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1 Bevezetés

Az agykéreg a sejtes szervez6dés legkomplexebb struktirdja. Osszetettségére bo-
nyolult funkciéi utalnak, melyek koziil legfontosabbak az érzékelési és a mozgasi
funkciok, valamint a kiilonb6z6 kognitiv folyamatok szervezése. Ezek az emberi
fajrajellemz6 kognitiv képességek megértése iranti vagy hajtja az agykutatékat mun-
kajuk sordn, és ugyanezek a kognitiv képességek teszik ket alkalmassa az ambici-
6zus feladatra. Bar a végs6 cél az emberi gondolkodas és tudat megértése, a kuta-
tasok jelenleg az egyszer(ibb modellorganizmusok, mint példdul a ragcsalok ideg-
rendszerének megértésére fokuszdlnak. Az utébbi évtizedek kutatdsai azt mutat-
jak, hogy az egyszer(ibb idegrendszerek vizsgalata is komoly kihivdsokat tartogat.
A ragcsalokban végzett kutatasok tovabbé jo kiinduldépontot jelentenek az emberi
agykéreg megértését célz6 kisérletek tervezésében. Doktori munkdm sordn részt
vehettem mind a rdgcsald, mind az emberi agykéreg miikodésének kutatasdban.
A ragcséalo agykéregben leirtunk egy 1j kommunikéciés utvonalat egy GABAerg
interneuron és egy glia sejt kozott, majd megvizsgédltunk egy sztereotip serkentd
szinaptikus kapcsolatot mind a patkdny, mind az ember agykérgében, és kimutat-
tuk, hogy milyen biofizikai mechanizmusok felelések a koztiik 1év6 fajspecifikus
kiilonbségekért.

Az agyban taldlhat6 két {6 sejttipus, a neuron és a glia koziil a glia sejtek fordul-
nak el6 nagyobb szdmban. A glia sejtek koziil is a leggyakoribbak az asztrocitak,

melyek az egyedfejlédés sordn részt vesznek az idegrendszer kialakuldsanak egy
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fontos 1épésében, a szinaptogenezisben. A szinaptogenezis id6szakdra jellemzd,
hogy az agykérgi szinapszisok szama dramai moédon megnd. A szinaptogenezis
lezarédasaval az asztrocitdk is elnyerik végsd anatémiai és molekuldris biolégiai
tulajdonsagaikat és funkcidjukat. A kifejlett asztrocitdk {6 funkciéi a feln6tt agyké-
regben az ionikus és metabolikus homeosztazis fenntartésa.

Az agykéreg leginkdbb kutatott idegsejtjei a projekcids, serkent6 piramis sej-
tek, melyek az agykérgi idegsejtek viszonylag homogén, dont6 tobbségét alkotjak.
Bar projekcidjuk és génexpressziés mintdzatuk alapjan elkiilonithetek, morfologi-
djukra jellemz6 a dendritjeiken taldlhato stirti tiiskézettség, a vastag, felsébb réte-
gek felé iranyul6 apikalis dendrit, a sejt alapi részén ered6 bazélis dendritek, vala-
mint a fehérallomany irdnydba projektdl6 axon. Az agykéreg gatlo sejtjei képezik az
idegsejtek joval diverzebb kisebbségét, melyek funkciondlisan is heterogénebbek,
de minden esetben a serkent6 tobbség miikodését szabalyozzak. Kutatécsoportunk
a humdn és a ragcsdlo agykéregben taldlhat6 gatlo idegsejt altipusok felépitését és
miikddését vizsgalja. Disszertaciomban harom gatl6 idegsejt tipus szinaptikus ki-
és bemeneteit vizsgaltuk.

