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1. BEVEZETES

A szinapszisok neurotranszmitter felszabadulasi valoszinlisége (Fv) és az
altaluk kivaltott valaszok hatékonyséaga kiilonb6z6 lehet. A kiilonbségek mogott rejlé
okok feltarasa alapvetd fontossagu az dsszetett viselkedési mintazatok és a memoria
alapjat is add neuronhalézatok milkodésének megértéséhez. A  szinaptikus
tulajdonsagok heterogenitasa lehet6vé teszi tobb kiilonalld, parhuzamosan miikodo
halézati modul egyidejii 1étezését. A  célsejt-specifikus neurotranszmitter
felszabadulasi valoszinliség lehetdségetad arra, hogy egy piramissejt (PS) akar
egyetlen axonja is szétvalogassa és a megfeleld posztszinaptikus sejt felé tovabbitsa a
komplex tiizelési mintazatként kodolt, Osszetett lizenetek relevans aspektusait. Ezen
informaci6 feldolgozasi folyamatok mechanizmusai jelenleg csak részben ismertek.
Rozov és mtsai. 2001-ben paros és harmas elvezetésekkel kimutattik, hogy a
kortikalis PS-ek és bipolaris, szomatosztatin (SOM™) és metabotropikus glutamat
receptor la pozitiv (mGluR1a*) interneuronok (IN) kozotti, illetve a PS-ek és
multipolaris, parvalbumin (PV*) pozitiv IN-k kozotti szinapszisok a PS axonok
kiilonboz6 felszabadulasi valoszintisége €s a kiilonboz6 rovid-tavh plaszticitasanak
koszonthetden kiilonboz6 hatékonysaggal serkentik a posztszinaptikus IN-t. A PS-ket
egy gyors és egy lassu intracellularis Ca?* pufferrel, BAPTA-val, illetve EGTA-vel
toltotték fel. A serkentd posztszinaptikus valaszok amplituddjanak csokkenését, a
bipolaris IN-kal lértrehozott szinapszisok esetén, egy ~10x kissebb EGTA
koncentraci6 hozzaadasaval érték el, a multipolaris IN-kal 1étrehozott szinapszisokhoz
képest. Hipotézisiik alapjan a megfigyelt alacsonyabb puffer hatast egy nagyobb
diffuzios tdvolsag okozza a neurotranszmitter felszabadulas helye és a Ca?* csatornak
kozott. Feltételezve, hogy a Ca®* szenzorok és a felszabadulasra kész, dokkolt
vezikulak eloszlasa hasonlo, ez egy a Ca?* csatorndk denzitasaban 1évé kiilonbségre
utal. PhD munkam els6 felében ezen hipotézist teszteltem.

A F, célsejt-specifikus szabalyozas hatasanak pontos megfigyelése az
informaciofeldolgozasra, tarolasra és felidézésre, illetve a viselkedésmintazatok és
memoria kialakulasara, az idejsejtek nagy csoportjainak egyidejii és hosszatava
elvezetését igényli. Ezen kisérleteket €16 és viselkedd allatokban sziikséges végezni,
illetve olyan modon, mely lehetové teszi az elvezetett sejtek anatomiai és molekularis
azonositasat. A kétfoton pasztazo mikroszkopia bevezetése és a fluoreszcens
indikatorok jel-zaj aranyanak javitasa forradalmasitotta az optikai képalkotas teriiletét
és lehetéve tette, hogy egyidejiileg szamos egyedi idegsejtben és kronikus modon
figyelhessik meg az akcids potencidlok (AP) altal kivaltott fluoreszcencia
valtozasokat. Mindezek mellett a genetikailag kodolt Ca?* indikatorok (GKKI)
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lehet6vé teszik genetikailag meghatarozott sejttipusok, vagy idegpalyak szelektiv
vizsgalatat. Jelenleg, a GCaMP6f, a szintetikus Ca?* indikatorokhoz hasonld
érzékenységének €s gyors kinetikajanak koszonhetben a legszélesebb korben hasznalt
GKKI-va valt in vivo kisérletek esetében. Sajnos, ezen kiemelkedd tulajdonsagok
ellenére sem lehet az agyi aktivitast miliszekundumos precizitassal visszafejteni a
fluroeszcens gorbékbol. A tiizelési mintazat visszafejtésének pontossaga fiigg az
egyetlen AP altal kivaltott (egységnyi) [Ca?*] tranziensek amplitudojatol, ennek
lecsengési id6allandojatol, a jel-zaj aranytol, az alapvonal valtozasatol és a GKKI
nemlinedris jellegétél. Ezen paraméterek nem csak a kiilonbozd sejttipusok,
preparatumok és optikai felvételi koriilmények kozott valtoznak, hanem sejttipuson
beliil is. A precizebb visszafejtés elérése szempontjabol kulcsfontossagti a GKKI
expresszios szintjének és az egységnyi [Ca?*] tranziensek amplituddjanak, a jel-zaj
arany €s a nonlinearitas pontos 0sszefiiggésének vizsgalata. Tézisem masodik felében
ezen Osszefliggéseket vizsgaltam, illetve két olyan visszafejtési eljarast szolgaltatok
mely precizebb a jelenlegi modszereknél. Eredményeim lehetdvé teszik a
fluoreszcencia valtozasokat kivaltd neuronalis aktivitas pontosabb megbecslését.

