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1. BEVEZETES

Az 0Osszetett viselkedésmintazatok kialakuldsdhoz
gyors ¢és hatékony informéciofeldolgozasra van sziikség,
amit az emlds agy specializalt neurondlis haldzatok
kozotti preciv kommunikacioval valdsit meg. Ezeket a
halozatokat szamos eltérd sejttipus épiti fel, melyek az
egyedi szinaptikus kapcsolatsdguknak koszonhetden
eltéré funkcionalitdssal birhatnak. A héloézatokat alkotd
épitéelemek szdma azonban teoretikus felsd hatart szab
az idegrendszer valaszadasi lehetdségeinek, melyet az
agyunk sejttipusok kozti és sejttipusokon beliili
diverzitasokkal hidal at. A neuronalis diverzitas jol
dokumentéalt a helyi halézatok kapcsoltsagi és
szubcellularis szintjén 1is, ami terjedhet a sejtek
nyulvanyainak szdmatol, hosszatol és komplexitasatol a
passziv ¢és aktiv elektromos tulajdonsagaikig is. A
heterogén anatomiai ¢és funkciondlis tuljadonsagok
valtozatos  informaci6  feldolgozéasi  lehetdségeket
biztositanak az egyes sejtek szdmara, ami hozzajarul
ahhoz, hogy az idegrendszeriink megfelelden valaszoljon
a kornyezetiinkbdl beérkezd ingerekre. Ennek fényében
ahhoz, hogy megismerhessiik a kdézponti idegrendszer
miikodését és az egyes agyi régiok élettani szerepét,
fontos hogy pontosan megismerjilk a halézatokban
jelenlévd  sejttipusok  diverzitdsat és  szinaptikus
kapcsoltsagat.

A doktori tanulményaim sordn a hippokampusz
sejtjeinek heterogenitasait tanulmanyoztuk. Ez az agyi
régid alapvetd szerepet jatszik bizonyos tanuldsi
folyamatokban, a memorianyomok kodolasaban ¢és
tarolasaban, illetve a térbeli tajékozodasban is.



Az els6 munkdm sordn megvizsgaltuk a
hippokampalis elére csatold gatlas kapcsoltsagat egyedi
sejtek szintjén. Az elére csatold gatlas kapcsoltsagi séma
szamos kérgi halozatban nélkiilozhetetlen a pontos
informaciotovabbitdshoz. A hippokampalis CA3 régid
beidegzése a girusz dentatusz (GD) altal egy klasszikus
elére csatold gatld halozat az anatdmiai és fiziologiai
sajatossagait tekintve, mivel a GD f0sejtjeitdl érkezo
axonok, a moharostok eltérd tulajdonsdgu kapcsolatokat
alakitanak ki a CA3 régio gatlo és serkentd sejtjeivel.
Roviden Osszefoglalva, a moharost axonok szokatlanul
nagy axon terminalisokkal lépnek kapcsolatba a CA3
régiod serkentd piramissejtjeivel. Ez a kapcsolat erds és
facilitaciot mutat. Igy piramissejteket hatékonyan tudja
kisiitni a hosszabb moharost aktivitas. Ezzel szemben, a
moharostok depresszald kapcsolatokat alkotnak a gatlo
sejtekkel, hagyomanyos, kis méretli axonterminalisokon
keresztiil. Az utobbi kapcsolatok is megbizhatdak és tobb
mint tizszer gyakrabban fordulnak el6, mint az oOrids
méreti moharost terminalisok. Igy habar a CA3 régio
erds serkentést kap a GD-bdol, a moharost palya
aktivacidja hatékonyan hozza miitkodésbe a CA3 régio
helyi gatlo sejtjeit, ami a tovabbitott informacid preciz
szabalyozasat  teheti  lehetdvé. Kulcsfontossag
megismerniink hogy az elére csatolo gatlas milyen
modon szervezddik az egyes sejtek szintjén, figyelembe
véve, hogy a kiilonb6zd kapcsoltsagi sémak nagyban
eltérd funkciot eredményezhetnek.

