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I. Bevezetés

1.1. A GABA jelatvitel

Az idegrendszer megfeleldé miikodéséhez alapvetden fontos az idegsejtek kozotti
kommunikacié fenntartdsa, amelyben kulcsszerepet toltenek be az ingeriiletatvivé anyagok
(neurotranszmitterek). Az eml6s idegrendszer teriiletén a f& gatldo neurotranszmitter a gamma-
amino-vajsav (GABA), amely az idegsejtek kb. 20-30%-aban talalhaté meg (Mugnaini, 1985).
A GABA els6sorban glutamatbol keletkezik, a reakciot a glutaminsav-dekarboxildz (GAD)
enzim 65 és 67 kDA-os formaja katalizalja. A két enzimforma jelent6s hasonlosagot mutat
szekvencia szinten és cellularis eloszlasban, azonban kinetikus tulajdonsagaik és szubcellularis
elhelyezkedésiik eltérd: az idegvégzddésekben elsdsorban a fazikus gatlasért felelos GAD65
talalhatd meg, mig a GADG67 inkabb a citoplazmaban fordul eld, és a tonusos gétlas
kialakitdsaban van szerepe (Martin, 1993). Embrionalis korban a GAD67 génrdl tovabbi két
forma is képzbédhet: a 25 kDA illetve a 44 kDA nagysadgu GAD fehérje (Szabd, 1994). A
GADA44 éltal szintetizalt GABA-nak inkabb fejlédésszabalyozo szerepe lehet.

A GABA a szintézist kovetéen szinaptikus vezikulumokba csomagolddik, ezt kovetden
kalcium-fiiggd exocitozis segitségével felszabadul az idegvégzédésekbdl. Emellett a GABA
szekrécionak létezik egy nem-vezikularis formaja is, amely elsésorban a fejlodés idején jatszik
fontos szerepet. A GABA géatld hatasat az ionotrop GABAA vagy a metabotrop GABAg
receptorokon keresztil fejti ki. Végil a GABA visszavételét az idegvégzddésekbe és/vagy a
szomszédosan elhelyezkedd gliasejtekbe a plazmamembranon elhelyezkedd6 GABA

transzporterek (GAT) segitik (1. dbra).
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1. dbra: A GABA jelatvitel vazlatosan.

A GABA nemcsak szamos bioldgiai folyamat soran (pl. alvas, cirkadian ritmus, tanulas,
szaporodas, kognitiv képességek) nelkilozhetetlen, hanem parakrin/autokrin faktorként az
idegrendszer fejlodésében (Katarova, 2000, Manent, 2007), illetve szamos, nem-idegi sejt
mitk6désének szabalyozasadban (Erdd, 1990) is fontos szerepet jatszik. A GABAerg rendszer
zavara olyan sulyos idegrendszeri betegségek kialakulasadban lehet fontos, mint példaul az
epilepszia, a depresszio, a szorongas, a skizofrénia, vagy a cerebellaris ataxia.

A kdzponti idegrendszerben két 6 idegsejttipus fordul eld: a hosszi, messzire nyuld
axonnal rendelkez6 projekcios serkenté neuronok (pl. agykérgi piramissejtek), és a helyi, foleg
gatld interneuronok. UtObbiak axonjai csak adott teriileten agaznak el, és a kornyezd
idegsejtekkel alakitanak ki szinaptikus kapcsolatokat. Feladatuk a projekcidés neuronok
ingerelhetéségének szabalyozasa. Az idegsejtek egymassal Osszekapcesolodva haldzatot
alkotnak, melyben az interneuronok és a piramissejtek kdlcsonhatasabol szinkronizalt gamma
oszcillaciok keletkeznek. A gamma oszcillacio alapvetéen fontos kiilonb6z6 kognitiv
funkcidkhoz (pl. szelektiv figyelem, munkamemaoria, érzéki informéacidk feldolgozésa), zavara
olyan pszichiatriai betegség megjelenésehez vezethet, mint pl. a skizofrénia.

A GABAerg interneuronok kozil a parvalbumin (PV) kélcium-koté fehérjét tartalmazo
gyorstiizelésli neuronok fontos szerepet jatszanak a neuronhdlozatok szinkronizalt

milkodésének szabalyozasaban, tobbek kozott a gamma oszcillaciok vezérlésében. A serkentd
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idegsejtekkel (pl. agykérgi piramissejtek) szinaptikus kapcsolatot alakitanak ki, és tiizeléstket,
illetve szinkron miikodésiiket szabalyozzak. A parvalbumin (PV) fehérje az idegrendszerben a
GABAerg interneuronokban, elsésorban a kérgi kosar- és kandelaber sejtekben fordul €el6, a
kisagyban a molekuldris réteg interneuronjaiban és a Purkinje-sejtekben, mig a hippokampusz
teriiletén a gyors tiizelésli interneuronokban mutathaté ki. Fé feladata az intracellularis Ca*

szint szabalyozasa (Condé, 1994, Schwaller, 2002, Klausberger, 2005).

1.2. A GABA jelatvitel kéros miikodésével jard idegrendszeri betegségek

Human posztmortem agyi szévetmintak vizsgalataval kimutattdk, hogy a skizofrénia
esetében a legjellemzobb molekularis elvaltozas a GABA szintetizalo enzim, a glutaminsav
dekarboxilaz 67 KDa formajanak (GADG67)

csokkent szintje, foleg a dorzo-lateralis

prefrontalis  kéreg  parvaloumin  (PV)

tartalmi idegsejtjeiben (Heckers, 2002,
Akbaran, 2006, Lewis, 2009).
A s A GAD67 hiny miatt jelentésen

22

csokkent GABA szint kdvetkezménye lehet

Ny

a csokkent gatlds, ami befolyasolhatja az

5 GABA, a2 L. - . . .
receptor e L agykérgi neuronalis halézatok szinkronizalt
6 J/ 5
4 GAT1 miikodését, és a korképre jellemz6 kognitiv
T o PV mRNP
sziirkeallomany . ;s .
“fhémllomany T zavarok kialakulasdhoz is vezethet. A

2. abra: A GABAerg rendszer valtozasai az Vizsgalatok a GABAerg rendszer egyéb

agykeregben skizofrénia soran. A parvalbumin  \4ltozasait is feltartak, példaul a GABA-
tartalmua interneuronokban csékken a GADG67 és a

GAT1 szintje, mig a piramissejteken az alfa2
alegységekkel rendelkez6 GABAa receptorok  GABA transzporter GAT-1 expresszidja az
mennyisége megnd. (Forras: Lewis, 2005)

szint kompenzalasara csokkent a membran

axon-terminalisokon, mig az alfa2
alegységet tartalmaz6 GABAAa receptorok
mennyisége megndétt a piramissejteken (2. dbra) (Lewis, 2005).

