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1. Bevezetés

Az idegsejtek morfologiaja mar régota foglalkoztatja a
kutatokat. Ramon Y Cajal volt az, aki elészor mutatott ra arra,
hogy az axonok és a dendritek bar latszolag teljeses egymasba
fonodnak, valdjaban kiilonallé sejtnyulvanyok, amelyek nem
folytonos strukturakat képeznek, és 6 alkotta meg a dinamikus
polarizacio elvét, amely szerint az informacidaramlas iranya az
axonoktol a dendritek felé zajlik, a szinapszisokon at. Az eltelt
évtizedekben a neuronok koézti kommunikaciorol kialakult képilink
sokat valtozott, mivel nem csak axo-dendritikus, de axo-axonikus
¢s dendro-dendritikus kapcsolatokat is feltartak. Ezen tulmenden
az akcios potenciadl kialakulasat befolyasold komputacios
jellegzetességeket is alaposan tanulmanyoztdk az elmult
évtizedekben.

A dolgozatomban célom az volt, hogy ramutassak: a
dendriteken talalhatd, legkisebb szamitasra képes egység is
szerepet jatszhat a neuronok kimenetében. A tovabbiakban révid
leirasat adom a dendritek jelenleg is ismert passziv és aktiv
tulajdonsagainak. Mivel munkam igen sok Uj fejlesztésli metodikat
vonultat fel és alkalmaz, bemutatom az 1j két-foton pasztdzod
mikroszkopias eljarasokat, amelyeket a cellularis vagy halozati
idegtudomanyi kutatasok haszonosithatnak.

1.1. Hippocampalis interneuronok

A hippocampus a medialis temporalis lebeny egy sor
anatomiai strukturajat foglalja egybe, és egyike a leginkabb
kutatott agyteriileteknek, a memoriakonszolidacoban és a térbeli
memoria felépitésében betdltott szerepének koszonhetben. Bar
sejtjeinek minddssze 10 szazalékat adjak, az interneuronokat
tartjadk e funkcionalisan fontos struktira alapvetd szabalyozo
egységeinek az eldrecsatold és visszacsatold gatlas révén. A
GABAerg interneuronok osztalyozasa az elektrofiziologiai
paramétereik, immunhisztokémiai jelolésiik és beidegzésiik



célpontjai alapjan tortént. Munkamban a hippocampalis CAl
radiatum rétegének szabalyosan tiizeld sejtjeit vizsgaltam.

1.2 Dendritikus tulajdonsagok

A dendritek altalanosan a sejtek szinaptikus bemeneteket
fogadd ¢és azokat feldolgozd sejtnyulvanyai. Elektromos
tulajdonsagaik szerint egy egyszerli elektromos vezetékre
emlékeztetnek — ebbdl eredeztethetd a Winfried Raal altal
kidolgozott kabel-elmélet, amely a dendriteken futd elektromos
jelek passziv terjedését irja le. Az elmélet szerint amennyiben tobb
bemenet érkezik, azok valaszai 6sszeadddnak €s passziv terjedéssel
haladnak végig a dendriteken. A lokalis gatlas és serkentés
Osszeadodasa révén juthat el az idegsejt a depolarizalt allapotba,
amennyiben a serkentés mértéke felillmilja a gatlas hatasat. A
passziv vezetékekhez hasonléan az dram megszokhet, valamint a
membran kapacitas alulatereszt sziird hatast produkal, és a jelek
csokkenését a dendritaitméré szoma felé valdo ndvekedése is
sulyosbitja.

Bar a szinaptikus felskalazodas részben kompenzalhatja a
jelcsokkenést, mar régdta ismert, hogy a dendritikus
fesziiltségfliggd ioncsatornak sokkal inkabb eldsegithetik a vezetett
jel aktiv erdsitését. Ilyen csatornak lehetnek a fesziiltségfiiggd
kédlcium (VGCC) és natrium (Nay) csatornak, az N-metil-D-
aszpartat receptorok (NMDAR) ¢és a nikotinos acetilkolin
receptorok (nAChR). A visszaterjedd akcios potencidlok (vAP)
erdsitését e csatornak siiriisége befolyasolhatja.

1.3 Dendritikus jelosszegzodés

A kabel-elméletnek megfeleléen, a szinaptikus bemenetek
linearis O0sszegzOdése elvagna a tavoli szinapszisokat attol, hogy
hatassal legyenek a sejt kimeneti jelére. Vajon feliilirhato-e ez a
hatas? A piramissejtek esetén ehhez a kompartmentalizacio jelenti
a kulcsot, ahol a dendritikus tiiskékben a vAP-kel azonos idoben
érkez6 serkentdé bemenetek szupralinearis jelosszegzOdést
mutatnak. Bar az interneuronokon altalaban nincsenek vagy kis



szamban fordulnak elé dendrittiiskék, a valaszok funkcionalis
kompartmentalizaciéja miatt felmeriilt, hogy a piramissejtekhez
hasonl6 jeldsszegzddés varhato.