Munkam egyik felében az agykérgi kosarsejtek és axo-axonikus sejtek helyi ser-
kentd bemeneteit vettiik gorcsé ald. A kosarsejt az agykéreg leggyakoribb gétlo
interneuron tipusa. A kosarsejt kifejezést el6szor Ramoén y Cajal hasznélta a kis-
agyban 1év6 neuronokra, melyek axonjai a Purkinje sejtek szémdit mintegy kosarat
képezve vették koriil. Ez az elnevezés az agykéregben azonban heterogén sejtpopu-
laciot jelol, tagjait kiilonb6zd neurokémiai tulajdonsdgok és eltérd eloszlasti axon-
telhd jellemzi, de kdzos benniik, hogy a piramissejtek szomatikus régidjat idegzik
be. A kosdrsejtekkel ellentétben az axo-axonikus sejtek egy homogén, specifikus

csoportot alkotnak. Legszembet(in6bb tulajdonsaguk, hogy GABAerg szinaptikus

kimeneteik kizadrélag a helyi serkentd piramissejtek axonjanak kezdeti szakaszéra
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érkeznek, ami egyben az akciés potencidlok kialakuldsanak a helye is. Mind a ko-
sdrsejtekre, mind az axo-axonikus sejtekre jellemz6, hogy dendritjeikre kifejezetten
nagy szdmu serkentd bemenet érkezik a kornyez6 piramissejtek fel6l. A legszéle-
sebb korben alkalmazott ragcsdlé-modellallatokon mar tobb tanulmény is késziilt
ezen kapcsolatok m{ikodésérdl. Ezek a szinaptikus kapcsolatok atlagosan 1-4 mV
amplitadoéjaak, melyek altaldban egyediil nem képesek a posztszinaptikus interne-
uronon akciés potencialt kivédltani. Ezzel ellentétben, az emberi agykéregben ugyan-
ezen szinapszisok joval hatékonyabbak: egy piramissejt egyetlen akcids potencialja
képes lehet a kornyez6 gyorsan tiizel6 interneuronokat nyugalmi membranpoten-
cidljukrol kiiszob f6lé depolarizalni és akcids potencidlba vinni. A hatékony serken-
tés hatdsara poliszinaptikus hal6zatok aktivalédnak, amelyek a Hebb-féle hal6zatok
alapjdul szolgalhatnak. Hogy milyen biofizikai mechanizmus &llhat a fajspecifikus
kiilonbség hatterében, az mdig ismeretlen.

Disszertdciom masik felében az agykérgi neurogliaform sejtek szinaptikus kime-
netét vizsgédltuk. Ezeket a sejteket szintén Ramon y Cajal irta le el6szor. Alakjuk
utdn pokhalo, illetve torpe sejteknek nevezte 6ket, hiszen axonarborizaciéjuk rend-
kiviil stiri, nagyon vékony nytlvanyokbol 4ll, sejttestiik viszonylag kicsi, kerekded.
Kutatécsoportunk kimutatta, hogy ezen sejtekben keltett egyetlen akciés potenciél
képes lasst gatl6 posztszinaptikus potencialt (IPSP) kivaltani a kornyezd piramis-
sejtekben. Ez a véalasz lassabb lefutdsti mds interneuronok &ltal kivéltott IPSP-khez
képest, aminek hatterében az dsszetett GABA 5 és GABAg receptor-mediélt iondra-
mok allnak. A neurogliaform sejtek mindeziddig az agykérgi hal6zatok lasst gat-
lasdnak egyetlen ismert képviselGje. Ezek mellett egy tjabb publikaciénk beszamol
arrol, hogy e sejtek képesek nemszinaptikus, térfogati tarnszmissziéval aktivalni

az axonfelh&jiikbe es6 GABA receptorok nagy részét. Egyetlen neurogliaform sejt



1. Bevezetés 4

altal felszabaditott GABA képes elérni a posztszinaptikus GABAg, a preszinapti-
kus GABAg és az extraszinaptikus delta alegységet tartalmaz6 GABA  receptoro-
kat egyardnt, amelyen keresztiil er6teljesen képes modulélni a kérgi halézatok ak-
tivitasat. Tekintve a neurogliaform sejt széleskodi hatdsat a kornyezé idegsejtekre,
feltételezhetd, hogy a térfogati transzmisszié sordn felszabadulé6 GABA eléri a kor-
nyezd nem-neurondlis sejteket is és hatdst fejt ki rajtuk, azonban ezidaig ezt még

senki sem vizsgélta.



