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1. Bevezetés

A hippokampalis gyorstiizel, parvalbumint expresszalo
interneuronok (FS-PV IN) fontos szerepet jatszanak a sharp wave-
ripple aktivitas (SPW-R) alatti szinkronizalt oszcillacidban és az
informaci6 feldolgozasaban. Szamos tény igazolja, hogy SPW-R
aktivitas alatt mik6dé sejtcsoportok dendritikus hot-spotokat képesek
aktivalni, azonban a ripple aktivitas és a dendritikus hot-spotok kozotti
kapcsolatot ez idaig nem tanulmanyoztak. Eddig nem volt lehetséges a
SPW-R alatti dendritikus jelfeldolgozas vizsgalata hossza, vékony
nyalvanytt FS-PV IN-ban. A kérdés, hogy hogyan képes a FS-PV IN
Osszeszervezni a Kkiterjedt nyllvanyrendszerére érkezd nagyszamu
bemenetet és hogyan formalodnak a kimeneti jelei SPW-R aktivitas
alatt, ez idaig ismeretlen maradt. Hogy megvalaszoljam a kérdéseket
haromdimenzios (3D), valds iddbeli felbontassal mér6 2-foton
mikroszkopot hasznaltam, ahol a FS-PV IN-nak egy idében tudtam
hozzavetdlegesen az egész nyulvanyhalozatat vizsgalni, SPW-R
oszcillacio alatt.

1.1. Neuronalis kapcsolatok a hippokampuszban

A hippokampusznak két f6 serkenté palyaja van. A hosszli, mas
néven triszinaptikus hurok a kovetkez6 tengely mentén formalodik:
entorhialis kéreg (EC) 2-es rétege, gyrus dentatus szemcsesejtek, CA3
(cornu ammonis), CA1 és szubikulum. A r6évid, serkent6 hurok az EC
3-as rétege és a CAl kozott kozvetleniil tart kapcesolatot, amely az EC
5-0s rétegébe vetit vissza. E mentén a palyak mentén formalédnak a
hippokampalis oszcillaciok, nevezetesen a théta (4-12 Hz), a gamma
(30-80 Hz) és a SPW (0.5-1.5Hz) a raépiilé ripple (140-200 Hz)
aktivitassal. Az allat viselkedésétdl fliggben ezeknek az
oszcillacioknak valamelyike formalodik megfelelé iranyultsaggal a
kortiko-hippokampalis tengely mentén. A SPW-R aktivitas az allat
nyugalmi allapotaban és az alvas alatti lassi hullamok alatt jelenik
meg, amelyek a memoria kialakulasaért, tarolasaért és eléhivasaért
felelosek.



1.2. SPW-R komplex jellemz6i

A SPW aktivitds egy egyedi, nagy amplitidoju, lassu hullam
(0.5-1.5Hz), amely onszervez6dd, sajat ritmusa a hippokampusznak. A
SPW esemény a CA3-as régiotol terjed a CAl felé, ahol lokalisan
kiilonb6zé piramissejt-interneuron sejtcsoportokat aktivalnak. E két
régioban a SPW oszcillacid 0ssze van kapcsolva a gyors gamma (90-
140Hz) vagy ripple (140-200) aktivitassal, amely a lokalisan
elhelyezked6 interneuronalis ~ al-halozatok SPW  hajtotta
szinkronizaciojaval alakul ki. A SPW-R komplex a piramissejteknek és
az  interneuronoknak  (kilonésen a  periszomtikusan  gatlo
interneuronoknak) a kolcsonhatasai révén alakulnak ki. A legjabb
ismereteink szerint, a ripple idézitésének a kialakulasaért legfoképpen
a PV IN-ok a felelések. Az ers serkenté bemenetek magas frekvencias
tiizelésmintazatot valtanak Ki ezeken a sejteken, amelynek reciprok
gatlo hatasa alakitja ki a koherenciat a ritmusban. A CA1 régi6 ripple
aktivitasa felelos a hippokampalis kimeneti jelek megerdsitéséért.
Szinkronizaljak és koordinaljak a helyi piramissejtek aktivaciojat,
ennek kdszonhetden erdsitik a dominans és gatoljak az egyéb idegsejt
csoportok aktivaciojat, meghajtva a Kortikalis és sub-kortikalis
agyteriiletek miikodését.

