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1. Bevezetés

Doktori disszertaciomban kettd egymastol fliggetlen kutatasi témaval foglalkozok:

1. Egy Gjonnan fejlesztett koherens anti-Stokes Raman szorodason (CARS) alapuld

mikroszkoprendszer implementalasat végeztem agyszeletekre. Ezen kisérletek soran a

crer

cres

1.1 Demielinizacio vizsgalata koherens anti-Stokes Raman képalkotassal

A kozponti idegrendszerben az idegsejtek axonjat mielinhiively boritja. A mielinhiivelyt az
oligodendrocitak alakitjak ki, azzal, hogy a csupasz axon szakaszokat spiralisan korbe olelik
finom nyulvanyaikkal. Az igy kialakitott mielinhiively szakaszosan el6forduld elektromos
szigeteloréteget alkot az axon mentén, amit csupasz axonszakaszok, az Un. Ranvier-
befiizddések szakitanak meg. Az elektromos ingeriiletvezetés ez altal a nem mielinizalt
rostokhoz képes nagy mértékben gyorsabba valik. Egyes neurodegenerativ betegségek, mint a
sclerosis multiplex (SM) sordn a mielinhiively karosodik. Patomechanimusat tekintve
demielinizacids és gyulladasi folyamatok mennek végbe a mielinizalt teriileteken. Mivel a
mielinhiively elektromos szigeteldként miikddik az axon mentén, a betegség korai szakaszaban
a mielin karosodas hatdsara az elektromos ingeriiletvezetés jelentdsen romlik. A betegség
késobbi szakaszaban a mielindegradacid kovetkezményeként neurodegeneracios folyamatok
mennek végbe. Jelenleg nem ismert a kivaltd tényezdi a betegségnek, azonban feltételezhetd
bizonyos kornyezeti és genetikai tényezdk. A kivaltdo okokhoz hasonldan a betegség pontos
patomechanizmusa sem ismert. A legelfogadottabb nézet szerint a SM egy autoimmun eredetii
betegség, amely soran autoreaktiv T-sejtek jutnak az kdzponti idegrendszerbe, ezt kovetden
pedig a mikroglidk ¢és makrofagok tdmadjak meg a mielinhiively, ezzel szelektiv
oligodendrocita pusztulast alakul ki. Ezzel szemben a betegség kialakulasaval kapcsolatban
alternativ elméletek is léteznek, mivel egyes esetekben a betegség korai stadiumaban a 1€zi6
megfigyelhetd limfocitdk jelenléte nélkiill is. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az
oligodendrocita pusztulas az elsddleges probléma, mivel az elpusztult oligodendrocitakbol
szarmazo mielin tormelék immunvalaszt valt ki, amely a gyulladési folyamatokért felelds. Ezen
elmélet alapjan a mielintormelék megjelenése €s eloszlasa az kozponti idegrendszerben fontos

a késobbi gyulladési folyamatok kialakitasdban. Napjainkban azonban konkrét adatokkal nem



rendelkeziink a mielintormelék eléfordulasardl. Disszertaciomban egy ujonnan fejlesztett
képalkoté mikroszkoprendszer hasznaltam a demielinizacids folyamatok vizsgélatara. A
mikroszkdprendszer egy nemlinedris optikai modszer, a koherens anti-Stokes Raman szorodas
(CARS) elvén mukodik. A CARS mikroszképidval a molekuldk sajat rezgési spektrumuk
alapjan azonosithatoak, vagyis ez a mdodszer kémiai szelektivitast biztosit bizonyos molekulak
vizsgalatara. A mddszer elénye a tobbi ismert eljarashoz képest, hogy a biologiai strukturdk
vizsgalata igy nem igényel sem természetes fluoreszcencidt, sem fluoreszcens jeldlést. A
méréseket ¢l6 szoveten lehet elvégezni, az nélkiil, hogy kémiai eljarasokkal
modositanank/karositanank a  biologiai  szerkezetet. Ebben a  munkdban a
mikroszkoprendszeriink  lipidekben eléforduldé CHz-es molekulakotés —vibracidjanak

gerjesztésével a lipid tartalmu struktarakat vizsgalatuk.

1.2 Agykérgi neurogliaform sejthalozat altal Kkivaltott ionotrop és

metabotrop gatlo posztszinaptikus valaszok eltéro osszegzodése

Az agy a legbonyolultabb biologiai struktira, amelynek szerkezeti és funkciondlis
feltérképezésével a mai napig tobb tudomanyteriilet intenziven foglalkozik. Felépitése és
komplexitasa alapjan vitathatatlanul az evolucionalis fejlddés cstucsat képezi. Az emberi agy a
testtdmeg minddssze 2%-4t adja, de ezt a kb. 1,3 kg tomegii struktirat megkdzelitdleg 8,6%10'°
idegsejt és 8,4*10'° gliasejt alkotja, a neuronok egymas kozott 10'2-10'* szamu szinaptikus
kapcsolatot alakitanak ki. Az agy felszinét a réteges szerkezetli agykéreg alkotja, amely
ragcsalokban 1-2 mm, magasabb rendii emlés6kben 3 mm vastagsagii. A magasabb rendi
emldsokben a szdvet szembetlind jellegzetessége a tekervényezettsége, amely példaul
ragesalok tilnyomo tobbségében nem figyelhetd meg. A neokortex kritikus szerepet jatszik a
magasabb rendli kognitiv funkciok kivitelezésében, ugymint a szenzoros bemenetek
feldolgozasa, asszociativ gondolkodas, memoria, motoros parancsok kialakitdsa és tudat.
Ezeknek a feladatoknak a végrehajtasahoz a neokortikalis hal6zat komplex mitkddésére van

sziikség.

Az neocortexben lejatsz6do informacidfeldolgozas két nagy neuron csoport altal alkotott
dinamikus mikrohdl6zat altal meghatarozott. Az egyik nagy csoportot a serkentd glutamaterg
idegsejtek az ugynevezett principalis piramissejtek alkotjak. Jellemz6 rajuk, hogy nagy
szdmban vannak jelen, az agykérgi idegsejtek 85-90%-at a piramissejtek alkotjak. Masik nagy
csoportot a gatld6 GABAerg interneuronok alkotjék, amelyek sokkal kisebb szdmban, a sejtek
mintegy 10-15%-at alkotjdk az agykéregben. Szerepiik fontos az idegrendszeri jelek
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aramlasanak szabalyzasdban és az idegrendszer dinamikus hélozati szintli miikddésének
formalasaban. A hatékony jelfeldolgozas érdekében a serkentd jeleknek valtozatos szabalyzasa
sziikséges, amelyr6l az agykéregben taldlhatd rendkiviil diverz interneuron populécio

gondoskodik.

