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Bevezetés:

A hippokampalis régi6é szdmos kognitiv idegi tevékenységben jatszik kulcsszerepet, példaul
az informéacio kddoldsaban és el6hivasaban vagy a térbeli tdjekozodasban (Bird és Burgess, 2008).
A hippokampusz ¢és a gyrus dentatus idegi hal6zata egyarant serkentd principalis és gatlo GABAerg
idegsejtekbdl all (Freund és Buzsaki, 1996). A gyrus dentatusban a serkentdsejtek funkciojat a
hilaris mohasejtek és a szemcsesejtek toltik be, mig a hippokampuszban a piramissejtek latjak el ezt
a funkciot (Amaral és munkatarsai, 1990). Ellentétben a principalis sejtekkel a gatlosejtek a két
koto fehérjét, parvalbumint tartalmazo gyorsan tiizelé kosar- és axoaxonikus sejtek, valamint a
szabalyosan tiizel6 CB1 kannabinoid receptorokat és egy neuropeptidet, a kolecisztokinint
expresszalo kosarsejtek innervaljak (Freund es Katona, 2007). Kolecisztokinin a serkentdsejtek
dendritjein szinaptizalo interneuronokban is megtalalhato (Cope és mtsai, 2002; Klausberger es
mtsai, 2005). A principalis sejtek dendritfajanak legdisztalisabb részét az mGlu;, metabotropos
glutamat receptorokat és egy neuropeptidet, a szomatosztatint expresszalo GABAerg interneuronok
innervaljak (Baude és mtsai, 1993; Katona és mtsai, 1999; Ferraguti és mtsai, 2004). Ez utébbi
sejttipus, a tipikus visszacsatolo gatlosejtnek tekinthetd, ugyanis serkenté bemeneteik nagy részét
éppen az altaluk innervalt principalis sejtekt6] kapjak (Blasco-1banez és Freund, 1995; Maccaferri
€s McBain, 1995). A hippokampalis régié elorecsatold gatlasat a parvalbumint tartalmazo
interneuronok adjak, amiknek tiizelését jo hatadsfokkal valtjak ki az elorecsatold serkenté afferensek
(Glickfeld és Scanziani, 2006). Lathaté tehat, hogy a hippokampalis régidban a principalis sejtek
kiilonb6z6 komputacios doménjeinek gatldo szabalyozasat kiilonbozo, egymastol anatomiai €s
élettani tulajdonsagaikban hatarozottan elkiiloniil6 interneuron populaciok latjak el (Miles és mtsai,

1996; Lovett-Barron és mtsai, 2012).

Az ugynevezett hosszantarto receptor potencialokat (transient receptor potential, TRP)
kialakito kation csatorndk szamos sejtélettani funkcidban jatszanak szerepet (Ramsey és mtsai,
2006). Osszesen 28 tipusi TRP csatorna kiilonboztetheté meg, amelyek szekvencia homologidjuk
alapjan 6 kiilonboz6 alcsaladba tartoznak (Clapham, 2003; Owsianik és mtsai, 2006). A TRPC
(,.canonical”) alcsalad tagjai jelentés Ca®* permeabilitassal birnak és ezeket a csatornakat a
hippokampuszban szamos receptor —mint példaul a tirozin kinaz TrkB receptorok (TRPC3), az
mGlu; és mGlus metabotrépos glutamat receptorok (TRPC5) vagy a muszkarinikus kolinerg

receptorok (TRPC5) — képes aktivalni (Abramowitz és Birnbaumer, 2009; Bollimuntha és mtsai,



2011). ATRPCS csatornaknak feltehetden szerepe van a hippokampalis piramissejtek axonalis
ndvekedésében is (Greka és mtsai, 2003).

Keveset tudunk azonban a TRPC6 csatorndk hippokampalis régidban betoltott funkcidjarol.
Korabbi vizsgéalatok alapjan tigy tlinik, hogy ezen csatorndknak a dendritikus ndvekedésben és a
serkentd szinapszisok kialakulasaban szerepiik van, tovabba mas tanulmanyok szerint a TRPC6
csatornak részt vehetnek a retrogadd messenger endokannabinoidok szintézisében is (Thai és mtsai,
2008; Zhou és mtsai, 2008; Bardel és Barker, 2010; Katona és Freund, 2008; Kano és mtsai, 2009).
Ismert, hogy a diacylglicerol (DAG), amely molekula az endokannabinoidok eléanyaga is, képes a
TRPC6 csatornak nyitasara (Hofmann és mtsai, 1999; Aires és mtsai, 2007). Egy hipotézis szerint a
DAG éltal kinyitott TRPC6 csatornakon keresztiil az idegsejtekbe aramlé Ca?* aktivalhatja a Ca?*
szenzitiv DAG-lipazt és ezaltal ezek a csatornak részt vehetnek az endokannabinoidok
szintéziseben is (Bisogno es mtsai, 2003). A DAG szintézisében ( mGlus receptorok, foszfolipaz C)
¢s degradaciojaban (DAG lipaz) résztvevo proteinek, egy periszinaptikus gytriit alkotva, a
dendrittiiskékre érkezd aszimmetrikus, serkentd szinapszisok szélén helyezkednek el (Lujan és
mtsai, 1996; Lujan és mtsai 1997; Katona és mtsai, 2007; Fukaya eés mtsai, 2008). Tehat, ha a
fentiekben leirt hipotézis igaz és a TRPCG6 csatornak valoban részt vesznek az endokannabinoidok

szintézisben, akkor, legaldbbis részben, ebben a periszinaptikus gytiriiben kell elhelyezkedniiik.



