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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A legbonyolultabb ¢l struktira az emberi agykéreg, amely a magas szintli idegi
funkciokert felelos. Ennek a struktiranak az alapvetd épitdelemei az idegsejtek. Két f6
idegsejt tipust ismeriink: piramissejtek és helyi interneuronok. A piramissejtek
axonalis kimenete elhagyja az adott kérgi teriiletet, azonban oldalagakkal a sajat kérgi
tertiletiiket is beidegzik. A piramissejtek glutaméatot szabaditanak fel, amely serkenti a
posztszinaptikus sejtjeiket. Az interneuronok csoportjaba tartozik koriilbeliil az
1degsejtek 20 %-a, melyek GABA-t felszabaditva helyi gatld funkciot toltenek be az
agykérgi halozatokban. Az interneuronok, a piramissejtekkel ellentétben, valtozatos
morfologiai €s fiziologiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Az agykeérgi idegsejtek
szinaptikus kapcsolatban allnak egymassal és kéreg alatti sejtekkel. Ezek a kémiai
kapcsolatok alakitjak at a preszinaptikus axon akcids potencidljat posztszinaptikus
valasszd. Ezeket a bejové szinaptikus jeleket, specifikus aktiv ¢€s passziv
tulajdonsadgokkal kolcsonhatva, a posztszinaptikus sejtek dendritjei dolgozzdk fel és
kiildik tovabb az akcios potencial keletkezésének a helyéhez, az axonhoz. Amikor az
egyes idegsejtekben akcios potencial keletkezik egyidejli szinaptikus bemenetet adnak
a posztszinaptikus sejtjeiknek. Ezen kapcsolatok tulajdonsagait a pre- ¢és
posztszinaptikus sejt tipusa hatarozza meg. Minden egyes agykérgi idegsejt tobb ezer
szinaptikus bemenetet fogad és dolgoz fel, amelynek az eredménye alakitja ki a sejt
akcios potencial kimenetét. Tehat, az idegsejtek egymashoz valo viszonyat a térben
szervezett divergens és konvergens kapcsolataik hatarozzadk meg. Azonban, az idegi
aktivitds nemcsak térben, de idOben is szervezett, mivel az elektroenkefalografiaval
megismert ritmusos agyi tevékenység az idegsejtek egyidejii miikodésének az
eredménye. A kiilonb6z6 agyi ritmusok kiilonfele viselkedési mintazatokhoz kothetok.
Az egyes idegsejtek kovetik az adott agyteriilet ritmusat, azonban 4ltaldban
alacsonyabb frekvencidval valtanak ki akcios potencialtokat. A kiilonboz6 tipust
idegsejtek tiizelése a ritmus mas-mas fazisahoz kotdédik. Azonban ma még kevéssé
ismert, hogy egy idegsejt hogyan vesz részt ennek a térben és id6ben rendezett

miuikddésnek a kialakitasaban. Illetve, az is tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy egy



szinaptikus bemenetnek mekkora hatdsa van egy idegsejt miikodésére. Ph.D. munkdm
soran ezeket a kérdéseket vizsgaltam az agykéreg mitkodésében.

Aktiv posztszinaptikus folyamatokkal és serkentd bemenetekkel kdlcsonhatva,
a gatld szinaptikus bemenetek ritmikus aktivitast kezdeményezhetnek az
idegsejtekben. Igy egy GABAerg sejt akcios potencialja idébeli referencia pontként
szolgdl a néhany szaz posztszinaptikus sejt miikodésében. Azonban, az egyes
GABAerg sejttipusok eltérd sejtteriileteken szinaptizalnak a posztszinaptikus
sejtjeikkel. A legtobb eddigi vizsgélat azonban vagy nem foglalkozott a
szinkronizacidt kialakito gatldo bemenet elhelyezkedésével, vagy csak a sejttest
kozelieket vette figyelembe. Ezért, a vizsgalataink egyik célja, hogy megvizsgaljuk a
dendritikusan végzodd gatld bemenetek hatasat a posztszinaptikus sejtek miikédésén.
Osszehasonlitottuk egy a posztszinaptikus sejtjeiket dendritikusan, illetve sejttest
kozelében beidegzd GABAerg interneuron csoport posztszinaptikus hatasat
viselkedési szempontbol fontos frekvencia tartomanyban.

