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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABGC - Feln6tt korban sziiletett szemcsesejt

AMPA - 2-amino-3-(5-metil-3-ox0-1,2-oxazol-4-il)propansav, AMPA receptor

agonista

ANOVA — Varianciaanalizis

4-AP — 4-Aminopiridin, kdliumcsatorna blokkolo

AP — Akcids potencial

APDC — (2R,4R)-4-Aminopirrolidin-2,4-dikarboxilat, mGlull receptor agonista

APICA — (RS)-1-Amino-5-foszfononoindéan-1-karboxilsav, mGlull receptor

antagonista

p-APV — (2R)-Amino-5-foszfonovaleridnsav, NMDA receptor antagonista
BAPTA - 1,2-bisz(o-aminofenoxi)etan-N,N,N’,N'-tetraecetsav, kalcium kelator
BDS-I — Blood-depressing substance-1, a K, 3 kdliumcsatorna csalad modulatora
CA1/2/3 — Cornu Ammonis1/2/3, a hippocampus proper régioi

CNQX — 6-ciano-7-nitrokinoxalin-2,3-dion, kompetitiv AMPA/kainat receptor

antagonista

DCG IV - (2S,2°R,3’R)-2-(2’,3’-dicarboxiciklopropil)glicin, mGlull receptor

agonista
DG — Gyrus dentatus
DIC — Infavoros differencial interferencia kontraszt videdmikroszkopia

EPSP — Serkentd szinaptikus potencial
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Fluo 5F — kis affinitast fluoreszcens kalciumindikétor

GABA — Gamma-amino-vajsav

GC — Gyrus dentatus szemcsesejt

GDP-8-S — Guanozin-5'-[B-tio]difoszfat

GHK egyenlet — Goldmann-Hodgkin-Katz egyenlet

GIRK — G-fehérjéhez kapcsolt befelé egyeniranyité kaliumcsatorna
GTP — guanozin-trifoszfat

IA — Inaktivalodé kaliumaram

Ii_ca— Magas fesziiltségkiiszobi, inaktivalodo kalciumcsatorna modell

L.Y341495 — (25)-2-Amino-2-[(18S,2S)-2-carboxiciklopropil]-3-(xantil)-propansav,

mGlull receptor antagonista

mGluR2 — Metabotrop glutamat receptor 2

mGluR3 — Metabotrép glutamat receptor 3

mGlull receptor— A metabotrop glutamat receptorok II. csoportja

MNI-glutamat — (S)-a-Amino-2,3-dihidro-4-metoxi-7-nitro-6-oxo-1H-indol-1-

pentansav, fotolabilis glutamatforras
Ni_ca—magas fesziiltségkiiszobii, nem inaktivalodoé kalciumcsatorna modell
NMDA — N-metil-D-aszparaginsav, NMDA receptor agonista

NNC 55-039 — (1S,25)-2-[2-[[3-(1H-Benzimidazol-2-yl)propil Jmetilamino]etil ]-6-
fluoro-1,2,3,4-tetrahidro- 1-(1-metiletil)-2-nafthalenil ciklopropankarboxilat, T-

tipusu kalciumcsatorna blokkolo

SKF97541—- (2R,4R)-4-Aminopirrolidin-2,4-dikarboxilat, GABAg receptor agonista
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SR95531 — 6-Imino-3-(4-metoxifenil)-1(6H)-piridazinbutansav, GABA A receptor

antagonista

str. — Stratum

SuM — Nucleus supramammillarius

TEA — Tetraetil-ammonium, kaliumcsatorna blokkolo

TTX — Tetrodotoxin, natriumcsatorna blokkolo

uEPSP — MNI-glutamat fotolizisével kivaltott serkentd szinaptikus potencial
bAP — Visszaterjed akcios potencial

VTA — Ventralis tegmentum
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1. BEVEZETES

A kiilvilagrol alkotott ismereteink rendszerbe foglaldsdban kulcsszerep harul a
hippocampus nevii 6si agykérgi régiora, ami mas kérgi teriiletekkel egylittmikodve
alapvetd szerepet jatszik bizonyos tanuldsi folyamatokban, a memorianyomok

kodolasaban és taroldsaban, illetve a térbeli tajékozodasban is!'™.

Jelentdsegét
megerdsiti, hogy egy evolucios értelemben jol megdrzott idegrendszeri struktira,
melynek Iényegi felépitése nagyfokii hasonlésagot mutat az Osszes emldsben.
Viszonylag egyszeri felépitése ¢és a kiilonféle idegrendszeri megbetegedésekben
betoltott szerepel™ miatt a hippocampus az elmalt évtizedek alatt az idegrendszeri
kutatasok egyik legfobb targyava valt. Maga a hippocampus tobb részteriiletre oszthato
fel, melyek koziil az egyik a gyrus dentatus-nak (DG) nevezett régi6. Doktori munkam
alatt a DG f6 sejtjeiben, a szemcsesejtekben zajloé informacio feldolgozas kiilonbozo
aspektusait vizsgaltam meg kombinalt in vitro méréstechnikak alkalmazasaval. Ennek

megfelelden az irodalmi attekintés elsésorban a DG és a szemcsesejtek bemutatasara

0sszpontosit.

1.1. A hippocampus

Régcsalokban a hippocampus hosszan elnytjtott, ivelt alakja az agy kdzépvonalatol
(szeptalis/dorzalis rész) a temporalis lebenyig terjed (temporalis/ventralis rész).
Atmetszeti képét vizsgalva két teriiletet kiilonithetiink el, melyek két egymasba forduld
C betithoz hasonloan kapcsolédnak egymashoz (1. Abra). Az egyik ilyen teriilet a gyrus
dentatus, a masik pedig a hippocampus proper, mely morfo-funkciondlis szempontbol
tovabbi régiokra oszthatd fel. Ezeket a régiokat a DG-t6] tavolodva sorrendben CA3,
altalanosan jellemzd, hogy a régié funkcionalis kimenetét reprezentald serkentd sejtek
egyetlen rétegbe tomoriilnek. Ennek megfeleléen a siirlin egymas mell¢ rendezddott
szemcsesejtek alkotjak a szemcsesejt réteget (stratum granulosum). A DG idegsejtekben
szegény kiilsé rétege a molekularis réteg (stratum moleculare), mely a szemcsesejtek

dendritjeit és az Oket beidegzd afferens palyakat foglalja magaba. A szemcsesejtek
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rétege ¢s a CA3 régid altal kozrezart teriilet a hilus, melynek fOsejtjei, a mohasejtek

tekinthet6k a DG masik f6 serkent® sejttipusanak!”.

| Schaffer
[ kollaterélisok_

CA2 A

1.Abra. 4 hippocampus régiéi és belsé kapcsolatrendszere

A hippocampus atmetszeti képének sematikus vazlata az egyes alrégiokkal és az informacidaramlast
biztositdo idegpalyakkal. DG: gyrus dentatus, CA3, CA2 és CAl: a hippocampus proper egyes
részteriiletei, EC: entorhinalis kéreg, mpp:medialis perforans palya, lpp:lateralis perforans palya, Il:az
entorhinalis kéreg masodik rétege, I1l:az entorhinaslis kéreg harmadik rétege (Forras:™*, modositva)

Az agykérgi kapcsolatrendszerek egyik legmarkansabb jellemvonésa, hogy az egyes
régiok tipikusan kétiranyt kolcsonhatasban allnak egymadssal. A hippocampus esetében
azonban mar Santiago Ramoén y Cajal felismerte, hogy a kiterjedt visszacsatolast
biztositd kapcsolatok hianya miatt az informécio dramlésa 1ényegében egyirényﬁ[g’m]. A
szemcsesejtek kimenetét formalo rostok a hiluson keresztiil a CA3-ba futnak, ahol ez a
tomor rostkoteg egy onallo réteget formaz a CA3 piramissejtek csucsdendritjének
proximalis szakaszan. Egészséges koriilmények kozott a ragesalokban a szemcsesejtek

egymassal kozvetleniil nem képeznek szinaptikus kapcsolatokat, bar a helyi
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gatlosejteken keresztiil, illetve a hilaris mohasejtek kozvetitésével hatassal vannak
egymas mikodésére. A DG szintjén feldolgozott informacio tehat a CA3 teriiletére
vetiil, ahol azonban egészen masféle kapcsolati sémaval talalkozhatunk. Az itt talalhato
piramissejtek ugyanis egymast beidegezve egy kozvetlen serkentd haldzatot alakitanak
ki. A CA3 piramissejtek kiterjedt serkentd kapcsolatrendszere a lokalis haldézat mellett a
DG teriiletére és a CA2 régiora is kiterjed!'"), kimenetét azonban elsésorban a CAl

terliletén végzddo axonagak, az igynevezett Schaffer kollateralisok jelentik.

A CA2 régi6 kapcsolatrendszerének teljes feltardsa nagyon sokaig varatott magara, de a
genetikai eszkdztar rohamos fejlddése ma mar lehetdvé teszi ennek a sokdig melldzott
régionak a részletes vizsgalatat is. A melldzottség ugyanis elsésorban abbol eredt, hogy
a CA2 régido méretét tekintve sokkal kisebb a tobbi hippocampalis régional. Ragcsalo
esetén egy kis sejtcsoportrdl beszélink, melynek rdadasul a hatarvonalai is
bizonytalanok. A régio6 klasszikus anatomiai meghatarozasa a CA2 kapcsolatrendszerén
alapul. Az az atmeneti sejtpopulacid jelenti ugyanis a CA2-t, mely mar nem kap
kozvetlen beidegzést a DG feldl (kiviil esik a stratum lucidumon), de elkiiloniti a CAl
régiotol az a tulajdonsag, hogy a 6 kérgi bemenete az entorhinalis kéreg II. rétegébdl

121 Az elmult

indul, mig a CAl piramissejtek esetén a bemenet eredete a III. réteg
néhany évben sikeresen azonositottak néhany olyan genetikai jeloléfehérjét, melyeknek
a jelenléte egyértelmii korrelaciot mutatott a CA2 régid anatémiai hataraival'>". Ennek
megfeleléen ma mar sok tudomanyos kutatds a markerfehérjék jelenlétét hasznalja fel a
régid azonositdsara a szubjektiv anatdmiai hatirvonalak helyett. Az anatomiai
meghatarozassal ellentmondva Susumu Tonegawa munkacsoportja kimutatta, hogy a
moharostok igenis kozvetlen kapcsolatban allnak a CA2 piramissejtekkel, bar a
kapcsolat jellege tobb szempontbél eltér a CA3-ban megfigyelttél'™. A CA2 kimenetét
ado piramissejt-axonok a CAl teriiletén végzddnek. Az eddigiek alapjan tehat azt
figyelhetjiik meg, hogy a hippocampus-ba befutd informaciotomeg a DG-CA3/CA2
iranyban aramlik a CA1 régi6 felé. Itt Gjfent egy olyan kapcsolatrendszerrel talalkozunk,
amelyben nincs kozvetlen serkentés a helyi piramissejtek kozott, és hianyzik a serkentd
visszacsatolds a tobbi régio felé, mert a piramissejtek axonja elhagyja a hippocampus

proper teriiletét.
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A hippocampus-ba bearamlé informécié egyik legjelentdsebb forrasa a multimodalis
asszociacios kérgi régiokkal kapcsolatot biztosité entorhindlis kéreg. Az entorhinalis
kéregbdl beérkezd idegrostok a perforans palyaba tomoriilnek, melyben a DG, a CA3 és
a CA2 teriiletén végzddd axonok az entorhindlis kéreg II. rétegének csillagsejtjeitdl
erednek, mig a III. rétegbdl kiinduld rostok a CAl teriiletére futnak (1. Abra). A
perforans palya a DG teriiletén a str. moleculare kiilsd kétharmadaban végzddik, és
anatomiai szempontok alapjan tovabbi részekre oszthaté fel. Az entorhinalis kéreg
lateralis régidjabol eredd rostok (lateralis perforans palya) ugyanis a str. moleculare
kiils6 részét foglaljak el, mig a medidlis entorhinélis kéreg (medidlis perforans palya) a
str. moleculare kozépsé szakaszaba vetit. A fent elmitett kanonikus kapcsolat mellett
Deller és munkatarsai emellett leirtak egy olyan palyat is, amely az entorhindlis kéreg
mélyebb (IV-VL) rétegeibdl ered, ¢és a szemcsesejtek proximalis dendritjein
végz6dik!'®. A molekularis réteg belsé harmadanak serkentd szinapszisait dontSen
azonban a hilaris mohasejtek visszavetitd kapcsolatai, illetve a kiilonféle kéregalatti
régiokbol eredd rostok formaljak. A CA régidkban a perforans palya a piramissejtek
legtavolabbi dendritszakaszadhoz fut a stratum lacunosum-moleculare teriiletén. Szépen
kirajzolodik tehat egy olyan topologiai elrendezés, amelyben a hippocampus-on kiviilrdl
érkezd kapcsolatok a fOsejtek tavolabbi dendritszakaszain végzddnek, mig a belsd
kapcsolatrendszer serkentd szinapszisai altaldban a sejttesthez kozeli dendritszakaszokat
preferaljak. Az entorhindlis kéreg és a hippocampus viszonyat kiilondsen érdekessé
teszi, hogy a CA1 régi6 piramissejtjei kozvetleniil visszavetitenek az entorhindlis kéreg
mélyebb rétegei felé. Latni kell tehat, hogy az erdsen egyenirdnyitott
kapcsolatrendszertdl fliggetleniil a hippocampus mégiscsak egy nagy informécid
feldolgozod hurkot képez!'”) ahol az informacié eredési és végpontja egyarant az
entorhinalis kéreg (1. Abra). Az itt vazolt séma az informacidaramlas egyszeriisitett
véazlata, amely csak az egyes teriiletek serkentd fosejtjei kozott fennalld kapcsolatokat
veszi figyelembe. Meg kell azonban jegyezni, hogy az eldrevetitd és visszavetitd gatlas
révén minden egyes régid esetében kiemelten fontos szerepet jatszanak a gatlo

[18-201 A Kkéregi kapcsolatok mellett a

interneuronok a helyi informacioéfeldolgozéasban
hippocampus szamos kéreg alatti teriilettel is kozvetlen kapcsolatban 4ll. Ezek altalaban
kisszamu sejttol eredd, de sok sejt miikodését érintd, divergens kapcsolatokat jelentenek.

Nagy funkciondlis jelentdségli kétiranyt kapcsolat all fenn példdul a septum és a
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hippocampus kozott. A hippocampus 6sszes régioja fogad GABA- és kolinerg rostokat a
septumbol, de a kétféle afferens palya célsejtjei nem fednek at egymassal®!), mert a
GABAerg rostok mindig helyi interneuronokon végzddnek, mig a fésejtek elsésorban
kolinerg beidegzést kapnak. A DG teriiletén a kolinerg rostok nagyrésze a belsd
molekuléris rétegben fut, és szinaptikus kapcsolataik dontd tobbsége a szemcsesejteken
végzBdik!?. Régiospecifikus, csak a DG és a CA2 teriiletére érkezd palya indul a
nucleus  supramammillarius-b6l (SuM,™) és a vetrdlis tegmentum (VTA,*Y)
terliletérdl. Az anatomiai bizonyitékok alapjan klasszikusan ugy tekintjiik, hogy a SuM-
bol érkezé rostok jelentés része glutamatot hasznal ingeriiletatvivé anyagként™), és
jellemzden kimutathatd benniik a calretinin nevii kalciumkoté fehérje jelenléte. Ezt a
feltételezést tamasztja ald az is, hogy a vizsgalt rostok nem tartalmaztak kimutathato
mennyiségli GABA-t, mindemellett glutamaterg jellegi aszimmetrikus szinapszisokat
képeznek a szemcsesejtek proximalis dendritjein. A legjabb eredmények azonban

arnyaljak a képet. Soussi és munkatarsail**

ugyanis szintén megvizsgaltdk a kérdést, de
ebben az esetben a kozvetlen GABA immunfestés helyett olyan enzimek jelenlétét
keresték, melyek egyértelmlien bizonyitjdk a rostok GABA- vagy glutamaterg
fenotipusat. A kisérleteik eredményeképpen arrdl szamoltak be, hogy ez a palya nem
tekinthetd homogénnek. A dorzalis DG-t beidegzd rostok elsésorban a SuM lateralis
részeébdl erednek, €s kevert GABA-/glutamaterg jelleget mutatnak. A ventralis DG-be
vetitd palya a SuM medialis részeébdl ered é€s valoban tisztan glutamaterg rostok
alkotjdk. Az is kideriilt, hogy a SuM eredetli axonterminalisok egy része egyidejlileg
mind GABAerg, mind glutamaterg tulajdonsagokat mutat, ami felveti a GABA ¢és a
glutamat egyiittes iiriilésének a lehetéségét is’>”). Mig a SuM esetében a GABA/glutamat
egylittes felszabadulasa még nem teljesen bizonyitott, addig VTA teriiletérdl kiinduld
afferens palya esetében mar egyértelmii bizonyitékok tamasztjak ala az eléfordulasat!**!,
A SuM és a septum alapvetd szerepet jatszik a kérgi aktivitdsmintazatok egyik
legjellegzetesebb tipusanak, a théta ritmus szabdlyozasaban, mig a kozvetlen VTA

bemenet Osszekottetést biztosit az agy belsd jutalmazasi rendszerével. Lathatjuk tehat,

hogy a DG tobb, funkcionalisan eltérd agytertilettel is kozvetlen kapcsolatban all.
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1.2. A DG szerepe a hippocampalis informadciofeldolgozdasban

A DG-t a kiterjedt kapcsolatrendszere és bels§ anatdmiai elrendezése tobbféle
feladat ellatdsara is alkalmassa teszi. Vegyiikk sorra, hogy mik is lehetnek ezek a
feladatok. A °70-es évek elején David Marr egy roppant eléremutaté halozati modell
segitségével ravilagitott arra, hogy a hippocampus felépitése €s kapcsolatrendszere
révén potencidlisan alkalmas informéciok tarolasira és elShivasaral®®. Bar Marr
modellje nem tulajdonitott kiilondsebb szerepet a DG-nek, mégis ez a modell egyfajta
kiindulasi pontnak tekinthetd, ami alapjan halozat-elméleti kutatdsok sora vizsgalta az
egyes hippocampalis részteriiletek szerepét a memoria folyamatokban. Marr elmélete
alapjan a CA3 piramissejtek halozata képes arra, hogy az egymds kozott fennalld
kapcsolataik  sulyan  keresztil ~megorizzék  azokat a  populdciés  szinti
aktivitdsmintdzatokat, melyek a beérkezd informacié hatisara kialakulnak. Ebben a
kontextusban a beérkezd informaci6é az afferens rostok aktivitdsmintazataként
értelmezhetd. Késobb aztdn a piramissejtek képesek lesznek az eredeti informaciod
hatasara mutatott aktivitdsmintazat eldallitasara, egy részleteiben hasonld informaécio
érkezése esetén. Ezek a halozatok azonban bizonyos szempontbdl nagyon torékenyek,
ugyanis konnyen eléfordulhat benniik, hogy tobbféle beérkezé mintazat is ugyanannak a
memoriajelnek az eléhivasdhoz vezet. Az ilyen jellegli interferencia kikiiszobolésének
egyik hatékony modja, ha a CA3 régio mar elézetesen feldolgozva kapja meg az
informdciot egy olyan rendszer kozvetitésével, ami a kiilvildg egymashoz nagyon
hasonld reprezentacioit is képes egymassal nem atfedd aktivitds mintazatokka alakitani
(idegen kifejezéssel élve ez a ,pattern separation” folyamata™>"). A szemcsesejtek
mikodeése és a kapcsolati viszonyuk alapjan a DG kivaloan alkalmas egy ilyen eldzetes
mintazat-elkiilonitési feladat ellatdsara. Mindemellett a rekurrens kapcsolatokon alapuld
halézatok esetén a memoria kodoldsdban elengedhetetlen egy ,tanitd” jellegii
szinaptikus bemenet jelenléte 1is, ami kivaltja a kapcsolatok erdsségének
megvaltozasahoz sziikséges aktivitast a haldézatban. A szemcsesejtek és a CA3
piramissejtek kozotti kapcsolat eléggé erds ahhoz, hogy a szemcsesejtek aktivitasa
mintegy kijeldlje a memorianyom kodolasaban részt vevd piramissejt csoportot. Az
elméleti megfontolasok mellett mara kisérletek sora bizonyitja a DG szerepét a
memoriajelek kialakitasdban. Korszerli szohasznalattal ¢lve engram sejteknek hivjuk

azokat a sejteket, melyek aktivak egy adott tanuldsi folyamat sordn, és amelyek ismételt
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aktivitasa elégséges a tanult emléknyom eléhivasahoz®®. Az optogenetika eszkoztara
ma mar lehetOvé teszi az engram sejtek megjelolését, igy célzottan befolyasolhatdak
azok a sejtek, melyek egy adott emléknyomot kddolnak. Ezt a technikai megkdzelitést
hivjuk engram technikdnak. A DG azon tulajdonsdga, hogy a sejtek kis hanyadanak
aktivitdsa reprezental egy adott emléknyomot, méghozza ugy, hogy minden
emléknyomot mas ¢és mas sejtcsoport kodol, kiilondsen alkalmassa teszi a
szemcsesejteket az engram technikdn alapuld vizsgéalatokhoz. Denny és munkatérsai
bizonyitottdk, hogy a DG nemcsak a memoriajel kialakitasaban, de a késObbi
el6hivasaban is szerepet jatszik!>!. Az emléknyomok kialakitasa és tarolasa mellett még
egy olyan folyamat van, ami tipikusan a hippocampus-hoz ké&thetd, ez pedig a térbeli
tajékozodas. O’Keefe és Dostrovsky felismerte, hogy vannak olyan idegsejtek, melyek
aktivitasat elsésorban az él6lény térben elfoglalt helyzete hatarozza meg®*. Ezek az
ugynevezett helysejtek az ¢€l6lény altal bejarhatd tér egy bizonyos részén fokozott
aktivitast mutatnak (2. Abra). A térnek azt a részét, ahol ez a fokozott aktivitas
megfigyelhetd, az adott sejt helymezejének nevezziik. A helysejtek funkcionalis

jelentésegét populacios szinten lehet igazan értelmezni.

2.Abra. Egy anatémiailag azonositott szemcsesejt helysejt-miikodése

Bal oldalon a sziirke vonalhalézat az éllat altal a mérés soran bejart Utvonalat abrdzolja, mig a voOros
pontok jelzik, hogy hol volt aktiv az elvezetett sejt a kisérlet alatt. Jobbra lathatjuk az elvezetett sejt
rekonstrualt alakjat, és az elhelyezkedését a szemcsesejtrétegen beliil. Az alaktani sajatossagok alapjan a
sejt egyértelmilen egy szemcsesejt volt (Forras:**), modositva).

12
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Mind a CA régiok piramissejtjei, mind a szemcsesejtek kozott egyarant talalhatunk
helysejteket, bar a helymezok tulajdonsagaiban és a térinformécido kodolasaban
résztvevo sejtpopulacio nagysagaban jelentds eltérések vannak az egyes régiok kozott.
Az ¢€l6lény térbeli navigacidja soran az entorhindlis kéregbdl beérkezd informacid alakul
at a helysejtek altal kialakitott populacidés kodda, ezért a térinformacid helysejt
aktivitdson alapuld feldolgozéasa lényegében megegyezik a kiilvilag feldl érkezo
barmilyen mas multimodalis informécio feldolgozasaval. A térbeli tdjékozodas soran a
szemcsesejtek valojaban mintdzat elkiilonitést végeznek, mert a teret kodold egyes
mintazatok a szemcsesejtek egymdssal nem atfedd kis csoportjait fogjdk aktivalni.
Lényegében a térbeli informéciofeldolgozas vizsgélata lett az idedlis kisérleti modell a
szemcsesejtekben zajld pattern separation tanulményozdsdhoz, hiszen nagyon jol
vizsgalhato, hogy hogyan valtozik meg a sejtek aktivitasa, ha elkezdjiik megvaltoztatni
az allatot koriilvevd tér tulajdonsdgait. Ennek megfelelden Leutgeb és munkatarsai
kisérletes Uton is igazoltak, hogy a szemcsesejtek valdban erdteljes mintazatelvalaszto
mikodést végeznek, mivel a tér kismértékli valtozasa is 1ényegi eltéréseket okozott az

391 Altalanosan elfogadott nézetté valt, hogy a

elvezetett sejtek helymez6 mintdzataban
szemcsesejtek helymezd mintazata alapvetden eltér a piramissejtekétdl, mert mig a CA
régid piramissejtjeinek tipikusan egyetlen helymezeje van, addig a mérések szerint az

k3% Ennek a

aktiv szemcsesejtek daltalaban tobb helymezdvel is rendelkezne
megallapitasnak némileg ellentmondanak az jabb kutatasi eredmények. Neunuebel és
Knierim 2012-ben ramutatott arra, hogy az egyes sejtek helysejt tulajdonsagai attol
fiiggenek, hogy a sejt hol helyezkedik el a DG teriiletén beliil, ugyanis a tobb
helymezdvel rendelkezd, magasabb altalanos aktivitasu sejtek zomében a szemcsesejtek
rétege alatt, a hilus teriiletén vannak. Toliik jol elkiilonithetéen egy olyan sejtpopulacid
is jelen van a DG teriiletén, melynek alacsony altalanos aktivitas és egyetlen helymezd
jellemzi a viselkedését. A szerzok felvetése szerint az érett szemcsesejtek valdjaban ez
utobbi populacidhoz tartoznak, mig a tobb helymezdvel rendelkezd aktivitas vagy az
éretlen szemcsesejteket vagy a hilaris mohasejteket jellemzi®” (kés6bb részletesen
kifejtésre keriil majd, hogy mit értek az érett és éretlen szemcsesejt alatt). A legfrissebb
eredmények szerint a legtobb szemcsesejtnek valoban egyetlen helymezeje van (2.
Abra), és a kordbban megfigyelt nagy alapaktivitist, tobb helymezdvel rendelkezd

35,38,39]

sejtek valojaban mohasejtek! . Erdekes kérdés, hogy milyen sejtszintii vagy
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halozati mechanizmus allhat egy adott sejt helysejt viselkedésének a hatterében. Katie

Bittner és munkatéarsail®

] CAl piramissejtek viselkedését tanulmanyozva eredtek a
kérdés nyomaba és azt tapasztaltak, hogy ebben az esetben a két f6 serkentd idegpalya,
vagyis a CA3 iranyabol érkezd Schaffer kollateralisok és az entorhindlis kéregbdl
érkez6é perforans palya egyidejli aktivitasa altal kivaltott dendritikus platd potencial

kulcsszerepet jatszik egy adott sejt helymezejének Iétrehozasaban.

1.3. A szemcsesejtek alaktani és élettani sajdatossdagai

crer

a ragcsalokban is millios nagysagrendiire tehetst!!

. Kisméretli, ovalis sejttesttel
rendelkezd sejtekrdl van szo, melyek egy tomott rétegbe rendezddnek a DG teriiletén. A
piramissejtektdl eltérden nem csak egy f6 cstcsi (apikalis) dendritjiik van. Vékony,
erdsen tiiskés dendritjeik a sejttestbdl a molekuldris réteg felé futnak, ahol egyik
iranyban kissé lapitott kipra emlékezteté dendritfat formalnak (3.A Abra). Tipikus
esetben a sejttestbdl egy-két elsddleges dendrit indul ki, ami rovid tdvolsagon beliil
tobbszor is elagazik, két egyenértékii utdod dendritet formalva. Az elagazdsi pontok
zOmeében a molekularis réteg belsé felére korlatozodnak, vagyis abban a régioban, ahol a
f6 bemenetet jelentd perforans palya végzdédik, a dendritek mar tobbnyire elérik
végleges vastagsagukat és egyenletes lefutdst mutatnak. A dendritfa térbeli kiterjedése a
sejt DG-n beliili helyzetének filiggvényében valtozo, ennek koszonhetéen a teljes
dendrithossz is tig tartomanyban mozog'*’. Altalanossigban az a jellemzd, hogy a
dendritfa nagyobb kiterjedésii a suprapiramidalis lemezben elhelyezkedd sejtek esetében

31y A dendrithosszhoz hasonloan a tiiskével vald

(2800 pm vs 3500 um, infra vs supra
boritottsag is attdl fiigg, hogy hol helyezkedik el a sejt, mert a mérések szerint a
dendrittiiskék atlagos stirlisége nagyobb a suprapiramidalis lemezben (1,3 tiiske/um vs
1,6 tiiske/pum, infra vs supral*). A fénymikroszképos uton meghatarozott dendrittiiske
stirliség feltehetdleg aldbecsiili a valos értéket, mert a dendrit altal eltakart tiiskék nem
szerepelnek a szamitasban. Azok a tanulmanyok, ahol ezt a hibaforrast kikiiszobolték
(elektronmikroszkop hasznalataval, vagy utolagos korrekcidval) 2,2-2.4 tiiske/um-es

#3461 ‘Mivel a serkenté kapcsolatok zomében a dendrittiiskéken

stirliségrél szamolnak bel
végzddnek, ezért a slirliségi adatok és a teljes dendrithossz ismeretében megbecsiilhetd

az egy szemcsesejtre érkezd serkentd kapcsolatok szdma, ami ennek megfelelden 3640 -
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8400 serkentd szinapszist jelent sejtenként. Ez a tartomany egyértelmiien kevesebb

serkentd kapcsolatot jelent, mint amit példaul a CA1 piramissejtek esetében leirtak
7)),

(30000 serkent6 szinapszis

5um

3.Abra. A szemcsesejtek alaktani sajdtossdgai

A, Feliil egy szemcsesejt fluoreszcens jeloléssel lathatova tett dendritfaja lathaté. Az alsd kép egy
dendrittiiskékkel erésen beboritott rovid dendritszakasz kinagyitott képe. B, Ugyanazon sejt rekonstrualt
képe, ahol a szomato-dendritikus régié mellett az axonfa jellegzetességei is megfigyelhetok. A sematikus
kép a sejt és a f0 axonag helyzetét mutatja a hippocampus-on beliil. C, A {6 axonagon elhelyezkedd

mohaterminalis, és a bel6le kiindulo filopodiumok. A vords nyil a mohaterminalist jeloli, mig a kék

nyilak mas jellegii, sokkal kisebb méretii boutonokra mutatnak (A és B panalek forrasa:'*), modositva).

A szemcsesejtek axonjat moharostnak hivjuk. Az axon eredési helye tobbnyire a sejttest,
de eléfordul az is, hogy valamelyik elsddleges dendritbdl indul ki. Altaldnos rendezési
elv, hogy a moharost helyi eldgazasok nélkiil, mindig a hilus iranyaba halad, ahol
viszont szertedgazo kapcsolatrendszert épit ki az itt taldlhaté interneuronokkal és
mohasejtekkel. A f6 axonag a hiluson keresztiil a CA3 régidba fut, ahol az egyes
moharostok tovabbi elagazas nélkiil slri rostkotegbe rendezddnek a str. lucidumban
(3.B Abra). A moharostok abban térnek el a tobbi agykérgi serkentd axontél, hogy a
funkcionalisan eltéré axonterminalisaik szembetiiné alaki kiilonbségeket mutatnak!****’.
A hagyomanyos méretii axonvégzddések mellett egy nagyon specialis anatdmiai képlet,

az ugynevezett mohatermindlis is megfigyelhetd a moharostokon. Ezek olyan

nagyméretli — 2-8 um atmérdji — kerekded struktirak, melyek mind a hilus, mind pedig
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a CA3 teriiletén megfigyelheték (3.C Abra). A mohaterminalisokbél altaldban néhany
filopodium — a f6 axonndl sokkal vékonyabb, viszonylag révid (2-50 pm hosszl)
nytlvany — indul ki, mely hagyomanyos méretli szinapszisban végzddik. A
mohatermindlisok specifikusan a mohasejteket és a piramissejteket idegzik be, mig a
hagyomanyos axonterminalisok kizarolag interneuronokon végz3dnek*). A specifikus
anatomiai elrendezésnek koszonhetden jol megbecsiilhetd, hogy milyen az arany az
egyetlen szemcsesejt altal beidegzett fOsejtek €s  interneuronok  kozott.
Mohaterminalisb6l minddssze 15-25 darab van az egyes axonokon, mig hagyomanyos
méretll axonterminalisbol akar kétszdz is lehet, ami arra utal, hogy az egyes
szemcsesejtek szamszerlileg sokkal tobb interneuronhoz kapcsolddnak, mint
piramissejthez. Ez jol egybecseng a fizioldgiai ismereteinkkel, miszerint a
szemesesejtek kiilondsen erteljes elSrecsatold gatlast kozvetitenck a CA3 felel®"2,
Lathatjuk, hogy mind a dendritekre, mind pedig az axonra vonatkoz6 morfometriai
adatok jelentds szordst mutatnak. A valtozatossag egyik forrdsa lehet a szemcsesejtek
kapcsolatrendszerét jellemzd nagymérvii plasztikussag. Kutatasok kimutattak példaul,
hogy a tanulasi folyamatokat a dendrittiiskék szaménak novekedése kiséril®>Y.

Hasonloképpen, a moharost altal formalt szinapszisok szdma és a posztszinaptikus

célsejtek sszetétele is megvaltozik a tanulasi folyamatok alatt!™>!,

A szeletpreparatumokon végzett kisérletek alapjan az érett szemcsesejtek nyugalmi
viselkedését hiperpolarizalt membranpotencial és 100-300 MQ kozé esé bemend

163638] "Ezek a tulajdonsagok feltehetéen hozzajarulnak ahhoz, hogy

ellenallas jellemzil
szeletprepardtum esetén a szemcsesejtek nem mutatnak spontdn aktivitast. A
rendelkezésre all6 adatok szerint a szemcsesejteket €16 allatokban is a rendkiviil

alacsony aktivitas jellemzi®>"*

], Nyugalmi membréanpotencialjuk az in vitro adatokhoz
hasonloan hiperpolarizalt®, azonban koveti a DG-ben éppen zajlé halozati aktivitast.
Ennek megfelelden nagy amplitidoji membranpotencial-véaltozasokat is megfigyeltek,
melyek idébeli dinamikaja széles tartomanyban mozoghat?”**®! Példaul Hahn és
munkatéarsai leirtak!®”, hogy altatott allatban a szemcsesejtek membranpotencialja koveti
a kérgi lassi hullam aktivitast (0,3-1,5 Hz), mig Pernia-Andrade és Peter Jonas
tanulméanyaban'® azt olvashatjuk, hogy altatds nélkiili allatokban a membranpotencial

kapcsolatot mutatott az extracellularisan mért mezdpotencial théta (3-10 Hz) és gamma

(30-90 Hz) frekvenciatartomanyu komponensével.

16



DOI:10.14753/SE.2018.2076

Az eddig ismertetett adatok azon az altalanositason alapulnak, miszerint a DG
szemcsesejtek egy homogén populacidt alkotnak, és a kisérletesen meghatarozott
atlagos értékek hiien jellemzik az Gsszes szemcsesejt viselkedését és tulajdonsagait. Ma
mar azonban tudjuk, hogy a hippocampalis fOsejteket bizonyos fokll heterogenitas

jellemzi, ami alapjan tovabbi csoportokra oszthatok fell®¢¢,

Ez a megallapitas
kiilonosen igaznak bizonyult a szemcsesejtek esetében, ugyanis a DG azon két agyi
régio egyike (a szaglogumoéd mellett), ahol folyamatosan 0j és 1j sejtek jelennek meg és

épiilnek be a mar meglévd halozatbal®™

. A DG-ben az uj sejtek kozvetlenill a
szemcsesejtréteg aljan keletkeznek az osztodasra képes progenitor sejtekbdl. Fejlodésiik
korai  szakaszdban nagymértékii  ingerelhetéség és  rendkiviil  képlékeny
kapcsolatrendszer jellemzi Oket, ami az érett sejtekétdl eltérd ioncsatorna
dsszetételiikb8l és morfologiai tulajdonsagaikbol fakad!® . A felnétt korban sziiletett
sejtek (ABGC-k) pontosan meghatdrozott program szerint illeszkednek be a miikodd
idegsejt halozatba, mely a kapcsolatrendszeriik kialakulasaval és a bels6 tulajdonsagaik
megvaltozasaval jar. Az ABGC-k kimenetét formalé axon példaul két héttel a
szlletésiik utdn mar eléri a CA3 teriiletét, ahol nem sokkal késébb megjelennek a
funkcionalisan teljes értékii szinapszisaik is'"*. GABAerg bemeneteik koziil elészor a
neurogliaform sejtekkel kialakitott lassu szinapszisok jelennek meg!’®, mig az elsé

glutamaterg kapcsolatuk a hilaris mohasejtektsl ered!””!

. A talélésiik szempontjabol
kritikus els6 néhany hét utan az ABGC-k egy sokkal hosszabb, 8-10 hétig is elhuzodo
érési folyamaton mennek keresztiil, mialatt a sejtek egyes tulajdonsdgai (példaul a
bemend ellendllasuk és az akcids potencial alakja) folyamatosan kozelitenek az érett
sejteket jellemzd allapot felé. A dinamikus membranpotencial valtozasokkal szemben
mutatott fokozott érzékenységiik azonban valtozatlan médon megdrzddhet akar a teljes
érési folyamat sordn, egészen addig, amig egy ma még ismeretlen program szerint at
nem valtanak egy kevésbé érzékeny ,,iizemmédba™®. A felnSttkorban sziiletd sejtek
hozzédjarulnak bizonyos tanuldsi folyamatokhoz és a DG-re jellemzd mintazat-
szétvalasztd mukodéshez 1is. Az ¢értekezésben bemutatott vizsgalatokat érett
tulajdonsagokat mutatd szemcsesejteken végeztem (az elektrofizioldgiai és anatomiai

kritériumrendszer megtaldlhaté a modszerek ismertetésénél), a késdbbiekben kizarolag

az érett szemcsesejtek csoportjat értem a szemcsesejt megnevezéEs alatt.
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1.4. Dendpritikus folyamatok a szemcsesejtekben
El6 allatban a szemcsesejtek sok esetben nem egyedi akcidspotencialokkal
kommunikélnak, hanem révid, nagy frekvenciaju akcios potencidl sorozatok, az eredeti

kPR8I A burst jellegl tiizelés

angol terminoldgiaval €lve burst-0k alakulnak ki rajtu
szamos kovetkezménnyel jarhat a sejtek kozotti kommunikacioban az egyedi akcids
potencidlokhoz képest. Eldszor is a burst megbizhatd informacié &tadast biztosit
azokban a kapcsolatokban, ahol alacsony a kezdeti neurotranszmitter felszabadulés
valosziniisége!®. Masrészt jobb jel/zaj aranyl informacioatadast biztosit az eredendden
,zajos” hattér mellett miikddd halézat szamaral®!. Szamos adat bizonyitja, hogy a burst
tiizelés kulcsszerepet jatszik a szinapszisok erdsségének hosszll tdvi szabalyozasaban
is® A fenti tulajdonsigok miatt egy burst sokkal inkabb tekinthetd egy 6nall
kommunikécios eszkdznek, mint az egyedi akcios potencidlok gyors sorozatanak. Ez a
szemléletmod vezetett oda, hogy egy egészen friss elméleti modell mar a burst-6t tekinti
a sejtek kozotti kommunikacié alapegységének az emléknyomok taroldsa és eléhivasa
soran®. A szemcsesejtek burst tiizelésének akkor van kiilonds jelentSsége, ha a
szemcsesejtek altal a CA3 régiora kifejtett hatast vizsgaljuk. A nagyfrekvencids tiizelés
ugyanis lehetdvé teszi, hogy a kozvetleniil beidegzett posztszinaptikus piramissejtek
képesek legyenek felillemelkedni a kapcsolatrendszer anatomiai ¢€s élettani
sajatossagaibol fakadd massziv eldrevetitd gatlason €s a serkentés alacsony kiinduldsi
valoszintiségén™>**!1 Ez pedig az egyik el6feltétele annak, hogy a szemcsesejtek
megvaltoztathassdk a piramissejtek aktivitdsdit a memorianyomok kialakitdsa soran.
Mivel a burst kialakuldsa mas fosejtek esetén alapvetden a sejtre érkezd szinaptikus
bemenetek tér- és idObeli mintidzata, valamint a sejten jelen levd aktiv ioncsatorna
mukodés kozotti 0sszjaték eredménye, joggal feltételezhetjiik, hogy a szemcsesejtek
Osszetett informacidfeldolgozéast végezhetnek a dendritjeiken. A szemcsesejtek
dendritikus folyamatait kevésbé ismerjiik, mint a piramissejtek hasonld folyamatait.
Ennek az az egyik oka, hogy a szemcsesejt-dendritek a vékonysaguk miatt nagyon
sokaig elérhetetlenek voltak a hagyomanyos patch-clamp elektrofizioldgiai vizsgalatok
szamara. Ugyanakkor a dendritekben zajlé passziv és aktiv folyamatok kozvetlen
vizsgalata sziikséges elofeltétele a funkcid megértésének. Természetesen a kozvetlen

fesziiltség €és konduktancia mérések hianyaban is lehetséges a dendritikus folyamatok

vizsgalata, ilyenkor azonban kénytelenek a kutatok valamilyen kozvetett bizonyiték
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alapjan megjosolni a hattérben zajlé mechanizmusokat. Szamos tudomanyos bizonyiték
szol amellett, hogy egy teljes mértékben passziv dendritfa is bonyolult szamitasi
folyamatok elvégzésére képes, ami annak kdszonhetd, hogy az idében és térben atfedve
érkez$ szinaptikus események tobbféle modon is hatassal vannak egymasra™ ™",
Schmidt-Hieber és munkatarsai részletesen megvizsgaltdk a szemcsesejtek passziv
integrativ viselkedését*”), egy modellezéssel 6tvozott elektrofizioldgiai tanulmanyban.
A munka egyik fontos kovetkeztetése, hogy a morfologiai tulajdonsdgoknak
kdszonhetden még a sejttestbe beérkezd szinaptikus események is gyors iddbeli
lefutdsuak. Ez a gyors lefutds pedig azt eredményezi, hogy a szinaptikus
potencialvaltozdsok csak akkor képesek hatékonyan Osszegzddni, ha rovid idészakon
beliil kdvetik egymast az események. Az erésen hiperpolarizalt membranpotencial miatt

a hatékony 0sszegzddés pedig alapvetd fontossagii az AP keletkezéshez sziikséges

fesziiltségkiiszob eléréséhez.