2. CELOK

Doktori értekezésem elsG részében, a transzmitter felszabadulasi
valosziniiség célsejt-specifikus kiilonbségének mechanizmusat vizsgaltam (Eltes et
al., 2017). Ehhez a kovetkez6 kérdésekre kerestem vélaszt: 1) Milyen a CA3 PS-PV*
vagy -mGluRla* IN-k kozotti szinapszisok rovid-tavi plaszticitasa? 2)
Meghatarozza-e az Elfn1/2 posztszinaptikus jelenléte a PS és mGluR1a* IN ko6zotti
szinapszisok rovid tava plaszticitasat? 3) Van-e célsejt-specifikus kiilonbség a [Ca?*]
tranziensek amplituddjaban? 4) Van-e célsejt-specifikus kiillonbség a P/Q- és N- tipust
Ca?* csatornak hozzajaruldsaban a [Ca?*] tranziensekhez? 5) Van-e célsejt-specifikus
kiilonbség a [Ca®*] puffer kapacitasban?

A célsejt-specifikus informacié feldolgozasi folyamatok hatdsanak az
informacié tarolasra és felidézésre, illetve a viselkedésmintazatok és memoria
kialakuldsédra vald hatasanak megfigyelésére, az idejsejtek nagy csoportjainak
egyidejii és hosszatavi mérésere van sziikség, viselked allatokban. Jelenleg az ilyen
jellegli kisérleti eredmények értelmezését a rendelkezésre allo tlizelési mintazat
visszafejtd algoritmusok korlatozzak. Ezért PhD munkam madasodik részében a
leggyakrabban hasznalt GKKI, a GCaMP6f esetében a GKKI expresszios szint és a
[Ca?*] tranziensek valtozékonysaga, jel-zaj aranya és nonlinearitdsa kozotti
Osszefliggések megértése érdekében végeztem kisérleteket. Vizsgaltam, hogy ezen
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paraméterek, hogyan befolyasoljak a tiizelési aktivitds visszafejtésének pontossagat,
tovabba kidolgoztam két modszert mellyekkel javithatd a precizitds (Eltes et al.,
2019).

Hozzajarulasok: A CA3 PS és a PV*/mGluR1a" IN-ek rovid tava plaszticitas
méréseit és a CA3 PS-k axonvégzdédéseiben torténd Ca?* képalkotas kisérletek egy
részét kozosen végeztiik Holderith Noémivel. Dolgozatom masodik részEbdl pedig a
szimulaciokat Szoboszlay Miklossal egyiitt végeztiik. Az antiGFP immunreakciokat
Szigeti Katalin végezte, illetve ugyancsak 6 rekonstrualta 3-dimenzioban (3D) a
szelektalt sejtek szomajat és mérte meg ezek felszin-térfogat aranyat.

3. ANYAG ES MODSZER
32. I RESZ: A célsejt-specifikus neurotranszmitter felszabadulasi
valésziniiségében 1évé kiilonbségek mechanizmusanak vizsgalata
3.2.1. In vitro akut tilélé szelet preparatum elokészitése CA3 PS-k és IN-k
elektrofiziologiai méréshez

Him Wistar-patkanyok agyabol (n = 97, 14-17 napos), standard modszerek
szerint, akut hippokampalis szeleteket készitettem. A CA3 PS-kbdl vagy IN-kbol
whole-cell voltage- vagy current-clamp elvezetéseket végeztem, MultiClamp 700A és
B erdsitokkel (Molecular Devices). A Patch pipettak standard intracellularis oldatot
és biocitint tartalmaztak. Az IN-ok tiizelési mintazatat 500-ms hossza hiperpolarizald
és depolarizald aramimpulzusok (125-500 pA amplitidoval) sorozataval hataroztam
meg. Az extracellularis stimulaciéhoz egy unipolaris stimulald elektrodot helyeztem
el a sejttesttdl legalabb 100 pm-re az oriens rétegben. Az IN-kat -70 mV-on tartottam
és 5 stimulust (0,2-0,3 ms-os id6tartamu, 20-200 pA) alkalmaztam 40-50Hz-en. A
piramissejteket is -70 mV-on tartottam (legfeljebb -100 pA egyenaram injektalasval),
és egyedi akcios potencialokat (AP) valtottam ki 2-4 ms hossz depolarizald
aramimpulzusokkal (1 - 1,2 nA).

3.2.2. CA3 PS terminalisok neuronilis aktivitas-fiiggé [Ca®*] alapt képalkotisa

A kisérleteket Femto2D (Femtonics) kétfoton pasztazd mikroszkdppal és
MaiTai femtoszekundum pulzald 1ézerrel (810nm-hullimhosszon) végeztem. A
sejteket 2 6ran keresztiil egy Ca?* -koncentracidra nem érzékeny (20 uM Alexa Fluor
594) és egy Ca®* -koncentraciéra fluoreszcencia intenzitds valtozassal reagald
fluoroforral (100 vagy 300 uM Fluo5F) toltottem. A terminalisokat egy egyenes vonal
mentén szkeneltem (500 vagy 1200 ms-ig, 1 kHz sebességgel, 2-6 mW Ilézer
erfsséggel). Az 1 uM ©-CTX MVIIC (1 mg/ml BSA, Tocris Bioscience és Alomone
Laboratories) hatdsat a preszinaptikus [Ca?'] tranziensek csics amplitadéira, a
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kontroll kériilmény és 30 perc (a @-CTX MVIIC esetén) bemosas utani allapotok
Osszehasonlitdsdval mértem.

3.2.3. Az axonvégzddések posztszinaptikus céljainak azonositasa

Az elvezetések végén nagyfelbontasu képsorozatot készitettem a vizsgalt
terminalisokrol. A szeleteket kémiailag fixaltam, majd PV és mGIuRla vagy
MGIuRla és EIfn1l/2 immunjelolést végeztem. A biocitint Alexa Fluor 488- vagy
CY5-konjugalt sztreptavidinnel tettem lathatova.