A masodik munkdm soran az elére csatold
gatlasban részt vevé CA3 gatlo sejtek funkciondlis
sokszinliségét vizsgaltuk. Ismert, hogy a
hippokampuszban szamos kiilonb6zd sejttipus talalhato,
melyek eltérd szerepet toltenek be a haldzatban részt
vevo sejtek aktivitasanak szabalyozasdban. Az elmult



évtizedek anatdmiai és fizioldgiai munkdi révén ma mar
jol ismert a gatld sejttipusok sokszintisége. Azonban az
elmult években kifejlesztett egy sejt teljes RNS
allomanyat vizsgélni képes technoldgidk azt sugalljak,
hogy a gatlé sejttipusok szama lényegesen magasabb,
mint azt eddig gondoltuk. Tehat a hagyomanyos ¢és
transzkriptomikai kategoéridk kozott még nem teljes az
0sszhang. Az érdeklddésiink kozéppontjaban a CA3 régio
egyik legsoksziniibb gatld sejttipusa a kolecisztokinint
kifejez6 interneuronok (CCK+IN) alltak. Ezek a sejtek
heterogén anatomiai sajatossagokkal rendelkeznek mind
axonalis arborizaciojuk, mind molekularis Gsszetételiik
tekintetében. Azonban az in vitro mért tiizelési
viselkedésiik nagyban megegyezik. Mindemellett, in vivo
mérések azt mutattak, hogy egyes CCK+IN-k kiilonb6z6
halézati  oszcillaciok alatt  aktivak. Ezeknek a
komplexitasoknak koszonhetéen a CCK+IN-k idedlisak a
sejttipusok kozotti hatarok feltérképezésére egy tagabb
szemszOgbol, mely figyelembe veszi a sejtek genetikai
allomanyat, molekularis 0Osszetételét, morfologiajat,
serkenthetdségét ¢és az egyes haldzati funkciokban
betoltott szerepliket is.

A doktori munkdm soran végzett kutatdsaim
patch clamp elektrofiziolégiai méréseken alapulnak,
gyakran kis méreti neurondlis nyulvanyokbol, amely
szdmos tehcnikai limitaciotol szenved. A harmadik témam
soran szamitdogépes szimulaciokkal szamszerlsitettiik a
patch clamp mérések hibait és kerestiink lehetséges
korrekcidos  eljarasokat. Ennek a  kérdésnek a
megvalaszolasdhoz figyelembe kell venniink az egyik 6
korlatold tényezdt, a patch pipetta passziv fizikai
tulajdonsagait, melyek jelenléte kétféle képen képes
megvaltoztatni a mért jelek alakjat: egyrészt a pipetta
kapacitas és ellenallas egy alul-atereszto sziir6t alkot, ami



a gyors jeleket csokkenti (sziir6 hatds), masrészt a passziv
pipetta komponensek jelenléte kozvetleniil
befolyasolhatja a struktura elektromos kornyezetét, igy
annak jelgeneralasat is (megfigyeld hatas). Elméletileg
azonban lehetséges a nativ jelek visszanyerése erdsen
torzitott potencial mérésekbdl is, ha ismert a bioldgiai
struktura ~ pontos  morfolégidja és  elektromos
tulajdonsagai, tovabba feltérképezett a mérési miiszerek
fenomenologikus viselkedése.

2. CELKITUZESEK

I/1. A doktori munkam elsé célja az volt, hogy
feltarjuk a GD {6 sejtjeitdl érkezd eldre csatold galtés
kapcsoltsagi sémajat a CA3 piramissejtjeire egy sejt
szinten.

A doktori értekezésemben bemutatott masodik
munkdmban a hippokampdlis CA3 régi6 CCK+ gatld
sejtjeinek funkciondlis sokszinliségét vizsgaltuk meg. A
kutatas sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

II/1. Milyen funkcionalis kiilonbségek talalhatoak a CA3
régoi CCK+ gatlo sejtjei kozott széles fiziologiailag
relevans membranpotencial (MP) tartoményokban?