A passziv hattér mellett azonban tobbféle fesziiltség fiiggd, vagyis aktiv ioncsatorna is
jelen van a GC dendriteken. A szemcsesejtek esetében az inaktivalodo, A-tipusu
kaliumaram (I5) hatterében all6 ioncsatorndkrdl van a legtobb ismeretiink a dendritikus
ioncsatorndk eloszlasat és tulajdonsagait illetéen. Az irodalmi adatoknak megfeleléen az

I, aram a periszomatikus régioban az akcids potencial lefutdsat modulalja™*!

, mig a
dendriteken a visszaterjedd akcids potencidlok (bAP-k, az angol ,backpropagating
action potential” kifejezés alapjan) és az ahhoz kapcsol6dod dendritikus folyamatok
szabalyozasaban vesz részt!"**%. Tlyen tranziens, gyorsan inaktivalodo kaliumaram adja
a sejttestben mérheté kaliumaramok donté tobbségét a szemcsesejtekben™ . Bar a
gyorsan inaktivalodo kaliumaramokat 6sszefoglald néven A-tipust d&ramnak neveziink, a
valosagban sokféle fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna mukodése allhat az I, aram
hatterében. A szemcsesejtek esetében is legalabb két, mind farmakologiailag és
kinetikailag is elkiiloniil csatorna miikddése jarul hozza az ionaram kialakitasahoz®®.
A két aram koziil a TEA érzéketlen komponens aktivacios kiiszobe -60 mV, mig a TEA
¢s BDS-I érzékeny komponens fesziiltségkiiszobe -30 mV kozelében van. Az aktivacios
kiiszob azért fontos tulajdonsaga a csatornamiikodésnek, mert meghatirozza, hogy
melyek azok a dendritikus folyamatok, melyet hatékonyan tud befolydsolni egy adott

csatorna. Példaul a TEA érzékeny komponens viszonylag magas aktivacios kiiszobe, és

a gyors inaktivacio egylittesen azt sugalljdk, hogy elsdsorban nagymértékii
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depolarizacioval jar6, tranziens potencidlvaltozasok esetén szamithatunk ennek az
ionaramnak a hatékony szabalyozé szerepére. A szemcsesejtek esetén csak a sejttestrol
rendelkeziink kozvetleniil mért adatokkal a konduktancia jelenlétét illetden, a

dendritikus régiorol nem(®*”*

. Farmakologiai kisérletekben a visszaterjedd akcios
potencialok kalcium jelét mérve Krueppel és Beck arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
dendritikus I, mennyisége feltehetéen sokkal kevesebb, mint a sejttestben®). Ez azért
érdekes, mert a CAl piramissejtek esetében pont a forditottja igaz, tehat az I, d&ramok

stirlisége a dendriten kifelé haladva folyamatosan n3°*.

A dendritikus fesziiltségfliggd natriumcsatorndk szerepe szintén nagyon valtozatos lehet.
Tal azon, hogy aktivan ndvelhetik a serkentd szinaptikus vélaszok amplitudojat,
regenerativ, mas ismert sejttipusok esetén szinte veszteség nélkiili dendritikus terjedést
biztosithatnak a visszaterjedd akcidspotencidlok szamara. Krueppel és Beck azt talaltak,
hogy bar van kimutathatdé mennyiségli natriumcsatorna a szemcsesejtek dendritjeiben, a
csatorndk slrlisége nem elégséges az akcids potencidl regenerativ visszaterjedéshez,

ezért a dendritikus terjedés inkabb a passziv viselkedéshez hasonl6 lecsengést mutat!™®.

A dendritekben zajlé folyamatok sok esetben az intracellularis kalciumszint szabalyozé
hatasa alatt 4llnak. Mivel a kalciumszint valtozdsa dontéen fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorndk (Ca,) miikodésének koszonhetd, ezért a Ca, csatorndk hatékonyan
szabalyozhatjadk a dendritek miikodését. Tobbféle Ca, tipus is jelen van a GC dendritek
mentén, azonban az egyes csatornatipusok ¢és az altaluk generalt kalciumaramok
dendritikus eloszlasat illetéen nem teljes az 6sszhang az egyes irodalmi adatok kozott™>
1 példaul Blaxter és munkatdrsai szerint a dendritikus kalciumaramnak csak kis
frakcioja mutatott nimodipin érzékenységet, ami az L-tipusi aramot kozvetitd

ioncsatornak gatloszere!”™

. Ezzel szemben Elliot ¢és Johnston azt talaltdk, hogy a
egészsejtes kalciumaram mintegy 40 %-a nimodipin érzékeny L-tipust aram”®!. Beck és
munkatarsai szintén egészsejtes ionaramot mérve jelentds L dramot irtak le epileptikus
human mintik szemcsesejtjeiben””. Az eltérések hatterében valdszintileg az 4ll, hogy
kiilonbozd eredetli mintaban és eltérd technikai megkozelitést hasznalva vizsgaltdk a
kérdést. Van azonban néhany kozos vonds, melyben az eltérd forrdsok egyetértenek.
Minden forras szerint jelen van a szemcsesejtekben egy alacsony fesziiltségkiiszobon

aktivalodo, inaktivaciét mutatd kalciumaram, mely fesziiltségfliggését, kinetikajat és
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farmakolégiai profiljat tekintve T-tipusu kalciumaramnak felel meg, melyet Ca, 3.1, 3.2
¢s 3.3 csatorndk kozvetitenek. A T-tipusu dram mellett tobbféle magas
fesziiltségkiiszobon aktivalodd kalciumaram jelenléte is igazolt. A mar emlitett
dihidropiridin érzékeny L-tipusu aramok (Ca, 1.1, 1.2 és 1.3 csatorndk kozvetitik)
mellett jelen van az N-tipust (Ca, 2.2 kozvetiti) és az R-tipusa kalciumaram is (Ca, 2.3
kozvetiti). Ez utobbi két aram elkiilonithetd a farmakoldgiai érzékenységiik és az
inaktivacios profiljuk alapjan. Az N-aram szelektiv gatldszere az w-conotoxin-GVIA, az
R-aramok pedig a T-aramokkal egyetemben nikkel érzékenységet mutatnak. A magas
fesziiltségkiiszobli dramok koziil az R-csatorndk gyors, fesziiltségfliggd inaktivaciot
mutatnak, mely mar a hiperpolarizalt fesziiltségtartomanyban is nagyon jelentds

mértékii lehet”™.

Lathatjuk tehat, hogy tobbféle ioncsatorna is jelen van a szemcsesejtek dendritikus
felszinén, melyek modositjdk a dendritre érkezd informacié feldolgozasat. A
fesziiltségfliggd ioncsatorndk ~ miikddése megvaltoztatja a szinaptikus
potencialvaltozasok idébeli 6sszegzédését!? !, de az aktiv dendritek legszembetinSbb
hatasa azonban nem a kiiszobalatti fesziiltségtartomanyban jelentkezhet, hanem az
ugynevezett nemlineéris dendritikus eseményekhez, ,,dendritikus spike”-okhoz kothetd.
Aktiv dendritekkel rendelkezd sejtek esetében tobbféle regenerativ, nemlinearis
potencialvaltozast is megfigyelhetiink. Az ilyen jellegli események ismertetését célszeri
talan a bAP bemutatasdval kezdeni, mivel a bAP tulajdonsagai tobb szempontbodl is
eltérnek a tobbi dendritikus kiiszob feletti eseményétdl. A bAP nem mads, mint az axon
inicialis szegmentumon keletkezett akcidos potencial dendritekbe visszaterjedd
fesziiltségjele!'". Lényegében egy olyan jelként értelmezhetd, ami a sejtek kimenetérsl
(egy axonalis akcids potencial keletkezésérdl) nyujt kozvetlen visszajelzést a sejtek
bemeneti zonaja, vagyis a dendritek felé!'™>'®*!. Egy ilyen visszacsatol6 mechanizmus
megléte nagyon fontos ¢és sziikségszeri a Hebb-féle plaszticitdsi folyamatok
szempontjabol. A Hebb-1 doktrina alapjan ugyanis két idegsejt kozotti kapcsolat
megerdsodik akkor, ha a sejtek egyidejiileg aktivak. Egy ilyen tanulasi folyamatban a
bAP idedlis 6sszeko6td kapocs a bemeneti régio szinapszisai €s a kimenetet formalo axon

kozott! %4108

. Kelléen nagy mennyiségli dendritikus natriumcsatorna stirlis€ég mellett
akar a teljes mértékben regenerativ visszaterjedés is lehetséges, vagyis amikor a bAP

amplitido veszteség nélkiil, nagyon gyorsan eléri a dendritfa legtdvolabbi pontjait is. Ez
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kiilonosen azoknal a sejttipusoknal lehet fontos, ahol a nagyméretti dendritfa és/vagy a
dendritikus konduktancia viszonyok nem teszik lehet6vé, hogy az akcids potencial
fesziiltségjele passziv modon is elérje a tavoli dendriteket (példaul egy o6todik rétegi

(1991 “Fontos azonban hangsulyozni, hogy az akcids potencial bizonyos

piramissejt esetén
tavolsagra aktiv mechanizmusok hidnyaban is visszaterjedhet. Ebben az esetben
azonban a bAP csucspotencialjanak gyors lecsengése figyelhetd meg, melyet az
esemény belassuldsa kisér. A visszaterjedést alapvetéen befolyasolhatjak a depolarizacio

ellen dolgozd dendritikus kaliumcsatornak is®*''%),

Valdjdban a natrium ¢és a
kaliumkonduktancidk ardnya fogja meghatdrozni a visszaterjedés mértékét. A bAP
okozta depolarizacid a lokalis kalciumcsatorndk nyitdsat okozza, melyet jelentds

111

mértéki kalcium bearamlas kisért''". A kalcium bedramlds szerepe elsGsorban nem a

tovabbi depolarizacido eldsegitése, sokkal inkabb az, hogy aktivitdsfiiggd moddon

szertedgazo biokémiai itvonalakat szabalyozzon a dendrit mentén' ',

A bAP -val ellentétben 1éteznek olyan dendritikus regenerativ folyamatok is, melyeknek
az axonalis akcios potencialtdl fiiggetleniil, a helyi dendritikus informacio feldolgozas
eredményeként jonnek létre. Az ilyen esemény hatterében 4allo6 ionaramot kozvetitd
csatorndk szerint megkiilonboztetiink NMDA-, natrium- és kalcium spike-okat is. Bar
idoébeli lefutdsuk és terjedési tulajdonsigaik alapjdn az egyes esemény tipusok
nagymértékben eltérnek egymastol, kozos tulajdonsaguk, hogy jol definidlhato
fesziiltségkiiszob hatarozza meg a kialakulasukat. Ez a kiiszob sokkal magasabb, mint az
axonalis akcios potencidlok esetében, ezért az ilyen jelek kialakuldsa altalaban erds,
térben korlatozott szinaptikus serkentést igényel. A néhany ms alatt lezajlo dendritikus

natrium spike a leggyorsabb esemény a harom kozill'"!

. Hosszabb, erételjesebb
serkentd szinaptikus aktivitas kalcium - vagy NMDA spike megjelenéséhez vezethet!!'*
el Az NMDA receptor 4altal kozvetitett dendritikus spike-ok  lényeges
megkiilonboztetd tulajdonsadga az, hogy a mogotte alldé ionaram kialakuldsa nemcsak
fesziiltségfiiggd, de az NMDA receptor glutamat kotése is sziikséges hozzal''®l. Ezek a
nemlinearis események természetesen kombindlodhatnak is, ami az amplitadé és az
iddbeli lefutas tekintetében valtozatos megjelenési forméakat eredményezhet. Még a
lassabb, aktivan terjedd kalcium spike-ok is erdteljes lecsengést mutatnak mire elérik a

sejttestet. Ennek ellenére sok esetben a dendritikus regenerativ eseményekhez axonalis

akcids potencidlok megjelenése is tarsul, sot ezeknek az eseményeknek kitlintetett
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(7181 “ A7 in vitro kisérletek azonban eddig

szerepe lehet a burst tiizelés kivaltasaban
nem bizonyitottak a regenerativ dendritikus események jelenlétét a szemcsesejteken.
Bar potencialisan minden olyan csatorna jelen van a GC dendriteken, ami dendritikus
spike generalasdhoz sziikséges, mégis az egyes csatorndk stirisége feltehetdleg tul
alacsony ahhoz, hogy lehetévé tegye a regenerativ dendritikus potencialvaltozasok
kialakulasat. Azonban még az alacsony csatorna siirtiség is elegendd lehet ahhoz, hogy a
dendritikus natriumcsatorndk és az NMDA receptorok modositsak a szinaptikus
jelosszegzodést a szemcsesejtekben. Egy passziv dendritben az elektrotonusosan
egymashoz kozel fekvd szinapszisok egyidejii aktivacidja szublinedris O0sszegzddést
eredményez, a szemcsesejtekben azonban a fent emlitett ioncsatorndk hatékonyan
ellenstulyozzak ezt a hatast, ahogy a novekvo depolarizacio mellett egyre aktivabba
valnak. Osszességében tehat a szemcsesejtek linearis jeldsszegzést végeznek, ami nem
vezet dendritikus regenerativ események kialakulasahoz>®).

1.5. Az értekezés elso felében targyalt kutatas (1. projekt) elozményei

A kozponti idegrendszer hirvivé anyagai kétféle receptortipuson hatva befolyasoljak
a sejtmembran elektromos viselkedését. Az ionotrdép receptorok kozvetleniil
ioncsatornaként miikddnek, igy a receptor aktivacioja gyors valasz kialakulasahoz vezet.
Ezzel szemben a metabotrdp receptorok kozds tulajdonsaga, hogy a ligandkotés nem
vezet koOzvetlen ioncsatorna nyitdshoz, hanem G-fehérjéken keresztiil kiilonféle
intracellularis jelatviteli utvonalak szabalyozéasa indul meg, ami magaba foglalja mas
ioncsatorndk nyitasat vagy zarasat. A mechanizmus kozvetett jellege folytan a kialakulo
valasz is lassabb iddskdldn mozog, mint az ionotrdép receptorok esetében. Elnyujtott
hatdsuk miatt elsOsorban az idegi folyamatok folyamatosan fennallo, tonusos
szabalyozasaban jatszanak szerepet. Ez a tonusos szabalyozas azonban nagy
jelentéséggel bir, amit az is mutat, hogy sok idegrendszeri betegség (példaul szorongas,

1191221y hatterében felbukkan a metabotrop jelatviteli

stressz, skizofrénia és a fiiggdségek!
utvonalak sériilése. A metabotrdp glutamat receptorok idegi és glialis elemeken egyarant
eléfordulnak a kozponti idegrendszerben. Genomi szekvencia alapjan nyolc receptor
alkotja a csaladot, mely tovabbi hdrom csoportra bonthaté fel, amin beliill a 2-es
(mGluR2) és 3-as (mGluR3) metabotrop glutamatreceptorok kozosen alkotjak a II.

csoportot (mGlull receptorok). Altalanossagban ugy tekintjiik, hogy az mGlull
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receptorok gatoljak a sejtek, sejthaldzatok aktivitasat, mivel a receptorok dontdéen Gy,
fehérjékhez kapcsolddnak, és ezek kozvetitésével csokkentik az adenilat ciklaz
aktivitasat, a fesziiltségfiiggd  kalciumcsatornak  milkodéset!'> 24 illetve

kaliumcsatornak nyitasan keresztiil hiperpolarizaljak a sejteket.

Az mGlull receptorok leginkabb feltart szerepkore a preszinaptikus folyamatok
szabalyozasahoz kothetd, ahol a szinapszis erdsségének hossz tavi szabalyozasaban
jatszanak szerepet!'”). A receptorok jelen vannak az axonalis membran periszinaptikus
részén, ahol egy negativ visszacsatoldsi kor egyik elemét alkotjak!'?*?". A
szinapszisbol kijutd glutamat ugyanis képes aktivalni az mGlull receptorokat, melyek
gatoljak a terminalis fesziiltségfliggd kalciumcsatorndit, ezaltal csokkentve a szinaptikus

1271 A fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak

neurotranszmitter felszabadulas lehetdségét!
szabalyozasanak altalanosan elfogadott mechanizmusa az, hogy a receptorok altal
aktivalt G-fehérje Py alegysége kozvetleniil gitolja a csatornamiikddést!'**!. Az mGlull
receptor csoport két tagja nem egyforma mértékben érintett a preszinaptikus
szabalyozasi mechanizmusokban, mivel az ultrastruktaralis anatémiai adatok szerint
mGluR2 elsdsorban az axonban van jelen, mig az mGIluR3 sokkal inkabb a glialis
elemekre jellemzé. Az mGIluR2 specifikus eloszlasanak egyik legszebb példdja a
hippocampus-ban taldlhatd, ahol a receptorok jelenléte szinte kijeldli a moharostpalyat

126] Mar ezek az immunhisztokémiai adatok is azt

illetve a DG molekularis rétegétt
sugalljak, hogy a szemcsesejtek kitlintetett célpontjai az mGlull receptorokhoz
kapcsolhatd folyamatoknak. Valoban, kisérletes bizonyitékok tdmasztjak ald, hogy a
szemcsesejteken végz0dd medidlis perforans palya axonjai az mGlull receptorok

[129,130]

moduldléo hatdsa alatt allnak Hasonloképpen, a moharostokbdl torténd

neurotranszmitter felszabadulds is erdteljesen gatolhato az mGlull receptorok

aktivalasan keresztiil!'>"!

. Mivel a CA3 piramissejtek lokalis axonvégzddései nem
fejeznek ki ilyen receptorokat, hosszu évek ota bevalt modszer a stratum lucidumban
extracellularis  stimuldlassal  kivaltott serkentd valaszok moharost-eredetének
bizonyitdsara az mGlull receptorok farmakologiai aktivaldsa. A transzmitter
felszabadulas csokkenésében egészen biztosan szerepet jatszik a kalciumcsatorndkon
kifejtett gatlo hatas, azonban Haruyuki Kamiya mar 1999-ben ravilagitott arra, hogy a
kivaltott szinaptikus események nagysagaban tapasztalhatd csokkenés nagyobb, mint

amit a kalcium bedramlasban mérhetd véltozas alapjan varhatunk!*?. Az elvégzett
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kisérletek arra engedtek kovetkeztetni, hogy az mGlull receptorok a kalcium bedramlas
csokkenésétdl fiiggetleniil, valamilyen mas modon kozvetleniil is gatoljak a szinaptikus
vezikuldk tritését. Azota vélhetdleg sikeriilt azonositani az ismeretlen mechanizmust.
Ismeretes, hogy az mGlull receptorok hatékonyan aktivalhatjdk az ERK/MAPK

intracellulris jelatviteli Gtvonalat is!'*!

, ami a szinaptikus plaszticitasi folyamatok
egyik szabalyozd mechanizmusa. Sabine Schmitz ¢s munkatarsai 2016-ban kimutattak,
hogy az ERK/MAPK utvonalon keresztiil az mGluR2 foszforilalja a vezikula {iriilés

(341 "Bz a foszforilacid végsd soron a Munc-18

enzimatikus lebontdsat eredményezi, és csokkent vezikula iiritéshez vezet.

Bizonyos sejttipusok esetén az mGlull receptorok jelenléte a szomatodendritikus

régidban is kimutathato!'>>'3¢

, bar az itt elhelyezkedé - vagyis posztszinaptikus -
receptorok szerepe sokkal kevésbé tisztazott, mint a preszinaptikus hatasok. A recetorok
aktivdldsa tobbnyire hiperpolarizdcidhoz vezet, mégpedig oly moédon, hogy a
receptoraktivacido G-fehérjéhez kapcsolt, befelé¢ egyeniranyitdé kaliumcsatorndk (GIRK
csatorndk) nyitasat eredményezi. Knoflach és munkatarsai mGlull receptorok altal
kozvetitett hiperpolarizald6 mechanizmust irtak le a kisagyi interneuronok egy

[137]

csoportjan' ", illetve Sherman és munkacsoportja bizonyitotta az mGlull receptorok

altal kozvetitett gatlas jelenlétét mind a thalamus gatlé magjanak — a nucleus reticularis

thalaminak — a neuronjaiban'"*"

, mind pedig a kiilonféle szenzoros kérgi régiok
idegsejtjeiben!*”). Vannak azonban olyan kutatasi eredmények is, melyek ellentétes
hatasrol szamoltak be. Ster és munkatdrsai példaul azt tapasztaltdk, hogy az mGlull
receptorok aktivalasa a CA3 piramissejtek depolarizaciojat idézi eld ugy, hogy fokozza
az intracellularis kalciumraktarak iriilését, és a megnovekedett sejten beliili
kalciumszint végsd soron depolarizalo hatasu, kalciumérzékeny kationcsatornak nyitasat

eredményezil'*"".

Ebben a kutatdsban azt is kimutattdk, hogy a folyamatot
kaliumcsatorndk egy részének bezarodasa kiséri, mely szintén depolarizaciot
eredményez. KOszegi és munkatarsai hasonld depolarizalo hatdsrol szdmoltak be a

141 Osszességében tehat a

pedunculopontin mag idegsejtjeinek egy csoportjan
dendritekben elhelyezkedd mGlIull receptorok hatasa széles skalan mozoghat, hisz
miikddésiik érintheti az intracellularis kalciumfolyamatokat, ioncsatorndkat nyithatnak
vagy zéarhatnak be a sejten, illetve a szinaptikus valaszok tulajdonsagait is

befolyésolhatjak.
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Anatomiai bizonyitékok alapjan a szemcsesejtek dendritfajan is jelen vannak az mGlull

k!4 de korabban nem volt ismeretiink a dendritikus mGlull receptorok

receptoro
esetleges hatasardl a szemcsesejteken. Ezért a PhD munkam els6 feladata az volt, hogy
részletesen megvizsgaltam, hogy milyen hatdst véltanak ki a dendritikus mGlull

receptorok a szemcsesejtekben.

1.6. Az értekezés masodik felében targyalt kutatas (2. projekt) elozményei

Az idegsejteken beliil az informacié terjedése nemcsak meghatarozott térbeli
sorrendben torténik, de a kozvetitett informécio jellege is meghatarozott, mivel a sejtek
a jelfeldolgozas sordn analog-digitalis/digitalis-analog jelatalakitast végeznek. A
dendritekkel szinapszist formdldo axonok aktivitdsa potencialvaltozast general a
dendriten, ami egy analog jelnek tekinthetd. A dendriten kialakuld anal6g események a
sejttesten OsszegzOdnek ezért a sejttest membranpotencialja egy olyan analdg jel, ami az
egész sejt pillanatnyi altalanos allapotat tiikkr6zi. Azonban, ha a sejtre érkezd serkentés
mértéke elér egy bizonyos kiiszobfesziiltséget, akkor a sejtben kialakul egy akcids
potencidl (AP). A klasszikusnak tekinthetd allaspont szerint a kialakult AP mar egy
digitalis jel, mert az AP keletkezése mindent-vagy-semmit elv alapjan torténik (csak két
lehetséges allapot létezik, vagy van akcids potencial, vagy nincs), ¢és a kialakult
fesziiltségjel mindig egyforma  erdsségli. Az  analdg-digitalis  atalakités
végeredményeként az AP-k iddzitése és gyakorisaga (frekvencidja) fogja tiikrozni a sejt
pillanatnyi allapotat. A kialakult AP aztan végigterjed az axonban, illetve bAP
formajaban a dendritek tavoli pontjai felé, ahol az informéci6 Gjra analog jellé alakul at
az axon altal formalt szinaptikus kapcsolatokon és az aktivitasfiiggd dendritikus
folyamatokon keresztiil. Nemrégiben azonban felfedezték, hogy az axonalis AP
fesziiltségjele bizonyos mértékii analdég informaciot is hordozhat, ami modositja az AP
altal kozvetitett digitalis tartalmat. Ebben az esetben a terjedd6 AP nemcsak a sejt
aktivitasat kozvetiti, hanem arrdl is informaciot nyujt, hogy milyen altalanos allapotban
volt a sejt az AP keletkezésekor, ily médon az axonalis AP egy analdg és digitalis
informaciot egyarant hordozo hibrid jelnek tekinthetd. Az emldsok kozponti
idegrendszerében pont a moharoston irtdk le eldszor a hibrid informécio tovabbitast.
Kozvetlen mohaterminalis elvezetések segitségével Henrik Alle és Jorg Geiger

felfedezte, hogy a moharost elektrotonusos tulajdonsdgai miatt az axonalis
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membranpotencial értéke még a tavoli axonalis régidkban sem fiiggetlen a szomatikus
membranpotencialtol!'**!. Mivel azt tapasztaltak, hogy a neurotranszmitter felszabadulds
fiigg az akcids potencialt megel6z6 lokalis membranpotencidltol, arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy az akcids potencidl nemcsak a klasszikus, digitalis informacidtartalmat

kozvetiti a posztszinaptikus sejtek felé, hanem tovabb orokiti a sejttest analdg

crcr

analég jel analog ES digitalis jel

=] = ) BT

(I

4.Abra. Digitdlis, analdg és kevert axondlis informdciétovabbitdsi sémdk (Debanne és munkatdrsai dltal
felvazolva!"™*")

Balra a klasszikus digitalis informaci6 atadas sémajat lathatjuk. Mivel az akcios potencial kialakulasa egy
fesziiltségkiiszobhoz kotott, egyaltalan nem lathatd a posztszinaptikus sejt szamara az az informacio, ami
nem érte el a kiiszobot (példaul a nyillal jelzett preszinaptikus esemény). Kozépen a tisztan analdg
informacioatadas elméleti példaja lathat6. Ebben az esetben a posztszinaptikus sejt valtozasai
egyenletesen kovetik a preszinaptikus eseményeket. A jobb oldali kapcsolat egy hibrid, analdg/digitalis
kommunikaciot mutat be, ahol az informaciotovabbitas id6zitése rogzitett, de az atadott informacio fiigg a

preszinaptikus sejt kiiszobalatti membranpotencialjatol is.

Ezzel a kutatdssal parhuzamosan egy masik munkacsoport kérgi oOtodik rétegi
piramissejtek vizsgalva ugyanezt a kovetkeztetést vonta le!'*! tehat a hibrid
jeltovabbitas nem egy specifikus, csak a szemcsesejtekre jellemzé kommunikaciods
forma, hanem sokkal altalanosabb tulajdonsaga az axonalis informaciokozlésnek. Azota
szamos sejttipus esetében igazoltdk az axondlis informécido 4tadds analog
axon kiinduldsi membranpotencidlja hatdssal van az akcids potencial hatterében allo

fesziiltségfliggd ioncsatornak elérhetdségére, igy hatékonyan befolyasolhatja a kialakulo
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AP alakjat. Az AP alakja, kiilondsen a csicsa €s a repolarizacidé fazisa alapvetden
meghatarozza a depolarizaciét kiséréd kalcium bearamlds mértékét. Mivel a
neurotranszmitter felszabadulds hatékonysagat elsddlegesen a bedramld kalcium
mennyisége szabja meg, ezért a kiinduldsi membranpotencial valtozdsa hatassal van a
neurotranszmitter felszabaduldsra. Az analog moduldcid6 mechanizmusa tobb
nemlinearis 1€pést is tartalmaz, igy a membranpotencial kis véaltozéasa is jelentOs
mértékben modosithatja a kimeneti jel erOsségét. Bar tobb vizsgalt sejttipus esetén
megfigyelheté a hibrid jeltovabbitds e mechanizmusa, azonban a moharost esetében,
eddig nem sikeriilt a kozvetlen kapcsolatot bizonyitani a  kiiszobalatti
membranpotencial, az akciés potencidl alakja, illetve a kalcium bedramlés

kézétt[l43,l44,151

], A korabban mar ismertetett szerepkorének megfeleléen a bAP mas
bioldgiai szerepet tolt be, mint az axonalis AP, hiszen nem a tobbi idegsejt felé kdzvetiti
az informdcidt, hanem a sejt sajat dendritjei szamdara nyujt digitalis visszajelzést a sejt
aktivitdsarol. Az azonban nem volt ismert, hogy a bAP tisztan digitélis jel, vagy az
axonalis AP-hoz hasonldéan a bAP is hordoz analdg elektromos informadciot, és igy

521 A doktori munkam masodik részében azt

hibrid fesziiltségjelnek tekinthet
vizsgaltam meg, hogy kozvetit-e analdog informaciot a bAP a sejttest altalanos

allapotarol a szemcsesejtekben.
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2. CELKITUZESEK

A doktori munkdm elsé célja az volt, hogy feltarjuk a dendritikus mGlull receptorok
¢lettani szerepét a szemcsesejtekben (1. projekt). Ennek érdekében az alabbi lényegi

kérdéseket vizsgaltuk meg:

I/1: Milyen cellularis hatast valtanak ki az mGlull receptorok a szemcsesejtek

dendritjein?

I/2: Mi a funkciondlis szerepe a dendritikus mGlull hatdsoknak a szemcsesejtekre

érkezd szinaptikus informécio feldolgozasaban?

I/3: A dendritikus mGlull hatdsok mennyire tekintheték altalanosnak a

hippocampalis sejttipusok kozott?

Az értekezés masodik felében bemutatott munkamban (2. projekt) azt vizsgaltuk,
hogy a szemcsesejtekben képesek-e a dendritikus bAP-k analdg informéciotartalom
hordozéséra is, azaz hibrid jelként milkddnek-e. A kutatds sordn az aldbbi kérdésekre

kerestiik a valaszt:

II/1: Flgg-e a bAP alakja sejttest membranpotencialjatol és hordozhat-e a bAP

analog informaciot a szemcesesejt altalanos allapotardl?

1I/2: Tiikrozik-e a bAP-k altal kivaltott dendritikus kalciumjelek a bAP alakjaban
kodolt analog informacidtartalmat, és ha igen, akkor milyen mechanizmusok biztositjak
a kapcsolatot a szemcsesejtek szomatikus membranpotencidlja és a bAP-hoz kothetd

kalcium jelek kozott?

II/3: Milyen funkcionalis szerepet jatszik a bAP altal hordozott analog

informaciotartalom a szemcsesejt dendritekre érkezd szinapszisok szabalyozasaban?
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3. MODSZEREK

A bemutatott kisérletek Osszhangban élltak a vonatkozd hazai és Eurdpai Unids
szabalyozassal, elvégzésiiket jovahagyta az MTA Kisérleti Orvostudomanyi

Kutatointézetének Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (22.1/1760/003/2009).

3.1. In vitro tulélo agyszelet prepardatum készitése (1. és 2. projekt)

A kérdéseink kisérletes megvalaszolasahoz nemtdl fliggetleniil 23-36 napos Wistar
patkanyokat hasznaltunk fel. Az éllatokat izoflurdnnal torténd altatasban dekapitaltuk,
majd kiemeltiik az agyat a koponyabol, és vibratom segitségével (VT 12008S, Leica) 350
pum vastag szeleteket készitettiink. A szelet metszése egy olyan — kdzel horizontélis —
sikban tortént, ami a lehetd legjobban megdrizte a szemcsesejt axonokat tomoritd
moharost palya épségét!' >4, Az idegi aktivitas gatlasat el6segité dsszetétel mellett az
oldat alacsony (fagyaspont koriili) Osszetétele is segitette az idegsejtek tulélését a
metszés soran. A felhasznalas eldtt a szeleteket egy oran keresztil 32,5 C°-on
inkubaltuk a vago és az elvezetd oldat keverékében. A kisérleteket az allatok élettani
testhdmérsékletéhez kozeli homérsékleten (35 C°-on, értekezés elsd részéhez
kapcsolddo mérések) vagy szobahdmeérsékleten (23-28 C°-on, masodik rész mérései). A
szobahdmérséklet haszndlatdt az indokolja, hogy ebben a projektben a leggyorsabb
neuronalis jelenségeket, az akcids potencidlokat vizsgaltuk meg. Szobahdmérsékleten
lassabb az akcios potencidl idébeli lefutasa ami méréstechnikai okokbol jobb mindségii
elveztést tesz lehetdveé. A méréstechnikai megfontolasok a 3.4. szakaszban részletesen

bemutatasra kertilnek.

3.2. Haszndlt oldatok (1. és 2. projekt)

A hasznalt oldatokat (beleértve a vagéashoz és a szeletek tarolasahoz hasznaltakat is)
folyamatosan buborékoltattuk karbogén gazzal (95% O, és 5% CO, keverékével), ily
modon fenntartva az oxigén telitettséget, és a pH-érték allandosagat. A kisérletekhez
hasznalt mesterséges agy-gerincvel6i folyadék (a tovabbiakban elvezetd oldat)
Osszetétele a kovetkezd volt: 126 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM gliikéz, 1,25 mM
NaH,PO4, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl, és 26 mM NaHCOj; (ozmolaritas: 295 mOsm). A
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vagashoz hasznalt modositott elvezetd oldat dsszetétele: 85 mM NaCl, 75 mM szaharoz,
2,5 mM KCI, 25 mM gliikoz, 1,25 mM NaH,PO,, 4 mM MgCl,, 0,5 mM CaCl, és 24
mM NaHCO; (ozmolaritds: 330 mOsm). A sejtek elektromos jeleinek elvezetéséhez a
kovetkezO Osszetételll intracellularis oldatot hasznaltuk: 90 mM K-gliikonat, 43,5 mM
KCl, 1,8 mM NaCl, 1,7 mM MgCl,, 50 uM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM Mg-ATP,
0,4 mM Na,-GTP ¢és 10 mM kreatinin-foszfat (natrium s6). Tapasztalataink szerint a
hasznalt magas klorid koncentracioju intracellularis oldat stabilabb elvezetést tesz
lehetévé, mint az élettani klorid szintet jobban megkozelitd oldatok. Ismereteink szerint
a sejtek belsd klorid koncentracidja nincs hatdssal az Aaltalunk vizsgalt biologiai
folyamatokra.

Eléfordult, hogy megvaltoztattuk az egyes oldatok Osszetételét az adott kisérlet
igényeinek megfelelden. Ezeket a valtoztatasokat kiilon-kiilon jelezni fogom az adott

kisérletes rész modszertani leirasanal.

3.3. Patch-clamp kisérletek (1. és 2. projekt)

A szeleteket egy felsdallasi mikroszkophoz (Eclipse FN1, Nikon) kapcsolt
szelettartd kamraban rogzitettilk, melyben 1-2 ml/perc-es ataramlési sebesség mellett
folyamatosan keringett az elvezetd oldat. A célzott elvezetésekhez infravoros
differencidl interferencia kontraszt (DIC) vide6-mikroszképidt hasznéltunk. Az
infravoros képet vagy egy Andor Zyla 5.5 sCMOS vagy egy Hamamatsu C-7500-50
CCD kameraval tettiik lathatova. A kivalasztott sejt vagy sejt nytlvany (axonterminalis,
dendrit) elektromos viselkedését patch-clamp technikaval vizsgaltuk meg. Az elvezetd
pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbdl készitettiik (vékonyfalu kapillarisok 0,19
mm falvastagsaggal, World Precision Instruments Inc., Hilgenberg GmBH, Sutter Inc.)
egy vizszintes pipettahuzo segitségével (P-1000, Sutter Inc.). A méréseket szoftveresen
iranyitott (Clampex 10.3 és 10.4, Molecular Devices) kétcsatornds erdsitd segitségével
végeztiik (Multiclamp 700B, Molecular Devices). A mért fesziiltség és dramjeleket 40-
250 kHz-es mintavételezéssel digitalizaltuk (Digidata 1440A, Molecular Devices).

A dendritikusan elhelyezkeddé mGlull receptorok szerepét célzd kisérletek zomét
fesziiltségzar (,,voltage-clamp”) modban végeztiik. Az mGlull receptorok aktivaldsanak
kovetkeztében kialakuld csatornanyitds szomatikus eredetét kizdrd nukleélt-patch

kisérletek kivételével minden esetben egészsejtes konfiguraciot alkalmaztunk. A
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farmakoldgiailag indukalt aram vizsgéalata sordn azt mértiik meg, hogy specifikus
receptor agonistak hatasa mekkora valtozadshoz vezet a membranpotencialt rogzité aram
erdsségében. A vizsgalatok sordn el6szor kialakitottuk az egészsejtes elvezetést, majd
vartunk néhany percet (tipikusan 6t-tizenot percet), mialatt a sejt elektromos paraméterei
allandosult értéket vettek fel. A kisérlet soran a sejtek tartdfesziiltségét -65 mV-ra
allitottuk, majd két perces alapvonal felvételét kovetéen a kamraba mostuk az adott
agonistat. A bemosasi periddus hét percig tartott, melyet valtozd hosszisagu kimosasi
periodus kovetett, hogy a kivaltott hatas visszafordithato jellegét is vizsgalni tudjuk. Az
indukalt dramkomponenst Ggy szamszerisitettilk, hogy az agonista jelenlétében mért
atlagos aramerdsségbdl (kimosas eldtti két perc atlaga) kivontuk az alapvonal felvétele
soran mért atlagos aramerdsséget. Folyamatosan monitoroztuk a sejtek bemend
ellenallasat is (6t masodpercenként 100 ms hossz, -5 mV nagysagu lépések
segitségével). A bemend ellenallds nyomon kovetése azért volt fontos, hogy bizonyitani
tudjuk azt, hogy az indukalt d&ram egy valds konduktancia valtozas kdvetkezménye.
Ugyanezeket a fesziiltség 1épéseket hasznaltuk fel a soros ellendllas monitorozasara is.
Kizartuk az adathalmazbol azokat az adatokat ahol a soros ellenallds jelentdsen, tobb
mint 30 %-al, megvaltozott a kisérlet kozben. A G-fehérjék szerepét vizsgalo
kisérletekben GDP-B-S litium s¢javal helyettesitettiik az intracellularis oldatban levé 0,4
mM GTP-t. A kalciumfiiggd sejten beliili jelatviteli ttvonalak szerepét vizsgéld
kisérletekben az intracellularis oldathoz 10 mM BAPTA-t tartalmazott. Ebben az
esetben Ugy tartottuk fenn az oldat ozmolaritasat, hogy a K-gliikonat mennyiségét 85
mM-ra csokkentettiik le. A fent emlitett két kisérletsorozatban a betdrést kdvetden
legalabb fél orat vartunk a kisérlet elinditasaig azért, hogy a hasznalt anyagok elérjék az

egyensulyi koncentracidjukat a sejt tdvolabbi régidiban is.

A dendritekbdl torténd elvezetéseket nagy numerikus aperturdju (1,1 NA) objektiv
hasznalataval végeztem (CFI75 Apo LWD 25XW, Nikon), ami jelentésen
megkonnyitette a kisdtmérdjii szemcsesejt dendritek azonositasat a DIC képen. Itt az
intracellularis oldat tovabbi 10 uM Alexa Fluor 594 fluoreszcens festéket is
tartalmazott, hogy a kisérlet végén konfokalis képalkotas segitségével igazolni tudjam
az elvezetett dendrit szemcsesejt eredetét (Eclipse C1 Plus, Nikon, a rendszer késébb
részletes leirasra keriil). A kis atmérdjli szemcsesejt dendritek csak olyan pipettakkal

vezethetok el, melynek szédjadéka sziikségszeriien nagyon kicsi. Ennek kovetkeztében a
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dendritikus pipettak ellenallasa (>25 MQ) és az elvezetés kozben mért soros ellenallas is
sokkal nagyobb (>100 MQ), mint a hagyomanyos szomatikus elvezetések esetén, ahol a
tipikusnak mondhato pipetta ellenallas a mi oldatainkkal nézve 3-6 MQ melyhez 10-30
MQ-os soros ellenallas tarsul. Az elsé részben bemutatott dendritikus voltage-clamp
elvezetésekben a soros ellenallasbol eredé hiba ugy jelenik meg, hogy az elvezetett
sejtben a valés membran potencidl érték eltér a rogziteni kivant membranpotencial
értékétdl. Egyensulyi allapotban, vagyis kellden hossza fesziiltséglépcsdk hasznélata
esetén a hiba mértékét a soros ellenallas és az elvezetett sejt bemend ellenélldsa
egylittesen hatarozzak meg, a kovetkezd Osszefiiggés alapjan:

Rin
Rin+Rs

VT=VC*

(1)

ahol V. a sejtben ténylegesen megvalosuld fesziiltséget jeloli, V, a parancsfesziiltség, R;;,
a sejt lokalis bemend ellenallasa és R, pedig a soros ellenallas!®™. A dendritikus
elvezetésekben a soros ellenallasbol eredd hiba mértékét tehat csokkenti, hogy a lokalis
bemend ellenallas a szemcsesejtekben folyamatosan nd a dendriten kifelé haladva. A
kisérleti koriilményeket jellemzd paraméterek mellett a voltage-clamp hibaja jelentds
mértéklinek mondhaté. 120 MQ-os soros ellendllassal és 400 MQ-os bemend

ellenallassal szamolva a hiba mértéke 23 szazalék.