A heterogén interneuron populacion beliil a neurogliaform sejtek egy jol elkiilonithetd
csoportot alkotnak. Az agykéregben a gatlo interneuronok teljes mennyiségének hozzavetdleg
20%-a neurogliaform sejt. Morfologidjukat tekintve 10-20 pm &tmérdjii kerek szomaval
rendelkeznek. A szomabdl kiinduld multipolaris dendritek rovidek és hamar eldgaznak. A stri
axon arborizacié tulnyomdan a szomatodendritikus elhelyezkedést koveti, térben szorosan
egymashoz kozel helyezkednek el. Egy-egy axon nyulvany a szomatol szamitva 1000 um
tavolsagig is elnytlhat, azonban az axon a széma koriil ~100-150 pm tavolsagra koncentralodik
¢s teljes hossza ~20000 pum is lehet. Az ilyen szintli axon stirliség egyediilallo az interneuronok
kozott. Mindazonaltal, hogy a neurogliaform sejt axonjanak a térbeli kiterjedése kis teriiletre
korlatozott, a preszinaptikus bouton siiriisége a legnagyobb az interneuronok kozott. Atlagosan
szamitva 100 pum axonszakaszon ~30 preszinaptikus bouton taldlhatd (ez ~3 pum egymast
kovetd boutonok kozotti tavolsdgot jelent). A parvalbumin pozitiv kosarsejtekhez viszonyitva

a neurogliaform sejteken 5-6-szor siiriibb a preszinaptikus boutonok eloszlasa.

Az utdbbi évtizedekben szamos tanulmanyban foglalkoztak az egyes agykérgi interneuron
tipusok kimenetének vizsgalataval. Tobbszords patch clamp elvezetésekkel sikeriil azonositani
egyes interneuron csoportoktol szdrmazod gyors kinetikaji GABAAa receptor altal végbemend
gatlast, azonban sokaig kérdés volt, hogy a bifazikus GABA4 €s tobbnyire extraszinaptikusan
elhelyezked6 GABAB receptorok aktivaciojat mi okozhatja. Az egyes GABAerg interneuronok
szigoruan meghatarozott modon célozzdk meg a piramissejtek egyes szubcellularis alegységeit,
ennek kapcsan feltételezhetd volt, hogy a GABAR receptor altali dendritikus gatlas is specifikus
GABAerg interneuron csoportok altal mehet végbe. Emellett tobb kutatdsi eredmény is azt
mutatta, hogy a GABAp receptor aktivacid megvaldsulhat tobb interneuron egyiittes
aktivacioja, vagy egyes neuronok hosszantarté aktivacioja soran, és egy ilyen GABAB receptor
aktivacié sordn nagymennyiségii tobblet GABA neurotraszmitter szivarog a szinaptikus térbol
az extracellularis térbe, elérve a GABAR receptorokat. Ezzel szemben késébbi, laborunk altal
folytatott kutatasok kimutattdk, hogy a kombinalt GABAA és GABAB receptor aktivaciéo mar
kivélthatd egyetlen interneuron, a neurogliaform sejt egyetlen akcids potencialjaval. A
szinaptikus €s az extraszinaptikus receptor aktivacio arra utal, hogy egyidejli szinaptikus és

nem-szinaptikus jelatvitel mehet végbe. Laborunkban foly6 tovabbi kutatdsok beigazoltak,
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hogy a neurogliaform sejt az un. térfogati jelatvitel altal képes GABA neurotranszmittert
felszabaditani az extracelluldris térbe, amellyel nem csak a szinaptikus GABAA receptorokat
aktivalja, de megbizhatéan valt ki a posztszinaptikus sejten extraszinaptikusan elhelyezkedd

GABARB receptor aktivaciot is.

A posztszinaptikusan elhelyezkedd ion csatorndk nyitasa és zarasa két nagy receptor protein
csalad altal diktalt modon mehet végbe. Az egyik nagy receptor csalad az Ugynevezett
ligandvezérelt ioncsatorndk csaladja. Ezek az integralt transzmembran fehérjék két funkcionalis
alegységgel rendelkeznek: egy extracellularis specifikus kotohellyel, ami az endogén ligandok,
a neurotranszmitterek szdmara biztosit helyet a bekotésre, illetve masik alegység egy
membranon keresztiil iveld transzmembran fehérje, ami az iondramlas szamara alakit ki
csatornat. A kozponti idegrendszerben a 6 gatlo ligandvezérelt ioncsatorna a GABA 4 receptor.
A GABAA receptor tulnyomo részt szinaptikusan helyezkedik el, azonban egyes izoformak
jelenlétét megfigyelték extraszinaptikusan is. GABA bekdtést hatasara a receptor konformaciéd
valtozason megy keresztiil, igy nyitott allapotba keriil a csatorna, amin keresztiil szelektiven CI°

1onok haladnak at.

Masik nagy receptor csaladot a metabotrdp receptorok alkotjak. Neviiket onnan kaptak, hogy
a csatorna nyitas feltétele a kozvetett metabotrop jelatviteli interakcidk lejatszodasa. A
ligandvezérelt ioncsatornakkal ellentétben ezek a receptorok nem rendelkeznek kozvetlen
ioncsatorna strukturalis alegységgel, helyette a kornyezetiikkben elhelyezkedd csatorna
proteineket G-fehérje kozvetitésével aktivaljak. Emiatt a metabotrop receptorokat G-fehérje-
kapcsolt receptoroknak is nevezik. Strukturalisan a metabotrop fehérjék egy neurotranszmitter-
kotd extracellularis alegységet, valamint egy intracellularis G-fehérje-kotd alegységet
tartalmaznak. Neurotranszmitter bekotés hatdsara a szignaltranszdukceid elsé komponensei, a
heterotrimer G-fehérjék, melyek harom alegységgel rendelkeznek (o, €s y) és inaktiv formaban
GDP-t kotnek. GABAg aktivacio soran a G-fehérje GTP-az aktivitast alegysége GTP-t kot,
amelyet konformacio valtozas kovet. Az a-alegység disszocidl a heterotrimer komplexrdl és
tovabbi molekularis kaszkad folyamtokban vesz rész. Idokozben a dimer Py-alegység
laterdlisan diffunddl a plazmamembran intracellularis oldalan. Az Py-alegység tovabba
bekothet a kozeli G-fehérjéhez kapcsolt befelé egyeniranyitd kaliumcsatorndhoz (GIRK),
amelynek hatasdra a kdlium konduktancia megvaltozik. Osszességében a két posztszinaptikus
receptor csalad aktivalasa merdben eltérd posztszinaptikus valaszokat képes eredményezni az
idegsejtben. A ligandvezérelt ioncsatornak rendszerint gyors, néhany tiz milliszekundum alatt

lejatsz6do posztszinaptikus hatasokat kozvetitenek. Ezzel szemben a metabotrdp receptorok az



altal, hogy a miikddésiik tobb molekularis kolcsonhatashoz van rendelve, tobb szaz

milliszekundummal lassabb hatdsokat eredményeznek.

A kozponti idegrendszerben az idegsejtekre tobb ezer gatlo €s serkentd szinaptikus bemenet
érkezhet, ezeknek a bemeneteknek az 6sszegzddése fogja meghatarozni azt, hogy az idegse;jt
membranpotencidl értéke eléri-e a kiiszobpotencial értéket, hogy akcidspotencidl keletkezzen.
Az agy mukodésének megértésének szempontjabol az, hogy hogyan dolgozzak fel az idegsejtek
a bementi informdaciot és alakitjak kimeneti jellé mindig is kozponti kérdés volt az
agykutatasban. A legtobb szinaptikus bemenet az idegsejtek dendritikus szegmensére érkezik.
Az agykérgi GABAerg gatldo interneuronok széleskoriil, elemi funkciokat latnak el az
informdacio6 aramlas térbeli €s idobeli lefolyasaban az altal, hogy a principalis sejtek kiilonbdzo
strukturdlis alegységeit célzottan gatoljak. Fontos szerepet jatszanak a sejtek tlizelésének
precizitasanak fokozésdban, a hdlozati aktivitds szinkronizdldsdban vagy az agykérgi
halézatokon keresztiil halado serkentés iddbeli és térbeli szabalyzdsdban. Ezen agykérgi
folyamatok lejatszodasa a dendriten torténd gatld szinaptikus bemenetek integracidja altal

valésul meg.



