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Bevezetés, célkitiizések

Az agykeérget felépitd idegsejtek 0sszetett dendritfaval rendelkeznek, melyek serkentd és
gatlé szinapszisok ezreit fogadjak. A dendritfa elektrotonusos tulajdonsagai, dsszetett
morfoldgiaja és az aktiv konduktanciak valtozatos sejtfelszini eloszlasa befolyasolja a
szinaptikus informacié feldolgozasat. A dendritfa eltérd terlleteire érkez6 szinaptikus
bemenetek igy elhelyezkedésuktdl figgben kulonb6zd hatast fejthetnek ki a sejtek
serkenthet6ségére és/vagy az axonalis akcids potencialokra. A dendritekre érkezé
serkentd bemeneteket részletesen tanulmanyoztak az elmult évtizedben, kevés adat all
azonban rendelkezésre a GABA-erg, gatldé bemenetek hatasarol, bar ezek alkotjak az
agykérgi szinapszisok mintegy 20 %-at.

A GABA-erg, gatldo interneuronok szinaptikus atvivbanyagként gamma-amino-
vajsavat (GABA) szabaditanak fel axonvégzédéseikben. A GABA nélkulozhetetlen a kérgi
serkentd mechanizmusok egyensulyban tartasaban, és kritikus szerepe van a kilszob
alatti és kuszob feletti jelenségek idéviszonyainak meghatarozasaban. A kéregben kétféle
receptor tipus kozvetiti a GABA posztszinaptikus hatasat. Az ionotrép GABAA receptorok
Cl-csatornakat formalnak, a metabotrop GABAEg receptorok G-protein aktivacion keresztul
K*-csatornakat nyitnak. A GABA-erg sejtek a posztszinaptikus sejtek eltéré régioit
innervaljak. A kosarsejtek példaul a periszomatikus sejtrégiokat, az axo-axonikus sejtek
specifikusan a piramissejtek axon inicialis szegmentumat célozzak, mig a dendritcélzo
sejtek a vizualis kéregben dendrittorzseket, a kettéscsokor sejtek pedig dendrittiskeket
innervalnak. A periszomatikus gatld szinapszisok elhelyezkedésiknél fogva hatékonyan
szabalyozzak az axoszomatikus akcios potencialok keletkezését. A dendritikus gatlo
szinapszisok  egyuttmikddhetnek  dendritikus  feszlltségfiggé  ioncsatornakkal,
csOkkenthetik a serkent6 szinaptikus bemenetek hatasat, megakadalyzhatjak az axonalis
akcids potencialok dendritekbe terjedését és ellenérzés alatt tarthatjak a dendritikus Ca?*
elektrogenezist. Megallapithatd, hogy vannak informacidink a GABA dendritikus hatasairdl
és bar tudunk dendriteket innervald interneuronokrol, az ezek kozotti kapcsolat, vagyis a
preszinaptikus sejtek sejttipus specifikus hatdsa a posztszinaptikus sejten még kevéssé
ismert.

Kisérleteinkben ezért célul tiztuk ki dendriteket innervalo, GABA-erg sejttipusok
azonositasat és részletes analizisét. Arra is kivancsiak voltunk, hogy azonositott

sejtparokban a dendritikus GABA-erg sejtek posztszinaptikus hatasat hogyan befolyasolja
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a kapcsolatot kozvetitd szinapszisok szama és elhelyezkedése a célsejten.

Kisérleteinkben whole-cell patch-clamp elvezetést alkalmaztunk szinaptikusan
kapcsolt sejtparokbdl, melyet a szinapszisok korrelalt fény-és elektronmikroszkopos
azonositdsa kovetett. A whole-cell elvezetéssel fiziologiai tulajdonsagai alapjan
azonosithaté a preszinaptikus sejt, amely meghatarozott valaszt valt ki a posztszinaptikus
sejten. A modszerrel a preszinaptikus sejtnek a posztszinaptikus sejt kuszob alatti és
klszob feletti aktivitasara tett hatasa is vizsgalhatd, melyet a sejtpar vizualizalasa és
anatomiai vizsgalata kdvet. A moédszer kombinacidja a kapcsolatot kozvetitd szinapszisok
elektronmikroszkdépos azonositasasaval lehetéséget nyujt a szinapszisok pontos
szamanak és térviszonyainak meghatarozasara.