A kozvetlen mohaterminalis elvezetésekben a DIC kép alapjan kerestem a potencialis
terminalisokat a CA3b régié stratum lucidum rétegében. A boutonok keresésekor nem
vettem figyelembe azokat a struktirdkat, melyek a szeletfelszin fels6 20 pm-es
rétegében helyezkedtek el, hogy elkeriiljem a szeletkészités soran keletkezett elvagott
axonveégbdl, az tigynevezett bleb-bdl torténd elvezetés lehetdségét. Ez azért kritikus,
mert a bleb elektrofiziologiai paraméterei nagyban hasonldak a mohaterminaliséhoz,
ezért nehéz a mért jelek tulajdonsagai alapjan elkiiloniteni dket egymastol. Ugyanakkor
bioldgiai szempontbdl a bleb nem tekinthetd valds axonalis strukturdnak. Az elvezetett
struktira axonalis eredete viszont egyértelmiien igazolhaté az elektromos tulajdonsagok

2 [153,156,157]
alapjan

. Ilyen megkiilonboztetd tulajdonsdg a nagy, tobb GQ-os bemend
ellenallds, ami kicsi, tipikusan 1-2 pF nagysagu kapacitassal tarsult. Current-clamp
modban alkalmazott, hosszan tartd, kiiszobfeletti depolarizald négyszogjelre a

terminalisok egyetlen (nagyon ritkan kettd) akcios potenciallal valaszoltak, mindig a
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négyszdgimpulzus elején. Ha rovid aramimpulzusokkal szdz darab akcios potencialbol
allo, 50 Hz-es AP sorozatot valtottunk ki a terminalisban, akkor a sorozat végén az
akcios potencidlok a moharostra jellemzd kiszélesedést mutattak. A preszinaptikus
termindlisokbol torténd izolalt kalciumaram mérésekhez olyan intracelluldris oldatot
hasznaltunk, melyben a K-gliikonat teljes mennyiségét cézium-kloridra cseréltiik. Ezzel
a belso oldattal megsziintethetd a kaliumaramok jelentds része, mivel a kaliumcsatornak
zOme nem atjarhatdé a céziumion szamdra. A kalciumaramokat gy kiilonitettiik el a
tobbi ionaramtol, hogy az elvezetd oldathoz adtunk 1 puM tetrodotoxint (TTX), igy
blokkolva a fesziiltségfiiggd natrium csatornak miikodését, illetve 5 mM 4-aminopiridint
(4-AP), és 10 mM tetraetil-ammoniumot (TEA) hogy gatoljuk a cézium jelenlétében
fennmarado fesziiltségfliggd kalium csatornakat. Emellett a kalcium csatorndkon atfolyo
iondram erdsségét is megndveltiik ugy, hogy 2 mM helyett 3 mM CaCl,-ot hasznaltunk
az elvezetd oldatban, ami a nagyobb hajtderd kdvetkeztében nagyobb és jobban mérhetd
kalcium 4ramokat eredményezett. Ezekben a kisérletekben csak a kis kapacitas és nagy
bemend ellendllds alapjan azonositottuk a mohaterminalisokat, mert nem tudtuk

hasznalni az akcids potencial tulajdonsagait a struktara eredetének igazolasahoz.

3.4. Elektrofiziologiai mérések nagy ellendllasu pipettak felhaszndldsdaval
(2. projekt)

Részletesen szeretnék kitérni a kozvetlen dendritikus elvezetésekkel sziikségszerlien
egylitt jar6 méréstechnikai nehézségekre. Az értekezés tudomanyos kérdéseiben mindig
azt vizsgaljuk, hogy egy adott bioldgiai esemény vagy jelenség milyen hatdssal van az
idegsejtek elektromos viselkedésére. Ennek megfelelden, a kérdések olyan technikai
eljarast igényelnek, amivel mérni lehet az egyedi idegsejtek membranpotencial
valtozasait és a valtozasok hatterében all6 iondramok tulajdonsagait. Erre a célra
egészsejtes patch-clamp technikét alkalmaztunk, ahol a sejt belseje és a kiilsé tér kozotti
fesziiltségkiilonbség mérését egy fokozatosan elvékonyodd {iivegkapillaris (a
tovabbiakban pipetta vagy elektroda) kozvetitésével valositjuk meg. Egy ilyen pipetta
végsO atmérdje annyira kicsi, hogy egy finom mozgasti mikromanipulator segitségével
kozvetleniil a sejt felszinére helyezhetd (5. A Abra). A megfelelé pozicionalas utan,
negativ nyomds hatasara elérhetd, hogy a sejtmembran betliremkedjen a pipetta

belsejébe, ahol a sejthartya szorosan kitapad az iivegfeliiletre (5. B Abra). Ez a
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membran-iiveg hatarfeliilet az tugynevezett seal, ami gigaohmos nagysagrendi
elektromos ellenallast biztosit az extracellularis térrész felé. Ha ebben az allapotban
beszakitjuk az tiivegkapillarisba betliremkedett membranrészt (,,betorés”), akkor a
pipettaba toltott folyadék kozlekedni tud a sejt belsé folyadékterével, és egy olyan
mérési elrendezés alakul ki, ahol a pipetta belseje elektromos értelemben megegyezik a

sejt belso terével.

B membran beszakitasa C a sejt és a pipetta viselkedését
el6tt leird helyettesité aramkor

m
Rseal

Rpérus. -I/R/pi;
VW \I_\“ “"Vpipette

g §

egeészsejtes elvezetés

5.Abra. 4 patch-clamp méréstechnika

A, DIC kép egy éppen elvezetett szemcsesejtrol és a hozza kapcsolodo pipettardl. B, A pipetta és a
sejtmembran viszonyat bemutaté vazlat. A fels6 kép kozvetleniil a sejtmembran beszakitdsa eldtti
allapotot tiikr6zi, amikor a membran nagy ellenallasu seal-t formalva mar mélyen betiiremkedett a pipetta
belsejébe ¢és kitapadt a pipetta belsd falara. Az alsé kép az elvezetés kozben jellemz6 allapotot tikrdzi,
ahol a sejtmembran mar beszakadt. A kis képek egy valds sejtmembran pipettan beliili szakaszarol késziilt
fluoreszcens képek. Lathato, hogy a betorést kovetden a membranszakasz folytonossaga megszakad. C, A
sejt és a pipetta helyettesitd aramkdori elemei. Ry, és Cy, a sejtmembrén ellendllasa illetve kapacitdsa, Rpers
a sejtmembranon kialakitott nyilas ellenallasa, Ry, a sejtmembran és pipetta altal formalt seal ellnallasa,
R, és C, a pipetta ellenallasa illetve kapacitdsa, V,, és V, pedig a membranpotencidl és a pipettaban
mérhetd fesziiltség.

Mivel a seal nemcsak fizikailag, de elektromosan is elvalasztja a sejt-pipetta
folyadékteret a sejten kiviili térrésztdl, a pipettdban levé mérdelektroda és egy sejten
kiviili referenciaelektroda segitségével mérhetévé valik a sejtmembranon zajlo
elektromos tevékenység. Bar ez a technika megfeleld jelerdsités mellett kivalo jel/zaj
viszonyt eredményez, korantsem nevezhetd idedlisnak. Egy idedlis mérérendszer
ugyanis ugy biztositana a jelek torzuldsmentes mérését, hogy egyaltalan nincs hatdssal a
mért rendszer, jelen esetben a sejt viselkedésére. Ebben az esetben azonban az
iivegkapillaris, a seal, a pipettaba toltott folyadék olyan tényezdk, amelyek kihathatnak a
vizsgalt sejt a viselkedésére. Ahhoz, hogy az igy nyert mérések eredményét megfeleléen
értelmezni tudjuk, végig kell tehat gondolnunk, hogy milyen hatassal lehet a pipetta a

sejtmembranon zajlo elektromos folyamatokra. A kérdés megvizsgalasa soran a pipetta
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elektromos viselkedését egy ra jellemzo ellendllas- és kapacitasértékkel irhatjuk le,
melyek az iivegkapillaris valamint a bele toltott oldat jellemz6ibdl adodnak. Ennek
megfelelden elektromos értelemben a pipetta és a sejtmembran egy sorba kapcsolt RC
aramkornek tekinthetd, ahol az ellenallas nagysagat a pipetta hegyének geometridja és
az intracelluléris oldat vezetoképessége hatarozza meg, mig a hasznalt iiveg elektromos
tulajdonsagai €s az iiveg/folyadék hatarfeliilet kiterjedése egyiittesen felelds a kapacitiv
komponens mértékéért (5. C Abra). A fizikai hatasok csokkenthetdk és tag
tartomanyban kompenzalhatok. Ennek koOszonhetden a sejttestbdl torténd mérések
folyamén a mérdrendszer altal bevezetett biologiai jeltorzulas csekély mértékii magahoz
a jel nagysagdhoz viszonyitva. A nehézségek akkor kezdddnek, ha nem a sejttestbdl,
hanem a sejt valamelyik kisebb funkcionalis egységébdl, példaul a dendritbdl vagy az
axonbdl végziink patch-clamp méréseket. Az elmult évtized technikai - elsdsorban
optikai - fejléddése lehetdvé tette a nagyon kicsi, akar mikrométernél is kisebb atmérdji
strukturdlis elemek elektrofizioldgiai vizsgalatat. Egy ilyen kicsi membranfeliileten
azonban csak hasonldan kis szdjadéku pipettat lehet elhelyezni, ami sziikségszertien
sokkal nagyobb pipetta ellenallast eredményez. A pipetta ellenallasanal is sulyosabb
akadaly, hogy az elvezetett struktira sajat biofizikai paraméterei - a helyi ellenéllas és
kapacitds viszonyok - annyira kicsik, hogy a pipetta jelenléte donté mértékben
megvaltoztathatja a struktira viselkedését. A kovetkezdben attekintem, hogy milyen
hatasokkal lehet és kell szamolni a pipetta jelenléte miatt current-clamp elvezetések

soran.

Mindenekel6tt meg kell vizsgalni a dendrit bemend ellenallasa és a seal mindsége kozott
fennalld viszonyt. Mivel az iiveg és a membran kozott levd seal ellendlldsa nem
végtelen, és a néhany gigaohmos ellendllas még szamottevd toltés szivargast engedhet
meg, ezért a sejt szemszogébdl nézve a seal egy nem specifikus konduktanciat jelent. A
sejt szempontjabodl ez a szivargds ugyanolyan, mintha folyamatosan nyitva lenne egy
csoport nem specifikus ioncsatorna, ami probalna megsziintetni a kiilsé €s a belsd tér
kozotti potencidlkiilonbséget. A seal jelenlétének kovetkezményeként a nyugalmi
membranpotencial tehat kozelebb keriil a 0 mV-hoz. A hatds mértéke azonban nemcsak
a seal vezetOképességétodl fiigg, hanem a sejt és a seal viszonya egyiittesen hatarozza

meg, az alabbi osszefiiggésnek megfeleléen!™:
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_ Rarany*Em )
m = (2)
1+Rarény

ahol V,,, jelenti a membranpotencialt, E,,, a sejt nyugalmi konduktancidinak fordulasi
potencialja, az Rgy4ny pedig a két konduktancia mennyisegi viszonya (Rsea/Rin). Ez az
Osszefliggés azt fogalmazza meg, hogy csak akkor tudjuk megbecsiilni a sejt nyugalmi
membranpotencialjat, ha nagysagrendekkel kevesebb toltés szivargast enged meg a seal,
mint amekkora a nyugalmi membranpotencialt meghatiroz6 teljes konduktancia
mennyisége (6. A Abra). Példaul, ha egy 500 MQ bemend ellenallasu, -80 mV nyugalmi
membranpotencidllal rendelkezd sejten olyan sealt alakitunk ki, amely 2 GQ nagysagt

(Rarany=4), akkor a nyugalmi membranpotencial -64 mV-ra valtozik az elvezetés miatt.

A a méréseink hibatartomanya
< 100 - -0 3 sejt sejt + seal
= 80 1 --20 £
o (o]
£ 60 1 o :
& |40 5 R 44
3 40 - < —
¢ 50 ] |60 3 1 vmf
2 3 —
e 97 --80 <

001 01 1 10 100 i

Rseal/Rin araminjekcio

6.Abra. 4 seal jelenlétébdl adédé hatdsok

A, A seal ellenallas (Rseal) és a bemend ellenallas (Rin) viszonyabol josolhatd valtozasok. A sziirke vonal
az eredetileg -80 mV-os nyugalmi membranpotencial valtozasat mutatja, mig feketével lathatjuk a seal
jelenlétének a bemend ellendllésra kifejtett hatasat kiilonféle ellenallas aranyok mellett. Vorossel jeloltem
a dendritikus elvezetéseket jellemz6 hibatartomanyt (Rseal/Rin arany=4,7-50). B, A sejt altal adott valasz
megvaltozasa a seal jelenléte miatt. Fekete vonal jeloli a képzeletbeli idegsejt valaszat egy altalanosan
hasznalt hosszii négyszogletes aramimpulzusra (sziirke), mig zolddel lathatd a pipetta jelenlétében
megvaltozott valasz. A vOrds nyilak a valtozasok iranyat jelzik.

A nyugalmi membranpotencidl mellett a sejt valaszadd képessége is megvaltozik a
pipetta jelenlétében. Altalanossagban a sejt valaszadd képességét a bemend ellenallassal
( Ry ) lehet jellemezni. Ez az az ellenallasérték, mely megmutatja, hogy a
sejtmembranon atfolyd aram (ami eredhet ioncsatorndk milkodésébodl, vagy akar

araminjekciobol a pipettan keresztiil) mekkora potencialvaltozést eredményez a sejtben.
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Minél kisebb a bemend ellenallas, annal nagyobb aramerdsség mellett valthato csak ki a
sejt tiizelése, vagyis kevésbé ingerelhetéek a sejtek. Az R;, értéket hosszan tartd
kismértékli draminjekcio segitségével szokas meghatirozni (6. B Abra). Az elvezetés
miatt a bemend ellendllds is megvaltozik, ugy, hogy a valtozas mértékét ebben az
esetben is a sejt €s a seal kdzosen hatarozzak meg:

Rm*Rseq
Ry = €4t (3)

Rm+Rseaql

Ahol R;;, jelenti a bemend ellenallast, R, és Ry, pedig a sejtmembran, illetve a seal
ellenallasat’™. Pipetta jelenlétében tehat a sejt egységnyi bemeneti ingerre kisebb
fesziiltséglépéssel fog valaszolni a csokkent bemend ellenallas miatt. Az el6zd
példanknal maradva egy 500 MQ bemend ellendlldsu sejt esetén 20%-os bemend

ellenallas csokkenést okoz a 2 GQ nagysagu seal jelenléte.

A seal tulajdonséagai mellett a pipetta kapacitdsa is okozhat nagymérvii valtozasokat a
sejt  viselkedésében. Tudjuk ugyanis, hogy a sejt altal mutatott gyors
fesziiltségvaltozasok - példaul egy akcids potencial, vagy egy serkentd szinaptikus
potencidlvalasz (EPSP) - nemcsak a valtozast hajtdo ionaram nagysagatol fliggenek,
hanem a sejtmembran kapacitasatdl is, mert egy adott ionaramnak eldszor fel kell
toltenie a sejt kapacitiv felszinét, miel6tt tényleges potencialvaltozast generalna. Az
iivegbdl késziilt pipetta azonban 6nmagaban egy tobbletkapacitast jelent, melyet szintén
fel kell toltenie az iondramoknak, mieldtt befolyasolni tudndk a membranpotencialt. Egy
ionaram altal az iddegység alatt létrehozott potencialvaltozas (dV/dt) mértéke tehat

pipetta jelenlétében a kovetkezd 0sszefliggéssel irhato fel:

av lion+ltot

=l )

Cm+Cp

ahol I;,,, a valtozast hajto ionaram, I;,, a hattérben folyod nettd ionaramot, G, €s C,
pedig a sejtmembran €s a pipetta kapacitdsa. Bar az 0sszefliggésben jelen van a seal
hatasa is (az eldbbi megfontolasok alapjan ugyanis részt vesz a nettd hattéraram
kialakitdsaban), dinamikus potencialvaltozasok esetén nagyobb stllyal szerepel a pipetta
kapacitasanak hatidsa. Az Osszefiiggésnek megfeleléen a pipetta jelenléte lassitja a

membran valaszadd képességét, de a hatas mértéke egyforman fiigg a sejt és a pipetta
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kapacitasatol. Példaul, ha a sejt teljes kapacitasa 30 pF nagysagu, akkor egy 10 pF
kapacitassal rendelkezd pipetta jelenléte 25 %-al csokkenti a sejt maximalis valaszado

képességét.

Altaldnosan azt mondhatjuk tehat, hogy a pipetta jelenléte tobbféle médon is
befolyasolja a sejt viselkedését ugy, hogy a hatds mértéke nem pusztan a pipetta
paramétereitdl, hanem a pipetta ¢és a sejt tulajdonsagainak viszonyatol fiigg.
Hagyomanyos, sejttestbdl torténd mérések esetén a sejt sajat kapacitiv €s rezisztiv
tulajdonsagai dominalnak a pipetta paraméterei felett, enneck megfeleléen a pipetta
hatasa elég kicsi ahhoz, hogy kell6 nagyvonaltsaggal, bizonyos kérdések esetén
eltekinthetiink téle. Més a helyzet azonban a szemcsesejt dendritekhez hasonldan kicsi
struktirak esetén. Ebben az esetben mar gondosan mérlegelni kell a sejt és a pipetta
viszonyat. Az eldbbiekben vazolt logikanak megfelelden az egyik kérdés, amit meg kell
vizsgalni, az a seal és a dendrit viszonya. Modellezési adatok, és kozvetlen mérések
bizonyitjak, hogy a szemcsesejt dendritek bemend ellendllasa a sejttest kozelében
gyakorlatilag megegyezik a szomatikus értékkel, azonban kifelé haladva a dendriten
folyamatosan novekszik (7. A és B Abra), és a cstucs kozelében megkozelitheti az 1 GQ

korili értéket is.

A B C
800 - Rin (MQ) 1 Rindendrity/Rin(sejttest) -60 - nyugalmi Vm
o 47 (mV)
®
600 1 ° 1 ¢ -70 4
[ ] 3 q o °
400 - ® . 80{% g
® ° % 2 .o e o
200 T T . -90 - ¢
¢ 14% e ®
O T T T T T T T '100 T T T
0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300
a sejttest tavolsaga (um)  a sejttest tavolsaga (um) a sejttest tavolsaga (um)

7.Abra. Szemcsesejt dendritek viselkedése a passziv tartomdnyban
A, A dendritekben mért bemend ellenallas (Rin) a sejttesttdl mért tavolsag fliggvényében. B, A dendritben

mérhetd bemend ellenallas normalizalva az adott dendrithez tartozo sejttest bemend ellenéllasara. C, A
dendritekben mért nyugalmi membranpotencial (Vm) értéke a sejttesttdl mért tavolsag fiiggvényében.
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Tehat a jelentds mértékli R;, miatt csokken az Rgr4n, €rtéke, €s egy olyan seal
ellenallas, amely megfeleld elvezetést biztosit a periszomatikus régioban, mar nem
biztos, hogy megfeleld a disztalis dendritek mérései soran. A tény, hogy a dendritikus
elvezetéseim sordn a nyugalmi membranpotencial értéke egyenletes volt a dendrit
mentén, azt sugallja, hogy sikeriilt mérésre alkalmas tartomanyban tartanom a seal
ellenallast (7. C Abra). A bemené ellenallas mellett a helyi kapacitisviszonyok is
folyamatosan valtoznak a dendrit mentén. A sejttest kdzelében akar 100 pF nagysagu
kapacitas a dendrit csucsan egy nagysagrenddel kisebb értékké zsugorodik, mely mar a
leheté legalaposabb kompenzaciot igényli. Ahogy majd lathatjuk késobb, méréseink
soran a nem kompenzalt kapacitds mértéke néhany tized pF nagysagu volt, melynek a
jelenléte feltehetben még nem torzitja a kialakuld potencialvéltozas alakjat, mivel ez
tobb nagysagrenddel kisebb még a dendritek alacsony membrankapacitds értékénél is.
Tehat tigy gondoljuk, hogy a pipetta jelenléte még toleralhaté mértékben befolyasolta a

dendrit viselkedését a kisérleteinkben.

A pipetta azonban nemcsak a jelek keletkezésre lehet hatdssal, de a fizikai
tulajdonsagaitol fliggéen befolyasolhatja a keletkezett jelek terjedését is a pipettaban.
Ebben az esetben a kapacitas mellett kulcsfontossagli tényezdként szerepel a pipetta
ellenéllasa (R,) is. Abbol kell kiindulnunk, hogy a pipetta minden mas RC aramkorhoz
hasonldan alulateresztd szlir6ként viselkedik. Szomatikus elvezetések esetében a pipetta
altal meghatarozott soros ellenallas egy olyan tartomanyban mozog (5-30 MQ), ahol
megfeleld kapacitas neutralizalds mellett a sziird viselkedés nem befolyasolja érdemben
a jelek alakjat. A dendritikus elvezetéseink azonban olyan nagy ellenallasi pipettak
hasznalatat igényelték, ahol mar szdmolni kell a jel alakjanak valtozasaval is. Ezekben
az esetekben ugyanis 25-40 MQ ellenallast pipettdkat hasznaltunk, ami akar 200 MQ
soros ellendllast eredményezhet. Mint lattuk a soros ellenallds (Ry) nem mas, mint a
pipetta ellenalldsa és a sejtmembranon kialakitott nyilas ellenalldsanak az ereddje (lasd
az 5.C Abrat). Mivel elektromos értelemben egymassal sorba kotott aramkori elemekrdl
van sz0, a soros ellendllas a két ellenallas Osszege. A soros ellenallas jelenti a mérés
szempontjabol relevans ellendllasértéket, ezért ezt az ellenallast kell figyelembe venni a
potencialis sztirOhatas feltérképezése soran. Egy ellendllas és a vele sorba kotott

kapacitds szlird hatdsa azzal a hatarfrekvencidval (f.) jellemezhetd, melynél a jel
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erossége 3 dB-t csokken. A soros ellendllds és a pipetta kapacitas viszonyat a

hatarfrekvenciaval a kovetkez Ssszefliggés irja le!'*™:

1
fe = Shmgy ©

Az Osszefiiggésnek megfeleléen minél nagyobb a C,, illetve a Ry értéke, annal kisebb
frekvenciaju (vagyis lassabb) az a fesziiltségjel, amely még csillapitas nélkiil halad at a
pipettan. Mivel a kisérleteinkben a leggyorsabb idegi fesziiltségjeleket, az akcios
potencialokat vizsgaltuk, méghozza tigy, hogy az akcids potencial alakjara fokuszaltunk,
ezért a pipetta szir0 hatdsanak minimalizaldsa alapveté fontossagih volt a mi
esetiinkben. A szlirés vizsgéalatakor érdemes elsd kozelitésben azt megnézni, hogy az AP
egyes paraméterei milyen hatarfrekvencia alatt kezdenek érdemben megvaltozni. Ha
pedig mar feltérképeztiik a hatarfrekvencia tartomanyt, amelyen beliil a pipetta nem
torzitotta jelentdsen az AP alakjat, akkor azt is megvizsgalhatjuk, hogy milyen soros

ellenallas- és kapacitasviszonyok esetén tudunk a hatarfrekvencia felett maradni.

A “gyors” AP (0,5 ms) B gyors AP dV/dt lassU AP amplitido
\ (5,7 kHz) (0,8 kHz)
@V 140 31 57 dvV/dt 1404\ 2.1 3,8 felfutasi idd
0,5 ms 1204 120+
X100 21004
N 801 80- E2OO
RC szlré: 60 60 S
3 kHz =
2 kHez 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 :;
1 kHz 14040020 - 14040sts =
“lassti AP" (1 ms) A120- félérték szélesség R 1201 amplitida E 100
1001 #1004 o
20 mV 80+ 80+ ; g
Tms 601 60 ®
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
hatarfrekvencia (kHz) hatarfrekvencia (kHz) 0

. 1 . 10
pipetta kapacitas (pF)

8.Abra. 4 pipetta jelsziiré hatisa

A, Kiilonféle hatarfrekvenciaju (3-1 kHz) RC sziiré hatasara bekovetkezd alakvaltozasok egy gyorsabb
(kék) és egy lassabb (zold) akcids potencial esetén. A zardjelben megadott értékek az eredeti AP félértek-
szélességét jelzik. A grafikonokon a két AP paramétereiben mért valtozds lathaté az RC szlrd
hatarfrekvencidjanak fliggvényében. A szaggatott vonalak és a foléjiik irt értékek azt a hatarfrekvenciat
jelolik, ahol mar 10 %-os eltérés tapasztalhatdo az adott paraméterben. B, Az A panelen bemutatott
elemzés segitségével nyert hatarfrekvencia értékekhez tartozé soros ellenallas - pipetta kapacitds parok. A
grafikon zold teriiletére esO tulajdonsdgok esetén egy pipetta biztonsaggal haszndlhat6 akar az AP
paramétereinek meghatarozasara is, mig a vorossel jeldlt teriilet a ,,veszélyes zéna”, ahol mar egészen
biztosan torzul az elvezetett AP Osszes mért paramétere. A zonak felosztasa csak az itt bemutatott 0,5-1
ms félérték-szélességli AP-k esetén érvényes. Ennél gyorsabb AP esetén a zonahatar balra tolodik, mig az
AP-t lelassitva a hatar jobbra mozdul el.
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A 8.Abra A paneljén mutatom be, hogy milyen hatassal van egy RC sziiré az akcids
potencial alakjanak egyes paramétereire. Altalanossagban az figyelhetd meg, hogy az
AP leggyorsabb komponensei (felfutasi id6, dV/dt maximum) sokkal magasabb
hatarfrekvencia alatt fognak torzulni, mint a lassabban véltoz6 paraméterek (amplitudo,
félértek-szélesség), melyek meglepden alacsony hatarfrekvencidig valtozatlanok
maradnak. Az is lathatd, hogy minél lassabb az eredeti AP lefutdsa, annal kevésbé
érzékenyek a tulajdonsagai a sziiré hatasra. Ebbol kovetkezik, hogy ha csak az AP
csucsat és a félérték-szélességet szeretnénk megbizhatéan mérni, akkor még fiziologias
hémérsékletre jellemzd gyors AP lefutas esetén is elegendd a 2 kHz-es hatarfrekvencia
felett maradni. Ezzel szemben, ha a célunk a dV/dt maximumanak hiteles
meghatarozasa, akkor a legaldbb 6 kHz-es hatarfrekvencia biztositdsa a minimalis
kovetelmény. Mivel a dendritikus elvezetések szobahdmérsékleten torténtek, ahol az AP
némileg lassabb lefutdst mutat, az AP-csucs és a félérték-szélesség meghatarozasa 1,5
kHz-es hatarfrekvencia mellett mar kis mérési hibaval megvalosithat6. Most, hogy
ismerjiik a hatarfrekvencia feltételeket, a 4. egyenletben bemutatott 0sszefiiggés alapjan
meghatarozhatd, hogy milyen ellendllas és kapacitas érték parok tartoznak egy-egy
hatarfrekvencidhoz. Az Osszefiiggés az abra jobb oldalan azt mutatja, hogy akar 200
MQ soros ellenallas mellett is lehetséges az akcids potencidl lefutdsanak a mérése, de
minél nagyobb a pipetta ellendllasa, anndl kisebb kapacitds mellett tudjuk csak hiien
kovetni az akcios potencial lefutasat. A gorbébdl az is kiolvashatd, hogy nagy pipetta
kapacitds (a pipetta kapacitasdnak alacsonyan tartasdra alkalmazott modszert lasd
késobb) jelenlétében akkor is torzulhat az AP alakja, ha jo soros ellenallas mellett

dolgozunk.

A pipetta nemcsak a sejtben keletkezett jeleket mddositja, hanem ettdl fiiggetleniil is
befolyasolhatja a mérésiinket. A soros ellendllasnak kovetkeztében ugyanis minden
sejtbe injektalt aram egy latszolagos fesziiltségjelet generdl a pipettadban. Azért tekintjiik
latszolagosnak, mert ez a fesziiltségjel teljesen fiiggetlen a sejt valds
membranpotencidljatol, helyette a fesziiltségeltolas nagysdga Ohm torvényének

megfelelden csak az injektalt aram nagysagatol €s a soros ellenallas értékétdl fligg:

V, = Vi + 1 %Ry (6)
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ahol V, jelenti a pipettdban mérhetd fesziiltséget, I az injektalt dramot R, pedig a soros
ellenallast. A nagy soros ellenallassal egyiitt jard kisérletekben a fesziiltségeltolas
jelentés mértékli lehet, csaknem akkora, mint a sejt valasza. Szerencsére azonban
tobbféle modszerrel is ,,megtisztithatjuk” a mérési eredménylinket a pipetta ellenallas
okozta fesziiltségeltolastol. Eldszor is, mivel a fesziiltségeltolds csak latszélagos
jelenség, és nem szol bele a sejt miikodésébe, lehetdségiink van arra, hogy utélagosan, a
kisérletet kovetden levonjuk a  kisérleti adatokbol a pipetta eredetii
fesziiltségkomponenst. A fent leirt 0Osszefiiggés alapjan ugyanis pontosan
meghatarozhatd a kivonandé fesziiltségérték. A masik lehetéség az, hogy az erdsitd
beépitett bridge aramkorét hasznalva mar a kisérlet kozben eltavolitjuk a mért
fesziiltségjelbdl a nem kivant komponenst. A bridge dramkor miikodése soran kivonja
az injektalt aram hullimformdjat a pipetta fesziiltségjelébdl ugy, hogy a kivonasra
kertil6 jel nagysagat be tudjuk allitani a soros ellenallasnak megfeleléen. Mivel a soros
ellenallas a kisérlet folyaman valtozhat (altalaban sajnos nd), rendszeres 1d6kdzonként
ellendrizni kell a kompenzicid mindségét. Ehhez nem is kell maés, csak egy
pillanatszeriien felfutdé aramlépcsd, ugyanis a gyors valtozas hatdsara a mért jeliinkben
azonnal megjelenik a pipetta eredetli passziv fesziiltségugras, mikdzben a sejt lassabban
valaszol a jelent6s kapacitiv terhelés miatt. Ily mdédon nagy biztonsaggal elvalaszthato a
sejtbdl eredd fesziiltségjel a pipetta jelétdl. Azonban a pipetta altal formalt RC kor ezt a
pillanatszerli fesziiltég ugrast is lelassitja. Ennek kovetkeztében nem fogjuk tudni
megbecsiilni, hogy mekkora valdjaban a latszolagos komponens a mért jeliinkben. Az
egyetlen mod a probléma athidalasara, ha csak a pipetta kapacitds eliminacidja utan
kompenzaljuk a soros ellenallas hatdsat, vagyis akkor, amikor a pipetta eredetii
fesziiltségjel jra pillanatszertivé valik (részletesen lasd késobb). A harmadik megoldés
az lehet, hogy nem egy, hanem két elektrodaval végezziik a méréseinket, gy hogy csak
az egyik elektrodat hasznaljuk araminjekciora, a masik elektrodan pedig mindig csak
monitorozzuk a fesziiltségvaltozast. Mivel a monitorozd pipettdn keresztiill nem
injektalunk aramot, igy ez a csatorna fesziiltségeltolastol mentes jelet kozvetit az erdsitd

felé.

Talan az eddigiek alapjan egyértelmtivé valt, hogy kis struktardbol (példaul a

kisatmérdjii dendritek vagy axonok), nagy ellenallast pipettaval csak akkor tudunk
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valoban értelmezhetd bioldgiai eredetli elektromos jeleket regisztralni, ha a lehetséges

legnagyobb mértékben csokkentjiik a pipetta kapacitasat (9.Abra).

0 pF(kompenzalt kapacitas)
2 pF

6,5 pF 10 pF

moharost akcios potencial 7,7 oF

8,4 pF
5ms

— ————— |£mv

0.3 ms 9 pF

9.Abra. Egy mohatermindlisbol regisztralt AP alakja, a pipetta kapacitisit semlegesité dramkor
kiilonbozé beallitasai mellett

Baloldalt az AP-k egymassal atfedve keriiltek bemutatdsra a jobb 0Osszehasonlithatosag kedvéért. A
nagyobb iddéskalan bemutatott also jeleken az is megfigyelhetd, hogy a jeltorzulas elsésorban a gyors
valtozasokat érinti, mig a sokkal lassabb utddepolarizacié szinte fiiggetlen a pipetta kapacitasatol. Balra
fent ugyanazok az AP-k lathatok egyesével, rovid id6skalan bemutatva. A szamok az egyes AP alakok
mellett az alkalmazott neutralizacié nagysagat jelolik. A jobb oldalon bemutatott AP alak mar a
tulkompenzalas esetén kialakuld oszcillacio jeleit mutatja.

Két dolgot tudunk tenni a pipetta kapacitdsanak csokkentése érdekében. Eldszor is
magat a kisérleti eszkozt tudjuk optimalizalni ugy, hogy minél kisebb legyen a pipetta
fizikai kapacitasa. Ennek tobbféle modja van, példaul vastagabb falu iiveg hasznélata
csokkenti a pipetta kapacitdsat. Mindemellett be is vonhatjuk a pipettank folyadékba
meriilé részét egy olyan anyaggal, amely izoldlja a pipettat a kiilsé folyadéktértol
(példaul viasszal). Fontos, hogy a lehetd legnagyobb mértékben lecsokkentsiik a
pipettaval érintkezé kiilsé és belsd folyadékfelszint is. A bemutatott dendritikus
elvezetések soran vastag fala (0,375-0,38 mm falvastagsagu) boroszilikat kapillarisokat
hasznaltunk, melyet fogaszati viasszal vontam be. Az optimalizalast kovetden mar csak
magat az erdsitdt hivhatjuk segitségiil a kapacitas tovabbi csokkentéséhez. A current-

clamp mérésekre optimalis erdsitok tartalmaznak ugyanis egy kapacitas neutralizalo
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aramkort, amivel nagyon hatékonyan, kozel teljes mértékben megsziintethetjiik a pipetta
kapacitasat. Azért nem lehet teljes a neutralizacid, mert ez a kompenzalé mechanizmus
egy pozitiv visszacsatoldsi aramkor, ami teljes kompenzacié esetén a mérdrendszer
halaldhoz vezet. Akkor jarunk el helyesen, ha a kompenzalas mértéke még €ppen nem
gerjeszti be az erdsit6t. Mar ennél az értéknél is megfigyelhetd azonban, hogy a
neutralizacié a zajszint jelentés novekedésével jar egyiitt. Az elérhetd maximalis
kompenzalas mértéke nem egy allandd tulajdonsag, hanem mérésrél mérésre valtozik,
mert az aktualis soros ellendllds dontéen befolydsolja, hogy milyen mértékii
kompenzalast enged meg az erdsitd dramkor. Ennek a megértéséhez vissza kell
kanyarodnunk ahhoz a megallapitashoz, hogy a pipetta fizikailag egy RC kor, melynek

viselkedését egy idéallandoval (1) jellemezhetjiik, a
T =R *(p (7)

Osszefiiggés alapjan. A kapacitas neutralizaci6é kovetkezményeként 1ényegében csokken
a kapacitas, ami az id6allando felgyorsulashoz vezet. Ha tovabb noveljiik a neutralizalas
mértékét, akkor elériink egy olyan tartomanyba, ahol mar annyira gyors lesz a
oszcillacio kezdete jellemezhetd a hozza tartozod idéallando értékkel. Mivel a kapacités
és az ellenallas egyiittesen hatdrozza meg az iddallandot, igy belathato, hogy kis pipetta
ellenallas mellett mar nagyobb rezidualis kapacités is kivalthatja az oszcillacidt, mig egy
nagy ellenallasérték kozel teljes neutralizalast enged meg, azaz a nagyobb soros

ellenallas ebbdl a szempontbdl eldnyds a current-clamp elvezetésekhez.

Béar minden elméleti adat arra mutatott, hogy megfeleléen kontrollalt kisérletekkel
lehetséges értékelhetd fesziiltségjeleket nyerni még ennyire szélsdséges koriilmények
kozott 1s, mi mégis ugy dontottiik, hogy kisérletes ton is meghatarozzuk a mérési
elrendezésiink elfogadhatosaganak hatérait. Olyan kételektrodas kisérleteket végeztiink,
melyben az egyik pipetta mindig egy kis ellenallasti, hagyomanyos elektroda volt, mig a
masik pipetta ellenallasa tag tartomanyban valtozott. A kis ellenallasu pipettat haszndlva
referenciaként, arra voltunk kivancsiak, hogy a soros ellendllas fliggvényében hogyan

fognak megvaltozni a masik pipettan (a teszt pipettdn) mért jelek tulajdonséagai. Els6
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kozelitésben a lasst fesziiltségjelekre fokuszaltunk. Ahogy az a 10.A Abran lathato, a
teszt pipetta fesziiltségjele soros ellenallastol fiiggetleniil hiilen kovette a referenciajelet
abban az esetben, ha a referencia pipettan keresztiil injektaltuk be a hosszan tartd
aramlépcsot. Ezzel ellentétben, ha a teszt pipetta volt az dram forrasa, akkor a soros
ellenallas novekedésével parhuzamosan nétt a kiilonbség a két jel kozott, valdsziniileg

azért, mert az araminjekcié hatdsara nagy R, értékek esetén megjelenik a nem

kompenzalhat6, latszolagos fesziiltségeltolas.
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N N T e
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| 200 ms
\_’ J teszt pipetta: 140 MQ \—I
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< 1204 (araminjekcid a referencia pipettan) 2 120- (araminjekci6 a teszt pipettan)
N N
o . o E *
S 100+2€5 -— . R P S
2 . 100 200 o 10§ o ° 200 °
[0 o .
5 ) .
© 801 © 801 o #
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10.Abra. A jeltorzulds kisérletes iiton meghatdrozott mértéke

A, Az ido-fuggetlen, allando allapotot elérd fesziiltségjelek a teljes vizsgalt soros ellenallas tartomanyban
torzulas nélkiil mérhet6ek, de csak akkor, ha a méréshez hasznalt pipettat nem hasznaljuk araminjekciora
(bal oldali grafikon). Magasabb ellenallds tartomédnyban ugyanis az egyidejiileg injektalt aram jelentds —
200 MQ felett akar 10-20%-o0s — fesziiltségeltolas forrasa is lehet (jobb oldali grafikon). A grafikonok
minden egyes pontja egy kisérletet jelent. A vords pontok olyan adatok, amik a bAP tulajdonsdgait
vizsgald (23.-25 Abra) valos kisérletekbdl szarmaznak. B, Ugyanezzel a kisérleti megkozelitéssel tartuk
fel az akcios potencial tulajdonsagainak soros ellenallas fliggését is. A bal oldali grafikon az amplitado
valtozasat mutatja be, mig jobb oldalt lathatjuk a félérték-szélességre gyakorolt hatast. A tapasztalat
szerint a dinamikus potencialvaltozasokat mérhetd eltérések jellemzik minden ellenallas tartomanyban.
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A kapott adatok tiikrében ugy dontottiink, hogy nem fogjuk hasznalni a nagy ellenallasu
pipettdkat araminjekciora. Mindemellett az is kidertiilt, hogy méréseink maradéktalanul
alkalmasak a lassu fesziiltségjelek kovetésére. De mi a helyzet a sokkal gyorsabb akcids
potencialokkal? A 10.B Abra erre a kérdésre is valaszt ad, mert ugyanezekben a
kisérletekben megvizsgaltuk a mért AP alakok valtozasat is. Tapasztalatunk szerint a
soros ellendllas szamottevd hatassal volt az AP lefutasara, ugyanis mindkét mért
paraméter (amplitado és félérték-szélesség) megkozelitdleg 10-15 %-os eltérést mutatott
a 100-200 MQ-os tesztpipettak esetében. Ez tehdt az a hibatartomédny, amivel a
kisérletek sordn mért abszolut fesziiltségértékek eltérhetnek a sejt wvalds
membranpotencialjatol. A késobbi kisérleteink szempontjabol nem is az abszolut
fesziiltségértékek kritikusak igazan, mivel az analdog modulécié vizsgéalata soran a bAP-
kat mindig 6nmagukkal hasonlitottuk 6ssze. Ily moédon legaldbb annyira fontos volt
megtudnunk, hogy a nagy ellenallasti elvezetések alkalmasak-e az AP alakban
bekovetkezd valtozasok nyomon kovetésére. Az elvégzett ellendrzd kisérletek erre a
kérdésre is valaszt adnak (11. Abra). Ebben az esetben azt hasznaltuk ki, hogy a
szemcsesejtek tlizelése erds akkomodaciot mutat. Ez azt jelenti, hogy mar viszonylag
alacsony tiizelési frekvencia is az AP alakjanak megvaltozasaval jar, nevezetesen a
késobbi AP-k a sorozatban mindig kisebb amplitidojuak és lassabbak, mint a sorozat
els6 néhany AP-ja. Ezt a kiilonbséget meg tudjuk mémi a referencia pipetta
fesziiltségjelén, majd 0ssze tudjuk hasonlitani, hogy az AP alakja ugyanolyan mértékben
véltozott-e meg a nagy ellenallast pipettaval mérve. Ahogy az lathatd egészen 200 MQ-
os ellenallasig a mért valtozasok kozel 100 %-ban megfeleltethetéek egymasnak, ami
azt sugallja, hogy a nagy ellenallasi mérések teljes mértékben alkalmasak az AP

alakban bekovetkezo kis eltérések nyomon kdvetésére is.
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11.Abra. 4 nagy ellendllasi pipettival mért fesziiltségjel alkalmas az AP alakban bekévetkezd valtozdsok
kozvetitésére

Az itt bemutatott kontroll kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy az AP alakjaban bekdvetkezd
természetes valtozasok milyen mértékben kovethetok a nagy ellendllast pipettak hasznalata mellett. A
méréshez a szemcsesejtek azon tulajdonsagat hasznaltuk ki, hogy egy akcids potencial sorozat alatt az AP
alakja nem alland6, hanem dinamikusan valtozik, mégpedig ugy, hogy az AP egyre szélesebbé valik, amit
az amplitado csokkenése kisér (lasd a bemutatott ). Elsé 1épésként meghataroztuk a referencia- és a teszt
pipetta kozvetitésével mért valtozasokat az AP alakjaban. Ezt kovetden a teszt pipettan regisztralt
valtozasokat abrazoltuk a referencia eltérések fiiggvényében (a grafikonok az abra alsé részén). Végiil az
adatpontokra illesztett egyenesek segitségével vizsgaltuk, hogy mennyire feleltethetok meg egymasnak a
kétféle pipettan mért eltérések. A tapasztalatunk szerint 200 MQ ellenallasig az adatpontok nagy része
kozel esik a teljes egyezéshez, ezért a technika alkalmas az AP alakban bekovetkezd véltozasok nyomon
kovetésére.