Célkituzes:

Annak érdekében, hogy kdzelebb jussunk a TRPC6 csatornak pontosabb szerepének a
feltardsédhoz a kiilonboz6 idegélettani folyamatokban, célunk volt meghatarozni, hogy a feln6tt
hippokampalis régio idegi haldzatanak, mely elemei expresszaljak ezeket a csatornakat.



Anyag és modszer:

Allatok kezelése:

A Kisérleteket az Intézeti Etikai Kddex iranyelveinek és a Magyarorszagon hatalyos
szabalyozasnak (1998, XXVIII, 243/1998 cikkely) megfelelden hajtottuk végre. Az llatokat 12-12
oOrés fény-sotét ciklusban voltak tartva és korlatlan mennyiségii élelem és viz allt rendelkezésiikre.
Minden lehetséges erdfeszités megtortént, annak érdekében, hogy az okozott fajjdalom és szenvedés
a lehetd legkisebb mértékii legyen, valamint, hogy a kisérletek soran a lehetd legkevesebb allatot
hasznaljuk fel. Atanulmany soran 10 darab Wistar patkany (200-400g, Charles River,
Magyarorszag) ¢s 2 felndtt Trpc6 génkiiitott egér illetve ezek vadtipusu alomtarsai (n=2) keriiltek

felhasznalasra.

Immunhisztokémia:

A patkanyokat intraperitonealisan adott 0,2 ml /100 g testsuly dézisu equtesin injekcioval
mélyen elaltattuk. Ezutan az allatokat sziven keresztill a kovetkez6 oldatokkal perfundaltuk: el6szor
2 percig 4 °C 0,9%-o0s NaCl oldattal, majd 10 percig 2 % paraformaldehidet és 3,75 % Acroleint
tartalmazo foszfat pufferrel (pH=7,4), amit 2% paraformaldehid tartalmu foszfat puffer kdvetett 20
percen at. Az egerek agyat 4%-os paraformaldehidben immerzidsan fixaltuk. A fixalast kdvetéen
Leica 1000S vibratommal 40-50 pm vastagsagu koronalis metszeteket készitettiink, amiket 30%
szachardz tartalmu 0,1 M foszfat puffer alapi krioprotektiv oldatba helyeztiink 1 éjszakara, majd az
csonakokban fagyasztottuk. Alapos mosas utan a metszeteket 0,1 M foszfat puffer alapu 1%-o0s
natrium-borohidrid oldattal kezeltik.

Ezutan a metszeteket 2% marha szérum albumint (BSA), 100 mg/ml glicint, 10% normal
kecske szérumot (Vector laboratories) tartalmazo Tris-pufferalt so oldatba (TBS) (pH= 7,4)
helyeztiik 30 percre, majd 4 °C 1 éjszakan at inkubaltuk nyul anti-TRPC6 antitesteket (Alomone
labs Ltd, Jeruzsalem, Izrael) 1:20000 aranyban tartalmazé TBS oldatban. Az els6dleges antitest
kimoséasa utan a metszeteket kecske anti-nyul (MVector laboratories, Burlingame, CA), biotinilalt,
1:200 aranyban TBS-el higitott masodlagos antiszérumban inkubaltuk 2 6ran keresztil. A
metszeteket ezutan TBS alapu, 1:300 aranyban higitott avidin-biotinilalt tormaperoxidaz

komplexben (ABC Elite, Vector laboratories) inkubaltuk 2 6ran at, amit immunperoxidaz reakcid



kdvetett, kromogénként diaminobenzidint (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) hasznalva.

A TRPC6 fehérjék szubcelluléris lokalizaciéjanak meghatarozasahoz beagyazas elétti
immunarany festést alkalmaztunk. Ebben az esetben a metszeteket a TRPC6 elleni antiszérumban
(1:5000) 2 napig inkubaltuk, amit 1 nm-es aranyszemcsékkel konjugalt anti-nydl masodlagos
antitestet (Aurion, Wageningen, Hollandia) (1:50 aranyban 1% BSA-t, 0,1% zselatint és 100 mg/ml
glicint tartalmaz6 TBS-ben higitva) tartalmazo oldatban 1 éjszakan &t tart6 inkubacié kovetett. A
metszeteket TBS alapl 2% glutaraldehidet tartalmazo oldattal posztfixaltuk, majd az immunjeleket
ezlsttel intezifikaltuk.

Minden immunperoxidaz és immunarany festést a metszetek 1 percen at 0,5%-0s OsOy-€l
majd 15 percen at 1%-0s OsO4-el torténd kezelése kovette. Ezutan a metszeteket felszalld
alkoholsorral és acetonitrillel dehidraltuk, majd miigyantaba (Durcupan) dgyaztuk. A dehidralas
kdzben a metszeteket 30 percen keresztll 1%-0s uranil-acetattal és 70%-os etanollal kezeltlk.
Végil a metszeteket Ujra atagyaztuk és fény- (Zeiss Axioscope 2) illetve elektronmikroszkoppal
(JEOL JEM-1011) vizsgéltuk.

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz anti-TRPC6 (1:3000) és tengerimalacban
termeltetett anti-mGluy, (1:500; Frontier Institute co. Ltd, Japan; (Tanaka és mtsai, 2000)) vagy
anti-TRPC6 (1:3000) és egér anti-parvalbumin (1:2000; Sigma-Aldrich) antitestek keverékét
hasznaltuk. A metszeteket ezutan 2 éran at a TBS-ben higitott masodlagos antitesteket tartalmazo
oldatokkal inkubaltuk: Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul antitest (1:200; Molecular Probes, Eugene,
OR) és Alexa Fluor 594 kecske anti-tengerimalac antitest (1:200; Molecular Probes) vagy Alexa
Fluor 488 kecske anti-nyul antitest (1:200; Molecular Probes) és Alexa Fluor 594 kecske anti-eger
antitest (1:200; Molecular Probes). Moséas utan a metszeteket iveg targylemezekre hlztuk és Aqua
poly/mount-tal (Polysciences Inc, Warrington, PA, USA) fedtik le. A fedélemezeket koromlakkal

rogzitettik. A felvételeket Nikon A1R konfokalis lézer pasztazo mikroszkdppal készitettlk.

