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1. Bevezetés

Az agykéreg felépitése

Az emberi agykéreg a legbonyolultabb sejtszervezddés, az alapvetd motoros €s szenzoros
funkcidkon kiviil képes mas magasabb rendli kognitiv és asszocidcios funkciokat is ellatni,
amelyekért kiilonbozé kortikalis teriiletek felelosek. A funkcionalis teriiletek réteges
felépitésében a kortikalis rétegek vastagsdgdnak aranya eltéré6. Az agykérget tartalmazo
idegsejtek morfologiai soksziniiségét és annak 6 rétegli struktarajat (1. dbra) Santiago Ramoén y
Cajal munkéssaganak koszonhetéen mar a XIX. szazad ota ismerjiik (Ramon y Cajal, 1904,
1909). Az emberi agykéreg citoarchitektonikailag vizsgalva Brodmann a XX. szdzad elején 52

elkiiloniilo régiora osztotta (Brodmann, 1909).

1. abra: Ramoén y Cajal rajza, amely az agykéreg
rétegeit mutatja be

A:  Nissl-festéssel  lathatova  tett  sejttestek
mikroszkdpos felvétele lathatod, egy felndtt emberi
motoros kérgi terliletr6l. A baloldalon rémai
szamokkal az agykéreg rétegei vannak jelolve. B:
Golgi-festési eljarast kovetden készitett
mikroszkopos kép lathato 0jsziilott emberi agykéreg
sejtjeirdl (Ramon y Cajal, 1899).

A human agyat megkozelitSleg 8,6x10'0 idegsejt és ezzel koriilbeliil azonos mennyiségii
8,4x10'" gliasejt alkotja (Azevedo €s mtsai., 2009). A neuronokat neurotranszmitteriik alapjan
két f6 csoportra oszthatjuk, a glutamatot termeld, serkentd piramissejtek, illetve a gamma-
aminovajsavat (GABA) termeld, gatld interneuronok csoportjara. A kérgi idegsejtek ~80%-at
kitevd piramissejtek az agykéreg principalis sejtjei, a neocortex minden rétegében
megtalalhatoak az elsé réteg kivételével (Winfield €s mtsai., 1980). A piramissejtek felépitése

nagyon jellegzetes, azonban az egyes kérgi rétegek, illetve a piramissejtek transzkriptomikailag
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elkiiloniilo altipusai mutathatnak specifikus morfologiai jellemzoket (Berg és mtsai., 2021). A
principalis sejtekre jellemzo piramis alaku sejttestbdl - amelyrdl a neviiket is kaptak - egyetlen a
pia mater (lagy agyhartya) felé irdnyul6, arra merdleges apikalis dendrit, illetve a széma alapi
rész¢ébdl tobb bazalis dendrit ered. Az apikalis dendrit jellemzden strin eldgazo, szinte az
agyfelszinig hiz6do nyulvany, mig a bazalis dendritek altaldban nem Iépnek ki a szomat
tartalmazo kérgi rétegbdl. Szintén a sejttest bazalis oldalardl 1ép ki egyetlen f6 axon, amely a
fehér allomany felé iranyul, innen tovabb haladva pedig mas kérgi vagy kéreg alatti struktirakkal
alakit ki kapcsolatot, a fehérallomanyba 1épése el6tt levald oldalagai, kollateralisai pedig a helyi
idegsejtekkel alakitanak ki szinaptikus kapcsolatokat (DeFelipe ¢és Farinas, 1992). A
piramissejtekre tovabbd az is jellemzd, hogy dendritjeiket dendritikus tiiskék tarkitjak. A
dendrittiiskék kulcsfontossagu szerepet toltenek be a kortikalis mikrohaldzatokban, ugyanis a
serkentd szinapszisok elsddleges helyéiil szolgalnak, ezenfelil pedig rendkivill képlékeny
struktirdk. A dendrittiiskék mérete és formdja utalhat a rajtuk kialakult szinapszisok erdsségére
¢s stabilitasara (Matsuzaki és mtsai., 2001; Rodriguez és mtsai., 2008). Morfoldgiajuk alapjan
elkiilonitjiik a nagy tliskefejli gombaszerli, a kis fejjel rendelkezé vékony, a tobb tliskefejjel
rendelkezd eldgazd dendrit tiiskéket, ezenfeliil a hosszl, fejjel nem rendelkezd, vékony
filopodiumokat és a tonkszerll tiiskéket, amelyek nyak nélkiil tiiremkednek ki a dendriteken
(Luebke és mtsai., 2015). A nagyobb fejli tiiskék nagyobb posztszinaptikus denzitassal, tobb
glutaméat receptorral rendelkeznek, ezek alapjan a nagyobb dendritikus tiiskék funkcionalisan
ero6sebbek, azonban a kisebb tiiskék is megnagyobbodhatnak vagy akar el is tlinhetnek a

szinaptikus bementek aktivitasatol fliggden (Bourne ¢€s Harris, 2008).

Eletkorral dsszefiiggé valtozasok az idegsejtekben

A sziiletés utdn az agy hossz fejlodési iddszakon megy keresztiil, amely egy sor
Osszetett €s pontosan Osszehangolt folyamatot foglal magiba (Rakic, 2009). A neuronok
1étrejotte €s migracidja a posztnatalis fejlodés kezdetén nagyrészt befejezddik, majd sziiletés utan
a fejlédési folyamatok tovabb folytatodnak: a sziirke- és fehéradllomdny megvastagoddsa, a
mielinizacid, a szinaptogenezis, valamint a kezdeti idegpalya-funkcidhoz sziikséges alapvetd
anatomiai architektira kialakitdsa. Ezutdn az agykérgi haldzatokon beliili helyi kapcsolatok
finomhangolddnak, és egyre Osszetettebb, hosszabb tavl kapcsolatok jonnek létre a halozatok

kozott (Stiles és Jernigan, 2010). Az idegrendszer korai fejlédését kdvetden a valtozasok nem
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érnek véget, hanem az egész emberi ¢élet soran folytatddnak, ezeket tobbnyire kdrnyezeti hatasok
¢s tapasztalatok befolyasoljak, és ezzel az anyagcsere valtozasaihoz (Kuzawa és mtsai., 2014), a
funkcionalis kapcsolatok mintazatainak modosulasahoz (Kelly és mtsai., 2009), valamint a
fehérallomany érésével (Yeatman és mtsai., 2014; Beck és mtsai., 2021) a hossztavu jelatvitel
sebességének valtozasaihoz vezetnek (van Blooijs és mtsai., 2023). Az élettartam utolso fazisa az
oregedés, amely soran az agy, a sziirkeadllomany térfogata zsugorodik, a szinapszisok szdma ¢€s
azok plaszticitasa is csOkken, ami a kognitiv jelfeldolgozasi funkcidk hanyatlasaval jar, és
gyakran neurodegenerativ betegségekhez vezet (Peters, 2006). Az agykérgi piramissejt biztositja
a gerjesztd szinaptikus bemeneteket a helyi gatld aramkorok és mas piramissejtek szamara,
melyek segitségével kiilonallo alhalozatokat hoznak 1étre (Yoshimura és mtsai.,, 2005). A
piramissejtek dendritjeinek (Koenderink ¢s Uylings, 1995; Petanjek ¢és mtsai.,, 2008) ¢és
szinapszisainak (Huttenlocher és Dabholkar, 1997) fejlodését és kialakuldsat az emberi
agykéregben a postmortem vizsgéalatok bizonyos mértékig dokumentaltak, ugyanakkor sokkal
kevesebbet tudunk biofizikai érésiikrél és elektromos tulajdonsagaikrol a fejlddés korai
szakaszaban, valamint a késobbi életkorokban bekovetkezd valtozasukrol vagy fenntartasukrol.
Szamos vizsgalat igazolta nem fdemlds allatmodelleken, hogy a neuronok elektromos
tulajdonsagai a korai posztnatélis szakaszban markansan megvaltoznak (Molnér és mtsai., 2020).
A makako és ragcesalo piramissejtek érésével kapcsolatban a mérhetd membrantulajdonsagok
(Picken Bahrey ¢és Moody, 2003), a bemeneti ellendllas vagy a kivaltott akcids potencialok
kinetikajanak valtozasar6l szamoltak be (Elston és Fujita, 2014; Kroon és mtsai., 2019).
Mindeddig azonban nem végeztek korosztalyokon ativeld vizsgéalatokat az emberi piramissejtek

elektrofiziologiai paramétereivel kapcsolatban.

Visszaterjedo akcios potencial

A kérgi piramissejtek legnagyobb membran feliiletét a dendritikus arborizacio alkotja. A
dendritikus nyulvanyokhoz kordbban csak a beérkezd posztszinaptikus események Osszegzését
¢s annak passziv kabelként a sejttestbe vald vezetését kapcsoltak. Azonban mar tudjuk, hogy a
passziv elektromos tulajdonsagaik mellett a dendritek aktivan, fesziiltségfliggd ion csatorndk
hipotézise (Ramon y Cajal, 1891) szerint az informdci6 4ramlas irdnya az idegsejtekben a

dendriteken talalhato szinapszistol indulva a dendriteken tovabb halad a sejttestbe, innen pedig
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az axonon keresztiil a kovetkezO szinapszis iranyaba. A dendritek ezzel a hipotézissel
ellentétben, két iranyban is hordozhatnak informéciot, ugyanis az axon inicidlison kialakult
akcios potencial (AP) a szoman keresztiil a dendritekbe propagal, visszaterjedd akcios
potencialokat (backpropagating action potential, bAP) kialakitva. A bAP dendritekbe val6 aktiv
terjedését az itt talalhato fesziiltségfiiggd Na'-csatornak (voltage-gated sodium channel, VGSC)
lényegesen kevesebb VGSC helyezkedik el, mint az axonon, illetve a dendrit nyulvanyokon valo
eloszlasa sem egyenletes. A ledgazé dendrit szakaszokon kisebb a Na'-csatornak denzitdsa, mint
az elsddleges dendritikus agon, illetve a sejttesttdl mért tavolsaggal is Osszefiiggést mutat a
VGSC-k mennyisége, disztalis iranyban haladva csokken a csatorndk mennyisége a dendrit
arborizacion (Lorincz és Nusser, 2010). A bAP a dendriten terjedve az itt talalhatd
fesziiltségfiigg Ca’ -csatorndkat (voltage-gated calcium channel, VGCC) nyitva Ca” -ionok
bejutasat okozza az intracellularis térbe (Jaffe és mtsai., 1992). A terjedd fesziiltségvaltozas
emellett a membranban jelenlévé N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) receptorok porusaban
talalhato Mg*-ion eltavolitisat is el6segiti, ennek hatasara az NMDA receptorok Ca’'-
konduktancidjat noveli, ezzel a dendritikus jelfeldolgozast és a sejt gerjeszthetoségét
befolyasolva (Fan és mtsai.,, 2005; Bloodgood ¢s Sabatini, 2009). Ha a bAP-hoz egy
preszinaptikus sejt altal kivaltott serkentd posztszinaptikus potencial (EPSP) kapcsoldodik, amely
soran a felszabaduld glutamat neurotranszmitter a dendriten taldlhat6 NMDA receptorokhoz
kotddik, azokat nyitva olyan szignaltranszdukcids utakat indit, amely a szinapszis megerdsodését
idézheti elé (Fuenzalida és mtsai., 2010). Tehat az AP-k aktiv visszaterjedése fontos szerepet
timing dependent plasticity, STDP) ahhoz, hogy a pre- és egy posztszinaptikus sejt kozotti
szinaptikus kapcsolat erdssége megvaltozzon a sejtparnak egyiitt kell aktivalodnia, annak
fliggvényében, hogy a poszt- és a preszinaptikus sejtek egymashoz képest milyen idéablakban
tiizelnek a szinaptikus kapcsolat erdsddhet vagy gyengiilhet (Testa-Silva és mtsai., 2010; olde
Scheper és mtsai., 2018).

Az elmult évtizedekben egyre szélesebb korben elterjedtek a kiilonféle optikai modszerek
az idegsejtek aktivitasanak mérésére, ezeknek a technikdknak az alapja foként az intracellularis
Na'- illetve Ca®'-tranziensek, amelyek a neuronok aktivitdsa soran a fesziiltségfiiggd

ioncsatorndkon keresztiil jutnak a sejt belsejébe. Ezek az intracellularis ion tranziensek



kozvetetten mérhetdek a sejtbe juttatott fluoreszcens indikatorok altal kibocsajtott fény
intenzitasanak valtozésa altal (Canepari és Ross, 2024). Az AP visszaterjedésének kovetkeztében
a dendritek intracellularis terébe jut6 Ca**-ionok lehet6vé teszik a bAP-k detektalasat, olyan
dendritikus régidkban is, amelyek direkt elektrofiziologiai mérésekre (patch-clamp)
alkalmatlanok vagy nehezen kivitelezhetéek. Kordbbi tanulmanyokbol tudjuk, hogy a bAP altal
kivaltott Ca”'-tranziensek nagysaga a dendritekben a sejttestté]l vald tavolsaggal valtozik. A
fluoreszcens szignalok amplitudé eloszlasa a dendritfan, a Ca®'-tranziensek térbeli profilja az
egyes idegsejt tipusok esetében kiillonbozhet. Egyes interneuron tipusok esetében a tranziensek
nagysaga disztalis iranyban folyamatosan csokken, mig mas sejttipusok esetében nem-linedris
eloszlas jellemzd (Goldberg és mtsai.,, 2003; Waters és mtsai., 2003; Cho és mitsai., 2010).
Régcsalo piramissejtek apikalis illetve bazélis dendritikus kompartmentjei is kiilonbséget
mutatnak a Ca® -szignalok térbeli profiljat illetéen (Cho és mtsai., 2006).

A bAP altal kivaltott intracellularis Ca**-koncentracié novekedésben a VGCC-knek van a
legnagyobb szerepe. A VGCC-k négy alegységbdl (o, B, 020 €s v) éplilnek fel, mindegyik
alegység befolyasolja a csatorna tulajdonsagait, de elsésorban az a; alegység valtozatos formai
hatarozzak meg az ioncsatornat. Hat altipusat ismerjiik, ezek az L, N, P, Q, R, és T, melyek
farmakologiai és elektrofiziologiai tulajdonsagaik eltéréek (Ertel és mtsai., 2000). Ragcsalokban
végzett kisérletekbdl tudjuk, hogy az egyes csatorna tipusok kiilonb6zd mértékben vehetnek részt
a Ca’"-bearamlas kialakitdsaban. A szomatdl valé tavolsig fiiggvényében, a proximalis
szakaszokon fOként a magas-fesziiltség aktivalt (HVA, high-voltage-activated) VGCC-k
alakitjak a Ca**-influxot, mig a disztalisabb szakaszokon inkabb az alacsony-fesziiltség aktivélta
csatorndk (LVA, low-voltage-activated) (Markram €s mtsai., 1995; Jaafari és Canepari, 2016).
Régcsalo modellekben a dendritikus informaciofeldolgozast mar régota vizsgaljak, azonban az

emberi dendritek miikodésérdl még keveset tudunk.



