 alegység elleni jelolést. Az
aranyszemcsék szintén az aktiv zonaban helyezkedtek el, ahol
stiriségiik szignifikansan nagyobb volt, mint a hattér esetén (P <
0,0001 KW, P < 0,0001 post hoc MW Bonferroni korrekciéval).
A Ca2.2 alegység slirlisége 1,20-szor volt magasabb a K,3.1b"
sejtekre mend aktiv zonakban, mint amikor mGluia* sejt volt a
posztszinaptikus partner. Ez a kiilonbség azonban nem érte el a
szignifikancia kiiszobot (P < 0,0001 KW, P > 0,02 post hoc
MW Bonferroni korrekcioval; lasd 2. tablazat a nem normalizalt
aranyszemcse stirliségekért).

Végiil megvizsgaltam, hogy a Cay alegységek eloszlasa
véletlenszerii-e vagy sem az aktiv zondkban. Ehhez 43 K,3.1b*
és 72 mGlua® sejtre mend (teljes egész) szinapszisban
kiszamoltam az NND és a g(r) értékeket és Osszehasonlitottam
azokat random eloszlasokbdl kapott értékekkel (lasd
Modszerek). Mindkét mérés azt mutatta, hogy a kisérleti adat
szignifikansan eltér a random kontroloktol (P < 0,0001 WP).
Hasonldé eredményt kaptam Cay2.2 alegységre 21 (K.3.1b),
illetve 40 (mGluia) aktiv zénaban (P < 0,0001 WP). Mindkét
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Cay alegység esetén a random eloszlasokhoz képest kisebb NND
és a nagyobb g(r) értékek azt mutatjak, hogy az aranyszemcsék
inhomogénen helyezkednek el Ky3.1b* és mGluia™ sejtre mend
aktiv zonakban.

2. Tablazat. A Ca, immunreakciék tulajdonsigai K,3.1b* és mGlui,'sejtre mend
axonvégzddésekben. Az aranyszemcse stiriiség értékeket 5 (Ca,2.1), illetve 4 (Ca2.2)
patkanybdl szarmazé medidn értékbol szamoltam. Az NND mérésekhez csakis teljes egésziikben
meglévé aktiv zonakat hasznaltam fel.

K,3.1b* sejtre mend mGlu,,* sejtre mend
axonveégzédések axonvégzddések
Atlag | SD | Medid | | Aag | SD | Medd | g

n n

Ca,2.1 alegység siirlisége az

aktiv zonaban (arany/um?) 373 47 370 | 112 | 321 46 325 | 172

Ca.2.2 alegység siirlisge az 151 | 30 | 139 | 52 | 130 | 39 | 130 | 114
aktiv zondban (arany/um?®)

Ca,2.1 alegység siirlisége
extraszinaptikus membranokon 2,14 | 2,46 2,21 93 2,88 | 2,64 | 2,23 174
(arany/pum?)

Ca,2.2 alegység siirlisége
extraszinaptikus membranokon 2,69 | 3,15 2,35 48 1,02 | 1,26 | 0,75 113
(arany/pum?)

Ca,2.1alegység hattérsiirlisége | 557 | 193 | 294 | 132 | 227 | 1,03 | 294 | 132

(arany/um?)

Ca,2.2 alegység hattér siirlisége

(arany/um?) 066 | 0,33 | 0,62 | 104 | 0,66 | 0,33 | 0,62 | 104
Ca.2.1 NND tavolsag (nm) 247 | 40 | 233 | 43 | 243 | 46 | 231 72
Cav2.2 NND tavolsag (nm) 321 | 72 | 303 21 | 320 | 83 | 287 40

4.4.  Fesziilltségfiiggd  Ca’*  csatorndk  bemenetfiiggd
lokalizalasa CA3  piramissejtekre ~ mend  kosarsejt
axonvégzodésekben

