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Bevezetés

Az agykérgi piramissejtek tobb ezer serkentd
szinaptikus bemenetet kapnak, melyek kiilonbozé tér-idébeli
mintazatokban akitvak. A kiilonbozd bemeneti mintizatok
integraciojat a bemenetek tér-idébeli mintazatdn kivil a
dendritek aktiv (expresszalt ioncsatorndktol fliggs) illetve
passziv (dendritfa morfologiéjatol és
membrantulajdonsagoktol fliggd) jellemz6i hatdrozzak meg.
Attol fiiggden, hogy a mért EPSP milyen viszonyban all az
egyes bemenetek altal kivaltott egyedi EPSP-k matematikai
Osszegével, harom kiloénféle dendritikus integraciés maodot
kulonboztetink meg. Szublineéris integracio, ahol a mert
EPSP amplituddja kisebb, mint az egyedi EPSP-k matematikai
osszege; lineéris integracid soran a két amplitado érték kozel
megegyezik, illetve a szupralinearis integracié, ahol az
aritmetikai 0sszeget meghaladja a mért EPSP. Utébbi akkor
jOhet 1étre, ha kelléen nagy mennyiségii bemenet aktivalodik
egyszerre, melynek hataséara lokalis regenerativ depolarizal6
feszultségvalasz alakul ki a dendritben. Ezeket a dendritikus
eseményeket nevezziik dendritikus spike-oknak, melyek
kozott megkilonboztetiink Na*, NMDAR illetve Ca?" spike-
okat, attol fiiggéen, hogy milyen ioncsatornak felelések a
regenerativ depolarizacié létrejottéért.

A dendritfara jellemz6 elagazodasi struktara felvetette
a lehetéségét annak, hogy az egyes dendritagak 0Onalld
integrécids egységként (kompartmentként) viselkednek. Az
elagazodasi pontok példaul akadalyozzak a regenerativ
fesziltség jelek (pl. Na* spike-ok) més dendritdgakba valo
terjedését. Tovabbd az is bizonyitott, hogy akér rovidebb
dendritszakasz is viselkedhet integraciés kompartmenkeént,
ahol egy csoport szinkron aktiv szinapszis képes NMDA



receptor fiiggd, tovabb nem terjedd lokalis spike-ot kivaltani;
az ilyen spike-ok fontos szerepet jatszanak egyes hosszutavu
potencirozodds  (LTP)  mechanizmusokban. A Kkis
kompartmentek Iétezésére tobb in vivo bizonyiték is talalhat6 a
szakirodalomban, ahol Ca?* képalkotd6 mddszerek segitségével
térben klaszterezett szinaptikus aktivitast figyeltek meg révid
dendritszakaszon (egyéb agyi régiok mellett) fejlédo és feln6tt
hippokampuszban is. Méas tanulmanyok ravilagitottak arra is,
hogy szomszédos szinapszisok, melyek 16 mikromeéternél
kozelebb helyezkednek el egymashoz, nagyobb
valosziniiséggel mutatnak szinkron aktivitast. Funkcionalis
klaszterek mellett megfigyeltek un. plaszticitasi klasztereket
is, melyekben hasonléan kis dendritszakaszokon egymas
kozelében elhelyezkedé Kissz&mU  szinapszis mutatott
0sszehangolt LTP-re utald jeleket.

Az emlitett tanulmanyokban is leirt bemenet-
klaszterekben kisszdmuU szinapszis mutat szinkron aktivitast,
ezért az altaluk kivaltott integralt EPSP-k nem befolyasoljak
hatékonyan a szomatikus kimenetet, igy val6jaban keveset
tudunk a klaszterezett bemenetek lokalis kdlcsonhatésairdl és
hosszutavu hatasairdl. Ezért Kisérleteink elsédleges célja az
volt, hogy in vitro moédszerek alkalmazasaval megértsik a
kiilonb6z6 bemeneti mintdzatok lokalis posztszinaptikus
kolcsonhatasait, és feltérképezzik a lokalis funkcionalis
valtozasokat a ragcsalé hippokampusz CA3-CALl Schaffer
kollaterdlis szinapszisaiban.



Celok:

PhD munk&m soran az al&bbi kérdések megvalaszolasat

tliztem ki célul:

1. Milyen funkciondlis véaltozasok figyelhetéek meg egy
szinapszisban, ha a kozelében elhelyezkedé mas
szinapszisok egyidejiileg aktivak? Hogyan fiugg ez a
kolcsonhatdas a  szinapszisok  dendriten  elfoglalt
poziciojatol?

