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BEVEZETES

A kérgi fosejtek alapvetd feladata az informacio felfogasa, feldolgozasa és tovabbitasa
tavoli kérgi teriiletekre. Az idegsejtek aktivitasat a plazmamembranjukban elhelyezkedd
ioncsatorndk  komplex szabdlyozd6 ~mechanizmusa biztositja. A  fesziiltségfiiggd
ioncsatorndkon atfolyd ionaramok felelések az akciés potencidl kialakitasaért ¢és
tovabbitasaért a plazmamembranban. Ezzel szemben, a neurotranszmitter felszabadulas soran
aktivalodo ligandfiiggd ioncsatorndk helyi iondram valtozast idéznek eld az idegsejtek
membranjaban.

Az utdbbi évtizedben a fesziiltségfliggd ioncsatornak koziil a kalium csatornak igen
nagy figyelmet kaptak, molekularis és funkcionalis sokszinliségiik miatt. Ismert, hogy a
kiilonb6z6 kalium csatorna alegységek kiillonbozo sejtfelszini eloszlast mutatnak, amely arra
utal, hogy az idegsejt serkenthetdségét kiillonbozoképpen szabalyozhatjak. A kalium csatornak
négy csoportba sorolhatok, amelyek koziil a legnagyobb csoportot a fesziiltségfiiggd kalium
csatorndk képezik (Kv). A Kv csatorndk egy kiilonleges alegysége, az gy nevezett ,,A-
tipust” kaliumaramért (gyorsan aktivalodo és inaktivalodo) felelés Kv4 alegységek, amelyek
tetramereket képeznek. A hippokampalis CA1 piramissejteken korabbi elektorfiziologiai
kisérletek a sejtesthez képest mintegy hatszoros kaliuméaram striiség novekedést mértek a
disztalis apikélis dendriten. Fénymikroszkopos immunhisztokémiai modszerekkel kimutattak
a Kv4.2 alegység jelenlétét a CAl régioban, azonban, hogy mi okozza az ionaram bedusulasat
a CA1 piramissejtek disztalis dendritfajan még nem tisztazott.

A Dbefelé egyeniranyitd kalium csatornak (Kir) egy kis részét képezik a kalium
csatornak csaladjanak, mégis elektrofiziologiai tulajdonsagaik révén nagyban hozzéjarulnak
az idegsejtek serkenthetdségének szabalyozasdhoz. A Kir csatorndk tetramereket képeznek a
plazmamembranban ¢és egy kiilonleges alegysége a Kir3 alegység, G-fehérje kapcsolt
receptorokkal képez funkciondlis makromolekularis egységet. Fénymikroszkopos
immunhisztokémiai tanulmanyok kimutattak, hogy a Kir3.1, Kir3.2 és Kir3.3 elegységek nem
egyenletes immunjeldlést mutatnak a hippokampalis CA1 régioban. Tovabba, dendritikus
patch-clamp elvezetések soran kideriilt, hogy a Kir3 csatornak nagyobb spontan aktivitast
mutatnak a CA1l piramissejtek apikalis denditjén mint a sejttesten. Habar kordbbi
elektronmikroszkopos tanulmanyok kimutattak a Kir3 alegységek jelenlétét a piramissejtek
kiilonb6z6é szubcellularis kompartmentumaiban, a csatorna alegységek pontos slirlisége ¢€s
tavolsag-fliggd eloszlasa ismeretlen.

Szamos tanulmany foglalkozik a periszomatikus gatlassal, mivel fontos szerepe van az

idegsejtek kimenetének a szabdlyozdsdban. A gyors gatldsért a szinaptikus GABAa



receptorok (GABAAR) aktivacioja felelés. Ezek heteropentamer ligandfiiggd ioncsatornak,
amelyeket két a, két B és egy y2 alegység alkot. Bizonyos sejtekben a y2 alegység helyett a 9,
g, vl vagy y3 alegységek lehetnek jelen. A y2 alegységet tartalmazéd receptorok képesek
bedusulni a gatld szinapszisokba és felelosek a gyors, ugy nevezett ,,fazikus gatlasért”. A y2
alegység kiilonleges szerepét tovabb hangstlyozza az a tény, hogy a y2 gén kilitése letalis.
Ezzel szemben viszont az o és f gének kilitése nem. Néhany tanulmany kimutatta a y2
alegység szerepét a GABAA receptorok szinaptikus bedusuldsdban, ugyanis gén-kiiitéses
vizsgalatok soran a GABAA receptorok és a gephyrin csokkent klaszterezodést mutattak.
Ezzel szemben, egy a laborunkbodl szarmazo korabbi munka kimutatatott GABA A receptor
altal kozvetitett gatld miniatlir posztszinaptikus aramot (MIPSC) y2 gén-kiiitott idegse;jt
tenyészetekben. Viszont, a szinaptikus dram-szerli ionaram nem bizonyitja, hogy a receptorok

valoban a szinapszisban vannak bedusulva.