3.5. Szomato-dendritikus elvezetések (2. projekt)
Az egyidejii kételektrodas szomato-dendritikus elvezetések els6¢ 1épéseként
egészsejtes mérési konfiguraciot alakitottam ki a dendriten. Ehhez a mar emlitett nagy

numerikus aperturaji objektivet hasznalva a DIC képen kerestem a szemcsesejt rétegre
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elvezetett dendritek kivétel nélkiil szemcsesejt dendritnek bizonyultak a késébbi
morfoldgiai azonositds alapjan. Stabil dendritikus elvezetés esetén addig vartam, amig a
dendriten keresztiil betdltott fluoreszcens festék (Alexa Fluor 594, 20-40 uM) kijeldlte a
dendrithez tartozo sejttest helyzetét a szemcsesejt rétegben. A sejttest azonositdsahoz a
konfokalis rendszert hasznaltam, alacsony lézerintenzitds mellett. Ezutan egy masik
pipettaval kialakitottam az egészsejtes elvezetést a sejttesten is. A kisérleteket minden
olyan esetben megszakitottuk, amikor a dendrit mérhetd tulajdonséagai (a soros ellenéllas
¢s a bemend ellenalldas megvaltozasa, vagy a seal mindségét tiikkrozd zajszint) jelentds
valtozast mutattak a toltés, vagy a sejttest elvezetése kozben. Ahogy mar emlitettem,
ebben az esetben viasszal bevont vastag fali pipettdkat hasznaltunk, hogy ezzel is
csOkkentsiik a pipetta kapacitasat. Esetiinkben ez 6,85 + 0,12 pF nagysagu pipetta
kapacitast jelentett, ami nem fiiggott az elvezetés szomatikus tavolsagatol (R*=-0,04,
p=0,635). Az elvezetések soros ellenallasa atlagosan 118,7 = 10,5 MQ volt, melyet
maximalisan kompenzaltunk az erdsitd segitségével. A soros ellendllds gyenge
korrelaciét mutatott a sejttesttdl mért tavolsaggal (R’=0,13, p=0,04684). A bridge
kompenzacidhoz, és egyaltalan a soros ellendlldss nyomon kovetéséhez nagy
amplitadoju, gyors aramlépcsdket iktattunk be a protokollok minden egyes lefutasaba. A
mar targyalt okokbol kifolyolag kiemelt figyelmet forditottunk a kapacitas neutralizacio
mindségére, aminek kdszonhetéen atlagosan 0,1 + 0,06 pF maradék kapacitas jellemezte
a dendritikus pipettdkat. A fesziiltségjeleket megszlrtik (10-20 kHz-es
hatarfrekvencidn) az erdsitd beépitett alulateresztd sziiréjével (4 polust Bessel sziird) és
40-250 kHz-es mintavételezés mellett digitalizaltuk. A membranpotencial beallitasahoz,
illetve az AP-ok kivaltasdhoz sziikséges araminjekcid mindig a szomatikus pipettan
keresztiil tortént, hogy elkeriiljiik a kozvetlen draminjekcidt kisérd esetleges jeltorzitd
hatdsokat. Ennek megfeleléen az AP tulajdonsagainak szamszeriisitése a dendritikus
pipettan mért jel alapjan tortént. Az egyes AP-kat rovid ideig tartd nagyintenzitasa (2-5
ms, 0,85-2 nA) aramlépcsdk segitségével valtottuk ki a depolarizalt (-64,6 + 0,6 mV),
illetve hiperpolarizalt (-77,2 =+ 0,6 mV) membranpotencidlrol. A  kivant
membranpotencidlt konstans draminjekcid segitségével tartottuk fenn (49,4 + 5,5 pA a
depolarizalt esetben, mig 1,5 + 3,3 pA hiperpolarizalt fesziiltség esetén). Kizartuk

azokat a kisérleteket, amelyben a dendritikus pipetta soros ellenallasa meghaladta a 200
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MQ-ot, vagy a sejt nyugalmi membranpotencialja -65 mV-nal depolarizaltabb volt. A
szamszerlsitéshez 4-6 egyedi AP-t idében Osszerendeztink a dV/dt maximumuk

alapjan, majd az atlagukat hasznaltuk fel az egyes paraméterek méréséhez.

3.6. Kaliumaram mérések (2. projekt)

A dendritikus kaliumaramok vizsgalatit outside-out patch preparatumokon
végeztilk. Ebben az esetben, hogy az egészsejtes mérési konfiguraciot kovetden a
pipettat dvatosan visszahuztuk, és a dendritrdl lefizodott egy membrandarab, melyet
magaval huzott a pipetta. Az igy nyert membrandarabon tovabbra is az eredeti kiilsé
membranfelszin néz az extracelluldris tér felé és olyan koriilmények kozott vizsgalhato a
membranban 1évd csatorndk miikodése, ami nagyon hasonlit az egészsejtes
elvezetésekhez. Az outside-out patch 1ényegi tulajdonsdga, hogy szinte tokéletes
kontrollt biztosit a membranfesziiltség felett, ami gyors aramok kinetikai vizsgalata
esetén hatalmas elonynek szamit. A mérésekhez hasznalt voltage-clamp protokoll egy
40 ms hosszl, -120 mV-os [épéssel indult, hogy biztositsuk a jelenlevd ioncsatorndk
maximalis elérhetdségét. A csatornapopulacio fesziiltségfliggését -105 mV és +65 mV
kozotti fesziiltségtartomanyban vizsgaltuk valtozo értékii prepulzusok és +55 mV
nagysagu tesztpulzus segitségével. Az inaktivacido iddbeli lefutdsdnak vizsgalata
viszonylag hosszu (300 ms) lépéseket igényelt. Bar itt nem hasznéltunk farmakoldgiai
eszkozoket a kaliumaram izolaldsdhoz, a tesztpulzus +55 mV-os fesziiltségértékén
vélhetdleg elhanyagolhat6 a jelen levd natrium- ¢€s kalciumcsatorndk ionarama a

minimélis a hajtéerd miatt!'*"'%,

A mért aramjelek passziv komponensét online
levonassal tavolitottuk el, P/-4 protokoll segitségével. Az eljaras azon alapul, hogy az
alkalmazni kivant protokollal megegyezd iddébeli lefutdsu, de Iényegesen kisebb
amplitddoji (jelen esetben negyedakkora) és azzal ellentétes polaritdsu protokoll
segitségével rogzitjliik az elvezetett struktara passziv viselkedését. Az igy nyert passziv,
kapacitiv jelet linearisan skaldzva (vagyis -4 szeresére novelve) kivonjuk a vizsgalt
aramvalaszbol, és a kivonds utdn maradé dramjel mar csak az aktiv aramkomponenseket

tartalmazzal'®*!,

A modszer alkalmazhatosaganak eldfeltétele, hogy a linedris
komponens meghatarozdsahoz hasznalt protokoll olyan fesziltségtartomanyban

mozogjon, ahol nem befolyasolja az aktiv ioncsatornak nyitasat vagy zarasat.
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Az inaktivalédd éaram nagysagat a -45 mV-os prepulzus hatdsara inaktivalodott

aramkomponens alapjan szamszerisitettiik.

Ugyanezt a voltage-clamp protokollt hasznaltuk a dinamikus-clamp konduktancia
modelljének épitéséhez sziikséges kaliumaram mérésekben is (lasd 3.13 ¢és 5.3
fejezetek), ahol farmakologiailag elkiilonitettik a 4-AP érzékenységet mutatd
kaliumaram-komponenst a nuklealt-patch preparatumokon mért teljes kaliumarambol. A
nukleélt-patch  kisérletekben kiterjedt szomatikus membranfelszint izolaltunk a
szemcsesejtekbol oly modon, hogy a betorést kovetden finoman odaszivtuk a sejtmagot
a pipetta szajahoz, majd lassan visszahtztuk a pipettat ugy, hogy folyamatos negativ
nyomas alkalmazasaval végig a pipetta sz4janal tartottuk a sejt magjat. Ha megfeleld
tavolsagra huztuk el a sejtmagot, akkor a magot koriilolel6 membranrész lefliz6dott a
sejtmembran tobbi részEérdl, gyakorlatilag egy nagyméretii outside-out patch-et
formalva. Az aktivacid ¢és inaktivacid idobeli lefutdsat az atlagolt aramjelek
exponencialis illesztésével hataroztuk meg. A konduktanciat Gigy hataroztuk meg, hogy -
90 mV-os fordulasi potenciallal rendelkez8 ohmikus kaliumaramot feltételeztiink %%,

3.7. Kalciumdram mérések (2. projekt)

A nukledlt-patch preparatumon végzett izolalt kalciumaram mérésekhez a mar
ismertetett modon levalasztottuk a sejtmagot €s a rafesziild szomatikus membranfelszint
a sejt tobbi részérdl. A mohatermindlison végzett izolalt kalciumaram mérésekhez
hasonloan ebben az esetben is céziumalapl intracellularis oldatot hasznaltunk, de 1
mM-ra noveltiik az oldat EGTA tartalmat, mivel az el0zetes kisérletek szerint az izolalt
natrium és kaliumaramok blokkol4dsahoz az elvezeté oldat 1 mM TTX-et és 5 mM 4-
AP-t is tartalmazott. Tekintettel arra, hogy inaktivalédd kalciumaramot vizsgéltunk,
minden egyes protokoll egy 4 s hosszl alapvonallal indult, ami elegendd 1d6t biztositott
ahhoz, hogy a kalciumcsatorndk elérhetdsége stabilizalodjon. A kalciumcsatornak
aktivalasdhoz eldzetesen elvezetett AP alakokat hasznaltunk fel parancsfesziiltségként.
A kalciuméaram modellek épitéséhez négyszogimpulzussal kivaltott kalciuméaramokat is
mértiink. Ebben az esetben 3 ms hosszli, 0 mV-os négyszogjelet hasznaltunk, ami -80
mV-os alapvonalrol indult ki. Az inaktivacio6 iddbeli lefutdsat vizsgalo kisérletekben 300

ms hosszli, +20 mV-os tesztpulzust alkalmaztunk -120 mV-os alapvonal mellett. Az
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erésen hiperpolarizalt alapvonal lehetové tette, hogy minden jelen levé kalciumcsatorna
visszatérhessen az inaktivalt allapotabol. Az AP-t kiséré maximalis csatornaaktivaciot
ugy vizsgaltuk meg, hogy az AP alakot formazé parancsfesziiltséget modositva valtozo
hossztsagu (0,75-5 ms), de allando fesziiltségértékii szakaszokat illesztettiink a felszallo
szakasz csucs kozeli részére. Igy a csatorndkat aktivalo parancsfesziiltségben csak a
maximalisan depolarizalt allapot hossza valtozott, a repolarizacié alakja nem. Ez
megkonnyitette a kalciumdramok kozvetlen Osszehasonlitdsat, mivel szamottevo
iondram csak a repolarizacié alatt tortént. Az egyedi méréseket 12-25 masodperces
1dokozonként inditottuk el. Ebben az esetben a mintavételezés 50 vagy 80 kHz-en
tortént és a passziv jelek levonasat utdlag végeztiik el, P/-4 modszer segitségével.
Hosszutavon a kalciumaramok jelentds csokkenését figyeltilk meg a kisérletekben, ezért
csak a egészsejtes konfiguracio kialakitdsat kovetd elsd tizenkét perc adatait vettiik
figyelembe a kiértékelés soran. Az AP alakkal kivaltott kalciumaramok
szamszerisitéséhez egy 1 ms hosszl iddablakot vettiink figyelembe, ami 0,35 ms-mal az

AP csucsa utan kezd4dott.

3.8. Az elvezetett sejtek azonositisa elektrofiziologiai és anatomiai
tulajdonsagaik alapjan (1. projekt)

Minden elvezetett sejt esetén felvettem a sejtek novekvd erdsségli, hosszantartd
(500-1000 ms) négyszog aramimpulzusokra adott fesziiltségvalaszat. A vizsgalati
protokoll altalaban -100 pA nagysagl negativ aramlépéssel indult, és addig tartott, amig
az adott sejt kiiszob feletti aktivitasmintazatat is regisztralni tudtuk. A kis amplitudoja
aramlépések segitségével hataroztuk meg a sejtek alapvetd passziv tulajdonsagait,
vagyis a bemend ellenallasukat és a membran iddallanddjat. A kiiszob feletti
aktivitdsmintdzat (tlizelési mintazat) alapjan meghataroztuk az egyedi akcios
potencialok jellemzd paramétereit, mint félérték-szélesség, az utdhiperpolarizacio, és
utddepolarizacio tulajdonsagai. A legnagyobb depolarizalé aramlépésekkel kivaltott
nagyfrekvencias tlizelés alapjan pedig eldonthetd volt, hogy az adott sejt mutat-e

frekvencia adaptaciot (akkomodaciot).

A szemcsesejtek tlizelési mintdzatara az akkomodalo tiizelés jellemzd, azaz a tiizelési
frekvencia csokken a sejt fenntartott aktivitdsa esetén. Az egyedi akcids potencialokat

jellegzetes utddepolarizacio koveti. Erdsen tiiskés dendritjeik a sejttestbdl kiindulva
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fokozatosan agazodnak el a str. moleculare-ban, egy ktipra emlékeztetd dendritfat hozva
l1étre. Axonjuk a sejttest ellentétes polusabol indul ki a CA3 felé és nagy filopodialis
nyulvanyokat hordozé nagy mohaterminalisokat képeznek a hilus teriiletén és a CA3 str.
lucidumban. Tekintettel a felndttkorban sziiletd szemcsesejtek eltérd elektrofizioldgiai
tulajdonsagaira, az értekezésben bemutatott kisérletek soran az elvezetett szemcsesejtek
egységes sejtpopulaciot alkottak, amely az érett szemcsesejtek mitkodését reprezentalja.
Az éretlen felndttkorban sziiletett szemcsesejtek elkeriilésének érdekében olyan sejteket
valasztottam ki a kisérlethez, ami a sejtrétegben kozel helyezkedett el a str. moleculare
feloli hatarhoz. Az éretlen sejtek elkiilonitéséhez kihasznaltuk azt a megfigyelést, hogy a
fiatal sejtek bemend ellenallasa sokkal nagyobb, mint az érett sejteké!’”. Kizartunk az
analizisbdl minden olyan szemcsesejtet, amelynek a nyugalmi membranpotencidlon

mért bemend ellenallasa nagyobb volt, mint 550 MQ.

A szemcsesejtek mellett a CA régiok piramissejtjein, és harom DG GABAerg
sejttipuson is vizsgaltuk a dendritikus mGlull receptorhatds jelenlétét. Az elvezetett
sejtek azonositasa ezekben a kisérletekben is a sejt anatomiai és elektrofiziologiai

tulajdonsagain alapult.

A CA3 piramissejtek egyedi akciés potencidljain szintén megfigyelhetd az
utdédepolarizacié. Emellett nagyon jellegzetes a négyszogimpulzusra adott
potencialvalasz lasst, rampaszeri felfutasa az akcios potencial kiiszob kozelében. A
CA3 piramissejtek apikalis dendritje a sejttest kozelében agazik el, de az is eléfordulhat,
hogy mar a sejttestbél tobb apikalis iranyu & dendrit indul ki (12F.Abra). Dendritjeik

tiiskések, €s a sejttesthez kozeli régioban komplex tiiskéket is hordoznak.

A CA1l piramissejtek tiizelési mintazata akkomodald, ahol hosszan tartd, lassu
utohiperpolarizacié koveti az egyes AP-kat. Jellegzetes tulajdonsaguk hogy a nagyobb
hiperpolarizalé éaramlépésekre adott fesziiltségvalasz nem folyamatosan tart egy
egyensulyi allapotba, hanem egy atmeneti maximum elérését kovetden éri el a
fesziiltségvalasz az egyensulyi allapotat (,,sag” jelenség). Dendritjeik tiiskések, és
tipikusan egyetlen f0 apikélis dendritjiik fut a str. radiatumban, amirdl szamos kis

atmérdjii dendrit ered (12D.Abra).
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A CA2 piramissejtek azonositasahoz azt hasznaltuk ki, hogy a moharostok, és a CAl
piramissejtek egy része egyarant tartalmazza a calbindin nevli kalciumkotd fehérjét, a
CA2 piramissejtekben viszont nincs jelen ez a fehérje. A calbindin fénymikroszkdpos
jelolése tehat egyarant kirajzolja a CA3 régid végét (ahol a moharost palya
elvékonyodik) illetve a CAl kezdépontjat (ahol a calbindint tartalmazé sejtek rétege
kezdédik) ezaltal behatarolja a CA2 régiot (12.E Abra). Azokat a sejteket tekintettiik
CA2 piramissejteknek, melyek a calbindin festés alapjan a CA2 teriiletén helyezkedtek
el, dendritjeik tiiskések voltak, de nem rendelkeznek a kdzvetlen szemcesesejt bemenetre

jellemzd komplex tiiskékkel.

A B

120 mv
100 ms

12.Abra. A szemcsesejtek mellett vizsgalt hippocampalis sejttipusok anatémiai és elektrofiziologiai
Jjellegzetességei

A megvizsgalt sejttipusok alaktani és élettani jellegzetességei. Jobbra mindig az adott sejt tiizelési
mintazata lathat6. (ml-molekularis réteg, gcl-szemcsesejt réteg, h-hilus). A, Egy gyorstiizelésti kosarsejt
(PV4BC) parvalbumin pozitivitasa, és jellegzetes axonfelhdje a szemcsesejt rétegben. B, Szabalyosan
tiizel6 kosarsejt (RSIN) sejtteste és a molekularis réteg belsé részére korlatoz6dd axonfaja. C, A
molekularis réteg kiilsé részén elhelyezkedd neurogliaform sejt (NGFC) és a vele egyidejileg elvezetett
szemcsesejt képe. D, CAl piramissejt (CA1 PC) dendritfaja. E, CA2 piramissejt (CA2 PC) sejttestének
helyzete a calbindin (CB) festésen alapuld régidhatarokon beliil. F, CA3 piramissejt (CA3 PC)
dendritfaja.
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A GABAerg sejttipusok kozol a neurogliaform sejteknek a tlizelési mintazatat a
késleltetett tiizelés jellemezi (12.C Abra). Az akcids potencialokat nagy amplitudoju
hosszan tartd utdédepolarizacié kovette. Axonjuk stiri felhdt képezett a str. moleculare-
ban, ami idonként atnyult a CA1 vagy a subiculum str. lacunosum-moleculare rétegébe

1S.

A gyorstiizelésii  kosarsejtek parvalbumint tartalmaztak (12.A Abra). Tiizelési
mintazatukat gyors, tipikusan 0,4 ms-nal gyorsabb akcios potencial félérték-szélesség,
illetve az akkomodacio hianya jellemezte. Multipolaris vagy piramis alaku sejttestiik a
szemcsesejt rétegben vagy annak kozvetlen kozelében helyezkedett el. Axonjuk stiriin

behélozta a szemcsesejt réteget.

A harmadik vizsgalt GABAerg sejttipus, a szabalyosan tiizeld kosarsejtek axonja a
szemcsesejt réteget és a str. moleculare belsd részét idegezte be (12.B Abra). A tiizelési

mintazatuk jelentds akkomodaciét mutatott.

Az utdlagos anatdomiai feldolgozashoz elvezetés kdzben az intracellularis oldathoz adott
8 mM biocitinnel feltoltottiik a sejteket, majd az elvezetés utan egy ¢jszakan at 4 °C-on
fixaltuk a szeleteket 2 % paraformaldehidet és 0,1 % pikrinsavat tartalmazo6 0,1 molos
foszfatpufferben. A fixalast kovetéen 60 pm vastagsagli metszeteket készitettiink a
szeletekbdl vibratom segitségével (VT1000 S; Leica). Ha csak az adott sejt alaktani
sajatossagaira voltunk kivancsiak, akkor peroxidaz alapl reakcid segitségével (DAB
reakcid) tettilk lathatéva a sejteket. Ezt a modszert alkalmaztuk a CA3 és CAl
piramissejtek, a szemcsesejtek és a neurogliaform sejtek azonositasara, vagyis azokban
az esetekben, amikor a sejttest alakja és elhelyezkedése, a dendrittiiskék jelenléte illetve
az axon- ¢s a dendritfa elhelyezkedése elégséges a sejttipus meghatarozasahoz. A DAB
reakcid elsO 1épéseként 1 %-os H,O, oldattal gatoltuk a nem specifikus, endogén
peroxidaz aktivitast. A reakcid specificitasat biztosité avidin-biotin-peroxidaz (ABC)
jelolést gy végeztiik, hogy a szeleteket egy 6ran at szobahdémérsékleten inkubaltuk az
ABC reagenssel (1:500, Vectastain ABC Elite kit; Vector Laboratories). A metszeteket
a pufferoldathoz adott 0,1 %-os Triton-X 100 segitségével nagyobb molekulak szdmara
is atjarhatova tettiik, igy biztositva, hogy a komplex a metszet mélyebb rétegeibe is
bejusson. A peroxidaz jelolés soran az elbomlott szubsztrat (0,2 %-os H,O,) hatdséara

oxidalodd kromogén anyag (diamino-benzidin és nikkel-klorid) sotét, nem o0ldodo
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csapadékot képezve teszi lathatova a sejteket. A metszeteket ezt kovetden felszallo
alkoholsoron dehidrataltuk, majd targylemezre kihelyezve miigyantdba agyaztuk (DPX

slide mounting medium; Sigma).

A CA2 piramissejtek €és a kosarsejtek azonositasahoz neurokémiai markereken alapul6
fluoreszcens immuncitokémiai jelolést végeztiink. Immuncitokémiai feldolgozas soran a
parvalbumin (PV28; Swant, nyalban termelt poliklonalis antitest 1:1000-ben higitva) €s
a calbindin (anti Calbindin D-28k, 300; Swant, monoklonalis egér antitest, 1:1000-ben
higitva) ellen termeltetett elsddleges antitesteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk a
metszeteken TBS pufferben. A puffer oldat 2 % normal kecskeszérumot is tartalmazott a
nem specifikus kotéhelyek blokkolasahoz, illetve 0,5% Triton-X 100-at a
sejtekmembranok  permeabilizdlasahoz.  Tobbszori  moséast  kovetéen — az
immunreakciokhoz fluoreszcens markerrel (Alexa Fluor 488 vagy Alexa Fluor 594,
Invitrogen) konjugélt, nytl vagy egér ellen kecskében termeltetett masodlagos
antitesteket hasznaltunk, mig az elvezetés alatt a sejtekbe t6ltott biocitint
sztreptavidinhez kapcsolt Alexa Fluor 350 (Invitrogen) segitségével tettilk lathatova.
Végiil ujabb mosasi 1épéseket kovetden a targylemezre kihelyezett szeleteket olyan
médiummal fedtiik le, mely meggatolta a fluoreszcens jel elhalvanyulasat (Vectashield,
Vector Laboratories) és a mintdk kiszaradasat. Az immuncitokémiai reakcidkat
epifluoreszcens feltéttel ellatott mikroszkop segitségével értékeltiik ki (DM2500; Leica),
majd ezt kovetden a sejteket peroxiddz reakcid segitségevel is vizualizaltuk. Ezeket a
munkafolyamatokat a kutatocsoport technikusai, Hegediis Dora, Juszel Andrea és

Kokay Dora végezték el.

3.9. A dendritikus mGlull receptorhatas vizsgalatara hasznalt szamitogépes

modell (1. projekt)

A modellezést NEURON 7.2 szimulacidos kornyezetben végeztiik, részletesen
rekonstrualt passziv szemcsesejt modellek segitségével, melyek elérhetdek a ModelDb
adatbazisaban (http:/senselab.med.yale.edu/ModelDb, #95960,*)). Az adatbazisban
talalhatd sejtek passziv paraméterei szobahdOmérsékleten mért adatok illesztésén
alapultak, ezért ezeket a paramétereket homérsékleti egyiitthatok (igynevezett Qi

értékek) segitségével a sajat méréseinknek jobban megfeleld, kozel fiziologias
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homérséklethez (34 °C) igazitottam. Meg kell azonban jegyezni, hogy a hasznalt Qo

(1651 ¢s az alkalmazhatosaguk

értékeket kérgi piramissejtekre hataroztdk meg
szemcsesejtek esetében még nem bizonyitott. A passziv konduktancia forduldsi
potencialjat -80 mV-ra allitottam be. Mivel ez az egyetlen konduktancia hatarozta meg a
sejtek nyugalmi membranpotencialjat, ezért ez utdbbi értek kozel allt az €16 allatokbol
illetve szeletpreparatumokbol mérhetd valos nyugalmi membranpotencial értékhez (-75
¢és -85 mV kozott). A sejteket a d lambda szabalynak megfelelden szegmentaltam (0,1
kHz-alapjan), a ténylegesen jelen levd, szinapszist hordozo dendrittiiskék kivételével,
amiket fixen 5 szegmentumra osztottam fel. A szimuldcidkat 40 kHz-es iddbeli
feloldassal futtattam. A tér ¢és iddébeli felbontas tizszeresére (idoben), illetve
haromszorosara (térben) novelésével teszteltem a szimuldciok allandosagat, de nem
tapasztaltam lényegi hatast a szamszeri eredményekben. A szinaptikus-, illetve MNI-
glutamat fotolizisével kivaltott AMPA-receptor medidlta aramok szimuldldsdhoz
pontszeri mechanizmust alkalmaztam. A konduktancia valtozas iddbeli lefutasat két
exponencialis fliggvény Osszege hatdrozta meg. A maximalis konduktancia nagysagat 1
nS-re allitottuk, 0 mV-os fordulési potenciallal. A szinaptikus AMPA receptorok altal
kozvetitett ionaramok modellezése esetén 0,27 ms illetve 2,75 ms volt a felfutas és a
lecsengés iddallanddja. A szimulalt NMDA receptor d&ramok esetén 2 ms illetve 26 ms
volt a felfutas és a lecsengés iddallanddja. A csatornamodellbe €pitett magnézium blokk
fesziiltségfiiggése! ' 0,2 mM kiilsé magnézium koncentraciot feltételezett. Az MNI-
glutamat fotolizisével kivaltott események modellezéséhez hasznalt kinetikai
paramétereket ugy Aallitottuk be, hogy visszakapjuk a kisérletes uton megfigyelt
membranpotencidl valtozasok alakjat (10-90 %-os felfutasi idd: 0,388 ms, lecsengés
idéallandoja 3,95 ms). A szinaptikus mechanizmusokat egy olyan dendrittiiskén
helyeztiik el, melynek paramétereit a kivant nyakellenallas elérése érdekében kétféle
moédon allithattuk be. A tiiskefej hossza és atmérdje mindkét esetben 0,5 pum volt. Az
egyik esetben (kis nyakellenallasu modell esetén) a dendrittiiske passziv paraméterei
megegyeztek a szilo sejtben haszndlt értékekkel, és a tliskenyak hossza 0,75 volt, 0,18
pm-es atméré mellett. A masik, nagy nyakellenallast konfigurdcidban a dendrittiiske
passziv paramétereit (Cm: 1 pF/cm-2, Rm: 20 kQ*cm?2, Ri:150 Q*cm) és anatdmiai
tulajdonsagait (hossz: 1,9 pm, atmérdé 0,07 um) ugy allitottuk be, hogy a CA 1

piramissejteken kisérletesen meghatarozott!'®”! nagy, 500 MQ-os nyakellenallast kapjuk.
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Az mGluR2-aktivalt konduktancia modellezéséhez szintén pontszeri mechanizmust
hasznaltunk. A modell-konduktancia fordulasi potencialjat -80 mV-ra allitottuk be. A
modell reprodukalta a fesziiltségfiiggés kisérletesen meghatarozott jellegzetességeit,
vagyis a konduktancia hatarozott (20%-o0s) csokkenést mutatott mar -55 mV-os
membranpotencidl esetén is, €s egyaltalan nem volt aktiv a pozitiv membranpotencial
tartomanyban. A farmakologiai receptor aktivalas hatdsat vizsgald szimulécidokban
mechanizmust, melyeknek a maximalis konduktancidjat ugy allitottuk be, hogy gatlas
jelenléte a farmakologiai kisérleteinkben mért valtozashoz hasonlé mértékil, 28 %-os
szomatikus bemend ellenéllas csokkenést eredményezzen. 1 nS nagysdgli maximalis
konduktanciat alkalmaztunk azokban az esetekben, ahol csak egyetlen dendriten

helyeztiik el a gatlé mechanizmust.

3.10. Kalciumdaramok modellezése (2. projekt)
A dendritikus bAP-aktivalt iondramok viselkedésének megértéséhez egy

(1681 ° A kdzvetlen

kompartmentes szimulaciokat futtattunk NEURON 7.2 kdrnyezetben
kalctumaram mérések alapjan abbol indultunk ki, hogy kétféle - egy inaktivalodo és egy
nem inaktival6do - kalciumcsatorna kombinaciojaval le lehet irni a szemcsesejtekben
mért makroszkopikus ionaram viselkedését. Az irodalomban elérhetd aktivacios

tulajdonsagokat felhasznalva!'®”!

két standard Hodgkin-Huxley modellt épitettiink,
amelyek koziil az inaktivaciot nem mutaté aram (Nj c,) O0rokolte az eredeti kozlemény
N-tipust aramanak aktivacios profiljat, mig az inaktivalodé modell (I ¢,) viselkedése az
R-tipusti 4ramén alapult. Az I; ¢, modell aktivacidjat és inaktivaciojat a kovetkezo

egyenletek segitségével hatdroztuk meg:

Pi, ca(t,V) = Pmaxy, ,, my, o (6 V)2 by, o (6V) (8)

amy; cq

T = amILCa (V)(l - mII,Ca) - BmII,Ca (V)mII,Ca (9)

4,9

Ami cq (V) = 1+exp(—0,04(V—-42,5)) (10)
1,9

ﬁmILCa V) = 1+exp(0,0775(V+34,5)) (h
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dhy 1.Ca

dt = ahII_Ca (V)(l - hII_Ca) - ﬁhll_ca (V)hII_Ca (12)

any ¢, (V) = 0,0003 exp(—0,03(V + 10)) (13)

ﬁhl’ca (V) = 0,003 exp(0,06(V + 60)) (14)
Az Ni ¢, modell viselkedést az alabbi egyenletek irjak le:

Py, (8, V) = Pmaxy, ., my, ., &, V) ? (15)

dmn; c,

dt = amNI_Ca (V)(l - mNI_Ca) - ﬁmNI_Ca (V)mNI_Ca (16)

0,08+(V—2)

AmN ca (V) = 1-exp(—(0,08+(V-2))) {17
13
ﬁle_Ca V) = 1+exp(0,095(V+39,77)) (18)

Magat az iondramot a kovetkezo Osszefiiggés alapjan szamoltuk ki:
Ieq(t,V) = Peq (8,V) GHKq (V)A (19)

AholP;, a membran permeabilitasa a calcium ionra nézve, A az aram amplitidojanak

[161,169]

szorz6faktora, mig a GHK;, egy modositott GHK 0sszefliggés , mely leirja a

kalciumaram erdsen rektifikalo fesziiltségfiiggését a kovetkez6 formalizmus szerint:

-V

70,36) (20)

|4
(1-exp(7555)

(0,3933 —exp(

GHK.u (V) =V

ahol V a modellezett membranpotencidl. A két modell aktivacidjanak linedris

kombinaciodja hatdrozza meg az Osszesitett permeabilitds értékét.

PCa (t, V) == PII?Ca(t' V) + PNI?Ca(t’ V) (21)
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A P, mindig 0 és 1 kozotti értéket tudott felvenni a szimulacidk soran, amit Ggy

biztositottunk, hogy a Pmax,, ., and a Pmaxy, ., paraméterek Osszege mindig 1 volt.

A csatornamiikddés fesziiltségfliggd idéallandoja a kovetkezé mddon szamithato:

1

W) = oo

(22)

Mivel nem 4&ll rendelkezésiinkre irodalmi adat a szemcsesejt R-tipusu csatorndinak
inaktivacids profiljarol, igy az inaktivacié paramétereit ugy allitottuk be, hogy a

701 4ltal leirt inaktivaciora. A jobb

viselkedése hasonlitson a Jaffe és munkatérsai
idébeli felbontas eléréséhez a templatként szolgdld fesziiltségjeleket linedrisan
interpolaltuk, ily modon lehetségessé valt a 0,5 - 2,5 us-os integracios lépések
hasznalata is. A modellaramokat pontszerli mechanizmusként hatdroztuk meg, ahol az
aram amplituddjat egy szorzofaktor segitségével tudtuk valtoztatni (lasd 19. egyenlet).
A kovetkezd szorzofaktorokat hasznaltuk ahhoz, hogy a modellaram ¢és a mért
kalciumaramok kozvetleniil ~Gsszehasonlithatbak legyenek (28.Abra):  -1,3295
(szomatikus AP, Njc, éaram), -7,2618 (szomatikus AP, Ijc. 4ram), -1,15504
(szomatikus AP, kevert Ny ca: Ij ca dram), -3,6654 (dendritikus AP, Nj ¢, 4ram), -2,7023
(dendritikus AP, Ij ¢, 4ram), -1,7164 (dendritikus AP, kevert Nj ca: Ij ca dram), -1,5895
(négyszogjel, Ny c, aram), -6,5892 (négyszogjel, I; ¢, aram) and -1,2775 (négyszogjel,
kevert N ca: It ca dram). A 30. Abran bemutatott modellezés soran a Ni ca modellt is
felruhaztuk az Ij ¢, 4ram inaktivaciés mechanizmusaval. Ebben a szimulacioban a
csatornamiikddés gyorsitasat és lassitasat gy értiikk el, hogy moédosithatd faktorokkal
szoroztuk be a sebességi allandokat leird Osszefiiggéseket. A csatornamiikodés
sebességét a 0 mV-on mutatott idéallandok alapjdn szadmszeriisitettiik. A sebességi
allandok modositasa sok esetben olyan aramformékat eredményezett, melyek alapvetden

eltértek az ismert kalciumaramok lefutasatol (13.Abra).
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s O

az aktivaci¢ id6allandoja (ms)

2 10 40 100
az inaktivacio idéallanddja (ms)

13.Abra. A kalciumdramként nem értelmezheté modelldramok alakja, illetve a helyzetiik a
paramétertérben

A 30.A Abran bemutatott grafikon folé helyezett normalizalt Ii ca dramformak. fgy egyiitt bemutatva
lathato, hogy a paramétertér kiilonb6z6 pontjain milyen alakiiak a modell aramok. Feketében azok az
aramok lathatok, amiket felhasznaltunk az analizis soran, mig a vordsben megjelenitett aramokat az
alakjuk miatt kizartuk a modellezés eredményébdl.

Emiatt automatikusan elvetettiink minden olyan esetet, ami mar az AP felfutdsa soran is
jelentds ionaramot mutatott (a cstics eldtti ionaram nagyobb volt, mint a repolarizacio
alatt mért aram harmada), vagy az iondram cslicsa nem érte el az alapvonalnal mért

aramerdsség 0tszorosét.

3.11. Kalciumjelek mérése konfokalis mikroszkop segitségével (2. projekt)

A bAP-k terjedéséhez kothetd kalciumjelek kisérletes méréséhez egy alacsony
affinitast fluoreszcens kalcium indikatort, Fluo-5F festéket hasznaltunk (183 uM Kp 2,3
puM) a morfoloégiai marker (Alexa Fluor 594) mellett. Ezeket a festékeket az
intracellularis oldatban oldottuk fel. A méréshez eldszor stabil szomatikus patch-clamp
elvezetést alakitottunk ki a szemcsesejten, majd vartunk fél orat a festékek egyensulyi
koncentraciojanak eléréséhez. Az inkubacidos 1d6 letelte utan kis intenzitasa
megvilagitas mellett kivalasztottuk a mérésre alkalmas dendritikus pontokat az Alexa
594 jel alapjan. A pontok kivalasztasakor tobb szempontot is figyelembe vettiink.

Elészor is, az optimdlis dendritszakasz 20-50 pum mélyen volt, nem tul kozel a
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felszinhez, de a konfokalis mérdrendszer altal jol mérheté mélységben. Emellett arra is
figyeltiink, hogy elkeriiljiik azokat a dendriteket, melyek lathatolag sériiltek voltak vagy

elvagodtak a szeletkészités soran.

A Kkisérlet elektrofizioldgiai része a szomato-dendritikus elvezetéseknél ismertetett
protokollal megegyezd volt, vagyis a sejttestbe injektalt nagy amplitddoju, révid
aramimpulzusok segitségével (2 ms/1,6 nA) felvaltva valtottunk ki AP-kat depolarizalt
(-64,0 = 0,3 mV) vagy hiperpolarizalt (-77,6 = 0,3 mV) kiinduldsi membranpotencialrol.
Ebben az esetben is a szomatikus tartoaram erdsségét modositottuk a membranpotencial
értekének bedllitdsdhoz. Az AP-val idében Osszerendezve line-scan modban mértiik a
kalcium bearamlashoz kot6dd fluoreszcens intenzitdsvaltozast a kivalasztott dendritikus
ponton. A hasznalt beallitdsok mellett (10,24 pm hosszu vonalra fektetett 16 pixel) a
leképezés sebessége 610 vonal/s volt. A kalciumfesték jele mellett mindig regisztraltuk
az Alexa 594 jel intenzitasat is, amit arra hasznaltunk, hogy kiszlrjiik és korrigaljuk a
dendrit esetleges elmozduldsat. Megszakitottuk azokat a kisérleteket, amikben a
kalciumjel alapvonala, vagy az intenzitasvaltozas lecsengésének idéallanddja tobb mint
30%-ot valtozott a kiindulési érétkéhez képest. Mivel a nikkel kotdédni tud a kalcium
indikatorhoz, alacsonyabb nikkelkoncentraciot alkalmaztunk (50 pM), mint a
kalciumaram mérések soran (500 uM). Ez a koncentracié is elegendd ahhoz, hogy

gatolja a jelenlevd T és R-tipusu kalciumcsatornék jelentés részét®' 7!,

A kalciumjel mérések kiértékelésekor elsé 1épéseként a morfologiai jel alapjan
meghataroztuk azokat a pixeleket, melyek a dendritb6l eredd fluoreszcens jelet
tartalmaztak (2-6 pixel). Ezt kovette a hattér levonasa, majd atlagot készitettiink. A
szémszerlsitéséhez a jel integraljat szamoltuk ki egy 15 ms hossza idéablakon beliil az
AP-t koveten. Atlagok esetén a kalciumjeleket tovabbi médositas nélkiil mutattuk be,
mig az egyedi jeleknél egy 5:1-es futoatlagolast alkalmaztunk. A kisérlet végeztével
részletes 3D képet készitettiink a sejtrél, ami alapjan késébb meg tudtuk hatarozni a

dendritikus mérés pontos tavolsagat a sejttesttol.
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3.12. Kalciumjelek mérése spinning-disc konfokalis mikroszkop segitségével
(2. projekt)

A hagyomanyos konfokalis pasztazé mikroszkopok egyik legnagyobb hatranya,
hogy a lézernyalab mozgatdsa ¢és a pontrol-pontra torténd leképezés iddigényes
folyamat. Emiatt nagy latoterek leképezése csak olyan iddskalan lehetséges, mely mar
nem alkalmas gyors biologiai valtozasok nyomon kovetésére. Fel lehet gyorsitani a
képalkotast, de ez mindenképpen az egyidejileg leképezett teriilet jelentds
csOkkenésével jar. Példaul, a konfokdlis rendszeriinkon ugy értiik el a kalciumjelek
mérését lehetové tevd idobeli feloldast, hogy egyetlen vonal mentén pasztaztunk. A
minta szdmos pontjanak gyors, majdnem egyideju leképezésével a spinning-disc
mikroszkdpia pontosan ezt a hatranyt kiiszoboli ki, és lehetévé teszi, hogy a
kalciumjelek méréséhez sziikséges sebességgel leképezziik a dendritfa jelentds részét.
Az ebbdl adodo elényok miatt a kisérletek egy részét spinning-disc rendszeren végeztiik
el (Andor 1Q2 szoftver vezérelt Yokogawa CSU-X1 konfokalis egységgel ¢s Andor
iXon 860 EMCCD kameraval felszerelt Andor Revolution XDv rendszer). A kisérlet
menete €s a hasznalt festék koncentraciok megegyeztek a hagyomanyos konfokalis
mérésnél leirtakkal, mert igy tudtuk biztositani a kétféle mérés Osszehasonlithatosagat.
Ebben a rendszerben sajnos nem lehetséges tobbféle fluoreszcens festék egyidejii
detektalasa, ezért el6szor a kalciumszint valtozasat tiikr6zd fluoreszcens jelet vettiik fel
(488 nm hulldmhosszasagh  gerjeszté lézer, 125-130 pW teljesitménnyel,
masodpercenként 93,75 kép) majd kozvetleniil utdna a hozza tartoz6 morfoldgiai
informaciot rogzitettik (561 nm-es gerjesztés, 32-58 uW teljesitménnyel,
masodpercenként 20 kép). A mért adatokat gy szdmszertisitettiik, hogy a kalciumjel
maximalis intenzitasvaltozasat (AG) normalizaltuk a morfologiai jel erdsségére (R). A

spinning disc technikdn alapulé méréseket témavezetdm, Szabadics Janos végezte.