Korabbi tanulmanyok GABAEg receptorokat valdszinisitettek a dendritikus gatlas
kozvetitbjeként. Egy preszinaptikus sejt aktivacidjaval ezidaig csak tisztan GABAAa
receptorok kozvetitett valaszokat sikerult kimutatni az agykéregben. A hippokampalis és
neokortikalis GABAg recepor kozvetitett valaszokrdl viszont nem tudjuk, hogy milyen
sejtek feldl érkeznek és hogy egyetlen vagy tobb preszinatikus sejt mikodése szikseges
kivaltasukhoz. Ennek kideritésére elsé kisérletsorozatunkban neokortikalis GABAerg
interneuronok fel6l piramissejtekre érkez6 kapcsolatokat vizsgaltunk meg. Jellemeztik a
piramissejteken kivaltott valaszok kinetikajat és meghataroztuk a kapcsolatot biztosito
szinapszisok szamat és térviszonyait.

Ismert, hogy a GABA-erg folyamatok szerepet jatszanak az agykérgi
sejtpopulaciék  aktivitasanak  szinronizalasaban viselkedési szempontbdl fontos
frekvenciakon. A neocortexben medfigyelt gamma (40 - 100 Hz) hullamok szamos kognitiv
folyamat alapjat képezik, 20 Hz-es béta hullamokat pedig tdbbek kdzott akaratlagos
szenzorimotoros mikddések alatt regisztraltak. A szinkronizacios folyamatokban
elektromos szinapszisok is részt vesznek, elésegitve a gap junction-okkal kapcsol6do
interneuronok aktivitasanak szinkronozalasat. A periszomatikusan végz6dé GABA-erg
bemenetek hatékonyak az akcidés potencialok id6zitésében és ez, mint azt korabbi
munkankban kimutattuk, flgg a kapcsolat tipusatdl. A kosarsejtek képesek egymas
tuzelését szinkronizalni kombinalt elektromos és kémiai szinapszisokon keresztul. A
legtobb eddigi kisérletben azonban vagy nem vizsgaltak a szinapszisok helyét, vagy csak
a periszomatikus mehanizmusokra koncentraltak. Masodik kisérletsorozatunkban
megvizsgaltuk a dendritikus bemenetek hatékonysagat a szomatikus akcios potencialok

idézitésében.



Egy szinaptikus bemenet hatasat dendritikus pozicidjan tul feszlltsegfliggd
ioncsatornak is befolyasoljak. Ezen csatorndk dendritfan valé eloszlasanak pontos
feltérképezése tehat fontos a dendritikus gatlo bemenetek hatasanak megértéséhez. Az
idegsejtek dendritfai szamos feszlltségfiggd ioncsatornat tartalmaznak, azonban keveset
tudunk ezek sejtfelszini eloszlasarél. Szamos farmakoldgiai és fizioldgiai kisérletben
térképezték a feszlltségfiiggd ioncsatorndk axo-szomato-dendritikus eloszlasat,
melyekben patch-clamp elvezetést hasznaltak. Ez a technika kivaléan alkalmas a mikodé
csatornakon atfolyd aramok lokalizalasara. Azonban a mddszer hatranya, hogy a kis
atmérdji szubcellularis régiok nem hozzaférhetéek az elektrod szamara, tovabba az
aramok eloszlasaban mért kalonbségek nem feltétlenul tikrozik a csatorna eloszlasban
mutatkozé  klldnbségeket.  Harmadik  kisérletsorozatunkban  nagy  feloldasu
elektronmikroszkdépos immunarany modszerrel lokalizaltuk a HCN1 csatornafehérjét, és
meghataroztunk néhany, a csatorna eloszlasat meghatarozé szabalyszeriséget. A HCN1
egyike a hiperpolarizacio-aktivalt és ciklikus-nukleotid fliggé kationcsatorna négy ismert
alegységének (HCN1-4). Az alegységek homomer vagy heteromer Osszerendezédése

felelés a H-aramban megjelend kulonbségekeért (1h).

Anyagok és modszerek

Elektrofizioldgia és a toltott sejtek vizsgalata

Wistar patkanyok (P19 - 35) szomatoszenzoros kérgébdl 300 um vastag szeleteket
készitettiink és olyan elvezeté kamraba helyeztik 6ket, amelyen folyamatosan oxigenalt
mesterséges cerebrospinalis folyadék (ACSF) aramlott at. Whole-cell patch clamp
technikaval vezettink el szinaptikusan kapcsolt interneuron-interneuron és interneuron-
piramissejt parokbdl, tripletekbél vagy quadripletekbdl a szomatoszenzoros kéreg 1 - 5.
rétegeiben. A szinaptikus kapcsolatot online atlagolassal teszteltuk, mialatt a
preszinaptikus sejtet depolarizalé aramimpulzussal tlzeltettlk. Az elvezetések alatt
alkalmazott depolarizalé aramimpulzusok elGsegitették a biocytin sejtbe aramlasat és
annak teljes feltdltédését. Ezt kovetben szeleteinket fixaltuk, majd zselatinblokkba
agyaztuk és ujrametszettik 70 pm-es metszetekre. A biocytinnel toltott sejteket az avidin-
biotin-tormaperoxidaz (ABC) maodszerrel tettlk lathatéva, melyhez 0,05%-0os 3’3-
diaminobenzidin tetrahidrokloridot (DAB) hasznaltunk kromogénként. A szeleteket 1%
OsOas-ban rogzitettlk, 1% uranil-acetattal festettlik, felszalld6 alkoholsorozatban