A TRPC6 csatornak térbeli eloszlasanak kvantitativ analizise a gyrus dentatus szemcsesejtek
felszinén:

Minden kvantifikaciét 3 patkanybol szarmazo szovetmintakon végeztink. Mivel a
kiilonboz6 allatokbol szarmazd mintakon végzett mérések eredményei kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget, a kiilonboz0 allatokbdl kapott adatokat sszevonva elemeztiik. Az
analizishez az ImageJ szoftvert (NIH) hasznaltuk. Ha az ezusttel intenzifikalt immunarany
szemcsék kevesebb, mint 100 nm tavolsagra helyezkedtek el a plazmamembrantdl, akkor azokat a
plazmamembranhoz asszocialtnak tekintettik. Az analizishez a felvételeket 3 ultravékony

metszetb6l allo sorozatmetszetekben, 2500-szoros nagyitason készitettik a stratum moleculare vagy
5



startum granulosum kdz¢épso régidjardl. Az immunjelek stirliségének meghatarozasat a kozépso
metszetrdl késziilt felvételen végeztiik, ugy, hogy minden a képen teljesen lathato (tehat a képrol
nem lel6go) profilt a 2 szomszédos metszetrdl késziilt felvételeket felhasznalva dendritként,
dendrittiiskeként, szémaként, axon végzddésként vagy ismeretlen profilként meghataroztunk, majd
a kozépso felvételen az adott kategOridba tartozo sszes profilban lokalizalédé immunszemcsék
szamat osztottuk az adott kategériaba tartozd 6sszes profil teljes membranhosszaval. Mivel az
immunjelek eloszlasa nem kiilonb6zott szignifikansan a normal eloszlastol (p<0,01) a kapott
immunjel/membranhossz eredményeket az atlaggal és az atlag szérasaval jellemeztik.

A TRPC6 csatornak dendrittiiskék felszinén val6 térbeli eloszlasanak meghatarozasahoz
allatonként (n=3) 93 immunjelet vettiink be az analizisbe. A Lujan és mtsai altal korabban leirt
mddszertant kdvetve (Lujan és mtsai, 1996; Lujan és mtsai, 1997) minden immunjel esetében
meghataroztuk a szinaptikus réstdl valo tavolsagat plazmamembran mentén. Ezek utan
meghataroztuk az adott dendrittliske félkertletét, amit 60 nm-es egységekre osztottunk, majd
minden egyes immunjelet a meghatarozott egységek valamelyikébe soroltunk a szinaptikus réstol
valo tavolsaga alapjan. A harom adatsor nem kulonb6zott egymastal szignifikansan (p>0,5,

Kruskal-Wallis nem-parametrikus teszt), igy az adatokat dsszevonva elemeztik.



Eredmények és értékelésuk:

TRPC6 csatornak lokalizacidja patkany hippokampalis régidjaban

Hogy attekintést nyerjink arra vonatkozdan, hogy a TRPC6 csatornakat a hippokampalis
régio mely idegi elemei expresszéljak, a TRPC6 transzmembran protein intracellularis C-terminusa
ellen termeltetett poliklonalis antitesttel végeztiink immunfestést. Patkany szévetben az
immunperoxidaz festés DAB kromogént hasznalva erds jelet adott a gyrus dentatus-ban a stratum
abra, A, B, D) Emellett a hilus-ban és a stratum oriens-ben egyarant lathatéak voltak immunjeldlt
tuskes dendritek (1. abra, C; 6. abra, A, D), valamint a stratum radiatum-ban és stratum oriens-ben a
piramissejtekével parhuzamosan futd sima dendritek kézil is tbb immunreaktivnak bizonyult (1.
abra, A).

“ 7=z

specifikussaganak ellenorzése Trpc6 geénkiiitott egerekben

Az immunfestések antigén-antitest reakcidjanak specifikussagat vadtipusu és Trpc6
génkiutott egerek hippokampuszai immunfestédésének dsszehasonlitasaval ellendriztiik (Dietrich és
mtsai, 2005). Vadtipusu egérben az immunfestddés mintdzata megegyezett a patkanyban latottéval
(2. abra, A): a stratum moleculare erésen, mig a stratum lucidum némileg gyengebben est6dott (2.
abra, A, C), valamint a stratum oriens-ben, stratum radiatum-ban és hilus-ban lokalizalodé
interneuron dendritek jelolodése is megfigyelhetd volt (2. dbra, B). Ezzel szemben a Trpc6
génkiltott egérben sem a stratum moleculare és stratum lucidum, sem pedig az interneuron
dendritek immunreaktivitdsa nem volt kimutathat6 (2. abra, D, E, F). Mindemellett néhany neuron
citoplazmajanak és szamos gliasejteknek az immunjeléltsége a patkany és vadtipusu egér, valamint
a Trpc6 genkiutott egér hippokampuszéban egyarant megfigyelhet6 volt (2. abra, E, F). Ezen
eredmények alapjan elmondhato, hogy a TRPC6 csatornak jelen vannak a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek Ki- és bemeneti régidjaban, valamint az interneuronok dendritjeiben is, tovabba,
hogy a gliasejtek és néhany neuron szomajanak a citoplazmatikus jelo16dése ezzel az antitesttel

nem specifikus.