2 Célkitiuzések

Disszertdciomnak két egymastol fliggetlen célja van. Egyrészt az agykérgi mikrohéa-
l16zatok jobb megértése érdekében azt vizsgaljuk, hogy patkany modelldllatokban
a GABAerg térfogati transzmisszé milyen hatdssal van a kdrnyezé asztrocitakra.
Masrészt egy sztereotip szinaptikus kapcsolatot vizsgdlunk meg mind a széles kor-
ben hasznélt rdgcsalé modellallatok agykérgében, mind pedig az emberi agykéreg-

ben. A f&bb kérdéseink a kovetkezdk:

1. Milyen hatésa van a térfogati transzmissziéval felszabaditott GABA-nak a kor-

nyez{ érett asztrocitdkra?

2. Miaz anatémiai hattere ennek a kapcsolatnak, és milyen receptorokon / transz-

portereken keresztiil valoésul meg?

3. Megvéltozik-e az érett asztrocitdk intracellularis kdlcium dinamikdja a térfo-

gati transzmisszidval felszabaditott GABA hatdsara?

4. Mely biofizikai tulajdonsagok kiilonboztetik meg az ember illetve a ragcsalo
agykérgében fellelhet6 piramissejt - kosarsejt serkenté szinaptikus kapcsolato-

kat?



3 Anyagok és mddszerek

3.1 Agyszelet készitése

Minden vizsgélat a Helsinki Nyilatkozat értelmében és a Szegedi Tudoményegye-
tem Etikai Bizottsaganak engedélyével tortént. Az emberi agykérgi szeletek olyan,
szubkortikdlis tumorban szenved6 betegek akut biopszids szoveteibdl késziiltek,
akiknél a tumor sebészeti megkozelitéshez sziikségszer(i volt eltdvolitani a bal vagy
jobb oldali frontalis, parietélis vagy temporalis kérgi teriiletek egy részét. A betegek
(53 £ 13 év) a mfitét el6tt a szovetmintak ilyen jellegti kutatasra valo felhasznala-
sat frasban engedélyezték. A mfitétek a Szegedi Tudomanyegyetem Idegsebészeti
Klinikdjan torténtek. A sebészileg eltavolitott szovetblokkokat a miitében azonnal
jéghideg (3 °C-6 °C) magas szachar6z tartalmi mesterséges agy-gerincvel$ folya-
dékba helyeztiik. Az oldat 6sszetétele mM-ban kifejezve a kovetkezé volt: 85 NaCl,
2,5 K(Cl, 1,25 NaH;POy, 25 NaHCO3, 0,5 CaCly, 4 MgSOy, 25 D(+)-gliikéz, 75 sza-
charéz, 95% Op-t és 5% COy-t tartalmazé gézeleggyel telitve. A patkany agysze-
letek készitésénél Wistar torzset hasznaltunk (P 18-56; him és ndstény egyardnt).
Mind ember, mind patkany esetében a szovetblokkbol vibralé pengéjti mikrotém-
mal (Microm HM 650 V) 320 pm vastag szeleteket metszettiink. A szeleteket a met-
szés sordn hasznalt mesterséges agy-gerincveldi folyadékba helyeztiik majd 1 6ran

keresztiil 30 °C-on inkubéltuk.
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3.2 Elektrofizioldgia