Végiil megvizsgaltam a Cayv csatorndk eloszlasat CA3
piramissejtek  sejttestére  szinapszist ~ ad6  gatldsejt
axonvégzddésekben. A piramissejtek szomatikus régidja csakis
kizarolag PV vagy CCK/CB:1 tartalmt sejtektdl kap bemenetet.
Korabbi alegység-specifikus Cay csatorna blokkolokkal végzett
kisérletek azt mutattak, hogy CCK/CB1" axonvégzddésekben az
N-tipusu (Cay2.2), mig PV" axonvégzddésekben P/Q-tipusu
(Cay2.1) csatornak felelések a GABA felszabadulasért. Azonban
nem létezik még anatémiai bizonyiték ennek a feltevésnek a
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megerdsitésére. Ezért kisérleteimben a Cay2.1 ¢s Cav2.2
alegységeket lokalizaltam SDS-FRL segitségével felnott
patkany CA3 piramissejtek sejttestére mend
axonvégzodésekben. Mivel ellenanyagaim citoplazmatikus
epitopot ismertek fel a célfehérjéken, ezért EF sejttest
membranhoz tapadt PF axonvégzddés részleteket vizsgaltam. A
két axonvégzddés tipust elkiilonitéséhez a CB1 jeldlést
hasznaltam: azokat az axonvégzOodéseket, amelyek tartalmaztak
CB; jelolést CCK tartalmiként, mig a jelolés nélkiilieket PV*-
ként azonositottam. Ezt 0igy bizonyitottam, hogy CB1¢és VGAT
elleni kettds jelolésben megmutattam, hogy az EF szomahoz
tapadt PF axonvégzddések PF részletei két csoportra oszlanak: a
kettds jelolést, illetve a csak VGAT jelolést (feltehetleg PV™)
tartalmazé axonvégzdédések csoportjara. A CB1 immunjeldlés
specificitasat CB1** és CB1” egerekbdl szarmazo replikikon
bizonyitottam.

A CB: és Ca2.2 alegység elleni kettds reakciok
vizsgalata soran, azt talaltam, hogy az EF szomahoz tapadt CB1
immunopozitiv PF axonvégzddések tartalmaztadk a Cay2.2
alegységet, de a Cay2.2" struktirak szinte kizarolagosan (94%-
ban) CB1" voltak. A CB1 és Cay2.1 alegység kettés reakciokban
a CB1* PF axonvégzddések ritkan (5%-ban) tartalmaztak Ca,2.1
alegységet jelolé aranyszemcséket. Végiil a Cav2.1 és Cay2.2
piramissejt sejttestre mend axonvégzodések membranrészletein:
az axonvégzddések 89%-a vagy csak a Cav2.1 vagy pedig a
Ca,2.2 alegységet tartalmazta. Osszességében ezek a kisérletek
anatomiai bizonyitékot szolgaltatnak a Cay2.1 és Cav2.2
alegységek kizarolagos szerepére PV' and CCK™ kosarsejtek
axonvégzddéseiben. Fontos kiemelni, hogy ez a szegregacio
egérben is megfigyelheté volt (az EF sejttesthez tapadt PF
membranok 92%-a vagy csak Cay2.1 vagy csak Cay2.2 jelolést
tartalmazott), ahol a Cay ellenanyagok specificitasanak
validéléasa tortént.
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Megfigyelheté6 volt, hogy a Ca2.1 ¢és Cay2.2
alegységeket jelold aranyszemcsék az axonvégzddések egy
kisebb részére stirisodtek be, amely teriilet az aktiv zonanak
felelnet meg. Azonban ecllentétben serkenté szinapszisokkal,
ahol az aktiv zéna helyét az IMP-k nagy siiriisége is jelzi, itt
nem volt megfigyelhet6 ilyen morfoldgiai jel. Ez azt vonja maga
utan, hogy ezekben az axonvégzdédésekben az aktiv zona csakis
molekularis markerek immunjeldlésével azonosithatd. Ezért
immunjeldltem a Rim1/2 fehérjét, amely jelen van serkentd és
gatlo  axonvégzdodések aktiv  zongjadban. Eredményeim
megmutattak, hogy a szomatikus EF-re tort membran PF-ek
32%-a tartalmaz aktiv zonat (n = 1 patkany; ez az arany 24%
volt egérben); minden esetben az IMP-k bestrlisodése nélkiil.
Tovabba a Riml1/2 immunjeldlt aktiv zondk nagy variabilitast
mutattak méretben, alakban és szamban, hasonldéan a Cay2.2
tartalma teriiletekhez. Ezek a tulajdonsdgok megegyeznek
Holderith  N. 3D elektronmikroszkopos rekonstrukcios
kisérleteibdl szarmazé CCK™ periszomatikus aktiv zdnak
sajatossagaival. Ugyanakkor Ca2.1 ¢és Ca2.2 kettds
immunjeldlési kisérletekben a jeldlt profilok szazaléka nagyon
hasonlo6 volt a Rim1/2 jeldlés esetén talalthoz (43% patkdnyban
és 20% egérben), megerdsitve azt a hipotézist, hogy a Cay
csatornak az aktiv zonan beliil helyezkednek el.