A GABAerg sejtek kozotti réskapcsolatok altal kialakitott elektromos
kapcsolatok fontos szerepet jatszanak az idegsejtek kozotti szinkronitas kialakitasaban
¢s fenntartisdban. A  kosarsejtek egyszerre kapcsolodhatnak egymashoz
réskapcsolatokkal és GABAerg szinapszisokkal, ami fokozza az egyidejii miikodes
kialakulasat. A kovetkezd Iépésben azt vizsgaltuk, hogy a szabalyosan tiizeld
GABAerg sejtek (RSNP) kozott, amelyek a posztszinaptikus sejtjeik dendritjeivel
szinaptizalnak, létezhet-e ilyenfajta egyiittmiikodés az elektromos ¢és kémiai
kapcsolatok kozott €s ha igen, annak milyen hatdsa lehet ezen sejtek iddbeli
aktivitasara.

Az agykéregben két alapvetd gatld valasz létezik. GABA, receptorok altal
kozvetitett gyors gatlas €s lassi gatlds, amely a metabotrop GABApg receptorok
miikodésének az eredménye. Extracellularis stimuldcioval kétfazisu gatlo valasz
valthat6 ki az agykérgi idegsejtekben. A kezdeti fazis GABA4 receptor altal kivaltott
klorid konduktancia eredménye, mig a késletetett valasz GABAg receptorokhoz
kapcsolt kalium csatorndk nyitodasa miatt kovetkezik be. Azonban eddig még nem
sikeriilt olyan agykérgi GABAerg sejtet azonositani, amely megbizhatdan aktivalna

GABAg receptort. Ezért probaltunk meg olyan agykérgi interneuront keresni, amely



akar egy akcids potenciallal is képes kivaltani olyan poszstszinaptikus valaszt, amely
GABAg ¢és GABA, receptorok mitkodését igényli.

Az idegsejtek tobb ezer szinaptikus bemenetet fogadnak és dolgoznak fel,
amelynek az eredménye hatdrozza meg kimenetiik tulajdonsagait. Ugy tiinik, hogy a
bemenetek 0Osszeaddddsanak a szabalyait befolydsolja a posztszinaptikus sejt
morfologiai  felépitése, a kiillonb6z6 szinaptikus ¢és  fesziiltség  aktivalt
konduktancidknak az eloszldsa és az bemenetek egymdashoz viszonyitott iddzitése és
elhelyezkedése a posztszinaptikus sejt dendritfajan. Az utobbi szerepét vizsgaltuk ugy,
hogy pontosan meghataroztuk két, ugyanazon sejten végzddd szinaptikus bemenet
forrasat, hatasat és elhelyezkedését. Igy kozvetlenill vizsgalhattuk a bemenetek
elhelyezkedése €s a posztszinaptikus hatasok kozotti sszefliggéseket.

A fesziiltség-fliggd 1ioncsatorndk képesek befolydsolni a bemenetek
muikoédésén, a dendritek passziv tulajdonsagai és néhany, elsdsorban a dendriteken
taldlhatd ioncsatorna miatt. Elképzelhetd, hogy ezek a mechanizmusok képesek
ellensulyozni a dendritikus gatl6 bemenetek nagyobb szdmat a sejttesttel szemben.
Ezaltal kiegyensulyozzak ¢és finoman hangoljak a két parhuzamos informéci6é aramlas
miuikddését. Ennek eldontéséhez, megvizsgaltuk a kiilonféle elhelyezkedésti gatlo
bemenetek 0Osszeadodasat és a hiperpolarizacid aktivalt kation (Ih) csatorndk

Végezetiil azt vizsgaltuk, hogy az elobb emlitett kiiszob alatti 0sszeadddasi
szabalyok hogyan érvényesiilnek a posztszinaptikus sejt kimenetének kialakitasdban.
Ehhez egyidejiileg vezettiink el egy gyorsan tiizeld (FS) interneuront €s két, azzal
szinaptizald piramissejtet. Megvizsgaltuk azokat a mechanizmusokat, amelyek révén
két bemenet egylittes €s kiilon-kiilon hatasa megjelenik a posztszinaptikus sejt

kimenetén.