II/2. Milyen ion csatorna konduktancidk felelések az
CCK+IN-k eltérd serkenthetoségéeért?

11/3. Hogyan viselkednek az eltérd
serkenthet6ségiCCK+IN-k realisztikus idegsejt halozat
aktivitasok alatt?

II/4. Milyen molekuléaris eltérések szolgalnak a CCK+IN-
k eltérd serkenthetdségének alapjaul?



Végezetiil megvizsgaltuk a patch clamp fesziiltség

mérések megbizhatdsagat kis méretli strukturak esetén.
Az alabbi kérdések megvalaszolasat tiztiik ki célul:
IlI/1. Visszanyerheté-e a nativ fesziiltség jel a
mérdmiszerek  viselkedésének és a  struktra
III/2. Mi a sziird hatas és a megfigyeld hatds fiiggetlen
szerepe a fesziiltségjelek mérési hibajaban?

3. MODSZEREK

3.1 Szelet készités és elektrofiziologia

Kérdéseink kisérletes megvalaszolasdhoz nemtdl
fiiggetlentil 21-36 napos Wistar patkanyokat hasznaltunk
fel. Az allatokat izofluran altatas alatt dekapitaltuk, majd
kiemeltiik az agyat a koponyabdl, €s olyan 350 pm vastag
szeleteket készitettliink, amely tartalmazta a hippocampus
régiot. A szeleteket egy felsdallasu mikroszkophoz
kapcsolt szelettarto kamraban rogzitettiik, melyben 1-2
ml/perc-es ataramlasi sebesség mellett folyamatosan
keringett az elvezetd oldat. A kisérleteket az allatok
¢lettani testhomérsékletéhez kozeli homérsékleten (35
C°-on) végeztikk. A célzott elvezetésekhez infravords
differencial interferencia kontraszt vide6-mikroszkopiat
hasznaltunk. A patch clamp pipettdkat boroszilikat
iivegkapillarisokbol készitettik és K-gliikonat alapt
intracellularis oldattal toltottiik fel.

Szamos eltér6 patch clamp konfiguraciot
hasznaltunk fel kisérleteink soran a vizsgalt kérdés és
szubcellularis nyulvany méretének fliggvényében. Az
elsé témam soran paros elvezetéseket végeztiink a CA3
régid piramissejtjeibdl ¢és CA3-beli szemcsesejtek



sejttestjébol, vagy kozvetleniil a preszinpatikus moharost
axonok nagy méretli terminalisaibol a stratum lucidum
régidban. A preszinaptikus akciés potencidlok kivaltasa a
nagy méretli termindlisok membranjanak betorése nélkiil
(,,cell-attached” konfiguracid) torténtek, majd a teljes-sejt
elvezetések soran intracelluldrisan jeloltiik Oket késdbbi
morfoldgiai vizsgalatokhoz. A sejttestbol (elsé ¢és
masodik téma) és az axonbol (harmadik téma) végzett
fesziiltség-mérések  sordn a  sejtek  emelkedd
aramlépcsokre adott fesziiltség valaszai minden esetben
felvételre keriiltek. A masodik bemutatott kutatdsi téma
soran a CCK+IN-k MP-fliggé aktivitasat vizsgaltuk, igy
ezeknél a méréseknél két kiillonb6z6 MP-on vettiik fel a
sejtek tiizelési mintazatat.

Szomatikus és dendritikus aktiv konduktancidkat
teljes-sejt arammérésekkel, izolalt szomatikus membrant
tartalmazé nukledlt patch mérésekkel és outside-out
mérésekkel (masodik téma) vizsgaltuk meg. Ezen
mérések sordn a fesziiltség protokollok ugy voltak
kialakitva, hogy az inaktivalodé kalium &dramok
aktivacios és inaktivacios kinetikajat és MP fliggését is
feltérképezhessiik.  Rdviden, a  sejteket  vagy
membranokat -120 mV-on tartottuk 300 ms-on keresztiil,
majd pozitivabb aramlépcsdket injektaltunk a sejtbe (-120
és -20 mV kozotti tartomanyokon 300 ms hosszan az
aram kinetikjanak ¢€s az aktivaci6 MP fliggésének
vizsgalatahoz). Végezetiil a sejtek -30 mV-ra lettek
Iéptetve 100 ms-on keresztiil (a inativaci6 MP-
fiiggésének vizsgalatdhoz). A kalium aram mérések a
passziv aramok levondsaval torténtek a mérés kdzben a
P/-4 protokoll segitségével.