3.3. II. RESZ. A GCaMP6f fluoreszcens tranziensekbél valé tiizelési mintizat
visszafejtési pontossaganak javitasa
3.3.1. GCaMPé6f virusinjektalas a hippokampusz CA1 régiéjaba

Him FvB/Ant egereken (n = 57, 30-52 napos), altatast kovetéen kétoldali
megfelelden 1: 100 higitasban (szoérvanyos kifejezddés elérése érdekében)
AAV9.Syn.Flex. GCaMP6f.WPRE.SV40 (Penn Vector Core) és
AAV9.CMV.PI.CRE.rBG (Penn Vector Core) virus vektorokat injektaltam.

3.3.2. Képalkoté ablak beiiltetése az in vivo [Ca?*] képalkotashoz

A miitétet Dombeck és mtsai. (2010) moddszerét kovetve végeztem. 21
nappal a virus injekcid utan bal oldali kraniotomiat végeztem (3mm), a kéreg dvatos
leszivasat kovetéen pedig egy 3mm-es képalkotd ablakot iiltettem be a dorsalis
hippocampusnak megfelelen.

3.3.3. In vivo két foton neuronalis aktivitas-fiiggé [Ca?*] alapti képalkotas és
adatelemzés

A [Ca®*] méréseket 9 nappal az implantacids miitét utin, Chameleon Vision
(Coherent) lézerrel (925 nm-re hangolt) felszerelt Femto2D rezonans kétfoton
mikroszkoppal végeztem. 300 pm x 300 pm-0s latomezbében elhelyezkedd sejtek
aktivitasat 10 percen keresztiil mértem, 32 Hz-es képkockasebességgel ¢és 0,65
pm/pixel felbontassal. A mérések alatt az egeret izoflurannal érzéstelenitettem. A
képek merev elmozdulaskorrekcidjat (NonRigid4Reso Toolbox, Femtonics Kft.)
kovetden a fluoreszcencia valtozasokat AF/F-ben szamszertisitettem.

3.3.4. In vitro talélé agyszelet preparatum készitése és CALl piramissejtek
elektrofiziolégiai mérése

Felné6tt him egereket (n = 53, 42-81 napos Kkor), érzéstelenitést kovetden,
jéghideg, standard vagasi oldattal transzkardialisan perfundaltam. Tovabbiakban a
szeleteket az el6z6 bekezdésben leirtakkal azonos modon preparaltam. A GCaMP6f-t
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expresszaldo CA1 PS-kbdl cell-attached, illetve a nem virus infektalt allatok esetén
whole-cell voltage-clamp méréseket végeztem. A cell-attached elvezetésekhez
hasznalt pipettak ACSF-t tartalmaztak; a whole-cell kisérletekhez pedig standard
intracellularis oldatot, biocitint és 300 uM Fluo5F-et hasznaltam. Az AP-kat
antidromikusan valtottam ki extracellularis stimulalassal (0,2-0,3 ms id6tartam, ~ 500
pA), egy, az oriens/alveus rétegbe elhelyezett monopolaris stimulalo elektroddal. A
whole-cell mérések esetén a PS-t -70mV-en tartottam, az AP-kat 2-4 ms hosszu
depolarizalé aramimpulzusokkal (1 - 1,2 nA aramerdsségii) valtottam Ki.

3.3.5. In vitro két foton neuronalis aktivitas-fiiggé [Ca?*] alapt képalkotas és
adatelemzés

A kisérleteket egy Femto 2D (Femtonics) kétfoton pasztazé mikroszkdppal
és Chameleon femtoszekundum pulzald lézerrel (Coherent, 925 nm-re hangolva)
végeztem. A GCaMP6f-t kifejez6 CALl PS-k sejttestét egyenes vonal mentén
szkeneltem (~ 1 kHz mintavételi sebesség, 10-15 mW lézer intenzitas). Az AP altal
kivaltott fluoreszcencia valtozasokat AF/F-ben szamszeriisitettem. Az elvezetett
sejteket a mérések utdn kémiailaig fixaltam és a mérés végén készitett kétfoton
sorozatfelvétel alapjan beazonositottam és GCaMP6f intenzitasukat kvantifikaltam.

3.3.7. Immunhisztokémia

Az immunjelolést egér anti-GFP (1: 5000, katalégus szam: 75-132,
NeuroMab) primer antitest és Cy3 konjugalt kecske anti-egér IgG2a (1: 500, Jackson
Laboratories) masodlagos antitest alkalmazasaval végezte Szigeti Katalin.

3.3.8. Szimulacidk

A szimulacidkat Szoboszlay Miklos kollegammal kdzdsen végeztik. A
fluoreszcens Ca?* gorbékbdl vald aktivitasmintazat visszafejtéséhez az MLspike
szoftvert hasznaltuk. Az algoritmus beépitett nonlinearitasi (Pnoniin) €s alapvonal
valtozasi paramétereinek meghatarozasa utan szintetikus fluoreszcens gorbéket
generaltunk harom kiilonb6z6 frekvencian (0,1 Hz, 1 Hz, 10 Hz) Poisson eloszlassal,
a sejtek (n = 37) kisérletileg meghatarozott egységnyi [Ca?*] tranziens amplitadojaval,
lecsengési id6allandojaval, jel-zaj aranyaval és az emlitett nonlinearitas és alapvonali
elcstiszasi  értékekkel. Az  aktivitdsmintazat visszafejtési hatékonysaganak
realisztikusabb koriilmények kozotti vizsgalatara CALl PS-K in vivo elvezetéseibol
szarmaz6 (Grosmark, Long és Buzsaki, CRCNS.org, http://dx.doi.org/10.6080/
K0862DC5) AP idézitések alapjan is generaltunk szintetikus adatot. Az egységnyi
[Ca®**] tranziensek cstics amplitidojat két modszerrel becsiiltem meg. (1) Elészor
meghataroztam az id6ben elszigetelt (nincs AP> 4s-al el6tte és > 1s-al utanna),
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egyetlen AP altal kivaltott [Ca®*] tranziensek szizalékat. Az in vivo elvezetések
alapjan a temporalisan elszigetelt események kétharmada egyetlen AP, a tobbi izolalt
magasfrekvencidjo (AP-k kozotti idSintervallum <20 ms) aktivitds (burst).
Megmértem a temporalisan elszigetelt fluoreszcens [Ca?*] tranziensek amplitudojat,
ezeket rangsoroltam és meghataroztam a "feltételezett egységnyi" cstics amplitadot, az
események legkisebb 66,6% -anak atlagaként. (2) Egy masodik eljarasban a gyengén
GCaMP6f expresszalo sejtek (n = 20) atlag paramétereit hasznalva visszafejtettem a
szintetikus fluoreszcens gorbét kivaltd tiizelési mintazatot. Ezutan kivalogattam a
tempordlisan elkiilonitett, potencialisan egyetlen AP 4ltal kivaltott [Ca?*]
tranzienseket, €s megmértem az ugynevezett “egységnyinek detektdlt" csics
amplitadot.

