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Roviditések jegyzéke

ADbi2: Abl-koto fehérje-2

ANK: ankirin ismétlédés

CaM: kalcium-kalmodulin dependens protein

CASK: kalcium/kalmodulin-dependens szerin protein kinaz
Caskinl: Cask koto fehérje-1

EGFP: z6ld fluoreszcens fehérje

LTP: hosszu tavu hatékonysag-novekedés

MAGUK: membran-asszocialt guanilat kindz

PSD: posztszinaptikus denzitas

PSD95: a posztszinaptikus denzitasban lokalizal6dé 95 kDa-os fehérje
PDZ: PSD-95, Dlg, ZO-1/2

SAM: steril alfa motivum

SH3: Src homologia 3

V5 tag: a Simian Virus 5 P és V fehérjéjének C terminalis szekvencidja
(GKPIPNPLLGLDST)

WAVE: WASP csaldd verprolin homologia fehérje



Osszefoglalas

A serkentd agyi szinapszisok tobbsége dendrittiiskéken végzddik. A dendrittiiskék
harom tipusat kiilonboztetjiik meg: a még kapcsolatkeresd, hosszi ,,fonalas”, az érett
szinapszisokra jellemzd, stabil ,,gomba”, illetve a rovid, ,,zOmok” tliskéket. Kiilonb6zo
stimulusok hatasara a dendrittiiskék morfologiaja megvaltozhat - mindez szoros kapcsolatban
all a szinaptikus plaszticitassal, ezaltal a tanulési folyamatokkal és a hosszu tavi memoria
kialakulasaval is.

A Caskinl (Cask-interaktivl fehérje) csak a neuronokban fejezédik ki és a
posztszinaptikus denzitasban (PSD) is expresszalédik. A Caskinl szerkezetét tekintve
»scaffold”, azaz allvanyfehérje, N-terminalisdn szdmos fehérje- fehérje interakciés doménnel
rendelkezik, C-terminalisa pedig rendezetlen szerkezetii. Molekularis kapcsoloként mitkddhet,
de a PSD ultrastruktarajanak kialakitdsdban betdltott szerepe pontosan még nem ismert.
vizsgaltam egér hippokampdlis idegsejteken. A Caskinl fehérjét transzfekcio segitségével
tultermeltettem az idegsejtekben. A kotranszfektalt EGFP fluoreszcencia alapjan konfokalis
felvételeken elemeztem a dendrittiiskék alakjat. Eredményeim alapjan a Caskinl
mennyiségének novelése a gomba tipusu, érett tiiskék ardnyanak fokozodasdhoz vezetett. A
Caskinl a dendrittiiskék morfologiabeli valtozasaban azaltal jatszhat szerepet, hogy a

sejtfelszini receptorok €s az aktin-citoszkeleton k6zott kozvetithet.



Bevezetés

Az idegrendszer felépitését és mitkodését tekintve is a legbonyolultabb rendszer az €16
szervezetben, milkodésének megértése napjaink intenziven kutatott teriilete. A szinapszisok
folyamatos valtozasra vald képességét, vagyis azt, hogy haszndlatfiiggd moddon
atalakulhatnak, szinaptikus plaszticitdsnak nevezziik. E sajatsagnak koOszonhetd a
kornyezethez vald alkalmazkodas, a tanuldsra vald képesség és a hosszi tavu memoria

kialakulasa is.

A dendrittiiskék

A kozponti idegrendszerben a serkentd agyi szinapszisok tobbsége dendrittiiskéken
végzodik. A serkentd szinapszisok morfologiai valtozasra vald képessége az egyik
legfontosabb  sejtes mechanizmusa a szinaptikus plaszticitasnak. Az abnormalis
tiiskestruktirdk gyakran neurologiai betegségekkel hozhatok 0Osszefiiggésbe (Yoshiara és
mtsai., 2009). Szamos neuropszichiatriai betegség jar a dendrittiiskék méret-, alak-, vagy
szambeli valtozésaval. Ezekben az esetekben az informécidaramlds sériil, gyengiil a
neuronalis Osszekottetés és a szinaptikus plaszticitds. Autizmus esetében a dendrittiiskék
morfologiai rendellenességei a szocialis-kognitiv funkciok gyengiiléséhez vezetnek. A
schizofrénidra jellemzé a sziirkedllomany csokkenése, melyhez hozzédjarulnak a
tiiskestirliségbeli valtozdsok. Az Alcheimer-korban szenveddknél szamos agyteriileten
(hippokampuszban ¢és kortexben is) megfigyeltek dendrittiiske szam csokkenést (Penzes és
mtsai., 2011).

A dendrittiiskék a korai posztnatalis fejlédés soran alakulnak ki és a tanulasi folyamatok
soran formalddnak, morfologidjuk folyamatosan valtozik, még felnétt korban is. Morfologiai
sajatossagok alapjan a dendrittiiskék harom tipusat kiilonboztetjiik meg: a zomok, a fonalas és
gomba alaku tiiskéket (1. abra). A dendritagon egy kezdeti kidudorodasként alakul ki a zomdok
tiiske. Az aktin vaz hossznovekedésével hosszl, kapcsolatkeresd fonalas struktara fejlédik. A

szinapszis stabilizalodasa soran a tiiske feje kiszélesedik és kialakul a gomba alaku struktira,

melyben megjelenik az érett,

stabil  tliskékre  jellemzd e

posztszinaptikus denzitas i

(PSD; Harris és Weinberg, )

2012) 1. abra. A transzfektalt idegsejteken megfigyelhetd dendrittiiskék

tipusai: zomok (bal kép, mérce 0,2 pm), fonalas (kozépsé kép, mérce 0,5
um) és gomba alaku (jobb kép, mérce 0,2 um) tiiske.



A posztszinaptikus denzitas

A posztszinaptikus denzitas
egy elektrondenz megvastagodas
~35-50 nm-el a plazmamembran

alatt (2. 4bra). A PSD a

2. abra. A kémiai serkentd
szinapszisrol késziilt
elektronmikroszkopos
képen, a preszinaptikus
vezikulak  felhalmozodasi
terliletével szemben lathatd
a posztszinaptikus denzitas
(fekete nyil). A mérce 0,3
pm. (Nimchinsky 2002)

preszinaptikus membrannal
szemben helyezkedik el, ami a

transzszinaptikus kapcsolatot

biztositja. Fontos szerepe van a
preszinapszis feldl érkezd informdaciod feldolgozasdban, tovabbitisaban. A PSD sokféle
receptort, allvanyfehérjét, szignalizaciés komplexet tartalmaz, melyek nélkiilozhetetlenek a
szinaptikus jelatvitelhez és a szinaptikus plaszticitdshoz (Sheng és Kim, 2011). A receptorok
egy fehérjematrixhoz kapcsolddnak, mely allvanyfehérjéket, aktinkoté fehérjéket és
szignalizacios molekuldkat tartalmaz (3. abra). Az Osszetett fehérje-fehérje interakcios
doméneket tartalmazd dallvanyfehérjék egyfajta strukturdlis vazat alakitanak ki a
posztszinaptikus denzitasban, igy 0Osszekottetést biztositanak a receptorok, asszociacios
fehérjék, valamint az aktin vazrendszer kozott. Az allvanyfehérjék altal lokalisan kialakitott
molekularis hdlozatok igy a szinaptikus plaszticitasban fontos szerepet jatszo szignalizacios

komplexként tudnak miikddni (Harris és Weinberg, 2012).