2. Kialakulhat-e klaszterezett, szinkron aktivalt
szinapszisokban lokalis hosszutavu szinaptikus
plaszticitas? Hogyan fliggenek a plaszticitas szabalyai az
aktiv  szinapszisok szamatol és egymastol vald
tavolsagatol?

3. Hogyan befolyasolja a lokalis plaszticitasi szabéalyokat a
dendritikus integracié moédja, kulonosképpen dendritikus
spike kivaltasa?

Mddszerek

Elektrofiziol6gia: Feln6tt him Wistar patkanyok (7-
11 hetesek) hippocampusab6l 400 pum vastag transzverzélis
szeleteket készitettink. A szeletek készitése sordn az
allatetikai szabalyozasoknak megfelel6en jartunk el.

Az allatokat mélyen bealtattuk 5%-os izoflurannal (~5
percig), majd gyorsan perfundaltuk a sziven keresztil jéghideg
,.szeletvago” oldattal 95 % O, és 5 % CO.-dal buborékoltatva.
A perflzi6 utdn az agyat gyorsan Kivettik, és vibratbommal 400
um vastag szeleteket készitettlink vagooldatban. Ezutan a
szeleteket egy tartokamréaban ACSF-ben inkubdltuk 30 percig
35 °C-on, majd szobahémérsékleten tartottuk. A Kisérletekhez
a szeleteket a mikroszkop alatt elhelyezkedd, sajat készitésii




mérési kamradba helyeztik, ahol a kisérleteket 32-35 °C-o0s
ACSF-ben végeztiik, 95 % O, and 5 % CO--el buborékoltatva.

A sejteket DIC-vel (differential interference contrast)
felszerelt epifluoreszcens mikroszkép segitségével tettik
lathatdva, infravordos megvilagitast és vizimmerzids objektivet
hasznalva (60x vagy 63x). CAl-es piramissejtek sejttestjébol
teljes sejtes current clamp elvezetéseket végeztiink aktiv
,bridge” modban, 3-5 kHz-re szirve, ¢és S50kHz-en
digitalizalva. Patch pipettaink ellenalldsa 2-6 MQ kozott volt,
és a kisérletek soran alacsony CI tartalm( intracellularis
oldattal toltottik meg Oket (pH=7.25) melyhez Alexa Fluor
488 (100 uM) fluoreszcens festéket is hozzdadtunk, mely
segitségével lathatova tettlk a megszart idegsejteket. Ca2*
méréses Kkisérleteinkben az intracellularis oldatban Ca?*
érzékeny OGB-1 (100 uM) valamint Alexa Fluor 594 (50 uM)
fluoreszcens festéket hasznaltunk. Csak azokat a kisérleteket
hasznaltuk fel az analizishez, ahol a soros ellenallas 30 MQ-
nal kevesebb, illetve ahol a CAl-es piramissejtek nyugalmi
membranpotencialja -55 mV-nal negativabb volt.

Két-foton képalkotds és glutamat felszabaditas:
Egy két galvanométerrel ellatott két-foton pasztazd rendszert
hasznaltunk a sejtek image-eléséhez és a glutamat
felszabaditasdhoz. Két ultragyors pulzal6 lézer sugarat
alkalmaztunk, egyet a fluoroférok image-elésére (920nm vagy
860nm), masikat az MNI-kotott L-glutaméat (10mM; puffold
pipetta segitségével juttattunk a szeletre) fotoliziséhez
(720nm) az egyedi dendrit tliskék kdzelében.

A Kkisérletek soran tipikus morfoldgidju, jol
elhatarolhat6 dendrittiiskéket valasztottunk a stimulalédshoz. A
tlskék stimulalasahoz sziikséges glutamat felszabaditast a
dendrittiiskék fejétdl <0.5 um-rel laterlisan végeztik, 0.5 ms




hossz( stimulussal. Az egyes stimulalt dendrittliskéket ugy
valasztottuk ki, hogy a stimulélt pontok kozétt a tvolsag ne
legyen kisebb, mint 1.1 um. Az egyes stimulusok k6zott eltelt
id6 200 ms volt az egyedi EPSP-k mérésénél, és 0.1 ms a
kvazi-szinkron aktivacié esetén, melyet az LTP indukcids
protokoll alatt alkalmaztunk. Az egyedi EPSP-k
amplituddjanak mérésénél 6-12 fesziltség gorbét vettink fel,
minden 5. percben.