CELKITUZESEK

A disszertacidm elsd részében az volt a célom, hogy feltarjam két kiilonbozd kalium
felhasznalva a nagyfelbontast natrium dodecil szulfat (SDS)-maratott fagyasztva-tort replika
jelolés (SDS-FRL) modszerét.

A masodik részben a y2 alegység szerepét vizsgaltam a GABAa receptorok
szinaptikus bedlsuldsaban az egér szomatoszenzoros kérgi idegsejtjein. Kérdéseim
megvalaszolasara Cre-dependens virus-mediadlt gén-kiiitési eljarast, fénymikroszkopos
immunfluoreszcens technikat és elektronmikroszkopos SDS-FRL mddszert hasznaltam. Ezt a
munkat kollaboracioban végeztem Dr. Mark D. Eyre kollégammal. En végeztem a fény és
elektronmikroszkopos immunhisztokémiai jeloléseket, Mark Eyre pedig a whole cell patch-

clamp elvezetéseket végezte, amelyeket nem fogok bemutatni a téziseimben.

Munkam elsd részében a kovetkezd kérdésekre kerestem a vélaszt:
1. Milyen szubcelluléris eloszlast mutat a Kv4.2 ¢és Kir3.2 alegység a CA1 piramissejtek
axo-szomato-dendritikus kompartmentumaiban?
2. A Kv4.2 alegység sejtfelszini eloszlasa koveti-e a funkciondlisan mért kaliumaram
tavolsag-fliggd stirliség eloszlasat a CA1 piramissejteken?
3. Mi okozza a megnévekedett Kir3 csatorna aktivitast a piramissejtek disztalis

dendritf4jan?



Munkam masodik részében a kovetkezd kérdéseket tettem fel:
1. Sziikséges-e a y2 alegység a GABAa receptorok szinaptikus bedisulasahoz
GABARy2"'lox egér szomatoszenzoros kérgében?
2. Milyen szubcellularis elrendez6dést mutatnak a mIPSC-t Iétrehozd6 GABAA
receptorok a 2/3 rétegi kérgi y2 alegység hianyos idegsejteken?
3. Milyen a szinaptikus GABAAa receptorok alegység Osszetétele és slirlisége a y2

alegység hidnyos idegsejteken?
MODSZEREK

Virus injektalas
Az altatott felntt (P 22—40) him és ndstény GABAARy2'"'lox egerek szomatoszenzoros
kérgét 0,6 ul Cre-GFP fuzidés fehérjét tartalmazé adeno asszocialt virussal injektaltam

(sebesség 0,1 ul min™). Az injektalas utan az egereket 2 vagy 6 hét utan hasznaltam fel.

Szovetek elokészitése

Az anatomiai kisérletekhez felnétt him Wistar patkanyokat (P 25-52; n = 17), him
vadtipusu egereket (n = 3) és Kv4.2" egereket (P 68-217; Prof. Daniel Johnston adoménya; n
= 3), valamint him és ndstény GABAARy2 " lox egereket (P 36-80; n = 22) hasznaltam fel,
amelyeket elaltattam majd az aortdn keresztiil perfundaltam. A fénymikroszkopos
immunfluoreszcens reakciokhoz az allatokat 0,1 M foszfat pufferben (PB) oldott 2 vagy 4 %
paraformaldehid (PFA) és 15v/v % pikrinsav (PA) keverékét tartalmazo oldattal perfundaltam
15-20 percig vagy 0,1 M natrium acetatban oldott 2 % PFA tartalmaz6 oldattal perfundaltam
15 percig. Az allatok egy része jéghideg oxigénnel atdramoltatott mesterséges agygerincveldi
(ACSF) folyadékkal volt 4 percig atmosva, majd az allat agyat kipreparaltam és 0,1 M PB-
ben oldott 4% PFA ¢és 15v/v % PA keverékét tartalmazo oldatban utofixaltam. Ezt kovetden
60 vagy 70 um vastagsagu koronalis metszeteket készitettem. Az SDS-FRL-hez az éllatokat
0,1M PB-ben oldott 2% PFA és 15v/v % PA keverékét tartalmazé oldattal perfundéaltam 15
vagy 16 percig, ezt kovetéen 80 pum vastagsdgi korondlis metszeteket készitettem. A
fagyasztashoz kis szovet darabokat metszettem ki a dorzalis hippokampuszbol illetve az
injektalt szomatoszenzoros kéregbdl (ez utobbit a nativ GFP jel alapjan metszettem ki). A
szovet darabokat 30 % glicerol oldattal kezeltem.