2. Célkituzés

A mielinhiively karosodas a f6 okozdja egyes neurodegenerativ betegségeknek, ugy
mint a SM, azonban a mielin degeneracio folyamataval kapcsolatos ismereteink hianyosak. Az
utobbi idében a betegség kialakulasaval kapcsolatos elmélet, miszerint a betegség autoimmun
eredetli megkérddjelezddni latszodik. Egyes kutatasok alapjan felmeriil a kérdés, hogy az
immunreakcidt az oligodendrocitak szelektiv karosodasa valthatja ki. Az utobbi elmélet alapjan
a degradalodott mielinhiivelybdl szarmazé lipid tormelék akkumulécidja kritikus lehet a
betegség progresszidja soran. Ebbdl az okbodl kifolyodlag, a disszerticiomban a kovetkezd

kérdésekre kerestuk a valaszt:

1. A CARS moédszer alkalmas-e az €106, festetlen agyszdvet lipid tartalmu strukturainak
a vizsgalatara?

2. A CARS modszerrel alkalmas-e a mielinhiively szelektiv karosoddsanak nyomon
kovetésére? Tovabba, a kiillonbozd agyteriileteken felhalmozddo lipid tormelék

eloszlasa feltérképezhetd-e a modszer segitségével?

Az agykérgi halézatok milkddése sordn az ionotrop receptorok altal 0sszegz6dd
posztszinaptikus valaszok torvényszeriségérél nagyszamu ismeretekkel rendelkeziink,
azonban a metabotrop receptorok altal kozvetitett posztszinaptikus valaszok integraciojarol
eddigi ismereteink szerint nincs kisérletes adat. Az agykérgi interneuronok kozil a
neurogliaform sejt egyedi térfogati transzmisszidval hatékonyan képes aktivalni a

posztszinaptikus metabotréop GABAg illetve, az ionotrop GABAA receptorokat.

Disszertaciomban ragcsalo agykéreg felsérétegi neurogliaform sejtek altal alkotott gatlo

kapcsolatokat vizsgalva a kovetkezd kérdésekre kerestiink a valaszt:

1. Az elso rétegi neurogliaform sejt altal kialakitott gatldé kapcsolatokat milyen kvantalis
paraméterek jellemzik?

2. A térfogati transzmisszi6 altal mekkora a biztositott effektiv jelatviteli tavolsag a
neurogliaform sejt preszinaptikus termindlisa €s posztszinaptikus GABA receptokok
kozott?

3. ElsO rétegi neurogliaform sejtek altal alkotott halozat strukturélis elrendezddése milyen
térbeli szummacios lehetdséget szolgaltat?

4. Invivo koriilmények kozott megfigyelhetd-e neurogliaform sejtek egyiittes aktivacioja?

5. Konvergéld neurogliaform sejt bementek révén generalt ionotrop GABAA és GABAg
metabotrop jelek milyen integracids tulajdonsagokkal rendelkeznek?
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3. Modszerek

3.1 Agyszelet készités

A kisérletek a Szegedi Tudomany Egyetem Etikai Bizottsdganak engedélyével torténtek. Fiatal felnott (19 és
46 nap kozott, (P)23.9+4.9) Wistar patkanyok lettek felhasznalva a kisérletek soran. Az allatokat halothannal
torténd elaltatasat kovetden dekapitaltuk. Az eltavolitott agybol 320 um vastag agyszeleteket készitettiink vibralo
pengéjii mikrotommal (Microm HM 650 V) a szomatoszenzoros reprezentacioért feleldse agykérgi teriiletekbol.
Az agyszeletek metszése jéghideg (4°C) magas szacharéz tartalmi mesterséges agy-gerincveld folyadékban
tortént, aminek Osszetétele mM-ban kifejezve a kdvetkezd volt: 75 szachardz, 84 NaCl, 2.5 KCl, 1 NaH,POs, 25
NaHCOs3, 0.5 CaCly, 4 MgSOs, 25 d (+)-gliikéz, a folyadék telitve volt 95% oxigénnel és 5% szén-dioxiddal.
Vagast kdvetéen az agyszeletek 36°C-on inkubaltuk 30 percig, amit kévetden a folyadékot lecseréltiik alacsony
Ca?" tartalmu mesterséges agy-gerincveld folyadékra, aminek a kovetkez6 az dsszetétele mM-ban kifejezve: 130
NaCl, 3.5 KCI, 1 NaH,PO4, 24 NaHCO3, 1 CaCl,, 3 MgSOs, 10 d (+)-gliikoz, a folyadék telitve volt 95% oxigénnel
és 5% szén-dioxiddal. Az inkubaciot kovetéen 17 °C-on tartottuk az agyszeleteket az alacsony Ca®' tartalmi

mesterséges agy-gerincveld folyadékban egészen a kisérlet megkezdéséig.

3.2 Invitro Elektrofiziologiai mérések és farmakologia

Elektrofiziologiai vizsgilatokhoz az agyszeleteket 37°C-os kamréaba helyeztiink, amelyen keresztiil elvezetd
oldatot aramoltattunk 2-4 ml/perc sebességgel. Az mérd oldat dsszetételét tekintve megegyezett az alacsony Ca?*
tartalmtl mesterséges agy-gerincveld folyadék, kivéve a 3 mM CaCl, és a 1.5 mM MgSO,4 koncentraci tartalmat.
Az agykérgi idegsejtekrdl az elektromos jeleket tobb csatornas whole-cell patch clamp technikaval vezettiink el,
egyidejiileg legfeljebb harom sejtrél ~37°C-on elvezeté kamraban, amelyen keresztiil ACSF-et dramoltattuk 3-5
ml/perc sebességgel. Az kisérleteket soran az idegsejteket differencidl interferencia kontraszt (DIC)
videdmikroszkopiaval vizualizaltuk az agyszelet felszinét6l szamitva 60-160 pm mélységben (Zeiss Axio
Examiner LSM7 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag), Guppy F-080 CCD kamera (Allied Vision,
Németorszag)) 40x-es nagyitasi viz-immerzids objektivvel (1.0 NA; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag).
A mikroszkop asztal és az mikropipettak mozgatasat Luigs and Neumann Junior mikromanipulatorokkal és SM7
manipulatorrendszerrel (Luigs and Neumann, Németorszag) végeztiik. Az elektromos jelek HEKA EPC 10 patch
clamp erésitdrendszerrel (HEKA Elektronik, Németorszag) rogzitettiik. Az elektromos jeleket 5 kHz szliriik meg
és 15kHz-en digitalizaltuk Patchmaster program hasznalataval. A mikropipettak (3-5MOhm) alacsony klorid
tartalm intracellularis oldattal toltottik meg (ph 7,25; 300 MOsm), annak érdekében, hogy a GABAerg és
glutamaterg események elkiilonithetéek legyenek. Az intracellularis oldat osszetétele a kovetkezd volt: 126 mM
K-gliikonat, 4 mM KCl, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na2, 10 mM HEPES, 10 mM keratin-foszfat és 8 mM
biocytin. A sejtek passziv membran paramétereit és tiizelési mintdzatukat nyugalmi membran potencial értékén
mértiikk aramzar izemmaodban, 800 ms hosszu négyszogimpulzusok beinjektalasaval. A négyszogimpulzusok -100