Az elektrofiziolégiai vizsgalatokhoz a szeleteket 36 °C-os elvezetd kamraba helyez-
tilk, amelyen keresztiil mesterséges agy-gerincvel6i folyadékot aramoltattunk. Ez
a folyadék mindossze annyiban kiilonbozott a tarolashoz hasznalt oldattdl, hogy
3 mM CaCly-ot és 1,5 mM MgSOy-ot tartalmazott. Az elektrofiziologiai elvezeté-
seket whole cell patch clamp technikdval végeztiik piramissejt-interneuron, vagy
interneuron-asztrocita parokbol. A sejteket infravoros differenciél interferencia kont-
raszt (DIC) videomikroszkopia (Zeiss Axioskop FS mikroszkép, Hamamatsu C2400
CCD kamera, Luigs & Neumann Infrapatch SM1 manipulator rendszer illetve Olym-
pus BX61WI mikroszkép, PCO CCD kamera, Luigs & Neumann Infrapatch SM5
manipuldtor rendszer) segitségével vizualizaltuk 60 pm-160 pm-re a szelet felszi-
nétdl 40x-es vizimmerzios objektivvel. A mikropipettdkat (4 M(2-6 M) alacsony
kloridion tartalmu intracelluldris oldattal toltottiik meg (pH 7,25, 300 mOsm) hogy
a GABAerg és glutamaterg események konnyen elkiilonithetéek legyenek. Az el-
vezetésekhez a kovetkezd Osszetétell intracelluldris oldatot hasznédltuk: 126 mM
K-gliikonét, 4 mM KCl, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na2, 10 mM HEPES, 10 mM
keratin-foszfat és 8 mM biocitin. A preszinaptikus piramissejtek esetében az intra-
cellularis oldatba 10 mM L-glutamatot is tettiink, hogy megel6zziik a hossz kisérlet
alatt a szinaptikus transzmisszi6 kimertilését. Az elektrofiziologiai elvezetéseket fe-
sziiltségzar tizemmodban végeztiik (HEKA EPC 10 patch-clamp er&siték), a mért
elektromos jeleket 8 kHz-en szfirtiik, 16 kHz-en digitalizdltuk, PatchMaster szoft-
verek (HEKA, Lambrech /Pfalz, Németorszag) segitségével mértiik és sajat keztileg
irt MATLAB és IGOR scriptekkel analizdltuk. Szinaptikus kapcsolatok vizsgalata
sordn a preszinaptikus sejteket rovid 2 ms-8 ms-os, 900 pA-es draminjekciéval sti-

mulaltuk, hogy akcids potencidlt valtsunk ki benniik. A serkentd posztszinaptikus
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aramok (EPSC) vizsgdalata sordn a posztszinaptikus sejtet =70 mV membranpoten-
cidl értéken tartottuk, a glia sejt d&ramai esetében pedig a glia sejt nyugalmi memb-
réanpotencidljan. Gatlé posztszinaptikus potencidlokat (IPSP) is tartalmazé kapcso-
lat esetén a posztszinaptikus sejt membranpotencidljat 40 mV és -50 mV kozotti

értéken tartottuk.

3.3 Fénymikroszképos vizsgalatok

Az elektrofiziologiai kisérleteket kovetSen a szeleteket 12 6ran keresztiil fixaltuk
4% pararformaldehidet, 1,25% glutdraldehidet és 15% pikrinsavat tartalmazé 0,1 M
foszfatpufferoldatban (pH: 7,4). Egy hisztologiai eljards sordn az elvezetett és bioci-
tinnel feltoltott sejteket tovabbi fény és elektronmikroszképos vizsgalatok szdmaéra
lathatova tettiik. A piramissejtek azonositdsa vastag apikalis dendritjiik és tiiské-
zett apikalis és bazdlis dendritjeik, tovdbba az axonnak a széma bazalis részérol
torténd eredése alapjan tortént. Az axoaxonikus sejtek egyértelmii azonositasat a
vertikdlis sorokban, fiizérszertien elhelyezked6 axontermindlisaik tették lehet6vé.
Kosérsejteknek tekintettiik azokat az interneuronokat, melyek axonterminélisai a
fénymikroszképos megbizhatdsag szintjén szinaptikus kapcsolat jelenlétét lehetévé
tevd kozelségbe keriiltek més sejtek vagy autaptikus médon dnmaguk széméjaval,
illetve periszomatikus régidival. A sejtek haromdimenzios rekonstrukcidjat a Neu-
rolucida rendszer (MicroBrightField, Colchester, USA) és BX-60F (Olympus, Tokyo,
Japan) fénymikroszkép segitségével végeztiik 100x-os olajimmerzids objektivvel.
Az eljaras sordn rekonstrudltuk a sejtek sejttestét, dendritfajat és axonjat tovabba a

sejtek teljes terjedelmében meghatédroztuk a lehetséges szinapszisok helyét.