A ténusos GABA aram elvezetéséhez Mark Eyre kollégam 2 héttel az injektalas utan
az elaltatott egereket dekapitalta, majd az agyat kipreparalta és jéghideg ACSF-be helyezte.
Ezt kovetéen 250 um vastagsagu metszeteket készitett, amelyet 95 % O,-el és 5 % CO,-el
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ataramoltatott ACSF-be helyezett. A szeleteket 33 °C-on 30 percig inkubalta, majd a

felhasznalasig szobahdmérsékleten tarolta.

Fluoreszcens immunhisztokémia

A szabadon 0sz6 metszeteket tObbszor mostam 0,1 m PB-ben majd Tris-pufferelt
sooldatban (TBS), ezt kovetden 10% normal kecske szérummal (NGS) blokkoltam 1 6réan at,
majd az elsddleges ellenanyagokat tartalmazé oldatban inkubaltam egy éjszakan at. Masnap a
szeleteket 2 oran at a masodlagos ellenanyagokat tartalmazd oldatban inkubaltam. A
fénymikroszkopos képeket konfokalis pasztazd 1ézer mikroszkoppal (FV1000; Olympus,
Tokyo, Japan) készitettem.

SDS-FRL

A szovet darabokat magas-nyomast fagyasztd késziilékkel lefagyasztottam, majd
fagyasztva-tord késziilékben eltortem. Az elhasitott szovet felszint szén (5 nm), platina (2 nm)
¢és szén (20 nm) réteggel gbzodltettem. Az igy nyert replikat 80 °C-on 18 érat emésztettem 2.5
% SDS ¢és 20 % szukroz keverékét tartalmazd TBS-ben. Mosést (TBS) kdvetden a replikdkat
0,1 %—5 % marha szérum fehérjét (BSA) tartalmaz6 TBS oldatban blokkoltam 1 6ran at, majd
a blokkol6 oldatban higitott elsédleges ellenanyagokkal inkubaltam egy éjszakan at. Masnap a
replikdkat 2 o6ran at 5, 10 vagy 15 nm méreti aranyszemcséhez kotott masodlagos
ellenanyagot és 1 % vagy 5 % BSA-t tartalmazo TBS oldatban inkubaltam. A GABAa
receptorok jelolését a kéregben szekvencialisan végeztem. Végiil a replikakat transzmisszios

elektronmikroszkoppal vizsgaltam (JEM-1011, JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

A Kv4.2 és a Kir3.2 alegységeket és a kiilonbozo GABAa receptor alegységeket jelolo
immunaranyszemcsék kvantitativ elemzése

A Kv4.2 és a Kir3.2 alegységet jelold aranyszemcséket a CA1 piramissejtek sejttestén,
az axon kezdeti szakaszan, 11 kiilonb6z6 dendritikus kompartmentumon €s axonvégzdodésen
kvantifikaltam a stratum radiatumban (SR) és a stratum lacunosum-molekulareban (SLM; n
= 5 patkdny alegységenként). A szubcellularis kompartmentumok csoportositasanal a
kovetkezOképp osztottam fel a CA1 régid rétegeit: 0-120 um: proximalis SR; 120-240 um:
kozépsd SR; 240-360 pm: disztalis SR és 360 um folott: SLM. A tiiskéket egyrészt
ultrastruktiira alapjan azonositottam, masrészt pedig a serkentd posztszinaptikus denzitasban
jelen 1évé PSD-95 immunarany jelolés alapjan. Az axonvégzodéseket a SNAP-25
immunarany jelolés alapjan azonositottam vagy az aktivzona jelenléte alapjan, amellyel

szemben megfigyelhetd volt egy tiiske vagy dendrit exoplazmatikus oldala (E oldal). Az axon
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kezdeti szakaszat a pan-Neurofascin immunarany jelolés alapjan azonositottam. A
GABAARP3 alegységet a GABAerg szinapszisok beazonositasara hasznaltam a
piramissejteken. Mivel a Kv4.2 és a Kir3.2 alegységek elleni ellenanyagok intracellularis
epitopokat ismertek fel, ezért a specikfikus immunarany jel6lés a protoplazmatikus oldalon (P
oldal) volt lathaté. A nem specifikus hattér jelolést az E oldalon kvantifikaltam, amelyet
minden esetben levontam az atlag arany stiriiség értékekbdl.