pA-tol kezdddtek és 20 pA-el ndvekedtek minden egyes ismétlés soran, egészen a sejt kiiszobpotencialjanak



elérésig. A szinaptikus kapcsolatok vizsgalata soran a preszinaptikus sejtek stimuldlasa rovid iddtartami
kiiszobaram feletti impulzussokkal tortént (800 pA, 2-3 ms), legalabb 60 masodperc hosszu sziinetekkel. A 100Hz
frekvenciaju stimulacios protokoll esetében a sziinetek hosszat legalabb 300 masodpercre noveltik. A
posztszinaptikus sejt membranpotencialjat -50 mV-on tartottuk. Az fesziiltségzar elvezetések soran a
sorosellenallast (Rs) és a kapacitasvaltozast folyamatosan monitoroztuk. Ha a kisérletek soran a soros ellenallas
meghaladta a 35 MOhm-t vagy a kezd¢ értéktdl 20%-os valtozas volt mérhetd illetve ha kompenzalt Rs értéke

meghaladta a 20%-ot, akkor azokat eredményeket nem hasznaltuk fel.

Bayesian kvantalis analizis (BQA) soran a preszinaptikus vezikula felszabadulasi valdsziniiséget az
extracellularis Ca®* és Mg?* koncentracio valtoztatdsaval idéztiik el. BQA soréan kettd kiilonbozé felszabadulasi
valoszintiségi allapotban mértikk amiben az Ca*/Mg?" arany mM-ban a kovetkez6 lehetett: 1,5 Ca®*, 3 Mg?"; 2
Ca®', 2 Mg?* vagy 3 Ca?*, 1,5 Mg?".

A BQA elvezetések soran az ACSF a kdvetkez6 anyagokat tartalmazta annak érdekében, hogy a mért IPSP-k
spontan szinaptikus eseményektdl mentesek legyenek, illetve a lehetséges plaszticitasi mechanizmusokat
elkeriiljik: 10 uM (2R)-Amino-5-foszfonovaleriansav (D-AP5) (Tocris), 10 uM 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-
szulfamoil-benzo[f]quinoxalin-2,3-dion (NBQX) (Tocris). A BQA kisérletek legalabb 60 perces elvezetések
kivitelezését igényeltek és maximalisan legfeljebb 90 percig tartottak. Az egyes preszinaptikus vezikula
felszabadulasi valosziniiséget jellemz6 szegmensek 28-t6l egészen 42 IPSC-t tartalmaztak (atlag 32.75+4.15). Az
Osszes szegmens esetében ellendriztiik a hosszi tava plaszticitas lehetdségét. Méréseink soran nem talaltunk
korrelaciét az IPSC amplittdok és az eltelt id6 kozott (Pearson r érték a kisérletek soran (n=8) -0,39 és 0,46 kdzott
volt mérhetd, atlag -0.01+0.29).

A neurogliaform sejtek konvergaldo bemeneteinek a vizsgalata soran az ACSF a kovetkezd farmakonokat
tartalmazta: 10 pM  6-Imino-3-(4-metoxi-fenil)-1(6H)-piridazinebutansav-hidrobromid (gabazine/SR9553
hidrobromid) (Tocris), 10 uM (2R)-Amino-5-foszfonovaleriansav (D-AP5) (Tocris), 10 uM 2,3-dihidroxi-6-nitro-
7-szulfamoil-benzo[f]quinoxalin-2,3-dion (NBQX) (Tocris), 10 puM 4-etil-fenil-amino-1,2-dimetil-6-metil-
amino-pirimidinium-klorid (ZD7288) (Sigma-Aldich), 10 pM 1-[2-[[(difenilmetilén)imino]oxi]etil]-1,2,5,6-
tetrahidro-3-piridinkarbonsav-hidroklorid (NO711) (Sigma-Aldrich). A farmakonokat elokészitett torzsoldatban

taroltuk -20°C a kisérleteken torténd felhasznalasig.

3.3 Hisztologia

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetéen a biocytinnel megjeldlt idegsejteket tartalmazo agyszeleteket
elékészitettikk a fénymikroszkdpos vizsgalatokra. Az agyszeleteket nitrocelluléz papir (Millipore, USA) kozé
helyeztiik a deformaci6 elkeriilése érdekében €s 4% paraformaldehid, 15% pikrin sav és 1,25% glutaraldehid
tartalmt 0,1 M foszfat puffer-oldatba (pH= 7,4) helyeztiik és tartottuk 4°C-on legalabb 12 6raig. A fixalé oldatot
tobbszori 0,1 M foszfat puffer-oldattal torténd atmosassal eltavolitottuk a szeletekrdl. Ezt kovetéen 10%, majd
20% szacharo6z tartalmu foszfat puffer-oldatba helyeztiik a szeleteket, ami megovja a membranszerkezetet késobbi
fagyasztas soran. Az agyszeleteket néhany masodpercig folyékony nitrogénbe fagyasztottuk, ezt kovetden 10%-
os zselatinba agyaztuk és hideg foszfat puffer-oldatban ujrametszettiik 60 pm vastag szeletekre (Leica VT 1000S
mikrotom). Az ujrametszett szeleteket tris pufferben oldott (pH= 7,4) avidin-biotin peroxidaz komplexben (1:100;

Vector Labs) taroltuk 4°C-on egy éjszakéan at. Az enzimreakciohoz kromogénként 0,05%-os 3’3-diaminobenzidine



tetrahidrokloridot (DAB), oxidansként pedig 0,01 %-os H2O»-ot hasznaltunk. A szeleteket utofixaltuk 1% OsO4
tartalm® 0.1 M foszfat puffer-oldatban. Tobbszori desztillalt vizzel torténd mosast kdvetéen pedig 1%-os uranil-
acetattal kezeltiik és felszallo alkoholsorral dehidrataltuk a szeleteket. Végezetiil epoxigyantaba (Durcupan,

Sigma-Aldrich, USA) agyaztuk és targylemezre helyeztiik.