3. abra. A neuorotranszmitter receptorok ¢&s transz-szinaptikus adhézios
molekulak alatt egy stri fehérjematrix helyezkedik el, mely allvanyfehérjéket,
aktinkot fehérjéket, szignalizacios molekulakat tartalmaz (Sheng és Kim, 2011).



A CASK és a Caskinl allvanyfehérje

A Caskin (Cask interaktiv) fehérjét a CASK (calcium/calmodulin-dependens szerin
protein kindz) kotOpartnereként fedeztek fel (Tabuchi és mtsai., 2002). A CASK
allvanyfehérje a membran-asszocidlt guanilat kindz (MAGUK) fehérjecsaladba tartozik. N
terminalisan talalhaté a CaM kinaz domén. Ko6zéps6 szakaszan egy PDZ (PSD-95, Dlg, ZO-
1/2) domén és egy SH3 (Src homologia 3) domén helyezkedik el, C terminalisan guanilat
kinaz domén talalhat6. A CASK fehérje kis mértékben minden szovetben detektalhato, de az
agyban fejezddik ki leginkabb. Az idegsejtekben mind a pre-, mind a posztszinaptikus oldalon
megtalalhato (Stiidhof és mtsai., 1996).

A Caskin allvanyfehérje N-terminalisan hatszoros ankirin ismétlédés, egy SH3 domén
és két steril alfa motivum (SAM) talalhato (4. abra). Ezt egy prolingazdag régio koveti, végiil
egy rovid, evolucidésan konzervalt C-terminalis domén helyezkedik el (Tabuchi és mtsai.,
2002). A hosszt prolingazdag régi6 rendezetlen szerkezetli, vagyis ez a szakasz nem
rendelkezik mdésodlagos ¢és harmadlagos szerkezettel. A rendezetlen szerkezet szamos
funkcionalis eldnyt jelent és megndvekedett interakcids kapacitast biztosit (Balazs, 2009;
Tompa és mtsai., 2009). A Caskin domén-szerkezetében hasonlit a Shank posztszinaptikus
allvanyfehérjére, am ez a hasonlésdg nem evolucidés kapcsolaton alapszik, hanem oka
valoszintileg a funkcionalis hasonlosag lehet (Tabuchi és mtsai., 2002).

A Caskin SH3 és SAM doménjei kozti szakaszaval kapcsolodik a Cask fehérje CaM
kinaz doménjéhez, a Mintl-gyel versengve. Jelenleg két izoformajat, a Caskinl-t és a

Caskin2-t ismerjiik, melyek a C-terminalis régioban kiilonboznek.

ANK ismétlodések SH3 SAM SAM Prolin gazdag régio

4. abra. A Caskinl fehérje doménszerkezete. (Balazs, 2009).

A Caskinl fehérje csak az agyban, a szinaptikus teriileteken feldisulva fejezodik ki
(Tabuchi és mtsai., 2002). Habar a Caskinl az idegrendszerben fejezddik ki a legnagyobb
talalgatasok sziilettek (Tabuchi és mtsai., 2002; Balazs, 2009).

A Caskinl a preszinaptikus zoéndba lokalizaloédik és szamos preszinaptikus fehérjéhez
kotodik (Tabuchi és mtsai., 2002; Balazs, 2009) . A szindekanokat és neurexineket a CASK
fehérjén keresztiil kihorgonyozza (Tabuchi és mtsai., 2002). A synaptotagminnal alkotott
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interakcidjan keresztiil részt vehet a szinaptikus vezikulak dokkolasaban, mivel a Caskinl
fehérje molekuldk SAM doménjeiken keresztiil polimerizalodva egyfajta allvanyrendszert
alakitanak ki (Stafford és mtsai., 2011). A Caskinl-nek szerepe lehet a Caskinl-Mintl
komplex kialakulasaban ¢és szabalyozasaban is, mivel a Caskinl a Mintl-el verseng a
Mintl/CASK/neurexin, illetve a Caskinl/CASK/ neurexin komplex kialakulasaért (Tabuchi
és mtsai., 2002; Balazs, 2009; Stafford és mtsai., 2011).

Sejtfelszini molekulak
(neurexinek és
szinndekanok)
Membran

e @D-ppor-Sin={oK) cask 5. abra. A Caskinl a Mint1-el

j\wy \ versengve a sejtfelszini
NN/ N/ molekulakat a CASK fehérjén
@Y vagy ‘ keresztiil kihorgonyozza.

(Tabuchi 2002.)

Aktin mikrofilamentumok

Ceélkituzések

Mivel a Caskinl az idegrendszer miikodésére kifejtett hatasar6l még csak korlatozott
ismereteink vannak, TDK munkdm soran a Caskinl idegsejtekben betoltdtt szerepét
vizsgaltam, els6sorban a posztszinaptikus teriiletekre koncentralva. Az endogén Caskinl
immuncitokémiai detektalasara sajnos nem létezik megfelel6 ellenanyag, ezért a V5 tag-gel
jelolt' Caskinl fehérjét egér embrionalis idegsejttenyészetekben transzfekcio segitségével
tultermeltettem, majd a transzfektalt idegsejtekben anti-V5 immuncitokémia segitségével
detektaltam.

) Elemeztem a tultermeltetett Caskinl fehérje intracellularis eloszlasat, azaz az axonalis,
illetve a szomatodendrtikus jelenlétet.

. Konfokalis mikroszkopos felvételeken azt is elemeztem, hogy a PSD95
posztszinaptikus allvanyfehérje és a tultermeltetett Caskinl vajon egyiitt lokalizalodik-
€.

. Arra is kerestem a valaszt, hogy a Caskinl taltermeltetése hatissal van-e a

. Vizsgéaltam, hogy a Caskinl-et taltermeld tliskék vajon szinaptikus kapcsolatokat

kialakitanak-e.

1 A V5 epitop tag a Simian Virus 5 P és V fehérjéjének C termindlis szekvencidja (GKPIPNPLLGLDST), amely
anti-V5 ellenanyag segitségével jol detektalhatd — igy a V5 tag-gel fiizionalt Caskinl fehérje a taltermeltetést
kovetden az anti-V5 ellenanyaggal mar specifikusan kimutathato.
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Anyagok és modszerek

Sejtkultarak

A primer hippokampalis idegsejt-tenyészeteket készitéséhez 17-18 napos CD1
egérembriokat haszndltam. A hippokampuszok agybol torténd izolalasat, illetve a sejtek
disszocialtatasat a leirt protokollnak (Cz6ndor és mtsai., 2009) megfeleléen végeztem. A poli-
D-lizinnel és lamininnal bevont felszinii {iveglemezeket tartalmazé 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekbe lyukanként 1,5-1,7x10° sejtet lltettem ki. A sejteket 5% FCS-t tartalmazo
Neurobasal-B27 (Invitrogen) mediumban inkubaltam. A tapfolyadék dsszetétele: 5% FCS, 0,5
mM Glutamax, 40 pg/ml Gentamicin, 2,5 ug/ml Amphotericin B. A kitiltetést kdvetd napon
(DIV1) a tapot frissre cseréltem. A glialis osztodas leallitasara a sejteket a masodik-harmadik
kitiltetést kovetd negyedik vagy 6todik napon a sejtek feliiliszdjanak egyharmadat friss, FCS-
mentes tapra cseréltem. A sejteket 10 napig 37°C-on, 5%-0s CO, szint mellett,

szOvettenyésztd inkubatorban ndvesztettem.