MODSZEREK

Fiatal patkdnyok szomatoszenzoros agykérgébdl, altatds alatt elvégzett dekapitacio

utan, 300-320 um vastag agyszeleteket készitettiink. Az elvezetés alatt a szeletek 34-



35 °C-s, oxigenalt extracelluléris oldatban voltak, amely tartalmazott (mM): 130 NaCl,
3.5 KCI, 1 NaH,PO,, 24 NaHCO;, 3 CaCl,, 1.5 MgSO,, 10 D(+)-glikoz-t. Az 5-7
MQ-os ellenallast mikropipettdk 126 K-gliikonat, 4 KCI, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Na,, 10
HEPES, 10 kreatin-foszfat and 8 biocytin (mM) tartalmi oldattal voltak megtdltve.
Kettd, harom vagy négy II/IIl. rétegi interneuron €s piramissejt membranpotencialjat
vezettilk el egyidejliileg a sejttestre helyezett elektrodaval, whole-cell patch clamp
modszerrel. Az idegsejtek sejttestjei Nomarski optika segitségével voltak lathatoak az
agyszeletekben. A tlizelési mintazatokat —60 mV membranpotencidlrol kiindulva
vezettilk el, mikozben 800 ms hosszi négyszog aramimpulzusokat injektaltuk a
sejtekbe, -100 pA-rdl kiindulva, amelyet 20 pA-rel noveltiink. Az elvezetett sejteket
tiizelési mintazatuk, szinaptikus kapcsolataik €s anatomiai jellegzetességek alapjan
soroltuk be a jol ismert sejttipusok egyikébe, a legtobb esetben. Amikor szinaptikus
kapcsolatokat vizsgaltunk a preszinaptikus sejtekben rovid (2 ms) €s nagy amplitadoju
(750 pA) aramimpulzusokkal valtottunk ki megbizhatdan akcios potencialt. A serkentd
¢s gatlo posztszinaptikus potencidlok egyértelmii elkiilonitése érdekében a
posztszinaptikus sejtek membranpotencialjat —51 + 4 mV-on tartottuk. Amikor kiiszob
feletti hatdsokat vizsgaltunk, a posztszinaptikus sejteket szintén dallanddé aram
injekcioval depolarizaltuk a kivant spontan tiizelési frekvencia eléréséig. A konvergens
kisérletekben a preszinaptikus sejtekben ciklikusan valtottunk ki egy-egy akcios
potencialt. Egy ilyen ciklus tartalmazta az egyes bemenetek kiilon-kiilon, egyidejli €s
néhany esetben idOben kissé eltolt egylittes aktivalasat. Az egyidejli posztszinaptikus
valaszok esetében az egyes bemenetek altal kivaltott &ramok maximalis amplitadojat
szinkronizaltuk. Azokon az atfutdsokon ahol a vizsgalt bemenet aktivalasa elott 20,
illetve utdna 100 ms-mal spontdn PSP érkezett a posztszinaptikus sejtre nem vettiik
figyelembe a kiértékelés soran, kiiszob alatti események vizsgalatakor. A kisérleteket
csak akkor tartottuk elfogadhatonak, ha legalabb 30 atfutasbol készitettiik el a kisérlet
atlagat. Voltage clamp kisérletek soran kizartuk azokat a kisérleteket ahol az elvezetés
alatt a soros ellendllds 25 MQ folé emelkedett. Az elvezetett sejteket az anatomiai
vizsgalatokhoz az avidin-biocytin-torma peroxiddaz moddszerrel tettiikk lathatova. A
sejteket fénymikroszkoposan, hdrom dimenzioban rekonstrualtuk és az igy megjosolt

szinapszisokat elektron mikroszkopos vizsgalatokkal ellendriztiik.