viztelenitettuk, majd targylemezen epoxigyantaba agyaztuk.
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A jelolt sejtek axon és dendritfajat harom dimenzidban rekonstrualtuk a teljes
szeletet képvisel6 60 pm-es sorozatmetszetekbdl a Neurolucida rendszer segitségével.
Megmértik a szinapszisok sejttesttdl valé tavolsagat a célsejt dendritfajan és a
szinapszisokat dendrogramon abrazoltuk. A biocytinnel jelolt sejtek teljes szomato-
dendritikus felszinét megvizsgaltuk kdzeli membranappoziciokat keresve a toltott axonok
és dendritek kdzott, melyeket azutan a sejttestig kovettlink vissza. A fénymikroszképpal
becslilt szinapszisokat elektronmikroszképban ellendriztik ultravékony
sorozatmetszeteken.

A fénymikroszképos analizist kovetéen axonokban gazdag teruleteket agyaztunk at
ultravékony sorozatmetszeteket készitésére. A 70 nm-es sorozatmetszeteket
elektronmikroszkép alatt vizsgaltuk, a biocytinnel jelolt axonokat addig kovettuk a
sorozatmetszetekben, amig szinapszist nem |étesitettek jelOletlen posztszinaptikus
profilokon. Mivel a metszeten l1évd 0sszes axondarabot leellenériztik, és mert a metszet
sikja random modon szeli az axonfelhét, moédszeriunk posztszinaptikus célokrél random
mintat biztosit.

Immunhisztokémia

Felndtt, him Wistar patkanyokat fixaltunk aortan keresztuli perfuziéval mély altatasban. Az
agy kiemelését kovetéen az eléagybol 60 um vastag horizontalis szeleteket készitettink. A
blokkolas utan a szeleteket a HCN1 ellen nyulban vagy tengerimalacban termeltetett,
eltéré epitdépokat felismerd elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk. Néhany szeleten kett6s
fluoreszcens jeldlést végeztink. Az immunperoxidaz reakcibhoz az ABC
reagenskeverékkel vald inkubalas el6tt biotinilalt masodlagos ellenanyaggal reagaltattuk a
megdfelel6 szeleteket. A peroxidaz reakciot 0,05 % DAB-ot és 0,01 % H202-t tartalmazo
oldatban hivtuk el6. Az immunarany eljarassal eléhivott szeleteket 0,8 nm-es
aranyszemcsehez kotott masodlagos ellenanyagot tartalmazé oldattal inkubaltuk, majd a
reakcidot ezustozéssel erbsitettik. A szeleteket OsOas-ban rogzitettik, uranil-acetattal
festettlk, felszalld alkoholsorozatban viztelenitettik és targylemezeken epoxigyantaba
agyaztuk.

A szubikulumban kaptuk a legjobb jel-zaj viszonyt, ezért a szubikularis
piramissejtekben végeztik el a szubcellulaaris régiok HCN1 tartalmanak kvantitativ
Osszehasonlitasat. A véletlenszerlien kivalasztott terlletek elektronmikroszképos felvételei
ugyanazon ultravékony metszet két teruletérdl, az apikalis dendritek disztalis részeit

tartalmaz6é stratum moleculare-rol és a sejttesteket és  proximalis  dendriteket
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tartalmazé mélyebb rétegekrél készultek. A nem specifikusan kotédott aranyszemcse
eloszlast a piramissejtek sejtmagjan hataroztuk meg. A plazmamembranhoz kapcsol6do
aranyszemcseék denzitasat ugy hataroztuk meg, hogy az aranyszemcsék szamat osztottuk
az effektiv membranteriilettel (szemcseszam / pum?). Hasonldé moédon szamitottuk a
citoplazmatikus aranyszemcse denzitast az aranyszemcsék és a citoplazma tertletének
aranyabdl (szemcseszam / um?). Paros t-teszt segitségével a specifikusan és nem

specifikusan jel6l6dé terlletek denzitdsai 6sszehasonlithatéva valtak.