Transzfekcio

A hippokampdlis tenyészeteket a tenyésztés kilencedik napjan (DIV 9) 1 pg plazmid
DNS : 2ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ardnyban és a gyartd uUtmutatasai szerint
transzfektaltam. A kontroll kisérletekhez az EGFP-vektorbol 0,3 pg/lyuk mennyiséget
hasznaltam. A Caskinl fehérje taltermeltetésekor az EGFP-vektorbdl 0,3 pg/lyuk, a Casin-V5
plazmidbol pedig 0,5 pg/lyuk mennyiséget hasznaltam. Ezekben a kisérletekben az 4tir6do
EGFP (z6ld fluoreszcens fehérje) a citoplazmaban egyenletesen eloszlott, igy a teljes
idegsejtet €s a dendrittiiskéket is megjelenitette. A taltermeltetett Caskinl fehérjét anti-V5
immuncitokémia segitségével detektaltam (1d. lent).

A PSD95 fehérje tultermeltetésekor a pEGFP-N1-PSD95 plazmidbdl 0,7 ng/lyuk, a
Caskin-V5 konstrukciobol pedig 0,5 pg/lyuk mennyiséget hasznaltam. A teljes dendritfa
kirajzoltatasahoz harmas kotranszfekciot is alkalmaztam — ebben az esetben a pEGFP-N1-
PSD95 plazmidot 0,6 pug/lyuk, a Caskin-V5 konstrukciot 0,4 ug/lyuk, a pmCherry-C1-Vektort
pedig 0,3 pg/lyuk mennyiségben alkalmaztam. A taltermeltetett és EGFP-vel kapcsolt PSD95
fehérje eldszeretettel gylilik fel a posztszinaptikus denzitas teriiletén, mig a gerjesztést
kovetden piros fényt emittaldo mCherry fehérje egyenletesen oszlik el az idegsejt-

tenyészetekben. A Caskin-V5 konstrukciot Buday Laszlotol (MTA Enzimologiai Intézet)



kaptuk, a t6bbi konstrukcid A. Hausser laboratériumabdl (Stuttgarti Egyetem, Sejtbiologiai és

Immunoloégiai Intézete) szarmazik.

Immuncitokémia

Az iveglemezekre letapadt és transzfektalt tenyészeteket 24 6raval a transzfektalas utan
4%-0s, PBS-ben oldott paraformaldehiddel 20 percig fixaltam. A permeabilizalast 0,1%
TritonX100-PBS oldattal végeztem 5 percig szobahdmérsékleten. A blokkolast 2% BSA-
PBS-NaNj3; oldattal minimum egy 6ran at szobahdmérsékleten végeztem, vagy a fixalt sejteket
egy-két éjszakan at 4°C-on a blokkoloban hagytam. Az elsddleges ellenanyagokat 2% BSA-
PBS-NaNj3 blokkoloban, a megfeleld aranyban higitva, 100 pl/csepp térfogatban alkalmaztam
egy ¢jszakan at, 4°C-on.

A primer hippokampalis idegsejttenyészetekben az asztroglia sejtek detektalasakor anti-
GFAP (glialis fibrillaris savas fehérje; monoklonalis egér IgG, Sigma) elsodleges
ellenanyagot alkalmaztam 1:2000 aranyban higitva. Az idegsejtek dendritjeit anti-MAP2
(mikrotubulus asszocialt fehérje-2; monoklonalis egér IgG, Sigma) immuncitokémiaval
jeloltem (1:1000). Mindkét els6dleges ellenanyagot A546 fluorokrommal jeldlt anti-egér 1gG
masodlagos ellenanyaggal tettem lathatova.

A Caskinl fehérje taltermeltetésekor anti-V5 primer ellenanyagot alkalmaztam 1:000
higitasban (Invitrogen; egér monoklonalis IgG). Masnap 3x PBS-mosast kdvetden a fixalt
sejtekre a kecskében termeltetett, Alexa 546 vagy a harmas kotranszfekci6 esetén Alexa 633
fluorokrommal jeldlt anti-egér 1gG ellenanyag (Invitrogen) kertilt.

A szinaptikus kapcsolatok detektalasahoz preszinaptikus markerként anti-vezikuldris
glutamat  transzportert (VGLUT2) alkalmaztam. Az anti-VGLUT2 nyulban termelt
poliklonalis elsddleges ellenanyagot (Sigma, 1:5000), Alexa546 fluorokrommal jelzett, anti-
nyul kecskében termelt szekunder ellenanyaggal (Invitrogen) detektaltam.

A masodlagos ellenanyagot 1:500 (Alexa 546), illetve 1:300 (Alexa 633) higitasban, 2%
BSA-PBS-NaN; blokkoloban oldottam és 100 pl/csepp térfogatban, 1-1,5 o6ran keresztiil
szobahomérsékleten allni hagytam. 3x PBS mosast kovetéen a tenyészeteket Mowiol-Dapi
nevl, magfestésre is alkalmas lefedd anyaggal fedtem, majd sotétben és szobahdn
megszaritottam. A szaradast kdvetden a tenyészeteket 4°C-on, sotétben tartottam.

A masodlagos ellenanyagok specifikus kotddésének ellendrzésére az immunfestést ugy
is elvégeztem, hogy a fixalt testvértenyészeteken a primer ellenanyagokat nem alkalmaztam.

Az ilyen ,.kontroll” tenyészetekben fluoreszcens jelet nem detektaltam.
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Primer Detektalt fehérje Ig tipusa gyarté higitas
ellenanyag
] glialis fibrillaris savas ]
anti-GFAP egér monoklonalis IgG Sigma 1:2000
fehérje
) mikrotubulus asszocialt ]
anti-MAP2 egér monoklonalis IgG Sigma 1:1000
fehérje-2
anti-V5 Caskin V5-tag egér monoklonalis IgG Invitrogen 1:1000
) vezikularis glutamat ) ) ]
anti-VGLUT2 nyul poliklonalis IgG Sigma 1:5000
transzporter

1. tablazat. A felhasznalt primer ellenanyagok 6sszefoglalésa.

Mikroszkopia

Olympus FluoView 500 konfokalis lézer scanning mikroszképpal készitettem a
felvételeket az idegsejtekrdl. 10x szaraz és 60x immerzid olajos objektiveket hasznaltam. Az
EGFP fluorokromot 488 nm-es multiargon 1ézerrel gerjesztettem. A V5-taggel jelolt Caskinl
fehérjét az Alexa 546 fluorokrommal torténd jelolés esetén az 543 nm-es, az Alexa 633 jelolés
estén pedig a 633 nm-es hélium-neon lézerrel gerjesztettem. Az EGFP jel detektalasakor a
BA505-525, az Alexa 546 jel esetén a BAS60-600, az Alexa 633 jel esetén pedig a BA660IF
emisszios szlirOket alkalmaztam. Az egyes csatornak kozotti ,,athallas” minimalizalasaért a
latotereket egységes beallitasok mellett és szekvencidlis scannelés segitségével, azaz
csatornanként kiilon-kiilon fotéztam. A kontroll EGFP kezelt mintaknal a kovetkezd
beallitasokat alkalmaztam: PMT: 640 V, gain 3,5x, offset 0%, 1ézerintenzitas 15%. A Caskinl
tiltermeltetett mintaknal pedig PMT: 770 V, gain 5,5x, offset 2%, lézerintenzitds 18%
bedllitadsokkal dolgoztam. A zaj csokkentés érdekében 2x Kalman filtert is alkalmaztam.