2. Célkituzeés

Az emberi agy az élet soran szamos dinamikus valtozason megy keresztiil, sziiletés utan a
sziirke- illetve fehérallomany strukturalis valtozasai mellett a funkcionalis kapcsolatok fejlodése
is folytatodik a gyermekkor soran, a felnottkor kései szakaszaban pedig a kognitiv funkciok, a
jelfeldolgozas sebességének csokkenése jellemz6. Modell allatokon végzett korabbi
tanulmanyok kimutattdk az agykérgi piramissejtek elektrofiziologiai és morfologiai
tulajdonsagainak ¢életkorral osszefiiggod kiilonbségeit (Luebke és Chang, 2007; Kroon ¢és mtsai.,
2019; Moore és mtsai., 2023), azonban a human elektrofiziologiai tulajdonsdgok valtozésai,

kiilondsen az élet korai szakaszaban még nem ismertek. Doktori munkam soran célul tiiztiik ki:

° A szupragranularis piramissejtek  esetleges korfliggd
elektrofiziologiai és morfologiai kiilonbségeinek feltarasat az

emberi agykéregben.

A visszaterjed6 akcids potencidlok fontos szerepet jatszanak a szinaptikus plaszticitasban,
a dendritikus excitabilitasban és a kompartment-specifikus intracellularis Ca**-dinamikéban. A
kortikélis piramissejtek bAP altal kialakitott Ca*"-tranzienseinek térbeli eloszlasat ragcsalokban
mar leirtdk, azonban a jelterjedés az emberi dendritekben potencialisan faj- és dendritikus

régiospecifikus tulajdonsdgokat mutat. Ezért PhD munkdm soran célul tiiztiik ki:
° A human L2/3 piramissejteken a visszaterjedd akcids potenciél

altal kivaltott Ca*"-tranziensek amplitudd-eloszlasanak vizsgalatat

az apikalis dendrit mentén.
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3. Kozremukodeések

Az emberi agyszovet miitéti eltavolitasat Dr. Barzo Pal végezte.

Az elektrofiziologia kisérleteket laborunk jelenlegi és korabbi munkatarsaival egyiitt
végzetem, az elektrofizioldgiai elvezetésekbdl szarmazo adatokat Toth Martin segitségével

értékeltem ki.

A két-foton Ca*"-képalkotasi és farmakologiai kisérleteket egyediil, azok kiértékelését Toth

Martin altal készitett script segitségével végeztem.

A hisztologiai munkat Kocsis Agnes Katalin, Mezei Leona és Toth Eva végezték. A sejtek 3
dimenzios rekonstrukcioit én végeztem Kelemen Otilia és Lehdczki Bettina segitségével, a sejtek

morfologiai analizisét egyediil végeztem.

Az adatok abrazolasat egyediil végeztem.
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4. Anyagok és modszerek

Tualélo agyszelet preparatumok készitése

A kisérletinket taléld human neokortikalis agyszeleteken, a Helsinki Nyilatkozatnak
megfeleléen, a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiik.
Olyan emberi agykérgi szovetdarabokat hasznaltunk fel, amelyeket mélyebben fekvé patologias
elvaltozasokhoz vald (daganatok, hydrocephalus, apoplexia, cisztdk ¢és arteriovenosus
malformaciok) hozzaférésének érdekében kellett mutéti uton eltdvolitani a betegekbdl. Az
érzéstelenitést intravénas midazolammal és fentanillal (0,03 mg/kg, illetve 1-2 pg/kg) indukaltak.
Intravéndsan propofol bolusadagot (1-2 mg/kg) adtak be. A betegek 0,5 mg/kg rokuroniumot
kaptak az endotrachedlis intubaci®é megkonnyitése érdekében. A légcsovet intubaltdk, és a
beteget 1:2 aranyban O,-N,O keverékkel [élegeztették. Az anesztéziat 1,2-1,5 térfogata
sevoflurannal tartottdk fenn. A mutéti eljaras soran az agykéreg kiillonbozo régioibdl (parietalis,
temporalis, frontadlis és occipitdlis) szdrmazd szovet blokkokat jéghideg, magas szacharédz
tartalmu, az agyszeletek metszése sordan haszndlttal megegyezd Osszetételti oldatba meritettiik.
Az agykérgi mintakbol 320 um vastag agyszeleteket készitettiink vibral6 pengés mikrotdommal
(Microm HM 650 V), jéghideg 95% oxigénnel és 5% széndioxiddal telitett oldatban, melynek
Osszetétele mM-ban kifejezve: 75 szacharoz, 84 NaCl, 2,5 KCI, 1 NaH,PO4, 25 NaHCOs3, 0,5
CaCly, 4 MgSO0y, 25 D(+)-gliikoz. A szeleteket ugyanebben az oldatban inkubaltuk 30 percig
mM-ban kifejezve a kovetkezd volt: 130 NaCl, 3,5 KCI, 1 NaH;PO4, 24 NaHCOs3, 1 CaCl,, 3
MgSO,, 10 D(+)-gliikoz, oxigénnel és széndioxiddal telitve. Az inkubaciot kovetden a szeleteket

ebben az oldatban tartottuk 17 °C-on a kisérletek megkezdéséig.

In vitro elektrofiziologiai elvezetések

A szomatikus whole-cell patch-clamp felvételeket ~36 °C-on végeztiik mesterséges agy-
gerincveld folyadékban, amely mM-ben kifejezve a kdvetkezot tartalmazta: 130 NaCl, 3,5 KCl,
1 NaH,PO4, 24 NaHCO3, 3 CaCl,, 1. 5 MgSOQOy, 10 D(+)-gliikéz. Az elvezetéseket 2/3-as rétegi
kortikalis piramissejtekbdl végeztiik, amelyeket infravords differencial interferencia kontraszt

(DIC) videomikroszkopidval vizualizaltunk. A mikropipettdkat (3-5 MQ) intracellularis oldattal
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toltottiik fel, ami (mM-ban) 126 kélium-gliikonatot, 4 KCI-t, 4 ATP-Mg-ot, 0,3 GTP-Na,-t, 10
HEPES-t, 10 foszfokreatint és 8 biocitint tartalmazott (pH 7,20; 300 mOsm). A teljes-sejt
konfiguracio kialakitasa utdn az idegsejtekbe -100 pA-t6l kezdddden ndvekvéd 800 ms-os
aramlépcsoket injektaltunk a kiiszob alatti és kiiszob feletti fesziiltségvalaszok tulajdonsagainak
méréséhez. Az apikalis dendritbe visszaterjedd akcios potencialok altal indukalt Ca”-tranziensek
vizsgalata soran az idegsejtek sejttestjébe injektalt rovid (5 ms) dramimpulzusokkal valtottunk ki

1 illetve 3 akcids potencialt.

Két-foton Ca**-képalkotis

A visszaterjedé akcios potencial altal kivaltott Ca*'-jelek jellemzéséhez végzett
kisérletekhez hasznalt intracelluldris oldat tovabba Alexa 594 hidrazid (15 uM) fluorescens
festéket, illetve Oregon Green BAPTA-1 (OGB-1, 100uM) magas affinitast Ca’"-szenzort is
tartalmazott. A whole-cell konfiguracié kialakitasat kovetéen 15-20 percig hagytuk, hogy az
idegsejt nyulvanyaiba diffundaljon az intracellularis oldat, ez utan kezdtiik meg a két-foton
képalkotést. A fluoroférokat 800 nm hulldmhosszi femtoszekundum hosszisagi Ti:zafir 1ézer
impulzusokkal gerjesztve (Mai Tai Deep See; Spectra-physics, USA) a piramissejtek dendrit
arborizaciojat lathatova tettik és a kialakult Ca®'-tranziensek altal kivéltott fény
intenzitasvaltozasait rogzitettiik (100 Hz).

A Ca*"-jelek analizisét egyedi MATLAB (The Math Works, Inc.) kodokkal végeztiik, a
Ca’"-tranziensek amplitadojat az egyes dendritikus régidkon mért 5 Ca®'-tranziens
amplitadojanak atlagaként szamoltuk. A Ca*'-tranzienseket a fluorescencia relativ valtozasaként
szamoltuk: AF/Fy = (F - Fo) / Fy, ahol Fy a stimulus el6tti alap fluoreszcencia, F €és Fy esetén is
kivontuk a hattér fluoreszcenciat. Az elvezetések utan a vizsgalt sejtekrdl Z-stack felvételeket
készitettiink, majd a felvételeken a nyulvanyokat kovetve lemértiik a vizsgalt dendrit szakaszok
sejttesttdl valo tavolsagat (ImagelJ, Simple Neurite Tracer plugin).

Farmakologiai kisérletek sordn valamennyi ioncsatorna-blokkold szert az elvezetd
oldatban feloldva extracellularisan alkalmaztunk. Kisérleteink sordn a kovetkezd farmakonokat
hasznaltuk: SNX-482 (300 nM), NNC 55-0396 dihidroklorid (100 uM), nifedipine (20 uM), ®-
conotoxin (1 uM) és CdCl, (200 uM).
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Elektrofiziologiai adatok analizise

Az elektrofizioldgiai jellemzoket 800 ms hosszisagu, -100 pA-tol 20 pA-val névekvo
aram lépcsokkel kivaltott fesziiltségvalaszokbol mértiik. Az elektrofiziologiai adatokat Fitmaster
szoftverrel (HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht) és egyedi MATLAB (The Math Works, Inc.)
kodokkal elemeztiik. A passziv membrantulajdonsagok kiszamitdsdhoz olyan sejteket
hasznaltunk, amelyek soros ellenallasa (Rs): 25,3 + 11,4 MQ (n = 457). Az akcios potencialok
jellemzoinek elemzéséhez magasabb mindségi kovetelményeket allitottunk fel, és kizartuk a 30
MQ-nal nagyobb Rs értékkel rendelkezd sejteket. Ezaltal az adathalmaz n = 331 piramissejtre
csOkkent, amelyek Rs értéke 19,2 + 6,6 MQ volt. Az életkorral Osszefiiggd biofizikai valtozadsok

analizise sordn az 1. Tablazatban 0sszefoglalt elektrofizioldgiai jellemzdket vizsgéltuk.
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Nyugalmi membranpotencial

A neuron nyugalmi membranpotencialjat kdzvetleniil a teljes sejt konfiguracio
elérése utan, aram injektalas nélkiil mértiik (ha az elvezetés soran tart6 aramot
hasznaltunk, akkor a nyugalmi membranpotencialt az injektalt aram nagysagaval
kompenzaltuk).

Bemend ellenallas

A bemend ellendllas kiszamitasahoz az 6sszes hiperpolarizal6 aram altal eléallitott
fesziiltséglépés atlagat hasznaltuk. R = V/I képlet alapjan.

Id8allandé (tau)

Az Osszes hiperpolarizald aramlépcs6 altal kivaltott fesziiltségvalaszon 0-63%-ig
mért idéallando atlaga.

Sag arany

A -100 pA aramlépcsore adott a fesziiltségvalasz (stimulus elején) mért minimum
érékének ¢és a steady-state allapotnak (amely az aramlépcsd végén 200ms atlaga
ként mért fesziiltség érték) aranya.

Reobazikus aram

Az els6 akcios potencidlt kivaltd minimalis aramlépcso értéke.

AP félszélesség

Az akcids potencial szélessége fél amplitadonal.

AP felfutési sebesség

A dV/dt maximalis értékeinek atlaga az akcios potencial kezdete és az akcids
potencial cstics kdzott a sejt minden egyes kivaltott AP-jabol

AP amplitado

Az Bsszes akcids potencial atlagos amplitudoja az AP kiiszobtol a cstcesig.

F-I meredekség

Az AP tiizelési frekvencia és az ingerintenzitas fliggvényében kapott adatokra
illesztett egyenes meredeksége.

Els6 AP latencia

Az stimulus kezdetétdl az els6 AP-ig tartd id6tartam a reobazikus dramlépcso alatt.

Adaptacio

Az egymast kovetd AP-k kozotti idotartam atlagos adaptacidja.

Rebound

-100 pA hiperpolarizal6 dram 1épcs6 utan kialakuld depolarizaciéo mértéke a
steady-state allapozhoz képest.

Rebound - Sag arany

A rebound és a sag amplitado aranya.

Atlagos AP szam

Kivaltott AP-k atlagos szama atfutasonként.

AP kiiszébpotencial

Az Gsszes fesziiltségérték atlaga az AP kiiszobnél.

AP felfutasi id6

AP kiiszobpotencialtol az AP csucsig eltelt id6.

AHP amplitado

AP-kat kovetd hiperpolarizé amplitadoinak atlagos érteke.

AHP hossz AHP minimum (0%) és az AHP 90%-anak id6tartama.
Fesziiltségérték az AP dv/dt . . i , . . o
. ., A sejtben kialakult 6sszes AP atlagos fesziiltségértéke az AP dv/dt maximumanal.
maximumanal
Sebességérték az AP dv/dt . . .
e. ?ssege'r e’ a v A sejtben kialakult 6sszes AP atlagos sebességértéke az AP dv/dt minimumanal.
minimumanal

Fesziiltségérték az AP dv/dt
minimumanal

A sejtben kialakult 6sszes AP atlagos fesziiltségértéke az AP dv/dt minimumanal.

AP csucs

Az AP-k maximalis fesziiltségértékeinek atlaga.

ISI (interspike interval)

Az egymast kovetd AP-k kozotti atlagos iddintervallum legalabb 3 AP-t tartalmazo
depolarizal6 aramlépcso alatt.

AP amplitad6 akkomodacio

Az elsé és az utolsd AP amplitidojanak kiilonbsége egy atfutason beliil.

AP félszélesség akkomodacio

Az elsO és az utolsd AP félszélességének kiilonbsége egy atfutason beliil.

AP kiisz6b akkomodacio

Az els0 és az utolsd AP kiiszob potencialjanak kiilonbsége egy atfutason beliil.

Atlagos ISI

Az egymast kdvetd AP-k kozotti id6 intervallumok atlagértéke egy atfutas soran.

AP amplitado adaptacié

Az AP amplitado atlagos valtozasa az egymast kovetd AP-k kozott.

AP félszélesség adaptaciod

Az AP félszélesség atlagos valtozasa az egymast kvetd AP-k kozott.

AP kiiszobpotencial adaptacio

Az AP kiiszobpotencial atlagos valtozasa az egymast kovetd AP-k kozott.

AHP teriilet

Az AHP integralja a minimalis értékt6l 90%-ig, trapéz modszerrel szamitva.

ADP amplitadé

Az AHP minimuma ¢és a kovetkezdé AP kiiszobértéke kozotti atlagos kiilonbség.

1. tablazat. Vizsgalt elektrofiziologiai tulajdonsagok
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Hisztologia

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetden az agyszeleteteket elokészitettiik a biocitinnel
jelolt sejtek késébbi morfoldgiai vizsgéalatdhoz. A szeleteket 4% paraformaldehidet, 15%
pikrinsavat és 1,25% glutaraldehidet tartalmaz6 0,1 M foszfatpuffer oldatban (PB, pH = 7.4)
legalabb 12 oran keresztiil 4°C-on fixaltuk. A fixalét 0,1 M PB-ben torténd tobbszori mosas
soran eltavolitottuk a szeletekrdl, majd 0,1 M PB-ben oldott 10%-0s, majd 20%-o0s szachardz
oldatba helyeztiik krioprotekcid céljabol, igy megdévva a membranszerkezetet a késdbbi
fagyasztas soran. A szeleteket rovid ideig folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd 10%-o0s
zselatinba agyaztuk és hideg foszfatpufferben tjra metszettik 70 pm vastagsagii metszetekre
(Leica VT 1000S mikrotom). A metszeteket egy ¢jszakan at 4°C-on Tris-pufferben (TBS, pH =
7,4) oldott konjugalt avidin-biotin-tormaperoxidazt (ABC; 1:100; Vector Labs) tartalmazo
oldatban inkubaltuk. Az enzimreakcio 0,05% 3'3-diaminobenzidin tetrahidrokloridot (DAB) és
0,01% H,0O, oxidaloszer alkalmazasaval valt lathatova. A metszeteket 1%-o0os OsOy4-val 0,1 M
PB-ben ut6 fixaltuk. Tobbszori desztillalt vizzel torténd mosast kovetden a metszeteket 1%-os
uranil-acetattal kezeltiik, majd felszallo alkoholsorral dehidrataltuk. A metszeteket egy ¢éjszakan
at epoxigyantaval (Durcupan, Sigma-Aldrich) infiltraltuk, végiil targylemezre helyezve 48 oran

at 56°C-on polimerizaltattuk.