3.2. Szamitogépes modellezés



A modellezést a NEURON 7.5 ¢és 7.6-0s
szimulacios kornyezetben végeztik. A masodik téma
soran morfologiai rekonstrukciokat készitettiink ot
CCK+IN-b6l  ahhoz, hogy feltérképezhessik az
inaktival6dé kaliumaramok eltérd tulajdonsigainak
hatasat a sejtek viselkedésére. Két kalium konduktancia
modellt alkottunk olyan teljes-sejt fesziiltségmérések
alapjan, melyek egy specifikus Kv4.2 és Kv4.3 csatorna
blokkold jelenlétében késziiltek, tovabba dendritikus és
szomatikus outside-out patch mérések alapjan Utobbiakra
az inativalodé  kéliumaramok szomato-dendritikus
eloszlasanak feltérképezése végett volt sziikség. Elso
lépésként egy alacsony fesziiltségen aktivalodd és
inaktivalodé  kdliumaram modellt készitettink a
hagyomanyosan tiizeld6 CCK+IN-k mérései alapjan (lasd
eredmények). Ezt a konduktancia modellt felhasznalva
egy masodik, kiegészitd konduktanca modellt hoztunk
1étre, mely az elsével egyiittesen képes volt a rektifikalo
sejtekb6l  mért 4dram  és  fesziiltség  mérések
reprodukalésara (lasd eredmények). A modelleket tovabbi
aktiv konduktancidkkal egészitettiik ki az irodalom
alapjan a CCK+IN-k fesziiltségvalaszainak
modellezéséhez. Az elkészitett egy-sejt modellek
szomato-dendritikus  felszinén serkenté ¢és  gatlo
szinaptikus  bemeneteket  helyeztink el, melyek
amplitidoja méréseinken alapult ¢és  1dozitésiiket
meghatdrozott  halézati  oszcillacios  frekvencidk
szimulalsara allitottuk be. Ahhoz, hogy
megvizsgalhassuk a két kélium konduktancia modell
hozzajarulasat a CCK+IN-k viselkedéséhez, minden
szimulaciot két alkalommal futtattunk le. A két futtatas
csak abban kiilonbozott, hogykdlium konduktancia
modelleket kicseréltik, majd a sejtek tiizelési
tulajdonsagait 6sszehasonlitottuk.



A harmadik téma sordn az elvezetett moharost
axon nativ elektromos viselkedését négy egymast koveto
Iépésben nyertiik vissza. Eldszor a fesziiltség méréseink
alapjan meghataroztuk a mérd pipetta passziv
tulajdonsagait. Kovetkezd 1épésként a mérd miiszerek
axon részletes morfologiai modelljéhez visszanyertiik a
biologiai struktira passziv elektromos tulajdonsagait és a
pipetta és a sejt kozott fellépd soros ellenallast (Raceess) @
fesziiltség méréseink alapjan. Az axont a aktiv natrium és
kaliumcsatorna  modellekkel  lattuk el, melyek
tulajdonsagai szabadon allithatok a mérési fesziiltségjelek
alakjanak reprodukalaséhoz.

