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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az emlds agyban az agykéreg a sejtes szervezddés legfejlettebb
struktirdja. A kérgi sejtek két fo osztilya, a serkentd aminosavakat
felszabadité piramissejtekbdl, és az un. interneuronokbdl 4ll. A piramis sejtek
glutaminsavat hasznalnak ingeriiletitviv anyagként (neurotranszmitter), hogy
axonjaik révén serkentd bemeneteket adjanak a velilk kapcsolatban &ll6
azonos- és ellenoldali kéregteriileteken, thalamuszban és a gerincveldben
elhelyezkeds sejtekre.

Ezzel ellentétben a kérgi idegsejtillomany mintegy egy6todét kitevd
interneuronok ~ y-amino  vajsavat  (GABA)  szabaditanak  fel
neurotranszmitterként (GABAerg interneuronok). Az interneuronok dendrit- és
axonarborizacidjukat tekintve nagyfoki morfologiai diverzitist mutatnak,
ahogy az mar a Golgi-festéssel késziilt metszeteken is lathaté volt a XIX.
szdzad végén. A GABAerg idegsejtek osztilyozasa elég nehézkes;
morfologiai, hisztokémiai és fiziologiai jellemzoékon is alapulhat. A kiilonboz6
tiizelési mintazati GABAerg interneuronok kiilénboz6 fiziologiai osztalyokba
sorolhatdak és ezek a csoportok jol megfeleltethetéek az egyes morfologiai
csoportokkal. Az interneuronok az alapjan is osztilyozhatéak, hogy mas
idegsejtek mely teriileteire kiildik neurotranszmitterjeiket; ennek megfelelden
léteznek foként sejttestet kedvels- (kosarsejt), dendriteket kedvels- (Martinotti
sejt), vagy dendrittiiskéket eldnyben részesit6- (szabélyosan tiizel$ sejt), illetve
az axon kezdeti szakaszit (axo-axonikus sejt) beidegzé interneuronok. A
sokféle interneuron tipus — egyméssal is kolcsSnhatdsban — egyedi
idegsejthalézatok része, amelyek az érzékelésben, valamint a tanulasi, érzelmi,
motivacios és mozgaté jellegli agymiikddésben osszetett feladatokat hajtanak
végre. A mai idegtudomany egyik nagy kérdése, hogy mi lehet a GABAerg
interneuronok feladata ezekben a hal6zatokban. A szinaptikusan aktiv GABA
elengedhetetlen a kérgi serkentd folyamatok operéacids szinten tartasiban és
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meghatérozasban. A GABAerg sejtek hatéssal vannak az akci6s potencialok
keletkezésére és visszaterjedésére, a dendritikus kélcium elektrogenezisre és
szerepet jatszanak a populaciés aktivitds szinkronizaldsaban. A GABA
posztszinaptikus  hatdsidt -a  posztszinaptikus membran  Atmeneti
hiperpolarizaci6jat, illetve gatld posztszinaptikus potencial (IPSP) generalasat
a posztszinaptikus sejtben - a kéregben két receptortipus kozvetiti. A GABAa
receptorok gyors aktivacidju klorid-csatorndk, a GABAjp receptorok pedig
kalium konduktancidt aktivalnak egy lassibb, G-protein kozvetitette
folyamatban. Altalanosan elfogadott, hogy a sejttest kiizelében foként GABAA
receptorok aktivalédnak, mig a dendriteken iontoforetikusan alkalmazott
GABA multifazisos valaszt valt ki.

A kloridcsatornak kozvetitette gyors agykérgi gatlast létrehozo
GABAerg sejtek kdzismertek, azonban eddig még nem sikeriilt olyan agykérgi
GABAerg sejtet azonositani, amely megbizhatéan aktivalna GABAg receptort.
Ezért kerestiink olyan agykérgi interneuront, amely képes kivaltani GABA4 és
GABAG receptorok altal kézvetitett komplex posztszinaptikus hatast. A kitartd
munka eredményeként keriiltiink szembe a neurogliaform sejttel, amely a
GABAerg interneuronok csaladjanak kiilonds tagja. Ezen project soran a
neurogliaform sejtek rekonstrudldsa, dendritfjjuk, és axonfelhjiik
morfolégidjanak pontos leirdsa, illetve a kémiai kapcsolataik (szinapszisok)
helyének térképezése volt feladatom.