A skizofrénia a vilagnépesség 0,5-1%-at érinté sulyos idegrendszeri megbetegedés,
melyet a kései serdiildkorban, illetve a felndttkor kezdetén diagnosztizalnak. A betegséget
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kivalté pontos okok még nem ismertek, de valoszintsitik, hogy kialakuldsaban koérnyezeti és
genetikai tényezOk is kozrejatszanak. Kornyezeti hatds lehet példaul a terhesség elsé
trimeszterében az anyara hatd érzelmi és fizikai stressz; a masodik trimeszterben influenza
fertézés; illetve a terhesség sordn az anya éhezése; a sziiletés helyén magas népsiiriiség;
serdiilékorban gyakori cannabis hasznalat; bevandorlo statusz. A kutatasok azt mutatjak, hogy a
betegség kialakuldsanak kockazata magasabb férfiak esetében, és naluk a tiinetek korabbi
életkorban jelentkeznek elészor. Annak ellenére, hogy szamos gént illetve génegyiittest
azonositottak, amelyek 6dsszefiiggésben allhatnak a betegség kialakulasaval, a pontos genetikai
hatteret még nem sikerilt felderiteni, egyetlen gén sem hozhaté kozvetlen kapcsolatba a
korkeppel. A betegség mind a skizofrén személyre, mind a csaladra, baratokra, sét, a
tarsadalomra is hatalmas terhet rd, hiszen a beteg a kozosségekbe nehezen illeszkedik be,
gyakran nem képes az oOnfenntartasra, munkavallalasra, és hangulatanak, érzelmeinek
ingadozdsa megneheziti a velik valo kapcsolatok kialakitasat, fenntartasat. Habar egyes
antipszichotikus szerek képesek a betegség pozitiv tuneteit enyhiteni, a betegség specialis
kezelése és gydgyszeres terapiaja egyaltalan nem megoldott.

A Dbetegségre jellemzd tiinetek harom csoportra oszthatdéak: pozitiv és negativ
szimptomakra, tovabba kognitiv zavarokra. A pozitiv vagy pszichotikus tunetek az alabbiak:
téveszmek, erzékelési zavarok, hallucinaciok (a paciens leginkdbb hangokat hall, ezeknek a
mondanivaldja eltér a sajat gondolatok tartalmatol, vizualis latomasok ritkabban jelentkeznek),
zavar a gondolatok kialakitasaban, neologizmus (nyelvijitas), abnormalis pszichoszomatikus
aktivitds. A negativ tlinetek az aldbbiakat foglaljdk magukba: elszigetelodés a csaladtol,
baratoktdl, a motivaciok hianya, dontéshozd képesség hianya, érzelmi zavarok, aldgia,
oromérzet kepességének csokkenése. A harmadik csoportot a kognitiv zavarok alkotjak, ide a
szeletiv figyelem, a munkamemoria, a végrehajtasi kontroll, az epizédikus meméria, a nyelvi
felfogas és a szocialis, érzelmi folyamatok rendellenes miikodését soroljuk (Lewis, 2009,
Gonzalez-Burgos, 2011).

A cerebellaris ataxia a kisagy (cerebellum), illetve a kisagyi palyak karosodasa
kdvetkeztében fellépd kor, tiinetei a sériilés helyétol és stlyossagatol fiiggben tobbfélék

lehetnek: hypotonia (csokkent izomtdnus), nystagmus, végtagok remegése (tremor), tantorgo



jaras, emellett zavar léphet fel az egyensuly megtartdsaban, a szem-, fej-, nyak valamint térzs-
és vegtagok koordinacidjaban is (Perlman, 2000, Klivenyi, 2004).

Az epilepszia az egyik leggyakoribb idegrendszeri megbetegedés, melyben spontan
eszméletvesztéssel, izomfesziléssel és rangasokkal egydtt jard gorcsroham 1ép fel. A
gorcsrohamot bizonyos neuron csoportok nagy erejii elektromos Kislilései okozzék (Bernard,
2005, Pan, 2008).

A fent réviden ismertetett idegrendszeri betegségek mindegyikében szerepe lehet a
GABAerg rendszer miikodési zavaranak, vagyis a csokkent géatlasnak, bar ennek pontos
mechanizmusa nem ismert. Ennek feltarasat segitheti olyan egérmodellek elballitasa és
komplex jellemzése, amelyekben kiilonb6z6 interneuron tipusokban célzottan, genetikai
madositéssal inaktivaljuk a GABA-szintetizalo enzimet, ezaltal jelentésen csokkenjiik a GABA

szintet, valamint az altala kdzvetitett gatlast.

1. Célkitiizések

(1) Célunk egy olyan genetikailag modositott egérvonal létrehozésa volt, amelyben az idegi
aktivitas szinkron mikodésének szabalyozasaban Kkitiintetett szerepet jatszo idegsejt-
tipusban, a parvalbumin (PV) tartalmG interneuronokban inaktiv a GADG67 fehérje
létrehozasaért felels gadl gén (PV/GADG7-).

(2) Tovabba jellemezni kivantuk a GADG67 hiany kdvetkeztében kialakult GAD expresszids és
funkciondlis valtozasokat.

(@) Ennek keretében in situ hibridizaciés és immunhisztokémiai maodszerekkel kivantuk
kimutatni a GAD67 hianyt a kiilonb6z6 agyteriileteken.

(b) A legnagyobb mértékben érintett agyterileteken a GAD67 és GAD65 RNS- és fehérje-szint
valtozasat QPCR analizissel és Western blot technikaval terveztiik meghatarozni.

( ¢) A GADG67 hiany funkcionalis kdvetkezményeit a mutans egerek altalanos jellemzésével,

viselkedésiik megfigyelésével és célzott magatartastesztekkel kivantuk vizsgalni.