A kiilonbozé6 GABAa receptor alegységeket jelold immunaranyszemcsék
kvantifikalasahoz az gy nevezett ,.tikor replika” modszert alkalmaztam. A replika egyik
oldalan Neuroligin-2-t (NL-2) jeloltem, vagy egyes kisérletekben kettdsjeloltem a
GABARB3-al. A replika szemkozti oldalat nyulban termeltetett GABAaRY2 alegység elleni
ellenanyaggal, vagy tengeri malacban termeltetett GABAARY2 alegység és nytlban
termeltetett GABAaRal alegység elleni ellenanyaggal jeldltem. A 2/3 kérgi rétegben
alacsony nagyitdson random kivélasztottam sejtesteket majd 15000X-25000X nagyitdson
lefényképeztem az Osszes NL-2 tartalmazo szinapszist. Ezt kovetden a replika kiegészitd
oldalan beazonositottam a szinapszisok tiikorképeit. A szinaptikus teriiletet a P oldalon az
intramembran partikulomok (IMP) klasztere és a NL-2 jel6lés alapjan rajzoltam meg, majd
erre vetitettem Photoshopban az E oldalt. A NL-2, y2, ol és B3 alegységeket jel6ld
immunaranyszemcséket ezen a teriileten beliil, valamint 30 nm-re a szélétdl szamoltam. Az
extraszinaptikus GABAa receptorok immunarany jelolését ugyanezeken a képeken
szdmoltam. A nem specifikus hattérjeldlést az E vagy a P oldalon szamoltam, att6l fliggden,
hogy hol volt az ellenanyag epitdpja, majd az atlag aranyszemcse siirtiségbdl levontam.

A méréseket az iITEM szoftver segitségével végeztem. Az aranyszemcse siirliség
értékek atlag &+ szoras vannak feltiintetve. A statisztikai elemzést a STATISTICA szoftverrel

végeztem, szignifikancia szintnek pedig a p < 0,05 értéket tekintettem.

A tonusos GABA daram mérése

A tonusos GABA aram mérését Dr. Mark D. Eyre kollégam végezte. A szo6mabol
whole cell voltage-clamp elvezetéseket végzett (-70 mV), K-glukonat és KCI tartalma
intracellularis oldattal. Az ionotrop glutamat receptorok blokkolasara kinurén savat hasznalt.
A kezdeti alapvonal elvezetés utan (6 perc) 1 uM THIP-t mosott be (18 perc) majd 20 uM
SR95531-t és nézte a tartoaram valtozasat a drog bemosasat kovetden. A sejteket
morfologiajuk valamint a 2/3 rétegben vald elhelyezkedésiik alapjan azonositotta IR-DIC
optikat hasznalva. Tovabba a sejtek tiizelési mintazatnak meghatarozasara hyper- ¢és
depolarizalé aramot injektalt a sejtbe. Az interneuronokbol spontan IPSC-et vezetett el majd

EVANI.5 szoftverrel elemezte. Az elvezetést kovetden a sejteket fixalta 0,1M PB-ben oldott
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2% PFA és 15v/v % PA keverékét tartalmazo oldattal, majd post-hoc ellendrizte a byocitinnel

feltoltott sejtek Cre és GFP expressziojat.
EREDMENYEK

A Kv4.2 alegység egyedi szomato-dendritikus eloszlasa hippokampalis CAl piramissejteken

A fénymikroszkopos immunfluoreszcens reakciok homogén Kv4.2 alegység eloszlast
fluoreszcens jel intenzitasa lecsokkent az SLM-ben. Az immunreakcid specificitasanak
bizonyitasara a jelolést megismételtem vadtipusa és Kv4.2”" egérben. A kontrol egérben a
jelolés hasonlod volt a patkdnyban 1€v6hoz, viszont teljesen hianyzott a Kv4.2" egérbol, amely
igazolja, hogy az immunjelolés fénymikroszkopos szinten specifikus antitest-antigén
kolesonhatéas eredménye.