A kémiai szinapszisok mellet az idegrendszerben fontos szerepet
jatszanak az elektromos szinapszisok is. Az elektromos szinapszisok nem
receptorokon, hanem rés kapcsolatokon, vagyis un. gap junction-8n keresztiil
kozvetitik a gatlo, vagy serkentd potencialokat. A rés kapcsolatot alkotd
connexin fehérjék (2x6db) 1- 1,5 nm-es atmérdji csatornacskaival direkt
kapcsolatot teremtenek két szomszédos sejt kozitt.



A rés kapcsolatokban a két parhuzamosan fut6 szomszédos sejthértya kozotti
tavolsdg 2-3 nm. Ezeken a kapcsolatokon keresztiil Iehetséges a késedelem
nélkiili potencialtovabbitodas, ami a sejtek, sejthalézatok egyidejli szinkron
miikodését nagymértékben meghatirozza. Felndtt agykéregben kimutattak
elektromos  szinapszisokat GABAerg interneuronok kozott, amelyek
hozzajarulnak az igy kapcsolt sejtek szinkron miikddéséhez. Kosarsejtek
homogén, réskapcsolatokkal Gsszefiizott halozata a y-ritmus létrehozasaban és
fenntartasaban jatszik szerepet, a dendritcélz6 sejtek réskapcsolat-halézataban
B- és a y-ritmus alakulhat ki, a multipolaris borsztol6 sejtek halézatdban az
elektromos kapcsolatok a @-ritmus kialakuldsat segitik. Az agykérgi
interneuronok  rés-kapcsolat hélézatainak egyik 4ltaldnosan megfigyelt
tulajdonséga az, hogy altaldban azonos tipusi sejtek alakitanak ki ilyen
elektromos kapcsolatot egymas kozott. Ezek az eredmények arra engednek
kdvetkeztetni, hogy az elektromos szinapszisokon keresztiili szinkronizacié
csak a homogén interneuron populacikra jellemzS. Vannak arra utal6
eredmények, hogy neurogliaform-szerii sejtek kozott elektromos kapcsolatok
lehetnek, azonban ennek anatémiai héatterének leirdsa és a sejttipusok pontos
azonositisa még nem tdrtént meg. Ezért valasztottam feladatul a neurogliaform
sejtek elektromos kapcsolatainak és a hozza elektromosan kapcsolt intemeuron
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MODSZEREK

A Kkisérlethez fiatal (18-25 napos) Wistar patkanyokat hasznaltunk.
Az allatokat intraperitonealis ketamin (30 mg/kg) és xilazin (10 mg/kg)
anesztézia alatt dekapitaltuk, az agy Kkipreparalasat hiitstt Mesterséges
CerebroSpinalis Folyadékban végeztik (MCSF), melynek Osszetétele a
kdvetkezd volt: 130 mM NaCl; 3,5mM KCI, 1 mM NaHPO,; 24mM NaHCO;;
ImM CaCly; 3mM MgSO04; 10 mM D(+) gliikkéz. A CaCl, hozzaadasa elott
10-20 percig jégen karbogénnel (95% 02, 5% CO2) oxigenaltuk, hogy
elkeriiljiikk a CaCO; kicsapddasat. Leica VT 1000S metszokésziilékkel 320 um
vastag koronalis metszeteket készitettiink a szomatoszenzoros kéregbol. A
szeleteket 1 oran 4t inkubdltuk 30 °C-os oxigendlt MCSF-ben. Az
elektrofiziol6giai vizsgalatokhoz a szeleteket 37 °C-os elvezetd kamraba
helyeztiikk, amelyen mesterséges cerebrospinalis folyadékot aramoltattunk at,
ez a preparalas soran alkalmazottol eltérden 3mM CaCl,-ot és 1,5 mM
MgSO,-ot tartalmazott.