Remenyeink szerint a PV/GADG67- egérmodell tervezett, komplex vizsgalata segiti
megérteni azt, hogy mi lehet a szerepe a PV interneuronok altal kdzvetitett gatlasnak a
kilonboz6 agyteriileteken, és azok zavara milyen idegrendszeri betegségekkel hozhat6ak
Osszefiiggésbe.

111.Anyagok és modszerek

111.1. A PVIGADG67- egérmodell eldallitasahoz felhaszndlt egértorzsek

ATG
— i 1] [3 14 —7117]

exon
|oxP onP

3. abra: A ,.floxolt” GAD67 gén. A 2. exont hatarold két intronba két loxP
szekvenciat illesztettek be.

A Kisérletekben hasznalt egermodell létrehozasahoz sziikséges ,.floxolt” GADG67
egereket Richard Palmiter (Howard Hughes Medical Institute and Department of Biochemistry,
University of Washington, Seattle, Washington, USA) készitette és bocsatotta rendelkezéstinkre,
mig a PV-IRES-Cre egereket Silvia Arber (Biozentrum, Department of Cell Biology,
University of Basel, Switzerland and Friedrich Miescher Institute, Basel, Switzerland) allitotta
el6, és a Jackson Laboratériumbol szereztilk be. A floxolt GAD67 egerekben a gadl gén 2.
exonjat (ami az els6 kodold exon) hatarolo két intronba ,,gén-targetinggel két Cre-rekombinaz
felismer6 loxP szekvenciat épitettek be (3. dbra), majd az igy létrehozott heterozigota lox/+
egereket egymassal keresztezve megalapitottdk a GAD67-flox/flox egérvonalat. Ez a genetikali

maddositas nincs hatassal a GAD67 gén funkcidjara (Chattopadhyaya, 2007).
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4. abra: A PV-IRES-Cre konstrukcid. A PV gén 5. exon nem transzIalado régidjaba
egy IRES-Cre-polyA kazettat klénoztak.

A PV-IRES-Cre vonalban a parvalbumin gén 5. exonjanak nem transzIlalodo régidjaba egy
IRES-Cre-polyA kazettat klonoztak ,,knock-in” technoldgiaval (4. 4bra), és ebb6l hoztak létre a
vonalat. A Cre rekombinaz képes két loxP hely kozott helyspecifikus rekombinaciot elidézni,
melynek soran a két loxP &ltal hatarolt régio kivagodik. Az IRES (Internal Ribosomal Entry
Site) egy olyan nukleotidszekvencia, amely lehetové teszi a riboszoma szdmara, hogy az mRNS
5’-vegén Kivil erre a szakaszra is be tudjon k6tédni, ezaltal egy atirodd mRNS-r6l tobb fehérje
is képzddhet. Igy a PV-IRES-Cre vonal egereiben a véltozatlan mennyiségii parvalbumin

mellett Cre rekombinaz is képzodik (Hippenmayer, 2005).

[11.2. PVIGADG67- egérmodell eldallitasa a ,.floxolt” GAD67 és PV-IRES-Cre egértorzsek
genetikai keresztezésével

A floxolt“ GAD67 (ff/++) és PV-IRES-Cre (++/cc) homozigota egértorzsekbdl
szarmazé tenyészallatokat paroztattuk, igy az elsé utdédnemzedékben (F1 generacid) mindkét
génre nézve heterozigota allatok sziilettek. Az F1 nemzedékbdl kivalasztott tenyészparok utoddai
(F2 generéacid) kozott tobbféle genotipus volt megtalalhatd, tobbek kdzott a ,,floxolt*“ GAD67-
re homozigota és a Cre- rekombindzra heterozigota (ff/c+), illetve mindkét génre nézve
homozigéta (ff/cc) egerek.

Az F2 generaci6 ff/c+ és fficc egyedeiben a PV-t expresszalo sejtekben Cre rekombinaz
is képzddik, amely képes kihasitani a gadl gén két loxP kozé illesztett 2. exonjat, vagyis
inaktivalni a GAD67 gént (5. abra).
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5.abra: PV/GADG67- egérmodell el6allitaisa a ,floxolt” GAD67 és PV-IRES-Cre egértorzsek
genetikai keresztezésével. A Cre rekombindz a két loxP hely kdzé illesztett szekvencia kihasitasaval
inaktivalja a gadl gént, ezaltal a PV+ interneuronokban nem képzédik GAD67 mRNS és fehérje.

Ennek kdvetkezménye a jelentdsen csokkent GABA szint.

111.3. DNS izolaldsa farokszovetbdl a genotipizdlashoz

A genotipizalashoz sziikséges DNS az egerek farokmintajabdl szarmazott, izolalasa az
alabbi mddon tortént. Az egerek fél centiméteres farokdarabkai egy éjszakan at inkubalddtak
55°C-on, 0,5 mg/ml Proteinaz K-t tartalamzé lizis pufferben (50mM TRIS-HCI pH 8.0, 100mM
EDTA pH 8.0, 100mM NaCl, 1%SDS). Masnap 25:24:1 aranyban, ¢sszesen 700ul fenolt,
kloroformot és izoamil alkoholt tartalmazé oldat hozzaadasat kovetéen a mintak 10 percen at
maximalis sebességen (13000 RPG) centrifugalodtak, majd a vizes fazis tiszta eppendorf
csovekbe kerilt. 1ml 96%-0s etanol hozzaadasat kovetéen a mintdk Ujabb 10 percig
centrifugalddtak. A 96%-os etanol eltavolitasa utdn 70%-o0s etanolos mosas, és Ujabb, 5 perces

centrifuga kovetkezett. Ezutan 37°C-os vizfiirdében szaradtak a mintak, végil feloldasuk 100ul

TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) tortént.
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111.4. A kisérletben hasznalt allatok genotipusanak meghatarozésa

A ,.floxolt“ GADG67 gént azonositdsa PCR-ral tortént, a reakciohoz valasztott specifikus
primerek az egyik beépult loxP helyet hatarolték, igy a beépilt szekvenciabol adédd méretbeli
kilonbség alapjan elkiilonitheté volt a vad tipusu és ,floxolt” allél. A primerek a kovetkezOk
voltak: forward: 5’- GCTACTGTGCTTGCGCCCCAGTC -3’ reverz: 5’-
GTAACCTCGCGTCCCTGGCAGCC -3’. A reakcidhoz az alabbi paraméterek Keriiltek
kivalasztasra: 94°C 1 percig, 62°C 1 percig, 72°C 1 percig 30 cikluson keresztil. A PCR
reakciot koveten a keletkezett termékek meghatarozédsa agardz gélelektroforézis segitségevel
tortent, igy a vad tipusu (508 bazispar) és ,floxolt” (576 bazispar) allélok elkiilonithetokké
valtak. A ,.floxolt” GAD67 génre homozigéta allatok két kopiaban tartalmaztak a ,,floxolt”
allelt, mig a heterozigdtak mind a vad tipust, mind a ,floxolt” allélt egy-egy kopiaban
hordoztak.

