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1. Bevezetés

A hippokampusz egy minden emlésben megtalalhatod
agyteriilet, amely olyan Osszetett kognitiv funkcidkban
vesz részt, mint példaul az epizodikus memoria
folyamatok és a térbeli tajékozodas. A hippokampusz
halozatanak felépitése ¢€s miikddése sok szempontbol
nagyon hasonlit mas agykérgi teriiletekhez. Emellett a
hippokampusznak van néhany egyedi anatomiai és
fiziologiai sajatossaga is, amelyek hozzajarulnak egyedi
funkcidihoz. Annak ellenére, hogy a hippokampusz az
elmult évtizedek soran az egyik legintenzivebben kutatott
agyteriiletté valt, szdmos egyedi jellegzetességérol még
ma is keveset tudunk. Ph.D. munkdm sordn a
hippokampusz egyik sejttipusanak, a gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek kiillonleges miikodését vizsgaltam.

A legtobb idegsejt tipussal ellentétben, melyek
képzOddése kizardlag az embriondlis kora tehetd, a
szemcsesejtek a teljes posztnatdlis élet soran is
folyamatosan sziiletnek és épiilnek be a hippokampusz
halézatdba. A felndttkorban sziiletett szemcsesejtek
fejlodésiik soran (patkanyban) koriilbeliil 3. héttd] kezdve

tekinthetok a haldézatba mar beépiilt, teljes értéki
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idegsejteknek. Az ezt koveté idGészakban (3-10. hét) a
sejtek egy tovabbi érési folyamaton mennek keresztiil,
mialatt fiziologiai tulajdonséagaik folyamatosan valtoznak.
Szamos eredmény utal arra, hogy a feln6tt korban sziiletett
fiatal szemcsesejtek kiilonb6zé  élettani  szerepet
tolthetnek be, mint a mar érett szemcsesejtek. Altalanosan
elfogadott az a hipotézis, miszerint a fiatal sejtek eltérd
serkenthetésége  fontos  szerepet  jatszhat  eltérd
funkciojukban. Kutatomunkam kezdetekor nem allt
rendelkezésre adat arra vonatkozodan, hogy a fizioldgiai
tulajdonsagok folyamatos érése hogyan teszi lehetévé
diszkrét funkcionalis allapotok fenntartasat. Doktori
munkdm elsé szakaszdban ezért azt vizsgaltuk, hogy a
feln6tt korban sziiletett €s a hippokampusz haldzataba méar
beépiilt szemcsesejtek érése soran hogyan torténik meg a
fiatal és érert funkcionalis allapotok kozotti valtas.

A szemcsesejtek in vivo aktivitasa szintén egyedi
tulajdonsagaik kozé tartozik. Atlagos aktivitdsukat
tekintve (ami kevesebb mint 1 Hz), 6k az egyik
legcsendesebb  neuronok.  Amikor  azonban a
szemcsesejtek aktivak, egyedi akcids potencidlok (AP)

mellett tlizelhetnek rovid, nagy frekvencigja AP



sorozatokat, ugynevezett ’burst’-oket (3-7 AP, 100-200
Hz). llyen ’burst’ tiizelés figyelheté meg példaul akkor, ha
az allat belép a tér azon pontjara, ami az adott szemcsesejt
ugynevezett hely-mezeje ("place field”). A szemcsesejtek
jellegzetes axonjait moharostoknak hivjuk, ezek a CA3
régioba vetitenek. Osszhangban a moharost szinapszisok
komplex mikodésével, szamos rovid- és hosszatava
plaszticitasi jelenséget irtak le benniik, ezeket azonban
altaldban hosszan tartd, a fiziologids aktivitasnal joval
intenzivebb  stimulus protokollokkal valtottdk  ki.
Ugyanakkor kevésbé ismert a moharostok szinaptikus
mitkodése a fiziologiasan relevans aktivitasi mintazatok
soran. Nem volt ismert példdul, hogy a szemcsesejtek
egyszeri rovid ’burst’ aktivitasa kivalt-e valamilyen

plaszticitasi jelenséget.