Ca? mérés: A kisérletek tobbségében, ahol a dendrit
tliskék Ca?* jel nonlinearitasat mértik, az ACSF 0.5-1 mM
TTX-et tartalmazott, hogy minden dendritikus Na* spike altal
kivaltott nonlinearitast megsziintessiink. A Ca?* mérést kézzel
rajzolt vonal mentén 200-500 Hz-en, 8 ps-os pixel dwell time
mellett végeztiik. A kisérlet elején 2-4 dendrittliskét egyedileg
stimulaltuk (200-305 ms kiilonbséggel), a 1ézer erésséget ugy
allitottuk be, hogy az egyedi EPSP-k fizioldgias
mérettartomanyba essenek, és ennek megfeleld Ca?* jelet
mérjunk. Ezutan a kivalasztott tliskéket ugyanazzal a lézer
erésséggel szinkron aktivaltuk (0.1 ms kiilonbséggel, illetve az
uncaging soran 0.2 ms hosszan stéttink a lézerrel). Azokban
a Kkisérletekben, ahol a proximalis dendritszakaszokon
nagyobb sz&mu dendrittuskét (12 d-tuske) aktivaltunk, az els6é
4 d-tiiske Ca®* jelét mértik. A szinkron stimulacié utan, Gjra
egyedileg aktivaltuk a d-tliskéket, hogy megbizonyosodjunk az
egyedi valaszok megbizhatdsagarol.

LTP kisérletek: A szinapszisok LTP altal okozott
funkcionalis valtozasait 2-foton glutamat felszabaditas
segitségével kivaltott, szomardl elvezetett EPSP-ken mértiik
teljes sejtes current clamp mddban. Olyan kisérleti protokollt
dolgoztunk ki (Weber és mtsai. 2016), amely lehet6vé tette,
hogy a sejtmembran beszakitasa utdn 10 percen belil




elindithassuk az LTP indukciét. A fluoreszcens festékkel elére
feltoltott sejt Gjraszirasa utdn megmértik a nyugalmi
membranpotencialt, és azonnal megkezdtik a tlskék
stimulélasat glutaméat felszabaditds segitségevel. Eloszor 4
szinapszist stimulltunk egyenként (200 ms az egyes
stimulusok kozott) ugy, hogy mindegyik fiziologias méretii
EPSP-t (~0.1-0.9 mV) produkaljon. Ezutdn a betoréstdl
szamitott 10percen belll, a kivalasztott dendrittiiskéket LTP
protokollal stimulaltuk (altaldban 50-szer szinkron aktivaltuk
6ket 3 Hz-en). A homoszinaptikus LTP Kkisérletekben az LTP
indukcios protokoll alatt hasznalt lézer er6 mindig
megegyezett az egyedi tuskék stimulalasainal hasznalt lézer
erével. Ezzel szemben bizonyos heteroszinaptikus LTP
kisérleteinkben a lézer er6t ~15%-kal ndveltik az LTP
indukcits protokoll alatt (hogy noveljik a dendritikus spike
kivaltasanak valosziniiségét), majd a protokoll utdn az
eredetileg kivalasztott négy ,,teszt” szinapszis EPSP amplitudo
valtozésait az eredeti 1ézer er6sséggel monitoroztuk.

Vegyszerek: D-AP5 és NiCl, desztillalt vizben
oldottuk fel, a nimodipint és U0126-ot pedig DMSO-ban. Az
alikvétokat -20 °C-on taroltuk, és a kisérlet napjan oldottuk be
ACSF-be. Az ACSF-be beoldott gatloszereket perfazio
segitségével mostuk ra a szeletre 10-15 perccel a kisérlet
megkezdése elbtt. A nimodipint és Ni?*-t tartalmazé oldatokat
fénytdl védve hasznaltuk.

Szamitogépes modell: Egy biofizikailag részletes
CAl-es piramissejt modellt hasznaltunk, amely képes
reprodukalni bizonyos in vitro kdrilmények kozott megfigyelt
dendritikus tulajdonségokat, mint példaul az akciés potenciél
szomatikus kivaltasat és apikalis fédendriten valo terjedését,
tovabba a lokalis dendritikus Na?* spike-ok generéalasat a




vékony dendrit agakon, a szinaptikus valaszok amplitadoé
eloszlésat, a bemenetek nemlineéris integraciojdt NMDA
receptorokon keresztil és az A-tipusi K* csatornak
dendritserkenthet6séget csokkentd hatasat. A modell in vivo
szeri  stimulus  mintazat  hatasara  hely-szelektiv
tulajdonsagokat mutatott €s a szomatikus potencial aktivitas a
fiziol6gids tartomanyba esett. A szimulaciok a NEURON
szimulacids kornyezetben késziltek.