3.13. Kételektrodas dinamikus-clamp kisérletek (2. projekt)

A dinamikus-clamp kisérletek lelke az StdpC2012 nevii szoftver (szabadon

1172

letoltheté a http://sourceforge.net/projects/stdpc oldalrél"' "), ami a membranpotencial

ismeretében jo iddbeli feloldassal kiszamitja az altalunk implementalt konduktanciabol
eredd pillanatnyi dramerdsséget. A program NiDAQ MIO-16E-4 (National Instruments

Inc.) analog/digitalis atalakiton keresztiil kommunikalt az erdsitdvel. Azért volt sziikség
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a kételektrédas elrendezésre, hogy csokkenteni tudjuk a gyors, de intenziv
araminjekcioval jard esetleges fesziiltségjel torzulast. Az egyik elektrodat csak a
fesziiltség kovetésére hasznaltuk. Ez a pipetta adta a dinamikus-clamp program
bemeneti jelét. A konduktancidknak megfelelden kiszdmitott aramokat aztan a masik
elektréda segitségével injektaltuk vissza a sejtbe olyan gyorsasadggal, hogy azok a
leggyorsabb idegi jelek lefutasaba is képesek beavatkozni. A repolarizacié modositasara
szant konduktancia egy inaktivalodo A-tipust kaliumcsatorna jellegzetességeit mutatta.
A mesterséges konduktancia fesziiltségfiiggése és kinetikai profilja sajat kaliumaram
méréseinken alapult, amit egy Hodgkin-Huxley tipusi mechanizmus formajaban
hataroztunk meg az StdpC2012 program szamara (14.Abra). A mechanizmus

viselkedését a kovetkezd egyenletek segitségével adtuk meg:

dm _ me(V)-m

A e (23)
dh _ he(V)-h

priial— (24)

Ahol m, és h,, az aktivacids és az inaktivacios kapu egyensulyi valtozoi, mig t,, és

Tp, 1d6allandok melyek fesziiltségfiiggését az alabbi egyenletek irjak le:

1

me, (V) = W (25)

hoo(V) = T (26)

(V) =18 — #ﬁim) 27)
07045

1, (V) = 45 — —Hexi(lgzl) (28)

Csak ezt az egyetlen konduktancidt hasznalva a rendszer megkozelitdleg 12 ps-os

ciklusidovel miikddott, ami elégséges volt az AP alak érdemi befolyasolasahoz.
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1 nuklealt patch mérések// dinamikus-clamp rendszer beallitasa

- s 25 mV,
kontroll (TTX jelenlétében) 0.4 ms
g-clamp
+ 4-AP (5mM) 200 pA 5nS 20 nS 50 nS
& & 50 ms kontroll AP alak
g-clamp jelenlétében mért AP alak

4-AP érzékeny aram

konduktancia modell épitése
1
: k . modell aramok
-80-40 0 40 50 ms kalcium méréssel
feszilltség (mV) komblnalt dinamikus-clamp

Imax

al

n ——
£10 inactivacio
21 .-—-._?_&“lfauo +50 mV
T 25 0 25 I 0 mv grolamp
feszlitség (MV)  ° -50 mV
9 parancsfeszilltség

14.Abra. A dendritikus kalciumjel mérésekkel 6tvozott dinamikus-clamp kisérlet folyamatibrdja

1. és 2. szakasz egyiitt: A dinamikus-clamp modell konduktancidjanak felépitése. 1. szakasz: A modell
konduktancia szdmara mintaként szolgalod izolalt inaktivalodé kalium konduktancia fesziiltségfiiggd
viselkedésének meghatarozasa nuklealt-patch kisérletek segitségével. 2. szakasz: A valods
tulajdonsagoknak megfelel6 modell konduktancia épitése. 3. szakasz: A dinamikus-clamp rendszer
beallitasa. A példaképp bemutatott kisérletben az AP alak valtozasat teszteltiik kiilonféle nagysagh
mesterséges konduktancia (g-clamp) jelenlétében. 4. szakasz: A dendritikus kalcium jelek mérésén
keresztiil vizsgaltuk az optimalis nagysagu mesterséges konduktancia (4-8 nS) hasznalataval modositott
AP repolarizacio hatasat.

A kontrollként hasznalt passziv modellt is Hodgkin-Huxley mechanizmusként
hataroztuk meg. Erre azért volt sziikség, mert a szoftveralapi dinamikus-clamp
rendszerek ciklusideje nem egy rogzitett érték, hanem tag tartoméanyban véaltozhat a
modellezett mechanizmusok 0Osszetettségétol fliggden. Nagyobb szamitasi kapacitdst
1gényld esetekben hosszabb ciklusidére szamithatunk, mig az ugyanigy meghatarozott
mechanizmus Osszevethetd ciklusidoket eredményez. A konduktanciat gy alakitottuk
passzivva, hogy az aktivacios kinetikajat pillanatszertivé alakitottuk, mig az inaktivéacio
sebességét végteleniil lassira (10° ms) allitottuk be. A mesterséges konduktanciak
fordulasi potencialjat -70 mV-ra allitottuk, hogy minimalizaljuk az aramerdsséget a
nyugalmi membranpotencidl kozelében. A dinamikus-clamp kisérletekben felvaltva

tiizeltettilk a sejtet, hol a mesterséges konduktancidval hol pedig a nélkiil. Ezzel
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egyidejlileg a mar ismertetett hagyomanyos konfokalis rendszer segitségével mértiik a

bAP kalciumjeleit a sejttesthez kozeli dendritekben.

3.14. Lokadlis glutamat felszabaditas a konfokadlis mérorendszer segitségével
(1. és 2. projekt)

MNI-glutaméat fénybontasan alapuld technikat hasznaltunk azokban a kisérletekben,
ahol a szinaptikus miikodésre hasonlitd potencialvaltozasokat szerettiink volna kivaltani.
Ehhez MNI-glutamatot haszndltunk, amiben a glutamathoz fényérzékeny kdotésen
keresztiil egy masik kémiai csoport is kapcsolodik. A csoport miatt az MNI-glutamat
nem képes a glutamatreceptorokhoz kotni, vagyis ebbdl a szempontbdl inaktiv
vegyliletnek tekinthetd. UV megvilagitas hatdsdra azonban a fényérzékeny kotés
felbomlik, és a glutamat szabadon hozzéaférhetd lesz a receptorok szdmara. Ezzel a
technikai megkozelitéssel a glutamat felszabadulés tér- és idobeli profiljat a bontashoz
hasznalt fény tulajdonsigai hatarozzak meg igy elsdsorban a kiilonféle konfokalis
rendszerek optimalisak a jol kontrollalt glutamat felszabaditdshoz. Nikon C1Plus
konfokalis rendszert hasznaltunk a kisérletekhez, melyekben Alexa Fluor 594
segitségével lathatova tettiik az elvezetett szemcsesejt dendritfajat. A morfologiai
ismeretek alapjan aztan kivalasztottuk kisérlet szdmara optimdlis dendritszakaszokat a
kalciumjelek mérésénél bemutatott kritériumok alapjan. A hasznalt UV fény
nagymértékii elnyelddése miatt ebben a kisérletben is nagyon fontos, hogy a vizsgalt
dendrit szakasz ne legyen 20-50 pum-nél mélyebben, €s ne mutasson morfologiai
elvaltozast. Bar a 405 nm-es lézerforras tavol all az MNI vegyiiletek legoptimalisabb

[173

bontasi hullamhosszatol (350 nm,!'™)), a jobb athatold képessége miatt konfokalis

rendszerekben mégis nagyobb hatasfokot mutat a rovidebb hulldmhosszu fényhez képest
[174]

Az mGluR2 aktivicio hatasat célzo kisérletekben egy 2.5 umz nagysagu teriiletre
irdnyitottuk a lézert a 289 us hosszl megvilagitas alatt. A 1ézer intenzitasat (60-175 uW
az objektiv csucsan mérve) ugy allitottuk be, hogy a kivaltott potencidlvalaszok
(uEPSP-k) nagysaga (2,1 + 0,1 mV) néhany (3-4) szinapszis egyidejlii aktivitdsanak
megfeleld tartomanyban maradjon (az egységnyi szinaptikus valasz 0,61 mV-os
amplitadojat véve alapul®). Az MNI-glutamatot nagy koncentracioban (14 mM),
helyileg juttattuk a dendrit kézelébe egy patch pipettdn keresztiil. Mivel az eldzetes
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kisérletek azt mutattdk, hogy a glutamat felszabaditds sok esetben egy nehezen
stabilizalhatd, bizonytalan komponens megjelenéséhez vezetett, melyet NMDA
receptorok kozvetitettek, ezért a kisérletekben D-APV (20 uM) segitségével blokkoltuk
az NMDA receptorok aktivitasat. Az igy kivaltott valaszok hosszl tavon is stabilnak
bizonyultak. A kontrol periddusban €s a vizsgalt receptoragonistak (DCG IV vagy
SKF97541) jelenlétében is legalabb 20-20 egyedi esemény atlagat hasonlitottuk Ossze.

A szemcsesejtek bemeneti szinaptikus plaszticitdsdnak vizsgalatdhoz az MNI-glutamatot
nem helyileg alkalmaztuk, hanem kisebb koncentracioban (I mM) folyamatosan
keringettiik az elvezetd oldatban azért, hogy a koncentracidja a hosszan tartd kisérletek
alatt is alland6 maradjon. A glutamat felszabaditdshoz 740 ps hossztu impulzusokbol
allo sorozatot alkalmaztunk (1 kHz, 2-7 impulzus), egy kis (<2 um) dendritszakasz
mentén. Méréseink szerint az effektiv glutamat felszabadulds x irdnyban 5 pm-es, z-

tengely mentén pedig 20 um-es térrészt érintett.

3.15. A szemcsesejt bemeneti szinaptikus plaszticitasanak vizsgalata (2.
projekt)
fénybontast hivtuk segitségiil. Azért ezt a modszert valasztottuk, mert az elény0s tér- és
idobeli feloldas mellett igy sikerilt kikiiszobolni a lehetséges preszinaptikus
mechanizmusokat is a szinaptikus receptorok aktivaldsakor. Eldszor feltoltottik a
szemcsesejtet a fluoreszcens morfologiai jeloldanyaggal (Alexa Fluor 594), majd ezt
kovetden kivalasztottuk a kisérlethez optimalis dendritszakaszt a mar targyalt
szempontok alapjan. Mivel tudtuk, hogy a kalcium jelekben kodolt analdég informacio
jellege nem egységes a dendrit mentén, ezért igyekeztiink gy megvalasztani a
stimulacid helyét, hogy az egy szlik tavolsagtartomanyba essen (150 pm és 200 pum
kozott, atlagosan 179,8 + 2,2 um, n=44 sejt). A hisz perces alapvonal felvétele soran
illetve a parositast kovetden -71,4 + 0,1 mV-os membranpotencialon tartottuk a sejteket,
mikdzben 20 mésodperces 1dokozonként kivaltottunk egy uEPSP-t. A parositas soran 6t
percen keresztiil minden masodpercben kivaltottunk egy AP/uEPSP part (az AP ¢és az
uEPSP kozotti idokiilonbség + 4 ms, atlagosan: -0,82 + 0,4 ms) mialatt a kérdésnek
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megfeleléen vagy depolarizalt (-62,2 £ 0,3 mV), vagy pedig hiperpolarizalt (-81,1 + 0,3
mV) allapotban tartottuk a sejtet. Az elvégzett elokisérletek ramutattak arra, hogy
nagyon nehéz hosszii tdva vaéltozasokat kivaltani a sejtekben standard elvezetési
kortilmények kozott, feltehetdleg azért, mert az elvezetéssel sziikségszerlien egyiitt jaro
dializis miatt egyszerlien nem mikddnek a valtozasokat megindito ¢és fenntartd
intracellularis folyamatok. Tapasztalatunk szerint a nagy ellenallasu pipettak hasznalata
mar elegendd volt a folyamatok megdrzéséhez. Ennek megfeleléen 15 MQ-ndl nagyobb
ellenallast pipettakat alkalmaztunk, és 50 MQ soros ellendllas alatt megszakitottuk a
kisérleteket. A soros- és bemend ellenallas nyomon kdvetéséhez 500 ms hosszi, -10 pA
erdsségll aramlépéseket iktattunk be minden regisztralt fesziiltségjel esetén. A hasznalt
csatorna blokkolokat kozvetleniil az elvezetd oldatban alkalmaztuk, szérum albumin
(BSA, 1 mg/ml) jelenlétében. A kisérlet végeztével rogzitettiik a sejt 3D alakjat a

szomatikus tavolsdg meghatarozasahoz.

A hosszu tavl hatds méréséhez a fél 6raval a parositds utan kivaltott eseményeket
hasonlitottuk 0ssze az alapvonal eseményeivel. Kizartuk azokat a kivaltott eseményeket,
ahol az egyidejlileg érkezd spontan szinaptikus esemény nem tette lehetévé az uEPSP
amplitiddé meghatarozasat. Ennek megfelelden minden kisérletet egyetlen értékkel, a
potenciacio nagysagaval jellemeztiink. Végiil azt hasonlitottuk 6ssze, hogy a kiilonb6z6

membranpotencidl mellett parositott kisérletekben eltér-e a potenciacio mérteke.

3.16. Statisztikai modszerek (1. és 2. projekt)

Az adatokat pClamp (Molecular Devices), Origin (OriginLab), Stimfit (I'”],
https://github.com/neurodroid/stimfit) és Excel (Microsoft) programok felhasznalasaval
értekeltiik ki. A fesziiltségértékeket a junkcios potencialbol eredd eltolas korrekcidja
nélkiil mutattuk be. Az egyes csoportok kozotti eltérések vizsgéalatahoz kétszéli paros
vagy paratlan t-tesztet hasznaltunk mivel az adatok normadlis eloszlast kovettek
(Shapiro-Wilks teszt alapjan). A kiugrd adatok kisziirésére Grubb tesztet alkalmaztunk,
ami egyetlen esetben, a T-tipusi csatornablokkold jelenlétében végzett
kalciummeéréseknél talalt szignifikdnsan eltérdé adatpontot, amit ezért kizartunk az
analizisbol. Az adat eltavolitdisa nem valtoztatta meg a kisérlet eredményét. A
csoportokat leiré értékek ,atlag + az atlag szorasa (SEM)” alakban keriiltek

bemutatasra.
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4. EREDMENYEK I

4.1. Az mGluR?2 hiperpolarizalo hatdsu ioncsatorndt nyit ki

Az elsO altalunk feltett kérdés az volt, hogy mi a mérhet6 hatasa az mGlull
receptoroknak a szemcsesejtek elektromos viselkedésére. A kérdést voltage-clamp
mérések segitségével kozelitettik meg, ahol a sejteket -65 mV-on tartva
farmakologiailag aktivaltuk a receptorokat egy olyan agonista (DCG 1V)
alkalmazasaval, mely alacsony koncentracioban specifikus az mGlull receptorokra'™®!,
Ahogy a 15.A Abran lathaté, 1 pM DCG IV jelenlétében 46,3 + 1,5 pA nagysagl
kimend aramot figyeltiink meg a szemcsesejteken (n=77 sejt). A kivaltott hatés
visszafordithatd, mivel a tartéaram értéke egy 8 perces kimosasi periddust kovetden
visszatért az alapvonalra (0,8 = 2,3 pA, n=14 sejt). Hosszan tartd agonista alkalmazés
esetén sem tapasztaltunk jelentds valtozast az indukalt aramban, ami arra utal, hogy a
deszenzitizacid hianya lehetdvé teszi a vizsgalt mechanizmus tartés mitkodését. Ezeket a
kisérleteket current-clamp moddban is megismételtiik, mert arra is kivancsiak voltunk,
hogy a kivaltott dram mekkora tényleges fesziiltségvaltozast jelent a szemcsesejtekben.
Ha a sejtet a nyugalmi membranpotencidljan tartottuk, akkor a DCG IV alkalmazasa
kismértékii hiperpolarizaciot valtott ki, ahol a membranpotencial értéke -79,4 £ 0,7 mV-
r61 -82,8 + 3,6 mV-ra valtozott (-3,3 + 0,3 mV-os hatas, p=7*10"", n=43 sejt, t-teszt). Ha
a sejteket a voltage-clamp méréshez hasznalt -65 mV kozelébe depolarizaltuk, akkor
lényegesen nagyobb hiperpolarizaciot figyelhettiink meg (15.B Abra, -65,8 + 0,5 mV-os
kiinduladsi membranpotencial mellett -6,8 + 0,5 mV-os hatas, n=23 sejt). Az elvégzett
kisérletek arra utalnak, hogy az mGlull receptorok miikddése mérhetd elektromos
véltozast okoz a szemcsesejtekben. Ez a valtozds a nyugalmi membranpotencial
kozelében kismértékii hiperpolarizaciot jelent. Mivel a voltage-clamp kisérletek soran az
elvezetett sejt eredd iondramat mérjiik, igy elméletben tobbféle jelenség is allhat egy
kimend aramkomponens hatterében. Példaul egy eddig folyamatosan jelen levd bemend
aramkomponens megszlinése ugyanolyan latszolagosan kimend aramként jelenik meg a
mérésekben, mintha megjelenne egy teljesen 1j, kimend aramkomponens. Mindemellett

a kialakult &ram nem feltétleniil ioncsatorna miikodés eredménye, mert egy elektrogén
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pumpa miikddése is mérhetd aramot generdl. A sejtek bemend ellendllasanak nyomon
kovetésével el tudjuk donteni, hogy milyen folyamat all a megfigyelt kimend aram
hatterében, mivel a csatornanyitdas bemend ellenallds csokkenéssel jar (lasd a 2.
egyenletet), mig a csatornazaras R;, novekedéshez vezet. Az elektrogén pumpamiikodés
nincs kozvetlen hatdssal a bemend ellendllasra. A méréseink szerint a kimend
aramkomponens megjelenésével parhuzamosan jelentés mértékben (15.A Abra, -27,7 +
2,1 %) csokkent a sejtek bemend ellenallasa, ami arra utal, hogy az mGlull receptorok

aktivalasa egy korabban zart csatornapopulacié kinyitasat eredményezte.
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15.Abra. Az mGIuR2 hiperpolarizalé hatdsa a szemesesejteken illetve a hatds farmakoldgiai profilja

A, 1 uM DCG IV hatasara kialakuld atlagos tartéaram valtozés, és a vele parhuzamosan kialakulo
bemend ellenallas csokkenés. Az egyes adatpontok 5 s hossza iddablak atlagat jelentik. B, A DCG IV
hatasara kialakul6 hiperpolarizacié -65,8 mV-os kiinduldsi membranpotencial mellett. C, A csoport
specifikus antagonista APICA jelenléte megakadalyozta a hatds kialakulasat, mig a kontroll
koriilményekre jellemzd hiperpolarizalo hatast tapasztaltuk az antagonista kimosasat kovetden. D, Az
mGlull receptor agonista APDC (50 uM) és a specifikus mGIluR2 agonista LY395756 (5 uM) hatasa
Osszevethetd a DCG IV alkalmazas esetén tapasztalt kimend aram nagysagaval. A csoportspecifikus
antagonistak (APICA, 500 uM és LY341495, 0,5 uM) jelenléte meggatolta a DCG IV hatés kialakulédsat.
A halozati hatdsok csokkentését célzd beavatkozdsok (n.t. blokk: ionotrop GABA- és glutamaterg
receptorok gatlasa, TTX: AP keletkezés megsziintetése a natriumcsatornak gatlasan keresztiil, Ca nélkiil:
a hirvivé anyagok felszabaduldshoz elengedhetetlen kalcium eltavolitdsa az oldatbol) nem befolyasoltak a
kimend dram nagysagat.
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Farmakologiai kisérletekben eléfordulhat, hogy az agonista valamely nem specifikus
hatdsa okozza a megfigyelt valtozast. Szerettiik volna kizarni ezt a lehetdséget is, ezért
ujabb kisérleteket végeztiink mas csoport specifikus agonistdk és antagonistak
hasznalataval. Az eredményeket reprodukélni tudtuk egy olyan mGlull receptor
agonista, az APDC (50 uM) hasznalatdval is, ami szerkezetét tekintve nem mutat
rokonsagot a DCG IV-al. Ebben az esetben a receptor aktivacio 36,6 + 2,3 pA-es kimend
aramot eredményezett, amelyhez -23.4 + 3,2 %-os bemend ellenallas csokkenés tarsult
(n=12 sejt). Két csoportspecifikus mGlull receptor antagonista, az APICA (500 uM) és
az LY341495 (0,5 pM, ebben a koncentracidban blokkolja az mGlu2/3/8

[177]y jelenlétében is elvégeztiik a DCG IV bemosést. Azt tapasztaltuk, hogy

receptorokat
a specifikus antagonistdk jelenléte kivédte a kimend aram megjelenését és az ahhoz
tarsult bemend ellenallas véltozast (15.C és D Abra, APICA jelenlétében 3,6 + 2,3 pA
tartdaram valtozas €s 0,96 + 2,8 % valtozas a bemend ellenallasban, n=7 sejt; LY341495
jelenlétében -6,5 £ 3 pA tartdaram valtozas és 1,3 = 3,7 % valtozds a bemend
ellenallasban, n=12 sejt). Az antagonistak jelenléte onmagaban nem okozott tartoaram
valtozast (az atlagos tartdaram kontroll koriilmények kozott 63,6 = 3,1 pA; APICA
jelenlétében: 67,3 + 13,2 pA p=0,76; mig LY341495 jelenlétében: 66,9+ 9,6 pA, p
=0,71, t-teszt), ami arra utal, hogy az altalunk hasznalt elvezetési koriilmények kozott
nincsenek toénusosan nyitva levd mGlull receptorok a szemcsesejteken, melyek
befolydsolhatnak a sejt mukodését. Négy sejt esetében megismételtik a DCG 1V
bemosast fél oraval az APICA kimosésa utan is, €s azt tapasztaltuk, hogy az antagonista
nélkill a sejtek az altaldban tapasztalthoz hasonlé mértékt DCG IV hatast mutattak
(15.C Abra), ami arra utalt, hogy kizarolag az antagonista felelt az mGlull receptorhatis
hianyaért. Ezt a kontrol kisérletet az LY341495 esetén nem tudtuk elvégezni, mert ezt az
anyagot a tapasztalatunk szerint nem lehetett kimosni a szeletbdl. Ezek a kisérletek
megerdsitették, hogy a DCG IV hatasa valoban specifikusan az mGlull receptorok

aktivalasan keresztiil valosul meg.

Szerettiik volna azt is megvizsgalni, hogy a csoporton beliil pontosan melyik receptor
felelos a megfigyelt hiperpolarizdld hatésért. Az LY395756, ami az mGluR2
receptorokon agonistaként hat, mig a csoport masik tagjan gatlé hatast fejt kil'’®.
Kisérleteinkben az LY395756 (5 uM) a DCG IV-hoz nagyon hasonlé hatast valtott ki a

szemcsesejteken (37,8 + 4,7 pA tartdaram valtozas, -26,0 + 3,0 %-os bemend ellenallas
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csokkenéssel kisérve), ami azt bizonyitja, hogy a mért hatdas mGIluR2 aktivacidjan
keresztiil valosul meg. Urs Gerber munkacsoportja kollaboracid keretében megerdsitette
az mGluR2 kizardlagos szerepét mGluR2- és mGIuR3 génkiiitott allatok hasznalataval
is. Megvizsgaltuk tovabba, hogy a kivaltott jelenség lehet-e halézati mitkodés
eredménye, ugyanis el6fordulhat, hogy az mGluR2 nem kozvetleniil a szemcsesejteken
aktivaloédik, hanem mas ideg- vagy gliasejteken helyezkednek el, és ezek a sejtek
befolyasoljak a szemcsesejteket valamilyen kozvetett mechanizmuson keresztiil. Ugy
vizsgaltuk meg ezt a lehetdséget, hogy olyan koriilmények kdzott aktivaltuk az mGluR2
receptorokat, ahol a neuronhaldzat elemeit szétkapcsoltuk egymdstol. Tobbféle mddon
is megprobaltuk csokkenteni a halozati hatast. Eldszor is, 1 pM TTX segitségével
blokkoltuk az akcids potencidlok kialakulasat és terjedését. Mas kisérletekben a
szinaptikus jelatvitelt sziintettiik meg, specifikus GABA- és glutamat receptor blokkolok
egyiittes alkalmazasaval (5 pM SR95531, 10 uM CNQX ¢és 20 uM p-APV volt jelen az
oldatban). Végiil kalciummentes elvezetd oldattal is végeztiink kisérleteket, ily modon
csOkkentve a neurotranszmitter felszabadulas lehetdségét. A kalciummentes oldat
hasznalataval a hatas glialis eredete is vizsgalhato, mivel a glidlis glutamat felszabadulas

179 Egyik beavatkozas sem valtoztatta meg

dontéen kalciumfiiggd folyamatokon alapul!
a DCG IV hatésat (15.D Abra, DCG IV altal indukalt aram TTX-ben: 40,9 + 3,8 PA,
n=8; ionotrép receptor blokkolok keverékében: 50,8 + 6,1 pA n=4; névleg
kalctummentes oldatban: 31,3 = 5,9 pA, n=6), ezért megallapitottuk, hogy a halozati
aktivitds nem jatszik szerepet a megfigyelt mGIluR2 hatas kozvetitésében, vagyis az
mGIuR2 kozvetleniil az elvezetett szemcsesejteken aktivalodtak. Osszegezve, az
eredmények arra utalnak, hogy a szemcsesejteken taldlhatd6 mGluR2 hiperpolarizalod

hatast ioncsatornakat nyit ki.

4.2. Az mGluR2 aktivacioja G-fehérjén keresztiil GIRK csatorndak
kinyitasahoz vezet

Miutan lattuk, hogy az mGluR2 hiperpolarizaciot valt ki, 0jabb kisérleteket
terveztiink, amiben azt vizsgaltuk meg, hogy mely ioncsatorna kozvetiti a hatast. Ahogy
a current-clamp kisérletekben lattuk, az mGluR2-aktivalt hiperpolarizacié sokkal

nagyobb mértékii volt akkor, ha depolarizaltabb kiinduldsi membranpotencial mellett
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mostuk be a DCG IV-t. A kézenfekvd magyarazat a jelenségre az, hogy a
hiperpolarizaltabb membranpotencial esetén a csatorna altal kdzvetitett ionaramra nézve
kisebb a hajtéer6, mint a depolarizaltabb sejtekben, vagyis a hiperpolarizaltabb
fesziiltség kozelebb 4ll az ionaram forduldsi potencidljadhoz. Ennek alapjan azt
gondoltuk, hogy a farmakolégiailag kivaltott hiperpolarizal6 aramot vagy kizarolag
kaliumcsatorndk miikodése hozza létre, vagy pedig egy olyan kevert iondram all a
hattérben, amiben dominal a kaliumionok mozgésa. Voltage-clamp kisérletek
segitségével pontosan meghataroztuk az mGluR2-aktivalt ionaram fordulési potencialjat
(16.A Abra, -92,1 + 2,7 mV, n=8 sejt), ami nagyon kozel esett a kaliumion elméleti
fordulasi potencialjahoz (-94,3 mV, az altalunk hasznalt oldatok esetén). Ezzel a
kisérlettel bebizonyitottuk, hogy tisztan kaliumcsatornak okozzak a hiperpolarizaciot. A
kivaltott aram fesziiltségfiiggését sokkal tagabb fesziiltségtartomanyban is
megvizsgaltuk, mert a kivaltott iondram fesziiltségfiiggése utalhat a keresett csatorna
tipusara. Ezt egy olyan protokoll segitségével végeztiik, ahol a fesziiltség diszkrét
1épések helyett lassan (250 ms alatt), de folyamatosan a kezdeti -120 mV-r6l 0 mV-ra
valtozott (16.B Abra). Mivel ezek a mérések a fesziiltségfiiggd natrium csatornak
aktivacios kiiszobénél lényegesen magasabb fesziiltségtartomanyt is érintettek, ezért
ezeket a kisérleteket 1 uM TTX jelenlétében végeztik. A rampaszerien elnyujtott
protokoll segitségével azt talaltuk, hogy az dram a depolarizaltabb membranpotencial
tartomanyban jellegzetes befelé egyeniranyitd profilt mutat. Hasonld befelé
egyeniranyitd fesziiltségfiiggés a kaliumcsatorndk egy nagy csoportjara jellemzd,

11189 Vannak

melyek funkciondlis szempontbdl tovabbi négy csoportra oszthatok fe
kozottik olyanok, melyek mindig nyitott allapotban vannak (Kir 2.x alcsaldd) és a
nyugalmi membranpotencidl kialakitisaban vesznek részt. A Kir 6.x alcsalad tagjainak
aktivitdsa a sejtek anyagcseréjétdl fligg és a miikodésiik szabalyozasdban kiemelt
szerepet jatszanak az intracellularis nukleotidok. A harmadik csoportba azok a csatornak
tartoznak, melyek az intracellularis K™ haztartas fenntartasahoz jarulnak hozza. A

csoport a Kir 1.x, Kir 4.x, Kir 5.x és Kir 7.x alcsaladokat foglalja magéba.
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16.Abra. A GIRK csatorndk szerepe a kivaltott mGIuR2 hatdsdban

A, A fels6 grafikon az 1 uM DCG IV alkalmazasaval kivaltott ionaram fordulési potencialjat mutatja. A
szlirke vonal az 6t leghiperpolarizaltabb adatpontra (-100 mV és -80 mV kozé esd tartomany) illesztett
egyenes. Szaggatott vonallal jeldltiik az elméleti uton szamitott kalium egyenstlyi potencialt. B, lent, A
tag fesziiltségtartomanyban mért teljes ionaram kontroll koriilmények kozott és DCG IV jelenlétében.
fent, A DCG IV-indukalt aram (itt kiillonbség aram, vagyis a DCG 1V jelenlétében mért teljes ionaram €s a
kontroll ionaram kiilonbsége) erételjes rektifikaciot mutatod fesziiltségfiiggése. C, Bal oldalon lathato,
hogy a GIRK csatornakat gatld tertiapin-Q (0,5 uM) jelenléte megakadalyozta a DCG IV hatas
kialakulasat. A jobb oldali adatok tanusaga szerint a tertiapin-Q képes volt megsziintetni a mar kialakult
aramot is. D, Az aram kialakuldsdhoz vezeté6 mechanizmus azonositasat célzod kisérleteink osszefoglald
grafikonja. A G-fehérjékhez kapcsolt jelatviteli Gitvonal gatlasa (GDP-B-S, 0,4 uM), illetve a GIRK
csatornak blokkoldsa megakadalyozta a kimend aram megjelenését. Ezzel szemben az intracellularis
kalciumszinthez kapcsoldédd, vagy az adenilat-ciklaz aktivitason alapuld folyamatok befolyasolasa (10
mM BAPTA vagy 10 uM forskolin segitségével) hatdstalannak bizonyult.

A kutatds szempontjabol a GIRK (K 3.x) csatornak csoportja a legjelentdsebb, mert
ezek a csatorndk G-fehérjéhez kapcsolt miikddést mutatnak, és az irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy bizonyos sejttipusokban az mGlull receptorok aktivalodasa G,
fehérjéhez kapcsolt jelatviteli 1uton keresztil GIRK csatorndk nyitdsdhoz

vezethet!!37:139:181]

. Ezért a kovetkezOkben tisztaztuk a G-fehérjék és GIRK csatornak
szerepét a vizsgalt mechanizmusban. A G-fehérjéhez kapcsolt jelatvitelt ugy vizsgaltuk,
hogy az intracellularis oldatunkban jelen levé GTP-t egy stabil analogjara, a GDP-B-S-

re cseréltiik ki, ami gatolja a G-fehérjék miikodését. Az igy kezelt sejtekben a DCG IV
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hatasara nem alakult ki a korabban megfigyelt hiperpolarizald aram (16.D Abra, 1,7 +
3,8 pA, n=7 sejt), ami azt bizonyitja, hogy az mGIluR2 G-fehérjéken aktivalasan
keresztiil hat. A GIRK csatorndk szerepének bizonyitdsdhoz tertiapin-Q (0,75 uM)
jelenlétében végeztiink kisérleteket. Ez egy olyan peptid toxin, ami specifikusan gatolja
a befelé egyeniranyitd kaliumcsatornak egy részét, nevezetesen a ROMKI1 (K 1.1a) és
a GIRK1-4 (K; 3.1- Kj; 3.4) csatorndkat!"**'®3]. Azt tapasztaltuk, hogy a tertiapin-Q
meggatolta a DCG IV hatésat (16.C és D Abra, 4,4 + 4,3pA, p=0,33, n=13, t-teszt). Ez a
kisérlet egyértelmiien a GIRK csatornadk szerepére utal, ha figyelembe vessziik, hogy a
ROMKI1 csatorndk miikddése fiiggetlen a G-fehérje aktivitastol. A G-fehérjék
részvételén kiviil mas jelatviteli mechanizmusokat is megvizsgéltunk. A cAMP fiiggd
utvonalak szerepét az elvezetd oldathoz adott adenilat-ciklaz aktivator forskolin (10
uM) segitségével vizsgaltuk, mig az intracellularis kalciumszint valtozasanak szerepét
egy magas affinitdst kalciumkotd molekula, a BAPTA (10 mM) intracellularis
alkalmazaséaval teszteltilk. Eredményeink alapjdn egyik tvonal sem jatszik szerepet a
DCG IV hatasaban (16.D Abra, 38,4+3.5 pA forskolin jelenlétében, n=6 sejt; 47,9 + 8,5
pA intracellularis BAPTA jelenlétében, n=7 sejt).

A kisérletek alapjan tehat arra kovetkeztettiink, hogy a szemcsesejtek mGIluR2
receptorai  G-fehérjék  kozvetitésével aktivaljdk a GIRK csatornidkat, ami

hiperpolarizaciot eredményez.

4.3. Az mGluR2 hiperpolarizalo hatasa csak a szemcsesejteken figyelheto
meg a vigsgalt hippocampalis sejttipusok kozott

Azt is megvizsgaltuk, hogy vajon a megfigyelt hiperpolarizalo hatas kifejezetten
csak a szemcsesejtek sajatossaga a hippocampus-on beliil, avagy vannak mas sejttipusok
is, melyek hasonldé szomato-dendritikus mGlull receptorhatdst mutatnak. Ennek
megfeleléen kiterjesztettilk a vizsgéalatainkat mindhdrom CA régié piramissejtjeire,
illetve a DG héarom interneuron tipusara is. Az interneuronok koziil a parvalbumint
kifejezd, gyorstiizelésti kosarsejteket, a periszomatikus régiot beidegzd, szabalyosan
tiizeld interneuronokat, illetve a neurogliaform sejteket vizsgéaltuk meg. Az egyes
sejttipusok azonositdsa a sejtek elektrofizioldgiai tulajdonséagain, illetve a kisérlet

elvégzését kovetd anatomiai vizsgalatokon alapult (lasd 12. Abra, 3.8 fejezet).
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17.Abra. Az mGIuR?2 aktivicidja csak a szemcsesejteken vezetett hiperpolariziciéhoz

A, Neurogliaform sejteken (NGFC) és a veliik egyidejileg szemcsesejteken (GC) végzett DCG IV
bemosas hatasa. B, A vizsgalt sejttipusok kozott a DCG IV altal indukalt kimend aram csak a
szemcsesejteken volt megfigyelhetd (DGGC: szemcsesejt, PV+BC: gyorstiizelésti kosarsejt, RSIN:
szabalyos tlizelésli interneuron, CA1PC/CA2PC/CA3PC: CA1/2/3 piramissejt).

A kisérleteink sordn azt talaltuk, hogy egyetlen altalunk vizsgalt sejttipus sem mutatott a
szemcsesejteken megfigyelthez hasonld kimend aramkomponenst a DCG IV bemosés
hatasara (17.B Abra). Kisérleten beliili pozitiv kontrollként sok esetben a kiilonféle
sejttipusok mellett egyidejiileg szemcsesejteken is mértiik a DCG IV hatast (17.A Abra).
Ezek a szemcsesejtek a tipikus kimend 4ram megjelenésével reagaltak a DCG IV
bemosasara (42,2 + 3,1 pA, n=6 sejt atlaga). A CA3 piramissejtek esetében
megfigyeltiink egy lassan kifejlodd, kis amplitiddju bemend aramkomponenst (-8,0 +
12,2 pA, p=0,53, t-teszt), ami feltehetdleg az mGluR3 kozvetitésével kialakuld fokozott

[140

halézati hatas eredménye ], Osszességében elmondhatjuk, hogy a dendritikus mGluR2

aktivacio hatdsa nem egy altaldnos sejtes mechanizmus a hippocampus-ban.

4.4. Az mGluR? a dendpriten nyitja ki a GIRK csatorndkat

Az eddig bemutatott egészsejtes kisérleti adatok tiikrében még mindig nem
jelenthettiik ki, hogy a megfigyelt hatas valéban a sejtek szomato-dendritikus
receptorainak koszonhetd. Példaul lehetséges, hogy ugyanazok az axonalis mGluR2
felelos a GIRK csatornak aktivaldodasaért, mint amik a kalcium bearamlas
csOkkentéséert felelnek az axontermindlisokban. Szerettik volna pontosan

meghatarozni, hogy a szemcsesejtek mely részén nyilnak ki a GIRK csatorndk az
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mGIluR2 aktivalasakor, ezért kozvetlen elektrofiziologiai méréseket végeztink a
szemcsesejtek axon terminalisaibol, izolalt szomatikus membranokbol €s szemcsesejt

dendritekbél is (18.A Abra).

A kozvetlen terminalis elvezetéseket a CA3 régio str. lucidum rétegében végeztiik. Erre
azért volt sziikség, mert a CA3 teriiletén fut6 axonok mar kelléen messze (tobb szaz
um-re) vannak a sejttesttél ahhoz, hogy az elvezetett axonokat elektrotonusosan
izolaltnak tekintsiik!"*"!. Ezaltal biztosak lehettiink benne, hogy a mért elektromos jelek
az axonbdl erednek, nem pedig a sejttest potencidlvaltozasai hatirozzak meg oket. A
kisérletek tanusdga szerint a DCG IV bemosas nem valtott ki mérheté hatast a
terminalisokban (18.A Abra), ami azt bizonyitja, hogy az mGIluR2 4&ltal aktivalt
kaliumcsatorna nem az axonban van (voltage-clamp modban: 0,1 + 0,8 pA, p=0,89, n=7
termindlis, t-teszt; valtozas a bemend ellenallasban: -4,0 + 4,7 %, p=0,44, n=5 terminalis,
t-teszt; current-clamp modban: -0,05 + 0,5 mV, n=15 termindlis). Koénnyen lehetséges
azonban, hogy a kozvetlen elvezetés tilsagosan beavatkozik az axon érzékeny belsd
egyensulyaba, ¢és ezzel szétrombolja az mGIluR2 hatdsmechanizmusat. Mivel az

mGIluR2 csdkkenti a preszinaptikus kalcium bedramlast az axonban''*?,

arra
gondoltunk, hogy a jeldtviteli ut allapotat tesztelhetjiik az axonalis kalcium aramra
kifejtett hatds mérésén keresztiil. Ezért fesziiltségzar modban, izolalt kalcium aramokon
is megmértem a DCG IV hatasat a terminalisokban (18.C Abra). Azt tapasztaltuk, hogy
a DCG IV nagymeértékben csokkentette a mérhetd kalciumaramot (valtozas a kalcium
aram aplitddojaban: -26,3 + 5,3 %, n=4 terminalis), amibdl arra kovetkeztettiink, hogy
nem sériillt az mGluR2 hatdsmechanizmusa. Ennek fényében a farmakologiailag
indukalhaté GIRK aram hidnya arra utal, hogy nem az axonban, hanem egy masik sejten
beliili régioban alakul ki a funkciondlis kapcsolat a mGIluR2 és a GIRK csatornak
kozott. A lehetséges axondlis eredet tovabbi tanulmanyozasidhoz ujraelemeztik a
szomatikus mérési eredményeinket, mégpedig igy, hogy kivélogattuk azokat a sejteket,
melyekrdl a sejttest kozelében levagodott az axon a szeletkészités soran (anatémiailag
igazolt médon az axon hossza 50 um-nal révidebb volt), mert ha az ionaram az axonbdl
ered, akkor az axon nélkiili sejteken sokkal kisebb hatast kell tapasztalnunk. Az axon
nélkiili sejtek méréseit vizsgalva arra a megallapitasra jutottunk, hogy ezeken a sejteken
a DCG IV hatasa érdemben megegyezik a teljes populacion mért hatéssal (18.B Abra,

tartoaram valtozas: 46 + 5,6 pA, p = 0,001, bemend ellenallas valtozas: -37,7 + 5,5 %,
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"o

p=0,002 n=5 sejt, t-teszt), ami tovabb erdsiti a feltételezésilinket, miszerint az ionaram
nem az axonbdl ered, vagyis a vizsgalt mechanizmus mindenképpen szomato-

dendritikus hatasnak tekinthetd.
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18.Abra. 4 GIRK csatorndk a dendriten nyilnak ki

A, 1 uyM DCG IV hatasara kialakulo tartdaram valtozasok egészsejtes elvezetések, kozvetlen
mohaterminalis elvezetések, nuklealt-patch mérések és a kozvetlen dendritikus elvezetések esetén. A
képek balra az elvezetett struktira alaktani sajatossagait emelik ki. A fels6 két képen egy szemcsesejt és
egy mohaterminalis lathatd, az elvezetést kovetd immunoperoxidaz reakcioval lathatova téve. Alattuk egy
nuklealt-patch DIC képe, mig legalul egy elvezetett szemcsesejt dendrit konfokalis képe lathatd. B, A
bemend ellenallasban és a tartdaramban mért hatds Osszesitd grafikonja. C, DCG IV hatdsa a
mohaterminalisb6l izolalt kalcium aramokra. Feliil egyetlen kisérlet l1athat6, mig alul a kalciumaramok
fesziiltségfiiggését mutatjuk be. D, Szamitogépes modellezés eredménye, ami a varhatd bemend ellenallés
valtozast mutatja az axo-szomato-dendritikus tengely mentén. A szimboélumok a kiilonb6z6 szubcellularis
régiokban mért valtozasokat jelolik. A kordk az egyedi adatpontokat, mig a fekete pontok a kisérletek
atlagat jelzik.
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Azt is megvizsgaltuk, hogy lehet-e a konduktancia eredésének a helye a sejttest maga.
Ehhez tUgynevezett nuklealt-patch kisérletes konfiguraciot alkalmaztunk, ahol izolalt
szomatikus membranon tudtuk mérni a DCG IV hatasat. A kisérlet tapasztalatai szerint
az mGlull receptorok aktivacioja sem tartddramban, sem pedig a bemend ellenéllasban
nem okozott mérhetd valtozast (valtozas a tartdaramban: 3,4 + 1,6 pA, p=0,89, n=7
nukledlt patch, t-teszt; valtozas a bemend ellenallasban: 4,3 + 3,7 %, p=0,3, n=6 nuklealt
patch, t-teszt), amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a csatornanyitds nem a sejttesten
torténik. Az axonnal szemben a sejttestben nem bizonyitott az mGlull receptorok
jelenléte illetve a kdzvetlen kapcsolat az mGlull receptorok és a kalciumaramok kozott,
ezért ebben az esetben nem tudtuk pozitiv kontrollként hasznalni a kalciumaramokon

mérheté DCG IV hatast.

