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Abstrakt

Gabaergna neurotransmisia tvori zakladni sucast’ inhibicie nervového prenosu v
dospelej centralnej nervovej sustave u cicavcov. Efekt GABA je sprostredkovany pomocou 2
rodin GABA receptorov: ionotropnych GABA a metabotropnych GABABg. Zatial’ ¢o aktivacia
GABARB receptorov mdze spdsobit’ inhibiciu alebo excitaciu prenosu nervového vzruchu.
Aktivacia GABAA receptorov bola dlho spajana len s hyperpolarizaénym (inhibi¢nym) efektmi
nervovej sustavy. AvSak nedavne Stadie ukazuji, ze GABAAa receptory mozu za istych
okolnosti sposobovat’ excitaciu. Funkcia GABAAa receptorov zdvisi na intracelularnej
koncentracii CI" v bunke ateda v pripade vyssSej extracelularnej koncentracie Cl° v bunke
dochiddza kreverznému toku i6nov cez bunkovi membrinu. Rovnovdha gradientu
chloridovych i6nov je ovplyvnena tiez chloridovymi kotransportérmi, konkrétne prenasacmi
NKCC a KCC. Pocas rannych vyvojovych stadii, ked dochadza k vyssej syntéze NKCC
transportérov, nastava po aktivacii GABAa receptoru k excitdcii. T4 (excitacia) je dalej
vyuzivanad pri neurogenéze (neurondnej proliferacii), migracii a diferencidcii neurénov. V

dospelej CNS, kedy sa zvysuje syntéza KCC receptorov, GABA pdsobi hlavne inhibi¢ne.

GABAergic neurotransmission forms the fundamental component of inhibition in the
adult mammalian central nervous system. Effects of GABA are mediated through two families
of GABA receptors: ionotrophic GABAA and metabotrophic GABAB. Whereas activation of
GABAB receptors may result either in inhibition or excitation, activation of GABAA receptors
was for long time associated with only hyperpolarizing (inhibitory) effects. Recent studies
however demonstrate that GABAA receptors can, under some circumstances, function in an
excitatory manner. The balance between the inhibitory and excitatory effects mediated by
GABAA receptor activation depends on the equilibrium of the transmembrane chloride
gradient and its regulation by cation-chloride contransporters, in particular NKCC and KCC.
At an early developmental stage, GABA acts in an excitatory manner and is implicated in many
processes of neurogenesis, including neuronal proliferation, migration, differentiation, and
preliminary circuit-building, as well as the development of critical periods. In the mature central

nervous system, GABA acts predominantly in an inhibitory manner.
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Zoznam Skratiek

GABA y-amino maslova kyselina

PN Postnatalne

GAT GABA transporter

GABAA Gabaergny receptor typu A

GABAB Gabaergny receptor typu B

CNS Centralna nervova sustava

NPB Neuronalne-progenitorové bunky

MQAE N-(Ethoxycarbonylmethyl)-6-Methoxyquinolinium Bromid /

indikator pritomnosti CI" v bunke

PCR Polymerase chain reaction, polymerazova ret'azova reakcia
SC-PCR Single chain PCR,

RT-PCR Reverse transcriptase PCR

NKCC Na, K, CI kotransporter

KCC K, CI kotransporter

nM nanomol

SSA Sukecinil semialdehyd

SSADH SSA dehydrogenaza

PLP Pyridoxal fosfat

GAD Dekarboxylaza kyseliny glutamove;j
TCA Krebsov cyklus

GABA-T GABA-transaminaza

ATP - Adenozintrifosfat

BGT-1 - Betanine-GABA transporter



GFAP - glial fibrillary acidic protein, protein vyskytujuci sa v gliach
CNS.

EcaBa— Reverzny potencial GABA



1. Uvod

Receptory gama-amino maslovej kyseliny (GABA receptory) st aktivované primarne
pomocou chemickej zli¢eniny gama-amino maslova kyselina (GABA), ktora je syntetizovana
z glutamatu. (Abbott N.J., 2002). GABA receptory sa delia do dvoch typov: ionotropné
GABAA, ktoré maji podtyp GABA -, (v minulosti oznacované aj ako GABA(c) a metabotropné
GABAg receptory (Martin D.L., 2000). Stadie poukézali nato, Z¢ GABA receptory maju
dolezita tlohu pri migrécii nervovych buniek s GABAergnou synapsiou a aktivacia GABAAa

receptoru je stop signal pre migaciu neurdnu. (Fritschy J.M., 2014)

GABA signalizacia sa v prirode nachadza na r6znych turovniach organizmov cez risu
zvierat po rastliny. GABA ma vel’ké mnozstvo funkcii. Napriklad pri niektorych rastlinnych
druhoch sluzi ako zdroj dusika v peli alebo plni dblezité funkcie pri dozrievani plodov (napr.
paradajky). GABA je tiez dolezita signalna molekula pri rannych vyvojovych stadiach u hmyzu
(napr. GABA je syntetizovana pri post-embryonalnom vyvoji antenae u coeloptera) (Ben-Ari

Y., 2007).

GABAergna signalizicia je iniciovand mechanizmom zvanym GABA release. Pri tomto
procese sa GABA uvolnuje do synaptickej $trbiny alebo pomocou splynutia vezikulov na

cytoplazmatickej membrane alebo reverzne cez GABA transportéry (Rogawski M. A., 2012).

Ionotropné GABAA receptory st zloZené z piatich podjednotiek, ktoré su tvorené 6
génmi. V receptore sa obvykle nachddzaju 2 8,2 aa 1 y podjednotka, ktord moze byt nahradena
podjednotkou o, €, p alebo 6 (Botzolakis E.J., 2016). Posledné podjednotka sa liSi na zaklade
oblasti mozgu a Specifity vykonavanej ¢innosti. Na a podjednotke sa nachddza miesto na
naviazanie GABA (Abramian A.M., 2010). Dohromady st na jednom receptore 2 miesta na
naviazanie GABA (Kuriyama K., 1968). GABA receptor je permeabilny pre Cl"i6ny a HCO3-
16ny. Aktivacia a deaktivacia receptoru moze mat’ rychlu (fazicku) odpoved’, alebo pomalu
(tonicku) odpoved’. Aktivacia obvykle vedie k inhibicii akéného potencidlu neurondlnych

Struktar v ktorych GABAergna neurotransmisia prebieha (Kittler J.T., 2008).

Naopak GABAR receptory su metabotropné heterodiméry. Medzi ne patria: GABABg:
a GABAR: receptory. Receptory nie su priepustné pre chemické zluceniny, ale ich aktivacia
moze viest’ k presynapickej alebo postsynaptickej inhibicii akéného potencidlu. St zloZzené z
dvoch podjednotiek : GBR1 & GBR2 (Jean-Charles P.Y., 2016). Na podjednotku GBRI sa
viaze GABA a podjednotka GBR2 interaguje s GBR1 a je spriahnuta s G-proteinmi triedy C.
Aktivacia postsynaptickych GABAB receptorov vedie k aktivacii K kanalov, ktora spdsobuje
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hyperpolarizaciu postsynaptickej membrany. Taktiez ich aktivaciou dochadza k inhibicii
aktivity adenylatcyklazy (Kerr D.I., 1885). Dalej v tejto praci GABAg receptorom nebude

venovana d’alSia pozornost'.