1.3. FS-PV IN-ok jellemzoi

Az FS-PV IN-ok egy alcsoport az interneuronokon beliil,
amelyeket jol el lehet kiiloniteni kiilonb6zd elektrofiziologiai és
molekularis paramétereik révén. Harom PV tartalmu interneuron tipus
talalhato a hippokampusz CAl piramis rétegében: PV kosar-, axo-
axonikus- és bisztratifikalt sejtek. A Petilla-terminologia szerint ezek
mindegyike gyorstiizel6 tulajdonsagu. Az ilyen tipusu interneuronok
szelektiven vélasztanak ki Ca*" koté proteint, a parvalbumint (PV),
amely a sejtek minden kompartmentjében jelen van. A kiterjedt,
vékony és tiiskementes dendrit halozata, a szinapszisai és axon
végzbdései, az ioncsatorna tipusai és eloszlasa mind a gyors, serkentd
posztszinaptikus potencial (EPSP) kialakulasat eredményezi a PV



interneuronokon. Ezek a tulajdonsagok a sejtnek el6segitik a pontosabb
¢s gyorsabb informacio6 atadasat a bemeneti oldaltol a kimeneti jelekig.

1.4. Dendritikus jelosszegzédés és szerepe SPW-R oszcillacié alatt
FS-PV interneuronokban

Szamos tény tamasztja ald, hogy a SPW-R oszcillacioval
Osszekapcsolt sejt csoportok aktivitasa dendritikus hot-spot-okat
valtanak ki, azonban a mezdpotencialban elvezetett SPW és ripple
aktivitast illetve a dendritikus hot-spotok kozotti kapcsolatot nem
tanulmanyoztak. Minthogy azt sem, hogy hogyan és miért ezek a sejt
csoportok valtjak ki az emlitett hot-spotokat, illetve hogy az ilyen
aktivacio megvaltoztajai-e az egyedi sejteken a dendritikus
jelosszegz6dés vagy az akcidos potencial kimeneti  jeleinek
mechanizmusat. Altalanossagban elfogadott, hogy a FS-PV IN-ok a
kortikalis haldzatokban gyors mikodéstiek, illetve a szinaptikus
bemeneteknek  alapvetden  passziv  integratorai. A passziv
tulajdonsagait a FS-PV IN-nak szamos irodalmi adat igazolja: gyors
EPSP kinetika, a dendritikus jelosszegzodés sziik,
szubmilliszekundumos iddablaka illetve preciz, gyors EPSP és AP
(akcios potencial) kozotti kapcsoltsaga jellemzd. A  tiiskementes,
vékony nyulvanyokban a Ca®* dinamika gyors, amely 1 pm hosszy,
ugynevezett dendritikus mikrodoménekben valosul meg. Az irodalom
szerint ezekben a fajta sejtekben regenerativ dendritikus Ca** hullamok
(tovabbiakban spike-ok) nem valthatoak ki, tovabba a dendritekbe
visszaterjedd AP (VAP) jel a nyulvany mentén rovid tavolsagon beliil
lecseng. Hipotézisiink szerint azonban, a SPW-R oszcillacio alatt a
neuronok nagyszami tér-idébeli precizitasut dendritkus bementeket
kapnak, igy a dendritikus jelosszegzddés és az EPSP-AP kapcsoltsag
megvaltozhat és kialakulthanak aktiv, regenerativ dendritikus jelek az
FS-PV sejteken.



2. Célkitiizések

Legfontosabb feladatom az volt, hogy SPW-R oszcillacié alatti
aktiv, regenerativ Ca®* jeleket (spike-okat) figyeljek meg és
tanulmanyozzak FS-PV IN-ok dendritjein.

. Tovabba, annak érdekében, hogy megtudjuk, a nyalvanyokra

érkez6 bemenetek hogyan befolyasoljak a sejtek kimeneti
valaszait, meg kellett hataroznom a dendritekben kialakuld
spontan Ca’* jelek és a membran potencialban elvezetett jelek
kozotti kapcsolatot.

Fel kivantam térképezni a minimalis bemeneti szamot, amely
regenerativ Ca®* jelek kivaltasdhoz sziikségesek a FS-PV IN-ok
tavoli dendritjeiben. Igy tanulményozni tudtam a nemlineéris
jelosszegzddési mechanizmust a dendritikus Ca* jelben illetve a
membran potencialban elvezetett elektromos jelben.