1.4 Dendritikus akciés potencialok

Elméletileg az azonos dendritszegmensre érkezd tobbszoros
bemenetek a lokalis membranpotencialt a helyben megtalalhato,
fesziiltségfliggd ioncsatornak aktivacidés kiiszobértéke folé
tolhatjak. Az igy keletkezd lokalis regenerativ aktivitast hivjuk
dendritikus akcios potencialnak (dAP), és tipusait a benne legfobb
szerepet jatszo ioncsatornak szerint kiilonitjiik el: natrium dAP,
kalcium dAP és NMDA-receptor dAP.

1.4.1 A dendritikus natrium akcios potencialok

A fesziiltségfiiggd natrium csatornak (Nay) hatasat el6szor mint
gyors prepotencialokat figyelték meg, amelyek a szomatikus
akcios potencialok elétt jelentkeztek, gyors felfutassal, az AMPA-
receptor medialta serkenté valaszok tetején iilve. Az natrium dAP-
k megjelenéséhez vezetd, azonos iddben aktivalt szinaptikus
bemenetek szamat koriilbelill hatra becsiilték, és a jelet a NaV-
csatorna blokkol6 tetrodotoxin (TTX) elttintette.

A natrium dAP funkcionalis jelentdséggel birhat a szinaptikus
linearis jelosszegzOdést mutatd hippocampalis CA1 piramissejtek
dendrittiskéin  natrium dAP-k jelentkeztek, LTP-protokoll
kivaltasa utan. Tovabba, a natrium dAP bizonyitottan csdkkentheti
az akcios potencial kiiszobét.

1.4.2 Dendritikus kalcium akciés potencidlok

A kalcium dAP-k lehetnek:

1) gyorsan felfuto és lecsengd, ismétlédé események, amelyek
olyan rovid szinaptikus jeleket kovetden alakulnak ki, amelyek
elég magas amplitidojuak a dendritikus fesziiltségfiiggd kalcium
csatornak (VGCC) aktivacids kiiszobértékének eléréséhez;



2) telitédést mutaté kalcium potencidlok, amelyek az
alulateresztd sziird hatosugara alatt terjedhetnek.

A kalcium dAP-k a szomatol vald tavolsag fiiggvényében
novelik a tiizelési frekvenciat, valamint gyorsan ismétlodo
szomatikus akcios potencidlokat valthatnak ki és LTP-t valthatnak
ki piramissejteken. Az ideghalozatban betoltott szerepiikre a
hippocampalis éleshullam-aktivitds kozben, a piramissejteken
megjelend kalcium dAP-kbol kdvetkezthetiink in vivo elvezetés
soran.

1.4.3 Dendritikus NMDA-receptor akcios potenciilok

Az NMDA-receptorok olyan ligandum-kapuzott ioncsatornak,
amelyek natrium ¢és kalcium bearamlés mellett kalium kiaramlast is
elésegitenck.  Fesziiltségfiiggd  ioncsatornak,  hiszen az
aktivaciojukat gatlo magnézium-blokk oldasa
membranfesziiltséghez kapcsolt. Az NMDA -receptor dAP-k olyan
lokalis események, amelyek koriilbelil 15 bemenet szinkron
aktivacigjakor léphetnek fel, ¢és passzivan terjedhetnek,
amennyiben a NaV és a VGCC-k nem elérhetéek. Komplex
valaszokat adhatnak, mivel aktivaciojuk csatolodhat az AMPA
receptorok, a NaV vagy a VGCC-k aktivaciojahoz, de tisztan
NMDA-receptorok dAP-ként is megjelenhetnek. Tovabba, a
kivéaltasukhoz  koriilbelil ~8-10 nS NMDA-konduktancia
sziikséges egy 25 pm-es dendritikus région beliil.

Az NMDA-receptor dAP-k befolyasoljak a dendritikus
jelosszegzodést, mivel az altaluk kivaltott kalcium bedramlas
elosegitheti a helyi szinaptikus plaszticitasi folyamatokat, akar a
rovid vagy hosszil tava szinaptikus plaszticitast kivaltva, vagy
befolyasolva az intracellularis jelatviteli folyamatokat. Az, hogy az
NMDA-receptor dAP-k kiterjedése ~20-50 um egy akar 100 pm-t
is elér6 dendritszakaszon arra utal, hogy tobb funkcionalis
alegységet talalhatunk egy dendritagon belill, példaul
interneuronok  esetén.  Sejtspecifikussagra utal, hogy a
piramissejteken ugyanazon agon ugyanannyit bemenetet aktivalva
csoportban, vagy elszortan a dendriten, mindkét esetben dAP-t



kapunk, amely az ,egy ag — egy szamitasi egység” elméletet
tamasztja ala.

1.5 Két-foton mikroszkopia az idegtudomanyokban

Két-foton gerjesztés akkor torténik, ha két alacsony energigju
foton egyltt, egy id6ben gerjeszt egy fluoreszcens molekulat,
amely a két enyet fotonnad valamivel aacsonyabb energigu
fotont emittdlva té& vissza aapdlapotdba. A  folyamat
végeredményben tébb el ényhdz vezet:

1. Az infravOrds gerjesztéfény mélyebbre |ehatol a szévetben.

2. A gerjesztési pont inherens konfokalitast biztosit, ahol z = ~1.5
pm.

3. Kisebb a fluoreszcencia tulgerjesztési sértilés ésfakulasi arany.
4. Jobb jel/zgj viszony ad (csak a szlikséges hely gerjesztett).