3.4 Koponyamiitét

Fiatal feln6tt (22-t61 28 naposig (P)24,75+2,75) him Wistar patkanyokat halotan belélegeztetését kdvetden
uretan inraperitoneélis (1,4 g/kg testtdmeg) beadasaval elaltattuk. Altatés alatt az allat testhdmérsékletét 37°C-on
tartottuk melegitd pad (Supertech Instruments, Magyarorszag) segitségével. A mitétet megel6z6en
gyulladascsokkentés és fajdalom csillapitas céljabol dexametazon-natrium-foszfat (2 mg/kg testtdmeg) boralatti,
valamint carpofen (Smg/kg testtomeg) hasiiregbe torténd beadasat végeztiik. Sztereotaxias befogé allvanyba (Kopf
Instruments, USA) rogzitettilk a bealtatott allatok fejét. Lidokain-hidroklorid helyi érzéstelenitését kovetden a
fejtetd borszovetét eltavolitottuk. A koponyacsont occipitalis részére fém tartorudat rogzitettiink fogaszati
cementtel (Sun Medical, Japan). Az els6dleges szomatoszenzoros agykérgi teriilet felett, 1,5 mm poszterior és 2,2
mm lateralisan a Bregmatol 3 mm atmér6ji koponya ablakot furtunk nagysebességti fogaszati furéval (Jinme
Dental, Kina). A koponya ablak teriiletén a koponyacsontlemez eltdvolitasat kovetden a kemény agyhartyat is
ovatosan eltavolitottuk. Ezt kdvetéen a nyilas 1,5% agar6zzal lett feltdltve és vékony liveglemezzel fedtiik le
részlegesen a mozgasi artefaktum limitalasanak céljabol. Végezetiil a HEPES tartalmi ACSF elvezetd oldatban
tartottuk a koponya ablakot, ami a kovetkezo 6sszetétellel rendelkezett mM-ban kifejezve: 125 NacCl, 3,5 KCI, 10
HEPES, 1 MgSOq, 1 CaCly, 0,5 d (+)-gliikkoz, pH=7,4.

3.5 Kaét-foton Ca** képalkotas in vivo

ey

s

juttattunk be az agyszovet felsé rétegébe. Az OGB-1 AM bejuttassa iivegpipettan (1-2MOhm) 4t torténd
injektalassal tortént folyamatos két-foton mikroszkop (Zeiss Axio Examiner LSM7 (Carl Zeiss AG, Németorszag))
altal torténd vizualis ellendrzés alatt, 40x-es viz-immerzios objektivvel (1.0 NA; Carl Zeiss AG, Németorszag).
Injektalast kovetéen agardzzal és iiveglemezzel lefedtik a koponya ablakot. Képalkotd kisérletek egy orat
kovetden kezdddtek. Az elsé rétegi interneuronok aktivitasat ipszilateralis hatsovégtagi elektromos stimulacio
(Digimeter, Egyesiilt Kiralysag, 200mA, 10ms) alatt vizsgaltuk. Az OGB-1 AM indikatort 800nm hullamhosszi
femtoszekundum hosszusagu Ti:zafir 1ézerimpulzusokkal (Mai Tai Deep See; Spectra-physics, USA)
gerjesztettiik. A mikroszkop objektivje utan mért 1ézernyaldb maximalis teljesitménye 30mW volt. A hatsovégtagi
reprezentacidért felelés szomatoszenzoros agykérgi teriileten z-stack optikai képsorozatot rogzitettiink (304 pm
x304 pm x104 pum). Ebbe a térfogatban elhelyezkedd interneuronok aktivitdsat regisztraltuk video modban
(256x100 pixel) ~20Hz képfrissitési frekvencian.

A Kkisérlet befejeztével egyes 1. rétegi interneuronokat biocytin tartalmi intracellularis oldattal t6ltottiink fel, a

késobbi immunohisztokémiai visszatérképezés megkonnyitésének céljabol.
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3.6 Minta elokészités immunohisztokémiahoz

Az in vivo Ca*" képalkoté kisérleteket kovetden az allatokat mélyaltatisba helyeztiik ketamine (100mg/kg) és
xylazine (10mg/kg) hasiiregbe torténd beadasaval. Mélyalvas elérését kovetden a mellkast felnyitottuk és a sziv
aortan keresztiil 0,9%-os fizioldgias s6oldat aramoltattunk at ~1 percig. Amint a vért sikeriilt kimosni a sziv jobb
oldali kamrajan keresztiil, jéghideg 4% paraformaldehid tartalmu 0,1 M foszfatpuffer fixalo-oldatot keringettiink
tovabb az érrendszeren ~15 percig. Ezt kdvetden a teljes agyat kiszedtiik és tovabb taroltuk 4% paraformaldehid
tartalmt 0,1 M foszfatpuffer oldatban. 24 6ra elteltével tobbszor 0,1 M foszfatpuffer-oldattal atmostuk a teljes
agyat. A koponya ablak teriiletén kimetszettiik az agyat egy ~3x3x3mm méretii blokk formajaban, amit zselatinba
agyaztunk és a pia materrel parhuzamosan 60 pm vastag szeletekre metszettiink jéghideg 0,1 M foszfatpuffer

oldatban. Tovabba a szeleteket egy éjszakan keresztiik 0.1 M foszfatpuffer oldatban tartottuk.

3.7 Floureszcens immunohisztokémia és visszatérképezés

Tobbszori 0.1 M foszfat puffer-oldatban torténd mosast kovetden a szeleteket 10%, majd 20% szacharoz
tartalmt 0.1 M foszfat puffer-oldatban helyeztiikk. Ezt kdvetden a biocytinnel t6ltott sejtek el6hivasdhoz a
szeleteket 2 oraig inkubaltuk tris-pufferben (0.1M, pH= 7,4) oldott Alexa-488-streptavidin komplexben (1:400,
Molecular Porbes) szobahémérsékleten. Tobbszori tris-puffer oldatban torténd mosast kovetden a szeleteket tris-
pufferben oldott normalis 16 szérumban (10%) blokkoltuk, ezt kdvetden 2%-o0s normalis 16 szérumot és 0,1%
Triton x-100 tartalmazé tris-pufferben oldott egér anti-alfa-aktinin (1:20000, Sigma-Aldrich, USA) jelenlétében
inkubaltuk 6 6rat szobahomérsékleten. Tobbszori tris-puffer oldattal torténd mosast kdvetden Cy3 kotott szamar
anti-egér (1:500, Jackson ImmunoResearch, UK) masodlagos antitestekkel tettiik lathatéva az immunreakciot.
Tovabbi tris-puffer és foszfat puffer-oldattal torténd mosast kovetden a szeleteken DAPI-festést végeztiink (4°,6-
diamidino-2-fenilindol, ThermoFiser Scientific, USA). Végezetiil a szeleteket Vectashield (Vector Laboratories)
médiumba agyaztuk. A szeleteket LSM 880 konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal (Carl Zeiss AG,
Németorszag) vizsgaltuk 40x olaj-immerzids objektivvel (1.4 NA). A konfokalis mikroszkoppal késziilt z-stack
optikai szegmentalt képsorozatokat manualisan dontdttiik és forgattuk, hogy megegyezzen az orientacidja a két-
foton optikai képsorozattal, igy lehetové téve a interneuronok immunohisztokémiai visszatérképezését. A

megfeleld orientacid megtalalasahoz a biocytinnel megjelolt sejteket hasznaltuk referencia pontnak.