Eredmények
Kooperativ tiske Ca®** tiuske szignalizacid CAZl-es

piramissejtek dendritjei mentén: Hogy megértsik az
egymashoz kozeli dendrittiskék lehetséges kooperativ
kolcsonhatasainak nem-linearis  kovetkezményeit, elGszor
megvizsgaltuk, hogy milyen az EPSP-k integracioja, illetve a
dendrittiiske Ca?* jel az egyes tlskékben, ha szinkron
aktivalunk kis szinapszis klasztereket (4 szinapszis, 3-5 pum
dendritszakaszon) (Weber és mtsai., 2016). Megmértik az
egyedileg aktivalt tlskéken kapott szomatikus
feszultségvalaszt és tlske Ca?* jel nagysagat, és az egyedi
paraméterek aritmetikai 0sszegét 0sszehasonlitottuk a tliskék
szinkron aktivitasakor mért értékekkel. A kvazi-szinkron
stimulalaskor jelentés nem-linedris Ca?" jel novekedést
mértink a disztalis dendritszakaszokon elhelyezkedd
dendrittiiskékben, mig meglepé modon az EPSP-k integrécidja
linedris maradt. Ugyanezt a  kisérletet  proximalis
dendritszakaszon elhelyezkedd tliskecsoportokon elvégezve
nem kaptunk jelentés Ca®" jel er6sddést, ugyanakkor -
hasonl6an a disztalis dendritszakaszokon megfigyeltekkel - az
EPSP-k integracioja itt is linearis volt.




Az elvégzett kisérletek arra engednek kdvetkeztetni,
hogy a kis Schaffer kollateralis szinapszis klaszterek Ca?
jeleinek kooperativitdsa novekszik a vékony dendritdgak
hossztengelye mentén, és igy a megfigyelt jelenség koveti a
dendritfa passziv impedancia profiljat. Ezzel szemben a
kivaltott EPSP-k integracidja lineéris az egész dendritagon.

Kiilonbozé farmakologiai kisérletekkel, melyekben a
lehetséges Ca?* forrasokat gatoltuk, bizonyitottuk, hogy a
disztalis dendritszakaszokon mérhetd szupralinearis Ca?* jel
er6sodés NMDA receptorok altal szabalyozott.

Osszefoglalva tehdat az  elvégzett  Kisérletek
bizonyitottak, hogy az NMDAR &ltal mediélt dendrittliske
Ca®" jelek érzékenyek az egymashoz kozel elhelyezkedd
Kisszdm( szinapszisok egylttes aktivitasara a disztalis
dendritszakaszokon. A megfigyelt lokalis szupralinearis Ca?*
kooperativitas linearis feszultség integracié mellett alakult ki,
ezért a szomarol mért integralt EPSP-k nem adnak informéciot
a lokalis dendritikus kooperaciérdl, illetve a szinkron aktiv
szinapszisok térbeli elhelyezkedésérdl.

Poziciofliggé kooperativ__szinaptikus  LTP: A
kooperativ dendrittiske Ca?** jel er8sodés felveti annak
lehetdségét, hogy linearis fesziiltség integracid mellett is
kialakulhat klaszterezett szinaptikus plaszticitds. Hogy
megvizsgaljuk ezt a hipotézist, 2-foton glutamat
felszabaditassal stimuldltunk kiilonb6z6 szamu tiiskébdl allo
csoportokat egy LTP indukciés protokollal, melyben a
szinapszisokat szinkron aktivaltuk 50-szer 3 Hz frekvenciéval.
Ezutdn monitoroztuk 4 egyedi tiiske EPSP amplitiddinak a
valtozasait. A  legtbbb  kisérletben  referenciaként




monitoroztunk egy kozeli (<15 pm) dendrittiiskét is, melyet
nem aktivaltunk az LTP protokoll alatt.

Az LTP protokoll alatt stimulalt 4 szinapszis szomardl
mért EPSP-je jelent6s potencirozddast mutatott disztélis
dendritszakaszokon (139+10%-0s novekedés a kiindulasi
EPSP-hez képest, n=17). A referenciaként hasznéalt tiiskében
EPSP ndvekedés nem volt megfigyelhetd sot, kis csokkenés
volt mérheté a kiindulasi EPSP-hez képest, mely bizonyitja,
hogy az altalunk megfigyelt LTP bemenet specifikus.
Hasonldan a Ca? jel amplifikacidjahoz, ilyen Kisérletes
korilmények kozott proximalis dendritszakaszokon nem
alakult ki LTP a stimulélt dendrittliskékben, még 15 tiske
aktivacioja mellett sem.

Farmakologiai kisérletekkel bizonyitottuk, hogy az
altalunk bemutatott kooperativ LTP NMDAR fiiggd, hiszen D-
AP5-6t bemosva eltiint a potencirozodds a disztalis
dendritszakaszokon, a fesziiltségfiiggé Na* csatornak
blokkolésa (1 uM TTX) viszont nem szlintette meg az altalunk
kimutatott homoszinaptikus kooperativ LTP-t.