A kozelmult két-foton mikroszkopiat érintd fejlesztései
kiterjesztették a megfigyelési modokat: az egyszerli raszter €s
vonal menti pasztazast szabadon rajzolt vonal, tobbszords vonal
vagy szabadon meghatarozott régid pasztazasa egésziti ki. Mivel
az ¢l6 szovetben a megfigyelési pontok jellemzden térben
helyezkednek el, a kiillonb6z6 harom-dimenzids (3D) pasztazasi
modszerek fejlesztése elkeriilhetetlen volt. Két f6bb 3D péasztazasi
vonal indult el:

1. Piezomotorral mozgatott objektivek: az objektiv gyorsan
rezeg a z-tengely mentén, és kdzben zajlik a minta pésztazasa.
Kevesebb miiszeres valtoztatast, ellenben komoly szoftveres
tamogatast igényel, és szilk mélységi pasztazast ad, relative
alcsony sebességgel.

2. Akuszto-optikus (AO) pasztazas: lehetévé teszi a pontok
véletlenszerli megcimzését. Tobb AO deflektorral a pasztazas 3D-
ben zajlik. A pontokat ~<50kHz sebességgel érhetjiik el, akar
nagyobb mélységeket is megcélozva. Komoly miiszeres atallast
igényel és erds szoftvertamogatast.



2. Célkitiizés

I. Korabbi eredményeinkben lathattuk, hogy a szinaptikus
valaszok funkcionalis kompartmentekben jelennek meg az
interneuronokon. Ebbdl kifolydlag elsé céljaim kozott ezek
interakciojanak karakterizalasa szerepelt:

1. Vajon lokalisan és szomatikusan milyen jelosszegzOdés —
linearis vagy szupralinedris — jellemzi a kompartmentek egyidejii
aktivaciojat?

2. Létezik-e kritikus id6ablak a koincidencia-detekciora?

3. Vajon tavolsagfiiggdk-e az interakciok?

II: Ezt kdvetden elektrofiziologia és 3D két-foton képalkotas és
fotoaktivacid egyiittes alkalmazasaval kivantam karakterizalni a
kilonféle  mintazatban  aktivalt  serkentd  bemeneteket
hippocampalis CA1 interneuronok dendritjein:

1. Vajon az interneuronok a piramissejtekhez hasonléan azonos
szupralinearis valaszokat adnak az eltéré aktivacids mintazatra is?
2. Milyen bemeneti-kimeneti fiiggvénnyel irhato le egy adott
bemeneti csoport, ha a szinkron aktivalt bemenetek szamat
valtoztatjuk?

3. Egyedi szeletfenntarté kamra segitségével lehetséges-e olyan
spontan valaszok megfigyelése, mint a kivaltottaké?

III. Mivel a kisérletsorozatban eddig eljutva dAP megjelenésére
gyanakodhattunk, a kdvetkzo cél ezek jellemzbinek leirasa lett:

1. Milyen ioncsatornak vehetnek részt a dAP kialakulasaban?

2. A fesziiltséggorbe alakja NMDA-receptor dAP-kat sejtetett.
Igazolhato-e ez farmakonok segitségével?

3. Vajon a VGCC ¢s Nay részt vesz-¢ a generalasaban?

4. Hogyan terjednek az NMDA-receptor dAP-k?

5. Milyen viszonyban éallnak a vAP-kal?

IV. Végiil egy kiilonalld tanulmanyban megvizsgaltuk, milyen
szerepet jatszhatnak a nAChR-ok a vAP-k és az LTP
kialakuldsaban interneuronok dendritjein.



3. Modszerek

3.1 Szelettechnika és elektrofiziologia

A 16-20 napos Wistar patkanyokbol nyert akut hippocampalis
szeleteket szobahémérsékleten tartottuk a mesterséges liquorban
(ACSF; mM-ban: 126 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 1.25
NaH,PO,, 26 NaHCO; ¢s 10 gluk6z). A hippocampalis CAl
radiatum réteg interneuronjait 900 nm-es infravords oldalséd
megvilagitassal lokalizaltuk. Az dramzar alatti elvezetéseket 25 °C
és 32 °C végeztik MultiClamp 700B er6sité és Digidata 1440
digitalizald segitségével. A teljes-sejt elvezetéskor
iivegelektrodakat hasznaltunk (6—-9 MQ; a betoltott oldat mM-ban:
125 K-glukonat, 20 KCI, 10 HEPES, 10 Di-Tris-s6 foszfokreatin,
0,3 Na-GTP, 4 Mg-ATP, 10 NaCl, és 0,1 Oregon Green VAPTA-
1). A terjedési sebesség mérésekor 0,2 mM Fluo-5F pentakalium
s6 (Fluo-5F) és 0,2 mM Alexa 594 festékeket hasznaltuk. A fokalis
szinaptikus  stimulaciohoz a 6-9 MQ-os, ACSF-fel toltott
iivegelektrodat 10-15 pum tavolsadgra helyeztik a dendrit mellé
(stimulacio: 0,1 ms, 10-50 V, 10 ms pulzusinterval; 1-3 stimulus).
A vAP-kat szomatikus araminjekcioval valtottuk ki (200-400 pA,
5 ms; 1-5 vAP-t valtottunk ki 50 Hz-cel). Az EPSP-k szinaptikus
késését ellendriztiik.