EREDMENYEK ES TARGYALAS

Posztszinaptikus tiizelés bemenet és frekvencia specifikus befolyasolasa sejttest
kozeli illetve dendritikus eredetii IPSP-k altal

Az elvezetett gyorsan tlizeld (FS) sejtek a posztszinaptikus sejttesttel és a kozeli
dendritdgakkal szinaptizaltak (20 £ 16 pum a sejttesttdl), ezért ezeket a sejteket
kosarsejtként azonositottuk. Ezzel ellentétben a bitufted (Bt) sejtek a tavolabbi
dendritekre kiildték szinapszisaikat, atlagosan 65 + 25 um-re a sejttesttél. Ha ezeket a
sejttestkozeli, illetve dendritikus gatldé bemenetek B (15-25 Hz) és y (40-80 Hz)
frekvencia  tartomdnyban  aktivaltuk eltéréen  befolyasoltdk a  kiilonféle
posztszinaptikus sejtek tiizelését. Ez a bemenetek elhelyezkedésétdl ¢és a
preszinaptikus frekvenciatol fiiggden hatarozta meg a piramis- és RSNP sejtek akcios
potencialjainak keletkezését és azok idejét. A kiilonféle preszinaptikus interneuronok y
frekvencidju stimulacioja 0 frekvencidju oszcillacidét indukal a piramissejtekben.
Azonban azt talaltuk, hogy az FS sejtek ezen 0 ritmus pozitiv, mig a Bt sejtek annak
negativ fazisdban képesek a posztszinaptikus akciés potencidlokat y fazisban
hatékonyabban id6éziteni. Az RSNPC sejtek tiizelését a Bt sejtek képesek y frekvencian
szinkron 1ddziteni, mig a FS sejtek nem. A posztszinaptikus FS sejtekben y fazisban
csoportosulnak az akcids potencidlok, fliggetleniill a preszinaptikus stimulacio
frekvencigjatol és a bemenetek elhelyezkedésétol.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy mind a sejttest kézeli, mind a dendritikus gatlo
bemenetek hatékonyan képesek befolydsolni a posztszinaptikus akcids potencidlok
1dozitését, viselkedési szempontbol fontos frekvencia tartomanyokban. Ezen
kapcsolatok konvergencidja és divergencidja noveli az agykérgi hdlozatok
szerteagazosagat €s Osszetettségét, ezaltal informacid feldolgozd képességét. A
sejttipus specifikus tulajdonsdgok kolcsonhatasa kiilonféle elhelyezkedésti GABAerg
bemenetekkel térben ¢és id6ben meghatdrozott idegi miikddést eredményez és

iranyithatja az aktivitas terjedését az agykérgi halozatokban.



Egy agykérgi interneuron halozat B és y frekvenciaja szinkronizalasa dendritikus
GABAerg szinapszisok és réskapcsolatok révén

A nem elvezetett posztszinaptikus célelemek vizsgélata azt mutatta, hogy a RSNP
sejtek fokeént dendrit tiiskékkel (53 + 12 %) vagy dendrit torzsekkel (45 + 10 %) és
csak ritkan sejttestekkel (2 + 4 %) szinaptizdlnak. Dendritikus GABAerg kapcsolatok
(75 = 18 um-re a sejttesttdl) RSNP sejtek kozott képesek B ferkvencidn iddziteni a
posztszinaptikus sejtek tiizelését, y frekvencidju preszinaptikus aktivalas esetén
azonban nem. Az RSNP sejtek egymas kozotti elektromos kapcsolatat 2-8 réskapcsolat
kozvetitette a dendrit torzs €s/vagy tiiskék kozott (59 £ 21 pm-re a sejttesttol). A B ésy
frekvencian  kivaltott réskapcsolat potencidlok faziskéséssel idozitették a
posztszinaptikus akcids potenciadlokat, habar az erds elektromos kapcsolatok (8
réskapcsolat) szinkronizaltdk a pre- és posztszinaptikus sejtek miikodését. Azonban,
GABAerg szinapszisokkal és elektromosan is kapcsolt sejtek mitkodése még gyengébb
kapcsolatok esetén is szinkronizalodott B €s y frekvencian is.

Tehat elmondhatjuk, hogy az elektromosan és szinaptikusan kapcsolt RSNP sejtek
halozata, a korabban leirt FS €s Bt sejtek hasonld halozatatdl fiiggetleniil irdnyithatja

¢s dolgozhatja fel a ritmikus idegi aktivitast.