Eredmények és kovetkeztetések

1. A lassu qatlas azonositott forras- és célsejtiei neokortexben

A neurogliaform sejteket (NGFC) késén tlzel6 aktivitasi mintazatuk, slrl axonfelhéjuk és
rovid, alig elagazé dendritfajuk alapjan azonositottuk. A véletlenszeri  mintakbdl
meghatarozott efferens céleloszlas szerint a neurogliaform sejtek elsGsorban
dendrittiskéket (71%) illetve dendrittorzseket (29%) innervaltak. A neurogliaform sejt-
piramissejt kapcsolatok harom dimenzids fénymikroszkopos térképezése megerésitette az
elektronmikroszképos megfigyeléseket. A fénymikroszképosan azonositott szinapszisok
dendrittorzseken és dendrittiskéken helyezkedtek el, 62 + 28 ym tavolsagra a sejttestdl.
Ezt kdvetben egy olyan véletlenszeriien kivalasztott sejtpar fénymikroszképosan becsult
szinapszisainak teljes elektronmikroszképos azonositasat végeztik el, amelyen egy
szinapszis az egyik dendrittiske nyakan, harom szinapszis dendrittikék fején és egy
szinapszis egy dendrittorzson a sejttestél 63 ym £ 27 pym (25-92 uym) tavolsagra
helyezkedett el.

A neurogliaform sejtek altal piramissejteken kivaltott IPSP-k aktivacidja (23.4 + 9.87
ms) és lecsengése lassabb volt, mint az 6sszehasonlitasul szolgalé kosar- (5.8 + 2.0 ms)
és bitufted (6.5 + 1.7 ms) sejtek feldl kivaltott IPSP-k esetén. A neurogliaform sejt-
piramissejt parok farmakologiai vizsgalataval kimutattuk, hogy a neurogliaform sejtek altal
kivaltott IPSP-k két komponensbdl allnak. A korai komponens a GABAAa receptor
antagonista bikukulinnal, a kései komponens a GABABg receptor antagonista CGP35348
vegyulettel gatolhatd. A komponensek fordulasi potencial értékei megerésitették ez a
kovetkeztetést. A serkentd bemenetek féként dendrittliskékre érkeznek, igy a
neurogliaform sejtek képesek az EPSP-k helyi gatlasara hatékony ellenérzés alatt tartva a
dendritek serkenthetéségét. A neurogliaform sejtek hatasat tovabb fokozhatja, hogy
szinapszisaik egy része a tuskenyak eredésére érkezik, ahol az EPSP-k még
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hatékonyabban konrollalhatok, mint a tuskék fején. A neurogliaform sejtek csak rendkival
alacsony frekvenciaju tuzelés mellett valtottak ki stabil amplitudoju posztszinaptikus
valaszokat, ami arra utal, hogy a neurogliaform szinapszisok mikodeésfiggé plaszticitasa a
metabotrop posztszinaptikus folymatokra hangolt.

Eredményeink demonstraljak, hogy az agykérgi halézatokban megjelend lassu
IPSP-k hatterében egyedi forrasok, név szerint a neurogliaform sejtek aktivacioja all, mely
konzisztensen, kombinalt GABAa és GABAs receptor medialt valaszokat valtott ki

piramissejteken.

2. Dendritikus GABA-erq szinapszisok és gap junction-ok kézvetitette [ és y frekvenciaju

szinkronizacio aqykérqi interneuronokban

Fiziologiai és anatdmiai tulajdonsagaik alapjan szabalyosan tuzel6 nempiramissejtként
azonositottunk (RSNPC) egy GABA-erg sejttipust a szomatoszenzoros kéreg 2-5.
rétegében. Az RSNP sejtek dendritjei az orsdszeri sejttest két poélusardl Iépnek ki, és
szbérvanyosan tiskézettek. Az axonok a dendritfa korul sri axonfelhét formalnak, emellett
a mélyebb rétegekbe tdbb radidlisan futdé axonagat is kildenek. Az RSNP sejtek
posztszinaptikus céleloszlasanak vizsgalataval megallapitottuk, hogy az RSNP sejtek
féként dendrtittiskéket (53 + 12 %) és dendrittdrzseket (45 £ 10 %) innervaltak és csak
ritkdn valasztottak posztszinaptikus célként sejttesteket (2 + 4 %).