3.2 Kalcium indikator kovetése

A két-foton képalkotast 15-20 perccel a teljes-sejt konfiguracio
elérése utan kezdtiik egy femtoszekundumos 1ézerrendszert (800-
840 nm) alkalmaz6, harom-dimenziés (3D) két-foton pasztazo
mikroszkopon. A térben normalizalt és levetitett Ca™ valaszokat
(tovabbiakban 3D Ca®* valasz) a nyers 3D vonalmenti goérbékbdl
szamoltuk, F(d,t), e képlettel: AF/F=(F(d,t)-Fy(d))/Fo(d), ahol d és t
a tavolsadg- és iddeltérést jelentik, €s Fy(d) az 4tlagos hattér-
korrigalt prestimulus fluoreszcencia a gorbe menti tavolsag
fliggvényében. Minden 3D Ca® vélasz szinkodolt (a sargabol
pirosba tartd szinek a névekvd Ca** valaszokat mutatjak, 0-63 %
AF/F), és d és t fliggvényében levetitett.



A Kkisérletek végén a regisztralt idegsejtet tartalmazo
térfogatrol képsororozatot készitettiink. A mérést, a valds ideji
adatfelvételt ¢és analizist Matlab-alapi és kollégam altal irt
szoftverrel végeztiik. A statisztikai analizishez a Student-féle paros
t-tesztet végeztliink. Amennyiben mashogyan nem jelezziik, az
adatokat atlag = SEM formaban mutatjuk.

3.3 A szupralinearitas kiszamolasa

A szomatikus elvezetésekhez a szummacids arany szazalékat
szamoltuk (%SR) e képlettel: %SR=(2S-S1)/S2*100, ahol 2S a
meghatarozott interstimulus intervallal (ISI) adott dupla stimulust
jelenti, mig S1 és S2 az els6 és masodik stimulus utani valaszokat.
A dendritikus kalcium jelek kovetésekor a két stimulusra adott
valasz szamtani 6sszegét adott L1 helyen az els6 stimulusra (S1y,)
és a masodik stimulusra (S2p,) adott valasz utani kalcium jelek
Osszegének vettik (SUMp;=S11;+S2;,). Ez a szamtani Osszeg
jelenti az L1 dendritikus helyen vett linearis szummaciot. A
jelintegracios értékeket (Int) a szamtani Osszeg és a két bemeneti
hely egyiittes aktivalasara (2S) adott valasz &sszevetésébol
nyertik: Int=2S;,/SUM; vagy %Int=2S;,/SUM;*100. A
szamitast elvégeztilk mindkét bemeneti helyre és a koztes régiora
is.

3.3 Két-fotonos glutamat fotoaktivacio

Az inaktivalt glutamatot (2,5 mM; 4-Methoxy-7-Nitroindolinyl
(MND)-inaktivalt L-glutamat vagy (MNI)-inaktivalt L-glutamat
trifluoroacetat 2.5 mM) a perfizioba adtuk. A glutamat
felszabaditasat 720 nm-es pulzuslézerrel végeztiik. A fotolizist
vagy ,.csoportos” (pontok kozotti tavolsag: 0,8+40,1 pm) vagy
»elszort” (pontok kozotti tavolsag: 2,3+0,16 pm) pontmintazattal
végeztik, a dendrit mentén. A posztszinaptikus valaszok
feltérképezését Matsuzaki et al., 2001 alapjan végeztiik, és az
EPSC-k csucsértékeibdl szinkodolt térképet készitettiink.

A farmakologiai kisérletekhez a kovetkezoket hasznaltuk:
szelektiv. NMDA-receptor antagonista D,L-AP5 (60 uM), Nay



blokkolo TTX (1 uM), VGCC blokkolé koktél (Mibefradil, 50
uM, Nimodipine, 20 uM, omega-Conotoxin GVIA 5 uM).

4. Eredmények

4.1 A dendritikus kompartmentek szinaptikus jelosszegzodése

Laboratoriumunk korabbi eredményei funkcionalis
kompartmenteket mutattak az interneuronok dendritjein. Célom e
kompartmentek interakciojanak vizsgalata volt. A stimulacidhoz
vagy fokalis elektromos stimulaciot, vagy két-foton glutamat
fotoaktivaciét hasznaltam, mikdzben két-foton képalkotast és
szomatikus patch clamp elvezetést alkalmaztam. A fokalis
elektromos stimulacio vezikulatiiriilést indukal, ezért
fiziologiasabbnak tekinthet6, ellenben aspecifikus valaszt is adhat.
A glutamat fotoaktivacional a preszinaptikus oldal nem jatszik
szerepet, viszont biztosan lokalis stimulaciot ad, aspecifikus
axonok serkentése nélkiil. Két szomszédos régioban valtottam ki
serkentd posztszinaptikus potenciadlokat (EPSP) interneuronok
dendritjein. A valaszokat a szomatikus elektrofiziologiai jelek és a
lokalis kalcium-valaszok alapjan értékeltem.

