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1. Bevezetés

Doktori disszertaciomban ketté egymastol fiiggetlen kutatasi téméaval foglalkozok:

1.

Egy utjonnan fejlesztett koherens anti-Stokes Raman szorodason (CARS) alapuld

mikroszkdprendszer implementalasat végeztem agyszeletekre. A

crer

crer

1.1 Agykéreg felépitése
Az agy mai napig intenziven kutatott, legbonyolultabb biologiai struktura. Felépitése és

komplexitasa alapjan vitathatatlanul az evolicionalis fejlédés cstucsat képezi. Az emberi agy a

testtdmeg minddssze 2%-at adja, de ezt a kb. 1,3 kg tdmegii struktirat megkodzelitdleg 8,6*10%°

idegsejt és 8,4*10° gliasejt alkotja (Azevedo et al. 2009), a neuronok egymas kozott 1012-101

szamu Sszinaptikus kapcsolatot alakitanak ki (Tang et al. 2001). Az agy felszinét a réteges
szerkezetli agykéreg alkotja, amely ragcsalokban 1-2 mm, magasabb rendii emlésokben 3 mm
vastagsagu. A magasabb rendii emldsokben az agyfelszin szembetiind jellegzetessége a

tekervényezettsége, amely példaul ragesalok tilnyomo tobbségében nem figyelhetd meg.

Az agykérget filogenetikailag 2 csoportba sorolhatjuk:

(1) Allocortex - torzsfejlodés szempontjabol 6si, evolucidosan konzervalt része az

agykéregnek, amelynek kevesebb, mint 5%-at fogalja el. Harom részbdl épiil fel:
paleocortex, archicortex €s periallocortex. A paleocortex az agy ventrolateralis részén
helyezkedik el és a szaginger feldolgozasaért felelds szagld kérget alkotja. Réteges
felépitésii, 3 sejtréteg alkotja. Az Archicortex szintén réteges felépitésii, 3 sejtréteg
alkotja és magaba foglalja a hippocampust és a dentate gyrust, amelyek az epizodikus
memoria kialakulasakor és a térbeli tajékozodas soran nélkiilozhetetlenek. A
periallocortex egy atmeneti struktira az allocortex €s a neocortex kozott. A
pariallocortexhez tartozik az enthorinalis kéreg, a presubiculum, a parasubiculum, a

retrosplenialas kéreg, a perirhinalis kéreg, a subcallosalis és a subgenualis teriiletek.

(2) Neokortex —a torzsfejlédés soran a legkésobb kialakult része az agykéregnek, amelynek

mintegy 95%-at foglalja el. Hat sejtréteg alkotja (1.abra), amelyek agykéreg felszinét6l

a mélyebb agyi rétegek iranyaba haladva a kdvetkezdek:



TS

Vi

VI.

réteg az Gn. molekuldris réteg kevés sejttestet tartalmaz, és az itt talalhatod
idegsejtek kivétel nélkiil mind gatld interneuronok. Az interneuronokon kiviil,
mélyebb rétegekben elhelyezkedd piramissejtektdl szarmazo apikalis dendritek,
valamint tavoli agyteriiletekrél szarmazo projekcios afferens axonok is
megtalalhatoak.

réteg, az un. kiilsd szemcsés réteg, amelyben tébbnyire piramissejtek valamint
interneuronok talalhatoak.

réteg, kiilsé piramis sejtréteg. Szintén piramissejtek valamint interneuronok
alkotjak. A lokalis piramissejtek jellemz6en koritko-kortikalis kapcsolatokat

létesitenek.

. réteg, belso szemcsés réteg. Piramissejtek, csillagsejtek €s helyi interneuronok

alkotjak. Jelentés mennyiségli talamo-kortikalis €s inra-hemiszferialis kortiko-
kortikalis bemenet érkezik ide.

réteg, belsé piramissejt réteg. Piramissejtek és interneuronok alkotjak ezt a
réteget.

réteg, plexiform réteg. Az itt levo piramissejtek mellett, ors6 formaju

piramissejtek, interneuronok és multiform idegsejtek talalhatoak.

1. abra: Ramon y Cajal altal készitett rajz
az agykéreg felépitésérol

Balra: Nissl-festési eljaras utan készitett mikroszkopos
felvétel feln6tt emberi motoros agykéregrél. Baloldalt, a
réteghatarok romai szammal vannak jel6lve. Jobbra:
Golgi-festési eljarassal lathatova tett idegsejtek, Gjsziilott,

egyhdnapos emberi agykéregb6l (Cajal 1899).



1.2 Mielinhiively és demielinizaci6
A mielinhiively az idegrostokra spiralisan feltekeredett, Kiterjedt, modosult

plazmamembran. Ketté glia sejttipus felelés a mielinhiively kialakitasaért: (1) a periférias
idegrendszerben a Schwann-sejtek, (2) mig a koézponti idegrendszerbe az oligodendrocitak
alkotjak. Az axon mentén a mielinizalt szakaszok periodikusan fordulnak eld. A mielinizalt
szegmensek kozott talalhatd mielinhiively hianyossagot Ranvier-befiizddéseknek nevezziik,
Ezek a beflizédések lehetévé teszik az axonban a szaltatorikus ingeriiletvezetést, amellyel
sokkal gyorsabb ingeriiletvezetés érhet6 el, 6sszehasonlitva a nem-mielinizalt rostokon térténé
vezetéssel. Osszetételét tekintve a mielin 40%-ban vizet tartalmaz, illetve szarazanyag tartalma
70-85%-ban lipid, 30-15%-a fehérje (Morell and Richard H 1999).

Egyes neurodegenerativ betegségekre, mint pl. a sclerosis multiplex (SM), az
oligodendrocitak szelektiv karosodésa jellemzd. A betegség sordn a sziirke és fehér allomany
mielinizalt rostjai egyaran kéarosodnak. Az elérehaladott kérosodas sordn a tiinetek szinte
minden betegnél masképp jelentkeznek. A leggyakoribb panaszok: végtaggyengeség,
mozgatasi nehézség, faradékonysag, végtagremegés, egyensuly zavaros, stb. (Hemmer,
Archelos, and Hartung 2002; Trapp and Nave 2008). A legtobb esetben a betegség tiineteinek
stlyosbod6 ¢€s javuld szakaszainak a valtakozasa figyelhetd meg, amely sordn progressziven
egyre rosszabb allapotba keriil a beteg. A SM soran demielinizacid és gyulladasi folyamtok
mennek végbe. A mielinhiively kritikus szerepet jatszik a megfeleld ingeriiletvezetés
kialakitasaban. A mielin karosodasakor romlik elektromos jeltovabbitas (Bando et al. 2008;
Hamada and Kole 2015), amely idével axon-, kés6bb neurogdegeneraciohoz vezet (Huizinga
et al. 2012; Kuhlmann et al. 2002), viszont ezeknek a folyamatoknak a pontos
patomechanizmusa mai napig nem teljesen tisztazott. A legnépszeriibb elmélet szerint a SM
autoimmun eredetli betegség: az immunrendszer hibas mitkodésének kovetkeztében autoreaktiv
T-sejtek jelennek meg a kozponti idegrendszerben, amelynek hatasara pedig mikroglidk és
makrofagok tamadjak meg a mielinhiivelyt, igy szelektiv oligodendrocita pusztulast idéznek
elé (Frohman, Racke, and Raine 2006; Kornek and Lassmann 2003; Stadelmann, Wegner, and
Briick 2011). Ezzel az elméletben 6sszhangban, jelenleg a SM betegség leghatasosabb kezelési
modjainak az alapja a gyulladas csokkentés €s immunszupresszalas. A SM kivalto okai jelenleg
ismeretlenek, de egyes vélemények szerint bizonyos kornyezeti tényez6k- példaul viralis
fertézés, genetikai hajlam, nem, illetve az életmod egyiittesen hatassal lehetnek a betegség
kialakulasara (Sawcer et al. 2011). Egyes esetekben, a betegség korai szakaszaban a limfocitak

bearamlasanak a hianyat tapasztaltadk, amely az eddig elméletekkel szemben alternativ



hipotézist kinal a betegség kialakulasaval kapcsolatban (Barnett and Prineas 2004). Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy az oligodendrocita pusztulas a betegség kialakulasanak forrasa, ezt
kovetden pedig a felszabadult mielin tormelék hatasara jelentkezik az immunvalasz és a késGbbi

gyulladasi folyamatok (Clarner et al. 2012; Stys et al. 2012; Traka et al. 2016).

A demielinizacidval jaré neurodegenerativ betegségek vizsgalatdnak egyik elterjedt mddja
az allatmodellek vizsgalata. A legszélesebb korben hasznalt modell a SM betegség vizsgalatara
a kisérletes autoimmun encephalomyelitis (EAE) (Merrill 2009; Ransohoff 2012). EAE soran,
Osszhangban az autoimmun ecredetli hipotézissel, antigénként immunizalaskor egy
oligodendrocitara jellemzd fehérjét vagy annak egy szakaszat hasznaljak. Ezen felill az
allatmodellekben genetikai modositas, virus vagy kémiai anyag altal is kivalthato
demielinizacio. A demielinizacio kivaltasara széles korben hasznalt kémiai anyag a cuprizon.
Ebben a modellben a rézkelator, cuprizon hatdsara oligodendrocita apoptdzis és multifokalis
demielinizacid alakul ki az agy kiilonboz6 teriiletein, elsdsorban a erésen mielinizalt rostokon,
mint pl. a kérgestest. Ennek hattérben mitokondrialis patologia all, mivel a cuprizon kezelés
hatasara az oligodendrocitdkban a mitokondrialis 1égzési lanc kiilonb6zd komplexeinek
csokkent mikodése és a reaktiv oxigéngyokok (ROS) fokozott termelése mutathato ki (Acs and
Kalman 2012; Gudi et al. 2009; Kipp et al. 2009; Matsushima and Morell 2001). Ezen
folyamtok hatdsara az oligodendrocitdk pusztulasa és mielin lebomlds megy végbe, aminek

eredményeként lipid tartalmu térmelék halmozodik fel az agyszovetben.

1.3 Demielinizacio vizsgalata
A demielinizacio diagnosztikai céli kimutatasara jellemzden a klinikumban szamitogépes

tomografia (CT) és magneses rezonancia képalkotd (MRI) modszereket hasznalnak. Ezekkel a
modszerekkel a betegség eldrehaladottabb stadiumaban a demielinizacios gocok detektalhatova
vallnak a fehérallomanyban, viszont a betegség kezdeti stadiumaban a diagnosztika nem

lehetséges kizarolag ezekkel a modszerekkel.

Kutatasok sordn a demielinizécio folyamatat jellemzden indirekt modszerekkel vizsgaljak,
mint pl. bizonyos glialis fehérjék immunhisztokémiai jelolése. Illetve direkt vizsgalati
modszernek az elektronmikroszképos tanulmanyok tekinthetéek. Azonban ezen technikak
szamos hatrannyal jarnak. Ezeket a vizsgalatokat é16 szoveten nem lehet elvégezni, jellemzden
hosszadalmas, tobb napon 4t tartdo mintakezelési eljarasokat kell alkalmazni, amik sordn kémiai

anyagok hasznalataval a minta karosodhat.
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A felmertilt problémakra azonban a nemlinedris optikai elven miikodo két-foton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkopiai hasznalata megoldast nyujt. A nemlinedris optika az optikanak az
a teriilete, amely a fény terjedését, nemlineéris kolcsonhatasat irja le optikai kdzegben, ami
tipikusan nagy fényintenzitasok esetén érzékelhetd és mérhetd. Ebben az esetben az optikai
kozeg polarizaltsaga nemlinedrisan fliigg a fény elektromos terétdl. Az impulzusiizemu 1ézerek
esetén a lézer energidja kis csomagokba, impulzusokba koncentralodik, ezért ilyen 1ézerekben
tapasztalhatd a nemlinearis jelenség. Szamos nemlinearis optikai folyamat alkalmas é16 mintak
vizsgalatara, mint pl. a két-foton abszopcios fluoreszcencia, masodharmonikus (SHG) vagy a
koherens anti-Stokes Raman szoras (CARS). A két-foton fluoreszcencia mérés nagy elénye
abban rejlik, hogy a gerjesztd fényforras csak ~0,3 um atmérdji, 0,1 femtoliter térfogati
fokuszpontban hozza létre az anyag két-foton gerjesztéséhez sziikséges energiamennyiséget,
jellemzden pikéd szekundumos intervallumban. Ezzel a modszerrel a fokuszponton kiviil nem
torténik energiakdzlés, igy a nagy energia altal torténd sejtkérositd hatas nem jellemzd. A
kétfoton effektus kialakuldsa soran az egyszerre két azonos energiajii foton nyelédik el a

gerjesztendé molekulaban, igy energiajuk osszeadodik (2. abra).

A CARS folyamat egy négyhullam-keveréses modszer, amely lejatszodasahoz két eltérd
frekvenciaja 1ézer nyalab elektromagneses tere hat kdlcson egymassal: az Gin. pumpa 1ézer (wp)
¢és egy un. Stokes nyalab (ws). A két 1ézernyalab frekvenciaja meghatarozott annak érdekében,
hogy a kiilonbségiik (mp - ms) megegyezzen a gerjeszteni kivant molekulakotés belsd rezgési
energiajanak a frekvenciajaval (®vibracis). A pumpa lézer a molekulat egy virtualis gerjesztési
allapotba viszi, mig a kisebb energiaji Stokes 1ézer hatasara a molekula elhagyja a gerjesztett
allapotot. Ennek a kettds megvilagitasnak a kovetkeztében az alapallapothoz kozeli gerjesztett
allapotba keriil a molekulakotés belsd rezgési energidja. Ezt kvetden az ismételt pumpa 1ézer
egy Ujabb, magasabb virtualis gerjesztési allapotra juttattja a molekulat. Végiil a kivant
molekula err6l a virtualis energia szinrél az alapallapotra keriil vissza mikozben energia
szabadul fel, amely nagyobb mint a pumpa nyalab energiaja (wcars=2mp - ®s). Ez ehhez kothetd

frekvenciat nevezziik anti-Stokes frekvencianak (ocars) (2. abra).
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Kétfoton abszorpcio CARS

Elektronikus gerjesztett allapot

Dpumpa OCARS

Intermedier allapot

Dpumpa Stokes

v t D+ibracid

Elektronikus alapallapot

2. abra: Kétfoton abszorpcio és CARS Jablowski-diagramja

A konfokalis mikroszkdpia és multi-foton fluoreszcens 1ézer pasztazason alapulo6 technikak
a bioldgiai strukturakarol kizarolag akkor képesek képet alkotni, amennyiben a vizsgalni kivant
struktira autofluoreszcenciaval rendelkezik, vagy fluoreszcensen van megjelolve. A
fluoreszcens festési eljarasok elvégzése gyakran iddigényes, draga és mivel kémiai reakciokon
alapulnak ezek az eljarasok, ezért maga a festési folyamat modosithatja a bioldgiai strukturat.
Ezek a fluoreszcens festékek idével elveszithetik intenzitasukat, é16 szoveten valo hasznalatuk
pedig fototoxicitast is eredményezhet. A CARS mikroszkdpian alapulé modszer kémiai jel6lo
anyagok nélkiil biztosit kémiai szelektivitast, ezért a biologiai mintat a vizsgalat nem modositja,

¢s karosito hatas nélkiil lehet vizsgélni az €16 szovetet.

1.4 Az neokortikalis hal6zatok szervezodési elve
A neokortex kritikus szerepet jatszik a magasabb rendii kognitiv funkciok kivitelezésében,

ugymint a szenzoros bemenetek feldolgozasa, asszociativ gondolkodas, memoria, motoros
parancsok kialakitasa a tudat (Eric R. Kandel, James H. Schwartz, Thomas M. Jessell, Steven
A. Siegelbaum 2013). Ezeknek a feladatoknak a végrehajtasahoz a neokortikalis halozat
komplex mikodésére van sziikség. A legelso agykérgen végzett anatomiai vizsgalatok Santiago
Ramon y Cajal, spanyol idegtudods és patologus nevéhez fiizédnek, aki Camillo Golgi, olasz
kollegdja altal kidolgozott eziist impregnacios festési eljaras hasznalataval az idegsejtek finom
anatomiai szerkezetét vizsgalta az 1800-as évek végén (1. abra). Az idegrendszer

szisztematikus feltérképezése soran mai szemmel is impozans illusztraciokat készitett, ezzel jol
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definialva az idegsejtek anatomiai struktarajat (Cajal 1899). Cajal szamos akkoriban
idegsejteken végzett morfologiai vizsgalata és megfigyelése, valamint a beldliikk levont

kovetkeztetése még ma is helytallo.

Az neocortexben lejatszodo informaciofeldolgozas két nagy neuron csoport altal alkotott
dinamikus mikrohal6zat altal meghatarozott. Az egyik nagy csoportot a serkentd glutamaterg
idegsejtek, az ntgynevezett principalis piramissejtek alkotjak. Jellemz6 rajuk, hogy nagy
szamban vannak jelen, az agykérgi idegsejtek 85-90%-at a piramissejtek alkotjak. A
piramissejtek egy haromszog formaja sejttestbél, tobb dendritbdl és egy siirtin elagazo axonbodl
allnak. Egy tipikus piramissejt felépitését tekintve a sejttest, un. szoma cstcsabol radialis
iranyba egyetlen apikalis dendrittel rendelkezik, amely néhany szaz mikrométerre a szo6matol
elagazik ¢és egészen a legfelsd agykérgi rétegekben végzddik. A szoma alapjabdl tobb elagazo
bazalis dendrit ered lateralis irdnyba. A dendritek mentén tobb ezer szinaptikus kapcsolat 1étesiil
mas idegsejtekkel, igy tekinthetliink ra tigy, mint az idegsejt bemeneti egységére. A szoma
alapjabol egyetlen axon ered, amely gyakran a dendriteknél sokkal hosszabb és tobbszor
elagazhat, igy axon kollateralisokat kialakitva. Az axon, mint kimeneti alegység, képes a szoma

¢s dendritek altal integralt informaciot tovabbjuttatni a célsejtekhez.

A piramissejtek tobbnyire egységes felépitést kovetnek, azonban némi variancia figyelhet6
meg a laminaris elhelyezkedésiik fliggvényében. A piramissejtek az axonon elhelyezkedd
preszinaptikus terminalisokbodl glutamét neurotranszmitter tartalmu vezikulak felszabaditsaval
képes serkentd posztszinaptikus potencialt (EPSP) kivaltani a posztszinaptikus célsejten.
Serkenté mivoltukbol adoédoan a piramissejtek feladata, hogy a jel terjedését biztositsak az

informéciofeldolgozas kiilonb6z6 allomasain.

Masik nagy csoportot a gatldo GABAerg interneuronok alkotjak, amelyek sokkal kisebb
szamban, a sejtek mintegy 10-15%-at alkotjak az agykéregben (Meyer et al. 2011). Szerepiik
fontos az idegrendszeri jelek aramlasanak szabalyzasaban és az idegrendszer dinamikus
halozati szinti miikodésének formaldsaban. A hatékony jelfeldolgozas érdekében a serkentd
jeleknek valtozatos szabalyzasa sziikséges, amelyrél az agykéregben talalhato rendkiviil diverz
interneuron populacié gondoskodik. Anatomiai szempontok alapjan az agykérgi interneuron
csoportok rendkiviil sokszinii szomatikus, dendritikus és axon morfologiaval rendelkeznek. A
jellegzetes axon morfologiajuk hatarozza meg, hogy egyes célsejteknek melyik szubcellularis
alegységét célozzak meg, amely alapjan Karakterisztikus interneuron csoportokat lehet
oleli korbe, amely kosarra emlékeztetd strukturat alakot. Egy masik jellegzetes axon
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struktaraval rendelkez6 interneuron az axo-axonikus sejt, vagy kandelaber sejt, amely a nevét
a piramissejt axon inicidlis szegmentuman végzddd kandeldberre emlékeztetd
axonterminalisair6l kapta. A piramissejtek dendrit szakaszanak a gatlasa tobb interneuron
kozott oszlik meg: a kettds csokor sejt, Martinotti sejt és a neurogliaform sejt. A specifikus
morfologia altal az egyes interneuron csoportoknak szigortian meghatarozotta valik a be- és

kimend kapcsolataik, igy elrendelt az idegrendszeri halozatokban bet6ltott szerepiik.

Elektrofiziologiai szempontbdl is nagy valtozatossag jellemzé az interneuron csoportok
aktiv €és passziv membran biofizikai tulajdonsdgaira, ami az egyedi membran ioncsatorna
kompoziciora vezethetd vissza. Az egyes interneuron tipusok karakterisztikus elektromos
tulajdonsagaik alapjan is definidlhatoak. Az tgynevezett gyorsan tiizelé interneuronok
beinjektalt aramlépcsd hatasara magas frekvencidn képesek akcios potencidlokat generdlni,
amely f6leg a kosarsejtekre és az axo-axonikus sejtekre jellemz6. Ezzel szemben, a Martinotti
sejt esetében példaul sokkal lassabb, adaptalodo frekvenciaju akcids potencial generalodas
figyelhet6 meg, a magasabb frekvenciaju burst-aktvitas kiséretében beinjektalt aramimpulzus
elején. Tovabba, a passziv membran tulajdonsaga is jellegzetes, mivel a hiperpolarizald

aramimpulzusra adott fesziiltségvalaszukban megjelenik tn. sag potencial.

Az egyes szinaptikus kapcsolatok hatékonysaga, kinetikaja is sajatos az egyes interneuron
csoportokra. Ezen kapcsolatok diverzitasanak kialakitasaban példaul az egyedi GABA receptor
alegység kompozicio alapvetd szerepet jatszik (Ali and Thomson 2008; Freund 2003), ezzel
meghatarozva a gatlo kapcsolatok hatékonysagat a célsejten. Tovabba, az egyes interneuron
csoportok miikodése eltéréen modulalodik az egyes neuromodulator neurotranszmitterek, mint
példaul dopamin, acetilkolin, vagy a szerotonin hatasara. Ennek eredményeként az agykérgi
hélézatok miikddése is dinamikusan valtozik a kornyezet, illetve az eltéré agyi allapotok
fiiggvényében (Y Kawaguchi and Kubota 1998; Poorthuis, Enke, and Letzkus 2014; Towers
and Hestrin 2008).

A morfologiai és elektrofiziologiai jellemzOk mellet fontos molekuléris kiillonbségek is
megfigyelhetok az egyes interneuron csoportok kozott. Ezek a molekuldk lehetnek
transzkripciods faktorok, neurotranszmitterek vagy azokat szintetizald enzimek, receptorok,
neuropeptidek, Ca?*-koté  fehérjék, strukturdlis  proteinek, ioncsatorndk  vagy
membrantranszporterek. Molekularis szempontbo6l az interneuronokat tobb nagyobb, nem
atfed6 csoportba lehet sorolni: parvalbumin (PV) pozitiv interneuronok k6z¢ a periszomatikus
¢s az axoninicializacios régiot innervalo kosarsejtek és kandelabersejtek tartoznak (Defelipe et
al. 1999; Inda, DeFelipe, and Mufioz 2009), szomatosztatin (SOM) -pozitiv interneuronok foleg
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az apikalis dendrit szakaszokat célozzak, mig a 5-HTsa receptort expresszald interneuronok
heterogén csoportot alkotnak a vazoaktiv intestinalis peptidet (VIP) expresszionak a megléte

alapjan, amelyek els6sorban dendrit disztalis végzédéseket célozzak (Rudy et al. 2011).

Molekularis-, morfoldgiai- és elektrofiziologiai modalitasok alapjan jol elkiiloniilnek az
egyes interneuron csoportok, igy funkcionalisan is vizsgalhato és elkiilonithetd osztalyokat
alkotnak, amelyek alapjan az utobbi évtizedek egyik népszeri kérdéskore lett a kiilonb6z6
interneuron csoportok definialasanak modja (Ascoli et al. 2008; Yasuo Kawaguchi and Kubota
1997; Markram et al. 2004; Rudy et al. 2011; Tasic et al. 2016).

Mindezek a példak arra a megallapitasra vilagitanak ra, hogy az agykérgi neuronalis
halézatok megfeleld szintli szabalyzdsdnak szempontjabdl a kis szdmban reprezentalt

interneuronok diverz szervezddése sziikséges.