Haromféle, RSNP sejteket 6sszekdtd kapcsolatot azonositottunk. A tisztan GABA-
erg kapcsolatokat 4 + 2 szinapszis koOzvetitette, melyek a sejttestél 63 + 28 um
tavolsagban helyezkedtek el. Ezen kapcsolatok a posztszinaptikus sejt tlzelését béta
frekvencian hoztak fazisba. Az elektromos kapcsolatokat 2 - 8 gap junction kozvetitette az
RSNP sejtek dendrittiskéi és/vagy dendrittorzsei kozott 77 £ 34 um tavolsagra a
sejttesttél. Az elektromos szinapszisok képesek voltak a posztszinaptikus akcios
potencialokat béta és gamma frekvencian szinkron vagy kis késeéssel id6ziteni, a kapcsolat
er@ssegétdl fuggdéen. GABA-erg és elektromos szinapszisokkal egyontetlen kapcsolt
RSNP sejtparokban a preszinaptikus sejt képes volt a posztszinaptikus sejt tlizelését béta
€s gamma frekvencian szinkronizalni.

Eredményeink szerint a dendritikus GABA-erg és/vagy elektromos szinaptikus
mehanizmusok hatékonyan képesek meghatarozott frekvenciaju kiszdb feletti informaciok

tovabbitasara. A dendriteket innervaldé GABA-erg sejtek halézata tehat egy a



periszomatikus szinkronizacios folyamatoktol térben elkulonulé utat biztosit az agykérgi
ritmikus aktivitas tovabbitasara.

3. A hiperpolarizacio-aktivalt HCN1 csatornafehérie polanizalt és kompartment-fligqgd

eloszlasa piramissejt dendriteken

Az elteré epitopok ellen termeltetett els6dleges ellenanyagokkal kapott jelolési
mintazat a vizsgalt szdvetekben gyakorlatiiag megegyezett. A reakciok fénymikroszképos
vizsgalata soran medgfigyeltuk, hogy a neokortikalis 5. rétegi piramissejtek apikalis
dendritkdtegei er6s HCN1 jeldlést mutatnak. A jelolés a 3. és 4. réteg hataran jelent meg
az apikalis dendriteken és egyre er6sodott az els6 rétegig, az apikalis dendritek altal
formalt dendritcsokrokig. A hippokampuszban erés HCN1 jeldlést figyeltink meg a
szubikulumban, a CA1, CA3 és a gyrus dentatus egyre gyengul6 jelolése mellett. A
szubikulum stratum moleculare régidja volt a leger6sebben jeldlt az egész
hippokampuszban, ezt kovette a CA1 stratum lacunosum moleculare rétege. Ezek a
teriletek tartalmazzak a piramissejtek apikalis dendritjeinek disztalis régioit. Egyarant erés
plazmamembranhoz kotott immunperoxidaz jelolést lattunk az 5. rétegi, szubikularis és
CA1 piramissejtek apikalis dendritjeinek disztalis részein. Az immunarany reakciok
elektronmikroszkopos vizsgalata kimutatta, hogy a HCN1-et jeldlé aranyszemcsék nagy
része plazmamembranon helyezkedik el a vizsgalt piramissejtek apikalis dendritjein. Ezt
kovetéen mennyiségileg hasonlitottuk 6ssze a piramissejtek proximalis és disztalis
régidinak HCN1 tartalmat. A kvantitativ elemzést a szubikularis piramissejteken végeztik,
mivel itt figyeltUk meg a legerésebb jeldlést (lasd Anyagok és Modszerek).

Nem tudtunk HCN1-et kimutatni a piramissejtek axon inicialis szegmentuman, a kis
atmérdjé axonokban és axonterminalisokban, mig a piramissejtek sejttestjei, proximalis és
disztalis dendrittdrzsei és dendrittiskéi szignifikdns mennyiségben tartalmaztak HCN1-et.
A HCN1 tehat az egyes sejtrégiokra specifikusan helyezkedett el piramissejteken. A
disztalis dendrittorzsek plazmamembranjan mintegy hatvanszor nagyobb HCN1 siriséget
mértink, mint a piramissejtek sejttestjein és tizenhatszor nagyobbat, mint a proximalis
dendriteken. A HCN1 szubcellularis eloszlasaban tehat a sejttesttél valé tavolsag is
meghatarozo fontossagu. A disztalis dendrittdrzsek mintegy négyszer tobb HCN1 fehérjét
tartalmaztak, mint a sejttestt6l ugyanazon tavolsagra elhelyezked6 dendrittiskék, ami a
HCN1 eloszlas szubcellularis kompartment fliggését mutatja.

Megallapitottunk tehat néhany alapvet6 szabalyszerlséget, amelyek
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meghatarozé szerepet jatszanak a feszulségfiuggd ioncsatornak kompartmentalizalt
sejtfelszini eloszlasaban, lehetévé téve egy sokkal kifinomultabb informacié feldolgozast a

sejt szamara.
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