Naopak pozornost’ je potrebné venovat mechanizmu spédtného vstrebdvania GABA
nazyvanému GABA uptake. V niom doleziti rolu hraju gaba transportéry — GAT. Ich vyvoj
v priebehu maturacie nervovych Struktur cicavcov je uzko spity s maturaciou GABAergnych
synapsii (Yan X. X., 1997). Dolezita je aj ich lokalizacia, ktora sa taktiez v priebehu vyvoja
meni (Minelli A., 1995).

Popri GABA receptoroch su dolezit¢ na udrziavanie rovnovahy CI” i6nov KCC2
a NKCC1 prendsace. KCC2 spdsobuje uvolnenie Cl” i6nov, ktoré st kotransportované von
z bunky spolu s draslikom. NKCC1 prenasace fungujia ako CI” importér, kde kotransportuju CI°
spolu so sodikom a draslikom (Succol F., 2012). Na zabezpecenie normdlneho vyvoja mozgu
je dolezité zachovat’ definované vzorce syntézy tychto dvoch prendsatov. NKCCI, ktory
sposobuje influx Cl” do bunky je exprimovany v skor$ich Stadiach vyvoja, s vrcholom pocas 6
dia po narodeni (PN) a potom je gradudlne nahradeny KCC2 prenasac¢om (Payne J.A., 2003).
Najnovsie studie ukazuju, Ze reverzny potencial (Egapa- potencial GABA spdsobovat’ excitaciu
bunkovej membrany a zvysit’ akény potencidl) receptoru zavisi viac ako na dni PN na veku
neurénu a teda GABAA receptory sposobujuce excitaciu sa mdzu vyskytovat’ aj v dospelom
mozgu (Fritschy J.M., 2014). Zmena pomeru KCC2 a NKCC1 ovplyviiuje funkciu GABAA
receptorov, ktoré v rannych $tadiach funguju excita¢ne, nakol'ko je koncentracia Cl” vysSia

intracelularne (Payne J.A., 2003).



2. Syntéza GABA

2.1 Objav GABA a jej prekurzorov v mozgu stavovcov

GABA bola prvykrat objavend v mozgu cicavcov v roku 1950 (Awapara J., 1950).
Awapara predpokladal, ze novoobjaveny enzym katalyzuje premenu glutamatu na GABA.
K zisteniu dosiel potom ako ubytok pridanej glukézy v inkubovanom homogenate potkanieho
a zajaCiecho mozgu negativne koreloval s koncentraciou GABA. Roberts a Frankel
demonstrovali pomocou izotopicky znacenej glutamatovej kyseliny Ze glutamat je prekurzor
GABA, ked’Ze pri pridani glutamatovej kyseliny do zmesi enzymov ziskanych z mysacieho

mozgu stipla hladina GABA (Roberts E., 1950).

2.2 Uloha glutamatu pri syntéze GABA

Biosyntéza glutamatu je pevne viazana na metabolizmus gluk6zy v CNS, ked’Zze mozog
je oddeleny od vaskularneho systému mozgovou bariérou (blood-brain barrier), a zatial’ o
esencidlne aminokyseliny a glukéza tato bariéru dokdzu prestupit pomocou Specifickych
transportérov. Naopak neesencialne aminokyseliny, glutamat a jeho prekurzor glutamin prejst’
cez mozgovu bariéru nevedia (Abbott N.J., 2002). Z tohto doévodu je v mozgu glutamat
syntetizovany z glukozy. Zistilo sa, Ze znaCené atomy 14C glukdzy st inkorporované do
kyseliny glutamovej a GABA (Shimada M., 1973). Premena prebicha pomocou
cytoplazmatickej glykolyzy nasledovanej krebsovym cyklom v mitochondriach (McGeer P.L,
1989). Zaujimavostou je, ze prekurzorom jedného z hlavnych inhibi¢nych neurotransmiterov
je jeden zhlavnych excita¢nych neurotransmitorov. Syntéza GABA prebieha vyhradne
v GABAergnych neurénoch v mozgu, zatial' ¢o degradéacia prebieha v neurénoch a gliovych

bunkéch (Palmi M., 1991).



2.3 GABA shunt

Hlavna metabolicka draha syntézy GABA v organizme sa oznacuje ako ,,GABA shunt*
(shunt — tahat’ alebo tlacit’). Tento proces je zobrazeny na obrazku ¢. 1. GABA je pritomna
v relativne vysokych koncentracidch (mM) v mnohych oblastiach mozgu. Tieto koncentracie
si 1000 krat vysSie ako koncentrdcie monoaminovych neurotransmiterov v rovnakych
oblastiach. To je dolezité pre spravnu funkciu GABAergnych neurénov v tychto oblastiach.
Hlavnym prekurzorom syntézy /n vivo je glukdza. Pyruvat alebo ostatné aminokyseliny mézu

tiez byt vyuzité na syntézu GABA (DeLorey., 1999)

O NH, o
HO~C—CHCH,CH,C—OH HO~C~CCH,CH,C—OH

Glutamate GABA-T oi-Ketoglutarate
l HCCH CH. C —OH Krebs cycle

Succinic semialdehyde

i SSADH
CHECHECHEC—OH
y-Aminobutyric acid LI'.I> <II|J
(GABA) HO-CCHCH,C-0H = =~
Succinic acid

Obr.1: Schematické zndzornenie syntézy a rozkladu GABA (Watanbe M., 2002)

Hlavna metabolicka drdhd GABA obsahuje premenu a-ketoglutaratu (ktory pochadza
z krebsovho cyklu) na glutamat, GABA a nakoniec kyselinu jantarovu, ktora spédtne vstupuje
do krebsovho cyklu. Prvym krokom je produkcia glutamétu z o-ketoglutaratu. Nasledne je
glutamat konvertovany na GABA v reakcii, ktora je katalyzovana pomocou GAD (enzym,
ktory urcuje pravdepodobnost’ reakcie)- tato reakcia je ireverzibilnd. Na spravnu funkciu tohto
enzymu je nevyhnutny pyrydoxal fosfat (PLP) ako kofaktor (Kuriyama K., 1968). U cicavcov
existuji 2 formy GAD - GADss a GADg7, kde Cislo za ndzvom urcuje molekulovi hmotnost’ v
kDa (kilodaltonoch). Tieto 2 izoformy su produktom 2 rozlicnych génov. GADss gén je
lokalizovany na chromozéme ¢. 10 a GADg¢7 je lokalizovany na chromozéme ¢.2 u l'udi
(Brilliant M.H., 1990) (Bu D.F., 1992). Vyvoj syntézy GADss a GAD¢7 Uzko koreluje
s dozrievanim spravnej neuronalnej kapacity produkovat’ a uvolnovat GABA. (Huang Z.J.,
1999). Ich funkcia je zko spita s umiestiovanim GABA do vezikulov (Kuriyama K., 1968).
GABA je katabolyzovana pomocou GABA-transaminazy (GABA-T), ktora tvori

10



sukcinylsemialdehyd (SSA) stochiometrickou konverziou a-ketoglutaratu na glutamat. SSA je
nasledne oxidovany sukcinylsemialdehyd dehydrogenazou (SSADH) a vstupuje do krebsovho
cyklu ako kyselina jantarova. SSADH je zodpovedné za oxidaciu SSA na kyselinu jantarovu,
¢im sa zucastiiuje katabolizmui GABA (TURNER A. J., 1983). GABA-T a SSADH sa
nachédzaji v mitochondriach. (Baxter C. F., 1970).