A lassu gatlas azonositott forrasa és célpontjai az agykéregben

A GABAerg neurogliaform sejteket (NGFC) késleltett tiizelési mintdzatuk, siir(i
axonfelhdjik és rovid, alig eldgazd dendritfajuk alapjan azonositottuk. A
neurogliaform sejtek elsésorban dendrittiiskéket (71%), illetve dendrittérzseket (29%)
innervaltak. A neurogliaform sejtek altal, piramissejteken kivaltott posztszinaptikus
potencidlok felfutasi ideje lassabb (p < 0.001, 23.4 £ 9.8 ms, n = 54), mint a kosar-
(5.8 £2.0 ms, n = 19) és a bitufted sejtek (6.5 = 1.7 ms, n = 15) altal kivaltottak. Az
elobbi IPSP lecsengése nem illeszthetd exponencialis fiiggvénnyel. Ezért, a valaszok
félszélességét hasonlitottuk Ossze. A neurogliaform sejtek altal kivaltott IPSP-k sokkal
hosszabb ideig (183.9 + 82.5 ms, p < 0.001) tartanak, mint mdas interneuronok altal
aktivaltak (61.3 = 16.3 ms, illetve 58.9 + 17.9 ms). A neurogliaform sejtekrol
piramissejtekre érkezd IPSP-nek két Osszetevdje van. A kezdeti komponens klorid-

permedbilis, bicuculline és gabazine érzékeny GABA4 receptor aktivacid eredménye.



A késleltetve aktivalédo rész pedig GABAg receptor mitkkddéshez kotott kalium
konduktancia kovetkezmeénye.

Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a neurogliaform sejtek egy akcios potencidlja,
ellentétben mas agykérgi interneuronokkal, Osszetett, lassi GABA, ¢s GABAg

valaszokat valt ki a posztszinaptikus piramissejtekben.

Agykérgi idegsejtek szinaptikus bemeneteinek sejttipus és sejtteriilet fiiggo
osszeadodasa

Egyidejiileg vezettiink el harom agykérgi idegsejtbdl, hogy megvizsgaljuk az egy
sejtre érkezd két szinaptikus bemenet elhelyezkedésének hatasat azok 6sszeadodasara.
A bemenetek forrasat és posztszinaptikus elhelyezkedését feény- ¢és elektron-
mikroszkdpikus vizsgalatokkal hataroztuk meg. Két serkentd vagy két gatlé bemenet
linearisan adodott 0ssze, ha azok egymastol tavol helyezkedtek el a posztszinaptikus
sejt felszinén. Az egymashoz kozeli bemenetek Osszeadodasa enyhe szublinearitast
mutatott. A linearitds mértéke fliggdtt a vizsgalt kapcsolatok tipusatol és egymashoz
viszonyitott 1ddzitésétdl is. A piramissejt axon inicidlis szakaszdra érkezd gatlo
bemenetek Osszeadoddsa szintén csak enyhe szublinearitast mutatott. Pedig az erre a
viszonylag kis térfogatu sejtalkotora érkezd bemenetek jelentds hanyadat aktivaltuk.
Eredményeink alapjan, amikor csak kevés szinapszis miikodik egyidejlileg, linearis
vagy attol csak kissé eltérd bemenet dsszeadodas a jellemzd az agykérgi sejteken. gy
az egyes bemenetek fenntartjdk a jelentdségiliket. Azonban a kozeli szinapszisok
kozotti, lineéristdl eltérd bemenet kolcsonhatas sejttipus-fiiggden ndvelheti az egyes

sejtek informéacid feldolgozo képességét.

Az Th csatornak hatasa a dendritikus IPSP 6sszeadddasan

Az Th csatorndk gatldsa szublinedris irdnyba tolja el a sejttest kozeli IPSP-k
Osszeadodasat a posztszinaptikus piramissejteken. Két dendritikus IPSP 6sszeadddasa
gyakran szublinearis, pedig a ezek a bemenetek egymastol tavol helyezkedtek el. Az Th
blokkold, ZD 7288-nek, tobbféle hatdsat talaltunk a gatlo bemenetek 6sszeadddasara,
abban az esetben ha legalabb az egyik dendritikus elhelyezkedésii. Néhany kisérletben
a ZD 7288 novelte a szublinearitast, hasonloképpen, mint két sejttest kozeli IPSP