1.5 Neurogliaform interneuronok az agykéregben
1899-ben Santiago Ramon y Cajal egy rovid axonnal rendelkezd sejttipust figyelt meg

emberbdl szdrmazé motoros agykérgi agyszovetben. A megfigyelt sejt aprod sejttesttel
rendelkezett és rovid, mar-mar csokevényes dendritekkel. Rovid nyulvanyai miatt, elsd
ranézésre konnyen Osszetéveszthetd egy asztroglidval, azonban alaposabb szemiigyre vételét
kovetéen a vékony axon nyulvanyok jelenléte is feltlint. Az axon a szomabol kiindulva
rovidesen sirlin elagazott, igy létrehozva egy das axon halézatot. A jellegzetes axon
morfologiaju sejtet tobb agykérgi teriileten és rétegben is megfigyelte. A megfigyelt sejtet

torpesejt, pokhalosejt, arachniform, illetve neurogliaform sejt néven emlegetik.

Késébbi kutatasok soran a neurogliaform sejtet kozponti idegrendszer tobb kiilonbozo
részén figyelték meg: patkany striatumban (Kemper, Pasquier, and Drazen 1978), lateralis
szaglopalya magjaban (McDonald 1983), prefrontalis medialis (Gabbott et al. 1997) és frontalis
kéregben (YYasuo Kawaguchi and Kubota 1997), oposszum bazolateralis amigdalaban
(McDonald and Culberson 1981), macska és kutya agykéregben (Ferrer, Fabregues, and
Condom 1986), rézusz majom vizualis (Werner et al. 1989) és lateralis enthorinalis kéreghen
(Carboni et al. 1990), makako prefrontalis kéregben (Lund and Lewis 1993) és emberi motoros
és prefrontalis kéreghen (Ferrer, Fabregues, and Condom 1986; Kalinichenko, Pushchin, and
Dyuizen 2006; Kisvarday et al. 1990; Olah et al. 2009; Uylings and Delalle 1997).

Az agykéregben a gatldo interneuronok teljes mennyiségének hozzavetdleg 20%-a
neurogliaform sejt (Schuman et al. 2018; Wozny and Williams 2011). Morfologiajukat tekintve

10-20 um atmér6ji kerek szomaval rendelkeznek. A szo6mabol kiindulé multipolaris dendritek
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rovidek ¢és hamar eldgaznak. A strli axon arborizacidé tulnyomoan a szomatodendritikus
elhelyezkedést koveti, térben szorosan egymdshoz kozel helyezkednek el. Egy-egy axon
nytlvany a szomatol szamitva 1000 um tavolsagig is elnyulhat, azonban az axon a széma koriil
~100-150 um tavolsagra koncentralddik és teljes hossza ~20000 um is lehet. Az ilyen szintii
axon stiriség egyediilallo az interneuronok kozott. Mindazonaltal, hogy a neurogliaform sejt
axonjanak a térbeli kiterjedése kis teriiletre korlatozott, a preszinaptikus bouton stirisége a
legnagyobb az interneuronok kozott. Atlagosan szamitva 100 um axonszakaszon ~30
preszinaptikus bouton talalhat6 (ez ~3 um egymast kdvetd boutonok kdzotti tavolsagot jelent).
A parvalbumin pozitiv kosarsejtekhez viszonyitva a neurogliaform sejteken 5-6-szor stirtibb a

preszinaptikus boutonok eloszlasa (Olah et al. 2009).

Molekularis jellemz6it tekintve az agykérgi neurogliaform sejtek neuropeptid y (NPY),
reelin, a-aktinin2, 5-HT3a receptor, neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) immun
pozitivitast mutatnak (David et al. 2009; De Marco Garcia et al. 2015; Rudy et al. 2011;
Schuman et al. 2018; Uematsu et al. 2008).

Az utobbi évtizedekben szamos tanulmanyban foglalkoztak az egyes agykérgi interneuron
tipusok kimenetének vizsgalataval. Tobbszoros patch clamp elvezetésekkel sikeriil azonositani
egyes interneuron csoportoktol szarmazo6 gyors kinetikdji GABAA receptor altal végbemend
gatlast, azonban sokaig kérdés volt, hogy a bifazikus GABAA és tobbnyire extraszinaptikusan
elhelyezked6 GABABR receptorok aktivacidjat mi okozhatja. Az egyes GABAerg interneuronok
szigoruan meghatarozott mddon célozzak meg a piramissejtek egyes szubcellularis alegységeit
(Freund and Buzsaki 1996; Somogyi et al. 1998), ennek kapcsan feltételezhet6 volt, hogy a
GABAB& receptor altali dendritikus gatlas is specifikus GABAerg interneuron csoportok altal
mehet végbe (Benardo 1994). Emellett tobb kutatasi eredmény is azt mutatta, hogy a GABAg
receptor aktivacido megvaldsulhat tobb interneuron egylittes aktivacidja, vagy egyes neuronok
hosszantarté aktivacioja soran (Mody et al. 1994; Scanziani 2000; A. M. Thomson and
Destexhe 1999; Alex M. Thomson et al. 1996), ilyen GABAA receptor aktivacié soran
nagymennyiségli tobblet GABA neurotraszmitter szivarog a szinaptikus térbdl az
extracellularis térbe, ezzel elérve a GABAR receptorokat (Destexhe 1995; J. S. Isaacson, Solis,
and Nicoll 1993; Thunell, Locke, and Williams 1988). Ezzel szemben késobbi, laborunk altal
folytatott kutatasok kimutattdk, hogy a kombinalt GABAAa és GABAB receptor aktivaciéo mar
kivalthato egyetlen interneuron, a neurogliaform sejt egyetlen akcids potencialjaval (Tamas et
al. 2003). A szinaptikus és az extraszinaptikus receptor aktivacié arra utal, hogy egyideji

szinaptikus €s nem-Szinaptikus jelatvitel mehet végbe. Laborunkban folyd tovabbi kutatasok
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beigazoltdk, hogy a neurogliaform sejt az Un. térfogati jelatvitel altal képes GABA
neurotranszmittert felszabaditani az extracellularis térbe, amellyel nem csak a szinaptikus
GABAAa receptorokat aktivalja, de megbizhatéan valt ki a posztszinaptikus sejten
extraszinaptikusan elhelyezked6 GABARg receptor aktivaciot is. Ugyanakkor az altal, hogy a
preszinaptikus terminalisokon levé GABAg receptorokat is aktivalja, képes a kornyezd
idegsejtek kozotti kapcsolatokat lecsendesiteni (Olah et al. 2009). A GABA neurotranszmitter
az idegsejteken kiviil az asztrocitakra is mérhetd hatast képes gyakorolni, igy szabalyozva az

extracellularis homeosztatikus kornyezetet (Rozsa et al. 2015).

Az agykéreg 1. rétegében elhelyezkedd neurogliaform sejtek axonja lateralis iranyba néhany
szaz um-re kiterjed, igy nemcsak az azonos kortikalis oszlopokba tartozé 2./3. és 5. rétegi
piramissejtek apikalis dendritjén, de a szomszédos kortikalis oszlopokbol szarmazo6 apikalis
hatast gyakorolni. A neurogliform sejt a piramissejtek disztalis dendrit szakaszain kiindulo
NMDA receptor altal kivaltott rovid idejii depolarizaciot, az ugynevezett NMDA tiiskét,
valamint a dendrit torzstél kiindulé Ca?" tiiske kialakulasat képes megakadalyozni (M. E.
Larkum, Kaiser, and Sakmann 2002; Matthew E. Larkum, Zhu, and Sakmann 1999; Palmer et
al. 2014). Mindemellett a neurogliaform sejtek jellemzden mas interneuron tipusokat is példaul
a Martinotti sejteket, kettdscsokor sejteket és mas neurogliaform sejtek is gatolhatnak,
ennélfogva képesek a gatlas alol felszabaditani a piramissejtek apikalis dendrit szakaszait (Jiang
et al. 2013; Lee et al. 2015). A kémiai szinapszisok mellett a neurogliaform sejtek gyakorta
alakitanak ki elektromos réskapcsolatokat (gap junction) mdas neurogliaform sejtekkel és
kiilonbozd interneuron tipusokkal, ezaltal képesek haldzati szinten 0sszehangoltan erdteljes
agykérgi gatlast kifejteni (Jiang et al. 2013; Simon et al. 2005; Yao et al. 2016). Az erételjes
lassu kinetikaju gatlas a théta halozati oszcillacio (4-10 Hz) kialakitasaban fontos szerepet
jatszik a hippokampuszban (Capogna and Pearce 2011). Ezek az oszcillaciok jellemzoek az
alvas alatti gyors szemmozgds (REM) soran, ¢brenlét, mozgis és egyéb magastartasi
folyamatok alatt (Buzsaki 2002). Tovabba a clastrum aktivalasaval a preforntalis kéregben
erételjes feed-forward lassu gatlas figyelhetd meg , amelyet a neurogliaform sejtek kozvetitenek
(Jackson et al. 2018). Mindezek mellett a neurogliaform sejt az asszociativ memoriafiiggd

plaszticitasi mechanizmusokban is aktiv szerepet jatszik (Abs et al. 2018).

1.6 Szinaptikus kapcsolatok kvantalis paraméterei
Klasszikus értelemben az informacio tovabbitas az idegsejtek kozotti kapcsolatok, a

Szinapszisok révén torténik. A preszinaptikus végzddésekbdl az akcids potencidlt kovetden
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neurotranszmitter molekulakat szabadulnak fel. A neurotranszmitter molekulak a szinaptikus
résbe jutnak, ezt kovetden a posztszinaptikus receptorokhoz kotnek, aminek hatasara

ioncsatorndk nyitodnak, igy posztszinaptikus véalaszt véaltanak ki.

A szinaptikus transzmissziora vonatkozo legelfogodottabb modellt Katz és munkatarsai
fejlesztették ki az 1950-es években (del Castillo and Katz 1954). A modell eredetileg az ideg-
izom ingeriiletattevodésben jelenlevo szinaptikus kapcsolat leirdsara szolgalt, azonban késébb
ez a modell széles korben elterjedt a kozponti idegrendszer szintjén is. A modell szerint a
szinaptikus jelatvitel sordn a vezikuldkban levd neurotranszmitter molekulak diszkrét
csomagokként, tigynevezett kvantumonként szabadul fel, meghatarozott valdszintiséggel. A
kvantalis modell értelmében a pre- és posztszinaptikus sejt kozotti kommunikacio
hatékonysagat a két sejt altal alkotott funkciondlis felszabadulasi helyek szama (N), ezeken a
helyeken a neurotranszmitter felszabadulés valdsziniisége (P), illetve a felszabadulasi helyeken
a kvantalis méret (q) hatdrozza meg. A legegyszeriibb kvantalis modell, a binomialis modell
szerint a preszinaptikus sejt meghatarozott mennyiségli felszabadulasi helyeket alkot a
posztszinaptikus sejten. Ezeken a felszabadulasti helyeken a neurotraszmitter felszabaduldsa
hasonl6 valosziniiséggel megy végbe. Ennek értelmében az egyes felszabadulédsi helyeken
mindent vagy semmit elv alapjan, vagy nem vagy csak egy vezikulabol szabadul fel
neurotranszmitter az akcios potencial hatasara a felszabadulasi valoszintiségnek megfelelden.
A neurotranszmitter koncentracio, tehat a kvantalis méret nagysaga fliggetlen a felszabadulasi
valosziniiségtdl. Mivel a felszabadulasi helyek egységesen hasonloak a kvantdlis mérettel

egyetemben, ezért az atlagos posztszinaptikus aram (I) nagysagat az

I =N-P-g 1)

képlettel lehet meghatarozni (Bekkers 1994; Korn and Faber 1991). A legels6 kvantalis
analizis kisérletek soran az ideg-izom kapcsolat szintjén torténd transzmisszid kvantalis
természetét Poisson eloszlast feltételezd modell alapjan irtak le (del Castillo and Katz 1954).
Ezek a kisérletek soran alacsony felszabadulasi valoszintiség mellett vezettek el elektromos
jeleket a posztszinaptikus izomsejtrol. Az alacsony felszabadulasi valosziniiség hatasara
minimdlis mennyiségli preszinaptikus termindlison torténhet neurotranszmitter tartalmua
vezikula felszabadulas, igy lehetség volt egy-egy onalldo kvantum detektalasara. Hasonlo
modon jellemezték a kozponti idegrendszerben a kehely-szinapszist (,,Calyx of Held’” a corpus

trapezoideum medialis magjaban) (Jeffry S. Isaacson and Walmsley 1995; Sahara and
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Takahashi 2001). Mivel a kozponti idegrendszerben egy-egy idegsejt kozott jelentdsen
kevesebb felszabadulasi hely van jelen, mint a Kkehely-szinapszison ¢és az ideg-
izomkapcsolatokon, valamint a felszabadulasi helyeket relativ magas felszabadulasi
valoszinliség jellemzi, ezért a Poisson eloszlas helyett megfelelébb a binomialis eloszlas
statisztikai hasznalata. A kozponti idegrendszeri szinapszisok kvantalis paraméterinek
becslésére tobb binomialis eloszlast feltételezd6 modszert fejlesztettek, ilyen a tobb
valosziniiségi fluktuacios analizis (MPFA) (Silver, Momiyama, and Cull-Candy 1998) vagy
variancia-atlag analizis (Reid and Clements 1999). Ezen analizis modszerek hasznalatihoz
relativ sok kivaltott valaszra, ¢és legalabb harom kiilonb6z6 felszabadulasi valoszinliségi
allapotra van sziikség. Ennek a problémdnak a megolddsara nyujt lehetdséget a Bayesian
valosziniiségszamitason alapulé Bayesian kvantalis analizis (BQA) modszer (Bhumbra and
Beato 2013; Turner and West 1993). A modszer feltételezi, hogy a szinaptikus jelek
fluktuécioja leirhatd Gauss eloszlasok keverékeként. Nagy elonye, hogy a kvantalis
szarmazo6 szinaptikus jelekbol. Az utobbi kvantal analizis modszerekkel sikeresen jellemezték
a kozponti idegrendszeri glutamaterg (Lanore et al. 2012; Sargent 2005; Silver, Momiyama,
and Cull-Candy 1998) és GABAerg (Biro 2005) szinaptikus kapcsolatok kvatalis paramétereit.
Mindemellett a modszer alkalmas a rovid-tava (Fejtova et al. 2010; Oleskevich, Clements, and
Walmsley 2000; Saviane and Silver 2006), illetve hosszu-tava (Reid and Clements 1999; Sola
et al. 2004) plaszticitasi folyamatok pre- és posztszinaptikus termindlison végbemend

valtozasok hozzajarulasanak a meghatarozasara.

1.7 GABAerg Ionotrop és metabotrop receptorok miikodése
A posztszinaptikusan elhelyezkedd ion csatorndk nyitasa és zarasa két nagy receptor protein

csalad altal diktalt modon mehet végbe. Az egyik nagy receptor csaldd az Ugynevezett
ligandvezérelt ioncsatorna, ezek az integralt transzmembran fehérjék két funkcionalis
alegységgel rendelkeznek: egy extracellularis specifikus kdtéhellyel, ami az endogén ligandok,
a neurotranszmitterek szdmara biztosit helyet a bekotésre, illetve masik alegység egy
membranon keresztiil iveld transzmembran fehérje, ami az ionaramlas szamara alakit ki
csatornat. A kozponti idegrendszerben a f6 gatlo ligandvezérelt ioncsatorna a GABAA receptor.
Szerkezetét tekintve pentamer transzmembran receptor, azaz a kdzponti porust 6t alegység
veszi korbe. Ezen alegységek kiilonb6z6 izoformai hatarozzak meg a receptor ligand affinitasat,
nyitasi valoszinliségét, és konduktancigjat (Cossart, Bernard, and Ben-Ari 2005). A GABAAa

receptor tilnyomd részt szinaptikusan helyezkedik el, azonban egyes izoformak jelenlétét
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megfigyelték extraszinaptikusan is (Wei et al. 2003). GABA bekotés hatasara a receptor
konformécio6 valtozdson megy keresztiil, igy nyitott allapotba keriil a csatorna, amin keresztiil
szelektiven C1™ ionok haladnak at (Barker, Ransom, and Neurobiology 2009). Az agyban a CI°
ionok egyensulyi potencidlja koriilbelil -70 mV, ezért ha az idegsejt nyugalmi
membranpotencial értéke valamelyest pozitivabb ettdl az értéktdl, akkor a GABAA receptor
altal kozvetitett potencialvaltozas sordn az extracellularis Cl™ a sejten beliilre fog aramlani az
elektrokémiai gradiensnek megfelelden. Ennek a hiperpolarizal6 hatasanak koszonhetden az
idegsejtre érkezd serkenté bemenetek altal kialakithatd akcids potencial generalddasanak

valoszinlisége jelentdsen csokken.

Masik nagy receptor csaladot a metabotrdp receptorok alkotjak. Neviiket onnan kaptak, hogy
a csatorna nyitds feltétele kozvetett metabotrop jelatviteli interakciok lejatszodasa. A
ligandvezérelt ioncsatorndkkal ellentétben ezek a receptorok nem rendelkeznek kozvetlen
ioncsatorna strukturalis alegységgel, helyette a kornyezetiikben elhelyezkedd csatorna
proteineket G-fehérje kozvetitésével aktivaljak. Emiatt a metabotrop receptorokat G-fehérje-
kapcsolt receptoroknak is nevezik. Strukturalisan a metabotrop fehérjék egy neurotranszmitter-
kot extracellularis alegységet, valamint egy intracellularis G-fehérje-kotd alegységet
tartalmaznak. Neurotranszmitter bekotés hatasara a szignaltranszdukeio elsé komponensei, a
heterotrimer G-fehérjék, melyek harom alegységgel rendelkeznek (a3 és y) és inaktiv formaban
GDP-t kotnek. GABAg aktivacid sordn a G-fehérje GTP-4z aktivitasu alegysége GTP-t kot,
amelyet konformacio valtozas kovet. Az a-alegység disszocial a heterotrimer komplexr6l és
tovabbi molekularis kaszkdd folyamtokban vesz rész. Idokozben a dimer Py-alegység
lateralisan diffundal a plazmamembran intracellularis oldalan. Ezt kdvetden tobb divergens
jelatviteli folyamat is végbemehet. Az By-alegység képes az P-, Q- és N-tipusu fesziiltség-fliggd
Ca?* (VGCC, Cay) csatornakhoz kétni, igy azok miikodését, a Ca?* bearamlast gatolja (Guyon
and Leresche 1995; Harayama et al. 1998; Huston et al. 1995; Vigot et al. 2006). GABAerg
szinapszisok esetén ismert a preszinaptikusan jelenlevd GABAB receptor altal kozvetitett Cay
csatorna gatlasa, ami a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulas csokkenéséhez vezet, ez
a negativ visszacsatolas altal autoreceptor funkcio valésul meg (Chen and van den Pol 2018;
Doze, Cohen, and Madison 2017). Posztszinaptikus GABAg receptor aktivacion koveté Cay
aram gatlasanak a hatasara a dendritikus aktivitas is szabalyozhat6 (M. E. Larkum, Kaiser, and
Sakmann 2002; Matthew E. Larkum, Zhu, and Sakmann 1999; Palmer et al. 2014). Az By-
alegység tovabba bekothet a kozeli G-fehérjéhez kapcsolt befelé egyeniranyitd

kaliumcsatorndhoz (GIRK), amelynek hatasara a kalium konduktancia megvaltozik. A K*
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egyensulyi potencialja -88 mV koriil helyezkedik el, ezért a GIRK csatorna nyitasanak hatasara
nyugalmi membranpotencial értéken is aramlanak ki K" ionok, ezzel hiperpolarizilva az

idegsejtet.

Osszességében a két posztszinaptikus receptor csalad aktivaldsa merében eltéré
posztszinaptikus valaszokat képes eredményezni az idegsejtben. A ligandvezérelt ioncsatornak
rendszerint gyors, néhany tiz milliszekundum alatt lejatszodo posztszinaptikus hatasokat
kozvetitenek. Ezzel szemben a metabotrop receptorok az altal, hogy a miikodésiik tobb
molekularis kolcsonhatashoz van rendelve, tobb szaz milliszekundummal lassabb hatasokat
eredményeznek (Eric R. Kandel, James H. Schwartz, Thomas M. Jessell, Steven A. Siegelbaum
2013). Tovabba a pre- és posztszinaptikusan is kifejtett hatasaik altal diverz szerepet jatszanak

a neuronalis serkentés szabalyzasa mellett a plaszticitasaban is.
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3. abra: Ionotrop GABAA és metabotrop GABAs receptor alapveté miikodésének
valamint az intracellularis molekularis jelatviteli folyamatok sematikus attekintése

1.8 Szinaptikus jelek 6sszegzédése

A kozponti idegrendszerben az idegsejtekre tobb ezer gatld és serkentd szinaptikus bemenet
érkezhet, ezeknek a bemeneteknek az Osszegzddése fogja meghatarozni azt, hogy az idegsejt
membranpotencial értéke eléri-e a kiiszobpotencial értéket, hogy akcidspotencial keletkezzen.
Az agy miikodésének megértésének szempontjabol az, hogy hogyan dolgozzak fel az idegsejtek

a bementi informéaciot és alakitjdk kimenetté mindig is kdzponti kérdés volt az agykutatasban.
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A legtobb szinaptikus bemenet az idegsejtek dendritikus szegmensére érkezik. Annak ellenére,
hogy mar meglehetdsen régen megfigyelték a dendritek aktiv membran tulajdonsagait (M.
Kuno R. Llinas 1962), hosszt ideig a dendriteket egyszerli passziv ingeriiletterjedés kabel
modelljeként kezelték az egyszeriiség kedvéért. A kabel modell elmélet szerint a passziv
dendritikus vezetés altal a dendrit szakaszokra beérkezé szinaptikus jelek Gsszeadddnak és
passzivan tovaterjednek a szoma, illetve az axon iranyaba (Rall et al. 1967; Wilfrid Rall 1967).
Habar a kébel modell fontos alapjat képezi a dendritikus folyamatok biofizikai szempontbol
valo megértésének, mostanara tisztazodott, hogy a dendritek aktiv membran tulajdonsadgokkal
rendelkeznek, amelyek segitik a megfeleld jelfeldolgozast és a nem-linearis jel transzformaciot.
Az idegsejtek szamitogépes kompartment modelljei napjainkban is a kabel modell elvei alapjan
azonban a minél realisztikusabb modellek elkészitéséhez kisérleti uton szerzett adatokra van

sziikkség. Ezen a kisérletek alapjan az elmult évtizedekben a szinaptikus bemenetek harom

crer

(1) Szinaptikus bemenetek szublinedris integrdacidja:. Az dendrit mentén egymashoz kozel
beérkezd szinaptikus bemenetek hatékonysdganak a csdkkenését, azaz a szublinearis
Osszeadodasat figyelték meg in vitro 2./3. és 5. rétegi piramissejteken (Tamas, Szabadics,
and Somogyi 2002) (Polsky, Mel, and Schiller 2004). Tovabba a latokéregben levo
binokularis idegsejtekben orientacioszelektivitast irtak le in vivo médon, szublinearis
OsszegzOdést alapjan (Longordo et al. 2013). A szublinearis Osszegz6dést foként az
eredményezi, hogy az egymashoz kozeli szinaptikus bemenetek hatasara a kis térfogata
dendrit szakasz membranpotencial értéke a membranon keresztiil mozg6 ionok egyensulyi
potencialja felé tolodik el, igy csokkentve az ion mozgas elektrokémiai hajtoerejét.
Osszességében a szublinearis sszegzédés fontos szerepet jatszik a szinaptikus bemenetek
jelentdségének mérséklése szempontjabol, igy a térben egymashoz kozel érkez6 szinaptikus
bemenetek mintazat-fiiggd bemeneti/kimeneti karakterisztikaval rendelkezhetnek, ilyen
modon ndvelve a sejtek informacid feldolgozo képességét.

(2) Szinaptikus bemenetek linearis integracioja: A dendrit szerkezet kiilonb6z6 dendritagain
térben szétszort szinaptikus bemenetek egymastol fliggetlen, linearis 0sszegzddést mutat
(Losonczy and Magee 2006; Polsky, Mel, and Schiller 2004). Bizonyos esetekben a térben
egymashoz kozeli szinaptikus bementek is integralédhatnak linearisan: ha szinaptikus
bemenetek kis amplitidojuak (Cash and Yuste 1999; Polsky, Mel, and Schiller 2004), aktiv

konduktancia hatasara (Cash and Yuste 1998), ha a szinapszisok proximalisan
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helyezkednek el (Branco, Clark, and Hausser 2010; Losonczy, Makara, and Magee 2008)
vagy ha szinaptikus bemenetek egymashoz viszonyitott aszinkron iddzitéstick (Gasparini
2004). A linearis 0sszegz6dés eredményeként az aktiv szinaptikus bemenetek egymastol
fliggetlen, parhuzamosan torténé feldolgozasa valik lehet6vé az altal, hogy a bementek
kozott nincs komputacios kolesonhatas. Igy az egyes szinaptikus bementek fenntartjak a
jelentéségiiket.