A PV-IRES-Cre egerek genotipizalasa real-time PCR (RT-PCR) technikaval a Cre
kazettara tervezett primerekkel tortént,. Az alkalmazott oligonukleotidok a kévetkezok voltak:
forward primer: 5’-GCCGCGCGAGATATGG-3’, reverz primer: 5’-
AGCTTGCATGATCTCCGGTATT -3°. A reakcio végbemenetele az alabbi paraméterek
alapjan tortént: 94°C 15 masodpercig, 60°C 1 percig 32 cikluson keresztiil. A detektaldhoz
fluorogén TagMan prébak kerultek kivalasztasra, amelyek fluorofort tartalmaznak, és képesek
az oligonukleotidok 5’ végéhez kotddni. A keletkezd fluoreszcens jel alapjan a képzddott
termék mennyisége mérhetd volt. A reakcidban egy egykopias belsé kontroll is szerepelt,
amelyhez a keresett gén kopiaszadma viszonyithato. Ez alapjan eldéntheté volt, hogy a vizsgalt
allat a Cre génre nézve heterozig6ta (c/+) vagy homozigéta (c/c) genotipussal rendelkezett. Az
1. tablazat Osszefoglalja a genotipizalasokhoz hasznalt primerek szekvencidit és f6bb

reakciokorulményeit.
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PIlIEr Olvadasi
Gén Primer szekvencia kezdete-vége ., Ciklusszam
homérséklet
Forward:GCTACTGTGCTTGCGCCCCAG
TC o
gadl(GAD67) Reverz. 62°C 30

GTAACCTCGCGTCCCTGGCAGCC

Cre Forward: GCCGCGCGAGATATGG 898-913 bp 60°C 32
Reverz: AGCTTGCATGATCTCCGGTATT 951-930 bp

1.tdblazat: PCR és RT-PCR reakciok szekvencidi és fébb reakciokoriilményei

111.5. Fagyasztott és usztatott (floating) metszetek készitése agyszovetbol

A kontroll és mutans allatokat avertinnel elaltattam, majd 0,9%-0s NaCl oldatos
atmosast kovetden transzkardialisan megperfundaltam 6ket. Az in situ hibridizaciohoz 4%-o0s
paraformaldehidet hasznaltam fixaloként.

A fagyasztott metszetekhez a mintakat egy napra 10%-o0s, ket napra 20%-o0s,
cukoroldatba helyeztem, majd kriosztattal 20 um vastagsagu koronalis szeleteket metszettem
beldliik. Az usztatott metszetekhez szintén 20 um vastagsagu koronalis metszeteket készitettem

vibretommal.

111.6. RNS proéba in situ hibridizacidhoz

Az in situ hibridizaciohoz a digoxigennel gl
jelot RNS probat egy, az egér GAD67 cDNS-ét
tartalmaz6 Bluescript alapu plazmidrél (GAD67 Wi

1A1) szintetizaltam, melyet a laboratériumunk

BSII/GAD67-1A1
5745 bps

készitett (Katarova, 2000). A plazmidot el6szor
Ncol restrikciés enzimmel emésztettem, igy két

linearis fragment keletkezett, melyek kozil a

Xhol

nagyobbik (4000 bp) méretii tartalmazott egy kb. [ e Bt
HindIll BaleL L
1000 bp-nyi méretii darabot a GAD67 mRNS 5° | =r = nEgRY

reszebdl, es kozvetlenll utana egy T7 RNS g abra: GAD67 1A1 plazmid. A hosszabbik piros
polimeraz felismerd szekvencat a vektorbol. Az nyil a préba szintezis iranyat jeloli.
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in situ hibridizci6hoz egy ,antisense” orientacioji RNS probat szintetizdltam err6l a
fragmentr6l, amely komplementer a GAD67 mRNS-sel, igy képes ahhoz hibridizalodni. A
szintézishez T7 RNS polimeraz enzimet (Promega) hasznaltam (6. &bra).

111.7. GADG67 in situ hibridizacié agyi metszeteken

A 4%-0s paraformaldehidben (PFA) torténd posztfixalast és 0,1%-0s Tween detergenst
tartalmaz6 PBS (PBST) mosasokat kovetdéen 2pg/ml-es ProteindzK-val emésztettem a
szoveteket. Az emésztést 2mg/ml-es glicin oldattal allitottam le, ezutan 4%-o0s PFA-ban
posztfixalaltam a metszeteket. A GADG67 probak felvitele a hibridiz&cios pufferben (50%
formamid, 5% SSC,0,1% Tween és 50ug/ml éleszt6- tRNS) tortént, a hibridizacié egész éjjen at,
62°C-on ment végbe. A nem kotédott probak eltavolitasa szintén 62°C-on, tobb lepésben
tortént: 50%-0s formamid-2xSSC, 2xSSC és 0,2xSSC oldatok segitségével. A metszeteket 2
oran at blokkoltam 2%-o0s FBS-t (magzati szarvasmarha szérum) és 2mg/ml BSA-t (marha
szérum albumin) tartalmazé PBST oldatban, ezutan alkalikus-foszfataz konjugalt a-DIG-Fab
ellenanyaggal (Roche, 1:3000, 1% BSA-PBST-ben) inkubaltam éket 4°C-on, egy éjszakan at.
A PBST és az alkalikus- foszfataz pufferes (0,1 M Tris pH 9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl; és
2ug/ml levamisol) mosasokat kovetéen a metszeteket BCIP és NBT alkalikus-foszfataz
szubsztratot tartalmazd festéoldatba helyeztem 3-16 Orara. A megfestett metszeteken ezutan PV

immunhisztokémiat inditottam.