A TRPC6 csatornak szubcellularis eloszlasa a gyrus dentatus-ban

A tovabbi kisérletek mindegyikét patkany hippokampalis régiojaban végeztik. A TRPC6
csatorndk szubcellularis eloszlasénak vizsgalatdhoz preembedding immunarany festést hasznaltunk,
¢s meghataroztuk, hogy a jelek tilnyomo része a szemcsesejtek plazmamembranjahoz kotédik (3.
abra). A TRPC6 csatornak serkentésejteken valo lokalizacidjanak pontos leirdsdhoz az immunjelek
stiriségét harom kiilonb6z6 kompartmentumban (dendrittiiskek, dendritek, sejttestek) hasonlitottuk
Ossze. Az immunjelek stirisége a dendritek plazmamembranjaban volt a legnagyobb (0,12 + 0,01
jel/um, n=150), ennél szignifikansan kisebb siiriiségben voltak megfigyelheték az immunjelek a
dendrittliskékben (0,04 + 0,01 jel/um, n=267) és a sejttestekben (0,06 + 0,01 jel/um, n=20) (3.
abra). Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a TRPC6 csatornak a gyrus dentatus szemcsesejteiben

preferéltan a dendriteken lokalizalédnak.

A dendrittiiskék felszinén a TRPC6 csatornak terbeli eloszlasa egyenletes, néemileg preferalva az
aszimmetrikus szinapszisok koriil elhelyezkedd periszinaptikus gytiriit

Noha a TRPC6 csatornak stirtisége a dendriteken volt a legnagyobb, tovabbi részletesebb
vizsgalatot a dendrittiiskéken végeztink. Ennek oka, hogy néhany fehérje (példaul a
dendrittiiskékben a DAG koncentracidjanak szabalyozasaért felels fehérjék) a dendrittiiskére
érkez6 aszimmetrikus szinapszis sz€lén elhelyezkedve periszinaptikus gytirit hoznak 1étre (Katona
és Freund, 2008). Annak érdekében, hogy elddntsiik, vajon a TRPC6 csatorna részét képezi-e a
periszinaptikus gytirtinek, meghataroztuk a TRPC6 csatorndk szinaptikus réshez viszonyitott
szubszinaptikus térbeli elrendezddését. A Lujan és kollégai altal kidolgozott modszer szerint (Lujan
és mtsai, 1996; Lujan és mtsai, 1997) a dendrittliske félkeriiletét 60 nm-es egységekre osztottuk,
majd ezekbe az egysegekbe soroltuk be az immunjeleket a szinapszis sz¢1étd1 vald tavolsaguk
alapjan (4. abra). Ezen vizsgalattal kideritettiik, hogy a dendrittliskék felszinén a TRPC6 csatornak
térbeli eloszlasa egyenletes, azonban némileg preferaltan helyezkednek el a periszinaptikus
gytriiben. Meghataroztuk tovabba azt is, hogy az immunjelek az esetek kevesebb mint 2%-aban

helyezkedtek el a posztszinaptikus denzitasban, vagy intracellularisan a citoplazmaban.

TRPCS6 csatornak szubcellularis eloszlasa a stratum lucidum-ban

Mivel mind a patk&ny, mind a vadtipusu egér hippokampuszdban megfigyelhet6 volt a

stratum lucidum festddése, amely azonban hidnyzott a Trpc6 génkiiitott egér hippokampuszaban, a
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kovetkezOkben a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek axonvégzddési zonajaban vizsgaltuk a TRPC6
csatorndk szubcelluléris eloszlasat. Szemben a stratum moleculare-val, ahol az immunjelek a
dendritekben és a dendrittiiskékben szinte kizarélag plazmamembréanhoz kététten lokalizalddtak (3.
abra), a stratum lucidum-ban az immunjel61lés a moharostokra jellemz6é modon szervez6d6 axonok
belsejében, valamint a szemcsesejtek specialis axon terminalisaiban, az Ggynevezett
mohaterminalisokban volt lathaté (5. abra). A mohaterminélisokban az immunszemcsék az
intracellularis ciszterndk membranjahoz illetve a plazmamembranhoz asszocialtan fordultak elo, a
vezikulum klasztereket minden esetben elkeriilték. Ezen a megfigyelések alapjan elmondhatjuk,
hogy mig a szemcsesejtek dendritjeiben és dendrittliskéiben a TRPC6 csatornak szinte kizarolag a
plazmamembranhoz kapcsolddva vannak jelen, addig ugyanezen sejtek axonjaiban és
axonvégzOdéseiben gyakran intracelluldrisan is, a terminalisokban sokszor feltehetéen

intracellularis membran ciszterndkhoz asszocialédva.