3.3 Az erosit6 modell

A patch clamp  erdsitd  viselkedésének
feltérképezéséhez harom kiilonboz6 teszteld
konfigurdcioban  végeztik méréseket, melyek a
NEURON szimulacios kornyezetben linearis aramkori
elemekbdl ¢épitett modell finomhangolasara lettek
felhasznalva. Az els6 teszt soran a valds fesziiltség méro
aramkor valaszait mértiikk nyilt aramkorként, elektroda
tartd, pipetta és foldelés nélkiil. Ez a konfigurécid
lehetové tette a frekvencia gyorsitdo aramkori elem és a
fesziiltség méréd rendszer kapacitds kompenzald
aramkorének a leirasat. Hasonld nyilt aramkor nem
hasznalhat6 aram mérések esetén, igy a kort egy ismert
ellendllassal zéartuk a madasodik teszt aramkorben. A
harmadik konfiguradcioban egy moddositott 1U modell
sejtet (Molecular Devices) hasznaltunk fel, ami a sejt és a
pipetta passziv elektromos aramkorét reprezentalta egy
adott ellenallassal és kapacitorral, igy alkalmas wvolt
teljes-sejt elvezetések szimulalasara.



4. EREDMENYEK

4.1 Véletlenszeriien rendezodo elore csatolé gatlas
egyedi szemcsesejtekrol CA3 piramissejtekre (I/1.
kérdés)

A DG-bol a CA3 régidba érkezd eldrecsatold
gatlas lehetséges kapcsolati sémainak elkiilonitéséhez
diszinaptikus gatld eseményeket (diIPSC) vezettiink el
piramissejtekbdl egyetlen moharost bemenet aktivalasnak
hatasara. Ezek a  dilPSC-k a moharost bemenetnek
stimulalasabol fakaddé megbizhatd aktivalodasat jelzik
egy altalunk nem elvezetett lokalis gatlo sejtnek. A kisiilt
interneuron kovetkezd 1épésként karakterisztikus gatlast
biztosit a piramissejt szamdara egy olyan idéablakban, ami
konzisztens két szinaptikus Iépéssel (2-7 ms). A
monoszinaptikus serkentés ¢és diszinaptikus gatlas
jelenléte egy piramissejten tehat egy olyan kapcsolati
rendszer jelenlétét mutatja, melyben a stimulalt moharost
bemenetet ad mind a piramissejtre, mind egy olyan gatlo
sejtre, amely gatolja a kozvetlenill serkentett
piramissejtet.

Miutan az elvezetett piramissejteket két csoportra
osztottuk az alapjan, hogy kaptak-e kozvetlen serkentést
az altalunk stimuldlt moharostrol azt talaltuk, hogy a
dilPSC-k valoészinlisége hasonlo volt a két piramissejt
csoportban (5 dilPSC kapcsolat a 42 tesztelt, kdzvetlentil
serkentett parbol, 11.9%; 34 dilPSC kapcsolat 321
tesztelt, kozvetlen serkentést nem kapo parbol, 10.6%). A
hasonlé kapcsolati aranyok azt jelentik, hogy a
kozvetlentil serkentett ~ piramissejtek  nincsenek



megkivélve, sem preferdlva az egyetlen moharost
bemenet altal kivaltott eldre csatold gatlas altal. Ez
konzisztens az eldre csatold gatlas véletlenszeri
rendezddésével egyedi moharost bemeneteket tekintve,
ami lehetdvé teszi a CA3 régio altalanos aktivitdsanak
modulalasat a GD allapota alapjan.

42 A CA3 régioban talalhat6é CCK+IN-k fele
allapotfiiggo tiizelési aktivitast mutat (II/1. kérdés)

A CA3 régidban  talalhat6 ~ CCK+IN-k
funkcionalis sokszintiségét tanulméanyozéasahoz
kiilonbozoé  allapotokban  vizsgaltuk meg a tiizelési
karakterisztikajukat. Az elvezetett sejtek két kiindulasi
MP-rol lettek stimuldlva ndévekvd aramlépcsokkel a
tiizelési mintazatuk allapotfliggésének feltérképezéséhez;
egy enyhén depolarizalt MP-r6l (-60 - - 65 mV-os
tartomanyban, a nyugalmi MP: -64.7 £ 0.4 mV) és egy
hiperpolarizalt mMP-r6l (-75 és -80 mV kozott). Amikor
a tiizelési karakterisztika depolarizadlt MP-on volt
vizsgéalva, az elvezetett sejtek a CCK+IN-ra jellemzd
akkomodalo tlizelést mutattak. Ezzel szemben, amikor a
sejtek hiperpolarizalt MP-r6l voltak stimuldlva, az
elvezetett sejtek felében az akcids potencidlok (AP-k)
gatolva voltak a tiizelési mintdzat elején (atlagosan 252 +
15 ms hosszan). Ezekre a sejtekre TOR sejtként
hivatkozunk (a tranziens kimend rektifikacid6 angol
roviditéseként). A sejtek masik fele az RS nevet viseli
(regular spiking), tekintettel hagyomanyos tiizelési
mintazatukra, ami nem mutatott MP-fiiggést.