4. EREDMENYEK

4.1. 1. RESZ A Ca? csatornak célsejt-specifikus funkcionalis kiilonbségei allnak
a célsejt-specifikus felszabadulasi valoszintiségben 1évé kiilonbségek hatterében

4.1.1. A hippokampalis CA3 régi6 kiilonb6zé IN-tipusaira érkezé serkentd
aramok kiilonféle rovid-tavia plaszticitast mutatnak

A CA3 PS-k lokalis axonvégzddései szinaptikus kapcsolatokat hoznak 1étre
mind a gyorstiizel6/PV* IN-kal, mind az mGluR1a* IN-kal. Whole-cell voltage-clamp
elvezetéseket végeztem a stratum oriens, illetve a stratum pyramidale rétegben
elhelyezkedd IN-kbol. Az elvezetett sejteket a tiizelési mintazatuk, a dendritikus és
axonalis elagazasuk, valamint PV vagy mGIuRla immunreaktivitisuk alapjan
azonositottam. A PV* IN-kra érkez6, 40 vagy 50 Hz-es stimulacio altal kivaltott
valaszok amplitudéja csokkent (rovid-tava depresszio; EPSCawsaix / EPSCeiss: 0,52 +
0,19, n = 16). Ezzel ellentétben az mGluRla* IN-kban megnétt a kivaltott EPSC-k
(EPSCsusaix / EPSCeiss = 3,02 £ 1,9, n = 31) amplitudéja (facilitacié). Atlagosan az
mGluR1a* sejtek bemenete szignifikansan eltérd rovid tava plaszticitasi mintazatot
mutatott a PV* sejtekéhez képest. (Eddig bemutatott kisérleteket kollégandmmel,
Holderith Noémivel egylitt végeztem.) Tovabbi kisérleteim kimutattdk, hogy az
Elfnl/2 és az mGluR1a kettds jelolt IN-okra érkezd serkenté valaszok rovid-tava
facilitacioja szignifikansan nagyobb volt, mint az mGluR1a*, de EIfn1/2 sejtekben.

Ismert, hogy a szinapszisok rovid tdva plaszticitdsa és felszabadudsi
valosziniisége inverz korrelaciot mutatnak. Ezen eredmények alapjan a PV és
mGluR1a immunjeldlés alkalmas e két funkcionalisan elkiiloniild, alacsony, illetve



magas felszabadulasi valosziniiségli axon terminalisok posztszinaptikus oldalainak
megjelolésére.

4.1.2. Célsejt-specifikus kiilonbségek a terminalisokba bearamlo [Ca®*]-ban

A CA3 PS-k whole-cell current-clamp elvezetése soran depolarizalo
aramimpulzusokkal egyedi AP-kat valtottam ki. A szeleteket az in vitro képalkotasi
kisérleteket kdvetéen kémiailag fixaltam, majd az intracellularis biocitint el6hivtam,
illetve az mGIuR1a* és PV* sejteket immunjeldltem. A 692 vizsgalt terminalis kozil
Osszesen 26, illetve 61 idegzett be potencialisan PV* illetve mGIluR 1a* IN-t. A [Ca?]
tranziensek cstics amplitaddja 1,25-sz6r volt nagyobb a PV* dendriten szinaptizalo
terminalisokban mint az mGIluR1a* dendriten szinaptizalok esetében (PV: median:
0,134 G / Gmax, IQR: 0,105 - 0,168 G / Gmax, N = 26; mGluR1a: median: 0,107 G/Gax,
IQR: 0,081-0,138 G/Gmax, n = 61, nem azonositott célpont: median: 0,114 G/Gmax,
IQR: 0,084 - 0,145 G / 605). A kiilonbozé PS-k esetén enyhén kiilonbozo
festékkoncentraciok okozta potencialis hibak minimalizalasa érdekében kiszamoltam
a csucs amplitad6 aranyokat két masik modszerrel is. Olyan sejteket valasztottam,
amelyek esetén talaltam mindkét IN-t beidegzé terminalisokat. Ezen médszer 1.28-
szor magasabb értéket mutatott a PV* dendriten szinaptizalé boutonokban. Masodjara,
normalizdltam a [Ca®"] tranziensek cstcs amplitiddjat az adott sejt Osszes
terminalisabol mért csucs amplitidoinak atlagara és igy is 1,21-szer nagyobb értéket
talaltam a PV* dendriten szinaptizald6 boutonokban. (Eddig bemutatott kisérleteket
kolléganémmel, Noémi Holderith-el egyiitt végeztem.)