3.8 Adatkiértékelés

Eletrofizioldgiai adatok kiértékeléséhez Fitmaster (HEKA Elektronik), Origin 7.5 (OriginLab), IgorPro
(Wavemetrics) programokat hasznaltunk. BQA kisérletek kiértékeléséhez Pyclamp, Numpy és SciPy programokat
hasznaltuk. Két-foton Ca®" jeleket ZEN2 (Zeiss) programmal detektdltuk és regisztraltuk, a kiértékelésiik egyedi
készitésit MATLAB (The MathWorks) program altal tortént a Statistical Toolbox, Image Processing Toolbox és

sajat scriptek hasznalataval.
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3.9 Statisztika

Az adatokat, mint atlag + standard deviacio (SD) mutatjuk be. A statisztikai teszteket az egyes kisérletek

koriilményeivel sszhangban hataroztuk meg. Az eredményeket p<0,05 érték esetében vettiik szignifikansnak.

3.10 MCell model konstrukcio

A GABAg receptor GIRK csatorna kozotti lejatszodo kolcsonhatast MCell v3.4 (www.mcell.org) programmal
modelleztiik. A modell magaba foglal egy piramissejt dendritikus szakaszanak elektronmikroszkoppal késziilt
sorozatmeszet 3 dimenzios rekonstrukcidjat (A 3D modell szabadon letdlthetd a VolRoverN programcsomaggal
egyttt(Edwards et al. 2014)). Tovabba a dendrit koriili extracellularis teret is modelleztiik, hogy a megfeleld
tortuozitasi értéket reprodukaljuk. A dendriten kiviili teret 3d matrixba rendezett kockak alkotjak,
oldalhosszusaguk 800x800 nm, belsejiik egy 400x400 nm széles és 340 nm mély tireget tartalmaz. Ezek a kockak
32 nm tavolsagra vanna elrendezve egymastdl és a dendrit felszinétdl. Egyedi készitésti Matlab scriptek hoztak
létre a MDL (Model Description Language) fajt, ami sziikséges az MCell stimulaci6 futtatasahoz. MCell program
szimulalta a GABA felszabadulast, GABAg receptor és GIRK csatorna kozotti lejatszodd kolcsonhatast, és az

Osszes sztochasztikus molekularis mozgast.

Az egyes szimulaciok lefutdsa a kovetkez6 volt: ahhoz, hogy valdsagos, a biologiai receptorok és csatornak
eloszlashoz nagyon hasonlé eloszlast kapjunk a szimuldciéban, a 3D dendrit rekonstrukcidnak a membran
feliiletén egy reakcio kaszkad futott le minden szimulacid kezdetén. Ez a reakcio kaszkad eredményezte a végleges
receptor eloszlast. Az elsé iteraciok soran tigynevezett elsédleges részecskéket helyeztiink el a membranban. Az
els6dleges részecskék masodlagos részecskékké bomlanak, amik vagy GABAg receptor vagy GIRK csatorna
csoportosulasokat alkotnak. A masodlagos részecskébdl szarmazé GIRK csatorna csoportosuldsok 1-t6l 4
csatornat tartalmaztak, amelyek a nem voltak képesek mozgasra a membranban. Ezzel szemben, a GABAg
receptor csoportosuldsok a membranban lateralis diffuzidban tudtak terjedni. A megfeleld késleltetést és reakcid
id6t a GABAg receptor csoportok képzddéséhez (amelyek szama 1 és 8 kozotti volt) szimulalt hiités optimalizalasi
Matlab algoritmus hasznalataval hataroztuk meg. Az optimalis értékek elérése esetén a modelliinkben a GABAg
receptorok meghatarozott ideig voltak képesek a lateralis diffuziora, ezt kdvetéen immobilizalodtak, igy nagyon
hasonlo receptor-csatorna eloszlast sikeriilt elérniink, mint amelyet Kulik és munkatarsai publikaltak (Kulik 2006).
Ezt kovetden tortént a GABA felszabaditasa az extracellularis tér 4 kiilonbz6 pontjan. Osszesen 1 masodpercnek

megfeleld idéintervallumban vizsgaltuk a reakcidk lefolyasat.

Mivel a szimulacio keretein beliill kizarolag a GABAg receptor és a GIRK csatorna kozott lejatszodo
kolcsonhatasra voltunk kivancsiak, ezért a rendszeriink nem tartalmaz GABA 4 receptorokat valamint GABA
amino transzportereket. Eddigi tudomasunk szerint nincs kisérletes eredménybdl szarmazoé informacié a NGF sejt
egyetlen akcios potencialja altal felszabaditott vezikulakbol szarmazé GABA koncentraciora vonatkozoan, ezért
a modelliinkben ~1 mM (3750 GABA molekula) GABA neurotranszmittert szabaditottunk fel egy-egy

preszinaptikus bouton pozicidban.

Egyszerre 6 MCell szimulacidt futtatunk parhuzamosan szerver szamitdégépen (Intel(R) Core 17-4790 3.6 Ghz

CPU, 32 GB RAM) , 1ps-os id6 léptékekkel. Osszesen 3322 iteraciot végeztiink.
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3.11 Allatok cuprizon kezelése

A Szegedi Tudomany Egyetem Etikai Bizottsaganak engedélyével torténtek a kisérletek. C57BL/6 him egerek
lettek felhasznélva a kisérletek soran. Az allatok taplalékhoz és vizhez szabadon hozzafértek. 8 hetes korukat
elérve legalabb 5 hetes cuprizon (Sigma Aldrich) kezelés kezd6dott a demielinizacios folyamtok kivaltasdhoz
(Blakemore 1973; Matsushima and Morell 2001). 0.2% cuprizon tartalmu standard poritott tdpot kaptak a kezelés
alatt az allatok. A kezelés befejeztével a 4.1 fejezetnek megfelelden agyszeletek késziiltek a CARS-képalkotd

kisérletek céljabol.

3.12 Emberi Agyszovet elokészitése

Minden vizsgalat a Helsinki Nyilatkozat értelmében és a Szegedi Tudomany Egyetem Etikai Bizottsaganak
engedélyével tortént. Az emberi agyszovet 67 éves noi paciensbdl szarmazik, a beteg a miitét elétt a szovetminta
ilyen jellegli kutatasra vald felhasznalasat irdsban engedélyezte. A miitét a Szegedi Tudomanyegyetem
Idegsebészeti Klinikajan tortént. Midazolam és fentanyl (0.03 mg/kg, 1-2 mg/kg) intravénds beadasaval
indukaltak az altatast. Az endotrachealis intubacido konnyitésére a paciens 0,5 mg/kg rocuroniumot kapott.
Intubalast kdvetden a pacienst O2 és N20 1:2 aranyu elegyével 1élegeztették. Az anesztézia megfeleld szinten
tartasa szevoflurannal tortént. Mélyagyi benign tumor eltavolitasa céljabol az kapott agyminta occipitalis agykérgi
teriiletrdl szarmazik. A miitéti uton eltavolitott agyszovetet jéghideg szukrdz tartalmu agy-gerincveld folyadékban
szallitottuk, ezt kovetéen pedig a 4.1 fejezet alapjan metszettiik azzal a kiilonbséggel, hogy 350 pum vastag

szeleteket készitettiink.