Regenerativ_dendritikus spike-ok szilkségesek a
hatékony kooperativ_LTP Kialakuldsdhoz proximalis
dendritszakaszokon: Mivel proximalis dendritszakaszokon
kiszob alatti stimulaciés mintdzat (dendritikus spike
kivaltasahoz sziikséges fesziltség kiszob alatti aktivitas)
mellett nem volt megfigyelhetd LTP még nagyobb szamu d-
tlske aktivacidja mellett sem, ezért megvizsgaltuk, milyen
hatast kapunk, ha az LTP protokoll soran dendritikus spike-ot
valtunk ki. Az LTP protokoll alatt felvett feszlltség gorbén
dendritikus spike jelenlétére kovetkeztettink, ha hirtelen gyors
utemii fesziltség ndvekedést lattunk (dV/dt; Na* spike), vagy




ha a mért EPSP amplitid6ja 2 mV-nal nagyobb volt, mint az
egyedi szinapszisokban kivaltott EPSP-k aritmetikai 6sszege
(NMDA spike). Dendritikus spike kivaltasa mellett erételjes
potencirozddast figyeltink meg az &ltalunk monitorozott 4
teszt tlskében (1.98+0.43 a kiindulasi EPSP amplitidéhoz
képest, n=7) és hasonl6 LTP-t mértink akciés potencial
kivaltasa mellett is (2.15+0.44, n=8). A Kkisérletek alapjan
kijelenthetjik, hogy regenerativ feszlltségvalasz (dendritikus
spike vagy visszaterjed6 akcios potencial) sziikséges az LTP
kialakulasahoz proximalis dendritszakaszokon.

A disztélis dendritszakaszokon megfigyelt kiiszob-
alatti LTP figg a koaktiv szinapszisok szamétdl és azok
relativ térbeli tavolsagatdl: A kovetkezd kisérleteinkkel arra
kerestuk a vdlaszt, hogy a disztalis dendritszakaszokon a
megfigyelt kiiszéb alatti LTP kialakulasanak milyen lokalis
feltételei vannak. Hogy megvizsgaljuk, hogy minimum hany
szinapszis  kolcsonhatdsa szilkséges a  potencirozddas
kialakulasahoz, csokkentettilk az LTP protokoll alatt aktivalt
szinapszisok szaméat. Mig harom szinapszis mellett hasonl6
mértékii bemenet specifikus LTP tapasztaltunk (1.32+0.11,
n=14), mint kordbban négy szinapszis esetén, addig két
szinapszis szinkron aktivalasa mellett nem lattunk névekedést
az EPSP amplituddkban (0.81+0.11, n=8).

Ezutan arra kerestlik a vélaszt, hogy a szinkron aktiv
szinapszisoknak — milyen  kozel kell elhelyezkedniiik
egymashoz, hogy LTP alakulhasson ki. Azokban az esetekben,
ahol a stimulalt szinapszisok egymastdl viszonylag tavol
helyezkedtek el (lefedett dendritszakasz: 17.4+0.5 um;
szinapszisok kozott atlagos tavolsag: 5.8+0.2 um) az LTP
indukcios protokollunk nem valtott ki LTP-t (0.91+0.05,




n=21), tovabbd negativ Kkorrelaciot figyeltink meg a
szinapszisok kozti atlagos tavolsdg és az EPSP amplitudd
er6sodés kozott.

A két Kkisérlettel bemutattuk, hogy minimum harom,
térben kis klaszterekben elhelyezkedd szinapszis egylittes
aktivitasa szlikséges a disztalis dendritszakaszokon, hogy
homoszinaptikus kooperativ LTP alakuljon ki regenerativ
dendritikus feszultség esemény nélkdl.

Dendritikus __ spike-ok  kibdvitik _az  LTP
kialakulasdhoz szukséges klaszter térbeli Kkiterjedését a
disztélis dendritszakaszokon: A kovetkez6 kisérletekben arra
kerestik a véalaszt, hogy hogyan valtoznak a disztalis lokalis
plaszticitdsi szabalyok, ha az aktiv szinapszisok egy erds
bemeneti mintazat részei, mely képes dendritikus spike-ot
generdlni. Ezekben a Kisérletekben nyolc szinapszist
aktivaltunk az LTP indukcids protokoll alatt, hogy elérjik a
dendritikus spike-hoz sziikséges fesziiltség kiisz6bot. A térben
klaszterezett bemenet mintzatok esetén minden kisérletben
legalabb egy szinapszisban LTP alakult ki, viszont meglepd
modon sem a plaszticitas eréssége (1.37+0.11, n=9), sem az
LTP-n atesett szinapszisok aranya nem novekedett (47%).