Mivel sem az axonalis sem pedig a szomatikus membranon nem sikeriilt aktivalni a
vizsgalt mechanizmust, ezért arra kovetkeztettiink, hogy a GIRK csatorndknak
szlikségszerlien a szemcsesejt dendriteken kell kinyitnia. A dendritikus eredet tovabbi
vizsgalatahoz kozvetlen dendritikus elvezetéseket végeztiink a szemcsesejtekbdl (80—
111 um tavolsagra a sejttesttol). Azt tapasztaltuk, hogy a dendriteken mérve a DCG IV
bemosasa 28 + 2,2 pA nagysagll aramot valtott ki, amihez 19,4 + 1,9 %-0s bemend
ellenallas csokkenés tarsult (18.B és D Abra, n=4 dendrit). Bar ez az adat teljes mértékig
Osszhangban all a feltételezéssel, miszerint az aram a dendritfan aktivalodik, azonban a
szemcsesejtek alaktani ¢€s elektromos tulajdonsagait is figyelembe véve kelld
ovatossaggal kell kezelni a mérések eredményét. Az elektrotonusosan kompakt
szemcsesejt dendriteken mérhetd jelek ugyanis nem feltétleniil a kozvetleniil elvezetett
dendritb6l erednek, mivel a sejttest kozvetitésével mds dendritek mikodése is
jelentkezhet a mérésben. Mindemellett a szemcsesejtek morfologiai elrendezése kedvez
a jelek sejttest szintjén torténd 0sszegzésének, igy az is eléfordulhat, hogy a legnagyobb
valtozds éppen a sejttesten mérheté, tavol a csatornanyitis valodi helyétol!™Y.
Kivancsiak voltunk arra, hogy az altalunk mért elektrofizioldgiai adatok alapjan meg
lehet-e becsiilni a csatornanyitas helyét, ezért szamitdgépes modellezést végeztiink egy
elézetesen rekonstrualt, anatomiai és biofizikai paramétereit tekintve valdsdghti
szemcsesejt modellen (7. szdmu sejt a Schmidt-Hieber és mtsai altal 2007-ben publikalt
szemcsesejt készletb61*). A modell segitségével négy kiilonbozé esetet vizsgaltunk

meg. Az egyik esetben a csatorndk a sejttesten nyiltak ki, mig egy masik vizsgalt
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elrendezésben az aktivalodo csatornak tavol (200 um tavolsagra) helyezkedtek el. Két
olyan esetet is tanulmanyoztunk, ahol a csatorndk koztes pozicidoban helyezkedtek el a
dendriten (80 illetve 120 pm-re a sejttesttol). A GIRK csatorndk a vizsgalt tavolsagban
minden dendriten jelen voltak, mikdzben gy allitottuk be az egyedi dendritekre esé
konduktancia értékét, hogy reprodukalni tudjuk a 28 %-os bemend ellenallas csokkenést
a sejttest szintjén. Ennek megfelelden a dendritikus tavolsagtol és a dendritek szamatol
fliggben mas és mas volt az egy dendriten aktivalodé konduktancia értéke. Ahogy azt a
18.D Abrén lathatjuk, a bemend ellenéllas valtozasa a kiilonboz6 esetekben eltérd térbeli
profilt mutatott. Ha a konduktancia csak a sejttesten volt jelen, akkor a dendriten kifelé
haladva folyamatosan csokkent a lokalisan mérhetd valtozas. Ezzel szemben a disztélis
dendritszakaszokon aktivalt konduktancia egyenletesen nagy bemend ellenallés
valtozast eredményezett a dendritfa mentén. A koztes pozicidkban aktivalt konduktancia
hatasa a fent leirt két térbeli profil keverékét mutatta, vagyis a csatornaaktivacié helyétol
proximalis irdnyban nézve a hatés tobbé-kevésbé egyenletes volt, mig a hatas csokkent a
tavoli dendritek iranyaban. Altalanosan azt lathatjuk, hogy az egyedi dendriteken
kivaltott hatads mindig kisebb volt, mint a sejttesten mérhetd valtozas, ami az egyedi

konduktanciak hatékony szomatikus Osszegzédését tamasztja alal'®.

Sajnos a
dendritikus elvezetések helyén (~100 pm-re) a modelliink mind a négy esetben a mért
adathoz nagyon hasonld valtozasokat josolt, ami azt a félelmiinket igazolta, hogy a
dendritikus elvezetések Onmagukban nem alkalmasak a GIRK aktivacié helyének
meghatarozasira. Osszességében azonban az eddigi elektrofiziologiai adataink

Osszhangban dallnak azzal, hogy a funkciondlis mGIluR2/GIRK kdlcsonhatds a

szemcsesejtek dendritjein alakul ki.

4.5. Az mGluR2 hatisara a GIRK csatorndak egy jol koriilhatarolhato
proximalis dendpritszakaszon nyilnak ki

Az eddig ismertetett adatok alapjan elmondhatjuk tehat, hogy wvalahol a
szemcsesejtek dendritfajan valos jelatviteli kapcsolat van az mGluR2 és a dendritikus
hatast kozvetitd GIRK csatorndk kozott. A szadmitogépes szimuldcioink arra is
ramutattak, hogy a hagyomanyos méréstechnikai megkdzelitésiinkkel sajnos nem tudtuk
egyértelmiien behatarolni a funkcionalis kapcsolat a helyét. A modell alapjan kidertilt,

hogy egészsejtes mérésekkel még az a kérdés sem tisztazhaté megnyugtatéan, hogy a
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csatornanyitds a sejttesten, vagy pedig egy tavoli dendritszakaszon torténik-e. Mas
megkozelitésre volt tehat sziikség, hogy mégis képet tudjunk alkotni a csatornanyitas
pontos helyérdl. Kollaboratoraink segitségével el0szor anatomiai modszerekkel
vizsgaltuk meg a kérdést. Francesco Ferragutti csoportjanak segitségével arra kerestiik a
valaszt, hogy az mGluR2 milyen eloszlast mutat a szemcsesejt dendritek mentén, mert
ez az eloszlasi mintdzat kirajzolja szdmunkra, hogy egyaltaldn melyik dendritikus
régiokban alakulhat ki a funkcionalis kapcsolat az mGluR2 és a GIRK csatornak kozott.
A GIRK csatorndk a dendritfa minden részén jelen vannak, ezért azt feltételeztiik, hogy
az mGluR2 dendritikus eloszlasa fogja meghatarozni a kapcsolat lehetséges helyét.
Mivel az anatomiai vizsgalat nem a sajat munkam ezért nem fejtem ki az egyes
részleteket. A fény- és elektronmikroszkopos immunhisztokémiai vizsgalatok leirasat az

értekezés alapjaul szolgald kézirat részletesen taglaljal'™

. Roviden Osszefoglalva az
immunhisztokémiai vizsgalatok egyenlétlen dendritikus mGIluR2 eloszlast tartak fel,
ahol a sejttest és a kozeli dendritszakaszok gyenge mGluR2 immunoreaktivitast
mutattak. Ezzel szemben 80-100 pm tavolsagra nagyon intenziv jeldlodés jellemezte a

dendriteket, ami a dendritek mentén kifel¢ haladva Gjra gyengiilni kezdett.

Az egyenldtlen receptoreloszlas felvetette azt a lehetdséget, hogy az mGluR2 nem
egyenletesen nyitja ki a GIRK csatorndkat a dendrit mentén, hanem csak egy kitiintetett
dendritikus régidoban, 80-100 um-re a sejttesttdl. Pusztan anatomiai adatok alapjan
nehezen bizonyithaté egy ilyen feltételezés, hiszen az anatdmiai eloszlas nem biztos,
hogy megegyeztethetd a funkcionalis miikddés térbeli mintazataval. Példaul a CA1l
piramissejtek A-tipusii araméanak hatterében allo K,4.2 csatornak egyenletes eloszlast

mutatnak a dendritek mentén!'®®

, mig a mérhetd A-dramok eréssége meredeken nd a
tavoli dendritek felé®*. Sziikségiink volt tehat valamilyen funkcionalis bizonyitékra is,
ami alatamasztja a térben erdsen korlatozott mGluR2 hatéast. Tudtuk azonban, hogy az
eddig bemutatott kisérleti elrendezésekkel nem lehet behatarolni a konduktancia nyités
helyét. Ehelyett egy 0j Gton indultunk el, és azt kezdtiik vizsgéalni, hogy milyen hatasa
lehet egy térben behatarolt konduktancia nyitasnak a dendritbdl a sejttestbe beterjedd
gyors membranpotencial valtozasokra. A munkahipotézisiink azon a gondolaton alapult,
hogy egy megndvekedett konduktancia allapot mas modon befolyédsolja a dendriten

kivaltott potencialvaltozas sejttestben mérhetd fesziiltségjelét akkor, ha fesziiltségjel a

terjedése soran athalad a konduktancianyitds helyén, mint abban az esetben, ha a
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terjedés soran nem érinti a gatolt régiot. Ebben az esetben a konduktancianyitds helyét
meghatarozhatjuk egy olyan kisérlet segitségével, amiben tranziens membranpotencial
valtozasokat, példdul serkentd szinaptikus eseményeket valtunk ki ismert tavolsagra a
sejttesttol, €s Osszehasonlitjuk a sejttestre beérkezd eseményeket kontroll koriilmények
kozott, illetve nyitott GIRK csatornak jelenlétében. Ha a csatornanyitas hatasat
abrazoljuk a szinaptikus események eredési helyének fiiggvényében, akkor a gatlo hatas
térbeli profiljat kapjuk meg, ¢és a hipotézisiink szerint térbeli profil alapjan
megbecsiilhetd a gatld hatds eredési helye. Példaul, ha a gatlas a sejttesten van, akkor
hozzévetdlegesen ugyanolyan mértékben érint minden beérkezd eseményt, ezért a gatlas
térbeli profilja nagymértékben fiiggetlen lesz a kivaltott potencial valtozads eredési
helyétdl. Ha a gatlas valahol a dendritfa kozepén van, akkor a téle proximalisan kivaltott
eseményeken egyenletesen kisebb hatast fejt ki, mert egyik ilyen esemény sem haladt 4t
a gatolt région. Minél messzebb helyezkedik el a gatolt dendritszakasz a sejttesttdl,
anndl kisebb lesz a szomahoz kozel keletkezett eseményekre kifejtett hatdsa. A gatlo
hatas szintén egyenletes, de nagyobb mértékii lesz azokon az eseményeken, amik a
gatlas helyétdl disztalisan keletkeztek, mert minden ilyen eseménynek at kell haladnia a
gatolt dendritszakaszon. A gatld hatds térbeli profiljat a gatlas helyén egy
karakterisztikus toréspont fogja jellemezni. A gondolatmenet helyességét realisztikus
modell-szemcsesejteket hasznélva (3., 4. és 7. szamu sejt a Schmidt-Hieber és mtsai
altal 2007-ben publikalt szemcsesejt készletbél"*)) szimulaciok segitségével vizsgaltuk
meg (19.A Abra). Ezek a szimulaciok igazoltik a feltevésiinket, miszerint a gatld hatés
térbeli profilja jelentés mértékben fligg a gatlas helyétdl, és ravilagitottak arra, hogy a
mérhetd paraméterek (cstcs, félérték-szélesség, gorbe alatti teriilet) koziil leginkabb az
események cstcsa érzékeny arra, hogy a potencialvaltozas athalad-e a gatolt részen a
terjedése soran (19.B Abra). Az események félérték-szélességére és a gorbe alatti
teriiletére  kifejtett hatdst sokkal inkdbb befolydsoljak a sejt 4ltalanos
membrantulajdonsagaiban (a bemend ellendllasban és a membran i1ddéallandoban)
bekovetkezd valtozasok ezért a gatlas hatdsanak térfiiggése e paraméterek esetében nem
bir kiilonosebb prediktiv erével (19.C Abra). Mivel az egyes paraméterek valtozasa
egyarant fiigg a sejtmembran tulajdonsagaitol ¢és a kinyitott konduktanciétol,
csokkenthetjiik a sejtek kozotti kiillonbségbdl eredd variabilitast Ggy, hogy a gatlas

helyérdl specifikus informaciét hordozod paramétert (valtozas a csucspotencialban)
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normalizaljuk a globalis hatasrdl informaciot hordozo paraméterrel (valtozas a gorbe

alatti teriiletben). Ahogy lathatjuk, az igy normalizalt térbeli profil tovabbra is érzékeny
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19.Abra. 4 gdtlds térbeli profilja kijeloli a gatlds eredési helyét

A, Bal oldalon a felhasznalt modell-szemcsesejtek alakja és passziv tulajdonsagai lathat6!*®. Jobbra a
vazlat a konduktancia vizsgalt pozicidit mutatja a dendritek mentén. Az itt hasznalt szinkod érvényes a
grafikon tobbi paneljén is. Alatta a kiilonb6z6 tavolsagra kivaltott szimulalt szinaptikus valaszok lathatok
kontroll koriilmények kozott (fekete), és a 80 um tavolsagra aktivalt gatléo konduktancia jelenlétében. Az
események mellett feltiintetett értékek az esemény eredési tavolsagat jelzik. B, A gatlas térbeli profilja az
események amplitadojat vizsgalva. Az x tengely az események eredési tavolsagat jeloli. C, feliil: A gatlas
térbeli profilja, az események gorbe alatti teriiletét (pontok) vagy a félérték-szélességét (korok) vizsgalva.
alul: A csucson mérhetd hatas a teriileten mért hatassal torténé normalizalast kdvetden.

A kisérlet megvaldsitdsahoz sziikségiink volt egy olyan modszerre, amivel gyors
membranpotencial valtozasokat tudunk létrehozni, nagy térbeli precizitds mellett. Ez

megvaldsithatd a szemcsesejteket beidegz6 serkentd idegrostok pontos stimuladlasaval is,
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azonban a szinaptikusan kivaltott eseményeket mégsem hasznélhattunk a kisérlethez,
mert az mGlull receptorok jelen vannak a perforans palya axonjain is, ahol hatékonyan
gatoljak a neurotranszmitter felszabadulast!". Ehelyett a konfokalis mérdrendszert
haszndlva  MNI-glutamat  fotolizissel  valtottuk ki a gyors dendritikus
potencialvaltozasokat. Ez a technika biztositotta a sziikséges térbeli precizitast és a
segitségével kikiiszobolhettiik a lehetséges preszinaptikus hatasokat is. Az elvezetések
soran tehat adott dendritikus pontokon glutamaterg potencidlvaltozasokat generaltunk,
¢s megmértiik a sejttestbe terjedd jeleket kontroll koriilmények kozott, illetve DCG IV

jelenlétében is.
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20.Abra. Az mGIuR?2 aktivicié hatdsanak térbeli profilja

A, balra: Kiilonbozé tavolsagokra MNI-glutamat fotolizisével kivaltott események kontroll koriilmények
kozott (fekete), és DCG IV jelenlétében (kék). kozépen: A DCG IV hatasa a kivaltott események
amplitiddjara az események eredési helyének fliggvényében. jobbra: az eseményekre gyakorolt hatas
meérteke fliggetlen az események kiindulasi amplitddojatol. B, A mGluR2 gatl6 hatasanak térbeli profilja
az események amplitudojat vizsgalva. C, fent: Az mGluR2 hatas térbeli profilja az események gorbe alatti
teriiletét (pontok) vagy a félérték-szélességét (korok) vizsgalva. lent: A csticson mérhetd hatas a teriileten
mért hatdssal torténd normalizalast kdvetden.
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A kisérlet végén a konfokalis képalkotas segitségével aztdn meg tudtuk hatarozni a
glutamat felszabaditds pontos dendritikus tavolsagat. A mérések segitségével
elkészitettiik az mGluR2-kapcsolt GIRK csatornanyitds hatasanak térbeli profiljat (20.
Abra, 35 sejtbél mért 57 denritikus pozicié alapjan). Az eredményeink azt mutatték,
hogy a DCG IV bemosas csak kismértékben érintette a sejttesthez kozeli dendritikus
régiokbol eredd események amplituddjat (a proximalis 90 pm-en beliil a mért hatas
atlagosan -6,9 + 1,0 % volt, 20.B Abra), mig a tavolabbi dendritszakaszokon (125 pum-
nél tavolabbrdl) eredé eseményeken sokkal nagyobb valtozasokat tapasztaltunk (az
atlagos hatds ebben az esetben -17 + 1,2 % volt). A térbeli profilnak harom lényeges
jellemzdje van: a kismértékii proximalis hatas, az éles valtas 90-125 pm-es tavolsag
kozott, és a nagymértékil, de egyenletes hatas a teljes disztalis dendritszakaszon. Az éles
atmenet és az egyenletes disztalis hatds még szembetiinbbb akkor, ha a globalis
hatasoktol megtisztitott normalizalt térbeli profilt vizsgaljuk (20.C Abra). Ezek a
tulajdonsagok egyiittesen egy olyan GIRK csatornanyitasra mutatnak, ami térben erdsen
lokalizalt, és nem a sejttesttdl, hanem a proximalis dendritekbdl ered, valahol a
sejttesttdl mért 125 pm-es tavolsagon belil. A DCG IV nem befolyésolta az
eseményeket akkor, ha tertiapin-Q jelenlétében alkalmaztuk (hatds az események
csucsan: -2,8 + 1,4 %, hatds az események gorbe alatti teriiletén: -3,1 = 1%; n=6
dendritikus pozicio, 97-158 um-re a sejttesttdl), ami megerdsitette azt, hogy a DCG IV
bemosasakor tapasztalt térfliggd kiilonbségeket valoban GIRK csatorndk kinyitdsa

okozta.

Kontrollként egy masik kisérletben a GABAg receptorokhoz kapcsolt GIRK csatorna
aktivacié hatasanak térbeli profiljat is megvizsgaltuk. Az mGluR2 hatasdhoz hasonldan
szintén a GIRK csatornak tekinthetdk a dendritikusan elhelyezkedé GABAg receptorok

[187]

legéltalanosabb effektoranak Tudjuk azonban, hogy GABAjp receptorok a

szemcsesejt  dendriteken sokkal egyenletesebb eloszlast mutatnak"™®®, aminek

kovetkeztében az altaluk aktivalt kimend aram is homogén ezeken a dendriteken!'™.
Ezen ismeretek alapjan azt gondoltuk, hogy a GABAjp receptor farmakoldgiai
aktivalasat felhasznalhatjuk pozitiv  kontrollként a kisérleti elrendezésiink
érzékenységének bizonyitasara. A modellezésiink szerint ugyanis ilyen receptoreloszlés
mellett a GABASg receptorhatés térbeli profiljanak kiilonboznie kell az mGluR2-medialt

gatlas profiljatol (21.A Abra). Egyenletes mennyiségli gatlo konduktancia esetén a

85



DOI:10.14753/SE.2018.2076

modell térbeli profilja toréspont nélkiili egyenletesen ndvekvo hatast josolt, amelyben
minél tavolabbrol érkezik egy esemény annal nagyobb lesz rajta a gatlas hatasa. A
kisérletek sordn az SKF97541 nevli agonista segitségével aktivaltuk GABAp
receptorokat és elkészitettiik a gatlas térbeli profiljat (21.B Abra). A modell joslataval
Osszhangban, SKF97541 bemosasa esetén az események csucsara kifejtett hatés
egyenletesen nott a dendritikus tavolsag fliggvényében ¢és egyenletes novekedés

jellemezte a normalizalt térbeli profilt is.
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21.Abra. A GABAj receptorhatdsanak térbeli profilja

sejttesttdl mért tavolsag (um)

A, Térben egyenletes eloszlast gatldo konduktancia jelenlétének modellezett hatasa. balra: A gatlas térbeli
profilja az események amplitudojat vizsgalva. jobbra,fent: A gatlas térbeli profilja, az események gorbe
alatti teriiletét (pontok) vagy a félérték-szélességét (korok) vizsgalva. jobbra,lent: A csucson mérhetd
hatés a teriileten mért hatassal t6rténd normalizélast kovetden. B, A GABAj receptor agonista SKF97541
gatld hatasanak térbeli profilja az események amplitidojat vizsgalva. C, fent: A GABAg hatas térbeli
profilja az események gorbe alatti teriiletét (pontok) vagy a félérték-szélességét (korok) vizsgalva. lent: A
csucson mérhetd hatas a teriileten mért hatassal torténd normalizalast kdvetden.
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A kapott kisérletes adatok tehat megfelelnek annak a térbeli profilnak, amit egy
egyenletes dendritikus eloszlast mutatdo gatlds esetén varnank, ami megerdsitett
benniinket abban, hogy a gatld konduktancia helyének funkciondlis feltérképezésére
kidolgozott eljardsunk megfeleléen érzékeny moddszer a kérdés megvalaszoldsara.
Kollaboratoraink anatomiai adatai, illetve a sajat funkcionalis vizsgalomoddszeriink
alapjan tehat azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az mGIluR2 csak egy sziik
dendritszakaszon aktivalja a GIRK csatorndkat a szemcsesejteken, 90-125 pm-re a

sejttesttol.

4.6. A gatlas dendpritikus helyzete biztositia az egyes dendritek szelektiv és
egyenletes szabdlyozasat

Az eddigi kisérletek meggydztek minket arrol, hogy a dendritikusan elhelyezkedd
mGluR2 aktivaldsa egy gatld konduktancia megjelenéséhez vezet. De milyen élettani
szerepe lehet az Aaltalunk itt leirt gitldé mechanizmusnak? A dendriten kinyild
kaliumcsatorndk térbeli helyzete meghatdrozza a gatld hatés kiterjedését ¢és ez altal a
gatlas szinaptikus jelfeldolgozasban betoltott szerepét is. A lehetséges funkcionalis
jelentdség megértéséhez tehat arra kerestiik a valaszt, hogy miért lehet hasznos a
szemcsesejtek miikodése szempontjabol egy térben erdsen lokalizalt géatlas jelenléte,
vagyis miért kiillonleges az a szlik dendritikus régio, amire a sejtek az altalunk vizsgalt
gatlo jelatviteli rendszert korlatozzdk? A kérdések megvalaszolasara iranyulo
gondolatmenetiink a szemcsesejtek anatdmiai felépitésébdl indult ki. A szemcsesejtek
esetében a dendritikus eldgazddasi pontok zome a sejttest kozelében van, vagyis a
dendritfa tavolabbi részén nincsenek, vagy ritkak az elégazésok[43]. Ha figyelembe
vessziik az alaktani sajatossagok mellett a szemcsesejtek elektrotonusos tulajdonségait
is, akkor a disztalis dendritagakat 1ényegében 6nallo integrativ egységnek tekinthetjiik.
Erdekes modon ezek az 6nalld dendritikus egységek azt a régiot fogjak at, ahol az
entorhindlis kéregbdl érkezd serkentd idegrostok végzddnek (str. moleculare kiilsd
kétharmada, 22.A Abra). Szamitogépes modellezés segitségével azt vizsgaltuk meg,
hogy a gitlas térbeli helyzete milyen hatdssal lehet ezeknek az integrativ dendrit-
egységeknek a miikodésére. Az itt hasznalt modell nagymértékben hasonlé volt az el6z6
részben bemutatott esethez, kivéve azt, hogy ebben az esetben mindig csak egyetlen

dendritdgon helyeztiink el egy allando nagysagu (InS) gatlé konduktanciat. Azért igy
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hasznaltuk a modellt, mert tigy gondoltuk, hogy a farmakologiai bemosassal ellentétben
fiziologias koriilmények kozott valoszeriitlen dolog, hogy egyszerre az 6sszes lehetséges
helyen kinyiljanak az mGluR2-kapcsolt GIRK csatornak. Sokkal valosziniibb, hogy
egyidejiileg csak egy-egy dendritdg mentén torténik csatornanyitas. Mivel most a sejtek
feltételezett ¢€lettani viselkedését szerettiik volna jobban megérteni, nem pedig egy
kisérleti elrendezés varhatd eredményét vizsgaltuk, ezért a modell bizonyos értékeit (a
modellsejt passziv paramétereit és a szinaptikus konduktancia kinetikai jellemzdit) ugy
allitottuk be, hogy jobban kozelitsen a valds élettani helyzetben varhato értékekhez.
Eldszor azt kérdeztilk meg a modelltdl, hogy a gatlas helyzete milyen hatdssal lesz a
dendrit kiilonb6zé pontjaira érkezd szinaptikus eseményekre. A kérdés tehat arra
iranyult, hogy hogyan befolyasolja egy ilyen integrativ dendritegység homogenitasat a
gatlds térbeli helyzete. Ahogy a 22. Abra B paneljén lathatd, minél kozelebb
helyezkedik el a gitlas a sejttesthez, anndl egyenletesebb hatast fejt ki a sejttestbe
beterjedd eseményekre, fliggetleniil attol, hogy melyik dendritszakaszra érkezett a
szinaptikus esemény. A dendritag sejttesthez kozelebbi részére érkezd események
gatlasa (hatdsgo.125), €s a legtavolabbi eseményen kifejtett gatld hatas (hatas;os)
hanyadosanak segitségével szamszeriisithetjiik a gatlds egyenletességének mértékét
(22.C Abra). Ezt a mérészamot hasznalva egyhez kozeli értéket kapunk azokban az
esetekben, ha a gatlas minden sejttestbe beterjedé eseményen nagyjabol ugyanakkora
mértékli (ez tapasztalhaté proximalisan elhelyezkedd gatlds esetén). Ezzel szemben a
legtavolabb elhelyezkedd gatlas esetén nincs olyan dendritszakasz a gatolt dendriten,
amin a hatas egyenletes lenne, mert a tdvolabbi dendritszakaszra érkezd eseményeken
mindig sokkal nagyobb hatést fejt ki a gatlas, mint a sejttesthez kdzelebbi eseményeken
(20.B és C Abra). Ilyen esetben az egyenletesség mérészama egynél 1ényegesen kisebb

érték lesz.
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22.Abra. Az elhelyezkedésébdl fakadéan az mGIuR2 gatlé hatdsa szelektiv és egyenletes szabdlyozdst
biztosit a dendritagon beliil

A, balra: A szemcsesejteken végz6do serkentd szinaptikus kapcsolatok térbeli elhelyezkedése. A sotétkék
teriilet a perforans palyan keresztiil érkezd entorhinalis kapcsolatok (EC) helye. A vilagoskék régio jelzi a
mohasejtek feldl érkezd komisszuralis/asszociacids kapcsolatok (CA) végzddési helyét. Mellette a
szemcsesejt integrativ viselkedésének dendrit-egységeken alapuld konceptudlis modellje. Jobbra a
modellezés soran hasznalt elrendezés vazlata lathat6. Minden modell sejt egyetlen dendritagan helyeztiik
el a gatlo konduktanciat, a szinkddolva bemutatott szomatikus tdvolsagban. Azt vizsgaltuk meg, hogy az
adott tavolsagban elhelyezett gatlas milyen hatassal volt a kozvetleniil gatolt dendritagra (piros dendrit) €s
a nem gatolt szomszédos dendritekre (fekete dendritek) érkezé eseményekre. B, fent: A sejttestbe érkezd
események amplitudojan kifejtett hatas a kozvetleniil gatolt dendriten (az x tengely pozitiv tartomanya) és
a kozvetlenill nem gatolt dendritek esetén (az x tengely negativ tartomanya). lent: Az eseményeken
kifejtett hatas az Osszes vizsgalt dendriten bemutatva. Ebben az esetben minden sor egyetlen dendritet
jelol. Az x tengely pozitiv tartomanyaban a konduktancia kozvetleniil a dendriten helyezkedett el, mig
negativ x érték esetén nem volt kdzvetleniil gatolva a dendrit. Ebben az esetben a gatlas hatasat a 195 pm-
re érkezett eseményen kifejtett hatdshoz képest mutatjuk be a fekete/vords szinkdd segitségével. A vords
események a referenciaponthoz hasonldéan hatékony gatlast jelentenek, mig minél kisebb a relativ hatas,
annal kozelebb all a feketéhez. C, A gatlas egyenletessége €s a gatlas térbeli helyzete kozott fennalld
viszony. D, A gatlas szelektiv jellege és a gatlas térbeli helyzete kdzott fenndlld viszony.
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Nem csak az adott dendritagon beliili hatas fiigghet a gatlas elhelyezkedésétdl, hanem az
is, hogy az egyes dendritagak tekintetében mennyire lesz szelektiv a gatlas. Mig a
sejttesten elhelyezett gatlds minden egyes dendritet ugyanolyan mértékben befolyasol,
addig egy adott dendrit disztalis szakaszan elhelyezett gatlas a nem kozvetlentil gatolt
dendriteket alig érinti (22.B és D Abra). A gatlas szelektiv hatisanak
szamszerlsitéséhez a gatolt és a kdzvetleniil nem gatolt dendriten kifejtett atlagos hatas
aranyat vizsgaltuk meg. A modelliink alapjan minél tavolabb helyeztik el a
konduktanciat, anndl nagyobb lett a hatas a gatolt dendriten, és annal kevésbé érintette a
kozvetleniil nem gatolt dendriteket, vagyis a szelektivitds monoton ndé a gatlas
helyzetének szomatikus tavolsdgaval. Ahogy a 22. Abra D paneljén lathatjuk, jelentds
szelektivitasrol beszélhetiink azokban az esetekben, ha a gatlas 85 pum-nél tavolabb
helyezkedik el a dendriten. Azt is megvizsgaltuk, hogy milyen hatdssal van a modell
eredményeire, ha AMPA tipust receptorok mellett NMDA receptorok is aktivalddnak,
illetve ha a szinapszist hordoz6 dendrittiiske nyakanak ellenéllasat a kisérletes uton
meghatérozott nagy ellenallasértéknek megfelelden allitiuk be (500 MQ,!'7). A
modellezés soran kitértiink arra az esetre is, amikor nem egy, hanem héarom, térben
egymashoz kozel (<10 pm) elhelyezkedd AMPA/NMDA szinapszis szimultan
aktivacioja jelentette a bemenetet. A tapasztalatunk szerint a ndvekvé NMDA receptor
altal kozvetitett komponens miatt lassulhat a szinaptikus potencidlvalasz, ami a

fliggetlen szabalyozas ellen hat.

Most gondoljunk arra, hogy milyennek kell lennie egy olyan szabalyozé
mechanizmusnak, ami az egyes dendritadgat, mint integrativ egységet kezeli. Az ideélis
szabalyoz6 mechanizmus maximalis egyenletességre €s szelektivitasra torekszik, mert
nem valtoztathatja meg az egységen beliill az egyes dendritszakaszok sulyat, vagyis
egyenletesen kell gatolnia az egész egységet, mikozben az adott dendritadgat a sejt tobbi
részétdl fiiggetleniil tudja szabalyozni. Lathatjuk azonban, hogy a gatlas térbeli helyzetét
tekintve az optimalis feltételek kolcsondsen kizarjak egymast. A szomatikus gatlas
jelenti a legnagyobb foku egyenletességet, de ebben az esetben megsziinik a
szelektivitas, mig egy tavoli dendriten haté gatlé mechanizmus a lehetd legszelektivebb
hatast fejti ki, de mar nem beszélhetiink egyenletes szabalyozasrol. Mivel mindkét
funkci6 alapvetd jelentdségli az integrativ egység szabalyozasa szempontjabol, ezért az

idealis gatl6 mechanizmus helye valahol a két pont kozott van. Ha megvizsgaljuk az
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lathatjuk, hogy ez a tavolsag mar kell6 szelektivitast biztosit, mindekdzben nem sériil az
egyenletesség kovetelménye sem. Tehat a vizsgalt mGluR2 hatas térbeli helyzete

optimalis a dendritegységek fliggetlen, de egyenletes szabalyozasahoz.
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5. EREDMENYEK IT

5.1. A sejttest membrdanpotencidlja tavolsagfiiggd modon befolydsolja a bAP
alakjat

Ha a visszaterjed6 akcios potencidlok analdg informéciot is kédolnak a sejt altalanos
allapotarol, akkor annak jelentkeznie kell az akcids potencidl alakjdban is. Els6
kérdésként tehat azt vizsgaltuk meg, hogy hogyan valtozik a bAP-k alakja akkor, ha
megvaltoztatjuk a sejttest membranpotencidljat. A kérdés megvalaszolasahoz
kételektrodas egyidejli szomato-dendritikus elvezetéseket végeztiink a szemcsesejtekbol.
Ez a kisérleti elrendezés biztositotta szamunkra, hogy kontrollalni tudjuk a sejttest
membranpotencialjat, ki tudjunk véltani a sejttest feldl egy akcids potencidlt, és ezzel
egyidejiileg monitorozni tudjuk a dendritbe beterjedd bAP-k alakjat is. Maga a kisérlet
ugy zajlott, hogy eldszor a DIC optika segitségével stabil elektrofiziologiai elvezetést
alakitottunk ki egy dendriten. A kisérletek soran hasznalt intracellularis oldat
fluoreszcens jelolofestéket is tartalmazott, (Alexa Fluor 594, 20 pM), melynek
segitségével viszonylag rovid dializis utdn a konfokalis képalkotdst hasznalva
azonositani tudtuk, hogy melyik sejttest tartozik az elvezetett dendrithez. Ezt kdvetden

az azonositott sejttesten is egészsejtes elvezetési konfiguraciot alakitottunk ki.

Els6ként megallapitottuk, hogy a sejttesten Ilétrehozott lassu, id6tdl fliggetlen
membranpotencidl valtozdsok nagy hatékonysaggal elérik a dendritek legtavolabbi
régioit is (23.A Abra). A dendritbe iranyuld hatékony fesziiltségterjedés Gsszhangban 4ll

mas laborok korabbi megfigyeléseivel**"

. A jelenség hatterében valosziniileg a
szemcsesejt dendritek nagymértékben passziv viselkedése all, ami a dendritek csucsa
felé folyamatosan novekvé lokalis bemend ellenallast eredményez (7.A Abra). Ez a fajta
biofizikai viselkedés aszimmetrikus fesziiltségterjedést eredményez, ami azt jelenti,
hogy a sejttestb6l a dendritek vége felé a fesziiltségjelek terjedése szinte veszteség
nélkiili, mig a dendriten kialakult jelek nagymértékben csillapitva érik el a sejttestet

(23.B Abra).
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23.Abra. A lassii szomatikus fesziiltségjelek elérik a dendrit tavoli pontjait is

A, fent: Egyidejiileg két ponton elvezetett szemcsesejt egymasra vetitett DIC és konfokalis képe. A
kisebbik képen az elvezetett dendrit felnagyitott DIC képe lathatd. lent: A sejttest membranpotencial
valtozasainak terjedése a dendritekbe. Az Gsszekotott pontok az egy kisérlethez tartozé adatparoknak
felelnek meg. A nyilak a két allapothoz tartozo atlagvektorok (depolarizalt allapot-voros, hiperpolarizalt
allapot-kék). B, A lassu, allando allapotot elérd fesziiltségjelek aszimmetrikus terjedési profilja. A
bemutatott kisérletben a sejttest (fekete) és a dendrit (z6ld) fesziiltségvalaszat lathatjuk akkor, ha a
dendritbe injektaltuk az aramot (balra) illetve szomatikus araminjekcio esetén (jobbra). A grafikonon a
fesziiltségjelek lecsengését lathatjuk a sejttest tavolsdganak fiiggvényében. Pirossal bekarikdztuk a
bemutatott kisérlethez tartoz6 adatpart.

A lassu események viselkedésével szemben a bAP dendritikus terjedését erds lecsengés
jellemzi, ami a szemcsesejtek passziv elektrotonusos tulajdonsagai mellett a natrium
csatornak kismértékii dendritikus jelenlétével magyarazhato!®™. A méréseink soran mi is
azt tapasztaltuk, hogy a kezdetben gyors, nagy amplitaddji bAP kifelé terjedve lelassult,

amit jelentds amplitido csokkenés kisért.

93



DOI:10.14753/SE.2018.2076

dV/dt maximum csucspotencial bAP felszallo szara e
600 ® .
. 50 21 o
] X4
450 .l 25+ . 15
—_ o < .. .y ® o
w0
2 3001 £ 01 P g 4] S
~ ° ’ V25 . ~ - ¢
1504 %, w201 b 05{fv ®
@, o o
L) -50 i
0 T T T 29 T ._| T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
sejttesttél mért tavolsag (um) sejttesttél mért tavolsag (um) sejttesttél mért tavolsag (pm)

24.Abra. A bAP alakjinak valtozdsa a dendrit mentén

A bAP tulajdonsagaiban bekdvetkez6 valtozasok a sejttesttél mért tavolsag fiiggvényében.

Ahogy a 24. Abran megfigyelhetd, a 100 um-nél tavolabbi dendritszakaszon a lokélis
bAP cstcsa mar 0 mV kozelében van, €s folyamatosan csokken tovabb haladva kifelé a

dendriten.

A bAP alakjanak allapotfiiggését ugy vizsgaltuk, hogy akcids potencialokat valtottunk
ki a sejttesten, hol kissé depolarizalt (-64,6 = 0,6 mV), hol pedig kismértékben
hiperpolarizalt (-77,2 + 0,6 mV) membréanpotencialrél (25.A Abra). Fontos megemliteni,
hogy az altalunk hasznalt 10-15 mV nagysagu fesziiltségvaltozas azt a tartomanyt oleli
fel, amibe a szemcsesejtek membranpotencialja altalaban esik™ "% az in vivo

méréseknek alapjan.
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25.Abra. A sejttestben kialakulé membranpotencidl valtozdsok tavolsagfiiggd hatdsa a bAP alakjdra

A, Kételektrodas szomato-dendrtikus elvezetés, amiben rovid araminjekcioval akcids potencidlokat
valtottunk ki a sejttestben (alul), mikdzben kissé depolarizalt (vords) vagy hiperpolarizalt (kék)
membranpotencialon tartottuk a sejtet. A masik pipettat nem hasznaltuk araminjekcidra, hanem ezen
keresztiil regisztraltuk a bAP alakjat (feliil). B, A kiilonb6z6 tavolsagra mért atlagos bAP parok. Az also,
fekete jelek a depolarizalt és a hiperpolarizalt bAP alak kozotti fesziiltségkiilonbséget mutatjak. C, az
atlagos bAP parok egy rovidebb iddskalan bemutatva. D, A bAP cslcspotencialjaban illetve a
repolarizacioban mért hatas a sejttest tavolsaganak fiiggvényében. Sziirke pontok jelolik az egyedi

adatpontokat, mig kékben a 9 pont alapjan szamolt csuszo atlag lathato.

Az igy kivaltott bAP parok (depolarizalt és hiperpolarizalt) tulajdonsagait vizsgalva azt
figyeltiik meg, hogy a sejttest fesziiltségvaltozasa tavolsagfiiggd modon befolyasolja a
bAP alakjat. A proximalis dendritszakaszokon a bAP-k felszallo szakasza és a csucsa
fliggetlen volt a kiindulasi membranpotencialtél, a repolarizacid6 fazisa azonban
felgyorsult olyankor, ha a bAP-t hiperpolarizaltabb membranpotencialrol valtottuk ki
(25.B-D Abra). Ezzel szemben a disztalisabb dendritszakaszokon azt figyeltik meg,
hogy a bAP-k cslicsa mutatott jelentds membranpotencial fiiggést (25. B-D Abra). Az

eltéré modulacid hatterében valoszintlileg két fiiggetlen mechanizmus all. A proximalis
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dendriteken mért gyorsabb repolarizaciot feltehetdleg a periszomatikus régidban jelen
levé tranziens, inaktivalédod kaliumkonduktancia, ugynevezett A-tipusi kaliuméaram
jelenléte okozza. A sejttestbdl kimérhetd kaliumaramok egy jelentds része ugyanis
fesziiltségfliggd inaktivaciot mutat, ami éppen ilyen modon fogja befolydsolni az akcios
potencial alakjat’™’, vagyis hiperpolarizaltabb membranpotencial mellett nd ezeknek a
csatornaknak az elérhetdsége, aminek kovetkeztében tobb kaliumcsatorna tud kinyitni
az akcids potencial leszalld fazisaban, ami gyorsabb repolarizacidt eredményez. De
vajon mi az oka annak, hogy a disztalis dendriteken masképp valtozik a bAP alakja?
Elméletben lehetséges, hogy ebben a régidban nincsenek is jelen I, aram kialakitasaért
felelos kaliumcsatornak, emiatt nem valtozik érdemben a repolarizacio. Hogy ezt a
lehetdséget megvizsgaljuk, outside-out patch elvezetések segitségével teszteltiik az In

aramok jelenlétét a dendritek mentén (26. Abra).
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26.Abra. Az inaktivalédé kaliumesatorndk mindenhol jelen vannak a dendriten

A, A kaliumaramok méréséhez hasznalt protokoll (fent), és a kaliumaramok, amiket egy dendritb6l izolalt
membrandarabon mértiink (kdzépen). alul: Az ionaram inaktivalédé komponense. B, Az inaktivalodo
aramkomponens nagysaga a sejttesttdl mért tavolsag fliggvényében. C, Az inaktivalédd kaliumaram
kinetikdjanak tavolsagfiiggése. A fekete pontok az aktivacié idéallanddjat, mig a kordk az inaktivacios

idéallando értékét jelzik.