Végiil, farmakologiai uton szerettem volna igazolni, milyen tipusa
ion csatornak vesznek részt a dendritikus Ca®* jelek és a membran
potencidl jeleinek kialakitasaban.



3. Moédszerek

3.1. Egér tipus és elektrofiziologia

Akut, horizontalis agyszeleteket preparaltunk olyan transzgén
egerekbdl, amelyek zold fluoreszcens fehérjét fejeznek ki (eGFP).
Ennek szabdlyozasit a parvalbumin (PV) prométer irdnyitja. FS-PV
IN-ban alakitottunk ki teljes sejt elvezetést a hippokampusz CAl
régiojabol. A 450 pm vastag agyszeleteket kettds folyadékatfolyasa
mérOkamraba helyeztiik, ahol a szelet mindkét oldalan tortént a
perfuzio, tobb mint 10 ml/min sebességgel. A mezdpotencialhoz (LFP-
CA1 régid piramisrétegében) és a juxtacellularis elvezetéshez hasznalt
pipettat (6-9 MQ) mesterséges agyfolyadékkal toltottiik fel.

3.2. Farmakolégia

Az Osszes farmakon - kivéve a helyi TTX injekcio (10 uM ) - a
perfuzios oldatba volt adagolva. A kiséreletekhez a kovetkezo
anyagokat hasznaltuk (Tocris Bioscience): Tetrodotoxin (TTX) (1
uM), nimodipine (20 uM), mibefradil (10 uM), w-connotoxin MVIIC
(0.5 uM), 6-cyano-2,3-dihydroxy-7-nitro-quinoxaline (CNQX) (10
uM), és D,L-2-amino-5-phosphonopentanoic acid ( DL-AP5) (60 uM).
A fesziitség-fliggd kalcium csatorna (VGCC) blokkoldé koktél a
kovetkez6 anyagokat tartalmazta: m-connotoxin MVIIC, nimodipine,
¢és mibefradil.

3.3. Két-foton képalkotas

MATLAB-alapi  programmal elemeztik ki a mérési
eredményeinket (MES, Femtonics). A kisérletekhez sajat fejlesztési
3D-AO képalkotd és véletlen bejarasra képes (trajektoria)
1ézerpasztazd modszereket hasznaltunk. A rendszer optimalizalva lett
az uj XLUMPIlanFI120x/1.0 objektiv lencsére (Olympus, 20%, NA 1.0),
igy a térbeli felbontast 20%-al, a szkennelési térfogatot 10%-al tudtuk



megnovelni. A gyors 3D kisérletekhez kikompenzaltuk a mintabol
szarmaz6 mozgasokat. A nyulvany mentén lemért nyers fluoreszcencia
adatokat (F), a munkam soran 2D-ban jelenitettik meg. A
szamitasokhoz a kovetkez6 egyenleteket hasznaltuk: AF/F=(F(d,t)—
Fo(d))/Fo(d) vagy 4G/R=(F(d,t) — R(d))/R(d).

3.4. 2-foton uncaging kisérletek

Dendritikus Ca®*  spike-ok szimulalasdhoz ~dinitro-indolin-
glutamate trifluor acetate (DNI-GlueTFA) (2.5 mM) molekulat
hasznaltunk, amelyet a perfuzios oldatba adagoltunk. A fotoaktivacio
(uncaging) 740 nm hullamhosszra lett beallitva, hogy ne zavarja mérés
kozben a 2-foton képalkotast. Az egyidejli 2-foton képalkotashoz és 2-
foton uncaging-hez a Roller Coaster letapogatasi modszert hasznaltuk.