Az elektrofizioldgiai kisérletek alapjat a whole cell patch clamp
technikaval végzett paros, illetve triplet elvezetések képezték II/III rétegbeli
neuronokb6l. A sejteket alakjuk (multipolaris, bipoldris) szerint valasztottuk ki
infravéros DIC (differenciél interferencia kontraszt) videomikroszképia (Zeiss
Axioskop FS mikroszkép, Hamamatsu CCD kamera, Luigis & Neumann
Infrapatch manipulator rendszer) segitségével. A mikropipettakat (5-7 MOhm)
intracellularis oldattal tSlt6ttik meg (pH 7.25, 300mOsm): 126 mM K-
glikkonat, 4 mM KCI, 4mM ATP-Mg, 0,3mM GTP-NA,, 10mM HEPES,
10mM Kkeratin-foszféat és a sejtek toltéséhez 8mM biocytin (N-biotinilalt lizin).
A GABAerg neuronok tovabbi azonositasa fiziologiai jellemzOk alapjan
tértént. Az esetek tSbbségében a diffuzid megfelelé toltést eredményezett a
neuronokban. A szeleteket fixaltuk, majd tovabbmetszettik 60 pm-es
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és a biocitinnel t5ltott sejteket avidin-biotinilalt tormaperoxiddz médszerrel
tettitk 1athatév4, diaminobenzidint alkalmazva kromogénként. A metszeteket
utdlagosan OsO,-ban  rogzitettik, majd uranil-acetitban festettiik,
viztelenitettiik és tirgylemezeken epoxigyantaba dgyaztuk.

A biocitinnel t51t5tt, azonositott sejtparok, illetve tripletek haromdimenzios
rekonstrukcidja a Neurolucida rendszer és BX-60F fénymikroszkép
segitségével késziilt. A feltételezett szinapszisok posztszinaptikus szématol
valé tavolsagat Neuroexplorer programmal mértiik. A mért értékek alapjan
dendrogramot készitettiink. Az interneuronok adatait szintén a Neuroexplorer
program algoritmusainak segitségével gyiijtottiik ki numerikus-, szegmens- és
Sholl analizist végezve. A sejtek statisztikai analiziséhez parametrikus és nem-
parametrikus probakat végeztiink az SPSS 11.0, és az ORIGIN 6.0 programok
segitségével. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p < 0,05
volt.

A fénymikroszkopos analizist kdvetéen a jelolt sejtek teriiletét
atagyaztuk ultravékony metszetek készitésére. Az ultramikrotdmmal készitett
65 nm-es sorozatmetszeteket hartyésitott egylyukil réz gridekre emeltiik és
Glomcitréttal festettiik. A fénymikroszkoposan becsiilt szinapszisok korrelalt
elektronmikroszképos azonositasait TECHNAI Philips elektronmikroszkép
segitségével végeztiik.

EREDMENYEK ES TARGYALAS
A neurogliaform sejt-piramissejt kapcsolat 'fizioldgiéja, a lassi agykérgi
gatlas anatomiai hittere

Bizonyos pédros whole cell elvezetésekben a péarok tagjai kozott
munkatédrsaim lassa kérgi IPSP-k kialakulasara lettek figyelmesek (10 - 90 %



felfutasi idé: 23.6 + 10.5 ms, félszélesség: 183.9 + 82.5 ms). Ezen kapcsolat
tesztelésére egyes pulzus és paros pulzus kisérleteket végeztek. Egyes pulzus
kisérletben a preszinaptikus sejtben kivaltott akciés potencidl @
posztszinaptikus sejtben 23.4 + 9.8 ms felfutasi idejii és 183.9 = 82.5 ms
félszélességii IPSP-t valtott ki. A paros pulzus kisérletekben a preszinaptikus
sejtben kivaltott akciés potencial a piramissejtben tartés gatlast idéz el. A
masodik akciés potencial hatdsira membranpotencialja még messzebb keriil az
alapvonaltél és csak 4-500 ms mulva regeneralédik Gjra. Kimutatasra keriilt
tovabba, hogy a lassi gatlas farmakoldgiailag két komponensre bonthato, egy
gyors, bikukullin érzékeny, GABA, receptor kozvetitette és egy ezt kovetd
lassii, CGP érzékeny GABAGp receptor medidlta sszetevore. Ez az Gn. tartds
kérgi gatlas, melynek anatomiai hatterét ezideig nem sikeriilt azonositani.