A szekunder ¢és tercier dendritdgakrol 2,5x nagyitassal, 0,3 mikrométeres vastagsagu
rétegfelvételeket készitettem. A Z sikok kivalasztasanal torekedtem arra, hogy megtaldljam az
als6 és felsd hatart, amely a dendrittiiskék 3D-s kiterjedését lefedi, ezért kb. 6-7 Z sikban

készitettem a rétegfelvételeket.

A transzfektalt idegsejtek dendrittiiskéinek morfologiai elemzése

A tobb Z sikban késziilt felvételeket az Image] program segitségével, a Standard
deviations (STD) algoritmust alkalmazva egy sikra projektaltam. {gy a dendrittiiskék 3D-s
strukturajarol egy 2D-s vetiileti képeket kaptam. A projekcio kovetkeztében fellépd torzulés
mértéke elhanyagolhaté volt, raadasul mind a kontroll, mind a Caskinl-et tultermeld sejtek

esetében hasonlo torzulast okozhatott.
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Az elemzések soran a dendrittiiskék szubjektiv besorolasa a zomok, a fonalas vagy a
gomba kategoriakba a kovetkezé bélyegeken alapult: a zomok tiiske rovid, szélessége és
hossztisaga kozel egyenld; a fonalas tiiske hosszi, nyak és fejszélessége nagyjabol
megegyezik; a gomba alaku tiiskék fejszélessége nagyobb, mint a nyakszélessége €s hossza
nagyobb, mint a tiiske nyakanak a szélessége. Az egyes tiiskék hosszat, fejszélességét,
valamint nyakszélességét emellett az Image] program segitségével szazad mikrométeres
pontossaggal is meghataroztam.

Osszesen két fiiggetlen tenyészetben is elemeztem a dendrittiiskéket. A kiértékelt

dendrittiiskék adatait az 1. tablazat foglalja dssze.

1t sszet kiértékelt kiértékelt szekunder | kiértékelt tercier lemért tiiskék
- tenyesze idegsejt (db) szakaszok (db) szakaszok (db) (db)
kontroll 6 7 9 290
Caskinl-V5 8 7 12 262
taltermeld
2t sszet kiértékelt kiértékelt szekunder | kiértékelt tercier lemért tiiskék
- tenyesze idegsejt (db) szakaszok (db) szakaszok (db) (db)
kontroll 9 8 9 271
Caskinl-V5 9 6 8 236
taltermel6

2. tablazat. A dendrittiiskék morfologiai elemzéséhez kiértékelt idegsejtek, illetve tercier és szekunder
dendritszakaszok szama, valamint a morfologiailag jellemzett tiiskék mennyisége.

Statisztika

A statisztikai elemzéseket az SPSS statisztikai programmal és Excel segitségével
végeztem. A két fliggetlen tenyészet adatait T-probaval hasonlitottam dssze. Az egyes tliskék
egyedi paramétereinek Osszehasonlitasat (tliske hossz, fejszélesség, nyakszélesség) az egy

utas ANOV A modszerrel végeztem.
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Eredmények

Egér embrionalis hippokampalis idegsejttenyészetek a Caskin 1 idegrendszeri hatasanak
vizsgalatara

A Caskinl fehérje  tultermeltetésének  hatdsat  primer  hippokampalis
idegsejttenyészeteken vizsgaltam. A 17-18. embriondlis napon izoldlt egér embridk
agyszovetébdl a tenyésztés 2. hetére a tenyésztési aljzatként szolgdlod iiveglemezeken stirii
asztroglia sejtréteg alakul ki, amit anti-GFAP (gliélis fibrillaris savas fehérje) immunfestéssel
tettem lathatova (6. abra). Az aljzatsejtek konfluens szonyege folott talalhatoak az idegsejtek,
amelyek nyulvanyaikon keresztiil das idegsejt-halozatot alakitanak ki. Az akar tobb ezer
idegsejtbol allo idegsejt-csoportosuldsokat a neuronok dendritjeiben lokalizalodo MAP2
(mikrotubulus asszocialt fehérje-2) immuncitokémiaval jeloltem (6. abra). Az ilyen siri
nyulvanyhalozatokban az egyedi sejtek, vagy akéar a dendritdgak morfologiai azonositasa
szinte kivitelezhetetlen feladat lenne. Mivel a liposzomas transzfekcid idegsejttenyészetekben
csak igen kis hatékonysdggal mikodik (<0,1% transzfekcids gyakorisag), a transzfektalt
tenyészetekben a zold fluoreszcens fehérjével transzfektalt egyedi idegsejtek azonban mar jol

azonosithatdak, nyualvanyrendszeriik egyértelmiien elkiilonithetd (6. abra).

6. abra. Primer hippokampalis idegsejttenyészetrél készitett konfokalis mikroszkopos felvételek. A
bal oldali képen asztrogliasejtek lathatoak. A jobb oldali képen a dus idegsejthalozat felett az egyedi
transzfektalt neuronok jol elkiiloniilnek. A mérce 50 pm.
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A Caskinl elsésorban szomatodendritikusan lokalizalédik

Mivel az endogén Caskinl sejten beliili lokalizacidjanak megfigyelésére megfeleld
ellenanyag nem all rendelkezésre, ezért a Caskinl fehérjét a hippokampalis
idegsejttenyészetekben transzfekcioval tultermeltettem. A Buday Laszlotol (MTA
Enzimologiai Intézet) kapott expresszios plazmidban a Caskinl-et V5 jeloléssel lattak el, igy
a taltermeltetett fehérjét anti-V5 immunfestés segitségével tudtam detektalni. Fluoreszcens
jelolést alkalmazva, konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam, hogy a Caskinl a transzfektalt
idegsejteken beliil hol lokalizalodik.

A konfokalis mikroszkopos felvételek készitésénél ligyeltem arra, hogy a transzfektalt
idegsejtek koziil csak piramis-sejteket valasszak ki — a tenyészetekben ugyanis ezek mellett
interneuronok is eléfordulnak, amelyek morfologiaja és dendrittiiske-siiriisége, -alakja nagyon
kiilonbozé lehet. A kivalasztasi kritériumok a kovetkezdek voltak: 1) a piramis alaka
sejttestbol a dendritek aszimmetrikusan dgaznak el, 2) jol elkiiloniil a primer dendritag, 3)
hosszt ¢s kiterjedt a dendritfa és 4) sem az axon, sem a dendritfa nem degradalédott. Az
egyes nyulvany-tipusokat némi gyakorlattal mar konnyen el tudtam kiiloniteni: a sejttesten és
a proximalis primer dendriteken nem jellemz6 a dendrittiiskék jelenléte, mig a distalis
dendritagakon siirtin elhelyezkedé dendrittiiskék talalhatdak. A dendritdgak emellett
viszonylag rovidek (a dendritfa a szomatol mért maximalis kiterjedése a 300 um-t nem
haladja meg), eredési helyiiktdl kiindulva a&tmérdjiik csokken €s villasan dgaznak el. Az axon
altalaban a sejttestbdl vagy a primer dendrit kiindulasi pontjahoz kdzel ered, igen hosszu (akar
500 um-nél is hosszabb), kozel egyenletes vastagsagu és rajta dendrittiiskék nem figyelhetdek
meg (7. A abra).