2. Célkituzések

Ph.D. munkdm elsé felében azt vizsgaltam, hogy
felndttkorban sziiletett fiatal és a mar érett szemcsesejtek
hogyan tolthetnek be kiilonbdzd funkciot. A kovetkezd

specifikus kérdésekre kerestiik a valaszt:



Hogyan valtoznak a feln6ttkorban sziiletett
szemcsesejtek kiilonboz6 fiziologiai
tulajdonsagai az érés soran?

Milyen specifikus fiziologiai tulajdonsagok
teszik lehetdvé, hogy a szemcsesejteket
kiilonb6ozé  funkcionalitasi  populéciokra
bontsuk?

Mikor és hogyan valtanak a feln6ttkorban
sziiletett ~ szemcsesejtek  fiatal-rol  érett

funkcionalis allapotba a fejlédésiik soran?

Ph.D. munkam masodik felében a moharostokban miikodd

szinaptikus mechanizmusokat vizsgaltam fiziol6gidsan

relevans aktivitasmintazatok kozben:

Rovid, valdban fiziologids ‘burst’ aktivitas
aktival-e kiilonb6zd szinaptikus plaszticitasi
mechanizmusokat, Gsszehasonlitva az egyedi
AP tiizeléssel?

A CA3 halézat hogyan értelmezi a
szemcsesejtek  olyan  Osszetett  aktivitas-
mintdzatait, melyek egyedi AP-t és rovid, nagy
frekvencidjl ‘burst’ tiizelést, valamint hosszabb

inaktiv periddusokat is tartalmaznak?
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3. Modszerek

Az elektrofiziologiai méréseket in vitro, tuléld
agyszeleteken végeztem, melyeket felnétt (a felndttkorban
szliletett szemcsesejtek esetében, 51-105 napos koru),
vagy fiatal (a moharostok szinaptikus tulajdonsagainak
vizsgalata esetében 21-45 napos kort) Wistar
patkanyokbol készitettiink. A sejteket infravords (900 nm)
Nomarski differencial interferencia kontraszt
mikroszkopia segitségével tettem lathatova (Eclipse FN-
1; Nikon). Az agyszeleteket taplalo oldat 6sszetétele (mM-
ban): 126 NaCl, 2.5 KCI, 26 NaHCOs3, 2 CaCl,, 2 MgCls,
1.25 NaH2POs4, és 10 gliik6z. A homérséklet 35 - 36°C volt
a mérések soran. Altalanos esetben a ‘whole-cell patch
clamp’ mérésekhez magas [CI] tartalmu intracellularis
oldatot hasznaltam. Azokban a kisérletekben, ahol
diszinaptikus kapcsolatokat vizsgéltam, a
posztszinaptikus sejt alacsony [CI7] tartalmu intracellularis
oldattal volt elvezetve, ez lehetdvé tette a serkentd és a
gatlo szinaptikus vélaszok egyértelmii elkiilonitését. Az
elektrofiziologiai adatokat Multiclamp 700B erésitokkel

(Molecular Devices) és pClamp10 szoftverrel rogzitettem.



A felndttkorban sziiletett szemcsesejteket
sziiletésiikkor Moloney murine leukemia virus vektor
segitségével jeloltik meg. Az ismert kori szemcsesejtek
egyedi fizioldgiai tulajdonsagait a 3-10. hetes koruk kozt
vizsgaltuk. Minden elvezetett sejtnek megmértik a
konvenciondlis  biofizikai  tulajdonsagait (bemend
ellenallas, membran id6allandd, AP kiiszob-érték, az AP
legnagyobb meredeksége, a sejtek maximalis tlizelési
ratdja, és a teljes membran kapacitdsa). Megmeértiik
tovabba a  sejtek  serkenthetdségét,  kiilonbozo
frekvencidjt, fokozatosan ndvekvd amplitudoji szinusz
hullam aram-injektalas sordn. Az analizis sordn minden
egyes felndttkorban sziiletett szemcsesejtet egyedileg
vizsgaltunk, tehat a hasonl6 kort sejtekben mért értékeket
nem atlagoltuk.