111.8. GADS67 in situ hibridizaciét koveté PV immunhisztokémia

A TBS (50 mM TRIS HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5) mosasokat kovetden a metszeteket
0,3%-0s H,0, oldattal, majd 0,4% Triton-X-et tartalmazé 0,5 %-0s blokkoloban (Boehringer)
inkubaltam. Az els6dleges ellenanyagot (PV; Sigma-Aldrich, 1:5000, 1% BSA-TBST-ben) 72
Oraig hagytam a metszeteken, 4°C-on. A masodlagos biotinilalt kecske-anti-egér (Vector, 1:500,
1% BSA-TBST-ben) ellenanyagot, 2 6ran at, szobahdmérsékleten alkalmaztam. Ezutdn HRP-
vel jelolt Extravidinnel (Sigma-Aldrich, 1:500 TBS-ben) inkubaltam a metszeteket. A PV
jelolést 0,001% H,0O, 0,05M (Diaminobenzidin) tartalma TBS oldattal hivtam el6. A

metszeteket el6szor felszallo etil alkoholos sorban, majd xilolban dehidrataltam, végil DepEX-
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xel fedtem le. A megfestett és lefedett metszeteket Zeiss Axioskop 2 Mot Plus mikroszkdppal
vizsgéltam és AxioVision Rel. 4.8.3. programmal fényképeztem.

A frontdlis agykéreg teriiletén a PV/GADG67 kettds pozitiv sejtek szamat Imagel
program segitségével hataroztam meg.

111.9. A GADG67 és GADG65 génexpresszid vizsgalata QPCR segitségével

3 kontroll és 3 mutans (ffic+)
allatbdl 3 agyteriletet izolaltam (frontalis
agykéreg [7. é&bra], hippokampusz és

kisagy), ezt kovetden  TriReagent

(Molecular Research Center) segitségevel

Univ. of Wisconsin-Madison Brain Collection

RNS-t nyertem ki beldliik. High Capacity i ) . )
7. bra: Egér agy. A piros négyzetek a

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied frontalos agykéreg teriletét jelzik.

Biosystems) segitségével protokoll szerint

(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits protokoll, Applied Biosystems:
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cm
s _042557.pdf) 2ug RNS-b61 cDNS-t készitettem, a reakciokorilmények az alabbiak voltak: 10
perc 25°C-on, 2 6ra 37°C-on, 5 perc 85°C-on, majd hiités 4°C-ra.

A QPCR reakciok 6sszemeréséhez Tagman Gene Expression Master Mix-et (Applied
Biosystems), gadl (GAD67) vagy gad2 (GAD65) TagMan probat, belsé kontrollként pedig
egér B-aktint (Applied Biosystems) hasznaltam. A bemért cDNS mennyiség minden esetben 1,5
ul volt (ez a szintetizalt cDNS 7,5%-a volt), a reakciokorilményeket az 2. tablazat tartalmazza.

A statisztikai elemzéshez GraphPad InStat3 szoftvert hasznaltam.
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AmpliTag Gold, UP PCR, 40 ciklus
Reakciékdrilmények | UDG Inkubacio enzim aktivacio
Denaturacid Annealing
Hoémérséklet (°C) 50 95 95 60
Idé 2 min 10 min 15 sec 1 min

2.tablazat: A QPCR reakciokdrilményei 6sszefoglalva.

111.10. A GADG67 fehérje expresszids szintjeinek vizsgalata Western blot technika seqitségével

3 kontroll és 3 mutans (ff/ct+) egérb6l 4 agyteriiletet (szaglogumod, agykéreg,
hippokampusz, kisagy) izolaltam, majd homogenizalé pufferben (20 mM HEPES, pH 7,4, 1%
Triton X-100, 4% SDS, proteaz inhibitorok) homogenizaltam 6ket. Ezt kovetéen 10 pg feherje

Elsédleges ellenanyag Higitas Masodlagos ellenanyag Higitas
Nyul-anti-GAD67 1:2000 Anti-nyul- HRP 1:40 000
Egér anti-p-aktin 1:10 000 Anti-egér-HRP 1:20 000

3.tAblazat: A Western blot soran hasznalt ellenanyagok.

mintat futtattam meg 10%-0s SDS-PAGE elektroforézissel, majd PVDF membranra blottoltam
6ket. A membranokat Amersham-féle ECDL-technikaval (GE Healthcare Lifesciences)
festettem meg. A hasznalt ellenanyagokat a 3. tablazatban foglaltam 6ssze. A kiértékelést

GeneSnap (Syngene) szoftverrel végeztem, kontrollként B-aktint hasznaltam.
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111.11. A GADG67 hidny kdvetkeztében megjelent fenotipusok vizsgélata

111.11.1. Testtémegbeli killonbségek meghatarozasa

30 mutadns és 28 kontroll allat testtomegét mértem meg, majd az adatokat
korcsoportonként Microsoft Office Excel2007 program segitségével &brazoltam. A

szignifikancia meghatarozasat GraphPad InStat3 szoftver segitségével végeztem el.

111.11.2. Magatartas tesztek: Motoros és mozgaskoordinacios zavarok felmérése

Annak bizonyitasara, hogy a mutans allatokra gyenge izomzat és motoros
zavarok jellemzdek, az alabbi teszteket végeztem el.

A ,.clasping® viselkedés ( a hatsO végtagok gorcsds behuzasa) megfigyelésében 17
kontroll és 18 mutéans allat vett részt. Az allatokat egyenkent, a farkuknal felfliggesztve
I6gattam, 30 masodpercig.

Az izomzat er6sségének megallapitasara az allatok racson toréné kapaszkodasat
figyeltem meg. Ehhez 30 kontroll és 36 mutans egeret helyeztem egyesevel egy racsra. Rovid
razogatast koveten - igy batoritva az allatokat kapaszkodasra - hirtelen megforditottam azt.
Minden allat esetében harom ismétlést végeztem.

A negativ geotaxis kisérlet soran fligg6leges racsra helyeztem egyesével, fejjel lefelé 9
kontroll és 8 mutans allatot, majd mértem a megfordulasukig eltelt id6t. Minden allatnal harom
ismétlés tortént.