3.5. Adatok analizise és statisztika
Kezdeti konkav vagy linearis gorbével tudtuk azonositani a
sejtek bemeneti és kimeneti gorbéit (y; = Ay(1 — e(TAz*(¥=43)),
amelyen egy szigmoid szerii szupralinearis novekedés volt mérhetd
megfeleld kiiszob bementi értéknél (y, = %AS + A;). A kiiszob
1+e< 46 )
bemeneti szamot ugy hataroztuk meg, mint a legkisebb aktiv bemenet
szam a szigmoid novekedés folott. A relativ fluoreszcens valtozast
atszamitottuk a Ca®* koncentracié valtozasanak értékére a kovetkezd
egyenlet felhasznalasaval:

A f
ACE _ e (1— R ) a . A statisztikai
Ko f (OF e — S JF
kiilonbségek meghatarozasara T-probat hasznaltuk ((*, **, vagy ***
ahol a p értéket kisebb, mint 0.05, 0.01, vagy 0.001). Az adatok means
+ s.e.m. (atlag szorasa) értékben lettek kiszamitva, ha az nem kovetelt
meg mas szamolast.




3.6. Alapvonal levonas moédszerének hasznalata interneuronalis
ripple oszcillacié észleléséhez

Savateresztd sziird hasznalata extra oszcillacidos eseményeket
generalhat, amely faziseltolast eredményezhet, amikor a megsziirni
kivant oszcillaci6 rendszertelen. Ilyen oszcillaciot a SPW-R alatt
gyakran lehet tapasztalni. Az ilyen hibak kikiiszoboléséhez az elsé
1épésben Gauss sziirést alkalmaztunk (100 Hz) a nyers gorbéken, igy
létrehozva egy ,,alapvonalat”, amelyet azutan Kivontunk a nyers
gorbékbol. Az egyedi ripple oszcillacids ciklusoknak igy megoriztiik
az amplitado értékeit és a fazisat.



4. Eredmények

4.1. In vitro spontan SPW-R aktivitas elvezetése modositott kettds
folyadék atfolyasi mérdkamraban gyors perfuziés aramlas
mellett

A jobb oxigén ellatds érdekében modositott kettds atfolyast
mérokamra tipust hasznaltam, ahol a perfuziéo (11.2ml/min volt) az
agyszelet mindkét oldalan aramlott. A minta egy nejlon halora lett
helyezve. llyen kornyezetben, a szeletben az idegsejtek képesek voltak

halézati  aktivitds 1étrehozasara. Masrészr6l, modositottuk a

mérOkamrat a jobb képalkotasi eljarashoz is. A szeletet tartd fémhalo

nejlon haléra lett kicserélve, tovabba le lett siillyesztve a jobb
munkatavolsag eléréséhez, amelyet a magas numerikus apertiraju

(NA) kondenzor kivant meg. A mér6kamra optikai aperturajat

megndveltiik, hogy optimalis legyen a sokcsatornas elvezetéshez és a

magas NA-val rendelkezo, rovid munkatavolsagl objektivhez. A jobb

oxigén ellatds miatt képesek voltunk SPW-R oszcillacio elvezetésére
kettos folyadék atfolyasu mérokamraban. A mérési koriilményeinkben

450 pm vastag szeletekben a spontan SPW események (1.44+0.09 Hz)

és az ahhoz kapcsolt ripple aktivitas (frax 249.2+12.7 Hz)

regisztralhatoak voltak (n=32). Igy tehat a kettés folyadék atfolyasa
mér6kamraban megnovelt perfuziés sebesség biztositja a jobb
feltételeket ahhoz, hogy spontan SPW-R aktivitas mérhet6 legyen.

4.2. SPW-R aktivitassal dsszekapcsolt dendritikus bementi
mintazatok

SPW-R elvezetés mellett 3D trajektoria szekennelést végeztem
tobbszoros dendritikus szegmensek mentén (tobb mint 700um hosszu).
A korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban, kisérleteimben a FS-PV IN
szoméjaban kivaltott vAP-Ca** valaszok a FS-PV IN dendritjeiben
passzivan terjedtek, a szomatol rovid tavolsagon beliil (113.88+14.50
um, n=13) értékikk a detekcios kiiszob ala esett. Ezzel szemben a
spontan SPW-R-¢l Osszefiiggé AP (SPW-AP) és EPSP (SPW-EPSP)
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Ca” jelei megndvekedett értékeket mutattak a szomatol mért tavolsag
fliggvényében. A szomatikusan mért kiiszob alatti SPW-EPSP jelek
hasonld tulajdonsagokat mutattak, mint a SPW-AP értékek. In vitro
preparatumunkban, a SPW-EPSP-vel kapcsolt halézati aktivitds a
nyGlvany mentén helyi, csoportosult Ca* jeleket valtanak ki,
amelyeket hot-spotoknak azonositottunk (FWHM: 3.73+0.13 um).
Ezek az apikalis nyulvanyrendszerben a szomszédos dendrit
szegmensekbe képesek voltak beterjedni, ugyanakkor a bazalis
dendritfaban nem voltak kimutathatoak. Ezek az adatok alatdmasztjak
azt a gondolatot, hogy a passziv FS-PV IN képes egy alapallapotbol
egy aktiv allapotba atvaltani, mikor a kornyezd idegsejt halozati
aktivitas megvaltoztatja a dendritikus jelosszegzodés allapotat. Ilyen
esetben a regenerativ dendritikus aktivitasok regisztralhatbak tgymint
a terjed6 dendritikus Ca** spike-ok.