A méréseink azt mutattak, hogy az I4 dram a mennyiségét ¢és tulajdonsagait tekintve
egyenletes a dendritek mentén, tehat az aram hidnya nem magyarazhatja a megfigyelt
kiilonbséget. A valasz sokkal inkabb a bAP-k erételjesen csokkend csticspotencialjaban
keresendd. Feltehetdleg arr6l van szo, hogy ebben a régioban mar annyira kicsi a bAP
amplitidoja (lasd 24. Abra), hogy el sem éri ezeknek a kaliumcsatorndknak az
aktivacios kiiszobét, ezért nincs hatdssal a hiperpolarizaltabb membranpotencial a
repolarizacid fazisara. Mindemellett ebben a dendritikus régioban a kismennyiségii

natriumcsatorna mar nem képes visszakompenzalni a kiindulasi membranpotencial
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kiilonbséget ezért a bAP csticsa nagymértékben fiigg a sejttest membranpotencial

valtozasaitol.

Osszefoglalasképp tehat elmondhatd, hogy a sejttest allapotdnak analdg
informaciotartalma tavolsagfiiggd modon tikrozddik vissza a bAP-k alakjaban. Mig a
proximalis dendritszakaszokon a repolarizacié fazisa képes analog tobbletinforméciot

hordozni, addig a disztalis régioban a bAP csucsa kodol hasonlé tartalmat.

5.2. A tavolsagfiiggo kétiranyu moduldltsag megmutatkozik a bAP-hoz
kotheto kalciumjelekben is

A bAP-ban kédolt informacidtartalmat a depolarizaciohoz kapcsolodo kalcium
bearamlds ¢és a sejten beliil ennek hatdsara kialakuld atmeneti kalcium
koncentraciondvekedés kozvetitheti a kiilonféle dendritikus folyamatok felé. A
kovetkezo kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a bAP alakjaban tarolt analdg
informdciotartalom megjelenik-e a bAP-hoz kotott kalciumbearamlas szintjén is. A
kérdés megvalaszoldsdhoz olyan rendszerre volt szilikségiink, melyben az
elektrofiziologiai meéréssel egyidejlileg mérni tudtuk a dendrit mentén a bAP-hoz
kothetd kalciumjeleket is. Ehhez az elvezetett sejteket egy kalcium érzékeny
fluoreszcens festékkel (Fluo-5F) is feltoltottiik, és a fluoreszcens jeleket mértiik
konfokalis képalkotas segitségével (27. Abra). A hasznalt konfokalis technika elénye, a
nagy térbeli felbontasa, ami fontos kovetelmény egy tavolsagfiiggd valtozas vizsgalata
soran. Az intracellularis oldat ebben az esetben is tartalmazott Alexa Fluor 594-et is,
amit a képalkotashoz megfeleld dendritszakaszok kivélasztasdhoz, illetve a sejttest és a
mért dendritszakasz kozotti tavolsag meghatarozasahoz hasznaltunk. A kisérlet sordn
egeészsejtes elvezetési konfiguraciot alakitottunk ki a fent emlitett intracellularis oldatot
hasznalva, majd vartunk legalabb fél orat, hogy legyen ideje a festékeknek a difftiziora
¢s az egyensulyi koncentracio elérésére. Ezt kovetden kezdtik meg a tényleges
kisérletet, mely abbol allt, hogy valtakozva, hol depolarizaltabb (64,3 + 0,3 mV), hol
pedig hiperpolarizaltabb (-77,6 = 0,3 mV) allapotbol kiindulva akcidos potencidlokat
valtottunk ki a sejttestbdl, mikdozben a dendrit adott pontjan mértiik a bAP hatésara
kialakulo fluoreszcens kalciumjeleket. Az altalunk létrehozott membranpotencial
kiilonbség nem okozott mérhetd kiilonbséget a fluoreszcencia alapvonalaban (0,8%,

p=0,17, n=54 dendritikus pont, t-teszt).
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27.Abra. A bAP-t kiséré kalciumjelek tavolsagfiiggd valtozdasai

A, Pipettan keresztiil feltoltott és Alexa Fluor 594 segitségével lathatova tett szemcesesejt. A kalciumjelek
méréséhez a Fluo5-F kalcium indikatort hasznaltuk. Csillagok jelzik a kalciumjelek (Fluo-5F jel) mérési
helyét a dendritek mentén. Jobbra a kisérletben mért kalciumjel parok lathatok. B, Kiilonféle tavolsagra
mért atlagos depolarizalt és hiperpolarizalt kalciumjel parok. C, A kalciumjelben tapasztalt valtozasok
tavolsagfiiggése. Vilagoskék pontok jelolik az egyedi adatpontokat, mig sotétkékben a 13 pont alapjan

szamolt csuszo atlag lathato.

A kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a hiperpolarizacié a sejttest tavolsagatol
fliggben eltéré moédon befolyasolta a dendritikus kalcium jeleket (27.B és C Abra). A
sejttest kozelében, 75 pum-es tavolsagon beliil, a hiperpolarizaltabb AP kalcium jelei
nagyobbak voltak, mint a depolarizalt esetben mérhetd jelek (12,5 = 1,5 %-os
novekedés, p=2,5*10'9, n=31 dendritikus pont, t-teszt). Ezzel szemben a
hiperpolarizaci6 a tavoli dendritszakaszokon éppen ellentétes hatast fejtett ki a
kalciumjelekre itt ugyanis a hiperpolarizaltabb allapot a kalcium jelek jelentos

csOkkenéséhez vezetett (120 um-es tavolsagon til 15,6 = 3,9 %-os csokkenés, p=0,0022,
n=12 dendritikus pont, t-teszt).

A kapott eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a sejttest allapotanak analog

informaciotartalma nemcsak a bAP-k alakjat képes befolyasolni a szemcsesejtekben, de
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a hozzajuk kapcsolddo dendritikus kalciumjeleket is. Ugyanakkor a hatas nem egységes
a dendrit mentén, mivel a dendritikus elhelyezkedés fiiggvényében kétiranyt modulaciot

figyeltiink meg.

5.3. Modell-aramok épitése a bAP-hoz kotédo kalcium bedramlas
vizsgdlatahoz

Az eddigi eredményeink alapjan tehat tudjuk, hogy a dendritekben zajld
informaciofeldolgozasban kdzponti szerepet jatszo kalcium jelatvitel képes kdzvetiteni a
bAP alakjaban tavolsagfiiggd modon kodolt analdg informaciot. Kovetkezd 1épésként
arra voltunk kivancsiak, hogy milyen mechanizmus vagy mechanizmusok kapcsoljak
Ossze a bAP fesziiltségjelében mérhetd valtozasokat a kalcium bedramlésban mérhetd

kiilonbségekkel.

A kérdés tisztazasdhoz ujra a szamitogépes modellezést hivtuk segitségiil, amihez elsé
Iépésként kalcium aram modellek sorozatat hoztuk létre. Azt szerettiik volna, ha a
hasznalt iondram-modellek viselkedése a lehetd legnagyobb mértékben hasonlitson
azokra a kalciumaramokra, melyek a mi elvezetési koriilményeink kozott a szemcsesejt
dendriteket jellemezhetik, ezért Ugy dontottiink, hogy a hasznalt modell-dramok
viselkedését a szemcsesejtekben mérhetd valds kalciumaramoknak megfelelden allitjuk
be. Az iondram modellek paramétereinek finomhangoldsa nagyszaml csatorna
miikodésén alapuld, makroszkopikus dramméréseket igényelt. A dendritikus folyamatok
modellezéséhez kozvetleniil a dendritb6l mért kalcium dramok lettek volna a
legalkalmasabbak, sajnos azonban a kisérleti elrendezésbdl fakadd nagy soros ellenallés
nem teszi lehetdvé a kinetikai vizsgélatokhoz sziikséges mindségli gyors és pontos
fesziiltségkontrollt ezekben az elvezetésekben. Egy masik alternativa az outside-out
patch preparatumok haszndlata lett volna (a mar bemutatott [, mérésekhez hasonldan),
azonban ezt a lehetdséget is elvetettiik, elsGsorban azért, mert a kalciumcsatornak
stirlisége a dendriten nem eléggé nagy ahhoz, hogy megfelelden jo jel/zaj viszonyt
biztositd, nagy ionaramot tudjunk mérni a kiszakitott membrandarabokon. Végiil a
modellek ¢épitése soran szemcsesejtbdl huzott nuklealt-patch preparatumokat
hasznaltunk a farmakologiailag izolalt kalcium aramok méréséhez (28.A Abra). Ez az
elrendezés kellden jol mérhetd kalciumaramokat eredményezett, optimalis fesziiltség

kontroll mellett. Az egyediili hatranya az volt, hogy a kisérlet jellegébdl adodoan csak a
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sejttesten is jelen levd csatornapopulacié viselkedésérdl nyuajt informaciot. Alapvetden
haromféle, egymastol jol elkiilonithetd kalciumaramot tudtunk kimérni ezeken a
preparatumokon. A legszembetlinbbb komponens egy lassi kinetikdju, inaktivalodo
aram, melyek a T tipust kalciumcsatorna csalad jellegzetes tulajdonsagai (28.A Abra,
(1)) "Bz az aramkomponens nem volt megfigyelhetd azokban a mérésekben, ahol T-
tipusu kalciumcsatorna blokkolot (NNC-55-0396, 10 puM) alkalmaztunk. Biztosan
tudjuk tehat, hogy az alacsony fesziiltségkiiszobon aktivalodo, lassu, inaktivalédd T-
tipusu kalciumcsatorndk jelen vannak a periszomatikus régioban, ami 6sszhangban all a

rendelkezésre 4116 irodalmi adatokkal™®>*%1°1],

A B C parancsfesziltség
konduktancia AP (sejttest) bAP (dendrit) négyszogjel

s BT T

80 mV

parancsfesziitseg nem inaktivalédd aram modell (NI_ca)
kontroll ‘—*W
"“r’— aktivacio idéallanddja

£ / inaktivalodd aram modell (lI_Ca)
NNC 550396 Y v
1ms
u _|20pA  inaktivacié idéallandéja
- 2ms kevert aram modell (li_ca:Ni_ca/1:1)
A 10 _\/__ X__(
1
-100 0 50 modell aram
fesziltség (mV) NNC jelenléténben mért aram

28.Abra. 4 haszndlt kalciumdram modellek viszonya a valés kalciumdramokhoz

A, Nuklealt-patch preparatumon mért izolalt kalciumaramok (az NNC55-0396 gatolja a T-tipust
csatornak mikddését, mig a kadmium blokkol minden fesziiltségfiiggd kalciumcsatornat). B, A
modellaramok fesziiltségfliggése és idobeli lefutdsa (vilagos sziirke: Ny ¢,, s6tétsziirke: I; ¢,). C, Az egyes
modell aramok és a kevert aram Osszehasonlitisa az NNCS55-0396 jelenlétében mért valos
kalciumaramokkal. A konduktancia mennyiségét a modellben ugy allitottuk be, hogy illeszkedjen a valos
aram csucsahoz (AP parancsfesziiltség esetén), vagy a tesztpulzus végén mért aramerdsségéhez
(négyszdgjel esetén).

Ahogy az a 28. Abra C paneljén is lathato, a magas fesziiltségen aktivalodo
kalciumcsatorna populacié sem homogén. Ha ugyanis T-csatorna-blokkolo jelenlétében
vizsgaljuk az iondramot, még mindig felfedezhetdé egy nagyon gyors és egy némileg
lassabb komponens a kalciumaramban. Ezen megfontolasok szerint legalabb harom
kiilonféle modellre van sziikség ahhoz, hogy modellezni tudjuk a szemcsesejtek kalcium

aramainak viselkedését. Mivel azonban a késébb ismertetésre keriilé farmakologiai
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vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a T-tipusu kalciumcsatornak nem jatszanak dontod
szerepet az analdg modulacio kozvetitésében, ezért a modellezésiinket kétféle ionaram
viselkedésének tanulmanyozasara korlatoztuk (28.B és C Abra). Az ionaram-modellek
egyike egy nem inaktivalédd, magas fesziiltségkiiszobon aktivalodd éaram volt
(tovabbiakban Nij c,, mint nem inaktivaldodé kalcium 4ram), ami lényegében a
leggyorsabb mért aramkomponensnek felelt meg. A masik vizsgalt iondram egy szintén
magas aktivacios kiiszobbel rendelkezd, de némileg lassabb kinetikdju, inaktivaciot
mutaté dram (tovabbiakban Ij c,, mint inaktivdlodd kalcium aram) volt. A modellek
fesziiltségfliggd viselkedését az irodalomban rendelkezésre all6 adatok alapjan épitettiik
fel'*%, ¢s az alkalmazhatosagukat ugy teszteltiik, hogy dsszevetettiik a modell aramokat
a bAP alakokkal illetve négyszdgimpulzussal kivaltott valos kalciuméaramokkal (28.C
Abra). Ahogy az lathato, leginkabb a két modell 1:1 aranyu kevert drama feleltethetd
meg a valos kalciumdramnak, ezért a modellezés soran az egyes modell &ramok mellett

mindig megvizsgaltuk a kevert iondram viselkedését is.

5.4. Tavoli dendriteken a bAP-csucs csokkenése felel a kisebb kalcium
bedaramlasért

A megvaltozott bAP alak és az eltérd kalcium bedramlds mechanisztikus
kapcsolatanak vizsgalata sordn eldszor a disztalis régioban megfigyelt csokkenés okat
szerettiik volna tisztazni. Ebben a régidban a hiperpolarizacio jelentdsen csokkentette a
bAP csucsat. Modellezés segitségével arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a
hiperpolarizacidhoz kapcsolédd kisebb csucspotencidl megmagyarazhatja-e a kisebb
mértéklt kalcium bedramlast? A kérdés megvalaszolasdhoz olyan szimulaciokat
futtattunk, ahol a sejttesttdél kiilonbozd tavolsdgra mért bAP-k szolgaltattdk a
fesziiltségjelet az iondram modellek szdméra. A szimul4ciok sordn aztdn 2 mV-os
Iépésenként eltoltuk a teljes fesziiltségjelet (a vizsgalt tartomany +6 mV-t6l -30 mV-ig
terjedt, 29. Abra), ily modon egyidejiileg valtoztattuk a bAP-t megeléz6 alapvonalat és a
csucspotencialt is, hasonléan a disztalis dendriteken megfigyelt valtozasokhoz. A 29.
Abran a fesziiltségeltolds kalcium bearamlasra kifejtett hatasat lathatjuk a kiilonféle

modell ionaramok esetén.
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29.Abra. A tavoli bAP-t kiséré kalcium bedramlds nagyon érzékeny a csiicspotencidl viltozdsaira

balra: A 2 mV-os 1épésenként eltolt parancsfesziiltséget kiséré6 modell aramok. A példaképp bemutatott
szimulacidoban egy 116 um-es tavolsigban mért bAP-t hasznaltunk parancsfesziiltségnek. kdzépen: A
fesziiltségeltolds hatasa a kevert dramra (Nj c,:lj ca). Az egyes oszlopok szimuldciéi més-méis bAP-n
alapulnak, amiket az x tengelyen a tavolsag fiiggvényében rendezve mutatunk be. Az y tengelyen az
eltolas mértékét abrazoltuk, mig a kalciumjelben mért valtozas szinkodolva jelenik meg. jobbra: A két
grafikon a kiilon-kiilon vizsgalt modellaramokon mért hatast 6sszegzi.

gy bemutatva a fesziiltségeltolas mértéke adja a grafikonok y tengelyét, mig az x
tengelyt a sejttesttdl mért tavolsag alapjan rendezett kiilonféle bAP alakok adjak. A
fesziiltségeltolas hatdsa szinkodolva jelenik meg. A disztalis bAP alakok esetében azt
figyeltiik meg, hogy a szimulalt kalciumaramok nagyon érzékenyen reagaltak még a
viszonylag  kismértékli  fesziiltségeltolasra is. A proximdlis bAP  alakok
fesziiltségeltolasa ezzel szemben teljesen masként hatott a kalcium bedramlésra. Az
Ni ca modell esetében még viszonylag nagy fesziiltségeltolds sem okozott érdemi
véltozast az ionaramra, mig az I; c,, modell esetében a negativ iranyu eltolasok nagyobb
aramot eredményeztek. A 1ényegi kiilonbség a proximalis és a disztalis bAP alakok
kozott a cstcsfesziiltség abszolut értéke. Mig a proximalis bAP-k esetén a
csucspotencial meghaladja a +20 mV-ot, addig a disztalis bAP-k esetében ez az érték -
20 mV alatt van. Ertelmezni tudjuk az eltéré viselkedést, ha figyelembe vesszik a
kalcium csatornak aktivacios tulajdonsagait (28.B Abra). A kalciumcsatornak aktivacios

gorbéje alapjan a disztalis bAP okozta depolarizacié egyszeriien nem elegendden nagy
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ahhoz, hogy maximalis csatornanyitast eredményezzen. S6t, a bAP alatt elért maximalis
depolarizaci6 mértéke éppen abban a tartomanyban van, ahol a csatornanyitas
fesziiltségfliggése a lehetd legérzékenyebb. Ennek kovetkeztében a csucsfesziiltség
kismértékli megvaltozasa is jelentdsen befolydsolhatja a kalciumaramot. Ahogy azt az
inaktivalodo I c, modell esetén lathatjuk, ebben a fesziiltségtartomanyban a rendszer
annyira érzékeny a maximalis depolarizacid6 mértékére, hogy a cstics megvaltozasanak
hatésa teljesen elfedheti az inaktivacid jelenlétébdl fakado ellentétes iranyu hatast is.
Fontos latni, hogy ez a jelenség pusztan az aktivacié fesziiltségfiiggésén alapul, tehat
fliggetlen mind az aktivacido sebességétél, mind pedig az inaktivacid esetleges
jelenlététdl, ezért ebben a fesziiltségtartomanyban a bAP csticsanak csdkkenése kisebb
mértékli kalcium bearamldshoz vezet minden magas fesziiltségkiiszobon aktivalodo
kalciumcsatorna tipus esetén. Az aktivacio fesziiltségfliggése azt is megmagyarazza,
hogy miért volt a kalciuméaram kevésbé érzékeny a csucs valtozasara a proximalis bAP-
k esetén. A bAP lefutdsa soran elért depolarizacid ezekben az esetekben nagyobb volt,
mint amekkora a maximalis csatornanyitas kivaltdsahoz szilikséges és teljes mértékii
konduktancia aktivélas tortént még a cstics nagyobb mértékii negativ eltoldsa esetén is.
Az Ij ¢, modell esetén mindemellett érvényesiilni tudott az a hatas is, hogy a bAP-t
megeldzd hiperpolarizacié nagyobb csatorna elérhetdséget biztositott, ezért a negativ
iranyu fesziiltségeltolds lényegében nagyobb kalcium bedramlashoz vezetett. A
szimulacion alapulé mechanizmusjavaslatunk csak akkor lehet igaz, ha wvaldban
helytalld az a feltételezés, hogy a proximalis bAP okozta depolarizdcidé maximalis
konduktancia aktivalast eredményez, mig a disztalis bAP-hoz kapcsolodo depolarizacio
csak az elérhetd csatornapopulacio kis részét képes aktivalni. Ezen feltételek teljesiilését
nuklealt-patch preparatumok izolalt kalcium aramait mérve kisérletes tton is sikertilt

megerdsiteniink (30. Abra).
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30.Abra. A nagy amplitidéjii bAP alatt kézel teljes a kalciumesatorndk aktivdcidja

balra: A kozeli bAP alakjan alapuld protokoll (kék), ahol a felszallo szakasz és a cstcs kozé valtozo
hosszusagu, de allandé nagysagt fesziiltségjelet illesztettiink az aktivacié mértékének meghatarozasahoz.
Alatta lathatok az atlagolt kalciumaramok (fekete). jobbra: a kdzbeiktatott szakasz hosszanak hatdsa a
mért kalciumjelekre. A depolarizacido mesterséges elnyujtasa tavoli bAP alak esetén jelentésen noveli a
mért kalciumaram nagysagat (zold) ami arra utal, hogy sokkal tobb csatorna aktivalhatd, mint amennyi
kinyilik a bAP alatt. Ezzel szemben a kozeli bAP elnyujtdsa nem vezet jelent6s novekedéshez a
kalciumaramban (kék), jelezvén, hogy az elérhetd csatornak nagy tobbsége kinyilik a bAP alatt.

Osszegezve tehat, a szimulacionk alapjan ugy gondoljuk, hogy a hiperpolarizacié esetén
megfigyelt kisebb kalcium bearamlas egyenes kovetkezménye a tavoli dendritekben

megfigyelhetd negativabb bAP csucspotencialnak.

5.5. A proximadlis dendriteken megfigyelt keskenyebb bAP onmagdaban
nagyobb kalcium bedramldst eredményez

Kovetkezd 1épésként a sejttesthez kozeli dendritikus régioban is megvizsgaltuk,
hogy milyen kapcsolat all fenn a bAP alakja és a kalcium bedramlas kozott.
Emlékezziink ra, hogy ebben a régidoban a membranpotencidl analdég modulécidja
kétféleképpen jelenik meg. Az egyik maga a kiinduldsi membranpotencial, ami a
kiilonféle ioncsatorndk elérhet0ségének valtoztatdsdval keresztil Onmagaban is
jelentéséggel birhat. A masik hatds pedig a hiperpolarizdcid hatasdra megvaltozo
repolarizacids fazis. Szerettilk volna a kétféle hatast egymastol elkiiloniilten kezelni,
ezért egy olyan kisérleti eljarast dolgoztunk ki, ami 4lland6 kiindulési
membranpotencidl mellett is lehetdvé tette a gyorsabb bAP repolarizacié kalcium

bearamlasra kifejtett hatasanak vizsgalatat. A kisérlet soran kételektrodas dinamikus-
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clamp technika segitségével szabalyoztuk a repolarizacid sebességét ¢és ezzel
egyidejlileg mértiik a kalciumjeleket a proximalis dendritekben. A technika segitségével
tehat a kiindulasi hiperpolarizacié nélkiil hoztunk létre a megfigyelthez hasonlé mértékii
véaltozast a repolarizdcioban, mikdzben nyomon kovethettik a megvaltozott
repolarizacid hatasat is. A dinamikus-clamp mesterséges kalium konduktancia modelljét
a nuklealt-patch preparatumon mért inaktivalodd kaliumaram fesziiltségfiiggése és
kinetikai profilja alapjan hoztuk létre (14. Abra). Kételektrodas elvezetésre azért volt
sziikség, mert méréstechnikai okbol nagyon nehéz megbizhatdan monitorozni az
akciospotencial alakjat, ha ugyanazon az elektrodan keresztiil folyamatosan valtozo
amplituddji gyors araminjekcid is torténik. Ha azonban két elektrodat hasznélunk,
akkor az egyik pipettan keresztiil tudjuk mérni a membranpotencial pillanatnyi értékét,
¢s ennek megfelelden pontosabban kiszamithatdé a konduktancianak megfeleld
pillanatnyi d&rammennyiség, amit a masik elektréda segitségével juttathatunk a sejtbe.
Varakozasunknak megfeleléen a 4-8 nS mesterséges konduktancia jelenléte nem
befolyasolta a kiinduldsi membranpotencial értékét (-68,7 + 0,6 mV a konduktancia
jelenlétében, -68,8 £ 0,5 mV a konduktancia nélkiil, p=0,633, n=11 sejt, paros t-teszt),
de a hiperpolarizaci6 hatdsdhoz nagyon hasonld6 modon befolyasolta az AP alakjat,
vagyis gyorsabb repolarizaciot eredményezett ugy, hogy érdemben nem befolyasolta az

AP csucsat (31. Abra).

S
\E A gpasszf\t
g-clamp 5 V-monitor § ¢
-7 ‘§ *
§ 10 -
keskeny AP (g;5) £ . *
kontroll -GE—)- . ¢
_ R
kalcium jelek ©
feszultségkulénbség 20-40 pm tavolsagra ®
(2]
101 mV an | 10% §107 .
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31.Abra. 4 repolarizicié felgyorsitisa énmagdban elég a kalciumjelek noveléséhez

balra: A mesterséges konduktancia jelenlétében (z61d), vagy anélkiil (sziirke) regisztralt atlagos AP alak
(n=11 sejt) illetve a ketté kozotti fesziiltségkiilonbség (fekete). kozépen és jobbra: a mesterséges
konduktanciaval felgyorsitott repolarizacié hatasa a proximalis kalciumjelekre. A jobb oldali grafikon
bemutatja a passziv konduktancia hozzaadasan alapuld kontroll kisérletek eredményeit is.
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A kalcium jeleket a sejttest kozelében mértik (20-40 um-re a sejttesttél), abban a
régidban, ahol feltehetdleg a szomatikus AP manipuldlasaval még befolyasolhattuk a
bAP alakjat.A kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy onmagadban a repolarizacio
fazisanak mesterséges felgyorsitasa megnovekedett kalcium bedramlést eredményezett
(8,6 = 1,4 %, p=0,00012, n=11, t-teszt, 31. Abra). Végeztiink olyan kisérleteket is, ahol
nem csak a repolarizaci6 fazisat modositottuk, hanem egy passziv konduktancia
hasznalataval az AP alakjanak minden paraméterét megvaltoztattuk. Ebben az esetben
azonban nem tapasztaltunk érdemi ndvekedést a kalcium bedramldsban, ami tovabb

hangstilyozza a repolarizacio kritikus szerepét a folyamatban.

Osszegezve tehat azt talaltuk, hogy a szemcsesejtek proximalis dendritjeiben a
felgyorsult bAP alak 6nmagaban elégséges ahhoz, hogy nagyobb kalcium bearamlast

okozzon.

5.6. A keskenyebb bAP akkor vezet nagyobb kalcium bedramldishoz, ha
kelloen gyors a kalciumcsatorndk inaktivacidja

Lathatjuk tehat, hogy a méréseink szerint a gyorsabb akcios potencialhoz nagyobb
kalcium bearamlas tarsult. Ez egy nagyon érdekes eredmény, mivel az AP alak és a
kalcium bearamlas kozotti viszony tipikusan ezzel ellentétes irdnyul, vagyis a legtobb
vizsgalt rendszerben a keskenyebb akcids potencidl kisebb kalcium bedramlést
eredményez!'”*"! (de 1asd!'"®). Szilard bizonyitékok timasztjék ald, hogy az AP
kisz¢lesedése megnovekedett kalcium bedramléast okoz még a szemcsesejtek axonjaban
ist'*®! Szerettiik volna feloldani a méréseink és az irodalmi adatok kozott felmeriilt
ellentmondast, ezért jra a szamitogépes modellezéshez fordultunk segitségért. Ebben az
esetben arra kerestiik a valaszt a szimulaciok segitségével, hogy milyen koriilmények
kozott fordulhat eld novekedés a kalciumaramban egy gyorsabb AP esetén. Ezt ugy
vizsgaltuk, hogy proximalis dendritbdl elvezetett AP alakokat, egy depolarizalt bAP-t és
annak a hiperpolarizalt parjat hasznaltunk fesziiltségjelként tigy, hogy az AP-t megel6z6
membranpotencidlt az eredeti értéktdl fiiggetleniil mindkét esetben -80 mV-ra allitottuk
be. fgy a dinamikus-clamp kisérletekhez hasonléan lehetségiink van az AP alak
hatdsanak izolalt, a kiinduldsi membranpotencialtol fiiggetlen vizsgalatara. A
szimuldciok sordn az eredeti Ij ¢, és Nj ci, modellekbdl kiindulva szisztematikusan

megvaltoztattuk a csatornak kinetikai paramétereit és megnéztiik, hogy a gyorsabb
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repolarizacié milyen hatast valt ki a kiilonféle esetekben. Ebben az esetben mindkét
csatornatipusba beépitettiik a fesziiltségfiiggé inaktivaciot is. A 32. Abra a paneljén
talalhat6 grafikonok mutatjdk a modellezésiink eredményét. Itt az x tengely értéke az
inaktivacié idéallanddjanak felel meg, mig az aktivacio iddallandojat az y tengelyen
abrazoltuk. Szinkddolva lathatd a gyorsabb repolarizacid hatdsa a kalciuméaramra. A
grafikonok értelmezését érdemes a jobb oldali résziikkel kezdeni. Ez az a régid a
paramétertérben, ahol az inaktivacid sebessége (az inaktivacio idéallandojat 300 ms-ig

vizsgaltuk) nagysagrendekkel lassabb, mint egy bAP lefutasa.
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A parancsfesziiltség i i . B /
4 sec valtozas a kalcium
1O_| ....................... /,: ..................... 1,.0 a’ramban (%) 0 mV parancsfeszultség
B ; 15 _ L
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32.Abra. 4 nagyobb kalcium bedramlds kulcsa a gyors inaktivdcié

A, Szamitogépes modellezés, amiben azt vizsgaltuk meg, hogy a csatorndk milyen kinetikai paraméterei
mellett valik lehetvé a gyorsabb repolarizacidhoz kotott nagyobb kalcium bedramlds. A kérdés
megvalaszolasdhoz szisztematikusan valtoztattuk az aktivacidé ¢és az inaktivacid sebességét a
csatornamodellekben. Parancsfesziiltségként egy olyan proximalis bAP part alkalmaztunk, ahol az AP-t
megel6éz6 membranpotencial értékét -80 mV-ra allitottuk be, hogy elkiiloniilten tanulményozzuk a
repolarizacio hatasat. A kapott modellaramok alapjan meghataroztuk, hogy adott csatorna tulajdonsagok
mellett milyen hatast valt ki a gyorsabb repolarizacio. A szinkodolt grafikonok mutatjak be a szimulaciok
eredményeit. Csillaggal jeloltiik az alul példaként bemutatott kalciumaramok helyét a paramétertérben.
Emellett nyillal jeloltiik az inaktivacid kisérletes titon meghatarozott sebességét is. Az alsé sorban a
g6rbék a modellaramok eredeti aktivacioja mellett mutatjak be az inaktivaci6 sebességek hatdsat (I; c:
1,137 ms, sotétsziirke, Ny ¢,: 0,825 ms,vildgossziirke). B, Izolalt kalciumaram mérések, amik azt mutatjék,
hogy valoban jelen van a szemcsesejteken egy olyan kalciuméaram, ami gyors inaktivacidval rendelkezik.
A sziirke aram egy egyedi kisérlet, mig feketével az 6sszes kisérlet atlaga lathato.
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A teriilet tehat gyakorlatilag megfelel a modellaramok inaktivacié nélkiili
viselkedésének. Azt lathatjuk, hogy ezekben az esetekben a gyorsabb AP alak mindig
csOkkent ionaramot eredményez, a csatornaaktivacid sebessége csak a csokkenés
mértékét befolydsolja. Ahogy azonban bal felé¢ haladva az inaktivacid sebessége egyre
gyorsabba valik, tigy valtozik meg a modellek viselkedése is. Megfeleld gyorsasagu
inaktivacid esetén megjelennek olyan kinetikai kombinacidk is, ahol mar a gyorsabb
akcids potencial képes ndvelni az iondramot. Egy kritikus inaktivacios sebesség felett,
ahol az inaktivacio sebessége egy tartomdnyba keriil az akcids potencial idobeli
lefutdsaval, azt tapasztalhatjuk, hogy a gyorsabb AP mindig ndvelni fogja a
kalciumaramot, fliggetleniil az aktivacié sebességtdl. A modell tehat ramutatott arra,
hogy a gyorsabb repolarizacié nagyobb kalcium bearamlashoz vezethet, de csak akkor,
ha a kalciumcsatorna mukddése a bAP lefutasaval egy iddskalan mozgd, gyors
inaktivaci6t mutat. Ennek ismeretében megvizsgaltuk, vajon a szemcsesejtek
kalcium csatornak, amik ennyire gyors inaktivaciot mutatnak (32.B Abra). Nuklealt-
patch preparatumokon izolalt kalcium aramokat mértiink gy, hogy a natrium-, és
kaliumcsatornak mellett gatoltuk a T-tipusu kalciumcsatorndk milkodését is. A
csatorndk aktivaladsdhoz alkalmazott négyszogimpulzus ebben az esetben kelléen hosszl
volt ahhoz, hogy tanulmanyozni tudjuk az inaktiv allapot elérésének idofiiggését (300
ms, 0 mV-on). A mért kalctumaramok inaktivacioja tobbkomponensii idébeli lefutést
mutatott, amit megfelelden jol tudtunk kozeliteni két exponencidlis gorbe illesztésével.
Az illesztés eredményébdl kideriilt, hogy a mérhetd iondram egy jelentds komponensét
gyors inaktivacio jellemzi (Tgyors: 8,3 + 1,3 ms, T 46 £ 11 ms, ahol a gyors
komponens stlya atlagosan 52,8 + 8,9%, n=6 patch). Méréseink tehat alatdmasztottak

egy gyors inaktivaciju kalciumcsatorna populacid jelenlétét a szemcsesejteken.

5.7. A kalciumjelek analog modulaciéjaban alapvetd szerepet jatszanak a
dendpritikus R-tipusu kalciumcsatornak

A fent ismertetett szimulaciok azt sugalljak, hogy a szemcsesejtek proximalis
dendritjein jelen kell, hogy legyen egy olyan kalciumcsatorna populacid, ami magas
fesziiltségen aktivalodik, ¢és nagyon gyors inaktivacidt mutat. A kiilonféle

kalciumcsatorna tipusok koziil az R-tipusu csatornak azok, amik hasonlo6 tulajdonsaggal
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birnak, és tudjuk, hogy ott vannak a szemcsesejtekben. Az R-tipust kalciumaramot
ugyanis altaldnossagban a fesziiltségfiiggd inaktivacid, magas aktivacids kiiszob ¢€s
gyors aktivacios kinetika jellemzil®®'®”). Ezt a fajta 4ramot zémében Ca,2.3 csatornk
kozvetitik, farmakologiai profiljat tekintve nikkel- és kadmium érzékeny, emellett a
kalcium csatornak kozott specifikus modon blokkolja az SNX-482 nevii peptidtoxin. Az
irodalmi adatok ¢€s a sajat nuklealt-patch eredményeink alapjan azonban azt is tudjuk,
hogy a szemcsesejtek tobbféle kalciumcesatorna tipust is kifejeznek a szomatodendritikus
membranfelszin membranfelszinen. A kovetkezd kisérletsorozatban farmakologiai
eszkozok segitségével annak jartunk utana, hogy az egyes csatorna tipusok milyen

szerepet jatszanak a proximdlis dendritek miikddésének bAP fliggd analog

crcr

crer

nukleélt-patch preparatumok izolalt kalcium aramait, illetve a proximalis dendriteken
mért kalcium jeleket hasznaltunk a mérésekhez. A kalcium aram mérések soran olyan
fesziiltségjel part hasznaltunk az dramok kivaltasara, ami nemcsak az eltérd AP alakot
tartalmazta, de érintetleniil hagytuk az AP-t megel6z6 membranpotencial kiilonbséget is.
Kontroll kortilmények kozott, vagyis amikor egyik kalcium csatorna sem volt gatolva a
hiperpolarizaltabb bAP jelentds novekedést okozott a kalciumaramban (33.A Abra).
Ahogy azonban lathaté ez elsésorban annak koszonhetd, hogy a hiperpolarizaltabb
membranpotencidlnal jelen van egy lassi, de hosszan tartd aramkomponens, ami
hianyzik a depolarizéltabb bAP esetében. A lasst csatornakinetika és a tény, hogy az
aramkomponens mar -60 mV koriil nem volt jelen arra utalt, hogy ez az 4&ram T-tipusu

kalciumcsatornak mukodésének koszonheto.
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33.Abra. Nikkel érzékeny R-tipusii kalciumcsatorndk felelnek a kalcium bedramlds novekedéséért

A, Nuklealt patch preparatumon mért, eltérd kiinduldsi membranpotencialt és eltéré bAP alakot egyarant
tartalmazd protokollal kivaltott, izolalt kalciumaramok kontroll koriilmények kozott, a T-csatorna gatld
NNC- 55-0396 (10 uM) jelenlétében vagy a T-és R tipust csatornakat egyarant gatlé nikkel mellett (500
uM). B, A kevert modell (megfeleltethetd az NNC jelenlétében mért kalciumdramnak) és a Njc,
modelldram (a nikkel jelenlétében mért valdos aram megfeleldje) viselkedése az A panelen bemutatott
parancsfesziiltség par esetén. C, A hiperpolarizacié hatasa a sejttesthez kozeli kalciumjelekre kontroll
koriilmények kozott, NNC illetve nikkel jelenlétében.

Valoban, ha NNC-550396 segitségével szelektiven gatoltuk a T-csatorndk miikodését,
akkor ez a lassti komponens nem jelent meg a hiperpolarizéltabb bAP hatdsara sem. Azt
tapasztaltuk azonban, hogy a hiperpolarizaltabb bAP a T-csatornak nélkiil is nagyobb
kalcium aramot eredményezett (9,2 = 1,7%, p=0,00073, n=9 patch, t-teszt). Ez a kisérlet
megerdsitette a korabbi szimuldcidink eredményét miszerint magas aktivacios kiiszobli
csatornak is mutathatnak megnovekedett kalciumaramot a hiperpolarizacio, és az ahhoz
tarsult keskenyebb bAP esetén. Az R csatorndk szerepének tisztazasahoz nikkel
jelenlétében végeztiink méréseket, ugyanis a nikkel gatolja a T és R tipust
kalciumcsatorndk miikodését. Azt talaltuk, hogy a nikkel jelenlétéban a hiperpolarizalt
bAP mar nem ndvelte meg a kalciumaramot (1,3 = 1,6%, p=0,44, n=6, t-teszt), ami azt
bizonyitja, hogy valamelyik nikkel érzéken komponens kulcsfontossagl szerepet tolt be
az analég modulacidban. Mivel a T-aram szerepét a szelektiv gatloszere segitségével
mar az elébb kizartuk, igy az R-dram marad egyetlen lehetséges jeloltként. A
mérésekkel parhuzamosan modellezés segitségével 1s megvizsgaltuk az eltérd
viselkedésii csatornak szerepét (33.B Abra). A szimulaciok soran teljesen ugyanazokat a

fesziiltségjeleket hasznaltuk, mint a valdés aramméréseknél, €s arra voltunk kivéancsiak,
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hogy a mért adatok mennyire vannak &sszhangban a modell altal prediktalt hatéssal.
Ebben az esetben a kevert I; co/Ni ca modellaram megfeleltetheté az NNC jelenlétében
mért iondramnak, mig a N ¢, modell 6nmagaban a nikkel jelenlétében mért arammal
hasonlithatd 0Ossze. Lathatd, hogy a kiilonféle mérések jo egyezést mutatnak a
szimulacio joslataival. Ezek a kisérletek alatamasztjadk azt a feltételezésiinket, miszerint

az R-csatornak az analdog moduléciéo meghatarozé kalcium csatornai.

A farmakologiai kisérleteket elvégeztiik a dendritikus kalcium jelek optikai mérésével is
(33.C Abra). Ez azért nagyon fontos, mert a nuklealt-patch kisérletektdl eltérden ebben
az esetben a valodi dendritikus jeleket tudtuk tanulményozni ugy, hogy a rendszer
minden eleme érintetlen maradt. Az eddigi kisérletekkel teljes 6sszhangban azt talaltuk,
hogy a T-csatorndk gatldsa onmagaban nem befolyasolta a hiperpolarizacié hatasara
mérheté megnovekedett kalcium bearamlast (kontrol koriilmények kozott 13,1 £+ 1,6%,
p=2x10", n=26 dendritikus teriilet; NNC55-0396 jelenlétében 12,1 + 1,3%, p=2x107,
n=9 dendritikus teriilet, t-teszt). Ezzel szemben nikkel jelenlétében megszlint a
kalciumjelek analég modulécioja (2,1 £ 1,4%, n=14 dendritikus teriilet, egytényezds
ANOVA: p=6x107, post hoc Bonferroni teszt alapjan szignifikans kiilonbség van a Ni*"
és az NNC55-0396 csoport kozott, p=0,0046).

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a hiperpolarizaciohoz —kapcsolodo
megnovekedett kalcium bedramlashoz sziikséges és elégseéges feltétel az inaktivalodo R-

tipust csatorndk dendritikus jelenléte.

5.8. Dinamikus membrdanpotencial vadltozasok moduldléo hatisa a
dendritikus kalcium jeleken

Az eddig ismertetett Gsszes kisérletet olyan koriilmények kozott végeztiik, ahol
hosszl ideig allando értéken tartottuk a membranpotencidlt, miel6tt kivaltottuk volna a
vizsgalni kivant AP-t. Ennek az az oka, hogy ilyen koriilmények ko6zott minden
ioncsatorndnak volt ideje elérni az adott membranpotencialra jellemzd egyenstlyi
allapotat. Ez a megkdzelités nagyon elonyos egy jelenség leirdsanal, illetve a kiilonféle
résztvevd mechanizmusok vizsgélata soran. Tudjuk azonban, hogy az idegsejtek
membranpotencialja szinte soha nem d4llandd, hanem folyamatosan ¢és nagyon

dinamikusan véltozhat, és ez a rendelkezésre 4ll6 in vivo adatok tanusdga szerint a
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. . . 1A [59,62,63,198
szemcsesejtek esetében sincs masként!>0%63:1%!