Jarasmod vagy ,,gait“ analizishez 9 kontroll és 9 mutins 4llat mellsé és hatso
mancsait kiilonboz6 sziniire festettem, majd egy kb. 1 m X 15 cm-es fehér papirlapon hagytam
6ket végigsétalni. Ezutan lemértem az azonos oldali mellsé és hatsé mancs kozotti kiillonbseget
(lépéshosz), a mellsd mancsok valamit a hats6 mancsok tavolsagat, illetve az azonos oldali
mells6 és hatsd6 mancsnyomok kozotti atfedést (Carter, 1999).

Az elsé harom teszt kiértékelését videO felvételek alapjan végeztem, a ,,gait* analizis

esetében a mancslenyomatokat a megadott szempontok alapjan mértem le.
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1V. Eredmények és értékelésiik

IV.1. A PV/GADG7- eqgerek altalanos jellemzése

A ,floxolt” GADG67 és PV-IRES-Cre
egértorzsek keresztezésebol keletkezett
egérvonalbol azokat az egyedeket valogattam ki,
amelyeknek a genotipusa ,.floxolt” GADG67
allélokra nézve homozigéta (f/f), mig Cre-
rekombinaz alléljait tekintve homozigdta (c/c)
vagy heterozigodta (c/+) volt.

Az egy (c/+) es két (c/c) kopia Cre
rekombinazt tartalmazé PV+ idegsejtekben is

Mutans Kontroll
inaktivalodik mindkét gadl gén, vagyis a _ _

mutaci6 a GADG67-re nézve homozigota.

8.abra: Mutans és vad genotipusi egerek

Azonban a c/+ egerekben a c/c egerekhez  testméretbeli kiilonbségei. A mutans egerek
. . : o testmérete  joval kisebb a  kontroll
viszonyitva kevesebb PV+ sejtben vagodik ki a  allatokéhoz viszonyitva.

gadl gen az alacsonyabb Cre rekombinaz szint
miatt.

fgy a genotipustol fiiggben erésebb (fficc) és gyengébb (ff/c+) fenotipust mutato
egereket is vizsgalhattam. Kontrollként FVB-Ant vadtipust vagy ff/++ genotipusu egereket
valasztottam.

A kisérletbe vont ff/cc és ff/c+ allatok visszah(zodobbak voltak, mint a kontroll egerek,
gyakran lassan és bizonytalanul mozogtak, dulongélve, szétterpesztett labakkal jartak,
izomtonusok egészséges tarsaikhoz képest jelentdsen csokkent. A kiilvilag ingereire sokkal
érzékenyebben reagaltak, evési nehézségeik voltak, és sulyosabb esetben szemrangasok illetve
gorcsrohamok is jelentkeztek ndluk. A mutans egerek altalaban kisebb testmérettel rendelkeztek
(8. abra), illetve testtomeguik is szinte minden esetben kisebb volt, mint az azonos kora kontroll
egereké. Az 50 nap alatti allatoknal a testtémeg csokkenés 14%, az 50-70 nap kozotti allatoknal

17%, mig a 70 nap feletti allatok esetében 27% volt, a kontroll allatokhoz viszonyitva. Emellett
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a muténs allatok testtomeg ndvekedésenek mértéke is sokkal kisebb volt a kontroll allatokhoz

képest, s6t, 50 napos kor utan a mutans allatok tomege gyakorlatilag nem nétt tovabb (9. abra).

Testtomeg korcsoportonként

® mutans mkontroll
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9. dbra: Az allatok testtdmeg valtozasa korcsoportonkeént.
(*p<0,05)

IV.2. A GAD67 mRNS szintii expresszi6 valtozasa a PV/GADG7- egrek kiilonbozd
agyvterileteinek PV+ idegsejtjeiben: in situ hibridizacios vizsgalatok

A mutans egerek kilonbdzo agyteriiletein a PV+ sejtek egy részébdl teljesen hianyzik a
GAD67 mRNS, ez a valtozas a GADG67 in situ hibridizacioval és PV immunhisztokémiaval
festett abrakon jol lathatd.

A kor elérehaladtaval a mutans allatok PV+ idegsejtjeiben fokozodik a GADG67 hiany.
El6zetes kisérletekben meghataroztam, hogy a GADG67 gen inaktivalodasa az llatok egy hetes
kora kordl indul meg. A gén kivagddasa 60 napos kor korul lesz teljes, ezért a vizsgalatokhoz
ilyen koru &llatokat valasztottam. A kisérletekben ndstény és him allatok is részt vettek,

azonban a nemek kozott szamottevo kiilonbséget nem tapasztaltam.
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Aagykéreg

A mutans egerek agykérgében a kontrollhoz képest kevesebb volt a GAD67-PV+ sejt,
ez a csokkenés kulondsen a prefrontélis terliletet érinti (11. 4bra). Ezt a valtozast a sejtszamolas
adatai is alatamasztottak: a vizsgalt terileten két mutans allatban a PV sejtek 28% illetve 38%-a
volt GAD67 pozitiv is, mig ez a szam a kontroll &llatokban 71% volt (10. abra). Ezenkivil a
muténs allatok egyéb agykergi terlletein elhelyezkedd PV+ neuroncsoportok egy részébol is
hianyzott a GAD67 mRNS.

GAD67-PV+ és PV+ sejtek aranya a
prefrontalis agykéregben

120

100 100 100
100
80 1’
*
60 * l m gad67+pv
W pv
40 l« P
O L -

mutans 1 mutans 2 kontroll

Sejtszam (%)

10. abra: A mutans allatok prefrontalis agykérgében lecsokken a GAD67-
PV+ sejtek aranya a kontrollokhoz viszonyitva. (*p<0,05)
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11. &bra: A prefrontalis kéregben jol megfigyelhetd, hogy a mutans allatokban jelentésen
csokkent a GADG67/PV kett6s pozitiv sejtek szama. (In situ hibridizacioval kombinalt PV
immunhisztokémia. A-B: 2,5X-es nagyitads C-D: a fekete kerettel kiemet teriilet 10X-es és E-F:
20X-0s nagyitasa; sotét kék nyil: GAD67 mRNS, barna nyil: PV fehérje , piros nyil: GAD67
MRNS+ PV fehérje).
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Eqyéb agyteriletek

A Kisagyban foleg a Purkinje-sejtekben és a molekularis rétegben tortént valtozés, a
GAD67 mRNS alig mutathaté ki (12. abra).