A replika elektronmikroszkopos tanulmanyozasa soran a Kv4.2 alegységet jelolo
aranyszemcsék random eloszldsdt mutattak a CAl piramissejtek szomatikus
plazmamembranjdban valamint az apikélis dendriten. A kvantitativ elemzés sordn enyhe
tavolsag-fiiggd aranyszemcse slriiség novekedést figyeltem meg az apikalis dendrit
proximalis-disztalis tengelyén a SR-ben, mely lecsokkent az SLM-ben levé dendriteken. Az
SR-ben az apikalis dendriteken a tavolsag-fiiggd relativ ndvekedés mintegy 69 + 50 % volt.
Az SR-ben és SLM-ben levd jarulékos dendriteken és tiiskéken a Kv4.2 alegységet jelold
aranyszemcsék stirisége hasonld novekvd-csokkend mintazatot mutatott, mint az apikalis
al volt nagyobb, mint az apikalis dendriteken, ami arra utal, hogy a Kv4.2 alegység
stiriségében nincs szamottevo kiilonbség az egyes sejt-kompartmentumok kozott. A siiriiség
értekek statisztikai elemzése nem mutatott szignifikans kiilonbséget az egyes szubcellularis
kompartmentek kozott (p = 0,08, One-way ANOVA).

A replika immunarany jelolés specificitasanak tesztelésére a reakciokat
megismételtem vadtipusu és Kv4.2™" egérben. A vadtipusii egérben a reakcid erdssége
megegyezett a patkdnyban lévdvel, viszont a Kv4.2™" egérben az atlag aranyszemcse siirliség a
P-oldalon nem volt szignifokansan eltéré az E-oldalon 1évd, hattér aranyszemcse slirliségtol (p
= 0,94, One-way ANOVA, n =3 egér).

Erdekes médon, azt talaltam, hogy a Kv4.2 alegységet jel6l6 aranyszemcsék nemcsak

a szomato-dendritikus plazmamembranban voltak jelen, hanem kis mennyiségben az

. rqe . 2 oy . . 4 r
axonterminalisokon is (2,4 + 0,6 aranyszemcse/um ), mely slirliség szignifikansan eltért a

hattér jelléstdl (0,5 + 0,4 aranyszemcse/um?; p < 0,01 paratlan Student-féle t-teszt). Mivel a
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Kv4.2 alegység ismerten szomato-dendritikus elhelyezkedésti csatorna, ezért ez az eredmény

meglepd. Az axonalis jeldlés specificitdsanak vizsgalatakor azt talaltam, hogy a Kv4.2-1 és
kontrol egérben a Kv4.2 alegységet jelold aranyszemcsék siirtisége nagyon hasonlo volt (2,6 +
1,6 aranyszemcse/um’ and 2,2 + 0,4 aranyszemcse/um?; n = 3 egér; p = 0,69, paratlan
Student-féle t-teszt). Osszegezve, ezek az eredmények arra utalnak, hogy az immunarany
jelolés a szomato-dendritkus régidoban specifikus ellenanyag-Kv4.2 alegység kolcsonhatas
kovetkezménye, viszont ugyanaz az ellenanyag ugyanabban a kisérletben eredményezhet
gyenge nem specifikus jelolést az axonvégzddéseken.

Végiil azt vizsgaltam, hogy a Kv4.2 alegység jel van-e glutamaterg ¢s GABAerg
szinapszisokban. Azt taldltam, hogy a PSD-95-¢l jelolt serkentd szinapszisokban, valamint a

GABAARP3 alegységgel jelolt gatld szinapszisokban nincs jelen a Kv4.2.

A Kir3.2 alegység siiriiségének tavolsag-fiiggé novekedése a CAI piramissejtek apikalis
dendritjén

A Kir3d.1, Kir3.2 és Kir3.3 alegységek fluoreszcens jelolése hasonldé mintdzatot
mutatott a CA1 régidban. Az SO, SP és az SR proximalis része gyengén jelolt, mig a jelolés
intenzitasa fokozatosan novekedett a disztalis SR €s SLM iranyaba. A harom alegység koziil a
legerdsebb jelintenzitast a Kir3.2 alegység adta, a leggyengébbet pedig a Kir3.3. Ezek a
megfigyelések megegyeznek a korabbi eredményekkel. Mivel a Kir3.2 alegység
nélkiilozhetetlen alegysége a Kir3 csatorndnak, a tovabbiakban ezt az alegységet
kvantifikaltam.