(3) Szinaptikus bemenetek szupralineadris integrdacioja: A dendrit aktiv ion konduktancia altal
képes tgynevezett dendritikus tliske kistilést generalni. Kozvetlen apikalis dendriteken
végzett elektorfiziologiai elvezetések soran bemutattdk, hogy bizonyos fesziiltségfiiggd
csatornak, amelyek permedbilisek a Na* , K* és Ca®" ionok szamara, aktivan részt vesznek
a visszaterjed6 akcios potencial terjedésében (Stuart, Dodt, and Sakmann 1993), valamint a
helyileg general6odé regenerativ dendritikus események kialakulasaban (Schiller et al.
1997). A tavoli apikalis dendritre érkezd helyi serkentd szinaptikus bemenetek képesek Ca%*
aramot aktivalni, amely Ca?" tiiskét general. A Ca?" tiiske jelenléte képes az idegseijt tiizelési
mintazatat atkapcsolni magasabb frekvenciaja sorozat-tiizelési modba (Matthew E Larkum
and Zhu 2002). Tovabba, piramissejtek apikalis dendritjén fesziiltségfiiggd Na* csatornak
altal kozvetitett szupralinearis 0sszegzddést is megfigyeltek (Ariav, Polsky, and Schiller
2003; Matthew E Larkum and Zhu 2002), amelyek kivaltasahoz kis dendrit Szakaszon nagy
mennyiségii szinkron érkezd serkentd bemenetre van sziikség. A dendriten kialakult Na*
tiiske hatékonyan segiti a disztalis dendrit szakaszokra érkezd bemenetek sejttestbe torténd
terjedését és akcios potencial generalodasat (Q. Sun et al. 2014). Ezek mellett NMDA
receptor altal kozvetitett dendritikus tliskék kialakulasat is megfigyelték helyi serkentd
bemenetek altal (Major et al. 2008; Polsky, Mel, and Schiller 2004). A 6 szerepe az NDMA
tiiskének az, hogy a kiiszob potencial elérésével elsegitse az akcios potencial kialakulasat
(M. Larkum et al. 2009). Osszességében a dendritikus tiiske kialakulasa nagy mértékben
noveli az idegsejtek jelfeldolgozasikapacitasat, illetve kialakulasuk nagy mértékben

meghatarozhatja a halozati aktivitast (M. Larkum 2019).

Az agykérgi GABAerg gatldo interneuronok széleskorii elemi funkcidkat latnak el az
informacio aramlas térbeli és id6beli lefolyasaban az altal, hogy a principalis sejtek kiilonb6z6
strukturalis alegységeit célzottan gatoljak. Fontos szerepet jatszanak a sejtek tlizelésének
precizitasanak fokozasaban (Hu, Gan, and Jonas 2014), a halozati aktivitas szinkronizalasaban
(Bohannon and Hablitz 2018; Julia et al. 2012; Tamas et al. 2000) vagy az agykérgi haldzatokon

keresztiil halad6 serkentés iddbeli és térbeli szabalyzasaban (Pouille and Scanziani 2002;
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Stefanelli et al. 2016). Ezen agykérgi folyamatok lejatszodasa az dendriten torténd gatld

szinaptikus bemenetek integracioja altal valésul meg.
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2. Célkituzések

A mielinhiively karosodas a f6 okozoja egyes neurodegenerativ betegségeknek, ugy,
mint a SM, azonban a mielin degeneracio folyamataval kapcsolatos ismereteink hianyosak. Az
utobbi idoben a betegség kialakulasaval kapcsolatos elmélet, miszerint a betegség autoimmun
eredeti. megkérddjelezddni latszik. Egyes kutatasok alapjan felmeriil a kérdés, hogy az
immunreakciot esetleg az oligodendrocitak szelektiv karosodasa valtja-e ki? Az utdbbi elmélet
alapjan a degradalodott mielinhiivelybdl szarmazé lipid térmelék akkumulacidja kritikus lehet
a betegség progresszidja soran. Ezért doktori értekezésemben a kovetkez6 kérdésekre kerestiik

a valaszt:

1. A CARS modszer alkalmas-e az €10, festetlen agyszovet lipid tartalmt struktirainak
a vizsgalatara?

2. A CARS moddszerrel alkalmas-e a mielinhiively szelektiv karosodasanak nyomon
kovetésére? Tovabba a kiillonbozd agyteriileteken felhalmozodo lipid térmelék

eloszlasa feltérképezhets-e?

Az agykérgi halézatok milkddése soran az ionotrdp receptorok altal Osszegzddo
posztszinaptikus valaszok torvényszerliségérél nagyszamu ismeretekkel rendelkeziink,
azonban a metabotrop receptorok altal kozvetitett posztszinaptikus valaszok integraciojarol
eddigi ismereteink szerint nincs kisérletes adat. Az agykérgi interneuronok koziil a
neurogliaform sejt egyedi térfogati transzmisszioval hatékonyan képes aktivalni a

posztszinaptikus metabotrop GABAg illetve, az ionotrop GABAA receptorokat.

Doktori értekezésemben ragcsald agykéreg felsérétegi neurogliaform sejtek altal

alkotott gatlo kapcsolatokat vizsgalva a kovetkezd kérdésekre kerestiink a valaszt:

1. Az els6 rétegi neurogliaform sejt altal kialakitott gatlé kapcsolatokat milyen kvantalis
paraméterek jellemzik?

2. A térfogati transzmisszié altal mekkora a biztositott effektiv jelatviteli tavolsag a
neurogliaform sejt preszinaptikus terminalisa és posztszinaptikus GABA receptokok
kozott?

3. Els6 rétegi neurogliaform sejtek altal alkotott haldzat strukturalis elrendezédése milyen
térbeli szummacios lehetdséget szolgaltat?

4. Invivo koriilmények kdzott megfigyelhet6-e neurogliaform sejtek egyiittes aktivacioja?
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5. Konvergiald neurogliaform sejt bementek révén generalt ionotrép GABAAa ¢s GABAg

metabotrdp jelek milyen integracios tulajdonsagokkal rendelkeznek?

srer
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3. Kozremukodések

Az 5.1.1. fejezetben bemutatott kisérletek tervezését Dr. Tamas Gébor és Dr. Molnar Gabor
végezte. A CARS mikroszkop rendszert Dr. Szipées Robert fejlesztette. A CARS rendszeren
Ozsvar Attila végezte a méréseket. Az immunhisztokémiai kisérletet Dr. Baka Judith készitette.

Az emberi agyszovet miitéti eltavolitasat Dr. Barzo Pal végezte.

Az 5.1.2. fejezet kisérleteit Dr. Molnar Gabor, Dr. Tamas Gabor és Ozsvar Attila tervezte.
A CARS méréseket Ozsvar Attila végezte. Az adatokat Ozsvar Attila és Dr. Molnar Gabor
értékelte ki.

Az 5.1.3. fejezet kisérleteit Dr. Molnar Gabor, Dr. Tamas Géabor és Ozsvar Attila tervezte.
A CARS méréseket Ozsvar Attila végezte. Az adatokat Ozsvar Attila és Dr. Molnar Gabor
értékelte ki. Az lipid tormelék rekonstrualasahoz és vizsgalatdhoz a programot Ozsvar Zoltan

irta.

Az 5.2.1. fejezet elektrofizioldgiai kisérleteit Ozsvar Attila, Dr. Molnar Gabor és Dr. Tamas
Gabor tervezte. A kisérletek kivitelezését és kiértékelését Ozsvar Attila végezte. Az idegsejt
parok anatomiai eléhivasat Toth Eva, a fénymikroszkopos rekonstrukcidkat Abraham-Toth

Nelli készitette.

Az 5.2.2. fejezetben kisérleteket Dr. Komlosi Gergely és Dr. Tamas Gabor tervezte. A 3D
rekonstrukciot Dr. Komlosi Gergely készitette. Az immunhisztokémiai kisérleteket Dr.
Komlosi Gergely végezte. Az adatokat Ozsvar Attila és Dr. Komlosi Gergely értékelte ki. A
térbeli modellt Ozsvar Attila és Dr. Komlosi Gergely készitette el.

Az 5.2.3. fejezetben a kisérleteket Ozsvar Attila és Dr. Tamés Gabor tervezte. A miitéteket,
az in vivo kisérleteket és az adatok kiértékelését Ozsvar Attila végezte. Az adatok
kiértékeléséhez a szoftvert Ozsvar Attila készitette. Az immunhisztokémiai kisérletet és a
konfokalis mikroszkopos felvételeket Dr. Baka Judith készitette. A sejtek visszatérképezeését

Ozsvar Attila végezte.

Az 5.2.4. fejezetben az elektrofiziologiai kisérletek tervezését Dr. Komlosi Gergely és Dr.

Tamas Gabor végezte. A kisérleteket €s a kisérletek kiértékelését Dr. Komlosi Gergely végezte.

Az 5.2.5. fejezetben az elektrofizioldgiai kisérletek Ozsvar Attila, Olah Gaspar és Dr. Tamas
Gabor tervezte. A kisérleteket Ozsvar Attila és Olah Gaspar végezte. A kisérletek kiértékelését

Ozsvar Attila, Olah Géaspar végezte.
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Az 5.2.6. fejezetben a kisérletek megtervezését Ozsvar Attila és Dr. Tamas Géabor végezte.

A modell megtervezését, elkészitését, adatok gylijtését és kiértékelést Ozsvar Attila végezete.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Agyszelet készités
A Kkisérletek a Szegedi Tudomany Egyetem Etikai Bizottsaganak engedélyével torténtek.

Fiatal feln6tt (19 és 46 nap kozott, (P)23.9+4.9) Wistar patkdnyok lettek felhaszndlva a
kisérletek soran. Az allatokat halothannal torténd elaltatasat kovetden dekapitaltuk. Az
eltavolitott agybol 320 um vastag agyszeleteket készitettiink vibraldé pengéjii mikrotommal
(Microm HM 650 V) a szomatoszenzoros reprezentacioért felelés agykérgi teriiletekbdl. Az
agyszeletek metszése jéghideg (4°C) magas szachar6z tartalmi mesterséges agy-gerincveld
folyadékban tortént, aminek Osszetétele mM-ban kifejezve a kdvetkezd volt: 75 szacharoz, 84
NaCl, 2.5 KCI, 1 NaH2PO4, 25 NaHCOg, 0.5 CaClz, 4 MgSOs, 25 d (+)-gliikoz, a folyadék
telitve volt 95% oxigénnel és 5% szén-dioxiddal. Vagast kdvetden az agyszeletek 36°C-on
inkubaltuk 30 percig, amit kdvetden a folyadékot lecseréltiik alacsony Ca®* tartalmu
mesterséges agy-gerincveld folyadékra, aminek a kovetkez6 az Gsszetétele mM-ban kifejezve:
130 NaCl, 3.5 KClI, 1 NaH2PO4, 24 NaHCOs3, 1 CaClz, 3 MgSOs, 10 d (+)-gliikoz, a folyadék
telitve volt 95% oxigénnel és 5% szén-dioxiddal. Az inkubdciot kovetden 17 °C-on tartottuk az
agyszeleteket az alacsony Ca?* tartalmu mesterséges agy-gerincveld folyadékban egészen a

kisérlet megkezdéséig.

4.2 In vitro Elektrofiziologiai mérések és farmakologia
Elektrofiziologiai vizsgalatokhoz az agyszeleteket 37°C-os kamraba helyeztiink, amelyen

keresztiil elvezetd oldatot aramoltattunk 4-5 ml/perc sebességgel. A mérd oldat Gsszetételét
tekintve megegyezett az alacsony Ca®" tartalmii mesterséges agy-gerincveld folyadékkal,
kivéve a 3 mM CaClz és a 1.5 mM MgSO4 koncentracio tartalmat. Az agykérgi idegsejtekrol
az elektromos jeleket tobb csatornas whole-cell patch clamp technikaval vezettiink el,
egyidejiileg legfeljebb harom sejtrél ~37°C-on elvezetd kamraban, amelyen keresztiil ACSF-et
aramoltattuk 3-5 ml/perc sebességgel. A kisérleteket soran az idegsejteket differencial
interferencia kontraszt (DIC) videdmikroszkdpiaval vizualizaltuk az agyszelet felszinétdl
szamitva 60-160 pm mélységben (Zeiss Axio Examiner LSM7 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Németorszag), Guppy F-080 CCD kamera (Allied Vision, Németorszag)) 40x-es nagyitasu viz-
immerziés objektivvel (1.0 NA; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszadg). A
mikroszkopasztal és a mikropipettdk mozgatasat Luigs and Neumann Junior
mikromanipulatorokkal és SM7 manipulatorrendszerrel (Luigs and Neumann, Németorszag)
végeztilk. Az elektromos jelek HEKA EPC 10 patch clamp erdsitérendszerrel (HEKA

Elektronik, Németorszag) rogzitettik. Az elektromos jeleket 5 kHz alulatereszté szlirével
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szlirtlik meg és 15kHz-en digitalizaltuk Patchmaster program hasznalatdval. A mikropipettak
(3-5MOhm) alacsony Klorid tartalmt intracellularis oldattal toltottik meg (ph 7,25; 300
MOsm), annak érdekében, hogy a GABAerg és glutamaterg események elkiilonithetdek
legyenek. Az intracellularis oldat 6sszetétele a kovetkezd volt: 126 mM K-gliikkonat, 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 €s tiizelési mintazatukat nyugalmi membranpotencial
értékén mértiik aramzar tizemmaodban, 800 ms hosszi négyszogimpulzusok beinjektalasaval. A
négyszdgimpulzusok -100 pA-tol kezdddtek és 20 pA-el ndovekedtek minden egyes ismétlés
soran, egészen a sejt kiiszobpotencialjanak elérésig. A szinaptikus kapcsolatok vizsgalata soran
a preszinaptikus sejtek stimulalasa rovid iddtartamu kiiszobaram feletti impulzussokkal tortént
(800 pA, 2-3 ms), legalabb 60 masodperc hossza sziinetekkel. A 100Hz frekvenciaju
stimulacids protokoll esetében a sziinetek hosszat legaldbb 300 mdasodpercre noveltiik. 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 ellendllas meghaladta a 35 MOhm-t vagy a kezd6 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 neurotranszmitter felszabadulasi
valosziniiséget az extracellularis Ca®" és Mg?* koncentraci6 véltoztatasaval idéztiik eld. BQA
soran kettd kiilonbozo felszabadulasi valosziniiségi allapotban mértiik amiben az Ca%*/Mg?*
arany mM-ban a kdvetkezo lehetett: 1,5 Ca®*, 3 Mg?*; 2 Ca?*, 2 Mg?* vagy 3 Ca?*, 1,5 Mg?*.

A BQA elvezetések soran az ACSF a kovetkezd anyagokat tartalmazta annak érdekében,
hogy a mért IPSP-K spontan szinaptikus eseményekt6l mentesek legyenek, illetve a lehetséges
plaszticitasi mechanizmusokat elkeriiljikk: 10 uM (2R)-Amino-5-foszfonovaleriansav (D-AP5)
(Tocris), 10 puM 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 neurotranszmitter
felszabadulasi valosziniiséget jellemzd szegmensek 28-t6l egészen 42 IPSC-t tartalmaztak
(atlag 32.75+4.15). Az Osszes szegmens esetében ellendriztiik a hossza tavi plaszticitas
lehetdségét. Méréseink soran nem talaltunk korrelaciot az IPSC amplitidok és az eltelt 1d6
kozott (Pearson r érték a kisérletek soran (n=8) -0,39 és 0,46 kozott volt mérhetd, atlag -

0.01£0.29).
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A neurogliaform sejtek konvergaldé bemeneteinek a vizsgalata soran az ACSF a kovetkezd
farmakonokat tartalmazta: 10 uM 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 uM 4-etil-fenil-amino-1,2-dimetil-6-metil-
amino-pirimidinium-klorid (zD7288) (Sigma-Aldich), 10 uM 1-[2-
[[(difenilmetilén)imino]oxi]etil]-1,2,5,6-tetrahidro-3-piridinkarbonsav-hidroklorid  (NO711)
(Sigma-Aldrich). A farmakonokat elkészitett torzsoldatban taroltuk -20°C a kisérleteken

torténd felhasznalasig.

4.3 Hisztolégia

Az elektrofiziologiai kisérleteket kdvetden a biocytinnel megjeldlt idegsejteket tartalmazo
agyszeleteket elokészitettiik a fénymikroszkopos vizsgalatokra. Az agyszeleteket nitrocelluloz
papir (Millipore, USA) kozé helyeztik a deformacid elkeriilése érdekében ¢és 4%
paraformaldehid, 15% pikrin sav és 1,25% glutaraldehid tartalmt 0,1 M foszfatpuffer oldatba
(pH= 7,4) helyeztiik és tartottuk 4°C-on legalabb 12 éraig. A fixald oldatot tobbszoéri 0,1 M
foszfatpuffer oldattal torténd atmosassal eltavolitottuk a szeletekrdl. Ezt kovetéen 10%, majd
20% szachar6z tartalmu foszfatpuffer oldatba helyeztik a szeleteket, ami megovja a
membranszerkezetet késdbbi fagyasztds sordn. Az agyszeleteket néhany masodpercig
folyékony nitrogénbe fagyasztottuk, ezt kdvetden 10%-os zselatinba agyaztuk ¢és hideg
foszfatpuffer oldatban tjrametszettiik 60 um 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 éjszakan 4t. Az enzimreakcidhoz kromogénként
0,05%-o0s 3’3-diaminobenzidine tetrahidrokloridot (DAB), oxidansként pedig 0,01 %-0s H20--
ot hasznaltunk. A szeleteket utofixaltuk 1% OsOs tartalmu 0.1 M foszfatpuffer oldatban.
Tobbszori desztillalt vizzel torténé mosast kovetden pedig 1%-0s uranil-acetattal kezeltiik és
felszallo alkoholsorral dehidrataltuk a szeleteket. Végezetiil epoxigyantaba (Durcupan, Sigma-

Aldrich, USA) agyaztuk és targylemezre helyeztiik.

4.4 Koponyamiitét
Fiatal feln6tt (22-t61 28 naposig (P)24,75+2,75) him Wistar patkanyokat halotan

belélegeztetését kdvetden uretdn intraperitonealis (1,4 g/kg testtomeg) beadasaval elaltattuk.
Altatas alatt az allat testhdmérsékletét 37°C-on tartottuk melegitd pad (Supertech Instruments,
Magyarorszag) segitségével. A miitétet megeldzéen gyulladascsokkentés és fajdalom

csillapitas céljabol dexametazon-natrium-foszfat (2 mg/kg testtomeg) boéralatti, valamint
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carpofen (Smg/kg testtomeg) hasiiregbe torténd beadasat végeztiik. Sztereotaxias befogo
allvanyba (Kopf Instruments, USA) rogzitettiik a bealtatott allatok fejét. Lidokain-hidroklorid
helyi érzéstelenitését kovetden a fejtetd bérszovetét eltavolitottuk. A koponyacsont occipitalis
részére fém tartorudat rogzitettiink fogaszati cementtel (Sun Medical, Japan). Az elsédleges
szomatoszenzoros agykérgi teriilet felett, 1,5 mm poszterior és 2,2 mm lateralisan a Bregmatol
3 mm atmér6ji koponya ablakot furtunk nagysebességii fogaszati furdval (Jinme Dental, Kina).
A koponya ablak teriiletén a koponyacsontlemez eltavolitasat kovetéen a kemény agyhartyat is
Ovatosan eltavolitottuk. Ezt kdvetden a nyilds 1,5% agardzzal lett feltdltve és vékony
iiveglemezzel fedtiik le részlegesen a mozgasi artefaktum limitalasanak céljabol. Végezetiil a
HEPES tartalmi ACSF elvezetd oldatban tartottuk a koponya ablakot, ami a kovetkezd
Osszetétellel rendelkezett mM-ban kifejezve: 125 NaCl, 3,5 KCI, 10 HEPES, 1 MgSO,, 1
CaCly, 0,5 d (+)-gliikoz, pH= 7.4.

4.5 Két-foton Ca?* képalkotas in vivo

crer

cre

szulforodamin 101-t (SR101; Thermo Fisher Scientific, USA) juttattunk be az agyszovet felsé
rétegébe. Az OGB-1 AM bejuttassa iivegpipettan (1-2MOhm) at torténd injektalassal tortént
folyamatos két-foton mikroszkop (Zeiss Axio Examiner LSM7 (Carl Zeiss AG, Németorszag))
altal torténd vizualis ellenérzés alatt, 40x-es viz-immerzios objektivvel (1.0 NA; Carl Zeiss AG,
Németorszag). Injektalast kovetéen agardzzal és iiveglemezzel lefedtiikk a koponya ablakot.
Képalkot6 kisérletek egy orat kovetden kezdddtek. Az elsd rétegi interneuronok aktivitasat
ipszilateralis hatsovégtagi elektromos stimulacié (Digimeter, Egyesiilt Kirdlysag, 200mA,
10ms) alatt vizsgaltuk. Az OGB-1 AM indikatort 800nm hullamhossza femtoszekundum
hosszusagli Ti:zafir 1ézerimpulzusokkal (Mai Tai Deep See; Spectra-physics, USA)
gerjesztettiik. A mikroszkop objektivje utan mért lézernyaldb maximalis teljesitménye 30mW
volt. A hatsovégtagi reprezentacioért felelés szomatoszenzoros agykérgi teriileten z-stack
optikai képsorozatot rogzitettiink (304 um x304 um x104 pm). Ebbe a térfogatban elhelyezkedd
interneuronok aktivitasat regisztraltuk video modban (256x100 pixel) ~20Hz képfrissitési
frekvencian.

A kisérlet befejeztével egyes 1. rétegi interneuronokat biocytin tartalmt intracellularis
oldattal toltottiink fel, a késdbbi immunohisztokémiai visszatérképezés megkonnyitésének

ceéljabol.
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4.6 Minta elokészités immunohisztokémiahoz
Az in vivo Ca** képalkoto kisérleteket kovetden az allatokat mélyaltatasba helyeztiik

ketamine (100mg/kg) és xylazine (10mg/kg) hasiiregbe torténd beadasaval. Mélyalvas elérését
kovetéen a mellkast felnyitottuk és a sziv aortan keresztiil 0,9%-os fiziologias sooldat
aramoltattunk at ~1 percig. Amint a vért sikeriilt kimosni a sziv jobb oldali kamrajan keresztiil,
jéghideg 4% paraformaldehid tartalmua 0,1 M foszfatpuffer fixalo-oldatot keringettiink tovabb
az érrendszeren ~15 percig. Ezt kovetden a teljes agyat kiszedtiik €és tovabb taroltuk 4%
paraformaldehid tartalmt 0,1 M foszfatpuffer oldatban. 24 ora elteltével tobbszoér 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 pum vastag szeletekre metszettiink jéghideg 0,1 M foszfatpuffer oldatban.
Tovabba a szeleteket egy éjszakan keresztiik 0.1 M foszfatpuffer oldatban tartottuk.

4.7 Floureszcens immunohisztokémia és visszatérképezés
Tobbszori 0.1 M foszfatpuffer oldatban térténd mosast kovetéen a szeleteket 10%, majd

20% szacharoz tartalmu 0.1 M foszfatpuffer oldatban helyeztiik. Ezt kovetéen a biocytinnel
toltott sejtek elohivasahoz a szeleteket 2 6raig inkubaltuk tris-pufferben (0.1M, pH=7,4) oldott
Alexa-488-streptavidin komplexben (1:400, Molecular Porbes) szobahdmérsékleten. Tobbszori
tris-puffer oldatban torténé mosast kovetéen a szeleteket tris-pufferben oldott 16 szérumban
(10%) blokkoltuk, ezt kdvetden 2%-0s normalis 16 szérumot és 0,1% Triton x-100 tartalmazo
tris-pufferben oldott egér anti-alfa-aktinin (1:20000, Sigma-Aldrich, USA) jelenlétében
inkubaltuk 6 6rat szobahdmérsékleten. Tobbszori tris-puffer oldattal torténd mosast kovetden
Cy3 kotott szamar anti-egér (1:500, Jackson ImmunoResearch, UK) masodlagos antitestekkel
tettlik lathatova az immunreakciot. Tovabbi tris-puffer és foszfatpuffer 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 szegmentélt képsorozatokat manualisan dontdttiik és
forgattuk, hogy megegyezzen az orientacidja a két-foton optikai képsorozattal, igy lehetdvé
téve a interneuronok immunohisztokémiai visszatérképezését. A megfeleld orientacid

megtalalasahoz a biocytinnel megjelolt sejteket hasznaltuk referencia pontnak.