A két stimulacids technika hasonlé eredményeket adott:

- Mindkét technika esetén igazoltuk, hogy a lokalis kalcium
valaszok elkiilondlé kompartmentekben jelentkeznek az egyedileg
kivaltott EPSP-k esetén az interneuronok dendritjein, alatimasztva
a funkcionalis kompartmentalizacié elméletét akar olyan,
anatomiailag elkiloniilé elemek hianya esetén is, mint a
piramissejtek dendrittiiskéi.

- Minkét stimulacios modszernél a szomatikus valaszok a
két kompartment azonos idejii aktivalasakor szupralinearis
jelosszegzodést adtak, 10-41%-ban meghaladva a szamtani
Osszeget

- A dendritikus kélcium jelek mindkét stimulacional 20-
58%-ban szupralinearisak voltak a szomszédos kompartmentek
egyidejii aktivacidjara



Az adataim azt mutatjak, hogy a kiilonallo dendritikus
kompartmentek kihatnak egymasra ¢és felerdsithetik egymas
valaszait, mind lokalis, mind szomatikus szinten.

4.2 Koincidencia-detekcié az interneuronok dendritjein

A fenti kisérletekben a két kiillonallo kompartmentet
meghatarozott, am elhanyagolhatd késleltetéssel stimulaltuk (0,5
ms ISI), mind a fokalis elektromos stimulacid, mind a glutamat
fotoaktivacid esetén. Az ilyen kis késletetést a dendrit még
egyidejii serkentésként értelmezi a jelosszegzOdést tekintve.
Felmeriilhet azonban a kérdés: milyen idéablakon beliil érvényesiil
a fent leirt interakcid? A kérdés megvalaszolasahoz a késleltetést 1
és 100 ms kozotti skalan valtoztattam (ISI [ms] = 1; 2-7;10; 20; 30;
40; 50; 100). A fotoaktivacioval kivaltott szomatikus EPSP-k
teriiletét figyelve a szupralinearis valasz 1 és 10 ms kozotti
késleltetés esetén maradt fenn. Tovabba, mindekdozben a
megfigyelt dendritek kalcium jele mind az amplitddot, mind a
gorbe alatti teriiletet nézve szupralinearisnak mutatkozott.

4.3 A szupralinearitas tavolsagfiiggésének vizsgalata

Korabbi tanulmanyok szerint az aktivalt bemeneti helyek maés-
mas szerepet jatszhatnak a jelfeldolgozasban, jelosszegzodésben és
terjedésben a szomatol vald tavolsag fliggvényében. A fokalis
stimulaci6 lehetové tette nem csak a szomatol vald tavolsag, de a
kompartmentek kozotti tavolsag hatdsanak vizsgalatat is. Mégis, e
paraméterek szerint nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
jelosszegzodésben.

4.4 A dendritikus jelosszegzédés térbeli jellemzdi

Megvizsgaltuk, hogy a bemenetek térbeli eloszlasa befolyasolja-
e a jelosszegzodést egy adott helyen, amihez glutamat
fotoaktivacioval feltérképeztilk az interneuronok szinapszisainak
helyét a piramissejtek esetében korabban leirt modon.

A csoportos bemeneti mintazat (0,8 + 0,1 pm/bemenet) minden
esetben nemlinedrisan ndvekvd 3D Ca® valaszokat eredményezett
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a bemeneti szam novekedésével, ¢les ugrassal egy adott bemeneti
szamnal (kiisz6b=9,8+1,4 bemenet; n=12 sejt), amely utin a
tovabbi bemenetek kevéssel emelték a valaszt. A szimultan mért
szomatikus fesziiltségértékek kovették ezt a tendenciat.

A nemlinearis valaszgorbe jol kdvethetd volt tobb sejt esetében
is. A normalizalt Ca**-valaszokat kiiszobhoz igazitva abrazoltuk,
amely szigmoid bemeneti-kimeneti gorbét rajzolt ki az atlagos
valaszokat tekintve. Ugyanilyen gorbét kaptunk, ha a szomatikusan
felvett EPSP-kt az aktivalt bemenetek szdménak fliggvényében
abrazoltuk. Az EPSP-ket a kalcium jelek kiiszobértékeihez igazitva
hasonlé szigmoid jellegii bemeneti-kimeneti gorbét kaptunk. A
fesziiltségvalaszok ,,depolarizacios vallat” mutattak, vagyis a grobe
csucsat kovetéen megnétt a lecsengési idejiik, amely igen hasonlo
volt a dendritikus regenerativ aktivitds — dendritikus akcios
potencidlok (dAP) — piramissejteken észlelt jelalakjahoz.