Haromdimenzids fénymikroszkopos rekonstrukcio

Miutan az elektrofiziologiailag rogzitett sejteket DAB festéssel lathatova tettiik,
fénymikroszkop alatt (100x objektiv) 3D rekonstrukciokat készitettiink (Neurolucida, MBF
Bioscience, Williston, VT, USA). A rekonstrukcidok elemzését NeuroExplorer software (MBF
Bioscience, Williston, VT, USA) segitségével végeztiik. A dendritek terminalis szegmenseinek
hosszat a dendritek termindlis csticsa €és a termindlis cstcs eldtti utolsd elagazasi pont kozott
mértiik, csak olyan terminalis szakaszokat vizsgaltunk, amelyek esetében kizarhato, hogy dendrit
végzddését az agyszeletek metszése okozta volna. A dendritikus szegmenseken a dendrittiiskék
strliségét két elagazas kozotti tiiske/um értékként adtuk meg. A szegmenseken 1évo tiiske-
tipusok szazalékos aranyat az adott tlisketipus szézalékos ardnyaként szdmoltuk ki az egyes

szegmenseken 1év0 Gsszes dendrittiiske-tipusbol.

16



Statisztika

Az adatok atlag + standard deviacidként vannak bemutatva. Az adatsorok normalitasat
Lilliefors teszttel vizsgaltuk, a statisztikai analizis soran normalis eloszlasu adatsor esetén
ANOVA tesztet hasznaltunk, Bonferroni poszt-hoc teszttel, nem normadlis eloszlas esetén
Kruskal-Wallis tesztet poszt-hoc Dunn teszttel. Paros 0sszehasonlitashoz kétmintas t-tesztet vagy
Mann-Whitney tesztet hasznaltunk. A kiilonbséget akkor fogadtuk el szignifikansként, ha P <
0,05. A dobozdiagramokon bemutatott adatok esetében a dobozokok a 25, 50. (medién) és a 75.

percentilist jeldlik, az atlagot négyzet, a szorast a bajuszok jelolik.
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5. Eredmények

Eletkorfiiggo kiilonbségek a kiiszob alatti membrantulajdonsagokban

Az agyban az ¢élet soran szamos dinamikus folyamat megy végbe a korai fejlédéstol
kezdddden az idéskorra jellemz6 kognitiv leépiiléséig. Kisérleteinkben emberi sekentd idegsejtek
biofizikai tulajdonsagait vizsgaltuk whole-cell patch-clamp elvezetések soran csecsemokortol
id6skorig. A sebészeti uton eltavolitott emberi neokortikalis mintdink foként a frontalis €s
temporalis lebenyekbdl szarmaztak, tobbnyire daganatos vagy hydrocephalusos betegekbdl, de
kisebb aranyban parietdlis ¢és occipitadlis mintdkat is tartalmaz az adatsorunk. Az
elektrofiziologiai elvezetéseket 99 paciens 457 agykérgi 2/3-as réteg (L2/3) piramissejtjén
végeztilk el. Annak megerdsitésére, hogy a vizsgalt piramissejtek az L2/3-bol szarmaznak,
megmértiik a sejttest €s az L1 (agykérgi 1. réteg) hatar kozotti tavolsagot (Berg és mtsai., 2021),
a sikeresen el6hivott (36%) idegsejtek esetében, a tavolsag altagosan 129,69 pum volt az L1
hataratol. Az elvezetett idegsejteket hét korcsoportba soroltuk (Kang és mtsai., 2011; Bethlehem
¢s mtsai., 2022): csecsemd: < 1 év, kisgyermekkor: 1-6 év, gyermekkor: 7-12 év, serdiilékor: 13-
19 év, fiatal felndttkor: 20-39 év, kozépkor: 40-59 ¢év, iddskor: > 60 év (2. dbra A). Kiértékeltiik
a piramissejtek negativ, illetve pozitiv araminjekciokra adott fesziiltségvalaszait, ezekbdl
kiilonbozd kiiszobalatti és kiiszobfeletti membranpotencial tulajdonsdgokat hasonlitottunk ossze
a korcsoportok kozott. Eletkorfiiggd kiilonbségeket talaltunk a nyugalmi membranpotencial (2.
abra B, P =3,53x10®, Kruskal-Wallis teszt), a bemend ellenallas (2. abra C, P = 1,29x107'°,
Kruskal-Wallis teszt), az idéalland6 (2. dbra D, P = 1,31><10'15 , Kruskal-Wallis teszt), és a sag
aranyaban (2. abra E, P = 5.2x10™ Kruskal-Wallis teszt). A nyugalmi membranpotencial
szignifikansan pozitivabb volt az els6 életévben, mint a tobbi korcsoportban. A felndttkor elétt a
nyugalmi membranpotencial értékeiben csokkenés figyelhetd meg a korcsoportok kozott, mig a
fiatal felndttkort kovetden enyhe novekedés lathatd (csecsemd: n = 72, -60,64 = 9,86 mV;
kisgyermekkor: n = 28, -65,44 + 6,82 mV; gyermekkor: n = 45, -65,17 £+ 6,68 mV; serdiil6 kor: n
=54, -67,86 = 5,94 mV; fiatal felnéttkor: n = 89, -68,69 + 5,54 mV; kdzépkor: n = 56, -65,14 +
5,5 mV; idéskor: n =113, -67,05 = 7,86 mV) (2. abra B). A bemen¢ ellenallast, az idéallandot és
a sag aranyat a sejtek negativ (-100 pA-t6l kezddédden) aramlépcsdk altal kivaltott

membranpotencial valtozasabol mértiik. A bemend ellendllds szignifikdnsan csokken a
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gyermekkor soran (csecsemd: n =72, 257,25 + 188,06 MQ; kisgyermekkor: n = 28, 75,27 £ 37,5
MQ; gyermekkor: n = 45, 74,61 + 34,29 MQ; serdiilékor: n = 54, 64,79 + 41,82 MQ; fiatal
felnéttkor: n = 89, 70,85 £ 46,9 MQ; kozépkor: n = 56, 90,14 £+ 54,37 MQ; idéskor: n = 113,
81,14 +£ 46,36 MQ), a legnagyobb mértékii csokkenés az elso életév utan volt megfigyelhetd (P =
1,88x10°, Kruskal-Wallis teszt poszt-hoc Dunn-teszttel) (2. dbra C). A membran id6allando
szintén szignifikdnsan csokkent az idésebb csoportokban a csecsemd csoporthoz képest, az elsd
¢letév utan az idéallando atlagértékei kis mértékben valtoztak az iddsebb korban (csecsemd: n =
72, 23,88 + 14,7 ms; kisgyermekkor: n = 28, 8. 49 £+ 3,08 ms; gyermekkor: n = 45, 9,73 + 4,24
ms; serdiilokor: n = 54, 8,99 + 3,71 ms; fiatal felndttkor: n = 89, 8,76 + 6,33 ms; kozépkor: n =
56, 8,53 + 4,24 ms; iddskor: n = 113, 10,39 £ 6,63 ms) (2. abra D). Negativ aramlépcsé (-100
pA) altal kivaltott fesziiltségvaltozas maximalis kitérése €s a steady-state membranpotencial
aranya (sag-arany) szignifikdnsan magasabb iddskorban, mint a korabbi korcsopotokban
(csecsemd: n = 72, 0,079 + 0,87; kisgyermekkor: n = 28, 0,075 £ 0,058; gyermekkor: n = 45,
0,082 + 0,092; serdiilokor: n = 54, 0,086 = 0,076; fiatal feln6ttkor: n = 89, 0,09 + 0,084;
koézépkor: n =56, 0,092 + 0,073; idéskor: n =113, 0,12 £ 0,1) (2. abra E).
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2. abra: Az idegsejtek kiiszob alatti tulajdonsagainak életszakaszok kozotti kiilonbségei

A: A vizsgélt korcsoportok illusztracidja. B-E: A  dobozdiagramok a nyugalmi
membranpotencial (B), a bemend ellenélldas (C), az idéallando (D) és a sag aranyanak (E)
kiilonbségeit mutatjak be a korcsoportok kozott. (B) A beszurt abran egy -100 pA nagysagu
aramlépcsore adott reprezentativ fesziiltségvalaszok lathatdéak az egyes csoportokbdl. Skala: 5
mV; 20 ms. A csillagok a szignifikancia szintjét jelzik (Kruskal-Wallis teszt poszt-hoc Dunn-
teszttel, * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).

Korcsoportok kozotti kiillonbségek az akcios potencial kinetikajaban

Az akcioés potencidlok kivaltdséhoz 20 pA-val novekvd pozitiv aramlépcsdket
injektaltunk a sejtekbe, és kiillonbozd aktiv membrantulajdonsadgokat vizsgaltunk, 331 megfeleld
elektrofiziologiai mindségii (ldsd Anyagok és Mddszerek cimil részt) elvezetésbdl. A csecsemd
csoport kiilonbozik leginkdbb a tobbi korcsoporttol a vizsgalt paraméterekben (reobazis: P =
8,71x10™"%, AP félszélesség: P = 9,57x107%°, AP felfutdsi sebesség: P = 1,63x107'%, AP
amplitadé: P =2,24x10™"!, Kruskal-Wallis teszt), azonban més tendenciak is megfigyelhetéek az
¢letkor eldrehaladtaval. A kortikalis piramissejtek nyugalmi membranpotencialja felnéttkorig
egyre hiperpolarizaltabba majd a felndéttkor soran kissé depolarizaltabba valik, ezt a valtozast

koveti az AP-t kivéltani képes legkisebb aram 1€pcsd értéke, a reobdzis aram is, ami a korai

20



¢letszakaszban szignifikansan alacsonyabb, mint serdiilokorban (csecsemd: n = 51, 104,51 +
103,18 pA, kisgyermekkor: n =21, 218,1 + 123,27 pA, gyermekkor: n = 25, 252,8 + 131,17 pA,
serdiilokor: n =45, 306,22 + 147,21 pA, fiatal felndttkor: n = 63, 262,9 + 148,06 pA, kdzépkor: n
=43, 219,07 £ 145,52 pA, iddskor: n = 83, 207,71 = 107,83 pA; csecsemOkor vs. serdiilokor P =
4,15x107", Kruskal-Wallis teszt poszt-hoc Dunn-teszttel). A gyermekkor soran a reobézis
novekedett, és a serdiilokorban érte el a maximalis értékeit, majd a felndttkor eldrehaladtaval
szignifikansan alacsonyabb értékekre csokkent (serdiilokor vs. idéskor, P = 5,23X10'4, Kruskal-
Wallis teszt poszt-hoc Dunn-teszttel, 3. dbra A). Az akcids potencidl (AP) félszélesség csokkend
tendenciat mutat az életkor fliggvényében (3. abra B), jelentds kiilonbségekkel a gyermek és
felndttkor kozott (csecsemd: n = 51, 1,68 + 0,71 ms; kisgyermekkor: n = 21, 0,84 + 0,15 ms;
gyermekkor: n = 25, 0,88 & 0,24 ms; serdiilokor: n =45, 0,78 + 0,22 ms; fiatal felnéttkor: n = 63,
0,76 £ 0,27 ms; kozépkor: n =43, 0,62 £ 0,17 ms; idéskor: n = 83, 0,74 + 0,38 ms). Az akcids
potencialok felfutdsi sebessége szignifikdnsan lassabb a csecsemd piramissejtek esetében, mint
barmely mas életkorban (csecsemd: n = 51, 247,43 + 127,27 mV/ms; kisgyermekkor: n = 21,
413,68 £ 97,11 mV/ms; gyermekkor: n = 25, 434,75 + 78,32 mV/ms; serdiilokor: n = 45, 424,69
+ 87,58; fiatal felndttkor: n = 63, 418,49 + 110,33 mV/ms; kézépkor: n = 43, 419,15 + 129,29
mV/ms; idéskor: n = 83, 379,22 + 118,45 mV/ms) (3. abra C). A kivaltott AP-k amplitidoja
szintén ¢életkorfiiggd kiillonbségeket mutatott; az elsd életévben az AP-k amplitaddja
szignifikdnsan alacsonyabb, mint a tobbi korcsoportban. Felndttkorban a korral szignifikdns
csokkenés volt megfigyelhetd (csecsemd: n = 51, 74,62 + 13,4 mV; kisgyermekkor: n = 21,90 +
5,23 mV; gyermekkor: n = 25, 88,82 + 6,35 mV; serdiilékor: n = 45, 86,31 £ 7,36 mV; fiatal
felndttkor: n = 63, 88,81 £ 8,52 mV; kozépkor: n =43, 87,28 + 10,77 mV; idéskor: n = 83, 82,02
+ 8,49 mV) (3. dbra D). A vizsgalt elektrofizioldgiai paraméterek alapjan a csecsemdkorbodl
szarmazo piramissejtek jelentdsen elkiiloniiltek a tovabbi korcsoportoktol, ez lathatd a dimenzio-

redukcids modszerrel késziilt UMAP-projekcion (3. dbra F).
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3. abra: Eletkorral kapcsolatos kiilonbségek az akciés potencial kinetikajaban

*m

-
-

A-D: A reobdzis (A), az akcios potencidl félszélessége (B), az akcios potencial felfutasi ideje (C)
¢s az akcids potencial amplitadoja (D) kozotti kiilonbségeket bemutatd dobozdiagramok az
egyes korcsoportok kozott. A csillagok a statisztikai kiilonbség szignifikancia szintjét jelzik
(Kruskal-Wallis teszt, poszt hoc Dunn teszttel * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001). E: Az
akciospotencialok kezdetéhez igazitott reprezentativ AP-k az egyes korcsoportokbol (skéla: x
tengely: 1 ms, y tengely: 20 mV) (fent) és a reprezentativ AP-k fazisplotjai (skdla: x tengely: 10
mV, y tengely: 100 mV/ms) (lent). F: 32 (1. tablazat) (fent) és az eddig bemutatott 8 (nyugalmi
Vm, bemend ellenallas, tau, sag arany, reobazis, AP félszélesség, AP felfutas és AP amplitido)
(lent) elektrofiziologiai tulajdonsdg UMAP dbrazolasa 331 agykérgi L2/3 piramissejt
adatpontjaival, a megfeleld korcsoportok szerint szinezve.