GABAergic neuron Astrocyte Glutamatergic neuron

4 B - R

Glutamine ¢——— | » Glutamine

PAG NH,
NH,
l [— Glutamate a-KG
?

Glutamate

Pyruvate

A

Glucose from blood

Obr. 2: Zjednoduseny naért metabolickej drahy GABA a interakcii medzi GABAergnymi neurénmi, astrocytmi
a glutamergnymi neurénmi. (Watanabe M., 2002)

Existuje moznost’, ze GABA shunt méze fungovat ako zdroj energie (Baxter C. F.,
1970). Avsak v ramci energetickej vyhodnosti nie je GABA shunt ekvivalentny premene a-
ketoglutaratu na kyselinu jantdrova v krebsovom cykle. Pocas metabolickej premeny ao-
ketoglutaratu na kyselinu jantarovu v krebsovom cykle sa vytvori 1 NADH a 1 molekula ATP.
Pri GABA shunt sa vytvori len 1 NADH. Kedze do GABA-shunt ide okolo 8-10% a-
ketoglutaratu (Patel A.J., 1970), predpoklad4 sa, Ze hlavnou funkciou je syntéza GABA. Bolo
vyvratené, ze by GABA shunt bol zdrojom energie pretoZze jeho distribliiciu je v mozgu
nerovnomerna a prevdepodobnost’ reakcie urcujuci enzym GAD sa nachadza takmer vyhradne

v neuroénoch uvolnujucich GABA ako neurotransmitér (Kugler P., 1993).
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Okrem spomenutého GABA shunt-u existuju aj d’alSie minoritné metabolické drahy
syntézy GABA. Menovite sa jednd o polaminovi drdhu, ornitinova, argininova

a homokarnozinovu drahu (M. Watanabe, 2002).

3. GABA release

Uvolnenie GABA do synaptickej Strbiny prebiecha pomocou depolarizacie
presynaptickych neurénov. Pocas fazickej inhibicie, synaptické GABA receptory, su
aktivované kratkym pdsobenim vysokej koncentracie GABA, ktora je uvolnovana exocytdézou
presynaptickych vezikulov. Po uvolneni, GABA sa dostdva pomocou difizie do neuropilu
(mozgova Seda hmota, ktora tvori synapsie) a potom je spétne vstrebavana pomocou GABA
transportérov (vid: GABA uptake) (Cherubini E., 2001). V pripade tonickej inhibicie
extrasynaptické GABAA recetory su neustdle vystavené ambientnému posobeniu nizkej

koncentracie GABA (Rogawski M. A., 2012).

Bezne je GABA uvolnovand z GABAergnych nervovych zakonceni. Vezikul sa spoji s
presynaptickou membranou a uvolni obsah do synaptickej Strbiny. TaktiezZ uvol'novanie GABA

je tiez mozné reverzne cez GABA transportéry (Wu Y., 2007).

Uvolnovanie GABA je zavislé na pravdepodobnosti uvol'nenia ,,P* a poctu oblasti kde
je uvolnenie mozné ,,N*. Vysoké hodnoty oboch vlastnosti moézu byt vyuzité na odliSenie
silnych a slabych GABAergnych synapsii. Slabé synapsie maju ,,pairedpulse facilitation*
(druhy vylev neurotransmitera je vyvolany po kratkom case po prvom pulze). Silné synapsie
maju tvz ,,paired-pulse depresion® (druhy vylev neurotransmitera je oproti prvému zoslabeny)

(Rogawski M. A., 2012).

4. GABA uptake

Na reabsorbciu a odstraniovanie GABA zo synaptickej $trbiny sa vyuziva rodina GABA
transportérov, ktoré su zavislé na teplote aidnovej koncentracii. Tieto transportéry maju
moznost dvojsmerného transportu neurotransmitér ateda st zavislé na intracelularne;
koncentracii Na" a CI. Schopnost’ reuptake proti koncentratnému gradientu bol dokdzany na
synaptozomoch (homogenizovanej kultire nervového tkaniva). Energia na reuptake je
ziskavana z prenosu Na" po koncentraénom gradiente ako to demonstroval Guastella a spol.
(Guastella J., 1990). GABA absorbovana presynaptickej Casti neurénu je znova vyuzivana
a GABA absorbovana pomocou gliovych buniek je metabolizovand na sukcinylsemialdehyd

pomocou GABA-T, anemdze byt znova vyuzitd, nakolko v glidch sa nenachddza GAD
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(McGeer P.L, 1989) Namiesto jej spitného vyuzitia je premenena na glutamin, ktory je
preneseny do neurénov kde sa syntetizuje na glutamat pomocou glutamindzy (Owens D. F.,

2002).

GABA transportéry nemaju s GABA receptormi homologické sekvencie. St tvorené
80-kDA glykoproteinmy s viacerymi transmembranovymi oblastami. Existuje minimalne 6

podtypov, ktoré su vzajomne pribuzné (Guastella J., 1990) (Kelli E. Smith, 1996).

Pomocou vyizolovania aktivnej formy proteinu bol identifikovany prvy GABA
transporter — GAT-1 (Radian R., 1986). Neskor sa zistilo, ze GAT-1 patri do novej rodiny
prenasacov, a nasledne boli objavené d’alSie GAT, ktoré boli ul'udi pomenované GAT-2,
GAT-3, a BGT-1 (Liu Q.R., 1993) (Lopez-Corcuera B., 1992). Nakol'ko GAT-2 je v mozgu
syntetizovany v obmedzenom mnozstve (Liu Q.R., 1993) a BGT1 je v mozgu syntetizovany
primarne na miestach, ktoré nie su lokalizované blizko GABAergnych zakonceni (Lopez-
Corcuera B., 1992) ich funkcia je z hl'adiska vyvoja mozgu zanedbatelnd (Ikegaki N., 1994).
GAT-2 je dolezity, nakol'ko vysoké hladiny tohto proteinu boli detekované na niektorych
astrocytoch (L.A. Borden, 1995). Astrocyty st podporné bunky nervovej sustavy, ktoré
pomahaju vstrebavaniu GABA a jej degradacii (Melone M., 2005). Na lokalizaciu GAT
v mozgovom tkanive sa pouZili vytvorené protilatky z GAT-1. VacS§ina GABAergnych koncov
neurénov bola oznacend touto technikou. Vynimku tvorili Purkynove a striatonigralne axoény,
kde bola koncentracia GABA transportérov nizSia (Radian R., 1990). Prenasa¢ GAT-1 sa
nachadza na telach neuronalnych buniek kratko pocas neuronalneho vyvoja (Yan X.X., 1994)
anajviac v mozgove] kore. (Conti F, 2004) Naopak GAT-3 je selektivne syntetizovany
v astrocytoch CNS (DeBiasi S., 1998) (Itouji A., 1996).

Pri poruSeni aktivity GAT a/alebo jej syntézy Casto dochddza k zmene kortikalnej

funkcie a patofyziologickym procesom (Conti F, 2004).