A konfokalis mikroszkopos felvételek alapjan a taltermeltetett Caskinl elsGsorban
szomatodendritikusan lokalizalodik, az axonban detektalhato jel joval halvanyabb volt (7. A
abra). A Caskinl a sejttest citoplazmajaban nagy mennyiségben jelen volt, a sejtmagban nem
expresszalodott (7. A ébra, piros nyil). A Caskinl jel a dendritfat szépen kirajzolta, a
vékonyabb dendriteken elhelyezked? tiiskékben pontszertien felhalmozodott (7. B, C dbra). A
szekunder ¢és tercier dendritagakban egyarant megfigyelhetéek voltak Caskinl depozitok (7. B
abra).

Az er6s Caskinl felhalmozddasok aranyat az egyes tilisketipusokban kvantitativ moédon
is elemeztem. Az EGFP ¢és Caskinl-V5 plazmidokkal kotranszfektalt idegsejtekben a
szekunder ¢és tercier dendritagakrol konfokalis mikroszképpal 0,3 pum vastagsag

rétegfelvételeket készitettem, majd az egyes dendritszakaszokon talalhaté és az EGFP
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fluoreszcencia alapjan szépen kirajzolodd dendrittiiskéket a harom morfologiai kategoria
valamelyikébe (zomok, fonalas, gomba) besoroltam. A morfologiai besorolast kdvetden azt is
rogzitettem, hogy az adott tiiskék fejében a Caskinl felhalmozddik-e. Osszesen 273
dendrittiiske vizsgalataval azt tapasztaltam, hogy a fonalas tiiskék fejében is eléfordulnak
Caskinl depozitok (22%), de a Caskinl elsdsorban a stabilabb, gomba alaka (43%) és zomok
(35%) tiiskék fejében halmozodik fel.

EGFP Caskinl
NI A2 2
\ 6>

7. abra. Egy EGFP ¢és
/ . : Caskinl-V5 plazmiddal
. - kotranszfektalt idegsejtrél
g w készitett konfokalis
. ’ mikroszkopos felvételek. Az
Al-3 képeken pirossal
s bekeretezett teriiletet a B1-3
—_— — képek, az ott szerepld
keretezett teriiletet pedig a C1-
B2 9 C2 3 képek mutatjak be. Az Al,
: B1 és Cl1 képek az EGFP, az
Ay A2, B2, C2 képek pedig a
Caskinl jelet mutatjdk be
: : _ invertalva, fekete-fehérben. Az
5 .," A3, B3, C3 képeken az EGFP
@ SR T , jel zold, a Caskinl pedig piros
s szinll. A sejttestet piros nyil, a
P primer dendritigat a vastag
sarga nyil, a szekunder
dendritagakat a sarga
nyilhegyek jelzik, a kis
nyilhegyek pedig egyes tercier
dendritagakra mutatnak. Az
axont a kék nyil jeloli. A
mérce 5 um (A, B) vagy 1 um
(C).

EGFP

Caskinl

egyutt
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A PSD95 allvanyfehérje és a Caskinl egyiitt lokalizalédik

A serkentd szinapszisok kialakuldsat jol jelzi a posztszinapszisban a PSD megjelenése.
Ennek jelenlétét elektronmikroszkopos vizsgalatokkal lehetne egyértelmiien bizonyitani, de
ennek hianyaban fénymikroszkopos vizsgalatokat tudtam csak végezni. Mivel nem all
rendelkezésiinkre olyan ellenanyag, amely az egér endogén PSD95 fehérjét specifikusan
tudna detektalni, ezért vizsgalataimhoz az EGFP-vel jelzett PSD95 fehérje transzfekciot
kovetd taltermeltetését valasztottam. A teljes dendritfa, illetve a dendrittiiskék alakjanak
kirajzolasdhoz az idegsejtekbe ilires mCherry vektort is kotranszfektaltam, amely a pirosan
fluoreszkald6  mCherry fehérje egyenletes, citoplazmas eloszlasaval jart. A V5-Caskinl
plazmidrol &tirodd Caskinl fehérjét pedig Alexa633 fluorokrémmal elShivott anti-V5
immuncitokémia segitségével detektaltam.

A harmasan kotranszfektalt idegsejtekben vizsgaltam, hogy a serkentd szinapszisokra
jellemz6é PSD95 éllvanyfehérje és a Caskinl egyiitt lokalizalodik-e. A zold fluoreszcens
fehérjével jelzett PSD95 a dendritagban és a dendrittiiskék fejében is jelen volt, mig a Caskinl
jel alapvetden a dendrittiiskék fejében halmozddott fel. A mikroszkdpos felvételek alapjan (8.
abra) egyértelmii volt, hogy szamos tiiske fejében a PSD95 és a Caskinl egyiitt lokalizalodik.

PSD95-EGFP CaskinV5 egyutt

8. 4abra. Harmasan kotranszfektalt idegsejt tercier dendritszakaszardl késziilt a konfokalis
mikroszkopos felvétel. Az Al képen a zdld fluoreszcens fehérjével jelzett PSD95 felhalmozodasokra
mutatnak a fehér nyilak. Az A2 abran a Caskinl depozitok lathatoak, a jobb lathatosag kedvéért a
Caskinl-t piros szinnel jelenitettem meg. Az A3 képen egylitt lathat6 a két csatorna. A mérce 5 pm.

Ezt a megfigyelést kvantitativ elemzéssel, 6sszesen 61, a tercier dendritdgakon talalhatd
dendrittiiske vizsgalataval is alatamasztottam. A dendrittiiskéket a zomok, a fonalas vagy a
gomba kategériaba besoroltam, majd meghataroztam, hogy az adott tiiskében a PSD95, illetve
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a Caskinl jel detektalhato-e. Az elemzett dendrit tiiskék koziil a PSD95 a gomba alaku tiiskék
91%-aban, a zomok tiiskék 72%-aban volt jelen, mig a fonalas dendrittiiskék esetében csak
23%-ban. A Caskinl felhalmozodas is foként a gomba alaku (70%) és zomok (40%) tiiskékre
volt jellemzd, a fonalas tiiskék fejében csak elvétve (8%) fordult el (9. &bra).

Adataim tehat azt mutatjak, hogy mind a két allvanyfehérje a stabilabb, gomba alaku és
zomok tiiskék fejében halmozodik fel, a mozgékonyabb fonalas tiiskékre viszont ez nem
jellemzd. Fontos azt is kiemelni, hogy a mikroszkopos felvételek elemzésénél egyetlen
esetben sem taladltam ugy Caskinl felhalmozddast, hogy a PSD95 fehérje ne lett volna
nagyobb mennyiségben jelen, vagyis a Caskinl felhalmozdédasa a PSD95 fehérje

felhalmozodassal egybeesett.