Az elézdekben bemutatott (2. és 3. abra) elektrofiziologiai jellemzdok esetében a
csecsemd korcsoportban jelentds szoras figyelhetd meg, ennek a variancidnak a hatterében a
korai élet sordn végbemend gyors fejlodés allhat. A csecsemOkor elsd, illetve masodik felében
szignifikans kiilonbségek figyelhetdek meg, amelyek az életkor eldrehaladtaval bekovetkezo

valtozasok tendencidjat kovetik mind a kiiszobalatti és kiiszobfeletti biofizikai jellemzok
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esetében is (4. abra). A nyugalmi membranpotencial a fél évesnél idosebb paciensek esetén
szignifikansan hiperpolarizaltabb (P = 7,05x10'°, két mintas t-teszt) (4. dbra A). A bemend
ellenallas (4. abra B) és az iddallando (4. dbra C) az elso €letév soran szignifikansan alacsonyabb
(bemend ellenallas: P = 9,8x10™'%, id8allando: P = 4,22x107'2, két mintés t-teszt). A sag ardnya a
csecsemokor masodik felére szignifikansan megemelkedik (4. abra D) (P = 0,015, Mann-
Whitney teszt). Az elsO életév masodik felében az AP-k kivaltasahoz szignifikansan magasabb
araminjekeié sziikséges (P = 3,07x10”, Mann-Whitney teszt) (4. abra E). Az akcids potencialok
kinetikdja is jelentdsen megvaltozik a csecsemOkor alatt, az AP-k gyorsabba valnak, a
félszélességiik csokken (P = 2,1x% 107, Mann-Whitney teszt) (4. dbra F), a felfutasi sebességiik (P
=2,49x107, Mann-Whitney teszt) (4. abra G) és az amplitidojuk megnd (P = 2,73x 10”7, Mann-
Whitney teszt) (4. abra H).
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4. abra: Elektrofiziologiai kiillonbségek az elso életévben

A-D: A passziv tulajdonsagok, nyugalmi membranpotencial (A), bemend ellenéllas (B), tau (C)
¢s sag arany (D) kiilonbségeit bemutaté dobozdiagramok a csecsemd korcsoporton beliil (* P <
0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, kétmintas t-proba (A, B, C) vagy Mann-Whitney teszt (D)). E-
H: Kiilonbségek az akcios potencidl kinetikajaban, a reobazisban (E), az AP félszélességében
(F), az AP felfutasi sebességben (G) és az AP amplitidoban (H) az els6 életév elsé és masodik
felébdl szarmazo sejtek kozott. A csillagok szignifikanciat jeleznek (Mann-Whitney teszt, * P <
0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001).
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A tiizelési mintazat korfiiggé kiillonbségei

Az egyes akcios potencialok jellemz6i mellett megvizsgaltuk az AP-k tlizelési mintazatat
a kiilonboz6 korcsoportokba tartozo idegsejtekben, amelyeket hosszan tartd pozitiv d&ramlépcsok
injektalasa alatt kialakuld6 AP-k sorozatai alapjan mértiink meg (5. abra A). A vizsgalt neuronok
¢s az araminjekcid nagysaga kozotti 6sszefliggés meredeksége (F-I meredekség) nem mutatott
szignifikans kiilonbséget az egyes korcsoportok kozott (P = 0,055, Kruskal-Wallis teszt;
csecsemd: n =51, 0,14 £ 0,14 Hz/pA; kisgyermekkor: n =21, 0,15 + 0,066 Hz/pA; gyermekkor:
n =25, 0,14 + 0,07 Hz/pA; serdiil6kor: n = 45, 0,14 + 0,14 Hz/pA; fiatal felndttkor: n = 63, 0,13
+ 0,08 Hz/pA; kozépkor: n =43, 0,18 £ 0,11 Hz/pA; idéskor: n =83, 0,16 = 0,12 Hz/pA) (5. dbra
B). Eletkorral osszefiiggd kiilonbséget figyelhettink meg az elsé AP latenciajaban, amely a
reobazikus aramlépcsd soran az elsé AP kialakuldsaig eltelt id6 (csecsemd: n = 51, 161,26 +
76,81 ms; kisgyermekkor: n = 21, 121,36 + 76,88 ms; gyermekkor: n = 25, 115,29 + 81,27 ms;
serdiilokor: n =45, 136,69 + 109,78; fiatal felndttkor: n = 63, 132,42 + 84,68; kdzépkor: n = 43,
140,61 + 143,43; iddéskor: n = 83, 106,39 + 52,31 ms). Az elsd AP latenciija szignifikdnsan
magasabb a csecsemdkor soran, mint az sszes tobbi korcsoportban (P = 7,67x10, Kruskal-
Wallis teszt), ez a kiilonbség a legiddsebb korcsoporttal Gsszevetve a legkifejezettebb (P =
8,41x10°, Kruskal-Wallis teszt post-hoc Dunn-teszttel) (5. dbra C). Az azonos aramlépcsore
kialakult AP-k frekvencidjanak adaptacioja szintén kiilonbséget mutatott (P = 0,032, Kruskal-
Wallis teszt) a 13 évesnél fiatalabb és annal 1d6sebb betegek csoportjai kozott. A legalacsonyabb
adaptacios értékeket kisgyermekkorban talaltuk (csecsemd: n = 51, 0,1 £ 0,087; kisgyermekkor:
n =21, 0,061 £ 0,062; gyermekkor: n = 25, 0,068 + 0,06; serdiilékor: n = 44, 0,105 £ 0,1; fiatal
felnéttkor: n = 63, 0,119 + 0,118; kdzépkor: n =43, 0,114 £+ 0,153; idéskor: n = 83, 0,12 + 0,1)
(5. abra D).
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5. abra: Az AP tiizelési mintazatanak életkor fiiggése

A: Reprezentativ membranpotencial-valaszok egy 800 ms hosszu reobdzikus (kbzépen), és egy
annal magasabb araminjekciokra (alul). A korcsoportoknak megfeleléen szinezve (balrél jobbra:
csecsemo, kisgyermekkor, gyermekkor, serdiilokor, fiatal felndttkor, kdzépkor, iddskor). Skala
fent: 1ms, 100 pA, lent: 1 ms, 20 mV. B-D: Dobozdiagramokkal abrazolva a korcsoportok
kozotti valtozasokat az F-I meredekségben (B), az elsé AP latenciaban (C) ¢és az AP-k

crer

hoc Dunn teszttel * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).

Az emberi agykérgi szupragranularis piramissejtjeinek morfologiai jellemzoi az élet

kiillonb6zo szakaszaiban

A korcsoportok kozotti  esetleges morfologiai  kiillonbségek vizsgalatdhoz az
elektrofiziologiai elvezetések soran biocitinnel toltottiik fel a vizsgalt piramissejteket, amelyeket
ezt kovezden fénymikroszkép alatt is lathatova tudtunk tenni. Csak olyan neuronokat
hasznaltunk fel az analizis sordn, amelyek megkozelitdleg teljes dendrit-arborizacioval
rendelkeztek. 63 piramissejt teljes dendritfajanak 3D rekonstrukcidjat készitettiik el 0 és 73 éves
kor kozotti péciensekbdl szarmazd mintdkbol (csecsemdé n = 7, kisgyermekkor n = 8§,
gyermekkor n = 11, serdiilékor n = 11, fiatal felnéttkor n = 9, kdzépkor n = 9, idéskor n = 8)

(6.4bra).
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6. abra: A vizsgalt human L2/3 piramissejtek 3D rekonstrukcioi

A vizsgéltainkban felhaszndlt 63 szupragranularis piramissejtrél késziilt rekonstrukciok a
kiilonb6z6 korcsoportokbdl csecsemd (n = 7), kisgyermekkori (n = 8), gyermekkori (n = 11),
serdiilokori (n = 11), fiatal felndttkori (n = 9), kdzépkoru (n = 9) és iddskori (n = 8) betegekbdl.
A piramis sejtek szinezése megegyezik a korcsoportok szinkddjaival.
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Nem taldltunk szignifikans valtozast a teljes dendrit hosszusagban (P = 0,37, Kruskal-
Wallis teszt; csecsemd: 6,74 + 2,56 mm; kisgyermekkor: 8,5 = 4,56 mm; gyermekkor: 6,62 +
2,29 mm; serdiilokor: 9,27 + 4,82 mm; fiatal felnéttkor: 6,76 = 2,9 mm; kdzépkor: 8,7 + 2,7 mm;
idéskor: 8,96 + 3,22 mm) (7. dbra B), az apikdlis dendrit-hosszban (P = 0,6, Kruskal-Wallis
teszt; csecsemd: 3,77 £ 1,24 mm; kisgyermekkor: 4,57 + 2,42 mm; gyermekkor: 3,78 + 1,14
mm; serdiilokor: 5,24 + 2,51 mm; fiatal felnéttkor: 3,88 £ 1,8 mm; kézépkor: 4,52 + 1,63 mm;
id6skor: 4,65 + 1,25 mm) (7. dbra C), vagy a bazalis dendrit hosszusagaban (P = 0,28, Kruskal-
Wallis teszt; csecsemd: 2,97 + 1,63 mm; kisgyermekkor: 3,93 + 2,74 mm; gyermekkor: 2,84 +
1,33 mm; serdiilokor: 4,04 + 2,44 mm,; fiatal felndttkor: 2,88 + 1,27 mm; kdzépkor: 4,18 + 1,35
mm: iddskor: 4,31 + 2,13 mm) (7. abra D) a kiilonb6zo életkorok kozott. A dendritikus
komplexitas felméréséhez megvizsgaltuk a dendritikus elagazasok teljes szamat, és nem
talaltunk kor-fiiggd valtozasokat (P = 0,18, Kruskal-Wallis teszt; csecsemd: 37,43 + 23,58;
kisgyermekkor: 40,88 + 20,54; gyermekkor: 35,36 £ 12,07; serdiilokor: 48,36 + 24,23; fiatal
felnodttkor: 32,11 + 12,38; kozépkor: 47,33 + 15,57; idoskor: 48,38 + 16,47) (7. abra E). A
rekonstrudlt idegsejtek korcsoportok kozotti dendrit arborizacid nagysagaban sem taldltunk
szignifikans kiillonbségeket, ha a maximalis horizontdlis (P = 0,64, Kruskal-Wallis teszt;
csecsemd: 403,33 + 118,55 pum; kisgyermekkor: 455,24 + 114,42 um; gyermekkor: 417,2 + 98,1
um; serdiildkor: 472,2 + 104,51 pum; fiatal felndttkor: 4483 £ 75,94 um; koézépkor: 393,7 +
90,29 pum; iddskor 420,93 + 77,49 um) (7. abra F) vagy a vertikalis (P = 0.51, Kruskal-Wallis
teszt; csecsemokor: 498,12 + 87,85 um; kisgyermekkor: 521,2 + 102,88 um; gyermekkor: 463,83
+ 94,63; serdiilékor: 529,58 + 129,28 um; fiatal felnéttkor: 447,41 + 114,17 pum; kozépkor:
488,02 + 81,02 um; iddskor: 490,45 + 100,53 pum) (7. dbra G) kiterjedését hasonlitottuk Ossze.
Szignifikans kiilonbségeket talaltunk az apikalis dendritek terminalis szegmenseinek atlagos
hosszdban (P = 0,033, Kruskal-Wallis teszt; csecsemd: 182,42 + 48,17 um; kisgyermekkor:
204,83 + 49,62 um; gyermekkor: 162,47 + 21,5; serdiilékor: 189,59 + 42,54 pm; fiatal
felnéttkor: 199,68 + 36,2 um; kdzépkor: 151,23 £ 23,3 um; idéskor: 174,62 = 36,76 um) (7. abra
H), viszont a bazalis dendritfa esetén nem (P = 0,85, Kruskal-Wallis teszt; csecsemdkor: 142,54
+ 32,43 um; kisgyermekkor: 142,69 + 30,31 um; gyermekkor: 138,7 + 31,22 pum; serdiilokor:
150,32 £ 26,09 um; fiatal felnéttkor: 155,29 + 32,15 um; koézépkor: 131,6 + 30,44 um; idéskor:
148,96 + 38,42 um) (7. abra I) a korcsoportok dsszehasonlitdsa soran.
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7. abra: A human L2/3 piramissejtjeinek morfologiai jellemzoi az élet kiilonb6z6
szakaszaiban

A: Reprezentativ rekonstrukciok a vizsgalt szupragranularis piramissejtekrél a kiilonb6zo
korcsoportokbol (balrél jobbra) csecsemd (n = 7), kisgyermekkori (n = 8), gyermekkori (n = 11),
serdiilékori (n = 11), fiatal feln6ttkori (n = 9), kdzépkoru (n = 9) és idéskori (n = 8) betegekbdl.
B-I: A dobozdiagramok az Osszes rekonstrualt sejt Osszesitett adatait mutatjak (6. abra) a teljes
dendrit hossz (B), az apikalis dendrit hossztsag (C), a teljes bazalis dendritikus hossztsag (D),
az apikadlis és bazdlis dendriteken 1€év6 elagazasok teljes szama (E), a dendritek maximalis
horizontalis (F) és maximalis vertikalis (G) kiterjedése, az apikalis (H) €s bazalis (I) terminalis
dendritikus szegmensek atlagos hossza. A csillagok a statisztikai szignifikanciat jelzik (Kruskal-
Wallis teszt, poszt hoc Dunn teszttel * P < 0,05, ** P <0,01).
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A dendritikus tliskék eloszlasanak elemzéséhez minden egyes dendrittiiskét
azonositottunk és megjeldltiink hat 3D-ben teljesen rekonstrualt sejten. A vizsgalataink soran egy
csecsem6bol (83 napos, n = 3 piramissejt) €s harom iddskoru (64,3 + 2,08 éves, n = 3
piramissejt) betegekbdl szarmazo piramissejtek dendrittiiske stiriségét hasonlitottuk Gssze. Azt
talaltuk, hogy nagyobb volt a tiiske-denzitas a teljes dendritarborizacion (P =7,57x10™*°, Mann-
Whitney-teszt), illetve mind az apikalis (P = 2,02x10>', Mann-Whitney teszt), mind a bazalis (P
= 3,8x10™'%, Mann-Whitney teszt) dendritek tiiske-sirlisége magasabb volt a csecsemd mintabol
szarmaz6 piramissejteken, mint az iddskori piramissejteken (8. abra B). Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk az egyes dendrittiiske tipusok -eloszlasanak ¢életkor fiiggését a tliskéket
morfologiai jellemz6ik alapjan kiilonbozdé fenotipusokba soroltuk: gomba alakt, vékony,
filopodium, elagazo és tonkszer tliskére (8. dbra D-H). A nagy tiiskefejjel rendelkezé tiiskéket
gomba alakunak, a kis fejjel rendelkezd tiiskéket vékonynak, a hosszi nyulvanyokat pedig
filopodidlis tliskeként osztalyoztuk. Azokat, amelyeknek nem volt nyeliikk, a tonkszerii
kategoridba soroltuk, azokat a tiiskéket, amelyek két fejjel rendelkeztek, amik ugyanabbodl a
pontbdl eredtek, elagazo tiiskeként kategorizaltuk (8. abra D-H) (Luebke 2015). A dendrittiiskék
tipusainak elemzésbe csak olyan dendritikus tiiskéket vontunk be, amelyek teljes egészében
lathatéak voltak, ha a tipusa nem volt megallapithatd, akkor csak a teljes tiiske denzitas
szamitasahoz hasznaltuk fel az adott tiiskéket. A tiiske tipusok megoszlésa eltérd a két korcsoport
kozott. A gomba tipustiak nagyobb aranyban vannak jelen idéskorban mind az apikélis agakon
(P = 4,4x10”°, Mann-Whitney-teszt), mind a bazalis nyalvanyok esetében (P = 9,04x10®, Mann-
Whitney teszt) (8. dbra D, I). Ezzel szemben a vékony, illetve filopddium tipusa tiiskék
szignifikdnsan nagyobb szdmban vannak jelen a 83 napos idegsejtek apikalis (8. abra E-F)
(vékony tiiskék: P = 7,64x10"; filopédialis: P = 1,11x107°, Mann-Whitney teszt) és bazalis
(vékony tiiskék: P = 2,46x10%; filopodium: P = 2,14x10"2, Mann-Whitney teszt) (8. abra J-K)
dendritikus szakaszain. A csecsemdbdl szarmazé sejt szegmentumain szignifikdnsan magasabb
az elagaz¢ tiiskék aranya (apikalis dendrit: P = 1,63X10'“; bazalis dendrit: P = 8,9x107, Mann-
Whitney teszt) (8. abra G, I), amelyek szerény szdmban vannak jelen mindkét sejt esetében. Az
1d6sebb piramissejteken gyakrabban fordultak eld tonkszerti tiiskék, akar az apikalis (P =
7,19%107, Mann-Whitney-teszt), akar a bazalis (P = 6,97X10'9, Mann-Whitney teszt)