. A dendritikus analdég modulécid
lehetséges ¢€lettani  szerepének megértéséhez sziikség van tehat arra, hogy
megvizsgaljuk, vajon az egyensulyi helyzetben kimért modulalé mechanizmusok a sejt
rendelkezésére allnak-e a dinamikusan valtozé koriilmények kozott is. A kérdés
megvalaszolasa soran a dendritikus kalcium jelek mérését hasznaltuk az analdg
moduléci6é indikatoraként. Ebben az esetben azonban a hagyoményos konfokalis
mérérendszer helyett egy masik technika, ugynevezett spinning disc konfokalis
képalkotas segitségével mértik a bAP-hoz kapcsolédd kalcium jeleket. Ezzel a
modszerrel viszonylag jo idObeli felbontas mellett egyszerre végezhettiink méréseket a
dendritfa jelentds részén, igy egyidejlileg tudtuk monitorozni a proximalis és a disztalis
hatasokat is. A méréshez hasznalt festékek tipusa és koncentracidja megegyezett a
hagyomanyos konfokalis méréseknél hasznalttal. A kisérletben ugyaniugy akcids
potencialokat valtottunk ki, mint az alapkisérletek soran, de ebben az esetben a kivaltott
AP-t megel6z6 id6szakban nem allando értéken tartottuk a membranpotencialt, hanem
egy théta frekvencia tartomanyba esd, 5,2 Hz-es kiiszob alatti oszcillaciot valtottunk ki
intracellularis draminjekci6 segitségével (34.A Abra). Az oszcillacié amplitadéja ebben
az esetben is az élettanilag relevans fesziiltségtartomanyt olelte fel (-62,2 + 0,7 mV a
legdepolarizaltabb ponton, mig -83,9 + 0,3 mV a leghiperpolarizaltabb ponton). A
kisérlet folyaman az AP kivaltasanak id6ézitését valtozattuk az éppen zajlé théta ciklus
fazisdhoz képest, és azt mértilkk meg, hogy hogyan valtoznak a kalcium jelek az egyes
fazisokban. Referenciaként az oszcillacio nélkiil, nyugalmi membranpotencialrol (-73,3
+ 0,3 mV) kivaltott kalcium jeleket hasznaltuk. A kisérleteink szerint a disztalis
dendritekben a kalcium jelek nagymértékben fliggtek az éppen futd ciklus fazisatol
(32.B Abra, p=0,0066, n=5 sejt, egytényezé6s ANOVA, Greenhouse-Geisser korrekcio).
Ez azt jelentette, hogy a ciklus depolarizaltabb fazisaban (40° és 160° kozott) a
referenciajelhez képest szignifikdns novekedést tapasztaltunk. Ezzel szemben a
hiperpolarizaltabb fazis alatt (219° és 339° kozott) a kalcium jelek hatarozott csokkenést
mutattak. Erdekes modon a proximalis kalciumjelek esetén nem tapasztaltunk hasonléan
erés modulaltsagot (25-100 um tavolsagra esd dendritszakaszok; p=0,062, n=5 sejt,
egytényezds ANOVA).
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34.Abra. A disztalis moduldlé hatds képes kévetni a dinamikus membrdnpotencial valtozdsokat is

A, Az éppen futd théta ciklus kiilonbozd fazisaiban kivaltott proximalis (kék) €s disztalis (zold) atlagos
kalciumjelek. B, A ciklus alatt mért kalciumjelek valtozasok a referenciaként hasznalt, nyugalmi
membranpotencialrdl kivaltott jel nagysagahoz képest.

Az eltérd viselkedés megérthetd, ha figyelembe vessziik, hogy a proximalis és a disztalis
modulacié méas-mas mechanizmuson alapul. Amint azt mar tudjuk, a disztalis moduléacio
teljesen fiiggetlen a kalcium csatorndk kinetikai paramétereitdl, ezért valoszinlileg még
ennél is gyorsabb valtozdsokat is kovetni tudna. A sejttesthez kozeli dendritek
moduldcidja  viszont nagymértékben fiigg a kalciumcsatorndk inaktivacids
tulajdonsagaitol. Az inaktivalodott csatorndknak azonban idére van sziiksége, hogy Gjra
aktivalhatdak legyenek, ezért 1ényegében az inaktivaciobol vald visszatérés iddbeli
lefutasa fogja meghatarozni, hogy milyen iddkereten beliil képes hatékonyan mitkodni
az analég modulaci6 a proximadlis dendriteken. Az id6keret meghatdrozasdhoz mind
optikai uton, mind pedig izolalt kalciumaram mérések segitségével tanulmanyoztuk a
kalciumcsatornak inaktivaciobol valo visszatéréséhez sziikséges id6t (35.A és B Abra),
ami a méréseink alapjan sokkal hosszabb, mint egy théta ciklus fazisideje. A visszatérés
iddallanddja ugyanis mindkét mérés szerint legalabb 300 ms volt, ami azt jelenti, hogy

ez a mechanizmus csak 2 Hz-nél lassabb véltozasok esetén valik igazan hatékonnya.
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35.Abra. Az inaktivaciol torténd visszatérés sebessége korlatozza a proximalis moduldcio dinamikdjat

A, Kiilonboz6 ideig tartd (140-1740 ms) hiperpolarizalt allapotot kovetd atlagos kalciumjelek
(kék:proximalis, zold:disztalis). A jelek mellett a szamok a hiperpolarizacié id6tartamat jelolik. A jobb
oldali grafikon a depolarizalt kalciumjelhez (0 ms, -62,5 + 0,2 mV) viszonyitott valtozast mutatja be a
hiperpolarizalt allapot (-79,8 = 0,7 mV) hosszanak fliggvényében, a valtozasokra illesztett exponencidlis
gorbékkel egyiitt (proximalis gorbe: R?=0,915, n=15 sejt alapjan; disztalis gorbe: R*: 0,896, n=11). B,
NNC jelenlétében mért atlagos kalcium aramok (n=17 nuklealt patch) visszatérése az inaktiv allapotbol.
Az aramok kivaltasdhoz hasznalt tesztpulzust (+20 mV, 2 ms) egy valtozo hossziisagl hiperpolarizald
1épés eldzte meg (-80 mV, 150-1500 ms). A jobb oldali grafikon a hiperpolarizacié nélkiil kivaltott (0 ms)
kalciumaramhoz viszonyitva mutatja be a kalciumaramok valtozasat a hiperpolarizalt allapot hosszanak
fliggvényében, a pontokra illesztett exponenciélis gorbével egyiitt (R*: 0, 837).

Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a dendritikus hibrid jeldtad4s dinamikus
fesziiltségvaltozasokat is kovethet, bar a proximalis mechanizmus igazan csak a lassu

valtozasok kodolasat teszi lehetové.

5.9. A bAP-k analog informdciotartalma befolydsolia a serkentd
szinapszisok plaszticitasi folyamatait
A sejttest kiiszobalatti membranpotencial valtozasai tehat megjelennek a dendritben

terjedd bAP alakjaban ¢és a hozzd kapcsolédd dendritikus kalcium bedramléasban is.
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Mivel a bAP ¢és a hozza kotédo lokélis kalcium bearamlads egyik elemi funkcidja a
dendriten talalhato szinaptikus kapcsolatok erdsségének dinamikus szabalyozasal''Z,
ezért a kutatas utolsd fazisdban annak jartunk utdna, hogy az igy koddolt analog
informdciotartalom jatszhat-e valamilyen szerepet ebben az Osszetett szabalyozo
folyamatban. Hogy ezt a kérdést meg tudjuk valaszolni, ahhoz egy olyan kisérletes
elrendezést kellett taldlnunk, ami megbizhaté moédon a dendritikus szinapszisok bAP
fliggd hosszu tava modosulasdhoz vezet. Ezt kovetden pedig azt kell megvizsgalni, hogy
ez a hosszl tavu valtozas fiigg-e a sejttest membranpotencialjatol. Els6 1épésként tehat
egy olyan protokollt kellett kialakitani, ami képes a kivaltott bAP-k fiiggvényében
valamilyen irdnyba moddositani a szinapszisok erdsségét. A dendriten talalhato
szinaptikus receptorok aktivalasanak legaltalanosabb moddja a szinapszist formald
preszinaptikus rostok stimuléldsa. Ez a modszer azonban tobb szempontbol is elénytelen
lett volna a kisérleteinkben. Eldszor is tudjuk azt, hogy a vizsgalt dendritikus analog
modulaciéo erdteljes térfliggést mutat, és a molekuldris réteg rostkdtegeinek
stimulalasaval nehéz, vagy éppen lehetetlen lett volna biztositani a szinapszisok térben
preciz aktivalasat. Emellett a szinapszisok erdsségének hosszu tavi modositasa nemcsak
a posztszinaptikus oldalrél lehetséges, de preszinaptikus mechanizmusok egyarant
kozrejatszhatnak az esetleges valtozasok kialakitdsdban. Mi azonban a posztszinaptikus
valtozasokat dnmagaban, minden preszinaptikus hatast kikiiszobolve szerettiikk volna
vizsgalni. Ennek megfeleléen extracellularis stimulacid helyett MNI-glutamat
fotolizisével szabaditottuk fel a szinaptikus receptorok aktivalasdhoz sziikséges
glutamatot, és az igy kivaltott uEPSP-ket hasznaltuk fel a szinapsztikus potencirozodas
hosszll tavi méréséhez (36. Abra). A fényaktivalt glutamat felszabadulas mindkét fent
vazolt akadalyra megoldast jelentett, hiszen csak posztszinaptikus hatasokat lathattunk,
jo térbeli felbontds mellett. Egy ilyen kisérlet bedllitdsa esetén a kutatdo tobbféle
nehézségbe is litkozhet. Az elsd ilyen problémaforrds az, hogy a kisérlet folyamatos
fesziiltségkontrollt igényel, hiszen monitorozni kell a kivaltott uEPSP-ket kontroll
korilmények kozott illetve az indukcios protokollt kovetd tesztidoszak folyaman.
Emellett iddben rendezett mddon ki kell tudni véltani a plaszticitasi folyamat
elinditasahoz sziikséges bAP-kat is. A megfeleld fesziiltségkontrollhoz intracellularis
elvezetésre van sziikség. Tudjuk azonban, hogy az plaszticitdsi folyamatok

tanulmanyozasa a lehetd legérintetlenebb intracellularis kornyezetet igényli, mert a
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sejtek dializise a plaszticitasi folyamathoz nélkiilozhetetlen komponensek kimosasaval
jarhat, ami nagyon megbizhatatlannd teheti a mérések kimenetelét. Masik
kulcsfontossagli paraméter maga a parositasi protokoll, vagyis hogy a kelld szamban és
a sziikséges 1ddzités mellett alkalmazzuk a bAP-k ¢s az uEPSP-k térsitasat ahhoz, hogy
megbizhato plaszticitasi folyamatot inditsunk be. Mindemellett azt is el kellett donteni,
hogy melyik dendritszakaszra fokuszalva végezziik el a kisérleteket. Ennek megfeleléen
kiterjedt eldkisérleteket végeztiink az kisérletes elrendezés optimalizdlasa érdekében.
Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy az uEPSP-ket elegendé egy masodpercenként
parositani a kivaltott bAP-kkal. 300 ilyen pérositast kovetden robosztus hosszu tavu
megerdsddést (potencirozddast) tapasztaltunk a disztdlis dendritek szinapszisaiban (36.
Abra). A parositasok viszonylag nagy szamat az indokolja, hogy nem a potencirozas
minimalis kdvetelményeinek feltarasa volt az elsddleges célunk, hanem az, hogy a
lehetd legmegbizhatobba tegyiik az indukcids protokollt. A megbizhatd plaszticitas-
indukcio masik sarkalatos pontja az elvezetés soros ellenallasa volt. Azt tapasztaltuk
ugyanis, hogy nagyellenallast pipettak alkalmazasa esetén nagy biztonsaggal ki tudtuk
valtani a kivant hossza tavu valtozasokat. Ez valoszinlileg Osszefliggésben all a sejt
belsd kozegének a lehetd legnagyobb mértékii megdrzésével, ugyanis a 20 MQ
ellenallast pipettdk hasznalata minden bizonnyal lassitotta az elvezetett sejtek dializisét.
A soros ellenallas kritériumaként 50 MQ-os hatart alkalmaztunk €s abbahagytuk azokat
a kisérleteket, ahol ennél a kiiszobérteknél kisebb ellenallast tapasztaltunk. Maga a
kisérlet tehat tigy zajlott, hogy a sejtet -70 mV koriili membran potencidlon tartva hlisz
percen keresztill rogzitettiik a kivaltott uEPSP-k paramétereit. Ha az uEPSP-k
tulajdonsagai kellden stabilnak bizonyultak, akkor elinditottuk a parositasi protokollt

(300 AP/uEPSP, 1Hz), amit hossz tesztfazis kovetett (36. Abra).
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36.Abra. A bAP-ban kédolt analdg informdcié hatdssal van a szinapszisok hosszii tavii szabdlyozdsdra

A, Két példakisérlet, ami bemutatja a bAP-val parositott uEPSP-k hosszatavi véltozasait. A bal oldali
példan (vords) a parositas (1 Hz 300 AP) soran a sejtet depolarizalt allapotban tartottuk, mig a jobb
oldalon bemutatott kisérletben a parositds hiperpolarizalt membranpotencial mellett tortént (kék). A
grafikonok minden pontja harom egymast kovetdé esemény atlaga. B, fent: A kivaltott uEPSP-k atlagos
hosszu tava valtozasa depolarizalt (vords, -62,5 £ 0,5 mV), illetve hiperpolarizalt (kék, -81,4 = 0,5 mV)
parositas esetén (n=8-8sejt). lent: A sejtek bemend ellenallasa valtozatlan maradt a parositast kovetd
idészakban is. C, Az el6zdleg bemutatott elrendezéssel megegyezd kisérletek, de ebben az esetben
gatoltuk a kalciumcsatornak miikddését nikkel, nifedipin, m-conotoxin GVIA és NNC55-0396 egyiittes
kisérleteink 0sszefoglalod grafikonja. Az oszlopok az uEPSP-k relativ valtozasait mutatjak, mig korokkel
jeloltiikk az uEPSP parositas elott és utan (30-50 perccel késébb) mért amplitadéjat (kontroll: p=0,013;
gatolt Ic,: p=0,99; AP nélkiil: p=0,45).
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A potencirozas szamszerlsitéséhez fél oraval a parositast kovetden megmértik az
uEPSP amplitadojat, és azt hasonlitottuk O6ssze a kiinduladsi allapottal. Ezekben a
kisérletekben azt talaltuk, hogy sokkal nagyobb volt a potencirozas mértéke abban az
esetben, ha a parositast -60 mV-os kiindulasi membranpotencial mellett végeztiik, mint
akkor, ha -80 mV-rdl valtottuk ki a bAP-kat (depolarizalt: 179,1 = 15,1%; -62,6 + 0,5
mV-os membranpotencial mellett, hiperpolarizalt: 130,2 + 8,1%; -81,4 = 0,5 mV-os

membranpotencial mellett, n=8 sejt mindkét csoportban, p=0,013, t-teszt).

Tovabbi kontroll kisérleteket is végeztiink azért, hogy a megvaltozott hosszi tava
potencirozds és a bAP analég modulacidja kozotti ok-okozati viszonyt bizonyitani
tudjuk. Erre azért volt sziikség, mert barmiféle fesziiltségfliggd mechanizmus jelenléte
hasonlé eredményre vezethet. Arra kerestlink kisérletes bizonyitékot, hogy a megfigyelt
membran potencial-fiiggd eltéréshez valdban sziikség van a bAP-ra és az ahhoz kapcsolt
kalcium bearamlasra. Azt tapasztaltuk, hogy ugyanez a kisérleti protokoll a parositési
membranpotencialtél fiiggetlen potencirozast eredményezett abban az esetben, ha
farmakologiai  gatloszerek  segitségével  megsziintettik a  fesziiltségfiiggo
kalctumcsatorndk miikddését (nikkel, nifedipin, w-conotoxin GVIA ¢és NNC55-0396
egyiittes alkalmazasaval, depolarizalt: 170,0 + 19,4%, hiperpolarizalt: 169,7 + 18,6%,
p=0,99, n=8 sejt mindkét csoportban). Akkor is megsziint a szinapszisok erésdodésének
membranpotencial-fliggése, ha bAP nélkiil, pusztan a 300 uEPSP-t valtottuk ki a
parositasi periodusban (depolarizalt: 164,7 = 15,4 %, hiperpolarizalt: 184,4 = 19,5 %,
n=6 sejt mindkét csoportban, p=0,447, t-teszt). Ez egylittesen azt jelenti, hogy mind a
bAP, mind pedig a kalcium bedramléds alapveté fontossagh a megfigyelt

membranpotencial-fliggd szinaptikus potencirozodas kialakulasdhoz.

A sejttest membranpotencidlja tehat hatissal van a disztéalis szinapszisok hossza tava
szabalyozésara, vagyis elmondhatjuk, hogy sejt képes a szinaptikus kapcsolatok szintjén

is értelmezni a bAP-ban kodolt analdg informacidtartalmat.
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6. MEGBESZELES

Az értekezés elsd felében egy olyan kutatast mutattam be, amelyben a szemcsesejtek
szomato-dendritikus membranfelszinén elhelyezked6 mGlull receptorok celluldris
hatasat és potencialis szerepét vizsgaltuk meg. A vizsgalataink alapjan a receptor
csoport farmakologiai aktivalasa hiperpolarizalé hatasu csatornanyitast eredményez. Bar
a hasonl6 glutamaterg gatldo folyamatok nem tekinthetdk altalanosnak, eldfordulasukat

[37.139.181] “Megallapitottuk, hogy a

tobb példa is bizonyitja a kdzponti idegrendszerben
hiperpolarizaciét a szemcsesejtek dendritfajanak egy rovid szakaszén elhelyezkedd
mGluR2 receptor valtja ki, mely G-fehérjek kozvetitésével GIRK csatorndk nyitasat
idézi el6. A szemcsesejtekben tehat a preszinaptikus gatld hatashoz hasonléan az
mGluR2 felelds a posztszinaptikus hatasok kialakulasaért is. Az mGlull receptorokkal
lényegében azonos jelatviteli Utvonalakat haszndl6 GABAg receptorok esetén leirtak,
hogy a receptor aktivacid hiperpolarizacidt okozhat az axonalis membranban is, ami a
kalcium bedramlast gatlo folyamatok mellett szintén hozzajarul a neurotranszmitter

felszabadulds csokkenéséhez! ',

A kozvetlen axondlis méréseink alapjan a
preszinaptikus mGIuR2 miikddését nem kiséri hiperpolarizacid, vagyis a
szemcsesejtekben a pre- és posztszinaptikus hatasok elkiiloniilnek, ami az mGIuR2

befolyasolasat célzo gyogyszertervezések szempontjabol is meghatarozé tényezo lehet.

Kisérleteink alapjan a kaliumionra hatd6 minimalis hajtéerd miatt a hiperpolarizacid
minddssze 2-4 mV nagysagu valtozast jelent a nyugalmi membranpotencial kozelében.
Ebben a fesziiltségtartomanyban feltehetdleg sokkal nagyobb jelentséggel bir a bemend
ellenallasban mutatkoz6 erdteljes csokkenés (-28%), mint a csekély mérteki
hiperpolarizaci6. A bemend ellenallds ilyen nagymértékli valtozdsa ugyanis mar
hatékonyan szabdlyozhatja a sejtekre érkezd szinaptikus események feldolgozasat.
Mindemellett a sejt jelentésebb depolarizacidja esetén mar a hiperpolarizaci6 is komoly
szabalyozo erdként léphet fel, hiszen a méréseinknek megfeleléen -65 mV-os
membranpotencidl mellett mar kozel -7 mV nagysdgli valtozast okoz az mGluR2

dendritikus aktivéacioja.
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A kutatast kiterjesztettiik mas hippocampalis sejttipusokra is, hogy azonositani tudjuk
azokat a sejteket, melyeknek hasonlé mechanizmus szabalyozhatja a miitkodését. Ebbol
a célbol a CA régiok piramissejtjeit és harom helyi interneuron tipust vizsgaltunk meg,
azonban egyik sejttipus sem mutatott mGlull receptorokhoz kdthetd posztszinaptikus
gatld hatast, vagyis a mechanizmus csak a szemcsesejtekre jellemzd a hippocampus-

ban.

Az mGIluR2 ¢és a GIRK csatorndk kozotti kapcsolat helyének feltérképezéséhez egy
olyan funkcionalis vizsgalatot dolgoztunk ki, ami azon a gondolaton alapult, hogy egy
térben korlatozott dendritikus konduktancia mésképp hat a sejttestben mérhetd
fesziiltségjelre akkor, ha a dendriten keletkezett fesziiltségjel a terjedése sordn athalad a
konduktancia nyitas helyén, mint olyankor, amikor a terjedés nem érinti a gatolt régiot.
Szamitdgépes modellezés segitségével igazoltuk, hogy a sejttestbe érkezd események
vizsgalata valoban alkalmas arra, hogy kijelolje a térben behatarolt konduktancia nyités
helyét. Az elvégzett kisérletek alapjan a farmakologiailag aktivalhatdo GIRK csatorndk
jelenléte a sejttest kozelében (100—130 pm-re) a dendritfa egy révid szakaszéra
korlatozodik. A modellezésiink alapjan ez a specifikus elhelyezkedés a sejt integrativ
mitkddésének Osszetett szabalyozasat teszi lehetdvé. Az elhelyezkedésébdl fakaddan
ugyanis a mechanizmus nagy hatékonysaggal és egyenletes mértékben képes gatolni az
egyes dendritek kiilsé részére érkezd szinaptikus eseményeket. Emellett a gatlas kell6en
tavol helyezkedik el a sejttesttdl ahhoz, hogy csak kismértékben befolyasolja a
kozvetleniil nem érintett szomszédos dendritagak miikodését. Osszességében tehat a
gatld mechanizmus stratégiai elhelyezkedése lehetdséget ad a szemcsesejtek dendritag-
specifikus szabalyozasara. Elméleti modellek alapjan az egymastol fiiggetlen integracios
egységként mikodd szemcsesejt dendritek szerepet jatszhatnak olyan alapvetd
folyamatokban, mint a tipikus térmezdk kialakitasa és dinamikus megvaltoztatdsa, vagy
az egymashoz hasonlé bemeneti mintazatok hatékony elkiilonitése*” 2", A szemcsesejt
dendritek erdsen passziv viselkedése olyan impedancia viszonyokat teremt a
dendritekben (lasd az értekezés masodik részét), amely nem kedvez a dendritagak izolalt
mitkddésének. Az itt leirt gatld folyamat azonban az egyes dendritdgak integrativ
,sulyat” finom hangolva bizonyos mértékli autonémidt biztosit a dendritdgaknak. Bar
ugy vélem, hogy a kovetkeztetéseink megalapozottak, a valds élettani szerep részletes

megismeréséhez olyan ismeretre is sziikség lenne, melyek pillanatnyilag még nem
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allnak rendelkezésiinkre. Fontos lenne tudni példaul, hogy honnan szdrmazik, ¢s milyen
¢lettani folyamatok hatasara szabadul fel a receptorokat aktivald glutamat.
Természetesen az mGluR2 receptor térbeli elhelyezkedése adhat némi tampontot a
glutamat lehetséges forrasanak azonositdsahoz is. A proximalis dendriteken végz6do
idegrostok egyarant szarmazhatnak a medialis entorhinalis kéreg projekcios

neuronj ait6]16-20] (204]

, a hilaris mohasejtekt6]*”"", a nucleus supramammilarius vagy a
ventralis tegmentum glutamaterg neuronjaitol**?®. Mindemellett az is elképzelhetd,
hogy a glutamat nem is idegi rostokbol, hanem a helyi gliasejtekbdl, példaul a dendritek

kozelében elhelyezkedd asztrocitakbol szabadul fel' 2.

A masik bemutatott kisérletsorozatban annak jartunk utdna, hogy a szemcsesejt
dendritekbe  visszaterjed0  akcids  potencidlok  képesek lehetnek-e  analdg
informaciotartalom kozvetitésére, hasonléan, mint az axonban terjed0 akcids
potencidlok. Alapvetéen két kérdéskort kellett megnyugtatd modon tisztazni a
valaszhoz. Eldszor is, fligg-e a bAP alakja a sejttest membranpotencialjatol, vagyis
maga a bAP alkalmas-e az analdg informdacié tarolasara és kozvetitésére a digitalis
1d6zitési informacid mellett. Masodszor, van-e olyan dendritikus folyamat, ami képes a
felé irdnyitott analog tobbletinformacidt hasznositani. Vizsgalataink alapjan ma mar
mindkét kérdésre igennel felelhetiink, hiszen bebizonyitottuk, hogy a bAP alakja fiigg a
szomatikus membranpotencialtol, és azt is lattuk, hogy az igy kodolt informacio
hasznosul a szinapszisokban. Az eredményeink szerint a dendritikus kalcium bedramlas
biztositja a lehetdséget, hogy a fesziiltségjelként tarolt analdg informacid elérhetd

legyen a dendritben zajlo folyamatok szamara.

Bar az elemi Iépéseit tekintve a dendritikus hibrid modulaci6 nagyban hasonlit az
axonalis folyamatra, bizonyos vonatkozasaiban mégis eltér attol. Az egyik ilyen eltérés
a jelenség tavolsagfiiggése. Bar az axon elektrotonusos viselkedésébdl addéddan az
analog modulalé hatés itt is mutathat tavolsagfiiggést, ami abban nyilvanul meg, hogy a
sejttesttdl tdvolodva csokken a hatas mértéke. Ezzel szemben a dendritekben azt
tapasztaltuk, hogy a sejttesttdl tdvolodva egy ponton megvaltozik a kodolasi séma, mert
a dendritek kiilonb6zd pontjain a bAP mas-mas tulajdonsdga hordozza ugyanazt az
informaciot. A hatds kettdssége tiikrozodik a bAP-t kisérd kalcium bearamléasban is,

hiszen ugyanaz az analdg informacid a kozeli és a tavoli dendritek esetében egymadssal
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ellentétes irany( véltozasokat eredményez. Erdekes modon ez a tavolsagfiiggés jol
korrelaltathatd a szemcsesejtekre érkezd serkentd szinaptikus kapcsolatok anatomiai
elrendezésével. Nevezetesen a repolarizacid tiikkr6zi az analdg allapotot abban a
régidban, ahol a hippocampus-on beliilr6l indulé kapcsolatok, a mohasejt bemenetek
végzddnek. Mig az entorhindlis kéregboOl érkezd rostok a szemcsesejtek tavolabbi
dendrit szakaszara érkeznek, ahol a bAP csticsa modulalt. Ennek megfeleléen a bAP
kalcium jelei ugyanazt az allapotot ellentétes mddon kozvetitik e két serkentd palya felé,
vagyis a szemcsesejt depolarizalt allapota a bAP-hoz tarsult kalcium jelek erésodését
valtja ki a perfordns palya szinapszisoknal, mikézben az intrahippocampalis

szinapszisok szintjén csokken a jel erdssége.

Azt is megmutattuk, hogy a dendrit mentén jol elkiiloniild moduléacios folyamatok a
mechanizmusukb6l fakadoan eltérd idoskalan allnak a sejt rendelkezésére. Mig a
disztalis dendritek kalciumjelei a gyors idéskalan mozgd az analdg allapotvaltozasokat
is képesek kozvetiteni, addig a bAP anal6g modulécioja sokkal lassabb valtozdsokat
tiikroz a sejttesthez kozeli dendritszakaszok esetében. A tobb id6skalan mozgd analog

modulacié lehetésége az axonok esetében sem példa nélkiili™™*®

, az 1gazan jelentds
kiilonbség az az, hogy az eltérd iddskalan mozgd mechanizmusok térben is elkiiloniilve
érvényesiilnek a dendritekben. A kisérleteink ravilagitottak arra, miszerint a tavoli
dendritekben az analog informacioatadas teljes mértékben elérhetd a théta frekvencidju
membrandinamika mellett. Azt is tudjuk, hogy a DG-ben kialakulo théta ritmus egyik
els6dleges forrasa maga a perforans palya aktivitdsa, vagyis azoké a szinapszisoké,
amikrdl most bemutattuk, hogy valoban érzékenyek a bAP analdg informaciotartalmara.
Ennek alapjan tehat joggal kovetkeztethetiink arra, hogy a szomatikus
membranpotencial valéban hatékony eszkéz az 10 informacidt hordozd szinapszisok
szabalyozasaban a hippocampus mitkddése szempontjabol kiemelt théta aktivitas alatt.
A szemcsesejtek szomatikus membranpotencialja kdveti a mély alvasra illetve altatott
allapotra jellemz6 kérgi lassuhullam miikodést'), melynek lassabb dinamikéja (~ 0,5
Hz) kedvezd a proximalis dendritekben zajlo analdg jelatadds szempontjabol.
Tekintettel arra, hogy a lassthulldm aktivitds egyik lehetséges feladata az ébren

[207,208]

begylijtott informéciok utolagos feldolgozasa , az is elképzelhetd, hogy mig a

disztalis hibrid jelatadds a memoriajelek kialakitdsdban jatszik szerepet, addig a
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proximalis  dendritek  analdég  jeldtaddsa  funkcionalisan a  memoriajelek

konszolidéacidjahoz kapcsolhato.

A bemutatott kisérletek alapjan a dendritikus analég moduldlé hatas meglehetdsen
visszafogott mértékii, hiszen a bAP alakjanak néhany mV-os eltérésérdl és a kalcium
bearamlas 10-20 %-os valtozasardl beszéliink. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy ez
egy moduldldo mechanizmus, ami nem irhatja feliil magat az elsddleges jelnek tekintett
digitalis tartalmat. A hasonld célt szolgaldé axondlis analog folyamatok mértéke szintén
ebben a tartomanyban mozog, ami arra utal, hogy a mért hatds egy altalanos és
szlikségszerli optimumnak tekinthetd. Mindemellett az intracellularis kalciumszint
valtozésain alapuld folyamatok nagyon érzékenyek a kismértékii valtozasokra is, ami
akar fel is erdsitheti az analdg informéaciotobblet hatdsat, ahogy ezt tapasztaltuk a

szinaptikus plasztikussagra gyakorolt hatas esetén.

A hibrid informacidtovabbitas egyes elemei az irodalmi forrdsokbol is visszakdszonnek,
bar ebben a kontextusban még senki nem vizsgélta a dendritek viselkedését. Példaul a
striatum kozepesen tiiskés idegsejtjeiben megfigyelték, hogy a sejttesten végbemend

119! Sajnalatos modon ez a

potencialvaltozasok befolyasoljak a bAP kalcium jelei
megfigyelés egy szlik periszomatikus dendritszakaszrol ered, igy nem ismerhetjiik a
folyamatok esetleges tavolsagfliggését. A bAP-alak membranpotencial fiiggd

89 Az itt felhozott

szabalyozasa pedig lehetséges a kérgi interneuronok esetében is
példak megerdsitik, hogy a bAP-k dendritikus analég moduladcioja nem a szemcsesejtek
megkiilonboztetd tulajdonsaga, hanem mas idegsejtekben informéacié feldolgozasaban is

szerepet jatszhat.

Az az éltalanos tapasztalat, hogy az AP keskenyedés torvényszertien kisebb kalcium
bearamlast von maga utdn. Ennek tlikrében kiillonosen érdekes az a megfigyelésiink,
hogy a keskenyebb AP nagyobb kalcium bedramléssal is jart. Azt is bemutattuk
azonban, hogy tobb peremfeltételnek is teljesiilnie kell ahhoz, hogy az AP szélessége és
a kalcium beédramlas kozotti viszony megfordulhasson. Az egyik ilyen feltétel a gyorsan
inaktivalodod kalciumcsatorndk jelenléte. Szamos adat utal arra, hogy az ilyen
tulajdonsagokkal bird R-tipust kalciumdramok altaldnosan eléfordulnak a kiilonféle
idegsejtekben. Az is kideriilt azonban, hogy az R-aram fesziiltségfiiggése és kinetikai

profilja sejttipusonként valtozhat. Ennek megfeleléen jelenleg még megbecsiilni is
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nehéz lenne, hogy melyek azok a sejtek, ahol az AP ¢€s a kalcium bearamlés viszonya az
altalunk a szemcsesejteken leirt modon valdsul meg. Kiilondsen, ha figyelembe vessziik
azt is, hogy a gyors inaktivacio csak sziikséges, de nem elégséges feltétele a kalcium és
az AP alak kozotti viszony megfordulasanak. Ugyanigy sziikséges az is, hogy az AP
felfutasa alatt eltelt id6 elegendd legyen az 0Osszes elérhetd kalciumcsatorna
aktivalasdhoz. Ha ez a feltétel nem teljesiil, akkor az AP szélesedése tovabbi
kalciumcsatorndk kinyildsdhoz illetve nyitva maraddsdhoz, vagyis nagyobb kalcium
bedramlashoz vezet. Kisérletesen igazoltuk, hogy az elvezetési koriilményeink kozott a
szemcsesejtekben kozel teljes csatorna aktivacid kiséri az AP felfutdsat. Ez a feltétel
azonban nem valdszinii, hogy teljesiilni tud példdul egy axonban, ahol az AP lefutisa

altalaban sokkal gyorsabb, mint a sejttestben vagy a dendriteken.

Mindkét kutatasom sarkalatos pontja a megfigyelt folyamatok térfiiggése, ugyanis az
eredményeim jol példazzak, hogy maga a térfiiggés elére nem lathato tobbletfunkciokat

rendelhet hozzé egy vizsgalt folyamathoz.

Végezetiil szeretnék még par gondolatot irni a két kutatds meg nem valaszolt jovobeli
kérdéseir6l, ami késObbi vizsgalatok taptalaja lehet. A glutamaterg gatlassal
kapcsolatban a legfontosabb nyitott kérdés egyértelmiien a glutamat forrasanak
azonositasa, ami kulcsfontossagu 1épés lenne annak részletes megértése felé, hogy a
most bemutatott folyamat hogyan juthat érvényre a sejtekben. Azt gondolom, hogy az
optogenetika segitségével a kérdés a jovoben megvalaszolhatd lesz. Nem foglalkoztunk
a kérdéssel, de mindenképpen érdekes lenne tudni, hogy a szemcsesejtekben az mGluR2
aktivitasa mely mas metabotrop receptorok miitkodésére lehet hatassal. Tudjuk ugyanis,
hogy a metabotrdp receptorok - tobbek kozott az mGluR2 is - egyrészt funkcionalis
heteromer komplexet formalva kozvetleniil 1is kapcsolddhatnak mas tipusu
receptorokhoz, masrészt a metabotrop receptorok befolyasoljak egymads intracellularis
jelatviteli folyamatait is. Ennek megfelelden a dendritikus mGluR2 nemcsak az itt
bemutatott kozvetlen folyamaton keresztiil szabalyozhatja a szemcsesejt miikodését,
hanem mas metabotrép folyamatok szabalyozasan keresztiill is. Példdul a kérgi
piramissejtekben az mGIluR2 komplexet képezhet az 5-HT,n metabotrop szerotonin
receptorral. Ebben az esetben a fizikai kolcsonhatds modositja a receptorok

[210

farmakologiai profiljat, és befolyasolja a jelatviteli mechanizmust is”*'"). Természetesen
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a kérdés forditva is feltehetd, vagyis az is kiilonosen érdekes lehet, hogy mas
metabotrop folyamatok milyen mértékben képesek hatni az itt bemutatott

posztszinaptikus mGIuR2 hatésra.

A dendritikus analog modulaci6 vizsgalata szintén tovabbi kérdéseket vet fel.
Eldszor is latni kell, hogy a bAP hibrid informaciotartalmat felhasznald lehetséges
folyamatok tarhaza sokkal szélesebb, mint a szinapszisok erdsségének valtoztatasa, amit
mi példaként bemutatottunk. A bAP-hoz kotott kalciumbedramlés kdzvetlen kapesolatot
biztosit a sejt elektromos aktivitasa és a sejten beliili jelatviteli tvonalak kozott., ezért
minden olyan mechanizmus felhaszndlhatja a bAP alakjdba csomagolt
tobbletinforméciot, amit befolydsol a dendriten beliilli kalciumkoncentraci6
aktivitasfiiggd dinamikédja. Ilyen folyamat lehet példaul az idegi aktivitds
homeosztatikus szabalyozasa, amikor az idegsejtek aktivitasa belsd (,,intrinsic”)
plaszticitasi mechanizmusokon keresztiil visszahat a sejtek serkenthetéségére. Ebben a
folyamatban az intracellularis kalciumszint aktivitasfliggd valtozdsai a sejtmembran

ioncsatorna készletének atalakuldasahoz vezetnek!?'!,

Ha azonban csak a szinaptikus plasztikussagra fokuszalunk, akkor is a lehetséges
hatdsok zavarba ejtd sokasagaval talaljuk szembe magunkat, ami a kiilonféle

szinapszisok szabalyozasanak eltérd tér-, ido-, és aktivitasigényébdl fakad.
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7. KOVETKEZTETESEK

A doktori értekezés kdvetkeztetései az alabbi pontokban foglalhatok 6ssze:

e Kimutattuk, hogy a dendritikusan elhelyezkedé6 mGIluR2 aktivacidja GIRK
csatorndk kinyitdsat eredményezi a szemcsesejtekben.

e  Vizsgilataink alapjan az mGluR2-kapcsolt kaliumcsatorna nyitas egy jol
kortilhatarolhato, rovid dendritszakaszon torténik, a sejttest kdzelében.

o A gatlas térbeli helyzete alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az mGluR2-
kapcsolt mechanizmus az egyes dendritdgak szelektiv és egyenletes szabalyozasat
segitheti eld.

e  M¢éréseink szerint a hippocampus-ban csak a szemcsesejtekben van jelen a
vizsgalt metabotrop szabalyozd mechanizmus.

e A sejttest membranpotencidlja tavolsagfiiggd modon befolyasolja a
visszaterjedd akciods potencialok alakjat a szemcsesejt dendritekben.

e A sejttest membranpotencidlja tavolsagfiiggd és kétiranyi modon
befolyasolja a visszaterjedd akcios potencidlokhoz kapcsolddd dendritikus kalciumjelek
nagysagat.

e A tavoli dendritszakaszokon a kalciumjelek kovetik a bAP cstucsaban
bekovetkezd valtozasokat.

o A sejttesthez kozeli dendritekben a gyorsabb lefutasu akcios potencialokhoz
nagyobb kalcium bedramlas tarsul, amiben kulcsszerepet jatszanak az R-tipusu
kalciumcsatornak.

e A bAP-k analég modulécioja kovetheti a sejttest membranpotencialjanak
dinamikus valtozésait is.

e Az altalunk leirt dendritikus hibrid jelatadas analdég informaciotartalma
hasznosul a dendritekben zajlé folyamatokban, példaul a szinapszisok erdsségének

szabalyozasaban.
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8. OSSZEFOGLALAS

A gyrus dentatus szemcsesejtek aktiv résztvevoi a hippocampus-ban zajlo
informacio feldolgozasi ¢és tanuldsi folyamatoknak. Egy ilyen Osszetett feladatkor
ellatasa sokréti jelfeldolgozast feltételez a szemcsesejtek dendritjeiben, és a hattérben
allo dendritikus mechanizmusok ismerete — a sejt eszkOztdranak megismerése —
megkeriilhetetlen 1épés a szemcsesejtek miikodésének megértéséhez. A  doktori
értekezésemben két olyan tanulmanyt mutatok be, melyek e dendritikus folyamatok

vizsgalatat céloztak.

Az els6ként bemutatott munkaban az volt a célunk, hogy feltarjuk a dendritikus mGlull
receptorok hatasat a szemcsesejteken. Tudtuk, hogy ezek a receptorok jelen vannak a
szemcsesejtek dendritfajan, de a hatasuk és feltételezett szerepiik mindeddig tisztazatlan
maradt. A vizsgalat soran egy olyan gatlé6 mechanizmust irtunk le, melyben az mGIluR2
aktivalasa dendritikus GIRK csatorndk nyilasat eredményezi. Azt is megmutattuk, hogy
ez a funkciondlis csatornanyitds egy szlik dendritikus régioban torténik, kozel a
sejttesthez. Eredményeink ravilagitottak, hogy ez a kiilonleges elhelyezkedés lehetdveé
teszi az egyes dendritdgak szelektiv és hatékony szabalyozasat mikdzben egyenletes

hatast biztosit az adott dendritadgon beliil.

Az értekezés masodik felében arra kerestiik a valaszt, hogy a dendritekbe visszaterjedd
akcids potencialok (bAP-k) képesek-e a sejttest pillanatnyi allapotat tiikr6z6 analdg
informdci6 taroldsara és tovabbitdsira a dendritek felé. Eredményeink azt bizonyitjak,
hogy a sejttest allapotat jelzé analdg informacid tavolsagfiiggd modon kddolva van a
bAP alakjaban ¢€és az ahhoz tarsuldo kalcium bedramlasban. Vizsgalataink alapjan
elmondhatjuk, hogy tobbféle mechanizmus térben Osszehangolt miikodése felelds a
dendritikus analog jelatadasért. Azt is megmutattuk, hogy a bAP-ban kddolt analog
informdciotartalom hasznosul a tdvoli dendritek szinapszisaiban, példaul a plaszticitasi

folyamatok soran.
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9. SUMMARY

Granule cells of the dentate gyrus are active participants in the hippocampus-related
information processing. Serving such complex neuronal functions require multifarious
dendritic signal processing in granule cells. Exploring the underlying dendritic
mechanisms — the so called dendritic toolbox — is an inevitable step toward the
understanding of the granule cell function. Two studies aimed to reveal such dendritic

mechanisms are presented in this thesis.

In the first part of the dissertation we examined the role of the dendritically localized
type II metabotropic glutamate receptors (mGIlull receptors) in granule -cells.
Localization of these mGlull receptors have been described in granule cells but their
function has not been investigated so far. We characterized an inhibitory mechanism in
the granule cells in which dendritic mGluR2-activation leads to G-protein mediated
activation of GIRK channels. We also showed that the mGluR2-associated GIRK
channel opening is restricted to a short dendritic segment in the proximal dendrites close
to the soma. We demonstrated that the strategic dendritic location of the mGluR2 effect

enables the selective and uniform control of individual dendrites.

In the second part of the dissertation we asked whether backpropagating action
potentials (bAPs) in granule cells are able to convey analog information about the
overall state of the soma toward the dendrites. We found that analog information about
the soma is retained by the bAP waveform and by local dendritic calcium signaling. The
analog modulation of bAPs in the dendrites is mediated by multiple mechanisms that are
coordinated in a location-dependent manner. We also showed that analog information
content of hybrid bAP signaling is reflected by the long-term modulation of distal

dendritic synapses.
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