4 Eredmények és megbeszélés

4.1 GABAerg térfogati transzmisszi6 interneuronok és
asztrocitak kozott a ragcsalé agykéregben

Hipotézisiink szerint az agykérgi neurogliaform sejtek &ltal térfogati transzmisszi-
6val felszabaditott GABA hatassal lehet a nem-neurondlis sejtekre is. Hogy ezt
leteszteljiik, whole-cell patch clamp technikdval egymashoz kozel 1év6 (<130 pm)
interneuron-asztrocita parokat vezettiink el (n = 209) a ragcsalé szomatoszenzoros
kérgének 1. rétegében. Az Osszes elvezetett gliasejt az érett asztrocitakra jellemz6
elektrofiziol6giai és anatémiai tulajdonsdgokat mutatta, az interneuronokat pedig
anatémiai és elektrofizioldgiai tulajdonsdgaik alapjan két csoportba osztottuk: neu-
rogliaform sejtek illetve nem neurogliaform sejtek.

Az elvezetett interneuronon percenként egyetlen akcids potencialt véltottuk ki,
és megvizsgéltuk, hogy ez milyen hatast valt ki a szomszédos asztrocitdin. A nem
neurogliaform sejtek esetében nem lattunk hatast a glia sejten, azonban a neurog-
liaform sejtek egyetlen akcids potencidlja a szomszédos asztrocitdk 63.1%-dban (n
= 82/130 par) detektdlhaté bemend dramot generdlt, melynek atlagos amplittiidéja
2.48 £ 1.78 pA volt. A neurogliaform sejt altal kivaltott &ram két fazisbol 4llt: a gyors
komponens 1.6 ms-os, illetve a lasstt komponens 35 ms-os latencidval. Ezutan meg-

vizsgéltuk, hogy a neurogliaform sejtekre jellemz6 stirti axonarborizécié minésége



4. Eredmények és megbeszélés 10

kapcsolatban all-e az asztrocitin mérhet6 szinaptikus dram tulajdonsagaival. E cél-
bol haromdimenzids rekonstrukciét készitettiink hat darab funkcionélisan kapcsolt
neurogliaform sejt - asztrocita parrél, majd megszdmoltuk az asztrocita altal elfog-
lalt térrészen dtmend axonkollaterdlisok szdmat. Az asztrocita altal elfoglalt terti-
leten keresztiilmend axonkollaterdlisok szdma és az asztrocitin mérhetd bemend
dram amplitadoja kozott szignifikdns linearis korreldciét talaltunk (r = 0.818, p =
0.046, n = 6).

Mivel az asztrocitdk koztudottan részt vesznek az extracellularis kalium ion ho-
meosztazis fenntartdsdban, extracellularis BaCl, alkalmazaséaval, egy GIRK és KIR
kalium csatorna blokkoléval vizsgéltuk az asztrocitdn mérhetd dram kédlium kom-
ponensét. A BaCl, hatékonyan blokkolta a kétfazist dram lasstt komponensét, azon-
ban a gyors komponensre nem volt specifikus hatdssal. Ezutdn a GABA 5 recepto-
rok részvételét vizsgéaltuk a GABA 5 receptor blokkol6 gabazine-nal. A blokkol6
hatdsdra érdekes médon mind a gyors, mind a lassi komponens szignifikdnsan le-
csokkent. Ez az eredmény arrdl drulkodik, hogy az asztrocitdkon mérhet bemend
aram gyors komponense részben egy GABA 5 receptoron keresztiili klorid dram, a
lasstt komponens pedig részben a klorid transzporterek altal generalt kalium dram.
Mivel az asztrocitdk egyik f6 ismérve a kiilonbdz6 neurotranszmitter receptorok
expresszidja, ezutdn az NO711 nevii GAT1 blokkoléval vizsgéltuk tovabb a kap-
csolatot. A GABA transzporter blokkoldsanak hatdsara szignifikdnsan lecsokkent
a gyors komponens, és megnovekedett a lassi komponens. A gyors komponens
lecsokkenésének hatterében a direkt médon a GABA transzporterek blokkolasa all,
mivel ezek a fehérjék a GABA-t az extracelluléris térb&l natrium ion kotranszport
segitségével veszik fel. A lasstt komponens indirekt megnovekedése mogott az all,
hogy a GAT1 transzporterek hidnyaban a GABA hosszabb ideig volt az extracellu-