Interneuronok TRPC6 expresszidja

Kovetkez6 kisérleteinkben a TRPC6 immunreaktiv dendritekkel rendelkez6 interneuronok
azonositasat végeztuk el. A stratum oriens és alveus hataran, valamint a hilus-ban lathato str,
TRPC6 immunpozitiv dendrithal6zat az mGlui, metabotrépos glutamat receptorokat expresszalo
interneuronok dendritjeire hasonlitott. Kettés immunfluoreszcens festéssel bizonyitottuk, hogy a
TRPC6 csatornék lokalizalodnak az mGlu,, receptorokat expresszalo interneuronok dendritjein (6.
abra, A-F). A stratum radiatum-ban megfigyelhetd, szintén TRPC6 immunreaktivitast mutatd sima
dendritek meghatarozasahoz neurokémiai markerként a parvalbumint valasztottuk, ugyanis ezt a
Ca”* koté fehérjét a hippokampalis régio szamos GABAerg sejtje expresszalja (Katsumaru és mtsai,
1988; Freund és Buzsaki, 1996). A kettés immunfestett metszetek vizsgalatabol kiderdlt, hogy ezen
dendritek nagy része a TRPC6 mellett parvalbumint is tartalmaz (6. abra, G-1). A stratum
moleculare-ban a TRPC6 csatornak parvalbumin immunpozitiv dendriteken valo jelenlétét nem
lehetett vizsgalni, ugyanis — feltehetéen a szemcsesejtek dendritjeinek és dendrittiiskéinek erés
immunjeldltsége miatt - az egyes TRPC6 immunreaktiv interneuron dendriteket egymastél nem
lehetett megkilénboztetni (1. abra, B). Eredmeényeink szerint tehat, a TRPC6 csatornak jelen
vannak legalabb kettd kiilonbdzd interneuron populacioban, melyek koziil az egyik az mGluga,

receptorok expresszidjaval, a masik pedig parvalbumin tartalmaval jellemezhetd.
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A TRPC6 csatornak az interneuronok dendritjeiben plazmamembranhoz asszociéltan
lokalizalodnak

Veégezetul az interneuronok dendritjein vizsgéltuk TRPC6 csatornak szubcellularis
lokaliz&cidjat. Beagyazas el6tti immunarany festést alkalmazva meghataroztuk, hogy az
immunarany-szemcsék a stratum oriens-ben és hilus-ban talalhat6 tuskés interneuron dendritekben
(7. &bra, A, B) (Baude és mtsai, 1993; Acsady és mtsai, 1998; Takacs és mtsai, 2012) a
plazmamembranhoz asszocialtan talalhatoak.A stratum radiatum-ban 1évé, a parvalbumin
immunpozitiv dendritekre hasonlité (Gulyas és mtsai, 1999), sima, aszimmetrikus szinapszisokkal
stirtin boritott dendritekben (7. abra, C) az immunjelek szintén ilyen modon lokalizaloédtak. Ezen
eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a TRPC6 csatornak megfeleld pozicidban vannak ahhoz,
hogy mind az mGluy, receptorokat expresszald, mind a parvalbumint tartalmazé GABAerg sejtek

bemeneteit szabalyozzak a hippokampalis régioban.
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Osszefoglalas

Munkénkban leirtuk, hogy a hippokampalis régiéban a TRPC6 csatornakat a gyrus dentatus
szemcsesejtei és gatld interneuronok expresszaljak. Elektronmikroszkdépos vizsgélatokkal
meghataroztuk, hogy ezek a csatornak az interneuronok dendritjeinek valamint a gyrus dentatus
szemcsesejtek dendritjeinek, dendrittiiskéinek és sejttestjeinek plazmamembranjahoz asszocialddva
fordulnak eld. Tovabba részletesebb vizsgalataink megmutattak azt is, hogy a szemcsesejtek
dendrittliskéinek felszinén a TRPC6 csatornak eloszlasa egyenletes, kivéve, hogy a csatornak
némileg stirlibben lokalizdlodnak az aszimmetrikus szinpaszist koriilvevo periszinaptikus gytriiben.
A szemcsesejtek axonjaiban és axon terminalisaiban a TRPC6 fehérjék legink&bb intracellularisan
helyezkednek el, mig a mohaterminalisokban gyakran membran ciszternakhoz kapcsolédva.

TRPC6 csatornak a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek plazmamembranjaban