A Kir3.2 alegységet jelold aranyszemcsék csak kis szamban voltak jelen a sejttest és a
proximalis apikalis dendrit plazmamembranjanak P-oldalan, viszont joval tobb aranyszemcse
volt jelen a disztalis apikalis dendriteken és az SLM ben levé dendriteken. A jarulékos
dendriteken és tiiskéken viszonylag kevés Kir3.2 jelol6 aranyszemcse volt jelen. A kvantitativ
eredményeim azt mutatjdk, hogy az aranyszemcsék slirlisége a sejttesttdl valo tavolsag
fliggvényében kozel egyenletesen nétt a CA1 piramissejtek apikalis dendritjén az SR-ben és
SLM-ben. Hasonléan nétt a Kir3.2 jel6l6 aranyszemcsék szama a jarulékos dendriteken és
tiiskéken egyarant. Az aranyszemcsé€k siirisége az SR-ben és az SLM-ben 1évo szubcellularis
kompartmenteken szignifikansan nagyobb volt, mint a szoman (One-way ANOVA, Dunnett’s
post hoc teszt, p < 0,05).

Végiil a Kir3.2 jelolé aranyszemcsék eloszlasat vizsgaltam az axon kezdeti szakaszan
¢és az axonvégzddéseken a CA1 régioban. A pan-Neurfascinnal jelzett axon kezdeti szakaszan
az aranyszemcsék stirlisége nem kiilonbozott az E-oldalon levd hattér jeloléstol (p < 0,001,

One-way ANOVA, Dunnett’s post-hoc teszt: p = 0,95; n = 3 patkany). Hasonloan, az
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axonvégzodéseken 1évo aranyszemcsék stirlisége sem kiilonbozott a hattértdl (p < 0,001; One-

way ANOVA, Dunnett’s post-hoc teszt: p > 0,05; n = 3 patkany).

A GABA, receptorok klaszterezédése a y2 alegység hianyaban a kérgi periszomatikus
szinapszisokban

Dr. Mark D. Eyre whole cell elvezetéssel gatlo szinaptikus aramok jelenéltét tarta fel a
2/3 kérgi rétegi Cre’, y2 alegység-hianyos piramissejteken. A Cre* sejtekben a mIPSC-k
lecsengési id6allandoja lassubb, mint a Cre™ sejtekben. Habar ez az eredmény azt sugallja,
hogy szinaptikus eredetre utald6 mIPSC-k 1étrejohetnek a y2 alegység nélkiil is, a szinaptikus
aram jelenléte viszont mégsem bizonyitja, hogy a receptorok valéban a GABAerg
szinapszisok posztszinaptikus specializacidiban vannak. Ahhoz, hogy feltarjam a gatlo
szinaptikus 4ramot 1étrehoz6 GABAAa receptorok elhelyezkedését a plazmamembréanban,
alegység-Osszetételét és sirliségét, fénymikroszkopos valamint elektronmikroszkopos SDS-
FRL technikédkat alkalmaztam

A GABAR2lox egerek injektalt kérgében er8s Cre-rekombindz elleni
immunfluoreszcens jelolést lattam, amely teriileten a GABAAR v2 jelolés jelentdsen
lecsokkent. Ezzel szemben, a GABAAR al ¢és B3 alegységek jeldlése nem valtozott az
injektalt zondn beliil. Nagy nagyitason vizsgalva, az immunjel6lés pottyozott volt és hasonlo
intenzitasi mind a Cre" mind Cre” 2/3 rétegi sejtekben. Mivel a y2 alegység-hianyos Cre"
sejteken nem volt valtozas az al és B3 alegységek pottyozott fluoreszcens jelolddésében, ez
arra utal, hogy a GABAA receptorok valdsziniileg bedtisulnak a szinapszisokba. Elképzelhetd,
hogy a maradék o és B alegységek Onmagukban alkotnak funkcionalis heteropentamer
csatornat. A kis koncentracioban alkalmazott Zn** (Mark Eyre altal végzett farmakologiai
kisérletek) nem blokkolta a Cre” sejtekben a mIPSC-et, igy kizarhaté a csak off alegységekbol
allo receptorok jelenléte a fert6zott sejteken. Tehat valoszinlileg egy masik alegység vette at a
helyét a y2 alegységnek a pentamer ioncsatorndban. Potencidlisan a 9, €, y1 és y3 alegységek
lehetnek.