4.8 Adatkiértékelés
Elektrofiziologiai adatok kiértékeléséhez Fitmaster (HEKA Elektronik), Origin 7.5

(OriginLab), IgorPro (Wavemetrics) programokat hasznaltunk. BQA kisérletek kiértekeléséhez
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Pyclamp, Numpy és SciPy programokat hasznaltuk. Két-foton Ca®* jeleket ZEN2 (Zeiss)
programmal detektaltuk és regisztraltuk, a kiértékelésiik egyedi készitési MATLAB (The
MathWorks) program altal tortént a Statistical Toolbox, Image Processing Toolbox és sajat

scriptek hasznalataval.

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

egyes kisérletek kortilményeivel 6sszhangban hataroztuk meg. Az eredményeket p<0,05 érték

esetében vettiik szignifikdnsnak.

4.10 MCell modell konstrukcié
A GABAg receptor GIRK csatorna kozotti lejatszodd kolesonhatast MCell v3.4

(www.mcell.org) programmal modelleztik. A modell magaba foglal egy piramissejt
dendritikus  szakaszanak elektromikroszkoppal késziilt sorozatmeszet 3 dimenzids
rekonstrukcidjat (A 3D modell szabadon letdlthetd a VolRoverN programcsomaggal egylitt
(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, oldalhosszisaguk 800x800 nm, belsejiik egy 400x400 nm széles ¢s 340 nm
mély iireget tartalmaz. Ezek a kockak 32 nm tavolsagra vannak elrendezve egymastol és a
dendrit felszinétol. Egyedi készitésli Matlab scriptek hozték 1étre a MDL (Model Description
Language) fajt, ami sziikséges az MCell stimulaci6 futtataisahoz. MCell program szimulalta a
GABA felszabadulast, a GABAg receptor és GIRK csatorna kozotti lejatszodo kdlcsonhatast,

¢s az Osszes sztochasztikus molekularis mozgast.

Az egyes szimulaciok lefutdsa a kovetkezd volt: ahhoz, hogy valdsagos, a biologiai
receptorok és csatornak eloszlashoz nagyon hasonlé eloszléast kapjunk a szimulacidban, a 3D
dendrit rekonstrukcionak a membran feliiletén egy reakcid kaszkad futott le minden szimulacio
kezdetén. Ez a reakcio6 kaszkad eredményezte a végleges receptor eloszlast. Az elsd iteraciok
soran ugynevezett elsddleges részecskéket helyeztiink el a membranban. Az elsddleges
részecskék madasodlagos részecskékké bomlanak, amik vagy GABAg receptor vagy GIRK
csatorna csoportosuldsokat alkotnak. A masodlagos részecskébdl szarmazo GIRK csatorna
csoportosulasok 1-t61 4 csatornat tartalmaztak, amelyek nem voltak képesek mozgasra a
membranban. Ezzel szemben, a GABARg receptor csoportosuldsok a membranban lateralis
diffazioban tudtak terjedni. A megfeleld késleltetést és reakcioidét a GABAg receptor
képzOddéséhez (amelyek szdma 1 és 8 kozotti volt) szimulalt hiités optimalizalasi Matlab

algoritmus hasznalataval hataroztuk meg. Az optimalis értékek elérése esetén a modelliinkben
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a GABAB receptorok meghatarozott ideig voltak képesek a lateralis diffuziora, ezt kovetden
immobilizalodtak, igy nagyon hasonld receptor-csatorna eloszlast sikeriilt elérniink, mint
amelyet Kulik és munkatarsai publikaltak (Kulik 2006). Ezt kovetden tortént a GABA
felszabaditdsa az extracellularis tér 4 kiilonbozd pontjan. Osszesen 1 masodpercnek megfeleld

id6intervallumban vizsgaltuk a reakciok lefolyasat.

Mivel a szimulécid keretein beliil kizarolag a GABABg receptor és a GIRK csatorna kozott
lejatsz6do kolcsonhatasra voltunk kivancsiak, ezért a rendszeriink nem tartalmaz GABAA
receptorokat valamint GABA amino transzportereket. Eddigi tudomasunk szerint nincs
kisérletes eredménybdl szarmazo informacid6 a NGF sejt egyetlen akcids potencidlja altal
felszabaditott vezikulakbdl szarmaz6 GABA koncentraciora vonatkozoan, ezért a
modelliinkben ~1 mM (3750 GABA molekula) GABA neurotranszmittert szabaditottunk fel

egy-egy preszinaptikus bouton pozicioban.

Egyszerre 6 MCell szimuléciot futtatunk parhuzamosan szerver szdmitégépen (Intel(R) Core
i7-4790 3.6 Ghz CPU, 32 GB RAM) , lus-os id8 léptékekkel. Osszesen 3322 iteraciot

végeztink.
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1. Tablazat: szimuldciohoz felhasznalt paraméter értékek

Paraméterek Erték Referencia
Teljes dendrit felszin 31,204 pm?
Dendrittiiskék felszine 15,621 um?
Dendrit-torzs felszine 15,583 pm?

GABAB receptor stirtiség

36 részecske/pum?

(Degro et al. 2015)

GIRK csatorna stirliség 12,2 (Degro et al. 2015)
részecske/pm?
GABA molekulak 3750
szama/felszabadulasi hely
GABA diffuizios 0.76 um?/ms (Longsworth 1952)
koefficiens
GABAER Kon 5*10° M1s?t (Sodickson and Bean 1996),
(Beenhakker and Huguenard 2010)
GABAG&R Koff 55t (Sodickson and Bean 1996),
(Beenhakker and Huguenard 2010)
Membran asszocialt 4*10° cm?/s (Perez et al. 2006)
molekulak diffazios
koefficiens
G-protein Kon 6*10’' M1s? (Brinkerhoff, Choi, and
Linderman 2008)
G-protein hidrolizis 2-3°1 (Breitwieser 1988)
G-protein koncentracid 1200 /pum? (W. Wang et al. 2016)

1. G-protein- GIRK Kon

2,6%10° Ms?

(W. Wang et al. 2016)

2. G-protein- GIRK Kon 5*10°M1st (W. Wang et al. 2016) alapjan
feltételezve

3. G-protein- GIRK Kon 1,6*10° M1st (W. Wang et al. 2016) alapjan
feltételezve

4. G-protein- GIRK Kon 10’ M1s? (W. Wang et al. 2016)

G-protein — GIRK Koff 500 st (YYakubovich et al. 2015)

G-protein(By) —-G(a) Kon

0.7%10° M1t

(Yakubovich et al. 2015)

G-protein(By) —G(a) Koff 0,0013 s Yakubovich et al 2015

GABAB& receptor 50 ms (Sodickson and Bean 1996)
aktivacios id6

GABAB& receptor 150 ms (Sodickson and Bean 1996)
deaktivacid

GABAB& receptor 1s (Sodickson and Bean 1996)
inaktivacio

GIRK nyitott allapot id6 0.9 ms (Velimirovic et al. 1996)

Szimulacios id6lépték 10°s

Iteraciok szama 10°

szimulacion beliil
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4.11. Allatok cuprizon kezelése

A Szegedi Tudomany Egyetem Etikai Bizottsdganak engedélyével torténtek a kisérletek.
C57BL/6 him egerek lettek felhasznalva a kisérletek soran. Az allatok taplalékhoz €s vizhez
szabadon hozzafértek. 8 hetes korukat elérve 2 vagy 4 hetes cuprizon (Sigma Aldrich) kezelés
kezdddott a demielinizacios folyamatok kivaltasahoz (Blakemore 1973; Matsushima and
Morell 2001). 0.2% cuprizon tartalmu standard poritott tapot kaptak a kezelés alatt az allatok.
A kezelés befejeztével a 4.1 fejezetnek megfelelden agyszeletek késziiltek a CARS-képalkoto

kisérletek céljabol.

4.12. Emberi Agyszovet elokészitése

Minden vizsgalat a Helsinki Nyilatkozat értelmében ¢s a Szegedi Tudomany Egyetem Etikai
Bizottsaganak engedélyével tortént. Az emberi agyszovet 67 éves néi paciensbdl szarmazik, a
beteg a mitét eldtt a szdvetminta ilyen jellegli, kutatisra vald felhasznaldsat irdsban
engedélyezte. A miitét a Szegedi Tudomanyegyetem Idegsebészeti Klinikdjan tortént.
Midazolam és fentanyl (0.03 mg/kg, 1-2 mg/kg) intravénas beadasaval indukaltak az altatast.
Az endotracheadlis intubaci6 konnyitésére a paciens 0,5 mg/kg rocuroniumot kapott. Intubalast
kovetden a pacienst Oz és N2O 1:2 aranyu elegyével 1élegeztették. Az anesztézia megfeleld
szinten tartasa szevoflurannal tortént. Mélyagyi benign tumor eltavolitasa céljabol a kapott
agyminta occipitalis agykérgi teriiletrdl szdrmazik. A mitéti Uton eltavolitott agyszovetet
jéghideg szacharoz tartalmt agy-gerincveld folyadékban szallitottuk, ezt kovetden pedig a 4.1
fejezet alapjan metszettilk azzal a kiilonbséggel, hogy 350 pum vastag agyszeleteket
készitettiink.

4.13. Koherens anti-Stokes Raman szorodason alapul6 képalkotas

CARS képalkoto rendszer prototipusanak részletes ismertetése Haluszka €s munkatarsai
altal kozolt publikacioban megtekinthet6 (Haluszka et al. 2015). A rendszeriink magaba foglal
egy FemtoCARS lézer egységet és egy FemtoFiber Yb-erdsitérendszert (mindkett egyarant
R&D Ultrafast Laser Ltd., Magyarorszag), Axio Examiner LSM 7 MP kétfoton mikroszkopot
(Carl Zeiss, Németorszag) 40-es viz immerzios 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 savsziird lett
elhelyezve. Az anti-Stokes frekvencia a Ti-zafir 796 nm hullamhosszii pumpalézer, és a 1028

nm-es Yb-szalerdsito rendszer altal keltett Stokes pulzusok kombinalasaval értiik el.
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4.14. Time lapse képalkotas
Z-stack optikai képsorozat felvételeket készitettiink 60 percenként 10 6ran keresztiil a fehér
allomanyrol. A z-stack képsorozatok kozotti 1épték 0,67 um volt, a felbontas 1024*1024 pixel.

A képsorozatokbdl egyetlen képet készitettiink a maximalis-érték projekciojuk alapjan.

4.15. Fluoreszcens jelolés

Az agyszeleteket 4% PFA tartalmu 0,1 M koncentracidji foszfatpuffer oldatban (pH = 7,4)
mosast kovetden a metszeteket 10%, majd 20% szacharoz tartalmu foszfatpuffer oldatba
helyeztiik. Az agyszeleteket néhany masodpercig folyékony nitrogénben fagyasztottuk, ezt
kovetden 10%-0S zselatinba dgyaztuk és hideg foszfatpuffer oldatban ujrametszettiik 60 pm
vastag szeletekre (Leica VT 1000S mikrotom). Az Gjrametszett szeleteket tris pufferben oldott
(pH= 7,4) BODIPY 493/503 (1pg/ml; Thermo Fisher Scientific) jelenétében taroltuk 4°C-on
egy ¢jszakan at. A BODIPY 493/503 torzsoldat (Img/ml) DMSO-ban volt oldva. Végezetiil a
szeleteket Vectashield (Vector Laboratories) médiumba agyaztuk. A BODIPY 493/503
fluoreszcens jeleket LSM 880 konfokalis mikroszkdppal (Carl Zeiss, Németorszag) vizsgaltuk

40x viz immerzios objektivvel (Carl Zeiss, Németorszag).

4.16. Felvételek kiértékelése

Fluoreszcencia értékeknek a vizsgdlata ZEN (Carl Zeiss, Németorszag) és ImageJ (NIH,
USA) programmal végeztiik az agyszelet felszinét6l szamitott legalabb 20 pm mélységtdl. A
G-arany meghatarozasahoz a mielinizalt rostok belsé és kiils6 atmérdjének az aranyat
szamitottuk ki. Azokon a mielinizalt rostokon végeztiik el a mérést, amelyek egyértelmi jelét
mutattak annak, hogy nem karosodtak vagy duzzadt meg. A z-stack optikai felvételeket 1 um
léptékkel készitettilk. Az atmérék mérését a mielinizalt rostokra merdleges vonal mentén mért
fluoreszcencia intenzitds profil alapjan végeztiik. Az intenzitds profil amplitado értékeinek
70%-anal hataroztuk meg az atméré értékeit Igor pro programban készitett egyedi készitésii
programparancsokkal (Wavemetrics, Lake Oswego, USA). A mielin tormelék detektalasahoz
és térfogatanak vizsgalatahoz az elkésziilt z-stack képsorozatokon egyedileg készitett C++
programnyelvben irddott analizdlé programot haszndltunk. A program a mielinizalt
struktirdkat és mielin tormeléket elkiilonitette a hattértdl, adaptiv kiiszobdlési eljarassal. A
felvételeken Gauss sziir6t (5*5 pixel keret) alkalmaztunk, amivel a statikus hattér zajbol
szarmaz6 fals objektumokat eliminaltuk. A detektalt pozitiv objektumokat Hugh

transzformaci6é hasznalataval szétvalasztottuk, amellyel az esetlegesen Osszekotott mielin
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tormelékeket kiilonitettiik el egymastol. Ezt kvetden, a mielin tormeléket a mielintl a méret
(0,3-2um) és cirkularitas (0,8-1,0) alapjan valasztottuk el. Minden feldolgozott képet
ellendriztiik, az esetleges fals pozitiv objektumokat manudlisan tavolitottuk el. A mielin
tormelék térfogata és a kvantitativ mennyisége a rekonstrualt haromdimenzios objektumok

alapjan lett kiszamitva.
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5. Eredmények

5.1.1. Lipid gazdag struktirak megjelenitése CARS modszerrel
A 8 hetes, C57BL/6 egerekbdl szarmazd akut agyszeletek lipid gazdag strukturainak

vizsgalatahoz egy egyedi készitésii, koherens anti-Stokes Raman szorodason alapuld
mikroszkép rendszert hasznaltunk (Fu et al. 2011; Haluszka et al. 2015). A jeloletlen
agyszovetben a zsirok eloszlasat szinkronizalt 1ézernyalabokkal vizsgaltuk. A lipid molekuldkat
lathatova tettiik az altal, hogy a CHgz-es molekulakotést specifikusan gerjesztettiik. Ehhez a
specifikus gerjesztéshez a 1ézer nyalabok frekvenciajanak a kiilonbsége a CHz-es molekularis
képalkotas specifikussagat lipidekre, immunhisztokémiai kisérletet végeztink. A CARS
képalkotast kovetden a semleges zsirsavak jelolésére BODIPY festést alkalmaztunk a fixalt

agyszoveteken, igy az azonos agyteriiletek dsszehasonlithattuk (4. A-C abra).

Annak érdekében, hogy a klinikai felhasznalhatosagat teszteljiik a CARS technikanak,
képalkotd kisérletet végeztiink miitéti Uton eltavolitott emberi agyszoveten. A CARS
képalkotas hosszutavi alkalmazhatosaganak a tesztelésére 10 oran keresztiil z-stack optikai
felvételeket készitettink. A CARS felvételeken a lathaté degradacidé jelét nem mutatod
mielinizalt rostok G-aranyat (a mielinhiively belsd és kiilsé atmérdjének az aranyat) vizsgaltuk,
ami alapjan megallapitottuk, hogy a kisérlet idétartalma alatt nem tortént szignifikans valtozas
(p = 0,57, t-proba, kisérlet kezdetén: 0,45+0,1; n= 28; a kisérlet megkezdése utan 600 perccel
késobb: 0,46+0,12; n= 32) (4. D abra).
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4. abra: Egér és emberi agyszovet lipid gazdag strukturainak megjelenitése CARS
mikroszkopias modszerrel

(A) Koronalis agymetszetrdl készitett sematikus &bra. A piros és kék négyzettel jelolt teriiltek a (B) és (C) abran
bemutatott felvételek helyét mutatja. (B) Fels6 kép: reprezentativ CARS felvétel a corpus callosum teriiletérél egér
agyszeletben. Als6 kép: Ugyanaz a teriilet BODIPY immunhisztokémiai jelolést kovetden. (C) Bal oldali kép:
CARS felvétel a sziirke allomany és a corpus callosum kozotti teriiletrdl egér agyszeletben. Jobb oldali kép:
Ugyanaz a teriilet BODIPY immunhisztokémiai jelolést kovetden. (D) Reprezentativ CARS felvételek emberi
agyszovetr6l timelapse felvétel sorozat elején (bal) és végén (jobb). Mikroszkopos 1épték: (B,C) 20 um , (D) 5

pm.
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5.1.2. Demielinizaciéo detektalasa cuprizon kezelt allatokban CARS

képalkotassal
A lipid denzitas vizsgalatdhoz a CARS jelek atlagos pixel intenzitas értékeit mértiik meg

egységnyi négyzetformaju teriileteken (100 um?) az agy kiilonbozd teriiletein. A mérések soran
CARS jelintenzitas szignifikans kiilonbségeit detektaltunk agyteriilet fiiggd mdédon (ANOVA:
p< 0.001). Az intenzitas értékek a kovetkezé sorrendben csokkentek az agyteriileteken:
kérgestest (CC) > kisagy (CB) > lateraris része a kérgestestnek (FM) > anterior kommisszura
(AC) > eclsbdleges szomatoszenzoros sziirkeallomany (GM) (5. A-B abra). A mielinizalt
terliletek Osszehasonlitasaval a legmagasabb (CC) és a legalacsonyabb (CA) mértékben
mielinizalt rostok ko6zott haromszoros kiilonbséget detektaltunk. Az elsddleges
szomatoszenzoros sziirkedllomany és a kiilonbozd fehérallomanyok kozott 1,2-3,6-szoros

(CA/GM ¢és CC/GM) CARS jelintenzitas kiilonbséget tapasztaltunk.

- * kontroll
= o 2 hét kezeles
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5. abra CARS jelintenzitason alapuld lipid tartalom vizsgalat
(A) Reprezentativ CARS felvétel kontroll (bal) és 4 hét cuprizon kezelést kdvetden (jobb) a corpus callosumrol.
(B) A képen lathatd CARS jelek intenzitas atlaganak vizsgalatival a mielin denzitas eltéré értékei lathatdak
kiilonb6z6 agyteriileteken kontrol, 2 és 4 hetes cuprizon kezelést kovetéen. ANOVA Tukey-proba: *p < 0.05,***p
< 0.001. (ctrl: kontroll, CPZ: cuprizon, CC: kérgestest, CB: kisagy, FM: lateralis része a kérgestestnek, AC:
anterior kommisszura, GM: els6dleges szomatoszenzoros agykérgi allomany)
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6. abra: Kontroll és kezelt csoport lipid tartalmanak 6sszehasonlitisa CARS modszerrel
Atlagos pixelintenzitas 6sszehasonlitasa szérasdiagramon kontroll és kezelt allatokban. Sziirke szindrnyalat a
kezelés id6tartamat jelzi — vilagos sziirke: kettd hét; sotét sziirke: négy hét. A kisagybol szarmazo adatokat (lires
négyzet: kettd hetes kezelés; tires haromszog: négy hetes kezelés) nem vettiik figyelembe az illesztés soran (lasd
diszkusszid).

A kontroll allatokban végzett CARS jelek detektalasat kovetben SM modell allatokat
vizsgaltunk, amelyekben kisérletes uton valtottunk ki demielinizaciot. Az érett
modellben a hippokampusz és a fehérallomany mielin karosodasa jol ismert (Goldberg et al.
2015; Imitola et al. 2011; Koutsoudaki et al. 2009; Skripuletz et al. 2008). C57BL/6 egereket 2
vagy 4 hétig kezeltiink, ez alatt 0.2% cuprizon tartalmu standard poritott tapot kaptak az allatok.
A kezelést kovetden az allatokbol késziilt akut agyszoveteken végzett CARS képalkotast
kovetden a jelek atlagos pixel intenzitas értékeinek a szignifikans csokkenését tapasztaltuk (5.
B abra, 6. abra) (MW U préba: p< 0,001). A kontroll értékekhez viszonyitva a CARS jel
intenzitas 84,2-34,2% kozott csokkent agyteriiletre specifikusan. A legnagyobb lipid tartalmu,
34,2%-es csokkenést a kérgestestben detektaltuk. A mielin degradacié aranya korrelalt a
kontroll kortlmények kozott mérhetd jelintenzitassal, tehat a legnagyobb lipid tartalmu

tertiletek vannak kitével a legnagyobb karosoddsnak a kezelés folyaman.

CARS képalkotassal figyelemmel kovettilk a kérgestest teriiletén az egyes mielinizalt

crer

mielinizalt rostokon, amelyekrdl egyértelmiien megallapithattuk, hogy agyszeletkészités soran
fellépd karosodaskor nem degeneralodtak. Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban (Lindner et

al. 2007; Silvestroff et al. 2012), a G-arany szignifikans novekedését detektaltuk cuprizon
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kezelt allatokban (0.52 = 0.11, n = 92 n = 6 allatbol; t-proba, p < 0.001) a kontroll csoporthoz
viszonyitva (0.43 £ 0.09, n= 115, n =5 allatbol) (7. abra)
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2 42
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7. abra: Mielinhiively vastagsaganak a vizsgalata kontroll és kezelt allatokban

G-arany valtozas mielin hiivelyben cuprizon kezelés hatasara. Reprezentativ CARS felvételek lathatoak kontroll
(bal) és 4 hetes cuprizon kezelést kdvetden (jobb). A CARS jelek pixelintenzitdsa a mielin hiivelyekre merdleges
fehér vonallal jelzett teriileteken tortént. MW U proba: ***p< 0,001. Léptékek: (A) 20 pm; (D) 5 pum. (ctrl:
kontroll, CPZ: cuprizon)
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5.1.3. Lipid tartalmu térmelék mennyiségének meghatirozasa mielinizalt

struktuarakban

A CARS képalkoto kisérletek soran a cuprizonnal kezelt allatok agyaban lipid tartalmu
részecskéket detektaltunk (8. abra). Mindegyik kezelt allatnal, a mielinizalt rostok mentén
jelentkezett a gomb alakt, 0,3-2 um atmérével rendelkezé lipid tormelék, amely minden
vizsgalt agyterlileten megjelent. Szédmszertsitésiikre kettd modszert alkalmaztunk: (1)
meghataroztuk a kiilonallo lipid tartalmi tormelék szamszerinti mennyiségét és a (2)
haromdimenzios térben elfoglalt térfogatat (9. A abra).