A Riml1/2 marker fehérje és CB1 egyiittes jelolésekor
ugyancsak megfigyelhetd volt a két fehérje kolokalizacidja, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a CB1 jelen van preszinaptikus
aktiv zéndkban. Az immunreakcidkban az is megfigyelhetd volt,
hogy a Riml/2 jelolt aktiv zondk kiilonb6zé mennyiségben
tartalmaztak a CB1-t: voltak erésen immunjeldltek, és olyanok
is amelyek kisebb mennyiségben vagy nem tartalmaztak ezt a
receptort.
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5. Kovetkeztetések

Disszertaciom els6 két részében feltartam  két
funkcionalisan eltér6 K* csatorna alegység egyedi sejtfelszini
eloszlasi mintazatat CA1 piramissejtekben. Megmutattam, hogy
a Kvl.1 alegység jelen van CA1l piramissejtek axon inicialis
szegmentumaban ¢s ahhoz viszonyitva nyolcszor Kisebb
stiriségben axonvégzOodésekben. Ezzel szemben, a K,2.1
alegység hasonl6 siriiségben talalhatdo meg CA1 piramissejtek
sejttestén, proximalis apikalis dendritjein és axon inicialis
szegmentumiban. Ez az alegység inhomogén eloszlast mutat, de
a fellelhetd Ky2.1 Klaszterek nem fednek at gatlo
szinapszisokkal. Tovabba leirtam, hogy Ky1.1/Nay1.6 és Ky2.1
alegységek az axon inicidlis szegmentumban szegregalddnak,
azt mutatva, hogy az axon inicialis szegmentum molekularis
Osszetétele a korabban vartnal dsszetettebb. Ezek az eredmények
arra utalnak, a kiilonboz6 K* csatornak kompartmentfiiggd
modon képesek szabalyozni az idegsejtek ingerelhetdségét.

Ezt kovetéen Kimutattam, hogy mind a Cav2.1 (P/Q-
tipusti), mind pedig a Ca2.2 (N-tipusu) Ca®" csatorna
alegységek jelen vannak CA3 piramissejtek funkcionalisan
kiillonb6z6, Ky3.1b™ illetve mGluia®  sejtekre  mend
axonvégzddéseiben. Mindkét populacioban, a Cay alegységek az
aktiv zonaban helyezkednek el, és eloszlasuk nem véletlenszert.
Tovabba, a K.3.1b* sejteket beidegzd, magas felszabadulasi
valoszinliséggel rendelkezd axonvégzddések aktiv zondjdban az
SDS-FRL ~15%-al nagyobb Ca?* csatorna siirtiséget detektalt,
mint az mGluia® dendritekre mend alacsony felszabadulasi
valosziniiséggel rendelkezd aktiv zonakban. Ez a kiilonbség
joval kisebb, mint az Eltes T. és Holderith N. funkcionalis
kisérletei altal perdiktalt kétszeres eltérés. Osszességében
eredményeink arra utalnak, hogy a két axon végzdédés kozott
levé funkciondlis kiillonbségek hatterében vagy a csatorndk
funkcidjanak céljsetfiiggé modulélasa vagy pedig eltérd
alegység Osszetétele all.
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Végiil leirtam, hogy a CA3 piramissejtek sejttestére
szinapszist ado CCK/CBi1" kosarsejtek axon végzdédéseiben a
Ca2.2 alegység, mig PV kosarsejtekében a Cayv2.1 van jelen.
Tovabba, mindkét alegység az aktiv zénaban fordul el6, arra
utalva, hogy ezen axon végzddés tipusok kozotti szinaptikus
transzmisszioban felellhetd kiillonbségekért az aktiv zonan beliili
Ca?* csatorna elrendezddésében eléforduld aprd, de fontos
kiilonbségek lehetnek felelések. Ugyancsak megfigyeltem, hogy
a CB1" kosarsejtek aktiv zonai tartalmazzédk a CBi-et valtozd
mennyiségben nanométerekre az 6k célmolekulajuktol, a Cay2.2
alegységt6l, ami az endokannabinoid-medidlta GABA
lehet.

Osszességében, kisérleteimmel feltartam két
funkcionalisan eltér6 K* csatorna alegység egyedi sejtfelszini
eloszlasi mintazatat, illetve bemenet- ¢és célsejtfliggd
kiilonbségeket tartam fel a Ca?* csatornak eloszlasaban. Ezen
eredmények hozzajarulnak az ioncsatorndk eloszladsdnak
megértéséhez, illetve az eltérd eloszlasi mintdzatok funkcionalis
kovetkezményeinek feltarasdhoz.
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