laris térben, igy nagyobb kalium dramokat alakitott ki az asztrocitan. Ismert, hogy
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a neurogliaform sejtek altal felszabaditott GABA hatékonyan éri el az extraszinap-
tikus GABAg receptorokat. Ezeket a receptorokat a szelektiv GABAp receptor an-
tagonista CGP35348 extracelluldris adagoldsaval értiik el. A GABAp receptor an-
tagonista hatdsara a lassd komponens szelektiven lecsokkent, azonban ez a hatds
az asztrocitan lehet direkt és indirekt is. Hogy ezt megvizsgaljuk, a GABAg recep-
torokat intracelluldrisan prébaltuk blokkolni az elvezetett asztrocitdkban GDP-3-S
adagolasdval, azonban erre a blokkoléra az asztrocitdin mérheté &ram nem volt ér-
zékeny. Ez az eredmény arra utal, hogy az aktivalt GABAg receptorok a kdrnyez6
neuronok membrdanjdban taldlhatoak, és a rajtuk keresztiili kalium dram mérhetd ki
az asztrocitan.

Az utébbi évtizedekben egyre tobb kozlemény foglalkozik az asztrocitdk intra-
celluldris kalcium dinamikdjaval. Egyes publikdcidk szerint az asztrocitak altal ki-
fejezett GABA 5 receptorok aktivdciéja membranpotencial depolarizaciéhoz, majd
fesziiltségfliggd kalcium ion csatorna aktivacidhoz vezet, mely megnéveli az intra-
celluldris kédlcium ion koncentraciét. Mds kozlemények szerint a GABAg recepto-
rok aktivacidja vezet intracelluléris kalcium hullamok kialakulasdhoz. Hogy eze-
ket az eredményeket megismételjiik, Gjra elvégeztiik a paros elvezetéseinket az-
zal a kiilonbséggel, hogy az elvezetd elektrédéan keresztiil egy kédlcium indikatort
(OGB-1 120 uM) juttattunk az asztrocita intracelluléris terébe. Ez a mddszer lehe-
tové tette, hogy megmérjiik az intracelluldris kdlcium ion koncentracié valtozasat a
funkcionalisan kapcsolt neurogliaform sejt aktivalasat kovetéen. Bar az asztrocitdk
nyulvényain képesek voltunk detektdlni spontdn kdlcium hulldmokat, a térfogati
transzmisszi6 soran felszabaditott GABA nem volt képes detektdlhaté médon val-

toztatni az asztrocitdk intracelluldris kalcium dinamikdjan. Ez az eredmény arra
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mutat rd, hogy a GABA receptorok aktivdldsa nem depolarizélja eléggé az aszt-
rocitdkat ahhoz, hogy a fesziiltségfiigg6 kédlcium ioncsatorndk aktivélédjanak, to-
vabba ahogy korabbi elektrofizioldgiai kisérleteink ramutattak, az érett asztrocitak
nem expresszalnak GABAp receptorokat membranjukon.