Eldszor fluoreszcens immunjeldléssel vizsgaltam, hogy a 6 alegység helyettesithette-e
a y2 alegységet a virus-injektalt kérgi régioban. Meglepetésemre, azt talaltam, hogy a o
alegység elleni immunfluoreszcens jel intenzitdsa megnétt a Cre-immunpozitiv injektalt
zonan beliill. Néhany Cre® kérgi interneuron erés & expressziét mutatott a
plazmamembranjaban. Megfigyeltem, hogy a Cre® parvalbumin-tartalma interneuronok a
szomato-dendritikus plazmamembranjukban erds & expressziot mutattak, ezzel szemben az

injektalt zoénan kiviili parvalbuminos sejtek citoplazmatikus & jelolést mutattak. Ezek az



eredmények arra utalnak, hogy a y2 alegység hianyaban a Cre’ parvalbumin-tartalmu
gyorsan-tiizeld interneuronok plazmamembranjaban upregulalddik a 6 alegység.

Mivel az g, y1 és y3 alegységek ellen nem talaltam specifikus ellenanyagokat, ezért az
6 potencialis jelenlétiiket nem tudtam vizsgalni a Cre” sejtek szinapszisaiban.

A tovabbiakban a GABAa receptorok alegység-osszetételét vizsgaltam a & alegységet-
expresszald Cre” gyorsan-tiizeld interneuronokban fluoreszcens immunhisztokémiaval. Az al
alegység-immunjeldlés  jelen volt a §  alegységet-expresszalo  Cre™  sejtek
plazmamembranjaban, mig a o4 alegység-immunjel6lés teljesen hianyzott ezeknek a
sejteknek a plazmamembranjabol. Osszehasonlitva az al alegység-immunjelolést a Cre® és
Cre d alegységet-expresszalod sejtek plazmamembranjaban, nem taldltam kvalitativ eltérést a
fluoreszcens jel intenzitasaban. A kovetkezdkben al, & és gephyrin harmas-jeldléssel azt
vizsgaltam, hogy a o alegység helyettesitheti-e a y2 alegységet a GABAerg posztszinaptikus
specializdciokban. A gephyrin klaszterek hidnyoztak a & alegységet-expresszalo Cre’
interneuronok plazmamembranjabodl, viszont jelen voltak a Cre” & alegységet-expresszalo
interneuronokéban, ahol az al kolokalizaltak, de nem a & alegységgel. Annak ellenére, hogy a
gatld szinapszisok fo sejtadhézids molekuldja (gephyrin) hidnyzott a Cre® gyorsan-tiizeld
interneuronokban, a spontan IPSC-k jelen voltak ezeken a sejteken (Mark Eyre altal végzett
kisérletek). A spontan IPSC-k jelenléte a y2 alegység hianyaban szinaptikus eredetre utald
GABA 4ramok jelenlétére utal a Cre” § alegységet-expresszald interneuronokban. Habar
ezekb6l a kisérletekbdl nem lehet egyértelmiien kovetkeztetni arra, hogy a & alegység
hianyzik a Cre® gyorsan-tiizel§ interneuronok gatld szinapszisaibél, meg kell jegyeznem,
hogy a THDOC és a DS2 (mindkét drog a 6 alegység-tartamu receptorokon hat) drogok nem
voltak hatdssal a mIPSC-k amplitaddjara és lecsengési iddallandojara. Tehat a 6 alegység
ezekben a Cre® gyorsan-tiizelé  sejtekben  valdszinilleg az  extraszinaptikus
plazmamembranban van jelen. Valoban a tonusos GABA é4ram elevezetésekbdl kideriilt, hogy
SR95531 hatdsara a Cre* gyorsan-tiizel sejtekben, a tartéaramban nagyobb kifele-iranyuld
eltolodas van, mint mas sejtekben. Tovabba a THIP, amely szelektiv & alegység-tartalmu
receptorokon hat6 drog, potencirozta a ténusos aramot a Cre” gyorsan-tiizelé sejtekben, habar
a hatés statisztikailag nem volt szingnifikans (p = 0,26 SR95531, n=9; p= 0,36 THIP, n = §;
Factorial ANOVA, Tukey’s Unequal n HSD post-hoc teszt).

Ahhoz, hogy bebizonyitsam a GABAa receptorok valoban bedasulnak a
szinapszisokba a y2 alegység hianyaban, az SDS-FRL modszert alkalmaztam a GABAAR
jelolésre. A kvantifikalast a periszomatikus GABAerg szinapszisokon végeztem, mivel paros-