4.3. Dendritikus  spike-kal kapcsolt interneuronalis ripple
oszcillaciok

Nagy atlagban a dendritikus Ca* jel amplitidéja egyenes
aranyossagot mutatott a szimultdn mért SPW-EPSP amplituddjaval,
valamint a SPW-AP szamaval. Megfigyeltem, hogy egyes esetekben a
Ca* jel amplitidéja nagyobb volt a SPW-EPSP-k alatt, mint
ugyanazon dendrit szegmensen SPW-AP mellett. Ezekben az
esetekben az SPW-EPSP-k hosszu, oszcillalo platd potenciallal
rendelkeztek. Ennek az oszcillacionak a frekvencidja megegyezett a
ripple tartomannyal, igy ezeket interneurondlis ripple oszcillacioknak
neveztilk el. Az oszcillacio frekvencidja gyorsan megemelkedett a
SPW-EPSP cstcsa el6tt, elérte a maximumot a csucsban
(239.97+19.25Hz), mig kiterjedése elnyalva (17.1£3.19 ms), joval az
LFP jel lecsengése utan ért véget (LFP FWHM 12.23+1.85 ms, EPSP
FWHM 29374249 ms, p=0.0001). Az LFP-hez képesti elnyult
membran potencial oszcillacioja jelzi, hogy ez a FS-PV IN sajat bels6
tulajdonsaga lehet. A SPW-EPSP-vel kapcsolt Ca** jelek amplitadéja
jol korrelalt az interneuronalis ripple oszcillacio erdsségével. Az
interneuronalis ripple oszcillacié hasonld frekvenciat és fazis értékeket
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mutatott mindkét esetben, SPW-EPSP-nél és SPW-AP-nal egyarant
(239.97£18.35 Hz és 239.70+11.00 Hz, p>0.3, n=10). A sejtek
kimeneti jelei, azaz az AP-k precizen faziskapcsoltak voltak az
interneuronalis ripple oszcillacid csucsaval. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a szinkronizalt halozati aktivitas altal kivaltott
dendritikus spike-ok meg tudjak valtoztatni a sejt bemeneti-Kimeneti
jeleinek atalakitasat FS-PV IN-ban. Azaz, a jol definialt
milliszekundum alatti preciz EPSP-AP kapcsoltsag az FS-PV IN-ban
atvalt lassabb jelosszegzddési értékké, ahol az interneuron kimeneti
jelei az interneuronalis oszcillacio szinkronizacidjatol fliggenek.

44. SPW-R aktivitissal kapcsolt dendritikus Ca™  jel
tulajdonsagai

Erés 3D dendritikus Ca®* vélaszokat SPW-EPSP és SPW-AP
alatt is tudtam regisztralni. Ez a Ca®* jel egyenl6tleniil tort be az egész
apikélis dendritfa teriiletére. Szamos helyi Ca®* jel maximumot tudtam
megfigyelni az apikalis nyulvanyok mentén, ahol a jelek amplitidoja
szignifikansan nagyobbak voltak, mint a nyulvany tobbi részén. Ezeket
hot-spotoknak azonositottuk. Ezekben a pontokban a Ca** jel nemcsak
nagyobb volt (333% +51%, n=17 régio, n=9 sejt), de 12.8+2.4 ms-al
hamarabb is jelent meg, mint a szomszédos teriileteken (a hot spottol
mért 41.5£12.7 pum tavolsagban). Ezek az adatok jelzik, hogy a
dendritikus Ca** spike-ok kiindulé pontjai a hot-spotok. A spike-ok a
szoma ¢és a nyulvany végek irdnyaban egyardnt terjedést mutatott. A
34.22+4.32 pm/ms spike terjedési sebességet a nyulvanyok 68.8+8.2
%-ban mérni lehetett, amely gyorsabb volt, mint a diffuziobol
szarmazd sebesség. Ezek a spike-ok regenerativ természetét
bizonyitjak. A SPW-EPSP-vel kapcsolt dendritikus Ca*" spike-ok
sohasem terjedtek a szoéma feldl, bizonyitva dendritikus eredetiiket.
Osszeségében ezek a hot-spotokbol kiinduld jelek aktivak voltak és
regenerativ modon terjedtek a nytlvanyok mentén.
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45. Idében és térben csoportositott bemenetek aktivaljak a
dendritikus spike-okat