esetén. Azonban a legtobb esetben a ZD 7288 linearis irdnyba tolta el az §sszeadodast,
kiilonosen akkor amikor mindkét gatlo bemenet a posztszinaptikus sejt dendritjein
helyezkedett el. Tehat, az Ih csatorndk altal okozott szublinearitast csak akkor lattunk
amikor a bemenetek koziil legalabb az egyik a dendriten volt.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a Ih csatornak aktivan résztvesznek a IPSP
Osszeadodasanak elhelyezkedés-fliggd szabalyozasdban. Ezaltal szabalyozhatjdk a

dendritikus és sejttest kozelébe érkezd gatlas hatékonysagat.

A térbeli és idobeli bemenet dsszeadodas feldolgozasa agykérgi interneuronban

Az FS sejtekre érkezd serkentd bemeneteken vizsgéltuk, hogy a kiiszob alatti bemenet
0sszeadddasi szabalyok hogyan érvényesiilnek a posztszinaptikus sejtek tiizelésében.
Eldszor megmértiik a kiiszob alatti 6sszeadddéas posztszinaptikus membranpotencial
fliggését. Azt taldltuk, hogy az enyhe non-linedritds mértéke fligg egyrészt, a
membranpotencialtol, masrészt a bemenetek 1d0zitésétdl. Azonban ugyanezen
bemenetek kiiszob feletti kdlcsonhatdsanak az eredménye jelentdés non-linearitast
mutat. Két EPSP egyidejii aktivalasa a posztszinaptikus sejtben ugy valt ki akcios
potencidlokat, hogy azok hamarabb és rovidebb idéablakban fordulnak eld, mint azt
varnank a kiilon-kiilon EPSP aktivacidok hatasabol. Tovabba a posztszinaptikus akcids
potencialok eloszlasat pontosan meghatarozza, hogy az akcios potencialt kivalto EPSP
elott mennyi idvel volt masik, kiiszob alatti EPSP. Méas szoval, a preszinaptikus
akcios potencidlok relativ 1dozitésétol fiigg a kivaltott posztszinaptikus akcids
potencialok latencidja és pontossdga. Amikor a két EPSP kozott 2 ms id6 volt a
posztszinaptikus akcios potencialok eloszldsanak a csticsa 0.4 = 0.24 ms-mal kozelebb
keriilt a masodik preszinaptikus akcios potencialhoz, ahhoz képest amikor az egyediil
érkezett. Nem talaltunk hasonlo eltérést amikor a kiilonbség 5 ms volt. Azonban, ha a
két EPSP kozott 10 ms volt, a posztszinaptikus akcios potencidlok eloszlasa 0.75 +
0.28 ms-mal késébbre tolodott, az egyidejii aktivacidjukhoz képest. Az egyidejii
aktivacioval ellentétben, egyik eltolt idejii, kettés EPSP aktivaciondl sem tapasztaltuk,
hogy a posztszinaptikus akcidos potencidlok eloszlasa rovidebb iddablakra
korlatozodna, az EPSP-k kiilon aktivaciojahoz képest. Azt talaltuk, hogy az EPSP-k

alatt a natrium csatorndk elérhetdségének valtozasai képesek ellensulyozni a



temporalis szummadcio hatasait és csokkenteni a kovetd EPSP hatékonysagat a
megel6z6 EPSP 1d6zitése szerint.

Eredményeink arra szolgaltatnak bizonyitékokat, hogy a térbeli és idébeli bemenet
Osszeadodasi szabalyok ¢és a fesziiltség-fliggd ion csatornak mikodeésének
kolcsonhatasa okozza az bemenetek 1dozités fiiggd feldolgozasat az agykérgi FS
sejtekben. Ezaltal minden egyes bemenet részt vesz a posztszinaptikus sejt
kimenetének a kialakitasdba. A kiiszob alatt kozel linedrisan 6sszeadodd bemenetek
kiiszob feletti hatdsa nagymértékben non-lineéris a posztszinaptikus akcios potencial
1dozitésén, amely tiikrozi a bemenetek sorrendjét és egyidejliséget, ezaltal eldsegiti az

agykérgi informacid dramlas pontossagat.
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