Ezt kovetden megvizsgaltam, hogy van-e célsejt-specifikus kiilonbség az
N/P/Q tipusu Ca®* csatornak hozzajarulasdban a [Ca®*] tranziensekhez. Ehhez az o-
CTX MVIIC-t (szelektiv N- és P/Q tipust Ca®* csatorna blokkolét) alkalmaztam olyan
koncentracioban (1 pM), amely szinte teljesen megsziintette a kivaltott EPSC-ket
mindkét tipust IN-ban. A blokk mértéke hasonld volt a PV* (45 £ 10%, n = 12és az
mGIuR1a* sejteket beidegz6 végzodésekben (46 + 18%,n =19, p> 0,05, MW U teszt).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az N/P /Q tipust Ca®* csatorndk hasonléan
jarulnak hozza a két bouton populacioban mért [Ca?*] tranziensekhez.

A nagyobb [Ca?*] tranzienst a PV* IN-t célz6 terminalisokban okozhatja még
alacsonyabb Ca?* pufferelés, kisebb terminalis térfogat vagy nagyobb mennyiségii
Ca?* bejutasa a terminalisba. A puffer kapacitdsban 1év6 kiilonbségek tesztelésére
megismételtem a kisérleteket alacsonyabb festék koncentracioval (100 uM FluoSF-
el), mely mar nem domindlja a fluoreszcencia véltozas id6beli lecsengésének
kinetikajat. A [Ca?*] tranziensek amplituddjaban 1évé kiilonbség azonos volt a 300
uM Fluo5F-el mértekhez. Az atlagolt [Ca?*] tranziensekre monoexponencialis
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fiiggvényt illesztve kiszamoltam a lecsengési id6 allandokat, melyek nem mutattak
szignifikans kiilonbséget (PV: median: 277 ms, IQR: 212 - 403 ms, n = 18; mGluR1a:
median: 259 ms, IQR: 207 - 322 ms, n = 35, p <0,61, MW U teszt). Ezen eredmények
hasonlé mértékii [Ca?*] pufferelésre utalnak a két szinapszisban.

Tovabba a PV* és mGluRlo* dendriteket beidegzé terminalisok 3D
rekonstrukciojabol (Holderith Noémi kisérletei) szarmazo eredmények nem mutattak
térfogatbeli kiilonbséget, de az aktiv zona (AZ) teriilete szignifikansan nagyobb volt
az mGluR1a* sejteket beidegzé terminalisokban. Kiszamoltuk az egységnyi AZ
teriileten bearamlé Ca?* mennyiséget, azaz a funkciondlis Ca?* csatorna sfir{iséget,
mely 1,7 — 1,9x nagyobb a PV* IN-kat beidegz6, nagy F.,-ii terminalisokban az
mGluR 1a* dendriten szinaptizalokhoz képest.

4.2. II. RESZ. A GCaMP6f fluoreszcens tranziensekbél valo aktivitismintazat
visszafejtés precizitasanak javitasa hippokampalis CA1 piramissejtekben
4.2.1. A GCaMP6f [Ca?*] tranziensek amplitidéjanak valtozékonysaga

Az in vivo, altatott egerekben mért [Ca?*] tranziensek (0,26 + 0,3AF/F,
median = 0,16AF/F, IQR: 0,07 - 0, A F/F, n = 311 tranziens) cstics amplitudoi jelent6s
valtozékonysagot mutattak (CV = 1,07 £ 0,42, n = 13 sejt). A tranziensek
valtozékonysagat az egységnyi [Ca®*] tranziensek variabilitdsa, az AP-0k és nagy
frekvencias tiizelések (burstok) kiilonboz6é aranyai, az AP-ok kiilonb6z6 szamai a
burstok-ben, illetve a GKKI nonlinearitisa okozhatja. Ezen paraméterek
hozzajaruldsanak vizsgalatara egyedi AP altal eldidézett (egységnyi) [Ca®*]
tranzienseket mértem akut hippokampalis szeletekben. Ezek cstcsamplituddja (0,2 +
0,2 AF/F, median = 0,14, IQR: 0,06-0,27, n = 121) hasonlé volt a korabban
ismertekhez, de jelent6s sejtenkénti varianciat mutatott (CV = 0,96).

4.2.2. A viralisan kifejezett GCaMPG6f expresszios szintjének variabilitasa

A szeletek kémiai rogzitését kovetden a sejtek nativ GCaMP6f intezitasnak
méar nem kellene tiikrdznie az intracelluldris [Ca?*]-beli kiilonbségeket, hanem tisztin
a GCaMP6f expresszios szinteket. Ennek bizonyitasara Szigeti Katalin immunjelélést
végzett €s szinte tokéletes pozitiv korrelaciot talalt (p = 0,97, p <0,01, Spearman
korrelacio) az anti-GFP immunreaktivitas és a hativ GCaMP6f intenzitas kozott. Az
akut hippokampalis szeletek kémiai fixalasat kdvetden megmértem a sejtek nativ
GCaMPé6f intenzitasat. A CA1 PS-k igen eltér6 GCaMP6f intenzitast mutatnak (482
+ 542 AU, median = 262 AU, IQR: 109 - 654 AU, CV = 1,12, n = 297 sejt).



4.2.3. A hasonlé GCaMP6f expressziés szintii sejtekben mért egységnyi [Ca®']
tranziensek jelentdsen valtozékonyak

Az egységnyi [Ca®*] tranziensek amplitudéjaban 1év6 sejtenkénti
valtozékonysag és a GCaMP6f expresszids szint Osszefliggésének vizsgalatara
beazonositottam az elvezetett sejteket. Annak ellenére, hogy a sejtek nem voltak
feltoltve jel6lé anyagokkal (példaul a biocitin vagy fluoreszcens festékek), 43 sejtet
egyértelmiien sikeriilt beazonositani. Az egységnyi [Ca?'] tranziensek cstcs
amplitadoi és a GCaMP6f expresszios szintjiik szignifikans negativ korrelaciot mutat
(n =43, p=-0,69, p <0,01, Spearman korrelacio). Az erésen expresszald sejtekben
nagyon Kicsik voltak az AP altal kivaltott fluoreszcencia valtozasok. A hasonléan
alacsony nativ GCaMP6f intenzitasu sejtek esetében (a legalacsonyabb 65% -a) a
cstics amplitidok még mindig nagyon valtozoéak (CV = 0,56, n = 26), és nem
korrelalnak a sejtek GCaMPo6f expresszios szintjével (p = -0,22; p = 0,28, Spearman
korrelacio). A GCaMP6f mennyisége a jel-zaj arannyal is negativan korrelalt (p = -
0,58; p <0,01, Spearman-korrelacio), de jelent6sen valtozékony volt (IQR: 10,5 - 19,3;
CV =0,6) az alacsony intenzitasu sejtekben.