A fenti piramissejtekben kivaltott IPSP-k anatémiai hattereként
minden esetben neurogliaform sejtet hatdroztam meg. A neurogliaform sejteket
els6ként Ramon Y Cajal irta le 1899-ben, cellule neurogliaforme néven, a
gliasejttel valé hasonlatossdguk miatt. Szinonim névként hasznalta még a
torpesejt és pokhalo sejt kifejezéseket. A neurogliaform sejttestje viszonylag
kicsi, kerekded, dendritjei rovidek, gydngyszottek. Fénymikroszkopos
megfigyelésem szerint a neurogliaform sejtek 7-9 fédendritie gombszeril
dendritfat alakit ki. Mas interneuronokkal valé morfologiai dsszehasonlitasa
alapjan azt mondhatjuk, hogy a neurogliaform sejteket dendritfijuk Sholl
analizise alapjan kiilonboztethetjiik meg legbiztonsdgosabban. A dendritfak
" kompakt kiterjedése arra enged kovetkeztetni, hogy a neurogliaform sejtek
térben szelektiv bemenetet kapnak mind az intrakortikalis és felszallo
glutamaterg afferensektdl, mind a dénten helyi GABAerg forrasoktol.

A 3D fénymikroszképos rekonstrukciok szerint a neurogliaform
sejtek axonja kompakt, vékony kollateralisai siiriin betdltik a sejttest koriili
teret. Az altaluk alkotott szinapszisok térszelektiven innervaljak a
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dendrittorzsekre adva le szinapszisaikat. A dendrittliskéket és kiilsnSsen a
tiiskék alapjat célz6 GABAerg szinapszisok szintén fontosak lehetnek a
dendrittiiskék fejére érkezd serkentd bemenetek kontrolljdban. A gatl6
kloridkonduktancia (GABA,) a tiiskealapon kiilondsen hatékony sont616
hatsi, mig a tiskére érkezd gatld kéliumkonduktancia (GABAjp) nagyon
erbsen cstkkentheti a serkentd posztszinaptikus potencidlok hatdsat
hiperpolarizalé gatlas utjdn. Ezért még egy viszonylag kis amplitidéja
bemenetnek is jelentds hatdsa lehet a posztszinaptikus sejt akcids
potencialjanak idézitésében, ha térben és id6ben rendezetten érkezik.

A neurogliaform sejt axonjanak részletesebb elemzése

A neurogliaform sejt axonja barhol eredhet és rendkiviil stiri, gomb
formaji axonfelhdt formalva nagyrészt abban a sejtrétegben helyezkedik el,
ahol a sejttest, csak kis mértékben nyilik 4t mdas rétegekbe. A fSaxon a
harmadik - negyedik elagazis utdn rendszerint csokorszeriien szétbomlik, és
vékony éagaival behdlozza a sejttest komyékét, rendkiviil siirli, gomb formaji
axonfelh6t képezve: 0.954 + 0.299 pm axon 1000 pum’-ben (p <0,006).
Osszehasonlitisképpen mas GABAerg interneuronok axonjénak siirlisége:
0.453 + 0.015 axon 1000 me-ben. Az axon megjelenése egyértelmiien
meghatérozza a sejt anatémidjat; vékony, apré kis boutonokkal boritott, de
ezen boutonok a mas tipusi GABAerg sejtek dendritjeivel eddigi
megfigyeléseink szerint (n=19) nem képeznek ,klasszikusnak” mondhaté
kémiai szinapszist. Az axonrél készitett elektronmikroszképos 3D
rekonstrukciék alapjan az axonon siirlin elhelyezkedd en passant boutonok
atmérdje 400-800 nm kozbttinek adddott, illetve ezen boutonok 3-8 pm-ként
kovetik egymast az axonkollateralisok mentén.