30 . 9. abra. A PSD95 és a
- PSD95 - PSD95+Caskinl Caskinl felhalmozodasok
25

aranya az  egyes tiiske-

tipusokban. Vilagos kék szin a
20 csak PSD95 felhalmozddast,
sotétkék szin pedig a PSD95
15 és Caskinl felhalmozddast is
tartalmazo tiiskéket jeloli. A
10 - fehér teriilet a PSD95 vagy
Caskinl nélkiili dendrittiiskék
| aranyat jeloli. Csak Caskinl-et
tartalmazé  tiiskéket  nem

0 _ detektaltam.

fonalas gomba z0mok

Tuske szam (db)

(4]

A Caskinl fehérje tiltermeltetése a gomba alaku tiiskék aranyat megnovelte

A mikroszkopos felvételek kvantitativ elemzésével azt is vizsgaltam, hogy a Caskinl
madszer fejezetben is ismertetett morfoldgiai kritériumok alapjan két fiiggetlen tenyészetbdl
Osszesen 15 kontroll és 17, a Caskinl-et taltermeld piramissejtrél készitettem felvételt,

ezekbdl pedig Osszesen 1063 tliske paramétereit hataroztam meg (1d. 1. tablazat).

A dendrittiiskék szubjektiv besorolasanak helyességét a részletes, az egyes tiiskék
hosszanak, fejszélességének, valamint nyakszélességének meghatarozasan alapuld kvantitativ
elemzéssel is igazoltam. Az un. fej/nyak index, illetve a tiiskehossz segitségével
bizonyitottam, hogy a szubjektiven elkiilonitett kategéridk a lemért paramétereik alapjan
numerikusan is elkiiloniilnek (10. abra). A fej/nyak arany zomok és fonalas tiiskék esetében
ugyanis kisebb 1-nél vagy kozel 1, a gomba alaku tiiske esetében pedig nagyobb, mint 1. A

zOmok és a fonalas tliskék kozott pedig a hossz alapjan tudtam kiilonbséget tenni: a fonalas
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tiiskék hosszlisaga a 0,8 pum-t altaladban meghaladta, -
zomo

mig a zomok tliskék ennél rovidebbek voltak. ® fonalas
® gomba

A kontroll és a Caskinl-et taltermelo

dendrittiiskék morfologiai paramétereit az SPSS

Tiske hossz [pm]
w

program segitségével hasonlitottam Ossze egy utas

ANOVA analizissel. A két fiiggetlen tenyészetben 1

mind a szekunder, mind a tercier dendritszakaszokon 0
elhelyezkedd  dendrittiiskék  esetében is  azt Fej/nyak index

tapasztaltam, hogy a Caskinl taltermeltetés hatésara  -0- dbra- A szubjektiven besorolt tiiske-
tipusok a fej/nyak index, illetve a hossz
a gomba tipusi tiiskék ardnya szignifikdnsan  alapian egyértelmien elkilonilnek.
megndtt, mig a tercier dendritszakaszokon a fonalas tiiskék ardnya szignifikansan lecsdkkent
(11. abra). A tiskék egyedi paramétereiben, vagyis a hosszban, a fej- vagy a

nyakszélességben szignifikans valtozast nem figyeltem meg (12. abra).

[C] eGFP [l Caskinl

% Szekunder dendritag o, Tercier dendritag
50 50
45 * 45 | *
40 | 40 -
35 1 35 -
30 30
25 25 - *
20 A 20 -
15 15 -
10 4 10 -

fonalas gomba zOmok fonalas gomba z6mok

11. abra. A kontroll, EGFP-vel, illetve a Caskinl-V5 konstrukcioval transzfektalt idegsejtek
szekunder ¢és tercier dendritszakaszain megfigyelhet6 tiiske-tipusok gyakorisaga. Az adatok két
kisérletsorozatbol, 1063 tiiske elemzésébdl szarmaznak.
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szekunder dendritek tercier dendritek

6 6
T 5 iz 5{ .
S £
o 4 4 o,
8 5]y 3
3
@ ) 12. abra. A kontroll, EGFP-
2 2|, - vel, illetve a  Caskinl
. ' . L konstrukciéval — transzfektalt
151 — idegsejtek szekunder és tercier
' ) 2 M Caskinl dendritszakaszain  megfigyel-
E B Ecrp heté tiiske-tipusok morfologiai
§ 11 1.5 ’ jellemzoi kozott nincs
@ o 4 szignifikans kiilénbség. A box
= CA™ e plotokban a vizszintes vonal a
N 05 - ., ,
2 i ¢ * + 05 mediant, a box plotok az als6
= + P és fels6 kvartilist, a bajuszok
0 0 pedig a minimum és a
—12] 1.5 maximum értéket jelzik. Az
g ’1 - o egyedi pontok a kiugrd
2 = s (outlayer) értékeket jelzik. A
§0=8’ kék  szin a  Caskinl-t
B 06 1 = - tultermeld, mig a zold szin a
%DAM i 051 ¢ kontroll, EGFP-vel transz-
Zoo | + + + ‘ + * 6 fektalt  idegsejtek  adatait
o L 0 jeleniti meg.
F ST F F ST
& & & & & 6‘
A % & $ %

A Caskinl-et taltermelé tiiskék vajon kialakitanak-e szinaptikus kapcsolatokat?

A Caskinl tultermeltetése a transzfekciot kovetd 24 o6ran beliil a fonalas tiiskék rovasara
megnovelte a szélesebb fejjel rendelkezd, gomba alaku tiiskék aranyat. Mivel a gomba alakt
tiiskék altalaban az érett, stabil szinapszisokra jellemzdek, feltételezheté, hogy a
tultermeltetett Caskinl fehérje egy szinapszist stabilizalo, esetleg a szinapszis érését eldsegitd
hatast valtott ki. Ezért azt is vizsgéltam, hogy a Caskinl-et tultermeld tliskék vajon
szinaptikus kapcsolatokat kialakitanak-e.

A szinapszisok meglétét természetesen csak elektronmikroszkopos elemzésekkel
lehetne egyértelmiien bizonyitani, hiszen a fénymikroszkopos vizsgalatok nem biztositjdk az
ultrastruktarak elkiilonitéséhez sziikséges felbontast. A szinaptikus kapcsolatok altalanosan
elfogadott predikciojara azonban 1étezik egy fénymikroszkopos modszer is: ha a
posztszinaptikus marker kozvetlen kozelében egy preszinaptikus markert is lokalizalni lehet
feltételezhetd.

Ezekhez a vizsgalatokhoz z0ld fluoreszcens fehérjével és CaskinV5 plazmiddal

kotranszfektalt idegsejtek mikroszkopos felvételein elemeztem, hogy a Caskinl fehérjét
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tulexpresszald tiiske kozvetlen kozelében megfigyelheté-e preszinaptikus marker. A
tultermeltetett Caskinl fehérjét a szokdsos moddon, anti-V5 immunfestéssel és Alexa633
fluorokrommal tettem lathatova. Preszinaptikus markerként a rendelkezésiinkre allo, a
preszinaptikus terminalisokat egyontetiien jelold szinapszinl vagy a szinaptofizin fehérje
elleni ellenanyagot sajnos nem tudtam haszndlni, mivel ezek ugyanugy egérben voltak
termeltetve, mint az anti-V5 ellenanyag, ami aspecifikus festddést is okozhatott volna. A
kettds immunfestés soran ezért a nyalban termeltetett, anti-vezikularis glutamat transzporter
(VGLUT?) ellenanyagot alkalmaztam, ami a glutamaterg axon terminalisokban specifikusan
felhalmozodo fehérje. Az anti-VGLUT2 jelet Alexa546 fluorokrommal jelzett szekunder
ellenanyaggal detektaltam.