4.1 GAT-1

GAT-1 je najviac exprimovany v mozgovej kore. Okrem toho sa nachadza aj v corpus
striatum (sucast bazalnych ganglii). (Lopez-Corcuera B., 1992) In situ hybridizécia v
neokortexe potkanieho mozgu ukdzala, Ze neurdny a astrocyty mozgovej kory syntetizuji na
povrchu GAT-1. (Minelli A., 1995). Neurdny syntetizujuce GAT-1 su v§eobecne rozsirené, ale
Castejsie sa nachadzaju v I1. a IV. vrstve mozgovej kory. Dalej vietky neurény ktoré syntetizuju
GADs7 su pozitivne na GAT-1, zatial’ ¢o nie vSetky bunky syntetizujuce GAT-1 st pozitivne
na GADg7 (Conti F., 1987) (Conti F., 1989).
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GAT-1 mRNA je upotkanov prvy krat pritomna v neskorom embryonalnom (E18)
(Minelli A., 2003), a v stadiu vyvoja PN (Evans J. E., 1996). Tento protein, ktory je na zaciatku
vyvoja malo syntetizovany, gradudlne zvysuje expresiu v neonatdlnom kortexe pocas prvych
dvoch tyzdinov po narodeni (Jursky F., 1996). Pred narodenim sa nachddza GAT-1 vyhradne
v marginalnej zone, ktora spolu s kortikalnou zénou tvori 6 vrstiev mozgovej kory u potkana (s
vynimkou entorindlneho kortexu, kde je protein difundovany) (Jursky F., 1996). Pri narodeni
GAT-1 je zaznamenatel'né vo vonkajsej vrstve Cislo I v mozgovej kore. Pocas postnatalneho
dna 2 (P2) zvySuje expresiu vo vrstve V a spodnej mozgovej kore. Zatial' Co vrstvy II a III
ostavaju s utlmenou syntézou. Pocas piateho diia po narodeni (P5) syntéza sa rozsiri do celej

kory. Po P10 sa syntéza GAT-1 znizuje vo vrstve I a zvySuje v ostatnych vrstvach. Dospely

Obr. 3: Pomocou flourescen¢ného farbenia je na obrazku zobrazena lokalizacia GAT-1 transportérov, GABAA
receptorov a ich spolo¢na kolokacia. (Conti F, 2004)

vzorec syntézy (spOsob syntézy, ktory pretrvava za normalnych okolnosti poc¢as celého zivota)
je dosiahnuty po 30 dni po narodeni (Yan X. X., 1997). U l'udi sa dosahuje dospely vzorec
syntézy GAT-1 priblizne 1-5 mesiacov po narodeni (Hachiya Y, 2001). LCudia a potkany
vykazuji priblizne rovnaky vzorec syntézy GAT-1 pocas kortikalneho vyvoja (vyvoja
mozgovej kory). Tento vyvoj sa d& ocakavat’, ked’ze koreSponduje s postupom synaptogenézy,
ktora zacina prenatdlne a je ukoncend par mesiacov po narodeni (Huttenlocher P. R., 1997)

(Huttenlocher P. R., 1987).

4.2 GAT-3

V mozgovej kore potkana sa GAT-3 nachadza vyhradne v malych lokalizovanych

oblastiach, (Minelli A., 1996) (Durkin M. M., 1995). NajvysSia koncentracia GAT-3 je
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pozorovand vo vrstve IV a v izkom pruhu, ktory je tvoreny vrstvou V. Malé oblasti tkaniva
s GAT-3 sa nachadzaju vo vsetkych kortikalnych vrstvach. (Minelli A., 1996). Hustota GAT-3
u l'udi je variabilnd a nezdvisla na kortikdlnej vrstve. Za istych fyziologickych podmienok

nemusi byt GAT-3 u l'udi syntetizovany vobec.

GAT-3 sa zacina syntetizovat u mysi v marginalnych a intermediatnych zénach
mozgovej kory v neskorych embryonéalnych §tadidch (Evans J. E., 1996) (Jursky F., 1996).
Expresia GAT-3 mRNA a syntéza proteinu rychlo vzrastad v neonatdlnom mozgu do druhého
tyzdna po narodeni. Potom syntéza proteinu ostava relativne stabilna (Jursky F., 1996) a syntéza
mRNA klesd (Evans J. E., 1996). V neonatalnej kore sa GAT-3 nachadza okolo ciev,
a v pocetnych bunkach (neuronalnych a tiez astrocytoch) v mozgovej kére (Minelli A., 2003).
GAT-3 pozitivne bunky maja Casto astrocytickii morfoldgiu a exprimuju GFAP (Minelli A.,
2003). Od druhého postnatalneho tyzdiia sa zvySuje GAT-3 syntéza vo vrstve IV a vrstvach
postavenych nad granularnou ¢astou mozgovej kory (Minelli A., 1996). V astrocytoch naopak
syntéza postupne klesd a straca sa v neurénoch. Od P15 GAT-3 vykazuje dospely vzorec

syntézy (Minelli A., 2003).

# GAT-1 Q GAT-2 * GAT-3

Obr. 4.: Schematické zobrazenie lokalizacie GATov na synapsach v mozgovej kore a s nimi spojeny kolobeh
GABA (Conti F, 2004)

4.3 Vztah GAT ku GABAergnym neuréonom a ich vyvoju
Lokalizacia GAT-1 a GAT-3 odpovedd distribucii GABAergnych neurénovych

axonov, ktoré st najviac zastupené vo vrstve Il — III a IV. Menej st zastipené vo vrstve [ a VI

a najmenej vo vrstve Va (Hendry S. H. C., 1987) (Houser C. R., 1984). Tieto zistenia naznacujq,
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ze GAT sa najcastejSie nachadzaju v oblastiach, kde je uvolnovana GABA (Minelli A., 1996).
GAT nie je vyhradne lokalizovany na GABAergnych synapsidach. GABA uptake je u cicavcov
rozsiahlej§i ako GABA release. (Barbour B., 1997). Kolobeh GABA je zjednodusene

zobrazeny na obrazku €. 4.

U hlodavcov je neokortikalna inhibi¢na synaptogenéza zdihavy proces, ktory zagina
v neskorom embryonalnom vyvoji a trva po€as prvého postnatalneho mesiaca (DeFelipe J.,
1997). Maturacia GAT-1 ma rovnaky priebeh ako inhibi¢na synaptogenéza a pomaha
k aplnemu vytvoreniu morfologickych vlastnosti symetrickych synapsii (Yan X. X., 1997).
GAT-1 sa nachadza v blizkosti neurondlnych axdénova moderuje koncentraciu GABA
v blizkosti vznikajicich synapsii, pricom GABA reguluje syntézu a vlastnosti GABAa
receptorov (Owens D. F., 2002) (Kriegstein A. R., 2001). GAT-3 je pri dospelom jedincovi
syntetizovany vyhradne v astrocytoch (Melone M., 2005), zatial ¢o pocas vyvoja sa tiezZ

nachadza na kortikdlnych GABAergnych neurénoch (Minelli A., 2003).