Az eddigi publikaciokbol tudhatjuk, hogy a neurogliaform sejt egyetlen akcios
potencidlja alkalmaval felszabadul6 GABA a térfogati transzmisszi6é sordn eljut a
kornyez6 neuronok szinaptikus és extraszinaptikus felszineire is. A mi eredmé-
nyeink ezt azzal egészitik ki, hogy a GABA eljut a neurogliaform sejt axonfelhgjé-
ben 1év§ asztrocitakhoz is, és bifazikus, tobb fronton végbemend hatést fejt ki azo-
kon. Az asztrocitdn mérheté d&ram gyors komponense egy direkt hatds az asztroci-
tdk membranjan, mely a GABA 5 receptorok és a GABA transzporterek aktivacidjat
tikkrozi. Az &ram lassd komponense egy indirekt GABAerg ttvonal, mely a klo-
rid ion transzporterek és a neuronalis GABAg receptorok aktivitasa kdvetkeztében
létrejovd megnovekedett extracelluldris kdlium ion koncentracié kovetkezménye.
Osszességében tehat a GABAerg térfogati transzmisszi6 soran a kalium ionok a ne-
uronokbol az extracelluléris téren keresztiil az asztrocitdkba, mig a klorid ionok az
asztrocitdkbol az extracelluldris térbe jutnak. Mindkét iondram a GABAerg térfo-
gati transzmisszi6 stabilitdsahoz jarul hozz4, az extracelluléris kalium és klorid ho-

meosztazis, és igy a gatld szinaptikus aramok reverz potencidljanak fenntartasaval.
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4.2 Gyorsan tiizel6 interneuronokra érkezo serkento szi-
napszisok osszehasonlité vizsgalata human és pat-
kany agykéregben

Péros whole cell patch clamp elvezetéseket végeztiink a legszélesebb korben hasz-
nalt modellallat, a patkany illetve az ember agykérgébdl készitett tlél6 agyszelet
prepardtumokban, hogy 0sszehasonlitsuk a két fajban a piramis sejtekrdl gyorsan
tiizel6 interneuronokra érkez6 serkentd szinaptikus bemeneteket. Mindkét elveze-
tett idegsejtet biocytint tartalmaz6 intracellularis oldattal vezettiik el, mely lehet6vé
tette az elvezetett sejtek anatomiai azonositdsat. A preszinaptikus sejtek minden
esetben piramis sejtek voltak, mig a posztszinaptikus sejtek kosarsejtek vagy axo-
axonikus sejtek. A sejtek kozotti szinaptikus kapcsolatokat fluktudciés analitissel
vizsgaltuk, mely sordn az extracellularis Ca®* és Mg?* ion koncentraci6 szisztemati-
kus véltoztatdsaval médositottuk a preszinaptikus vezikuldk felszabaduldsi valdszi-
nliségét, igy a serkentd posztszinaptikus &ramok (EPSC) amplitidojét is. A transz-
misszids hibak szama ragcsalok esetében mindig magasabb volt, mint az emberi
kapcsolatok esetén. A fluktudciés analizis sordn a kiilonboz extracellularis ionkon-
centrdciok alkalmazasandl rogzitett posztszinaptikus dramok variancidjat dbrazol-
juk az atlaguk fliggvényében, és az igy kapott eredményre egy parabolat illesztiink.
Az igy kapott parabola fiiggvény paraméterei becslésként szolgalnak egy-egy vezi-
kula felszabadulasa altal kialakitott posztszinaptikus dram nagysagara (q), egy-egy
vezikuldnak a felszabaduldsi valdszintiségére (Pr), valamint a funkciondlis felsza-
baduldsi helyek szdmara (Ngrg). Az egy-egy vezikula 4ltal kialakitott posztszinap-
tikus d&ramok nagysdgaban nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a két faj kozott.

Azonban az emberi serkent6 szinaptikus kapcsolatokat 4,4-szer tobb funkciondlis

felszabadulasi hely jellemzi, mint ugyanezen szinaptikus kapcsolatokat a rdgcséaléd
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agykéregben.