A retikularis mag egy teljes egészében GABAerg struktlra, gyakorlatilag minden
sejtjebol hianyzik a GAD67 mRNS a muténs egerekben. (13. abra).

A hippokampusz esetében CA2-es régié és a subiculum (az abran nem szerepel) a

legérintettebb, a GAD67+ sejtek szama er6sen lecsokken ezeken a terilleteken (14. abra).

A

e

e, »
7

g i7"

12. &bra: A mutans Aallatokban, a kisagy teriletén szinte teljes GAD67 mRNS hiany
figyelhetd meg a Purkinje- sejtek rétegében, de a molekularis rétegben is jelentds csokkenés
tapasztalhato. (In situ hibridizacioval kombinalt PV immunhisztokémia. A-B: 10X-es nagyitas
C-D: a fekete kerettel kiemelt terulet 20X-0s nagyitasa; sotét kek nyil: GAD67 mRNS, barna
nyil: PV fehérje , piros nyil: GAD67 mRNS+ PV fehérje)
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Kontroll Mutans

13. dbra: A retikularis magban a PV+ sejtekbdl teljesen hianyzik a GAD67 mRNS a
mutans allatokban. (In situ hibridizaciéval kombinalt PV immunhisztokémia. A-B:
20X-0s nagyitas, kék szin: GADG67; barna szin: PV pozitiv sejtek)

PV+ sejtek egy részében nincsen GAD67 mRNS. (In situ hibridizacioval kombinalt PV
immunhisztokémia. A-B: 20X-0s nagyitas, kék szin: GAD67; sotét kék nyil: GAD67 mRNS, barna

nyil: PV fehérje , piros nyil: GAD67 mRNS+ PV fehérje)
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Osszefoglalva elmondhatd, hogy az Gsszes vizsgalt mutans allatban a retikularis mag
GABAerg idegsejtjei (mindegyik PV+) nem tartalmaztak GAD67 mRNS-t, emellett a kisagy
Purkinje sejtjeinek donté tobbségében sem volt GAD67. Ugyanakkor a kiilonb6z6é mutans
allatokban az agykeéreg teriiletén eltért a GAD67-/PV+ sejtek szdma és eloszlasa, illetve a
hippokampusz teriiletén is egyedenként valtozott a GAD67 mRNS expresszié mintazata a PV+
interneuronokban (4. tablazat).

Agyterulet Kontroll Mutéans
Frontalis agykéreg sk *kk
Retikularis mag FekkFdk -
Kisagy ke ek .
Hippokampusz FxxxK *xx

4. tablazat: A GAD67 mRNS-t expresszialo PV+ idegsejtek aranya a kiilonb6z6 agyteriileteken a
kontroll, illetve a mutans allatokban.
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1V.3. A GAD67 és GAD65 mRNS expresszid QPCR analizise kiillonbozd agyteriileteken

QPCR technikaval kimutattam, hogy mindharom vizsgalt agyteriuleten (frontalis kéreg,
hippokampusz, kisagy) lecsokkent a mutans allatokban a gadl (GAD67) mRNS szintje a
kontrollokhoz viszonyitva. A frontalis agykéregben a redukci6 atlagosan 42%, a
hippokampuszban 35%, mig a kisagyban 83% volt. A csdkkenés mindharom esetben
szignifikansnak adodott (p<0,05) (15. &bra).

GADG67 génexpresszid

® mutans1 ®mutans2 ® mutans3 ® kontroll

Expresszio (%)

|

frontalis agykéreg  hippokampusz kisagy

15. &bra: gadl (GAD67) gén expresszioja kiilonb6z6 agyteriileteken, QPCR analizis alapjan.
(*p<0,05)
A gad2 (GADG65) gén esetében nem tortént szignifikans valtozas. (p>0,05). Az egyes
agyterlletek esetében egyedfiiggd volt az expresszi0 mértéke a mutans allatokban, ez alol a
frontalis agykéreg volt kivétel: itt mind a harom vizsgalt allatban megnétt a génexpresszid

szintje a kontrollokéhoz képest (16. abra).
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GADG65 génexpresszid

®mmutans1 Mmutans2 ®mutans3 mkontroll
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16. dbra: gad2 (GADG65) gén expresszioja kiilonbozo agyteriileteken, QPCR analizis
alapjan.

1V.4. A GADG67 fehérjeszint vizsgalata Western blot segitségével

Western blott analizissel egyértelmii GAD67 fehérje szint csokkenést mutattam ki 3
agyterlleten (szaglogumd, hippokampusz, kisagy), azonban az agykéreg terlletén egyedenként
Kissé eltért az expresszios szint. A szaglogumo tertiletén a GADG67 fehérje csokkenés atlagosan
17%, a hippokampusz esetében 21%, mig a kisagynal 65% volt. A GADG67 fehérjeszint két
mutéans allat agykeérgében szamottevien nem valtozott, azonban a harmadik mutans allat
esetében 25%-0s csokkenés volt tapasztalhatd. Szignifikans valtozas csak a hippokampusz és a
kisagy teriiletén tortént (p<0,05) (17. &bra, 18. abra).
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GAD 67 fehérje expresszié

Emutans 1 ®Emutans 2 ®mutans 3  mkontroll

Expresszio (%)

szaglogumo agykeéreg hippokampusz kisagy

17. dbra: A GADG67 fehérje expresszios szintje kiilonboz6 agyteriileteken,
Western blot analizis alapjan. (*p<0,05)

szaglogumo hippokampusz frontalis agykereg

B*aktlﬂ . ——— — — — — — —— — — -—_——-—--—

mutans kontroll | mutans kantroll kontroll mutans kantroll mutans

18. &bra: Western blot membran GAD67 és B-aktin ellenanyaggal festve. A kisagy és a
hippokampusz teriiletén a GADG67 fehérje szintjében jol lathat6 a kiilénbség.

IV.5. Magatartastesztek: Motoros és mozgaskoordinacids zavarok

A ,clapsing” viselkedés soran a mutans fenotipust &llatok mindegyike a héatso

végtagjait gorcsosen behuzta, szemben a kontroll allatokkal, akik normalisan, a testt6l
eltavolitva tartottak azt (19. abra).
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A racson torténo kapaszkodas
vizsgalatakor 36 muténs allatbol 16 gyenge
izomzatuk kovetkeztében leesett a récs
megforditasakor, a tobbi mutéans illetve a
kontroll &llatok mindegyike a megforditast
kovetden is képes volt magat megtartani.