Kovetkezo 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy a
két tiizelési karakterisztika Osszefliggésbe hozhaté-e a
CCK+IN-k  kordbban ismert diverzitasaival. Az
eredményeink azt mutattdk, hogy a CA3 régid
kosarsejtjei, moharost asszocialt sejtjei ¢€s Schaffer



kollateralis asszocialt sejtjei kdzott megtalalhatok mind a
TOR, mind az RS tiizelési fenotipussal rendelkez6 sejtek.
Tekintettel arra, hogy a CCK+IN-k egyes csoportjai
eltéréen  fejeznek ki bizonyos  molekulékat,
megvizsgaltuk a sejtek molekularis Osszetételét egy-sejt
RNS szekvenalas modszerével. Mind az mRNS adat,
mind az validdldsra hasznalt immunhisztokémia azt
mutatta, hogy a két tiizelési fenotipus nem kapcsolhato
0ssze a CCK+IN-k kordbban ismert alcsoportjaival.

4.3 Alacsony fesziiltségen aktivalodo kaliumcesatornak
(Isa) eltéré tulajdonsagai allnak a CCK+IN-k
heterogenitasanak hatterében (I1/3. kérdés)

A két eltérd tiizelési aktivitas hatterében 4llo
konduktancidk feltérképezését tiztik ki kovetkezd
1épésként. A figyelmiink kdzéppontjaban az AP kiiszob
kozelében aktivalodd kaliumaramok alltak a tiizelési
mintazat kimend rektifikdcidja miatt. A méréseink azt
mutattdk, hogy a TOR sejtekben nagy mennyiségii
inaktivalodoé kaliumaram taladlhato a kiiszob-potencial
alatt, szemben az RS sejtekkel, melyekben lényegesen
kevesebb, pozitivabb MP-on aktivalodd tranziens
kaliumaramot mértiink. Fontos kiemelni, hogy az Isa
inaktivacidos gobeéjébol kideriilt, hogy a TOR sejtkeben
ezek az dramok nagyrészt elérhetdek hiperpolarizalt MP-
on (91.3 = 1.6% -80 mV-on), ahol a tiizelési mintdzat
gatlasat kimutattuk. Azonban -60 mV-on, ahol a tiizelés
rektifikacidja nem volt szdmottevd, a kimend aramok
jelentds része inaktivalodott (35.7 £ 3.4% volt elérhetd).
Ezen tulajdonsdgainak koszonhetéen az Isp dramok
jelenléte megmagyarazza a TOR tiizelési fenotipust.

4.4 A TOR sejtek szelektiv csendesitése az Iga altal egy
sziik oszcillacios tartomanyban (I1/3. kérdés)



A teljes-sejt elvezetéseink és az Iga feltérképezett
szomato-dendritikus eloszldsa alapjan realisztikus tobb-
kompartmenses egy-sejt CCK+IN modelleket
készitettlink, melyek képesek voltak a TOR ¢és RS
tiizelési aktivitas in silico reprezentdlasdra.  Ezen
modelleket felhaszndlva szimuldltuk a két tiizelési
fenotipus  aktivitdsat in vivo-hoz hasonld haliizati
oszcillacios koriilmények kozott. Amikor
Osszehasonlitottuk a TOR vagy RS Isa modelleket
tartalmazo sejtek atlagos tiizelési frekvencigjat azt
talaltuk, hogy a két modell tiizelési aktivitdsa nagyrészt
megegyezik.  Azonban egy  szllk  oszcillacios
tartomanyban (8-15 Hz) a CCK+IN-k aktivitdsa
lecsokkent amikor a modelleket a TOR sejtekre jellemz6
Isa konduktancidval lattuk el. Ez a csendesités atlagosan
39.1 £ 0.6 %-al kevesebb AP-t jelent a TOR sejtek
esetén. Osszegezve tehat azt talaltuk, hogy az Isa dramok
eltéré tulajdonsagai elegenddek az egyes, maskiiloben
azonos neurondlis csoporthoz tartozo sejtek eltérd
funkcionalitasanak kialakitasdhoz.