Annak eldontésére, hogy a humén mintakban elé6fordulé nagy amplitadéja EPSC-
k osszeftiggésben éllnak-e a szinapszisok szdmaval, fénymikroszkép segitségével
meghatdroztuk mindkét fajpan a piramissejtek axonjai és a kosdarsejtek dendritjei
kozott 1étesitett potencidlis szinaptikus kapcsolatok szamat. Az emberi piramissej-
tek atlagosan 3,3 + 1,5 fénymikroszképosan azonositott szinapszist 1étesitettek a
veliik szinaptikusan kapcsolt kosérsejtek dendritjeire, ami nem kiilonbozott szigni-
fikdnsan a patkdny piramissejtek esetében mért értékektsl (2,9 & 1,5). A szinapszi-
sok szamanak hasonlésdga a két fajban arra utal, hogy az elektrofizioldgiai méré-
sekben tapasztalt fajspecifikus kiilonbség a szinapszisokon beliil keresend®, ezért a
kosérsejtekre érkezd serkenté bemeneteket elektronmikroszképos technikakkal to-
vabb vizsgaltuk.

A 20 nm vastagsagu sorozatmetszetekbdl készitett haromdimenziés rekonstruk-
cidk alapjan el8szor a serkentd bemenetek aktiv zéna tertiletét, majd az egyes aktiv
z6nakra es6 dokkolt vezikuldk szdmat hataroztuk meg. Az aktiv zéndk a preszinap-
tikus axontermindlis membranjdnak azon része, ahol a szinaptikus rés jellegzetesen
kiszélesedik. Az eredmények mindkét faj esetén nagy szoérast mutattak, azonban el-
mondhat6, hogy a human mintakban mért aktiv zéndk szignifikansan nagyobbak,
mint a patkdny mintdkban mértek. Mig az aktiv zéna tertiletek esetében kétszeres
kiilonbséget taldltunk, addig a dokkolt vezikuldk szamédban négyszeres kiilonbséget
allapitottunk meg a két faj 6sszehasonlitdsandl. A humén aktiv zéndkban szamlalt
dokkolt vezikuldk mennyisége 4,2 £ 2,2, mig a patkdny esetében ez 1,3 + 0,8. Az
aktiv zondk teriilete és a hozzéjuk tartoz6 dokkolt vezikuldk szama kozott pozitiv
korrelaciét talaltunk mindkét faj esetén.

Az elektrofizioldgiai és elektronmikroszképos vizsgélatok kiértékelése alapjan

elmondhatjuk, hogy fajspecifikus kiilonbséget taldltunk a serkentd preszinaptikus
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bemenetekben. A kiilonbség megmutatkozik mind a funkciondlis felszabaduldsi
helyek szamaban, mind az aktiv zéna méretében, mind a jelatvitelben részt vevd
dokkolt vezikuldk szdmédban. Az aktiv z6nédk dtlagos mérete human mintdkban két-
szer nagyobb, mint a patkdny mintdkban mérteké. Tovabba a dokkolt vezikuldk
stirliségében is kétszeres kiilonbség lathat6 a két faj kozott, igy dsszességében szi-
napszisonként dtlagosan négyszer tobb dokkolt vezikula taldlhat6 egy kosarsejtre
érkez6 serkent6 boutonban emberben, mint ugyanez patkdnyban. Az aktiv zéna
mérete és a hozzajuk tartozé dokkolt vezikuldk mennyisége pozitivan korreldlnak
egymadssal mindkét fajpan. Tovabbd a humdan mintdkban mért boutonok térfogata is
nagyobb (haromszor), mint a patkdny mintdkban mért serkent axontermindlisoké.
A kapott eredményekbdl az deriilt ki, hogy amig egy patkany kosdarsejtre érkezd
serkent6 szinapszisdban dtlagosan csak egy dokkolt vezikula vesz részt, addig a hu-

man mintdkban mért serkent6 szinapszisokban a dokkolt vezikuldk dtlagos szdma

négy.
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5 Tarsszerzdi nyilatkozat

Alulirott nyilatkozom, hogy a Jelolt, mint tarsszerz6 hozzdajarulasa a disszertacidja-
ban taglalt elektrofiziol6giai eredményekhez jelents volt. Kijelentem, hogy ezeket
az eredményeket tudomanyos fokozat megszerzéséhez nem haszndltam fel, és a jo-

v8ben sem fogom felhaszndlni.
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