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy a dendritikus spike-ok
milyen hatassal vannak az LTP-hez szilkséges térbeli
kovetelményekre. Ehhez elvégeztik a Kkisérletet térben
szétosztott bemeneti mintazattal is, ahol kiszob alatti
stimulécio nem vezetett hosszU tavu potencirozddashoz. Ilyen
kisérleti elrendezés mellett, a kivaltott dendritikus spike képes
volt a kisérletek jelentds tobbségében (5-bél 4; atlagos EPSP
novekedés: 1.52+0.20) LTP-t generdlni legalabb egy
szinapszisban.




Kordbbi  publikdciokban ~ megmutattak,  hogy
dendritikus spike kivaltasa esetén joval kevesebb elektromos
stimulécié is elég az LTP indukcidhoz annal, mint ami
parositott pre- és posztszinaptikus stimulusokkal altaldban
hasznéalatos. Hogy megvizsgaljuk, vajon esetlinkben is
érvényes-e a megfigyelés, LTP indukciés protokollunkban 50-
rél 5-re csokkentettik a szinkron stimulusok ismétléseinek
szdmat, és alkalmaztuk mind kiiszob alatti, mind pedig erds
bemenet mintazatokon egyarant. A Kkisérletek azt mutattak,
hogy 5 stimulus repeticidé csak azokban az esetekben vezet a
szinapszisok potencirozddasadhoz, ha dendritikus spike is
generalodik (1.50+0.15, n=4), kiisz6b alatti
bemenetmintazatok esetén nem volt megfigyelhetd erdsodés
(0.7940.05, n=5).

A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
dendritikus spike-ok nem feltétleniil szlikségesek az LTP-hez a
disztalis dendritszakaszokon, ugyanakkor lehetévé teszik
egymastol tavolabb elhelyezkedd szinapszisok erdsodését, és
csokkentik a sziikséges szinkron aktivitasok szamat a
kooperativ plaszticitas kialakulasahoz.

Eros bemenetmintiazatok lehetové teszik a lokalis
szinaptikus parbeszédet: A dendritikus spike-ok lokalisan
erdteljes depolarizaciot és jelentés mértékii Ca?* jel
novekedést képesek Kkivaltani, mely lehetdvé teszi olyan
tovabbi szignalizaciés mechanizmusok beindulasat, melyek
nem csak az aktiv szinapszisokra lehetnek hatassal, hanem a
kozelben elhelyezkedd inaktiv szinapszisokra is. Hogy ezt a

lehetdséget megvizsgaljuk, nyolc szinapszist aktivaltunk
egyutt az LTP protokoll alatt, hogy dendritikus spike-okat
valtsunk ki, és négy olyan szomszédos (~20 um tavolsagon



beliil elhelyezkedé) szinapszis amplitddé  valtozasat
monitoroztuk, melyek nem voltak aktivak a protokollunk
soran. Ezek a szinapszisok csak az LTP el6tt (<2 perccel az
LTP protokoll elétt) illetve utan (=5 perccel az LTP protokoll
utdn) voltak stimulalva. Meglep6 eredményt kaptunk, ugyanis
kisérleteink jelentés hanyadaban LTP-t tapasztaltunk a
monitorozott teszt szinapszisokban: a 30 kisérletb6l 20-ban
legalabb egy szinapszis EPSP amplitidéja legalabb 30%-kal
megnétt, tovabba 12 kisérletben az atlagos EPSP amplitudo
valtozas nagyobb volt, mint a kontroll kisérletekben (ahol nem
alkalmaztunk LTP protokollt) megfigyelt széras kétszerese.
Ugyanakkor a homoszinaptikus LTP-hez képest kisebb volt a
megfigyelt hossz(tava potencirozdas (1.25+0.12, n=30).

Hogy jobban megértsiik a kivaltott heteroszinaptikus
LTP-t, megvizsgaltuk, vajon akkor is megfigyelhet6-e ilyen
hatas, amikor az LTP indukci6 alatt aktivalt tliskecsoport és a
teszt tlskék két egymashoz kozel elhelyezkedd, de kilén
dendriten helyezkednek el. Ebben az esetben azonban nem
alakult ki LTP (0.77+0.05, n=6) a teszt tliskékben, hasonléan
az LTP protokoll nélkili  kontroll  kisérletekben
tapasztaltakhoz (0.86+0.05, n=11). Ezekbdl a kisérletekbol
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a heteroszinaptikus
LTP-ben intracelluléris szignalizacids Utvonal jatszik szerepet
és csak az aktivalt dendritben alakul ki. Az eredmény tovabba
kizarja annak lehet6ségét, hogy a heteroszinaptikus LTP-n
atesett szinapszisokat az LTP protokoll alatt szétdiffundalo
glutamat aktivalta volna.