4.5 A CCK+IN-k funkcionalis specifikacidojat eltéro
Kv4.3 kaliumcsatorna jarulékos alegység tartalom
hatarozza meg (I11/4. kérdés)

A  CCK+IN-k eltéré tiizelési fenotipusainak
hatterében all6 molekuléris kiilonbségek vizsgalatat a
kaliumaramok farmakologiai elkiilonitésével kezdtiik.
Ezen méréseink azt mutattdk, hogy a Kv4-es csatornak
blokkolasa szelektiven képes a TOR jelenség gatlasara.
Azonban amikor eredményeinket immunhisztokémiai és
mRNS adatokkal is ala akartuk tamasztani azt talaltuk,
hogy a TOR ¢és RS sejtek hasonldé mennyiségii Kv4.3-as
csatornat tartalmaznak. Fontos megjegyezni, hogy a
csatorna tulajdonsagait nem csak a kdzponti csatorna



alegységek, hanem jarulékos alegységek is befolyasoljak.
Miutén jraanalizaltuk az mRNS adathalmazunkat egyedi
exonok szintjén, azt talaltuk, hogy a TOR és RS sejtek
eltéré jarulékos alegység izoformdkat tartalmaznak; a
TOR sejtekben a KChIP4e, mig az RS sejtekben a
KChIP1 volt jelen nagy mennyiségben. A kiilonbozé
KChIP tartalom megmagyardzza a két tiizelési fenotipus
kaliumaramainak eltérd tulajdonségait, tekintettel arra,
hogy a tobbi KChIP-el ellentétben, beleértve az RS
sejtekben jelenlévd KChIP1-et és a tobbi KChIP4-et is, a
KChIP4e nem segiti el6 a Kv4.3 sejtfelszini
kifejez0dését, lelassitja az inaktivacios kinetikat és segit a
kalium csatornak fesziiltség-fiiggésének balra toldsdban
egy masik jarulékos alegység csaladdal, a DDP-kel egytitt
(melyekb6l a TOR és RS sejtek szintén eltérd
izoformakat tartalmaznak). Osszegezve, az eredményeink
bemutattdk, hogy a CCK+ gatlo sejtek eltérd
funkcionalitasat apré kiilonbségek hozzak létre; néhany
jarulékos csatorna alegység kiilonb6zé izoforma
készletének elérhetdsége.

4.6 Nativ membran dinamika visszanyerése axonalis
elvezetésekbol (I11/1. kérdés)

Kis méretl  struktardk nativ  elektromos
viselkedésének feltérképezése érdekében elkészitettiik a
patch clamp erdsitod méréseken alapul6
fenomenologisztikus modelljét és a méréshez hasznalt
bemutassuk a modelliink adta lehetdségeket gyors nativ
jelek prediktalasra, AP mérések modellezését tliztiik ki
célul kis méretli azonositott moharost terminalisokbol. A
modelliink eredményei azt mutattak, hogy habar az
elvezetett AP-k lassabbak és kisebb amplitudoval
rendelkeznek (AP csucs: 7.26 = 024 mV, AP



félszélesség: 0.5 £ 0.002 ms) mint azt kordbban az
irodalomban leirtdk, a nativ AP predikciok — melyeket a
modelliinkben jelenlévd erdsitd és pipetta eltavolitasaval,
idealizalt korilmények kozott nyerhetiink vissza —
lényegesen gyorsabbak és nagyobbak a méréseinknél (AP
csucs: 48.5 = 0.24 mV, AP félszélesség: 0.297 + 0.004
ms).