5. GABA receptory

GABA interaguje s tromi typmi receptorov: GABAa, GABAB, a GABAA- (zndma ako
GABAC alebo GABA, (Hanrahan, 2017)). GABAaa GABAA., st ¢lenmi rodiny ligandom riadenych
ionovych kandlov (CI' ligand) a sprostredkuvévaji inhibi¢ni odpoved membranového
potencidlu na GABA (Macdonald R. L., 1994) (Rabow L. E., 1995). GABAB receptory patria
go rodiny GTP-navizujicich receptorov spojenych s G-proteinom a reguluje K™ a Ca**, kanaly

ktoré sprostredkuvavaju dlhodobé inhibi¢né funkcie GABA (Kerr D. L., 1995).

6. GABAx receptory

GABAA receptory u cicavcov s anion-selektivne kandly, kde zvySena permeabilita pre
chloridové 16ny redukuje neuronélnu vzrusivost’, nakol’ko rovnovaha CI” pri vac¢Sine dospelych
neuronoch je blizko rovnovaznemu potencidlu membrany. CI je extraceluldrny 16n. Avsak
v zavistlosti na syntéze a ¢innosti Cl” prenasacov sa moze intracelularna koncentracia zvysit,
¢o vedie k znizeniu negativneho potencidlu membrany, ¢o ma za nasledok depolarizaciu
membrany. Tato situacia sa v prirode bezne vyskytuje a je dolezitd pri rannych vyvojovych
Stadiach organizmu. GABAa-R kandly moéZu viest' taktieZ aj iné aniony s odliSnou

permeabilitov v porovnani s CI" (Martin D.L., 2000).
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6.1 GABA ako inhibi¢ny neurotransmiter

V mozgu stavovcov sa GABA povazuje vo vSeobecnosti za latku inhibujicu akény
potencial bunky. Ked’ sa na receptor GABAA naviaze GABA, otvoria sa pory a do neuréonu
pradi CI'. Na zéklade influxu CI” do bunky sa bunkovd membrana hyperpolarizuje a znizi sa jej
akény potencidl ¢o spdsobuje, ze bunka je menej reaktivnou na excitatné neuroprenasace
(Houser C. R., 1984). Avsak ak je intracelularna koncentracia Cl” vac¢sia ako v extraculularnom
priestore, dochddza na zéklade elektrochemického gradientu k opacnému toku i6nov CI” do
prostredia mimo bunku, nasledkom ¢oho je vyvoland depolarizdcia bunkovej membrany
(Sieghart W., 1995). V tomto pripade GABA funguje ako excitacny neurotransmiter. Gradient
CI je rozdielny v neonatalnych neurénoch a tych dospalych, o ma za nasledok odlisnu funkciu
GABA (Bureau M., 1999). Zmenu koncentracie sposobuje zmena receptorového rozlozenia na
neuronalnych bukach, menovite KCC a NKCC transportérov. Tomuto posunu sa budem d’alej

venovat’ pri ontogenéze receptorov GABAa (Sieghart W., 1995).

6.2 Struktiira receptorov typu GABAA

GABA receptor je heteropentamér (Sieghart W., 1995), ktorého kazda podjednotka sa
skladd =z excracelularneho N-terminalneho konca a Styroch hydrofébnych, membranu
prestupujicich domén (M1-M4), ktoré nasleduje extracelularna doména C-terminalneho konca
proteinu. Prevazna Cast extracelularnej domény je B skladany list, a obsahuje agonistické
vidzbové miesta. Transmembranovd doména sa skladd z a-helixov, ktoré tvoria idnovy
kandl, intracelularna doména, ktora je Struktirne variabilna a dolezitd pri skladani receptoru,

trafikingu a klusteringu (Sieghart W., 1995).

Struktra receptoru je podobna s acetylcholinovym receptormi nikotinového typu,
receptormi glycinu a 5-hydroxytryptaminovymi receptormi (Karlin A., 1995). Pit’ podjednotiek
GABAA receptoru tvori kvazi-symetrickl Struktaru okolo i6nového kandlu (Olsen R. W.,
1990). Oblast’ M2 tvori stenu poru. Kazdéa podjednotka GABAA receptoru ma taktiez velka
intracelularnu Smycku, ktora moze viazat’ proteinkinazy (Betz H., 1990) (Olsen R. W., 1990).
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GABA

neurosteralds

Obr. 5: Schematické zobrazenie GABAA receptoru pri konformacii 2a:2p:1y. Na zjednodusenej schéme st tiez

zobrazené jednotlivé vizobné miesta (David M. L., 2008)

Existuje 16 podjednotiek GABAA receptoru (o 1-6, B 1-3, v 1-3, 9, €, m, 0), a dalSie 3 p
podjednotky, ktoré tvoria GABAa-, receptor (Simon J, 2004). S danym poctom podjednotiek
teoreticky existuje obrovské mnozstvo (19°) moznosti zlozenia GABAa receptorov.
Experimentalnym pristupom sa zistilo, Ze in vivo existuje len par desiatok kombinacii. Toto
zistenie poukazuje na moznost’ ze skladanie GABAa receptorov nie je nahodny proces. Bol
navrhnuty hierarchicky mechanizmus, ktory hovori, Ze niektoré podjednotky su preferované
nad inymi pri formovani dimerickych intermedidtov ktoré sa nakoniec skladaju do
pentamerickych komplexov (Sarto-Jackson 1., 2008). Rdézne metody boli pouzité na
definovanie pravidiel, ktoré urcujt skladanie receptorov. Na urcenie pravdepodobnosti syntézy
receptorove] podtypu IUPHAR (international union of basic and clinical pharmacology —
medzinarodné zdruZenie zakladnej a klinickej farmakologie) vybor uviedol 5 kritérii na

klasifikdciu GABAA receptorovych podtypov (Olsen R. W., 2008):

1. Syntéza a skladanie podtypov musi byt demonStrované v heterolognych
systémoch
2. V heterolognych systémoch musia byt charakterizované biofyzické a

farmakologické vlastnosti
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3. Podtypovd mRNA alebo proteiny v mozgu by mali byt kolokalizované na

celularnych a subcelularnych trovniach
4. Koprecipitacia tychto podtypov je pevnejSou evidenciou

5. Kandidat na receptorovy podtyp musi vykazovat unikitne funkéné
charakteristiky, ktoré sa zhoduji s charakteristikami rekombinantnych receptorovych

podjednotiek a chyba v syntéze tychto podjednotiek vedie na geneticky modifikovanej mysi s

Tabulka ¢.:1 Vitabulke su  zobrazené
moznosti  kombindcii  podjednotkového
zlozenia GABA4 receptorov. Identifikované
receptory  boli  objavené in vivo a
pravdepodobné receptory maju dokdzanu
Ziskané data naznacujl, Ze o a B podjednotky funkcnost in vivo, ale in vitro objavené neboli

. Olsen R. W., 2008
st nutné na syntézu plne funkénych pentamerickych (Olsen 4
. , . Identifikovany  Pravdepodobny
receptorov v heterolognych bunkovych systémoch
(Angelotti T.P., 1993) (Connor J X., 1998) (Gorrie G. alp2y2  alp3y2

H., 1997). Pridand tretia podjednotka y ukdazala a2py2 alps
a3py2 aSB3y2

zmenenej odozve receptorovych podtypov a

odli$nému behaviordlnemu profilu.

zvySenu efektivitu pri skladani receptoru. (Tretter V.,

1997). Naopak rekombinantnd expresia o, B, a v o4py2 ofly/of
podjednotiek, ay aPy tvorili hlavne di-, tri-, 0Spy2 af

a tetramerické kombinacie, ktoré ostavali a6fy2 ala6fy/ alab6ps
v endoplazmatickom retikule (Connolly C. N., 1996) 04p2/36

(Gorrie G. H., 1997). a6p2/36

NajcastejSou kombindciou v dospelych cicavcoch je 2a:2B:1y, tito kombindcia
zarucuje rychlu, kratko-trvajicu odpoved’ receptoru (fazicka odpoved’). Mozné kombinacie

receptorov su zobrazené v tabulke €. 1.