3.13 Koherens anti-Stokes Raman szorddason alapuldé képalkotas

CARS képalkotd rendszer prototipusanak részletes ismertetés Haluszka és munkatarsai altal kozolt
publikaciéban megtekintheté (Haluszka et al. 2015). A rendszeriink magaba foglal egy FemtoCARS lézer egységet
és egy FemtoFiber Yb-erOsitérendszert (mindketté egyarant R&D Ultrafast Laser Ltd., Magyarorszag), Axio
Examiner LSM 7 MP kétfoton mikroszkopot (Carl Zeiss, Németorszag), 40-es viz immerzids objektivvel (Carl
Zeiss, Németorszag) és egy MaiTai femtoszekundumos Ti:zafir 1ézert (Spectra-Physics, Santa Clara, USA). A
LSM 7 MP mikroszképban az egyik NDD (non-descanned detektor) elé egy 650/20 savsziiré lett elhelyezve. Az
anti-Stokes frekvencia a Ti-zafir 796 nm hullamhosszi pumpalézer és a 1028 nm-es Yb-szalerdsité rendszer

Stokes pulzusok kombinalasaval értiik el.

3.14 Time lapse képalkotas

Z-stack optikai képsorozat felvételeket készitettlink 60 percenként 10 6ran keresztiil a fehér allomanyrol. A Z-
stack képsorozatok kozotti 1épték 0,67 pm volt, a felbontas 1024*1024 pixel. A képsorozatokbdl egyetlen képet

készitettiink a maximalis-érték projekcidjuk alapjan.
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3.15 Fluoreszcens jelolés

Az agyszeleteket 4% PFA tartalmu 0,1 M koncentracioju foszfatpuffer oldatban (pH = 7,4) tartottuk 4 °C-on 3
majd 20% szacharoz tartalmu foszfatpuffer oldatba helyeztiik. Az agyszeleteket néhany masodpercig folyékony
nitrogénbe fagyasztottuk, ezt kovetden 10%-os zselatinba agyaztuk és hideg foszfatpuffer oldatban tijrametszettiik
60 pum vastag szeletekre (Leica VT 1000S mikrotom). Az Gjrametszett szeleteket tris pufferben oldott (pH= 7,4)
BODIPY 493/503 (1ug/ml; Thermo Fisher Scientific) jelenétében taroltuk 4°C-on egy éjszakan at. BODIPY
493/503 torzsoldat (1mg/ml) DMSO-van volt oldva. Végezetiil a szeleteket Vectashield (Vector Laboratories)
médiumba agyaztuk. A BODIPY 493/503 fluoreszcens jeleket LSM 880 konfokalis mikroszkoppal (Carl Zeiss,

Németorszag) vizsgaltuk 40x viz immerzids objektivvel (Carl Zeiss, Németorszag).

3.16 Felvételek kiértékelése

Fluoreszcencia értékeknek a vizsgalata ZEN (Carl Zeiss, Németorszag) és Image] (NIH, USA) programmal
végeztiik az agyszelet felszinétdl szamitott legalabb 20 pm mélységtdl. A G-arany meghatarozasahoz a mielinizalt
rostok belso és kiils6 atméréjének az aranyat szamitottuk ki. Azokon a mielinizalt rostokon végeztiik el a mérést,
amelyek egyértelmi jelét mutattak, hogy nem karosodott vagy duzzadt. Z-stack optikai felvételeket 1 pm léptékkel
készitettiilk. Az atméréket a mielinizalt rostokra meréleges vonal mentén mért fluoreszcencia intenzitas profil
alapjan végeztiik. Az intenzitas profil amplitidé értékeinek 70%-anal hataroztuk meg az atmérd értékeit Igor
programban készitett egyedi készitésii programparancsokkal (Wavemetrics, Lake Oswego, USA). A mielin
tormelék detektalasahoz és térfogatanak vizsgalatdhoz az elkésziilt Z-stack képsorozatokon egyedileg készitett
C++ programnyelvben irddott analizalé programot hasznaltunk. A program a mielinizalt strukturakat és és mielin
tormeléket elkiilonitette a hattértol, adaptiv kiiszobolési eljarassal. A felvételeken Gauss szlrtit (5*5 pixel keret)
alkalmaztunk, amivel a statikus hattér zajbol szarmaz6 fals objektumokat eliminaltuk. Tovabba a detektalt pozitiv
objektumokat szétvalasztottuk Hugh transzformacido hasznalataval, ezzel az esetlegesen Osszekotott mielin
tormelékeket valasztottuk szét. Ezt kovetden a mielin tormeléket mielintél a méret (0.3-2pum) és cirkularitas (0.8-
1.0) alapjan kiilonitettiik el. Minden feldolgozott képet ellendriztiik, az esetleges fals pozitiv objektumokat
manualisan tavolitottuk el. A mielin tormelék térfogata és a kvantitativ mennyisége a rekonstrualt 3 dimenzios

objektumok alapjan lettek kiszamitva.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1.1. Mielinhiively karosodast koveto lipid tartalmu tormelék eloszlasanak

vizsgalta a kozponti idegrendszerben CARS mikroszkopiaval

A munkankban CARS mikroszkopids modszer hasznalatdval képesek voltunk
szamszertsiteni a lipid tormelék mennyiségét €s eloszlasat. Két hetes kezelést kovetden
mérhetden kevesebb tormelék van jelen a mielinizalt agyteriileteken, 0sszehasonlitva a négy
hetes kezelésben részesiilt csoportot, ahol massziv mennyiségii tormelék akkumulacio volt
megfigyelhetd. Az akkumulalt lipid hasonldsagot mutat a korabbi elérehaladott SM betegbdl
szarmaz6 elektronmikroszkopos felvételeken bemutatott fagocitalt lipid tormelékkel. Tovabba
emberi szovetbiopszidn végzett immunhisztokémiai eljardssal is hasonlo struktirdk
megfigyelhetok. A lipid tormelék megjelenése mellett rendszeriinkkel a mielin vastagsagat is
vizsgaltuk. Ezen mérések soran feltételeztiik, hogy lipid tormelék megjelenésével osszhangban
a demielinizacidos folyamtok is nyomon kovethetéek a mielinhiivelyen. A munkaban
bemutattuk, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva a korai szakaszban a mielin vastagsag
szempontjabol szignifikdns kiilonbség nem detektalhatd a kérgestest teriiletén, azonban lipid
tormelék jelenléte mar kimutathato. A legutobbi megfigyelések azt mutatjak, hogy 40 héttel az
oligodendrocitak elvesztése és a demielinizacid hataséara kialakul6 lassan lebomlo mielin ellen
az immunizalodas hidnyzik, amely azt sugallja, hogy az oligodendrocitak pusztulasanak
kezdete fliggetlen lehet a komplementrendszertdl. A lipid tormelék akkumulacié 6sszhangban
van a makrofag aktivacioval és a gyulladas kialakulassal. Ismert, hogy a szulfatid, amely a
mielinhiively egyik {6 alkotoeleme, gyulladast képes kialakitani a kdzponti idegrendszerben,
mig a lipidet felhalmozott makrofagok kronikus gyulladasi folyamatokat alakithatnak ki a
gerincveldben. Tovabba, kutatdsok kimutattdk, hogy pusztan lipid homogenizatum agyba
torténd injektalasaval nagy mértékli mikroglia aktivaciot és gyulladasos valaszt lehet kivaltani.
A degradéalodott mielinbdl szarmazo lipid a kivaltott gyulladasi folyamatok altal, a
demielinizacié folyamatat tovabb stlyosbitja, és akaddlyozza a remielinizaciot. Ezért
eredményeink azt a nézetet erdsitik meg, miszerint az oligodendricita pusztulast kdvetden a
novekvé mennyiségli lipid akkumulécidja torténik, ami a késébbi gyulladdsos folyamtok