Immuncitokémiai eredményeink, melyek a TRPC6 csatorndk erds expresszidjat igazoltak a
stratum moleculare-ban, alatamasztjak egy korabbi vizsgalat eredményeit (Chung és mtsai, 2006),
amelyben egy masik, szintén TRPCG6 ellen termeltetett antitestet hasznaltak. Ebben a munkaban a
szerzOk a stratum moleculare-n Kiviil egyéb rétegekben nem talaltak immunjeldlt profilokat.
Immunarany technikéat alkalmazva ezeket az adatokat kiegészitettiik azzal, hogy tisztaztuk, a gyrus
dentatus szemcsesejteiben a TRPC6 csatornak a dendritek és dendrittliskék plazmamembranjahoz
asszocialtan lokalizalodnak. Mivel ezeknek a csatorndknak a nyitasat DAG kontrollalja (Hofmann
és mtsai, 1999; Aires és mtsai, 2007), a TRPCG6 feherjék térbeli eloszlasat a tiiskék felszinén
Osszehasonlitottuk a lokalis DAG koncentracio szabalyozasaban résztvevd fehérjék
lokalizacidjaval. Ilyen jellegli kvantitativ adat az aszimmetrikus szinapszisok koriil elhelyezkedd
periszinaptikus gytriiben is megtalalhaté mGlus receptorokra, PLCP 1/4 és DAG lipaz fehérjékre
vonatkozdan érhetd el (Lujan és mtsai, 1996; Lujan és mtsai, 1997; Nakamura és mtsai; 2004;
Katona és mtsai, 2006; Yoshida és mtsai, 2006; Fukaya €s mtsai, 2008). Eredményeink alapjan a
TRPC6 csatornak egy része preferaltan a periszinaptikus gyiriiben helyezkedik el, az mGlus
receptor medialt DAG produkciohoz sziikseges fehérje apparatussal szerkezeti korrelaciot mutatva.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a gyrus dentatus szemcsesejteinek mGlu-fiiggé depolarizaciojat
kiséré Ca*" emelkedés, legalabbis részben, a TRPC6 csatornakon keresztiil térténik. A TRPC6
csatornékon keresztiil a sejtbe jutd Ca** szamos egyéb szerepe mellett a csatorna zarasahoz vezeté
visszacsatold jelként is szolgalhat (Hofmann és mtsai, 1999). Az intracellularis Ca®*-szint
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emelkedés hatasara a DAG lipadz miikodése jelentésen fokozddhat, ami igy még hatékonyabban
hasitja a DAG molekulékat és vezet a csatorna zarasahoz (Bisogno és mtsai, 2003). Tehat a TRPC6
csatornak szabalyozé folyamatai - az mGlus receptorok aktivaciojanak hatasara bekovetkezé
PLCP1-fliggé DAG termel6dés és a DAG-lipaz altal végzett DAG-bontéas, amely folyamatokhoz
szlikséges fehérje apparatus - a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek dendrittiiskéiben
kompartmentalizalodik. A hippokampalis piramissejtek dendrittiiskéiben feltehetéen hasonlo
mechanizmus mitkodik, itt a TRPC6 csatornak helyett a Ca®*-ra kevésbé permeébilis TRPC3
és/vagy TRPC7 csatornak jatszhatnak szerepet az mGlu-fiiggé depolarizacioban (Abramowitz és
Birnbaumer, 2009; Bollinmuntha és mtsai, 2011; Gee és mtsai; 2003). Kiemelendd, hogy elvben
minden Gq proteinhez kapcsolt metabotrdp receptor aktivalhatja a TRPC6 vagy akar a tobbi DAG-
érzékeny TRPC csatornat. Példanak okért korabbi munkak eredményei mutatjak, hogy a Gq
jelatviteli itvonalon keresztiil miikodé mGlui,, TrkB vagy az 1-es tipusi muszkarinikus receptorok
megtalalhatéak a principalis sejtek dendritttiskéinek felszinén (Baude és mtsai, 1993; Lujan és
mtsai, 1996; Drake eés mtsai, 1999; Yamasaki és mtsai, 2010). Tehat elvileg lehetséges, hogy
mindezen metabotrépos receptorok aktivaciojuk utan DAG-erzékeny TRPC csatornakat nyissanak
ki, amelyek aztan medialjak a kationaramlast a kérgi serkentdsejtek dendrittiiskéibe.

A TRPCS6 csatornak a szemcsesejtek dendrittliskéi mellett a dendritek és a sejttestek
felszinén is lokalizalodnak. A fent felsorolt metabotrépos receptorok mindegyike megtalalhat6 ezen
sejtek dendritjeinek és sejttestjeinek plazmamembranjaban is, igy feltehetd, hogy a TRPC6
csatornak nyitasa ezekben a kompartmentekben is hasonloan torténik. Mindezek alapjan
elmondhat6, hogy a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek bemeneti régioi rendelkeznek a TRCP6
csatornak miikodésének szabalyozasahoz sziikséges molekularis rendszerekkel.

Egy Uj tanulmany szerint a dendritikus ndvekedésben és a szinapszisok formalasaban
betdltott szabalyozo funkciojuk mellett, a TRPC6 csatornak lehetséges szereppel birnak a
neurotranszmitter felszabadulast jelentdsen csokkenteni képes endokannabinoidok szintézisében is
(Bardell és Barker, 2010; Kano és mtsai, 2009; Katona és Freund, 2008). Mivel a DAG altal aktivalt
TRPC6 csatornak a Ca**-szint lokalis emelkedéséhez vezetnek — ami az endokannabinoid szintézis
egyik szlikséges lepése -, ezért feltehetd, hogy ezek a csatornak a CB1 kannabinoid receptorok altal
medialt szinaptikus plaszticitasi folyamatokban is részt vesznek (Katona és Freund, 2008 ; Kano és
mtsai, 2009).

TRPC6 csatornak a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek axonjaiban és axonterminalisaiban

A dendritekben és dendrittiskékben megfigyeltekkel szemben, a moharostokban a TRPC6
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csatorndkat jelo16 immunszemcsék gyakran intracellularisan helyezkednek el, ami azt sugallja, hogy
ezek a csatornak az axonok végzddéseiben feltehetden mas szerepet toltenek be, mint ugyanezen
sejtek bemeneti régidjaban. Egyes kisérleti adatok arra utalnak, hogy a TRPC6 csatornak szerepet
jatszhatnak az intracellularis Ca?* raktarak Ca?* szintjének szabalyozasaban (Cahalan, 2009; Pani és
mtsai, 2012). Ezt a hipotézist eredményeink is aldtdmasztjak, hiszen a mohaterminalisokban az
immunjelek gyakran intracellularis membran ciszternakhoz asszocialodva fordulnak eld, amelyek
intracellularis Ca?* raktarakként funkcionalhatnak. Shimizu és munkatarsai lefrtak (Shimizu és
mtsai, 2008) a 2-es tipusu ryanodin receptorok szubcelluléris loklizaciojat a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek axonjaiban. Hasonléan a TRPC6 csatornak altalunk megfigyelt eloszlaséhoz, a 2-
es tipust ryanodin receptorok szintén elsdsorban az axonokban intracellularisan €s kisebb részt a
terminalisokban lokalizalodtak, ahol az immunjelek szinte minden esetben elker(ilték a vezikulum
klasztereket. Shimizu és munkatarsai kimutattak, hogy a ryanodin receptorok aktivacioja
felerésithet egy kialakulé Ca?*-jelet. Ennek fényében érdekes hipotézis, hogy az ugyanezen
kompartmentumokban hasonlé lokalizaci6t mutaté TRPC6 csatornaknak is szerepe lehet a Ca®*
szint szabalyozasaban, és ilyen modon kdzvetve a neurotranszmitter felszabadulés regulaciojaban

is.