Podjednotkové zlozenie receptorov sa po€as vyvoja organizmu meni. Podjednotky
GABAA receptorov su regionalne Specifické, tzn.: v roznych oblastiach mozgu moézu byt

podjednotky zastupené z rozlisSnou frekvenciou (Laurie D. J., 1992) (Wisden W., 1992).

Neuronalne populdcie maju pomerne vysoku selektivitu syntézy podjednotieck GABAA
receptorov. Hranice jednotlivych Struktar su pomerne presne definované na zéklade zlozenia
GABAA receptorovych podtypov. Syntéza jednotlivych typov GABAAa receptorov je tzko
spojend s ich funkciou (Fritschy J.M., 1995). V tabulke €. 2 st zndzornené podjednotky a.i- 2-

3 v2 a oblasti, kde st syntetizované.

19



Tabul’ka é.:2, V tabulke su zndazornené podjednotky a6 P23 2 a oblasti kde su syntetizované. +++ znamend, Ze
podjednotka je v danej oblasti vyrazne syntetizovand, ++/+ znamend, zZe podjednotka sa v danej oblasti nachadza
a da sa tam zaznamenat, - znamend, ze podjednotka sa v danej oblasti nevyskytuje, alebo nie je detekovatelna

(Laurie D. J., 1992)

Podjednotka +++ A=A -
al Talamus, predny Hypotalamus, Granularne bunky
mozog, mozgova hipokampus, amygdala, c¢uchového bulbu
kora, mozocek, Cuchovy bulbus
Tectum, globus
pallidus, stredny
mozog
o2 mozgova kora, Cuchovy bulbus,
amygdala, mozgova kora,
Hypotalamus hipokampus, Talamus,
mozocek
a3 Cuchovy bulbus, hipokampus, stredny
mozgova kora, mozog, mozocek
amygdala, Talamus,
Hypotalamus
ad hipokampus mozgova kora, Cuchovy bulbus,
amygdala Hypotalamus, stredny
mozog, mozocek
as hipokampus, Talamus ~ Cuchovy bulbus, Mozgova kora,
Hypotalamus amygdala, stredny
mozog, mozocek
a6 Mozocek Cuchovy bulbus,
mozgova kora,
hipokampus,
amygdala, Talamus,
Hypotalamus, stredny
mozog
B2 Cuchovy bulbus, Hipokampus, amygdala Talamus,
mozgova kora, Hypotalamus
Talamus, stredny
mozog, mozocek
B3 Cuchovy bulbus, Amygdala, Talamus
mozgova kora, Hypotalamus, stredny
hipokampus, mozocek mozog
v2 Cuchovy bulbus, Talamus, Hypotalamus
mozgova kora,
hipokampus,
amygdala, stredny
mozog, mozocek

V dospelosti sa nové neurdony u dospelych sa tvoria len v Specifickych mozgovych

oblastiach v dentate gyrus hipokampu a cuchovom bulbe. Neurogenéza dospelych jedincov je

tiez pod kontrolou GABA (Fritschy J.M., 2014). Nie je prekvapenim, Ze neurogenéza u
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dospelych jedincov a pred narodenim si st navzajom vel'mi podobné. Na zaklade dostupnosti
jednotlivych podjednotiek receptorov dochadza ku kontrole neurondlnej maturicie v
hipokampe. Neurondlne-progenitorové bunky (NPB) syntetizujii funkéné GABAA receptory
zlozené z a5B3y2 podjednotiek ovplyviujucich tonickt odpoved na GABA, ktora udrzuje NPB
v dormantnom S§tadiu (Stddium, kde sa NPB dalej nedelia, a cakaji na signal na zaciatok
neurogenézy) (Song J., 2012). Mysi bez a4 podjednotky, ktora sprostredkuvava GABAa
tonické napitie, vykazovali zvySenl proliferaiciu GABAergnych neurénov a zhorSent
dendriticki maturaciu pocas rannych stadii. Naopak, tento efekt nebol pozorovany pri mysiach
bez & podjednotky, ktord tiez moderuje GABAatonické napitie (Duveau V., 2011). a2
podjednotka sprostredkuje fazické napétie tiez kontroluje usporiadavanie novych neurénov

a dendriticka maturéciu neskorsich stadii (Duveau V., 2011).

6.3 Ontogenézia GABAA receptorov

Pocas ranného vyvoja organizmu, ked nie je ukoncend synaptogenéza, GABAergna
signalizacia cez GABAA receptory je udrziavand hlavne extrasynapticky. Extrasynaptické
GABA receptory obsahuji a5 alebo 9, B2, B3 a y podjednotky, ¢o im umoznuje s pomocou
okolitej GABA vyvolat' dlhotrvajicu (tonicki) zmenu napdtia, ktord spdsobuje neustale
vyvolavanie akénych potencialov pri ,,mladych* neuronoch (Cellot G., 2014). Tato regulécia je
vol'mi ddlezitd, ked’Ze reguluje bunkovu migraciu, proliferaciu, neurondlny rast a synapticka
formaciu (Ben-Ari Y., 2007). Ked =zacne synaptogenéza, expresia podjednotky a5
v extrasynaptickych GABAAa receptoroch je znizena a jej neurondlna lokalizacia sa zmeni

v hipokampe z tiel neurénov na dendrity (Ramos B., 2004).

Prekurzory GABAA receptorov (inaktivne receptory v endoplazmatickom retikulu) su
v mozgu pritomné od skorych vyvojovych $tadii. U hlodavcov GABAA receptory su pritomné
v neuronalnych kmenovych bunkéch (LoTurco J.J., 1995) a migrujtcich neuroblastoch(Manent
J.B., 2005)= dlho predtym, ako sa zformuju GABAergné synapsie. Pocas neskorych
embryondlnych §tadii (E19) a skorych postnatadlnych §tadii (P7) v mozgovej kore potkana
prevazuju a3, a5 a B3 podjednotky. Postupne sa transkripcia tychto génov znizuje, a syntéza
al, a4, B2 a o sa zvysSuje. Tieto podjednotky prevazuju v neurénoch mozgovej kory spolu s a2
ay2. Syntéza a2 a y2 podjednotiek v Case je viac-menej konstantnd (Laurie D. J., 1992). Tato
zmena podjednotkového zloZenia uzko stvisi s Casom pdsobenia GABA na receptory. Neurony
s podjednotkami al, a4, B2 reaguji viac fazicky na GABA ako ,,mladé* receptory, ktoré
reagujui na poésobenie GABA viac tonicky (Okaty B.W., 2011).Podobny trend sa d4 pozorovat’
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v hipokampalnych pyramidovych bunkach. Podjednotky al a a4 maju zvySenu syntézu, zatial

¢o 03 a a5 maju syntézu znizenu. (Bosman L., 2002).