A kisérleteket elszort bemeneti mintazattal megismételve sokkal
lassabban emelkedd, linearis bemeneti-kimeneti gorbét kaptunk
mind a lokalis kalcium, mind a szomatikus valaszok esetén.

4.5 Az interneuronok dendritjei aktivak

A fenti eredmények alapjan fel kivantuk térképezni, hogy a CA1
radidtum interneuronok nemlinearis dendritikus valaszai valoban
dAP-ba futnak-e. Eldszor palyastimulacioval EPSP-ket valtottunk
ki az interneuron dendriteken, az inputhelyeket a kalcium jelek
révén lokalizaltuk, és kozben regisztraltuk a szomatikus EPSP-ket.
A kivaltott és spontan valaszok 0Osszehasonlitasahoz egy Uj
fejlesztésti, dupla perfuziés szeletkamrat hasznaltunk a minta
megfeleld  oxigenizaltsagaért, ¢és  450-600 um  vastag
szovetszeleteken dolgoztunk.

Kétféle valaszt kiilonitettiink el:

1. Kis amplitddéju (22+£2% AF/F; n=9 sejt), térben keskeny
valaszok (5,2+0,9 pm), amelyekhez egyedi EPSP-k tarsultak.

2. Nagyobb amplitudoéju (51+8% AF/F; P=0,005; n=9 sejt), térben
kiszélesedd valaszok(13,6+2,4 um; P=0,003), a dAP-k jellemzéit
jol kovetve. A posztszinaptikus potencialok lecsengése dAP-k
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esetén jelentdsen nagyobb volt az EPSP-khez mérten (EPSP,
22,8+5,8 ms; dSpike, 79,7423,8 ms; P=0,02), teriiletiik pedig
314£57% (P=0,007; n=9).

A tovabbi analizishez dAP-k kivaltasara volt sziikség. Az
alacsony stimulacios intenzitasndl kis amplitadéja 3D Ca®*
valaszok ¢és EPSP-k jelentkeztek. Megemelt stimulacidkor
idonként dAP-szeri valaszokat is kivaltottunk. Mind a kivaltott,
mind a spontan valaszokat klaszteranalizis segitségével
csoportositottuk, amely ujra két csoportot mutatott mind a kalcium,
mind a fesziiltséggorbék esetén: EPSP-ket és dAP-kat.

4.6 A szinaptikus jelfeldolgozasban részt vevé ioncsatornak

Mind a szomatikus fesziiltséggdrbék, mind a dendritikus Ca**-
tranziensek jelalakja alapjan a ,,depolarizalé vallal” bird, hosszabb
lecsengésti  valaszokat dAP-knak sejtettik. Ezek részletesebb
jellemzésére farmakonokat hasznaltunk.

4.6.1 NMDA receptorok

Korabbi adatok alapjan tigy véltiik, mindkét jellegért az NMDA -
receptorok felelések. Ennek igazoldsara fokalis szinaptikus
stimulacié mellett NMDAR antagonistat (60uM APS) hasznaltuk,
ami eltintette a  depolarizald6  vallat a  szomatikus
fesziiltséggorbékrél, és teljesen megsziintette a dendritikus Ca**-
jeleket. A kimosaskor visszatértek a kontroll értékek. A
kovetkezokben glutamat fotoaktivaciot alkalmaztunk csoportos
pontmintazatot aktivalva az interneuron dendritek mentén, majd a
perfiziohoz NMDAR antagonistat (AP5) adtunk. Az AP5 hatasa
kifejezettebb volt, mint a pontok térbeli szétszorasa. A
fotoaktivaciokor felvett szomatikus fesziiltséggorbék ugyanilyen
eredményt mutattak.

Csoportos pontmintazat esetén a bemeneti-kimeneti gorbe az
aktivalt bemenetek szamanak novekedésével NMDA-receptor
blokkoldsa esetén jelentés csokkenést mutatott a 3D Ca®'-
tranziensekre nézve, ahol a jel0sszegzodés szupralinearisrol
linearisra valtott. A megfeleld6 EPSP-k amplitudoja €s lecsengése
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kisebb mértékben, de jelentdsen lecsokkent, és a bemeneti-
kimeneti fiiggvényiik szintén szigmoidrdl linearisra valtott.

A kovetkez6kben fokalis elektromos stimulacio hasznaltunk,
magnéziummentes oldat mellett, ahol az NMDA -receptorok Mg**-
blokkja természetszeriileg felold, ¢s a teljes NMDA-receptor hatas
tanulmanyozhats. Igy a szomatikus fesziiltséggorbéknél
kifejezetten elnyujtott depolarizacids vallat lathattunk (p<0,05),
mig a megfeleld Ca’*-valaszok gorbe alatti teriilete jelentésen
megnott (p<0,05). Farmakologiai kisérleteink szerint a megfigyelt
dendritikus regenerativ aktivitdis NMDA -receptor dAP.