A Ca® jeleket pontszerti (<1 pm®) glutamat felszabaditassal
(uncaging) valtottuk ki meghatarozott dendritszegmensek mentén.
Ezzel a technikaval egyértelmien szimulalni tudtuk a SPW-vel
kapcsolt dendritikus hot-spotokat. Azt talaltuk, hogy az uncaging altal
kivéltott Ca* jelek a hot-spot jellegii régiéban 1épcsés, nemlinearis
ndvekedést mutatott egy jol definialt aktiv bemenetszamnal, amelyet
elsé kiiszobnek azonositottunk (11.04+1.4 aktiv bemenet, n=9 sejt). Az
els6 kiiszobot egy masodik kovette, amely esetnél a hot-spot régiobol a
szomszédos nytlvany szegmensekbe betord Ca®* valasz jelent meg
(lateralis dendritikus regio). Itt a kivaltott Ca®* jel szigmoid szerii
jelndvekedést mutatott. Az aktiv bemenetszam a masodik kiiszobnél
30.3+4.0 (10-47 n=9 sejt) volt. Ha az atlag transzmitter felszabadulasi
értéket vessziik serkentd szinapszisnal FS-PV IN-on (0.7540.19), akkor
az els6 és masodik kiiszob értéknél a kisérleteinkben ez az érték 15
illetve 40 szinapszis szam volt.

4.6. Uncage-el kivaltott dendritkus spike-ok tulajdonsagai

A kivéltott Ca®* spike-ok szétvélaszthatoak voltak hot-spot
jellegli részre, ahol a szinapszisok aktivacidja megtortént, illetve a
szomszédos, lateralis dendritekbe betoré Ca®* jelekre. A masodik
kiiszob folotti értékeknél a spike-ok térbeli eloszldsa a lateralis
részeken plato-szerli karakterisztikat mutatott. Ez a Ca®* érték lassan
csokkent a hot-spottol valo tdvolsag fliggvényében. Az ezen a teriileten
mért terjedési sebesség 17.4+3.6 um/ms volt, 85.1£16.4 um hossza
dendritszegmensen lemérve (n=5 sejt), amely sebesség hasonlo, mint
amit a spontan SPW-EPSP-vel kapcsolt dendritikus Ca®* jeleknél
mértiink.
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4.7. Interneuronalis ripple oszcillacio kivaltasa egy rovid dendrit
szegmensen glutamat uncaging modszerrel

A Ca” jelhez hasonléan a masodik kiiszobértékig az uncage
kivaltotta EPSP amplitidoja 1épcsézetes ndvekedést mutatott. A
kezdeti linearis vagy szublinearis jelnovekedés erbteljesen megugrott a
masodik  kiiszobnél (40-ik bemeneti értéknél)  szupralinedris
karakterisztikdt mutatva a ndvekedd bemenetszdm fiiggvényében
(szigmoid jellegli novekedés). A masodik kiiszob érték folott az
interneuronalis ripple oszcilladcido megjelent az EPSP tetején. A spontan
SPW-EPSP-vel kapcsolt interneuronalis ripple oszcillacié frekvenciaja
239.97+18.35 Hz volt, ugyanakkor az uncage kivélotta 219.3+14.5 Hz
frekvenciat mutatott. A dendritikus Ca* jelek 41.849.6 %-al
nagyobbak voltak, mikor az EPSP-k tetején a magas frekvencias
oszcillacid6 megjelent (p=0.008; n=6 sejt). A kivaltott interneuonalis
ripple oszcillaciok frekvenciaja azonos volt (p=0.23, t-test, n=7), de a
szEétszortabb (nagyobb teriileten elteriild) bemeneti mintazat tobb
nyulvanyban idézett el6 interneuronalis ripple aktivitast (73.68%,
14/19 szegmens, 14/19 sejt), ugyanakkor t6bb oszcillacios ciklust
alakitott ki. Az AP ebben az esetben is szorosan kapcsolt volt az
interneuronalis ripple oszcillacioval. Ezek az adatok szintén
alatamasztjak azt a gondolatot, hogy a gyors, kiszamithaté EPSP-AP
kapcsoltsag felcserélddik egy 1) jelosszegz6dé mechanizmusra FS-PV
IN dendritjeiben erés, serkentd bemeneti mintazat alatt, ahol az AP
idozitést elsdsorban az interneurondlis ripple oszcillaciok hatarozzak
meg.