Na zostavenie Strukturalnych synapsii, medzineuronalna komunikécia vyzaduje
lokalizaciu GABAA receptorov na synapsach. Vtedy sa neurondlne oblasti riadia pravidlom
,heurons that fire together, wire together”, alebo neurény ktoré spolupracuji, budi spolu
zapojené v neurondlnej sieti. (Ben-Ari Y., 2007). Nasledkom toho je kinetika GABAA
predurcena rozlozenim 02/3 podjednotiek, ktoré zabezpecuji dlhotrvajicu zmenu napitia.
(Fritschy J.M., 1994). Zmena trvania posobenia GABA je dolezitd pre spravne nacasovanie
synaptickej integracie a synchronizacie neurondlnej siete (Pouille F., 2001). V r. 2012 bolo
ukazané, , ze Cl” ovplyviiuje podjednotkové zlozenie GABAa, pravdepodobne fungujuc ako
intracelularny messenger (Succol F., 2012). To naznacuje, Ze receptory s a3 podjednotkami
vedu po aktivacii k akcidm spojenych s neurogenézou a dospievanim neurdnu, zatial' ¢o al

podjednotky vedu k fazickej inhibicii GABAergnych neurénov (Brickley S.G., 1996).

Vyvojové mutacie v podjednotkdch GABAA receptorov mozu viest’ k patofyzioldgiam
CNS. Jednou z najcastejSich je epilepsia, kedy dochadza k zlyhaniu inhibi¢nej funkcie
mozgovych struktar. Ked’Ze novorodenci maju Ciastocne stale zachovant zvySenu excitabilitu,
dochaddza u nich k zdchvatom s relativne vysokou prevalenciou (5,5/1000 novorodencov
v Kentucky, USA) (Lanska M.J., 1995). Dalej pri roznych ochoreniach dochadza k zmene
syntézy GABAAa receptorov aich podjednotkového zloZenia,napriklad prizniZeni syntézy
GAD a B3 a a podjednotiek dochadza pri schizofrénii (Wolkowitz O.M., 1991). ZvySeni syntéza
podjednotiek as B3 a y3 moze byt’ signdlom zmien, ktoré patria do spektra autistickych ochoreni
(Fatemi S.H., 2009). K zmenam podjednotieck GABA receptorov dochadza tiez pri syndréme
Fragile X, Rettovmu syndromu, Downovom syndrome ai (Deidda G., 2014). Na receptoroch
GABAA bolo objavenych viac ako 10 potencialnych ligand-vdzobnych miest na rozli¢né
ligandy ako benzodiazepiny, barbituraty, anestetikd, neurosteroidy a konvulzanty. Tieto
vdzobné oblasti zavisia na podjednotkovom zlozeni receptoru. (Chua H.C., 2017). Z toho
dovodu st GABAergné lieky scasti nebezpecné. Mozu tlmitt GABAergni komunikaciu
v mozgu, alebo CastejSie mézu vyvolat’ epilepsiu u pacientov, s vyvojovymi poruchami a teda

maju, rovnako ako novorodenci, vysSie riziko zdchvatov (Deidda G., 2014).

6.4 Excitaé¢na funkcia GABA

V dospelom mozgu je nutné udrziavat' rovnovahu medzi excitdciou a inhibiciou aby

nedochéadzalo k patologickym zmenam. Stadia ukézala, Ze v kuracich neurénoch kultivovanych

22



in vitro dochadza k vyvojovému posunu funkcie od excitacnej k inhibi¢nej (Alger B.E., 1982).
Mladé neurdny produkuji akéné potencialy na zdklade depolarizacie namiesto pre GABAergné
neurény charakteristickej hyperpolarizacie. Tieto neurdny poukazuju na(?) chloridovo reverzny
potencial GABA receptorov. Viaceré Studie poukazali na to, Ze membranovy potencial je vyssi
v neonatalnych neurénoch. Aktivacia GABAAa receptorov ma za nasledok depolarizaciu
a zvysenie koncentricie intracelularneho Ca?". Tento proces prebicha len v nedospelych
neurénoch v Struktirach mozgu ako hipokampus, neokortex, hipotalamus, miecha, mozocek),

(Alger B.E., 1982) (Andersen P., 1980).

6.5 Vyvojové zmeny v chloridovej homeostaze

Vyvojové stadia GABA signalizacie s uréené postupnym posunom k inhibi¢nej funkeii
GABAA receptoru, ktory znizuje excitacny potencial GABA. Zvysend koncentracia CI°
v nedospelych neurénoch bola zaznamenana pomocou CI° citlivych farbi¢iek. S pomocou
permeabilnej membrany MQAE a dvoj-fotonovej mikroskopie, aktivaicia GABAa receptorov
indukovala influx a efflux CI" v prvom a druhom postnatdlnom tyzdni v CA1l pyramidovych
neuronoch (Marandi N., 2002). Nedospelé neurdny s nevytvorenymi neuronalnymi synapsiami
tiez obsahuju somatodendriticky chloridovy gradient (Hara M., 1992). Koncentracia Cl” pocas
vyvoja hipokampalnych neurénov in vitro klesd. Tento fakt bol zisteny pomocou optického
indikatora, ktory bol vytvoreny fuziou Cl-senzitivneho Zltého flourescenéného proteinu a Cl-
insenzitivneho tyrkysového flourescencného proteinu (Kuner T., 2000). Neuronalna chloridova
homeostaza je ovplyviiovanana aktivitou viacerych chloridovych kotransportérov alebo
kanalov (obrazok €. 6) (Payne J.A., 2003). Vyvojové zmeny su Uzko spojené s kotransportérmi
sposobujucimi chloridovy influx (NKCC1) a chloridovy eflux (KCC2). NKCC je membranovy
transportér, ktory sprostredkuvéava presun Cl” do bunky z extracelularneho priestoru cez bunova
membranu (Payne J.A., 2003). Klonovanie a Studie syntézy ukazali, ze 2 hlavné izofomy
NKCC kotransportérov su produktom odlisnych génov (Plotkin M.D., 1997). Izoforma
NKCCl,tieZ nazyvana sekre¢nd izoforma, je exprimovand porakticky vo vSetkych bunkach
cicavcov, a ma ulohu udrziavania bunkovej velkosti a tvoreniakontoroly i6nového obsahu
v cytosole. NKCC1 na svoju funkciu nepotrebuje ATP, kedze pracuje na zéklade
elektrochemického gradientu Na* a K" produkovanym pomocou Na'-K'-ATPazy. Pri
nedospelych neurdénoch prebieha influx CI” i6nov hlavne transportom sprostredkovanym
NKCCI1. Zvysena syntéza NKCC1 pocas rannych vyvojovych S§tadii udrzuje zvySenu
cytozolickd koncentraciu CI (Payne J.A., 2003) (Plotkin M.D., 1997).
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Obr. 6: Zjednodusené schematické zobrazenie toku CI" v bunke. (a) trasportéry zodpovedné za influx a exflux CI
v bunke, (b) stav GABAergného neuronu kedy dochadza k hyperpolarizacii po aktivacii GABA, receptora
(modry), (c) stav GABAergného neuronu kedy dochdadza k depolarizdcii po aktivacii GABA, receptora (modry)
(Payne J.A., 2003)