TRPCS6 csatornak az interneuronokon

A serkent6 szemcsesejtek mellett a gatlo mGluy, receptorokat expresszalo, illetve a
parvalbumin tartalmu interneuronok is kifejezik a TRPC6 csatornakat a dendritikus
membranfelszineiken. Mivel mindkét interneuron populacio rendelkezik mGlu; és/vagy mGlus
receptorokkal (Baude és mtsai, 1993; Lujan és mtsai, 1996; van Hooft és mtsai, 2000; Topolnik és
mtsai, 2006), 1-es és/vagy 3-as tipusu muszkarinikus receptorokkal (Lawrence és mtsai, 2006; Cea-
del Rio és mtsai, 2010) és valosziniileg TrkB receptorokkal (Holm és mtsai, 2009) valamint DAG
lipazzal (Peterfi és mtsai, 2012) is, feltételezhetéen a TRPC6 csatornak miikodésének szabalyozasa
az interneuronokban a szemcsesejtekéhez hasonld6 médon térténhet. Egy korabbi tanulmanyban
horizontélis dendritekkel rendelkezd, mGlu;, immunpozitiv interneuronokra emlékeztetd sejteknél,
a bemeneti régiora érkezd serkentd szinapszisok hosszatavia meger6sodéséhez vezetett (Topolnik €s
mtsai, 2006). Ebben a munkaban a szerz6k nem hataroztak meg, hogy pontosan mely TRP
csatornék okozzak ezt a hatast, de eredményeink alapjan, feltételezhetd, hogy a nagy relativ Ca**
permeabilitassal bir6 TRPC6 csatornak hozzajarulhatnak ezen jelenség kialakulasahoz. Az altalunk

vizsgalt két egyarant TRPC6 immunpozitivnak bizonyuld interneuron populaci6 kézil az egyik az
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elérecsatold gatlast (parvalbumin immunpozitiv interneuronok), mig a masik a visszacsatolo gatlast
(mGluz, immunpozitiv interneuronok) biztositd gatlé neuronkérok alkotdja, igy elmondhatd, hogy a
hippokampalis régioban a DAG-érzékeny TRPC6 csatornak aktivacioja révén lehetséges az
informécidéfeldolgozas mddositasa (Pouille és Scanziani, 2004).

Mindent 6sszevetve, eredményeink alapjan a TRPC6 csatorndk Gg metabotrépos receptorok altali
aktivaciojuk révén a hippokampalis triszinaptikus kor elsé fazisaban, a gyrus dentatus-ban talalhato
szemcsesejtek Ca?* szintjének véltoztatasaval képesek az informécié feldolgozasat médositani,
tovabba ezen csatorndk az interneuronok dendritjein expresszalodva megfeleld poziciot foglalnak el
ahhoz, hogy a kiilonb6z6 interneuron tipusok szinaptikus plaszticitasi folyamataiban szerepet

jatszanak.
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Flggelék:

mol.

mol.

1. abra
Patkany hippokampalis régiojabol szarmazé TRPC6 immunfestett szdvet fénymikroszkopos

gyrus dentatus-ban a TRPC6 immunfestédése latszik. A stratum moleculare erés festddése mellett a
hilus-ban, a stratum oriensben és a stratum radiatum-ban szamos immunjeldlt dendrit latszik.
sejttestjeire hasonlito képletek. B: Nagyobb nagyitasd fenymikroszkopos felvételen latszik a gyrus
dentatus szemcsesejtek dendritjeinek er6s immunfest6dése a stratum moleculare-ban. C: A CAl
régioban a stratum oriens €s alveus hataran futd, fleg horizontalis lefutasu interneuron dendritek

altal meghatarozott kiilonb6z6 idegi elemek immunfest6dése latszik. D: A hippokampusz CA3
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régidjaban, a stratum lucidum-ban a piramissejtek lathatan immunnegativ apikélis dendritjeit
er6sen immunpozitiv képletek szegélyezik. Roviditések: alv., alveus; o., stratum oriens; p., stratum
pyramidale; rad., stratum radiatum; I.m., stratum lacunosum-moleculare; mol., stratum moleculare;

gr., stratum granulosum; h., hilus. Skélak : A, 100 um; B, C, 20 um; D, 100 pm.
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Vadtipusu egérben a TRPCG6 csatornak lokalizacioja megegyezik a patkanyban latottal. C: A stratum
moleculare erésen festédik, még nagyobb nagyitdson sem kiilonithet6k el egymastdl az egyes
dendritek. B: A stratum oriens és alveus hataran elhelyezkedé immunpozitiv dendritek vadtipust
egérben is megtalalhatoak, akarcsak a patkany hippokampuszaban. D: A vadtipusi egérrel szemben,

a Trpc6 génkiiitott egérbol késziilt metszetek esetében nem lathatdo TRPC6 immunjeldlés a
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hippokampalis régidban (F). E: Trpc6 génkittdtt egérben nem latszanak a stratum oriens-alveus
hatarén a vadipusu egérben és patk&dnyban latott immunreaktiv profilok. A Trpc6 génkiutétt allatban
lathat6 citoplazmatikus festddés a vadtipusu egérben egyarant megfigyelhetd, igy ez aspecifikus

jelolésnek tekintendd. Skalak: A, D: 500 um; B, C, E, F: 50 pum.
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3. abra