kivaltasaban jatszhat szerepet.
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4.2.1. Egyes neurogliaform sejtek altal alkotott gatlé kapcsolatok

strukturalis és funkcionalis jellemzése

Els6ként az egyes NGF sejtek altal alkotott gatld kapcsolatok strukturalis és funkcionalis
jellemzését végeztiik. E célbdl in vitro két csatornas whole-cell patch clamp elvezetéseket
végeztiink 1. rétegi NGF sejten és 2./3. rétegi piramissejten patkany szomatoszenzoros agykeérgi
preparatumokon. Funkciondlis vizsgalataink altal megbecsiiltiik a NGF sejt altal alkotott gatld
kapcsolat kvantalis paramétereit. A funkciondlis tulajdonsagokon tul fénymikroszképos
haromdimenziés anatomiai vizsgalatokat végeztiink a gatld kapcsolatok strukturalis
feltérképezéséhez. A korrelalt funkciondlis ¢és strukturdlis vizsgalatok eredményei
megerdsitették a korabbi elméleteket a térfogati jelatviteli folyamatok meglétérdl, illetve
kisérletes vizsgalataink alapjan ugy allapitottuk meg, hogy a NGF sejt preszinaptikus

termindlisabol felszabadulo GABA effektiv hatotavolsaganak becsiilt értéke ~2um.

4.2.2. Els6 rétegi neurogliaform sejthalozat altal alkotott gatlo kimenetek

strukturalis jellemzése

Az egyes NGF sejtek gatld kapcsolatanak jellemzését kovetden az agykérgi felsorétegi NGF
sejtek altal alkotott halozatot tanulmanyoztuk. Anatomiai vizsgalatokkal definidltuk a rendkiviil
stirii NGF sejtekre jellemzd axonhalozat €s az axon mentén elhelyezkedd frekventalt bouton
eloszlast, illetve a felsObb rétegi agykéregben elhelyezkedd NGF sejtek eloszlasat. Ezen adatok
birtokdban a teljes felsdrétegi NGF sejt populdcid lehetséges posztszinaptikus egységnyi
térfogatara konvergald bemeneteit szamszerlsitettilk. Eredményeink arra utalnak, hogy az
agykérgi felsébb rétegekben a térfogait transzmisszid altal biztositott relativ nagy effektiv
jelatviteli tavolsag figyelembe vételével, az extracellularis tér jelentds részén (~70%) egyetlen
NGF sejt bemenet reprezentalt. Az extracellularis tér kisebbik része (~30%) pedig hozzaférhetd

tobb mint kettd NGF sejt szamara, ha a teljes NGF sejtpopulacio is aktiv egyidében.

4.2.3. Els6 rétegi neurogliaform sejt populacio osszehangolt aktivacioja
szomatoszenzoros agykéregbe in vivo

A NGF sejtpopulacio in vivo aktivitasaval kapcsolatban jelenleg ismereteink hianyosak.
Nem ismert, hogy az altalunk alkotott modell alapjan konvergalé bemeneteknek lehetdséget

biztositd 0sszehangolt aktivitas el6fordul-e az agykéregben. Ennek kideritése érdekében in vivo

kétfoton Ca?" képalkoto kisérleteket végeztiink, ahol a szomatoszenzoros agyteriileten kdvettiik
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nyomon a felsébb rétegi NGF sejt populéacid aktivitasat ipszilateralis végtag stimulacio alatt.
Kisérleteink igazoltdk a NGF sejtek aktiv részvételét az interhemiszferialis gatlasi folyamatban.
Szenzoros stimuldlds hatdsara a két agyfélteke kozotti kommunikacidt biztositdo kalldzalis
bemenetek altal a teljes NGF sejtpopulacid ~70%-anal figyeltiink meg 6sszehangolt aktivaciot.
Eddig eredményeink arra utalnak, hogy az elsé rétegi NGF sejtpopulacio képes egységesen,
kooperativ modon ionotrdp és metabotrép GABA receptorokon keresztiil gatlast kifejteni a

posztszinaptikus célsejteken fiziologias koriilmények kozott.

4.2.4. Neurogliaform sejtek altal kialakitott konvergens IPSP-k integracioja

Az ionotrop és metabotrép receptorok altal kivaltott valaszok 0Osszegzddésének
vizsgalatdhoz kozvetlen elektrofiziologiai vizsgalatot, szimultan harom csatornas whole-cell
patch clamp méréseket végeztiink kettd 1. rétegi preszinaptikus NGF sejtrol és egy 2./3. rétegi
posztszinaptikus piramissejtrél, amelyre a konvergens bemenetek érkeztek. Méréseink a gyors,
ionotrop GABAa receptorok altal kozvetitett posztszinaptikus potencidlok szublinearis
Osszegzodését mutatta. A lassi, metabotrop GABAg receptorok altal kozvetitett valaszok
azonban eltérd, linearis 0sszegzddést mutattak. Korabbi szamitogépes szimulacidos modszeren
alapul6 tanulményok a metabotrdp receptorok Osszegzddése esetén erdteljes szupralinearis
kolesonhatast josoltak a G-fehérje rendszeren torténd jelamplifikacios hatds miatt. Annak
érdekében, hogy megeértsiik, milyen lehetséges mechanizmusok befolyasoljak a prediktalt
szupralinedris 6sszegzddést, farmakologiai kisérleteket végeztiink. Eredményeink arra utalnak,

hogy a esetleges HCN1 csatorna aktivitas, illetve az extracelluldris GABA visszavételi

crer

4.2.5. GABAg receptor ¢és GIRK csatorna szubcellularis relativ

elhelyezkedése befolyasolja az posztszinaptikus valaszok 6sszegzodését

A posztszinaptikus sejten a GABAB receptor és a GIRK csatorna szubcellularis kompartment
fiiggd eloszlast mutat, a dendrit tiiske feliiletén jellemzden szoros receptor-csatorna komplex
kolokalizaciot, mig a dendrit torzs feliiletén szegregaltabb elrendezddés jellemzo.
Kovetkezeésképp tovabbi vizsgélataink arra iranyultak, hogy kideritsiik a receptor-csatorna
komplex elhelyezkedés hatidssal van-e a metabotrép jelek integracidjara. Komplex
szamitogépes szimulacios kdrnyezetet alkottunk, ami magéaba foglalt egy ultrastrukturalisan
rekonstrualt dendrit szakaszt, lehetséges NGF sejt altali neurotranszmitter felszabadulasi

helyeket és megfelelden paraméterezet extracellularis teret. A dendrit szakasz membran
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feliiletére GABABg receptor-GIRK csatorna csoportosulasokat helyeztiink kompartment-fiiggo
eloszlassal. A realisztikus térbeli szimulacids kozegben a részecskék sztochasztikus mozgasat
és koztiik lejatszodo kolesonhatasokat MCell v3.4 programmal szimulaltuk. Eredményeink arra
utalnak, hogy a receptor-csatorna komplex eloszlasa onmagdban hatassal van a jelek

crer

tapasztalhatd, mig a tadvolabbi elhelyezkedés soran szublinearis eltolodas figyelhetd meg.
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