A moharostok  szinaptikus  tulajdonsagainak
vizsgalatahoz paros elvezetéseket végeztem.
Preszinaptikus partnerként direkt axonalis elvezetéseket
végeztem az Orids moha-termindlisokbdl, vagy a CA3
régi6d terliletén taldlhaté szemcsesejteket hasznéaltam
szomatikusan elvezetve. A szinaptikus valaszokat a CA3

régioban kiilonb6zd interneuronokban valamint piramis
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sejtekben vizsgaltam. A preszinaptikus protokoll, hogy a
szemcsesejtek in vivo aktivitasat modellezze, egyedi AP-
okat, egyedi ‘burst’-Oket (altaldban 15AP, 150Hz) és
kiilonb6zé  hosszasagu  inaktiv  periddusokat s
tartalmazott. A ‘burst’ hatasat az egyedi AP altal kivaltott
posztszinaptikus valaszokra ugy vizsgaltuk, hogy azok
amplitiddjanak ‘burst’ elétt mért értékét hasonlitottuk
0ssze a ‘burst’ utanival, kilonbozo id6 elteltével.
Moharost aktivitas kézben, a piramis sejtekben mért a
diszinaptikus gatlo valaszok gyakorisaganak mérésével a
‘feed-forward’ gatlosejt halozat aktivalasat kozvetetten
vizsgaltam. Hasonloképpen diszinaptikus  serkentd
eseményeket is mértem interneuronokban, amik a koztes
piramissejtek  hatékony  aktivalasat mutatjadk a
preszinaptikus szemcsesejt aktivitasa kdzben.

A mérések soran a sejteket biocitinnel toltdttem fel, és

post hoc morfologiai analizis soran azonositottam.



4. Eredmények

A felnéttkorban sziiletett szemcsesejtek funkcionalis érése:

Ph.D. munkam elsd felében a feln6tt korban sziiletett
szemcsesejtek funkcionalis érését vizsgaltuk, miutan a
hippokampusz hélézataba mar beépiiltek, hogy megértsiik
a fiatal és az érett funkcionalis allapotok kozotti valtast. A
retrovirus  jeldlésnek  koszonhetéen ismert kora
szemcsesejteket vezettiink el 3-10 hetes koruk kozt, és
megvizsgaltuk a konvencionalis biofizikai
tulajdonsagaikat, valamint a serkenthetdségiliket. Azt
talaltuk, hogy a serkenthetdségi tulajdonsagaik szerint a
felndttkorban sziiletett szemcsesejtek két jol elkiilonithetd
populéaciot képeztek. Az elsd csoport kiilondsen
szenzitiven — valaszol  bizonyos bemeneti-intenzitds
tartomanyokra (ezért S-csoportnak neveztiik), mig a
masodik csoportot linedris input-output tulajdonsagok
jellemezték (ezért L-csoportnak neveztik). Meglepd
modon, ez a két integrativ allapot az érési iddszak teljes
ideje alatt jelen volt, csak az érettként viselkedd (L-
csoport) sejtek ardnya nétt a fejlodés eldrehaladtaval.

Mindez arra utal, hogy a két allapot k6zott az dtmenet az



érés soran pillanatszerien torténik, ugyanakkor egy
meglehetdsen széles idéablakban mehet végbe.

Az S- és az L-csoport sejtjeinek serkenthetdsége kozti
kiilonbség arra utal, hogy a két sejtpopulacié kiillonbozo
funkciot tolthet be. Eredményeink szerint a csoportokon
beliil korban, ¢s szamos fiziologiai tulajdonsagaik
tekintetében IS meglehetésen heterogén sejtek is

betolthetnek azonos funkciot.