CA ctrl

8. abra: Lipid tartalmu tormelék el6fordulasa kiilonboz6 agyteriileteken

Reprezentativ CARS felvételek kontroll (kdz€pso sor) és 4 hetes cuprizon kezelést kovetden (alsé sor) a sematikus
abrakon jelzett agyteriileteken (fels6 sor). Piros nyilak jelzik az egyesével eléfordul6 vagy agglomeratumot képzo
mielin térmeléket. (ctrl: kontroll, CPZ: cuprizon, CC: kérgestest, FM: lateralis része a kérgestestnek, AC: anterior
kommisszura). Léptékek: 10 um.
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A lipid térmelék eltér6 mennyiségben jelent meg kiilonb6zé agyteriileteken. Mielin
tormeléket a legnagyobb mennyiségben (21,38+23,29 részecske/10% pm?®) és térfogatban (1,1+
1,14um3/500um®, n = 6 4llat, 1,001 x 10%um?® teljes térfogaton vizsgalva) a kérgestestben
detektaltunk (p < 0,001, egymintas Wilcoxon-proba), mig a legkevesebbet a kisagyban
detektaltuk (mennyiség: 5,8 = 8,94 részecske/10*um?; térfogat, 0.22 + 0,43um?%/500pum?; n = 6
allat, 7,01 x 10°um? teljes térfogaton vizsgalva) (9. B abra). A kiilonbozd agyteriileteken eltérd
kivéve CB). Ezeken az agyteriileteken az atlagos CARS jelintenzitds (a tormelékbdl szarmazo
CARS jelet nem szamitva) értékét hasonlitottuk 6ssze az akkumulalt tormelék mennyiségével.
Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a tormelékmentes teriiletek CARS jelintenzitasanak
¢s a tormelék altal elfoglalt térfogat nagysaga kozott (9. C abra), ami alapjan feltételezhetd,
hogy a lipid tartalm tormelék a karosodott mielinizalt rostokbol szarmazik. Annak érdekében,
hogy megvizsgaljuk a demielinizacio és tormelék akkumulacidé folyamatat a kezelés korali

szakaszaban, megismételtiik a kisérleteket kéthetes cuprizon kezelésen atesett allatokon.
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9. abra: Mielin tormelék mennyiségének kvantifikaldsa mielinizalt struktirakban

(A) Mielin tormelék reprezentativ hiromdimenziés rekonstrukcidja cuprizon kezelt allatbél szarmazo
agyteriiletr6l (dimenzidk: 71X71X10 um). (B) Mielin tormelék el6fordulasanak (felsd sor) és térfogatanak (also
sor) a kvantifikalasa kiilonb6z6 agyteriileteken kettd (bal oszlop) és négy hetes (jobb oszlop) kezelést kovetden.
(C) Négyhetes kezelést kovetden a CC, FM és CA teriiletén mért mielin tormelék térfogatinak a mennyisége és a
CARS jelek intenzitdsa negativ korrelaciot mutat a szorasdiagrammon. Piros vonal jelzi a stlyozott linearis
illesztést, Pearson r = -0,08, p = 0,78.
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Ebben a periodusban a mielinhiively kdrosodas és lipid tartalmu tormelék megjelenés
kevésbé volt kifejezett. Két hetes cuprizon kezelést kvetden a kérgestest terliletén a mielinizalt
rostok G-aranyaban nem talaltunk szignifikans valtozast (0,47 + 0,11, n = 62 n = 6 allatbdl; t-
proba, p = 0,07) (7. abra). A mielin térmelék akkumulacio tekintetében a korabban bemutatott
eredményekhez hasonl6 agykéregspecifikus eloszlast figyeltiink meg. A kérgestest tartalmazott
legnagyobb szdmban és térfogatban lipid tormeléket (mennyiség:1,07 + 2,20 részecske/10*um?;
térfogat: 0,046 + 0,15um3/500um3,n = 6 allatbodl, 5,8 x 108um? teljes térfogaton vizsgalva; p <
0,001, egymintas Wilcoxon-proba (9. B abra)). A négy hetes cuprizon kezelésben részesiilt
allatokhoz hasonldan a legkisebb mennyiségben a kisagyban volt detektalhatdé mielin tormelék

(n= 6 allat, 5,5 x 10° um®) (9. B 4bra).
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5.2.1. Egyes neurogliaform sejt altal alkotott gatlo kapcsolatok

funkcionalis és strukturalis paramétereinek jellemzése
Az eddigi, laborunk altal k6zolt tudomanyos munka alapjan ismert, hogy a NGF sejt

aktivacidjat kovetden a preszinaptikus termindlisokbdl felszabaduld6 GABA képes a kdzelben
levé posztszinaptikus sejtek receptorait aktivalni (Olah et al. 2009). Ahhoz, hogy
meghatarozzuk a lehetséges effektiv tavolsagat a térfogati transzmisszionak, NGF sejtekrol
érkez6 gatld kapcsolatokat jellemeztiink posztszinaptikus piramissejteken. E célbol in vitro két
csatornas whole-cell patch clamp elvezetéseket végeztiink 1. rétegi NGF sejt és 2./3. rétegi
piramissejteken patkany szomatoszenzoros agykérgi preparatumokon. Az elektrofiziologiai
kisérletek soran a NGF sejteket és piramissejteket a karakterisztikus aktiv és passziv membran
tulajdonsagai alapjan azonositottuk. A neurogliaform sejtek nyugalmi membranpotencialja -
70mV kornyékén talalhato, valamint kis bemend ellenallassal és gyors membran idéallandoval
rendelkeznek. A depolarizald aramlépcsé hatasara tobbnyire késoi tiizelés figyelheté meg, amit
a reobazis kornyékén lassu emelkedd un. ,ramp” szakasz el6z meg. Tiizelési mintazata nem
akkomodal, hanem gyakran nagyobb frekvenciajiva valik a depolarizacié soran. Az akcids
potencialt jellegzetes, nagy utohiperpolarizacidés szakasz koveti. Piramissejtek esetében a
nyugalmi membranpotencial érték tobbnyire -60 mV koriil mérhetd, membranjuk id6allandoja
lassu. Depolarizalé aramlépcsd soran alacsony frekvenciaju, akkomodalé tiizelési mintazatot
mutat, alkalmanként nagyobb frekvenciaju ,,burst” aktivitassal az aramlépcsd elején (10. A
abra). Az elvezetések soran a preszinaptikus és posztszinaptikus idegsejteket az elektrodaban
talalhato intracellularis oldatban talalhat6 biocytinnel toltédtek fel, amely a késObbi anatémiai
azonositast (10. B abra) és a kapcsolat strukturalis vizsgalatat tette lehetévé. Az
elektrofiziologiai elvezetések soran a NGF sejtekben kivaltott egyetlen akcids potencial
hataséra kétfazisu, GABAAa és GABAGg receptor altal kozvetitett posztszinaptikus valaszt valt
ki (Tamés et al. 2003). Ahhoz, hogy a funkcionalis felszabadulasi helyek szamat
meghatarozzuk, kivaltott IPSC sorozatokat regisztraltunk piramissejteken valtozo
extracellularis Ca?* és Mg?* koncentracioju elvezeté oldatban (10. C 4bra). Az kivaltott IPSC
amplitidok nagysiga adekvatan valtozott a magas (3mM) és csokkentett (2mM) Ca?*
koncentraci6 fliggvényében, Osszhangban a csokkend preszinaptikus felszabadulési
hatékonysaggal (10. D abra). A NGF sejtek altal kivaltott posztszinaptikus valaszok siirii
ismétlése csokkenti a preszinaptikus felszabadulas hatékonysagat (Karayannis et al. 2010).

Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a szinaptikus depressziot a NGF sejteken kivaltott
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10. abra: NGF sejtrol piramissejtre érkezo gatlé kapcsolat kvantalis paramétereinek

jellemzése

(A) Jellegzetes tiizelési mintazata a preszinaptikus NGF sejtnek (kék), illetve a posztszinaptikus piramissejtnek
(fekete). (B) Fénymikroszképos vizsgalat alapjan elkészitett harom dimenzidés rekonstrukcido az
elektrofiziologiailag elvezetett és biocytinnel feltoltott NGF sejtrél (sejttest és axon kékkel jelolve) és
piramissejtrél (sejttest és dendritek fekete, axon sziirke). (C) A NGF sejten rovid aramimpulzus stimuléci6 altal
eléidézett preszinaptikus akcidspotencial (kék) hatdsara a posztszinaptikus piramissejten megjelend IPSC-k atlaga
-50mV tart6 aramon, kiilonbdz6 extracellularis Ca?* koncentracié alatt (sotét sziirke: 3mM Ca?*; vilagos sziirke:
2mM Ca?*). Lejjebb egyes preszinaptikus akcidspotencial altal kivéltott reprezentativ IPSC-k bemutatisa
kiilonb6zé Ca?* koncentraciok alatt. Csillaggal jeldltiik a sikertelen szinaptikus transzmissziot. (D) A kisérlet alatt
kivaltott IPSC amplitadoja magas (3mM; sotét sziirke) és alacsony (2mM; vilagos sziirke) extracellularis Ca?*
tartalmu elvezetd oldatban. (E) Magas (3mM) és alacsony (2mM) extracellularis Ca®* tartalmu oldatban elvezetett
IPSC amplitidok eloszlasanak hisztogramja. Kékkel a binomialis eloszlas illesztése lathato.
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akcidspotencidlok kozotti egy perc szlinetet hataroztunk meg. Ezek a megkotéseket szem elott
tartva n=8 NGF sejt-piramissejt kapcsolt parrol vezettiink el, ahol paronként atlag 65,5+5,264
kivaltott vélaszt, kiilonbozé Ca?*/Mg?* koncentricié altal megszabott felszabadulasi feltétel
alatt atlag 32,75+4,155 kivaltott valaszt regisztraltunk. A limitalt mennyiségben kivalthato
valaszok kiértékeléshez Bayesian Quantal Analizis (BQA) hasznaltunk, ami robusztus
statisztikai alapu becsléssel képes a kvantdlis paraméterek meghatarozasara. BQA a két
kiilonbozé preszinaptikus felszabadulasi allapot alatt regisztralt IPSC-k amplitidoinak az
closzlasa alapjan binomialis illesztést végez (10. E abra), tovabba ebbdl az eloszlasbol torténik
a kvantalis paraméterek levezetése. BQA alapjan az Osszes kisérletb6l szarmazo funkcionalis
felszabadulasi helyek szdmanak atlaga 10,96+8,1, illetve a kvantdlis méret atlagosan
q=3,93+1,21 pA volt (11. A abra). Ezen feliil a funkcionalis felszabadulasi helyeken a

neurotranszmitter felszabadulasanak a Ca?* fiiggését is meghataroztuk (11. B abra).

>
vo)

R : Ir &J@%
S o 20f 08} °
a8 0,6 )
.q) —_ s -
£ o E o 8 |
2, 10t o7 B804l 4 . o
"g [ o (@] ﬂ- N %+ @]
Q _OOO-- 0,2_‘ o
O_ 0_ 0 1 | |
15 2 3

[Ca'] (M)
11. abra: NGF sejtrol piramissejtre érkezo gatlo kapcsolatok kvantalis paraméterei
(A) Bayesian kvantalis analizissel megbecsiilt kvantalis méret (3.93£1.22 pA) és a funkcionalis felszabadulasi

helyek (10.96+8.1) szdma és atlaguk. (B) Kiilénbozé extracelluldris Ca®* koncentracié soran a felszabaduldsi
valdsziniiség becsiilt értéke egyes kisérletek soran.

Az altal, hogy az elvezett funkciondlisan kapcsolt sejtparokrol teljes harom dimenzids
rekonstrukciot készitettlink, lehetdségiink nyilt a becsiilt funkciondlis felszabadulasi helyek
szamat Osszehasonlitani a lehetséges anatomiai strukturalis felszabadulasi helyek szamaval. A
lehetséges kapcsolatok szamat meghataroztuk az altal, hogy a preszinaptikus boutonok
mennyiségét 6sszegezziik a posztszinaptikus dendritt6l valo tavolsag fiiggvényében (12. abra).
Meglehetdsen alacsony szamu kdzevetlen egymds mellett (0 um) elhelyezkedd preszinaptikus

bouton és posztszinaptikus dendrit szakaszt talaltunk, azonban a koztik levé tavolsag
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novelésével (3 um-ig) a potencialis anatomiai kapcsolatok szama jelent6sen novekszik. A BQA
altal meghatarozott funkcionalis felszabadulasi helyek szaménak a vizszintes tengelyre vald
ravetitésével (11. abra) meghataroztuk, hogy a térfogati transzmisszio effektiv hatoétavolsaga

0,95-t61 1,92 um-ig kell hogy terjedjen.

100 ¢

NGF sejt boutonok szama

NGF sejt bouton és piramissejt

dendrit kdzotti tavolsag (Mm)
12. abra: Anatémiai és funkcionalis felszabadulasi helyek mennyiségének
osszehasonlitasa
NGF sejt — piramissejt kapcsolt parokon végzett fénymikroszkopos anatomiai vizsgalatok altal meghatarozott
egyes NGF sejt boutonok mennyisége, a posztszinaptikus dendritt6l vald tavolsag fiiggvényében. Piros vizszintes
vonal a funkciondlis felszabadulasi helyek szamanak atlaga és standard deviacid értékének a ravetitése a
preszinaptikus terminalis és posztszinaptikus dendrit kozotti tavolsag tengelyére.

Tovabba megvizsgaltuk a korrelaciot a funkcionalis felszabadulasi helyek szama és a
lehetséges strukturalis felszabadulasi helyek mennyisége kozott, ndvekvo preszinaptikus NGF
sejt bouton terminalis €s a posztszinaptikus dendrit szakasz kozotti tavolsag esetén. Abban az
esetben, ha feltételezziik, hogy kizarolag kevesebb mint 1 um tavolsag van a pre és
posztszinaptikus struktiurdk kozott, ugy a funkcionalis adatokkal valo korreléltatas esetén nem
talalhato linearis 0sszefiiggés ( < 0,5 pm esetén r=-0,00106 p= 0,975; < 1 um esetén r= 0,566
p=0,241). Erds linearis korrelaciot és statisztikai szignifikanciat lehet megfigyelni, amennyiben
a tavolsag 1,5 um-re névekszik (< 1,5 pm esetén r= 0.863 p= 0,027). Ahogy tovabb ndvekszik

a tavolsag egészen 3 um-ig, Ggy a linearis korrelacié folyamatos csokkenést mutat, habar
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mérsékelt sszefliggés tovabbra is fennall (< 2 um esetén r= 0,731 p= 0,099; <2,5 um esetén

r=0,664 p=0,15; <3 um esetén r= 0,673 p=0,142; 13. abra).
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13. abra: Anatémiai és funkcionalis felszabadulasi helyek mennyisége a tavolsag
fiiggvényében
Funkcionalis felszabaduldsi helyek szama korrelaltatva az strukturalis vizsgalatokbol szarmazd potencialis

anatomiai kapcsolatok szamaval, novekvo tavolsag fiiggvényében.
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5.2.2. Elsé rétegi neurogliaform sejthalézat altal alkotott gatlé kimenetek

strukturalis jellemzése
A t6bbi interneurontdl eltéréen a NGF sejt térfogati jelatvitellel képes elérni a tavolabbi

posztszinaptikus receptorokat. Annak érdekében, hogy megallapitsuk milyen mértékben segiti
ez elé a konvergald bemenetek 1étrejottét, biologiailag hii modellrendszert dolgoztunk ki az

agykéreg 1. rétegi NGF sejt populacio teljes kimenetérol.

A NGF sejtek gatlo kimenete az extrém siir(i axon altal lefedett teriiletre korlatozott (Olah et
al. 2009). Kovetkezésképpen az egyes NGF sejtekre jellemz6 axon strukturalis paramétereit
vizsgaltuk. NGF sejtekrol késziilt rekonstrukciokon Sholl analizis hasznalataval meghataroztuk
az egyes sejtek axonjainak hossztisagat (14. A abra). Ezeknek a rekonstrukcidknak (n=11) a
szOmatol szamitott atlag eloszlasat vizsgaltuk. Az NGF sejtekre jellemz6é axon hosszusag és
eloszlas alapjan szamitogépes, biologiailag hii modellsejt megalkotasat tiztik ki célul.
Szamitogépes algoritmusokat készitettiink, amelyek a modell sejtet generaltak (14. D abra). A
modellsejtek generalasdhoz harom paramétert hasznaltunk: (1) axon szakaszok atlagos
értékét. A harom paraméter értékeinek megfeleld optimalizalasaval véletlenszerlien generalt
modell sejtet hoztunk létre, amelynek a Sholl analizissel meghatarozott atlag axon-hossz
eloszlasa nagyfoku hasonlosagot mutat a valos NGF sejtekrol késziilt rekonstrukciokkal (14. C
abra, p=0.99, kétmintas Kolmogorov-Szmirnov-proba). Az egyes NGF sejtekre jellemz6 axon
struktaraknak a meghatarozasat kovetden a felsorétegi agykéreg NGF haldzatanak modelljét
rekonstrualtuk. Az a-aktinin2 szelektiv strukturalis protein az agykéregben talalhato NGF
sejtekre (Uematsu et al. 2008). Annak érdekében, hogy egy relativ pontos becslést kapjunk a
NGF sejtek és kovetkezésképp azok lehetséges axonterminalisainak eloszlasarol, a-aktinin2
immunhiszokémiai jelolést alkalmaztunk az agykéreg felsdbb rétegeiben (15. A abra). A
felsobb rétegekben nagy mennyiségli immunoreaktiv szomat figyeltiink meg egészen 150 um
tavolsagig a piatol, azonban a mélyebb rétegekben drasztikusan lecsokken az immunoreaktiv
szomak mennyisége (15. A abra). A NGF sejtek altal alkotott kapcsolatok kvantalis
paramétereinek eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a NGF sejtek terminalisai felol
felszabadul6 GABA 4atlagosan ~1,5 um tavolsagban képes effektiv hatdst gyakorolni a
posztszinaptikus GABA receptorokra (12. abra). Ezért az agyszovet GABA lefedettséget a
teljes NGF sejt populacié axontermindlisaitol szamitott 1,5 um diffazios tavolsagig hataroztuk
meg a modelliinkben. Az agykéregben taldlhatd NGF sejthalézat minél realisztikusabb

reprodukalésa érdekében a modelliinkben egy 354x354x140 um térfogath térben szomakat
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14. abra: Egyetlen neurogliaform sejt
atlagos axon eloszlasanak a
meghatarozasa

(A) Sholl analizis egy harom dimenziésan
rekonstrualt NGF sejt axon nyulvanyain, az atlagos
axon eloszlas meghatarozasara. A Dbeillesztett
grafikon bemutatja a Sholl koncentrikus gdmbokben
elhelyezkedd axon hosszusagokat. (B) Egymasra
vetitett NGF sejtek axonjanak a bemutatasa, a
rekonstrukciokat a szomajuk mentén pozicionaltuk
egymasra (n=11). (C) Atlagos ¢és kumulativ
eloszlasa a NGF sejt axon hosszusagnak a tavolsag
fovenyében 10 pm-enként névekvdé koncentrikus
Sholl gombokben (kék). Ezen adat szolgalta a
modell  NGF sejt  axonjank  megfeleld
paraméterezését és megalkotasat (burgundi). (D)
Reprezentativ.  példa a  megalkotott ~NGF
modellsejtrdl és axonjarol.



véletlenszertien szortuk szét a pidval megegyez6 parhuzamos sikban, mig a pidval merdleges
iranyban az o-aktinin2 immun pozitiv sejtek eloszlasa alapjan rendeztiik el 6ket. Mindegyik
elhelyezett szomabol a modellsejtnek megfeleléen axonok erednek, ezen axon szegmensek
mentén 3 um tavolsagonként boutonokat helyeztiink el, ezektdl a boutonoktol eredd6 GABA
lefedettséget térképeztiik fel (15. B abra). A szémak kozotti legkisebb tavolsagot €s annak
eloszlasat megvizsgaltuk az agyszovetben, ehhez hasonlitva ellendriztiik a modellben talalhato
szomak kozotti legkisebb térbeli tavolsagot, hogy kizarjuk a lehetdségét annak, hogy az
esetleges abnormalis aggregacio befolyasolja a NGF kimenetek vizsgalatat (p=0.51, kétmintas
K-S teszt, n= 152 a-actinin2+ széma, 374 modell szoma; 15. C abra). Az 6sszes NGF sejt axon
boutonjaibol felszabaduld GABA feltérképezése arra utal, hogy az agyszovet egyes egységnyi
térfogata maximalisan kevesebb, mint nyolc kiilonb6zé NGF sejt altal elérhetd. Ezenfeliil az
adatok alapjan az is megallapithato, hogy extrém koriilmények kozott, ha minden egyes NGF
sejt aktiv, akkor legfeljebb kett6 NGF sejt reprezentalt az agyszovet 83,04+5,56%-ban, illetve
az agyszovet 32,29+5,01%-ban legalabb ketté NGF sejt kimenet konvegalhat (15. D abra).
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15. abra: Elsé rétegi neurogliaform
sejthalozat kimenetének térbeli
modellje

(A) Balra, konfokalis mikroszkopos felvétel az
immunohisztokémiailag pozitiv a-aktinin2
sejtekrdl. Jobbra, relativ eloszlasa az a-aktinin2+
sejteknek az egyes agykérgi rétegekben. (B) Térbeli
elhelyezkedése a modell NGF sejtek Szomajanak,
axonjadnak és bouton termindlisainak. Legalul a
hétérkép mutatja a NGF sejtek konvergald bouton
terminalisait a bouton terminalisokat bemutat6 abra
piros téglatesttel jelolt térfogatan beliil. Szinkodok
az azonos pontokon valéo atfedd bouton
terminalisok mennyiségét jelzi, amennyiben az
effektiv tavolsaga a térfogati transzmisszionak 1,6
pm. (C) Hisztogram és kumulativ eléfordulasa a
szomak kozott mérhetd legkisebb tavolsagrol
kisérletes megfigyelés soran agykéregben (kék) €s
a modellben (burgundi). (D) Egy posztszinaptikus
egységnyi térfogatra érkezd konvergalo NGF
kimenetek szdzalékos mennyisége.



5.2.3. Az els6 rétegi neurogliaform sejt populacio 6sszehangolt aktivacioja

szomatoszenzoros agykéregben in vivo
Az elsé rétegi NGF sejt halozat altal alkotott kimenetek térbeli modellje alapjan

feltérképeztiik a lehetséges egységnyi térfogatra esé konvergdlo gatld bemenetek mennyiségét.
Azonban az nem ismert, hogy az agykéreg felsdbb rétegeiben milyen aranyban fordul el6
Osszehangolt NGF sejt aktivacio, ami az alapjat biztositja a konvergaldé bemeneteknek in vivo
fiziologias koriilmények kozott. Palmer ¢€s munkatarsai altal korabban bemutatott
tanulmanyban az agyféltekék kozott leirt kapcsolat, az interhemiszferialis gatlas soran a
transzkallozalis nyalvanyok aktivacidjakor GABARg receptor aktivaciot mutattak ki az V. rétegi
piramissejtek apikalis dendritjén (Palmer et al. 2012). Ahhoz, hogy meghatarozzuk az
egységesen Osszehangolt mukodésit NGF sejtek ardnyat az agykéreg felsobb rétegeiben
fiziologias koriilmények kozott, in vivo két foton Ca?* képalkotd kisérleteket végeztiink, hogy
az elsd rétegi interneuronok aktivitdsdt nyomon kovessiik a transzkallozalis bemenetek

aktivacioja soran.

A Elektromos stimulator
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16. abra: Elsé rétegi interneuronok aktivitasanak a vizsgalata in vivo

(A) Kisérleti felallas: fejrogzitett, altatott patkanyt a mikroszkop alatt helyeztiik el. Kranidlis ablakot fartunk az
allat hatso végtagi reprezentacioért felelds szomatoszenzoros agykérgi teriileténél. OGB-1-AM ¢és SR 101 festéket
juttatunk be az agykérgi elsé rétegbe. Ca®" -jeleket rogzitettiink az agyteriiletrdl, ipszilateralis hatsovégtagi
elektromos stimulacié soran. (B) Két-foton mikroszkoppal késziilt felvétel az OBG-1 festékkel toltott
idegesetekrdl. SR 101 festékkel kizardlag az asztrocitak lettek megjelolve. Jobbra: A szamokkal jelolt idegsejteken
mért AF/F valtozasa a fluoreszcens Ca?* -jeleknek (sziirke: egyes Ca®* -jelek; fekete: tiz egymast kdvetd jel atlaga)
ipszilateralis végtag stimuldci6 hatdsara.