A neurogliaform sejtek kozotti elektromos kapcsolat
A fentebb jellemzett, komplex GABA, + GABAjg vilaszt kivalt6

neurogliaform sejtekrdl kimutattuk, hogy képesek egymaéssal elektromos
szinapszison keresztiil kommunikalni. Patkany szomatoszenzoros agykéregben
végzett paros, illetve triplet elvezetéseink azt is bizonyitjdk, hogy a
neurogliaform  sejtek egyediildlld mdédon méas tipusi GABAerg
interneuronokkal is létesitenek elektromos kapcsolatot, mint példaul gyorsan
tiizeld kosérsejtekkel, szabalyosan tiizeld sejtekkel, Martinotti sejtekkel és axo-
axonikus sejtekkel is. A kapcsolatok elektrofiziologiai tesztelése depolarizald,
illetve hiperpolarizalé impulzussal tortént. Az elektromos kapcsolat anatémiai
hatterét, vagyis a gap junctiont, korrelélt elektronmikroszk6pidval mutattam ki.
Az elektromos jelek esetenként egy, vagy két rés kapcsolaton keresztiil
kozlekedtek, amelyek a sejttesten, vagy a dendriten helyezkedtek el.
Kisérleteink alapjan a neurogliaform sejt — neurogliaform sejt elektromos
kapcsolat joval gyakoribb volt (50%), mint a neurogliaform sejt — mas tipusa
GABAerg interneuron kozotti elektromos kapcsolat (~20%). A rés kapcsolatok
ultrastruktirajanak feltarasabol arra kdvetkeztethetiink, hogy az elektromosan
Osszefiizbtt interneuronok citoplazmikusan nem Gsszefiiggbek. Ezt a
feltételezést tamasztjdk ald azok a megfigyelések is, miszerint a dye coupling
jelenség hianyzik az egymdssal rés kapcsolatban allé agykérgi idegsejtek
kozott. A dye coupling hidnya kisérleteinkben a homolég és heterolog gap
junction-nal felfiizott sejtek kozbtt, a rés kapcsolatok hasonldsagara, illetve a
connexin 36 csatornafehérje részvételére utal.

Laborunk elézetes homolég rés kapcsolatokkal foglalkozéd
tanulmanyaiban a kapcsolatok minden esetben a szémék és/vagy dendritek
kozstt helyezkedtek el, de a hippokampuszban a piramissejtek kozott is
meglévd axo-axondlis rés kapcsolatok azt sugalljak, hogy az elektromos
kapcsolatok kialakulasa az idegsejtek meghatarozott helyeihez kithetdk. Az itt



bemutatott heterolég elektromos kapcsolatokat is sejttest és dendrit, illetve
dendrit és dendrit kozott taldltuk meg, ez alapjan ugy tiinik, hogy az idegsejtek
meghatarozott helyeihez kothetdk. Az itt bemutatott heterolég elektromos
kapcsolatokat is sejttest és dendrit, illetve dendrit és dendrit kozott talaltuk
meg, ez alapjan Ggy tiinik, hogy az agykérgi interneuronok dendritfaik
kapcsolédasa révén alkotnak elektromosan dsszekapcsolt halozatot.

Az a tény, hogy a neurogliaform sejtek mas interneuronokkal nagy
valdsziniiséggel allhatnak elektromos kapcsolatban, kiilonleges szerepet jésol e
sejttipusnak. Mivel az elektromos szinapszisokat érintd kérgi fejlédés a
vizsgalt allatokban a harmadik hét végére lezdrul, ezért a fiatal feln6tt
elektromos szinapszisok képzése nem tekintheté atmeneti, a fejlddés részét
képezd, idével eltiin jelenségnek. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a
neurogliaform sejtek nagyon ritkdn kapcsolddnak egymashoz tisztin
elektromos szinapszissal, tilnyomoérészt az elektromos szinapszis mellett még
reciprok médon gatoljak egymast lassi IPSP-vel. Az Osszetett kémiai és
elektromos kapcsolat elég hatisos médja a szinkronizicionak, ezért gyanithato,
hogy a neurogliaform sejtek esetében is elosegiti a két sejt szinkron miiksdését
ez a mechanizmus.

Eredményeink szerint a neurogliaform sejtek tehat egyediilalié
moédon, elektromos és kémiai szinapszisokkal innervaljak a kiilsnbszd
interneuron populécidkat a felnétt agykéregben. igy hozzajarulhatnak a kérgi
szinkron aktivitds kialakuldsdhoz lass IPSP-kbdl all6 szinkron bemeneteik
segitségével, masrészt a  killonbdz0  interneuronok  aktivitdsanak
monitorozésdval e szinkron gatlast egyediilalléan tudjidk hangolni a teljes
GABAerg halézat pillanatnyi allapotéhoz.
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