nyulvanyokon (8. dbra H, M). A dendrit 4gakon a tiiskék szdma a szegmensek rendjével nétt,
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fliggetleniil a morfoldgiai tipusatdl, és minden altipus esetében taldltunk szignifikéns

kiilonbségeket a két korcsoport dendritikus szegmensei kozott (8. abra D-H).
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8. abra: Dendrittiiskék szamanak 6sszehasonlitasa a csecsemo és az idoskori korcsoportok

piramissejei kozott

A: Emberi L2/3 piramissejtek anatomiai 3D rekonstrukcidja csecsemd (balra) és iddskori
(jobbra) korcsoportbol. A hisztogram (kozépen) a dendritikus tiiskék eloszlasat mutatja a
szomatol valo tavolsaguk szerint a két sejt apikalis és bazalis dendritjein. B: Dobozdiagramok az
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apikalis (fent) és bazalis (lent) dendritek tiiskestiriségének kiilonbségeit mutatjdk be n = 3
csecsemo (kék) és n = 3 iddskori (piros) L.2/3 piramissejtek kozott. C: A dendritikus tiiskék
stiriiségének atlagos eloszlasat bemutaté grafikonok a dendritikus szegmens rendjének
fliggvényében, kékkel a csecsemd és pirossal iddskori csoport apikalis (fent) és bazalis (lent)
dendritjein. D-H: Az 4brak a gomba (D), vékony (E), filopddium (F), elagazé (G) és tonkszerii
(H) dendrittiiske tipusok eloszlasat mutatjak csecsemd (kék) és idds (piros) piramissejtek apikalis
dendritjein. Fent, a vizsgélt tiiske-tipusok sematikus &brdzolasa és reprezentativ képei lathatok.
Kozépen a tiiske-tipusok korfliggd eloszlasa, alul pedig a tiiskék eloszlasa a dendritikus
szegmens rendjének fliggvényében. A csillagok szignifikanciat jeleznek (* P < 0,05, ** P < 0,01,
4% P <0,001 Mann-Whitney teszt). I-M: Ugyanaz, mint D-H, de a bazalis dendriteken.

Szomatikus akciés potencial altal indukalt Ca**-tranziensek amplitiidé-eloszlasa az apikalis

dendrit mentén

A szomatikusan kivaltott akcids potencidlok a dendritikus 4dgakon keresztiil visszafelé
terjedve szinte a teljes dendrithossz mentén fesziiltség-kapuzott Ca®" csatorndkat aktivalnak. A
visszaterjedd6 AP-k fontos szerepet jatszanak a szinaptikus plaszticitdsban, a dendritiek
ingerlékenységének modulalasaban, az intracellularis Ca*"-koncentracié megemelésével az
intracellularis Ca”*"-raktarak helyreallitisaban, valamint el8segitik a neuronok burst tipusu
tiizelését (Lemon és Turner, 2000). A bAP-k altal kivaltott Ca**-tranziensek térbeli profiljat 1.2/3
piramissejteken ragcsadlokban mar jellemezték (Waters és mtsai., 2003), de a human
neokortikalis piramissejtek dendritikus jelfeldolgozéasa kevéssé ismert. A szomatikus AP altal
indukalt Ca2+—jelek eloszlasdnak vizsgéalatdhoz kisérleteinkben emberi agykérgi L2/3-as
piramissejtek apikalis dendritjeit vizsgaltuk akut agyszeletekben, egyidejli szomatikus
egészsejtes pach-clamp stimuldciot és két-foton Ca®’-képalkotast (100 Hz) végezve. Az
idegsejteket Oregon Green BAPTA - 1 (OGB-1, 100 pM) nagy affinitasu Ca®'-szenzorral és
Alexa Fluor 594 (15 uM) fluoroférral toltottiik fel a patch-clamp mikropipettan keresztiil,
amellyel a sejt nyGlvanyait tettiik lathatova (9. abra A). A Ca®’-tranziensek térbeli profiljanak
jellemzéséhez az apikalis dendriten haladva tobb ponton mértik a Ca®’-jelek amplitudojat,
mikozben egy vagy harom bAP-t idéztiink elé rovid aramimpulzusok (5 ms) szoéméba
injektalasaval (9. dbra A). Minden dendritikus régié esetén szignifikdnsan magasabbak voltak a

harom bAP 4ltal el8idézett Ca®-tranziensek, mint az egyetlen bAP altal indukaltak. Atlagosan
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kétszer nagyobb volt a Ca®’-jelek amplitiddja 3 AP esetén, mint az 1 AP altal kivaltott
tranziensek soran (1 AP: 36,42 + 9,93%,; 3 AP: 88,96 + 2,6%; P = 9,57><10'5, Wilcoxon signed
ranks teszt) (9. abra C). A kialakult szignalok amplitido-eloszlasa a sejttesttdl valod tavolsag
fliggvényében azonban nem valtozott, fiiggetleniil a kivaltott AP-k szamatol. A bAP indukalt
tranziensek a sejttest kozelében kis amplitadojiak, azonban a szomatdl tivolodva a Ca®'-
szignalok nagysaga n6, a szomatdl 50-100 um kozotti tavolsagban éri el a maximum értékeit
majd az apikalis dendriten tovabb haladva disztélis irdnyban a tranziensek amplitudoja csokkenni
kezd (9. abra B). Az altalunk bemutatott amplituidd eloszlas hasonldé a ragesaldo L2/3
piramissejtekre (Waters és mtsai., 2003) illetve a kortikalis szabalyosan tiizeld interneuronokra

jellemz6 Ca*jel térbeli profiljahoz (Cho és mtsai., 2010).
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9. abra: Szomatikus akcios potencial altal kivaltott Ca’"-tranziensek amplitudo-eloszlasa az
apikalis dendrit mentén

A: Két-foton kép egy emberi neokortikalis L2/3 piramissejtrol, amely OBG-1 és Alexa 594
fluoroférokkal van feltdltve. Reprezentativ Ca*'-tranziensek az apikalis dendrit mentén, a
vizszintes vonalakkal jelzett régiokrol, amelyeket 1 AP (fekete) vagy 3 AP (100 Hz, piros)
idézett eld (skala: x tengely: 200 ms, y tengely: 50 mV / 50%). B: A Ca®'-tranziensek
amplitddoinak térbeli profilja a sejttesttdl vald dendritikus tdvolsag fliggvényében, amelyet egy
bAP (fent, fekete) vagy harom bAP (lent, piros) idézett eld. C: Az egy vagy harom AP Aaltal
kivaltott Ca*"-jelek amplitidoinak 6sszehasonlitasa (Wilcoxon signed ranks test *** P < 0,001).

Ca’*-csatorna altipusok hozzajarulasa a Ca2+-j elek amplituddjahoz az apikalis dendritben

A kiilonbozé Ca®'-csatorna altipusok Ca®'-jelekhez valod hozzajarulasanak vizsgalata
érdekében a nem specifikus CdCl, VGCC blokkold mellett szelektiv csatorna antagonistak
alkalmazaséaval vizsgaltuk az N-, L-, T- és R-tipusut VGCC-ket. Mindegyik fesziiltség-aktivalta
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Ca”'-csatorna antagonista szignifikinsan csokkentette (CdCl: P = 1,83x10°; SNX 482: P =
1,49><10'6, Wilcoxon signed ranks teszt; NNC 55-0396 P = 2,88><10'9, paros mintas t-test;
Nifedipine: P = 5,52x10*, Wilcoxon signed ranks teszt; - Conotoxin: P = 9,41 x10°°, Wilcoxon
signed ranks teszt) a kialakult Ca*'-tranziensek amplituddjat a kontrollhoz képest az azonos
dendritikus régiokon. Tovabba megvizsgaltuk a csatorna tipusok régid-specifikus hozzajarulasat
a Ca’’-jelek amplitadéjahoz az apikalis dendrit proximalis (szomatél 0 - 50 um tavolsagban),
medidlis (szo6matol 50-100 pm-re) €s disztalis (szoématoél 100 pm-nél tavolabb) szakaszain (10.
abra). A VGCC CdCl,-dal (200 uM) valé gatlasa esetén a Ca’'~jelek szignifikans csokkenését
tapasztaltuk az apikalis dendritek proximalis (P = 1,66x107, Wilcoxon signed ranks teszt,
control: 54,95 + 25,72%, CdCl,: 15,88 £ 9,51%) ¢és medialis szakaszain (P = 1,66><10'3,
Wilcoxon signed ranks teszt, kontroll: 54,56 = 31,3%, CdCl,: 19,02 + 14,43%) (10. dbra A). Az
R-tipustt VGCC-k blokkolasa az elvezetd oldatban alkalmazott SNX 482-vel (300 nM, n = 3) a
Ca®"-jelek szignifikans csokkenését okozta a proximalis (P = 0,014, Wilcoxon signed ranks teszt
kontroll: 47,22 + 14,56%, SNX 482: 37,44 £+ 14,05%) és medialis (P = 2,8><10'6, paros mintas t-
proba, kontroll: 55,14 £ 17,59%, SNX 482: 39,16 + 17,37%) szegmensek esetén, de a disztalis
régiokban nem (P = 0,15, Wilcoxon signed ranks test, kontroll: 27,87 £+ 12,44%, SNX 482: 24,02
+ 8,03%) (10. abra B). A T-tipusu Ca’"-csatorna blokkol6 NNC 55-0396 (100 uM, n = 4)
alkalmazésa a tranziensek szignifikans csokkenését eredményezte minden dendritikus régidban
(proximalis: P = 1,78X10‘3 , Wilcoxon signed ranks teszt, kontroll: 57,43 + 17,38%, NNC 55-
0396: 44,94 + 14,46%; medialis: P = 3><10'3, Wilcoxon signed ranks teszt, kontroll: 77,74 +
22,27%, NNC 55-0396: 62,28 + 13%,; disztalis: P = 8,79><10'4, paros mintas t-proba, kontroll:
63,13 + 25,84%, NNC 55-0396: 47,21 + 19,83%) (10. dbra C). Az L-tipusu VGCC antagonista
Nifedipine (20 uM, n = 5) a sejttesttdl 100 pum-nél kozelebbi dendrit szakaszokon csokkentette a
Ca*'-tranziesek amplitadojat (proximalis: P = 5,8x107, paros mintas t-proba, kontroll: 44,57 +
18,28%, nifedipine: 33,72 £ 10,7%; medialis: P = 0,023, Wilcoxon signed ranks test, kontroll:
67,62 £ 20,08%, nifedipine: 52,25 + 15,32%) (10. abra D). Az N-tipusi VGCC-k szelektiv
blokkolasdhoz ®w-Conotoxint (1uM, n = 2) adtunk az elvezetd oldathoz, ebben az esetben is az
apikalis dendrit proximalis (P = 0,008, Wilcoxon signed ranks teszt, kontroll: 83,89 + 15,54%,
o-Conotoxin: 60,27 + 11,04%) és medidlis (P = 0,014, Wilcoxon signed ranks teszt, kontroll:
98,56 £ 15,02%, w-Conotoxin: 62,96 + 11,4%) részén tapasztaltunk csokkenést a fluoreszcens

szignalban (10. dbra E).
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10. abra: Specifikus VGCC blokkolék hatasa a Kivaltott Ca*-jelekre Kiilonboz6
dendritikus régiokban

A: Egy sematikus ¢€s egy két-fotonos kép egy emberi L2/3 piramissejtrdl, a proximalis, medialis
és disztalis dendrit régiokat abrazolva. Kzépen reprezentativ Ca® -szignalok a piros horizontalis
vonallal jelolt dendritikus régiokrdl (fekete: kontroll, piros: CdCl, bemosésa utan rogzitett jelek).
Jobb oldalon az oszlopdiagramok az CdCl, blokkol6 hatasat mutatjak be fentrdl lefelé a disztalis,
medidlis és proximadlis apikdlis dendrit szakaszokon. B-E: Hasonléan az (A) dbrdhoz a bal
oldalon reprezentativ Ca”'-tranziensek, a jobb oldalon SNX 482 (B), NNC 55-0396 (C),
nifedipine (D) és w-Conotoxin (E) hatasa a tranziensek amplitidojara (fentrdl lefelé) a disztalis,
medidlis €és proximalis dendrit szakaszokon (skala: x tengely: 100ms, y tengely: 20%) (Wilcoxon
signed ranks teszt: * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).
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A Ca**-tranziensek amplitidoéinak térbeli profilja az elsédleges és a leagazé apikalis

dendriteken

Kisérleteinkben még a sejttesttdl 270 um tavolsagban is képesek voltunk egyetlen bAP
altal kivaltott Ca®’-jelet detektalni. A vizsgalt n = 36 huméan agykérgi L2/3 piramissejt (pia
mater-t6l valo tavolsag: 397,76 £ 92,87 um) alapjan nem-linedris térbeli eloszlast figyelhetliink
meg a bAP-indukalt tranziensek nagysagaban, amelyek a sejttest kozelében kis amplitadojuak, a
szomatdl tavolodva a Ca*'-jelek amplitadoja novekszik, majd a maximum érték elérése utan
ismét csokkend amplitadoju jelek tapasztalhatoak (11. dbra B) (P = 2,09x10™7, Kruskal-Wallis
poszt-hoc Dunn-teszttel) (11. abra C). A piramissejtek elsddleges, vagyis a szomat elhagyo
vastag dendrit és a vékonyabb elagazasokat alkot6 leagazé dendriteken mérhet$ Ca* -tranziensek
amplitadéinak térbeli eloszlasa hasonld. A ledgazoé dendriteken mért Ca® tranziensek térbeli
eloszlasa (P = 6,89x10”, Kruskal-Wallis poszt-hoc Dunn-teszttel) (11. abra E) az elsddleges
apikalis dendritekre jellemzd nem-linearis - proximalisan novekvé majd disztalisan csokkend
amlitadoju szignalok - (P = 4,22x107%", Kruskal-Wallis poszt-hoc Dunn-teszttel) (11. dbra D)
térbeli eloszlast koveti. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a bAP altal kivaltott Ca*"
fluoreszcencia maximalis értéke dontd tobbségben a ledgazd dendriteken volt mérhetd.
Osszehasonlitva a két dendrit tipust azt talaltuk, hogy a ledgazddidsokon mért tranziensek atlagos
amplitdddja szignifikdnsan magasabb volt, az elsddleges dendriteken mértekhez képest (P =
3,97><10'10, Mann-Whitney teszt) (elsédleges: 60,36 + 20,98%; ledgazodo: 72,4 + 24,58%) (11.
abra F). Amikor a Ca’'-szignilok amplitidojat a sejttesttdl mért tavolsag fiiggvényében
vizsgaltuk a két dendrit tipus kozott, szignifikans kiilonbségeket talaltunk a proximalis (P =
1,1><10'4, Mann-Whitney teszt, elsdédleges: 51,52 + 19,56%; leagazo6: 66,92 = 19,19%) és
medialis (P = 1,56><10'3, kétmintds t-proba, elsddleges: 68,46 + 19,54%; ledgazo: 78,51 +
23,88%) dendritszegmenseken (11. &bra G), azonban a disztilis dendrit szakaszokon nem

talaltunk eltérést a bAP altal indukalt fluoreszcencia intenzitds amplitadokban.
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11. abra: A tranziensek amplitudod-eloszlasa a szomatol valo tavolsag fiiggvényében az
elsodleges és a leagazo dendriteken