A szemcsesejt ‘burst’ tiizelésének hatasa a CA3
halozatban:

A Ph.D. munkam masodik felében a szemcsesejtek
"burst’ tiizelésének hatasat vizsgaltam a posztszinaptikus
CA3 halozatban. Egy ujfajta szinaptikus plaszticitasi
jelenséget azonositottunk a hippokampalis moharost
szinapszisokban, ami alapvetéen befolyasolja az egyedi
szemcsesejtek szinaptikus stlyat kiilonb6zo fiziologiai
aktivitdsmintdzatok soran. Azt talaltuk, hogy az egyedi
moharost AP-ok altal ’feed-forward’ gatlosejtekben
kivaltott posztszinaptikus valaszok  jelentOsen
megndvekednek egyetlen rovid, nagy frekvencidju *burst’
tiizelést kovetéen. Meglepd modon a preszinaptikus

burst’-nek  nagyon hasonl6 hatdsa volt minden
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posztszinaptikus  ’feed-forward’  gatlosejt  tipusban
(beleértve az ivy sejteket, az axo-axonikus sejteket, a
gyorsan tiizeld / parvalbumin expresszalo kosarsejteket, €s
a CCK expresszalo interneuronokat), de a burst nem
valtott ki hasonld potenciaciot posztszinaptikus piramis
sejtekben, €s a septum-ba vetitd spiny lucidum sejtekben
(szerepiik a lokalis gatld haldzatban elhanyagolhato).

Fontos megjegyeznem, hogy jelentés potenciaciot
tapasztaltunk rovidebb, 3-5 AP (150 Hz) hosszasagu
“burst’-0k esetében is, valamint az is érdekes, hogy az
altalunk leirt jelenség dinamikus tartomanya gyakorlatilag
egybe esik az in vivo ismert *burst’ hossz tartomannyal (2-
7 AP). A plaszticitasi jelenségnek jellegzetes az iddbeli
lefutasa, (amely kiilonbozik a poszttetanikus potenciacio
lefutasatol), a hatas a ’burst’ utan koriilbelil az els
masodperc soran fejlédik ki, ezutdn 6-8 masodpercig
fennmarad miel6tt lecseng.

A moharostokban tapasztalt plaszticitasi jelenség
hatterében egyértelmiien preszinaptikus folyamatok
allnak, erre utal tobbek kozott, hogy a szinaptikus
transzmisszio  hatékonysaga megndvekszik  (ezzel

Osszhangban csokken a ’failure rate’ és a paros pulzus
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arany). Meglep6 modon eredményeink szerint a “burst’
soran  feltehetden nagy Ca?" bedramlds nem
kulcsfontossagi a potenciacio kialakulasahoz, mivel a
*burst’ hatasa csokkentett extracellularis Ca®t szint,
valamint intracellulartis kalciumot megkoté EGTA
jelenlétében is kialakul. Emellett szamos kiilonbozo
jelatviteli utvonal (PKA, PKC, PLC, Muncl3,
mGIuR2/3/7) farmakologiai blokkolasa mellett is
megmarad a ’burst’ daltal kivaltott potenciacio.
Eredményeink arra utalnak, hogy a preszinaptikus ’burst’
hatasara szinaptikus vezikula iriilés egyik Iépése, a
priming’ valik atmenetileg hatékonyabba.

Diszinaptikus kapcsolatok segitségével indirekt mdédon
teszteltiik a fizioldgias szemcsesejt tiizelés soran kialakuld
plaszticitasi jelenség hatasat a posztszinaptikus CA3
sejtek moharost altali aktivalasaban. A CA3 interneuronok
posztszinaptikus partnereiben (CA3 piramissejtek) az
egyedi AP-ra érkezé diszinaptikus gatldo valaszoknak
jelentdsen megnovekedett a gyakorisdga a ’burst’ utan,
ami egyértelmtien jelezte a ’feed-forward’ gatldo halozat
hatékonyabb aktivaléasat. Ezzel ellentétben,

posztszinaptikus  gatlosejtekben mért  diszinaptikus
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serkentd események gyakorisdga csak a ’burst’ soran
novekedett meg, ami 6sszhangban all a moharost-piramis
sejt szinapszisok mar jol ismert rovidtava plaszticitasi
tulajdonsagaival.