A TRPCS6 csatornakat a gyrus dentatus szemcsesejtei a dendritek plazmamembranjaban
expresszaljak. Al-2: Sorozatmetszetekrol késziilt elektronmikroszkopos felvételeken latszik, hogy a
stratum moleculare-ban a szemcsesejtek dendritjeinek és dendrittiiskéinek plazmamembranjaban
lokalizalodnak a TRPC6 csatornakat jelz6 immunszemcsék (nyilak: dendritek; nyilhegyek:
dendrittliskék). Az altalunk hasznalt antitest a TRPC6 fehérje intracellularis epitopjat ismeri fel, és
lathato, hogy a vartnak megfeleléen az aranyszemcsék a plazmamembran intracellularis felszinéhez
asszocialodnak. Ritkan az immunjelek intracellularisan is megtalalhatoak (ires nyilhegy), ezek
feltehetben éppen szallitddé TRPC6 csatornakat jelolnek. Skala: 0,5 um. B: Immunszemcsék
stirtisége a kiilonb6zé kompartmentumokk membranjaiban. Az immunjelek eléfordulasanak
gyakorisagat tekintve szignifikans kilonbség mutatkozott a dendritek és sejttestek (jeldlve: *,
p=0,02), valamint a dendritek és tlskék (jelolve: **, p=0,002) plazmamembranjai kozétt, viszont

nem volt kiilonbség a dendrittiiskéket és sejttesteket illetden (n.s., nem szignifikans, p=0,41).
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4. dbra
TRPC6 csatornék térbeli eloszlasa szemcsesejtek dendrittiiskéinek felszinén. A, B: Nagy

felbontasu bedgyazas eldtti immunarany technikat alkalmazva latszik, hogy a TRPC6 csatornak az
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aszimmetrikus szinapszisokat kap6 dendrittiiskéken (nyilhegy) és a vékony dendriteken is
megtaldlhatéak (nyilak). C1-2: TRPC6 immunpozitiv dendrittiiskérél késziilt sorozatmetszet. Skala:
2 um. D: ATRPC6 csatornékat jelol6 immunszemcsék szinapszistol vald tavolsaganak és a
dendrittliskék félkeriletének 6sszefiiggése. Az immunjelek kb. 15 %-a (szaggatott vonal jelzi) a
szinapszisok szélén lokalizalédik, mig a jelek fennmaradd, nagyobbik része egyenletesen oszlik el a
dendrittiiskék felszinén. A fels6 oszlopdiagramon az immunjelek posztszinaptikus denzitdshoz
Viszonyitott térbeli megoszlasa latszik. A tavolsagot a szinaptikus réstél a plazmamembran mentén
mértiik az immunjel kbzepéig, majd a kapott értékeket 60 nm-ként meghatarozott csoportokba
osztottuk. A bal oldali oszlopdiagramon a tuiskefejek szinaptikus rés nélkuli kertlete felének

megoszlasa van feltiintetve.
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5. abra
A gyrus dentatus szemcsesejteinek axonjaiban a TRPC6 csatornak gyakran intracellularisan

helyezkednek el. A1-2: A TRPC6 csatornakat jelol6 immunszemcsék elsésorban a stratum
lucidumban kotegekbe rendez6d6 en passant axonokban intracellularisan fordulnak elé
(nyilhegyek). A mohaterminalisokban a plazmamembranhoz és intracellularis ciszternak
membranjahoz asszocialtan talaljuk az immunjeleket (nyilak), amelyek azonban a vezikulum
klaszterekben nem fordulnak el6. B, C, D: A nagy nagyitasu képeken lathatoak a feltehetéen
intracellularis membran ciszternakhoz kapcsolédd immunszemcsék (ires nyilak). Skalak: A: 0,5
pum, betoldas: 0,25 um; B-D: 0,2 pm.
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6. abra
Az 1a tipusu metabotrépos glutamat receptorokat expresszald, valamint a parvalbumint

tartalmazo6 interneuronokon egyarant lokalizdlédnak a TRPC6 csatornak. A kettds immunfestett
metszetekrol késziilt felvételeken latszik, hogy az stratum oriens-alveus hataron és a hilusban
talalhatd mGlui, immunpozitiv dendritek tébbségén TRPC6 csatornék is lokalizalodnak (fehér
nyilak). Hasonldan a stratum radiatum-ban talalhat6é parvalbumin immunreaktivitast mutatd
dendritek egy része is expresszalja a TRPC6 csatornakat (fehér nyilak). Az egymasra tett képeken
azokat a profilokat, ahol a TRPC6 nem kolokalizal a parvalbuminnal vagy az mGlu,-val, megfeleld

szinii nyilak jelzik. Skaldk: A, D: 10 pm; G, 5 pm.
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7. abra
Az interneuron dendritekben a TRPC6 csatornakat jelol6 immunszemcsék a

plazmamembranhoz kapcsoltak. A1-2: A stratum oriens-bdl szarmazo sorozatmetszetekrél készitett
elektronmikroszkopos felvételeken lathatd, hogy az immunjelek a horizontalis lefutésq, a tiiskékre
és dendritre is aszimmetrikus szinapszisokat (ures nyilhegyek) kapo interneuron dendritekben
lokalizaciédnak a TRPCG6 csatornék jelenlétét bizonyitd immunjelek (fekete nyilak). B: A hilusban a
dendrittiiskére és dendrittestre is aszimmetrikus szinapszisokat fogado interneuron dendritben
immunarany jel6lés talalhat6. C: A stratum radiatum-ban talalhato, aszimmetrikus szinapszisokkal
boritott dendritben, amely a parvalbumin tartalmt interneuronokra jellemz6, szintén a

plazmamembranhoz asszocialt TRPC6 csatornék jelenlétét mutaté immunjeleket latunk Skala: 0,5

um.
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