A: Egy reprezentativ emberi L2/3 piramissejt két-foton képe, kék nyil az elsddleges, piros nyilak
leagazddo apikalis dendriteket jelolik. B: Az els6dleges és magasabb rendii dendritek populacios
adatainak (n = 36 sejt) normalizalt térbeli profilja. A tdvolsdgot minden egyes neuronban a
szma és a pia mater kozotti tavolsagra normalizaltuk, a Ca**-tranziens amplitidokat az egyes
piramissejtekben a AF/F, amplitidé maximalis értékéhez normalizaltuk. C: Dobozdiagram a
vizsgalt piramissejt Ca®'-jelekeinek térbeli eloszlisat mutatja be az apikalis dendriteken
(Kruskal-Wallis teszt poszt-hoc Dunn-teszttel, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). D-E:
Dobozdiagram a Ca®*'-tranziensek térbeli profiljarol az elsédleges (D) és a leagazod (E)
dendriteken (Kruskal-Wallis teszt poszt-hoc Dunn-teszttel, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <
0,001). F: Ca*"-szignalok kiilonbsége a ledgazd és az elsddleges apikalis dendritek kozott
(Mann-Whitney teszt *** P < 0,001). A vizszintes vonal a pontokkal jelolt egyedi Ca*'-
tranziensek atlagat jelzi. G: A tranziensek amplitudioi kozotti kiillonbségek az elsddleges és a
leagazd dendritek kozott a dendrit mentén. A kék (elsdleges) és piros (ledgazd) négyzetek a
AF/F, amplitadoé atlagat, a fliggdleges vonalak a szorast, a pontok pedig az egyedi tranzienseket
jelolik (Mann-Whitney vagy kétmintas t-proba: *** P<(0,001, **P<0,01).
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6. Diszkusszio

Az elektrofizioldgiai tulajdonsagok életkorral osszefiiggd valtozasai

Az idegrendszer az élettartam soran szamos plasztikus valtozason megy keresztiil. Ezek a
valtozasok a fejlédés korai szakaszatdl kezdve az iddskorral jar6 fokozatos degenerativ
folyamatokig tartanak. Bar az ismereteink a korral 0sszefiiggd pontos, sejtszintii modosulasokrol
tovabbra is bizonytalanok, az ismert, hogy a korai fejlodés soran megfigyelhetd morfologiai
valtozasok mennek végbe. Az idegrendszer érésével a dendritikus agak (Kasper és mtsai., 1994;
McAllister, 2000) és a sejttest mérete ndvekszik (Zhang, 2004). Emellett a tanulds és a
tapasztalat hatdsara a dendritikus eldgazasok szdma (Holloway, 1966; Greenough és Volkmar,
1973) ¢és a dendritikus tiiskék mérete is megnd (Globus és mtsai., 1973). Széleskorli vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a szinaptikus plaszticitds 0j dendrittiiskék kialakuldsat illetve a meglévd
tiskék megnagyobbodasat indukalja (Kastellakis ¢és mtsai.,, 2023). Ezek a valtozdsok
befolyasolhatjak a neuronok intrinzik biofizikai tulajdonsagait, ahogy azt idegsejtek modelljein
végzett vizsgalatokon is bemutattdk, a dendritfa geometriai tulajdonsagai befolyasoljdk a sejt
elektromos ¢és tiizelési tulajdonsagait (Mainen €és Sejnowski, 1996; Vetter és mtsai., 2001; van
Elburg és van Ooyen, 2010; Eyal és mtsai., 2014). Tovabba a sejtek morfoldgiai valtozasa
mellett az ioncsatorndk érése €s a sejtmembranban elhelyezkedd csatorndk stlriiségének
novekedése is szerepet jatszik az idegsejtek elektromos tulajdonsdgainak befolydsolasaban
(Huguenard és mtsai., 1988; Connors, 1994). Ezek az eredmények is arra utalnak, hogy a sejtek
morfologidja és az elektrofiziologiai tulajdonsagai kozott szoros kapcsolat van.

A neuronok intrinzik elektrofizioldgiai tulajdonséagait tobb tényezd hatdrozza meg: a
citoplazma és a membran ellenallasa, a membran kapacitasa, valamint a sejttest és a dendritek
morfoldgidja. Az altalunk vizsgalt alapvetd passziv elektrofizioldgiai paraméterek, ugymint a
nyugalmi membranpotencial, a bemend ellendllds és a membran idéallanddja dramai valtozast
mutatnak az elsd évben. Ez a valtozds Osszhangban van a ragcsadlomodellekbdl szarmazo
neokortikalis piramissejteken (McCormick és Prince, 1987; Kasper és mtsai., 1994; Zhu, 2000;
Picken Bahrey és Moody, 2003; Zhang, 2004; Kroon és mtsai., 2019) és xenotranszplantalt
emberi agykérgi neuronokon (Linaro és mtsai., 2019) végzett korabbi vizsgalatokban talalt
eredményekkel. A nyugalmi membranpotencial -60 mV-ro6l -68 mV-ra torténd eltolodasat

talaltuk az élettartam elsd felében (< 40 év), ami az ioncsatorndk Osszetételének életkorfiiggd
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megvaltozasaval magyarazhato (Picken Bahrey és Moody, 2003). A bemend ellenéllas és az
id6alland6 ugrasszerii csokkenése az els6 €s a masodik korcsoport kozott, a csecsemodkori
agyban bekdvetkezO drasztikus valtozdsokat jelzi, amelyet egy lassabb csokkenés kovet
felndttkorig. A piramissejtek érésével a sejttest mérete és térfogata ndvekszik (Zhu, 2000;
Petanjek ¢és mtsai., 2019), ami korrelal a bemend ellenéllassal, tehat a kisebb membranfeliilet
nagyobb bemend ellenallassal jar (Luhmann €s mtsai., 2000). A sejtfelszin novekedése mellett
bizonyos szivargd K'-csatorndk, példaul a két pérus doménnel rendelkezé kaliumcsatorna
(KCNK) csaladba tartozo6 ioncsatorndk expresszidjanak novekedése is befolydsolhatja a bemend
ellendllast a sejt fejlddése soran (Goldstein és mtsai., 2001; Aller és Wisden, 2008). Hasonld
okok vezethetnek a membran idédllandojanak csokkenéséhez. A membran iddallando a
specifikus bemend ellendllas és a specifikus membrankapacitds szorzata. Allando
membrankapacitast feltételezve (~1 pF/cmz, Beaulieu-Laroche és mtsai., 2018; Olah és mtsai.,
2024), a csokkenés valoszinlileg szintén a specifikus membranellendllds valtozdsanak
koszonhetd. A korai fejlddés sordn a membran passziv paramétereiben bekdvetkezd valtozasok
eredményéiil javul az AP idozités pontossaga és az iddbeli valaszkészség az agykérgi
mikrohalozatban (Doischer és mtsai., 2008; Oswald és Reyes, 2011). Az idésebb (>40 év)
emberi mintdinkban, amelyeket az 6regedd agyhoz tarsitunk, azonban a piramissejtek intrinzik
tulajdonsagainak valtozdsa a korabbi tendencidkkal ellentétesek. A bemend ellendllas és az
1déallando nd, ami Osszefliggésbe hozhatdo a KCNK expressziojanak csokkenésével az oregedd
agyban (Erraji-Benchekroun és mtsai., 2005). Ezeknek a membran paramétereknek az értéke
altalaban novekszik az 1d6sd6dd rézuszmajmokon végzett vizsgalatokban is (Moore és mtsai.,
2023), kivéve a nyugalmi membranpotencialt, amely nem kiilonbozik a fiatal agykérgi 1L.2/3
(Chang, 2005) vagy L5 piramissejtek (Luebke ¢s Chang, 2007) membranpotencialjatol. A mi
mintainkban azonban a nyugalmi membranpotencial néhany millivoltos novekedését talaltuk a
kozépkort ¢és iddskori csoportok kozott, viszont ez az eltérés abbdol adodhat, hogy
vizsgalatainkban szerepld korcsoportok nem azonosak az emlitett tanulmanyokéval.

A nyugalmi membranpotencial ¢és a bemend ellendllds valtozasai az életkor
elorehaladtdval az atlagos reobazikus daram emelkedd, majd csokkend tendencidjat
eredményezik, amelynek értéke a serdiild csoportban haromszor nagyobb, mint a legfiatalabb
csoportban, és masfélszer nagyobb, mint idéskorban. A fiatalkor sordn novekvd reobazissal

kapcsolatos eredményeink Osszhangban vannak a ragcsalok agykérgi L3 és 5 piramissejtjein
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végzett korabbi tanulméanyokkal (Kroon és mtsai., 2019; Perez-Garcia és mtsai., 2021; Popescu
¢s mtsai., 2021), valamint a rézuszmajombol szarmazd agykérgi neuronok Oregedésével
kapcsolatos eredményekkel (Moore és mtsai., 2023).

A hiperpolarizalo aramlépcsore kialakul6 sag aranyat vizsgalva az életkor fliggvényében,
folyamatos novekedést taldltunk csecsemOkortdol egészen idoskorig. A membran
hiperpolarizacidja soran fellépd fesziiltségcsokkenés a hiperpolarizacio-aktivalt ciklikus
nukleotid kapuzott (HCN, hyperpolarization-activated cyclic nucleotid-gated) aram, mas néven
h-dram aktivalédasanak eredménye. Eredményeinkhez hasonléan a sag aranyanak életkorfiiggd
novekedését figyelték meg emberi agykérgi piramissejtekben (Kalmbach és mtsai., 2018; Guet-
McCreight és mtsai., 2023), ami 6sszhangban van Wang és munkatarsai (Wang és mtsai., 2007,
2011) tanulmdnyaival, amelyek a HCN-aram gatlasdt a memoria javulasaval hoztdk
Osszefiiggésbe idos majmok esetében.

A neuronok elektromos kimenetét a neuron molekuldinak €és ioncsatorndinak Osszetétele
hatarozza meg, amelyek kifejezddése és eloszldsa a korai fejlédésben és az oregedd agyban
valtozik a legdinamikusabban. Ez a dinamika az adatsorunkban 1ényegében egy forditott U alakt
gorbét eredményezett az idegsejtek aktiv elektromos tulajdonsagaiban az életkor fiiggvényében:
emelkedés az elsé évben, egy viszonylag stabil kozépsd fazis, majd az élet korai fazisdhoz
hasonlo értékekhez vald visszatérés az iddsebb korosztalyokban. Ezen valtozdsok eredete
elsdsorban a natrium- és kaliumcsatorndk eloszlasdban bekovetkezd valtozasokra vezethetd
vissza. A fejlddés soran a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak szama né a ragesalokban (Huguenard
¢s mtsai., 1988; Picken Bahrey és Moody, 2003) és az emberben (Erraji-Benchekroun és mtsai.,
2005), ami az eredményeinkhez hasonléan felgyorsithatja az akcids potencial kinetikajat (AP-
felfutas) és novelheti az akcios potencial amplitidojat (McCormick és Prince, 1987; Zhang,
2004; Etherington ¢s Williams, 2011; Kroon ¢és mtsai., 2019; Perez-Garcia €s mtsai., 2021). Az
Oregedés sordn azonban a csatorndk expresszidja megvaltozik, ami az iondramok eltérd
konduktancidjahoz vezethet. Az agy 6regedése soran az AP amplitidoja és az AP lassuldsa a mi
adatainkhoz hasonlonak bizonyult rézuszmajmokban is (Luebke és Chang, 2007), amit a
fesziiltségfiiggé Na'-csatorndk csdkkent expresszidja okozhat (Erraji-Benchekroun és mtsai.,
2005).

Az F-I meredekség 0Osszehasonlitasa soran megvizsgéltuk a piramissejtek tiizelési

mintdzatat a kiillonb6zo életkorokban, viszont nem taldltunk kiilonbséget az idegsejtek tiizelési
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mintazatdban a korcsoportok kozott. Ragesalok fejlodése soran az F-I meredekség csokkenése
lathatod, azonban csak a sziiletés utani elsé két hétben (McCormick és Prince, 1987; Zhang,
2004), amely idéablakot a mi adataink nem reprezentaljak. Egy aramlépcsé hatasara kialakulo
elsd AP latencidjat az idéallando és specifikus ioncsatornak, mint példaul a tranziens (A-tipust)
K'-4ram és a tranziens Ca’’-dram (T-tipusu) befolyasoljak (Molineux és mtsai., 2005).
Ugyanezek az ioncsatorndk vesznek részt a stimuldld aramlépcsé kezdetén eléforduld burst
tiizelésben is. Meg kell jegyezniink, hogy a mi mintankban a piramissejteknek minddsszesen
~10%-a mutatott burst jellegii tiizelést a stimulacid kezdetén, ugyanakkor ismert, hogy a burst
tiizelés az agykéreg 3. rétegtdl kezddédden a mélyebb rétegek sejtjei esetében gyakoribb (Berg és
mtsai., 2021). Ragcsalokon végzett vizsgilatokban a szenzomotoros teriiletek éretlen
piramissejtjeiben A-tipusi K'-dram volt megfigyelheté (McCormick és Prince, 1987), illetve a
T-tipust Ca®"-aram denzitasa is valtozatlan marad a latokéreg fejlédése soran (Horibe és mitsai.,
2014). Kimutattak, hogy a T-tipust Ca*-csatorna csalad (CACNG3) expresszidja csokken az

oregedés soran (Erraji-Benchekroun és mtsai., 2005).

A dendritikus arborizacio tulajdonsagai és a dendrittiiskék eloszlasa az életkor

fiiggvényében

Korai postmortem vizsgalatokban mar tanulmanyoztdk az emberi piramissejtek életkor
fiiggvényében bekdvetkez6 morfologiai valtozasait. Ezekben a vizsgalatokban Golgi-festési
modszereket alkalmazva azt talaltdk, hogy a csecsemodkori szupragranularis piramissejtek
dendritfaja a feln6tt sejtekhez hasonldan fejlett (Mrzljak és mtsai., 1991). A human prefrontalis
kéregben a sziiletés utan a 3. rétegbeli piramissejtek dendrit arborizacidja koriilbeliil a sziiletést
kovetd 3. honap utan éri el a szerkezetileg érett form4jat (Petanjek és mtsai., 2008). Ezt kovetden
feltételezhetd, hogy a dendritikus hossz kisebb mértékii novekedése koriilbeliil 7,5-12 honapos
kor kozott éri el végleges formajat (Koenderink és Uylings, 1995; Petanjek és mtsai., 2008).
Vizsgéalatunkban az apikalis és bazalis dendrithossz és a dendritfa komplexitasanak valtozatlan
mintdzatat figyeltik meg az élettartam soran. Még a korai posztnatalis csoportok kozott
(csecsemOkor ¢és kisgyermekkor) sem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a dendritikus fa
méretében. Ez tobb tényezd hatasaval magyarazhatd, példaul az egyes paciensek kozotti egyedi
kiilonbséggel, vagy a piramissejtek altipus-specifikus dendritmorfoldgiajaval (Berg és mitsai.,

2021), illetve a kiilonb6z6 agyi régiokbol szarmazo neuronok eltérd fejlodési ratajaval (Elston és
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Fujita, 2014) vagy az agykérgi rétegekben kiilonb6z6 mélységben elfoglalt helyiikkel (Petanjek
¢s mtsai., 2008).