57



A kisérletek alatt fiatal patkdnyokon végzett miitét soran a hats6 végtagi reprezentacioért
felelds szomatoszenzoros agytertilete felett koponya ablakot készitettiink. A mutétet kovetden
urethannal altatott allatokat két-foton mikroszkép ald, egy fejbefogd keretbe helyeztiik az
optikai képalkotds mechanikai stabilitisanak biztositasa érdekében. A koponyaablakon
keresztiil Oregon Green BAPTA-1-AM (OGB-1-AM) Ca?*-érzékeny fluoreszcens festéket
injektalunk az agykéregi szomatoszenzoros régio elsd rétegébe (16. A abra). Az oldat a Ca?*-
festék mellett szulforhodamin 101 (SR101) strukturalis festéket is tartalmazott, amit kizarolag
az asztrocitak vesznek fel passzivan, igy elkiilonithetévé vallnak az interneuronok a glialis

sejtektol a két-foton mikroszkoo felvételen.
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(A)lpszilateralis stimulacié hatasara, egyetlen allatban felvett 44 elsérétegi idegsejten mért fluoreszcens Ca?* -jel
AF/F valtozas atlaganak a hotérképe (sejtenként egymast kovetd 10 atfutas, stimulacio: fekete nyil). (B) Térbeli
elhelyezkedése a monitorozott elsd rétegben elhelyezkedd interneuronoknak. A stimulacié hatasara aktiv sejteket
zolddel, a stimulacié hatasara nem reagald sejteket kékkel jeloltiik. (C) Halmozott oszlopdiagram mutatja az
aktivalt/nem aktivalt interneuronok aranyat kiilonbozo kisérletekben (n = 5 allat), jobb oldalt az atlag arany
figyelheté meg.
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fluoreszcenciavaltozasat (16. B, 17. A abra). Osszesen 114 idegsejtet vizsgaltunk 6 allatban,
ezek koziil 46 idegsejt esetében tapasztaltunk aktivacidt hatso végtagi stimulacid soran, 68 sejt
esetében nem detektaltunk valtozast a fluoreszcencidban. Osszeségében az elsd rétegi
interneuronok 38,22+5,232%-a reagalt az ipszilateralis hatsovégtag stimulacidra, amely jo
hasonldsagot mutat Palmer és munkatarsai altal 2012-ben bemutatott arannyal (Palmer et al.
2012) (17. C abra). Annak érdekében, hogy a stimulaciora aktivalodo sejteket molekularisan
azonositsuk, immunhiszokémai jel6lést végeztiink a-aktinin2-re. Azokon az agyteriileteken,
ahol a Ca® két-foton képalkotd kisérleteket végeztilk, immunhiszkokémiai jelolést is
végrehajtottunk. Az in vivo kisérletek soran a monitorozott interneuronok pontos koordinatait
rogzitettiink (17. B abra), igy lehet6ségiink volt az immunhiszokémiai jel6lést kovetden a
visszatérképezésre (18. A abra). A hatsé ipszilateralis végtagi stimulaciora aktiv/inaktiv
sejteket immunreakcidjat megvizsgaltuk a a-aktinin2-re. Az adatok alapjan az aktiv sejtek
tobbsége a-aktinin2 pozitiv (10-bdl 15 interneuron, 67%, n = 2 allatbol), és az inaktiv sejtek
tobbsége a-aktinin2 negativ (22-b6l 26 interneuron, 85%)(18. B abra). Ezek az eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy fiziologias korilmények kozott, - mint példaul a

szomatoszenzoros informacio feldolgozas — populacio szintli NGF sejt aktivacio végbemehet.
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18. abra: [Els6 rétegi neurogliaform sejtek
visszatérképezése

(A) Balrol jobbra: In vivo két-foton felvétel a mért idegsejtekrol.
Idegsejtek o-aktinin2 pozitivitdsanak meghatarozasa (nyilheggyel
jelolve) ugyanarrdl a teriiletr6l, immunhisztokémiai festést kovetéen
konfokalis mikroszkopos felvételen. Kizardlagos DAPI jeldléssel
(nyillal jelolve) az a-aktinin2 negativ idegsejteket azonositottuk. (B)
Halmozott oszlopdiagram mutatja az a-aktinin2 immunoreaktivitas
aranyat az aktiv €s nem aktiv interneuronok kozott.
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5.2.4. Neurogliaform sejtek altal kivaltott konvergens IPSP-k
0sszegzodése
Az eddigi eredményeink ravilagitottak arra, hogy a neurogliaform sejtek populacio szintii

Osszehangolt aktivitasa in vivo koriilmények kozott is lejatszodhat. Az 6sszehangolt mitkodésiik
révén egyes egységnyi térfogatban tobbségében 1-3 NGF gatlo bementek konvergalddhatnak.
Ezen gatld bemenetek altal ionotrop és metabotrop GABA receptorok merében kiilonb6zo
lefolyasu aktivacioja jatszodik le. Felmeriil a kérdés, hogy milyen lehetséges kovetkezményei
lehetnek a konvergald bemeneteknek, milyen torvényszeriiségek altal OsszegzOdnek az

ionotrop illetve a metabotrop receptor altal kozvetitett hatasok?

crer

méréseket végeztiink in vitro, szomatoszenzoros agyszeletbdl kettd elsérétegi preszinaptikus
NGF ¢és egy 2/3-as rétegi piramissejtrol (19. A abra). A szimultan harmas elektrofiziologiai
elvezetések soran a két preszinaptikus NGF sejtekben rovid depolarizald aramlépcso
injektaladsdval akcioés potencidlokat valtottunk ki kiilon-kiilon és egyiitt, kozben a
posztszinaptikus piramissejten regisztraltuk az 6nalld és kombinalt gatld NGF bemenetek altal
generalt IPSP-ket (19. B abra). Az 6sszes kisérlet (n=8) soran 6nalldan kivaltott kisebb és
nagyobb amplitadoju GABAA ¢és GABAg komponensii IPSP-k atlagosan -1,68+1,51 mV ¢és -
2,19+1,33 mV nagysagi amplitidoval rendelkeztek. Kett6 NGF sejt bemenet szinkron
aktivaciokor, (0,17£0,05 ms) kontroll koriilmények kozott szublinearis OsszegzOdést (-
9,1+4,3%-0s maximalis nem linearitas érték) eredményezett (19. B abra), amely az egyes
IPSP-k matematikai dsszege (-3,8142,76 mV) és a kisérleti uton mért konvergalé bemenetek
altal generalt IPSP (-3,5742,55 mV) kiilonbségéb6l szarmazo érték (n = 4, 19. C abra). Ezen
eredmények Osszhangban allnak korabbi publikacioval, amelyekben azonositott interneuronok
felol érkez6 gyors IPSP-k szublinearis interakciojat irtadk le (Tamas, Szabadics, and Somogyi
2002). A linearitas id6beli lefolyasanak az elején kifejezett a szublinearitas, amely feltehetdleg
a GABAA receptor altal kozvetitett komponense az IPSP-nek. Ezt kovetden a lineéris érték
iranyaba tolodik el az interakcio, amely alapjan feltételezhetd, hogy az azonos gatléo bemenetbdl
szarmazo késébb aktivalodd GABAp receptor altal kozvetitett komponens mas
torvényszeriségek alapjan Osszegezédhet. A GABAg receptor altal kozvetitett 6sszegz6dod
interakcié kozvetlen vizsgalatdhoz az el6z6 kisérleteket megismételtik GABAA receptor
antagonista, gabazin (10 puM) jelenlétében. A farmakoldgiai kisérleteket masik héarmas
elvezetéseken végeztiik (n =8, 20. A abra). Ahogy korabbi kisérletek soran bemutattak (Tamas

et al. 2003), a gabazin inszenzitiv, lassti IPSP-k késleltetése, emelkedési ideje és félszélessége
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19. abra: Neurogliaform sejtek
altal  kivaltott konvergens
bifazikus GABAA és GABAs
komponenst tartalmazé IPSP-k
osszegzodése

(A) Sematikus kisérleti felallds a harmas
whole-cell patch clamp elvezetésrol.
Kettd preszinaptikus NGF sejt tiizelési
mintazata vilagos €s sotét kék szinnel
abrazolva, posztszinaptikus piramissejt
tiizelési mintazata fekete szinnel jellve.
(B) Egyénileg (1,2) és szinkron (1 és 2)
kivaltott akcids potencidlok hatasara
megjelend egyéni (1,2) és konvergalo (1
és 2) IPSP a posztszinaptikus
piramssejten. Az  egyedi  akcids
potencialok altal kivaltott IPSP-k
Osszeadasa altal hataroztuk meg az
aritmetikai (1+2) 0Osszegz6d6 IPSP-t.
Legalul a konvergalo (1 és 2) és az
aritmetikai (1+2) Osszegz6dés idébeli
lefutasanak a kilonbsége lathat6. (C)
Tobb kisérletben mért konvergald (1 és
2) és az aritmetikai (14+2) Osszegzddés
id6beli lefutas kiillonbségének az atlaga
(n=4, sotétzold: atlag, vilagoszold: SD).
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20. abra Neurogliaform sejtek
altal kivaltott konvergens
kizarélag GABAs komponenst
tartalmazo IPSP-k osszegzodése

(A) Hasonld kisérleti elrendezés, mint az
(18. A abra) esetében, azonban GABAAa
receptor antagonista, gabazine
jelenlétében. (B) Hasonld stimulacios
protokoll, mint a (19. B abra) abran
lathatd, azonban gabazine jelenlétében. (C)
Hasonlo6, mint a (19. C abra) abran lathato,
azonban gabazine jelenlétében (n=8).



a GABABg receptor-medialt valaszokhoz volt hasonlo (49.42+5.8 ms, 86.95+8.82 ms, ¢€s
252.27436.92 ms, n= 16, (20. B abra)). Az Gsszes kisérlet soran a konvergal6 kisebb, illetve
nagyobb 6nallo lassu IPSP amplitadoéi -0,66+0,22 mV és -0,94+0,37 mV értékiiek voltak. A
konvergald preszinaptikus NGF bemenetek szinkron aktivalasat kovetden a piramissejten a
konvergalé bemenetek amplitadoja -1,58+0,53 mV, a 6nallé6 IPSPk matematikai 6sszege pedig
-1,60+0,55 mV volt (20. C abra). Ezen eredmények azt mutatjak, hogy azonos interneuron

populéciotol szarmazo lasstt IPSP-k 0sszegzddése merdben kiillonbozd torvényszeriségeket

crer

5.2.5. Neurogliaform sejtek altal Kkivaltott konvergalo bemenetek
kinetikajanak farmakologiai vizsgalata
Annak érdekében, hogy a megvizsgaljuk a GABABg receptor komponens altal kdzvetitett

linearis interakcié hatarat, illetve, hogy kideritsiik milyen tényez6k modulélhatjak,

farmakologiai kisérleteket végeztiink NGF sejt- piramissejt paros elvezetéseken.

A konvergald6 GABAB bementek mimikaldsdhoz a NGF sejtekben 100 Hz frekvencian 1 és
4 kozotti akcios potencialt valtottunk ki (21. A abra). Egyetlen akcids potencidl kivaltasa
gabazin jelenlétében (10 uM) nem telitette a GABABg receptorokat, mivel a két akcids potencial
altal kivaltott posztszinaptikus valasz amplitiddja (-1,25 mV) aranyos volt az egységes
posztszinaptikus valaszok atlaganak kétszeresével (-1,26 mV), vagyis linearis 6sszegz0dés volt
megfigyelhetd, amely hasonlosagot mutatott az el6zé fejezetben ismertetett kisérletek
eredményeivel (20. A abra). 3 illetve 4 preszinaptikus akcios potencial kivaltasat kovetden
szublinearis Osszegzddés figyelheté meg (n=6, 1AP: -0,63+0,50 mV, 2AP: -1,25£1,06 mV,
3AP: -1534+0,84 mV, 4AP: -1,61£1,09 mV (21. B abra)); Normalizalt értékek: 2AP:
2,00+£1,08, 3AP: 2,34+1,16, 4AP,: 3,17+1,26, (21. C abra)). Az agykérgi felsOrétegben
elhelyezkedd6 NGF sejt bemenetek tilnyomo tobbségben a piramissejtek tavoli apikalis
dendritjére érkeznek, ahol hiperpolarizacio-aktivalt ciklikus-nukleotid altal kapuzott csatorna
(HCN1) expresszidjat mar tobb tanulmanyban is leirtak. Ennek szerepe van a nyugalmi
membranpotencidl fonntartasdban és szabalyozéasaban (Berger, Larkum, and Liischer 2001;
Kalmbach et al. 2018; Lorincz et al. 2002; Robinson and Siegelbaum 2003; Sheets et al. 2011).
HCN1 csatorna blokkolo, ZD7288 (10uM) jelenlétében a kontroll allapotokhoz hasonld
posztszinaptikus 6sszegzddést figyeltiink meg. Kettd kivaltott preszinaptikus akcids potencialig
linearis, ezt kovetden 3. és 4. kivaltott akcios potencidl esetén mar szublinearis 6sszegzddést

tapasztaltunk (n=5, 1AP: -0,824+0,63 mV, 2AP: -1,59+0,76 mV, 3AP: -1,66+0,72 mV, 4AP: -
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1,90+1,07 mV, (21. B abra); Normalizalt értékek és a kontroll értékekhez torténd
viszonyitasuk: 2AP: 2,06+1,06, p=0,983; 3AP: 1,99+1,17, p=0,362; 4AP: 2,56+1,6, p= 0,336;
kétoldali MW U proéba, (21. C abra)). Korabbi tanulmanyban mar utalast tettek arra, hogy a
NGF sejt mar egyetlen akcidos potencidllal képes effektiv koncentraciojt GABA
neurotranszmitterrel megtolteni az extracellularis teret (Olah et al. 2009). A GABAg aktivaciot
eredményezd extracellularis GABA koncentraciot a GABA transzporterek nagy mértékben
szabalyozzak (Gonzalez-Burgos et al. 2009; J. S. Isaacson, Solis, and Nicoll 1993; Szabadics,
Tamas, and Soltesz 2007). Ezért kovetkezOnek a GABA transzporter 1 (GAT-1) szerepét
vizsgaltuk abbdl a szempontbol, hogy vajon a GABA visszavétel negativan modulélja-e a
GABAg receptor altal kozvetitett posztszinaptikus valaszok OsszegzOodését az altal, hogy
limitalja az extracellularis térben a tobblet GABA eljutasat a receptorig. A GAT-1 szelektiv
blokkolasat kovetéen NO-711 (10 puM) gatloészerrel a GABAg receptor-mediadlt IPSP
amplituddja megndvekedett, azonban ez nem befolydsolta az 0sszegzddést (n= 6, 1AP: -
1,11£0,62 mV, 2AP: -2,28+1,07 mV, 3AP: -3,1+0,40 mV, 4AP: -3,54+1,59 mV, (21. B abra);
Normalizalt értékek és a kontroll értékekhez tortén viszonyitasuk: 2AP: 2,06+£1,17, p= 0,853;
3AP: 2,36+0,31, p= 0,645; 4AP: 2,97+1,54, p= 0,515; kétoldali MW U proba, (21. C abra)).
Ezek az eredmények szerint a HCN1-es csatornak nem befolyasoljak a korlatozott mennyiségii
NGF sejt bemenetek altal generdlt posztszinaptikus valaszok metabotrép GABAB
komponensének az Osszegzddéseét, valamint a bemend jelek 0Osszegzddésének linearitasa
meg6rzodik abban az esetben is, ha nagyobb mennyiségii GABA neurotranszmitter van jelen

az extracellularis térben.
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21. abra GABARB receptor jelek 6sszegzodése nem fiigg a HCN1 csatorna aktivitasatol és a
GABA visszavételtol

(A) Sematikus kisérleti elrendezés bemutatasa. 100 Hz frekvenciaval 1-4 k6zotti akcids potencialt valtottunk ki
NGF sejtekben, amelyet kdzben a kapcsolt piramissejtekrél vezettiink el, gabazin jelenlétében. (B) NGF sejt és
piramissejt paros elvezetések soran kontroll koriilmények kozott hasonlo linearis GABAGg receptor altal kdzvetitett
IPSP 6sszegzdés figyelheté meg. A felsé IPSP jel sorozat az AP stimulacios protokoll (fiigg6leges vonalak jelolik
a kivaltott AP mennyiségét) hatasara mutatja be az Gsszegzddés kinetikajat kontroll koriilmények (zold, n=6),
HCN csatorna ZD7288 altali blokkolasa (piros, n=5) és GABA visszavételének NO-711-¢l torténd gatlasa soran
(kék, n=6). A lejjebb talalhatd IPSP jelek mutatjak a mért (1 és 2) és a kiszamitott (1 + 2) IPSP 6sszegzédést. (C)
Osszefoglalé abra a normalizalt IPSP cstcsérétkekrél. A kontroll kériilmények alatt mérheté GABAg receptor
altal kozvetitett IPSP-khez viszonyitva (2APs: 2,00+1,08; 3APs: 2,34+1,16; 4APs: 3,17+1,26) az 6sszegz6dés nem
valtozik ZD7288 (2APs: 2,06+1,06, p= 0,983; 3APs: 1,99+1,17, p= 0,362; 4APs: 2,56+1,6, p= 0,336; kétoldali
MW U proba), sem NO-711 hatasara (2APs: 2,06+1,17, p= 0,853; 3APs: 2,36+0,31, p= 0,645; 4APs: 2,97+1,54,
p=0,515; kétoldali MW U proba). Szaggatott vonal a linearitast hivatott szemléltetni.
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5.2.6. GABAs receptor és GIRK csatorna komplex szubcellularis

elhelyezkedése befolyasolja a posztszinaptikus valaszok 6sszegzodését
Korabbi  elektronmikroszkdpos  tanulmanyban  bemutattdk a  szubcellularis

kompartmentfiiggd GABAs receptor és GIRK csatorna elhelyezkedését: a dendrittiiske
feliiletén jellemzden szoros kolokalizaciot mutat a receptor-csatorna komplex, mig a dendrit
torzs feliiletén szegregaltabb elrendez6dés jellemz6 (Kulik 2006). A receptor és a csatorna
kozotti jelatvitelt tobb tényezo befolyasolja, ilyen a By-alegység relativ lassu lateralis diffuzioja,
illetve az a-alegység GTP-jének hidrolizacidjat kovetden a GDP- a-alegység nagy affinitast
ismételt kotése a fy-alegységhez. Ezen tényezdk markansan befolyasoljak az effektiv jelatviteli
tavolsagot a receptor €és a csatorna kozott, ami alapjan feltételezhetd, hogy a koztik levd
tavolsagnak relativ kicsinek kell lennie a sikeres jelatvitel érdekében (Brinkerhoff, Choi, and
Linderman 2008; Kulik 2006).

Kovetkezésképpen feltettiik a kérdést, miként befolydsolja a metabotrdp jelek esetében

crer

A kérdés maradéktalan megvalaszolasara az elérhetd kisérleti-alapt technikai lehetdségek
nem elegenddek, ezért szamitdgépes szimulacids eljarasokat hasznéltunk a vélasz kideritésére.
Komplex szamitogeépes szimulacios kornyezetet alkottunk Blender v2.7 szoftver segitségével,
amely magaba foglalt egy posztszinaptikus dendrit szakaszt és tobb lehetséges NGF sejt altali
neurotranszmitter felszabadulasi helyet. Annak érdekében, hogy a realisztikus térbeli
szimulacids kozegben a jelatviteli folyamat soran részecskék kozotti interakciot megfeleléen
szimulaljuk, MCell v3.4 programot hasznaltuk (Kerr et al. 2008). Ez a program egy
sztochasztikus szimulacid, ugynevezett Monte Carlo-moédszerrel szimulalja a részecskék
mozgasat és koztiik lejatsz6do kolcsonhatasokat. A dendrit szakaszrdl késziilt ultrastrukturalis
rekonstrukcid6 membran feliiletére GABAg receptor-GIRK csatorna csoportosulasokat
helyeztiink kompartmentfliggd eloszlassal, hasonldan a fagyasztva torésessel torténd
immunjeloléses elektronmikroszkopos kisérletekhez (Kulik 2006). A GABAg receptor és
GIRK csatorna komplexek a dendrittiiske felszinén szorosan helyezkedtek el, 95%-uk esetében
kevesebb mint 100nm tavolsag mérhetd a receptor és csatorna kozott, mikdzben a dendrit torzs
feliiletén ugyanez csak a komplexek 27%-r61 mondhato el (22. C abra). Egy szimulacio soran
Osszesen 1142,65+25,34 GABAB receptor és 550,28+19,57 GIRK csatorna volt jelen. A
GABA felszabadulast négy kiilonbozé pontbol valtottunk ki, amelyek elhelyezkedését
korabban feltérképezett NGF sejtek felszabadulasi helyei alapjan generaltuk (12. abra) (dendrit
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szakasz ¢€s a felszabadulasi helyek kozotti legkisebb tavolsag: 0,609, 0,648, 1,753, 1,943 um).
Két egymast koveté GABA felszabadulds 10 ms késleltetéssel tortén, alapul véve a korabbi
szummacios kisérletek stimulacios protokolljat (21. A abra). A molekulak diffazidjat
befolyasolja az agyszovet extracellularis terének a kanyargdssaga, ugynevezett tortuozitasa €s
az extracellularis tér térfogatanak aranya a teljes agyszovet térfogatahoz viszonyitva (Sykova
and Nicholson 2008). Annak érdekében, hogy realisztikus, az agyszovetre jellemzé molekularis
diffaziés kornyezetet alakitsunk ki megfeleld tortouzitassal és megfeleld aranyu extracellularis
térrel, az extracellularis matrixot is matematikailag modelleztiik. Ennek kialakitasahoz
haromdimenzidés matrixba rendezett kockakat helyeztiink el, amely magaba foglalta a dendrit
szakaszt. Ezen kockdk mérete és formdja ugy lett paraméterezve, hogy az megfeleléen
szimulalja az agyi extracellularis tér/cellularis tér aranyat (0,2) és tortouzitas értékét (1,5) (Tao,

Tao, and Nicholson 2005) (tovabbi informaciokért lasd Agyagok és modszerek 4.10 c.

fejezetet).

GABA, receptor
GIRK csatorna
GABA

mm Torzs
I Taske

receptor/csatorna

100 200 300 400 500 600
Tavolsag (nm)

22. abra: GABAB receptor és GIRK csatorna komplex szubcellularis kompoziciéjanak
modellezése

(A) Mcell modell bemutatasa az szimulacio kezdetén, GABA felszabadulast kovetéen. (B) Kinagyitott felvétel a
modellrdl (zold: GABAg receptor, kék: GIRK csatorna, piros: GABA). (C) GABAg receptor és GIRK csatorna
csoportosulasok eloszlasa az dendrit modell membran felszinén (fekete: dendrit torzs, sziirke: dendrittiiske).
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A szimulacidinkban az 1,2+0,7 pm tavolsagban felszabaditott GABA képes volt az effektiv
helyi koncentraci6 altal a posztszinaptikus GABAB receptorokat aktivalni. Egyetlen GABA
felszabaditdsi esemény hatdsara 6sszesen 5,8+2,1 GABAB receptor aktivalddott a dendrit teljes
membranfeszinén (ebbol 2,77+1,51 a dendrittiiskén, 3,13+1,83 pedig a dendrit-térzson
aktivalodott). A GABA koncentracionak a novelésével, amely 2 akcids potencial altal torténd
felszabadulast hivatott szimulalni, 11,54+3,6 GABAR receptor aktivalodott (ebbdl 5,7+2,45 a
dendrittiiskén és 5,8+2,74 a dendrit-torzson aktivalodott). Tovabbi GABA koncentracio
novelése esetén telitddni kezd a kozelben levo, elérhetd posztszinaptikus GABAg receptorok
szama: harom egymast kovetd GABA felszabadulas 16.97+4.17, négy pedig 21,31+4,98
GABAB receptort aktival (ebbdl a dendrittiiskén 8,54+2,77 és 11,09+4,07 valamint a dendrit-
torzson 8,45+3,23 és 11,27+2,91 aktivalodott).