VGLUT2 Caskinl
A3 A4

egyiitt

Y

13. abra. Konfokalis mikroszkopos felvétel EGFP és Caskinl-V5 plazmiddal kotranszfektalt és VGLUT2
ellananyaggal festett idegsejtek dendritagair6l. A szines képeken az EGFP jel z6ld, a VGLUT?2 jel piros, a
Caskinl-V5 jel pedig kék szinnel van feltiintetve. Az egyedi csatornak invertalva, fekete-fehér szinben
vannak bemutatva. A mérce 2 um.

Al-A4: egy Caskinl fehérjét csak gyengén expresszald idegsejt dendritagarol készitett felvétel. A sarga
nyilhegyek a transzfektalt idegsejt dendrittiiskéin végz6d6 glutamaterg terminalisokat jelolik. A fehér
nyilhegy pedig egy dendritdgon végz6d6 VGLUT2 markert jeldl.

B1-B4: egy er6s Caskinl pozitivitdst mutaté idegsejt tercier dendritagardl készitett felvétel. A kék
nyilhegyek gyongysorszeriien elhelyezkedd, glutamaterg terminalisokra mutatnak. A Caskinl-pozitiv
dendrittiiskék kozvetlen kozelében a VGLUT2 markert nem tudtam detektalni.
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A tenyészetekben a VGLUT2 immunfestés a glutamaterg terminalisokat pontszeriien
jelolte (13. abra). Tobbszor lattam gyongysor-szeriien elhelyezked6 VGLUT2 jeleket,
amelyek valosziniileg egy glutamaterg axon varikozitasainak felelnek meg (13. B abra, kék
nyilak). Eddigi vizsgalataim soran 4, er6s Caskinl pozitivitast mutato idegsejt dendritfajat
clemezve sem talaltam olyan Caskinl-pozitiv dendrittiiskét, ami kozvetlen kozelében
egyértelmiien lokalizdlodott volna a glutamaterg termindlisokat jel6ld, preszinaptikus
VGLUT2 marker (13. B abra). Egy olyan esetben azonban, ahol a vizsgalt transzfektalt
idegsejtben csak nagyon gyengén expresszalddott a Caskinl fehérje, tobb gomba alaka és
zomok tiiske feje mellett is egyértelmiien detektalhato volt a preszinaptikus marker (13. A
abra, sarga nyilak). Természetesen annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a Caskinl
befolyasolja-e a szinapszisok kialakulasat, tovabbi idegsejtek elemzésére is sziikség lesz. A
fénymikroszkopos elemzések mellett az elektronmikroszképos felvételek készitése és

kiértékelése is folyamatban van.
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Diszkusszio

crcr

rendelkezésre. Az eddigi publikdciokban a feltételezett pre- és/vagy posztszinaptikus
funkciodit csak kovetkeztetések szintjén targyaltak (l1d. bevezetés; Tabuchi és mtsai., 2002;
Balazs, 2009, Stafford és mtsai., 2011).

A Caskinl poliklonalis ellenanyag immunfestésre nem, csak Western blot detekcidra
hasznalhatd6 megbizhatéan (Buday L. és Schlett K. megfigyelései). A Caskinl idegsejtekben
betoltott funkcidjanak megértéséhez mindenképpen nagy segitséget nyujtana, ha az endogén
fehérje lokalizacigjat is tudnank vizsgélni. Sajnos, az immuncitokémiai detekciora alkalmas
ellenanyag nem 4ll rendelkezésiinkre, igy csak a transzfekcidval bejuttatott és tultermeltetett
Caskinl hatasat és lokalizaciojat tudtam vizsgélni.

Mivel az endogén Caskinl fehérjét megbizhatéan kimutatd és immuncitokémiara is
hasznalhat6 ellenanyag nem 4all rendelkezésre, a V5 tag-gel ellatott Caskinl fehérjét
termeltettem tal az idegsejtekkel’. A transzfektalt idegsejtekben a Caskinl elsBsorban a
szomatodendritikus teriileteken, féleg a dendritekben és a dendrittiiskékben halmozodott fel.
Az immuncitokémiai detekcid megbizhatosagat az is jelzi, hogy a tultermeltetett Caskinl
fehérjét a sejtmagban — ahol az endogén Caskinl allvany fehérje nem fordul el - soha nem
detektaltam. Gyenge Caskinl jelet, illetve potty-szerii lokalizaciét az axonokban is
megfigyelhettem. Ennek alapjan nem zarhaté ki, hogy a tenyészetekben a Caskinl
tultermeltetése az axonokra is hatassal volt, de jelen munkdm sordn a dendrittliskék

elemzésével a Caskinl posztszinaptikus hatasaira koncentraltam.

erers

Az eddig elvégzett elemzéseim alapjan a Caskinl taltermeltetése a dendrittiiskék
morfologidjara is hatassal volt, hiszen a széles fejjel rendelkezd, gomba alak tiiskék aranya
megndtt, mig a mozgékony, fonalas tiiskék aranya csokkent. A gomba alaku tiiskék az érett,
stabil szinapszisokra jellemzdek, szinaptikus hatékonysaguk a zomok, illetve a fonalas
tiiskékhez képest nagyobb (Harris, 1999; Nimchinsky és mtsai., 2002; Arellano és mtasi.,
2007; Sheng és Kim, 2011; Harris és Weinberg, 2012). A szinapszis stabilizdlédasakor a
dendrittiiske jellegzetes strukturalis valtozdson megy keresztiil. A tiiskefej kiszélesedik,
megjelenik az érett, stabil tiiskékre jellemzd posztszinaptikus denzitds. A posztszinaptikus

membranban a glutamaterg receptorok szama megnd. A nagyobb fej mind a szinaptikus

? Balazs Annamaria doktori dolgozataban bizonyitja, hogy a V5 tag a Caskinl fehérje funkcionalis sajatsagait
nem befolyasolja, de a fuzios fehérjét immuncitokamia modszerekkel detektalhatova teszi.
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felszin novelésén, mind a receptorok mennyiségének és stabilitasanak novelésén keresztiil
fokozza a szinaptikus jelatvitel hatékonysagat. A tiiskefej kiszélesedése az aktin vazrendszer
ujraszervezddéséhez is kothetd (Yoshihara és mtsai., 2009; Hotulainen és Hoogenraad, 2010).