A neuronok a szinaptogenezisnek egy hoénapokig vagy évekig tartd, szinapszisokat
tultermeld szakaszan mennek keresztiil az emberi kéregben (Huttenlocher, 1979; Huttenlocher és
mtsai., 1982; Mrzljak és mtsai.,, 1991; Petanjek és mtsai., 2011), amelyet a dendritikus
tiiskék/szinapszisok egy részének eliminacidja az ugynevezett “pruning” kovet, amely a
megfigyelések szerint tobb mint egy évtizedig tart az agykéregben (Jacobs és mtsai., 1997;
Petanjek ¢és mtsai., 2011; Benavides-Piccione ¢és mtsai., 2013; Coskren és mitsai., 2015;
Mavroudis és mitsai., 2015). Csecsemd ¢€s idds korcsoportokbdl szarmazd piramissejteket
Osszehasonlitva eredményeink szintén azt mutatjdk, hogy a dendrittiiskék teljes szama az életkor
elérehaladtaval csokken. A fiatal és idds piramissejtek tiiske tipusainak eloszlasat vizsgalva az
1d6s piramissejtek dendritjein nagyobb szamban talaltunk nagy fejjel rendelkezd (gomba tipust)
dendritikus tliskéket. A tliskefej mérete a posztszinaptikus stirliség méretét, a glutaméatreceptorok
szamat és a szinapszis erdsségét jelzi (Nusser és mtsai., 1998; Matsuzaki és mtsai., 2001; Bourne
¢s Harris, 2008) tehat a nagyobb fejjel rendelkezd tliskéket fejletnek tekinthetjik. A fejlodo
idegrendszerben azonban a filopddialis, vékony, fej nélkiili dendritikus tiiskék a
legjellemzObbek. A filopodidlis tiiskék siirlisége joval nagyobb volt a csecsemd piramissejtek
dendritjein, viszont az iddsebb sejtekben még mindig talalhatéak filopodialis tiiskék, amelyek a
tiiskék korai fejléddési szakaszaban 1évé még receptorokat kevéssé tartalmazo ,,néma” nyalvanyai
(Vardalaki és mtsai., 2022). A tiiske tipusok aranyainak valtozasa fiatal €s id0s kor kozott ismert,
¢és 0sszefliggésbe hozhatd az 6regedés soran a kognitiv funkciok valtozasanak alapjaival (Jacobs
€s mtsai., 1997; Dumitriu és mtsai., 2010; Luebke és mtsai., 2015).

Az emberi agytevékenység ¢és a kognitiv képességek komplexitisa a fejlédéssel
novekszik, az oregedéssel pedig csokken, ami egy forditott U-alaki gorbét eredményez az
¢lettartam soran (Craik és Bialystok, 2006). A kognitiv funkcidk szamos életkorral kapcsolatos
tényez6tdl fliggnek, mint példaul a szinaptikus plaszticitas révén kialakuld kapcsolatok stirtisége
€s specificitdsa, vagy a mielinizaci6 ¢és a fehérallomany érésének mértéke, és a
neurotranszmitterek, hormonok, iontranszporterek ¢és receptorok életkorfiiggd modulacioja is
megfigyelhetd (Luna és mtsai., 2015). Osszefoglalva vizsgilatainkat, bemutattunk, hogy a
piramissejtek a fejlodés soran kevésbé gerjeszthetdvé és iddben precizebbé valnak azaltal, hogy

megvaltoznak a belsd funkcionalis tulajdonsagaik, és az Oregedés soran ezek a valtozasok
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némileg ellentétes irdnyban torténnek, igy az intrinzik paraméterek szimmetrikusan valtoznak.
Ezen kiviil néhany aszimmetrikus valtozas is megfigyelhetd fejlodés, vagy oregedés soran, mint
példaul a nyugalmi membranpotencidl, amely legnagyobb mértékben fiatal korban valtozik,
tovabba a sag aranya, amely id0s korban modosul leginkdbb. A sejtek intrinzik tulajdonsagainak
ezen valtozasai az ¢let korai és kései szakaszaiban is hozzajarulnak a neuron mikrohalozatban

betoltott funkcidihoz €s végsd soron a kognitiv képességek €letkorfliggd valtozasaihoz.

Szomatikus akcios potencial altal kivaltott Ca’*-tranziensek térbeli eloszlasa

Az agykérgi piramissejtek térfogatanak nagy részét a dendritek teszik ki, a szinapszisaik
tobbsége is a dendritikus région jon létre, ahonnan a beérkezd informaciot a sejttest, illetve az
axon iranyaba vezetik, ahol kialakul a sejt valasza a beérkezd inger nagysagénak fiiggvényében.
Azonban a dendritek a szinapszisokon keresztiill érkezd informacidt passziv és aktiv
kimentét (Fisek és Hausser, 2020). A dendritek aktiv jellemz6i révén a posztszinaptikus jelek
integracidja mellet az axon inicidlis szegmentumon kialakulé akcids potencialokat is képesek
membranjukban elhelyezkedd fesziiltségfiiggd ion csatornai révén aktiv visszaterjedd akcids
potencialként a szinaptikus hely irdnyaba vezetni, ezzel is befolyasolva a dendritikus
jelfeldolgozast, illetve a szinapszis erésséget moduldlni az intracellularis Ca® -szint
megemelésével (Landau és mtsai., 2022).

Eredményeink azt mutattik, hogy egyetlen akciés potencial is képes Ca”'-bearamlést
kivaltani a humén piramissejtek apikalis dendritjeiben, amelyek akar 270 pum-re is eljutnak a
szomatdl. A kivaltott Ca®"-jelek térbeli profilja az apikéalis dendrit hosszdn nem linedris
jellegzetességet mutat: a Ca”’-tranziensek amplitiddja a szomatdl vald tavolsaggal nd, a
szématol 50-100 um-re 1évd dendritikus régidban éri el a maximalis értékét, majd a disztalis
régiok felé csokken, ez §sszhangban van a ragcsalokban leirt eredményekkel (Svoboda és mtsai.,
1997; Waters és mtsai., 2003). A Ca*'-tranziensek térbeli profiljanak, illetve a tranziensek
amplitido csokkenésének hatterében a szomatikus akcidspotencidlok attenuacioja allhat a
disztalis dendritek iranyaban. A bAP disztalis irdnyban vald propagécidja alatt az AP forméja
megvaltozik, a bAP attenudcioja soran az amplitiddja csokken illetve a szélessége nd, emiatt a
bAP a dendriten haladva nem azonos mértékben képes aktivalni az ott elhelyezkedd fesziiltség-

kapuzott ioncsatorndkat (Waters és mtsai., 2003; Brunner és Szabadics, 2016). A sejttesthez
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kozeli szakaszokon foként a HVA VGCC-k vehetnek rész, viszont disztalisan haladva az bAP
amplitidojanak csokkenésével, a kisebb fesziiltségvaltozas hatasara inkabb a LVA VGCC-k
alakithatjdk ki a Ca2+-jeleket (Christie és mtsai.,, 1995; Svoboda és mtsai.,, 1999). A
piramissejtekre érkezd serkentd illetve gatld szinapszisok ardnya is kiilonbozhet a dendrit
kiilonboz6 régioin. GABA-blokkolds hatdsara a disztalisan mért Ca*"-tranziensek amplitadéja
megnott (Larkum és mtsai., 2007), human piramis sejtekben pedig a GABAerg csipkebogyo sejt
szinaptikus kapcsolata szegment-specifikusan képes a bAP altal kivaltott Ca®'-szignalok
amplituddjat csokkenteni (Boldog és mtsai., 2018). A dendritikus régidra érkezé bementek
eloszlasa hatissal lehet a bAP indukéalta Ca®’-tanziensek térbeli profiljara. Eredményeink
miszerint nagyobb szamu szomatikus AP nagyobb Ca®'-tranzienseket volt képes kivaltani,
azonban a térbeli profiljat nem valtoztatta meg a nagyobb stimulacio, szintén Osszeegyeztethetd
korabbi ragcsalokon végzett kisérletekkel, a nagyobb fesziiltségvaltozas tobb fesziiltségfiiggd
ioncsatornat aktivalhat, ami a Ca*"-influx megndvekedését eredményezheti (Svoboda és mtsai.,
1997, 1999).

A jellegzetes nem-linearis térbeli profil az elsddleges illetve ledgazd dendritikus
szegmensek esetén is megfigyelhetd, azonban a két dendrit tipuson mért Ca®'-tranziensek
amplitaddja eltérd nagysagu, amely a szomahoz kdzelebbi dendrit szakaszokon a legjelentdsebb.
A sejttesttdl valo tavolsagtol fliggetleniil is egyes dendritikus agakban mért bAP altal kivaltott
Ca” -bearamlas mértéke kiilsnbozhet. Az eltérés adodhat az ioncsatornak lokalis expresszios
kiilonbségeibdl, példaul az A-tipusii K'-csatorndk nagyobb denzitisban vannak jelen a leagazo
dendritek membrénjaban, mint az elsddleges dendriteken (Frick és mtsai.,, 2003), illetve a
VGCC-k mennyisége is eltérd lehet az egyes dendritikus dgak kozott (Landau és mtsai., 2022).
Tovéabba a dendritfa szerkezetétél is fiigg a Ca®'-szignal nagysaga, a komplex, tobb elagazast
magukba foglaldo dendritikus agak kisebb bemeneti ellenéllassal rendelkeznek ez pedig a bAP
illetve az 4ltala kivaltott Ca®"-tranziensek amplitudojat is csokkenti (Landau és mtsai., 2022). A
bAP térbeli diverzitdsa az idegsejtek nyllvanyain nagyban hozzdjarulhat a szinapszisok
plaszticitasanak valtozatossagahoz egyetlen sejten beliil is.

A bAP terjedésével, a dendriteken végighaladd depolarizacié altal aktivalt VGCC-ken
bearamlé Ca*"-ionok alakitjak ki legnagyobb részben a szenzorok fluoreszcencia-valtozasan
keresztiil kozvetetten megfigyelt intracellularis Ca**-koncentracio emelkedését. Azonban a Ca”'-

csatornak széleskorti gatlasa utan is képesek voltunk kis amplitadoju Ca®-jeleket detektalni, ez
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alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a depolarizacio hatasara a dendritek intracellularis terébe
juto Ca®"-ionok forrasa nem kizarolag a VGCC-ken keresztiil valosulhat meg. Azt mar korabbi
tanulméanyokbol tudjuk, hogy az AP-k dendritekbe valé aktiv visszaterjedéséhez sziikség van
Na'-csatornakra (Waters és mtsai., 2003; Waters és Helmchen, 2004). Na'-csatornak hianyaban
ugyanis a szomatikusan injektalt fesziiltségparancs a dendriten, mint egy passziv kabelen haladva
gyorsan attenudlodik (Stuart és Sakmann, 1994), igy a sejttesttdl tdvolabbi dendritrégidkon
talalhat6 VGCC-k nem nyilnak ki, ezaltal a disztalis szakaszokon nem alakul ki Ca*'-influx.
Tovabba patkany kérgi piramissejtek axonjaiban mar kimutattik, hogy a Ca*'-bearamlésa az
intracellularis térbe nem csak Ca®’-csatornakon, hanem TTX-érzékeny VGSC-ken keresztiil is
végbemegy (Hanemaaijer és mtsai., 2020). A stridtum interneuronjaiban a bAP altal kivaltott
Ca*'-tranzienseket kialakitasahoz a sejtmembranban elhelyezkedd VGCC-k mellett a sejt
intracellularis raktaraibol felszabadulé Ca®" is hozzajarul (Plotkin és mtsai., 2013). A membran
potencial depolarizalodasanak kovetkeztében (bAP) az NMDA receptorokon keresztil is
torténhet Ca’’-bedramlas, abban az esetben ha a depolarizacié elegendSen nagy a receptor Mg”
blokkjanak eltavolitasdhoz (Bloodgood és Sabatini, 2009).

A bAP indukalt Ca**-szignalok kialakitasa kiilonboz6 ioncsatornak dsszehangolasa révén
zajlik, azonban ezeknek a résztvevd csatorndk pontos hozzijarulasa még nem teljes ismert
(Blomer és mtsai., 2024). Eredményeink is azt tiikrozik, hogy a tranziensek kialakitasa foként a
dendritikus VGCC-ken keresztiil valosul meg. A Ca’'-csatorndk altipusai azonban valtozo
mértékben jarulhatnak hozza a Ca®-bearamlasanak szabalyozasaban (Blomer és mtsai., 2024). A
sejttesthez kozel HVA, tavoli szakaszokon inkdbb LVA tipusi Ca”'-csatornak vesznek részt,
azonban a két tipus egymassal egyiittmiikodve alakitja ki a Ca*"-jeleket (Jaafari és Canepari,
2016). Kisérleteink alapjan azt talaltuk, hogy az R-, L-, és N-tipusti Ca®"-csatornék a proximalis
(<50 pm) ¢és medialis (50-100 pm) dendritikus szakaszokon befolyasoljak szignifikansan a
kialakulo szignélokat, viszont a T-tipusi ioncsatorndk a dendrit teljes vizsgalt szakaszan
jelentdsen hozzajarult a tranziensekhez. A cerebellum Golgi-sejtjeiben (Rudolph és mtsai., 2015)
illetve a hippokampusz piramissetjeiben (Jaafari és Canepari, 2016) is kimutattdk az egyes
VGCC altipusainak hozzajarulasat a régio specifikus bAP altal indukalt Ca*"-bearamlashoz.

A szomatikusan kialakult akciés potencidlok dendritekbe vald terjedését az ott
elhelyezkedo fesziiltség-aktivalta ioncsatornak segitik eld (Stuart és Sakmann, 1994), amelyek

szamos funkcid ellatasdban jatszanak szerepet, tigymint az idegsejtek burst tipusu tiizelésének

45



kialakitdsa, a szinapszisok plaszticitasanak befolydsolasa amelyet a bAP-k altal eldidézett
intracellularis Ca”*-szint novekedés szabalyoz, amelynek mértéke a kiilonbozé dendritikus
agakon illetve a sejttesttdl mért tavolsaggal Osszefiiggésben eltérd lehet, ezzel is potencidlisan
hozzéjarulva a szinaptikus plaszticitas valtozatossagdhoz (Landau és mtsai., 2022). Kisérleteink
soran bemutattuk, hogy az emberi agykérgi L2/3 piramissejtek dendritjeibe visszaterjedd
szomatikus AP altal eléidézett Ca®-tranziensek térbeli profilja, illetve a kiilonbdzé ioncsatornak
valtoz6 mértékii hozzajarulasa a Ca® -bearamlasahoz osszeegyeztetheté korabbi modell allatokon
végzet tanulmanyok eredményeivel. A bAP altal kialakitott intracellularis Ca*"-szint novekedés
mértékének régid specifikus kiillonbozdségei is potencidlisan hozzdjarulhatnak a szinaptikus

plaszticitas diverzitasahoz.
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7. Osszefoglalas

Eletkorral osszefiiggé morfologiai és elektrofiziologiai kiilonbségek emberi agykérgi

piramissejtekben

Az élettartam soran a kognitiv képességeink folyamatosan valtoznak, ennek alapja az
egyedi idegsejtek illetve a mikrohadlozatokban vald kapcsoltsaguk valtozasa az kiilonbozo
¢letszakaszok folyaméan. Az idegrendszer fejlodése az intrauterin életsoran kezdddik és
felnottkorig egy elhtizddo és Osszetett érési programon megy keresztiil, majd fokozatos dregedés
veszi kezdetét (Bethlehem és mtsai., 2022). A korai fejlodés és az oregedés soran bekovetkezd
elektrofiziologiai és morfologiai valtozasokat, amelyeken az idegsejtek keresztiilmennek mar
valamelyest ismerjiik, viszont foként allatkisérletek eredményeként. A modell allatok életkora
pedig nehezen, vagy egyaltalan nem Osszeegyeztethetd az emberi €letkorral. Az emberi mintdkon
végzhetd kisérletek korlatozottan elérhetdek, igy az életkorral Osszefliggd valtozasokrol még
keveset tudunk. Kisérleteink sordn emberi agykérgi szupragranularis piramissejteken végeztiink
elektrofiziologiai elvezetéseket, illetve morfologiai vizsgalatokat, szinte az egész élettartamot
lefedve.