4.6.2 Fesziiltségfiiggo kalcium csatornak (VGCC)

Kiilonféle blokkolokbol allo koktélt alkalmaztunk, hogy a
minden VGCC-t kizarjunk, amely a jelintegraciora hatassal lehet a
hippocampalis CAI1 interneuronokon. A Cay2 alcsalad (N-, P/Q-
type) blokkolasat Mibefradillal (50 uM), a Cayl alcsaladét (L-
type) Nimodipine-nel (20 uM), mig a Cay2.2 (N-type) VGCC-ket
®-Conotoxin GVIA (5 uM) révén blokkoltuk. Eredményeink
szerint — az NMDA-receptor blokkolasaval ellentétben—, a VGCC-
blokkold koktél mind a dendritikus Ca®*-valaszok, mind a
szomatikus fesziiltségjelek kiiszobértékét csak kis mértékben tolta
el és kiiszob feletti amplitudojukat kevéssé csokkentette.

4.6.3 Fesziiltségfiiggd natrium csatornak (NaV)

Itt célunk annak feltarasa volt, hogy a megfigyelt dAP-k tisztan
NMDA-receptor dAP-k vagy kevert jelek, és vajon a dendritikus
Nay aktivalodik-e és elOsegiti-e a jelek aktiv terjedését. Glutamat
fotoaktivacié mellett natrium csatorna blokkolot (I uM TTX)
alkalmaztunk. Az NMDA-receptor blokkal ellentétben a TTX csak
kis mértékben modositotta a sejtek bemeneti-kimeneti gorbéjét.

4.7 A dendritikus akcios potencialok terjedése

A korabbi kisérletek igazoltak az NMDA -receptor dAP jelenlétét
az interneuronokon. Kovetkezd célunk a jelek terjedésének
karakterizalasa volt. Itt fokdalis elektromos stimuldcioval valtottunk
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ki EPSP-ket és dAP-kat, majd meghataroztuk a hozzajuk tarsuld
kalcium jelek félérték-szélességét, amelyek kifejezett eltérést
mutattak a jelek terjedését tekintve. A terjedési sebességhez az
események latenciajat abrazoltuk a tavolsag fliggvényében. Az
EPSP-Ca™ terjedését jol jellemezte egy parabolaillesztés, amely a
diffuzido meghatarozo szerepére utalt, mig a dAP-k exponencialis
novekményt kovettek, amely atlagosan mintegy tizszer nagyobb
terjedési sebességet adott a dAP-k esetém, mint az EPSP-k esetén.
Habar a hdmérséklet megemelésével jelentdsen nétt az EPSP-Ca®
terjedési sebessége, a dAP-k és EPSP-k kozotti szignifikdns
kiilonbség megmaradt (p<0,05).

4.8 Szomatikus és dendritikus regenerativ aktivitas az
interneuronokban

Van-e¢ Osszefiiggés a lokalis dAP-k és a szomatikus akcios
potencial kdzott? E kisérletekben az NMDA -receptor dAP-k és a
visszaterjedd akcios potencial kapcsolatat vizsgaltuk.

A korabbi adatok szerint a dendriteken erésen vagy gyengén
valaszold terlileteket talalhatunk, amelyeket forré vagy hideg
pontoknak neveztek el. Mi a lokalis dAP-k és a visszaterjedd
akcids potencial (VAP) kalcium valaszait kivantuk oOsszevetni.
Fokalis elektromos stimulaciéval EPSP-ket, dAP-kat vagy
szomatikus akcids potencidlokat valtottunk ki, mikézben azok
dendritikus kalcium valaszait monitoroztuk. A dAP-k 6nalléan jol
koriilhatarolt 3D Ca® valaszokat adtak, mig ha szomatikus AP-kel
egyiitt jelentkeztek, kalcium jeleik az egész dendritszegmensre
kiterjedtek.

Annak megallapitasara, hogy a vAP-csatolt dAP-k kélcium
jelének novekménye linedris gorbét kovet-e, a jelek térbeli
kiterjedését elemeztik. A dAP-Ca* 6nmagaban is kiterjedtebb
volt, mint a vVAP-Ca® (VAP-Ca™: 252430 nM, dAP: 620134 nM,
N=6 sejt). Sét, az 6nalldan jelentkezé vAP kisebb Ca**-valaszokat
adott, mint a dAP, amit egy VAP kovetett. Adataink szerint a dAP-
k és a vAP-k szupralinearis jelosszegzodést mutatnak.
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4.9 A nAChRs hatasa a vAP-re és LTP-re interneuronokban

Mivel az a7 nikotinos acetilkolin receptorok (nAChR) nagy
szamban talalhatbak meg a hippocampalis interneuronok
dendritjein, funkcionalis szerepiiket kerestiik. Eredményeink
szerint a nAChR aktivacidjaval egy iddben jelentkez6 vAP-k
serkentddnek, mig a késobb érkezé vAP-k gatlodnak. A bemeneti
oldalt megvizsgalva azt talaltuk, hogy a nAChR agonistak LTP-t
indukalhatnak a Schaffer kollateralisok bemenetein.

5. Kovetkeztetések

A dendritikus akcids potencidlok intenziven tanulmanyozott
jelenségek, mivel megnovelhetik az idegsejtek jelfeldolgozasi
kapacitasat. Bar a principalis sejtekben részletesen leirtak Oket,
interneuronokban ilyen jelenségeket eddig nem tapasztaltak. A
dolgozatomban az  interneuron dendritek jelfeldolgozasi
jellegzetességeit targyaltam és tartam fel.