4.8. A Ca* spike-ok L-tipusi VGCC fiiggést mutatnak

A dendritikus Ca®* spike-okat féképp az AMPA (2-amino-3-(5-
metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il)propansav) és NMDA  (N-metil-D-
aszparaginsav) receptorok aktivitasa valtja ki, igy ahogy azt vartuk, a
kombinalt AMPA és NMDA receptor blokkolok (CNQX és AP5)
szinte teljes mértékben lecsokkentik a Ca** jeleket mindkét, a hot-spot
¢és az oldalso, lateralis régidban egyarant. Az oldalso, lateralis régio
Ca™ jeleit a VGCC koktél nagymértékben csokkenti. Eredményeink
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szerint az L-tipusit VGCC a legjelent6sebb, mivel ennek specifikus
blokkoloja fejtette ki a legnagyobb hatast ezen teriiletek Ca** jeleire. A
kozponti, hot spot régi6 Ca* jeleinek VGCC fiiggése sokkal
Osszetettebb, mivel ezeket, NMDA, Ca*-permedbilis AMPA
recepetorok, VGCC és Na® csatornak aktivitdsinak egyiittmiikodése
valtja ki. Egyéb kisérletes eredményekkel egybevetve, a Ca*'-
permeabilis AMPA receptorok hatasa Kifejezettebb a posztszinaptikus
Ca”* bearamlas kialakitasaban, mint az NMDA receptorok aktivitasa.

4.9. Azinterneuronalis ripple oszcilliciok Na” csatorna fiigg6k

A Na’ csatorna blokkolo TTX teljesen megsziintette az
interneuronalis ripple oszcillaciot, amely egyértelmiien jelzi ennek a
csatornanak a jelent0s szerepét. Nem csokkentette azonban az
oszcillacioé frekvencigjat az APS5, Nimodipine, IEM-1460 vagy a
VGCC koktél adagolasa. Annak érdekében, hogy igazoljuk a
dendritikus eredetét az interneuronalis ripple aktivitasnak, lokalis TTX
(10 uM) injekciot végeztem az FS-PV IN axoszomatikus teriiletére,
mialatt a tavoli dendritecken glutamat uncaging moddszerrel
interneuronalis ripple oszcillaciot valtottam ki, a korabbi kisérletekhez
hasonloan. Az oszcillacid frekvencidja nem valtozott szignifikansan
(kontroll 212.83424.18 Hz; TTX puff 182.72+18.72 Hz, paros t-teszt,
p=0.156). Ezek az adatok alatamasztjdk az interneuronalis ripple
aktivitas dendritikus eredetét. A dendritikus interneuronalis ripple
aktivitas kozvetlen mérése érdekében a teljes sejt elvezetés mellett
juxtacellularis elvezetést is végeztiink tdvol a szomatdl az uncaging
régioban (266.37+67.05 pm, meants.d.). Az LFP-ben mért
interneuronalis ripple oszcillacio az uncage régiotol mért 40 pm
(térbeli lecsengési allanddé 15.6+4.9 pum, n=4) tavolsagban teljes
mértékben lecsokkent. Ezek az adatok erdsen alatamasztjadk az
interneuronalis ripple oszcillacio lokalizaltsagat és dendritkus eredetét.
Egybevetve a mért adatokat kijelenthetjiik a dendritikus Ca®* spike-ok
1étezését FS-PV IN-ban.
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5. Osszefoglalas és kovetkeztetés