A GCaMP6f egységnyi [Ca?*] tranziensek amplitiddjanak variabilitasat
okozhatja a bearaml6 [Ca?*] mennyiségben 1évé kiilonbség, a kiilonboz6 szomatikus
feliilet/ térfogat ardny vagy a kiilonbdz6 [Ca®*] pufferek jelenléte. Mivel az AP soran
a fesziiltség-fiiggé Ca®* csatorndkon keresztiil bedramld [Ca?*] mennyisége
nagymértékben fiigg az AP alakjatol, megmértem az AP-ok szélességét. Nem talaltam
szignifikans Oszefliggést az AP szélesség és a csucsamplitudd kozott (p = 0,20, p =
0,17, Spearman-korrelacid). Az endogén pufferekben 1évé potencialis kiilonbségek
(pl. calbindin a felszini PS-kben) felmérése céljabol a PS-t csoportositottam a rétegbeli
elhelyezkedésiik alapjan. Az egységnyi cstics amplitidok nem kiilonboztek
szignifikdnsan a harom csoport kozott (felszines: 0,19 + 0,15 AF/F, n = 20, k6zép:
0,23 £ 0,14 AF/F, n = 18, mély: 0,14 + 0,15 AF/F, n = 12, p = 0,13, Kruskal-Wallis
ANOVA teszt). Nem talaltam szignifikans kiilonbséget a lecsengési id6allanddkat
illetden sem (felszines: 419 + 154 ms, n = 19, k6zép: 376 £ 127 ms, n = 18, mély: 400
+210 ms, n= 11, p = 0,35, Kruskal-Wallis ANOVA). Ezen eredmények az endogén
Ca?* pufferekben 1év6 jelentds kiilonbségek ellen szolnak. Tovabba, a sejtek feliilet-
térfogat aranya nem korrelalt az egységnyi cstcs amplitadoval (p = 0,07, p <0,78,
Spearman korrelacio), tehat nem is a téfogatbeni kiilonbségekbdl adodik az egységnyi
amplitudok valtozékonysaga.

A sejtenkénti egységnyi [Ca?*] tranziensek amplituddjanak valtozékonysagat
megviszgaltam egy olyan szintetikus Ca?* indikator alkalmazasaval is, amelyrdl
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ismert, hogy fiziologiailag relevans [Ca?*]-t linedrisan jelzi. Az egységnyi [Ca®']
tranziensek csucs amplitudéi (0,02 + 0,006 G/Gmax, n = 23) lényegesen kisebb
valtozékonysagot mutattak, 0,27 CV értékkel. Eloszlasuk (atlagokra normalizalt)
pedig szignifikansan keskenyebb volt, mint amit a GCaMP6f esetén (p = 0,013, Two-
Sample Kolmogorov Smirnoff teszt). Ezen eredmények arra utalnak, hogy a
GCaMP6f egységnyi [Ca?*] tranziensek amplitiddjanak valtozékonysaga nem a Ca?*
bearamlas biologiai variabilitasanak kovetkezménye.

4.2.4. A GCaMP6f [Ca?*] tranziensek idébeni 6sszegzédése szupralinearis

A GCaMP6f expresszios szint és a [Ca®*] tranziensek idSbeli dsszegzédése
kozotti Osszefiiggések vizsgalata érdekében AP sorozatokat valtottam ki kiilonb6z6
frekvencidkon. A linearitdsi mutat6d kiszdmolasahoz az AP sorozatok altal kivaltott
[Ca?*] tranzienseket, az egységnyi események matematikai 6sszegével osztottam el.
A GCaMP6f [Ca?*] tranziensek Osszegzédése minden vizsgalt frekvencian
szupralineraris volt és frekvenciafiiggést mutatott. Ezzel ellentétben a Fluo5F-el mért
[Ca?*] tranziensek Osszegzése kvazi linedris, ami azt jelenti, hogy a A GCaMP6f
esetén a szupralineritast nem az AP sorozat soran megndvekedett Ca?* bearamlas idézi
el6. Az 5 AP 10Hz 4ltal kivaltott GCaMP6f [Ca?*] tranziensek linearitisa nem
mutatott szignifikdns korrelaciot a [Ca®*] tranziens amplitidokkal (p = 0,14, p = 0,4
Spearman korrelacio), illetve a GCaMP6f expresszios szinttel sem (p = - 0,33, p =
0,09, Spearman korrelacio). 50 Hz-en a linearitasi mutato és az egységnyi amplitudd
nem korrelalt szignifikansan (p = 0,3, p = 0,06, Spearman korrelaci6), de az
expresszios szinttel vald Osszefiiggés elérte a szignifikancia szintet (p = -0,46, p =
0,006, Spearman-korrelacio).