GABAg receptoron torténd GABA neurotranszmitter kotést kovetden intracellularis
folyamatokat indit be, a GDP/GTP csere torténik a Go alegységen, igy a heterotrimer proteinrdl
levalik a GPy alegység. A szimulacio soran nagy mennyiségii GPy alegység termelddott, ami
tobbszords GABA felszabadulast kdvetden szintén telitddést mutatott, feltehetden a receptor
kozvetlen kozelségében limitalt mennyiségli szubsztratumként funkcionalé G-fehérje
mennyisége miatt (csucs értékek: 1AP: 317,85+150,11; 2AP: 590,22+170,85; 3AP:
834,83+£194,73; 4AP: 1089,837+244,9 részecske). Lateralis membran diffizio kovetden a GPy
alegységek a kozeli GIRK csatorndkhoz kotédtek. Egyetlen GABA felszabadulast kdvetden
Osszesen 3,66+2,59 GIRK csatorna aktivalodott (2.31£1,99 a dendrittiiskén és 1,24+1,52 a
dendrit-térzson). Ketté egymast kovetd GABA felszabadulast kovetden a teljes membran
feliileten 7,26+3,52 csatorna aktivalodott, hasonld linearitast mutatva, mint a szummacios
kisérletek (20. A, 21. A abra). Egyes GABA felszabadulast kovetd aktivalodo csatornak
szamtani kétszerese 7,32+2,58, igy a kiszamitott linearitdsi érték -1,01+0,7%. Eloszlasat
tekintve a dendrit-torzson 2,18+1,91, a dendrittiiskén 5,06+2,9 GIRK csatorna aktivalddott.
Tovabbi GABA koncentracio novelése, 3 illetve 4 akcids potencidlnak megfelelden 11,04+3,92
¢és 14,07+4,98 GIRK csatorna aktivaciohoz vezetett (3,54+2,49 és 4,56+2,51 csatorna a dendrit-
torzson és 7,41+3,33 és 9,443,78 csatorna a dendrittiiskén). Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a szubcellularis, kompartment specifikusan kiilonboz6 eloszlasi GABAB receptor és
GIRK csatorna komplex kiilonb6z6 hatékonysaggal képes a jeleket integralni. A kompakt
elrendezése a receptor-csatorna komplexnek a dendrittiiske membran feliiletén latvanyosan
nagyobb mennyiségli GIRK csatorndhoz val6 hozzaférést biztosit, igy tobb csatorna is aktivva

valik a dendrit-térzshdz viszonyitva (23. abra). A vizsgalt részecskék mennyiségét egy GABA
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felszabadulas soran mért értékre normalizaltuk (24. A abra). A normalizalt értékek kiilonb6zo
szubcellularis kompartment fiiggé szummacios kinetikat mutatnak: a dendrittiiskén a novekvo
GABA koncentracid hatasara enyhén szupralinedrisan 0sszegzddnek a bemend jelek (2AP:2,18
3APs:3,2 4APs:4,06), mig a dendrit-torzson a jelek szublinearis 0sszegzodése figyelheté meg
(2APs:1.75 3APs:2.85 4APs:3.66). Ezzel szemben, a novekvd GABA koncentracid eltérd
mennyiségben 0sszegz6d6 GABAg receptor aktivaciot valtott ki a dendrittiiskén és torzson,
amely miatt kompartment-specifikus jelatviteli hatékonysagot szamitottuk az aktivalt GIRK
csatorna és aktiv GABAR receptor hanyadosaként (24. B abra). A szamitasok alapjan azok a
receptor-csatorna komplexek, amelyek kozott jelentés tavolsag van, csokkend hatékonysaggal
képesek integralni a beérkezo jeleket két egymast kovetd GABA felszabadulas kovetden. A
tovabbi GABA koncentracid novekedés hatasara az novekvé GABAp receptorok
hatékonyabban képesek megfelelé GBy alegység koncentraciot produkalni, hogy a tavolabb
elhelyezkedd GIRK csatorndkat is effektivebben elérjék. Kozeli receptor-csatorna
elhelyezkedés esetében kettd egymast kovetd GABA felszabadulas soran a jelek 6sszegzddése
hatékonyabba valik, de tovabbi GABA koncentracio novelés esetén csokkeni fog a kdzeli GIRK

csatornak telitodése altal.
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23. abra: A szimulacié soran lezajlé molekularis interakciok osszefoglalasa novekvo
GABA felszabadulas soran.

Fentrdl lefelé: NGF sejt kimenetét tobb pontban torténé GABA felszabadulassal szimulaltuk (piros). Az
extracellularis térbe 1-t61 4 egymast kovetd akcios potencidlnak megfeleld GABA felszabadulasa tortént. Lejjebb
Osszesen termel6dott GPy alegységek (barna) szama kovethetd figyelemmel, a dendrit tdrzson illetve a tiiskén
elhelyezked6 GABAg receptorok aktivalodasat kovetden (zold). Az GPy alegységek lateralis difftizio altal a
kornyez6 GIRK csatorndkhoz kotnek, aktiv GIRK csatorna konformaciot eldsegitve ezzel (kék).
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24. abra Szimulacioban

részt vevo molekulak
normalizalt értékei
novekvo GABA

felszabadulas soran

(A) Az modellben jelenlevé
GABA, Gy alegység, aktiv
GABAg receptor ¢és aktiv GIRK
csatorna mennyisége ndvekvd
GABA felszabadulds soran,
normalizalva az els6 GABA
felszabadulas alatt mérhetd
maximalis értékeikre. (GABA:
2AP: 167, 3AP: 211,
4AP,:2,42, Gy alegység: 2AP:
1,85, 3AP: 2,62, 4AP: 3,42,
GABAGg receptor dendrit torzs:
2AP: 1,86, 3AP: 2,69 4AP:
3,27; GIRK csatorna dendrit
torzs: 2AP: 1,75, 3AP: 2,85,
4AP: 3,66; GABAg receptor
dendrittiiske: 2AP:2,05, 3AP:
3,08, 4AP: 4,00; GIRK csatorna
dendrittiiske: 2AP:2,18, 3AP:
3,2, 4AP: 4,06). Szaggatott
vonal a hivatott
szemléltetni. (B) A jelatviteli
hatékonysag
szamszerdsitése  a

linearitast

mértékének
dendrit
torzsén és a tiskén, ndovekvo
GABA koncentracio soran.



0. Diszkusszio

6.1. CARS-on alapulé mikroszkopias modszer alkalmazasa lipid tartalma

struktarak vizsgalatahoz
SM betegség korai szakasza sordn lezajlo folyamatokrdl kevés ismereteink vannak és

altalanos vita targyat képezik. A betegség korai stddiumban torténd diagnosztizalasa
meglehetésen nehéz, ebbdl kifolyolag a klinikai tiinetek megjelenésekor a betegség mar
elorehaladottabb. A kutatomunkam soran a kiilonb6z6 agyteriileteken detektalhato
mielinhiively karosodast vizsgaltuk in situ akut agyszelet preparatumokon CARS képalkotd
technikdval. Megvizsgaltuk az atlagos lipid tartalmat a szomatoszenzoros kéreg
szlirkeallomanyaban, és a rostos fehérallomdnyokban: a kéregtestben, a kéregtest lateralis
terliletén, az anterior komisszuraban, €és a kisagyban. Varhat6 mdodon a kérgestest teriiletén
mértiik a legmagasabb lipid tartalmat, a szlirkeallomany teriiletén pedig a legalacsonyabbat. Az
oligodendrocitak magas lipid tartalommal rendelkeznek (70-85%) (Hilderbrand et al. 1993),
ebbdl kifolyolag ezeknek a sejteknek az apoptdzisa sordn a mielinhiively lebomlasaval lipid

tartalmu tormelék keletkezik.

A demielinizécios folyamatokat eddig jellemzden glidlis proteinek immunhisztokémiai
jelolésével vizsgaltak, ezért a lipid lebomlasi folyamatok direkt nyomon kovetesének
lehetésége nem keriilt el6térbe (Clarner et al. 2012; Gudi et al. 2009; Lindner et al. 2007,
Safaiyan et al. 2016; Skripuletz et al. 2013; Vogel et al. 2013). A kutatomunkank soran
alkalmazott mddszer eldnyodsebb a kordbban alkalmazott mdédszerekhez képest, mivel a CARS
mikroszkopia 4ltal detektalt jelek direkt szamszeriisitheté moddon adnak informdéciot a
lipidtartalomrol. Tovabba, a CARS jelek detektalasa lehetséges €16 szovetbdl, in situ. A mérés
soran nincs sziikség immuncitokémiai €s hisztokémiai eljarasokra, amelyek szovetet
potencialisan karosito kémiai folyamtatokat foglalnak magukba (Sommer and Schachner
1981). A nemlinearis mikroszkopiai mérés jellegébdl adodo optikai szeletelésnek koszonhetden
a CARS képalkotassal specifikus molekulak haromdimenzids térbeli eloszlasanak a leképezése

lehetséges.

A SM betegségmodell kialakitasanak egyik széleskorben elfogadott modja, hogy egy kémiai
anyaggal, cuprizonnal, torténé kezeléssel szelektiv oligodendricita pusztulast idéznek eld
(Gudi et al. 2009; Kipp et al. 2009; Matsushima and Morell 2001). A modellben agyteriilet
fliggd demielinizacios folyamatok mennek végbe (Goldberg et al. 2015; Gudi et al. 2009; Mafia
et al. 2009; Matsushima and Morell 2001; Silvestroff et al. 2012; Skripuletz et al. 2013),
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amelyek mikroglidra €s asztrogliara torténd immunhiszokémiai jeloléssel nyomon kdvethetd
(Goldberg et al. 2015). A cuprizon elsddlegesen a gazdagon mielinizalt strukturakat karositja,
mint a kérgestest, de a tobbi agyteriileten is detektalhatd demielinizacidt okoz: pl. a kisagyi
magvakban, 1atopalyan, hippokampuszban, putamenben ¢€s a sziirkeallomanyban. A kisagyban
a cuprizon kezelés hatdsara a kisagyi mélymagvak erdsen karosodnak, azonban a fehérallomany
kevésbé van kitéve a demielinizacionak (Groebe et al. 2009; Lampron et al. 2015). A
kisérleteink sordn bemutattuk, hogy a cuprizon altal kivaltott oligodendrocita, illetve mielin
karosodas nem invaziv médon detektalhaté in situ. Egyes mielinizalt rostok vastagsaganak a
vizsgalataval és ez alapjan a G-arany kiszdmitasaval igazoltuk a mielinhiively vastagsdganak
csokkenését (Lindner et al. 2007; Silvestroff et al. 2012). Ugyan a cuprizon kezelés altal
kivaltott modell sok tekintetben eltér a tényleges SM betegségtdl, a kezelés hasznos a korai
demielinizacids folyamatok tanulmanyozaséara. Ezen folyamatok soran leirtdk a gyulladasos
citokinek és neurotrofikus faktoroknak megnovekedett mennyiségét (Gudi et al. 2009;
Matsushima and Morell 2001; Tanaka et al. 2013), és asztrogliozis és mikroglia aktivitast
(Clarner et al. 2012; Goldberg et al. 2015; Hiremath et al. 1998; Li, Wang, and Lou 2016;
Remington et al. 2007). A mielin karosodas pathomechanizmusaban a mikroglia aktivacio
fontos szerepet jatszik, mivel a citotoxicitast az altaluk termelt nitrogén-monoxid, reaktiv
oxigéngyokok és glutamat valtja ki (Neumann, Kotter, and Franklin 2008; Peferoen et al. 2014).
Tovabba, a mikroglidknak fontos szerepiik van a kdrosodott vagy programozott sejthalal altal

elpusztult sejtek eltakaritasaban (Neumann, Kotter, and Franklin 2008; Nimmerjahn 2005).

A munkankban bemutatott mddszer hasznélataval képesek voltunk szamszertsiteni a lipid
tormelék mennyiségét és eloszlasat. Kéthetes kezelést kovetden mérhetden kevesebb tormelék
van jelen, Osszehasonlitva a négyhetes kezelésben részesiilt csoporttal, ahol massziv
mennyiségli térmelék akkumulacid volt megfigyelhetd. Az akkumulalt lipid hasonlésagot
mutat a korabbi el6rehaladott SM betegekbdl szarmazo6 elektromikroszkopos felvételeken
bemutatott fagocitalt lipid tormelékkel (Prineas and Graham 1981). Tovabba, emberi
szovetbiopszian végzett immunhisztokémiai eljarassal is hasonl6 struktirak figyelhetéek meg.
(Huizinga et al. 2012). Ezekkel az eredményeket 6sszhangban neutralis lipidet tartalmazo
aktivalt makrofagok (Peferoen et al. 2014; Smith 1999) jelenléte szintén kimutathatdé emberi
SM betegbdl szarmazéd szovetmintabol (Boven et al. 2006; Vogel et al. 2013). Egy nemrég
kozolt kutatds pedig kimutatta, hogy a cuprizon kezelés hatdsara, a degradalédott mielinbdl
szarmazo lipid a mikroglidkban jelenik meg (Safaiyan et al. 2016). A mielin térmelék

eltakaritas €s az oligodendrocita pusztulds egy eltérd iddsikban torténd Osszetett folyamat. A
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fehérjék lebomlasa napok alatt megy végbe, pl. a mielin-oligodendricta-glikoprotein és a
mielin-asszocialt glikoprotein 3 nap alatt lebomlik, mig mas fehérjék, mint a mielin basic
fehérje és a proteolipid fehérje lebomlasahoz 10 napra is sziikség lehet (Bruck et al. 1995). A
lipid degradacio viszont ettdl eltéréen sokkal hosszabb 1d6t vesz igénybe, akar egy évet is
(Adams 1989). Ilyen lipid tartama granulatumok jelenléte cuprizon kezelést kovetéen 9
honappal késobb is kimutathato (Safaiyan et al. 2016).

A lipid tormelék megjelenése mellett rendszeriinkkel a mielin vastagsagat is vizsgaltuk.
Ezen mérések soran feltételeztilk, hogy lipid tormelék megjelenésével Osszhangban, a
demielinizacios folyamtok a mielinhiively vastagsaganak valtozasan is nyomon kovethetdek.
A munkaban bemutattuk, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva a korai szakaszban
szignifikans kiilonbség nem detektalhaté a kérgestest teriiletén mielin vastagsag valtozasban,

azonban a lipid térmelék jelenléte mar kimutathato.

A legutobbi megfigyelések, azt mutatjak, hogy 40 héttel az oligodendrocitdk elvesztése €s
a demielinizaci6 hatdsara kialakul6 lassan leboml6 mielin ellen az immunizal6das hidnyzik
(Traka et al. 2016), ez azt sugallja, hogy az oligodendrocitak pusztulasanak kezdete fiiggetlen
lehet a komplementrendszertdl. A lipid tormelék akkumulacié 6sszhangban van a makrofag
aktivacioval és a gyulladas kialakulassal (X. Wang et al. 2015). Ismert, hogy a mielinhiively
egyik f6 alkotoeleme szulfatid gyulladast képes kialakitani a kozponti idegrendszerben (Jeon et
al. 2008), a lipidet felhalmozott makrofagok pedig kronikus gyulladasi folyamatokat
alakithatnak ki a gerincvelében (X. Wang et al. 2015). Tovabbi kutatasok kimutattak, hogy
pusztan lipid homogenizatum agyba torténd injektalasaval nagy mérték(i mikroglia aktivaciot
¢s gyulladasos valaszt lehet kivaltani (Clarner et al. 2012; X. Sun et al. 2010). A degradalodott
mielinbdl szarmazo lipid a kivaltott gyulladasi folyamatok altal, a demielinizacié folyamatat
tovabb sulyosbitja, és akadalyozza a remielinizaciot (Kotter 2006; Lampron et al. 2015). Ezért
eredményeink azt a nézetet erdsitik meg, miszerint az oligodendricita pusztulast kovetden a
novekvé mennyiségli lipid akkumulécidja torténik, ami a késébbi gyulladdsos folyamtok

kivaltasaban jatszhat szerepet.

6.2. NGF sejthalozat altal kialakitott konvergaléo gatlo ionotrop és

metabotrop jelek eltéré osszegzodése
A NGF sejt az evolucios fejlddés sordn egy erdsen konzervalodott sejttipus, markéns

génexpresszids mintdzata, morfologiai-, fiziolodgiai tulajdonsagai és kapcsolatrendszerének
egyiittese alapjan egyértelmiien azonosithato idegsejttipus a ragcsaloktol egészen az emberig

(Hodge et al. 2019). A NGF sejt a tobbi interneuronnal ellentétben a posztszinaptikus célsejten
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nagy hatasfokkal képes metabotrop GABA receptorokon is hatést kifejteni az ionotrop GABA
receptorok mellett. A kettd receptor tipus merdben kiilonb6zé mechanizmus alapjan miikodik,
ami alapjan eltérd gatld hatds megy végbe a célsejten. Az egyedi gatlo hatés kifejtése a térfogati
transzmisszio altal valosul meg. Laborunk altal korabban publikalt munkaban a szinaptikus és
extraszinaptikus GABA receptoron kifejtett hatasa, a relativ magas funkcionalis kimeneti
kapcsolatok szama, és a kdrnyezo preszinaptikus receptorokra gyakorolt gatlo hatasa a térfogati
transzmisszio jelenlétére utal (Oléh et al. 2009). Ezeken az eredményeken tl kutatbmunkank
soran a NGF sejtrol piramissejtre érkez0 gatldo kapcsolatokat funkcionalisan és strukturalisan
karakterizaltuk, amelynek eredményeként meghataroztuk a jelatvitel lehetséges effektiv
tavolsagat az egyes preszinaptikus terminalison torténd kvantéalis neurotranszmitter
felszabadulasokkor. Ezt kovetéen, haromdimenzios térbeli modellt fejlesztve az egyes NGF
sejtekre jellemz6 effektiv jelatviteli tavolsag hatasat vizsgaltuk, milyen mértékeben
befolyasolja a globalis, teljes felsorétegi NGF sejtpopulacié konvergald kimeneteinek az
el6fordulasat. A modellezés soran figyelembe vettiik a jellemz6 extrém siiri axonfelhd és a
frekventaltan el6forduld bouton terminalisok jelenlétét. Az eredményeink arra vilagitanak ra,
hogy annak ellenére, hogy a NGF sejt hatékonyan képes a térfogati transzmisszio altal tavolra
eljuttatni a GABA neurotranszmittert, az egységnyi extracellularis tér nagy része
(83,04+5,56%) kizarolag egy vagy kettd6 NGF sejt szdmara hozzaférhet6. Tovabba az
extracellularis tér kisebb részében (16,95+5,56%) talalhatdé olyan pont, amely hozzaférhetd
tobb mint kettd NGF sejt szamara, még abban az esetben is, ha a teljes NGF sejtpopulacio aktiv.
Ezzel kapcsolatban kevés informacionk van arrél, hogy in vivo korilmények kozott milyen

aktivitas jellemzo erre a sejttipusra az agykéreg felsObb rétegeiben.

Az utobbi idében a neokortexben leirtak a neuron-derived neurotrophic factor (NDNF)
marker gént expresszalo interneuronok csoportjat, amelyekrél ugy gondoljak, hogy azonos a
NGF sejtekkel (Tasic et al. 2016). Nemrég publikalt eredmények alapjan, ezek az NDNF
markert expresszalo interneuronok részt vesznek az asszociativ memoria soran a plaszticitasi
folyamatokban (Abs et al. 2018), mig mas publikacidkban csak feltételezhetd a NGF sejtek
részvétele az egyes folyamatok soran, mint pl. a GABABg aktivaciot igényld perzisztens aktivitas
terminalasa (Craig et al. 2013) vagy a dendritikus Ca" jelek kialakulasanak gatlasa 2/3. és 5.
rétegi piramissejtek apikalis dendritjén (Palmer et al. 2012; Wozny and Williams 2011). Abbol
a célbol, hogy kideritsiik in vivo koriilmények kozott a neurogliaform sejtpopulacio képes-e
dsszehangolt mitkddésre, az elsd rétegi interneuronok aktivitasat két-foton Ca?* képalkotassal

kisértiik figyelemmel szomatoszenzoros agykéregben ipszilateralis végtag stimuldcio kozben.
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Eredményeink igazoltak, hogy a a-aktinin2 pozitiv sejtek, ami NGF sejteknek tekintendék
(Uematsu et al. 2008), részt vesznek az interhemiszferialis gatlas folyamataban. Szenzoros
stimulalas hatasara a két agyfélteke kozotti kommunikaciot biztositd kallozalis bemenetek altal
a teljes NGF sejtpopulacio ~70%-anal figyeltiink meg 6sszehangolt aktivaciot. Mivel a NGF
sejtek gyakran egymas kozott is gatlo kapcsolatot 1étesitenek (Jiang et al. 2015; Lee et al. 2015;
Olah et al. 2009), ezért feltételezhetd hogy a NGF populacié maradék ~30%-a a lehetséges
populacion beliili gatlo hatas vagy a serkentd bementek hidnya, illetve nem megfeleld
hatékonysaga miatt marad inaktiv. Az ismert, hogy homogén molekularis expresszids profillal
rendelkez6 interneuronok feladatfiiggé modon Gsszehangoltan is miikodhetnek: példaul a PV-
expresszald interneuron populacid munkamemoria kialakuldsa soran heterogén modon aktiv
(Lagler et al. 2016), azonban az éleshullam kialakitasa (Stark et al. 2014), illetve kiilonb6z6
magatartasi folyamtok soran mar dsszehangoltan, szinkron aktivalodnak (Constantinidis and
Goldman-Rakic 2002; Insel and Barnes 2015; Kuvitsiani et al. 2013). Ehhez hasonléan a VIP-
¢s SOM-expresszalo interneuron populacié estében is megfigyeltek kooperativ dsszehangolt
egyiittmiikodést az elsddleges latokéregben (Karnani et al. 2016). Munkamban el6szor keriil
bemutatasra, hogy a tobb interneuron tipus mellett a NGF sejtek is képesek dsszehangolt moédon
miitkddni szomatoszenzoros agykérgi teriileten, keretet biztositva a konvergdlé bemenetek
integracidjdhoz fiziologias korilmények kozott. A  NGF  sejthdlozat mikodésének
szinkronizaldsaban valdsziniileg nagy szerepet jatszhat az erételjes kolinerg neuromodulacid
(Poorthuis et al. 2018), illetve a NGF populacion beliil gyakorta kialakitott réskapcsolat (Simon
et al. 2005), amely az akcios potencial egyideji generalodasat segiti el (Yao et al. 2016).
Azonban az akcids potencial szinkron kialakuldsanak igazolasahoz tovabbi kisérletek
elvégzésére van sziikség, mivel a két-foton Ca®* képalkotas idobeli felbontasa nem elégséges

ennek igazolésara.

A konvergald bemeneteken végzett kozvetlen elektrofiziologiai méréseink megmutattak,
hogy a gyors, ionotrép GABAAa komponens szublinedrisan 6sszegzddik. Az 0sszegzddeés
hétterében feltételezhetden az all, hogy a GABAA receptor aktivaciot kdvetden elsédlegesen a
Cl" ion szamara valik permeabilissa a membran, intenziv GABAAa receptor aktivaciot kovetéen
pedig intracellularis CI" ion felhalmozo6das kovetkeztében a CI” ion egyensulyi potencialja
pozitivabb tartomanyba tolodik. Ezen folyamat végbemenetele ismert a GABAerg potencialok
rovidtava szinaptikus depresszidja soran (Huguenard and Alger 1986; McCarren and Alger
1985; Staley and Proctor 1999). Erdekes modon viszont a metabotrép GABAg receptor altal

kozvetitett valaszok mer6ben mads, linearis Osszegzddést mutatnak. Eddig kizardlag
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amelyekben nagyfokl szupralinearis Osszegzddést feltételeztek a G-fehérjék altal torténd
jelamplifikacio hatasara (Destexhe 1995). Annak érdekében, hogy megértsiik milyen lehetséges
moduldlé hatasok befolyasolhatjdk a korabbi szamitdégépes szimulacios tanulmany Aaltal
megjosolt szuprelinearis 0sszegzOodést farmakologiai kisérleteket végeztiink, ahol a HCN1-es
csatornat, illetve a GAT-1 transzportert gatoltuk. A tavoli apikélis dendriteken elhelyezkedd
HCN1 csatornak -50mV-t61 negativabb membranpotencial esetén nyitnak, aminek hatisara Na*
és K kationok szamara atjarhatova valik, igy depolarizald aramot general hiperpolarizacio
hatasara (Lorincz et al. 2002; Robinson and Siegelbaum 2003). HCN1 csatornak farmakologiai
gatlasat kovetéen, ZD7288-al nem mutatott kiillonbséget a GABAg komponens
affinitdsu plazmamembran kotott GABA transzporterek kedvezd pozicidoban vannak, hogy
modulaljak a GABAerg jeleket az extracellularis GABA koncentracio szabalyzasa altal. Ezért
kisérleteket végeztiink GAT-1 gatlasa alatt, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy a GABA
visszavétel nem limitalja a tobblet GABA koncentraciot az extracellularis térben megszabva
ezzel a NGF sejt bemenetek szamdra potencidlisan aktivalhaté posztszinaptikus GABAg
receptorok szamat. A kivaltott lasst IPSP-k amplitiddja novekedett, azonban szignifikans

valtozast nem detektaltunk az 6sszegzOdés kinetikdjaban.