A hippokampalis FS-PV IN-kat és szerepiiket a SPW-R
kialakitasaban intenziven kutatjak, foképp elektorfizioldgiai vizsgalati
modszerekkel. Ugyanakkor az idegtudomanyokban szintén igen
elterjedt a FS-PV IN dendritjein végbemend jelosszegzodési
mechanizmusok konfokalis és 2-foton képalkotasi modszerekkel
torténd vizsgdlata. A kapcsolatot a két érdeklddési teriilet kozott
azonban még nem vizsgaltak. Ennek megvaldsitasahoz, 3D és 2D 2-
foton képalkotasi eljardsokat és 0j glutamat uncaging molekulat
hasznaltunk. Doktori értekezésemben az FS-PV IN dendritjeiben
altalanossagban elfogadott képet egészitem ki azokkal a funkcionalis
valtozasokkal, amelyeket spontdin SPW-R oszcillaciéo jelenlétében
figyeltiink meg.

Az AP-al kapcsolt Ca* valaszok nem korlatozédnak a
proximalis dendritikus régidkra, hanem azok a disztalis dendritekben is
megjelennek SPW-R oszcillacié alatt. Dendritikus Ca®* spike-ok
megfigyelhetoek, ellentétben a sejtek alacsony aktivitasi alap
allapotahoz képest.

A linearis vagy szublinearis jelosszegz6dés  helyett
szupralinearis dendritikus jelosszegzodést figyeltiink meg. A lokalizalt
dendritikus Ca* jelek helyett erés, terjedé Ca®* hullamok voltak
jellemzoéek, melyek hot-spotokbol indultak ki a nyalvany mentén. Az
alacsony aktivitdsi szintre jellemzd funkcionalisan inaktiv fesziiltség
fliggd6 Na® csatorndk ebben az esethen interneurondlis ripple
oszcillaciokat valtanak ki, amelyek kapcsoltak a dendritikus Ca*
spike-okkal.

Az integraciés modja az FS-PV IN-nak ebben az esetben
megvaltozik. Az AP kimeneti jelei er6sen kapcsoltak az interneuronalis
ripple oszcillicio fazisaval. Osszehasonlitva az alacsony aktivitasu
allapotra jellemz6 szubmiliszekundumos EPSP-AP kapcsoltsaggal az
AP-ok teljes id6-ablaka ebben az ,,aktiv”’ esetben kiszélesedik.

Farmakologiai eredményeim azt bizonyitjak, hogy a terjedé Ca®*
spike kialakitasaért legfoképpen az L-tipusui VGCC-k, mig az
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interneuronalis  ripple  aktivitdsért a nem  periszomatikusan
elhelyezkedd Na* csatornak a felelsek.

Doktori értekezésemben bemutattam egy 0j alkotd elemét a
populécids ripple aktivitas kialakuldsainak. A CA3 ¢és CAl feldl
szinkronizalt bemenetek érkeznek a CAl FS-PV IN dendritjeire, ahol
azok hot-spotokat valtanak ki. A hot-spotok az FS-PV IN tavoli
apikalis dendrit szegmenseiben interneuronalis ripple oszcillaciot
valtanak ki. A membran ripple oszcillaciok miliszekundum hosszusaga
id6ablakot formalnak a jelosszegzddési mechanizmusoknak, majd
néhany  oszcillacios  periddust  kovetden AP alakul  ki.
Munkahipotézisiink szerint az AP kimeneti jele Osszeszinkronizalodik
az interneuronalis ripple aktivitassal, amelyek igy ciklusokon keresztiil
felerésodhetnek és kozremiikodhetnek az AP kialakitasaban.

Eredményeink alatamasztjak azt az elméletiinket, hogy SPW-R
oszcillacio alatt a FS-PV IN-ok atkapcsolnak egy gerjesztett allapotba,
ahol regenerativ, aktiv dendritikus tulajdonsagok alakulnak ki. Ezek a
bels6 tulajdonsagai a sejteknek, akar egy dendritikus szegmens szintjén
hatassal lehetnek a SPW-R kialakuldsaban. Ezek az adatok kiegészitik
a FS-PV IN dendritikus és sejtszintii tulajdonsagairol alkotott
képiinket.
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