Egy lehetséges alternativ magyarazat, hogy az LTP
alatt kivaltott tobb dendritikus spike megvaltoztatja a stimulalt
dendritag elektromos tulajdonsagait, igy val6jaban nem LTP
miatt mériink nagyobb amplitiddkat a szméan, hanem mert a



dendrit serkenthetdsége ndvekedett. Noha ez ellen szolt az a
megfigyelésiink, miszerint a dendritikus spike-ok eréssége
(dVv/dt) a szdman nem valtozott a kisérleteink alatt, Ujfalussy
Baldzs munkatarsam egy CAL piramissejt részletes biofizikai
modellel (1-30 serkenté szinapszis stimuldlas mellett) is
megvizsgalta, hogy megfigyelésiink magyardzhaté-e a
dendritikus excitabilitds véltozasdval. Ha a modellben
valtoztattuk a dendrit passziv paramétereit (lokalis membran
ellenéllast ndveltiik [Rm] és az axidlis ellenallast csokkentettik
[Ra]), akkor tapasztaltunk ugyan EPSP novekedést, viszont
novekedett a dendritikus spike-ok dV/dt-je is, ami viszont a
kisérleteinkben nem volt megfigyelhetd. Ha noveltiik a dendrit
serkenthetdségét az aktiv K* csatornak csokkentésével, akkor
novekedett a dendritikus spike dV/dt-je, de az EPSP
amplitadék nem. Ezekkel szemben az AMPA konduktancia
40%-0s novelésével sikertlt novelni az EPSP amplitudoét
anélkil, hogy valtozott volna a dendritikus spike-ok eréssége.
A modell tehét igazolta, hogy a kisérleteinkben bemutatott
EPSP amplitado ndvekedést valdszinlileg nem magyarazza a
dendritikus serkenthetéség valtozasa, hanem szinaptikus
mechanizmusok allnak mdgotte.

Koréabbi kisérletekben megmutattak, hogy egy LTP-n
atesett szinapszis lecsokkenti a plaszticitashoz szlikséges
klisz6bot par perc erejéig a szomszédos szinapszisokban, azaz
azok gyengebb ingerlés hatésara is potencirozédhatnak. Ezért
felmeriilt a lehetésége annak, hogy az altalunk megfigyelt
heteroszinaptikus plaszticitas kialakulasahoz hozzajarulnak
azok a gyenge ismételt stimulusok, melyeket a teszt
szinapszisainkon  alkalmazunk az = EPSP  valtozés
monitorozasahoz. Mivel az LTP protokoll elbtt a teszt
szinapszisok kiilonb6z0 szdmu stimulust kaptak, el6szor



megvizsgaltuk, hogy ezek a stimulaciok hatéassal lehetnek-e a
heteroszinaptikus LTP kialakulasara. Béar nem talaltunk
korrelaciot az LTP el6tti stimulaciok €s az egyedi
dendrittliskekben megfigyelt LTP nagysaga kozott, azonban
amikor két csoportra osztottuk a tiiskéket aszerint, hogy hany
stimulust kaptak (median alapjan, <15-6t illetve >16-ot), egy
olyan trend volt megfigyelhetd, ahol a kevesebb stimulaciot
kapo dendrittiiske csoportban kevesebb szinapszis erésodott,
és a potencirozddas mértéke is kisebb volt (1.02+0.08; n=50;
tlskék 22%-a potencirozddott), mint azon tliskék esetében,
ahol a stimulus szdm 16-nal tébb volt (1.43+0.13, n=63;
tliskék 40%-a potencirozddott). Valoszinii tehat, hogy az LTP
elétti szinaptikus aktivitas hozzajarul a heteroszinaptikus
plaszticités kialakulasahoz. Azt is megvizsgaltuk, hogy az LTP
indukcios protokoll uténi teszt stimulaciok hozzéjarulhatnak-e
az LTP kialakulasahoz, ezért felfuggesztettilk a stimuléciot 30
percre. Ez azonban nem befolydsolta a heteroszinaptikus
plaszticitast (1.26£0.11; n=14, tliskék 42%-a potencirozodott).