KCC2 je hlavnym neurondlnym transportérom CI* do extracelularneho prostredia.
KCC2 prenasa K" a CI do extracelularneho priestoru pomocu elektrochemického gradientu K*
(Luhmann H.J., 1991).V nedospelych neurénoch je oproti dospelym neurénom vyluc¢ovanie CI°
nizke (Khirug S., 2005) (Luhmann H.J., 1991). KCC2 izoforma z rodiny KCC kotransportérov
je syntetizovana v dospelych neurénoch a to ma za nasledok vyvojové zmeny rovnovéhy CI
(Lu J., 1999). K'-CI" kotransport je hlavnym zdrojom nizkej vnutrobunkovej koncentracie
CI- dospelych neurénoch. (Misgeld U., 1986). Dalej KCC1, KCC3, KCC4 izoformy boli tieZ

objavené v CNS, ale s obmedzenou syntézou v neuronoch (Payne J.A., 2003).

Pomocou metddy analyzy ochrany ribonukledzy a in situ hybridizacie boli urcéené
kotransportéry Cl v r6znych vyvojovych §tddiach v mozgu potkana. (Clayton G.H., 1998). Z
prenaSacov intracelularneho priestoru boli identifikované u dospelych jedincov 2 izoformy

NKCC, ajedna NCC prenasaca. V mozgu je hlavne syntetizovany NKCC1 kontransportér,
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ostatné¢ izoformy sa nachadzaju primarne v oblickach. (Russel J. M., 2000) NKCC1 boli
detekované pocas E18 v potkanom mozgu v signifikantnom mnozstve. NKCC1 bolo
exprimované v neurénoch zo zaciatku len na kortikalnej platnicke, ale nie vo ventrikularnej
a subventrikularnej oblasti. Syntéza dosahuje maxima v tretom postnatadlnom tyzdni.
Kontransportéry zamerané na vyluCovanie Cl° z buniek maju vSak odlisSny chronologicky
priebeh syntézy. KCC1 je prenatalne slabo exprimovany, snaslednym zvySenim
pravdepodbnosti syntézy, a KCC2 syntéza zacina okolo doby narodenia, pricom a po prvom
postnatdlnom tyzdni vyrazne vzrasta. (Clayton G.H., 1998). Pomocou SC-PCR bola KCC2
mRNA pocas narodenia skoronedetekovatelnd, ajej syntéza vzrastla pocas piateho
postnatalneho diia (P5). Hladina KCC2 mRNA rovna dospelému jedincovi bola dosiahnuta
v P15 (Rivera C., 1999). GABAergné neurony dospelého spindlneho ganglionu nesyntetizuju
KCC2. Naopak, KCC2 mRNA sa nachadza vo zvySenej miere poc¢as diia ¢. 42 embryonalneho
vyvoja pri morcatach (druh cicavca so skorym neurondlnym dospievanim) v hipokampe.
(Deschenes M., 1976). Syntéza KCC2 mRNA podlieha hlavo-chrbtovému gradientu, ktory
urcuje dospievanie réoznych mozgovych oblasti. Existuje silnd pozitivna korelacia medzi
hypelpolarizujiicimi receprotmi GABAa a syntézou mRNA KCC2 v pyramidovych neurénoch
hipokampu pri potkanoch a morcatich. (Stein V., 2004) Mozno tvrdit, Ze na rozvoj
hyperpolarizujucej funkcie GABAa receptorov je nevyhnutnd spravna syntéza KCC2

transportérov.

Pomocou metddy patch-clamp a RT-PCR (reverzne-transkripéna polymerazovo
retazova reakcia) na zmeranie mRNA CI kotransportérov v postnatalnych neokortikalnych
neurdénov u potkanov sa zistilo, Ze hladina NKCC1 a KCC2 zaroven pozitivne a negativne
koreluje s reverznym potencidlom GABA (EGaBA) (vamada 1., 2004). Hladiny NKCC1 mRNA st
vy$Sie v neurdnoch kortikdlneho platu (CP) ako v starS§ich vrstvach V/VI pyramidélnych
neurdnov na rovnakom reze. Syntéza NKCC1 a KCC2 bola tieZ analyzovana pomocou western
blotu a imunoflourescenénym znacenim u ¢loveka a potkana. V potkaiiom kortexe dosahovala
syntéza NKCC1 14-nasobne vysSie hladiny pocas P3-P14 ako pocas P21. Tieto vyvojové
zmeny boli zaznamenané imunofloourescencnym dvojitym farbenim pomocou NeuN
a Specifickych protilatok na NKCC1 alebo KCC2. V TI'udskom kortexe bola expresia NKCC1
vyrazne zvysena pocas tyzdiiov 31-41 po oplodneni vajicka ako v prvom roku Zivota. Pocas
prvého roka expresia NKCC1 vyrazne klesla na trvalé hodnoty v dospelosti. Ked' expresia
NKCCI1 dosahovala vrcholu, hladiny KCC2 boli na 2-25% hladine dospelych jedincov. Tieto

hodnoty postupne vzrastli na hodnoty dospelych jedincov pocas prvého roka zivota.
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Imunoflourescencne dvojité farbenie s NeuN a protilatkami proti NKCC1 alebo KCC2 sa
zhoduje s vysledkami z western blot-u. Zmena z depolarizacie na hyperpolarizaciu je podla
tychto zisteni v neokortikdlnych a hipokampalnych neurénoch sprostredkovanavyvojovym

posunom z NKCC1 na KCC2 (Dzhala V.I., 2005).
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7. Zaver

Cielom tejto prace malo byt priblizenie Citatelovi funkéné procesy, spojené so
signalizdciou cez GABAa receptory, ktoré prebiechaju v mozgu pocas vyvoja CNS
a v dospelosti. GABAergna neurotransmisia v neurénoch prechiadza réznymi Stadiami. Na
zaciatku posobi depolarizacne a zvySuje membranovy potencial a s postupom ¢asu dochadza
k zmene funkcie na hyperpolariza¢nti. Tento posun je spdsobeny viacerymi faktormi, ktoré su
dolezité na spravny vyvoj. Hlavny dévod je zmena expresie NKCC transportérov a zvysenie
expresie KCC transportérov. Nedelite'nou sucast’ou vyvoja receptorov je posun v dostupnosti

a syntéze podjednotiek, ktoré receptor tvoria.

Vyvoj GABAergnej neurotransmisie je zlozita a délezita sucast’ fyziologického vyvoja
mozgu. Avsak pre svoju krehkost’ je vyvoj l'ahko ovplyvnitel'ny pomocou liekov, ktoré mozu
dlhodobo zmenit’ odozvu receptorov veducu k ich patologickym funkciam. Pocas vyvoja je
mozog citlivej$i na posobenie farmak a lieky, ktoré na dospely mozgu za normalnych okolnosti
nemaju vyrazné vedlajsie ucinky, pri podavani vo vyvyjajucom sa mozgu moézu sposobit

dlhodobé nasledky.
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