Amikor ezen AP sorozatok, vagy mas nagyfrekvencias aktivitas megeldzte
az egyedi AP protokollokat, az egyetlen AP altal kivaltott fluoreszcencia valtozas
amplitudoja jelentdsen megnovekedett. A jelenségnek a kvantitativ leirasa érdekében
egy burst utani helyreallitds (burst recovery) protokollt hasznaltam, melyben egy
10AP-bdl allo 50Hz-es burstot egyedi AP-k kovettek kiilonb6z6 idGintervallumok
utdn. 2,5s-val a magasfrekvencidji aktivitas utin az egységnyi [Ca?*] tranziens csucs
amplitidoja tobb mint kétszerese (2,06 + 0,46; n = 6 sejt, kontroll egységnyi
amplitudoval normalizalt) volt a kontrollnak (burst el6tti), és tobb mint 10s utan tért
vissza a kiindulasi értékhez. Ezzel szemben, kontroll sejtek esetében (nem injektalt
allat) Fluo5F-el mért [Ca?'] tranziensek egységnyi amplitidoja nem novekedett a
magasfrekvenciaju aktivitast kovetden. Tehat a fent emlitett jelenség valoszinileg a
GCaMP6f nonlinearis jellegébdl adodik.
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425, Az egységnyi [Ca?'] tranziensek csucs amplitidéjanak sejtenkénti
valtozékonysaga okozza a tiizelési mintazat visszafejtésének pontatlansagat

A fluoreszcens gorbékbél torténd tiizelési mintazat visszafejtéséhez Deneux
et al. modszerét (MLspike) alkalmaztuk Szoboszlay Miklés munkatarsammal. A
hibaratat (fals detekcio és kihagyas) kritikusan befolyasolo paraméterek vizsgalatahoz
4 kiillonb6z6 visszafejtési forgatokonyvet alkalmaztunk: 1) a sajat amplitudo,
lecsengés, alapvonali elcsuszas és pnoniin; 2) a sejtek sajat amplitadoja, alapvonali
elcsuszasa €s poniin értékei, de atlagos lecsengése; 3) atlagos amplitudo, de sajat
lecsengés, alapvonali elcstszas és pnoniin értékek; 4) az Gsszes paraméter atlagos. Az
elsd forgatokonyv szinte nulla hibat eredményezett az Osszes tesztelt tiizelési
frekvencia esetében. Hasonloképpen, alacsony hibaratat kaptam, amikor az atlagos
lecsengési iddallandot alkalmaztam (<10 Hz frekvencidkon). Az atlagos cstcs
amplitad6 alkalmazasa viszont, lényegesen magasabb hibaratat eredményezett
minden frekvencian (0,1 Hz: ER = 25,3 + 33,7%; 1 Hz: ER = 26,2 + 30,8%; 10 Hz:
ER =17,4 +20,2%), hasonldan azon forgatokonyvhoz amikor sejtek atlagos értékeivel
tortént az illesztés (0,1 Hz: ER = 22,9 + 34,2%; 1 Hz: ER =27,4 = 32,9%; 10 Hz: ER
= 26,5 + 24,5; Three-Way ANOVA: p <0,01 forgatokonyvek, p> 0,05 frekvenciak,
p> 0,05 forgatokony*frekvencia interakcio). Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az
egységnyi [Ca®*] tranziensek amplitud6jaban 1évé variancia kritikusan befolyasolja az
aktivitdsmintazat visszafejtésének precizitasat.

Amikor a sejteket nativ GCaMP6f intenzitasuk alapjan alacsonyan (<180
AU, n = 20) és magasan (> 180 AU, n = 8) expresszald csoportokba soroltam, a
hibaratak szignifikansan kisebbek voltak a gyengén expresszalo sejtek esetében 0,1
Hz és 1 Hz atlag frekvencidkon (Three-Way ANOVA: p <0,01 intenzitas, p <0.01
intenzitas * forgatokonyv interakcid, p> 0.05 intenzitas * frekvencia interakcio, p>
0.05 intenzitas * forgatokonyv * frekvencia interakcio, paros Bonferroni post hoc teszt
: 0,1 Hz: p <0,01, 1 Hz: p <0,01, 10 Hz: p> 0,05).

4.2.6. A visszafejtési hiba esokkentése az egységnyi [Ca?'] tranziensek becsiilt
csuics amplitudojaval végzett illesztéssel

Az egységnyi csucs amplitudokat egy modell-fuggd €s model-fliggetlen
modszerrel hataroztam meg. Az €16 allatokban elvezetett CA1 PS-k tiizelési mintazata
(Grosmark, AD, Long J. és Buzsaki, G; CRCNS.org;
http://dx.doi.org/10.6080/K0862DC5) alapjan megallapitottam, hogy az idében
elszigetelt (nincs AP 4s-al elétte, illetve ls-al utanna) eseményeknek minimum
63,6%-a egyetlen AP, a fennmaradoak pedig izolalt burstok. Ezek alapjan, az izolalt
tranziensek legkisebb kétharmadat valosziniileg egyetlen AP-t valtotta ki, az atlaguk
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pedig a "feltételezett egységnyi” [Ca?*] tranziens. A gyengén expresszalé PS-k (n =
20) paramétereivel és az in vivo elvezetett CA1 PSek tiizelési mintazataival [Ca®*]
fluoreszcens gorbéket generaltam. A “feltételezett egységnyi" és valds amplitadok
nagymértékii egyezése (aranyuk 1,01 + 0,05) a becslési modszer szinte tokéletes
precizitasara utal. Tovabba, kivalasztottam azon [Ca?*] tranzienseket, amelyeket az
MLspike egységnyinek és izolaltnak detektalt abban a visszafejtési forgatokonyvben,
amelyhez a gyengén expresszald sejtek atlagos amplitido, lecsengés, Proniin €s
alapvonali elcstiszas értékeit hasznaltam. Az igy kapott "egységnyinek detektdlt" és a
valds csucs amplitudo aranya 1,08 + 0,17 volt.