A heteroszinaptikus L TP biofizikai mechanizmusa:
Az éltalunk megfigyelt heteroszinaptikus LTP NMDA
receptor fiiggd, mivel D-AP5-tel blokkolva nem alakult Ki
potencirozddas (50 uM; 0.90+0.07, n=10). A fesziiltségfliggd
Ca?" csatornak gatlasa (100 uM Ni?* és 10 uM nimodipinnel)
szintén megsziintette a hosszii tavli  potencirozodast
(1.07+0.05, n=8), azonban érdekes moddon lattunk kezdeti
EPSP ndvekedést, ami a kisérlet végére visszatért a kiindulasi
EPSP amplitido érték kozelébe. Tehat a fesziiltségfiiggd Ca?*
csatorndk nem  szllkségesek a szinapszisok  kozotti
»~parbeszédhez”, viszont szerepet jatszhatnak a stabil LTP
kialakitasaban. Végul, mivel a szakirodalom alapjan a




heteroszinaptikus LTP kialakulasaban fontos szerepet jatszhat
a MEK/ERK szignalizciés utvonal a kis GTPazokon
keresztil, ezért ezt is gatoltuk az U0126-tal, mely hatékonyan
megsziintette az LTP kialakulast (20 uM; 0.88+0.05, n=9).

Osszefoglalva tehat a dendritikus spike-ot Kivaltd
lokélis bemenet mintazatok képesek kivaltani térben kdzeli
szinapszisok heteroszinaptikus potencirozédasat, ami kevéshé
hatékony, mint a homoszinaptikus LTP, valamint NMDAR és
MEK/ERK jelatviteli utvonal altal mediélt.

Kovetkeztetések

In vitro és in silico modszerekkel feltérképeztik a
térben egymashoz koézeli szinapszisok kozti kdlcsdnhatasokat
a CAl-es piramissejtek szoma kozeli dendritjei mentén.

Megmutattuk, hogy kisszamu klaszterezett bemenetek
klszOb-alatti aktivacidja kooperative NMDA receptor fliggd
szupralinearis Ca?* jel novekedéshez vezet a szinkron aktiv
dendrittiiskékben, azonban ez az amplifikacidé csak disztalis
dendritszakaszokon volt megfigyelhetd, proximalisan nem.

A megfigyelt jelentés Ca?* jel novekedés alapjan
megvizsgaltuk a  disztdlis  dendriteken  elhelyezkedd
szinapszisok plaszticitdsat. Ehhez szinkron stimuléltunk 3-4
szinapszist 50-szer 3Hz-en 2-foton glutamat-felszabaditas
segitségével, mely stimulus mintazat kooperativ, bemenet
specifikus LTP-hez vezetett az aktivalt szinapszisokban. A
Ca?" jel amplifikaciéhoz hasonléan a kiiszob alatti kooperativ
LTP is kovette a dendritfak impedancia profiljat. Az aktiv
szinapszisok kozotti tavolsagnak nagyon kicsinek kell lennie
(£~5 pm), ami arra utal, hogy nagy mennyiségli lokalis
intracellularis Ca?* sziikséges a szinaptikus potencirozédas
kialakulasahoz.




Dendritikus  spike  kivaltasara  képes,  erds
bemenetmintdzat hasznalata esetén  bizonyos lokélis
szinaptikus szabalyok moddosultak. El6szor is megmutattuk,
hogy proximélis  dendritszakaszokon  szikségesek a
regenerativ feszlltségjelek az LTP kialakuldsahoz. Disztalis
dendritszakaszokon dendritikus spike kivaltdsa mellett ugyan
nem tapasztaltunk novekedést az LTP nagysagaban, azonban
lehetévé tették egymastol tavolabb elhelyezkedd szinapszisok
er6sodését is, kibévitve a lokalis LTP-t dendritag-specifikus
forméara. Tovabbad a dendritikus spike-ok Kkivaltasaval
kevesebb ismétlés szam (50 helyett 5 ismétlés) is elegendd
volt az LTP protokoll alatt a potencirozodas kivaltasahoz.

A dendritikus spike-ok kivaltasaval tovabba nem csak
homoszinaptikus LTP-t valtottunk ki, hanem bizonyos
esetekben a kozelben elhelyezkedé nem aktivalt szinapszisok
er0sodését is, ami heteroszinaptikus LTP-re utal. Ez a tipusd
LTP kevéshé volt hatékony, mint a homoszinaptikus LTP, de
el6fordulasa magasabb volt, mint véletlen valdszinliség. Az
altalunk bemutatott heteroszinaptikus LTP NMDA receptor
fliggd, és a MEK/ERK szignalizacios ttvonal altal medialt,
tovabba adataink arra utalnak, hogy a fesziltség-fiiggd Ca®*
csatornaknak szerepe lehet a potencirozodas stabilizasaban.
Tovabba in silico CAl-es piramissejt modell segitségével
bebizonyitottuk, hogy a heteroszinaptikus LTP alatt mért
EPSP amplitiddk ndvekedése nem magyarazhat6 az altalanos
dendritikus serkenthetdség novekedésével.
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