Annak érdekében, hogy a metabotrdp receptorok altal kozvetitett hatdsok Osszegzddését
molekularis szinten vizsgaljuk, realisztikus haromdimenziés modellkdrnyezetet alkottunk.
Eredményeink alapjan a szupralinedris integracionak kedvez a kozeli receptor-csatorna
elhelyezkedés, azonban a szegregaltabb eloszlds esetén szublineéris iranyba tolodik el az
0sszegzOdés, mivel a GABAR receptortdl tavolabb elhelyezkedd GIRK csatornak aktivalasahoz
szlikséges kritikus Py-alegység koncentracié nehezen alakul ki. Kovetkezésképpen a modelliink
alapjan megallapithat6, hogy a receptor és effektor csatorna kozotti tavolsag esszencialis
hatassal van a metabotrdp receptorok altal kozvetitett konvergalé bemenetek 6sszegzddésére.
Ezek alapjan lehetséges, hogy a szubcellularis alegységfliggd receptor-csatorna eloszlasbol
adodo diverz integracioja a lassi IPSP-knek eltér6 modon befolyasolja a szinaptikus
plaszticitasi folyamatokat az altal, hogy példaul a visszaterjedé akciospotencial beterjedése
hatékonyabban gatlodik a dendrittiiskékben. Tovabba a modelliinkben torekedtink a
mesterséges extracellularis tér minél realisztikusabb kialakitasara a megfeleld térfogati aranyok
és tortouzitas értékek szem elott tartdsaval. Azonban nem zarhat6 ki a preszinaptikus NGF sejt

axon boutonja és a posztszinaptikus dendrit kozott az extracellularis tér specializalddott
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ultrastrukturalis elrendezddésének jelenléte, ami eltérd diffuzidt biztosit. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara nagysagrendekkel bonyolultabb modell kornyezet sziikséges, ami az
agykéreg elso rétegének teljes elektormikroszkopos rekonstrukcidjan sziikséges, széleskorii
receptor ¢és transzporter eloszlasokkal egyiitt, mindekozben kiemelt figyelmet sziikséges
forditani az extracellularis tér megfeleld6 konzervalasra. Mindemellett révén, hogy az
extracellularis tér dinamikus valtozasat figyelték meg alvas (Xie et al. 2013) illetve sziiletést
kovetd fejlodés soran (Lehmenkiihler et al. 1993),- ami kdvetkezésképpen valtozast okozhat az
extracellularis neurotranszmitter koncentracidé mennyiségében — érdekes lehet megvizsgalni

miként befolyasolhatja az extracellularis tér a NGF sejt altal kozvetitett gatlasi folyamatokat.
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7. Osszefoglalas

7.1. Mielindegradaciét koveto lipid tormelék eloszlasanak a vizsgalata a

kozponti idegrendszerben
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. Ravier-befiizodések
szakitanak meg. Az elektromos ingeriiletvezetés ez altal a nem-mielinizalt rostokhoz képes
nagy mértékben gyorsabba valik. Egyes neurodegenerativ betegségek, mint a SM soran a
mielinhiively karosodasa megy végbe. Patomechanizmusat tekintve demielinizacios és
gyulladasi folyamatok mennek végbe a mielinizalt teriileteken. Mivel a mielinhiively
elektromos szigeteloként miikodik az axon mentén, a betegség korai szakaszaban a mielin
karosodas hatdsara az elektromos ingeriiletvezetés jelentdsen romlik. A betegség késébbi
szakaszaban a mielindegradacié kovetkezményeként a neurodegeneracios folyamatok mennek
végbe. Jelenleg nem ismert a kivalto tényez6i a betegségnek, azonban feltételezheté bizonyos
kornyezeti és genetikai tényezdk. A kivaltdé okokhoz hasonldéan a betegség pontos
patomechanizmusa sem ismert. A legelfogadottabb nézet szerint a SM egy autoimmun eredetii
betegség, amely sordn autoreaktiv T-sejtek jutnak az kdzponti idegrendszerbe, ezt kdvetden
pedig mikrogliak és makrofagok tamadjak meg a mielinhiively, ezzel szelektiv oligodendrocita
pusztulast valtanak ki. Ezzel szemben alternativ elmélet is 1étezik a betegség kialakulasaval
kapcsolatban, mivel egyes esetekben a betegség korai stadiumaban a 1ézi6 megfigyelhet6 volt
limfocitak jelenléte nélkiil. Ennek alapjan feltételezhetd hogy az oligodendrocita pusztulas az
elsédleges probléma, ezt kovetden az elpusztult oligodendrocitakbol szarmazo mielin térmelék
valt ki immunvalaszt, ami a gyulladasi folyamatokat valtja ki. Ezen elmélet alapjan a mielin
tormelék megjelenése €és eloszlasa az kozponti idegrendszerben nagy jelentdségli a késObbi
gyulladasi folyamatok kialakitdsaban. Napjainkban azonban konkrét adatokkal nem

rendelkeziink a mielin tormelék eléfordulasarol.

Disszertaciomban egy Ujonnan fejlesztett képalkotdé mikroszkdprendszert hasznaltam a
demielinizacids folyamatok vizsgdlatara. A mikroszkdprendszer egy nemlineéris optikai
modszer, a koherens anti-Stokes Raman szoérédas (CARS) elvén mikodik. A CARS
mikroszkopiaval a molekulakat a sajat rezgési spektrumuk alapjan azonosithatéoak. Ez a
modszer kémiai szelektivitast biztosit bizonyos molekuldk vizsgalatara. Ebben a munkdban a

crer

mikroszképrendszeriink  lipidekben eléforduld6 CHz-es molekulakotés vibracidjanak
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gerjesztésével a lipidtartalmu struktardkat vizsgalatuk. A modszer elénye a tobbi ismert
eljarashoz képest, hogy a bioldgiai struktirdk vizsgalata igy nem igényel sem természetes
fluoreszcenciat, sem fluoreszcens jelolést. A méréseket €16 szoveten lehet elvégezni, az nélkiil,
hogy kémiai eljarasokkal modositanank/karositanank a biologiai szerkezetet. Munkam soran
cuprizonnal valtottunk ki demielinizaciét C57BL/6 egerekben, ¢és a mielinhiively
karosodasanak folyamatat kovettilk nyomon CARS moédszerrel. Eredményeink alapjan a CARS
modszer alkalmas arra, hogy €l6 szoveten lipid tartalmu struktarakat vizsgaljunk. A kezelés
hatatdsra a mielinhlively vékonyodasat képesek voltunk detektdlni. Ezzel 6sszhangban a
degradal6do mielinbdl lipidtartalmu tormelék jelenlétét detektaltuk a mielinizalt rostok mentén.
A haromdimenzios térbeli eloszlasat vizsgaltuk a mielin tormeléknek és els6ként kvantifikaltuk
a mielin degradaciobol szarmazé lipid maradvanyokat. Kimutattuk, hogy a kezdeti
stadiumban a demielinizaciobol keletkez6 lipid maradvanyok cseppek formajaban jelennek
meg, még a kimutathatd mielin vastagsadg csokkenése eldtt. Eredményeink alapjan kronikus
demielinizacié esetén a lipid rendkiviil lassu lebonthatosaga miatt jelentds lipid maradvany

halmozédik f6l, ami kivalthatja/stilyosbithatja az autoimmun reakciot.

7.2. Agykérgi neurogliaform sejthalozat altal kivaltott ionotrop és

metabotrop gatlo posztszinaptikus valaszok eltéro osszegzodése
A kozponti idegrendszerben egyetlen idegsejtre tobb ezer serkentd szinaptikus bement

érkezhet. Ezeknek a serkenté bemeneteknek a valtozatos OsszegzOdése hatarozza meg az
idegsejt kimenetét, ugyanis amennyiben a serkentés hatasara keletkezett depolarizacio eléri a
kiiszobpotencial értéket, akcids potencial keletkezik. A megfeleld miikdodés érdekében a
serkentd bementek szabalyzasara van sziikség, ami a gatld szinaptikus bemenetek altal valosul
meg. A gatlas két jelatviteli folyamat altal mehet végbe: (1) az ionotrop GABAA receptoron
keresztiil GABA neurotranszmitter bekotést kovetden Cl ionok aramlanak be a sejtbe, ezzel a
sejt membranpotencial értékét hiperpolarizaltabb érték felé toljak. Ezzel szemben a (2)
metabotréop GABABg receptorok aktivaciojat indirekt jelatviteli folyamatok jellemzik. GABA
neurotranszmitter bekdtés hatdsara az offy komplexbdl felépiildé G-fehérje konformaécid
valtozast szenved el és az a-alegységen a GDP GTP-re cserélodik. Az igy aktivalt fy-alegység
disszocial és a plazmamembranhoz kototten lateralis difftizio altal divergens jelatviteli
folyamatokban vesz részt, tobbek kozott bekothet a kozeli G-fehérjéhez kapcsolt befelé
egyeniranyito kaliumcsatornahoz (GIRK), aminek hatarara a K* konduktancia megnovekszik,
igy a K" ionok kidramlasaval az idegsejt membranpotencialja hiperpolarizalodik. Az ionotrop
jelek integracidja kulcsfontossagu a neuronalis informacio feldolgozas megfeleld térbeli és

iddbeli szabdlyzasdban. Az agykéregben lejatsz6dd ionotrop receptorok altal végbemend
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integracios folyamatok jellemzése, illetve annak megértése, hogyan dolgozzak fel az idegsejtek
bementi informéciot kimenetté mindig is kozponti kérdés volt az agykutatisban az agy
miikodésének megértése szempontjabol. Azonban ismereteink szerint kisérletes adat nem all
rendelkezésre azzal kapcsolatban, miként integralodnak a gatlé metabotrop receptorok altal
generalt elektromos jelek. Az agykérgi interneuronok kozott egyetlen sejttipus, a neurogliaform
sejt képes egyetlen akcios potencidljaval ionotrop GABAA receptorok aktivalasa mellett, az
extraszinaptikus metabotrop GABAR receptorok aktivalasara is. A hatékony GABABg receptor
aktivaciot az un. térfogati jelatviteli mechanizmus biztositja, amely soran a neurogliaform sejt
a tobbi interneuron tipussal ellentétben GABA neurotranszmittert az extracellularis térbe

szabaditja fel.

Disszertaciom a NGF sejtek altal alkotott halozat strukturalis és funkcionalis jellemz6i révén
biztositott konvergaldé heterogén bemenetek, metabotrdép és ionotrop komponensének az
Osszegzodését vizsgalja posztszinaptikus piramissejteken. Elsoként az egyes NGF sejtek altal
alkotott gatlo 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 agykérgi prepardtumokon. Funkcionalis
vizsgalataink altal megbecsiiltik a NGF sejt altal alkotott gatld kapcsolat kvantalis
paramétereit. A funkciondlis tulajdonsdgokon tal fénymikroszkdépos haromdimenzids
anatomiai vizsgalatokat végeztiink a gatld kapcsolatok strukturalis feltérképezéséhez. A
korrelalt funkciondlis és strukturalis vizsgédlatok eredményei megerdsitették a korabbi
elméleteket a térfogati jelatviteli folyamatok meglétérdl, mi tobb kisérletes vizsgalataink
alapjan tgy éallapitottuk meg, hogy a NGF sejt preszinaptikus terminalisabol felszabadulo
GABA effektiv hatotavolsaganak becsiilt értéke legfeljebb ~2um. Az egyes NGF sejtek gatlo
kapcsolatanak jellemzését kovetden az agykérgi felsdrétegi NGF sejtek altal alkotott haldzatot
tanulmanyoztuk. Anatdmiai vizsgalatokkal definialtuk a rendkiviil stirli NGF sejtekre jellemz6
axonhaloézat és az axon mentén elhelyezkedd frekventalt bouton eloszlast, illetve a felsobb
rétegi agykéregben elhelyezked6 NGF sejtek eloszlasat. Ezen adatok birtokaban a teljes
felsorétegi NGF sejtpopulaciod lehetséges posztszinaptikus egységnyi térfogatara konvergald
bemeneteit szamszerlsitettiikk. Eredményeink arra utalnak, hogy az agykérgi felsébb rétegekben
a térfogait transzmisszio altal biztositott relativ nagy effektiv jelatviteli tavolsadg figyelembe
vételével, az extracelluldris tér jelentds részén (83,0445,56%) legfeljebb kettd NGF sejt
bemenet konvergalhat. Tovabba az extracellularis tér Kisebb részében (16,95+5,56%) talalhato

olyan egységnyi térfogat, ami hozzaférhet6 tobb mint kettd NGF sejt szamara, még ha a teljes
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NGF sejtpopulacio is aktiv egyidében. A NGF sejtpopulacio in vivo aktivitasaval kapcsolatban
jelenleg ismereteink hidnyosak, nem ismert hogy az altalunk alkotott modell alapjan konvergalo
bementeknek lehetdséget biztositd 0sszehangolt aktivitas eléfordul-e az agykéregben. Ennek
kideritése érdekében in vivo kétfoton Ca?* képalkotd kisérleteket végeztiink, ahol a
szomatoszenzoros agyteriileten kovettiik nyomon a felsébb rétegi NGF sejtpopulacio aktivitasat
ipszilateralis végtag stimulaci6 alatt. Kisérleteink igazoltak a NGF sejtek aktiv részvételét az
interhemiszferialis gatlasi folyamatban. Szenzoros stimulalas hatdsara a két agyfélteke kozotti
kommunikéciot biztositd kallozalis bemenetek altal a teljes NGF sejtpopulacid ~70%-anal
figyeltiink meg dsszehangolt aktivaciot. Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy az els6 rétegi
NGF sejtpopulécio képes egységesen, kooperativ modon ionotrdp és metabotrop GABA
receptorokon keresztiil gatlast kifejteni a posztszinaptikus célsejteken fizioldgias koriilmények
kozott. Ezért az ionotrdp €és metabotrop receptorok altal kivaltott valaszok 0sszegzddésének
vizsgalatahoz kozvetlen elektrofiziologiai vizsgalatot, szimultan harom csatornas whole-cell
patch méréseket végeztiink kettdé 1. rétegi preszinaptikus NGF sejtrdl és egy 2./3. rétegi
posztszinaptikus piramissejtrél, amire a konvergens bemenetek érkeztek. Méréseink a gyors,
ionotrop GABAAa receptorok 4ltal kozvetitett posztszinaptikus potencidlok szublinearis
Osszegzddését mutatta. A lassi, metabotrop GABABg receptorok altal kozvetitett valaszok
azonban eltérd, linedris 0sszegzddést mutattak. Korabbi szamitogépes szimulaciés modszeren
alapulé tanulmany a metabotrop receptorok OsszegzOdése esetén erdteljes szupralinearis
kolcsonhatast josolt a G-fehérje rendszeren torténd jelamplifikdciés hatds miatt. Annak
érdekében, hogy megértsiik milyen lehetséges mechanizmusok befolyasoljadk a prediktalt
szupralinearis 0sszegzddést farmakologiai kisérleteket végeztiink. Eredményeink arra utalnak,
hogy az esetleges HCN1 csatorna aktivitas, illetve az extracellularis GABA visszavételi
posztszinaptikus sejten a GABAg receptor és a GIRK csatorna szubcellularis kompartment
fliggd eloszlast mutat, a dendrittiiske feliiletén jellemzOen szoros receptor-csatorna komplex
kolokalizaciot, mig a dendrit torzs feliiletén szegregaltabb elrendezddés jellemzo.
Kovetkezésképp tovabbi vizsgalataink arra iranyultak, hogy kideritsiik a receptor-csatorna
komplex elhelyezkedés hatassal van-e a metabotrop jelek integracidjara. Komplex
szamitogépes szimulacios kornyezetet alkottunk, ami magéaba foglalt egy ultrastrukturdlisan
rekonstrualt dendrit szakaszt, lehetséges NGF sejt altali neurotranszmitter felszabadulasi
helyeket és megfeleléen paraméterezet extracellularis teret. A  dendritszakasz
membranfeliiletére GABApg receptor-GIRK csatorna  csoportosuldsokat  helyeztlink

kompartment-fliggé eloszlassal. A realisztikus térbeli szimulacios kdzegben a részecskék

82



sztochasztikus mozgasat és koztik lejatszodo kolcsonhatasokat MCell v3.4 programmal

szimulaltuk. Eredményeink arra utalnak, hogy a receptor-csatorna komplex eloszldsa

crer

iranyba eltolodott 6sszegzddés tapasztalhato, mig a tavolabbi elhelyezkedés sordn szublinedris

eltolodas figyelhetd meg.
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8. Summary

8.1 Quantitative analysis of lipid debris accumulation caused by cuprizone

induced myelin degradation in different CNS areas
Multiple sclerosis (MS) is a disease of the oligodendrocyte and the myelin sheath, affecting

both the white and gray matter. The disease has diverse symptoms such as tremor, fatigue, and
paralysis. In most cases the symptoms occur in a relapsing-remitting manner, which after a
decade devolve into a persistent progressive state. MS is caused by the demyelination and
inflammation of axonal tracts. Since myelin acts as an insulator, the injury of myelin sheaths
around axons causes malfunction in the CNS by impairing conduction of electric signals.
Moreover, the loss of myelin causes axonal and finally neuronal degeneration. The precise
pathological mechanisms involved in MS are subject to considerable debate. Commonly MS is
defined as an autoimmune disease initiated by an immune system dysregulation. The
dysregulation prompts autoreactive T-cells to enter the brain, where they induce microglia and
macrophages to attack and erode myelin, which finally causes the injury of oligodendrocytes.
This theory is corroborated by the fact that current effective treatments of MS are based on anti-
inflammatory and immunomodulatory agents. Immune dysregulation is also supported by the
results of genome-wide association (GWAS) studies showing an excessive number of genes
influencing T-cell differentiation. However, mechanisms of MS initiation are still hypothetical
and multiple factors such as gender, viral infection, genetic predisposition, environmental and
living circumstances were suggested as potential contributors. An alternative hypothesis for the
etiology has been proposed due to lack of lymphocytic infiltrates in early lesions. It was
suggested that the death of the oligodendrocyte may be the primary problem of the disease and
the autoreactivity to the release of myelin debris causes more inflammation and further
demyelination. Modelling of human demyelination disease includes genetically modified
animals, virus and toxin-induced demyelination and the most frequent rodent model of MS,
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). The latter is in agreement with the
autoimmune initiating theory by using an oligodendrocyte specific protein as an antigenic
component to generate autoreaction against myelin. The present study induces demyelination
initiated by the loss of oligodendrocytes by using cuprizone. This substance is an effective
apoptotic agent, that disrupts the energy metabolism of oligodendrocytes through copper
depletion leading to the disintegration of myelin sheath forming processes. Once
oligodendrocytes and myelin sheaths had been degraded, lipid-rich debris must remain. To date,

there is no specific data about the distribution and amount of myelin debris during the initiation
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of MS, although it might be a significant risk factor in launching inflammatory processes. To
preserve the chemical composition of myelin debris, we used the non-destructive coherent anti-
Stokes Raman scattering (CARS) microscopy, a label-free imaging method capable of detecting
specific molecules in living tissues by exciting the characteristic intrinsic vibrational frequency
of its molecular bond. We focused femtosecond pulsed laser beams combining 796 nm “pump”
and 1028 nm “Stokes” beams to acquire an excitation pulse with a frequency of vibration
resonance of CH2 bonds of lipid molecules. Based on CARS imaging, we quantitatively
analyzed lipid distribution in different areas of acute brain slices of untreated animals, then we
induced myelin degradation in C57BL/6 mice using cuprizone to induce demyelination. Lipid
imaging with CARS microscopy on living in vitro brain slice preparations shows that mild
demyelination causes a decrease in the lipid content of white matter, which leads to the
emergence of lipid droplets in the extracellular space. Thus, progression in oligodendrocyte
death can cause extensive myelin degradation coupled to the formation of an abundant mass of

phagocyted lipid residue.

8.2 Superficial neurogliaform cells activation leads to different summation
of ionotropic and metabotropic GABA receptor mediated postsynaptic

responses
Neurons in the cerebral cortex receive thousands of excitatory synaptic inputs that drive their

spike outputs. Regulation and efficacy of arriving excitatory inputs are effectively governed by
the GABAergic inhibitory inputs. This signaling mechanism involves a transmembrane ion
channel the GABAA receptor that allows CI™ ions to pass rapidly through the membrane in
response to the binding of GABA neurotransmitter. In contrast, GABA binding to metabotropic
GABAB receptors catalyzes GDP/GTP exchange at the Go subunit and the dissociation of Gfy.
The GPy subunits - as membrane-anchored proteins - locally diffuse in the plasma membrane
and up to four GPy subunits directly bind cooperatively to G-protein gated inward rectifier
(GIRK) channels and trigger a channel opening that drives the membrane potential towards the
K™ reverse potential. The integration of ionotropic inhibitory signals on the surface of pyramidal
cell dendrites plays a large role in a temporally precise and spatially segregated mode of shaping
the neuronal computation. Summation of ionotropic receptor-mediated responses is extensively
studied in the neocortex. However, to date, there has been no experimental analysis of how
neurons integrate electrical signals that are linked to inhibitory metabotropic receptors. Among
the cortical interneurons, neurogliaform (NGF) cells are especially effective in recruiting
metabotropic GABAg receptors in addition to ionotropic GABAA receptors using non-
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discriminatory volume transmission to cover extrasynaptic and synaptic locations of the

neuronal microcircuitry.

In my doctoral thesis, we characterized the functional and structural features of the inhibitory
connections established by superficial NGF cell population, moreover, we described the
integration properties of the ionotropic and metabotropic components of converging
heterogenic NGF cells’ inhibitory inputs’. First, we focused on defining the functional and
structural features of the inhibitory connections established by individual NGF cells. In vitro
simultaneous dual whole-cell patch clamp recordings were carried out on synaptically
connected L1 NGFC to L2/3 PC pairs in brain slices from the somatosensory cortex of juvenile
male Wistar rats. With these experiments we managed to yield the quantal parameters of the
inhibitory connection established by individual NGF cells. Combining this data with the
mapped putative release sites made by three-dimensional light microscopic reconstructions, we
confirmed previous observations about the existence of volume transmission; furthermore, we
were able to reveal the possible effective distance for GABA receptor activation after quantal
release at a single release site of NGFC being between 0.95 up to 1.92 um. After characterizing
individual NGF cells inhibitory connection, we shifted our focus to examine the output of
superficial NGF cell population’s. The construction of a three-dimensional spatial model was
aimed to investigate the impact of individual NGF cells effective signaling distance, while also
taking into account the extremely dense axonal arborization and the frequent axonal boutons to
determinate the properties of global output of the entire superficial NGF cell network. This
allowed the mapping of the possible coverage of the surrounding tissue by GABA
simultaneously originating from all NGF cell terminals. This framework indicates that despite
the widened signaling mode by volume transmission most of the extracellular space
(83.04+5.56%) is only accessible for single or two NGFCs. Moreover, a smaller fraction
(16.95£5.56%) of the extracellular space is reachable for more than two NGFC with GABA if
the entire NGFC population is active simultaneously. However, NGF cell population activity
under in vivo condition is still unexplored; therefore, it is still unknown that the contingency for
converging outputs suggested by the model is feasible. Thus, in vivo two-photon Ca?* imaging
was carried out to monitor superficial NGF cell population activity in the somatosensory cortex
during ipsilateral hind limb stimulation. Our results confirmed that NGF cells are recruited
during interhemispheric inhibition. Upon sensory stimulus, communication between the two
hemispheres through callosal input mediates a substantial portion of L1 interneurons

simultaneous coactivation, which =70% of the neurons were positive for a-actinin2 indicating
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high coactivation of the NGF cell population providing a contingency for converging input in
particular physiological condition. Together these approaches suggest that superficial NGF cell
population manage to operate together, and cooperatively recruits divergent ionotropic and
metabotropic GABA receptor-mediated inhibition on its postsynaptic targets. Direct
measurements of two converging NGFC inputs on L2/3 PC from triplet whole-cell patch clamp
recordings revealed sublinear summation properties for the ionotropic GABAa mediated
responses. However, metabotropic GABAg mediated responses show disparate linear
summation. This data combined with the NGF cell population spatial model, and the in vivo
observed co-activation, suggests that converging afferents that act on inhibitory metabotropic
receptors on the same postsynaptic voxel show linear or slightly sublinear summation,
conserving the impact of individual inputs. So far solely computational model studies were
aimed to explore the integration properties of GABAg receptor-mediated responses, and they
predicted a highly supralinear interaction through the amplification effect of G-protein
cooperativity. To further our knowledge regarding the possible modulatory mechanism
influence on the predicted supralinear interaction on metabotropic receptors, we tested the
functional role of voltage-dependent inward rectifier K* channels and GABA reuptake. Our
results show that both HCN1 channel activity and GABA scavenging mechanisms do not
influence the integration properties of GABAg signals. An electron-microscopy study
previously showed that the GABABg receptor-GIRK channel complex distribution differs in
subcellular level: the dendritic spines appear to have a strong co-localization, while receptor-
channel complexes on the shaft are preferentially segregated. Thus, we further investigated the
possible influence of the receptor-channel complexes spatial distribution on the integration
properties of inhibitory metabotropic receptor-mediated responses. We attempted to construct
a realistic model containing three-dimensional ultrastructural reconstructions of a dendritic
segment populated with GABAg receptors, downstream G-protein signaling and GIRK
channels. In this form of signaling stimulated GABAg receptors release G-proteins, which
diffuse on the cytosolic surface of the membrane. By subunit of G-protein binds to the GIRK
channel that leads to open conformation, and drives the membrane potential towards the K*
reverse potential. Our results indicate that the spatial distribution itself has an effect on the
integration properties: tight localization of the receptor-channel favors to the supralinear
molecular interaction, while, segregated placement likely shift the interaction towards

sublinear.
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