A negativ geotaxis  Kiserlet
esetében a mutans egerek mindegyikének
jelentésen  tovabb  tartott a  racson
megfordulni, mint a kontroll allatoknak. Ez
a kulonbseg mind a 3 tesztelesi kdrben
fennmaradt. Azonban a 3. ismétlésre mind
a mutans, mind a kontroll allatoknak
kevesebb idére volt mar ehhez sziiksége
(20. abra).

Mutans

Kontroll

19. &bra: A ,clapsing” viselkedés vizsgalata soran
a mutans allatok hatsé végtagjaikat a testiikhdz
kozel hizzak, mig a kontroll allatok testiiktol

eltavolitjak azokat.

Negativ geotaxis
8
7 5.4 5.29
6
° 5
Q
o
Q 4
©
= 3
2
1
0
1. kor 2. kor 3. kor

® mutans

m kontroll

20. abra: A negativ geotaxis eredménye. A mutans allatoknak joval t6bb
ideig tartott a fliggéleges racson megfordulni, mint a kontroll allatoknak.

(*p<0,05)

28




A jarasméd vagy ,,gait” analizis soran a vizsgalt

mutans allatok 1épéshossza, mellsd €s hatsd végtagjuk '
tavolsaga a kontroll csoport tagjaihoz képest joval R’ LY erd
Kisebbnek adddott. Ez is azt demonstralja, hogy a mutans ' "’

allatok testmérete kisebb. A mancsok atfedésének -
Kontroll Mutans

tavolsaga a kontroll allatoknal kozel fele akkora, mint a

mutans egyedek esetében (21. abra), amely azt mutatia, 51 apra: A gait” analizis soran

hogy az egerekre jellemzdé ruganyos, kiegyensulyozott felvett mancslenyomatok. A muténs
allatok mells6 és hats6 mancsnyoma
kozott nagyobb a tavolsag, mint a
labakkal torténé mozgast bizonyitja az is, hogy a hats6  kontroll allatok esetében.

jards a mutans allatoknal megsziinik. A szétterpesztett

vegtagok tavolsdga nem csokkent olyan mértékben, mint

a mells6 mancsok tavolsaga és a 1épéshossz (22. abra).

186 Gait" Analizis

160 B mutans kontroll

*

mancsok mellsé végtagok hatso vegtagok  Iépéshossz
atfedése tavolsaga tavolsaga

140

N
N
o

*

Tavolsag (%)
B ()] (o] 8
o o o o
1

N
o

o

22. dbra: A jardsmod analizis eredménye. A muténs allatok mellsé és
hatso6 végtag tavolsaga, valamint 1épéshossza kisebb, mint a kontroll
allatoké. Ezzel ellentétben a mancsnyomok atfedése a mutans allatoknal
nagyobb. (*p<0,05)

A fenti kisérletsorozat alapjan egyértelmiien megallapithatd, hogy a mutans allatok a

kontroll allatokhoz viszonyitva motoros zavarokkal és csokkent izomtonussal rendelkeznek.
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V. Osszefoglalés

A fenti Kkisérletek alapjan elmondhat6, hogy sikerilt létrehoznunk egy olyan egér
modellt, amelynek PV+ neuronjaiban egy hetes kor utan egyre erbteljesebb GAD67 hiany
figyelhet6 meg. Ez a csokkenés leginkabb a, a retikularis magban és a kisagyban feltiing, de
kiilonboz6 mértékben prefrontalis kéreg terlletét és a hippokampuszt is érinti.

A GAD67 csokkenés a kiillonboz6 agyteriileteken olyan magatartasi  formak
megjelenését eredményezi, amely jellemz6 lehet tobbek kozott a cerebellaris ataxiara és a
skizofréniara. A kor elérehaladtaval az allatok epilepszias rohamoktol is szenvednek, amely

szintén dsszefuggésben allhat a GAD67 hianyaval a PV+ neuronokban (5. tablazat.).

Magatartas teszt Agyterilet Betegség

hippokampusz,
Gorcsos rohamok agykereg, retikularis Epilepszia

mag(?)

5.tablazat: Osszefoglald tablazat a mutans egereknél jelentkezd tiinetekrdl, a hozzajuk kapcsolodo
agyteriiletekrol és a feltételezett betegségekrol.

30



A jovoben tervezziik, hogy a létrehozott modell-allatban RT-PCR, Western blot és
immunhisztokémiai maodszerek segitségével meghatdrozzuk a GABAerg rendszer egyeb
molekularis komponseinek: a GABA receptoroknak és transzporterek az expresszios valozasait
is. Tovabba megvizsgaljuk a PV+ interneuronok egymaskdzti szinaptikus és réskapcsolatait,
valamint a serkentd piramissejtekkel 1étesitett periszomatikus szinaptikus kapcsolatait is.

Reményeink szerint részletesebb és célzott magatartds vizsgéalatokkal és azok
expresszids valtozasokkal valo Osszevetésével adatokat szolgaltathatunk arra, hogy a GABA
jelatvitel zavara a kiilonbozé agyteriiletek PV+ interneuronjaiban milyen funkcionalis

kdvetkezmeényekkel jar, és milyen idegrendszeri betegségeket okozhat.
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VII1I. Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzdajarulasarol a palyamiiben leirt eredményekhez

Alulirott Fllop Aniké a dolgozatban leirt munkafolyamatok kozil :

= azinsitu hibridizacios és immunhisztokémiai festésekhez az agyszovetek begyiijtését és
a metszetek készitését

= azinsitu hibridizaciohoz az RNS préba jeldlését

= azinsitu hibridizaciot

= az immunhisztokemiat

= asejtszamlalast a megfestett metszeteken

= a megfestett metszetek fényképezéset

= aQPCR-hoz az agyszovetek begytijtését, az RNS izolalast, és az RNS atirasat cDNS-sé
= aQPCR —t és kiértékelesét

= a Western blotthoz az agyszovetek begytijtését és a fehérjemintak elkészitéset

= a Western blottot és kiértékelését

= a magatartas teszteket es kiértékelésiket

végeztem el.

alairas

Budapest, 2013. Januar 09.
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