A leirt szinaptikus folyamat lehetévé teszi a CA3
halézat szamdéra, hogy hosszabb tavon is kiilonbséget
tegyen egy egyedi szemcsesejt AP és egy rovid,
nagyfrekvenciaji ’burst’ aktivitas kozott, mivel utdbbinak
8-10 masodpercig hatasa lesz az adott szemcsesejt

szinaptikus stlyara.

5. Kovetkeztetések

Doktori munkam eredményei hozzdjarulnak egy
kiilonleges idegsejt tipus, a gyrus dentatus szemcsesejtek
mitkodésének megértéséhez. Az alabbiakban tételesen

foglalom 0ssze a legfontosabb kovetkeztetéseket.
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A felnottkorban sziiletett szemcsesejtek funkcionalis érése:

A felnéttkorban sziiletett szemcsesejtek altalanos
biofizikai tulajdonsdgainak érése folyamatos,
ennek ellenére a serkenthetdségi tulajdonsagaik az
érés soran két diszkrét allapotot vehetnek fel. A
sejtek a fiatal, S-allapotban szenzitiven
valaszonlak  bizonyos bemeneti-intenzitasi
tartomanyban, mig az érett, L-allapotot linearis
input-output tulajdonsagok jellemzik.

A felndttkorban sziiletett szemcsesejtek érése
soran mindkét integrativ allapot jelen van egy
meglepden széles idOtartomanyban (5-9. hét),
ezalatt az 1d6 alatt az L-csoportba tartozd sejtek
aranya no.

Annak ellenére, hogy az S- és L-csoportokba
tartoz6 sejtek fiziologiai tulajdonsagai (a
valtozatos korukkal 6sszhangban) meglehetdsen
kiilonbozbéek, egyes csoportokon beliil a sejtek
hasonl6 serkenthetdsége képessé teszi Oket azonos

funkciok ellatasara.
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A szemcsesejt  ‘burst’ tiizelésének hatasa a CA3

halozatban:

A hippokampdlis moharostokban egy Uj
plaszticitasi folyamatot azonositottunk. ‘Feed-
forward’ gatlosejtekben a szemcsesejt egyedi AP
tiizelésére  érkezd  posztszinaptikus  valasz
megharomszorozodik masodpercekkel egy rovid,
nagyfrekvencidju  ‘burst’ tlizelést kdvetden.
Szemcsesejt ‘burst’-6t kdvetden a hatas az elso
masodperc sordn alakul ki, majd 6-8 masodpercig
fennmarad.

A potenciaciot mar 2-7 AP-t (150 Hz) tartalmazé
rovid ‘burst’-0k is kivaltjdk, ez a tartomany
megfelel a szemcsesejt in vivo ismert ‘burst’
hosszéanak.

A potenciaci6 posztszinaptikus sejttipus specifikus
jelenség, csak ’feed-forward’ gatlosejtekben
mérhetd. A moharost ’burst’ nem valt ki hasonlo
hatast a posztszinaptikus piramissejtekben €s spiny
lucidum sejtekben.

A plaszticitasi jelenség hatterében egyértelmiien

preszinaptikus folyamatok allnak. Eredményeink
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arra utalnak, hogy a ’burst’ hatdsara végbemend
preszinaptikus valtozasok a vezikula ’priming’
1épésnél torténnek. Ezen valtozasok fliggetlenek az
altalunk tesztelt, a preszinaptikus szabalyozéasban
altalanosan ismert molekularis utvonalaktol.

Preszinaptikus  ’burst’-6t  kovetden  egyedi
szemcsesejt AP-ok jelent6sen hatékonyabban
tudjak megtiizeltetni a "feed-forward’
gatlosejteket, tehat egyetlen szemcsesejt ’burst’
képes alapvetden atrendezni a CA3 ’feed-forward’

haldzatot.
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