A visszafejtési hibarata szignifikansan csokkent (p = 0,01, Friedman
ANOVA teszt) 15,0 + 15,2% -16l 6,3 + 4,9% -ra, ha a ‘feltételezett egységnyi’
amplitadot (Two-Paired Wilcoxon signed rank post hoc teszt: p <0,01), illetve 6,4 +
4,8%,-ra ha az "egységnyinek detektalt" amplitadot (Two-Paired Wilcoxon signed
rank post hoc teszt: p <0,01) alkalmaztam az illesztéshez a tobbi atlagos paraméter
mellett.  Eredményeim aldtamasztjdk a  cstcsamplitidok  variabilitasanak
kulcsfontossagat a tiizelési mintazat visszafejtésének pontossagaban, mig a lecsengési
idéallando, a poniin €s az alapvonali elcstiszasi a hibarata nagyon kis részéért felelosek
(~ 6%).

5. KOVETKEZTETESEK

Disszertaciom elsé részében a célsejt-specifikus neutortanszmitter
felszabadulasi valdsziniiségében 1évé kiillonbségek mechanizmusat vizsgaltam. A
kérdés megvalaszolasahoz el6szor meghataroztam a CA3 PS-k PV7, illetve mGluR 1a*
IN-okkal létrehozott szinapszisainak rovid-tavii plaszticitasat. A CA3 PS
axonvégzGdések extracellularis ingerlésével kivaltott posztszinaptikus serkentd
aramok kiilonb6z6 rovid-tava szinaptikus tulajdonsagokat mutattak (CA3 PS-PV* IN:
depresszalo, CA3 PS-mGlurlo™ IN: facilitalo), melyek kiilonb6z6 kezdeti
felszabadulasi valoszintiségre utalnak. Ezen eredményeim lehet6vé tették e molekulak
(PV és mGluR1a) hasznalatat a nagy, illetve alacsony felszabadulasi valdszinliségii
szinapszisok posztszinaptikus elemeinek megjelolésére.

A CA3 PS lokalis axonvégzddéseiben végzett neuronalis aktivitas-fiiggd
[Ca®*] képalkoté kisérleteim azt mutattik, hogy a [Ca®*] bearamlasa egyetlen AP-ra
jelentésen nagyobb a nagy Fy szinapszisok esetében. A szelektiv N- és P/Q- tipusa
Ca?* csatorna blokkold, ®-CTX MVIIC alkalmazdsaval végzett kisérleteim arra
utalnak, hogy a kiilonbség nem a P/Q és N tipust Ca?* csatornakon bearamlé [Ca®']
sejt-specifikus hozzajarulasabol adodik. Végiil, alacsonyabb Fluo5F koncentracidival
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végzett [Ca®*] méréseim eredményei, arra utalnak, hogy a két szinapszis populacidoban
hasonl6 a [Ca?*] pufferelés mértéke. Ezen eredmények, a kollégaim parhuzamosan
végzett kisérleteivel egyiitt (terminalis térfogat és aktiv zoéna teriilet EM mérése)
kétszer nagyobb funkciondlis Ca?* csatorna-siiriségre utalnak a PV* IN-t beidegzd,
nagy Fvterminalisokban az mGIluR1a" IN-okat beidegz6khoz képest. Ennek ellenére,
Kirizs Tekla, nagyfelbontasii immunjeldlési modszerrel végzett kisérleteiben csak
15% -os kiilonbséget mutatott ki a Ca®* csatorna alegység-stirliségében. Az eltérés arra
utal, hogy a célsejt-specifikus felszabadulasi valoszintiség hatterében [Ca?"] -
csatornak funkcionalis modulaciodja, vagy a kiilonboz6 alegység-osszetétele all (Eltes
etal., 2017).

A szinaptikus sokféleség szerepének vizsgalatat a memoria, illetve a
viselkedési  mintdzatok  kialakulasaban, a jelenleg rendelkezésre  4llo
vizsgalomodszerek korldtozzak. Ezért disszerticiom masodik részében a
legelterjedtebb, optikai mérési technika, a neuronalis aktivitas-fiiggd [Ca?']
képalkotas esetében vizsgaltam e korlatok lehetséges okait.

Eredményeim arra utalnak, hogy az in vivo mért GCaMP6f [Ca?*] tranziensek
csucs amplitiddinak valtozékonysaga nemcsak a valtozo aktivitas kovetkezménye,
hanem az egységnyi [Ca®*] tranziensek cslics amplitiddjanak lényeges sejtenkénti
valtozékonysaga. Bizonyitékot szolgaltatok arra, hogy a GCaMP6f kifejezési szintje
csak részben alapozza meg az in vitro egyetlen AP 4ltal kivéltott Ca?* tranziensek
amplitidéjanak sokszinliségét. Tovabba kimutatom, hogy az egységnyi Ca?*
tranziensek amplitadoja fiigg a sejt korabbi aktivitasatol. Azt is bebizonyitom, hogy a
GCaMP6f Ca?* tranziensek Osszegzése szupralinedris, a szupralinaritisi index
frekvenciafiiggd, és jelentds sejtenkénti valtozékonysagot mutat. Parhuzamosan
végzett kontroll kisérleteim eredményei arra utalnak, hogy a megfigyelt variabilitas és
a szupralinearitds, nem egy a [Ca?"] bedramlasban torténé bioldgiai variabilitas
okozza, hanem a GCaMP6f tulajdonsagainak koszonhetéek. A szimulaciok
eredményei, azt bizonyitottak, hogy az egységnyi amplitudé valtozékonysaga a
legfontosabb hibaforras a tiizelési mintazat visszafejtésében. Végezetiil kidolgoztam
egy megbizhato (atlagos ER ~ 5%) modell-fiiggd és egy modell-fiiggetlen eljarast,
mely a gyengén expresszalo sejtek egységnyi csucs amplitidoinak becslésén alapszik.
Ezen moddszer hozzajarul az in vivo mért fluoreszcencia valtozasokat kivaltd
neuronalis aktivitas pontos visszafejtéshez (Eltes et al., 2019).
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