Az F-aktin széalak G-aktin monomerekbdl épiilnek fel, melyeken a tiiskefej
kiszélesedésekor elagazasok keletkezhetnek. Az Arp2/3 komplex mar meglévo aktinszalakhoz
kapcsol elagazasokat, ezaltal az aktinvaz kiszélesedik (Lin és Webb, 2009). Az Arp2/3
komplexet aktivalja a WASP (Wiskott Aldrich syndrome protein) fehérje csalad tagja, a
WAVEL1-3 (WASP family verprolin-homologus protein). A WAVE fehérjék nagymértékben
expresszalodnak az agyban és feltehetGen a tiiske alakbeli valtozasokat is modulaljak
(Suetsugu és mtsai., 1999). Az Abi2 fehérje szerepét leirtak egy, az aktin-citoszkeletont
szabalyozd komplexben is, melynek WAVE gatlé hatasa is van (Eden és mtsai., 2002). A
Caskinl és az Abi2 kozotti kapcsolat in vitro és in vivo is kimutathato (Balazs és mtsai.,
2009), az Abi2 ugyanis SH3 doménjén keresztiil kotédik a Caskinl prolinban-gazdag

Erdekes kérdés, hogy a Caskinl tiltermeltetés hatasara megndvekedd gomba alaku
tiiske-gyakorisag hatterében mi allhat. Feltételezésem szerint a Caskinl az Abi2 fehérjét
gatolja, ezaltal a WAVE komplex a gatlas alol felszabadul. Mindez az Arp2/3 komplexet
aktivalhatja, igy a meglévé aktin szalakra elagazasok kapcsolodhatnak, kiszélesedhet a
tiiskefej, ezaltal a szinapszis stabilizdlodhat. A Caskinl a dendrittiiskék morfolégiabeli
valtozasaban azaltal jatszhat szerepet, hogy a sejtfelszini receptorok és az aktin citoszkeleton

kozott kozvetithet.

Mi befolyasolhatja a Caskinl felhalmozdédasat a dendrittiiskékben?

Ismert, hogy a posztszinaptikus allvanyfehérjék mennyiségének megvaltoztatasa a
dendrittiiskék morfoldgiai valtozasaval is egyiitt jar (Sheng és Kim, 2011; Harris ¢és
Weinberg, 2012). Eppen ezért nem zarhaté ki, hogy a PSD95 fehérje tultermeltetése
onmagaban is hatdssal volt a transzfektalt idegsejtek dendrittiiskéire. Az mindenesetre fontos
megfigyelésem volt, hogy a PSD95 és a Caskinl fehérjét egyarant tultermel6 idegsejtekben a
tultermeltetett Caskinl fehérje mindig a PSD95 posztszinaptikus allvanyfehérjével egyiitt
lokalizalodott. A Caskinl jel felhalmozdodas a gomba és a zomok tiiskék mintegy 40%-aban
eleve jellemzd volt, de a PSD95 fehérje kotranszfekciojat kovetden ez az ardny a gomba alaka
tiiskék esetében igen jelentdsen megndtt: a megvizsgalt gomba alaku tiiskék mintegy 80%-
aban jelen volt a Caskinl jel. A PSD95 allvanyfehérje igy feltételezhetden segiti a Caskinl

allvanyfehérje felhalmozddasat. Mivel mind a két allvanyfehérje szamos fehérje-fehérje
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interakcios doménnel rendelkezik, ezeken keresztiil kozvetve, de akar kozvetleniil is
befolyasolhatjak egymas lokalizaciojat (Sheng és Kim, 2011). A PSD95 allvanyfehérje pl.
PDZ doménjén keresztiil kapcsolédhat a Shank posztszinaptikus allvanyfehérjéhez, mely a
posztszinaptikus denzitas allvanyzatanak kialakitasaban jelentds szerepet tolt be (lasd 3. abra).
A Caskinl fehérje pedig akar SAM doménjén keresztiil vagy a prolin-gazdag, rendezetlen
szekvenciajaval is kapcsolodhat a Shank fehérjéhez (Balazs és mtsai., 2009). Erre vonatkozo
kisérleti adatok még nem allnak rendelkezésiinkre, ezen hipotézis alatamasztasara még

tovabbi kisérletek sziikségesek.

Milyen hatast fejthet ki a Caskinl a szinapszisokban?

Arra iranyuld vizsgalataim, hogy a Caskinl-et taltermeld tiiskék vajon szinaptikus
kapcsolatokat  kialakitanak-e, még folyamatban vannak. Ennek eldontésére az
elektronmikroszkdpos felvételek készitése és elemzése lenne a legmegfelelébb — ilyen irdnyu
vizsgalatainkat mar megkezdtiik.

Az eddigi fénymikroszkopos felvételek elemzésekor mindenesetre nem taldltam olyan
Caskinl-et taltermeld dendrittiiskét, amely kozvetlen kdzelében a glutamaterg terminalisokra
specifikus VGLUT2 marker egyértelmuien lokalizalodott volna. Ez természetesen nem jelenti
azt, hogy a Caskinl tultermeltetésének hatasara megnovekedett felszinii dendrittiiskéken nem
végzddhetnének preszinaptikus termindlisok — egyeldre csak kevés adat all ugyanis
rendelkezésemre. Mindenesetre érdekes eredmény lenne, ha a Caskinl tultermeltetése esetleg
csokkentené az ilyen dendrittiiskékre adott glutamaterg bemenetek szamat, hiszen a
morfologiai adatok alapjan ennek pont ellenkezdje lenne varhato.

A Buday Laszlo kutatocsoportja altal eldallitott Caskinl génkilitott egerek
(Buday L. még nem publikalt eredményei). Ezek alapjan biztos, hogy a szinaptikus funkciod
kialakulasdhoz a Caskinl fehérje megléte nem elengedhetetlen, de nem zarhaté ki az sem,
hogy a Caskinl a szinaptikus funkcidkra, a szinapszis ki- és atalakuldsara és fenntartisara
hatassal lehet. Eppen ezért figyelemre mélté eredmény, hogy a Caskinl tultermeltetése a
transzfekciot kovetd 24 oran beliil mar jelentés morfoldgiai valtozast okozott, mivel a fonalas
tiiskék rovasara megnovelte a szélesebb fejjel rendelkezd, gomba alakt tiiskék aranyat. Ennek
alapjan elképzelhetd, hogy a Caskinl fehérje hatassal lehet a szinaptikus plaszticitasra,
valamint a tanuldsi folyamatokra is. Erdemes lenne ennek alatamasztasara a Caskinl-
génhianyos egereken elektrofiziologiai méréseket, valamint viselkedési és memoria teszteket

IS végezni.
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Szerzoi hozzajarulas

e A 2012. februdrjdban megkezdett TDK munkdm sordn a primer hippokampalis
idegsejttenyészetek készitésének metodikdjat ¢és a transzfektdlds technikdjat
elsajatitottam.

e A dolgozatban ismertetett immuncitokémiai festéseket, valamint a konfokalis
mikroszkdpos felvételeket én készitettem, az abrakat én allitottam Ossze.

e A mikroszkopos felvételek kiértékelését, a tliske-paraméterek meghatarozasat és ezek

statisztikai elemzését én végeztem.

Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetdémnek, Schlett Katalinnak, aki nem
csak bevezetett a laboratoriumi kisérletezés vilagaba, de végtelen tiirelemmel nytjtott
segitséget a kisérletek megtervezésében és kivitelezésében, illetve latott el hasznos tanacsaival
a dolgozat megirasakor. Ezen kiviil kdszonetemet szeretném kifejezni Tarnok Krisztiannak is,
akihez barmilyen felmeriild problémaval fordulhattam, és segitett a statisztikai kiértékelésben,
illetve a dolgozat dbraanyaganak elkészitésében. Végiil, de nem utolsé sorban kdszonettel
tartozom Buday Laszlonak ¢és kutatocsoportjanak, aki biztositotta szamunkra a Caskinl

fehérjét és az anti-V5 ellenanyagot, és hozzajarulasat adta ezen dolgozat megirasahoz.
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