Elektrofiziologiai elvezetéseink soran bemutattuk, hogy az emberi agykérgi piramissejtek
esetén az életkor fliggvényében mind a passziv, kiiszob alatti mind az aktiv, kiiszob feletti
elektrofiziologiai tulajdonsdgokban megfigyelhetdek kiillonbségek az élettartam soran. Az
altalunk vizsgalt passziv intrinzik tulajdonsagok, mint a nyugalmi membranpotencial, a bemend
ellendllas és az i1ddallando esetén is a legjelentdsebb valtozas a csecsemd és kisgyermekkor
kozott lathatd, ezutdn szintén megfigyelhetdek kiilonbségek a kovetkezd korcsoportok kozott
azonban joval kisebb mértékben. Az akciospotencidl kinetikdjat leird6 paraméterek, mint a
reobazis aram, AP-felfutds sebessége, és az AP amplitudo esetén is az emlitett passziv
paraméterekhez hasonld valtozasokat figyeltiink meg a korcsoportok kozott. Sziiletés utdn az
elsé életév soran tapasztalhatoak a legdrasztikusabb valtozasok, a csecsemOkor elsd, illetve a
masodik féléve kozott jelentds kiilonbségeket mutattunk be mind az aktiv, mind a passziv
intrinzik elektromos tulajdonsagok esetében. A fejlédés soran végbemend valtozasok fiatal
felndttkorig folytatodnak, majd a felndttkor alatt ez a tendencia megvaltozik és a fejlodéssel
ellentétes iranytva valik, majd idéskorban a csecsemdkor mésodik feléhez hasonld értékekhez

tér vissza, ezzel egy U alaku tendencia figyelhetd meg az élet soran az altalunk vizsgalt kiiszob
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alatti, illetve AP tulajdonsagaiban. A h-aram altal kialakitott sag aranya, tovabba az AP
félszélessége azonban az ¢letkor eldorehaladtaval egy folytonos, a sag esetében novekvod, az AP
szélessége pedig csokkend trendet kovet. Adataink alapjdn a piramissejtek tiizelési mintazata
viszont megOrzddik az élet soran.

A piramissejtek morfoldgiai elemzése soran nem talaltunk jelentds kiilonbséget a vizsgalt
hét korcsoport dendrit arborizaciojanak kiterjedése, vagy annak komplexitasa kozott. Ez a human
piramissejtek viszonylag koran elérik érett formajukat. A serkentd szinapszisok alapjéul szolgalo
dendritikus tiiskék nagyobb szdmban voltak jelen az altalunk vizsgalt csecsemd korcsoportba
tartozo piramissejteken, iddskori sejtekkel Osszehasonlitva. Vizsgéalataink sordan nem pusztan a
tiiskék teljes mennyiségének visszaesését talaltuk az életkorral 0sszefiiggésben, hanem tiiskék
altipus-specifikus eltérését is. A csecsemdkoru sejtek esetében nagyobb szamban talaltunk
éretlen, vékony és filopodidlis tiiskéket, mig az id6s6dd sejtek esetében ezek kisebb szamban
voltak jelen, viszont az érettnek tekinthetd gomba tipusti dendrittiiskék joval nagyobb szamban
fordultak eld.

Eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az életkor elérehaladdsat az
elektrofiziologiai tulajdonsdgok folyamatos valtozasa kiséri, amely soran a legdrasztikusabb
valtozasok az elsé életévben illetve az oOregedés soran kovetkeznek be. A dendritikus fa
morfologidja aranylag valtozatlan az altalunk vizsgalt korcsoportok kozott, ugyanakkor a
dendritikus tiiskék szdma az életkorral csokken, valamint a tliskék altipus-specifikus eltolédasat

figyeltiik meg a legfiatalabb és a legiddsebb korli csoport sejtjei kozott.

A visszaterjed6 akcios potencidlok altal kivaltott kalcium-tranziensek térbeli profilja

human agykérgi piramissejt dendritekben

Az idegsejtekben az axon inicidlis szegmentumon kialakult akcids potencial aktiv
visszaterjedése a dendritikus nyulvanyokba az intracellularis térbe fluoreszcens szenzorokkal
kozvetetten mérheté Ca’’-bedramlast valt ki. A bAP-k hatisara a Ca’*'-ionok
koncentraciondvekedése nagyban hozzdjarul a szinaptikus kapcsolatok erdsségének

crcr

terébe aramlo Ca®'-ionok 4ltal okozott fluoreszcens fényintenzitas-valtozasanak amplitidoja nem
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azonos a teljes dendrit fa minden pontjan, hanem a szématol mért tavolsag fiiggvényében
valtozhat, amely egy térbeli profillal jellemezhetd. Ez a térbeli profil a nytilvanyokon a sejttesttol
tavolodva sejttipusonként is eltérhet. A piramissejtek apikalis dendritfajan végighalado bAP altal
indukalt Ca®-jelek térbeli eloszlasat foként csak ragesalé modellekbél ismerjik, viszont az
emberi piramissejtek valtozatosabbak, dendritjeik komplexebbek, azok ioncsatorna-dsszetétele
¢s regenerativ eseményei is kiilonbségeket mutatnak a ragcsalé modellekéhez képest.

Munkéank sordn a visszaterjedé akcids potencialok altal kivaltott Ca®'-tranzienseket
vizsgaltuk emberi agykérgi L2/3 piramissejtek apikalis dendritjeiben, egy nagy affinitast Ca®'-
szenzor segitségével. Kisérleteinkben egyetlen szomatikusan kivaltott bAP hatasara is képesek
voltunk a kialakul6 fluoreszcencia-valtozasokat detektalni még a disztdlis dendrit szakaszokon
is. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy Ca*'-tranziensek amplitidoja, a szomatol tavolodva a
proximalis dendritszakaszon emelkedik, a maximumat a sejttesttél ~50-100 um-re éri el, majd
disztalis irdnyban tovabb haladva a szigndlok amplitiddja csdkken, mig a tavoli dendrit
szakaszokon mar nem detektalhatoak. Ez a nem linearis térbeli profil erésebb stimulacié hatasara
is megmaradt, a tranziensek amplitiddjanak kozel 2,5-szeresére emelkedése mellett, 3 AP
kivaltasa soran. A szomatdl mért tdvolsaggal vald Gsszefiiggés mellett azt talaltuk, hogy a szomat
elhagy6 elsédleges dendriteken a Ca*'-tranziesek amplitudoja jelentésen kisebb volt, mint a
leagaz6 dendritikus szakaszokon.

Farmakologiai kisérleteinkben bemutattuk, hogy a fesziiltség-aktivalta Ca®'-csatornak
széleskorii blokkolasa mellett is kialakulhat detektalhaté Ca*'-influx az apikalis dendriten. Tehat
arra kovetkeztethetiink, hogy legnagyobb mértékben a VGCC-k jarulnak hozz4 az intracelluléris
Ca**-szint novekedés€¢hez, azonban nem kizardlag. Az N-, T-, R-, és L- tipusu VGCC-ket
tesztelve arra jutottunk, hogy az egyes VGCC-tipusok kiilonb6zé mértékben vesznek részt a
Ca”'-tranziensek kialakitaséaban, ezen feliil az egyes altipusok régi6 specifikusan a dendriten valo
tavolsaggal Gsszefiiggden is kiilonboz6 mértékben jarulnak hozza a Ca**-bearamlashoz.

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a visszaterjedé akcids potencial altal kialakitott
Ca”*-ion bedramlasa a piramissejtek apikalis dendritje mentén nem azonos, hanem egy nem-
linearis térbeli profilt kovet. A sejtet elhagyo elsddleges dendriteken mért tranziensek
amplitiddja kiillonbséget mutat a ledgazd dendritekhez képest, amely foként a sejttesthez kozeli
szakaszokon figyelhetd meg, ahol az elsddleges dendritek atmérdje joval nagyobb, mint a

leagazo dendriteké. A Ca®'-influxot nem kizéarélag a fesziiltség-aktivalta Ca®"-csatornak alakitjak
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ki, tovabba az egyes VGCC tipusok hozzajarulasa régio-specifikus eltéréseket mutat. A
visszaterjedd akcios potencial ezen jellemzdi hozzajarulhatnak a dendritikus jelfeldolgozas,

illetve a szinaptikus plaszticitas régiospecifikus komplexitasahoz és valtozatossagahoz.
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8. Summary

Age-related differences in morphophysiological properties of human cortical pyramidal

cells

Over the lifespan, our cognitive abilities are constantly changing, driven by changes in
the intrisic charasteristics of single neurons or the connectivity of individual neurons and their
microcircuits over the course of different life stages. Neuronal cells begin to develop during
intrauterine life and go through a protracted and intricate maturation phase until adulthood,
followed by a gradual ageing process (Bethlehem et al., 2022). A certain extent of knowledge
already exists on the electrical and morphological changes that neurons undergo during early
development and aging, primarily as a result of studies conducted on animals. It is either
impossible or very difficult to match the ages of model animals and humans. Human experiments
are limited, so little is known about changes associated with aging so far. Therefore, my
dissertation aimed to explore possible age-dependent electrophysiological and morphological
differences in supragranular pyramidal cells. In our experiments, we have performed
electrophysiological recordings and morphological analysis on human cortical supragranular
pyramidal cells, covering almost the entire lifespan.

Our electrophysiological recordings demonstrate that during the course of the lifespan,
differences in the passive, sub-threshold, and active, suprathreshold electrophysiological
characteristics of human cortical pyramidal cells can be observed. The most significant
difference occurs between infancy and early childhood for the passive intrinsic properties that we
examined, such as resting membrane potential, input resistance, and time constant. After the
early development, differences also appear between subsequent age groups, but to a much lesser
extent. We found comparable differences across age groups for the parameters characterizing the
kinetics of the action potential, such as rheobase current, AP up-stroke, and AP amplitude, as
well as for the passive parameters previously described. The first year of life after birth showed
the most dramatic alterations, with significant differences in both active and passive intrinsic
electrical properties between the first and second halves of infancy. The sub-threshold and AP
properties examined over the course of life show a U-shaped trend as a result of the steep
developmental changes that continue steadily into young adulthood, then change during

adulthood and become reversed, returning to values similar to those in the second half of infancy
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in late adulthood. On the other hand, the sag-ratio percentage and the AP half-width exhibit a
consistent tendency that increases with age for sag and decreases for AP width. Moreover, our
findings indicate that pyramidal cell firing patterns are conserved throughout life.

In the morphological analysis of pyramidal cells, we found no substantial differences in
the extent or complexity of dendrite arborization across the seven age groups, which may be due
to the relatively early maturation and the diverse morphology of human supragranular pyramidal
cells. The dendritic spines underlying the stimulatory synapses were more abundant in infant
pyramidal cells we studied compared to late adult cells. In our studies, we found not only a
decrease in the overall abundance of spines with age, but also a subtype-specific variation of
dendritic spines. In the infant cells, we found a higher number of immature, thin and filopodial
spines, whereas in the elderly cells these were less prevalent, but the mushroom-type dendritic
spines, which can be considered as mature, were much more abundant.

Our results therefore suggest that the progression of age is accompanied by a continuous
change in electrophysiological properties, with the most drastic changes occurring in the first
year of life and during the processes contrary to the development of neuronal ageing. The
morphology of the dendritic tree is relatively stable between the age groups we studied, although
the density of dendritic spines decreases with age and a subtype-specific shift of spines was

detected between cells of the youngest and oldest age groups.

Spatial profile of calcium-transients evoked by backpropagating action potential in human

cortical pyramidal dendrites

In neuronal cells, action potentials generated on the axon initial segment are able to
actively propagate back to the dendritic arbors as backpropagating action potentials (bAP),
producing calcium influx into the dendritic intracellular space, which can be detected by using
fluorescent sensors. The elevated level of Ca*" ion-concentration caused by bAPs plays an
important role in modulating the strength of synaptic connections through spike-timing-
dependent plasticity. Depending on the distance from the soma, the amplitude of the increase in
fluorescence intensity generated by Ca*"-influx into the dendrites varies at different points along
the dendritic tree. The kinetics of the amplitude alterations across dendrites depending on the

distance from the soma could vary between distinct cell types. The spatial distribution of bAP-
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induced Ca®'-signals along the apical dendritic tree of pyramidal cells is primarily known from
rodent models, but human pyramidal cells are more diverse, have more complex dendritic
arborization, their ion channel composition and regenerative events are different from those of
rodent models. Thus, in my thesis, we sought to examine the amplitude distribution of Ca*'-
transients induced by the back-propagating action potential along the apical dendrite of human
cortical L.2/3 pyramidal cells.

We studied Ca®-transients induced by back-propagating action potentials in apical
dendrites of human L2/3 cortical pyramidal cells using a high-affinity Ca**-sensor. In our
experiments, we were able to detect the resulting fluorescence changes in distal dendritic
sections in response to a single bAP. We found that the amplitude of Ca®’-transients increases in
the proximal dendrite segments, reaches the maximum at ~50-100 pm from the cell body, and
then decreases in the distal direction until they are no longer detectable in the distant dendrite
region. This non-linear spatial profile was maintained at higher stimulation levels, with a nearly
2.5-fold increase in the amplitude of transients induced by 3 action potentials. In addition to the
correlation with distance from the soma, we found that the amplitude of Ca®'-transients in
primary dendrites was significantly lower than in oblique dendrites.

In our pharmacological experiments, we have shown that even with the extensive
blockade of voltage-gated Ca*"-channels, low amplitude fluorescent signals were detected on the
proximal dendrites, which allows us to conclude that the voltage-gated Ca®'-channels are the
primary but not exclusive contributors to the increase in intracellular Ca”"-levels. We found that
N-, T-, R-, and L-type voltage-gated Ca*"-channels are involved to various extents in Ca®'-
transient generation furthermore each subtype contributes to Ca*"-influx in differing degrees in a
region-specific manner, depending on the dendritic distance.

Our results indicate that the Ca*"-ion influx induced by the backpropagating action
potential along the apical dendrite of pyramidal cells does not follow a uniform but a non-linear
spatial profile. The amplitude of the transients measured on the primary dendrites show
differences compared to the oblique dendrites. The Ca*™-influx is not exclusively formed by
voltage-gated Ca®-channels, and the contribution of each Ca”*"-channel subtype shows region-
specific differences. These characteristics of the backpropagating action potentials may help to
explain the region-specific complexity and variety of dendritic signal processing and synaptic

plasticity.
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