Kezdésként alatamasztottam, hogy a tiiskementes dendritek
anatomiai helyett funkcionalis kompartmentalizaciot mutatnak.
Tovabba ezek a kompartmentek valdszintileg dinamikusan valtozo
bemenetcsoportok, és nem a teljes dendritszegmens a legkisebb
szamitasi egység.

Eredményeim szerint a kompartmentek egymassal interakcioba
Iéphetnek, ahol a szomszédos kompartmentek nemlinedris modon
felerGsithetik egymast. Mindemellett a kompartmentek kozotti
interakcié egy 10 ms id6ablakon belill szupralinearis marad elég
1d6t hagyva a koincidencia detekciora.

A kovetkezOkben az egyedi kompartmentek jellegzetességeit
vizsgaltuk egy 1j, altalunk kifejlesztett 3D képalkoto eljarassal. Az
uj modszerek elengedhetetlennek bizonyultak a tér minden
iranyaba futdo dendritnytilvanyok kovetésekor, valamint spontan
jelenségek feltérképezésekor a hosszu dendritszakaszokon. A
fellelt kompartmentek a piramissejteken korabban leirt bemeneti-
kimeneti gorbékhez hasonldval rendelkeztek, ahol a szoros
bemenetcsoportok szinkron aktivalasa szinaptikus jelerdsodést
okozott, amely dendritikus akcids potencidlokhoz vezetett. Az
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eltéré stimulacids technikdk biztositottak, hogy eredményeink
biztos kisérletes alapokon nyugodjanak, mig szimultan alkalmazott
két-foton képalkotdé modszerek és elektrofiziologia bizonyitotta,
hogy a szupralinearitas mind a lokalis kalcium, mind a globalisabb,
szomatikus fesziiltségjeken érvényesiil.

A dendritikus akcids potencidlok (dAP) kialakulasaért és
jellegeiért felelés mechanizmusok leirdsara farmakologiai
modszereket alkalmaztunk. A kalcium- (VGCC) €s natrium- (Nay)
csatornak blokkolasa nem véltoztatta meg jelentésen a dAP-k
jellegét, azonban az NMDA-receptor blokkold APS5 mind a lokalis
kalcium, mind a szomatikus fesziiltségjelek bemeneti-kimeneti
gorbéjét a szupralinearis szigmoid alakrol linearisra modositotta. A
magnéziummentes oldattal végzett kisérletekkel egylitt ez
nyilvanvalé bizonyitékat adta annak, hogy az interneuron
dendriteken megfigyelt regenerativ aktivitdas NMDA-receptor
hajtotta dendritikus akcids potencial.

Kimutattuk tovabba, hogy az NMDA-receptor dAP kialakulasi
zonai forr6 pontokként szolgalhatnak az interneuron dendriteken,
hiszen e zonakban a szinaptikus stimulacié kivaltotta valaszok
szupralinearis jelet mutattak, amennyiben visszaterjedd akcios
potenciallal egyiitt jelentkeztek.

Egy kiilon tanulményunkban pedig az interneuron dendritek
tovabbi paramétereit vizsgalva kimutattuk, hogy a nemszinaptikus
a7-nACh-receptorok moédosithatjak mind a visszaterjed6 akcios
potencial, mind a hossza tavl potenciacid kialakulasat.

Konkluzioként elmondhatjuk, hogy eredményeink Ilehetévé
teszik a jelfeldolgozas jobb megértését. hippocampalis
interneuronok tiiske nélkiili dendritjein. Adataink azt sugalljak,
hogy a CALl str. rad. interneuron dendritek hasonld szupralinedris
jelosszegzd képességgel birnak, mint a piramissejtek dendritjei, és
hogy a komplex dendritikus jelosszegzés altalanos jelenség az
idegrendszerben. A megfigyelt dendritikus regenerativ aktivitas
megndveli az idegsejtek jelfeldolgozési kapacitasat. SOt, mivel
adataink  szerint a dendritikus szegmensnél kisebb szamitési
alegységek is léteznek, ez arra utalhat, hogy az interneuronok
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sokkal bonyolultabb jelfeldolgozasra képesek, mint azt korabban
gondoltuk.

A spontan jelentkez6 dAP-k jelenléte? abba az iranyba mutat,
hogy ezek a regenerativ folyamatok sokkal fontosabb szerepet
jatszhatnak az ideghalozat jelfeldolgozé folyamataiban, mint azt
kordbban gondoltuk. Az, hogy ezek a dAP-k jelentdsen
hozzéajarulhatnak-e az olyan haldzati folyamatokhoz, mint példaul
a hippocampalis oszcillaciok, tovabbi kutatas targya kell, hogy
legyen. Az ujabb in vivo adatok olyan hasonld jelenségeket
mutatnak, amelyek 4llandéan formaljak és tjrahangoljdk az
idegsejtek kimenetét az agy érintetlen ideghalézataban.
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