A modelliink prediktiv erejének demonstralasdhoz
nativ AP alakokat nyertiink vissza ugyanabbol az axonbdl
olyan  mérésekbdl, melyek eltér6 mennyiségl
kompenzécion estek 4t a mérés sordn, igy a regisztralt
jelek alakja nagyban eltért. Viszont a visszanyert nativ
AP alakok hasonléak voltak fliggetleniill a mérési
kompenzaciotdl. Ez azt mutatja, hogy a modellben
hasonléan képes visszaadni a mért AP-k nativ alakjat
fliggetleniil az eltér6 mérési hibaktél (az AP-k
félszélessége 0.29 + 0.006 ms, 0.297 £ 0.004 ms és 0.33
+ 0.005 ms volt alacsony, kézepes ¢és magas kapacitas
neutralizacio esetén).

477 A méré rendszer és a struktuara Kkozosen
hatarozzak meg a mért jelek torzulasat kis méretii
struktarak esetén (I11/2. kérdés)

A szlir6- ¢és megfigyel6 hatds fliggetlen
hozzajarulasat a mérési hibdhoz a mért, lokalis és nativ
fesziiltségjelek szimulalasaval térképeztik fel.
Osszehasonlitvan a mért AP-k alakat a lokaliséval
(fesziiltségjel az axonban a pipetta jelenlétében),
szamszerlsithettilk a szlirdhatast, mig a lokalis jeleket
Osszehasonlitva a nativ jelekkel, meghatarozhattuk
hogyan valtozott meg a membran passziv elektromos
kornyezete a mérd rendszerek hatasara, mas szoval a
megfigyeld hatdst. A szimuldcidkat megismételtiik
kiilonbozo struktaralis méretekkel és Riuceess €rtékekkel.



Az eredményeink azt mutattdk, hogy a sziird hatés
jelentdsen erdsodik magas Rccess €rtékek esetén mind kis,
mind nagy méretli strukturdk esetén. Ezzel szemben a
megfigyeld hatas alacsony Rgccess tartomanyokban okoz
jelentds mérési hibat kis méterti strukturdk esetén, mig a
nagyobb strukturak méréseit ez a hatds nem befolyasolja.
Tehat a modelliink szimulaciéi ravilagitottak egy
struktira méret fiiggd mérd rendszer okozta mérési
hibéra.

5. KOVETKEZTETESEK

Az értekezés f0 eredményei a kovetkezé pontokban
foglalhatoak Ossze:

e Az egyes GD szemcsesejtekrdl érkezd eldre
csatolo gatlas véletlenszeri a CA3 piramissejtjeire

e A CA3 régioban taldlhato CCK+IN-k fele
allapotfiiggd tiizelést mutatnak (TOR sejtek) és ez
az  Ujfajta  heterogenitds nem = hozhato
Osszefliggésbe a CCK+IN-k korédbban ismert
csoportjaival

o Az alacsony fesziiltségen aktivalodo
kaliumcsatorndk eltérd tulajdonsagai allnak a
CCK+IN-k heterogenitasanak hatterében

e A realisztikus modellezés kimutatta, hogy az
alacsony  fesziiltségen  aktivaloddo  kaluim
konduktancia cseréje képes reprodukalni a két
eltérd serkenthetdségli CCK+IN tipust

e A TOR sejtek szelektiv csendesités alatt allnak az
alacsony fesziiltségen aktivalodo
kaliumcsatornaik altal egy sziik oszcillacios (8 -15
Hz) tartomanyban



A Kv4-es csatorndk allnak mindkét sejtcsoport
inaktivalodo kaliumcsatornai hatterében, azonban
a jarulékos alegységekben wvald eltérés ugy
valtoztatja meg a csatorna tulajdonségait, hogy az
végiil nagyban eltérd serkenthetdségi allapotokat
eredményez

Lehetséges a torzitasmentes axonalis
membrandinamika visszanyerése a patch clamp
erésité in silico reprezentacidjaval ¢és a
célstruktira pontos rekonstrukcigjaval.
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