elvezetéssel Mark Eyre kimutatta, hogy az IPSC-k a periszomatikus szinapszisokbol erednek.
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Elészor az injektalt kéreghdl készitett replikan random kivalasztottam sejttesteket a
2/3 kérgi rétegbdl és a NL-2-t jelold aranyszemcsék alapjdn beazonositottam a gatld
szinapszisokat a P-oldalon. A replika tiikor oldalan, az E-oldalon, a sejtek y2 alegység
tartalmat kvantifikaltam, amely alapjan két sejtpopulaciot tudtam elkiiloniteni: y2-negativ (y2°
) és y2-pozitiv (y2") sejtek, amelyek megfeleltethetéek a Cre* és Cre™ sejteknek. Miutan a
sejteket kategorizaltam, vizsgaltam a NL-2, GABAAR ol és B3 alegységek szinaptikus
stirliségét és a szinapszisok teriiletének nagysagat a y2  vagy y2* sejteken. A NL-2, ol és B3
alegységeket jelold aranyszemcsék szinaptikus stirlisége szignifikansan nem kiilonbozott a y2°
vagy v2" sejteken (p > 0,05; One-way ANOVA), annak ellenére, hogy az atlag szinaptikus
stiriség értékek enyhén lecsokkentek a y2  sejteken. A periszomatikus szinapszisok
teriiletének mérete szignifikansan kisebb volt (p < 0,03; Tukey's post-hoc teszt) a y2" sejteken
(0,018 + 0,008 pm% n = 113 szinapszis, 21 sejt, két egér, al and B3 reakcidk dsszevonva),
mint y2* sejteken (0,025 + 0,014 pm?% n = 239 szinapszis, 18 sejt, két egér al and B3 reakcidk
Osszevonva). Ez arra utal, hogy a szinaptikus NL-2, GABAAR al és B3 Ossz-receptor szam
enyhén lecsokkent a y2" sejtekben.

Végiil, kvantifikaltam az extraszinaptikus GABAAR al és B3 alegységek stirliségét.
Az extraszinaptikus al-t jelolé aranyszemcsék stirtisége szignifikdnsan kisebb volt a 2
sejtekben a y2* sejtekhez képest (p = 0,03; One-way ANOVA), mig az extraszinaptikus p3-t

jelold aranyszemcsék stirtisége nem valtozott (p = 0,75; One-way ANOVA).

KOVETKEZTETESEK

A disszertaciom elsé részében a kdvetkezd kovetkeztetéseket vontam le:

1. A Kv4.2 alegységet jelolo aranyszemcsék eloszlasa a patkany CAL piramissejtek
apikalis dendritjén homogén eloszlast mutat.

2. Az | striségének novekedése nem magyarazhatd novekvd sejtfelszini ioncsatorna
stiriséggel.

3. Valoszinilileg valamilyen mas szabalyozé mechanizmusok feleldsek az Ia gradiensért
ugy, mint jarulékos alegységek jelenléte (KChIP, DPP6) és foszforilacio.

4. A Kir3.2 alegységet jelold aranyszemcsék siirlisége linearisan nd a sejttesttl valo
tavolsag fiiggvényében a CA1 piramissejtek apikalis dendritjén.

5. A sejttesttdl ugyanolyan tavolsagra levo apikalis és jarulékos dendriteken valamint
tiiskéken a K;3.2-t jelold aranyszemcsék siirlisége szignifikdnsan nem kiilonbozik

egymastol.
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A disszertaciom els6 részében feltartam két funkcionalisan kiilonboz6 kalium csatorna egyedi
szubcellularis és kompartment-fiiggd eloszlasat ¢s stirliségét a patkany hippokampusz CA1
piramissejtjein. Eredményeim arra utalnak, hogy a kiilonb6z6 kalium csatornak kompartment-

fliggd modon képesek szabalyozni az idegsejtek ingerelhetdoségét.

A disszertacidm masodik részében a kovetkezd kdvetkeztetéseket vontam le:
1. A 7y2 alegység-hianyos sejtek gatld szinapszisaiban az o ¢és [ alegységek
megtalalhatoak.
2. Az al és B3 alegységeket jelold aranyszemcsék szinaptikus stirlisége nem valtozik a
v2 alegység-hianyos sejteken.
3. A Dr. Mark D. Eyre kollégam altal végzett farmakologiai kisérletek azt bizonyitjak,
hogy a 2 alegységet a Cre" sejtekben a y3 alegység helyettesiti.
4. A GABA, receptor & alegység upregulalodik a Cre" parvalbumin tartalmi
interneuronok szomato-dendritikus plazmamembranjaban.
A disszertaciom masodik részében kimutattam, hogy az egér kérgi 2/3 rétegi idegsejteken a
GABA receptorok szinaptikus bedusuldst mutatnak virus altal kozvetitett y2 gén-kititést

kovetden.
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